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SANTRAUKA

Siuo metu ypatingo démesio susilaukia savitomis funkcinémis savybémis pasizymingiy
augaliniy baltymy gamyba, siekiant placiau pritaikyti juos maisto pramonéje. Sojos produkty
gamyboje placiai taikomi fermentacijos procesai. Pastarasis bioprocesas pradétas naudoti ir
lubiny sékly perdirbimui, jrodant apdoroto produkto maistinés vertés pageré¢jima (virSkinamumo
padidé¢jimg ir proteaziy inhibitoriniy medziagy aktyvumo sumaZz¢jima). Iki Siol nebuvo jvertinta
kietafazés fermentacijos jtaka lubiny baltyminiy medziagy funkcinés savybéms. Be to, maisto
pramongje pradétas placiai naudoti ultragarsas, kuris galéty buti iSbandytas ir fermentacijos
procesuose.

Darbo tikslas — jvertinti ultragarsinio poveikio jtaka siauralapiy maistiniy lubiny (Lupinus
angustifolius) sékly baltyminéms medziagoms, jy funkcinéms savybéms ir maistinei vertei PRB
kietafazés fermentacijos (KF) salygose. Eksperimento metu tirta ultragarsinio poveikio (60 min,
37 kHz) jtaka fermentuojamiems KF salygose (trukmé 72 h) siauralapiy lubiny (L. angustifolius)
sékly miltams, naudojant jvairias PRB padermes (Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus ir Lactobacillus sakei). Nustatyta, kad ultragarsinis poveikis sumazino séklose
bendrag mikroorganizmy skai¢iy 5,5 karto (nuo 460000 KSV/1 g iki 83000 KSV/1 g).
Ultragarsinis poveikis atskirai ir kombinacijoje su KF didino maistiniy lubiny (L. angustifolius)
séklose tirpiyjy baltymy kiekj (atitinkamai, 11,4 % ir 13,1 %), o bendras baltymy kiekis
sumazéjo (3,0 % ir 6,9 %). Eksperimento metu pastebéti kai kurie ultragarsinio poveikio lubiny
sekloms ypatumai. Sis apdorojimas daugiau nei dvigubai sumaZino proteaziy aktyvuma lubiny
produktuose ir mazesniu laipsniu — amilaziy aktyvuma (nuo 36 % iki 50 %). KF metu visais
atvejais buvo stebimas proteaziy ir amilaziy aktyvumo padidéjimas, atitinkamai 4,8 karto ir 15,2
%.

Siauralapiy lubiny (L. angustifolius) sékly baltyminiy medziagy funkcinéms savybéms

daugiausiai jtakos turéjo KF: gerino jy emulgavimo savybes ir mazino puty sudarymo pajéguma.



Ultragarsas analogiSkai keité ir baltymy (po fermentacijos) funkcines savybes, ta¢iau mazesniu
laipsniu nei KF. Lubiny s¢kly baltyminiy medziagy maistinei vertei taip pat didziausios jtakos
turéjo KF, kuri baltymy in vitro virSkinamumg padidino vidutiniskai 6,4 %, o proteaziy
inhibitoriy aktyvuma sumazino daugiau nei 2 kartus. Tuo tarpu ultragarsas neturé¢jo jtakos Siems
Kriterijams.

Taigi, atlikti tyrimai rodo ultragarso taikymo perspektyvumg fermentacijos terpés
mikrobiologinés tarSos mazinimui ir baltymy funkciniy savybiy gerinimui. Be to, ultragarsas gali
buti s¢kmingai taikomas fermenty inaktyvavimui, pakeifiant bioprocesuose placiai taikomus

fermenty inhibitorius.
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SUMMARY

Nowadays special attention is paid to the production of plant proteins that have distinctive
functional characteristics in order to use it in the food industry. Fermentation processes are
widely used in the production of soy products. The aforementioned bioprocess is used in
processing lupine seeds, which improves products nutritional value (better digestion and
decreased activity of inhibitory substances of proteases). Until now the influence of solid state
fermentation on functional properties of lupine protein matter has not been evaluated.
Furthermore, the application of ultrasound in the food industry now this technology recently
became available increased and could be tested in fermentation processes.

The research aim is therefore: to evaluate the effect of ultrasound on dietary lupine
(Lupinus angustifolius) seed proteine substances, their functional properties and nutritional value
under LAB solid state fermentation conditions. The influence of ultrasound on lupine seed flour
in fermenting conditions was evaluated by using 60 min., 37 kHz ultrasonic waves, under solid
state fermentation conditions for 72 h of various strains of LAB (Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus sakei). It was determined that ultrasound reduced
the total number of microorganisms in the seeds 5,5 times (from 460000 CFU/1g to 83000
CFU/1g). The ultrasound alone and in combination with solid state fermentation increased
dietary lupine (L. angustifolius) seeds soluble protein content (respectively by, 11.4% and
13.1%), and the total protein content decreased (respectively 3,0 % and 6.9 %). During the
experiment some peculiarities of ultrasound effect on lupine seeds was observed. This treatment
decreased the activity of protease in the lupine products by more than two times and amylase
activity to a minor degree (from 36 % to 50 %). In all cases of solid state fermentation increased
activity of proteases and amylases was observed, respectively 4.8 times and 15.2 %.

The greatest influence on lupine seed protein substance functional properties was visible

by solid state fermentation: it improved emulsifying properties and reduced foaming capacity.



Ultrasound likewise changed the functional properties of protein after fermentation, but in a
minor degree than solid state fermentation. The greatest effect on lupine seed protein substance
nutritional value was made by solid state fermentation, which increased in vitro digestibility on
average by 6,4 %, and decreased the protease inhibitor activity by more than 2 times.
Meanwhile, ultrasound had no impact on these criteria.

In conclusion, the research shows the feasibility of using ultrasound for reducing
microbiological pollution in the fermentation environment and improved protein functional
properties. In addition, ultrasound can be successfully used for inactivation of enzymes,

replacing widely in bioprocesses used enzyme inhibitors.



Santrumpos

AV — amilazinio aktyvumo vienetai;

BM — baltyminés medziagos;

BMS — bendras mikroorganizmy skaicius;

KF — kietafazé fermentacija,

KF+ULT — ultragarsinis poveikis taikytas po lubiny produkty kietafazés fermentacijos;
KSV - kolonijas sudarantys vienetai;

KV — ksilanazinio aktyvumo vienetai;

Ls arba LS — Lactobacillus sakei KTU 05-6;

MRS — De Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpé¢;
NDS — natriododecilsulfatas;

Pa arba PA — Pediococcus acidilactici KTU 05-7;
Pp9 arba PP9 — Pediococcus pentosaceus KTU 05-9;
PRB — pieno riigsties bakterijos;

PV — proteazinio aktyvumo vienetai;

S.m. — sausosios medziagos;

TEMED - Tetrametiledilendiaminas;

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas;

ULT — ultragarsinis poveikis;

ULT+KF — ultragarsinis poveikis taikytas prie$ lubiny produkty kietafaze fermentacija.



Ivadas

Pastaruoju metu maisto ir pasary gamybos pramong¢je intensyviai ieSkoma komponenty ir
produkty, kurie papildyty Zmoniy ir gyvuliy mitybg naudingomis maistinémis medziagomis.
Maistiniai lubinai — vertingas ankstinis augalas, kurio panaudojamos visos augalo dalys: séklos —
pasary ir maisto pramonéje, o augalo zalioji masé — Kaip organiné trgSa. Ateityje maistiniai
lubinai galéty pakeisti gausiai vartojamg sojg, kadangi lubiny sékly maistiné verté ir baltymy
kiekis yra panasus kaip sojos.

Lubiny baltyminés medziagos (BM) galéty biiti naudojamos funkcinio maisto gamyboje,
papildy ir baltyminiy produkty gamyboje, taip pat galéty pakeisti sojos baltymus mésos
pramonéje kaip emulguojantis agentas, o lubiny baltyminiy medziagy savybé sudaryti putas
leisty pakeisti kiausinio baltymus konditerijos pramongéje.

Pritaikius kietafaz¢ fermentacija (KF) lubiny produktams, gaunamas zenklus mitybinés
vertés ir virSkinamumo padidéjimas. Daugelio moksliniky atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad §i
fermentacija padidina lubiny vir§kinamuma ir baltymy tirpuma bei geba slopinti baltymy
fermenty (proteaziy) inhibitorines medziagas. Pritaikius KF pieno riig§ties bakterijomis (PRB),
technologinis procesas tampa labiau kontroliuojamas, gaunamas saugesnis fermentuotas
produktas [1].

Fermentuotus lubiny produktus biity naudinga déti ir | kepinius duonos pramonéje,
pakeiciant technologiniame procese tradicinius ruginius / kvietinius raugus, taip padidinant
kepiniy maisting vertg ir suteikiant kepinio minkstimui patrauklesnj geltong atspalvi [2]. Be to,
lubiny PRB fermentuotas priedas, leisty pailginti kepiniy tinkamumo vartoti terming, kadangi
naudotos PRB pasizymi antimikrobiniu poveikiu.

Fermentacijos metu Zaliavoje vyksta jvairlis metabolizmo procesai: stambiis molekuliniai
junginiai skyla | maZesnius, veikiant mikroorganizmams, PRB ir fermentams. Norint optimizuoti
ir gauti norimos kokybés fermentuota produkts, tikslinga biity iSbandyti ultragarsin poveikj.
Ultragarsas naudojamas daugelyje sri¢iy (medicinoje, technikos pramonéje ir kt.), taip pat ir
maisto pramongje. Ultragarso sukeltos auksto daznio garso bangos vandenyje sukelia kavitacijos
reiskinj, kuris, jrodyta, kad inaktyvuoja ar slopina daugelio fermenty ir mikroorganizmy veikla,
taip pat padidina tirpiyjy baltymy kiekj tiriamajame produkte. Todél ultragarsinio poveikio
panaudojimas lubiny produktams KF salygose leisty gerinti fermentacijos proceso savybes,

neprarandant maistinés vertés ir ,matomai, pagerinant siy produkty technologines savybes.
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Darbo tikslas. Jvertinti ultragarsinio poveikio jtakg siauralapiy maistiniy lubiny sékly
baltyminéms medziagoms, jy funkcinéms savybéms ir maistinei vertei PRB kietafazés

fermentacijos salygose.

Tikslui pasiekti darbe buvo sprendziami Sie uzdaviniai:

1. Parinkti optimaliausig ultragarsinio poveikio trukme¢ siauralapiy lubiny (Lupinus
angustifolius) sékly apdorojimui, kuri leisty pasiekti didziausig antimikrobinj poveik].

2. Jvertinti atskirai ir kombinacijoje su kietafaze fermentacija, ultragarsinio poveikio jtaka
maistiniy siauralapiy lubiny (L. angustifolius) sékly bendram baltymy kiekiui ir tirpiyjy
baltymy frakcijai.

3. Nustatyti ultragarsinio poveikio ir kietafazés fermentacijos jtakga maistiniy lubiny sékly
fermentiniams (proteaziy, amilaziy, ksilanaziy) aktyvumams.

4. lvertinti ultragarsinio poveikio ir kietafazés fermentacijos jtaka lubiny sékly baltyminiy
medziagy funkcinéms savybéms (emulgavimo ir puty sudarymo).

5. Nustatyti lubiny sékly baltyminiy medziagy mitybinés vertés pokycius, paveikus jas
ultragarsu ir kietafaze fermentacija.

6. IStirti ultragarsinio poveikio panaudojimo galimybes fermentuoty lubiny produkty

gamyboje.
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1. Literatuiros apZvalga

1.1 Maistiniy lubiny chemijos savitumas

Lubinai — tai ankstiniai javai, priklausantys Fabaceae (Leguminosae) augaly Seimai. Labiausiai
paplitusios Sios rasys: baltieji, geltonieji ir siauralapiai lubinai [3].

I§ apie 1000 lubiny rasiy Lietuvoje daugiausia auginami geltonziedziai (Lupinus luteus L.)
ir siauralapiai (Lupinus augustifolius L.). Nekultyvuoti (laukiniai) Lietuvoje auga ir daugiameciai
gausialapiai lubinai (Lupinus poliphyllus L.) [4]. Lubinai auginami kaip pasaras gyvuliams, kaip
organiné traSa (panaudojant Sio augalo Zaligja mase¢) ir kaip maistas Zmonéms [5]. DidZiausia
lubiny augintoja yra Australija, kuri uzaugina 80 — 85 % maistiniy lubiny sékly pasaulyje [6].

Lubiny séklos labiausiai zinomos dél didelio baltymy kiekio (nuo 24 % iki 61 % s.m.),
kuriam jtakos turi genotipas, dirvozemio ir auginimo salygos [7]. Sie baltymai turi daug
antioksidaciniu pajégumu pasizyminéiy medziagy: karotenoidy, tokoferoliy ir lecitino [8].
Baltymuose aminortgsciy santykis artimas idealiam baltymui, tafiau randama maziau sieros
turinéiy aminoragséiy (metionino ir cisteino) [9].

Séklose randama nemazai aliejaus (tame tarpe ir polinesocCiyjy riebaly ragsciy), kuris siekia
nuo 6 iki 13 % s.m. [10]. Dominuojancios yra oleino ir linolo nesociosios riebaly riigstys, kurios
sudaro, atitinkamai, 33,2 % ir 38,4 % visy riebaly riigsciy [11].

Lubiny séklos yra geras mikro ir makroelementy $altinis, jose gausu mineraliniy medziagy:
azoto, natrio, fosforo, kalio, kalcio, magnio ir sieros. Natrio kiekis siauralapiy lubiny (L.
angustifolius) séklose svyruoja nuo 1,01 iki 1,19 mg/g, magnio — nuo 2,00 iki 2,48 mg/g, kalio —
nuo 12,63 iki 13,61 mg/g, o kalcio — nuo 1,46 iki 2,53 mg/g s.m. Lubinuose taip pat randami Sie
mikroelementai: gelezis, varis, manganas, cinkas, boras, nikelis ir chloras. Gelezies
koncentracija siauralapiy lubiny (L. angustifolius) séklose svyruoja nuo 53,06 iki 64,27 pg/g,
mangano — nuo 28,13 iki 122,82 ug/g, cinko — nuo 35,15 iki 53,66 pg/g, o vario — nuo 5,10 iki
6,44 ug/g s.m. Bendras peleny kiekis kKinta nuo 2,9 iki 4,3 % s.m. [11, 12].

Lubiny séklos savo sudétyje turi organinés kilmés heterocikliniy ir nuodingy medZiagy —
alkaloidy (dazniausiai aptinkami i$ jy lupaninas ir sparteinas) [13]. Lubinuose alkaloidy kiekis
gali svyruoti: siauralapiuose — nuo 0,1 iki 2,8 %, baltuosiuose — nuo 0,001 iki 3,5 % [14]. Taciau
selekcininkams pavyko i$vesti naujus lubiny genotipus, kurie pasizymi minimaliomis alkoloidy
koncentracijomis (pvz., nuo 0,039 iki 0,064 % ar 0,12 % siauralapiuose lubinuose (L.
angustifolius)) [11, 15]. Mazi alkoloidy kiekiai zmogaus organizmui nekenkia, taciau lubiny
séklos, turincios $iy medziagiy, yra karcios, todél Zzmoniy mitybai nepriimtinos ir yra tinkamos

tik gyvuliy pasarui. Zmoniy mitybai tinka lubiny séklos neturincios alkaloidy [16].
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Lubiny séklos gali bati B grupés vitaminy Saltinis. Juose randama vitaminy: tiamino (B1),
riboflavino (By) ir niacino (Bs), vidutiniskai 3,9 mg/kg; 2,3 mg/kg ir 39,1 mg/kg s.m. [13]. Taip
pat séklose randama vitamino C ir tokoferoliy [7].

Siauralapiy lubiny (L. angustifolius) séklose angliavandeniy kiekis svyruoja nuo 47,4 % iKi
50,8 % s.m., 18 kuriy skaiduliniy medziagy gali biiti iki 16,2 %. Sacharidy (mono ir disacharidy)
lubiny séklose yra iki 5,8 % s.m., 1§ kuriy didzigja dalj sudaro sacharozé (70,7 %), galaktozé (8,4
%) ir gliukozé (6,7 %), taip pat randama ribozé, maltozé, fruktozé ir ksilozé [11, 13]. Taigi,
lubiny sékly angliavandeniai pasizymi auksta mitybine verte. Krakmolo lubiny séklose néra daug
ir jis virSkinamas létai, todél tinka zmonéms, turintiems virSsvorio problemy [17].

Vertinant maistiniy lubiny chemijos savitumus, biity perspektyvu lubinus ir jy baltymines
medziagas panaudoti maisto ir paSary pramonéje, baltymy koncentrato gamyboje, ruoSiant
makaronus, duong, bulviy traSkucius ir mésos produktus, taip pagerinant $iy produkty maisting

vertg ir juslines savybes [9, 11].

1.1.1 Lubiny sékly fermentuy charakteristika

Lubiny séklose aptikta proteaziniu ir amilaziniu aktyvumu pasizyminc¢iy fermenty, kurie
salygoja krakmolo ir baltymy molekuliy poky¢ius technologinio proceso metu [18]. Sie
fermentai daugiausiai naudojami duonos pramonéje [19].

Amilazés — fermentai, skaidantys krakmolg. Amilaziy yra dvi formos: a ir . o—amilazé
skaido krakmola iki dekstriny, o P-amilaz¢ — iki maltozeés. a-amilazés daugiausia yra
sudygusiuose griiduose. o—amilazés katalizuoja amilozés ar amilopektino vidiniy (endo-) a-1,4-
glikozidiniy rySiy hidrolize. Amilazés technologiniame duonos gamybos procese atlieka keleta
svarbiy funkcijy: apriipina mieles pakankamu sacharidy kiekiu; padidina dujy susidarymo
pajéguma, tuo paciu ir duonos apimtj; greitina pusgaminiy pakilima; gerina minkStimo struktiirg;
Iétina krakmolo retrogradacijos procesa ir mazina duonos ziedéjima [19, 20, 21].

Proteazés — fermentai, hidrolizinantys baltymus. Duonai skirtuose miltuose proteaziy
aktyvumas turi biti kuo maZesnis. Sie fermentai teloje hidrolizuoja peptidinius baltymy
molekuliy rySius, silpnina glitimo karkasa. Dauguma proteaziy yra endofermentai, veikiantys
baltymo grandinés vidinius rySius. Pagrindinés proteaziy funkcinés savybés: Susilpnina teSlos
glitimo struktiirg; gerina teSlos iSsitempimg ir elastinguma; létina duonos Ziedéjimg; trumpina
teSlos brandinimo procesg; gerina kepiniy juslines savybes (plutelés spalva ir minkStimo skonj)

[19, 20, 22].
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1.2 Lubiny baltyminiy medZiagy i§skyrimas ir panaudojimas

Ankstinés kulttiros ir jy séklos yra placiai naudojamos zmoniy mityboje. Tai ne tik pigi ir
placiai kultivuojama augaliné zaliava, taCiau ji gali buti svarbus baltymy Saltinis daugelio
zmoniy mityboje. Gyvuliniy baltymy Saltiniuose randama daug sociyjy riebaly rugsciy,
cholesterolio, todél sveikatos organizacijos rekomenduoja Siuos gyvulinés kilmés baltymus
pakeisti augaliniais. Zinoma, kad augaliniai baltymai gali sumaZinti cholesterolio kiekj kraujyje,
taip pat sumazinti Sirdies ligy ir diabeto rizika [7].

Dar 1979 metais pasirodé moksliniai pranesimai, teigiantys, kad lubiny baltymy izoliatai ir
koncentratai galéty buti puikus baltymy S$altinis Zmogaus mityboje, kuris leisty pakeisti sojos
baltymy koncentratus tose Salyse, kur Sie koncentratai importuojami. Nustatyta, kad lubiny
baltymuose triksta aminoriigS§ties metionino, todél gaminant baltymy koncentratus
rekomenduojama papildyti produktus Sia aminortgstimi [23, 24].

