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SANTRAUKA

Ankstiniy augaly séklos nuo seno zinomos kaip puikus baltymy Saltinis, o lubinuose baltymy
kiekis, lyginant su kitais ankStiniais augalais, vienas didZiausiy Sékmingam augaliniy baltymy
panaudojimui maisto pramonéje butina, kad jie pasizyméty auksSta maistine verte ir reikiamomis
funkcinémis savybémis.

Sio darbo tikslas buvo nustatyti fermentinés hidrolizés jtaka siauralapiy lubiny (Lupinus
angustifolius L.) sékly baltymy sudéciai ir funkcinéms savybéms (emulgavimo ir puty susidarymo)
ir jvertinti jy panaudojimo galimybes kepiniy be glitimo baltymy gamybai.

Tyrimo objektu pasirinkti Lietuvoje selekcionuojamos veislés Nr. 1710 siauralapiai lubinai
(Lupinus angustifolius L.), uzauginti 2014 m. Lietuvos agrariniy ir miSky moksly centro
Zemdirbystés instituto Vokes filiale. Sios veislés lubinai pasizymi dideliu baltymy (36 %) ir mazu
alkaloidy (0,039-0,064 %) kiekiu bei dideliu s¢kly derliumi.

Lubiny baltymy hidrolizei pasirinkti proteolitiny fermenty komerciniai preparatai
Flavourzyme, Alcalase, Neutrase, Protamex (Novozymes). [vertinta hidrolizés jtaka lubiny baltymy
sudéciai, funkcinéms savybéms ir jy tinkamumui kepiniy be glitimo baltymy gamybai.

Lubiny baltymy tirpumas pakito juos hidrolizuojant. DidZiausi tirpiy baltymy pokyciai
nustatyti veikiant kompleksiniu endoproteazés ir egzopeptidazés preparatu Flavourzyme. Hidrolizé
proteolitiniais fermentais tur¢jo jtakos ir baltymy funkcinéms savybéms: didino jy puty ir emulsijy
sudarymo pajégumg bei puty stabilumg, tafiau mazino emulsijy stabiluma, lyginant su
nehidrolizuotais baltymais. Lubiny baltymy hidrolizatas daugiau pagerino kepiniy i§ ryZiy milty
tekstiiros savybes (kietumg, tampruma, riSluma, stangrumag) nei baltymy izoliatas. Tai patvirtina,
kad hidrolizé pagerino baltymy funkcines savybes ir rodo jy panaudojimo galimybes miltinés

konditerijos kepiniy be glitimo baltymy kokybei ir maistingumui pagerinti.



Jagentavicius Eivitas. Influence of enzymatic hydrolysis on the protein composition and
functional properties of narrow - leaved lupine (Lupinus angustifolius L.) seeds. (Each Word of the
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SUMMARY

Legume seeds has long been known as an excellent source of protein and lupine protein
content compared with other legumes, one of the most successful vegetable protein for the food
industry, it is imperative that they be characterized high nutritional value and the required
functionality.

The aim was to influence of enzymatic hydrolysis on the protein composition and functional
properties of narrow - leaved lupine (Lupinus angustifolius L.) seeds, the protein composition and
functional properties (emulsifying and foaming) and to evaluate their potential in baked goods
without gluten protein production.

The study object is varieties of Lithuania No. 1710 lupine (Lupinus angustifolius L.) grown in
2014 in Lithuanian Agriculture and Forestry Science Center Institute of Agriculture. The lupine
varieties with high protein (36%) and low alkaloid (0.039 to 0.064%) and a high seed yield.

Lupin protein hydrolysis use of proteolytic enzymes commercial preparations Flavourzyme,
Alcalase, Neutrase, Protamex (Novozymes). The estimated impact of the hydrolysis of lupine
protein composition, functional properties and their suitability baked goods without gluten protein
production.

Lupin protein solubility was changed by hydrolyzing them. The highest soluble protein was
observed in the operation of complex endopeptidase and exopeptidase preparation Flavourzyme.
Hydrolysis proteolytic enzymes and proteins influenced the functional properties: increasing their
foaming and emulsification capacity and foam stability, but reduced emulsion stability compared
with not hydrolysed proteins. Lupin protein hydrolyzate more improved bakery products from rice
flour texture characteristics (hardness, springiness, cohesiveness, chewiness) than protein isolate.
This confirms that the hydrolysis improved their functional properties and show their potential in

gluten free bakery products quality and nutritional improvement.



Ivadas

Ankstiniy augaly séklos nuo seno zinomos kaip puikus baltymy Saltinis, o lubinuose baltymy
kiekis, lyginant su kitais anksStiniais augalais, vienas didziausiy. Manoma, jog augalinés kilmés
maistiniy medziagy poreikis ateityje augs dél ekonominiy ir aplinkos veiksniy, taip pat turés jtakos
naujy, saugiy ir sveiky maisto produkty kiirimui, kurj sukels vis did¢jantis vartotojy informuotumas
apie mitybos jpro¢iy poveikj zmogaus gerovei. Pagrindiniai anks$tiniy augaly baltymai yra randami
séklaskil¢iy audiniy rezervinése vakuolése ir dazniausiai priklauso atsarginiy baltymy grupei, kuri
tarnauja kaip azoto ir anglies Saltinis besiformuojantiems augalams.

Pastaraisiais metais lubiny sékly baltymai tapo svarbia mitybos specialisty susidoméjimo
sritimi ne tik dél savo maistingyjy medziagy, bet taip pat dél neigiamo ir teigiamo poveikio, kurj jie
gali daryti Zmogaus organizmui. Tai maisto netoleravimas, alergijos, endogeniniy hidrolitiniy
fermenty slopinimas, taciau ir hipolipideminés, hipotenzijos, anti-kancerogeninés ir nutukimag
mazinancios savybés. Be to, augaliniai baltymai atlieka svarby technologinj/funkcinj vaidmenj, ka
rodo padid¢jes jy, kaip maisto produkty ingredienty, naudojimas.

Lubinai savo baltymy kiekiu prilygsta sojai, todél tai gali biiti naujas augaliniy baltymy
Saltinis, naudojamas maisto pramongje. Dabartiniu metu Lietuvoje auginami vien siauralapiai
lubinai (Lupinus augustifolius L.). Siauralapiy lubiny séklose baltymy kiekis svyruoja nuo 286 iki
366 g/kg [1]. Lubiny baltymai gerai virSkinami ir pagal tarptautinius standartus laikomi labai
panaiais j sojy baltymus. Siuose baltymuose randama 18 nepakei¢iamy aminoriigi¢iy. Lubiny
s¢klose taip pat randama apie 46—60 g/kg riebaly, taip pat vitaminy, karotino bei mineraliniy
medZiagy [2]. Lubiny panaudojima sunkina juose esantis didelis alkaloidy kiekis. Tac¢iau Lietuvos
selekcininkai i§vedé naujas lubiny riisis, kuriose jy kiekis nedidelis.

Be didelio alkaloidy kiekio, lubinai turi dar kelis antimitybinius junginius: lektiny, tripsino
inhibitoriy, cianogeniniy glikozidy, fitaty ir a-galaktozidaziy. Siauralapiuose lubinuose tripsino
inhibitoriy koncentracija svyruoja nuo 1,12-2,05 TIU/mg, fitaty — nuo 11,1 iki 1,856 g/kg,
cianogeniniy glikozidy randama mazi kiekiai (<0,01 mg HCN/ 100 g sékly), pagrindinés o-
galaktozidazés — rafinoz¢, stachioze, verbakoze ir ajukoze [3].

Siekiant pagerinti lubiny maisting vert¢ ir jy virSkinamumg bei sumaZinti antimitybinius
veiksnius, taikomi jvairis metody: mirkymas, lukStenimas ir daiginimas [4], fermentacija [5],
terminis apdorojimas [6], Svitinimas. Baltymy hidrolizé vykdoma dél daugelio priezasCiy, pvz
norint pagerinti maistines savybes, gedimo stabdymui, suteikti naujas teksttiros savybes, padinti ar
sumazinti tirpumg, suteikti stipresnes emulsavimosi savybes, uzkirsti kelia nepageidaujamoms

sgveikoms, pasalinti tam tikrg kvapa, pasalinti toksinus ir inhibitorius [7]. Buvo atlikti tyrimai,
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kuriy metu nustatyta, kad sojos baltymy hidrolizatai, gauti naudojant fermentus, turéjo didesnj
antioksidacinj potenciala nei nehidrolizuoti baltymy izoliatai [8]. Hidrolizés metu susidaro
mazesnés molekulinés masés peptidai, kurie pasizymi geresnémis maistinémis savybémis. Yra
jrodyta, kad mazesnés molekulinés masés peptidai yra lengviau jsisavinami virskinimo trakte nei
laisvos aminortigstys, tai parodo baltymy hidrolizaty privalumg pries jvairius aminoriig§¢iy misinius
[9]. Tyrimai taip pat parode, kad hidrolizatai gali buiti naudojami Zmoniy mityboje nepakei¢iamoms
amino rugstims gauti, iSskyrus lizing ir metioning [10]. Fermentiné hidrolizé yra labiau vertinama
nei chemingé hidrolizé. Buvo atlikti tyrimai, kad tam tikry baltymy junginiy, kurie susidaro cheminés
hidrolizés metu, negali skaidyti skrandzio ir kasos proetazés [11]. Nustatyta, kad hidrolizatai
pasizymi mazesnémis alerginémis savybémis [12].

Sékmingam augaliniy baltymy panaudojimui maisto pramonéje biitina, kad jie pasiZyméty
reikiamomis funkcinémis savybémis. Nors atlikta nemazai tyrimy, norint iSsiaiSkinti ankstiniy
augaly baltymy savybes ir kaip jos keiciasi hidrolizés metu, daugiausia démesio susilauké sojos
baltymai ir baltymy hidrolizé virS§kinimo fermentais. ISsamiy tyrimy apie komerciniy proteaziy jtaka
lubiny baltymy sudéciai ir funkcinéms savybéms néra paskelbta.

Sio darbo tikslas buvo nustatyti fermentinés hidrolizés jtaka siauralapiy lubiny (Lupinus
angustifolius L.) sékly baltymy sudéciai ir funkcinéms savybéms (emulgavimo ir puty susidarymo)
ir jvertinti jy panaudojimo galimybes kepiniy be glitimo baltymy gamybai.

Tikslui pasiekti spresti uzdaviniai:

1. Nustatyti apdorojimo komercinémis endoproteazémis (Alcalase, Neutrase, Protamex)
ir egzopeptidaziy/endoproteaziy kompleksu (Flavourzyme) jtaka lubiny baltymy, iSskirty
ekstrakcijos Sarmingje terpéje/nusodinimo izoelektriniame taske ir iSsidymo biidais, kokybinei ir

kiekybiniai sudéciai;

2. Nustatyti apdorojimo fermentais jtaka lubiny baltymy puty susidarymo savybéms;
3. Nustatyti apdorojimo fermentais jtaka lubiny baltymy emulgavimo savybéms;
4. Ivertinti lubiny baltymy izoliaty ir hidrolizaty panaudojimo galimybes miltinés

konditerijos kepiniy (keksy) be glitimo baltymy gamybai.



1. Literatiiros apZvalga
1.1. Lubiny cheminés sudéties ypatumai, naudojant juos kaip funkcinius ir maistinius

ingredientus

Lubinai (Lupinus) yra puikus maisto medziagy, tokiy kaip baltymy, riebaly, skaiduliniy ir
mineraliniy medziagos bei vitaminy, Saltinis (zr. 1.1 lentel¢) [17, 27]. Dazniausiai lubinai savo
sudétimi nenusileidzia sojoms. IS apie 1000 lubiny raSiy Lietuvoje daugiausia auginami
geltonziedziai (Lupinus luteus L.) ir siauralapiai (Lupinus angustifolius L.). Kaip laukiniai auga ir
daugiameciai lubinai (Lupinus poliphyllus L.). Baltieji lubinai (Lupinus albus L.) dél labai ilgos
vegetacijos Salyje gridams neauginami, nes nespéja subresti.

Lubinai paprastai turi apie du kartus daugiau baltymy nei kity ankStiniy augaly gridai,
kuriuos paprastai vartoja Zmonés. Baltymy kiekis lubinuose, priklausomai nuo rusies ir veislés
ypatumy, nuo auginimo saglygy ir dirvozemio savybiy, gali kisti ribose nuo 28 % iki 48 % [18, 35,
36, 39]. Globulinai (a-kongliutenai (11S Seimos baltymai), B-kongliutenai (7S Seimos baltymai) ir
y-kongliutenai) lubinuose yra pagrindinés atsarginés maisto medziagos (80-90 %), t. y. rezerviniai
baltymai [19], o prolaminai ir gliutelinai aptinkami mazais kiekiais, panaSiais kaip ir daugelyje kity
ankstiniy javy gridy [20]. Lubinai pasizymi gera nepakei¢iamy aminoragsciy sudétimi [21]. Jie yra
laikomi geru lizino Saltiniu ir paprastai turi mazai sieros turin¢iy aminoriig§¢iy (metionino ir
cisteino) [20, 22, 43].

Skaidulinés medziagos sudaro apie 40 % saldziyjy lubiny grido mases, t. y. daugiau nei
daugelyje kity ankstiniy augaly [23, 40, 41]. Baltyjy lubiny gridy luobelé turi 89 % netirpiy
skaiduliniy medziagy. Pagrindinis netirpiy skaiduliniy medziagy komponentas yra celiulioze (79
%). Kiti komponentai: hemiceliulioze ir ligninas — sudaro, atitinkamai, 14 % ir 7 % [24]. Nors
lubinai priklauso ankS$tiniams javams ir néra apibiidinami kaip aliejiniai augalai, jie savo griiduose
turi nemazai (5-20 %) riebaly [25]. Lubiny riebalai pasiZymi gerai subalansuota riebaly rigsciy
sudétimi, juose yra 10 % so€iyjy riebaly rigsciy ir 90 % nesociyjy riebaly riigsciy, kuriy nuo 32 %
iki 50 % sudaro oleino (C18: 1), nuo 17 % iki 47 % — linolo (C18: 2) ir nuo 3 % iki 11 % — linoleno
(C18: 3) rugstis [26]. Lubinai turi didesn;j kiekj tirpiy angliavandeniy nei kvieciai ar kiti ankStiniai
augalai, iSskyrus sojos pupeles [27]. Juose yra labai mazai krakmolo (5-12 %) ir daugiau tirpiyjy
skaiduliniy medziagy polisacharidy (3040 %) [28].

Be to, lubinai turi fitochemikaly, pasizyminciy antioksidaciniu poveikiu — polifenoliy,
daugiausia taniny ir flavonoidy [27, 29, 44]. Istirta, kad lubinai, lyginant su kitais ankStiniais
augalais, turi maziau nepageidaujamy komponenty, pavyzdziui, fito rugsties, oligosacharidy,

tripsino inhibitoriy, lektiny ir saponiny [27, 30, 34]. Pagrindinés lubinuose randamos kenksmingos
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medziagos yra jvairlis alkaloidai [31, 45, 47], tokie kaip lupininas, lupaninas, sparteinas,
lupinidinas, anagirinas, monolupinas, termopsinas, puzilinas, angustifolinas ir kt. [32]. Sie junginiai
yra pagrindiniai lubiny vartojima ribojantys veiksniai [33].

