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Santrauka

Sio tyrimo tikslas jvertinti spanguoliy i$spaudy ekstrakty jtaka jogurto fizikinems cheminéms
savybéms ir virS§kinamumui.

Tyrimo metu spanguoliy iSspaudy ekstraktas isfrakcionuotas j didelés (DMM) ir mazos molekulinés
masés (MMM) junginiy frakcijas, kurios skyrési proantocianidiny ir tam tikry monomeriniy
antocianidiny kiekiu. DMM frakeijy ekstrakte proantocianidiny aptikta 1813,95 + 11,04 mg/100g, o
MMM frakcijy ekstrakte — 60,31 + 0,60 mg/100g. Ekstraktai skyrési antioksidaciniu ir antimikrobiniu
aktyvumu. MMM frakcijos DPPH radikaly suriS§imo geba buvo 102 + 0,02 mg TE/g, o DMM
frakcijos — 305 = 0,01 mg TE/g. DMM frakcija pasizyméjo pieno ragsties bakterijy slopinimu,
matuotu pagal agaro terpéje susidariusia skaidria zona ir pagal jy augimo kreive laikymo metu. Dél
tokiy savybiy, rauginant pieng su DMM ekstraktu jogurto pagaminti nepavyko. Tiriant pieno miSiniy
su ekstraktais savybes nustatyta, kad naujy kovalentiniy ir nekovalentiniy rySiy susidarymas tarp
pieno baltymy ir DMM bei nefrakcionuoto spanguoliy ekstrakto fenoliniy junginiy, 1émé pieno
baltymy daleliy stambéjima, klampos didéjimg pieno misiniuose bei i$ jy pagamintame jogurte bei
baltymy rugstinés koaguliacijos trukmés trumpéjimg. Didéjant ekstrakto kiekiui, jogurto klampa
did¢jo. TaCiau MMM ekstraktas netur¢jo jtakos pieno miSiniy ir i§ jy pagaminto jogurto baltymy
daleliy dydziui ir klampai. Atlikus spanguoliy ekstrakty vandeniniy tirpaly, jy miSiniy su pienu ir i§
miSiniy pagaminto jogurto in vitro virSkinamumo tyrimus pagal laisvy a-amino grupiy
atsipalaidavimg buvo jvertintas pieno baltymy virSkinimo greitis, o pagal fenoliniy junginiy ir
proantocianidiny atpalaidavimg, biologinio prieinamumo indeksg ir antioksidacin; aktyvumg
skirtinguose skrandzio ir plonojo Zarnyno vir§kinimo etapuose buvo jvertintas ekstrakto fenoliniy
junginiy biologinis prieinamumas. Nustatyta, kad visy spanguoliy iSspaudy ekstrakty frakcijy
vir§kinimo metu zymiai sumazéjo bendras fenoliniy junginiy ir proantocianidiny kiekis, 0 tai turéjo
neigiamos jtakos jy biologiniam prieinamumui ir antioksidacinéms savybéms. Taip pat nustatyta, kad
pieno baltymai turi neigiamos jtakos spanguoliy ekstrakty fenoliniy junginiy ir ypac¢ proantocianidiny
atpalaidavimui ir biologiniam prieinamumui vir§kinimo metu. Pieno miSiniuose su DMM spanguoliy
ekstrakto frakcija nustatytas maziausias fenoliniy junginiy (17,74 %) ir proantocianidiny biologinis
pricinamumas (4,10 %) ir maZziausias pieno baltymy hidrolizés laipsnis (15,41 = 0,21 %).
Apibendrinant atlikto tyrimo rezultatus, rekomenduojama gaminant spanguoliy ekstraktu praturtintg
jogurta naudoti ekstrakta, kuriame yra mazesnés molekulinés mases fenoliniai junginiai.
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Summary

The aim of this research was to evaluate the influence of cranberry pomace extracts on the
physicochemical properties and digestibility of yogurt.

In the research, cranberry pomace extract was fractionated into high (HMW) and low molecular
weight (LMW) fractions of compounds, which differed in the quantity of proanthocyanidins and
certain monomeric anthocyanidins. 1813.95 + 11.04 mg/100 g of proanthocyanidins was detected in
the extract of HMW fractions and 60.31 £ 0.60 mg/100 g in the extract of LMW fractions. The
extracts differed in antioxidant and antimicrobial activity. The DPPH radical scavenging capacity of
the LMW fraction was 102 + 0.02 mg TE/g and that of the HMW fraction was 305 + 0.01 mg TE/g.
The HMW fraction was characterized by inhibition of lactic acid bacteria as measured by the
transparent zone formed in the agar medium and by their growth curve during the storage. Due to
these properties, fermenting milk with HMW extract failed to produce yogurt. When researching the
properties of milk mixtures with the extracts, it was found that the formation of new covalent and
non-covalent bonds between milk proteins, HMW, and phenolic compounds of unfractionated
cranberry extract caused the enlargement of milk protein particles, an increase in viscosity in the milk
mixtures and yoghurt made from them, and shortening the duration of acid coagulation of proteins.
As the amount of the extract increased, the viscosity of the yogurt increased. However, the LMW
extract had no effect on the particle size and viscosity of the proteins of the milk mixtures and yogurt
produced from them. After in vitro digestibility studies of aqueous solutions of cranberry extracts,
their mixtures with milk and yogurt made from the mixtures, according to the release of free a-amino
groups, the digestion rate of milk proteins was evaluated, while the bioavailability of phenolic
compounds of the extract was assessed according to the release of phenolic compounds and
proanthocyanidins, the bioavailability index, and the antioxidant activity at different stages of
gastrointestinal and small intestinal digestion. During the digestion of all fractions of the cranberry
pomace extracts, it was found that the total phenolic compounds and proanthocyanidins significantly
reduce. This had a negative effect on their bioavailability and antioxidant properties. It was also found
that during the digestion, the milk proteins adversely affect the release and bioavailability of the
phenolic compounds of the cranberry extracts and in particular the release and bioavailability of the
proanthocyanidins. The lowest bioavailability of phenolic compounds (17.74%) and
proanthocyanidins (4.10%) and the lowest degree of milk protein hydrolysis (15.41 £ 0.21%) were
found in the milk mixtures with the LMW cranberry extract fraction. Summarizing the results of the
research, it is recommended using an extract containing lower molecular weight phenolic compounds
in the production of yogurt enriched with the cranberry extract.
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IVADAS

Siuolaikiné visuomeng vis labiau domisi maisto produkty sudétimi ir kokybe. DaZniausiai skaitydami
etiketes Zzmonés vengia produkty, kuriuose yra sintetiniy junginiy, naudojamy kaip dazikliai,
antioksidantai, stabilizatoriai, konservantai ir kt., ir pirmenybe teikia produktams, Kuriuose yra
gerokai maziau sintetiniy priedy ir daugiau juos pakeisianciy natiiraliy junginiy. Todél pieno produkty
gamyboje siekiant pagerinti tradicinio jogurto maistine vert¢ naudojami nattiraliis augaly ekstraktai.
Siy priedy panaudojimas pieno sistemose ir rauginimo metu vykstantys biotechnologiniai procesai,
kai susidaro nauji junginiai, gali turéti jtakos ne tik produkto juslinéms, fizikinéms-cheminéms,
reologinéms savybéms, bet ir jy virSkinamumui bei biologiniam prieinamumui. Yra daug moksliniy
tiriamyjy darby teigianciy, kad augaly ekstrakto naudojimas jogurto gamyboje lemia elastingesn¢ ir
tvirtesne galutinio produkto tekstiirg, sumazina sinerezés greitj laikymo metu ir padidina biologiskai
aktyviy junginiy stabilumg, priecinamumg virSkinimo metu. Spanguoliy iSspaudy ekstraktas galéty
biiti viena i§ alternatyvy siekiant praturtinti jogurta nattraliais antioksidantais, pakeisti juslines
savybes ir tekstiros charakteristikas bei sumazinti spanguoliy sul¢iy gamybos Salutinio produkto
tar$a dél ypa¢ zemo pH. Sias gerinanéias savybes produktui suteikia spanguoliy ekstrakte aptinkama
didelé fenoliniy junginiy grupé — antocianinai ir proantocianidinai, kurie lengvai sudaro kompleksus
su pieno baltymais ir taip gali ne tik pakeisti baltymy funkcines savybes produktuose, tadiau ir
sumazinti jy maisting vert¢ létindami baltymy virSkinimg. Nors mokslingje literatiiroje galima rasti
daug duomeny apie spanguoliy ir i jy pagaminty ekstrakty antimikrobinj ir antioksidacinj aktyvuma,
panaudojimg jvairiy pieno produkty gamyboje, taciau truksta tyrimy apie spanguoliy ekstrakto jtakg
jogurto baltymy virskinamumui bei spanguoliy fenoliniy junginiy biologinj prieinamuma produkto
virskinimo metu.

Darbo tikslas — jvertinti spanguoliy i§spaudy ekstrakty jtakg jogurto fizikinéms-cheminéms savybéms
ir virSkinamumui.

Darbo uzdaviniai:

1. iSfrakcionuoti spanguoliy i§spaudy ekstrakta ] maZos ir didelés molekulinés masés junginiy
frakcijas ir nustatyti jy sudéties charakteristikas, antimikrobinj ir antioksidacinj aktyvuma;

2. nustatyti skirtingy spanguoliy i$spaudy ekstrakty jtakg pieno ir i§ jo pagaminto jogurto
fizikinéms-cheminéms ir reologinéms savybéms;

3. jvertinti skirtingy spanguoliy ekstrakty jtakg pieno ir i$ jo pagaminto jogurto baltymy in vitro
virSkinamumui;

4. nustatyti pieno baltymy jtakg fenoliniy junginiy, proantocianidiny atpalaidavimui,
biologiniam prieinamumui ir antioksidaciniam aktyvumui in vitro virSikinimo metu;

5. nustatyti skirtingy koncentracijy spanguoliy ekstrakty jtaka jogurto fenoliniy junginiy,
proantocianidiny atpalaidavimui ir biologiniam prieinamumui in vitro vir$ikinimo metu.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Jogurto maistiné verté ir nauda vartotojams

Jogurtas yra populiarus pieno produktas visame pasaulyje. Sis produktas paklausus visuomeng¢je ne
tik dél jo unikalios tekstairos ir skonio, bet ir dél naudos sveikatai ir maistingumo. Maistiné jogurto
sudétis gali biiti kei¢iama atsizvelgiant j fermentacijos metu naudojamas pradiniy kultiiry padermes,
pieno riebuma ir riisj, saldiklius ir vaisius pridétus prie§ fermentacija, taip pat rauginimo proceso
trukme. Tacdiau bendra jogurto be papildomy priedy sudétis, kurig sudaro baltymai, riebalai,
angliavandeniai, mineralai ir vitaminai, daugiau ar maziau panasi [1, 2].

Teigiama, kad jogurte daugelis maistiniy medziagy, jskaitant baltymus, riboflaving, vitaming Be, B12,
kalcj, kalj, cinkg ir magnj yra labiau koncentruotos nei piene [3]. Taip pat nustatytas didesnis kalcio
biologinis prieinamumas jogurte, vadinasi jogurta valgan¢io zmogaus organizmas gali lengvai
absorbuoti ir naudoti kalcj, kuris gyvybiskai svarbus kaulams vystytis ir sveikatai palaikyti. Mitybos
pozitriu jogurtas placiai suvokiamas kaip sveikas maistas dél jame esanciy baltymy. Jie yra vieni
vertingiausiy gyviininés kilmés baltymy, nes, skirtingai nei mésos baltymai, juose néra purino baziy,
kuriy perteklius neigiamai veikia inksty funkcija. Zmogaus virSkinamajame trakte esandios
proteinazés lengviau skaido pieno baltymus nei mésos, zuvies ar gridy. Pieno baltymai yra
visaverciai, savo sudétyje turintys visy organizmui reikiamy nepakei¢iamy amino ragsciy,
pavyzdziui, lizino, triptofano, metionino ir kt. Zinoma, kad piene esantys baltymai yra naudingi
zmogaus kraujagysliy ir Sirdies, nervy ir endokrininei, vir§kinimo bei imuninei sistemai [4, 5].

Zaliame karviy piene yra 3-6 % laktozés [6]. Tai yra svarbus angliavandenis naujagimiy
neurologiniam vystymuisi, kuris padeda absorbuoti kalcj zarnyne. Nepaisant laktozés kaip maistinés
medziagos svarbos, ji taip pat gali buiti atsakinga uz sutrikimus, atsirandancius dél laktozés
netoleravimo. Tai susije su nepakankamu B-galaktozidazés fermento, atsakingo uz laktozés hidrolize,
kiekiu ir (arba) neefektyviu aktyvumu Zmogaus plonajame Zarnyne. Zmonés, kurie netoleruoja
laktozés, susiduria su virSkinamojo trakto simptomais: pilvo skausmas, viduriy pitimas ir
viduriavimas [7]. Pieno fermentavimas ] jogurta yra vienas i§ technologiniy biidy sumazinti pieno
laktozés kiekj. Pienartigstés bakterijos Streptococcus thermophilus ir Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus jogurto rauginimo metu suskaido didele dalj laktozés j pieno riigstj, o patekusios j
Seimininko organizmg sugeba iSskirti B-galaktozidazés fermenta, kuris pagerina maistiniy medziagy
virSkinimg Zarnyne. Tokio pieno produkto maistinés savybés pagerina Zmogaus, netoleruojancio
laktozés, angliavandenio absorbcijg virSkinimo trakte [8, 2, 9].

Mokslingje literatiiroje galima rasti nemazai duomeny, susijusiy su jogurto funkciniy savybiy
tobulinimu | jj pridedant probiotiniy Bifidobacterium ir Lactobacillus bakterijy. Teigiama, kad
jogurtai, kuriy sudétyje yra probiotiky, teikia naudos sveikatai. Pavyzdziui, pateke j virSkinimo trakta
pagerina laktozés toleravimg ir virSkinima, zarnyno mikroby pusiausvyrg, veikia kaip prevencija
patogeniniy bakterijy sukeltam viduriavimui, stimuliuoja gleivinés imuning sistemg ir t. t. [10].
Probiotikai taip pat turi slopinamaji poveiki maisto patogenams ir geb¢jima kontroliuoti zarnyno
infekcijas gaminant slopinancias antimikrobines medZiagas, tokias kaip organinés rigstys, vandenilio
peroksidas, dekonjuguotos tulzies riigStys ar bakteriocinai [11]. Taciau reglamente ES Nr. 432/2012
leidziama vartoti vienintelj teiginj apie jogurto sveikatinguma: ,,gyvos kultiiros jogurte ar raugintame
piene gerina produkte esancios laktozés virSkinimg asmenims, kurie sunkiau virSkina laktoze*. Norint
vartoti tokj teiginj, 1 g jogurto turéty biiti bent 10® kolonijas sudaranéiy vienety gyvy raugo
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mikroorganizmy (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ir Streptococcus thermophilus) [12].
Dazniausiai dél Sios placiai iStirtos jogurto funkcinés savybés, fermentuotas pieno produktas tampa
paklausesnis ir patrauklesnis vartotojui nei kiti pieno produktai [1].

Pasaulio pieno produkty rinkoje pastebimas domé¢jimasis funkciniais maisto produktais, kuriuose yra
technologiskai sukurty naujy ingredienty, didinan¢iy produkto maisting verte ir teigiamai veikianciy
sveikatg. Natiraliy augaliniy priedy, turinCiy teigiamg poveikj vartotojy sveikatai, panaudojimas
jogurto technologijoje daro produkta funkcionaliu. Pavyzdziui, tradicinio jogurto gamyboje yra
tendencija jdéti vaisiy uogy priedus — dZzemus, sultis, ekstraktus ar dZiovintus vaisiy uogy gabaliukus.
Juose yra angliavandeniy, maistiniy skaiduly, vitaminy, mineraly ir kity biologiSkai aktyviy
medziagy: antocianiny, karotinoidy, procianidiny ir flavonoidy, junginiy, gerinan¢iy Zzmogaus
virSkinima, Sirdies ir kraujagysliy veiklg bei emocing biiseng [4, 13, 14].

IS jogurto gamyboje naudojamy vaisiy uogy priedy iSsiskiria vaisiy uogy ekstraktai. D¢l Siuose
ekstraktuose esanciy polifenoliniy junginiy teigiamo poveikio sveikatai [15, 16], jy papildomas
1déjimas | fenoliniy junginiy neturintj jogurta yra labai skatinamas tiek gamintojy, tiek vartotojy [17].
Taciau daugelis ekstraktuose esanciy biologiskai aktyviy junginiy yra nestabiliis ir greitai skyla
jogurto gamybos bei laikymo metu, dél ko prarandamas jy biologinis aktyvumas. Kita ekstrakty
neigiama savybé — jy nepageidaujamos juslinés savybés. Sios vaisiy uogy ekstrakty savybés bei
ekstrakty panaudojimo jogurto gamyboje galimybés placiai tiriamos pastaraisiais metais.

1.2. Vaisiy uogy ekstrakty technologinés-funkcinés savybés pieno sistemose

Jogurtg praturtinant jvairiy veikliyjy medziagy turinciais vaisiy uogy ekstraktais, reikia Zinoti apie
Siy produkty technologines-funkcines savybes bei biologinj aktyvumg. Ne maziau svarbu jvertinti ir
Siy produkty galimg saveika su piene esanciomis medziagomis.

Per pastaruosius 10 mety buvo tiriami su jvairiais augaly ekstraktais pagaminti jogurtai ir rauginti
pieno geérimai. Ramos‘as ir kt. [18] j rauginta pieng jd¢jo liofilizuoto gvazdikéliy vandeninio ekstrakto
ir nustaté, kad produkte gerokai padidéjo bendras fenoliniy junginiy kiekis, o jo antioksidacinis
aktyvumas ir juslinis priimtinumas pageréjo. Panasiai Liu‘as [19], Gaglio‘as ir kt. [20] atliko tyrimus,
kuriy metu jogurtg praturtino arbatos Fuzhuan ir Safrano vandeniniais ekstraktais. Mokslininkali
nustaté, kad did¢jancios bioaktyviy vandeniniy ekstrakty koncentracijos padidino jogurto
antioksidacinj aktyvuma. Publikuoti moksliniai straipsniai apie jogurto, praturtinto juodyjy serbenty
ir obuoliy [21], vynuogiy sékly [22], Hibiscus sabdariffa [23] ekstraktais, savybes. Nustatyta, kad
augaliniais ekstraktais praturtintas jogurtas, pasizymé¢jo didesniu antioksidaciniu aktyvumu [24, 25]
ir didesniu pieno riigsties bakterijy gyvybingumu produkte [26].

Be galimos naudos vartotojy sveikatai, jogurto tekstiiros savybés vaidina labai svarby vaidmenj
vertinant produkta. Keli tyrimai parodé, kad augaly ekstraktai gali turéti teigiamos jtakos jogurto
tekstiiros savybéms [17, 27] ir padidinti produkto stabiluma [28].

Analogiskus rezultatus gavo mokslininkai tyrinéje siirj, praturtintag Arbutus unedo L. vaisiy ekstraktu,
t. y. augalinis priedas turéjo jtakos tvirtesnei ir elastingesnei srio teksttrai, taip pat padidino produkto
iSeigg [29]. Yra keletas tyrimy, kuriuose analizuojama granaty Zievés ekstrakto ir pasiflory vaisiy
kaip biologinio konservanto jtaka atitinkamai lipidy oksidacijos stabilumui ir galima alternatyva
mikroby populiacijos slopinimui siiryje [30, 31].
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Daugelyje pries tai aptartuose tyrimuose buvo nustatyta, kad augaly ekstrakty jtaka jogurto savybéms
buvo nulemta saveikos tarp ekstrakte esan¢iy fenoliniy junginiy ir pieno baltymy. Todél toliau bus
aptarta Sios saveikos mechanizmai bei veiksniai, galintys turéti jtakos fenoliniy junginiy ir pieno
baltymy kompleksui susidaryti.

1.3. Vaisiy uogy fenoliniy junginiy saveika su pieno baltymais

Zinoma, kad kompleksams susidaryti tarp fenoliniy junginiy ir baltymy molekuliy turi jtakos daug
veiksniy. Tarp jy yra aplinkos salygos — temperatira, pH, druskos koncentracija ir tam tikry reagenty
pridéjimas. Taciau remiantis literatiiros Saltiniais galima teigti, kad pieno baltymy ir fenoliniy
junginiy strukttiros yra pagrindiniai veiksniai lemiantys $iy bioaktyviyjy junginiy kompleksy
sudaryma [32].

1.3.1. Pieno baltymuy struktiiros jtaka

Pieno baltymus sudaro du pagrindiniai komponentai: kazeinas ir iSriigy baltymai. Galvijy piene yra
keturi pagrindiniai kazeino tipai (as1-, os2- B-, k-), kurie skiriasi aminortig§¢iy sudétimi, funkcinémis
savybémis ir genetinémis variacijomis, tac¢iau yra panasaus dydZzio, molekulinés mases ir grynojo
neigiamo kriivio [33, 34]. asi-kazeinas, asz-kazeinas ir B-kazeinas yra fosfoproteinai ir juos galima
atskirti kalciui jungiantis prie jy serino-fosfato lickany. k-kazeinas yra glikoproteinas, kuris turi dvi
cisteino liekanas, sudaro tarpmolekulinius disulfidinius rySius ir daro jtaka kazeino miceliy
stabilizavimui piene. Beje, kazeino micele¢ sudaro submicelés, sujungtos hidrofobine sgveika,
vandeniliniu rySiu ir kalcio-fosfato tilteliais. Pieno iSriigy baltymus sudaro globulinés strukttiros o-
lakoalbuminas, B-laktoglobulinas, imunoglobulinai ir galvijy serumo albuminas (BSA). ISriigy
baltymuose yra daug sieros turin¢iy aminortig§éiy, besijungianciy disulfidiniu rySiu. D¢l Sios
priezasties baltymai yra kompaktiskos sferinés formos [35, 36].

Mokslin¢je literatiiroje teigiama, kad pieno baltymy konformacija yra ypac¢ svarbi susidarant
baltymy-fenoliy kompleksui. Yildirim-Elikoglu‘as ir kt. [35] nustaté, kad maziau struktiirizuoty
baltymy saveika su fenoliniais junginiais stipresn¢ nei struktiirizuoty globuliniy baltymy, nes
pastaryjy struktiira lemia mazesnj aminorag$ciy liekany prieinamumg [37]. Nagy‘as ir kt. [38]
nustaté, kad BSA suri$o daugiau fenoliniy junginiy nei nugriebto pieno baltymai ar -laktoglobulinas.
Nors BSA yra globulinis baltymas, taciau jo molekuléje yra specifinés fenoliy junginiy prisijungimo
vietos. BSA molekulés pavirsiuje yra hidrofobines grupes turinti aminortigstis Trp134 ir Trp213.
Biitent Sios hidrofobinés grupés yra epikatechino ir katechino jungimosi vietos. Be to, prolino kiekis
baltymy molekulés pavirSiuje lemia baltymy gebéjima prisijungti prie fenoliy [39, 35]. Yra duomeny,
kad fenoliniai junginiai prisijungé ir prie kity aminoriigSciy liekany, tokiy kaip fenilalaninas,
histidinas, tirozinas ir argininas [40].