Iki XX a. pabaigos lubiny sékly mityba buvo apribota dél toksisky juose esanciy junginiy —
alkaloidy, taciau $i problema jau i$spresta, kadangi iSvesti nauji lubiny genotipai, iSsiskiriantys
minimaliomis alkaloidy koncentracijomis [11, 15], 0 gaminant lubiny baltymy izoliatus,
alkaloidai, kurie yra tirptis vandenyje, paSalinami baltymy gryninimo metu [25]. Taciau lubiny
séklose randami kiti antimtybiniai komponentai, tokie kaip tripsino inhibitoriai ir
hemagliutininai, bet jy kiekiai yra mazesni nei sojy, zirniy ar pupy sé€klose ir néra pavojingi
Zmogaus organizmui [26, 27].

Lubiny baltyminés medziagos (BM) gali bati iSskirtos ir iSgrynintos i§ sékly, pasinaudojant
baltymy tirpumo savybémis, panaudojant filtravimo ir hidrodinaminius metodus [28].
Dazniausiai naudojami du baltymy i$skyrimo ir gryninimo metodai. Pirmas — malimo ir
aeroseparavimo (klasifikacijos) metodas — taikomas krakmolingoms ankstinéms sékloms (Zirniai,
pupos), 0 antras — drégnasis metodas (Sarminis/izoelektrinis baltymy iStirpinimas ir ragstinis
nusodinimas) — yra labiau tinkamas lubiny baltymy medziagy i$skyrimui ir gryninimui.
Pastaruoju budu gaunami baltymy ekstraktai, turintys 90 — 96 % baltymy, o iSeiga siekia nuo 60
iki 65 % [29]. Sarminis/izoelektrinis gavybos metodas yra vienas i§ daZniausiai naudojamy
metody augaliniy baltymy izoliaty gamybai. Sis metodas pagrjstas skirtingomis baltymy tirpumo
ir nusodinimo savybémis, keiCiant tirpalo pH. Maziausias baltymy tirpumas fiksuojamas,
priartéjus prie izoelektrinio tasko (pH 4,5) ir tuomet baltymai lengviausiai atskiriami. Nusodinant
Siuo metodu baltymus (1 pav.), zaliava yra Sarmininama iki pH 8-11, kur baltymas yra
tirpiausias, tuomet centrifuguojant atskiriamos nebaltyminés medziagos, o baltyminiy medziagy

nusodinimui tirpalas riig§tinamas iki pH 4-5 [30].
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) ) o ) nuriebalinimas milty suspensija
Lubiny séklos — smulkinimas, malimas —

priklauso nuo riebaly kiekio - miltai: vanduo 1: 5 — 1: 20

Sarminé ekstrakcija centrifugavimas  tirpalo rugstinimas
- - -
pH 8 — 11,30 — 180 min, 25 — 65 °C 4 —25°C pH 4,5
centrifugavimas o o
2 _25Cc — dZiovinimas — baltymy izoliatai

1 pav. Lubiny baltymy izoliaty gamyba

Lubiny  baltymy  izoliatai  taip pat gali bati  gaminami, naudojant
ultrafiltravimo/diafiltravimo procesg. Tai yra membranins baltymy atskyrimas. Membranos,
tangentinio srauto ir slégio déka, sulaiko baltymy molekules nuo 1 kDa iki 1000 kDa. Taciau
Sarminis/izoelektrinis baltymy gavybos biidas yra labiau efektyvus, Salinant antimitybinius
komponentus, kadangi baltymy izoliatuose, lyginant su miltais, stebimas tripsino inhibitoriaus ir
hemagliutininy kiekio 66 % sumazéjimas [27, 28].

Lyginant lubiny baltymy aminortigs¢iy sudétj su sojos baltymais, nustatyta, kad tiek sojos,
tiek ir lubiny sékly baltymuose triksta metionino ir cisteino, ta¢iau lubiny baltymuose $iy
aminortigsciy kiekis yra Siek tiek didesnis. Metionino ir cisteino trukiimg lubiny izoliatuose
galima sumazinti, pridéjus j produkta 5 % kazeino baltymy [31].

Visai neseniai skirtingos lubiny baltymy frakcijos pradétos naudoti makarony ir duonos
gamyboje, siekiant padidinti Siy produkty maisting verte [32]. Lubiny BM, dél gery puty
sudarymo pajégumy, galéty biiti placiau panaudojamos konditerijos pramonéje pakeiciant
(dalinai ar visiSkai) kiauSinio baltymus, nes lubiny baltymy puty mikrostruktiira panasi | nevirto
kiausinio baltymo struktiirg [33, 34]. Lubiny baltymy pasta, pasizymi geromis emulgavimo
savybémis naudojama mésos pramongje: desry ir mésos konservy gamyboje [32, 35]. Be to,
lubiny BM galéty biti placiau pritaikomos baltyminiy priedy sportuojantiems (milteliy, tableciy,
kapsuliy, jvairiy gérimy, batonéliy, traSkuciy) gamyboje, dalinai pakeiciant iki Siol jy gamyboje
placiai naudojamus kazeino ir iSriigy baltymy koncentratus ir izoliatus, siekiant sumazinti

produkto savikaing [36].

1.2.1 Baltyminiy medzZiagy funkcinés savybés
Kiaus$inio baltymai yra plac¢iai naudojami maisto pramonéje dél savo puikiy funkciniy
savybiy (tirpumo, emulsavimo, putojimo ir gelio sudarymo). Taciau kiauSiniuose randamas
cholesterolis, sukeliamos alergijos, didelé¢ kaina ir neigiamas poveikis aplinkai lémé padidéjusj
susidoméjima alternatyviais jiems augaliniais baltymy S$altiniais, kurie dalinai arba visiskai

pakeisty kiau$inio baltymus [37].
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ISskiriamos keturios pagrindinés baltymy funkcinés savybés — tai puty sudarymo
pajégumas (stabilumas), gelio sudarymo pajégumas, tirpumas ir emulsijos sudarymo pajégumas
(stabilumas). Visos $ios baltymy funkcinés savybés yra svarbios, nes turi jtakos technologinéms,
fizinéms ir juslinéms maisto produkto savybéms tiek gamybos proceso metu, tiek ir galutinio
produkto kokybei [38].

Augaliniy baltymy funkcines savybes nulemia aminortgsciy sudétis, jy seka ir kriviy
pasiskirstymas bei santykis tarp hidrofobisky ir hidrofiliniy daliy. Taip pat funkcinéms savybéms
jtakos turi baltymo antrinés, tretinés ir ketvirtinés strukttros ir savybé sgveikauti su kitais maisto
sudétiniais komponentais. Be to, baltymy funkcinéms savybéms didelés jtakos turi iSoriniai
veiksniai, tokie kaip pH, temperatiira, drégmé, cheminiai priedai, mechaninis poveikis, fermentai
ir joninés jégos [39, 40].

Baltymy tirpumas yra svarbi funkciné savybé, nes baltymy tirpumas nusako jy geb¢jima
sgveikauti su kitais maisto sudéties komponentais. Kitos funkcinés savybés (emulgavimo,
putojimo ir Zelatinavimo) tiesiogiai priklauso nuo baltymy tirpumo. Tirpumas apibiidinamas
pusiausvyra tarp hidrofilinés ir hidrofobinés sgveikos, kuri priklauso nuo pH; kai pH priartéja
prie baltymo izoelektrinio taSko baltymo tirpumas yra maziausias. Apart pH, baltymy tirpumui
turi jtakos temperatiira, joninés jégos ir aplinkos veiksniai (Sildymas, Saldymas, mechaninis
apdorojimas) [41, 42]. Mazai tirpas ar netirpts baltymai néra pageidaujami maisto gamyboje,
kadangi jie blogiau pasisavinami zmogaus organizmo ir apsunkina technologinj procesa [43].

Kita svarbi baltymy savybé — emulsijy sudarymas maisto sistemose. Emulsijos susideda i§
dviejy nesimaisanc¢iy skysCiy, Kur vienas i§ skys¢iy yra disperguotas mazy laSeliy pavidale
kitame skystyje [44]. Norint gauti stabilig emulsija, svarbu panaudoti emulsiklius. Emulsikliai
yra pavirsSiaus aktyviosios medziagos ir jy molekulés yra imfifilinés (t.y. jos turi ir hidrofobiniy
ir hidrofiliniy savybiy), kurios leidZzia dviem nesimaiSan¢ioms medziagoms lengviau
homogenizuotis. Kadangi augaliniai baltymai geriau tirpsta vandenyje nei riebaluose, baltymai
palengvina aliejaus lasSeliy dispergavimg vandens fazéje, taip skatindami susidaryti riebaly
daleliy emulsijg vandenyje [37].

Pastaruoju metu vis didesnis démesys skiriamas naujy, putas sudaranciy medziagy
vystymui. Baltyminés putos susideda i§ dujy fazés, skystos fazés ir pavirSiaus aktyvios
medziagos, kurios $iuo atveju ir yra baltymai. TipiSki putas sudarantys maisto produktai yra
plakta grietinélé, morengai, ledai ir kt. Skirtingi baltymai turi skirtingus gebéjimus sudaryti ir
stabilizuoti putas, kurios daugiausiai priklauso nuo baltymy fiziniy ir adsorbciniy savybiy.
Baltymai, turintys didelj tirpuma skystoje fazéje, taip pat, gebantys greitai formuoti pléveles ant
oro burbuliuky, pasizymi geresniu puty sudarymo pajégumu. ISorés veiksniai, kurie turi jtakos

puty sudarymui, yra pH, temperatiira ir joninés jégos. Norint, kad baltymai suformuoty stabilias
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putas, plakimo metu oro burbuly pavirsiuje susidaranti plévelé turi biiti tvirta ir nepralaidi orui.
Be to, baltymai turéty formuoti stiprius vandenilinius rySius, kurie skatinty hidrofobiniy sgveiky
atsiradimg nedenatliruoty puty pavirSiuje, taip pat gebéty islaikyti savo klampuma ir kietuma
[45, 46].

Baltymy savybé sudaryti gelius turi svarbig reikSme¢ maisto produktams. Baltymy savybé
sudaryti gelius, viena i$ svarbiausiy funkciniy savybiy, kuri leidzia pakeisti fizing maisto
struktiirg [47, 48]. Pakaitinus rutulinés formos baltymus (pvz., kiausinio, sojos) susidaro geliai
[49]. Norint suformuoti gelj, svarbu, kad funkcinés grupés (hidrofobinés) baltymo viduje biity
pazeidziamos. Kuomet pazeidziamos hidrofobinés grupés, jos lengviau suformuoja gelj,
sudarant] trimatj tinklg. Gelio susidarymas yra sudétingas procesas, priklausantis nuo baltymy ir
vandens santykio, joninés jégos dydzio, temperatiiros, kaitinimo trukmés, pH ir kt. maiste

esan¢iy komponenty [43]. Gelio susidarymo procesa galima pavaizduoti taip:

Grynas baltymas denaturuoti baltymai gelio susidarymas

Denatatiravus  baltymams hidrofobinés aminoriigséiy liekanos yra pazeidZiamos
disulfidiniy ry$iy vietose. Po denattiravimo, toliau $ildant augalinius baltymus, baltymai jungiasi
tarpusavyje ir sudaro gelius, priklausomai nuo jy molekulinés masés, Sildymo ir baltymy

koncentracijos [43, 50].

1.3 Fermentaciniai procesai lubiny perdirbimo metu

Fermentacija — tai ne tik anaerobinis metabolizmo procesas. Jo metu, veikiant jvairiems
mikroorganizmams ir jy fermentams, vyksta jvairiis metabolizmo procesai. Mikroorganizmy
salygojamas metabolizmo procesas ir jy fermentiniai aktyvumai turi reikSmingg jtaka
fermentuojamy produkty sudéciai, nes fermentacijos metu didelés molekulinés masés junginiai
(polisacharidai, proteinai, lipidai) gali biiti suskaidomi j mazesnés molekulinés masés junginius
(dekstrinus, cukrus, peptidus, aminoriigstis, laisvasias riebaly riigstis). Fermentacijos metu
susidaro ir kiti metabolizmo produktai, tokie kaip riigstys, alkoholiai, esteriai, aldehidai, ketonai,
vitaminai ir kt. [51].

Dazniausiai, dél produkto saugos, technologinio ir ekonominio efektyvumo, fermentacijos
procesuose naudojamos PRB, kurios ne tik leidZia lengviau kontroliuoti fermentacijos process,
bet ir pasizymi antimikrobiniu aktyvumu [1, 52]. Tyrimuose jrodyta, kad PRB fermentacija (24
h) padidina lubiny maisting verte: tirpiyjy baltymy kiekis padidéja 18,9 %, virskinamumas
padidéja 17,1 %, o proteaziy inhibitorinj aktyvumas sumazéja 18,9 % [53]. Placiau apie PRB
savitumus ir fermentacijos jtaka lubiny sékly cheminiai sudécéiai aptariama 1.3.1 ir 1.3.2

skyriuose.
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1.3.1 Pieno rugsties bakterijos ir ju charakteristika

Pieno riigsties bakterijos (PRB) tai gramteigiamos, spory nesudarancios lazdelés ar kokai,
kurios toleruoja riig§¢ig aplinkg ir kuriy pagrindinis metabolizmo produktas yra pieno rugstis.
Pagrindinés PRB gentys yra Sios: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Aerococcus, Alloiococcus, Weisella, Tetragenococcu ir Carnobacterium [54]. PRB priklauso
mezofiliniams mikroorganizmams, ta¢iau kai kurios bakterijos gali daugintis esant Zemesnei nei
5 °C ar aukstesnei nei 45°C temperatiirai. Optimalios $iy PRB dauginimosi ir augimo pH vertés
svyruoja nuo 4,0 iki 4,5, ta¢iau yra padermiy, kurios geba daugintis esant pH vertéms
mazesnéms nei 3,2 ar aukStesnéms nei pH 9,6 [55, 56]. PRB fermentuotuose produktuose yra
dominuojantys mikroorganizmai, kuriy sintetinami metabolitai gali uztikrinti fermentuoty
produkty stabilumg, sumazinti mikrobinj terpés uzterStuma, slopinti patogeniniy
mikroorganizmy bei pelésiniy gryby augima [57].

PRB maisto pramonéje naudojamos jau labai seniai. Jos suteikia produktams pageidaujamag
skonj, tekstlirg, aromatg. Duonos pramongje jos aptinkamos savaiminiuose rauguose, nes jy
randama zaliavose — milty mikrofloroje. Dazniausiai tai Lactobacillales klasés heterofermentinés
ir homofermentinés padermés [58, 59]. Pieno pramonéje naudojamos mezofilinés ir termofilinés
PRB, tokios kaip Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrieckii, Streptococcus thermophilus, L.
mesenteroides ir kt. Mésos pramonéje PRB naudojamos, kaip pradinés kultiiros (L. plantarum, L.
sakei, Micrococcus varians, Staphylococcus carnosus, Pediococcus padermés) [55, 56].
Konservavimo pramonéje PRB naudojamos agurky, kopiisty ir kt. darzoviy fermentacijai.
Agurky rauginimo pradzioje dauginasi Leuconostoc mesenteroides, véliau — L. plantarum, L.
brevis, L. fermentum. Rauginty koptisty gamyboje vyrauja L. mesenteroides, L. plantarum, L.
brevis. [55].

Yra zinoma, kad PRB maisto produktuose veikia, kaip nattiralus konservantas. Sis efektas
siejamas su organiniy (pieno, acto, skruzdziy, propiono) ragsciy gamyba [60]. Kiti PRB
gaminami antimikrobiniai junginiai yra anglies dioksidas, vandenilio peroksidas, diacetilas,
acetaldehidas [61, 62]. Be organiniy rtigs¢iy ir paminéty antimikrobiny junginiy, fermentacijos
metu PRB ribosomose sintetinamos dar ir baltymines medziagas — bakteriocinai, kurie slopina
nepageidaujamy mikroorganizmy dauginimasi [63]. Bakteriocinai sintetinami PRB lastelés
viduje ir iSskiriami j iSore, kur veikia bakteriocidiskai pries§ artimas Seimininkui (PRB) bakterijy
rusis ar patogenus. Jie skirstomi ] dvi grupes — gramteigiamy ir gramneigiamy bakterijy
gaminamus bakteriocinus [64]. Pagal bakteriociny biochemines savybes jie skirstomi j tris
klases: lantibiotikus, mazus hidrofobiSkus termostabilius peptidus ir didelius termolabilius

baltymus [65]. Bakteriociny antimikrobinis veikimas paaiskinimas tuo, kad tiesiogiai veikiant
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mikroorganizmus, bakteriocinai slopina jy fermentinj aktyvumg, inaktyvuoja anijoninius
nesiklius membranose ir slopina spory dygima [66, 67].

Pediococcus acidilactici, gaminanti bakteriocing Pediocin AcM, fermentuotuose mésos
gaminiuose slopina tokiy bakterijy kaip Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Clostridium Perfringens, Bacillus coagulans, Aeromonas hydrophila ir Bacillus cereus augima
[68]. Kita PRB Lactobacillus sakei, gaminanti bakteriocinus Lactocin S ir Sakacin P, mésoje
slopina Listeria monocytogenes ir Staphylococcus aureus augima [69].

Taigi, PRB panaudojimo spektras yra platus. Visy pirma, jos dalyvauja maisto produkty
technologiniame procese ir formuoja jy skonj, kvapa bei konsistencijg, kita vertus jy metabolitai
yra natlralus konservantas maiste, stabdantis daugelio mikroorganizmy ir mikromicety veikla

[55, 57, 70].

1.3.2 Lubiny cheminiai poky¢iai fermentacijos metu

Lubiny sé¢klos yra baltymy, riebaly, mineraliniy medziagy ir maistiniy skaiduly Saltinis
[71]. Lubiny séklos Europoje vis dazniau naudojamos maistui, kaip baltymy pakaitalas
genetiskai modifikuotiems sojy produktams [72]. Taciau lubiny sékly virSkinamuma riboja
proteaziy inhibitorinés medziagos, taip pat kitos antimitybinés medziagos, tokios Kkaip
skaidulinés medziagos ir oligosacharidai. Kita vertus, siauralapiy lubiny (L. angustifolius)
s¢klose inhibitoriniy medziagy kiekis (0,1 mg/g) nustatytas daug mazesnis nei sojy pupelése
(26.2 mg/g), o $iy medziagy sumazinimui, tuo paciu ir maistinés vertés pagerinimui turi jtakos
fermentacija [73, 74].

Fermentacijos procesas naudojamas jau seniai, siekiant padidinti produkto galiojimo laika,
pagerinti produkto maisting verte ir juslines savybes [75, 76]. PRB fermentacijoje placiai
naudojamos (25 % Europos ir 60 % pasaulio dietos sudaro fermentuoti maisto produktai) [77,
78]. Fermentacijos metu galima padidinti bioaktyviy fenoliniy junginiy kiekj ankstinése
kultirose, tame tarpe ir lubinuose, tokiu budu padidinant jy antioksidacinj aktyvuma [79, 80].
Nustatyta, kad fermentacija salygoja fenoliniy ir silpng specifinj skonj formuojanéiy junginiy,
tokiy kaip n-heksanolis, 2-methyl-1-butanolis, izobutilo, augalingje Zaliavoje susidaryma. Be to,
fermentacija padidina augalinés zaliavos antioksidacines savybes, nes fermentuotuose augaluose
uzfiksuotas didesnis bendras radikaly jungimosi aktyvumo koeficientas [81].

PRB fermentuotas maistas paprastai laikomas netoksiskas ir nepatogeniskas, taciau PRB
geba dekarboksilinti aminoragstis ir skatinti biogeniniy aminy susidaryma. Biogeniniai aminai
(BA) yra organiniai azotiniai junginiai, susidarantys dekarboksilinant aminortigstis [82, 83]. Taip
pat, fermentacijos metu, PRB natairaliai gamina D-pieno ragsties ir L-pieno ragsties izomerus. L-
pieno rugsties izomeras yra natliralus ir Zzmogaus organizmo jsisavinamas izomeras, taciau D-

pieno rugsties izomeras yra toksiskas, ypac sergantiems ir senyvo amziaus zmonéms [84, 85].
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Nustatyta, kad lubiny séklose BA vidutiniskai yra 392,4 mg/kg (histamino 6,2 mg/kg).
Fermentuojant lubiny produktus savaimine 4 pary fermentacija BA kiekis kinta nuo 293,5 mg/kg
iki 493,7 mg/kg (histamino nuo 20,8 mg/kg iki 52,7 mg/kg), tac¢iau fermentuojant lubiny
produktus 4 pary fermentacija su zinomomis PRB, BA skai¢ius gali kryptingai padidéti iki
2455,5 mg/kg, o histamino nuo 67,5 mg/kg iki 96,7 mg/kg. Taciau Sie produktai islicka saugis
vartoti, nes toksinés histamino koncentracijos nevir$ija (400-500 mg/kg) [86]. Todél svarbu
parinkti tinkamas PRB padermes, kurios pasizyméty maziausiu proteolitiniu aktyvumu.