1.1 lentelé. Lubiny maistiné verté [27]

Mitybos Baltieji lubinai Baltieji lubinai Geltonieji lubinai Geltonieji lubinai
komponentai cv. Multolupa cv. Marta cv.4486 cv.4492
Baltymai (g/100 g s.m.) 30.6 £ 0.26 37.4+3.12 37.94+2.44 36.8+0.77
Riebalai (g/100 g s.m.) 14.64+1.11 11.34 £0.73 8.79+0.42 8.54 +0.02
Pelenai (g/100 g s.m.) 3.65+£0.29 3.79£0.06 4.95+0.12 3.14+0.07
Tirpiis angliavandeniai (g/100 g s.m.)

Sacharozés | 2.58+0.06 [ 3.09+0.08 | 1.38£0.13 | 1.21£0.04
Maistinés skaidulos

Tirpios 521+0.18 3.64+0.12 4,90 + 0.03 3.21+0.05
Netirpios 34.22 +0.08 30.80 £ 0.11 28.78 £ 0.01 31.13+£0.28
Visos skaidulos 39.42+0.26 3444 +£0.23 33.68 £ 0.04 34.33 £0.34
Krakmolas

Visas 327+0.23 2.81+0.08 4.53+041 4.00 +0.09
Prieinamas 1.78£0.11 1.84+0.13 1.84+0.13 2.20+0.24
Vitaminai (g/100 g s.m.)

a- tokoferolis 0.19+0.01 0.47+0.02 0.48 +£0.01 0.27+0.02
y- tokoferolis 20.1£0.86 51.6+0.5 11.19+0.63 9.41+0.16
d- tokoferolis 0.25+0.02 0.41+0.02 0.38+0.01 0.24 +0.01
Tiaminas 0.36 £0.01 0.34 £ 0.01 1.49+£1.12 1.16 £ 0.07
Riboflavinas 0.61+0.04 0.65 + 0.05 0.85+0.04 0.37+0.02
Vitaminas C 6.48 £ 0.09 NP 2.56+0.13 NP

NP - neaptinkama, s.m. — sausosios medZiagos

1.1.1. Pagrindiniai lubiny baltymai

Lubinuose vyrauja dviejy klasiy baltymai, kurie pagal Osborne klasifikacijg atitinka albuminy
ir globuliny frakcijas. Jy kiekybinis santykis yra apie 1:9. Taip pat nedideliais kiekiais randama ir
kity frakcijy baltymy, jskaitant prolaminus. Veislés ypatumai gali turéti jtakg baltymy kokybinei ir
kiekybinei sudéciai [37].

Albuminai laikomi funkciniais baltymais. Daugelis i$ jy yra metaboliniai fermentai, tiesiogiai
arba netiesiogiai susij¢ su seklaskil¢iy audiniy apsaugos funkcija. Kiti albuminai vaidina svarby
vaidmen] augaly apsaugoje, pavyzdziui, hidrolaziy inhibitoriai ir lektinai. Jy lubinuose arba visai
néra, arba yra labai mazi kiekiai [38].

Globulinai yra tipiniai druskoje tirplis rezerviniai baltymai. Pirmajj lubiny globuliny frakcijy
isskyrima atliko Blagrove ir Gillespie. Sie mokslininkai, naudodami celiuliozés acetato
elektroforezés metoda, iSskyré keturias pagrindines baltyjy (L. albus) ir siauralapiy (L.
angustifolius) lubiny frakcijas, kurios buvo pavadintos a-, -, y- ir -kongliutenais. Tolesni tyrimai,
naudojant izoelektrinj fokusavima, parodé, kad a-, B- ir d-kongliutenams biidingos rugstinés

savybés, o y-kongliutenui — Sarminés (zr. 1.2. lentele) [42].
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1.2 lentelé. Lubiny kongliuteny savybés

Kon- | Balty- % visy Baltymy savybés Monomeriné sudétis Baltymo
gliu- | my globuliny | M,, pl Ketvirtiné | Subvieneto | M,, | pl Glikozi- | funkcija
tenas | Seima kDa struktiira pavadinimas | kDa linimas | lubinuose
o 118 35-37 330- | 5.1-5.8 Heksame- | Rugstinis® 42- | 4.5- Taip/ne” | Rezerviné
430 riné 52 | 4.7
Bazinis® 20- | 6.7- Ne
22 | 8.6
B 7S 44-45 143- | 5.0-6.0 Trimeriné | DMM 53- | 5.1- Taip Rezerviné
260 64 | 5.7
VMM 25- | 5.3- | Taip/ne®
46 | 8.4
MMM 17- | 42- | Taip/ne®
20 | 5.0
Y 7S 4-5 200 |79 Tetrame- | Didelis® 29 8.2- Taip Nezinoma
riné 8.9
Mazas® 17 | 5.8- Ne
6.6
) 28 10-12 13 Riigstinis | Monome- | Didelis® 9 4.1- Ne Nezinoma
riné 43
Mazas® 4 n.d. Ne

DMM, VMM, MMM: atitinkamai, didelé, vidutiné ir maza molekuliné masé.
n.d.: nenustatyta.

? Kovalentiskai sujungti disulfidinémis jungtimis.

® Ne visi polipeptidai yra glikozilinti.

a-Kongliutenas priskiriamas 11S globuliny Seimai. Lubinuose jis sudaro apie 35-37 % visy
globuliny. a-Kongliutenas yra oligomerinis baltymas, sudarytas i§ heksamery; taCiau prie§ pro-
polipeptido proteolitinj konvertavimg i subvienetus, paplitusi a-kongliuteno forma yra trimeras.
Lubiny a-kongliutenas yra randamas séklaskiléiy lasteliy vakuolése ir jo, kaip atsarginés maisto
medZiagos, vaidmenj patvirtina intensyvi proteolize.

p-Kongliutenas priklauso 7S globuliny Seimai. Jo kiekis L. albus sé¢klose svyruoja tarp 4445
%, todél jis laikomas pagrindiniu lubiny baltymu. B-Kongliutenas yra trimerinis baltymas, kurio
monomerus sudaro 16-70 kDa molekulinés masés polipeptidai. B-konglutino yra randama
séklaskilCiy lgstelése. Jis visiSkai suskyla dygimo metu, tai rodo, kad jis taip pat yra atsarginé
maisto medZziaga.

v-Kongliutenas yra Sarminis 7S Seimos baltymas, kuris vienodai tirpsta tiek vandenyje, tiek ir
druskos tirpaluose. Sis baltymas sudaro apie 45 % bendro subrendusiy lubiny baltymy kiekio [45].
Esant neutraliam pH, paplitusi y-kongliuteno forma yra tetrameras arba heksameras [46]. Esant
rugsStiniam pH, jis disocijuoja iki mazdaug 50 kDa monomery. Kiekvienas monomeras yra
sudarytas i§ dviejy disulfidiniais rysiais sujungty 17 ir 29 kDa subvienety. y-Kongliutenas randamas
besivystanciy lubiny baltymuose, taip pat dygstanciy skilcialapiy ekstra Iasteliniuose baltymuose. y-
Kongliuteno stabilumas sé¢kly dygimo metu ir in vitro tyrimy metu su jvairiais proteolitiniais

fermentais rodo, kad tai ne atsarginé maisto medziaga. y-Kongliutenas iSsiskiria ir kitomis savo
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savybémis: jis prisijungia dvivalen¢iy metaly jonus, ypa& Zn>" ir Ni** [53], esant pladiam pH verdiy
intervalui [54].

0-Kongliutenas priklauso 2S albuminy Seimai. Lubinuose jis sudaro mazdaug 10-12 %,
taciau kiti naujausi duomenys rodo mazesnj jo kiekj - apie 3—4 %. 6-Kongliutenas yra monomerinis
mazos molekulinés masés baltymas, sudarytas i§ dviejy subvienety: (a), kurio molekuliné masé yra
apie 4 kDa ir (b), kurio molekuliné masé yra apie 9 kDa. Dvi polipeptido grandinés yra sujungtos
dviem disulfidiniais rysiais Cys®-Cys®®* ir Cys*’-Cys*"® arba Cys *°- Cys"%. Apie lubiny &-
kongliuteno tarplasteline lokalizacijg ir apie jo biologing funkcijag duomeny néra [36].

Kiti svarbus lubiny baltymai, randami nedideliais kiekiais, taip pat gali buti susij¢ su jy
savybémis ir tinkamumu maisto produkty gamybai. Pavyzdziui, neseniai lubinuose buvo nustatytas
Bowman Birk serino proteazés inhibitorius (BBI) [58]. Tai paneigia ankstesnius tyrimus, kad
lubinuose néra Sios riiSies inhibitoriy. Bendras baltymy inhibitoriy aktyvumas lubinuose yra
mazdaug 10 % jy aktyvumo sojy pupelése ir tris kartus didesnis, nei randama darzo Zirniuose ar
pupelése [59]. IS lubiny iSskirtas BBI yra priskiriamas baltymy inhibitoriui, slopinanc¢iam tripsing, o
ne labiausiai paplitusiam baltymy inhibitoriui, slopinan¢iam chimotripsing. Todél atlieckama
nemazai tyrimy, nagrin¢jant potencialy antikancerogeninj arba prieSuzdegiminj jvairiy BBI poveikj
[60].

1.1.2. Maistinés lubiny savybés

Lubiny seklas Zzmonés valgo nuo seniausiy laiky. Iki $iol jos yra daznai vartojamos kai kuriose
Europos ir Lotyny Amerikos Salyse. Lubinai yra svarbus baltymy Saltinis Zmonéms, nes jy
biologin¢ verté yra 91 % kiauSiniy baltymy vertés. Naujai sukurtose saldziyjy lubiny veislése
palyginus su kitomis lubiny rasimis randama gana nedaug antimitybiniy junginiy, tokiy kaip,
alkaloidy ir oligosacharidy [31]. Baltyjy (L. albus) lubiny griidy aminortig§¢iy indeksas (EAAI) ir
baltymy efektyvumo koeficientas (PER) yra aukStesni uZ siauralapiy (L. angustifolius) ir geltonyjy
(L. luteus) lubiny [47]. Maistinés lubiny milty ar baltymy koncentraty savybés tyrinéjamos gana
placiai, taciau duomeny apie atskiras baltymy frakcijas néra daug. Nepakei¢iamy aminorigsciy

sudétis atskirose baltymy frakcijose pateikta 1.3 lentel¢je [28, 47].
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1.3 lentelé. Lubiny kongliuteny nepakei¢iamos aminoriigStys

Kongliutenas Dideliais kiekiais randamos aminoriigstys Mazais kiekiai randamos aminoriigstys
Aminoriigstis Kiekis, % Aminoriigstis Kiekis, %

a Leucinas 7.5 Metioninas 0.2
Izoleucinas 5.8 Triptofanas 1.0

§ Leucinas 7.3 Metioninas+Cisteinas tr.
Fenilalalinas 4.9 Triptofanas 0.1

Y Leucinas 9.4 Metioninas 0.8
Treoninas 7.4 Triptofanas 1.1

) Leucinas 8.8 Metioninas 0.5
Cisteinas 6.5 Triptofanas 1.1

tr: pédsakai

1.1.3. Lubiny baltymy alerginis poveikis

Lubiny baltymy alerginis poveikis yra aktuali tema, kalbant apie jy panaudojimg maisto
produktuose. Esant ribotam lubiny ir jy produkty naudojimui, iki $iol néra atlikta sistemingy
epidemiologiniy tyrimy apie lubiny alergijos paplitimg. Dabartinis lubiny vertinimas yra
grindZiamas rezultatais, gautais kryzminés reakcijos tyrimuose, kurie atskleidé tam tikras Gimines
alergines reakcijas [66], ypa¢ Zemés rieSutams jautriems zmonéms [67]. Nustatyta, kad kryzminio
reaktyvumo norma lubiny miltams yra apie 30 % [68]. Remiantis Siais preliminariais tyrimais,
lubiny baltymai gali sukelti alerging reakcija lubinams jautriems Zmonéms ir Zmonéms, kurie yra
jautriis kitiems ankStiniams augalams, ypa¢ Zemés rieSutams, dél jy baltymy sekos/struktiros
panasumy. Manoma, kad lubiny alergenai gali kryzmiskai reaguoti su Zemés rieSuty alergenais Arah
1 ir Arah 8. Tyrimais nustatyta, kad alergijas sukeliantys lubiny baltymai yra labai panasiis j Arah 1,
taip pat j sojy pupeliy B-konglicing [69].

Nors duomeny yra per mazai, kad buty galima identifikuoti svarbiausius lubiny
alergenus, [-kongliutenas, pagrindiniai a-kongliuteno subvienetai ir ¢y-kongliutenas daZnai
aptinkami prisijunge prie imunoglobuliny E (IgE). Lubiny alergenai pavadinimu Lup an I,
atitinkantys siauralapiy (L. angustifolius) lubiny B-kongliuteng, visai neseniai buvo jtraukti i}

Tarptautinés imunology draugijy sajungos duomeny baze¢ (http:/www.allergen.org). Iki Siol

atliktuose tyrimuose nenustatytas oJ-kongliuteno, priklausanc¢io 2S baltymy Seimai, daznai
vadinamai pagrindiniais alergenais [70], reikSmingas imunologinis reaktyvumas [68]. D¢l Sios
priezasties lubinai ir jy produktai neseniai buvo jtraukti i 2006 m. gruodzio 22 d. Komisijos
direktyvos 2006/142/EB, 1§ dalies keic¢ian¢ios Europos Parlamento ir Tarybos direktyvos
2000/13/EB III a prieda, kuriame pateiktas alergijas sukelian¢iy sudedamyjy daliy, kurios bet kokiu
atveju turi biiti nurodytos maisto produkty etiketése, sgrasas. Tai yra prevenciné priemone, skirta
apsaugoti vartotojus nuo Umiy alergijy, kurias gali sukelti maisto produkty, kuriy sudétyje yra

lubiny, vartojimas [99].
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1.1.4. Lubiny baltymy biologinis poveikis

Dazniausiai lubiny biologinis poveikis siejamas su tam tikrais jy cheminiais komponentais,
pavyzdziui, baltymais, skaidulinémis medziagomis, krakmolu, oligosacharidais, antioksidantais ir
kt. [71, 73].

Nustatyta, kad lubiny y-kongliutenas turi gliukozés kiekio kraujyje mazinimo poveikj ir gali
saveikauti su zinduoliy hormony grupés baltymu insulinu [54]. Zymus glikemijos indekso
sumazéjimas gliukozés pertekliy turin¢ioms ziurkéms buvo pastebétas, davus joms iSgryninto -
kongliuteno. y-kongliuteno gliukozés kiekj mazinantis poveikis gali buti lyginamas su metformino,
gerai zinomo hipoglikemijos vaisto, poveikiu [75, 76].

Lubiny baltymai taip pat pasizymi plazmos cholesterolio ir trigliceridy kieki mazinanciu
poveikiu [75], antihipertenzines savybes [76], angiotenzing konvertuojanti fermenta (ACE)

slopinanciu poveikiu [77].
1.2. Lubiny baltymy i§skyrimo metodai

Lubiny baltymy izoliatai ir koncentratai yra perspektyviis maisto ingredientai. Norint paruosti
lubiny baltymy koncentratus su didesniu jy kiekiu, butina papildomai juos apdoroti, kad biity
pasSalinti kai kurie maZos molekulinés masés komponentai (vandenyje tirplis angliavandeniai,
mineralinés medziagos ir kitos nedideliais kiekiais esancios medZziagos). Nebaltyminés
sudedamosios dalys yra ekstrahuojamos vandeniniu alkoholio tirpalu, paliekant baltymus ir
polisacharidus, kurie véliau nusodinami ir liofilizuojami, siekiant gauti baltymy koncentrata [79].