Atlikta nemazai tyrimy siekiant nustatyti skirtingy pieno baltymy frakcijy jtaka kompleksui
susidarymui su polifenoliais. B-laktoglobulinas yra gausiausias iSrigy baltymy komponentas,
susidedantis i§ dviejy a-spiraliy ir aStuoniy antiparaleliy B-laksty, kurie sudaro taurelés formos f-
statinés struktiirg [41]. Jis susideda i§ laisvojo tiolio ir dviejy disulfidiniy jungéiy. Zinoma, kad p-
laktoglobulinas, esant neutraliam pH, yra dimero biisen0s ir sudaro tirpius ar netirpius agregatus deél
sulfhidril-disulfido saveikos, kai denattiruoja 75-80 °C temperatiiroje [42]. Manoma, kad -
laktoglobulinas turi tris ligando prijungimo vietas: baltymo iSorinis pavirSius $alia Trp19-Arg124,
vidiné B-statinés ertmé ir pavirSiau hidrofobin¢ kiSené tarp a-spiralés ir B-statinés [35]. Autoriy [43]
gauti prieStaringi tyrimy rezultatai rodo, kad fenolinis junginys naringeninas jungesi iSoringje [-
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laktoglobulino pavirSiaus vietoje su trimis vandenilio rySiais, nepaveikdamas antrinés baltymo
struktiros. Dimero formos B-laktoglobulino (pH 7,3) jungimosi vieta yra dviejy monomery s3sajoje.
Esant riigStiniam pH 2-3, B-laktoglobulinas jgauna monomering strukttirg dél didelio elektrostatinio
atostimio tarp dviejy dimero subvienety. Kompleksuojantis baltymams su fenoliniais junginiais
pakinta baltymo antriné struktiira, o tai rodo, kad molekuliné sgveika vyksta monomero ir dimero
formose. Nustatyta, kad sgveika su fenoliniais junginiais buvo stipresné, kai B-laktoglobulinas buvo
monomero formos. Tokia baltymo molekulé su ferulo riigstimi jungiasi per taurelés formos B-statinés
ertm¢. Yra keletg iSoriniy viety, kuriose B-laktoglobulinas jungiasi su hidrofilinémis ir amfifilinémis
molekulémis, taciau jo vidiné ertmé stabilizuojama vandenilio rysiais ir m-alkilo sgveika laikoma
pagrindine hidrofobiniy molekuliy, pvz., fenoliy, jungimosi vieta [44].

a-laktoalbuminai yra mazesni ir ne tokie hidrofobiski baltymai nei pB-laktoglobulinas ir BSA, todél
tai gali paskatinti pastaryjy baltymy stipresn¢ sgveika su fenoliniais junginiais [45]. Mokslinéje
literatiiroje yra mazai tyrimy, kuriuose analizuojanma o-laktoalbuminy saveika su fenoliais, taciau
yra duomeny, kad $is baltymas, jungiantis metalo katijonus pieno sistemoje, lygiai taip pat saveikauja
su skirtingais flavonoidais, pvz., kurkuminu, resveratroliu, genisteinu ir kaepferoliu [46]. Be to, tokia
saveika nepakeitia a-laktoalbumino struktiros [45]. Sis isriigy baltymas sudarytas i§ dviejy
pagrindiniy domeny (a-spiraliy ir B-laksty), sujungty per dvi disulfidines jungtis. Tarp Siy domeny
esancioje hidrofobinéje kiSenéje prisijunges epigalokatechin-3-gelatas, zaliosios arbatos katechinas
parod¢ didziausig riSimosi energijos verte [46, 47].

Pasak Li‘as ir kt. [48] B-kazeino ir fenoliniy riig8éiy jungimosi biidai ir sgveikos stiprumas ankséiau
nebuvo tirti, todél §io komplekso susidarymas tebéra menkai suprantamas. Remiantis §iy mokslininky
tyrimais galima teigti, kad prolino kiekis baltymo paviriuje turi jtakos baltymy-fenoliy kompleksui
susidaryti. Tod¢l a-kazeinas, kurio struktiiroje yra maziau prolino nei B-kazeino struktiiroje, sudaré
silpnesnj rysj su fenoliniais junginiais [39]. Autoriai paskelbé, kad pieno baltymai pagal sarysio su
fenoliniais junginiais stipruma i$sidésto tokia tvarka: p-kazeinas > a-kazeinas > B-laktoglobulinas.
Fenoliniai junginiai, kompleksuodami su baltymais, gali pakeisti antring baltymo konformacija,
sumazindami a-spiralés ir B-lakSty struktiras a- ir B-kazeinuose ir taip dalinai destabilizuodami
baltymy struktiirg [49]. Ankstesniuose tyrimuose buvo nustatyta, kad aromatiniy amino ragsciy ir
histidino liekanos taip pat gali bti fenoliniy junginiy prisijungimo vietos baltymy molekulése [40].

1.3.2. Fenoliniy junginiy struktiiros jtaka

Fenoliniai junginiai yra didel¢ grupé biologiskai aktyviy medziagy, antriniai augaly metabolitai,
atsakingi uz augalo augimo, vystymosi ir apsaugines funkcijas bei jo juslines savybes, dalyvaujantys
lasteliniuose ir tarplgsteliniuose fiziologiniuose procesuose [50, 51]. Tai komponentai, turintys vieng
ar daugiau hidroksilo (-OH) ar metoksi (-OCHzs) grupiy tiesiogiai prijungty prie vieno (pvz., fenolio
rugstys, fenoliai) ar keliy (pvz., polifenoliai) aromatiniy Ziedy [48]. Zinoma, kad Sie junginiai
pasizymi antioksidaciniu aktyvumu ir turi teigiamg poveik] jvairiy sveikatos sutrikimy, tokiy kaip
Sirdies ir kraujagysliy ligos, véZys ar osteoporozés, prevencijai. Kadangi zmogaus organizmas
nesintetina fenoliniy junginiy, jie turi baiti gaunami su maisto produktais ar gérimais, pvz., kava [52],
arbata [47], vynu [53], kakava [54], javy grudais, vaisiais, darzovémis ar uogomis [55]. Sie
biologiskai aktyvis junginiai pagal molekulés struktiirg paprastai skirstomi j pogrupius, pvz., fenolio
rugstys, flavonoidai, stilbenai, kumarinai, lignanai ir taninai [55].
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Maisto produktuose fenoliniai junginiai gali jungtis su baltymais ir sudaryti baltymy-fenoliy
kompleksa, kurio rysio stiprumas priklauso ne tik nuo baltymy, bet ir nuo fitocheminiy medziagy
tipo, kuris skiriasi molekuline mase, hidrofobiSkumu, molekuliniu lankstumu, metilinimo,
hidroksilinimo ir glikozilinimo laipsniu [46]. Chanphai‘as ir kt. [56] patvirtino, kad kuo didesné
fenolinio junginio molekuliné masé tuo stabilesnis polifenoliy-balymy kompleksas susidaro.
Pavyzdziui, epigalokatechino galato kompleksas su baltymais buvo stabilesnis nei katechino, kai Siy
junginiy molekuliné masé buvo atitinkamai 458,372 g/mol ir 290,26 g/mol. Be to fenolinio junginio
sudétis ir hidroksilo grupiy skaicius molekulés struktiiroje turéjo jtakos kafeoilchino riigsties esterio
antioksidaciniam aktyvumui t. y. kuo didesné molekuliné masé tuo stipresnés anktioksidacinés
savybés [42].

Ma‘as ir kt. [57] aprasé sgveikos mechanizma tarp B-kazeino ir penkiy oligomeriniy proantocianidiny,
tipy: B1, B2, B3, A2 ir C1. Proantocianidinus kaip oligomerus sudaro vienas po kito einantys flavon-
3-olio monomerai. A tipo struktiira yra sudétingesné ir nejprasta, nes j3 sudaro C—C rySiai ir ry$iai
tarp flavonoidy, t. y. vieno flavon-3-olio monomero C; ir C4 atomai atitinkamai jungiasi per deguonj
(eterinj ry$]) prie kito monomero Cy7 ir prie Ce ar Cg atomy (Zr. 1 pav. A). B tipo struktiira vadinama
tada, kai du monomerai jungiasi per C4—Cs ar C4—Cg atomus (Zr. 1 pav. B ir C) ir C tipo struktiira —
trimeras (zr. 1 pav. D). Tyrimy rezultatai parodeé, kad pagal saveikos tarp baltymy ir skirtingy
proantocianidiny struktiiry stipruma, proantocianidinai iSsidésté tokia tvarka: B1 > B2 > B3> C1 >
A2. A ir B tipo dimery sgveika su baltymais netur¢jo didelio reikSmingo skirtumo lyginant su
monomeriniais flavon-3-oliais [57, 58].

1 pav. Proantocianidiny chemingé strukttra: (A) A tipo dimeras sujungtas C4—Cs ir Co—O—C7 rysiu rysiu; (B)
B tipo dimeras sujungtas Cs—Cs rysiu; (C) B tipo dimeras sujungtas C4—Cs rysiu; (D) trimeras C1

Proantocianidinai priklausomai nuo flavano branduolio hidrokslinimo schemos skirstomi |
procianidinus, prodelfinidinus, propalergonifdinus ir kt. [59]. Proantocianidiny polimerizacijos
laipsnis svarbus jy sgveikai su baltymais. Mokslininkai analizavo skirtingo polimerizacijos laipsnio
procianidiny  saveika su o-laktoalbuminu esant pH 5,5 ir nustaté, kad procianidiny, kuriy
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polimerizacijos laipsnis n = 5,5, sgveika su baltymais buvo vidutinio stiprumo. Tuo tarpu
proantocianidiny, kuriy ir n = 7,4 saveika su baltymais buvo stipri (n — vidutinis subvienety skaicius
viename oligomere) [46, 58].

Al-Hanish‘as ir kt. [47] nustaté, kad galoilo funkcinés grupés buvimas epgalokatechin-3-galato
struktiiroje sustiprina $io junginio prisijungimo prie iSriigy baltymy rysj. Panasis rezultatai apraSyti
ankstesniuose Soares‘o [60], Skrt‘o [61], Kanakis‘o ir kt. [62] tyrimuose.

1.3.3. Baltymuy-fenoliy junginiy komplekso susidarymo mechanizmas ir jungtys

Mokslingje literatiiroje jau kelis deSimtmecius publikuojami duomenys apie baltymy-fenoliniy
junginiy saveika ir kompleksy tarp $iy junginiy susidarymo mechanizmus. Zinoma, kad fenoliniy
junginiai sgveika su baltymais gali buti kovalentiné ir / ar nekovalenting, ir tai lemia grjZztamajj ar
negriztamajj junginiy kompleksavimg [42]. Nekovalentin¢ sgveika, tokia kaip vandenilinis rysys,
hidrofobiné ir joniné sgveika bei van der Valso trauka yra susijusi su griztamu baltymy ir fenoliniy
junginiy reagavimu [50]. Fenolio grupés zinomos kaip puikiis vandenilio donorai, kurie gali formuoti
vandenilio rySius su baltymy C=O grupémis. Taip pat vandenilio ryS$iai susidaro sgveikaujant
polifenoliy OH grupéms su deguonimi ar azotu, o ypa¢ hidroksilo (-OH) ir amino (-NH>) grupémis
baltymy molekulése. Ferulo riigSties hidroksilo grupés gali reaguoti su pagrindinés BSA
polipeptidinés grandinés C, O atomais ir NH grupe formuodami stipry vandenilinj rysj. Hidrofobiné
sgveika taip pat dalyvauja konjuguojant baltymus ir polifenolius, kur hidrofobinés aminoriigstys
(leucinas, izoleucinas, glicinas, metioninas, alaninas, fenilalaninas, valinas, tirozinas, cisteinas ir
triptofanas) sgveikauja su nepoliniais aromatiniais polifenoliy Ziedais. Kitos sgveikos, tokios kaip
joninés jungtys, gali vaidinti nedidelj vaidmenj baltymy ir polifenoliy saveikoje, kai teigiamai
ikrautos baltymy grupés, tokios kaip lizino €-amino grupés, reaguoja su neigiamai jkrautomis
polifenoliy hidroksilo grupémis [39]. Nustatyta, kad hidrofobinés jégos dominavo fenolio riig§¢iy ir
B-laktoglobulino sgveikoje, o vandenilinis rySys ir van der Valso jéga buvo pagrindinés jégos
palaikancios miricetino ir baicalino kompleksus su p-laktoglobulinu [63, 64]. Zahao‘as ir kt. [65]
tyrimas jrodé, kad taninai ir galo rugstis sagveikauja su kazeinu formuodami kompleksus hidrofilinés
(van der Valso jégos arba vandenilio jungimasis) ir hidrofobinés sgveikos biidu. Kovalentinio rysio
tarp fenoliniy junginiy ir baltymy susidarymas gali biiti katalizuojamas fermentu oksidaze. Taip pat
gali biiti inicijuojamas terminiu, oksidaciniu biidu arba Sarminéje aplinkoje susidariusiy o-chinony
reakcija su nukleofiliniais radikalais (metioninu, lizinu, triptofanu, cisteinu ir tirozinu) baltymy
Soninése grandinése [42, 66, 67]. Taigi, tarp baltymo ir fenolio molekuliy gali buti suformuotas
kovalentinis kryzminis C-N ar C-S rySys [39]. Kovalentiné sgveika yra labiau pageidautina, nes ji
sukuria stabilesnius kovalentinius kompleksus. Nustatyta, kad kovalentiskai sujungto zeino-
epigalokatechino galato komplekso Siluminis stabilumas ir antioksidacinis aktyvumas pageréjo
lyginant su nekovalentiskai sujungtu kompleksu [68]. Taip pat, mokslininkai teigé, kad kovalentiné
fenoliy-baltymy saveika gali turéti jtakos jy biologiniam prieinamumui [67].

1.3.4. Technologiniy veiksniy jtaka

Turkijos mokslininkai atliko pieno baltymy ir polifenoliniy junginiy saveikos analiz¢ bei aptare
aplinkos veiksniy jtaka kompleksavimo reakcijoms. Nustatyta, kad baltymy-polifenoliy komplekso
susidarymas priklauso nuo technologiniy veiksniy, tokiy kaip pH, joniné jéga ir temperatiira [35].

Temperatiira gali turéti jtakos baltymy-polifenoliy sgveikai, dél sukelty pavieniy struktiiriniy pokyciy
baltymy molekulése bei poveikio ligandy tirpumui. Prigent‘as ir kt. [69] atliko tyrimg apie
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temperatiiros poveikj nekovalentinio monomerinio fenolinio junginio chlorogeno riigsties saveikai su
galvijy serumo albuminais ir nustaté, kad chlorogeninés riigSties kiekis sumazéjo apie 4 kartus
didinant temperatiirg nuo 5 °C iki 60 °C. Jie taip pat nustaté, kad jvykus galvijy serumo albuminy
terminei denatiiracijai, buvo prijungta dvigubai maziau chlorogeninés riigsties lyginant su natyviniais
albuminais. O a-laktoalbumino terminé denatiiracija neturé¢jo jokio poveikio Sio baltymo sgveikai su
polifenoliais [69]. Naujesnéje mokslingje literattiroje skelbiami tyrimy rezultatai yra prieSingi, t. y. (-
)-epigalokatechino galato adsorbcija ant galvijy serumo albumino pavirSiaus stipréja didinant
temperattrg nuo 25 °C iki 35 °C [70]. Autoriai [71] nustaté optimaliausias sglygas B-laktoglobulino
sgveikai su (-)-epigalokatechnin-3-gelatu. ISmatuotas statistiS$kai reik§mingas asociacijos konstantos
skirtumas, kai suzadinimo bangos ilgis 280 nm, lyginat fenoliniy junginiy sgveikg su termiskai
apdorotais baltymais (75-85 °C, 20 min.) ir baltymais kambario temperatiiroje. Tokiame bangos
ilgyje suzadintas baltymas buvo zymiai didesnis, o tai rodo geresnj (-)-epigalokatechnin-3-gelato
prisijungimg prie denattiruoto baltymo. Pakeitus suzadinimo bangos ilgj i 295 nm, tyrimo rezultatai
tarp denattiruoto ir natyvinio baltymo statistiskai nereik§mingi [71]. Turkijos mokslininkai atliko
analize, kurioje aptaré kvercetino ir chlorogeno riigSties sgveikos sumazéjimg su termiskai
denatiiruotais galvijy serumo baltymais. Jie taip pat padaré iSvada, kad denattruotas a-laktoalbuminas
suriSo daugiau cholorgeno riigSties nei termiskai nepaveikti baltymai [35]. PrieStaringi jvairiy
mokslininky rezultatai rodo, kad néra lengva priimti galuting i§vadg apie temperatiiros jtakg baltymy-
polifenoliy sgveikai, dél didelés polifenoliy ir baltymy struktiiros jvairovés maisto matricose [72].
Todél kuriant daug polifenoliniy junginiy turin¢ius pieno produktus reikéty atsizvelgti j zalio pieno
siluminj apdorojima bei norimo gauti galutinio produkto funkcines savybes.

Baltymy-polifenoliy kompleksai gali buti formuojami placiame pH intervale nuo 4 iki 10 dél
kovalentinés arba nekovalentinés saveikos tarp $iy junginiy [73] Vienas i§ mokslinéje spaudoje
paskelbty tyrimy buvo apie pH pokycius, atsirandanéius zmogaus virSkinimo trakte (1,2-2,5
skrandyje ir 7,2 Zarnyne bei seilése) ir jy jtaka polifenoliniy junginiy bei baltymy sgaveikos stiprumui.
Polifenoliniais junginiais turtingi juodosios, zaliosios arbatos, kavos ir kakavos ekstraktai,
nepriklausomai nuo cheminés sudéties, apsaugojo f-laktoglobulino antring struktiirg nuo hidrolizés
pepsino fermentu, esant riigstiniam pH 1,2. Tuo tarpu esant neutraliam pH nustatyti baltymo
struktiiros poky¢iai i§ B-laksty j a-spirales dél baltymo sgveikos su polifenoliniais junginiais [74].
Kity tyréjy duomenimis pH pokytis nuo 3 iki 8 ir joniné jéga neturéjo didelés jtakos chlorogeninés
rugsties sgveikai su BSA ir a-laktoalbuminais [69]. Fraziercas ir kt. [35, 75] taip pat nenustaté
reik§mingos pH jtakos (-)-epikatechino ir BSA saveikos stiprumui. Dar vienoje publikacijoje buvo
teigiama, kad BSA jungiantis su tanino ragsStimi stipresné sgveika tarp junginiy buvo esant pH 4,9
nei pH 7,8 [76]. Ferulinés ir chlorogeninés riigsties sgveikos su BSA stiprumas sumazgéjo apie 4 kartus
didinant pH nuo 4,8 iki 7,0, prieSingai nei baltymo ir galo riigsties komplekso, kurio disociacijos
konstanta padidéjo apie 6 kartus mazinant pH nuo 6,0 iki 3,5. Kitame $iy autoriy eksperimente buvo
tiriama ferulinés ragsties ir iSriigy baltymy komplekso susidarymas ir nustatyta, kad saveikos
stiprumas reikSmingai didesnis esant rtigstinei terpei lyginant su neutralia terpe [77]. Apibendrinant,
galima teigti, kad polifenoliniai junginiai turi didesnj gebéjima suri$ti baltymus j stabily kompleksa,
kai baltymai yra netoli izoelektrinio tasSko, iSskyrus tuos atvejus, jei sgveika tarp junginiy buty
elektrostatiné [35].
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1.4. Vaisiy uoguy fenoliniy junginiy sgveikos su pieno baltymais jtaka jogurto
charakteristikoms

Maisto mokslo ir technologijy pozitiriu, polifenoliai yra svarbiis junginiai, kurie yra atsakingi uz
maisto produkty skonj, spalva ir antioksidacines savybes ir daro jtaka maisto produkty kokybei ir
stabilumui. Daugybé tyrimy atskleidzia, kad pieno baltymy ir fenoliniy junginiy saveika gali pakeisti
baltymy struktiirg, virskinamumg ir funkcines savybes bei biologinj prieinamuma [35].

1.4.1. Fenoliniy junginiy saveikos su pieno baltymais jtaka fizikinéms cheminéms savybéms

Dazniausiai pasitaikantys fermentuoty pieno produkty technologiniai trikumai yra mazas klampumas
ir padidéjusi sinerezé (iSriigy iSsiskyrimas) dél sumazéjusio struktiiros tvirtumo. Gamintojai siekia
uztikrinti tinkamas jogurto fizikines-chemines savybes, todél 1 produkta prideda tirStikliy,
stabilizatoriy, pieno ingredienty ar padidina bendra sausyjy medziagy kieki. Tradiciniame jogurte
rugstinis pieno baltymy gelis stabilizuojamas gausiais nekovalentiais rysiais. Naujy kovalentiniy
rysiy susidarymas, pridéjus fenoliniy junginiy turinéiy ingredienty, gali pagerinti produkto reologines
ir juslines savybes. Yra duomeny, kad mazo riebumo arba liesas jogurtas, praturtintas fenoliniais
junginiais pasiZyméjo mazesne sinereze ir kietumu, taciau didesniu elastingumu ir tamprumu lyginant
su jogurtu be priedy [78, 79]. PanaSius rezultatus publikavo ir kiti mokslininkai [50], kurie nustate,
kad zaliosios arbatos ir zalios kavos polifenoliniai junginiai gali sgveikauti su kazeino micelémis
jogurte. Si saveika skatino stipresnio kazeino tinklo susidaryma ir stabilizavo jogurto struktira,
padidindama erdvinés struktiiros tankumg ir sumazindama sinerezés greitj esant tam tikroms
fenoliniy junginiy priedo koncentracijoms [50]. Bertolino‘as ir kt. [80] paneigé lazdyno rieSuty
odelése esanciy fenoliniy junginiy jtakg jogurto sinerezés sumazéjimui laikymo metu. Mokslininkai
nustaté, kad didinant rieSuty odeliy 0,5 mm daleliy frakcijy kieki nuo 3 % iki 6 %, sinerezé
proporcingai didéjo. Keli tyrimai parodé¢, kad fenoliniy junginiy koncentracija jogurte susijusi su
statistiSkai reikSmingu titruojamo rigStingumo padid¢jimu produkto laikymo metu [79].
Apibendrinant galima teigti, kad skirtinga fenoliniy junginiy jtaka jogurto cheminéms-fizikinéms
savybéms gali biiti nulemta tyrimams naudoty fenoliniy junginiy cheminés struktiros skirtumais ir
skirtingomis jy koncentracijomis [50].