PRB fermentacijos metu (24 h) lubiny produktuose titruojamasis ragstingumas padidéja
nuo 20,05 iki 23,71 TTA, o pieno ragsties susidaro nuo 160.4 mg/kg iki 180.2 mg/kg, i$ kuriy D-
pieno riigsties izomero nuo 38,2 mg/kg iki 52,7 mg/kg [87]. Nustatyta, kad PRB fermentacija (24
h) lubiny séklose padidina tirpiyjy baltymy kiekj 18,9 % ir virSkinamuma — 17,1 %, 0 proteaziy
inhibitorinis aktyvumas sumazéja 18,9 % [53]. Tuo tarpu mineraliniy medziagy pokytis, vykstant
siauralapiy lubiny (L. angustifolius) fermentacijai (20-24 h), nustatytas minimalus: Fe kiekis
lubiny séklose padidéja nuo 4,80 mg/100 g iki 5,08 mg/100 g s.m., Cu kiekis padidéja nuo 0,47
mg/100 g iki 0,67 mg/100 g s.m., 0 Zn kiekis sumazéja nuo 4,84 mg/100 g iki 4.08 mg/100 g
s.m. [88].

1.4 Ultragarso panaudojimo galimybés maisto pramonéje ir fermentacijos
procesuose

Ultragarso technologijos pritaikymas maisto pramonéje §iuo metu sulaukia ypatingo
mokslininky démesio [89]. Ultragarso bangos — tai mechaninés bangos, kuriy daznis (> 16 kHz)
yra aukStesnis nei Zmogaus klausos slenkstis. Ultragarsinés bangos skirstomos j auksto (100 kHz
— 1IMHz) ir Zemo (16 kHz — 100 kHz) daznio bangas. MaZo intensyvumo auks$to daZnio
ultragarso bangos dazniausiai pritaikomos analitiniams maisto fizikiniy ir cheminiy savybiy
nustatymams, tokiems kaip standumo, brendos laipsnio, cukraus kiekio, rigstingumo ir t.t. Tuo
tarpu didelio intensyvumo Zemo daznio ultragarso bangas galima pritaikyti norint pakeisti maisto
fizikines ir chemines savybes. Sis efektas skystuose kiinuose pasireiskia dél ultragarsiniy bangy
savybés sukelti kavitacijos reiskinj [90]. Ultragarso metu formuojasi kavitacijos burbuliukai,
kurie padidéjus temperatiirai ir slégiui spar¢iai yra, irimo vietose sukeliamos aukstos Slyties
energijos bangos ir susidaro turbulenciniai srautai (mikrotekéjimai). Sie paminéti veiksniai
(temperatura, slégis ir turbulencija) yra pagrindiniai veiksniai, paaiskinantys ultragarsinj poveikj
maisto sistemose. Be to, ultragarsas gali paskatinti labai reaktingy laisvyjy radikaly
susiformavima, dalyvaujant vandens molekuléems (H2O - H + OH). Sie laisvieji radikalai

aktyviai reaguoja su kitomis molekulémis [90, 91].
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Ultragarsinis poveikis jau daugelj mety naudojamas norint pakeisti emulsijy savybes,
suardant lasteles ar skaidant susijungusias medZiagas, taCiau visai neseniai tyrimo kryptis
iSsipléte ir pastebéta, kad ultragarsas gali biiti naudingas norint kontroliuoti ir modifikuoti
kristalicazijos procesa, degazuoti skystus maisto produktus, inaktyvuoti fermentus, sustiprinti
dziovinimo ir filtacijos procesus ir turéti jtakos oksidacinéms reakcijoms [92, 93, 94].

Irodyta, kad ultragarsas galéty buti pritaikomas: ledy gamyboje, siekiant kontroliuoti ledo
Kristaly formavimasi [94]; biologiskai aktyviyjy junginiy ekstrakcijai i§ augalo sékly, padidinant
tirpiklio skverbimgsi j Igsteliy membranas; pagreitinant jogurto gamyba ir pagerinant jo
konsistensijg; padidinant sékly daiguma [95]. Be to, nustatytos kitos ultragarso panaudojimo
galimybés: cukraus i$ Igsteliy difuzijos intensyvinimui [96]; kristaly susidarymo ir augimo
meduje didinimui  [95, 97]; nuoteky valymo proceso intensyvinimui [95]; dZiovinimo
procesuose, padidinant Silumos perdavimo koeficienta [98]; fermenty ir mikroorganzimy
inaktyvavimui [95].

Fermentacijoje ultragaras galéty buti naudingas siekiant valdyti fermenty ir
mikroorganizmy aktyvuma. [rodyta, kad ultragarso poveikis (60 min, 24 kHz) geba visiSkai
inaktyvuoti gramneigiamas kaliformines bakterijas, o gramteigiamy (pvz., Clostridium
perfringens, streptococci) bakterijy aktyvumas sumazéja daugiau nei 66 % [99]. Be to, nustatyta,
kad vaisiy fermentai peroksidazés, lipoksigenazés ir pieno fermentai laktoperoksidazés yra
inaktyvuojami, paveikus ultragarsiniu poveikiu [100].

Taigi, ultragarso panaudojimas maisto pramonéje yra perspektyvus. Ultragarsinis
apdorojimas gali prisidéti, kuriant ir tobulinant naujus maisto produkty apdorojimo budus, taip
pagerinant produkto saugg bei kokybe. Atsiranda vis daugiau technologiniy procesy, kuriuose
ultragarsas jau placiai naudojamas: puty susidarymo, filtravimo, dziovinimo procesuose,
funkcionaliy junginiy i$ darZzoviy gavyboje ir kt. [101]. Ultragarso savybé inaktyvuoti jvairius
mikroorganizmus ir fermentus galéty biiti naudinga fermentacijos procesuose [99, 100]. Taciau
ultragarso panaudojimas maisto pramongje iki Siol dar yra ankstyvoje stadijoje ir reikalingi
tyrimai, norint i$siaiskinti ultragarsinio poveikio jtakg maisto produkty savybéms, siekiant plétoti

$ig technologijg pramoniniu mastu [101].
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2. Tyrimo objektai ir metodai

2.1 Tyrimuy Kkryptys

Tiriamasis projektas, skirtas jvertinti ultragarsinio poveikio jtaka siauralapiy maistiniy

lubiny sékly baltyminéms medziagoms, funkcinéms savybéms ir maistinei vertei PRB kietafazés

fermentacijos (KF) salygose, vykdytas dviem etapais (2.1 pav.).

Pirmojo etapo metu (I) tirti siauralapiy lubiny (Lupinus angustifolius) sékly poky¢iai,

paveikus jas vien tik KF.

Sio etapo metu jvertinta:

Bendras ir tirpiyjy baltymy kiekio, fermentiniy (proteaziy, amilaziy, ksilanaziy) aktyvumy
poky¢iai kietafazés fermentacijos metu,

Lubiny baltyminiy medziagy funkcinés savybés (emulgavimo ir putojimo), Siy medziagy
proteomika kDa SDS-PAGE gelio elektroforezés metodu, in vitro virSkinamumo ir

proteaziy inhibitoriy aktyvumo poky¢iai KF metu.

Antrojo tyrimo etapo metu (Il) tirti siauralapy lubiny (Lupinus angustifolius) sékly

poky¢iai paveikus jas ultragarsu KF sglygose (KF vykdyta pries arba po ultragarsinio poveikio).

Sio etapo metu jvertinta:

Skirtingos ultragarsinio poveikio trukmés jtaka lubiny sékly bendram baltymy kiekiui ir
tirpiyjy baltymy frakcijos kiekiui, taip pat BMS;

Ultragarsinio poveikio jtaka KF salygose lubiny sékly bendram ir tirpiyjy baltymy kiekiui
bei fermentiniams (proteaziy, amilaziy, ksilanaziy) aktyvumams, panaudojant ultragarsinj
poveikj pries ir po fermentacijos;

Lubiny baltyminiy medziagy funkcinés savybés (emulgavimo ir putojimo), Siy medZiagy
proteomika kDa SDS-PAGE gelio elektroforezés metodu, in vitro virS§kinamumo ir
proteaziy inhibitoriy aktyvumo pokyc¢iai, paveikus baltymines medZiagas prieS§ KF

ultragarsu.

Literatiiroje néra pateiktos informacijos apie ultragarsinio poveikio jtaka lubiny sékly (ar

kitos augalinés zaliavos) baltyminéms medziagoms, funkcinéms savybéms ar maistinei vertei KF

salygose, todél sprendziant pagal iSkeltus darbo uzdavinius, $is tiriamasis darbas yra inovatyvus,.
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nustatymas
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aktyvumy
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Lubiny baltyminiy medziagy

\ 4
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i8skyrimas ir gryninimas

v v v v

SDS-PAGE gelio Baltyminiy medZiagy Baltymy in vitro Proteaziy inhibitoriy

elektroforezé fukciniy savybiy tyrimas virSkinamumo analizé aktyvumo nustatymas

2.1. pav. Pagrindinés tyrimy kryptys.

Visi tyrimai vykdyti 2014 — 2015 metais, KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje ir

KTU Cheminés technologijos fakulteto ,,Bendrosios mikrobiologijos laboratorijoje”.
2.2 Tyrimo objektai

2.2.1 Maistiniai siauralapiai lubinai

Tirtos 1682 genotipo maistiniy siauralapiy lubiny (lupinus angustifolius) séklos, veislé —
VB ,Vilniai“, 2014 mety derlius. Siauralapiy paSariniy lubiny veislé sukurta Lietuvos
zemdirbystes instituto Vokes filiale. Veislés selekcininkai: dr. Z. Maknickien¢, dr. A. Subacius,
prof. akad. J. Lazauskas, dr. A. Razukas.

Sios veislés séklos yra vidutinio stambumo, 1000 jy viduting masé¢ — 150,62 g. Séklose
nustatytas vidutinis baltymy kiekis 31,6 %, 0 augalo Zaliosios masés s.m. — 20,0 %. Siy lubiny
s¢kly (2005 m. derliaus) s.m. nustatyta 0,035 % alkaloidy. ‘VB Vilniai’ priskiriami mazai

alkaloidy turin¢iy lubiny veisliy grupei.
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Sios veislés lubinai gali bati auginami pasarui ir Zaliajai trasai. Siy augaly vidutinis aukstis
79 cm. ‘VB Vilniai’ veislés lubinai atspartis iSgulimui ir sékly iSbyréjimui i§ ankSc¢iy, kas
vidutiniskai jvertinta po 8 balus. Veislé ankstyva. Zaliai masei derlius nuimamas pra¢jus
vidutini$kai 64 dienoms, o séklai — 101 dienai (skai¢iuojant nuo pilno sékly sudygimo). Veislé
palyginti atspari lubiny ligoms, jy tarpe ir lubiny antraknozei [102].

Tyrimams lubiny séklos susmulkintos Miag Braunschweig (Vokietija) valciniu maltnu iki
0,2 — 0,7 mm dydzio daleliy.

2.2.2 Kietafazé fermentacija

Kietafaz¢ fermentacija pastaruoju metu sulauké ypatingo démesio, nes yra ekonomiskesné
(fermentacijai naudojama paprastesné ir mazesnio tdrio jranga) ir saugesné (esant mazam
substrato vandens aktyvumui fermentacijos metu sumazéja mikrobiologiné tarSa). Kietafazé
fermentacija iki $iol daugiausia naudota jvairiy atlieky perdirbimui, ta¢iau maisto gamyboje
pladiai nenaudota [103]. Kietafazé fermentacija yra tokia, kuomet drégmé fermentuojame
produkte yra ne didesné nei 50 %.

Fermentacijai méginiai buvo ruosti i§ 56,5 % masés maistiniy lubiny (Lupinus
angustifolius) viso daliy malimo sékly (drégmé 11,5 %), 40,68 % masés vandens ir pridéjus 2,82
% masés P. pentosaceus 9 (Pp9), P. acidilactici (Pa), L. sakei (Ls) PRB modifikuoto MRS
sultinio. Paruos$to fermentacijai miSinio drégmé 50 %. Turinys fermentuotas Renggli A.G.
(Sveicarija) termostate 35° C temperatiiroje 72 h. Kas 24 h méginiai atskirti tolimesniems

tyrimams, pagal 2.1 pav. pateikta schema.

2.2.3 Pieno riigsties bakterijos

Kietafazei fermentacijai atlikti buvo naudojamos trys antimikrobinémis savybémis
pasizyminéios pieno rugsties bakterijos: Pediococcus acidilactici KTU 05-7, Pediococcus
pentosaceus KTU 05-9 ir Lactobacillus sakei KTU 05-6, kurios gamina nedidelés molekulinés
masés peptidus — bakteriocinus (pediocing Ac807, pediocing 809, sakacing 806). Paminétos PRB
buvo iSgrynintos i§ lietuvisky spontaniniy ruginiy milty raugy. Irodyta, kad Sios PRB turi
antibakterinj ir antimikrobinj aktyvuma, prie$ B. subtilis bei kai kurias mikroskopiniy gryby
rasis, taip prailgindamos maisto produkty tinkamumo vartoti terming ir jy $viezuma [52].

PRB saugotos KTU Maisto mokslo ir technologijos katedros laboratorijoje minus 70°C
temperatiiroje apsauginéje terpéje (Microbank sistemoje) ir atgaivintos modifikuotame MRS
sultinyje (Oxoid, UK).
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2.2.4 Ultragarsinis apdorojimas

Lubiny produktai ultragarsu paveikti proclean 3.0DSP (Vokietija) ultragarso voneléje. Sio
prietaiso galingumas 160 W, o talpa 3 litrai. Si vonelé kei¢ia elektros energija j akusting energija,
kuri vandenyje sukelia fizikinj reiSkinj, vadinama kavitacija.

Kavitacija — tai prisotinty dujy burbuliuky formavimasis skystyje. Garso banga, sklisdama
vandenyje, suspaudzia ir jtempia vandens terpe, dél ko ir sklinda garsas. Garso bangy amplitudei
pasiekus toki lygi, kad vanduo nebegali iSlaikyti itempimo, garso bangos atsiplésia nuo vandens
ir dél neigiamo slégio susidaro milijonai vakuuminiy burbuliuky. Siy burbuliuky dydis auga tol,
kol virSijama jy vidiné pusiausvyra. VirSijus §ig pusiausvyra, vanduo staigiai burbuliukus
suspaudzia ir sukuria milijonus smulkiy vandens ¢iurksliy [104].

Kadangi ultragarso voneléje ultragarsinés bangos sklinda tik vandeniu, lubiny méginiai
buvo ruosti kaip ir prie§ kietafazg fermentacija, t.y. 50 % drégnio (sudarant geresnes salygos
ultragarso bangomis sklisti per tiriamajj produkta), idedant ji i plong polietileninj maiselj ir

apklijuojant krastus lipnia juosta, tikslu iSvengti papildomo sglyc¢io su vandeniu ( 2.2 pav.).

2.2 pav. Ultragarsiniam apdorojimui paruostas lubiny méginys.

Ultragarsinis poveikis pagal 2.1 pav. atliktas su: 1) lubiny viso daliy malimo séklomis
esant 50 % drégniui; 2) prie$ lubiny produkty kietafaze fermentacija (ULT+KF) ir 3) po lubiny
produkty kietafazés fermentacijos (KF+ULT). Visais atvejais méginiai buvo 50 % drégnio, ruosti
pagal 2.2.2 skyriuje apraSyta metodika. Visi méginiai paveikti 60 min, 37 kHz daZnio bangomis,
palaikant ledo pagalba 18-20 °C temperatiirg. Optimalios ultragarsinio poveikio trukmés
parinkimo salygos aprasytos rezultaty (3.3.1 ir 3.3.2) skyriuose, 3.11 ir 3.12 paveiksluose.
Optimali ultragarsinio poveikio trukmé (60 min) parinkta, atsizvelgiant j didziausig tirpiyjy

baltymy kiekio susidaryma ir BMS sumaz¢jima.
2.3 Tyrimo metodai

2.3.1 Bendro baltymuy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu
Bendras baltymy kiekis lubiny viso daliy malimo séklose ir jy fermentuotuoSe ir/ar

ultragarsu paveiktuose produktuose buvo nustatytas pagal ISO 20483:2013 standartg [105].
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Bendro lubiny viso daliy malimo sékly baltymy kiekio nustatymui po 1,0 g tiriamo produkto
meéginio sudedama ] Kjeldalio kolbas, jpilama 20 ml koncentruotos H2SOs4, jdedamas
katalizatoriy miSinys (kalio sulfato milteliai (1000 masés daliy), titano dioksidas (30 masés
daliy) ir vario sulfato pentahidratas (30 masés daliy)) ir antiputoksliy (cinko Sraty). Kjeldalio
kolbos ,,Behr Labor Technik® (Vokietija) mineralizavimo aparate kaitinamos 100 min, kol
mineralizatas tampa skaidrus, t. y. kol produkto organinés medziagos suskyla ir lieka tik
mineraliniai junginiai. Kolbos atvésinamos.

Atvésintos kolbos dedamos } ,,Behr Labor Technik* (Vokietija) distiliatoriy. Distiliuojama
5 min. Kondensatoriaus i§¢jimo vamzdelio galiukas turi biity pamerktas j kiiging 300 ml talpos
kolbg distiliatui surinkti, j kurig jpilama boro rugsties (HsBOg) tirpalo. Pasibaigus distiliacijai, ]
kiiging kolbg jlasinami 2-3 lasai TaSiro indikatoriaus tirpalo ir distiliatas titruojamas 0,1N HCI
tirpalu, kol distiliato spalva i§ Zalios spalvos tampa rySkiai violetine. Atlikti 3 lygiagretiis
tyrimai.

Tokiomis pat sglygomis distiliuojamas ir titruojamas kontrolinis (tus¢ias) méginys (sieros
rugstis).

Azoto kiekis (N) % apskaiciuojamas pagal formule:

N=[14XxnXK(V, —V,]/m

¢ia 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,1 N HCI g,

V1 - 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas i§ distiliuojamo mineralizato i$siskyrusiam amoniakui sujungti ml,

K — druskos riigsties tirpalo pataisos koeficientas (1)

m — analizuoto méginio masé g.

Baltymy kiekis apskaiciuojamas pagal formule:
Bpr=Nxk

Cia:

N — azoto (N) Kiekis,

k — koeficientas perskai¢iuoti azoto kiekj j baltymy kiekj (6,25).

2.3.2 Tirpiuju baltymu kiekio nustatymas
Tirpiyjy baltymy kiekio nustatymui pasveriama 5 g lubiny viso daliy malimo sékly (arba
jau fermentacijos ir/ar ultragarso paveikty méginiy), sudedama j kiiging 100 ml talpos kolbg ir
uzpilama 20 ml distiliuoto vandens. Ipilama 2 ml 10 % NaCl, kad geriau istirpty ne tik albuminy,
bet ir globuliny grupés baltymai. MiSinys suplakamas ir palickamas stovéti 10 min, kaskart vis
suplakant. Po to filtruojama per vatg. Medziagos liekana kolboje dar karta ekstrahuojama
uzpylus 20 ml vandens ir filtruojama per vatg i tg patj indg. Gautas filtratas supilamas j 50 ml

matavimo kolba, pripilama vandens iki Zymés ir sumaiSoma.
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Pipete paimama 20 ml tirpalo ir supilama j Kjeldalio kolbg, j ja jpilama 20 ml
koncentruotos H2SOs, jdedamas katalizatoriy misinys (kalio sulfato milteliai (1000 masés daliy),
titano dioksidas (30 masés daliy) ir vario sulfato pentahidratas (30 masés daliy)) ir antiputoksliy
(cinko Sraty). Toliau viskas atliekama kaip ir bendro baltymy kickio nustatymo metu.
ISsiskyrusio azoto kiekis taip pat apskaiCiuojamas pagal tg pacig formule. Atlikti 3 lygiagretiis
tyrimai [105].