Dazniausiai baltymy ekstrakty gamyba apima baltymy ekstrahavimg Sarminéje terpéje ir jy
nusodinima izoelektriniame taSke arba naudojant ultrafiltracija. Bet Sarminé terpé gali sukelti
nepageidaujamus baltymy struktiiros ir funkciniy savybiy pokyc€ius. Siekiant kuo efektyviau iSskirti
augalinius baltymus atliekamas pirminis Zaliavos apdorojimas: lukStenimas, malimas, virimas,
mirkymas ir kt. procesai, kurie gali padidinti baltymy ekstrakty iSeiga [79—85]. Gauty augaliniy
baltymy kokybé vertinama pagal jy aminortig8ciy sudét bei virSkinamuma. Baltymy izoliaty ir
koncentraty savybes ir tolimesnj panaudojima nulemia iSgavimo metodika. [86].

Lubiny baltymy koncentraty gavimui taikomi sausieji ir S$lapieji frakcionavimo bidai.
Tvaresni yra sausieji [87]. Viso grido miltai gali buti frakcionuojami j baltymus, krakmola,
izoliatus ir koncentratus naudojant Slapig arba sausg apdorojima [81, 84, 88—90].

Dervas nustateé, kad siekiant gauti kuo didesnj kiekj baltymy i§ lubiny milty, biitina pries tai
pasalinti mazos molekulinés masés junginius (vandenyje tirpius sacharidus, mineralines medziagas)

[91]. Jayasena lubiny baltymams ekstrahuoti naudojo alkilinimg Sarmingje terpéje (pH 9,0) [92].
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Trys pagrindiniai lubiny kongliuteny i§skyrimo metodai buvo sukurti per pastaruosius metus
(zr. 1.4 lentel¢). Vienas i§ jy skirtas iSgauti visas iSgrynintas baltymy frakcija laboratorinémis
salygomis, kitas - pramoniniam dalinai i§gryninty lubiny baltymy frakcijy iSskyrimui; treciasis buvo
sukurtas baltymy frakcijy iSskyrimui laboratorinémis salygomis, tac¢iau gali biiti taikomas pusiau
pramoniniu budu, siekiant iSgauti tris didesnio grynumo baltymy frakcijas nei iSgaunama
pramoniniu biudu [105].

Baltymuy iSskyrimas laboratorinémis salygomis. Nuriebinti lubiny miltai yra ekstrahuojami,
neutraliu arba Siek tiek Sarminiu buferiniu tirpalu, kurio sudétyje yra NaCl, santykiu 1:20, keletg
valandy, pastoviai maiSant ir esant 4 °C temperattirai. Suspensija yra centrifuguojama ir baltymai i§
supernatanto yra iSskiriami gelfiltracijos arba ultrafiltracijos budu. Gautas ekstraktas yra
frakcionuojamas anijony mainy chromatografijos metodu (pavyzdziui, naudojant Whatman DEAE
celiulioze DE 52), esant pH 7,5. Esant Sioms salygoms, gryna y-kongliuteno frakcija neuzsilaiko
kolonéléje. B-kongliutenas yra iSskiriamas, naudojant 0,27 M buferinio tirpalo-ekstrahento jonine
jéga, o a- ir d-kongliutenai — 0,37 M. Kad atskirti 6-kongliuteng nuo a-kongliuteno, taikoma afininé
(giminingumo) chromatografija, naudojant konkanavaling A. a- ir p-kongliutenai gali biiti
papildomai gryninami TSKgel DEAE 5PW kolon¢l¢je, esant pH 7,5. Melo Ferreira & Teixeira
pasitlé tam tikrus Sios gryninimo sistemos pakeitimus. Frakcija, kurios sudétyje yra y-kongliuteno,
pariigS§tinama acto riigstimi iki pH 4,5, po to y-konglutinas i$skiriamas anijony mainy kolonéléje,
naudojant Whatman CM celiuliozg ir 0,35 M joning jéga [105].

Baltymy iSskyrimas gamybinémis salygomis. Sis metodas buvo sukurtas Fraunhofer
institute (Vokietija) ir apraSytas Wische, Miiller ir Knauf. Jis apima baltymy ekstrakcija, esant
Sarminiam terpés pH, ir a-, B- ir d-kongliuteny nusodinimu izoelektriniame taSke, esant riigStiniam
pH. Si baltymy frakcija buvo pavadinta ,.E tipo* ir pasizymi geromis emulsijy sudarymo savybémis.
Supernatante likes y-kongliutenas igaunamas ultrafiltracijos biidu ir stabilizuojamas dZiovinant. Si
y-kongliutenu turtinga frakcija buvo pavadinta ,,F tipo* ir pasiZymi geromis puty sudarymo
savybémis [105].

Baltymy i§skyrimas pusiau gamybinémis salygomis. Siame metode taip pat taikoma
baltymy ekstrakcija Sarmingje terp¢je, po to riigstinis a-, B- ir -kongliuteny nusodinimas, paliekant
supernatante y-kongliutena. y-Kongliutenas toliau gryninamas ir i§gaunamas, nusodinant su Zn*". o-
, - ir 0-Kongliutenai resuspenduojami natrio acetate, kurio sudétyje yra 0,4 M NaCl ir 40 %
etanolio (pH 4,0), maiSant suspensijg 1 h kambario temperatiiroje. Tai padidina 6-kongliuteno
tirpuma, todél po centrifugavimo jis lieka skystyje vir§ a- ir B-kongliuteny nuosédy. d-kongliuteno
netirpi forma i§gaunama naudojant $altg nusodinima, t. y. iSlaikant skystj -20 °C temperatiiroje 24 h

[36].
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1.4 lentelé. Lubiny konglutiny izoliaty procediiry schema

Laboratorinémis salygos Gamybinémis saglygomis Pusiau gamybinémis
salygomis
Zaliava Miltai Miltai, dribsniai Miltai
Baltymy Neutralus pH Sarminé terpé Sarminé terpé
ekstrakcija 0.5 M NaCl
Frakcionuojant Anijony mainy chromatografija Izoelektrinis nusodinimas, Izoelektrinis nusodinimas,
| | [ pH4.0-5.0 pH4.0-5.0 |
ConA VY : \1/ | \1/ |
chromatografija rigstinio vandens, etanolio
| I I Katijony mainy | nusodinimasl I
: : | chromatografija | . v
[ I . (i . 7 2+
. . | . | nusodinimas su Zn
! | : Insulino |
| | | chromato grafija | |
Galutinis baltymy | ¥ VY v v 4 v v v v
produktas, o ) § Y at+p+d Y atP ) Y
konglutinai

1.3. Lubiny baltymy panaudojimas maisto pramonéje

1.3.1. Lubiny koncentratai ir izoliatai

Dé¢l didelio baltymy kiekio lubinai yra placiai naudojami jvairiy maisto produkty gamybai [33,
36, 95, 97, 110, 122]. Lubiny miltai daznai naudojami jvairiuose kepiniuose kaip kiauSiniy
pakaitalas, pavyzdziui, sausainiuose, pyraguose, blynuose, makaronuose, traskuciuose, duonoje. Jie
taip pat naudojami kaip sviesto pakaitalas pyraguose ir pranciiziSkuose ragelivose. Lubiny sudétyje
néra glitimo, todél kartais jie naudojami kaip funkcinis ingredientas maisto produkty be glitimo
baltymy gamybai [99].

Lubiny baltymy koncentratai (kuriy sudétyje yra 60—70 % baltymy) [47, 94, 105] ir izoliatai
(90 % baltymy sausosiose medziagose) maisto produktuose gali biiti papildomu baltymy Saltiniu
[31], pasizyminiu geromis funkcinémis ir maistinémis [44, 102, 109] bei technologinémis
savybémis [96, 103]. Be to, lubiny baltymai turi tam tikry papildomy privalumy: jie yra
technologiskai lengviau apdorojami, jy denatiravimo temperatira yra aukStesné nei gyviininiy
baltymy [94].

Daugiausia informacijos literatiiroje randama apie E tipo ir F tipo lubiny baltymy izoliaty,
kurie pasizymi specifinémis savybémis, panaudojima [105].

E tipo baltymy izoliatas, sudarytas yra a-, B-, ir o-kongliuteny, iSsiskiria labai geromis
emulsijy sudarymo ir emulsijy stabilumo savybémis, palyginus su panaSiomis frakcijomis, gautomis
1§ kity ankStiniy augaly, o F tipo baltymy izoliatas, kuriame yra y-kongliuteny, pasizymi tirpumu
placiose pH ribose ir turi geras puty sudarymo ir puty stabilumo savybes [104, 108].

Atskiros lubiny baltymy frakcijos puikiai tinka tokiy aukstesnés vertés maisto produkty, kaip

makarony, traskuciy, duonos, pyrago kepiniy ir miltinés konditerijos gaminiy, padazy, majonezy,
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zefyry, mésos gaminiy kirimui [22]. Lubiny baltymy izoliatai buvo sé¢kmingai iSbandyti keksy
gamyboje, pilnai pakeiciant jais kiauSiniy ir pieno baltymus, taip pat baltymais praturtinty dietiniy
sausainiy gamyboje. Makarony, praturtinty lubiny baltymy izoliatais ir koncentratais, paruosimo
budas yra uzpatentuotas. Neseniai kaip naujas produktas buvo pasitlyti lubiny traskuciai, kurie gali

biti dedami kaip ingredientas i salotas, sriubas [108].

1.3.2. Lubiny priedy jtaka kepiniy kokybei

Lubiny miltais galima keisti dalj kvietiniy milty, siekiant pagerinti kepiniy maisting vertg
[110]. Nustatyta, kad iki 10 % lubiny milty priedas gerina milty vandens jgérima, kepinio kvapa,
skonj, teksttirg, ilgina tinkamumo vartoti trukme [22]. Taip pat nustatyta, kad 5 % lubiny milty
priedas padidino teslos stabilumg ir kokybés skaiciy, taciau toliau didinant lubiny milty kiekj, teslos
maiSymo trukmeé ilgéjo, o teslos stabilumas mazéjo [113].

ISskirtinés kvietiniy milty kepimo savybés labiausiai susijusios su juose esanciy glitimo
baltymy pajégumu suformuoti klampiai elastingg tinklg, sumaiSius juos su vandeniu. Kvietiniy
milty teSlos klampiai elastingy savybiy silpnéjimas pridéjus lubiny priedo, mazina jy tinkamuma
duonos gamybai: mazina kepinio tiring apimtj ir turi neigiama jtaka jo tekstiirai. Kepinio turio
mazéjimo priezastis yra ta, kad sumazéjus glitimo baltymy kiekiui, mazéja teslos dujy sulaikymo
pajégumas kildinimo ir kepimo metu [113].

Kvietiniy milty pakeitimas lubiny miltais taip pat sumazino plutos spalvos intensyvuma, o
minkStimo spalva tapo geltonesne [110], jo teksttira buvo tankesné [113]. Lubiny milty ir baltymy
koncentraty geltonos spalvos intensyvuma galima sumazinti, naudojant citrinos riigsti (1 %) [117].

Taciau lubiny milty geltona spalva gali biiti pageidautina makarony gamyboje [113].
Naudojant spage€iy gamybai iki 5 % lubiny baltymy izoliato prieda, galima pagaminti aukStesnés
vertés produkta, pasiZymint] priimtina spalva, patenkinamomis virimo ir geromis maistinémis
savybémis. Tose Salyse, kur makaronai yra kasdieninis maisto produktas, tokiy spageciy paros
normos suvartojimas (sausas svoris nuo 80 g iki 100 g) atitikty 45 g lubiny baltymy suvartojima, t.
y. 1/5 dozés, kurig kiekvienas padidéjusj cholesterolio kiekj turintis Zmogus turéty suvartoti,
siekiant sumaZinti Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikg [118]. Nustatyta, kad ankStiniy augaly
fitochemikalai turi teigiamg poveikj Sirdies darbui ir kraujagysléms [119]. Tyrimai parodé¢, kad
siauralapiy (L. angustifolius) lubiny fenoliniai junginiai, nepaisant silpny jy antioksidaciniy
savybiy, gali turéti teigiama poveikj, mazinant Sirdies ir kraujagysliy ligy rizika bei apsauginj

poveikj kraujagysléms [120].
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1.3.3. Lubiny savybés sudaryti putas ir emulsijas

Lubiny griidy baltymai yra labai tirpiis esant pH > 5,5 ir turi geras vandens ir riebaly suriSimo
savybes, puty ir emulsijy sudarymo savybes [94, 121].

Lubiny miltai gali biiti naudojami kaip kiauSiniy albumino pakaitalas — putas sudaranti
medziaga maiste. Nustatyta, kad lubiny baltymy koncentrato putos savo tekstiira ir mikrostruktira
yra labai panaSios ] nevirto kiausSinio baltymo putas ir i§laiko stabilumg net po 36 h [110]. Lubiny
lipidai turi jtakos jy puty sudarymo savybéms ir struktiirai. Daugiau poliniai lipidai (glikolipidai,
fosfolipidai) veikia kaip puty stabilizatoriai, 0 maziau poliniai lipidai (trigliceridai) yra silpno
pavir$inio aktyvumo ir link¢ formuoti sutirStintus monosluoksnius, kurie gali buti lengvai
desorbuojami [110]. Xu ir Mohamed nuomone, lubiny nuriebinimas nepazeidzia lubiny baltymy ar
kity sudedamyjy daliy ir pagerina jy puty sudarymo savybes [122], tac¢iau Pollard ir kt. teigia, kad
nuriebinty baltymy milty ir koncentraty putos yra maziau standzios nei nenuriebinty [110]. Riebaly
ekstrahavimo metodas taip pat gali turéti didelj poveikj lubiny savybéms ir funkcionalumui.
Naudojant riebaly ekstrakcijai kaip tirpikl] n-heksang, pasalinami nepoliniai lipidai (pavyzdziui,
trigliceridai) ir poliniai lipidai (pavyzdziui, riebaly riigstis ir fosfolipidai). Naudojant kaip tirpiklj
metanolj, iSskiriami nepoliniai lipidai [122].

Lubiny baltymams taip pat biidingos emulsijy sudarymo savybés, todél jie gali biiti naudojami
riebaly stabilizavimui. Be to, dé¢l lubiny baltymy savybés sudaryti gelj, jie gali biiti naudojami
apdoroto/virto produkto struktiirai pagerinti [21]. Teigiama, kad lubiny baltymy koncentratai,
lyginant su lubiny miltais, pasiZymi geresnémis emulsijy sudarymo savybémis ir prastesniu jy
stabilumu [110]. Raymondo ir kt. nustaté, kad lubiny baltymy emulsijos stabilumg galima padidinti
Siluminio apdorojimo biidu. Lubiny emulsinés savybés yra svarbios funkcinés savybés, pleciant

lubiny panaudojimg maisto produkty gamyboje [110, 125].