1.4.2. Fenoliniy junginiy saveikos su pieno baltymais jtaka biologiniam prieinamumui ir
virSkinamumui

Fenoliniy junginiy-baltymy kompleksy susidarymas maisto sistemose gali turéti jtakos abiejy
junginiy stabilumui virs$kinimo metu bei jy biologiniam prieinamumui. Manoma, kad in vivo tyrimai
yra bitini siekiant suzinoti Sio komplekso susidarymo poveikj Zzmogaus organizmui [78].

Laisvy, su kitais maisto komponentais nesukompleksuoty, fenoliy vartojimas ir jsisavinimas Zmogaus
organizme issamiai aprasytas Li‘as ir kt. [81] moksliniame straipsnyje. Fenoliniai junginiai j
organizmg patenka per burng ir pereina per virSkinamajj trakta, kur vyksta jvairGs jy poky¢iai bei
jsisavinimas. Fenoliniy junginiy asimiliacija ir metabolizmas Zmogaus virSkinamajame trakte
pavaizduota 2 paveiksle.
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2 pav. Fenoliniy junginiy asimiliacija ir metabolizmas Zmogaus virskinamajame trakte [81]

Maza dalis polifenoliy burnos ertméje gali sudaryti saveika su seiliy baltymais, t. y. albuminu ir
mucinu, dél ko jautiamas kartus fitocheminiy junginiy skonis. Sj teiginj patvirtino mokslininkai,
analizave zaliojoje arbatoje esancius fenolinius junginius, ir nustaté, kad seilése esanti katechino
esterazé katalizavo (-)-epigalokatechino galatg | (-)-epigalokateching, ir abu $ie junginiai buvo
absorbuojami per burnos gleiving [82]. Taip pat mokslininkai jrodé, kad rutinas, katechinas, galo
rugstis, kvercetinas ir kt. sgveikavo su seiliy mucinu ir albuminu dél ko pageréjo Siy fenoliniy junginy
tirpumas seilése [83]. Fenoliniy junginiy atpalaidavimas i§ maisto matricos ir jsisavinimas prasideda
skrandyje. Pavyzdziui, dalis fenoliniy rugs$ciy gali biti jsisavinamos skrandyje, dalyvaujant
monokarboksiriigsties pernes¢jui (MCT) [84] ar pasyvios difuzijos biidu per epitelj [85]. Pasak Li‘o
ir kt. [81] virSkinimo metu daznai vyksta polifenoliy skaidymasis, transformacija ar net oksidacija
dél ko gali sumazéti jy antioksidacinis aktyvumas. Buvo jrodyta, kad kavos fenoliniai junginiai
slopino lipidy oksidacijg skrandyje [86]. Maza dalis jsisavinusiy polifenoliy pasiskirsto sisteminés
cirkuliacijos budu j skirtingus organus ir i$siskiria su Slapimu [81]. Taciau kaip pavaizduota 3
paveiksle, susidares polifenoliy-baltymy kompleksas apsaugo fenolinius junginius nuo skilimo
skrandyje. Liu‘as [81], Betz‘as ir kt. [87] teige, kad skrandyje esant riig§tinéms salygoms polifenoliai
buvo stabilis.

Aktyvus nepakitusiy fenoliniy junginiy atpalaidavimas i$ maisto matricos ar baltymy komplekso,
skaidymas | mazesnius junginius ir jsisavinimas vyksta neutralioje plonojo Zzarnyno terpéje [87].
Mokslininkai teigé, kad veikiant plonojo zarnyno virSkinimo fermentams polifenoliy-baltymy
sgveika gali suirti ir atsiskyr¢ fenoliniai junginiai pereiti per plonosios Zarnos epitelj daugiausiai
pasyvios difuzijos budu. Taip pat kai kurie pernes¢jai gali dalyvauti transportuojant fenolinius
junginius trans-epiteliniu biidu [81]. Pavyzdziui, Dang‘o ir kt. [88] teigé, kad MCT buvo atsakinga
uz p-kumaro ir kofeino rugsties pernaSg per plonojo Zarnyno epitelj, o natrio-gliukozés
kotransporteris 1 (SGLT1), baltymas (MRP2) ir p-glikoproteinas dalyvavo emodino ir krisofanolio
pernaSoje [89]. Taip pat fenoliniai junginiai gali biiti pasisavinami enterocity ir toliau metabolizuoti
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kepenyse, o gauti metabolitai sisteminés cirkuliacijos budu pasiskirsto j skirtingus organus ir
i$siskiria su Slapimu [90]. Taciau plonosios Zarnos sienelé padengta gleiveémis, kurios veikia kaip
apsauginis barjeras, todél polifenoliy, kuriy molekuliné masé didelé, absorbcija per §i gleiviy
sluoksnio 400 nm poras yra sudétinga [91].

VirSutiniame virskinimo trakte neabsorbuoti polifenoliai patenka j storgja zarna, kur vykdomas jy
metabolizmas Zarnyno mikrobiotos i$skirtais fermentais. Fitocheminés medziagos kartu su baltymais
taip pat gali patekti | storgja Zarng jei baltymy-polfenoliy kompleksas labai stiprus ir fenoliniai
junginiai negali atsipalaiduoti plonajame zarnyne. Kaip Xie‘as ir kt. [92] teigé, mikrobinés esterazés
galéjo hidrolizuoti dikaffeoilchinino ragsties esterio ry$j, kad buty gauta kofeino ir
monokaffeoilchinino riigstis, kurias toliau gali veikti mikrobiné reduktazé. Taip pat mokslininkai
teige, kad zmogaus zarnyno mikroflora gali skirtis, todél fenoliniy junginiy metabolizmas ir galutiniai
vir§kinimo produktai gali biiti labai skirtingi [93].
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3 pav. Fenoliniy junginiy ir baltymy komplekso stabilumas skrandyje ir atsipalaidavimas zarnyne [81]

Nors stabili polifenoliy ir baltymy saveika maisto produkte pagerina produkto funkcionaluma,
padidina jo antioksidacinj aktyvuma, tadiau yra prieStaringy nuomoniy apie $iy junginiy biologinj
priecinamumg virSkinimo metu. Pasak Vital‘as ir kt. [78] Pleurotus ostreatus gryby vandeniniu
ekstraktu praturtintas liesas jogurtas pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu ir polifenoliy
kiekiu lyginant su jogurtu be ekstrakto. Pieno produkty matrica yra svarbus polifenoliy biologinio
prieinamumo veiksnys. Nustatyta, kad skysti ir pusiau skysti produktai, tokie kaip pienas ir jogurtas,
virSkinosi lengviau ir pasizymejo didesniu antioksidaciniu aktyvumu palyginti su siiriu, kietu pieno
produktu [94]. Yra duomeny, kad fenoliniais junginiais turtingo cinamono ekstrakto naudojimas
jogurto gamyboje lemia didesnj fenoliniy junginiy kiekj ir radikaly suriSimo aktyvumga produkte,
lyginant su jogurtu be cinamono ekstrakto. Taciau Sio tyrimo rezultatai parodé, kad cinamono
ekstraktu praturtintame jogurte buvo rasta tik 34,7 % fenoliniy junginiy i§ visy esanciy cinamono
vandeniniame ekstrakte, nes likusi dalis $iy junginiy buvo surista su baltymais. VirSkinant in vitro
cinamonu praturtintg jogurta fenoliniai junginiai atsipalaidavo i§ matricos dél ko virSkinimo
pabaigoje fenoliniy junginiy kiekis cinamonu praturtintame jogurte buvo didesnis nei analogiSkai
suvirskintame cinamono vandeniniame ekstrakte. Akivaizdu, kad jogurto matrica padidino
polifenoliy stabilumg ir biologinj prieinamumg virSkinamajame trakte [95]. Tac¢iau mokslinéje
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literatiiroje galime rasti ir Kitokius tyrimy rezultatus. Nustatyta, kad jdéjus j jogurtg fenoliniais
junginiais turtingy granaty sul¢iy milteliy, padidéjo produkto antioksidacinis aktyvumas, taciau
reik§mingy biologinio prieinamumo skirtumy tarp kontrolinio ir praturtinto jogurto nebuvo nustatyta
[96].

Mokslinéje literatiiroje galima rasti daug informacijos apie jvairiy fenoliniy junginiy svarbg zmogaus
mityboje ar maisto produkty jusliniy ir fizikiniy-cheminiy savybiy gerinima, taciau duomeny apie
polifenoliy-baltymy virSkinamuma konkreciuose pieno produktuose labai nedaug. Ansk¢iau aprasyto
Pan‘o ir kt. [96] tyrimo rezultatai parodé, kad 1-5 % granaty sulCiy milteliais praturtinto jogurto
baltymy virSkinamumas in vitro sulétéja dél susidariusiy sunkiai virSkinamy baltymy-fenoliny
junginiy kompleksy ir virskinimo fermenty slopinimo. Zinoma, kad fenoliniai junginiai, pvz.,
epigalokatechino galatas, epikatechino galatas, epigalokatechinas ir galo ragstis, slopina jvairiy
proteaziy, tokiy kaip pepsinas, tripsinas, a-chimotripsinas, aktyvuma. Tai gali biiti dél polifenoliy ir
fermenty sgveikos, kurios metu pasikei¢ia fermenty molekuliné konfigiiracija ir prarandamas
katalizinis aktyvumas. Kita vertus, kai kurie tyrimai rodo, kad resveratrolis, zaliosios arbatos
epigalokatechino galatas ir kvercetinas padidino fermentinj pepsino aktyvuma imituotame vir§kinimo
modelyje, taciau autoriai nepateiké mechanizmo, kaip stimuliuojamas fermento aktyvumas [94].

Yra duomeny apie atskiry pieno baltymy frakcijy, paveikty fenoliais, virSkinamumg. Nors su
fenoliniais junginiais kompleksuoty baltymy hidrolizés laipsnis zarnyno virSkinimo fazéje buvo
gerokai didesnis nei skrandzio fazéje, taCiau rezultatai rodo, kad polifenoliai virSkinimo metu
sumazino kazeino-fenoliy [65] ir $altalankiy proantocianidiny-BSA kompleksy [97] hidrolizés laipsnj
lyginant su ekstraktais nepraturtintu kontroliniu méginiu. D¢l polifenoliy slopinancio poveikio
baltymy hidrolizei daroma iSvada, kad polifenoliai kompleksuodami su virSkinimo fermentais,
sumazino jy katalizinj aktyvuma ir dél to sumazéjo baltymy virSkinamumas [65]. Taciau Kkiti
mokslininkai teigé, kad epigalokatechino galatas turéjo jtakos baltymy struktiiros i$sivyniojimui taip
padidindamas prieinamuma prie peptidiniy rySiy dél ko pageréjo iSriigy baltymy vir§kinamumas [98].
PanaSiai teigé Zhou‘as ir kt. [99], kurie aprasé, kad nekovalentiné baltymy-polifenoliy sgveika gali
skatinti baltymy struktiiry atsiskleidimg dél ko virSkinimo fermentai gali lengviau prieiti prie jy
veikimo vietos.

1.5. Spanguoliy ekstrakty technologinés-funkcinés savybés, biologinis aktyvumas ir
panaudojimas pieno produktuose

Paprastai didziyjy (Vaccinium macrocarpon) ir mazyjy (Vaccinium oxycoccos) spanguoliy sudétyje
yra angliavandeniy, organiniy riigséiy ir fenolio junginiy, jskaitant flavon-3-olius, antocianinus, A ir
B tipo monomerinius proantocianidinus ir flavonolius [100, 101]. Spanguoliy uogos ir jose esantys
junginiai turi sveikata gerinanciy savybiy, ypa¢ mazinant vézio, Sirdies ir kraujagysliy ligy rizika,
reguliuojant gliukozés kiekj 2 tipo diabetu sergantiems zmonéms [100]. Laikymo metu uogy juslinés
savybés kei€iasi ir tampa nebetinkamos tiesiogiai vartoti, todel didZioji dalis derliaus perdirbama |
sultis, uogienes, dZzemus ar saldintas dziovintas spanguoles. Kasmet spaudZziant sultis susidaro dideli
kiekiai kietos frakcijos, sudarytos 1§ odeliy ir sékly, kuriose gausu fitocheminiy ir kity vertingy
maistiniy medZziagy.

Atsizvelgiant | Siy iSspaudy nauda Zmoniy sveikatai, mokslininkai pradéjo jas tirti ir pritaikyti
funkcionaliojo maisto kiirime. Visai neseniai spanguoliy iSspaudoms pradéta taikyti superkritinis
anglies dioksido ir suslégty skysciy ekstrakcija siekiant iSgauti lipofilines ir fenolio frakcijas [102].
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Pastaroji frakcija, kurig didzigja dalimi sudaro antocianinai ir proantocianidinai, pasizymi dideliu
antioksidaciniu aktyvumu pries§ deguonies radikalus. Be to, mokslininkai nustaté spanguolése esanciy
polifenoliy antimikrobinj poveikj prie§ patogenines bakterijas, tokias kaip Listeria spp. [103],
Staphylococcus  aureus  [100], Enterococcus  faecium, Pseudomonas  aeruginosa,
Salmonella Typhimurium [104]. Spanguoliy sudedamosios dalys, o ypa¢ proantocianidinali,
flavonoliai ir hidroksicinaminés riigStys gali veikti pries bakterijas trukdant jy adhezijai ir
koagregacijai, mazinant biopléveliy formavimg ir / ar maZinat uzdegimg. Proantocianidiny
antimikrobines savybés siejamos su jy polimerizacijos laipsniu bei A ir B tipo rySiy skaic¢iumi.
Nustatyta, kad proantocianidinai turintys didesnj polimerizacijos laipsnj, daugiau A jungéiy nei B,
efektyviau sumazina bakterijy judruma [105]. Skirtingai nei kai kuriy jprasty augalinés kilmés maisto
produkty, pvz., vynuogiy, granaty, kuriuose yra daug B tipo proantocianidiny, spanguolés iSsiskiria
tuo, kad turi A tipo jungtis, kurios labai susijusios su antibakterinémis adhezijos savybémis [106].
Pagal Europos maisto saugos tarnybg spanguoliy ekstraktas yra naujas ir saugus maisto ingredientas,
kuris gali biiti naudojamas jogurto gamyboje. Siame reglamente paminéta, kad jogurte spanguoliy
ekstrakto milteliy turéty buti 150 mg/porcijoje, kuriuose yra apie 55-60 % proantocianidiny [107].

Nors ekstraktas, pagamintas i$ spanguoliy i$spaudy, atrodo yra perspektyvus funkcinis ingredientas,
taciau jo panaudojimas jogurte dar nebuvo istirtas. Todél $io tiriamojo darbo tikslas yra nustatyti, ar
Su jvairios sudéties spanguoliy ekstraktais pagaminto jogurto maistin¢ verté netampa mazesné dél
sulétejusio baltymy virSkinamumo ir sumazéjusio fenoliniy junginiy biologinio prieinamumo. Gauti
tyrimo rezultatai leis pateikti pieno produkty gamintojams rekomendacijas dél jvairios sudéties
spanguoliy ekstrakty galimybés naudoti jogurto gamyboje, siekiant uztikrinti kiek galima didesng
produkto teigiamg jtaka vartotojy sveikatai.
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2. TYRIMU MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos ir reagentai

Lieso pieno milteliai buvo gauti i§ UAB Marijampolés pieno konservai (Marijampolé, Lietuva).
Sudétis: 34,5 % baltymy, 52,0 % laktozés, 0,8 % riebaly, 8,7 % peleny, 4,0 % vandens.

Vynuogiy sékly ekstraktas. Vynmedzio Vitis vinifera uogy ekstraktas buvo gautas i§ DRT the Best
of Nature (Vielle-Saint-Girons, Pranciizija). Sudétis: 80,4 % proantocianidiny, i§ kuriy 19,6 %
monomerai ir 40,8 % dimerai ir trimerai. 20 °C temperatiiroje pH=2,9.

Spanguoliy iSspaudy ekstraktas buvo pagamintas KTU Maisto mokslo ir technologijos katedros
laboratorijoje i§ Saldyty spanguoliy, kurias padovanojo jmoné Fudo (Kaunas, Lietuva). Uogos buvo
atSildytos ir spaustos sul¢iaspaude Philips HR1880/01. Isspaudos buvo nedelsiant i§dziovintos karsto
oro dziovintuve 35 °C temperatiiroje (galutinis drégnumas 5,83 %) ir sumaltos rotoriniu smulkintuvu
Retsch ZM200 (Haanas, Vokietija) naudojant 0,2 mm sietg. Lipofilinés frakcijos i§ spanguliy
i$spaudy ekstrakto buvo pasalinamos taikant superkritine ekstrakcija anglies dioksidu. Gauta liekana
buvo toliau ekstrahuota etanoliu, o tada vandeniu pakopinés ekstrakcijos biidu padidinto slégio
aplinkoje. Etanolis i$ ekstrakto buvo pasalintas rotaciniu vakuuminiu garintuvu, o vanduo — ekstrakto
liofilizavimo metu [102]. Ekstraktas be tirpiklio laikomas 4 °C temperatiroje iki tolesnio
panaudojimo.

Mazos ir didelés molekulinés masés junginiy spanguoliy ekstraktai. Spanguoliy iSspaudy ekstraktas
buvo frakcionuojamas j mazos ir didelés molekulinés masés junginiy frakcijas naudojant Sephadex™
LH-20 kolonéle (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheimas, Jungtiné Karalysté). Mazos
molekulinés masés junginiy frakcija atskirta kolon¢lg plaunant 50 % vandeniniu etanolio tirpalu,
didelés molekulinés masés junginiy frakcija — 80 % vandeniniu acetono tirpalu. Surinkty frakcijy
organinio tirpiklio dalis buvo nugarinta rotaciniu vakuuminiu garintuvu IKA RV 10 (VWR
Internationals, JAV) atitinkamai 45 °C ir 40 °C temperatiiroje. Gauti tirpalai buvo dziovinami
liofilizatoriuje (Harvest Right, JAV). Ekstraktai laikomi 4 °C temperatiiroje iki tolesnio panaudojimo.

Raugy kultiros. Pieno rauginimui buvo naudojamas CHR. Hansen YF-L903 (Danija) liofilizuotas
termofilinis raugas, kurj sudaro Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ir Streptococcus
thermophilus bakterijos. Raugo paruosimas: 11 g lieso pieno milteliy sumaiSoma su 89 g distiliuoto
vandens ir autoklavuojama 121 °C temperattroje 15 min. | 42 + 0,5 °C temperatiiros atgamintg pieng
dedama 0,0192 g susmulkinto raugo ir palieckama purtykléje-inkubatoriuje ES-20 (Biosan, Latvija)
15 min esant 120 apsk./min. grei¢iui. Véliau uzraugtas pienas 6 val. laikomas termostate (Termaks
AS, Norveija) 42 = 0,5 °C temperatiiroje, pirmas 3 val. purtant méginj. Gautas raugas laikomas
Saldytuve 4 °C temperataroje iki tolesnio naudojimo, bet ne ilgiau kaip 5 paras.

Meéginiy virSkinimui in vitro naudoti reagentai: kiauliy pepsinas, pankreatinas, kiauliy tulzies
druskos, druskos riigstis (HCI), natrio chloridas (NaCl), natrio hidroksidas (NaOH), natrio
hidrokarbonatas (NaHCO:s), kalio chloridas (KCI), monokalio fosfatas (KH2POa), kalcio chlorido
dihidratas (CaCl2(H20)2), magnio chlorido heksahidratas (MgCl2(H20)s), amonio karbonatas
((NH4)2CO:s3), distiliuotas vanduo (H20). Reagenty tiekéjas — Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheimas, Jungtiné Karalysté) ir UAB Eurochemicals (Vilnius, Lietuva).
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Méginiy analizei po virSkinimo naudoti reagentai: L-leucinas (L8000), natrio tetraboratas
(Na2B4O7:10H20), trichloracto ragstis (TCA) (C2HCI302), druskos rigstis (HCI), bevandenis
acetonas (C3HsO), fluoresceminas (F9015), natrio karbonatas (Na.CQO3), Folin-Ciocalteu reagentas
(F9252), gelezies sulfatas (FeSOas), n-butanolis (C4H100), distiliuotas vanduo (H20), miliQ vanduo.
Reagenty tiekéjas — Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheimas, Jungtiné Karalysté).

Kitiems tyrimams naudoti reagentai: Gliukono-delta-laktonas (GDL) (ThermoFisher GmbH,
Vokietija), druskos rugstis (HCl) (ReAgent, Jungtiné Karalysté), etanolis (C2HsOH) (Stumbras,
Kaunas, Lietuva), acetonas (CsHeO) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheimas, Jungtiné
Karalyst¢), MRS agaras (Nr. 4017282) ir natrio chloridas (NaCl) (Nr. 4013952) i§ Biolife (Milanas,
Italija).

2.2. Tyrimo objektai, jy paruoSimas
Pieno miSiniy ir jogurto gamybai buvo naudojami 4 uogy ekstraktai:
e komercinis vynuogiy sékly ekstraktas (VSE);
e spanguoliy iSspaudy ekstraktas (SEN);
e mazos molekulinés masés junginiy spanguoliy i§spaudy ekstraktas (MMM);
o didelés molekulinés masés junginiy spanguoliy iSspaudy ekstraktas (DMM).

Pieno ir ekstrakty misiniy gamyba. Liesas atgamintas pienas (pH 6,4) gautas istirpinus lieso pieno
miltelius distiliuotame vandenyje (21 g/100g tirpalo). Taip paruoSiami atgaminto lieso pieno méginiai
buvo pasterizuojami 95 £ 0,5 °C temperatiiroje 5 min. vandens voneléje JB Nova (Grant Instruments,
Jungtiné Karalysteé) bei atvésinami iki kambario temperatiiros.

Vandeniniai ekstrakty tirpalai gauti tirpinant ekstraktus distiliuotame vandenyje, pasterizuojant 95 +
0,5 °C temperatiiroje 5 min. ir atvésinant iki kambario temperattros.

Pieno ir ekstrakty miSiniai buvo gaminami maiSant liesg atgamintg pieng su ekstrakty vandeniniais
tirpalais skirtingais kiekiais. Taip gauti pieno ir ekstrakty miSiniy méginiai, kuriuose pieno baltymy
kiekis buvo vienodas — 5,5 %, o ekstrakto kiekis keitési nuo 0,25 iki 0,75 %. Duomenys apie pieno ir
ekstrakty misiniy meéginiy sudétj bei kodavima pateikti 1 lentelé¢je. Méginiai buvo laikomi Saldytuve
24 val. iki tolesnio tyrimo. Taip pat pieno ir ekstrakty misiniai buvo naudojami jogurto gamyboje.