Tirpiyjy baltymy kiekis méginiuose surandamas pagal paimta analizei jo kiekj ir
praskiedimo tiirj:

B,, = B; X 50/G

Cia:

G — analizei paimtas milty kickis, g,

50 — paruosto filtrato, kuriame yra tirpts baltymai, tiiris, ml.

2.3.3 Lubiny baltyminiy medZiagy i$skyrimas ir gryninimas

Norint atlikti tolesnius ekperimentus su lubiny baltyminémis medziagomis, biitina i$skirti
lubiny baltymus i§ maistiniy sékly. Baltyminiy medziagy i$skyrimui, lubiny viso daliy malimo
sékly miltai (fermentuoti ir/ar ultragarsu paveikti méginiai) sumaiSyti su distiliuotu vandeniu
santykiu 1:10 (milty:vandens) ir kambario temperatiiroje (20+2 °C) retkaréiais pamaiSant
i8laikomi 30 min Po to 1 M NaOH tirpalu suspensijos pH sureguliuojamas iki 9 ir i§laikoma 1 h
nuolat maisant. Suspensija centrifuguojama “Heraeus labofuge 200 (JAV) centrifuga 15 min,
esant 3000 aps/min. | centrifugatg laSinamas 1 M HCI, kol pasiekiamas pH 4,5 ir vél islaikoma 1
h. Nuséde baltymai atskiriami centrifuguojant 15 min, esant 3000 aps/min ir iSdziovinami
“Sublimator 3x4x5 Zirbus technology” (Vokietija) sublimatoriuje [106]. Sie baltymai
panaudojami SDS-PAGE elektroforezés tyrimui pries tai juos vél istirpinus 0,1 N NaOH tirpale.
Analogiskai baltymy i$skyrimai atlickami su 24 h, 48 h ir 72 h KF ir/ar ultragarsu paveiktais
lubinais, kurie panaudoti funkciniy savybiy, in vitro virSkinamumo ir proteaziy inhibitoriy
aktyvumo nustatymuose. Pagal $ig metodika buvo iSskirtos lubiny albuminy ir gliuteliny

frakcijos.

2.3.4 Baltyminiy medzZiagy analizé SDS-PAGE elektroforezés metodu
SDS — PAGE (i§ angly k. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis —
natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforeze) skirta baltymy molekulinés masés
nustatymui. Sio tyrimo naudoty reagenty sarasas ir tirpaly paruosimas pateiktas | priede.
SDS — PAGE analizés darbo eiga. Naudojamos dvi $varios stiklo plokstelés ir dvi stiklo
plokstelés su tarpinémis. Stiklo plokstelés jstatomos j elektroforezés Cleaver scientific CVS10

(Didzioji Britanija) aparato gardele specialiame stovelyje ir suspaudZiamos spaustukais.
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Tarpeliai tarp stiklo plokSteliy pripildomi skiriamojo ir koncentruojamojo poliakrilamido gelio.
Skiriamasis gelis ruosiamas 6 % akrilamido koncentracijos, ir susideda i§ 2 ml 30 % akrilamido
tirpalo, 2,5 ml 4xTRIS-HCI/NDS buferinio tirpalo, kai pH 8,8, 5,4 ml vandens, 100 ul amonio
persulfato [(NH4).S,0¢] tirpalo ir 8 ul TEMED tirpalo. Tuomet supilamas skiriamasis gelis iki
plokstelés virSaus paliekant 2 cm koncentruojamajam geliui. Ant skiriamojo gelio pavirSiaus,
uzlasinamas sluoksnis distiliuoto vandens, nes deguonis Iétina polimerizacijos reakcijg ir
gaunamas lygus ir plokscias gelio pavirSius. Laukiama, kol jvyks polimerizacijos reakcija ir po 1
h nupilamas vanduo. Koncentruojamasis gelis, kuris susideda i§ 1,7 ml 30 % akrilamido tirpalo,
2,5 ml 4xTRIS-HCI/NDS buferinio tirpalo, kai pH 6,8, 5,7 ml vandens, 100 pl amonio persulfato
[(NH4),S20s] tirpalo ir 10 ul TEMED tirpalo, supilamas ant skiriamojo gelio. Ant ploksteliy
neturi biiti oro burbuliuky. | uzpilta koncentruojamojo gelio sluoksnj jstatomos Sukos. Laukiama,
kol ivyks polimerizacijos reakcija ir po 45 min atsargiai iSimamos Sukos ir taip sudaromi
Sulinéliai.

Biitina tiriamajj baltyma paruosti elektroforezei, tam tiriamasis baltymo tirpalas santykiu
1:1 skiedziamas su 2xbaltymo denattiravimo buferiniu tirpalu ir kaitinamas 5 min verdancio
vandens vonioje. Atvésinus méginius SvirkStu su tiesiai nupjauta adata ant Sulinéliy dugno
uzdedami ploni paruosty baltymy sluoksniai ~ 20 pl. | kraStinius Sulinélius jpilamas etaloninis
baltymas SIGMA colorburst ,,Electrophoresis marker“~ 5 ul. Elektroforezés aparato Cleaver
scientific CVS10 (Didzioji Britanija) talpykla pripildoma TRIS-glicino buferinio tirpalo ir
aparatas prijungiamas prie pastovos elektros srovés: 60 mA ir 220 V jtampa, 1 h trukmé. Po
elektroforezés poliakrilamido gelis atsargiai atskiriamas nuo stiklo plokSteliy, jdedamas |
plastiking vonele ir uZpilamas Coomassie meélio daZo tirpalu, dazoma, kol baltymo juostelés
nusidazo norimo rySkumo spalva (2-3 h). Baigus dazyti, dazai nupilami ir uzpilama 10 % acto
rugsties, vonelé purtoma, kol i§ gelio iSsiplauna nesusiriS¢ baltymy dazai. ISplovus nesuriStus

dazus nustatomos lubiny baltymy molekulinés masés pagal standartinj baltymy misinj [107].

2.3.5 Baltymy funkciniy savybiuy (putojimo, emulgavimo) jvertinimas

Emulsijos sudarymo pajégumo tyrimui ruostos trys 1 % baltymy (pagal 2.3.3 skyriuje
aprasytg baltyminiy medziagy iSskyrimo metodikg) ir vandens suspensijos. 0,25 g baltymy
sumaiSoma su 10 ml vandens ir, laSinant 0,1 M NaOH arba 0,1 M HCI tirpala, suspensijos pH
sureguliuojamas iki 4,5, 6 ir 8. Supilama j skirtingas 25 ml matavimo kolbutes ir praskiedziama
iki Zymés. 5 ml suspensijos 5 min homogenizuojama “IKA T25 digital” (Vokietija)
homogenizatoriumi, esant 7600 aps/min. Pra¢jus 5 min, jpilama 5 ml “Obeliy” rapsy aliejaus ir
tuo paciu grei¢iu homogenizuojama dar 5 min. Véliau emulsija centrifuguojama‘“Heraeus
labofuge 200” (JAV) centrifuga 10 min 3000 aps/min grei¢iu. Emulsijos sudarymo pajégumas

(ESP) apskai¢iuojamas pagal formule [108]:
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ESP = (emulsijos sluoksnio tiiris (ml)/bendras suspensijos tiiris (ml))-100, %

Emulsijos stabilumo tyrimui méginiai ruos$ti taip pat, kaip ir emulsijos susidarymo
pajégumui nustatyti. Tik prie§ centrifugavimg meéginiai papildomai pakaitinami 85 °C
temperatiiroje 30 min, tuomet atvésinami iki kambario temperatiros (20+2°C), 5 min laikant
mégintuvélius po Saltu vandeniu. Atvésinti méginiai centrifuguojami “Heraeus labofuge 200”
(JAV) centrifuga 10 min 3000 aps/min greic¢iu. Emulsijos stabilumas (ES) apskaic¢iuojamas pagal
formule [108]:

ES = (emulsijos sluoksnio tiiris (ml)/bendras suspensijos tiiris (ml))-100, %

Puty sudarymo pajégumo tyrimui ruostos trys 1% baltymy ( pagal 2.3.3 skyriuje aprasyta
baltyminiy medziagy i$skyrimo metodika) vandens suspensijos 0,25 g baltymy sumaiSoma su 10
ml vandens ir, lasinant 0,1 M NaOH arba 0,1 M HCI tirpala, suspensijos pH sureguliuojamas iki
4,5, 6 ir 8. Supilama ] skirtingas 25 ml matavimo kolbutes ir praskiedziama iki Zymés. Po to
imama 10 ml suspensijos ir plakama “IKA T25 digital” (Vokietija) plakikliu 5 min. Puty
sudarymo pajégumas (PP) apskai¢iuojamas pagal formule [109]:

PSP = (puty tiiris (ml)/bendras suspensijos tiris (ml))-100, %

2.3.6 Baltymy virSkinamumo ir proteaziy inhibicinio aktyvumo nustatymas

Baltymy in vitro virSkinamumo nustatymui tirtos lubiny viso daliy malimo sékly
albuminy ir gliuteliny frakcijos (pagal 2.3.3 skyriuje aprasytg baltyminiy medziagy i§skyrimo
metodikg). Méginiai (62,5 mg baltymy) sumaiSyti su 10 ml distiliuoto vandens, centrifuguoti
“Heraeus labofuge 200” (JAV) (2000 aps/min, 5 min). Gauto tirpalo pH sureguliuotas iki 8,
naudojant 0,1 M NaOH. Baltymy suspensija sumaiSyta su fermenty misiniu, sudarytu i§ tripsino
(1,6 mg), a-chimotripsino (3,1 mg) ir peptidazés (1,3 mg), santykiu 10:1. MiSinio pH matuotas
tiksliai po 10 min Baltymy virSkinamumas (V, %) in vitro jvertintas pagal hidrolizuoty baltymy
kiekj [110]:

V =210,464-18,103 x pH, (%)

Proteaziy baltymuose inhibitoriy aktyvumas vertintas pagal tripsino ir chimotripsino
inhibitoriy aktyvumg lubiny viso daliy malimo sékly albuminy ir gliuteliny frakcijose (pagal
2.3.3 skyriuje aprasyta baltyminiy medZiagy iSskyrimo metodika), naudojant kazeing kaip
substrata.

Reakcijos miSinys sudarytas i§ 1,0 ml fosfatinio buferio, 0,5 ml proteazés tirpalo (1
mg/ml), 0,5 ml 1 mM HCI ir 1 ml méginio tirpalo (1g/10 ml fosfatinio buferio), j kurj po 30 min
inkubacijos 37 °C temperatiiroje, jpilta 2 ml kazeino tirpalo (2 %). Reakcija vykdyta 37 °C

temperattiroje 20 min, po to sustabdyta, ipylus 6 ml 5 % trichloracto rugsties. Tirozino kiekis
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nustatytas pagal tirpalo absorbcija, iSmatuota Genesys 10 UV (JAV) spektrofotometru, esant 660
nm bangos ilgiui. Inhibicinis aktyvumas (%) apskaiciuotas pagal proteolitinio aktyvumo

sumazéjimg meéginiuose su inhibitoriaus tirpalu ir be jo [110].

2.3.7 Spektrofotometriniai metodai lubiny fermentiniy aktyvumuy nustatymui
Nustatyti fermentiniai (proteaziy, amilaziniy ir ksilanaziy) lubiny sékly aktyvumai,

apdorojant jas ultragarsu, kietafaze fermentacija ar ultragarsu KF salygose.

Proteazés aktyvumo nustatymui lubiny produktuose taikomas kolorimetrijos metodas —
proteazés reakcija, naudojant tirosing, kaip standartg (Sigma, Kokybés kontrolés bandymai
SSCASE01.001, 1999) [111].

Metodo esmé. Veikiant proteazei, kazeinas suskaldomas iki aminoriigsciy ir jy kiekis
nustatomas kolorimetriniu metodu pagal spalvoto tirpalo, susidariusio joms reaguojant su Folin-
Ciocalteu fenoliniu reagentu, optinj tankj. Proteazés aktyvumo vienetas (PV) — tai fermento
kiekis, kuris sugeba suskaidyti 1 g kazeino iki aminortigs¢iy, vykdant hidroliz¢ nustatytomis
salygomis (10 min, 37 °C temperatira, terpés pH 7,5). Kaip substratas naudojamas 0,65 %
kazeino tirpalas.

Medziagos. Kalio fosfatas, kazeinas, trichloracetato rugstis, Folin-Ciocalteu fenolinis
reagentas, natrio karbonatas, natrio acetatas, kalcio acetatas, tirozinas.

Kalio fosfato buferinis tirpalas (0,05 M; pH 7,5). 3,4 g KH2POy istirpinama nedideliame
kiekyje vandens, pasildoma iki 37 °C temperatiiros ir sureguliuojamas pH 7,5. Paruostas tirpalas
praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki 500 ml. Laikoma stiklo butelyje patalpos temperatiroje.

0,65 % kazeino tirpalas (pH 7,5). 1,3 g kazeino istirpinama nedideliame kiekyje kalio
fosfato buferio (pH 7,5). Tada pasildoma iki 80-90 °C temperatiiros ir maisant kaitinama 10 min.
Po kaitinimo atvésinama iki 37 °C temperatiiros ir sureguliuojamas pH 7,5. Paruostas tirpalas
praskiedziamas kalio fosfato buferiu iki 200 ml. Laikoma stiklo butelyje 0 - 4 °C temperatiiroje.

Trichloracetato rigsties reagentas (0,11 M). 9 ml trichloracetato riigsties praskiedziama
distiliuotu vandeniu iki 500 ml. Laikoma stiklo butelyje patalpos temperatiiroje.

Folin-Ciocalteu fenolinis reagentas. 10 ml Folin-Ciocalteu fenolinio reagento
praskiedziama vandeniu iki 50 ml. Laikoma tamsaus stiklo butelyje patalpos temperatiiroje.

Natrio karbonato tirpalas (0,5 M). 26,5 g bevandenio Na,COs istirpinama nedideliame
kiekyje distiliuoto vandens ir praskiedziama iki 500 ml. Laikoma stikio butelyje patalpos
temperatiroje.

Kalcio acetato (0,005 M) ir natrio acetato trihidrato (0,01 M) buferinis tirpalas. 1,36 g
C2H3sNaO2-3H20 ir 0,88 g (CH3)COO).Ca istirpinama nedideliame kiekyje distiliuoto vandens,
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pasSildoma iki 37 °C temperatiiros ir sureguliuojamas pH 7,5. Paruostas tirpalas praskiedziamas
distiliuotu vandeniu iki 1000 ml. Laikoma stiklo butelyje patalpos temperatiiroje.

L-Tirozino etaloninis tirpalas (0,0011 M). 0,199 g tirozino sumaiSoma su nedideliu kiekiu
distiliuoto vandens ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 100 ml. Laikoma stiklo butelyje
patalpos temperatiroje.

Lubiny ekstrakto paruosimas. 5+0,01 g lubiny viso daliy malimo sékly (KF ir/ar ultragarsu
paveikty méginiy) ir 50 ml (0,01 M natrio acetato ir 0,005 M kalcio acetatas) buferio tirpalo
homogenizuojama (9500 aps./min; 5 min). Gautas homogenizatas centrifuguojamas (3000
aps./min, 10 min) ir nustatomas centrifugato taris.

Kalibracinés keivés sudarymas. 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,5 ml etaloninio tirozino
tirpalo praskiesta vandeniu iki 2 ml. Paruosti darbiniai tirozino tirpalai sumaisyti su 5 ml 0,5 M
natrio karbonato tirpalu, 1 ml Folin-Ciocalteu fenolinio reagentu ir iSlaikius 30 min 37 °C
temperatiiros vandens vonioje, Genesys 10 UV (JAV) spektrofotometru (A = 660 nm)
iSmatuotas jy optinis tankis, analogiSkai ruoSiamas tu$¢ias bandinys, be tirozino. Sudarant
tirozino kalibracine kreive (pateikta 2 priede) nustatyta, kad tarp tirozino koncentracijos tirpale ir
jo optinio tankio yra stipri tiesiné priklausomybe¢, kuri aprasyta lygtimi y=0,1314x + 0,0176 (¢ia:
y — optinis tankis, x — tirozino tirpalo koncentracija, pM). Determinacijos koeficientas R? tarp iy
dydziy yra lygus 0,9945. Tai rodo, kad kalibraciné kreivé yra tiksli ir gali biiti taikoma tirozino
kiekiui nustatyti.

Analizés atlikimas. | mégintuvélj jpilama 5 ml kazeino tirpalo ir 1 ml lubiny ekstrakto.
Gerai sumaiSius, i§laikoma 30 min 37 °C temperatiiros vandens vonioje. Lygiagreciai atlickamas
kontrolinis bandymas, be lubiny ekstrakto. Po to j kiekvieng mégintuvel; jpilama po 5 ml 0,11 M
trichloracetato riigsties, i tus¢iajj méginj — papildomai 1 ml lubiny ekstrakto ir gerai iSmaisius,
i§laikoma 30 min 37 °C temperatiiros vandens vonioje. AnalogiSkai ruoSiami ir kontroliniai
méginiai, tik filtratas imamas i§ kontrolinio méginio. Véliau filtruojama per 0,45 pm popierinj
filtrg. Sumaisoma 2 ml filtrato su 5 ml 0,5 M natrio karbonato tirpalu ir 1 ml Folin-Ciocalteu
fenoliniu reagentu ir i$laikius 30 min 37 °C temperatiiros vandens vonioje spektrofotometru
Genesys 10 UV (JAV) matuojamas tirpalo optinis tankis (A = 660 nm). Eksperimentas
kartojamas tris kartus, vidutiné absorbcijos vert¢ naudojama tirozino kiekiui nustatyti ir
proteazés aktyvumui apskaiciuoti.

I$ kalibracinés kreivés, nustacius tirozino kiekj (T), proteazés aktyvumas lubiny ekstrakte
apskaiciuojamas pagal formulg:

T - PF

PV =130 2 m

,PV/g
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¢ia: T — tirozino ekvivalentas standartinéje tieséje, pmol/ml; PF — praskiedimo faktorius (11); 1 — tiriamojo
tirpalo tiris, ml; 30 — hidrolizés trukmé, min; 2 — reakcijos miSinio tiris, paimtas kolorimetrinei analizei, ml; m —
lubiny masé, paimta 1 ml ekstraktui paruosti, g

Proteazés aktyvumas lubinuose (PV/g) nustatomas, zinant sékly mase, paimtg ekstraktui

paruosti (5 g), ir gauto ekstrakto tirj (43,5 ml).

a-amilazés aktyvumas lubiny produktuose nustatomas pagal ICC metoda Nr. 108 (ICC,
1998) [112].

Metodo esmé. Veikiant o-amilazei, tirpus krakmolas hidrolizuojamas iki jvairios
molekulinés masés dekstriny. Likusio nehidrolizuoto krakmolo kiekis nustatomas kolorimetriniu
metodu pagal spalvoto tirpalo, susidariusio reaguojant krakmolui su jodo tirpalu, optinj tankj. a-
Amilazés aktyvumo vienetas (AV) — tai fermento kiekis, kuris sugeba suskaidyti 1 g tirpaus
krakmolo iki jvairios molekulinés masés dekstriny, vykdant hidrolize nustatytomis saglygomis (10
min, 30 °C temperatiira, terpés pH 4,7). Kaip substratas naudojamas 1 % tirpaus krakmolo
tirpalas.

Medziagos. Lediné acto rugstis, natrio acetatas, J», KJ, bevandenis CaCl, krakmolas, 0,1
M HCI.

1 % krakmolo tirpalas. 1 g krakmolo sumaisomas su 50 ml vandens, iSmaiSoma. 10 min
tirpalas yra dedamas j verdantj vandenj ir intensyviai maiSomas. Atvésinamas iki kambario
temperattros, jpilama 10 ml acetato buferio. Tirpalas praskiedziamas vandeniu iki 100 ml.
Laikoma stiklo butelyje 0 - 4 °C temperatiiroje.

Acetatinis buferis (0,2 M, pH 4,7). 12,010 g ledinés acto rtigsties sumaisoma su nedideliu
kiekiu distiliuotu vandens. 27,216 g natrio acetato trihidrato C>HzNaO2-3H20 istirpinamas
ledinéje acto ragstyje su distiluotu vandeniu. Sureguliuojamas pH 4,7 ir tirpalas praskiedziamas
distiliuotu vandeniu iki 1 I. Laikoma stiklo butelyje patalpos temperatiiroje.