1.4. Fermentinés hidrolizés taikymas baltymu maistinéms ir funkcinéms savybéms

pagerinti

Vienas i§ maisto zaliavy perdirbimo tiksly yra pagerinti produkty maistine vertg ir funkcines
savybes, pavyzdziui, geresnis virSkinamumas, juslinés savybés (tekstira, skonis), biologinis
aktyvumas (geresnés antioksidacinés savybés, sumazintas alerginiy junginiy kiekis). Daugelis Siy
savybiy gali buti gaunamos taikant baltymy hidrolize specifinémis proteazémis. Fermentai ir
hidrolizés laipsnis turi biti parenkami, atsizvelgiant ] norimas skonines savybes, tirpumg ir kitas

funkcines hidrolizuoto produkto savybes [127].
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1.4.1. Baltymy funkciniy savybiy poky¢iai

Baltymy funkcinés savybés — tai fizikinés ir cheminés savybes, kurios lemia jy panaudojimg
maisto produktuose. Taikant baltymy hidrolizg, galima modifikuoti funkcines baltymy savybes,
iskaitant tirpuma, gelio, emulsijy ir puty sudaryma. Be to proteolizé mazina baltymy molekuling
masg, padidina jonizuojamy grupiy skaiciy, gali susidaryti hidrofobinés grupés, kurios keicia fizines
ir chemines sgveikas [130, 132—134]. Taciau hidrolizés salygas reikia kontroliuoti, kad bty
iSvengta per didelio baltymy suskaidymo, kuris gali pakeisti jy funkcionalumg ir turéti neigiamag
poveiki juslinéms savybéms, pavyzdziui, susidaryti kartaus skonio peptidai [130].

Baltymy tirpumas priklauso nuo jy hidrofobiniy bei elektrostatiniy sgveiky. Ivairiuose
literatiiros straipsniuose teigiama, kad hidrolizés metu baltymy tirpumas did¢ja [135—137]. Didesnis
hidrolizuoty baltymy tirpumas dazniausiai susijes su padidéjusiu nedidelés molekulinés masés
peptidy bei jonizuojamy amino- ir karboksigrupiy kiekiu. Zhao ir kt. teigia, kad zemés rieSuty
baltymy izoliaty hidrolizé fermentiniu preparatu Alcalase pagerino baltymy tirpuma ir tai buvo
susije su pavirSiaus hidrofobiSkumo sumazéjimu. Taciau hidrolizés procesai turi buti
kontroliuojami, siekiant padidinti baltymy tirpuma [134]. Hidrolizatuose gali susidaryti
hidrofobiniai peptidai, dél kuriy didé¢ja peptidy agregacija, mazinanti tirpuma [132, 138]. Paraman ir
kt. pastebéjo, kad esant stipriems hidrofobiniams rySiams ir sulfhidriliniy grupiy sgveikoms,
hidrolizuoty baltymy tirpumas mazéjo, net ir esant dideliam hidrolizés laipsniui [139].

Emulsijy sudarymo pajégumas yra svarbi baltymy savybeé, kuri didina jy panaudojima maisto
produkty gamyboje [133]. Baltymai gali turéti amfifiliniy savybiy, susijungti ir formuoti vientisas
membranas aplink riebaly laselius. Nustatyta, kad baltymy emulsijy sudarymo savybés priklauso
nuo jy hidrofobiSkumo ir aminorigi¢iy sudéties. Didéjant baltymy tirpumui ir hidrofobiSkumui,
didéja ir emulsijy sudarymo pajégumas ir jy stabilumas. DidZiausias emulsijy sudarymo pajégumas
gaunamas, esant mazam baltymy hidrolizés laipsniui ir didesniam didelés molekulinés mases
peptidy kiekiui riebaly ir vandens sgveikos pavirSiuje. Turgeon ir kt. gauti rezultatai parode, kad -
laktoglobulino hidroliz¢ tripsinu sumaZzino jo emulsijy sudarymo pajéguma, kadangi susidar¢ mazos
molekulinés masés peptidai prarado geb¢jima saveikauti su vandenine ir nevandenine fazémis [64].

Baltymy savybé sudaryti gelj reikalauja jprastos baltymo struktiiros iSsilankstymo. Gelio
sudarymui kaip pradiné¢ medZiaga reikalingas tam tikros grandinés ilgio baltymy tirpalas. Paprastai
proteolizés metu susidare maZos molekulinés masés peptidy sumazina baltymy pajéguma sudaryti
geli [48]. Taciau mazo laipsnio baltymy hidrolizé gali pagerinti gelio sudarymo savybes.
Damrongsakkul ir kt. Zaliavinés odos hidrolizei naudojo papaing ir fermentinj preparata Neutrase,

hidrolizés papainu produktas (su didesnés molekulinés masés peptidy fragmentais) pasizyméjo
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didele klampa ir pajégumu sudaryti geli, o hidrolizés Neutrase produktas buvo labai mazos klampos
[57].

Hrckova ir kt. nustaté, kad nuriebinty sojos milty apdorojimas trimis skirtingomis proteazémis
(Flavourzyme 1000 L, Novozym FM 2,0 L ir Alcalase 2,4 L FG) pagerino jy puty ir gelio sudarymo
savybes. Nors hidrolizés visais $iais fermentais laipsniai buvo panasiis, dé¢l jy specifiSkumo gauti
hidrolizatai pasizyméjo skirtingomis savybés, ypa¢ kai buvo naudojamas Flavourzyme.
Flavourzyme (i§ Aspergillus oryzae) yra endo- ir egzopeptidaziy miSinys, o Alcalase ir Novozym
proteazés (iS Bacillus licheniformis) yra serino endopeptidazés. Geresnés gelio sudarymo savybés
18ryskéjo, esant trumpalaikei baltymy hidrolizei. Kai apdorojimo Alcalase trukmé buvo iki 60 min,
susidare peptidai pasizyméjo geresniu gelio sudarymo pajégumu nei natyvinis baltymas. Taciau po
60 min hidrolizés hidrolizatai nesudaré jokio gelio [98]. Yust ir kt. pateiké tyrimy rezultatus apie
fermentinio preparato Alcalase panaudojima avinzirniy baltymy funkcinéms savybéms pagerinti.
Visi hidrolizatai pasizymeéjo geresnémis funkcinémis savybémis, pavyzdziui, tirpumu ir puty

sudarymo pajégumu, nei pats avinzirniy baltymy izoliatas [63].

1.4.2. Baltymy alerginio poveikio maZinimas

Alergija maistui yra apibréZziama kaip nepageidaujama imunologiné reakcija | maisto
produktus, kuri gali buti susijusi su IgE antikiiniais, arba ne. Daugelis alergeny yra baltymai.
Baltymo alergeniSkumas (gebéjimas sukelti alergines reakcijas) priklauso nuo epitopy (alergeno
daliy, saveikaujanCiy su specifiniais antikiinais ar T limfocitais) skai¢iaus. Priklausomai nuo
pirminés baltymo struktiiros, epitopas gali biiti linijinis arba konformacinis. Konformaciniai
epitopai yra lengvai suardomi maisto gamybos metu, pavyzdZziui, termiSkai apdorojant. Bet norint
suardyti linijinius epitopus, biitina suardyti konkrecias aminortigS§ciy sekas baltymy grandingje,
tokiais atvejais, peptidiniy jung€iy skaidymas yra vienas i§ sprendimo buidy [100, 104].

Hidrolizuoti baltymai (8000-20000 Da molekulinés mases peptidai) vadinami hipoalerginiais
[129, 131]. Kruopstus fermento pasirinkimas ir taikomas hidrolizés btidas gali Zymiai sumaZzinti
baltymy alergiSkuma, kuris priklauso nuo hidrolizés laipsnio ir filtravimo metody, naudojamy
pasalinti likusius baltymus. Norint gauti saugy hipoalergiska produkta, bitinas hidrolizaty
ultrafiltravimas [128].

Norint sumazinti alergiSkuma, daugeliui baltymy reikalingas didelis hidrolizés laipsnis. Taiau
ne visos proteaze pasizymi tokiu poveikiu. Cabanillas ir kt. tyré skrudinty Zemés rieSuty baltyma,
kuris buvo hidrolizuotas Alcalase ir Flavourzyme fermentiniais preparatais. Naudojant

Flavourzyme, po 300 min hidrolizés IgE reaktyvumas sumazgjo 65 %, bet 30 min apdorojimas
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Flavourzyme sukélé IgE reaktyvumo padidéjima. Tuo tarpu naudojant Alcalase, IgE reaktyvumo
sumazéjo 100 % [126].

Literttiroje pateikiami duomenys apie tripsino ir pepsino panaudojimg tokiy ankstiniy augaly,
kaip saldieji lubinai, avinzirniai, l¢Siai, baltymy hidrolizei, siekiant sumazinti jy alergiSkuma.
Avinzirniy ir lgSiy baltymy imunogeninis poveikis iSnyko po keliy minuciy fermentinio
apdorojimo, bet saldziyjy lubiny baltymy hidrolizaty antigeninis aktyvumas maz¢jo palaipsniui.
Antigeniniai epitopai, esantys hidrolizate, buvo visiskai sunaikinti po 30 min hidrolizés tripsinuo, o
po hidrolizés pepsinu vis dar tur¢jo apie 23 % antigeniSkumo [124].

Sojos baltymai turi ne maziau kaip 16 IgE baltymy, kuriy molekuliné¢ masé nuo 7,5 iki 97 kDa
ir kurie gali sukelti kliniking alergija, todél atlickama daug tyrimy, siekiant kontroliuoti Siy baltymy
sukeliamas alergijas ir jvertinti fermentavimo metody tinkamumg jy alerginiam reaktyvumui
sumazinant [123].

1.4.3. Skonio savybiu gerinimas

Nepaisant to, kad baltymy hidrolizatai, gauti esant dideliam hidrolizés laipsniui, gali
biitinaudojami jvairiems tikslams, pavyzdziui, kaip hipoalerginiai produktai ar didelio tirpumo
baltymai, planuojant naudoti Siuos hidrolizatus zmoniy mitybai, svarbus veiksnys, i kurj reikia
atsizvelgti, yra skonio medzaigy formavimasis. Priklausomai nuo naudojamy baltymy ir fermento
tipo, hidrolizés metu gali buti gaunami kartaus skonio peptidai. Tyrimai rodo, kad egzistuoja
koreliacija tarp kartaus skonio ir peptidy grandinés ilgio, hidrofobiSkumo, N-galinés ir C-galinés
aminorugsties [115, 116]. Teisingas fermento parinkimas gali sumazZinti nemalonaus skonio
medZiagy susidaryma baltymy hidrolizés metu.

Kodera ir kt. nustaté, kad baltymy hidrolizatai gauti, naudojant D3 proteaz¢ (iSgryninta
fermenta 1§ daiginty sojy skil€ialapiy), yra Zymiai maziau kartus nei hidrolizatai, gauti naudojant
subtilizing, pepsing, tripsing ir termolizing [114]. D¢l D3 proteazes specifiSkumo, dauguma
hidrofobiniy aminortig§ciy liekany hidrolizate néra peptido gale, kaip gali atsitikti, jei bus
naudojamas pepsinas. Arai ir kt. duomenimis, kartieji peptidai, i$skirti i§ sojos baltymy hidrolizaty,
gauty naudojant virSkinimo fermentus, turéjo galing aminoriigst] leucing, bet, kai buvo naudojama
karboksipeptidaze, kuri ardo C-galines struktiiras, kartus skonis zymiai sumaz¢jo. Wroblewska ir kt.
tyré skirtingy fermenty (komercinés proteazés Alcalase, papaino ir pepsino) ir jy kiekiy jtaka
hidrolizaty savybéms. Buvo pastebéti baltymy hidrolizaty priimtinumo skirtumai: Alcalase ir
papainu hidrolizuoti produktai pasizyméjo maziausiu kartaus skonio intensyvumu ir didZiausiu
bendru priimtinumu [112]. Taciau yra atvejy, kai kartieji peptidai gali biiti pageidautini, pavyzdZziui,

stirly gamyboje. Striy gamybos ir nokinimo metu laipsniSka proteolizé yra biitina salyga teisingam
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Camembert ar Brie striy skonio formavimuisi. Egzogeniné proteaze gali buti pridedama, siekiant

paspartinti nokinimo procesus [107, 111].

1.4.4. Bioaktyviy peptidy susidarymas

Bioaktyviis peptidai — tai specifiniai baltymy fragmentai, kurie turi teigiamg poveikj
organizmo funkcijoms ir sveikatai [106]. Jvairts peptidai, priklausomai nuo jy aminorigsciy
sudéties ir sekos, gali turéti teigiama poveik] Sirdies ir kraujagysliy ligy gydymui, virSkinimui,
imuninei ir nervy sistemai [93, 101].

Dazniausiai biologiskai aktyviis peptidai gaunami vykstant baltymy hidrolizei virskinimo
metu ar mikrobinés fermentacijos budu. /n vitro fermentiniai procesai yra placiai tyrinéjami [78,
93]. Pepsinas, chimotripsinas ir ypac tripsinas yra plac¢iai naudojami, imituojant virSkinimo poveikj
peptidy susidarymui. Komercinés proteazés, pavyzdziui, Alcalase ar Termolizinas taip pat
naudojamos peptidy gamybai. Nors peptidai gali susidaryti natdiraliai virSkinimo metu, naudojant
komercinius fermentinius preparatus galima gauti skirtingo aktyvumo peptidus [93]. Tokiy peptidy
bioaktyvumo mechanizmai ne visiSkai iSaiskinti, paskelbta tik keletas tyrimy apie jy strukttiros ir
aktyvumo ry$j. Tyrimais nustatyta, kurig proteaze reikia pasirinkti, norint gauti pageidaujamo
poveikio peptidus. Pavyzdziui, angiotenzing konvertuojancio fermento (AKF) inhibitoriai —
paprastai yra trumpos grandinés peptidai, kuriy sudétyje yra nuo 2 iki 12 aminoriig§¢iy. Tyrimai
rodo, kad efektyviausi AKF slopina peptidai, turintys hidrofobiniy (aromatiniy arba Sakotosios
grandinés) aminoriigs¢iy C-galinéje pozicijoje [74, 106]. Tai gali padéti paaiSkinti, kodél hidrolize
pepsinu (atskelia hidrofobines liekanas) arba tripsinu (atskelia argining ir lizing) naudojama
antihipertenziniy peptidy gamybai. ISriigy baltymy p-laktoglobuliny hidrolizés produktas — peptidas
Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg pasizymi AKF inhibiciniu poveikiu ir gali biiti gaunamas, naudojant
tripsing [72]. Tyrimai rodo, kad AKF slopinanc¢iu poveikiu pasizymi peptidai, turintys aminortgst]
proling C-galingje pozicijoje, kuri yra atspari virskinimo proteazéms, todél tokiy peptidy gamybai
reikalingos bakterinés ar grybinés proteazés [62, 78]. Be to, kai kurie peptidai, gauti veikiant -
kazeing Lactobacillus fermentais, pavyzdziui, Ser-Lys-Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile arba Ser-
Lys-Val-Tyr-Pro, yra atsparts virSkinimo fermentams, taip pat riigStiniam ir Sarminiam terpés pH,
todél taip pat gali biiti jdomiis farmakologiniu pozitiriu [61].