1 lentelé. Vandeniniy tirpaly, pieno miSiniy su ekstraktais ir jogurto méginiy sudétis bei kodavimas

Vandeninio tirpalo | Pieno ir ekstrakto | Jogurto méginio | Ekstraktas Ekstrakto kiekis
su ekstraktu | miSinio  méginio | kodas 9/100ml

meéginio kodas kodas

- M-0 (kontrolé) J-0 (kontrolé) - 0

- M-VSE-1 J-VSE-1 Komercinis vynuogiy sékly | 0,25

- M-VSE-2 J-VSE-2 ekstraktas 0,5

- M-VSE-3 J-VSE-3 0,75

VT-SEN-1 M-SEN-1 J-SEN-1 Spanguoliy iSspaudy | 0,25

- M-SEN-2 J-SEN-2 ekstraktas 0,5

VT-SEN-3 M-SEN-3 J-SEN-3 0,75
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Vandeninio tirpalo | Pieno ir ekstrakto | Jogurto méginio | Ekstraktas Ekstrakto kiekis
su ekstraktu | miS§inio = meéginio | kodas g/100ml
méginio kodas kodas
VT-MMM-1 M-MMM-1 J-MMM-1 Mazos molekulinés masés | 0,25
junginiy spanguoliy iSspaudy
VT-MMM-3 M-MMM-3 J-MMM-3 ekstraktas 0,75
- M-DMM-1 J-DMM-1 Didelés molekulinés masés | 0,25
junginiy spanguoliy iSspaudy
VT-DMM-3 M-DMM-3 J-DMM-3 ekstraktas 0,75

Jogurtas. IS pieno miSiniy su ekstraktais buvo paruosti jogurto méginiai, kuriy kodai pateikti 1
lenteléje. Pieno miSiniai su ekstraktais buvo pasildomi iki 42 + 0,5 °C temperatiiros, j juos jdedama
po 5 % paruosto termofilinio raugo, gerai iSmaiSoma ir rauginama 42 + 0,5 °C temperatiiroje 4-5 val.
vandens voneléje JB Nova (Grant Instruments, Jungtiné Karalysté), kol pH pasiekia 4,6 = 0,05.
Fermentacijos procesas buvo sustabdytas atSaldant jogurto méginius iki 4 + 0,5 °C temperattiros. Visi
jogurto méginiai buvo laikomi 24 val. 4 + 0,5 °C temperatiiroje iki tolesnés analizés.

2.3. Tyrimo metodai
2.3.1.Spanguoliy ekstrakty vertinimo metodai

Vertindami spanguoliy ekstraktus nustatéme bendra fenoliniy junginiy kiekj, bendra proantocianidiny
kiekj, ekstrakty antioksidacines ir antimikrobines (prie§ pieno rugsties bakterijas, naudotas jogurto
gamyboje: Streptococcus thermophilus ir Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) savybes.

Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas

Bendras fenoliniy junginiy kiekis ekstrakte buvo nustatytas pagal Slinkard‘o ir Singleton‘o [108]
metodg. Mégintuvélyje sumaiSoma 0,5 ml tiriamojo méginio su 2,5 ml Folin-Ciocalteu reagentu,
praskiestu 10 karty distiliuotu vandeniu, ir 2 ml 7,5 % natrio karbonatu. Lygiagreciai buvo paruostas
kontrolinis bandinys vietoj méginio pilant distiliuoto vandens. Po 30 min. inkubacinio laikotarpio
tamsoje 20 °C temperatiiroje spektrofotometru Evolution™ 300 UV-Vis (Thermo Scientifics, Jungtiné
Karalyst¢) matuojamos tiriamojo ir kontrolinio méginiy absorbcijos esant 765 nm Sviesos bangos
ilgiui. Bendras fenoliniy junginiy kiekis 1 ml méginio buvo apskaiCiuotas mg galo riigsties
ekvivalenty (GRE) pagal 1 formule, gauta sudarius skirtingy koncentracijy galo riigSties tirpaly
kalibracing kreive. Rezultatai pateikti GRE. Prie§ analiz¢ ekstraktas buvo iStirpintas ir praskiestas
etanolyje.

y =9,6994x + 0,0104; 1)
Cia y — optinis tankis; x — galo ragsties koncentracija, mg/ml.
Bendras proantocianidiny kiekio nustatymas

Bendra proantocianidiny koncentracija (PAC) ekstrakte buvo nustatyta pagal Waterman‘o ir Mole‘es
[109] metoda. Stikliniame 2 ml mégintuvélyje su kams¢iu sumaiSoma 0,05 ml tiriamojo méginio su
0,7 ml butanolio reagentu ir kaitinama 45 min. 95 °C temperatiiros vandens voneléje JB Nova (Grant
Instruments, Jungtin¢ Karalysté). Lygiagreciai buvo paruoStas kontrolinis bandinys vietoj méginio
pilant distiliuoto vandens. Butanolio reagentas buvo paruostas sumaisius 70 mg geleZies sulfato su 5
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ml koncentruota druskos riigstimi ir praskiesta iki 100 ml n-butanoliu. | atSaldytus méginius buvo
pilama 0,25 ml n-butanolio ir spektrofotometru Evolution™ 300 UV-Vis (Thermo Scientifics, Jungtiné
Karalysté) matuojamos tiriamojo ir kontrolinio méginiy absorbcijos esant 550 nm Sviesos bangos
ilgiui. Bendra proantocianidiny koncentracija 1 ml méginio buvo apskai¢iuota mg/ml pagal 2
formule. Prie§ analize ekstraktas buvo iStirpintas ir praskiestas etanolyje.

Ane MW -Ferioi:
C — bs Ekaedlmo; (2)

¢ia C —bendra proantocianidiny koncentracija, mg/ml; Aps— optinis tankis; MW — moliné masé pagal
cianiding be cukraus, g/mol; Fskiedimo — praskiedimo faktorius; ¢ — ekstinkcijos koeficientas; L — optinio
kelio ilgis, cm.

Antioksidacinés savybiy nustatymas (DPPH® ) radikaly sujungimo metodu

DPPH laisvyjy radikaly sujungimas buvo nustatytas pagal Brand-Williams‘o ir kt. [147] metodinj
aprasyma. DPPH metodu jvertinamas antioksidanty gebéjimas redukuoti violetinés spalvos DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo) radikalus j blankiai geltonos spalvos hidrazing. Antiradikalinis
ekstrakty aktyvumas nustatomas pagal trolokso kalibracinés kreivés lygti ir iSreiSkiamas mg Trolox
ekvivalentais/g.

Difuzijos j agarg (jduby) metodo analizé

Spanguoliy ekstrakty antimikrobinés savybés buvo jvertintos difuzijos j agarg metodu su jdubomis.
Steriliame inde sumaiSoma 14 ml i§lydinto MRS agaro (Biolife, Italija) su 0,1 ml pirmo skiedimo
CHR. Hansen YF-L903 raugu (Danija), kuris véliau buvo naudojamas jogurto gamyboje. Terpé su
mikroorganizmy suspensija pilama ] sterilig Petri 1€kStele. Terpei sustingus ant jos pavirSiaus
padaromos keturios 0,6 cm skersmens jdubos. [ jas sula§inama 50 pl 0,75 % spanguoliy ir vynuogiy
sékly ekstrakty vandeniniai tirpalai. Po 48 val. inkubacijos 42 °C temperatiiroje matuojamos skaidrios
Zonos skersmuo cm.

Pieno riugsties bakterijy augimo kreivé

I 9 ml fiziologinio tirpalo dedama 0,1 ml pirmo skiedimo CHR. Hansen YF-L903 raugo (Danija) ir
iSmaiSoma. 10 pl mikroorganizmy suspensijos maiSoma su 0,375 g ekstrakto ir 50 ml MRS agaro
terpe (Biolife, Italija) ir s¢jama j sterilias Petri 1éksteles. Skai¢iuojamos pieno riigsties bakterijy (PRB)
kolonijos po 0 val., 1 val., 2 val., 3 val., 4val., 8 val. ir 24 val. inkubacijos, kurios iSreiskiamos Ig
KSV/ml.

2.3.2.Pieno miSiniy su ekstraktais ir i§ ju pagaminto jogurto fizikiniy cheminiy savybiy
vertinimo metodai

Baltymy daleliy dydZio nustatymas

Pieno ir ekstrakty miSiniy bei i§ jy pagaminto jogurto daleliy dydzio nustatymui buvo naudojamas
lazerinio spindulio difrakcinis spektrofotometras Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments
Ltd, Jungtiné Karalysté). Nedidelis kiekis méginio pilama j maiSykle, besisukanc¢ig 1200 apsk./min
greiciu, kuri i§sklaido méginj distiliuotame vandenyje. Naudojant spektrofotometro programing
jranga apskaiCiuojamas vidutinis baltymy daleliy dydis pagal ttrj (d4,3)) ir sudaromas daleliy pagal
dydj pasiskirstymo grafikas.
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Riigstinés koaguliacijos savybiy analizé

Pieno ir ekstrakty miSiniy ragstinés koaguliacijos trukmé buvo matuojama reologiniu metodu.
Matavimai buvo atlikti reometru Physica MCR 301 (Anton Paar GmbH, Vokietija) naudojant kiigis-
cilindras geometring sistemg (cilindro skersmuo — 25 mm). Vibracijos rezimas buvo parinktas 1 Hz
ir pastovia deformacija — 0,003. 10 ml méginio i§ anksto paSildoma iki 30 °C temperatiiros ir joje
iSlaikant 10 min. | pasildyta méginj idedama 3 % gliukono-delta-laktono (GDL) pasverto ALJ 220-
ANM analitinémis svarstyklémis (KERN & Sohn GmbH, Vokietija), iSmaiSoma ir supilama j reometro
analizavimo cilindrg. Matavimas vyko 60 min. palaikant 30 °C temperatiirg ir fiksuojant klampos bei
elastingumo modulius G* ir G* kas 1 min. Riigstinés koaguliacijos trukmé fiksuojama nuo GDL
pridéjimo iki G‘= G*.

Reologiniy charakteristiky nustatymas

Pieno ir ekstrakty miSiniy bei i$ jy pagaminto jogurto reologinés charakteristikos nustatytos uzraSant
tekejimo kreives, t. y. poslinkio jtempio (t, Pa) pasikeitimus kintant poslinkio grei¢iui nuo 1 iki 500
s, Reologinés charakteristikos matuojamos reometru Physica MCR 301 (Anton Paar GmbH,
Vokietija) naudojant kiigis-cilindras geometring sistema (cilindro skersmuo — 25 mm, kampas — 2° ir
tarpas iki cilindro dugno — 0,05 mm) palaikant 21 £ 0,5 °C temperatiirg. Tekéjimo kreiviy analizei
pritaikomas matematinis Ostwald (3) arba Herschele Bulkley (4) modelis, kuris geriausiai apraso
pieno miSiniy ir jogurto méginiy elgesi dominuojancioje jtempio srityje.

T=k-y" (3)
T=10+k- -y" 4)
¢ia - poslinkio jtempis, Pa; 7o — ribinis poslinkio jtempis, Pa; k — klampos koeficientas, Pa-s"; y —
poslinkio greitis, s*; n — takumo indeksas.

Sinerezés savybiy analizé

Jogurto i8rtigy sulaikymo pajégumas buvo iSmatuotas remiantis Bai‘o ir kt. [110] metodika su tam
tikrai pakeitimais. Pasveriama 10 g jogurto méginio j 50 ml plastikinj mégintuvelj ir centrifuguojama
1600 apsk./min. grei¢iu 10 min. 4 °C temperatiiroje naudojant centrifuga MPW-260/R/RH (MPW
MED. Instruments, Lenkija). Mégintuvélio virSuje iSsiskyres supernatantas nupilamas ir pasveriamas
analitinémis svarstyklémis ADAM AE437766 (ADAM equipment Co. Ltd., Jungtiné Karalysté).
Sinerezé procentais apskai¢iuojama pagal formule:

Sinereze = =%.100; (5)

my
¢ia my — supernatanto svoris, g; m — méginio svoris, .
Gyvybingy pieno rigsties bakterijy skaicCiaus jogurte nustatymas

Pieno riigsties bakterijy kiekis jogurte buvo nustatytas vadovaujantis Lietuvos standartizacijos
departamento standartu 1SO 15214:2009 [111]. Jogurto Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
ir Streptococcus thermophilus bakterijy skai¢ius buvo nustatomas atliekant serijinius skiedimus 10
karty. Visi skiedimai buvo daromi naudojant sterily fiziologin;j tirpala, t. y. 0,85 % NaCl vandeninj
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tirpalg. Nulinis skiedimas atliktas ]} mégintuvélj su 9 g fiziologinio tirpalo pasvérus 1 g jogurto 0,01
g tikslumu naudojantis svarstyklémis PLJ 600-3CM (KERN, Vokietija). I kiekvieng Petri 1¢kstele
jpilta 1 ml praskiesto méginio ir uzpilta apie 15 ml komercinés selektyvios MRS agaro terpés, kuri
buvo paruosta pagal gamintojo rekomendacijas. Méginiai paséti giluminiu biidu. Sustingus terpei,
1ékstelés anaerobinémis salygomis inkubuojamos 48 val., 42 °C temperattiros termostate (Termaks
AS, Norvegija). Praéjus inkubacijos periodui suskaiiuotos lékstelése iSaugusios pieno riigSties
bakterijy kolonijos ir apskaiiuojamas jy kiekis tiriamajame méginyje pagal (6) lygti. Rezultatai
iSreiksti 1g kolonijas sudaranciais vienetais, t. y. Ig KSV/g.

— xc .
T V(ny+0,1n)d’ (6)
¢ia N — mikroorganizmy skaicius tiriamajame méginyje, KSV/g; YC — kolonijy suma, kai jas sudaro
ne maziau kaip 15 ir ne daugiau kaip 300 kolonijy i§ dviejy vienas po kito einanciy skiediniy; V —
pasétos medziagos tiris, ml; Ny — auksciausio skiedinio vertinamy 1éksteliy skaicius; n2 — Zemiausio
skiedinio vertinamy léksteliy skai¢ius; d — Zemiausio vertinamo skiedinio skiedimo koeficientas.

2.3.3. Pieno misiniy su ekstraktais ir i§ ju pagaminto jogurto virSkinamumo tyrimas in vitro

Meéginiy in vitro analizé buvo atlickama pagal INFOGEST static in vitro simulation of
gastrointestinal food digestion protokola [112]. Si analizé paremta statine méginio hidrolize, kurios
metu naudojamas pastovus produkto kiekis ir virSkinimo sul¢iy santykis bei pH. Taikant §j metoda
maisto méginiai nuosekliai virskinami imituojant sglygas burnoje, skrandyje ir plonojoje zarnoje, o
tokie parametrai kaip fermenty, tulzies drusky kiekis, skiedimai, pH ir vir§kinimo laikas yra pagrjsti
turimais fiziologiniais duomenimis. Nuoseklig virs§kinimo in vitro eiga galima suskirstyti j 3 etapus:
reagenty ir meginiy pasiruoS$imas, virSkinimo proceso imitavimas burnoje, skrandyje, plonojoje
Zarnoje ir mégino analizé po virSkinimo.

Virskinimo sulCiy ir fermenty paruoSimas

Dirbtinés seiliy (SSF), skrandzio (SGF) ir plonosios Zarnos (SIF) sultys ruoSiamos pagal eiga
nurodyta 2 lenteléje. Elektrolity pradiniai tirpalai ruoSiami i§ anksto, praskiedziami distiliuotu
vandeniu iki 400 ml ir laikomi -18 °C temperatiiroje. Prie§ analiz¢ darbiniai tirpalai yra pasildomi iki
37 °C temperatiiros.

2 lentelé. Elektrolity tirpaly tiiriai ir koncentracijos darbiniy virskinimo suléiy gamybai

Drusky baziniai Koncentracija SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7)
tirpalai (DBT) ") M DBT kiekis, ml

KCI 37.3 0.5 15.1 6.9 6.8
KH2PO,4 68 0.5 3.7 0.9 0.8
NaHCO3 84 1 6.8 125 42.5

NaCl 117 2 - 11.8 9.6
MgCl>(Hz0)s 30.5 0.15 0.5 0.4 1.1
(NH4)2CO3 48 0.5 0.06 0.5 -

HCI 219 6 0.09 1.3 0.7
CaClx(H20).* 44.1 0.3 0.025 0.005 0.04
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Drusky baziniai Koncentracija SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7)
tirpalai (DBT M DBT kiekis, ml
pH koregavimui
NaOH 40 1 4 : 05
HCl 36,5 1 1 3 03

* CaCly(H20); pridedamas j galutinj méginio vir§kinimo tarj siekiant i$vengti nuosédy.

Fermenty vandeniniai tirpalai rioSiami atsizvelgiant ] reikiamg gauti fermenty aktyvumag visame
méginio tiryje (skrandzio fazéje — 20 ml, plonosios Zarnos fazéje — 40 ml) (zr. 3 lentelg). Gaminant
tulzies druskos ir pankreatino vandeninius tirpalus jie maiSomi magnetine maisykle F-91 T (FALC
Instruments, Italija) leduotame vandenyje.

3 lentelé. Fermenty vandeniniy tirpaly ruosimas

Fermentas Fermento kiekis | Tirpiklis Tirpiklio kiekis | Fermento
reikalingas  vienam reikalingas vienam | aktyvumas visame
méginiui meéginiui méginio tiiryje

Pepsinas (2500 U/ml) 0,016 g/ml Distiliuotas 0,5 ml 2000 U/ml

Tulzies druskos (10 mM) | 0,0108 g/ml vanduo 2,5 ml 10 mM

Pankreatinas (20 U/ml) 0,272 g/ml 5ml 100 U/ml

Meéginiy paruoSimas

Vieno pakartojimo vienas méginys sveriamas | 4 laboratorinius buteliukus po 5 + 0,05 g jogurto ar
pieno miSinio ir jJdedama po 2 g stikliniy rutuliuky siekiant vir§kinimo metu imituoti vir§kinimo trakto
peristaltinius judesius. Laboratoriniai buteliukai su méginiu suzymimi:

e GO0 —méginys po virSkinimo skrandZio fazé¢je 0 min.;

e (G120 — méginys po virSkinimo skrandZio fazéje 120 min.;

e DO — méginys po virSkinimo zarnyno fazéje 0 min.;

e D120 — méginys po virSkinimo Zarnyno fazéje 120 min.
Burnos virskinimo fazé

Tiriamojo méginio 5 + 0,05 g sumaiSomi su CaCl2(H20)2 (Zr. 2 lentelg), SSF ir distiliuotu vandeniu
iki galutinio 10 ml tiirio ir inkubuojama 37 °C temperatiiroje 2 min. (Zr. 4 pav.) vandens vonel¢je
GFL 1092 (GFL Lauda, Vokietija). Kadangi tiriamasis objektas yra pieno miSinys ir jogurtas,
kuriuose néra didelio kiekio angliavandeniy, tod¢l jy skaldancio fermento amilazés nededame.

SkrandZio virSkinimo fazé

Meéginys po burnos fazés sumaisomas su CaCl2(H20)2 (zr. 2 lentelg), SGF (zr. 4 pav.) ir koreguojamas
pH iki 2-3 su 6 M HCI naudojantis pH-metru Mi 105 su Ma 920 elektrodu (Milwaukee, JAV),
fiksuojant sunaudotos riigsties kiekj. Po to pilamas pepsino vandeninis tirpalas paruostas pagal 3
lentele ir distiliuotas vanduo iki galutinio 20 ml méginio ttrio. Méginiai inkubuojami atitinkamai 1
min. (GO) ir 120 min. (G120, D0, D120) 37 °C temperatiroje (Zr. 4 pav.). Po inkubacijos skrandzio
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fazés méginiy (GO ir G120) fermentas inaktyvuojamas koreguojant pH iki 7 su 7,5 M NaOH
fiksuojant sunaudoto Sarmo kiekj. Laboratorinis buteliukas su méginiu laikomas 4 °C temperattroje
leduotame vandenyje iki tolimesnio méginio apdorojimo.

Zarnyno virSkinimo fazé

Po skrandZio fazés j DO ir D120 méginius pilama SIF (Zr. 4 pav.), CaCl2(H20)2 (zr. 2 lentele) ir tulzies
druskos vandeninis tirpalas (zr. 3 lentel¢). Koreguojamas méginiy pH iki 7 su 7,5 M NaOH ir
fiksuojamas sunaudoto Sarmo kiekis. Supilamas pankreatino vandeninis tirpalas paruostas pagal 3
lentele ir distiliuotas vanduo iki galutinio 40 ml méginio tairio. Po inkubacijos plonojo zarnyno fazés
meéginiy fermentai inaktyvinami atSaldant meéginius 4 °C temperatiiroje leduotame vandenyje.

Meéginiy paruoSimas analizei po virSkinimo in vitro

Laboratoriniy buteliuky turis su suvirSkintu méginiu nukosiamas per sietelj ;] 50 ml centrifugavimo
meégintuvelius. Centrifuguojama 4000 apsk./min. 4 °C temperattiroje 20 min. centrifuga MPW-260R
(MPW Med. Instruments, Lenkija) ir filtruojama per filtrinj popieriy. Tirpi virs§kinimo frakcija buvo
surinkta, uzsaldyta ir laikoma -18 °C temperatiroje iki tolesnés analizés.

Burnos fazé Skrandzio fazé Plonojo Zzarnyno fazé
Meéginys po skrandzio fazés
Méginys po burnos fazés + + SIF 8,5 ml + CaClx(H20);

Tiriamasis méginys 5 g + SSF 4 SGF 8 ml + pepsinas + + pankreatinas + tulzies

ml + CaClx(H20), + dist. vanduo CaClz(H20). + dist. vanduo druskos + dist. vanduo

(37 °C, 150 rmp, pH 7) (37 °C, 150 rmp, pH 2-3) (37 °C, 150 rmp, pH 7)

GO || G120|| DO || D120 G120 D120 D120
;; e
Inaktyvinamas Inaktyvinamas
fermentas fermentas
Z Z

Laisvy a-amino grupiy koncentracija, hidrolizés laipsnis,
fenoliniy junginiy ir proantocianidiny kiekis,
antioksidacinis aktyvumas, bioprieinamumo indeksas

4 pav. In vitro vir§kinimo schema vienam méginiui (GO — skrandzio fazé 0 min., G120 — skrandzio faz¢ 120
min., DO — Zarnyno fazé 5 min., D120 — zarnyno fazé¢ 120 min.)