Standartinis jodo tirpalas. 0,5 g jodo ir 5 g KJ istirpinami nedideliame kiekyje vandens.
Tirpalas maiSomas su magnetine maisykle. Tirpalas praskiedziamas iki 200 ml talpos matavimo
kolboje su distiliuotu vandeniu. Laikoma tamsaus stiklo butelyje patalpos temperatiiroje.

Praskiestas jodo tirpalas. 2 ml standartinio jodo tirpalo praskiedziama su 0,1 M HCI iki
100 ml. Sureguliuojama tirpalo absorbcija O,22+0,01, esant A=440 nm.

CaCl; tirpalas (pH 6,0). 0,1 g bevandenio CaCl, istirpinama su distiliuotu vandeniu, pH
sureguliuojamas iki 6,0. su 0,2 M NaOH ir praskiedziama iki 1 | su distiliuotu vandeniu.
Laikoma stiklo butelyje patalpos temperatiiroje.

Lubiny ekstrakto paruosimas. 3+0,01 g viso daliy malimo lubiny sékly (KF ir/ar ultragarsu
paveikty méginiy) ir 30 ml CaCl; tirpalo (pH 6,0) homogenizuojama (9500 aps./min; 5 min).
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Gautas homogenizatas centrifuguojamas (3000 aps./min, 10 min) ir nustatomas centrifugato
taris.

Analizés atlikimas. | mégintuvélius jpilama po 10 ml 1 % krakmolo tirpalo ir i§laikoma
10 min 30 °C temperatiros vandens vonioje. Tada jpilama 5 ml tiriamojo lubiny ekstrakto, o j
tuscig tyrimo megintuvélj — 5 ml CaCl tirpalo. Gerai iSmaiSoma ir vél laikoma 10 min 30 °C
temperatiiros vandens vonioje. I§ kiekvieno mégintuvélio imama po 0,5 ml tiriamojo miSinio,
sumaiSoma su 50 ml praskiesto jodo tirpalo ir i$ karto Genesys 10 UV (JAV) spektrofotometru (A
=670 nm) matuojamas gauto tirpalo optinis tankis. Eksperimentas kartojamas tris kartus, vidutiné
absorbcijos verté naudojama fermento aktyvumui apskaiciuoti.

a-amilaziy aktyvumas apskaic¢iuojamas pagal formule:

_ 7,264'm+0,03766

AV -1000, AV /g

my
¢ia: m — hidrolizuoto krakmolo kiekis, g; mi — lubiny masé, paimta 5 ml ekstraktui paruosti, g.
Hidrolizuoto krakmolo kiekis apskai¢iuojamas pagal formule:
D, - D,
D,

¢ia: D1 — tuséiojo méginio optinis tankis; D, — tiriamojo méginio optinis tankis, 0,1 — krakmolo kiekis,

m= 01,9

paimtas tyrimui.

Ksilanazés aktyvumas lubiny produktuose nustatomas kolorimetriniu metodu, naudojant
3,5-dinitrosalicilo ruigsties reagenta (Miller, 1959) [113, 114].

Metodo esmé. Veikiant ksilanazei, ksilanas suskaldomas iki redukuojanciu sacharidy
(daugiausiai ksilozés) ir jy kiekis nustatomas kolorimetriniu metodu pagal spalvoto tirpalo,
susidariusio reaguojant ksilozei su 3,5-dinitrosalicilines raigSties reagentu, optinj tankj.
Ksilanazes aktyvumo vienetu (KV) laikomas toks fermento kiekis, kuris nustatytomis saglygomis
veikdamas ksilang (40 °C temperatiiroje, terpes pH 4,5) per 1 min sugeba atskelti 1 pmol
ksilozés. Kaip substratas naudojamas 1 % berzo medienos 4-0-metilo-D-gliukurono-D-ksilano
tirpalas.

Medziagos. D-ksilozé, 3,5-dinitrosalicilo riigstis; natrio acetatas, lediné acto rtigstis, natrio
hidroksidas, natrio-kalio tartratas; berzo ksilanas.

Acetatinis buferis (0,1 M; pH 4,5). Lediné acto rugstis (5,76 ml) ir natrio acetatas (13,6 g)
iStirpinami 1 litre distiliuoto vandens, sureguliavus tirpalo pH iki 4,5+0,01. Laikoma stiklo
butelyje patalpos temperatiiroje.

DNS reagentas. 3,5-dinitrosalicilo ragstis (1+0,01 g) ir natrio-kalio tartratas (30+0,01 g)
iStirpinami 100 ml 0,4 M NaOH. Laikoma stiklo butelyje patalpos temperatiroje.
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Ksilano (0,5 %) tirpalas. Berzo ksilanas (0,5+0,01 g) iStirpinamas 0,1 M natrio acetato
buferyje (100 ml; pH 4,5; 50 °C). Laikoma stiklo butelyje 0 — 4 °C temperatiiroje.

Lubiny ekstrakto paruosimas. 3+0,01 g viso daliy malimo lubiny sékly (KF ir/ar ultragarsu
paveikty méginiy) ir 30 ml 0,1 M natrio acetaro buferio (pH 4,5) homogenizuojama (9500
aps./min, 5 min). Gautas homogenizatas centrifuguojamas (3000 aps./min, 10 min) ir nustatomas
centrifugato taris.

Kalibracinés kreivés sudarymas. Ksilozés kalibravimo kreivei sudaryti naudojamas
darbinis 1 % D-ksilozés tirpalas (10 mg/ml). 50 ul, 100 pl, 150 pl, 200 pl, 250 ul darbiniai
ksilozés tirpalai praskiesti su DNS reagentu iki 500 pl. Jpilama 500 upl distiliuoto vandens.
Meéginiai kaitinami tiksliai 5 min 100 °C temperatiiros vandens vonioje. Atlikus redukcijg 3,5-
dinitrosalicilo riiStimi, gauti tirpalai atSaldomi iki kambario temperattros, jpilama 4 ml
distiliuoto vandens (bendras tirpalo taris 5 ml) ir Genesys 10 UV (JAV) spektrofotometru
matuojamas tirpaly spalvos intensyvumas (A = 540 nm). Sudarant kalibracine kreive (pateikta 2
priede) nustatyta, kad tarp optinio tankio ir ksilozés kiekio tirpale yra stipri tiesiné
priklausomybé, kuri aprasyta lygtimi y=0,7877x + 0,0142 (Cia: y — optinis tankis, X — jj
atitinkantis ksilozés kiekis, mg/ml). Determinacijos koeficientas R? tarp §iy dydziy yra lygus
0,9959. Tai rodo, kad kalibraciné kreive yra tiksli ir gali biiti taikoma ksilozes kiekiui nustatyti.

Analizés atlikimas. Reakcijos miSinys (1ml), sudarytas i§ lubiny ekstrakto (200 ul), berzo
ksilano tirpalo (50 pl) ir acetatinio buferio (750 pl, 0,1 M, pH 4,5), inkubuotas 1 h 40 °C
temperatiiroje. Tuomet ekvivalentiski tirpalo ir DNS reagentos kiekiai (po 500 pl) sumaisomi,
Ipilama 1 ml distiliuoto vandens, gautas miSinys kaitintamas 5 min 100 °C temperatiiros vandens
vonioje, atvésintas iki kambario temperatiiros, jpilama 3 ml distiliuoto vandens (bendras tirpalo
taris 5 ml) ir spektrofotometru Genesys 10 UV (JAV) matuojama tirpalo absorbcija (A = 540
nm). Eksperimentas kartojamas 3 kartus, vidutiné absorbcijos vert¢é naudojama fermenty
aktyvumui apskai€iuoti. Lygiagre€iai tiriami du kontroliniai meéginiai: meginys tik su lubiny
ekstraktu ir méginys tik su berzo ksilanu.

Fermenty aktyvumui apskaiciuoti sudaryta absorbcijos verciy priklausomybé nuo ksilozés
koncetracijos tirpale.

Lubiny ksilanaziy aktyvumas apskaiciuojamas pagal lygt;:

KV:a-PF-AA-V
b-s-At-m

¢ia: o — reakcijos miSinio turis, ml; b — lubiny ekstrakto kiekis reakcijos miSinyje, ml; s — ksilozés

,KV/g

standartinés tiesés polinkis, mg/ml; PF — praskiedimo faktorius; At — reakcijos trukmé, min; m — lubiny masé,
naudota ekstraktui paruosti , g; V — lubiny ekstrakto taris, ml; A4 — absorbcijos pokytis (AAmeginio-AAsubstrato-

AAekstrakto)A
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2.3.8 Bendro mikroorganizmy skai¢iaus (BMS) nustatymas

Mikroorganizmai — bakterijos, mielés ir pelésiniai grybai, sudarantys skaiiuojamas
kolonijas, augancios LST EN ISO 4833:2003 standarte nurodytomis sglygomis.

Tyrimas atlickamas pagal LST EN ISO 4833:2003 Maisto ir paSary mikrobiologija.
Bendrasis metodas. Kolonijy skai¢iavimo 30 laipsniy temperatiiroje metodas [12].

Tyrimo principas: Tiriamoji méginio dalis atsveriama svarstyklémis ir praskiedziama
specialiu skiedikliu santykiu 1:9. Sis miSinys purtykle Tamson (Olandija) gerai i¥maiSomas.
Homogenato dalis vél skiedziama santykiu 1:9 tiek karty kiek reikia. Kiekvieno praskiedimo 1
ml suspensijos jlasinama j sterilig Petri 1ékstele, o véliau j jg jpilama apie 15 ml Agaro mitybinés
terpés bendram bakterijy skaiCiui nustatyti. Pasélis su terpe ripestingai iSmaiSomas sukant Petri
léksteles ir leidziama miSiniui sustingti. Paruostos lékstelés inkubuojamos 72 h termostate
Renggli A.G. ( Sveicarija) +30° C temperatiiroje. Pasibaigus inkubavimo laikui bakterijy
kolonijos suskai¢iuojamos ir apskaic¢iuojamas jy kiekis 1g tiriamojo méginio.

Norint jvertinti ultragarsinio poveikio jtakg antimikrobiniam aktyvumui, lubiny viso daliy
malimo séklos buvo paveiktos 20, 40, 60 ir 80 min ultragarsu (37 kHz 18-20 °C temp.).
Bandymas kartotas 2 kartus, vidutinei vertei apskaiciuoti jvertintos 3 léksteles, BMS iSreiksti
paimtas aritmetinis vidurkis. Saldyto ledo pagalba ultragarso voneléje palaikyta pastovi
temperatiira, kuri buvo 18-20 °C.

Kolonijas sudaranc¢iy vienety (KSV) skai¢ius 1 g lubiny méginiuose apskai¢iuojamas pagal
formulg;

_ xC
n_Vx[n1+(O,1><n2)]xd

¢ia: Y, C — suma kolonijy, suskaiCiuoty visose neatmestose lékstelése i§ dviejy vienas po kito einanéiy
skiediniy, kai bent vienoje 1éksteléje yra 15-300 kolonijy;

V — uzsétos medziagos ar skiedinio tiris 1éksteléje mililitrais;

Ny — pirmojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius;

N, — antrojo skiedinio vertinamy Iéksteliy skaicius;

d — pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo koeficiantas [ d=1, kai tiriamas méginys yra neskiestas].

2.3.9 Matematiné statistiné duomeny analizé
Visy atlikty tyrimy kartojamumas — 3. Gauty rezultaty vidutinés vertés ir standartiniai
nuokrypiai apskaiciuoti, naudojant MS Excel programinj paketa. Mikrobiologiniy tyrimy kartoti
2 kartus.
Matematiné statistiné¢ tyrimo duomeny analizé atlikta, naudojant MS Excel programinj

paketa.
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3. Rezultatai ir ju aptarimas
Pradiniame eksperimento etape atlikti kompleksiniai tyrimai, vertinant PRB kictafazés
fermentacijos (KF) jtaka lubiny produkty cheminiai sudéciai ir funkcinéms savybéms. Siame
etape siekta issiaiskinti KF savitumus ir galimybe panaudoti fermentuotus lubiny produktus
kepiniy ruodimui. Siame etape gauti rezultatai leido priimti sprendimus, i§bandant ultragarsinj

poveikj (II etapas) KF efektyvumo didinimui.

3.1 Kietafazés fermentacijos jtaka lubiny baltyminéms medZiagoms
Nustatyti bendri ir tirpts lubiny baltymy poky¢iai kietafazés fermentacijos (KF) metu,
naudojant skirtingas PRB padermes ir fermentacijos trukme. Kaip kontrol¢, nustatant bendra
baltymy kiekj sausosioms medziagoms, panaudotos lubiny viso daliy malimo séklos.

Lubiny sékly bendras baltymy pokytis KF metu pavaizduotas 3.1 paveiksle.
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3.1 pav. KF jtaka bendram baltymy kiekiui lubiny séklose

Vertinant KF proceso jtaka lubiny baltymy pokyc¢iams, stebimas baltymy mazéjimas,
(lyginant su kontrole be fermentacijos) ir jis yra rySkiausias po 72 h fermentacijos (sumaz¢jimas
sudaro vidutiniskai 4,91 %). Kitais fermentacijos etapais (po 24 h ir 48 h), baltymy poky¢iai
nustatyti mazesni ir jie sudaré, atitinkamai 1,63 ir 0,44 %.

Vertinant PRB padermés jtaka baltymy pokyciams, iSryskéjo po 72 h skirtinga jy jtaka
analizuojamam Kkriterijui. DidZiausi baltymy poky¢iai (6,48 %) nustatyti tiriamose sistemose,
fermentuojant lubinus su Pp9, o maziausi — naudojant Pa paderme (3,6 %). Baltymy poky¢iai,

gauti fermentuojant lubinus su Ls, uzémé tarping padét] ir sudare 3,67 %.
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Tirpiyjy baltymy (albuminy ir globuliny) pokytis lubiny séklose KF metu pavaizduotas 3.2
pav.

214 915
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3.2 pav. KF jtaka tirpiyjy (albuminy ir globuliny) baltymy kiekiui lubiny sé¢klose

I$ gauty rezultaty matyti, kad vykstant KF tirpiyjy baltymy kiekis lubinuose didéja ir Sis
pokytis, lyginant su kontrole (be fermentacijos), didziausias nustatytas po 72 h ir sudaro
vidutiniskai 14,91 %. Po 24 h KF tirpiyjy baltymy kiekis, lyginant su kontrole, padidéjo 2,73 %,
0 po 48 h fermentacijos tirpiyjy baltymy prieaugis sudaré 4,75 %.

Vertinant atskiry PRB poveikj tirpiyjy baltymy kiekiui, pastebéta, kad Pp9 bakterijomis
fermentuose lubinuose nustatyti po 24 h ir 48 h didziausi tirpiyjy baltymy kiekio poky¢iai,
atitinkamai 3,83 % ir 8,74 %. Su kitomis PRB (Pa ir Ls) fermentuotuose lubinuose tirpiyjy
baltyminiy medziagy padidéjimas pirmyjy KF etapy metu (po 24 ir 48 h) nustatytas, lyginant su
kontrole, atitinkamai, 1,1 %; 1,1 % ir 3,28 %; 4.38 %. Vertinant atskiry PRB jtaka tirpiyjy
baltymy susidarymui, po 72 h lyginant su 48 h KF, didZiausias jy padid¢jimas fiksuotas
fermentuojant lubinus su Ls (12,56 %) ir Pa (9,19 %), kai su Pp9 padidéjimas sudaré 7,54 %.

Tiriant KF jtakg lubiny baltyminiy medziagy frakcijy pokyciams, tirtos vandenyje tirpiyjy
albuminy ir $armuose tirpiyjy gluteliny (konglutiny) frakcijos. Siy frakcijy SDS — PAGE

elektroforezés metodu gauti tyrimy rezultatai pateikti 3.3 paveiksle.

37



kDa

kDa
170 — —170
130 — —130
100 — =100

25

15

3.3 pav. Fermentuoty lubiny produkty baltymy elektroforezé 6 % poliakrilamido gelyje

*0 — baltymo standartas SIGMA colorburst ,,Electrophoresis marker®; 1 — nefermentuoti lubiny baltymai; *nuo24 h
iki 72 h P. acidilactici 7 (Pa), P. pentosaceus 9 (Pp9) ir L. sakei 6 (Ls) bakterijomis fermentuotos lubiny séklos ir i§

jy i8kirtos baltyminés medziagos.

Pagal nustatytus atskiry baltyminiy medziagy molekuliniy masiy pokycius (kDa)
méginiuose (be fermentacijos ir naudojant KF fermentacija) buvo analizuojami fermentacijos su
jvairiomis PRB ypatumai. Eksperimento metu, nustatyty lubiny baltyminiy medziagy
molekulinés masés, kito ribose nuo 32 kDa iki 100 kDa. Juose vyrauja baltyminés frakcijos,
turincios 32 kDa ir 40 kDa molekulines mases.

Fiksuoti baltyminiy medziagy (BM) skirtumai fermentuotuose lubiny méginiuose ir
kontroliniame méginyje (be fermentacijos). Kontroliniuose méginiuose nustatytos BM frakcijos,
kuriy molekulinés masés sudaré 80 ir 90 kDa. Po 72 h fermentacijos, lyginant su kontrole,
nustatytos mazesnés molekulinés masés BM (ribose nuo 25 iki 75 kDa) ir tokia tendencija buvo
stebima su visomis tirtomis PRB. Tarpiniuose fermentacijos etapuose (po 24 h ir 48 h) isryskéjo
fermentacijos su kai kuriomis PRB ypatumai. Naudojant Ls lubiny fermentacijai, lyginant su
kitomis PRB (Pa ir Pp9), nustatyti didesni BM poky¢iai jau po 24 h. Fermentacijos terpéje su Sia
PRB nustatytos mazesnés molekulinés masés BM (25 — 45 kDa), kai su kitomis PRB tokiy BM
neuzfiksuota. Ta pati tendencija iSliko ir po 48 h fermentacijos, stebint didZiausius BM
molekulinés maseés pokycius Ls fermentuotuose lubiny méginiuose.

Literattroje pateikiamas baltymy kiekis lubiny séklose priklausomai nuo klimato sglygy,
veislés, naudojamy traSy kiekio gali svyruoti nuo 24 % iki 61 % [7]. Tirtuose lubiny Lupinus
angustifolius ,,Vilniai* veislés séklose bendras baltymy kiekis nustatytas 38,7+1% s.m..
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Pagal valstybinés augalininkystés tarnybos 2005 m. paskelbtg prane$img, Sios veislés
lubiny séklose bendras baltymy kiekis nustatytas mazesnis nei fiksuotas eksperimento metu ir
sudaré 31,6 % s.m. [102]. Tokiems baltymy skirtumams gal¢jo turéti jtakos skirtingi kultivavimo
metai, dirvoZzemis ar treSimas.

Vykdyto eksperimento metu buvo stebimas bendro baltymy kickio Iubiny séklose
mazéjimas KF metu (72 h laikotarpyje), o tirpiyjy baltymy didéjimas. Be to, lubiny séklose
fermentacijos metu susidaro daugiau mazesnés molekulinés masés baltyminiy medziagy (< 45
kDa).

Literatiiroje, Vertinant fermentacijos jtakg augalinés zaliavos bendram baltymy kiekiui,
pateikiami rezultatai, gauti analizuojant kakavos pupeles. Vykstant kakavos pupeliy
fermentacijai, baltymy kiekis po 3 pary sumazéjo nuo 28,9 % iki 28,1 %, o po 6 pary — iki 24,7
%. Sio proceso metu pasireiskia proteolitiniy fermenty veikla, skaldanti baltymus iki peptidy,
kurie gali buiti prijungti prie fenoliniy junginiy polimerizacijos reakcijy metu. Be to, $is baltymy
pokytis aiSkinamas tuo, kad oligopeptidai geba prisijungti fermentacijos metu susidariusias
laisvasias aminortgstis [116].

Kity autoriy darbuose, baltymy sumazéjimas augaliniy produkty fermentacijos metu taip
pat siejamas su proteolitiniy fermenty salygojamu hidrolizés procesu, nurodant, kad
fermentacijos metu kvie¢iuose tirpiyjy baltymy kiekis gali padidéti iki 10 — 11 % [117].