Klompong ir kt. teigia, kad geltonyjy dryzuotyjy Zzuvy (Selaroidesleptolepis) baltymy
hidrolizaty antioksidacinis aktyvumas priklauso nuo jy hidrolizés laipsnio ir nuo pasirinkto
fermento. Esant mazam hidrolizés laipsniui (5 %), hidrolizatai, gauti naudojant proteazés preparatg

Alcalase, pasizyméjo didesniu DPPH radikaly susiriSimo aktyvumu, nei gauti, esant dideliam
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hidrolizés laipsniui (25 %); proteazés preparatas Flavourzyme buvo dar efektyvesnis [59]. Zemés
rieSuty baltymy antioksidacinis ir AKF inhibitorinis aktyvumas taip pat priklausé¢ nuo hidrolizés
fermetiniu preparatu Alcalase laipsnio [56]. Peptido antioksidacinis aktyvumas gali biiti siejamas su
geb¢jimu  slopinti  zalingus lipidy pokycius oksidacijos metu ir priklauso nuo tam tikry
aminorugsciy, pavyzdziui, tirozino, histidino, metionino ir triptofano buvimo peptiduose. Galima
teigti, kad hidrolizaty antioksidacinés savybés priklauso nuo hidrolizei naudojamy fermenty [55].
Pedroche ir kt. nustaté, kad cholesterolj mazinanciu poveikiu, antioksidaciniu aktyvumu ir AKF
inhibitoriniu aktyvumu pasizymi 1400—1800 Da masés peptidai, gauti atliekant nuoseklig hidrolize

tripsinu ir chimotripsinu [52].
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2. Tyrimy objektai ir metodai
2.1. Tyrimy objektai
2.1.1. Lubiny séklos

Tyrimo objektu pasirinkti Lietuvoje selekcionuojamos veislés Nr. 1710 siauralapiai lubinai
(Lupinus angustifolius L.), uzauginti 2014 m. Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro
Zemdirbystés instituto Vokes filiale. Sios veislés lubinai issiskiria mazu alkaloidy kiekiu séklose
(0,039-0,064 %), dideliu atsparumu grybinéms ligoms, spar€iu augimu visais augaly vystymosi
tarpsniais bei dideliu sékly derliumi (2,3-2,9 t/ha™) [1]. Tyrimams lubiny séklos sumaltos

Pranciskaus Jokubausko maltine (Kaunas) iki 1mm dydzio daleliy.
2.1.2. Fermentiniai preparatai

Lubiny baltymy hidrolizei Novozymes A/S (Danija) fermentiniai preparatai: endoproteazés
Alcalase, Neutrase, Protamex ir egzopeptidaziy/endoproteaziy kompleksas Flavourzyme.
Endoproteazés veikdamos atskelia peptidines jungtis polipeptido grandinés viduje, o egzopeptidazés
— grandinés galuose. Gamintojo duomenimis, Alcalase fermentiniame preparate yra serino tipo
endoproteaze 1§ Bacillus licheniformis, kuri turi labai platy substrato specifiSkuma, t. y. gali
hidrolizuoti dauguma peptidiniy jung€iy baltymy molekulése. Neutrase yra bakteriné neutrali
proteaze 1S Bacillus amyloliquefaciens, daznai naudojama komerciniais tikslais. Protamex proteaziy
kompleksas gaminamas 1§ Bacillus spp. ir skirtas hidrolizuoti baltymus maisto produktuose.
Flavourzyme — tai egzopeptidazés ir endoproteazés kompleksas 1§ Aspergillus oryzae, todél
pasizymi didziausiu hidrolizés laipsniu. RuoSiant baltymy hidrolizatus, rekomenduojama $iy
fermentiniy preparaty dozé 50-100 g/100 kg produkto. Optimalios atskiry fermenty veikimo
salygos pateiktos 2.1 lentelé¢je.

2.1 lentele. Optimalios proteaziy veikimo salygos

. . Optimali Didziausias hidrolizés
Proteazés Optimalus pH tempefatﬁra (9] laipsnis %
Alcalase 8 50-60 15-25
Neutrase 7 40-50 10-15
Protamex 7-8 50 10-20
Flavourzyme 5.5-7.5 50-55 ~60

Siekiant kontroliuoti funkcines hidrolizaty savybes, svarbu laiku sustabdyti fermenting
reakcija. Visos proteazes gali biiti negrjztamai inaktyvuojamos terminio apdorojimo metu. 2.2

lentel¢je pateiktos rekomenduojamos proteaziy inaktyvavimo sglygos.
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2.2 lentelé. Proteaziy inaktyvavimo salygos

Proteazés pH Temperatira (C°) Laikas (min.)
Alcalase 4 50 30
catas 8 85 10
Flavourzyme 68 90 10
4 50 30
Neutrase 7 30 5
4 50 30
Protamex ] 85 10

2.1.3. Lubiny baltymy hidrolizaty gamyba

Baltymy hidrolizaty gamybai taikyti jvairts jy hidrolizés ir iSskyrimo budai:
I- baltymy hidrolizé ir i§skyrimas i§ nuriebinty lubiny milty (2.1 pav.);
II- baltymy hidrolizé ir i§skyrimas i§ nenuriebinty lubiny milty (2.2 pav.).

Lubiny sékly miltai

v

Hidrolizé
proteazémis 45°C 3h

~ N

Kietafazé 50 % Skystafazé 75 %
drégnis drégnis

. e

Nuriebinimas
n-heksanas

|

Baltymy ekstrakcija Sarminéje terpéje (pH 9)

¥

Baltymy nusodinimas izoelektriniame taske (pH 4,5)

v

DZiovinimas/liofilizavimas

2.1 pav. Baltymy hidroliz¢é ir i§skyrimas 1§ nuriebinty lubiny milty.
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Lubinq sékly miltai

Baltymy ekstrakcija Sarminéje terpéje (pH 9) \

Baltymy iSsudymas
¢ NaCl tirpalu (pH 7)

Baltymy nusodinimas izoelektriniame taske ( pH 4,5)

DZ|OV|nlmas/lloflllzawmas

v

Hidrolizé proteazémis
45°C, 3h

{

DzZiovinimas/liofilizavimas
2.2 Pav. Baltymy hidroliz¢ ir i§skyrimas i$ nenuriebinty lubiny milty.

Pirmuoju atveju, pradzioje atlikta lubiny milty hidrolizé (kietafazé ir skystafazé). Po to
hidrolizuoti miltai nuriebinti, naudojant kaip tirpikli n-heksang. Nuriebinimas vykdytas 80 °C
temperatiiroje 2 h Soksleto aparate.

Lubiny milty hidrolizei taikyti 2 buidai: kietafazis (50 % drégnis) ir skystafazis (75 %
drégnis). Tam 1000 g lubiny milty, kuriy drégnis 11 %, sumaiSyta, atitinkamai, su 445 ml ir 557,5
ml H,O. Hidrolizei naudoti jvairiis proteolitiniai fermentiniai preparatai (Zr. 2.1 lentel¢). Preparato
kiekis — 0,2 g/100 g milty parinktas remiantis gamintojo rekomendacijomis (50-100 g/100 kg
milty). Prie§ hidrolize milty suspensijy pH sureguliuotas iki optimalaus fermenty veikimui
(Alcalase pH = 8; Neutrase pH = 7; Protamex pH = 7,5; Flavourzyme pH = 7,5). Hidroliz¢ atlikta
45 °C temperaturoje, trukmeé — 3 h. Po 0,5 h, 1 h, 2 h ir 3 h buvo imami méginiai ir stabdoma jy
hidroliz¢, iSlaikant 10 min 85 °C temperatiiroje. Taip pat nustatytas hidrolizaty pH.

Baltymy i$skyrimui i§ hidrolizuoty nuriebinty lubiny milty taikyta ekstrakcija Sarminéje
terpéje ir jy nusodinimas izoelektriniame taske. Tam hidrolizuoti lubiny miltai sumaiSyti su
distiliuotu vandeniu santykiu 1:12 ir iSlaikyti 30 min kambario temperatiiroje (20+2 °C), retkarciais
pamaiSant. Po to 1 M NaOH tirpalu suspensijos pH sureguliuota iki pH = 9 ir dar iSlaikyta 1 h,
nuolat maiSant. Suspensija centrifuguota “Heraeuslabofuge 200” centrifuga 15 min 3000 aps./min
greiciu. | centrifugatg laSinta 1 M HCI tirpalas, kol pasiekiamas pH = 4,5, ir vél iSlaikyta 1 h.

Nuséde baltymai atskirti centrifuguojant 15 min 3000 aps./min grei¢iu ir i8dZiovinti sublimacinéje
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dziovykloje “Sublimator 3x4x5 Zirbus technology”. Gautame baltymy hidrolizate nustatytas
bendras ir tirpiyjy baltymy kiekis bei funkcinés jy savybeés.

Tesiant eksperimentus toliau, antrame etape atsisakyta lubiny milty nuriebinimo. Berghout ir
kt. tyrimai parodé, kad netaikant nuriebinimo i§ lubiny milty gaunami analogiski baltymy kiekiai
[49], todel Sis buidas ir buvo iSbandytas eksperimento metu. Be to papildomai palyginti du
literatiiroje apraSomi baltymy iSskyrimo metodai: (1) iSsudymas arba (2) ekstrakcija Sarminéje
terpéje ir nusodinimas izoelektriniame taske. Siuo atveju pradzioje buvo atliktas baltymy i§skyrimas
ir po to hidrolizé. Naudojant iSstidyma baltymy i$skyrimui, 1000 g lubiny miltai sumaiSyta su 1M
NaCl tirpalu santykiu: 1:5, suspensijos pH sureguliuotas iki pH = 7 ir iSlaikyta 2 h, nuolat maiSant.
Po to suspensija centrifuguota “Heracuslabofuge 200 centrifuga 30 min 3000 aps./min greiciu.
Baltymy ekstrakcija pakartota, naudojant po centrifugavimo likusias nuosédas. Abu centrifugatai
sumaiSyti, praskiesti 10 karty distiliuvotu H,O ir 18 h iSlaikyti Saldytuve 4 °C temperatiiroje.
Nupylus skystaja faze, likutis centrifuguotas “Heraeuslabofuge 200 centrifuga 30 min 3000
aps./min greic¢iu. Nusodinti baltymai atskirti ir iSdziovinti sublimacingje dziovykloje “Sublimator
3x4x5 Zirbus technology”. Baltymy i§ nenuriebinty milty ekstrakcija Sarmingje terpéje ir juy
nusodinimas izoelektriniame taSke atlikta analogiSkai kaip ir pirmame etape.

Po to, analogisku biidu kaip ir pirmame etape, atlikta baltymy hidrolizé. Gauti hidrolizatai

i8dziovinti ir juose nustatytas bendras ir tirpiyjy baltymy kiekis ir jy funkcinés savybés.
2.1.4. Keksy be glitimo baltymy bandomieji kepimai

Keksy be glitimo baltymy bandomieji kepimai atlikti KTU Maisto mokslo ir technologijy
kompetencijy centro duonos laboratorijoje pagal modifikuotg Sanz ir kt. [148] receptirg ir gamybos
biidg. Keksy tesla ruoSta i§ ryziy milty, papildomai pridedant vieng i§ baltymy priedy: lubiny
baltymy izoliatg (LBI), lubiny baltymy hidrolizata (LBH), kiauSiniy baltymo miltelius (KB). Teslos
receptiira: 100 g ryziy milty; 100 g vandens; 17 g baltymy priedo; 75 g cukraus; 46 g rafinuoto
saulégrazy aliejus; 4 g natrio hidrokarbonato (valgomosios sodos); 3 g citriny riigsties; 1,5 g
druskos; 0,5 g ksantano gumos. Baltymy priedo kiekis apskaiCiuotas taip, kad atitikty baltymy
kiekj, pridedamg su pieno ir kiauSiniy produktais kepant pagal tradicing receptirg [148].
Kontroliniai kepiniai ruosti pe papildomy baltymy priedy.

Bandomiesiems kepimams naudoti (UAB "Ustukiy maliinas") gamybos ryziy miltai, kuriuose
drégmés ir baltymy kiekis buvo, atitinkamai, 12,19 g/ 100 g ir 5,9 g / 100 g; kiauSinio baltymo
milteliai (KB) (UAB "Alvas ir Ko"), drégmés ir baltymy — atitinkamai, 6,83 g/ 100 g ir 79.38 g /
100 g. Citriny rugstis (UAB "Rudugys"), rafinuotas rapsy aliejus (UAB "Rukola"), natrio
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hidrokarbonatas, cukrus (AB "Nordic Sugar Kédainiai") ir druska (UAB "Preskonita") buvo jsigyti
vietiniuose prekybos tinkluose, ksantano guma — i§ Brenntag Lietuva. [vertinus lubiny baltymy puty
sudarymo savybes, kaip priedai keksy be glitimo baltymy gamybai pasirinktas iSsidymo biidu
i§skirtas lubiny baltymy izoliatas (LBI2) ir jo hidrolizés Protamex fermentiniu preparatu produktas
(LBHP).

Laboratorinémis salygomis teSla plakta buitiniu plakikliu (Tefal Prep‘line 450 W), esant
plakimo grei¢iui 400 aps/min. Pradzioje sumaiSyti sausi komponentai: ryziy miltai, baltymy
priedas, natrio hidrokarbonatas, cukrus, citriny riigstis ir druska, po to pilamas aliejus ir viska
sumaisius, pabaigoje — vanduo. Plakimo trukmé — 10 min, iki vienalytés konsistencijos. ISplakta
tesla iSpilstyta po 40,5 g 1 5 cm skersmens formas ir kepta elektringje krosnyje (MIWE Condo,
Vokietija) 20 min 180 °C temperatiiroje. ISkepti keksai vésinti kambario temperatiroje apie 1 val.,
tada supakuoti  polietileninius maiselius ir laikyti 24 val. kambario temperatiroje iki jy kokybés
tyrimo.

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Lubiny cheminiy rodikliy nustatymas

Milty drégnis:

2 g lubiny milty méginys vienodu sluoksniu paskleidziamas iSdziovintame iki pastovios
masgs ir pasvertame biukse. Biuksas uzdengiamas ir su turiniu pasveriamas 1 mg tikslumu. Biuksai
ir jy dangteliai atskirai sudedami j dZiovinimo spintg. DZiovinama 130 °C temperatiiroje 45 min.
Baigus dziovinti, biuksai i§imami i§ dZiovinimo spintos, uzdengiami ir jdedami ] eksikatoriy,
kuriame atauSta iki kambario temperatiiros. Atause biuksai su méginiu pasveriami 1 mg tikslumu.
Atlikti 3 lygiagretiis tyrimai.

Dregmés kiekis, procentais, skai¢iuojamas pagal formule [50]:
S
W = =100
WII.

¢ia: W — analizuojamo méginio drégmés kiekis, (%), W,— analizuojamo méginio mase, (g), pries dZziovinima,

W, analizuojamo méginio masé, (g), po dziovinimo.
Bendras baltymy kiekis:

Bendro lubiny milty baltymy kiekio nustatymui 1,0 g tiriamo produkto méginio sudedama |
Kjeldalio kolbas, jpilama 20 ml koncentruotos H,SO4, idedamas katalizatoriy misinys (kalio sulfato
milteliai (1000 masés daliy), titano dioksidas (30 masés daliy) ir vario sulfato pentahidratas (30

maseés daliy)) ir antiputoksliy (cinko Sraty). Kjeldalio kolbos ,,Behr Labor Technik* mineralizavimo
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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 j ,,Behr Labor Technik* distiliatoriy. Distiliuojama 5 min.
Distiliatas surenkamas ] kiiging 300 ml talpos kolbg su boro riigsties (H;BO3) tirpalu. Pasibaigus
distiliacijai, | kuging kolbg jlasinami 2—3 lasai TaSiro indikatoriaus ir distiliatas titruojamas 0,1N
HCl tirpalu, kol distiliato spalva i$ zalios spalvos tampa ryskiai violetine.