2.3.4. Pieno miSiniy su ekstraktais ir i§ ju pagaminto jogurto virSkinamumo vertinimo metodai
Laisvy a-amino grupiy analizé

Fluorescemininés analizés metu nustatomas laisvy a-amino grupiy kiekis mM/l. Méginio baltymai
nesuskaldyti proteolitiniais fermentais po virskinimo in vitro pasalinami nusodinant trichloracto
rugsties tirpalu. Fluramo tirpalas sumaiSytas su supernatante esanciais proteolizés produktais, jungiasi
su laisvomis amino riigs§timis, peptidais ir junginys tampa fluorescuojanciu — identifikuojamu.
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Laisvy a-amino grupiy analizé buvo atlikta remiantis [113] literatiiros Saltiniu. 75 pl bandinio
sumaisyta su 75 ul 24 % TCA mégintuvélyje (Eppendorf) ir paliekama 30 min. -18 °C temperatiiroje,
kad pagreitéty baltymy nusodinimas. Po to méginys atSildomas ir centrifuga MSC-6000 (Biosan,
Latvija) centrifuguojamas 6000 rmp 4 °C temperatiiroje 20 min. Po to 30 pul supernatanto maiSoma
su 900 ul 0,1 M natrio tetraborato buferiu (natrio tetraboratas tirpinamas miliQ vandenyje karSto
vandens voneléje, pH 8 — koreguojama su HCI) ir 300 pl fluorescemino tirpalo (0,2 mg/ml
fluorescamino bevandeniame acetone). | Iekstutés Sulinélius pilama 250 pl analizei paruosto méginio.
AnalogiSkai paruoSiamas standartiniai leucino tirpalai ir tus¢ias bandinys. Analizé buvo atlikta su
mikroploksteliy analizatoriumi FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Vokietija) 25 °C temperatiiroje
esant suzadinimo bangos ilgiui 390 nm ir spinduliavimo — 480 nm. Méginiy skiedimai daromi
naudojant 1 mM HCI tirpala, fiksuojant ir jvertinant praskiedimo faktoriy. Kiekybinis proteolizés
produkty kiekis buvo apskaiCiuotas remiantis skirtingy koncentracijy leucino standarto tirpaly
kalibracinés kreivés lygtimi, kuri gaunama kiekvieng kartg atlikus tyrima.

Bendras fenoliniy junginiy kiekis ir biologinio prieinamumeo indeksas

Bendras fenoliniy junginiy kiekis, i$siskyres j virSkinimo sultis, buvo nustatytas naudojant Folin-
Ciocalteu reagenta, kaip aprasyta 2.3.1. skyriuje. Rezultatai iSreik§ti GRE. ISsiskyrusiy fenoliniy
junginiy kiekis procentais apskaic¢iuotas pagal formule:

Cf virskinimo sultyse . 100 (6)

meginyje iki virskinimo

ISsiskyrusiy junginiy kiekis =
¢la Cf virskinimo sultyse — bendras fenoliniy junginiy kiekis virSkinimo sultyse, cfméginuje iki virskinimo —
bendras fenoliniy junginiy kiekis méginyje iki virs§kinimo.

Fenoliniy junginiy biologinio prieinamumo indeksas (BI, %) apskaiciuotas kaip procentinis santykis
bendro fenoliniy junginiy kiekio, nustatyto Zarnyno virSkinimo sultyse po 120 min. virSkinimo ir
bendro fenoliniy junginiy kiekio, nustatyto meéginyje iki virSkinimo.

Bendras proantocianidiny kiekis ir biologinio prieinamumo indeksas

Bendras proantocianidiny kiekis, i$siskyres j virSkinimo sultis, buvo nustatytas pagal 2.3.1 skyriuje
pateiktg tyrimo metodg. Rezultatai iSreiksti mg/ml. I$siskyrusiy fenoliniy junginiy kiekis procentais
apskaiciuotas taikant (6) formule.

Proantocianidiny biologinio prieinamumo indeksas (BI, %) apskaiCiuotas kaip procentinis santykis
bendro proantocianidiny kiekio, nustatyto zarnyno virSkinimo sultyse po 120 min. virSkinimo ir
bendro proantocianidiny kiekio, nustatyto méginyje iki virskinimo.

Antioksidacinés savybés
Antioksidacinés savybés virskinimo sultyse nustatytos kaip aprasyta 2.3.1. skyriuje.
2.3.5. Statistiné analizé

Visi tyrimai buvo atlikti po 3 pakartojimus. Rezultatai iSreiksti apskaiCiuotais vidurkiais ir
standartiniais nuokrypiais. Matematiné statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant Microsoft Excel
programg taikant Stjudento t-testa, kai reikSmingumo lygmuo p < 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Spanguoliy ekstrakty charakterizavimas

Sio mokslinio tiriamojo darbo pradZioje spanguoliy i$spaudy ekstraktas buvo ifrakcionuotas j mazos
ir didelés molekulinés masés junginiy frakcijas naudojant Sephadex™ LH-20 kolonéle ir buvo
iSanalizuota gauty frakcijy sudétis bei savybés. Pirmiausia buvo nustatytas bendras fenoliniy
junginiy, proantocianidiny ir kai kuriy antocianidiny kiekis siekiant iSsiaiSkinti, ar pavyko
i8frakcionuoti spanguoliy ekstraktg j mazos ir didelés molekulinés masés junginiy frakcijas. Taip pat
buvo analizuojamas spanguoliy ekstrakty antioksidacinis aktyvumas bei jy jtaka jogurto gamyboje
naudojamy pieno rigsties bakterijy aktyvumui ir slopinimui. Palyginimui buvo naudotas komercinis
vynuogiy sékly ekstraktas, kurio kokybés sertifikate nurodyta, kad jo sudétyje yra 80,4 %
proantocianidiny, 1§ kuriy 19,6 % monomerai ir 40,8 % dimerai ir trimerai.

IS 4 lenteléje pateikty duomeny galima matyti, kad DMM ekstrakte fenoliniy junginiy kiekis buvo
94519,38 £ 686,00 mg/100 g. Tai Zymiai didesnis Siy bioaktyviyjy medziagy kiekis nei komerciniame
vynuogiy s¢kly ekstrakte (62632,74 = 1296,62 mg/100g). MazZiausias bendras fenoliniy junginiy
kiekis nustatytas MMM ekstrakte, t. y. 5278,44 + 198,20 mg/100g. Tai, kad pavyko iSskirstyti
spanguoliy iSspaudy ekstrakta j didelés ir mazos molekulinés masés junginiy frakcijas rodo
proantocianidiny ir antocianiny kiekio nustatymo rezultatai, kurie pateikti 4 lenteléje. Kadangi PAC
yra oligomery misinys, todél MMM ekstrakte buvo rastas maziausias $iy junginiy kiekis, t. y. 60,31
+ 0,60 mg/100g, bei didziausi kiekiai skirtingy monomeriniy antocianiny. Pavyzdziui, cyanidin-3-O-
galaktozido MMM frakcijy ekstrakte buvo rasta 1376,62 + 5,23 mg/100g, o DMM ekstrakte tik 20,41
+ 1,29 mg/100mg. Taciau Zymiai didesnis PAC kiekis nustatytas DMM ekstrakte t. y. 1813,95 + 11,04
mg/100g, o tai panaSus kiekis, kuris buvo nustatytas komerciniame vynuogiy sékly ekstrakte —
1161,00 + 66,47 mg/100g.

Kadangi fenoliniai junginiai susije su spanguoliy biologiniu aktyvumu, t. y. antioksidaciniu ir
antibakteriniu aktyvumu, todél buvo svarbu nustatyti kaip skiriasi nefrakcionuoto ir frakcionuoty
spanguoliy ekstrakty antioksidacinés savybés ir iStirti jy galima poveik]j pieno riigsties bakterijoms.
Pagal DPPH radikaly suri§imo pajéguma didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymé¢jo DMM
ekstraktas, o maziausiu — MMM ekstraktas, atitinkamai 305 + 0,01 mg TE/g ir 102 + 0,02 mg TE/g
(zr. 4 lentelg). Kadangi SEN buvo pastaryjy ekstrakty miSinys, todél nustatytas vidutinis jo
antioksidacinis aktyvumas, t. y. 198 + 0,01 mg TE/g. Ankstesni mokslininky tyrimai parodé¢, kad
fenoliniy junginiy sudétis ir hidroksilo grupiy skai¢ius molekulés strukttiroje tur¢jo jtakos didesniam
antioksidaciniam aktyvumui [42]. Sj teiginj patvirtino Liu‘is ir kt. [114], kurie analizavo p-kumaro ir
kofeino rugsties antioksidacines savybes ir nustaté, kad pastaroji riigstis, turinti dvi hidroksilo grupes,
pasizymeéjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei p-kumro ragstis, turinti vieng -OH grupe. Taciau
Denev©as ir kt. teige, kad juodyjy aronijy proantocianidinai gali biiti paversti didesniu antioksidaciniu
aktyvumu pasiZyminciais antocianidinais, kuriy antimikrobinis aktyvumas nustatytas silpnesnis nei
proantocianidiny [115].

Difuzijos i agarg metodu su idubomis buvo istirta spanguoliy ekstrakty ir komercinio vynuogiy sékly
ekstrakto jtaka PRB, naudojamy jogurto gamyboje, slopinimui (Zr. 4 lentel¢). Tyrimo rezultatai rodo,
kad agaro terpéje susidaré slopinimo zona aplink DMM ekstrakta ir VSE, atitinkamai 0,7 + 0,08 cm
ir 0,96 + 0,10 cm. Sie tyrimo rezultatai koreliuoja su PRB augimo skai¢iaus poky¢iu laikymo metu
pateiktu 5 paveiksle. IS diagramos galima matyti, kad DMM ekstraktas ir VSE slopino jogurto raugo
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bakterijas laikymo metu, o po 24 val. jy buvo 0 KSV/ml lg. Analogiskus tyrimo rezultatus gavo
Tabasco‘as ir kt. [116], kurie nustaté, kad vynuogiy sékly ekstrakto monomerai ir oligomerai slopino
S. Thermophilus ir L. casei PRB fermentuotame piene. Pastebéta, kad MMM ekstraktas neturéjo
itakos PRB augimui lyginant su kontrole, o SEN per pirmas 8 val. slopino raugo bakterijas, o véliau
skai¢ius augo ir po 24 val. jy rasta 2,10 KSV/ml Ig.

4 lentelé. Skirtingy spanguoliy ekstrakty ir komercinio vynuogiy sékly ekstrakto charakteristika

Sudétis ir savybés Spanguoliu ekstraktas

MMM DMM SEN VSE
Fenoliniy junginiy kiekis, 94519,38 + 62632,74 +
ma/100g pagal GRE 527844 +198,20 | cor 11129,75+23,83 | [500c
Proantocianidiny kiekis, 60,31+ 0,60 181395+ 11,04 | 333,91 +5,19 1161,00 + 66,47
mg/100g
Kai kuriy antocianiny kiekis,
mg/100g
cyanidin-3-O-galaktozidas 1376,62 £ 5,23 20,41 +£1,29 25,33+1,19 -
cyanidin-3-O-gliukozidas 176,55 +1,13 11,26 £1,06 7,916 £ 0,44 -
cyanidin-3-O-arabinozidas 333,79 +£2,43 10,94 + 0,99 10,58 + 1,02 -
DPPH radikalai, mg Trolox | 105 , ¢ gp 305 0,01 198 + 0,01 -
ekvivalentais/g
Pieno riuigsties bakteriju*
slopinimo zonos skersmuo, cm 0 0,70+0,08 0 0,96 +0,10

* Pieno riigsties bakterijos, naudotos jogurto gamyboje: Streptococcus thermophilus ir Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus.
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5 pav. Spanguoliy ekstrakty ir komercinio vynuogiy sékly ekstrakto jtaka pieno riigsties bakterijy,
naudojamy jogurto gamyboje: Streptococcus thermophilus ir Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
augimo kreivéms

3.2. Pieno miSiniy su spanguoliy ekstraktais fizikinés cheminés savybés

Pries ekstrakty jtakos jogurto savybéms analize, buvo svarbu nustatyti jogurto gamyboje naudoty
pieno mi$iniy su ekstraktais savybes. Dél galimo pieno baltymy kompleksavimo su ekstraktuose
esancCiais fenoliniais junginiais miSiniuose galimi specifiniai baltymy daleliy savybiy poky¢iai.
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Pasikeitus baltymy daleliy dydziui, gali sumazéti koloidinis baltymy stabilumas ir pasikeisti pieno
miSiniy su ekstraktais klampa. Buvo iSkelta hipotezé, kad visi Sie poky¢iai gali turéti jtakos i§ miSinio
gaminamo jogurto savybéms.

Pirmiausia buvo palyginta pieno miSiniy su spanguoliy ekstraktais baltymy daleliy dydis pagal tiirj ir
ju pasiskirstymas méginyje. IS 6 paveiksle pateikty rezultaty matyti, kad MMM ekstraktas neturéjo
jtakos baltymy daleliy dydziui. Nepriklausomai nuo jdéto ekstrakto kiekio dauguma baltymy daleliy
uzfiksuotos diapazone nuo ~0,05 pm iki ~0,6 pm ir tik nedidelé jy dalis buvo diapazone nuo ~0,6 pum
iki ~1 pum ir nuo ~1,5 pm iki ~10 pm. Pieno miSiniuose su DMM ekstraktu baltymy daleliy
pasiskirstymas priklausé nuo jdéto ekstrakto kiekio. Kai DMM ekstrakto kiekis miSinyje buvo 0,75
%, nustatytas polidispersinés sistemos pobudis, kai dalelés pasiskirste trijuose diapazonuose:
didZiausios baltymy dalelés uzregistruotos nuo ~5 pm iki ~50 pum bei nuo ~500 pm iki ~1500 pm, o
mazesnés dalelés nuo ~0,05 pm iki ~1 pm. Tai, kad didelés molekulinés masés fenoliniai junginiai
spanguoliy ekstrakte yra susij¢ su baltymy daleliy dydzio pokyciais miSiniuose jrodo pieno miSiniy
tyrimai su nefrakcionuotu spanguoliy iSspaudy ekstraktu ir komerciniu vynuogiy sékly ekstraktu,
kuriy sudétyje yra proantocianidiny oligomery. Kai j pieng buvo jpilta 0,75 % Siy ekstrakty, baltymy
dalelés pasiskirsté nuo ~0,6 pm iki ~1 pm ir nuo ~5 pm iki ~1000 pm.

Tos pacios tendencijos pastebétos ir analizuojant vidutinj daleliy dydzio pieno miSiniuose su
ekstraktais reikSmes (zr. 5 lentele). Vidutinis baltymy daleliy dydis isreikstas pagal tiirj buvo 11,02 +
1,61 pm, 25,43 £ 1,11 pum, 33,57 £ 17,09 um atitinkamai méginiams, kuriuose ekstrakto kiekis buvo
didziausias, t. y. M-DMM-3, M-SEN-3 ir M-VSE-3, kontrolinio bandinio, kurio baltymy daleliy
dydis tik 0,27 + 0,05 pm (zr. 5 lentelg). Manoma, kad nekovalentiné baltymy-polifenoliy sgveika
daugiausiai atsiranda dél vandeniliniy jung€iy, van der Valso ir hidrofobinés sgveikos bei reciau dél
kovalentiniy ryS$iy, t. y. o-chinony reakcijos su nukleofiliniais radikalais [99]. Remiantis rezultatais,
padidinus ekstrakto kiekj pieno misinyje padidéjo polifenoliniy jungéiy skaicius dél to baltymy
dalelés padide¢jo.
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6 pav. Pieno baltymy daleliy pasiskirstymas pieno misiniuose su spanguoliy iSspaudy ekstraktais (A, B, C) ir
komerciniu vynuogiy sékly ekstraktu (D) (M-0 — pienas be ekstrakto, M-MMM-1, M-DMM-1, M-SEN-1,
M-VSE-1 — pienas su 0,25 % ekstrakto, M-SEN-2, M-VSE-2 - pienas su 0,5 % ekstrakto, M-MMM-3, M-

DMM-3, M-SEN-3, M-VSE-3 — pienas su 0,75 % ekstrakto)

5 lentelé. Pieno misiniy su ekstraktais vidutinio daleliy dydZzio pagal tiirj djs 3 (Mm) priklausomybé nuo
ekstrakto kiekio

Ekstraktas miSinyje | Ekstrakto kiekis miSinyje

0% 0,25 % 0,5% 0,75 %
MMM 0,27 £ 0,05 0,66 £ 0,41 - 0,28 £ 0,01
DMM 0,27 £ 0,05 2,52+1,22 - 11,02+ 1,61
SEN 0,27 £ 0,05 0,46 £ 0,05 0,50 £ 0,04 2543+111
VSE 0,27 £ 0,05 0,22 £0,05 0,25+ 0,04 33,57 £ 17,09

Pieno miSiniy su ekstraktais reologinés savybes buvo jvertintos uzrasant klampos ir tekéjimo kreives.
Klampos kreivés pateiktos 7 paveiksle. Analizuojamy pieno misiniy su ekstraktais tekéjimo kreiviy
matematiniam apra§ymui buvo parinktas Ostwald modelis. Sio reologinio modelio regresijos kreivés
atitikimo koeficientas R? artimas vienetui (> 0,99) (zr. 6 lentele). I 7 paveiksle pateikty klampos
kreiviy matyti, kad pieno misiniy su 0,25 % ir 0,75 % MMM ekstraktu klampos kreivés
persidengusios ar iSsidésciusios kiek zemiau nei pieno be ekstrakto klampos kreivé (kontrolinio
meéginio). Vadinasi, §is ekstraktas ir skirtingos jo koncentracijos netur¢jo jtakos pieno klampai. Tai
patvirtina 6 lenteléje pateikti klampos koeficientai K, kurie artimi ar net mazesni nei pieno be
ekstrakto, kurio K = 0,0047 Pa-s. Nezymus klampos padidéjimas buvo pastebétas pieno miSiniy su
nefrakcionuotiu spanguoliy ekstraktu (Zr. 7 pav. C), taciau apskai¢iuotas klampos koeficientas (zr. 6
lentele) rodo, kad néra reikSmingo skirtumo tarp pieno misiniy su Siuo ekstraktu ir kontrolés (pieno
be ekstrakto). Priesingai, DMM spanguoliy ekstraktas jmaiSytas j pieng padaré pastebimus pokycius
pieno klampos kreivéms (zr. 7 pav. B). Didinant ekstrakto kieki miSinyje, jo klampa did¢jo ir
didziausia klampa pastebéta esant didziausiam (0,75%) DMM ekstrakto kiekiui misinyje (M-DMM-
3 méginys), kurio klampos koeficientas K = 0,0125 + 0,001 Pa-s. Kiek kitokie rezultatai gauti uzrasant
pieno mi$inio su vynuogiy ekstraktu klampos kreives. Didinant ekstrakto kiekj miSinyje iki 0,5 %,
misinio klampa did¢jo, taciau jdéjus 0,75 % VSE, miSinio klampa sumazgjo. Be to, didelés visy
méginiy n vertés (0,90-1,18) reiskia maza méginiy pseudoplastiskumg ir tai, kad pieno misiniy su
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ekstraktais reologinés charakteristikos buvo artimos Niutoniniams skys¢iams, o tai uztikrina didesn;j
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7 pav. Pieno miSiniy su ekstraktais klampos kreivés, esant skirtingomis spanguoliy ekstrakty (A, B, C) ir
komercinio vynuogiy sékly ekstrakto (D) koncentracijomis (M-0 — pienas be ekstrakto, M-MMM-1, M-
DMM-1, M-SEN-1, M-VSE-1 — pienas su 0,25 % ekstrakto, M-SEN-2, M-VSE-2 — pienas su 0,5 %

ekstrakto, M-MMM-3, M-DMM-3, M-SEN-3, M-VSE-3 — pienas su 0,75 % ekstrakto)

6 lentelé. Pieno miSiniy su ekstraktais reologiniy charakteristiky priklausomybé nuo ekstrakty ir jy

koncentracijos pieno miSinyje

Méginys K (Pa-s) n R?

M-0 0,0047 + 0,001 0,9541 + 0,001 0,9923 + 0,000
M-MMM-1 0,0031+ 0,005 1,1405 + 0,001 0,9900 £ 0,000
M-MMM-3 0,0027 + 0,003 1,1829 + 0,001 0,9977 £ 0,001
M-DMM-1 0,0098 + 0,001 0,9277 = 0,001 0,9983 £ 0,001
M-DMM-3 0,0125 + 0,001 0,9090 = 0,002 0,9987 £ 0,002
M-SEN-1 0,0040 + 0,002 0,9795 = 0,005 0,9947 £ 0,001
M-SEN-2 0,0039 £ 0,001 0,9538 + 0,001 0,9916 £ 0,000
M-SEN-3 0,0049 £ 0,003 0,9831 + 0,001 0,9946 £ 0,001
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Méginys K (Pa-s) n R?

M-VSE-1 0,0067 + 0,000 0,9520 = 0,001 0,9992 + 0,001
M-VSE-2 0,0057 = 0,000 0,9594 + 0,003 0,9986 + 0,002
M-VSE-3 0,0045 + 0,002 0,9568 + 0,001 0,9939 + 0,002

Kadangi buvo nustatyta, kad kai kurie ekstraktai slopinanciai veikia jogurto gamyboje naudojamo
pieno rugSties raugo bakterijas, buvo svarbu jvertinti ekstrakty poveikj pieno rugstinio gelio
(rugstinés baltymy koaguliacijos) susidarymui. Rigstinio gelio susidarymas buvo matuojamas
reologiSkai kaip laikas nuo glukono-delta-laktono (GDL) jdéjimo j méginj iki moduliy G* ir G*
susikirtimo (G* = G*). I§ 8 paveiksle pateikty duomeny matyti, kad didinant spanguoliy ir vynuogiy
sékly ekstrakty kiekius miSinyje su pienu, Zymiai sutrumpgjo pieno riigStinio gelio susidarymo
trukme. Trumpiausias gelio susidarymo laikas nepriklausomai nuo ekstrakto rasies buvo pieno
misiniy su 0,75 % ekstrakto, o pienui be ekstrakto koaguliuoti reik¢jo 2955 s. Labiausiai rugstinés
koaguliacijos grei¢iu iSsiskyré pieno miSiniai su DMM ekstraktu, t. y. M-DMM-3 méginys
koaguliavo per 1250 s, 0 M-DMM-1 — per 1750 s (zr. 8 pav. B). Pieno mi$iniy su MMM ekstraktu
koaguliacijos laikas labai nesiskyré nuo pieno misiniy su komerciniu vynuogiy sékly (VSE) ir
nefrakcionuotu spanguoliy (SEN) ekstraktais. Galima manyti, kad greitesniam gelio susidarymui
turéjo jtakos fenoliniy junginiy oligomerai, kuriy daugiausia buvo DMM ekstrakte. Gauti duomenys
priestarauja mokslininky gautiems rezultatams, kurie tyré vynuogiy ekstrakto jtaka riigStinio pieno
gelio susidarymui, ir nustaté, kad didinant uogy priedo koncentracija nuo 1,5 g/L iki 3,0 g/L, riigStinés
baltymy koaguliacijos laikas ilgéja [118]. Kwon‘as ir kt. taip pat tyré fenoliny junginiy turinciy
ispaninio Salavijo sékly ekstrakty ir nustaté, kad didinant vandeninio ar etanolinio sékly ekstrakto
kiekj piene nuo 0,05 % iki 0,1 %, riigstinés koaguliacijos trukmé trumpé¢ja [119] lygiai taip pat kaip
pieng praturtinus pasiflory sultimis [120].