Tiriant lubiny atskiry baltyminiy medziagy frakcijas, Garzon-de la Mora ir G. Avalos-
Alcantara nustate, kad konglutiny frakcijoje BM molekulinés masés kito ribose nuo 15 ik 75
kDa, o albuminy frakcijoje — nuo 60 iki 120 kDa [118]. Eksperimento metu gautos BM
molekulinés masés kontroliniame méginyje (be fermentacijos) kito tose paciose ribose, kaip
nurodyta Sioje literatiiroje.

Ivertinant apdorojimo Aspergillus oryzae GB-107 jtakg sojos baltymy pokyciams,
nustatyta, kad fermentacijos metu susidaro mazesnés molekulinés masés baltymai (<20 kDa), 0
taip pat, ilgéjant fermentacijos trukmei (48 h), mazé&jo baltymy, kuriy molekuliné masé didesné
nei 60 kDa [119].

Tolesnio etapo metu tirta KF jtaka lubiny sékly baltyminiy medziagy funkcinéms

savybéms.

3.1.1 Kietafazés fermentacijos ir pH jtaka lubiny sékly baltyminiy medZiagy
funkcinéms savybéms
Tyrimy eigoje analizuota KF ir pH jtaka iSskirty i§ lubiny sékly baltyminiy medZziagy
funkcinéms savybéms, tokioms kaip emulgavimas (emulsijos pajégumas ir stabilumas) ir
putojimas (puty susidarymo pajégumas). Apie baltyminiy medZiagy emulgavimo pokycius

(priklausomai nuo Siy faktoriy) buvo sprendziama pagal emulsijy susidarymo pajéguma ir
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stabilumg (3.4 ir 3.5 pav.), o apie puty savybes - pagal puty sudarymo pajéguma (3.6 pav.). Kaip

kontrolé naudoti baltymai, isskirti i§ lubiny viso daliy malimo sékly (be KF).

Emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas. Tiriant KF jtaka emulsijy susidarymo

pajégumui (pH 4.,5), iSryskéjo fermentacijos trukmés jtaka Siam parametrui, fiksuojant jo verciy

padidéjima vidutiniskai 2,5 % — po 48 h ir 3,5 % — po 72 h KF (3.4 pav.).
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3.4 pav. Lubiny baltyminiy medziagy emulsijos sudarymo pajégumas, esant skirtingoms pH vertéms

Kai kuriais atvejais, iSry§kéjo PRB padermés jtaka emulsijy susidarymo pajégumui (Ls po

24 h ir 48 h). Sarminant i§ fermentuoty lubiny sé¢kly isskirtas baltymines medziagas iki pH 6 ir

pH 8, abiem atvejais emulsijos susidarymo pajégumas didéjo ir nustatytas, lyginant su pH 4,5,

vidutiniskai 14 % ir 20 % didesnis. Visais atvejais nustatytas emulsijy susidarymo pajégumo

padidéjimas, Sarminant (nuo pH 4,5 iki pH 8) baltymines medziagas, 72 h trukusioje

fermentacijoje.

Analizuojant baltyminiy medZiagy emulsijy stabilumg KF metu (pH 4,5), nustatyta atskiry

PRB padermiy jtaka §io parametro vertéms, tuo tarpu fermentacijos trukmé neturéjo jtakos

emulsijy stabilumo pokyc¢iams. DidZiausias emulsijy stabilumas nustatytas naudojant lubiny

sékly KF Pp9 (43,8% — po 24 h ir 39,5 % — 48 h) ir Pa padermes (43,5 % — 72 h), kai

kontroliniame méginyje Sio parametro vertés buvo, atitinkamai, 11,41 %; 1,77 % ir 10,8 %

mazesneés.
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3.5 pav. Lubiny baltyminiy medziagy emulsijos stabilumas, esant skirtingoms pH vertéms

Sarminant iskirtas baltymines medziagas iki pH 6 ir pH 8, buvo stebima tick PRB
padermés jtaka emulsijy stabilumui, tiek ir KF trukmés. Esant pH 6, po 24 h KF emulsijy
stabilumo vertés kito ribose nuo 45 % iki 47,5 %, po 48 h — nuo 38,8 % iki 42,8 % ir po 72 h jos
nustatytos vidutiniskai 8 % ir 18,4 % didesnés nei tiriamyjy fermentuoty méginiy ir 11,2 %
didesnés nei kontrolés (be fermentacijos). PRB padermés jtaka emulsijy stabilo didéjimui
stebima tik po 24 h fermentacijos (Pa) ir 48 h (Pp9). Didziausia pH jtaka emulsijos stabilumui
nustatyta, Sarminant baltymines lubiny medziagas iki pH 8 ir Sio veiksnio poveikis
efektyviausias buvo po 24 h ir 48 h KF, emulsijy stabilumo vertés $iais laikotarpiais buvo,
lyginant su pH 4,5 ir pH 6, vidutini$kai 22,6 %; 25,5 % ir 13,2 %; 17,64 % didesnés. Pastebéta,
kad po 72 h fermentacijos neaptikta skirtumy tarp méginiy, ruosty naudojant pH 6 ir pH 8. PRB
padermés jtaka esant pH 8 iSryskéjo (analogiSkai kaip ir pH 6 atveju) po 24 h ir 48 h trukusios
KF, taciau $iuo atveju didziausig emulsijy stabilumg rodé tiriamas meéginys, kurio KF naudota Pa

paderme.

Puty sudarymo pajégumas. Lubiny baltyminiy medziagy puty sudarymo pajégumas
pavaizduotas 3.6 pav.

I$ gauty rezultaty matyti, kad lubiny baltymy putojimo savybéms daugiausia jtakos turi pH.
Sarminant fermentacijos terpe (pH nuo 4,5 iki 8), puty susidarymo pajégumas didéjo, tatiau ne
vienodu intensyvumu. Kei¢iant pH nuo 4.5 iki 6, puty sudarymo pajégumas padidéjo vidutiniSkai
9 %, 0 pH kintant nuo nuo 6 iki 8 — §io parametro pokytis nustatytas 2 kartus didesnis ir sieké 17
%.

Pirmyjy 48 h metu fermentacija, nepriklausomai nuo naudotos PRB padermes, netur¢jo
neigiamos jtakos puty susidarymo pajégumui ir isliko tokiam paciam lygyje, kaip ir kontrolé (be
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fermentacijos). Taciau po 72 h fermentacijos, buvo stebimas Sio parametro veréiy mazéjimas ir $i
tendencija buvo fiksuojama prie jvairiy pH verciy (vidutiniskai 2,5 karty, t.y. esant pH 4,5 — 4
kartais; pH 6 — 2 kartais; pH 8 — 1,5 karty).
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3.6 pav. Lubiny baltyminiy medziagy puty sudarymo pajégumas, esant skirtingoms pH vertéms

Lyginant gautus rezultatus su pateiktais literattiroje, vykdyto eksperimento metu isrySkéjo
didesné pH jtaka emulsijy susidarymo pajégumui: kintant pH nuo 4,5 iki 8, emulsijos sudarymo
pajégumas didéjo nuo 40 % iki 53 %. Pagal literatiira, didéjant pH nuo 4 iki 8, emulsijos
sudarymo pajégumas Kito nuo 51 % iki 53,4 % [106]. Tiriant puty susidarymo pajéguma, kintant
pH Sarminés reakcijos link (nuo 4,5 iki 8), puty susidarymas taip pat didéjo (26 %).
Pasitvirtinantys teiginiai vyrauja ir literatiiroje, taciau $io parametro verciy pokytis priklausomai
nuo pH kitimo riby (4,5 — 8) buvo didesnis ir sudaré 37 % [106].

Toks rySys tarp pH poky¢iy Sarminant ir puty susidarymo didéjimo siejamas su galimu
skirtingu baltymy tirpumu. Pagal Kwon [120] puty susidarymo efektyvumui jtakos turi du
faktoriai: (1) baltymy tirpumas ir (i1) baltymy struktiiriniai pokyciai. Kai pH priartéja prie
baltymy izoelektrinio tasko, keiciasi sistemoje veikiancios elektrostatinés jégos ir jos biina
minimalios. Baltymai Siame taske yra ne tokie tirpus, jy molekulés linkusios maZiau iSsivynioti ir
tai turi jtakos pavirSiaus jtempimo padidéjimui. Tokiu biidu, maziau baltymy adsorbuojasi ant
puty burbuliuky pavirSiaus ir tai sglygoja puty susidarymo sumazéjima. IS kitos puses, pH
poslinkis Sarminés pusés link, salygoja elektrostatiniy jégy padidéjima, baltymy molekulés
linkusios sudaryti tarpusavyje stipresnius rySius ir tai turi jtakos geresniam baltymy puty
susidarymui [120].

Panasiai aiSkinamas ir emulsijos sudarymo pajégumo verciy didéjimas, Sarminant baltymy
tirpalus. Kai baltymo molekulés pH priartéja prie izoelektrinio tasko, molekuliy tirpumas

sumazéja dél auksciau apraSyty priezasCiy, tuo tarpu Sarminant baltymy tirpalus, hidrofobinés
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(lipofilinés) grupés yra nukreipiamos j baltymo molekulés jSoring puse, kurios lengviau prijungia

riebaly daleles, taip padidindamos emulsijos sudarymo pajégumo vertes [121].

3.1.2 Baltymy vir§kinamumo ir proteaziy inhibitoriy aktyvumai
Fermentacijos jtaka lubiny baltymy pasisavinamumui vertinta analizuojant baltymy in vitro
virSkinamumg ir proteaziy inhibitoriy aktyvuma (3.7 ir 3.8 paveikslai).
Baltymy in vitro vir§kinamumas lubiny baltyminiy medziagy méginiuose, apdorotuose
KF, nustatytas vidutiniskai 6,4 % didesnis nei kontroliniuose méginiuose, ruostuose be

fermentacijos ( 3.7 pav.).
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3.7 pav. KF jtaka lubiny baltyminiy medZiagy in vitro virskinamumui
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Baltymy virSkinamumui taip pat turéjo ijtakos ir fermentacijos trukmé: didéjant
fermentacijos trukmei baltymy virSkinamumas Kito ribose nuo 87,00 % iki 91,83 %, taciau
skirtingu prieaugio intensyvumu. Didziausias baltymy virSkinamumo padidéjimas (4 %)
nustatytas po 24 h KF. Tolesnés fermentacijos metu (po 48 ir 72 h) Sio parametro pokyciy vertés
buvo mazesnés ir sudaré¢, atitinkamai, 3,36 % ir 1,74 %, lyginant su 24 h ir 48 h fermentuotais
meéginiais.

Pastebéta, kad baltymy virSkinamumas priklauso ir nuo KF naudotos PRB padermés. Pa
paderme fermentuotuose méginiuose nustatytos visos fermentacijos metu (po 24 h, 48 ir 72 h)
didziausios baltymy virSkinamumo vertés, kurios sudaré, atitinkamai, 89,54 %, 90,8 % ir 92,98
%. Skirtingai nei su Pa paderme, Ls fermentuotuose méginiuose visais fermentavimo tarpsniais
aptiktos 6,6 %; 0,77 % ir 3,11 % mazesnés baltymy virSkinamumo vertés. Lubiny méginiuose,
fermentuotuose su Pp9 paderme, nustatytos baltymy virSkinamumo vertés uzémé tarping padétj

ir kito fermentacijos metu nuo 87,9 % iki 92,43 %.
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Tolesnio darbo etapo metu tirtas proteaziy inhibitoriy baltymuose aktyvumas.

Proteaziy inhibitoriy baltymuose aktyvumas vertintas, analizuojant proteaziy aktyvumo
poky¢ius sistemose su tiriamais lubiny baltymais. Gauti tyrimy rezultatai lyginti su proteaziy
aktyvumo tyrimais be inhibitoriy priedy.

Proteaziy inhibitoriy aktyvumas, pridéjus fermentuoty Ilubiny baltymy ] meéginj,

pavaizduotas 3.8 pav., kontrolé - nefermentuoti lubiny baltymai.
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3.8 pav. KF jtaka proteaziy inhibitoriy aktyvumui

IS gauty rezultaty matome, kad lubiny baltymai be KF apdorojimo daugiausiai slopino
proteazés aktyvuma (24,58 %) ir pasizyméjo didziausiu inhibitoriniu poveikiu. KF visais atvejais
slopino inhibitoriy aktyvuma, kuris sumazéjo vidutiniskai nuo 12,2 % iki 0,2 %. DidZiausias
fermentacijos efektas pastebétas po 48 h (5,48 %), kai tolesnés KF metu $io parametro vertés
reikSmingai nekito.

Paminétina, kad PRB padermé turi reikSminga jtaka proteaziy inhibitorinio aktyvumo
sumazéjimui. I$skirtiniu proteaziy inhibitoriy aktyvumo slopinimu pasizyméjo Ls padermé (0,2 —
0,8 %), kai kity PRB poveikis nustatytas mazesnis ir sudaré, atitinkamai, 9,67 % ir 9,75 %.

Gauti tyrimy rezultatai lyginami su kity tyréjy darbais, kuriuose tirti KF sglygose (45%
drégmé, Pa, Pp9 ir Ls PRB) sojy ir lubiny in vitro virSkinamumo didéjimo poky¢iai [87].
Didziausias lubiny baltymy virSkinamumas nustatytas, fermentuojant séklas su Pp9 , o
maziausias — su Pa paderme (uzfiksuotos 6 % mazesnés vertés, nei Pp9 ), kai Sio eksperimento
metu Pa PRB paderme fermentuoti baltymai pasiZyméjo didZiausiomis baltymy virSkinamumo
vertémis.

Siy autoriy darbe [87], po fermentacijos, lyginant su kontrole, bendras lubiny baltymy
virSkinamumas padidé¢jo 18,3 % o sojyu 15,9 %. Kontrolinio méginio (lubiny baltymy be

fermentacijos) vir§kinamumas uzfiksuotas 72,56 %.
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Sio eksperimento metu lubiny baltymy vir§kinamumas padidéjo vidutiniskai 8 — 9 %, 0
kontrol¢je (be fermentacijos) baltymy virSkinamumas nustatytas 10,45 % didesnis, nei autoriy
publikuotuose rezultatuose.

Virskinamumo padidéjimas, fermentacijos procesuose, aiskinamas tirpiyjy baltymy kiekio
padidéjimu, kurie yra lengviau pasisavinami Zmogaus skrandzio fermenty. Taip pat galimi
sudétingy baltymy struktiiry pokyciai, susij¢ su baltymy molekuliniy masiy mazéjimu ir
lengvesniu skrandzio fermenty pasisavinimu [122].

Literatiroje pateikti tyrimy rezultatai, gauti tiriant fermentacijos jtakg sory inhibiciniy
medziagy aktyvumo pokyciams. Po 24 h sory fermentacijos nustatytas tripsino inhibicinio
aktyvumo sumaz¢jimas (9 %) aiskinamas tuo, kad vykstant fermentacijai suskaidomos
inhibiciniu poveikiu pasizymincios baltyminés medziagos [123]. Tendencijos iSlieka ir Sio
eksperimento metu, kadangi uzfiksuotas fermentuoty lubiny inhibicinio aktyvumo Zymus

sumaz¢jimas.

3.2 Fermentiniy aktyvumy poky¢iai lubiny produktuose kietafazés
fermentacijos salygose
Siame skyriuje pateikti proteaziy, amilaziy ir ksilanaziy aktyvumy poky¢iai, nustatyti
lubiny produktuose KF salygose (3.9 pav.; 3.10 pav.; 3.1 lentel¢). Gauti rezultatai lyginti su

kontrole — lubiny viso daliy malimo séklomis be fermentinio apdorojimo.

3.2.1 Proteaziy aktyvumai
Lubiny séklose (be fermentacijos) proteazinis aktyvumas nustatytas 14,23 + 3 % PV/g. 1§
gauty rezultaty (3.9 pav.) matome, kad lubiny produkty KF metu proteaziniai aktyvumai visuose
méginiuose didéjo. Tiriamuose méginiuose, po 24 h KF, lyginant su kontrole, proteazinis
aktyvumas lubiny produktuose padidéjo vidutiniskai 1,78 karto, po 48 h KF — 2,4 karto, o po 72
h KF — 4,83 karto.
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3.9 pav. KF jtaka lubiny sékly preoteaziniams aktyvumams
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Vertinant atskiry PRB padermiy jtaka proteaziniy fermenty aktyvumui, uzfiksuota, kad Ls
paderme fermentuoti lubiny produktai pasizyméjo didZiausiomis §io parametro vertémis visuose
tirtuose KF etapuose. Ls paderme fermentuotuose lubinuose, lyginant su kitomis naudotomis
padarmémis (Pa ir Pp9), po 24 h fermentacijos proteazinis aktyvumas nustatytas vidutiniSkai
17,07 % ir 21,6 % didesnis, po 48 h KF — 21,47 % ir 13,16 %, 0 po 72 h KF — 19,2 % ir 20,91 %,
atitinkamai. Tarp kity Pa ir Pp9 PRB reikSmingy skirtumy tiriant proteazinius aktyvumus KF

metu nenustatyta.

3.2.2 Amilaziy aktyvumai
I$ pateikty rezultaty (3.10 pav.) matome, kad fermentacijos metu, lyginant su kontrole,
fiksuojamas a-amilaziy aktyvumy didéjimas, kuris po 24 h fermentacijos vidutiniskai sudaré
10,47 %, po 48 h — 15,22 %. Tolesnés fermentacijos metu (po 72 h) a-amilaziy aktyvumai nekito
ir prilygo po 48 h fermentacijos nustatytoms vertéms (560,8 AV/g).
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3.10 pav. KF jtaka lubiny s¢kly a-amilaziy aktyvumui

Vertinant atskiry PRB padermiy jtaka a-amilazés aktyvumui, didziausias padidéjimas po
24 h uzfiksuotas naudojant Pa paderme lubiny fermentacijai (17 %). Tolimesniame fermentacijos
tarpsnyje (po 48 h), Pa fermentuotose lubinuose a-amilaziy aktyvumai nepadidéjo. Tuo metu
reik§mingas fermentiniy aktyvumy padidéjimas (tarpsnyje nuo 24 h iki 48 h) fiksuotas Ls
fermentuotame produkte (12,03 %). Pp9 fermentuotuose lubinuose, tiek po 24 h, tiek ir po 48 h
fermentacijos, stebimas fermentiniy aktyvumy padidéjimas, lyginant su kontrole, atitinkamai 9,5
% ir 10,82 %. Taciau Sie pokyciai po 24 h ir 48 h, lyginant su Pa paderme, buvo mazesni ir
sudaré 5,62 % ir 4,7 %. Fermentuojant méginius iki 72 h, amilaziniy aktyvumy reik§mingo

padidéjimo nei su viena PRB nenustatyta.
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Tokiu budu, KF metu stebima PRB padermés jtaka a-amilaziy aktyvumams: Pa paderme
fermentuoty méginiy vidutiné a-amilazés aktyvumo verté uzfiksuota 569,6 AV/g, o Pp9 ir Ls

fermentuotuose méginiuose Sios vertés buvo vidutiniskai 3,44 % ir 4,81 % mazesnés.

3.2.3 Ksilanaziy aktyvumai
KF po 24 h sglygojo ksilanaziy aktyvumy padidéjimag (vidutiniskai 34,1 %), lyginant su
kontrole — lubiny viso daliy malimo séklomis be fermentacijos (7,25 KV/qg), ir $i tendencija buvo

stebima su visomis tirtomis PRB padermémis.

3.1 lentelé. Lubiny sékly ksilanazinis aktyvumas KF salygose

Fermento Pa* Pp9* Ls*

ksilanazés

aktuvumas, KV/g | o4h 48h | 72h | 24h | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h

K 13,17+ 12,00+ 8,01+
' 5 % 5 % 5 %

*nuo24 h iki 72 h pediococcus acidilactici 7 (PA), pediococcus pentosaceus 9 (PP9) ir lactobacillus sakei 6
(LS) bakterijomis fermentuotos lubiny séklos

1.Kietafazés fermentacijos jtaka lubiny sékly ksilanaziy aktyvumui

Tolesnés fermentacijos metu (48 h ir 72 h), lubiny produktuose jau nebuvo aptikta
ksilanaziniy aktyvumy.