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

Azoto kiekis (N) % apskaiciuojamas pagal formule [50]:

N=[14xnxK{V,1-V,0]/m

¢ia 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,1 N HCI, (g),V, — 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas i§ distiliuojamo

K — druskos riigsties tirpalo pataisos koeficientas (1) m — analizuoto méginio masé, (g).
Baltymy kiekis apskaic¢iuojamas pagal formule [50]:
Bpr=Nxk

gia: N — azoto (N) kiekis,k — koeficientas perskai¢iuoti azoto kieki j baltymy kiekj (5,7).
Tirpiyjy baltymy kiekis:

Tirpiyjy baltymy kiekio nustatymui pasveriama 5 g lubiny milty (arba milty po hidrolizés),
sudedama j kiiging 300 ml talpos kolbg ir uzpilama 20 ml distiliuoto vandens. [pilama 2 ml 10 %
NaCl, kad geriau istirpty ne tik albuminy, bet ir globuliny grupés baltymai. MiSinys suplakamas ir
paliekamas stovéti 10 min, protarpiais vis suplakant. Po to filtruojama per vatag. Medziagos liekana
kolboje dar kartg ekstrahuojama uzpylus 20 ml vandens ir filtruojama per vatg i ta patj indg. Gautas
filtratas supilamas j 50 ml matavimo kolba, pripilama vandens iki zymés ir sumaiSoma.

Pipete paimama 20 ml filtrato ir supilama j Kjeldalio kolbg j ja jpilama 20 ml koncentruotos
H,SO., idedamas katalizatoriy miSinys, antiputoksliy (cinko Sraty), ir toliau viskas atliekama, taip
kaip ir nustatant bendra baltymy kiekj. ISsiskyrusio azoto ir baltymy kiekis apskai¢iuojamas pagal
tas pacias formules.

Tirpiyjy baltymy kiekis miltuose surandamas pagal paimta analizei jy kiekj ir praskiedimo
tair] [178]:

25

¢ia: G — analizei paimtas milty kiekis, g, 50 — paruosto filtrato, kuriame yra tirpais baltymai, ttris, ml.
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2.2.2. Baltymy funkciniy savybiy tyrimai

Puty sudarymo pajégumas:

Puty sudarymo pajégumo tyrimui ruostos trys 1 % baltymy 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, 6, ir 8. Supilama j skirtingas 25 ml matavimo kolbutes ir praskiedziama iki
zymés. Po to imama 10 ml suspensijos ir plakama “IKA T25 digital” plakikliu 5 min. Puty
sudarymo pajégumas (PSP) % apskaiciuojamas pagal formulg [51]:

PSP = (puty turis (ml) / bendras suspensijos turis (ml)) x 100, (%)

Puty stabilumas:

Atlikus puty susidarymo tyrimg stebimas jy stabilumas. Tyrimas atlieckamas dvi valandas,
periodiSkai kas 30 min, uzrasant puty kiekj ml. Puty stabilumas (PS) % apskaiciuojamas pagal
formulg [51]:

PS = (puty tiris (ml) tam tikru laiko momentu / pradinis puty tiris (ml)) x 100, (%)

Emulsijos sudarymo pajégumas:

Emulsijos sudarymo pajégumo tyrimui ruostos trys 1 % baltymy 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, 6, ir 8. Supilama j skirtingas 25 ml matavimo kolbutes ir
praskiedziama iki Zymés. 5 ml suspensijos 5 min homogenizuojama “IKA T25 digital”
homogenizatoriumi, esant 7600 aps./min grei¢iu. Praé¢jus 5 min, jpilama 5 ml “Vilniaus” rapsy
aliejaus ir tuo paciu grei¢iu homogenizuojama dar 5 min. Véliau emulsija centrifuguojama 10 min
3000 aps./min grei¢iu. Emulsijos sudarymo pajégumas (ESP) % apskaiCiuojamas pagal formule
[51]:

ESP = (emulsijos sluoksnio tiiris (ml) / bendras suspensijos tiiris (ml)) x 100, (%)

Emulsijos stabilumas:

Emulsijos stabilumo tyrimui méginiai ruosti taip pat, kaip ir emulsijos susidarymo pajégumui
nustatyti. Tik prie§ centrifugavima emulsija papildomai pakaitinama 85 °C temperatiiroje 30 min,
tuomet atvésinama iki kambario temperatiiros (20£2°C), 5 min laikant mégintuvélius po Saltu
vandeniu. Atvésinti méginiai centrifuguojami 10 min 3000 aps./min grei¢iu. Emulsijos stabilumas
(ES) % apskaiciuojamas pagal formule [51]:

ES = (emulsijos sluoksnio tiiris (ml) / bendras suspensijos tiiris (ml)) x 100, (%)
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2.2.3. Elektroforezé

Tirpalai ir jy ruosimas:

1.

10.
11.

12

30 % akrilamido tirpalas. Matavimo kolboje vandenyje iStirpinama 30 g akrilamido ir 0,8 g
N,N - metilenbisakrilamido ir praskiedziama iki 100 ml.

4 x TRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas, kai pH 8,8: 1,5 M TRIS-HCI, 0,4 % NDS. 364 g
TRIS istirpinama 110 ml vandens. | gauta tirpalg jpilama 8 ml 10 % NDS tirpalo.
Sureguliuojamas tirpalo pH iki 8,8 su 1 N HCI ir praskiedziamas vandeniu iki 200 ml.

4 x TRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas, kai pH 6,8: 0,5 M TRIS-HCI, 0,4 % NDS. 12,12 g
TRIS iStirpinama 110 ml vandens. | gauta tirpala jpilama 8 ml 10 % NDS tirpalo.
Sureguliuojamas tirpalo pH iki 6,8 su 1 N HCI ir praskiedziamas vandeniu iki 200 ml.
Elektroforezés TRIS - glicino buferinis tirpalas: 3,02 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS ir
pripilama iki 1000 ml vandens.

10 % amonio persulfato [(NH4),S,0s] tirpalas (svoris/tiiris). 0,1 g amonio persulfato
iStirpinama 1 ml vandens. Tirpalas ruoSiamas prie$ pat naudojima.

Tetrametiledilendiaminas (TEMED).

2 x baltymo denatiiravimo buferinis tirpalas: 5 ml 4 x TRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas, kai
pH 6,8, 4 ml glicerolio, 1,2 g NDS, 2 ml 2-merkaptoetanolio, I mg mélynojo bromfenolio ir
pripilama iki 100 ml vandens. ISmaiSoma ir iSpilstoma po 1 ml.

Standartinis baltymy miSinys.

Tiriamojo baltymo pavyzdZiai.

10 % acto rugstis.

Dazo Coomassie mélio tirpalas: 10 % acto rugsties, 0,006 % Coomassie melio R-250,90 %

vandens. Laikoma kambario temperattroje.

. Baltymams dazyti Coomassie me¢liu baltymo tvirtinimo tirpalas: 25% izopropilo alkoholio,

10 % acto riigSties ir 65 % vandens. Laikoma kabario temperatiiroje.

Skiriamojo gelio paruosimas:

Naudojamos dvi Svarios stiklo plokstelés ir dvi stiklo plokstelés su tarpinémis. Stiklo

plokstelés jstatomos ] elektroforezés aparato gardelg specialiame stovelyje ir viena su Kkita

suspaudziama spaustukais. Tarpeliai tarp stiklo ploksteliy pripildomi skiriamojo gelio, iki plokstelés

virSaus palieckama maZdaug 2 cm koncentruojamam poliakrilamido geliui. Ant skiriamojo gelio

virSaus pipete atsargiai, nesuardant gelio pavirSiaus, uzlasinamas sluoksnis distiliuoto vandens.

Laukiama, kol jvyks polimerizacijos reakcija (30—60 min. kambario temperatiiroje). Tada vanduo

nupilamas.
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Koncentruojamojo gelio paruosimas:

I stikling pripilama 0,65 ml 30 % akrilamido tirpalo, 1,25 ml 4 x TRIS-HCI/NDS buferinio
tirpalo (pH 6,8) ir 3,05 ml vandens. Pripilama 25 pl 10 % amonio persulfato tirpalo ir 5 pl
tetrametiledilendiamino. Gerai iSmaiSoma. Gautas tirpalas supilamas ant skiriamojo gelio. | uzpiltg
koncentruojamojo gelio sluoksnj jstatomos Sukos, laukiama kol jvyks polimerizacijos reakcija ir
atsargiai iSimamos Sukos.

Baltymo preparato paruosimas elektroforezei.

Plastikiniame 1,5 ml mégintuvélyje tiriamojo baltymo tirpalas santykiu 1:1 praskiedziamas 2
x baltymo denattravimo buferiniu tirpalu. Misinys 3—5 min. kaitinamas verdanc¢io vandens vonioje.
Svirkstu ant Sulinéliy dugno uzdedami ploni paruosty baltymy sluoksniai, o j krastinius Sulinélius
ipilamas etaloninio baltymo miS$inys. IS pripildymui skirto stovelio iSimama gardelé ir jstatoma |
elektroforezés aparatg. Elektroforezés aparato talpykla pripildoma elektroforezés TRIS-glicino
tirpalo. Paleidziama srové elektroforezei vykdyti, kai judantis gelyje meélynasis bromfenolis
pasiekia skiriamojo gelio apacia, elektros srové iSjungiama.

Gelyje esancio baltymo daZymas po elektroforezés:

Po elektroforezés poliakrilamido gelis atsargiai atskiriamas nuo stiklo ploksteliy, idedamas |
plastiking vonelg ir uzpilamas baltymy tvirtinimo tirpalu tiek, kad apsemty. Vonel¢ létai purtoma
kambario temperatiiroje 30—60 min. Nupilamas baltymo tvirtinimo tirpalas ir uzpilamas Coomassie
melio dazo tirpalas. Dazoma, kol baltymo juostelés nusidazo norimo rySkumo spalva. Baigus
dazyti, dazai nupilami ir uzpilama 10 % acto rugsties. Vonelé purtoma kambario temperatiiroje, kol

1§ gelio i$siplauna nesusirise su baltymu dazai [65].
2.2.4. Keksy kokybés rodikliy nustatymas

Nukepimas: keksiukai sveriami prie§ kepimg (M1) ir po kepimo bei 1 val. vésinimo (M2).
Svorio nuostoliai kepimo metu buvo apskaiciuoti kaip Siy svoriy skirtumas (M1-M2).

Kepinio aukstis buvo matuojamas slankmaciu po 1 val. vésinimo nuo auksciausio keksiuko
tasko iki apacios.

Kepinio savitasis tiris apskai¢iuojamas pagal tirio ir masés santykj (cm’/g) [13]. Kepinio
tliris nustatytas pagal jo iSstumtg sory kruopy kiekj. ISstumtos sory kruopos sveriamos 0,1 g
tikslumu ir apskai¢iuojamas méginio tiiris ¥, cm’. Kepinys sveriamas elektroninémis svarstyklémis
0,1 g tikslumu.

Teksturos rodikliai. Keksy teksturos rodikliy matavimai atlikti su TA.XT.plus tekstiiros

analizatoriumi (Stable Microsystems, Godalming, JK). IS kekso vidurinés dalies iSpjautas 1,5 cm
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storio meéginys, kuris naudotas teksttiros profilio analizei. Sudarant teksttiros profili, méginys buvo

spaudziamas 75 mm skersmens cilindru (P/75) 1 mm/s greiciu iki 50 % suspaudimo, iSlaikant 5 s

tarp dviejy spaudimo cikly. IS gauty ,,jégos-laiko* kreiviy (2.3 pav.) nustatyti Sie tekstiiros

parametrai — kietumas, riSlumas, tamprumas, stangrumas:

1) kietumas — mechaniné tekstiiros savybé, nusakoma jéga (N), reikalinga pasiekti reikiamg (40
%) produkto deformacija, ji nustatoma pagal jégos smailés virSting pirmo spaudimo ciklo
metu (K1);

2) riSlumas — mechaniné tekstiros savybé, nusakoma laipsniu, iki kurio medziaga gali biiti
deformuojama iki jai suyrant (A2/A1);

3) tamprumas — mechaniné tekstiiros savybe, susijusi su atsistatymo greifiu, paveikus
deformuojanciai jégai ir deformuotos medziagos atsistatymo laipsniu, nustojus veikti Siai jéga
(L2/L1);

4) stangrumas — mechaniné tekstiiros savybé, nusakoma riSlumu ir laiko trukme, reikalinga
produkta ,,sukramtyti“ iki tinkamo nuryti. Apskai¢iuojamas kaip kietumo, riSlumo ir

tamprumo sandauga (K1x(A2/A1) x(L2/L1)).

Jega, IT
. DAREBEINIO KUNO JUDEJIMAS .
Zemyn 1 Aukityn 1 Pauzé Zemyn 2 Aukityn 2
Kietumas
- Kl
Kietumas
K2
Plotas
Al
Plotas
A2
Tlgis L1 |\{ | Tgis L2
Plotas A3 Laikas
(Lipnumas)

2.3 pav. Tekstuiros profilio analizés ,,jégos-laiko* kreive

2.2.5. Matematiné statistiné duomeny analizé

Tirty rodikliy vidutinés vertés ir standartinio nuokrypio vertés apskaiciuotos panaudojant MS

Excel 2010 programa. Visi tyrimai kartoti tris kartus.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Baltymy Kkiekio poky¢iai lubiny milty hidrolizés metu
3.1.1. Fermentacijos salygu jtaka baltymuy hidrolizei

Fermentinei baltymy hidrolizei kietafaziu ir skystafaziu biidu naudoti lubiny miltai, kuriy
drégnis — 11£3,4 %, bendras baltymy kiekis — 36+0,8 % s.m., tirpiyjy baltymy kiekis — 30+1,9 %
s.m.

Fermentiné hidrolizé¢ yra budas pagerinti baltymy savybes, kurios priklauso nuo baltymo ir
naudojamo fermento specifiSkumo, taip pat nuo hidrolizés salygy, ypa¢ pH ir temperatiiros.
Ivertinus literatliroje pateiktus duomenis, palyginamiesiems tyrimams pasirinkti endoproteaziy ir
egzopeptidaziy/endoproteaziy komplekso fermentiniai preparatai endoproteaziy fermentiniai
preparatai: Alcalase, Neutrase, Protamex, o taip pat egzopeptidaziy/endoproteaziy kompleksas
Flavourzyme (Novozymes A/S, Danija).

Lubiny baltymai hidrolizuoti 3 h, stebint proceso metu pH poky¢ius (zr. 3.1 pav.). pH tyrimai
hidrolizés metu parodé¢, kad Sio rodiklio vertés proceso metu nuolat mazéjo. Taikant kietafaze
fermenting hidrolizg, pH vertés sumazéjo 4,3-16 %, o skystafaze — nuo 10 iki 20 %. Galima teigti,
kad skystoje terpéje vyko greitesni fermentacijos procesai. Didziausias pH pokytis kietafazés ir
skystafazés fermentinés hidrolizés metu matyti po 3 h veikiant Protamex fermentiniu preparatu

(atitinkamai, 16 % ir 20 %), maziausias — Neutrase preparatu (atitinkamai, 4,3 % ir 10 %).

—o—Flavourzyme —l— Alcalase —4—Flavourzyme —fli— Alcalase
Neutrase —— Protamex Neutrase —— Protamex
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3.1 pav. pH pokytis lubiny milty kietafazés (a) ir skystafazés (b) hidrolizés proteolitiniais
fermentais metu.