Pieno baltymy rtigstinés koaguliacijos metu pH maz¢jimas sukelia laipsniSka kalcio ir neorganinio
fosfato tirpima kazeino micelése. Bendrasis neigiamas kazeino miceliy kriivis neutralizuojamas ir tai
lemia baltymy agregacija [121]. Zinoma, kad net nedidelis pH sumazéjimas turi lemiamos jtakos
baltymy daleliy kravio pasikeitimui, o tai silpnina jy koloidinj stabilumg [122]. Kadangi j piena
dedamy ekstrakty pH buvo labai mazas (pH 2,3-2,5), pieno miSiniy su ekstraktais pH pradéjo mazéti
anksciau, palyginti su sistema be ekstrakto. Galima manyti, kad tai galéjo biiti pagrindin¢ pastebéto
pieno baltymy ragstinés koaguliacijos proceso sutrumpéjimo priezastis. Atlikto tyrimo ir kity
mokslininky gauty rezultaty skirtumy prieZastimi gal¢jo biiti pieno baltymy koaguliacijos trukmes
nustatymui naudoti metodai. Siame tyrime misinio pH laipsniskas mazéjimas buvo dél jdéto GDL, 0
cituojamuose darbuose tyr¢jai naudojo pieno riigsties kultiiras pieno pH maZinimui. Mokslin¢je
literatliroje galim rasti duomeny, kad pienas, pariigStintas pieno rugstimi produkuojama pieno
rugsties bakterijomis, sudaré silpnesnius gelius ir reik¢jo ilgesnés trukmés palyginti su riigstiniais
geliais, pagamintais pridedant GDL [123]. Pasirinkima Siame tyrime pH mazinimui naudoti GDL,
nulémé noras iSvengti kultiiry aktyvumo pokyciy ir padermiy skirtumy, kurie galéty turéti didelj

......
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8 pav. Pieno baltymy riigstinés koaguliacijos trukmé pieno misiniuose su skirtingomis spanguoliy ekstrakty
(A, B, C) ir komercinio vynuogiy sékly ekstrakto (D) koncentracijomis (M-0 — pienas be ekstrakto, M-
MMM-1, M-DMM-1, M-SEN-1, M-VSE-1 — pienas su 0,25 % ekstrakto, M-SEN-2, M-VSE-2 — pienas su
0,5 % ekstrakto, M-MMM-3, M-DMM-3, M-SEN-3, M-VSE-3 — pienas su 0,75 % ekstrakto)

3.3. Pieno miSiniy su ekstraktais virSkinamumas

Kaip parodé¢ pieno miSiniy su spanguoliy ir vynuogiy ekstraktais fizikiniy savybiy tyrimy rezultatai,
nustatyti pieno koloidinés sistemos pokyciai galimai jvyko dél susidariusiy kompleksy tarp pieno
baltymy ir ekstraktuose esanciy fenoliniy junginiy. Galima manyti, kad Sie poky¢iai turés jtakos tokiy
sistemy virSkinamumui. Todél kitame eksperimento etape buvo nustatytas pieno miSiniy su
didziausiu spanguoliy ekstrakty kiekiu (0,75 %) vir§kinamumas in vitro. Siame tyrime buvo imituotas
pieno miSiniy su ekstraktais virSkinimas skrandyje (120 min.) bei plonojoje zarnoje (120 min.).
Meéginiai analizuoti virSkinimo skrandzio fazés pradzioje (GO) ir pabaigoje (G120) bei virskinimo
plonosios Zzarnos fazés pabaigoje (D120). Virskinimo metu pieno baltymai hidrolizuojami
virSkinamajame trakte esan¢iy fermenty dél ko susidaro mazesnés molekulinés masés junginiai —
peptidai ir aminoriigStys. Jy kiekis virSkinimo trakto skys¢iuose buvo nustatytas kaip laisvyjy o-
amino grupiy koncentracija virSkinimo sultyse (zr. 9 pav.). Taip pat buvo analizuojamas fenoliniy
junginiy iSsiskyrimas j virSkinimo sultis (zr. 10 pav.) ir skai¢iuojamas jy biologinio prieinamumo
indeksas (zr. 8 lentele). Gauti rezultatai palyginti su fenoliniy junginiy i$siskyrimu j vir§kinimo sultis,
virskinant ekstrakty vandeninius tirpalus.
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Laisvy a-amino grupiy susidarymas virSkinant pieno miSinius su skirtingais spanguoliy ekstraktais
(0,75 %) ir pieng be ekstrakto (kontrolinis méginys) parodytas 9 paveiksle. I§ pateikty duomeny
galima matyti, kad skrandzio virSkinimo fazés pradzioje (GO) laisvy a-amino grupiy kiekis
méginiuose svyravo ribose tarp 26,35 + 0,66 ir 35,10 = 0,60 mM/1. Apskaiciavus baltymy hidrolizés
laipsnj, nustatyta, kad virSkinimo pradzioje jis buvo labai mazas t. y. tarp 0,56 + 0,01 ir 0,75 £ 0,01
% (zr. 7 lentele). Praéjus 120 min. po virSkinimo skrandyje (G120) pastebétas reikSmingas skirtumas
tarp laisvy a-amino grupiy kiekio pieno miSiniuose su spanguoliy ekstraktais ir kontroliniame
meéginyje (be ekstrakto). Daugiausiai laisvy amino grupiy t. y. 153,76 = 1,29 mM/I, rasta virSkinant
pieno misinj su MMM ekstraktu, tuo tarpu virSkinant kontrolinj méginj skrandzio fazés pabaigoje
nustatyta 146,60 + 3,16 mM/I. Kaip ir buvo tikétasi, visy méginiy amino grupiy kiekis skrandzio fazés
pabaigoje (G120) reikSmingai padidéjo, lyginant su jy kiekiu GO taske, t. y. virSkinimo pradzioje.
Baltymy hidrolizés laipsnis virskinimo skrandyje pabaigoje taip pat padidéjo. IS 7 lentelés duomeny
galima matyti, kad kontroliniame méginyje bei pieno miSinyje su MMM ekstraktu baltymy hidrolizés
laipsnis buvo didesnis lyginant su M-DMM-3 ir M-SEN-3 méginiais.

Plonajame Zarnyne vyksta didzioji dalis baltymy virskinimo, tod¢l pastebimas intensyvesnis laisvy
a-amino grupiy iSsiskyrimas j virS§kinimo sultis bei didziausias baltymy hidrolizés laipsnis (zr. 7
lentele). Zarnyno hidrolizés metu, kasos fermentas pankreatinas ir tulZies druskos hidrolizuoja
skrandyje susidariusius polipeptidus j tripeptidus, dipeptidus ir j atskiras amino rtgstis [124]. IS 9
paveikslo galima matyti, kad pieno misiniui su DMM ekstraktu virS$kinimo pabaigoje buidingas
maziausias proteolizés produkty kiekis — laisvy a-amino grupiy koncentracija Siame méginyje buvo
721,91 £9,62 mM/I, o baltymy hidrolizés laipsnis — 15,41 + 0,21 %. Kontrolinio méginio virs§kinimo
pabaigoje nustatytas didesnis laisvy a-amino grupiy kiekis — 865,02 + 19,57 mM/1 ir didesnis baltymy
hidrolizés laipsnis — 18,47 + 0,42 %. Tokie tyrimo rezultatai gali bati susij¢ su stabiliy baltymy-
polifenoliy kompleksy formavimu, kuriy metu tarp baltymy ir fenoliniy junginiy susidaro
kovalentiniai ir / ar nekovalentiniai rySiai. Tokig pacia tendencija pasteb&jo mokslininkai analizave
taniny jtakg baltymy virSkinamumui. Manoma, kad pieno sistemoje esantys polifenoliai slopino
katalizinj virskinimo fermenty aktyvuma [125] ar net susidaré polifenoliy-fermenty sgveika, kurios
metu pasikeité fermenty molekuliné konfigiiracija [126]. Analizuojant pieno misiniy su MMM ir SEN
spanguoliy ekstraktais baltymy virSkinamumo duomenis D120 fazéje matome, kad Sie ekstraktai
neturéjo reikSmingos jtakos (p > 0,05) laisvy a-amino grupiy susidarymui lyginant su kontroliniu
méginiu. Baltymy hidrolizés laipsnis iy méginiy virskinimo pabaigoje buvo 17,99 + 0,27 % ir 17,70
+ 0,51 %, t. y. kiek maZesnis nei kontrolinio méginio, taciau gerokai didesnis lyginant su M-DMM-
3 meéginiu.
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9 pav. Laisvy a-amino grupiy koncentracijos kitimas pieno misiniy su skirtingais spanguoliy ekstraktais
virskinimo metu: GO — skrandzio fazé 0 min., G120 — skrandzio faz¢ 120 min., D120 — Zzarnyno faz¢ 120
min. (M-0 — pienas be ekstrakto, M-SEN-3 — pienas su 0,75 % nefrakcionuoto spanguoliy ekstrakto, M-
MMM-3 — pienas su 0,75 % mazos molekulinés masés frakcijy spanguoliy ekstrakto, M-DMM-3 — pienas su
0,75 % didelés molekulines mases frakcijy spanguoliy ekstrakto). Vertés pateikiamos kaip vidurkis +
standartinis nuokrypis; raidés rodo reikSmingus pagal Stjudento t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant
méginius tame paciame virSkinimo proceso taske

7 lentelé. Pieno miSiniy su skirtingais spanguoliy ekstraktais baltymy hidrolizés laipsnio kitimas virSkinimo
metu

Virskinimo fazé Hidrolizés laipsnis, %

M-0 M-SEN-3 M-MMM-3 M-DMM-3
GO 0,64 £ 0,022 0,75+0,01° 0,62 £ 0,032 0,56 £ 0,01°
G120 3,130,072 2,39 £ 0,05° 3,28 £0,03° 2,95 + 0,05¢
D120 18,47 £ 0,422 17,70 £ 0,512 17,99 £ 0,272 15,41 + 0,21°

Kadangi fenoliniai junginiai laikomi vienais nestabiliausiy junginiy maiste ir jy kiekis vir§kinimo
metu gali pasikeisti, svarbu nustatyti, ar galimas jy kompleksy su baltymais susidarymas ekstrakty
miSinyje su pienu gali apsaugoti $iuos junginius nuo nepalanky virSkinimo salygy skrandyje ir
pagerinti polifenoliy iSsiskyrima zarnyne. 10 paveiksle pateikti duomenys apie vir§kinimo in vitro
poveiki spanguoliy ekstrakty fenoliniy junginiy atpalaidavimo dinamikai i§ ekstrakto vandeninio
tirpalo ir ekstrakto misinio su pienu. Galima manyti, kad in vitro virskinimo metu pieno baltymai ir
MMM frakcijy spanguoliy ekstrakte esantys fenoliniai junginiai sudaré silpnus kovalentinius rysius
del ko GO ir G120 fazéje jy atsipalaidavo daugiau 1§ ekstrakto ir pieno miSinio t. y. 89,22 + 10,01 %
ir 76,10 = 6,98 %, nei i§ vandeninio tirpalo (57,19 = 1,51 % ir 67,15 £ 0,62 %). Pagal Gonzalez‘g ir
kt. [127] po virskinimo skrandyje didesnis fenoliniy junginiy kiekis galéjo atsirasti todél, kad buvo
nutraukti §iy junginiy rysiai su baltymais dél rugstinio pH ir fermenty aktyvumo, kuris padidino
polifenoliy iSsiskyrima i§ maisto matricos. Taciau galutiniame virSkinimo taske fenoliniy junginiy BI
rodo, kad i§ pieno baltymy matricos fenoliniy junginiy i$siskyré maziau nei po 120 min. skrandyje, t.
y. 67,29 % (Zr. 8 lentele). Fenoliniy junginiy iSsiskyrimo sumazéjimas D120 fazéje rodo, kad maisto
matrica buvo veikiama virSkinimo trakto salygy dél ko dalis polifenoliy virto skirtingomis
struktirinémis formomis, turinCiomis skirtingas chemines savybes, biologin; aktyvuma ir
prieinamumg [127]. Taigi, stebint fenoliniy junginiy i$siskyrimo dinamikg virs§kinimo proceso metu
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galima pastebeéti, kad fitocheminiy medziagy atsipalaidavimas i§ vandeniniy tirpaly didé€jo, o iS pieno
misiniy mazéjo.

Statistiskai reikSmingo (p < 0,05) skirtumo nepastebéta GO faz¢je VT-SEN-3 méginj lyginant su M-
SEN-3. Siy méginiy fenoliniy junginiy atsipalaidavimas svyravo nuo 81,62 + 6,74 % iki 82,81 +
12,33 %. Taciau pieno misinio su SEN meéginys G120 ir D120 taske parodé zymiai (p < 0,05) mazesnj
iSsiskyrusiy fenoliniy junginiy kiekj (30,70 + 0,53 % ir 42,04 £ 0,70 %) lyginant su vandeniniu
tirpalu, praturtintu SEN. Pastarojo méginio BI buvo 59,80 %, o misinio su 0,75 % SEN — 42,05 %
(zr. 8 lentelg). Be to, Bl rodo tam tikro junginio, iStirpusio plonosios Zarnos sultyse, kiekj, kurj
organizmas gali absorbuoti. Vadinasi, tai yra labai svarbu, nes junginiai, iSsiskyre i§ maisto matricos
ir stabiltis virSkinamo trakte, gali biiti biologiskai prieinami ir turéti teigiamg poveikj virskinimo
traktui [128]. Lyginant polifenoliy atpalaidavimo dinamikg virs§kinimo proceso pradzioje ir pabaigoje
galima pastebéti, kad fenoliniy junginiy i$siskyrimas procentais sumazg¢jo.

Virskinant in vitro DMM junginiy ekstrakto mi$inj su pienu, nustatyta, kad fenoliniy junginiy
atsipalaidavo Zymiai (p < 0,05) maziau nei i8 to paties ekstrakto vandeninio tirpalo. Pavyzdziui, GO
ir D120 fazéje i§ VT-DMM-3 atsipalaidavo 54,70 = 5,10 % ir 35,20 = 3,34 %, o i§ M-DMM-3
atitinkamai 1,85 + 0,45 % ir 17,74 + 2,31 %. Sie VT-DMM-3 méginio atpalaidavimo skaiciai taip pat
rodo mazéjancia fenoliniy junginiy i$siskyrimo tendencijg virskinimo proceso metu, prieSingai nei su
M-DMM-3 méginiu, kurio dinamika didéjo. AnalogiSkus tyrimo rezultatus gavo Portugalijos
mokslininkai, kurie analizavo pieno baltymy jtakg braskiy ir persiky fenoliniy junginiy biologiniam
pricinamumui virS$kinimo in vitro metu ir nustaté, kad baltymy matrica stabdé polifenoliy
atsipalaidavimg [129]. Pavyzdziui, i§ braskiy fenoliniy junginiy ir baltymy komplekso katechino
atsipalaidavo 47 %, o elaginés riigSties 3 % maziau. Gautos skirtingos apskaiciuotos BI reikSmés,
pvz., tarp M-DMM-3 ir M-MMM-3, jrodo, kad baltymai ir fenoliniai junginiai formavo skirtinga
baltymo-polifenolio kompleksa [130].

IS 10 paveiksle pateikty duomeny galima matyti kaip fenoliniai junginiai atsipalaidavo i§ skirtingos
koncentracijos vandeniniy tirpaly ir miSiniy su pienu virSkinimo in vitro metu. Visose vir§kinimo
fazése 1§ vandeninio 0,75 % SEN tirpalo i8siskyré maZiau fenoliniy junginiy nei i§ vandeninio 0,25
% SEN tirpalo. Fenoliniy junginiy atpalaidavimo rezultaty dinamika vir§Skinimo metu rodo, kad G120
taske i§ VT-SEN-1 ir VT-SEN-3 méginiy fitocheminiy medziagy iSsiskyré nezymiai daugiau,
atitinkamai 97,00 + 2,56 % ir 89,94 + 2,96 %, nei GO taske (94,73 + 3,06 % ir 81,62 + 6,74 %), taciau
vir§kinimo proceso pabaigoje fenoliniy junginiy atpalaidavimas gerokai sumazéjo. Analizuojant
apskai¢iuotg vandeniniy tirpaly su 0,25 % ir 0,75 % SEN biopriecinamumo indeksg pastebéta, kad
didé¢jant ekstrakto koncentracijai tirpale Sio rodiklio verté sumazéjo, atitinkamai buvo gauta 84,54 %
ir 59,80 %. Tiriant fenoliniy junginiy atpalaidavima i$ skirtingos koncentracijos vandeniniy MMM
frakcjy tirpaly, nustatyta, kad pirmoje virskinimo skrandyje fazéje (G0) i§ VT-MMM-1 ir VT-MMM-
3 méginiy fenoliniy junginiy atsipalaidavo nuo 32,04 + 8,21 % iki 57,19 + 1,51 %. 0,25 % ir 0,75 %
koncentracijos MMM ekstrakto bioprieinamumo indekso reikSmeés labai panasios, t. y. VT-MMM-1
méginio BI = 88,69 %, 0 VT-MMM-3 — 88,73 %.
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10 pav. Virskinimo in vitro jtaka spanguoliy ekstrakty fenoliniy junginiy atpalaidavimo dinamikai i$
ekstrakto vandeninio tirpalo ir ekstrakto misinio su pienu: GO — skrandzio fazé 0 min., G120 — skrandzio fazé
120 min., D120 — zarnyno fazé 120 min. Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis;
mazosios raidés rodo reik§mingus pagal Stjudento t-testg testa (p < 0,05) skirtumus lyginant vandeninius
tirpalus su vienodu spanguoliy ekstraktu tarp skirtingy koncentracijy tame paciame virSkinimo proceso taske;
didziosios raidés rodo reikSmingus pagal Stjudento t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant vandeninio
tirpalo ir pieno miSinio méginius su vienodu spanguoliy ekstraktu ir jo koncentracija tame paciame
virskinimo proceso taske

8 lentelé. Skirtingy spanguoliy ekstrakty vandeniniy tirpaly ir jy miSiniy su pienu fenoliniy junginiy bei
proantocianidiny bioprieinamumo indeksas

Spanguoliy ekstrakto vandeniniai tirpalai

VT-SEN-1 VT-SEN-3 VT-MMM-1 | VT-MMM-3 | VT-DMM-3
Fenoliniy junginiy BI, % | 84,54 59,80 86,69 88,73 35,20
Proantocianidiny BI, % 12,00 5,63 11,57 8,16 14,23

Spanguoliy ekstrakto miSiniai su pienu

M-SEN-3 M-MMM-3 M-DMM-3
Fenoliniy junginiy BI, % | 42,04 67,30 17,74
Proantocianidiny BI, % 15,65 16,03 4,10

Taip pat buvo nustatyta PAC atpalaidavimas virSkinimo in vitro metu i§ skirtingy spanguoliy
ekstrakty vandeniniy tirpaly ir jy misiniy su pienu, kei¢iant jy koncentracijas (zr. 11 pav.). Pirmiausia,
buvo palygintas i$siskyres PAC kiekis, rastas virskinimo sultyse, tarp vandeniniy 0,75 % SEN tirpalo
ir tos pacios koncentracijos ekstrakto misinio su pienu. Virskinimo in vitro proceso pradzioje i§ VT-
SEN-3 PAC atsipalaidavo statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) daugiau lyginant su M-SEN-3 méginiu.
Siuose méginiuose fitocheminiy medziagy kiekis procentais kito nuo 9,80 + 0,59 % iki 11,23 + 0,11
%. Po 120 min. virSkinimo skrandyje PAC i§ M-SEN-3 méginio atsipalaidavo maziau nei i§ VT-
SEN-3, o po 120 min. virskinimo zarnyne §i tendencija pasikeité, t. y. PAC atpalaidavimas i§ SEN ir
pieno misinio zymiai padidéjo, lyginant su jy atpalaidavimu i§ vandens tirpalo (p < 0,05). Pagal 8
lenteléje pateiktus duomenis VT-SEN-3 méginio bioprieinamumo indeksas buvo 5,63 %, o M-SEN-
3-15,65 %. Labai panasios Bl reik§més buvo gautos VT-MMM-3 ir M-MMM-3 méginiy, atitinkamai
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8,16 % ir 16,03 %. AnalogiSkas tyrimo tendencijas gavo mokslininkai, analizave kurkumino ar
meélyniy PAC bioprienamumg ir nustaté, kad atitinkamai sojos ir zirniy baltymai turéjo teigiamos
itakos biologiniam prieinamumui lyginant su vandeniniu kurkumino ar méyniy PAC tirpalu [131,
132]. Catalkaya‘as ir kt. [133] moksliniame straipsnyje teigé, kad kai kurie polifenoliai, pavyzdziui,
antocianinai, kuriy gausu MMM frakcijy ekstrakte, gali biiti suskaldomi prie§ absorbcija, todél
biologinio prieinamumo indeksas dazniausiai buina < 10 %. PAC atpalaidavimo dinamika vir§kinimo
in vitro metu i§ méginio M-MMM-3 mazéjo, prieSingai nei i$ vandeninio tirpalo su 0,75 % MMM
frakcijy ekstraktu.

Didziausias PAC bioprieinamumo indeksas buvo nustatytas vandeniniam 0,75 % spanguoliy
ekstrakty tirpalui VT-DMM-3 — 14,23 %, o maziausias pieno misiniui M-DMM-3 Bl = 4,10 % (zr. 8
lentele). Galima manyti, kad DMM ekstrakte esantys PAC su pieno baltymais sudaré sunkiai
virSkinamg kompleksg, todél virSkinimo metu PAC atsipalaidavo maziau nei i§ vandeninio
spanguoliy ekstrakto tirpalo. Teiginj, kad kazeino miceliy ir polifenoliy sgveika turi jtakos fenoliniy
junginiy atsipalaidavimui, taip pat patvirtino Kostic‘as ir kt. [134], kurie nustaté, kad nugriebto ozkos
pieno praturtinimas ziedadulkémis Zymiai sumazino polifenoliy ir flavonoidy kiekj. O Catalkaya‘as
ir kt. [133] teigé, kad virSkinimo fermentai ir maisto matricos savybés gali labai paveikti fenoliniy
junginiy biologinj prieinamumg. Be to, Sarminémis saglygomis polifenoliai gal¢jo oksidotis iki o-
chinono, kuris kovalentiSkai prisijungé prie baltymy amino riigs8¢iy liekany ir todél tur¢jo jtakos
mazesniam PAC atpalaidavimui i§ miSinio nei i§ vandeninio tirpalo [99]. VirSkinimo in vitro metu
VT-DMM-3 méginio PAC atpalaidavimo dinamika, lyginant GO ir D120 taSke, sumazZ¢jo, o M-
DMM-3 — nezymiai padidéjo.