Gauti proteaziy ir amilaziy aktyvumy rezultatai, rodantys, kad fermentiniai aktyvumai
didéja fermentacijos metu, sutampa su pateikta literatiiroje informacija. Proteazinis aktyvumas
fermentacijos metu (po 48 h) kito ribose nuo 75,6 (Pp9) — 90,2 AU/g (Ls), o proteolitiskai
aktyviausia PRB nustatyta Ls padermé. Taip pat a-amilazinis aktyvumas kito - nuo 106.5 AU/g
iki 552.0 AU/g ir sie poky¢iai priklausé nuo PRB padermés [18]. Vykdyto eksperimento metu
tendencijos islieka tokios pacios, nes tiek amilazinis, tiek ir protezinis aktyvumas fermentuotuose
lubiny produktuose didé¢jo.

Gauti tyrimy rezultatai duoda vertinga informacija apie galimybe gerinti kvietiniy kepiniy
su fermentuotais lubiny priedais kokybeg. Reikia atkreipti démesj, kad adidintos amilazinio
aktyvumo vertés gali salygoti krakmolo hidroliz¢ ir padidintg dekstriny susidarymg. Didesni
proteaziy aktyvumai gali padidinti tirpiyjy baltymy susidaryma ir taip pat turéti neigiamos jtakos
teSlos reologinéms savybéms. Pastebéta, kad tirtos PRB pasizymi skirtingu fermentiniu
aktyvumu: Pa padermé pasizyméjo didziausiu amilaziniu ir ksilanaziniu aktyvumu, o Ls —
proteaziniu. Tokiu biidu, kvietiniy kepiniy gamybai reikéty atrinkti PRB padermes priklausomai
nuo kvietiniy milty kepimo savybiy [124]. Kvietiniams miltams, pasizymintiems auk$tomis
kritimo skaiCiaus vertémis (300 s ir daugiau), reikty parinkti lubiny fermentuoty produkty
gamybai PRB, pasizymincias didesniu amilaziniu aktyvumu. PRB padermes, kurios pasizymi
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didesniu proteaziniu aktyvumu, tikslinga bty naudoti ruoSiant kvietinius kepinius i§ milty su
dideliu baltymy kiekiu ir stipriu glitimu [125].

Nurodyty technologiniy problemy sprendimui, prasminga biity iSbandyti ultragarsinj
apdorojima, jvertinant jo galimg poveikj fermentaciniams procesams, pradedant nuo Zaliavos

apdorojimo.

3.3 Ultragarsinio poveikio jtaka lubiny sékly sudéciai ir technologinéms
savybéms Kietafazés fermentacijos salygose
Tiriant ultragarsinio poveikio panaudojimo galimybes KF procesuose, eksperimentas
vykdytas keliais etapais: (i) jvertinant ultragarsinio apdorojimo jtaka mikrobiologiniam terpés
uzterStumui; (ii) baltyminiy medziagy pokyc¢iams; (iii) fermentiniams aktyvumams.
Tokiu biidu, Siame darbo etape pagrindinis démesys buvo skirtas ultragarso panaudojimui
kombinacijoje su fermentaciniais procesais. Ypatingas démesys skirtas optimalios ultragarsinio

poveikio trukmés parinkimui.

3.3.1 Ultragarsinio apdorojimo jtaka lubiny mikrobiologinés tar§os maZinimui

Fermentacijos terpéje pasaliné mikroflora turi labai svarbig jtaka KF procesui ir gali
iSkreipti fermentacijos procesa. Tai gali buti susij¢ su nepageidaujamy metabolity susidarymu,
kai pagrindines kultiiras uzvaldo nepageidaujami mikroorganizmai. Siame etape pagrindinis
démesys skirtas ultragarsinio poveikio jvertinimui bendram mikroorganizmy skaiciui (BMS)
lubiny s¢klose

BMS tyrimy rezultatai lubiny produktuose, paveiktuose ultragarsiniu poveikiu skirtingg
trukme (20, 40, 60 ir 80 min) pateikti 3.11 paveiksle.
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BMS KSV/ 1g produkto

3.11 pav. Ultragarsinio poveikio trukmés jtaka lubiny sé¢kly BMS

Kontroliniame lubiny méginyje BMS nustatytas 460000 KSV/1 g produkto. Ultragarso
poveikis mazino bendrg mikroorganizmy skai¢iy (BMS) ir Sis efektas didéjo, ilgéjant
ultragarsinio apdorojimo trukmei. Po 20 min trukusio lubiniy apdorojimo ultragarsu, BMS
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lubiny milty séklose nustatytas 40 % mazesnis nei kontroléje, po 40 min — 61 %. Didziausias
BMS sumazéjimas (lyginant su kontrole — be apdorojimo) fiksuotas, apdorojant lubinus 60 min
ultragarsu (5,5 karty) ir nepakito, iSlickant maziausioms BMS vertéms ir po 80 min trukusio
ultragarsinio apdorojimo (8,1x10* KSV/1 g).

Atlikti tyrimai rodo reikSmingag ultragarsinio poveikio jtakg fermentacijos terpés
mikrobiologinés tar§os mazinimui, tuo uztikrinant stabilig fermentacijos proceso eiga. Tyrimai
rodo, kad svarbu parinkti optimalig ultragarsinio apdorojimo trukme, kuri salygoty didziausia
BMS sumaz¢jima. Sio eksperimento metu, didziausias BMS sumazéjimas pasiektas naudojant 60
min trukusj ultragarsinj poveikj. Tolesnio darbo etapuose tokia laiko trukme buvo veikiami visi
KF ruoSiami lubiny méginiai.

Literatiroje teigiama, kad aukSto daznio bangos (>24kHz) geba naikinti jvairius
mikroorganizmus, jskaitant ir patogenines bakterijas. Sis reiskinys aiskinamas ultragarso efektu
naikinti pasaling mikroflorg [126].

Atlikty ultragarsiniy bandymy, siekiant i§valyti nuotekas [127], tyrimy rezultatai jrodé¢, kad
Siuo poveikiu galima sunaikinti gramteigiamas bakterijas (pvz., Clostridium perfringens). Kiti
tyrimai patvirtina, kad veikiant ultragarsu, galima sunaikinti ir gramneigiamas bakterijas (pvz.,
Escherichia coli) [128]. Jrodyta, kad gramneigiamos bakterijos yra jautresnés ultragarso
poveikiui, nes jy membranos yra plonesnés (maziau peptidoglikano) ir jos lengviau
pazeidziamos ultragarso bangy [99].

Gauti rezultatai leidzia manyti, kad ultragaro bangos yra perspektyvus metodas, siekiant

sunaikinti patogenines bakterijas ir maistinése sistemose.

3.3.2 Bendro baltymy kiekio ir tirpigjuy baltymy analizé

Kadangi lubiny produktai priskiriami baltymingai augalinei Zaliavai ir su baltymais
siecjama tiek maistiné¢ produkto verté, tiek ir technologinés savybés, Siame etape buvo vertinta
ultragarsinio poveikio jtaka Zaliavos (be KF) baltyminiy medziagy pokyc¢iams (3.12 pav.) ir
paveiktiems KF (3.13 pav. ir 3.14 pav.), palaikant pastovias apdorojimo ultragarsu salygas (60
min, 37 kHz, 18-20 °C temp.).

I$ gauty rezultaty (3.12 pav.) matyti, kad lubiny séklas, paveikus 15 min ultragarsu, tirpiyjy
baltymy kiekis padidéjo nuo 18,34 % iki 20,7 % s.m. (11,4 %). llgéjant ultragarsinio poveikio
trukmei (> 30 min), tirpiyjy baltymy kiekis reik§mingai nekito.
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3.12 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka lubiny sékly bendram ir tirpiyjy baltymy kiekiui

Tiriant ultragarsinio apdorojimo jtaka bendram baltymy kiekiui jvairiai apdorotuose
lubinuose (kontroléje ir su KF), nustatytos kitos tendencijos (3.12 pav.). Pirmyjy 15 min
apdorojimo metu stebima bendrojo baltymy kiekio lubinuose (be fermentacijos) mazéjimo
tendencija (~3 %), taciau tolesnio apdorojimo metu $io parametro vertés reik§mingai nekito.

Veikiant lubinus ultragarsu pries fermentacija (ULT+KF méginiai) ir po fermentacijos
(KF+ULT méginiai), bendras baltymy kiekis lubinuose maz¢jo, kaip ir vykdant, vien tik KF (be
ultragarsinio poveikio), taciau skirtingu intensyvumu (3.13 pav.). Daugiausiai bendras baltymy
kiekis sumazéjo sistemose (~6,9 %), paveiktose ultragarsu po fermentacijos (KF+ULT
méginiai). Veikiant lubiny produktus ultragarsu pries fermentacija (ULT+KF méginiai),
nustatytas bendro baltymy kiekio sumazéjimas buvo analogiskas Sio parametro poky¢iui, gautam

be ultragarsinio apdorojimo (tik naudojant KF po 72 h).
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Ultragarsinio poveikio jtaka lubiny tirpiyjy baltymy poky¢iui KF salygose pavaizduoti
3.14 paveiksle.

Tirpiyjy baltymy pokytis ultragarsinio poveikio jtakoje nustatytas prieSingas nei bendro
baltymy kiekio kitimui, t.y. mazéjant bendram baltymy kiekiui, tirpiyjy baltymy kiekiai didéja.
Tirpiyjy baltymy kiekio padidéjimas (14,49 %) fiksuotas didesnis, veikiant ultragarsu Zaliavinius
lubinus (be fermentacijos). Ultragarso poveikis KF metu tirpiyjy baltymy padidéjimui (6 %)
méginiuose (ULT+KF), apdorotuose prie§ fermentacijg ultragarsu, lyginant su kontrole —
zaliaviniais lubinais be KF, isrySkéjo tik galinés fermentacijos stadijos metu (po 72 h). Esant
trumpesnei fermentacijos trukmei (24 h ir 48 h), reikSmingo tirpiyjy baltymy kiekio padidéjimo,
veikiant ultragarsu lubinus prie§ KF, nenustatyta. Visais KF etapais reik§mingesnis ultragarso
poveikis tirpiyjy baltymy padidéjimui (vidutiniskai 13,27 %) iSrySkéjo méginiuose, apdorotuose
ultragarsu po KF (KF+ULT méginiai), ir jos prilygo tirpiyjy baltymy kiekio padidéjimui,
nustatytam zaliavinius lubinus paveikus ultragarsu. Pazymétina, kad maksimalios tirpiyjy

baltymy vertés, pasiektos Siuose méginiuose jau 48 h KF, tolesnés fermentacijos metu nekito.
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3.14 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka lubiny sékly tirpiyjy baltymy poky¢iams KF salygose

Gauti tyrimy rezultatai sutampa su kity tyréjy literatiiroje paskelbtais duomenimis, kad
veikiant ultragarsu (40 kHz, 15 min) iSraigy baltymus taip pat fiksuojamas tirpiyjy baltymy
kiekio didéjimas, kuris sudaré 18,2 % [129].
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Be to, paskelbti tyrimy rezultatai, gauti veikiant ultragarsu (40 kHz, 30 min) sojy baltymy
izoliatus. Siuo atveju taip pat konstatuotas tirpiyjy baltymy padidéjimas, kuris sudaré
vidutiniskai nuo 64,3 iki 78 % [89]. Veikiant ultragarsu tiek zaliavinius lubinus pries
fermentacijg, tieck ir jvairiuose fermentacijos tarpsniuose, nustatyti mazesni tirpiyjy baltymy
Kiekio padidéjimai nei skelbiami publikacijose. Tai galima paaiSkinti Siame eksperimente
naudotu mazesniu ultragarsinés jrangos dazniu (37 kHz). Be to, jtakos galéjo turéti ir zaliavos
savitumai.

Ultragarso geba didinti baltymy tirpuma aiSkinama tuo, kad ultragarso metu susidaro
kavitaciniai oro burbuliukai (oro ertmés), kurios ultragarsu paveiktoje sistemoje sukuria slégj ir
Slyties jega. Sis faktorius skatina baltymy hidrolize, o susidariusios hidrofilinés aminorigstys
orientuojasi vandens molekuliy link skatindamos baltymy tirpumg [130]. Kiti autoriai padidéjusj
baltymy tirpuma, apdorojant juos ultragarsu, aiskina tuo, kad kavitacijos metu baltymy
molekulése padid¢ja laisvyjy sulfhidriliniy grupiy, taip sumazindamos hidrofobines baltymo
savybes [131]. IS gauty tyrimy rezultaty matyti, kad ultragarso poveikis turi jtakos

fermentaciniam procesui ir fermenty aktyvumui.

3.3.3 Ultragarsinio poveikio jtaka fermentiniams aktyvumams lubiny produktuose
kietafazés fermentacijos salygose
Ultragarso poveikis fermenty aktyvumui vertintas pagal proteaziy, amilaziy ir ksilanaziy
aktyvumus Zzaliaviniuose lubinuose (kontrolé) ir lubiny produktuose KF sglygose. KF atveju
lubiniy produktai buvo veikiami prie§ fermentacijg (ULT+KF) ir méginiai (KF+ULT) po atskiry
fermentacijos stadijy (24 h, 48 h ir 72 h).

3.3.3.1 Proteaziy aktyvumai
Ultragarsu paveikty lubiny sékly proteazinio aktyvumo KF salygose tyrimy rezultatai
pateikti 3.15 paveiksle. Zaliaviniy lubiny séklose be ultragarsinio poveikio — proteazinis
aktyvumas nustatytas 14,23 % PV/g. Paveikus juos 60 min ultragarsu (37 kHz), $io parametro

verté sumazéjo beveik 2 kartus (7,84 PV/g), lyginant su nepaveiktu ultragarsu lubiny méginiu.
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3.15 pav Lubiny s¢kly proteazinis aktyvumas paveikus jas ultragarsiniu poveikiu KF salygose

Be to, iSrySkéjo ultragarso inhibicinis poveikis proteazéms ir KF metu, paveikiant juo
fermentuotus lubiny méginius (KF+ULT). Po 24 h trukusios KF+ULT méginiy fermentacijos,
proteazinis aktyvumas sumazéjo, lyginant su fermentuotais ir nepaveiktais ultragarso méginiais
(KF), vidutinikai 4 kartus, po 48 h fermentacijos — 3,3 karto, 0 po 72 h — 3,7 karto.

Ultragarsu poveikty lubiny produktuose prie§ KF (ULT+KF méginai) proteaziy aktyvumas
buvo vidutini$kai 3 kartus didesnis nei veikiant ultragarsu fermentuotus lubinus (KF+ULT),
taCiau fiksuotas maZesnis nei naudojant vien tik KF lubiny produkty ruoSimui. Pastaroji
tendencija iSry$kéjo visais fermentacijos proceso tarpsniais: po 24 h fermentacijos proteaziy

aktyvumo sumaz¢jimas nustatytas — 10,28 %; po 48 h — 13,94 %; po 72 h — 5,56 %.

3.3.3.2 Amilaziy aktyvumai
Amilaziy aktyvumai tirti méginiuose, ruoStuose salygose, kurios taikytos vertinant

proteaziy aktyvuma (3.16 pav.)

53



saq =60 2723 z4z3 S6TAd a7y
5478

R A A .

320
280
260
230
200

mwm

L]
=
=
]
k=

be

]

i

v-aikeois aldyrnnes, AV
&
=

o .

24 48
ULT+KF EF+ULT

farmentacijos Lailoms b

2+ PA* CIPPO I:ILS‘[::{ULT+PA" QULT+PPS @ ULT+LS

KF

m Miltai m Miltai#=e0min ULT PALULT* OPP9+ULT mLS+ULT

3.16 pav. Lubiny sékly a-amilazinis aktyvumas paveikus jas ultragarsiniu poveikiu KF salygose

Ultragarsinis apdorojimas pries KF (ULT+KF) turéjo didesng jtaka a-amilaziy aktyvumy
sumazéjimui nei veikiant ultragarsu fermentuotus lubiny produktus. Paveikus ultragarsu lubinus
pries KF, a-amilaziy aktyvumas sumazéjo, lyginant su zaliaviniais lubinais, vidutiniskai 34,85
%. Tuo tarpu, ultragarsu veikiant lubiny produktus po KF, $is sumazéjimas buvo mazesnis nei
ultragarsu apdorojant Zzaliavinius lubinus prie§ fermentacijg ir sudaré 27,71 %. Lyginant
fermentuotus méginius (KF) su ultragarsu paveiktais méginiais (ULT+KF; KF+ULT), amilazinis

aktyvumas sumaz¢jo vidutiniskai 1,75 ir 1,56 karto.

3.3.3.3 Ksilanaziy aktyvumai
Papildomai tirti ksilanaziy aktyvumai lubiny produktuose tiek zaliaviniuose, tiek ir
méginiuvose, fermentuotose KF salygose (3.2 lentele). Nustatyta, kad zaliaviniuose lubinuose
ksilanaziy aktyvumas sudaré 7,25 KV/g, o paveikus juos 60 min ultragarsu (37 kHz) §i verté
sumazgéjo iki 3,11 KV/g.
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3.2 lentelé. Lubiny sékly ksilanazinis aktyvumas paveikus jas ultragarsiniu poveikiu KF salygose

Fermento Pa* Pp9 Ls
ksilanazés
aktuvumas, KV/9 | 24h | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h | 24h | 48h | 72h
13,169 12,0+ 8,01 =
1.KF* - - ; - - ;
+59% 5% 5%
2,01+ 283+
2.ULT +KF - - - - - - -
3% 3 %-
3KF+ULT 3 ; ; 3 : 3 : ; ;

*nuo24 h iki 72 h pediococcus acidilactici 7 (PA), pediococcus pentosaceus 9 (PP9) ir lactobacillus sakei 6
(LS) bakterijomis fermentuotos lubiny séklos

1.Kietafazés fermentacijos jtaka lubiny sékly ksilanazés aktyvumui

2. Ultragarsinio poveikio jtaka ksilanazés aktyvumui prie§ lubiny sékly fermentacija.

3. Ultragarsinio poveikio jtaka ksilanazés aktyvumui po lubiny sékly fermentacijos.

Nustatyta, kad ultragarsinis poveikis ksilanaziy aktyvumg Zaliaviniuose lubinuose
sumazino 2,33 karto. DidZiausias inaktyvuojantis poveikis ksilanaziy aktyvumams isryskéjo KF
procesy metu ir priklausé nuo technologinés stadijos, kurioje buvo veikiama ultragarsu.
Meéginiuose, veiktuose ultragarsu prie§ KF, dar buvo fiksuojami nezymis ksilanaziy aktyvumai
po 24 h fermentacijos (~2,87 KV/g). Tuo tarpu méginiuose, veiktuose ultragarsu po KEF,
ksilanaziy aktyvumy nebuvo aptikta.

Tyrimai rodo, kad ultragarsas turi reik§minga poveikj fermentiniams aktyvumams lubiny
produktuose. Vienais atvejais ultragarsinis poveikis mazino fermenty aktyvuma, o kitais atvejais
neturéjo jam jtakos. Fermenty aktyvumo mazéjimas paveikus ultragarsu daugiausiai buvo
fiksuojamas zaliaviniuose lubinuose. KF salygose apdorojamuose lubiny produktuose, ultragarso
poveikis fermentiniams aktyvumams priklaus¢ nuo technologinés stadijos, kurioje ultragarsas
buvo taikomas. DidZiausias ultragarso inhibicinis poveikis fermentams (proteazéms ir
ksilanazéms) pasireiské ultragarsu paveikus fermentuotus lubinus (po KF). Tiriant amilaziy
aktyvumus, ultragarso inhibicinis poveikis nustatytas tiek veikiant zaliavinius lubinus pries
fermentacija, tiek ir méginiuose po fermentacijos.

Literatiroje analogiski ar panas$ts tyrimy rezultatai, kad ultragarsas geba inaktyvuoti
fermentus ir slopinti jy aktyvuma lubiny fermentacijos metu, néra publikuoti. Taciau paskelbta,
kad tokie fermentai, kaip vaisiy peroksidazés, lipoksigenazés ar pieno laktoperoksidazés
inaktyvuojamos paveikus $iuos fermentus ultragarsu [100]. Ultragarso inhibicinis poveikis
fermentams siejamas su jo fiziniu (kavitaciniu ir mechaniniu) poveikiu ir vykstanc¢iais cheminiais
pokyciais, kuriy metu susidaro laisvieji radikalai, skatinantys fermenty oksidacijg ir

inaktyvavimg [100]. Toks ultragarso poveikis patrauklus duonos pramong¢je, kepiniy ruosimui
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naudojant miltus, turinCius didesnius fermentinius aktyvumus. Tai ypa¢ lie¢ia padidintg

amilazinj aktyvuma, kuris turi biiti optimalus geros kokybés kepiniy ruoSimui.