Bendras ir tirpiyjy baltymy kiekis hidrolizatuose, gautuose kietafazés ir skystafazés

fermentinés hidrolizés metu, pateiktas 3.2 ir 3.3 pav. I§ gauty tyrimo rezultaty matyti, kad baltymy
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kiekis (bendras ir tirpiyjy) taip pat mazéjo, ilgejant hidrolizés trukmei. Lubiny miltai, paveikti
preparatais Alcalase ir Flavourzyme, i$siskyré didesniu baltymy kiekiu nei paveikus Neutrase ir
Protamex Maziausias bendro baltymy kiekio pokytis nustatytas lubiny miltuose, paveiktuose
Alcalase fermentiniu preparatu kietafaziu biidu — 13,6 %, o skystafaziu — Flavourzyme (33,4 %).
Tuo tarpu kietafaziu btidu Neutrase hidrolizuotuose lubiny miltuose baltymy kiekis sumazéjo 19,9

%, skystafaziu — 36,8 %, panaudojus Protamex preparata — analogiskai, 24,2 % ir 41 %.

——Flavourzyme —fll— Alcalase —¢—Flavourzyme —fli— Alcalase
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3.2 pav. Bendro baltymy kiekio poky¢iai lubiny kietafazés (a) ir skystafazés (b) hidrolizés

proteolitiniais fermentais metu.

Analogiskos tendencijos pastebétos, tiriant tirpiyjy baltymy kiekj ir jo pokyc¢ius hidrolizes
metu. MaZesni tirpiyjy baltymy pokyciai taip pat buvo hidrolizuojant fermentiniais preparatais
Flavourzyme (kietafaziu budu — 34,4 %, skystafaziu — 53,7 %) ir Alcalase (35,6 % ir 56,8 %),
didziausi — Protamex (41,2 % ir 61,6 %).

Fermentinés hidrolizés metu pH ir baltymy kiekio maz¢jimas néra priimtinas. Toks pH
pokytis rodo, kad lubiny milty terpéje be hidrolizés vyko ir savaiminio riigimo procesas, kaupiantis
riugStims — mikroorganizmy metabolizmo produktams. Lubinuose esantys mikroorganizmai
hidrolizés metu, esant tinkamoms jy metabolizmui salygoms, aktyviai dauginosi ir maitinosi terp¢je
esanCiomis medZiagomis. Dél mikroorganizmy, kuriy vystymuisi reikalingas azotas, veiklos
matomas tiek pH, tiek ir bendro bei tirpiyjy baltymy kiekio mazéjimas. Galima teigti, kad skystoje
terpéje vyko greitesni fermentacijos procesai, nes baltymy kiekio sumaz¢jimas pasireiske labiau.

Proteaziy poveikio skirtumus galima biity paaiSkinti skirtingu jy veikimu ir skirtingomis
optimaliomis veikimo salygomis. Alcalase, Neutrase ir Protamex fermentiniuose preparatuose
esancios endoproteaze skaido tik polipeptidinés grandinés vidines jungtis, susidarant jvairaus ilgio

peptidams, o Flavourzyme egzopeptidaziy ir endoproteaziy kompleksas katalizuoja tiek vidiniy
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peptidiniy jungCiy, tiek ir galiniy peptidiniy jungciy hidrolize, atskeliant laisvas aminoriigstis. Be
to, Flavourzyme iSsiskiria optimaliu veikimui terpés pH, kuris yra dauigau riigstinis (5,5-7,5)
lyginant su kity fermenty veikimui optimaliu pH (7,0-8,0).

Pirmieji lubiny fermentinés hidrolizés tyrimai parodé¢, kad veikiant tiesiogiai lubiny miltus
fermentais, dél tuo pat metu vykstanciy riigimo procesy, negalima tiksliai jvertinti proteaziy jtakos

baltymy kiekiui ir savybéms, todél buvo nuspresta pradzioje iSskirti baltymy izoliatus ir po to atlikti

jy hidrolize.
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3.3 pav. Tirpiyjy baltymy kiekio pokyciai lubiny kietafazés (a) ir skystafazés (b) hidrolizés
proteolitiniais fermentais metu.

3.1.2. Baltymy iSskyrimo biido jtaka ju kiekiui ir hidrolizés efektyvumui

Siuo atveju pradZioje buvo atliktas baltymy i$skyrimas. Palyginimui taikyti du i$skyrimo
biidai: ekstrakcija Sarmingje terpéje/nusodinimas izoelektriniame taske (lubiny baltymy izoliatas 1 —
LBI1) ir i§sidymas (lubiny baltymy izoliatas 2 — LBI2). Naudojant ekstrakcija Sarmingje terpgje ir
nusodinimg izoelektriniame taske, baltymy kiekis LBI1 buvo 95,3+1,2 %, o taikant iSsidyma
(LBI2) — 92,5£1.55 %, t. y. nezymiai mazesnis. ISskyrimo biidas tur¢jo jtakos ir tirpiyjy baltymy
kiekiui LBI: jy kiekis LBI1 nustatytas 714+1,48 %, o LBI2 — 68,52+2,03 %.

Gauti rezultatai atitinka literatiiroje pateiktus kity mokslininky tyrimy rezultatus. Rodriguez
Ambriz ir kt. taikydami ekstrakcija Sarmingje terpéje ir nusodinimg izoelektriniame taske, iSskyre
baltymy izoliatus, kuriuose buvo 95,7 % baltymy, o taikant i1§sidymg — 93,2 % [19]. ISskirtas
baltymy kiekis buvo didesnis taikant ekstracijg ir nusodinimg, nei i8siidymg. Paredes L'opez ir

Ordorica Falomir duomenimis, Siais biidais i$skirtuose lubiny baltymy izoliatuose baltymai sudare,
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atitinkamai, 90 % ir 61 % [14]. Didesnius baltymy kiekius izoliatuose, gautuose taikant ekstracijg ir
nusodinimg, mokslininkai aiskina NaCl susidarymu neutralizavimo proceso metu.

Véliau isskirti lubiny baltymai buvo hidrolizuoti naudojant pasirinktus proteolitinius
preparatus, jy pokytis po 3 h hidrolizés pateiktas 3.4 pav. Analizuojant rezultatus matoma
tendencija, kad daugiausiai lubiny baltymai tirpumas pakito hidrolizuojant juos Flavourzyme
fermentiniu preparatu, tirpiyjy baltymy kiekis LBI1 hidrolizate ir LBI2 hidrolizate padidéjo,
atitinkamai, 15 % ir 14,5 %. Maziausias tirpiujy baltymy pokytis nustatytas Alcalase fermentiniu
preparatu hidrolizuotuose LBI, abiem atvejais jy kiekis padid¢jo tik 8 %.

Pommer, tirdamas nuriebinty kukuruzy baltymy hidrolizés laipsnj, nustaté, kad Flavourzyme
fermentiniu preparatu veikty baltymy hidrolizés laipsnis buvo 12,25 % ir buvo reikSmingai didesnis
nei veikiant Alcalase, Protamex ar Neutrase preparatais (atitinkamai, 6.40, 5,84 ir 4,20 %). Auksta
hidrolizés laipsnj mokslininkas sieja su kompleksinémis Flavourzyme savybémis, susijusiomis su
endoproteazés ir egzopeptidazés veikimu [140].

Apie $iy fermentiniy preparaty panaudojimg lubiny baltymy hidrolizei duomeny nerasta.
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3.4 pav. Tirpiyjy baltymy kiekio poky¢iai lubiny baltymy i$skirty ekstrakcijos/nusodinimo (a)
ir i8stidymo (b) budu, hidrolizés proteolitiniais fermentais metu.

3.1.3. Baltymy kokybiniai pokyc¢iai hidrolizés metu

Siekiant iSsiaiSkinti lubiny baltymy pokyc€ius hidrolizés skirtingais fermentiniais preparatais
metu, buvo atliktas elektroforezeés tyrimas pagal 2.2.3. skyriuje apraSyta metodika. Atlikto tyrimo
rezultatai pateikti 3.5 pav. Tyrimai parod¢, kad hidrolizés metu vyksta intensyviis LBI sudéties
persitvarkymas, atsiranda naujy baltyminiy medziagy. Flavourzyme hidrolizuotuose baltymuose

aptinkami baltymai, turintys molekuling mase¢ 31 kDa, 16,5 kDa, ir 14,4 kDa (3 juosta), Alkalase —
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31 kDa, 21,5 kDa, 16,5 kDa ir 14,4 kDa (4 juosta), Neutrase — 31 kDa, 21,5 kDa ir 16,5 kDa (5
juosta), Protamex — 31 kDa 21,5 kDa ir 16,5 kDa (6 juosta).

IS elektroforetinio spektro matyti, kad nehidrolizuoty baltymy linijos (2 ir 7 juostos) yra tarsi
»iSplaukusios®. Toks elektroforezés vaizdas biidingas sulipusiems baltymams.

Flavourzyme preparatu hidrolizuoty LBI elektroforetiniame spektre matyti maziausios
molekulinés masés baltymai, tokie rezultatai gali biiti paaiSkinami tuo, kad Flavourzyme yra
kompleksinis egzopeptidazés ir endoproteazés preparatas bei jo hidrolizés laipsnis didziausias.
Alcalase endoproteaze veikty baltymy elektroforetiniame spektre iSrySkéjo daugiausiai — 4 baltymy
linjjos, taiau, kaip parodé tolimesni tyrimai, tai neturéjo reikSmingos jtakos Siuo preparatu veikty
LBI funkcinéms savybéms. Neutrase ir Protamex hidrolizuoty LBI elektroforetiniai spektrai buvo
beveik identiski.

Siauralapiy lubiny globulinams priskiriami 6648 kDa molekulinés masés baltymai.
Mazesnés molekulinés masés peptidai, matomi Flavourzyme, Alcalase, Neutrase ir Protamex
paveikty baltymy elektroforetiniuose spektruose, rodo, kad lubiny sékly globulinai yra jautriis $iy

fermenty hidrolizei.

kDa kDa
97,4 | 97.4
66 | 66

45 45
31 31

21,5 21,5
16,58 16,5
14,4 14,4

3.5 pav. Baltymy elektroforetinis spektras (1 ir 8§ — markeris; 2 ir 7 — nehidrolizuoti baltymai,
3 — Flavourzyme, 4 — Alcalase, 5 — Neutrase, 6 — Protamex).

3.2. Hidrolizés jtaka lubiny baltymy funkcinéms savybéms

Sio tyrimo tikslas buvo nustatyti fermentinés hidrolizés jtaka lubiny baltymy funkcinéms
savybéms: puty sudarymo pajégumui ir jy stabilumui, o taip pat emulsijy sudarymo pajégumui ir jy
stabilumui.

Puty sudarymo pajégumas ir jy stabilumas. Lubiny baltymy puty sudarymo pajégumo, esant
skirtingam pH, tyrimo rezultatai pateikti 3.6 pav. Nustatyta, kad lubiny baltymy pajégumas sudaryti
putas did¢jo, did¢jant terpés pH vertéms. Didziausias puty sudarymo pajégumas nustatytas
Sarmingéje terpéjeé, esant pH 8. Lyginant su $io rodiklio vertémis, nustatytomis rugstinéje terpéje, kai
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pH 4,0, puty kiekis, tiriant LBI, buvo 33,3-38,9 % didesnis, o hidrolizuotus LBI — nuo 31,3 % iki
66,7 % didesnis. Be to, didesné pH jtaka pastebéta, analizuojant LBI2 baltymus.

Hidroliz¢ proteazémis didino lubiny baltymy puty sudarymo pajéguma, o jos jtaka priklausé
nuo pasirinkto fermentinio preparato sudéties. Didziausiu pajégumu sudaryti putas pasizyméjo
Protamex ir Neutrase fermentiniu preparatu hidrolizuoti lubiny baltymai. Paveikus LBI1 Siais
preparatais, nepriklausomai nuo terpés pH, baltymai sudaré didziausig puty kiekj, kuris buvo,
atitinkamai, 45,5-52,6 % ir 43,8-46,7 % didesnis, lyginant su nehidrolizuotais baltymais. Tuo
tarpu, lyginant su nehidrolizuotais baltymais, Siais fermentais hidrolizuoto LBI2 puty sudarymo
pajégumas buvo, atitinkamai, 42,1-48,6 % ir buvo 35,3-37,9 % didesnis. Tai rodo, kad baltymy
i$skyrimo buidas taip pat turéjo jtakos jy hidrolizaty puty sudarymo pajégumui. Didesniu pajégumu
sudaryti putas iSsiskyré hidrolizuoti LBI1 baltymai. Hidrolizé Alcalase preparatu turé¢jo maziausia
itakg $iai lubiny baltymy savybei: puty sudarymo pajégumas padidéjo 14,3-30,8 % (LBI1) ir 8,3—
21,7 % (LBI2).

Pastebéta, kad Flavourzyme fermentinio preparato efektyvumui didelg jtaka turéjo terpés pH.
Flavourzyme hidrolizuoti baltymai Sarmingje terp¢je (pH 8) taip pat iSsiskyré dideliu pajégumu
sudaryti putas: LBI1 ir LBI2 puty kiekis padid¢jo, lyginant su nehidrolizuoty baltymy, 50 %. Tuo
tarpu, esant terpés pH 4—6, Sio rodiklio vertés buvo tik 8,3-25 % didesnés.

Yust ir kt. pateiké tyrimy rezultatus apie fermentiniy preparaty panaudojimg avinzirniy
baltymy funkcinéms savybéms pagerinti. Visi hidrolizatai pasizyméjo geresnémis funkcinémis
savybémis, pavyzdziui, tirpumu ir puty sudarymo pajégumu, nei pats avinzirniy baltymy izoliatas

[63].
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3.6 pav. Hidrolizuoty lubiny baltymy, iSskirty ekstrakcijos/nusodinimo (a) ir iS§sidymo (b)
biidu, puty sudarymo pajégumas (PSP), priklausomai nuo terpés pH.
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Puty stabilumo tyrimo rezultatai parodé, kad $i lubiny baltymy savybé taip pat priklausé nuo
ju iSgavimo budo, terpés pH bei proteaziy savybiy (3.7-3.9 pav.). Pastebéta tendencija, kad puty
stabilumas, kaip ir puty sudarymo pajégumas, did¢jo, didéjant terpés pH nuo 4 iki 8.

Nehidrolizuoty LBI2 putos buvo maziausiai stabilios, nepriklausomai nuo terpés pH. Esant
pH 4 ir pH 6 jau po 30 min iSlaikymo jy turis sudare tik ~ 40 % pradinio tiirio, o po 120 min visai
isnyko. Siek tiek didesnis jy stabilumas nustatytas esant pH 8; islaikius 120 min, jy kiekis buvo 11,5
%. Tyrimai parod¢, kad didesniu stabilumu pasiZzyméjo LBI1 putos. Jy kiekis po 30 min sudaré
48,5-55 %, be to po 120 min jas buvo galima stebéti tik esant terpes pH 8 (12,8 %).

Gauti rezultatai sutampa su Abdeen pateiktais duomenimis, kuris taip pat nustat¢ LBI puty
stabilumo mazéjimg 1,5 h laikymo metu. Siuos poky¢ius galima paaiskinti tuo, kad plakimo metu
susidare oro burbuliukai laikymo metu pradeda sproginéti ir irti [ 141].

Lubiny batymy hidrolizé taip pat didino puty stabilumg (zr. 3.7-3.9 pav.). DidZiausiu puty
stabilumu i$siskyré baltymai, hidrolizuoti Protamex preparatu. Sios putos buvo stabiliausios tiek
pradiniame tyrimo taske, tiek ir tyrimo pabaigoje — jy kiekis po 30 min laikymo sudaré vir§ 71 % , o
po 120 min — nuo 18,7 % (pH 4) — iki 20,2 % (pH 8). Baltymy, hidrolizuoty Alcalase preparatu,
putos buvo maziausiai stabilios ir po 120 min jy kiekis buvo nuo 11 %. (pH 4-6) iki 16,9 %. (pH 8).