Apzvelgiant | spanguoliy ekstrakto skirtingos koncentracijos jtaka PAC atpalaidavimui, galima
pastebéti, kad tendencijos labai skirtingos jvairiuose skrandZio virskinimo etapuose. Pavyzdziui, GO
taske i§ VT-SEN-1 méginio PAC atsipalaidavo 3,17 + 0,40 %, o VT-SEN-3 — 9,80 + 0,59 %,
priesingai nei 1§ vandeniniy tirpaly su 0,25 % ir 0,75 % MMM frakcijy ekstraktu. Pastaryjy méginiy
PAC atpalaidavimas po 0 min. skrandyje atitinkamai kito nuo 8,70 + 3,93 % iki 1,93 + 0,21 %.
Bioprieinamumo indeksai rodo, kad plonajame Zarnyne PAC pasisavinamumo tendencija tarp VT-
MMM-1 ir VT-MMM-3 bei tarp VT-SEN-1 ir VT-SEN-3 méginiy tapo vienoda, t. y. didinant
ekstrakto kieki, maz¢jo BI atitinkamai nuo 11,57 % iki 8,16 % ir nuo 12,00 % iki 5,63 %. Galima
manyti, kad labai mazos Bl vertés reiskia, kad polifenoliai sureagavo su virskinimo trakte esanciais
junginiais, o tai lémé netirpiy kompleksy susidaryma dél ko neigiamai paveiké PAC pasisavinamumag
[91].
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11 pav. Virskinimo in vitro jtaka spanguoliy ekstrakty proantocianidiny atpalaidavimo dinamikai i$ ekstrakto
vandeninio tirpalo ir ekstrakto miSinio su pienu: GO — skrandzio faz¢ 0 min., G120 — skrandzio fazé 120
min., D120 — zarnyno fazé 120 min. Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; mazosios
raidés rodo reik§mingus pagal Stjudento t-testg testa (p < 0,05) skirtumus lyginant vandeninius tirpalus su

vienodu spanguoliy ekstraktu tarp skirtingy koncentracijy tame paciame virskinimo proceso taske; didziosios

raidés rodo reikSmingus pagal Stjudento t-testa testg (p < 0,05) skirtumus lyginant vandeninio tirpalo ir pieno
miSinio méginius su vienodu spanguoliy ekstraktu ir jo koncentracija tame paciame virskinimo proceso taske

Kaip buvo paminéta literatiiros apzvalgoje uogy ekstrakty fenoliniai junginiai pasiZymi stipriomis
antioksidacinémis savybémis ir nauda sveikatai, nes suriSa laisvuosius radikalus organizme, todél
buvo svarbu nustatyti, kaip virSkinimo in vitro metu keiciasi ekstrakty vandeniniy tirpaly ir jy miSiniy
su pienu antioksidacinés savybés. I§ 12 paveiksle pateiktos diagramos matyti, kad skirtingy
spanguoliy ekstrakty vandeniniy tirpaly ir jy miSiniy su pienu antioksidacinis aktyvumas mazgjo
vir§kinimo in vitro metu. Vienodos tendencijos gautos lyginant vandeniniy tirpaly ir miSiniy su pienu
meéginius esant skirtingiems spanguoliy ekstraktams, t. y. pieno baltymai turéjo statistiSkai
reikSmingos (p < 0,05) jtakos stabdant skirtingy spanguoliy ekstrakty fenoliniy junginiy
antioksidacines savybes visuose virS$kinimo taskuose. Detaliau aptariant VT-SEN-3 ir M-SEN-3
meéginius, galima matyti, kad prie§ virSkinimg atitinkamai nustatytas DPPH radikaly suriSimas 6,6 +
0,01 ir 4,3 £ 0,02 mg TE/100 g, o vir§kinimo in vitro pabaigoje — 2,5 + 0,03 ir 1,7 + 0,02 mg TE/100
g. Labai panaSus antioksidacinis aktyvumas D120 taske nustatytas VT-MMM-3 ir M-MMM-3
méginiuose atitinkamai 2,00 = 0,02 ir 1,7 = 0,01 mg TE/100 g. Makori‘as ir kt. [42] teigé, kad kuo
didesné¢ fenoliniy junginiy molekuliné masé, tuo stipresnés jy antioksidacinés savybés. Sj
mokslininky teiginj patvirtino gauti tyrimo rezultatai su DMM ekstrakto vandeniniu tirpalu. Nors
virSkinimo metu VT-DMM-3 méginio antioksidacinés savybés maz¢jo, taciau lyginant su Kkitais
spanguoliy ekstrakty vandeniniy tirpaly méginiais, DPPH radikaly suriSimas buvo didziausias. Prie§
vir§kinimg buvo nustatyta 8,2 + 0,01 mg TE/100g, po 120 min. skrandyje ir plonajame Zarnyne
atitinkamai 8,00 + 0,01 mg TE/100g ir 2,60 + 0,03 mg TE/100g. PrieSingai, maziausias
antioksidacinis aktyvumas tarp ekstrakty ir pieno miSiniy nustatytas méginio su DMM ekstraktu.
Kaip literatiiros apZvalgoje paminéta, kad kuo didesné fenolinio junginio molekuliné masé¢ tuo
stabilesnis polifenoliy-baltymy kompleksas susidaro [49]. Todél virskinimo in vitro metu i§ M-
DMM-3 méginio atsipalaidavo mazas kiekis fenoliniy junginiy dél ko antioksidacinis aktyvumas taip
pat buvo mazas.
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12 pav. Virskinimo in vitro jtaka spanguoliy ekstrakty vandeniniy tirpaly ir ekstrakty misiniy su pienu
antioksidaciniam aktyvumui: GO — skrandzio fazé 0 min., G120 — skrandzio fazé 120 min., D120 — Zarnyno
fazé 120 min. Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; raidés rodo reikSmingus pagal
Stjudento t-testg testa (p < 0,05) skirtumus lyginant vandeninio tirpalo ir pieno miSinio méginius su vienodu
spanguoliy ekstraktu tame paciame virSkinimo proceso taske

3.4. Skirtingais ekstraktais praturtinto jogurto fizikinés cheminés savybés

Kitame tyrimy etape buvo nustatyta i§ pieno misinio su spanguoliy ekstraktais pagaminto jogurto
fizikinés cheminés savybés. Jogurto gamybai buvo panaudota tradiciné technologija, kai pienas
surauginamas Streptococcus thermophilus ir Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
bakterijomis. Vykstant fermentacijai laktoz¢ virsta pieno riigstimi, pH laipsniSkai mazéja ir pasiekus
baltymy i1zoelektrinj taska pH 4,6 i$ agreguoty baltymy daleliy formuojamas gelis savo struktiiroje
sulaikantis vandenj. Produkto stabilumas laikymo metu priklauso nuo riugstinio gelio strukttros

poky¢iy.

Pagal Tabasco‘g ir kt. [116] vynuogiy sékly ekstrakto fenoliniy junginiy monomerai ir oligomerai
slopino S. Thermophilus pieno rigsties bakterijas fermentuotame piene. Toks mokslininky teiginys
priestarauja Siame tyrime gautiems rezultatams, kurie parodé, kad pienas, praturtintas komerciniu
vynuogiy sékly ekstraktu, suformavo rigsting sutraukg naudojant Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ir Streptococcus thermophilus bakterijy rauga, prieSingai nei pieno misinys su DMM
frakcijy spanguoliy iSspaudy ekstraktu. D¢l to tolimesni tyrimai buvo atlikti naudojant mazos
molekulinés masés proantocianidiny ir nefrakcionuotg spanguoliy ekstraktus bei komercinj vynuogiy
sékly ekstrakta.

Jogurtas yra riigstus pieno gelis, kuriame kazeino micelés agreguojasi ir formuoja tinkla, jtraukiantj
seruma. ISriigy baltymai, termiskai denatiiruoti 95 + 0,5 °C temperatiroje 5 min., formuoja
kompleksus su k-kazeinu. Dél susidariusiy organiniy riig§¢iy rauginant pieng i$ kazeino miceliy
atskyla kalcis ir kalcio fosfatas, taciau baltymy dydis nepakinta. Artéjant prie kazeino izoelektrinio
tasko (pH 4,6 = 0,05) elektrostatiniai atstumai tarp pieno baltymy maZéja ir jie agreguojasi | tinkla
[117]. Galima daryti prielaida, kad pieno praturtinimas fenoliniy junginiy ekstraktu pries kazeino
tinklo susidarymg gali pakeisti jogurto fizikines-chemines savybes.
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Sia hipoteze patvirtino gauti tyrimo rezultatai, pateikti 13 paveiksle B ir C, rodantys daleliy dydzio
pasiskirstymo pokycius jogurte, pagamintame i$ nefrakcionuoto spanguoliy iSspaudy ekstrakto ir
komercinio vynuogiy sékly ekstrakto. Méginiy su Siais ekstraktais daleliy dydzio pasiskirstymo
kreiviy pasislinkimas j deSin¢ puse rodo, kad net nedideli Siy ekstrakty kiekiai (0,25 %) tur¢jo jtakos
baltymy daleliy dydziui, o reikSmingas skirtumas pastebétas pridéjus didziausig ekstrakto kiekj (0,75
%). Kadangi jogurto su MMM ekstraktu kreivés persidengia, vadinasi $io ekstrakto 0,25 % ir 0,75 %
koncentracija neturéjo reik§mingo skirtumo kazeino daleliy pasiskirstymui (Zr. 13 pav. A). Kontrolés,
J-MMM-1 ir -MMM-3 méginiy baltymy dalelés buvo uzregistruotos intervale nuo ~5 pm iki ~210
Mm apie 8 % intensyvumu. Be to, MMM taip pat neturéjo jtakos jogurto baltymy vidutiniam daleliy
dydziui pagal tarj (zr. 9 lentelg). Kontrolinio méginio ds,3) buvo 39,997 + 0,192 um, o surauginus
pieng su 0,25 % ir 0,75 % MMM ekstrakto, kazeino agregaty dydis jogurte atitinkamai buvo 41,368
+ 0,229 pum ir 41,401 £ 0,078 pm. Vidutinis daleliy dydis pagal tiirj reikSmingai (p < 0,05) skiriasi
méginiuose, praturtintuose 0,75 % SEN ir VSE, atitinkamai 59,994 + 0,227 pum ir 47,155 + 0,115,
lyginant su jogurtu be ekstrakto.
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13 pav. Baltymy daleliy pasiskirstymas jogurto méginiuose su frakcionuotu mazos (A) molekulinés masés
frakcijy spanguoliy ekstraktu, nefrakcionuotu spanguoliy iSspaudy ekstraktu (B) ir komerciniu vynuogiy
sékly ekstraktu (C) (J-0 — jogurtas be ekstrakto, -MMM-1, J-SEN-1, J-VSE-1 — jogurtas su 0,25 %
ekstrakto, J-SEN-2, J-VSE-2 — jogurtas su 0,5 % ekstrakto, -MMM-3, J-SEN-3, J-VSE-3 — jogurtas su 0,75
% ekstrakto)
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9 lentelé. Skirtingais ekstraktais praturtinto jogurto vidutinio daleliy dydzio pagal tiirj priklausomybé nuo
ekstrakto kiekio

Ekstraktas jogurte | Ekstrakto Kiekis jogurte

0% 0,25 % 0,5% 0,75 %
MMM 39,997 £ 0,192 41,368 £ 0,229 — 41,401 £ 0,078
SEN 39,997 £ 0,192 47,423 £0,073 51,373+ 0,294 59,994 + 0,227
VSE 39,997 £ 0,192 43,271 £ 0,226 44,785 + 0,158 47,155 £ 0,115

Fenoliniy junginiy jtaka jogurto technologinéms savybéms buvo nustatytos vertinant jogurto klampa
ir reologines charakteristikas bei sinereze. Analizuojamy jogurto méginiy tekéjimo kreiviy apraSymui
buvo pasirinktas Herschel-Bulkley matematinis modelis pagal kurj apskaiciuotos jogurto reologinés
charakteristikos (zr. 10 lentelg). Sis modelis buvo tinkamiausias dél regresijos kreivés atitikimo
koeficiento R?, kuris buvo artimiausias vienetui (> 0,99) lyginant su Ostwald moduliu. I§ 14 paveiksle
pateikty kreiviy galima teigti, kad didéjant deformacijos greiciui, jogurto klampa mazéjo. Tai rodo,
kad visi jogurto méginiai yra tipiSki pseudoplastiniai skys¢iai, kuriy 7o > 1 irn <1 (zr. 10 lentelg). 14
paveikslo A grafike galima matyti, kad jogurto klampa nepriklausé nuo MMM frakcijy ekstrakto
kiekio, kadangi visos kreivés persidengé. Kiek kitokig i§vadg galima daryti apie jogurto, praturtinto
SEN ir VSE, klampos kreives (zr. 14 pav. B ir C). Pastebéta, kad jogurtas su 0,75 % VSE buvo
klampesnis didinant poslinkio greitj nuo 0 iki 50 1/s nei kontrolinis méginys ar jogurtai praturtinti
0,25 % ir 0,5 % ekstrakto. Didinant poslinkio greitj nuo 50 iki 200 1/s klampos kreivé buvo Zemiau
nei kity meéginiy. Jogurtai, praturtinti skirtingy koncentracijy SEN, buvo neZymiai klampesni lyginant
su kontroliniu méginiu (Zr. 14 pav. B).

Analizuojant 10 lenteléje pateiktus skirtingy méginiy klampos koeficientus K pastebéta, kad jogurto,
praturtinto 0,25 % MMM ekstraktu K = 11,676 + 0,143 Pa-s, 0 J-MMM-3 (0,75 %) K = 11,761 +
0,109 Pa-s, klampos koeficientas panaSus j kontrolinio méginio, kurio K = 11,806 + 0,153 Pa-s.
Tikriausiai taip yra dél didelés ekstrakto koncentracijos, silpninancios jogurto gelio struktiirg [135].
Hasneen‘as ir kt. [136] taip pat nustaté, kad 10 % vandeninis mairiino ekstraktas neturé¢jo statistiskai
reikSmingos jtakos jogurto klampai. Didinant SEN ir VSE kiek; jogurte nuo 0,25 iki 0,75 %, didéjo
klampos koeficientas. RySkus K padidéjimas pastebétas jogurte su 0,75 % SEN ir VSE kiekiu,
atitinkamai 14,001 + 0,092 Pa-s ir 14,716 + 0,099 Pa-s, lyginant su kontrolinio méginio, kurio K =
11,806 + 0,153 Pa-s. Pastebéta, kad Siy méginiy su 0,75 % ekstrakto reologinés charakteristikos
parodé didziausig poslinkio jtempj (10 = 3,521 £ 0,225 Pa ir o= 8,9864 + 0,201 Pa) lyginant su jogurtu
praturtintu maZesniu kiekiu ekstrakto, t. y. 0,25 % ir 0,5 %. Galima manyti, kad jogurtai su didZiausiu
klampos koeficientu ir ribiniu poslinkio jtempiu yra klampiausi.
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14 pav. Jogurto klampos kreivés esant skirtingiems ekstraktams ir jy koncentracijomis: su frakcionuotu
mazos (A) molekulinés masés frakcijy spanguoliy ekstraktu, nefrakcionuotu spanguoliy i$spaudy ekstraktu
(B) ir komerciniu vynuogiy sékly ekstraktu (C) (J-0 — jogurtas be ekstrakto, -MMM-1, J-SEN-1, J-VSE-1 —
jogurtas su 0,25 % ekstrakto, J-SEN-2, J-VSE-2 — jogurtas su 0,5 % ekstrakto, -MMM-3, J-SEN-3, J-VSE-3
— jogurtas su 0,75 % ekstrakto)

10 lenteléje nurodyta iSsiskyrusiy iSrugy kiekis kontroliniame jogurte ir i ji pridéjus ekstrakto. J-
MMM-1 ir J-MMM-3 méginius lyginant su kontrolinio méginio iSsiskyrusiy isrugy kiekiu,
reikSmingo skirtumo nepastebéta. Didinant SEN ir VSE kiekj jogurte, proporcingai maZz¢ja sinereze.
Rezultatai koreliuoja su Liu‘o ir kt. [137] gautais duomenimis, kurie tyré mélyniy pulpos jtakg jogurto
sinerezés sumaz¢jimui. Anuyahong‘as ir kt. [138] daug antociany turintj ryZiy uogy ekstrakta, jdéjo
1 jogurto baltymy matricg ir nustaté, kad didinant augalinio priedo kiekj nuo 0,125 % iki 0,5 %,
i$siskyrusiy iSriigy kiekis proporcingai mazgjo.

10 lentelé. Reologiniy charakteristiky priklausomybé nuo skirtingy ekstrakty ir jy koncentracijos jogurte

Méginys o, Pa K (Pa-s) n R? ISsiskyrusiy iSriigy
kiekis, %

M-0 2,256 £ 0,230 11,806 = 0,153 0,393 £0,001 | 0,993 £0,001 11,57 £ 0,20

M-MMM-1 | 2,947 £ 0,081 11,676 £ 0,143 0,403 £ 0,001 | 0,999 £ 0,000 11,07 £ 0,24

M-MMM-3 | 3,044 £ 0,099 11,761 + 0,109 0,406 = 0,000 | 0,999 £ 0,000 11,67 £0,31
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Méginys 70, Pa K (Pa:-s) n R? I$siskyrusiy iSrigy
kiekis, %
M-SEN-1 2,352 +0,141 11,806 + 0,089 0,412 + 0,000 | 0,994 + 0,001 11,59 £ 0,12
M-SEN-2 3,376 £ 0,281 13,821 + 0,095 0,443 +0,002 | 0,999 + 0,001 10,77 £ 0,01
M-SEN-3 3,521 +0,225 14,001 + 0,092 0,443 +0,001 | 0,999 + 0,001 10,22 £ 0,29
M-VSE-1 5,145 + 0,132 12,774 £ 0,242 0,415+ 0,006 | 0,995+ 0,003 11,21+ 0,23
M-VSE-2 5,802 + 0,141 13,211 £ 0,309 0,447 £ 0,007 | 0,997 + 0,002 10,79 £ 0,05
M-VSE-3 8,987 + 0,201 14,716 + 0,099 0,453+ 0,003 | 0,995+ 0,002 10,11+ 0,15

Galima daryti prielaida, kad jogurto, praturtinto SEN ir VSE, didesn¢ klampg ir mazesn¢ sinerezg
lémé stabili kazeino ir fenoliniy junginiy sgveika, sudaranti tirpy kompleksa [135]. Kazeino daleliy
didéjimas piene, praturtintame SEN ir VSE, ir i§ jo pagamintame jogurte (zr. 7 ir 14 pav.) patvirtino
§] mokslininky iSkeltg teiginj. Fenolio grupés, turincios vandenilio donorus, formuoja vandenilinius
ry$ius su baltymy C=0, o ypac¢ su hidroksilo ir amino grupémis baltymy molekulése. D¢l papildomy
vandeniliniy rySiy susiformuoja stipriis nekovalentiniai ry$iai stabilizuojantys baltymy tinklg [139].
Si kompleksavimosi reakcija gali biiti priezastis klampesnés jogurto struktiiros ir maZesnio vandens
kiekio i$skyrimo i§ baltymy matricos. Donmez‘as ir kt. [139] paaiSkino, kad baltymy-baltymy
kompleksy stiprinimas, formuojant jogurto struktiirg per baltymy ir polifenoliy saveika, gal¢jo lemti
jogurto, praturtinto Zaliosios arbatos ir Zaliosios kavos ekstraktais, klampos padid¢jima.

Taip pat buvo patikrinta gyvybingy pieno riigsties bakterijy skaicius jogurte su MMM, SEN ir VSE,
kuris galéjo sumazéti dél ekstrakte esanciy fenoliniy junginiy antimikrobiniy savybiy (zr. 15 pav.)
Nustatyta, kad mazos molekulinés masé¢ frakcijy ir nefrakcionuotas spanguoliy ekstraktai netur¢jo
statistiskai reikSmingos (p > 0,05) jtakos jogurto pieno riigsties bakterijy augimui laikymo metu.
Analogiskus tyrimo rezultatus gavo Anuyahong‘as ir kt. [138] tyrinéj¢ jogurta, praturtintg
antocianiny turinéiu ryziy uogy ekstraktu, t. y. augalinis priedas neturéjo jtakos Lactobacillus
mikroorganizmy vystymuisi. I 15 paveiksle C pateiktos diagramos matyti, kad komercinis vynuogiy
sekly ekstraktas tur¢jo statistiSkai reikSminga jtaka (p < 0,05) pieno riigSties bakterijy augimui
laikymo metu. Galima pastebéti, kad mikrobiologiSkai tai néra reikSmingas mikroorganizmy
padidéjimas lyginant méginius po 0 laikymo dienos ir po 14 laikymo dienos. Pastebéta, kad didesnis
ekstrakto kiekis netur¢jo jtakos mikroorganizmy dauginimuisi. Mokslin¢je literatiiroje skelbiami
tyrimy rezultatai yra prieStaringi, t. y. jogurtas praturtintas vynuogiy seékly ekstraktu, kuriame gausu
polifenoliy, neturéjo jokio poveikio pieno riigSties bakterijy dauginimuisi lyginant su kontroliniu
méginiu be ekstrakto [140]. Kiti tyrimai rodo, kad vynuogiy i$spaudy pridéjimas neturéjo jtakos
pradiniy raugo kulttry dauginimuisi laikymo metu. Po 21 dienos Streptococcus thermophilus ir
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus skai¢ius ekstraktu praturtintame jogurte buvo panasus j
kontrolinio méginio be ekstrakto [141].

MMM, SEN ir VSE ekstraktais praturtintame jogurte PRB buvo apie 108 ir 10°1g KSV/g. Tai reiskia,
kad Sie pieno produktai pagaminti pridedant fenoliniais junginiais turtingy ekstrakty, turéjo daugiau
PRB nei reikalaujama pagal Codex Alimentarius t. y. minimalus startiniy kultiiry kiekis jogurte turi
biiti ne maziau kaip 107 Ig KSV/g [142]. Tai gali biiti naudinga norint toliau vystyti produkta, turintj
teigiamg poveikj Zmogaus organizmui, pavyzdZiui, siekiant palaikyti normalios zarnyno mikrofloros
pusiausvyrg ir apsaugoti nuo virskinimo trakto patogeny, sumazinti storosios zZarnos ve€Zzio ir zarnyno
uzdegimo rizika, pagerinti laktozés netoleravimag [143].
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15 pav. Pieno riigsties bakterijy skai¢iaus pokyciai laikymo metu jogurte, praturtintame skirtingais
ekstraktais ir jy koncentracijomis: su frakcionuotu mazos (A) molekulinés masés frakcijy spanguoliy
ekstraktu, nefrakcionuotu spanguoliy i§spaudy ekstraktu (B) ir komerciniu vynuogiy sékly ekstraktu (C) (J-0
— jogurtas be ekstrakto, -MMM-1, J-SEN-1, J-VSE-1 — jogurtas su 0,25 % ekstrakto, J-SEN-2, J-VSE-2 —
jogurtas su 0,5 % ekstrakto, -MMM-3, J-SEN-3, J-VSE-3 — jogurtas su 0,75 % ekstrakto).