3.3.4 Ultragarsinio poveikio jtaka baltyminéms medZiagoms kietafazés fermentacijos
salygose
Ankstesniuose 3.3 skyriuose gauti tyrimy rezultatai jrodo, kad ultragarsas turi jtakos
augalinés Zaliavos mikrobiologinés tarSos mazinimui, lubiny cheminei sudéciai, jskaitant ir
fermentinio aktyvumo pokycius. Kadangi lubiny séklos priskiriamos baltymingiems augalams,
darbe vykdytas papildomas eksperimentas, tiriant ultragarso poveikj (ULT) baltyminéms
medziagoms, galinCioms turéti jtakos tiek augalinés Zaliavos maistinei vertei, tiek ir jos
technologinéms savybéms. Tam tikslui lubiny viso daliy malimo séklos pries KF buvo paveiktos
ultragarsu, naudojant sglygas, apraSytas 2.2 skyriuje, po to atliktas baltymy iSskyrimas ir

kompleksiné analizé.

3.3.4.1 Baltyminiy medzZiagy frakcijuy sudétis
Tiriant ULT apdorojimo jtaka KF salygose Ilubiny baltyminiy medziagy frakcijy
pokyciams, vertintos albuminy ir gliuteliny (konglutiny) frakcijos, naudojant SDS — PAGE
elektroforezés metodg ( 3.17 pav.).
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3.17 pav. Ultragarso poveikis lubiny milty baltyminiy medziagy poky¢iams KF sglygose, vertintiems
elektroforezés metodu naudojant 6 % poliakrilamido gelj
*0 — baltymo standartas SIGMA colorburst ,,Electrophoresis marker”; ULT — ultragarso poveikis lubiny
baltyminéms medZziagoms be fermantacijos; *; nuo24 h iki 72 h P. acidilactici 7 (Pa), P. pentosaceus 9 (Pp9) ir I.

sakei 6 (Ls) bakterijomis fermentuotos lubiny séklos ir i$ jy iskirtos baltyminés medZziagos.

Vertinant ultragarso poveikj zaliaviniy lubiny baltyminéms medziagoms (be KF),
kokybiniy baltymy skirtumy, pateikty kaip ir 3.1 skyriuje, nepastebéta. ReikSmingi pokyciai
baltyminése lubiny medziagose iSryskéjo naudojant ultragarsa kombinacijoje su KF, susidarant
daugiau skirtingos molekulinés maseés baltyminiy medziagy. Paveiktuose ULT lubiny séklose
fiksuotas baltymas, kurio molekuliné masé nustatyta 95 kDa, tuo tarpu fermentuotuose lubiny

baltymuose $is baltymas neuzfiksuotas. Fermentuotuose baltymuose (3.17 pav.), iSryskéjo
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baltyminés medziagos, kuriy molekulinés masés buvo mazesnés ir kito ribose nuo 35 kDa iki 55
kDa. Be to, aptikta baltyminiy medZiagy su maZiau rySkiomis zonomis, kuriy molekulinés maseés
kito nuo 25-10 kDa iki 60 -70 kDa.

Baltyminiy medziagy pokyc¢iams jtakos tur¢jo ir KF trukmé: po 24 h KF fiksuoti didesnés
molekulinés masés baltyminés medziagos (65 — 70 kDa), kai tolesnés fermentacijos eigoje (po
48 h) didéjo mazesnés molekulinés masés medziagos (25 — 35 kDa).

IS gauty rezultaty matyti, kad ultragarsu apdorojant lubiny séklas pries KF, jos geriau
fermentuojasi. Tam gali bati kelios priezastys, viena i§ kuriy gali biiti siejama su augalinés
zaliavos mikrobinés tarSos sumazé¢jimu ir kita — su PRB kultivavimo salygy pageréjimu,
atsiradus fermentacijos terpéje daugiau prieinamy baltyminiy medziagy. Analogiskos tendencijos
gautos vertinant KF poveikj lubiny baltyminiy medziagy pokyciams [118, 119].

Literatiiroje tyrimy, kurie vertinty ultragarso poveiki lubiny baltymy frakcijy pokyc¢iams
KF salygose, nebuvo aptikta, taciau yra apraSyti tyrimy rezultatai su sojy baltymy izoliatais
paveikiant juos 15 — 30 min 20 kHz daZnio ultragarsu. Sio bandymo metu ultragarsinis poveikis
neturéjo jtakos sojy baltymy izoliaty frakcijy (glicinino (11S) ir konglicinino (7S)) molekulinéms

maséms, nepakeisdamos baltymo sudéties ir stukttiros [131].

3.3.4.2 Baltyminiy medZiagy funkcinés savybés
Siame skyriuje pateikti tyrimy rezultatai, gauti vertinant ULT jtaka lubiny milty baltyminiy
medziagy, funkcinéms savybéms: emulgavimo (emulsijos pajégumui ir jy stabilumui) ir puty
sudarymo pajégumui. Kontrole naudoti lubiny baltymai, i$skirti i§ paveikty ultragarsu (60 min)
milty (be fermentacijos).
Emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas, priklausomai nuo ULT poveikio esant

skirtingiems terpés pH, pateiktas 3.18 ir 3.19 paveiksluose.
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3.18 pav. Lubiny baltyminiy medZiagy emulsijos sudarymo pajégumas, esant skirtingoms pH vertéms
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IS gauty rezultaty matyti, kad ULT turéjo savitg poveikj lubiny baltymy funkcinéms
savybéms (tiek emulsijy savybéms, tiek ir puty susidarymo pajégumui) ir tai iSryskeéjo prie
skirtingy pH verciy.

Vertinant ULT jtaka i$skirty emulsijy susidarymo pajégumui, nustatyta, kad didziausios Sio
parametro vertés aptiktos méginiuose (be fermentacijos), esant pH vertéms 4,5 (50,0 %) ir pH
8,0 (52,0 %).

Meéginiuose, ruostuose kombinuojant ULT su KF, pastebéta, kad ultragarsas mazino pH
teigiamo poveikio jtakg Siy parametro verciy did¢jimui: emulsijos susidarymo pajégumas, esant
pH 4,5 nustatytas 47,2 %, o prie pH 8,0 — 50,0 %. Tokiu buidu, nustatytas $io parametro verciy
prieaugis sudar¢ 5,6 %, t.y. zenkliai mazesnis nei sistemose, tirtose be ultragarsinio apdorojimo.
Kaip rodo ir 3.1.1 skyriuje pateikti rezultatai (3.4 pav.), gauti vertinant KF jtakg emulsijy
susidarymo pajégumui (be ULT apdorojimo), did¢jant pH vertéms link Sarminés terpés verciy
(pH 8), emulsijy susidarymo pajégumas did¢jo vidutiniSkai nuo 39,7 % (pH 4,5) iki 50,3 % (pH
8) ir Sio parametro ver¢iy padidéjimas sudaré 21,07 %. Tai leidzia manyti, kad ULT poveikis
emulsijy susidarymo pajégumui yra teigiamas ir maziau priklauso nuo terpés pH.

Vertinant lubiny baltymy emulsijy stabilumg, buvo stebimas panasus ULT poveikis Sio

parametro reikSmeéms, esant skirtingoms terpés pH vertéms.
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3.19 pav. Lubiny baltyminiy medziagy emulsijos stabilumas, esant skirtingoms pH vertéms

Meéginiuose, paveiktuose tik ULT, fiksuotos didesnés emulsijos stabilumo vertés nei
méginiuose, papildomai apdorotuose KF sglygose (ULT ir KF) ir §i tendencija buvo stebima prie
visy terpés pH verciy.

Naudojant ultragrasinj apdorojima kombinacijoje su KF, pH 4,5, 6,0, 8,0 jtaka emulsijy
stabilumui buvo vidutiniskai 0,5 %; 6,3 % ir 9,4 % mazesné nei taikant vien tik KF (3.5 pav.
3.1.1 skyriuje).
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Puty sudarymo pajégumas esant skirtingiems terpés pH pateiktas 3.20 paveiksle.
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3.20 pav. Lubiny baltyminiy medziagy puty sudarymo pajégumas, esant skirtingoms pH vertéms

Vertinant puty sudarymo pajégumag ULT paveiktuose méginiuose (be KF) pastebéta, kad
puty susidarymas prie pH 4,5, 6 ir 8 buvo vidutiniskai 37 %, 38,3 % ir 14,9 % didesnis, nei
analizuojant sistemas, kuriose ULT naudotas kartu su KF. Méginiuose, ruostuose naudojant ULT
kombinacijoje su KF, puty susidarymo pajégumo sumazéjimui reikSmingg jtaka turéjo ultragarso
poveikis (vidutiniskai 30,0 %). Puty susidarymo pajégumas priklausé nuo terpés pH, kuriam
kintant Sarminés reakcijos link, tirto parametro vertés didéjo (esant pH 6 — padidéjimas sudaro
10,8 %; pH 8 — 22,5 %). Pastebéta, kad KF trukmé maZzina puty stabilumg ir tai ypac iSryskeja
tesiant fermentacijg ilgiau nei 48 h.

Literaturoje pateikiama informacija, apie ultragarso jtakg baltymy funkcinéms savybéms —
putojimo [129, 89] ir emulgavimo [89], jrodant, kad ultragarso poveikis gerina baltyminiy
medziagy funkcines savybes.

Ultragarso poveikis turéjo teigiamos jtakos iSrigy baltymy puty sudarymo pajégumui ir
priklaus¢ nuo dazninés charakteristikos ir apdorojimo trukmés. Naudojant 20 kHz daznio, 15
min trukusj ultragarsinj poveikj puty susidarymo pajégumas sudaré 132+1,3 %, tuo tarpu
padidinus daznj iki 40 kHz (apdorojimo trukmé 15- 30 min) Sios parametro vertés padidéjo iki
235+1,4 %. Tuo tarpu, puty stabilumas didéjo vykdant ultragarsinj apdorojima nuo 68,3 min iki
98,4 min [129].

Ivertinta ir ultragarso jtaka sojy baltymy funkcinéms savybéms. Paveikus sojy baltymy
izoliatg 20 kHz ultragarsu 30 min, puty sudarymo pajégumas padidéjo nuo 95+1 % iki 104+1 %,
kitais atvejais, keiCiant daznj bei trukme¢ puty sudarymo pajégumas nedidéjo. Tuo tarpu
ultragarsinis apdorojimas zenkliai pagerino emulgavimo savybes, nustatytas kontroliniame

méginyje 121+1,3 m?/g ir po ULT apdorojimo — 212 — 277+1,2 m?/g [89].
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Padidé¢jusios sojos baltymy emulsijos sudarymo pajégumo vertés aiSkinamos tuo, kad
ultragarso metu vykstant kavitacijai sumazéja vandens ir aliejaus laSeliy dydziai, jvyksta sojy 7S
ir 118 baltyminiy frakcijy daliné denaturacija ir jy iSsiskleidimas, ko pasekoje pageré¢ja sgveika ir
adsorbcija tarp vandens/aliejaus daleliy [132].

[Saugusios baltyminiy medziagy puty sudarymo pajégumo vertés, paveikus jas ultragarsu,
aiSkinamos tuo, kad veikiant ultragarsu skatinamas homogenizacijos procesas, kurio metu
baltymy, riebaly dalelés ir hidrofobinés/hidrofilinés baltymy aminoriigStys yra paskirstomos

tolygiai visame tiriamajame méginyje [133].

3.3.4.3 Baltymy virSkinamumo ir proteaziy inhibitoriy aktyvumai

Sio eksperimento tikslas — jvertinti ULT (37 kHz, trukmé — 60 min) ir kombinacijoje su KF
jitakg lubiny baltymy virSkinamumui ir proteaziy inhibitoriy aktyvumo pokyc¢iams (atitinkamai,
3.21 pav. ir 3.22 pav.). Kaip kontrolé¢ laikytos lubiny baltyminés medziagos (baltymai+ULT)
paveiktos 60 min ultragarsu be fermentacijos.

Ultragarsinio poveikio jtaka baltymy in vitro vir§Skinamumui. I§ gauty rezultaty matyti,
kad didziausig jtakg baltymy virSkinamumui turi tik KF. Méginiuose, paveiktuose vien tik ULT,
baltymy virskinamumo rodiklis nustatytas 83,57 %. Tai patvirtina, kad ultragarsas neturi jtakos
Siam parametrui ( lyginant su 3.1.2 skyriuje 3.7 pav. gautais rezultatais).

Vertinant ULT jtakg KF salygose, taip pat nebuvo pastebéta ULT poveikio jtaka baltymy
in vitro virskinamumui (3.7 pav., 3.1.2 skyriuje). Sio eksperimento metu isryskéjo KF teigiamas
poveikis baltymy in vitro virSkinamumui. Ilgéjant fermentacijos trukmei nuo 24 h iki 72 h sio

parametro vertés padidéjo atitinkamai nuo 88,18 % iki 92,9 %
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3.21 pav. ULT ir KF jtaka lubiny baltyminiy medziagy in vitro virskinamumui

Proteaziy inhibitoriy baltymuose aktyvumui ULT poveikis neturéjo jtakos. Vertinant
vien tik KF jtakg proteaziy inhibitoriy aktyvumui, nustatyta, kad visais tirtais fermentacijos

tarpsniais Si verté mazéjo (po 24 h — 3,23 Kartais; 48 h — 4,0 kartais ir 72 h — 3,7 kartais), kai
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ULT+KF méginiuose Sios vertés buvo atitinkamai 4,4; 3,84 ir 4,38 kartais mazesnés, todél
ultragarso poveikis inhibitoriy aktyvumui neturéjo jtakos, tiriant tiek vieno ultragarso poveik],
tiek ir kombinacijoje su KF.

Tokiu biidu, norint padidinti baltymy virSkinamumg ir sumazinti juose esanciy inhibitoriy

poveikj, tikslinga vystyti PRB fermentuoty lubiny produktus.
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3.22 pav. ULT ir KF jtaka lubiny baltyminiy medziagy proteaziy inhibitoriy aktyvumui
Literatiiroje analogiSki ar panaStis bandymai, kurie jvertinty ULT jtaka baltymy

virSkinamumui ir proteaziy inhibitoriy aktyvumui KF salygose, nebuvo atlikti, todél gautus

rezultatus palyginti su kity autoriy publikacijomis nebuvo galimybiy.
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Isvados

1) Parinkta ultragarsinio poveikio trukmé (60 min, 37 kHz) siauralapiy lubiny (L.
angustifolius) sékly apdorojimui, leidusi pasiekti didZiausig antimikrobinj poveikj: sumazinti
séklose bendrg mikroorganizmy skaiciy 5,5 karto (nuo 460000 KSV/1 g iki 83000 KSV/1 g).

2) Ultragarsinis poveikis atskirai ir kombinacijoje su KF didino maistiniy lubiny (L.
angustifolius) séklose tirpiyjy baltymy kiekj (atitinkamai, 11,4 ir 13,12 %), o bendras baltymy
kiekis sumazéjo (3 % ir 6,9 %).

3) Ultragarsinis apdorojimas lubiny séklose daugiau nei dvigubai sumazino proteaziy
aktyvumg ir mazesniu laipsniu amilaziy aktyvuma (nuo 35,5 % iki 50 %), tuo tarpu kietafazés
fermentacijos metu visais atvejais buvo stebimas proteaziy ir amilaziy aktyvumo padidéjimas,

atitinkamai 4,83 karto ir 15,22 %.

4) Kietafazé¢ fermentacija daugiausiai jtakos turéjo lubiny sékly baltyminiy medziagy
funkcinéms savybéms: gerino emulgavimo savybes ir mazino puty sudarymo pajéguma.
Ultragarsas analogiskai keité baltymy (po fermentacijos) funkcines savybes, ta¢iau mazesniu

laipsniu nei KF.

5) Kietafazé fermentacija turéjo reikSmingg jtakg lubiny baltymy in vitro virSkinamumui
(padidino vidutiniskai 6,4 %), o proteaziy inhibitoriy aktyvumg sumazino daugiau nei 2 kartus.

Ultragarsinis poveikis Siems kriterijams jtakos neturéjo.

6) Rekomenduojama ultragarsg taikyti fermentacijos terpés mikrobiologinés tarSos
mazinimui ir baltymy funkciniy savybiy gerinimui. Be to, ultragarsas gali biti sékmingai
taikomas fermenty inaktyvavimui, pakeiCiant placiai bioprocesuose taikomus fermenty

inhibitorius.
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Priedai

| priedas

1 lentelé. Reagenty sarasSas

Reagento pavadinimas Gamintojas
SDS (natrio dodecilsulfatas) Merck, Vokietija
Tris (hidroksimetil-aminometanas) Merck, Vokietija
Akrilamidas Sigma-Aldrich, Bio — Rad, Vokietija
Bis - akrilamidas Roth, Vokietija
Glicerolis Reaxim, Rusija
TEMED Roth, Vokietija
APS Roth, Vokietija
EDTA Serva, Vokietija
Page Ruler Plus Bio — Rad, Vokietija
Etanolis Stumbras, Lietuva
Na2S203 (natrio tiosulfatas) Riedel-de Haen, Vokietija
Natrio karbonatas Roth, Vokietija
Formaldehidas Roth, Vokietija
Sidabro nitratas Roth, Vokietija
Acto rugstis Roth, Vokietija
Natrio acetatas Roth, Vokietija
Glutaraldehidas Roth, Vokietija
Natrio chloridas Roth, Vokietija
CBB (Coomasie Brilliant Blue) G250 Sigma-Aldrich, Vokietija
Fosforo riigstis Merck, Vokietija
Glicinas Merck, Vokietija
Triptonas Roth, Vokietija
Mieliy ekstraktas Fluka, Sveicarija
Gliukozé Sigma-Aldrich, Vokietija
Mangano sulfatas AppliChem, Vokietija
Tween 80 Sigma-Aldrich, Vokietija

SDS — PAGE analizei naudoti tirpalai ir jy paruo$imas:
1. 30 % akrilamido/0,8 % N, N -metilenbisakrilamido tirpalas. IStirpinama 30 g akrilamido
ir 0,8 g N,N -metilenbisakrilamido ir pripilama H,0 iki 100 ml. Sis tirpalas sunaudojamas per 30

dieny, nes akrilamidas pamazu hidrolizuojasi iki akrilo riigSties ir amoniako.



2. 4xTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas, kai pH 8,8. 36,4 g TRIS istirpinama 110 ml
vandens. | gautg tirpalg jpilama 8 ml 10 % NDS tirpalo. Sureguliuojamas tirpalo pH iki 8,8 su
1IN HCI.

3. 4xTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas, kai pH 6,8. 12,12 g TRIS istirpinama 110 ml
vandens. | gautg tirpalg jpilama 8 ml 10 % NDS tirpalo. Sureguliuojamas tirpalo pH iki 6,8 su 1
N HCI.

4. Elektroforezés TRIS-glicino buferinis tirpalas. 3,02 g TRIS, 14,4 g glicino, 1g NDS ir
pripilama iki 1000 ml vandens.

5. 10 % amonio persulfato [(NH4)2S20s] tirpalas. 0,1 g amonio persulfato iStirpinama 1 ml
vandens. Tirpalas ruoSiamas prie§ pat naudojima.

6. Tetrametiledilendiaminas (TEMED).

7. 2xbaltymo denatiiravimo buferinis tirpalas: 5 ml 4xTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas,
kai pH 6,8, 4 ml glicerolio, 1,2 g NDS, 2 ml 2-merkaptoetanolio, 1 mg mélynojo bromfenolio ir
pripilama iki 100 ml vandens.

8. Standartinis baltymy misinys: SIGMA colorburst ,,Electrophoresis marker*.

9. Tiriamojo baltymo pavyzdziai. 10 mg tiriamojo lubiny baltymo i$tirpinama 100 pl 1N
NaOH ir praskiedziama iki 1 ml vandens.

10. Dazo Coomassie melio tirpalas: 10 % acto rugsties, 0,006 % coomassie mélio G-250,

90 % vandens.
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1 pav. Standartiné kreivé. Absorbcijos ver¢iy priklausomybé nuo L-tirozino koncentracijos tirpale.
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2 pav. Standartiné kreivé. Absorbcijos veréiy priklausomybé nuo ksilozés koncentracijos tirpale