3.5. Jogurto su ekstraktais vir§kinamumas

Analogiskai pieno misiniams buvo atlikti jogurto méginiy virS§kinamumo in vitro tyrimai. Imituojant
jogurto, praturtinto MMM, SEN ir VSE, virs§kinimg skrandzio (G0, G120) ir plonojo zarnyno (DO,
D120) fazése, skirtingais virskinimo etapais buvo analizuojamas laisvy amino grupiy kiekis, fenoliniy
junginiy ir proantocianiny atsipalaidavimas ir skaiiuojamas biologinio prieinamumo indeksas
supernatante.

Pagal 16 paveiksle pateiktus duomenis, laisvy a-amino grupiy koncentracija jogurto méginiuose in
vitro virskinimo proceso metu, didéjo. 16 A paveiksle pateikta laisvy amino grupiy kiekis atskiruose
MMM frakcjy ekstraktu praturtinto ir nepraturtinto jogurto in vitro virskinimo etapuose. Pirmoje
virskinimo skrandyje fazéje (GO) suvirskinty J-0, -MMM-1 ir J-MMM-3 méginiy supernatante o-
amino grupiy buvo rasta nuo 39,45 £+ 14,94 mM/1 iki 43,72 + 13,96 mM/I. Statistiskai reikSmingo (p
> (,05) skirtumo tarp kontrolés ir jogurto, praturtinto 0,25 % ir 0,75 % ekstrakto, nebuvo. Amino
grupiy koncentracija apie 4 kartus padidéjo pepsinui veikiant jogurto baltymus skrandzio fazeje 120
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min. StatistiSkai reikSmingi (p < 0,05) skirtumai tarp kontrolés méginio ir jogurto, praturtinto
skirtingu MMM keikiu, stebimas DO ir D120 fazése. Pastebéta, kad Zarnyno fermentas pankreatinas
ir tulzies druska hidrolizavo gerokai daugiau baltymy ekstraktu sustiprintame jogurte nei kontrolinio
meéginio D120 taske. Galutiniame vir§kinimo etape statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp J-MMM-1
ir -MMM-3 méginiy nebuvo. Tyrimo rezultatai koreliuoja su apskaiciuotu baltymy hidrolizés
laipsniu (zr. 11 lentelg¢). Nustatyta, kad virSkinimo plonojoje Zarnoje pabaigoje (D120) baltymy
hidrolizés laipsnis J-MMM-1 ir J-MMM-3 méginio buvo didesnis, analogiskai 12,30 + 0,48 % ir
13,06 + 0,88 % lyginant su kontroliniu bandiniu, kurio hidrolizés laipsnis — 9,24 + 0,80 %. Kaip
literatiiros apzvalgoje paminéta, Zaliosios arbatos polifenoliai galéjo padidinti fermentinj pepsino
aktyvuma imituotame virSkinimo modelyje [126]. Galima daryti prielaida, kad ekstraktas stimuliavo
pankreatino aktyvuma zarnyno fazéje, todél buvo aptikta didesné laisvy amino grupiy koncentracija
lyginant su kontrolinio méginio. Taip pat mokslininkai teige, kad polifenoliai turéjo jtakos baltymy
struktiiros i$sivyniojimui taip padidindami fermenty prieinamumag prie peptidiniy rysSiy del ko
pageréjo baltymy virSkinamumas [144]. Imituotas virskinimo trakto tyrimas, kurj atliko Jiang‘as ir
kt. [145] parodé, kad nekovalentiné chlorogeno riigSties sgveika su pieno baltymais skatino jy
virSkinimg dél didesnio prieinamumo prie fermenty prisijungimo viety, o tai turéjo jtakos daliniam
baltymy struktiiros atsiskleidimui.

PrieSingi rezultatai gauti analizuojant SEN praturtinto jogurto hidrolizés metu susidariusiy laisvy
amino grupiy kieki (zr. 16 pav. B). StatistiSkai reikSmingo skirtumo nepastebéta GO fazéje kontrolés
méginj lyginant su skirtingomis ekstrakto koncentracijomis praturtinto jogurto méginiais. Siy
méginiy laisvy amino grupiy koncentracija svyravo nuo 39,45 + 14,94 mM/1 iki 55,79 + 11,20 mM/I,
o hidrolizés laipsnis nuo 0,78 + 0,10 % iki 0,97 £ 0,21 %. Kontrolinis jogurto méginys G120 taske
parodé Zymiai (p < 0,05) maZzesnj iSsiskyrusiy a-amino grupiy kiekj (160,32 + 20,01 mM/I) lyginant
su méginiais, praturtintais SEN. Taciau po zarnyno fazése (DO ir D120) J-0 méginiui buvo nustatytas
intensyvesnis a-amino grupiy issiskyrimas. Zarnyno fazés pradzioje a-amino grupés susidaré greitai,
0 po 120 min. virskinimo Zarnyne nustatytas nedidelis padidé¢jimas. Nors statistiSkai reikSmingo
skirtumo nepastebéta, taciau galima matyti, kad didinant SEN kiekj nuo 0,25 % iki 0,75 % laisvy a-
amino grupiy kiekis nezymiai mazéja DO ir D120 fazése. Tai patvirtinta baltymy hidrolizés laipsnis,
kuris D120 fazéje mazéjo nuo 5,98 + 0,40 % iki 5,43 £ 0,31 % (zr. 11 lentele). Taigi, SEN pridéjimas
1 jogurtg zymiai sumazino (p < 0,05) baltymy hidrolizés laipsnj galutiniame virSkinimo taske. Tokie
gauti rezultatai gali buti susije su kompleksy tarp polifenoliy ir baltymy formavimusi [125].
Nustatyta, kad fenoliniy junginiy sgveika su baltymais létina jy hidrolize. Gauti rezultatai panasis |
Pan‘o ir kt. [130], kurie nustaté, kad jogurto praturtinto 1-5% granaty sul¢iy milteliais, kuriuose
gausu polifenoliy, vir§kinamumas in vitro sulétéjo dél susidariusiy sunkiai vir§kinamy baltymy-
fenoliniy junginiy kompleksy.

IS 16 C paveiksle pavaizduoty diagramy galima pastebéti, kad VSE netur¢jo jtakos jogurto baltymy
hidrolizei pepsinu. GO ir G120 virskinimo taSkuose statistiSkai reikSmingo skirtumo nepastebéta tarp
kontrolinio méginio ir jogurto, praturtinto 0,25-0,75 % VSE. Laisvy o-amino grupiy kiekio
padidé¢jimas buvo DO fazéje dél Zarnyno fermento pankreatino ir tulzies drusky idéjimo. Galutiniame
virskinimo etape J-VSE-1 buvo rasta daugiausia laisvy amino grupiy (666,24 + 34,36 mM/I).
StatistiSkai reikSmingo nepastebéta tarp kontrolini méginio ir J-VSE-2 ar J-VSE-3. Jogurto,
praturtinto VSE, baltymy hidrolizés laipsnis kito nuo 9,95 + 0,52 % iki 11,56 + 0,03 %.
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16 pav. Laisvy a-amino grupiy skaiciaus kitimas skirtingais ekstraktais ir jy kiekiais praturtinto jogurto

baltymy virskinimo metu: GO — skrandZio faz¢ 0 min., G120 — skrandZzio faz¢ 120 min., DO — zarnyno fazé 0

min., D120 — zarnyno fazé 120 min. (J-0

— jogurtas be ekstrakto, -MMM-1, J-SEN-1, J-VSE-1 — jogurtas su

0,25 % ekstrakto, J-SEN-2, J-VSE-2 — jogurtas su 0,5 % ekstrakto, J-MMM-3, J-SEN-3, J-VSE-3 — jogurtas
su 0,75 % ekstrakto). Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; raidés rodo reikSmingus

pagal Stjudento t-testg testa (p < 0,05) skirtumus lyginant méginius tame pa¢iame vir§kinimo proceso taske

11 lentelé. Skirtingais ekstraktais praturtinto jogurto baltymy hidrolizés laipsnio kitimas in vitro vir§kinimo

metu
Virskinimo | Hidrolizés laipsnis, %
faze
— (90]
= = < N @ < oy 0
= S zZ pd Z L | w
o |5 |3 |® % & 2 2 2
GO 0,69 + 0,70 £ 0,76 £ 0,79 = 0,97 £ 0,89 + 0,78 = 0,68 + 0,87 =
0,262 0,002 0,282 0,142 0,212 0,342 0,102 0,212 0,142
G120 2,78 + 2,54 + 242+ | 4,06+ 3,80 + 3,71+ 3,45+ 3,10 £ 3,05+
0,352 0,102 0,162 0,41° 0,04° 0,03b 0,18? 0,152 0,132
DO 8,47 + 11,82+ | 13,17+ | 5,29+ 5,10 + 4,61+ 10,00+ | 8,88+ 7,73 +
0,492 0,16° 0,53¢ 0,40P 0,31° 0,23b 0,372 0,46° 0,752
D120 9,24 + 12,30+ | 13,06 £ | 5,98 + 5,43 + 5,63 + 1156+ | 10,33 + 9,95 +
0,802 0,48° 0,88° 0,40P 0,31° 0,31b 0,032 0,52b 0,522

52



Jogurto vir§kinimo metu atpalaiduoty laisvy a-amino grupiy koncentracijos nustatymo tyrime gauti
rezultatai labai skirtingi. Nepastebéta vienos aiskios tendencijos lyginant kontrolini méginj su
skirtingais ekstraktais ir koncentracijomis praturtintu jogurtu. Tai galéjo lemti skirtingas baltymy-
fenoliniy junginiy komplekso susidarymas, dalyvaujant stabiliems kovalentiniams ir netvirtiems
nekovalentiniams rySiams bei polifenoliy struktiira [130]. Galima daryti prielaida, kad jogurtas
praturtintas SEN ir VSE, sudétyje turinéiy didelés molekulinés masés fenoliniy junginiy, sudaré
stiprius kovalentinius ryS$ius, kurie turé¢jo jtakos baltymy daleliy dydzio padidéjimui (zr. 13 pav. B,
C), klampesnei jogurto struktirai (zr. 14 pav. B, C) ir sumaZzéjusiai laisvy o-amino grupiy
koncentracijai (zr. 16 pav. B, C). PrieSingai, jogurto baltymai sudaré silpnus nekovalentinius rySius
su MMM dél ko nepakito jogurto baltymy dydis (zr. 13 pav. A), klampa (zr. 14 pav. A), o vir§kinimo
metu baltymy hidrolizavosi daugiau (Zr. 16 pav. A) lyginant su kontroliniu bandiniu.

Remiantis 17 paveiksle pateiktais duomenimis fenoliniy junginiy atpalaidavimas i§ skirtingais
spanguoliy ekstraktais praturtinty jogurto méginiy virSkinimo metu didéjo. Taciau dauguma fenoliniy
junginiy liko netirpis ir virS§kinimo metu nebuvo isskirti j virSkinimo sultis. IS 17 paveikslo A grafiko
galima pastebéti, kad fenoliniy junginiy atpalaidavimo i§ jogurto, praturtinto MMM spanguoliy
ekstraktu, nepavyko nustatyti, kadangi jy reikSmés GO ir DO taskuose virSijo 100 %. Tokiems
rezultatams galéjo turéti jtakos analizés netikslumai, atsirad¢ dél naudoty baziniy drusky tirpaly in
vitro virSkinimo metu ar susidariusiy jvairiy cheminiy junginiy, kuriy atpalaidavimas ir
bioprieinamumas gali biiti skirtingas. Be to, galima manyti, kad naudoto metodo tikslumas buvo per
mazas, todél tolimesniems tyrimams reikéty naudoti kitg analiz¢. Taciau pagal I-MMM-1 ir -MMM-
3 méginiy BI indeksa, pateikta 12 lenteléje, atitinkamai 85,51 % ir 76,25 %, galima teigti, kad
padidinus spanguoliy ekstrakto koncentracija, fenoliniy junginiy bioprieinamumas procentais
sumazgjo. PanaSios fenoliniy junginiy atsipalaidavimo tendencijos buvo nustatytos cinamono
ekstraktu praturtintame jogurte [128]. Helal‘as ir kt. [128] nustaté, kad fenoliniy junginiy biologinio
prieinamumo indeksas suvirS§kinus cinamono ekstraktu praturtinta jogurta buvo 86,70 %. Teigiama,
kad polifenoliy-baltymy kompleksas apsaugojo polifenolius nuo oksidacijos ir fermentinés hidrolizés
virskinimo metu, todél pagerino jy jsisavinimo greit] ir biologinj prieinamumg plonajame zarnyne
[81].

Taip pat tiriamajame darbe suvirskinto jogurto su VSE biologinio prieinamumo indeksai gauti
panasis j anks¢iau aptarty Helal o ir kt. [128] mokslininky. Galutiniame in vitro virskinimo proceso
taske pastebéta aiSki tendencija, kad didinant ekstrakto kiekj jogurte, fenoliniy junginiy
atpalaidavimas ir BI didéja, atitinkamai nuo 68,85 %, iki 92,03 % (zr. 12 lentel¢). Nors statistiSkai
reik§Smingo (p > 0,05) skirtumo tarp J-VSE-1 ir J-VSE-2 fenoliy atpalaidavimo D120 taske
nepastebéta. Taip pat po virSkinimo skrandyje keiciantis pH | Sarminj Zarnyno fazg¢je iSsiskiria
daugiau fenoliniy junginiy, t. y. nuo 85,22 + 17,20 % 1ki 97,28 + 4,49 %, d¢l protony atsiskyrimo nuo
hidroksilo grupés aromatiniuose fenoliy Zieduose [146]. Be to, Li‘as ir kt. [81] patvirtino, kad
rugsStinémis saglygomis fitocheminés medZziagos stabilios, o neutralus pH plonojoje zarnoje pagreitina
polifenoliy skaidymasi.

17 paveikslo B grafike pateikti jogurto su SEN rezultatai rodo, kad skrandzio fazés pradzioje i
virskinimo sultis atsipalaidavo nuo 10,57 + 0,23 % iki 12,88 = 2,11 % fenoliniy junginiy. Zarnyno
fazés pradzioje iSsiskyrusiy fenoliy dalis buvo nuo 14,89 + 2,19 % iki 20,82 + 1,82 %. RySys tarp
polifenoliy iSsiskyrimo } virSkinimo sultis ir i jogurta idéto SEN kiekio skrandzio virSkinimo etape
nenustatytas. Taciau D120 fazéje i§ jogurto su 0,75 % SEN issiskyrusiy fenoliniy junginiy buvo
Zymiai daugiau (p < 0,05) palyginti su jogurtu, kuriame buvo 0,25 % SEN. Xiong‘as ir kt. [132]
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remiantis savo tyrimo rezultatais teigé, kad baltymy-polifenoliy dalelés gali palaikyti fenoliniy
junginiy stabiluma virskinamajame trakte ir padidinti biologinj prieinamuma zarnyne. Sj mokslininky
teiginj gali patvirtinti apskaiciuoti jogurto, praturtinto 0,25 %, 0,5 % ir 0,75 %, BI, kurie buvo
atitinkamai 18,28 %, 20,31 % ir 22,17 % (zr. 12 lentele).
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17 pav. Virskinimo in vitro jtaka fenoliniy junginiy atpalaidavimo dinamikai i§ jogurto su skirtingais
spanguoliy ekstraktais: GO — skrandzio fazé 0 min., G120 — skrandzio fazé¢ 120 min., DO — Zarnyno fazé¢ 0
min., D120 — Zzarnyno fazé 120 min. Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; raidés rodo

reikSmingus pagal Stjudento t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant méginius tame paciame vir§kinimo
proceso taske

12 lentelé. Jogurto su skirtingais ekstraktais fenoliniy junginiy ir proantocianidiny bioprieinamumo indeksas

Fenoliniy junginiy bioprieinamumas

J-MMM-1 | J-MMM-3 | J-SEN-1 | J-SEN-2 | J-SEN-3 | J-VSE-1 J-VSE-2 J-VSE-3
BI, % | 85,51 76,25 18,28 20,31 22,17 68,85 81,38 92,03
Proantocianidiny bioprieinamumas
J-MMM-1 | J-MMM-3 | J-SEN-1 | J-SEN-2 | J-SEN-3 | J-VSE-1 J-VSE-2 J-VSE-3
BI,% | 1,33 0,61 12,08 18,24 18,77 23,36 23,20 24,99
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Galutiniame jogurto su spanguoliy ekstraktais tyrimo etape buvo nustatyta PAC atpalaidavimas
virskinimo in vitro metu. 18 paveikslo A grafike pateikti jogurto su MMM junginiy rezultatai rodo,
kad skrandzio fazés pradzioje virSkinimo sultyse rasta nuo 2,39 + 0,45 % iki 5,57 = 1,95 % PAC.
Prag¢jus 120 min. po virSkinimo skrandyje buvo nustatyta nuo 2,18 + 0,31 % iki 1,96 + 1,45 %
atsipalaidavusiy PAC, o pagal jy biologinis pasisavinamumas svyravo nuo 0,61 % iki 1,33 % (zr. 12
lentele). Be to, ankstesniuose tyrimuose buvo nustatyta, kad MMM junginiy ekstrakte PAC kiekis
labai mazas, tod¢l jy ir atsipalaidavo gerokai maziau nei i$ jogurto, praturtinto SEN ar VSE.
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18 pav. Virskinimo in vitro jtaka proantocianidiny atpalaidavimo dinamikai i§ jogurto su skirtingais
spanguoliy ekstraktais: GO — skrandzio fazé 0 min., G120 — skrandzio fazé 120 min., DO — Zarnyno fazé 0
min., D120 — zarnyno fazé 120 min. Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; raidés rodo
reikSmingus pagal Stjudento t-testg testa (p < 0,05) skirtumus lyginant méginius tame paciame virSkinimo
proceso taske

Toliau buvo pastebéta atsikartojanti PAC atpalaidavimo didéjanti tendencija virSkinimo in vitro metu
lyginant su fenoliniy junginiy i$siskyrimu i$ jogurto praturtinto SEN ir VSE. I§ 18 paveikslo B
grafiko galima matyti, kad nepavyko nustatyti rysio tarp PAC issiskyrimo j virSkinimo sultis ir j
jogurtg jdéto SEN kiekio po in vitro virskinimo skrandZio etape. Taciau D120 fazéje i$ jogurto,
turin¢io 0,75 % SEN, i8siskyrusiy PAC dalis buvo Zymiai didesné (p < 0,05) palyginti su jogurtu,
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kuriame buvo 0,25 % SEN. Siy méginiy BI svyravo atitinkamai nuo 18,77 % iki 12,08 % (zr. 12
lentele).

PAC atpalaidavimas i§ jogurto, praturtinto skirtingomis VSE koncentracijomis, pavaizduotas 18
paveiksle C grafike. Pastebéta, kad G120 virskinimo etape skirtinga ekstrakto koncentracija
statistiSkai reikSmingo (p > 0,05) skirtumo netur¢jo. VirSkinimo pabaigoje nustatyta, kad statistiskai
reikSmingo (p > 0,05) skirtumo PAC issiskyrimui, didinant VSE proantocianidiny frakcijy ekstrakto
kiekj nuo 0,25 iki 0,75 %, nepastebéta. Didinant VSE kiekj jogurto méginiuose, Bl nezymiai padidéjo
nuo 23,36 % iki 24,99 %.
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ISVADOS

Spanguoliy iSspaudy ekstrakty, isfrakcionuoty pagal molekuling masg¢, antikoksidacinés ir
antimikrobinés savybés skiriasi: didelés molekulinés masés junginiy frakcija pasizyméjo didesniu
antioksidaciniu aktyvumu ir stipresnémis antimikrobinémis savybémis prie§ jogurto raugo
Streptococcus thermophilus ir Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus bakterijas bei didesniu
bendru fenoliniy junginiy ir proantocianidiny kiekiu. O mazos molekulinés masés junginiy
frakcijy spanguoliy ekstrakte nustatytas didesnis kai kuriy monomeriniy antocianiny kiekis.
Sagveika tarp pieno baltymy ir didelés molekulinés masés frakcijy junginiy ir nefrakcionuoto
spanguoliy ekstrakto fenoliniy junginiy lémé pieno baltymy daleliy stambéjimag, klampos
didéjimag pieno miSiniuose ir nezymy klampos didéjimg 1S jy pagamintame jogurte, baltymy
rugstinés koaguliacijos trukmés trumpéjima bei iSsiskyrusiy iSriigy kiekio sumazéjimg. Mazos
molekulinés masés frakcijy junginiy spanguoliy ekstraktas neturéjo jtakos pieno misiniy ir i$ jy
pagaminto jogurto baltymy daleliy dydziui, Klampai ir i$siskyrusiy i$rigy kiekiui.

Pieno miSiniuose su didelés molekulinés masés junginiy spanguoliy ekstrakto frakcija nustatytas
maziausias pieno baltymy virSkinimo greitis, o nefrakcionuotas ir mazos molekulinés masés
junginiy frakcijy spanguoliy ekstraktas statistiSkai reikSmingo skirtumo baltymy vir§kinamumui
neturéjo lyginant su kontrole. Jogurto meéginiuose nefrakconuotas spanguoliy ekstraktas létino
laisvy a-amino grupiy iSsiskyrimg j virS$kinimo sultis, o mazos molekulinés masés junginiy
frakcija tur¢jo teigiamos jtakos baltymy virSkinamumui.

Pieno baltymai turi neigiamos jtakos spanguoliy ekstrakty fenoliniy junginiy ir ypac
proantocianidiny atpalaidavimui ir biologiniam prieinamumui virS$kinimo in vitro metu. Pieno
miSiniuose su didelés molekulinés masés junginiy spanguoliy ekstrakto frakcija nustatytas
maziausias fenoliniy junginiy (17,74 %) ir proantocianidiny (4,10 %) biologinis prieinamumas
bei maziausias antioksidacinis aktyvumas (0,49 £+ 0,02 mg TE/100g) galutiniame virskinimo in
vitro taske.

Didinant nefrakcionoto spanguoliy i$spaudy ekstrakto koncentracija, didéja fenoliniy junginiy ir
proantocianidiny biologinis prieinamumas. Jogurtas su mazos molekulinés masés junginiy
frakcija pasizyméjo didziausiu fenoliniy junginiy ir maziausiu proantocianidiny biologiniu
picinamumu. VirSkinimo in vitro metu fenoliniy junginiy ir proantocianidiny atpalaidavimas
didéjo jogurto méginiuose, praturtintuose nefrakcionuotu spanguoliy iSspaudy ekstraktu.
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