Baltymy i$skyrimo biidas neturéjo reikSmingos jtakos puty stabilumo rodikliui.
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3.7 pav. Hidrolizuoty lubiny baltymy, iSskirty ekstrakcijos/nusodinimo (a) ir iSsiidymo (b)
bidu, puty stabilumas (PS), kai terpés pH = 4.
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3.8 pav. Hidrolizuoty lubiny baltymy, i$skirty ekstrakcijos/nusodinimo (a) ir i§siidymo (b)
budu, puty stabilumas (PS), kai terpés pH = 6.
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3.9 pav. Hidrolizuoty lubiny baltymy, isskirty ekstrakcijos/nusodinimo (a) ir i§sitdymo (b)
btdu, puty stabilumas (PS), kai terpés pH = 8.

Augaliniy baltymy puty sudarymo savybiy priklausomybé nuo pH nustatyta ir kity
mokslininky tyrimuose. Abdalla ir kt., tirdami L. campestris lubiny baltymy izoliato ir sojos
baltymy izoliato puty sudarymo savybes, nustaté, kad didZiausias puty tiiris susidaré esant 2 pH, o
maziausias — izoelektrinio tasko diapazone (pH 4-6), jy kiekis vél didéjo, pereinant | Sarming terpe
(pH 8-10). PanaSios tendencijos pastebétos ir puty stabilumo tyrimuose. Lubiny baltymai
pasizymejo geresnémis puty sudarymo savybémis nei sojos baltymai [16]. Rodriguez Ambriz ir kt.
taikydami ekstrakcijg Sarminéje terpéje ir nusodinimg izoelektriniame taSke, i§skyré lubiny baltymy
izoliatus, jy duomenimis, maziausias puty sudarymo pajégumas ir stabilumas kiekis iSryskéjo esant
pH 4; didziausias — labai riigStin¢je terpéje (pH 2) arba labai Sarminéje (pH 8—10). Vidutiniu puty
sudarymo pajégumu ir stabilumu hidrolizuoti baltymai pasizyméjo, kai terpés pH 6 [19]. Pollard ir
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kt. hidrolizuoty lubiny baltymy puty sudarymo ir stabilumo savybiy pasireiskima Sarmingje terp¢je
sieja su lubinuose esanciais glikolipidais ir fosfolipidais, kurie veikia kaip puty stabilizatoriai [110].

Mokslininky nuomone, baltymy pajégumas sudaryti putas tiesiogiai priklauso nuo jy tirpumo
indekso [142]. Kadangi baltymy hidrolizé padidino jy tirpuma, tuo galima biity paaiskinti geresnes
hidrolizuoty lubiny baltymy puty sudarymo savybes lyginant su nehidrolizuotais baltymais.
Eksperimento metu nustatyta, kad daugiausiai tirpiy baltymy susidaré hidrolizuojant fermentiniais
preparatais Flavourzyme, Protamex, Sie hidrolizatai iSsiskyré ir geriausiomis puty sudarymo
savybémis. Tokie geromis puty sudarymo savybémis pasizymintys baltymy hidrolizés produktai
galéty biiti sékmingai panaudoti kaip baltymy Saltinis gaiviyjy gérimy gamyboje, taip pat kepiniy,
pavyzdziui, pyragaiciy, sausainiy ar duonos gamyboje.

Emulsijy sudarymo pajégumas ir jy stabilumas. Tiriant kitg lubiny baltymy savybe — emulsijy
sudarymo pajéguma pastebétos panasios tendencijos, kaip ir tiriant jy puty sudarymo pajéguma.

Lubiny baltymy emulsijy sudarymo pajégumas did¢jo, didéjant terpés pH vertéms (zr. 3.10
pav). Didziausias emulsijy sudarymo pajégumas nustatytas Sarmingje terpéjé. Esant pH 8, LBI
susidares emulsijos kiekis buvo 9,4-13,9 %, o hidrolizuotuose LBI — 16-31,8 % didesnis nei
rugstingje terpéje, kai pH 4,0.

Hidrolizé tirtais fermentiniai preparatais taip pat didino baltymy emulsijy sudarymo
pajéguma, taciau Siuo atveju labiau iSryskéjo fermenty specifiSkumas. Riigstinéje terpéje (pH 4-6)
didziausiu emulsijy sudarymo pajégumu pasizyméjo Protamex preparatu hidrolizuoti lubiny
baltymai: susidargs emulsijos kiekis buvo 28-34 % ir 23-28 9% didesnis, lyginant su
nehidrolizuotais baltymais. Tuo tarpu Sarminéje terpéje (pH 8) didziausiu emulsijy sudarymo
pajégumu iSsiskyré Flavourzyme preparatu hidrolizuoti baltymai: emulsijos kiekis padidé¢jo,
atitinkamai 35 % ir 28 %. Hidrolizé Alcalase preparatu turé¢jo maziausig jtaka Siai lubiny baltymy
savybei: emulsijy sudarymo pajégumas padidéjo 15-26 % (LBII) ir 8,1-24 % (LBI2). Visais

atvejais, Siek tiek didesniu emulsijy sudarymo pajégumu iSsiskyre hidrolizuoti LBI1 baltymai.
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3.10pav. Hidrolizuoty lubiny baltymy, iSskirty ekstrakcijos/nusodinimo (a) ir i§sidymo (b)
budu, emulsijy sudarymo pajégumas, priklausomai nuo terpés pH.

Nors hidrolizé proteazémis didino lubiny baltymy emulsijy sudarymo pajéguma, taciau tai

tur¢jo neigiama jtaka jy stabilumui (zr. 3.11 pav.). Visais atvejais didziausiu stabilumu issiskyré

emulsijos, ruoStos su nehidrolizuotais baltymais. Naudojant hidrolizuotus baltymus, emulsijy

stabilumas buvo iki 20,8 % maZesnis. Rugstinéje terpéje maZziausiai emulsijos stabiluma keité

baltymy hidrolizé Protamex preparatu (LBI1 sumazéjo 8,1 %, o LBI2 — 8.4 %), Sarminéje —

hidrolizé¢ Flavourzyme preparatu (sumazéjo 10 % LBII ir 3,8 % LBI2). DidZiausias poveikis Siam

rodikliui pastebétas, pridéjus Alcalase preparatu hidrolizuoty baltymy — emulsijos stabilumas

sumazgjo 13,8-19

% kai pH 8.

Kaip ir kitos funkcinés savybés, emulsijy stabilumas did¢jo, didéjant terpés pH vertéms ir

naudojant LBI1.
M Flavourzyme MW Alcalase mMNeutrase W Flavourzyme mAlcalase W Meutrase
M Protamex W Nehidrolizuoti M Protamex mNehidrolizuoti
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3.11 pav. Hidrolizuoty lubiny baltymy, i$skirty ekstrakcijos/nusodinimo (a) ir i§sidymo (b)

biidu, emulsijy stabilumas, priklausomai nuo terpés pH.
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Ivairiy mokslininky tyrimy rezultatai taip pat rodo, kad augaliniy baltymy emulsijy sudarymo
pajéguma apsprendzia hidrofilinis-lipofilinis balansas, kuris priklauso nuo terpés pH. Nustatyta, kad
baltymy emulsijy sudarymo pajégumo priklausomybés nuo pH pobiidis yra analogiskas kaip ir jy
tirpumo priklausomybés nuo pH [143—146], todél mokslininky nuomone §i baltymy savybé taip pat
stipriai susijusi su jy tirpumu: nustatyta teigiama koreliacija tarp baltymy tirpumo ir jy emulsijy
sudarymo pajégumo [147]. Tyrimai rodo, kad lubiny baltymy izoliatai pasizymi geresnémis
emulsijy sudarymo savybémis nei kiti Zinomi augaliniai baltymai, pavyzdZiui, sojos. Sios lubiny
baltymy savybés siejamos su jy labai dideliu tirpumu, esant pH > 5,5 [94, 121]. Tod¢l lubiny
baltymy izoliaty panaudojimas mésos produkty (malty mésos gaminiy) gamyboje bty
perspektyvus dar vienas LBI panaudojimo maisto produktuose budas.

Vertinant skirtingus baltymy izoliaty iSgavimo budus, literatiiroje pateikiami duomenys, kad
daugumoje atveju iSsidymo biidu iSskirti izoliatai pasiZyméjo geresnémis savybémis nei izoliatai,
i8skirti ekstrakcijos/nusodinimo biidu. Tai aiSkinama tuo, kad druskos priedas, naudojamas
iSsidymo metu, pagerina baltymy tirpuma, o tuo paciu ir emulsijy sudarymo pajéguma. Miisy
eksperimento metu pastebétos prieSingos tendencijos: baltymai, iSskirti ekstrakcijos/nusodinimo
biidu, i$siskyre Siek tiek geresnémis tiek puty sudarymo, tie ir emulsijy sudarymo savybémis.

Vertinant hidrolizés jtaka lubiny baltymy funkcinéms savybéms, gauti rezultatai atitinka
literatiroje pateiktus duomenis apie hidrolizés jtaka kity augaliniy baltymy savybéms. Hrckova ir
kt. nustaté, kad nuriebinty sojos milty apdorojimas skirtingomis proteazémis (Flavourzyme 1000 L,
Novozym FM 2,0 L ir Alcalase 2,4 L FG) pagerino jy puty ir emulsijy sudarymo savybes. Nors
hidrolizés visais Siais fermentais laipsniai buvo panasis, del jy specifiSkumo gauti hidrolizatai
pasizymejo skirtingomis savybés, ypac kai buvo naudojamas Flavourzyme [98]. Villacres ir Ruales
tyré lubiny (Lupinus mutabilis Sweet) hidrolize papainu ir Flavourzyme ir taip pat nustate, kad
hidrolizé pagerino lubiny baltymy puty ir emulsijy sudarymo savybés [15]. Baltymy molekulinés
masés sumazeéjimas proteolizés metu ir jy tirpumo padidéjimas turéjo teigiama jtaka jy pavirSiaus
hidrofobiskumui ir pajégumui mazinti pavirSiaus jtempt].

Atlikus LBI tyrimus, pastebéta, kad baltymy iSskyrimo biidas turéjo jtakos jy funkcinéms
savybéms. Literatiiroje pateiktais Pollard ir kt. duomenimis, lubiny baltymy koncentratai, lyginant
su lubiny miltais, pasizymi geresnémis emulsijy sudarymo savybémis, bet maZesniu jy stabilumu
[110]. Todeél papildomai atliktas eksperimentas, jvertinant baltymy, iSskirty i$ kietafaziu ir
skystafaziu btidu protezémis hidrolizuoty lubiny milty savybes.

Eksperimentas patvirtino rezultatus, gautus tiriant baltymy fermentinés hidrolizés jtaka jy
funkcinéms savybéms. Kaip ir LBI tyrimo atveju, atlikus fermenting hidrolize, pageréjo baltymy

puty ir emulsijy sudarymo pajégumas bei puty stabilumas, bet sumazéjo emulsijy stabilumas (zr.
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3.12-3.17 pav.). Siuo atveju, nepriklausomai nuo terpés pH, didziausiu teigiamu poveikiu issiskyré

fermentiniai preparatai Flavourzyme ir Alcalase.

M Flavourzyme M Alcalase W Neutrase M Flavourzyme M Alcalase W Neutrase
M Protamex B Nehidrolizuoti M Protamex W Nehidrolizuoti
140 140
X120 X 120
100 4100
X~ X
o 8 o 80
= 60 == 60
2 40 2 40 -
& 20 & 20 -
0 o -
pH4 pH 6 pH 8 pH4 pH 6 pH &
pH pH
a) b)

3.12  pav. Kietafazés (a) ir skystafazés (b) fermentinés hidrolizés jtaka lubiny baltymy puty
sudarymo pajégumui (PSP), priklausomai nuo terpés pH.
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3.13  pav. Kietafazés (a) ir skystafazés (b) fermentinés hidrolizés jtaka lubiny baltymy puty
stabilumui, kai pH 4.
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3.14  pav. Kietafazés (a) ir skystafazes (b) fermentinés hidrolizés jtaka lubiny baltymy puty
stabilumui, kai pH 6.
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3.15 pav. Kietafazés (a) ir skystafazes (b) fermentinés hidrolizés jtaka lubiny baltymy puty
stabilumui, kai pH 8.
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3.16 pav. Kietafazés (a) ir skystafazés (b) fermentinés hidrolizés jtaka lubiny baltymy

emulsijos sudarymo pajégumui.
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3.17 pav. Kietafazés (a) ir skystafazés (b) fermentinés hidrolizés jtaka lubiny baltymy
emulsijy stabilumui.

3.3. Lubiny baltymu priedy jtaka keksu be glitimo baltymy kokybei ir maistinei vertei

Sio darbo etapo tikslas buvo nustatyti lubiny baltymy jtaka keksy be glitimo baltymy kokybei
ir pvertinti jy panaudojimo galimybes $iy kepiniy gamybai.

Tradiciskai keksai gaminami i§ kvietiniy milty, cukraus, augaliniy riebaly, kiauSiniy ir pieno
produkty [149]. Taciau asmenys, sergantys celiakija ir alergiski glitimo baltymams, negali vartoti
Siy kepiniy, kadangi jy gamybai naudojami kvietiniai miltai. Pastaruoju metu susidoméjimas
produktais be glitimo baltymy didé¢ja ir tarp vartotojy, netoleruojanciy glitimo baltymy ir norinciy
atsisakyti kvie€iy turin€iy produkty sveikatos sumetimais [150]. Ta¢iau gaminant produktus be
glitimo baltymy kyla daug technologiniy problemy. Daugelis tokiy produkty daznai yra prastos
kokybés: mazos tiirinés apimties, blankios spalvos ir biraus minkstimo.

Kepiniams be glitimo baltymy gaminti kaip pagrindiné Zaliava dazniausiai naudojami ryziy
miltai [151-156] arba jvairiis krakmolo S$altiniai, pavyzdziui, ryziy, kukuriizy, bulviy ar kvieciy
[156]. Kepinio kokybei pagerinti dazniausiai naudojami tokie ingredientai, kaip cukrus, kiauSinio
baltymo milteliai, pienas, cheminiai purikliai, druska, augaliniai riebalai, hidrokoloidai ir
emulsikliai, stabilizatoriai [151, 152, 155, 156]. Gularte ir kt. nuomone, kiauSiniai yra svarbiausias
ingredientas, norint uZztikrinti gera keksy kokybe [153, 156, 157]. Tyrimai rodo, kad kiauSiniy
pakeitimas komerciniais kiauSiniy pakaitais turi jtakos kepinio kokybei: drégniui, tiiriui, spalvai,
tekstiirai ir skoniui. Kadangi lubiny baltymams biidingos geros puty ir emulsijy sudarymo savybeés,
Siuos baltymus tikslinga bty iSbandyti ir keksy be glitimo baltymy gamyboje kaip gyvininés
kilmés baltymy (kiauSiniy ir pieno) pakaitus. Be funkciniy savybiy, lubiny baltymy priedai
praturtinty kepinius augalinés kilmés baltymais ir padidinty jy maisting verte [158].
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Pirmuose eksperimento etapuose jvertinus lubiny baltymy puty sudarymo savybes, kaip
priedai keksy be glitimo gamybai pasirinktas iSsidymo budu isskirtas lubiny baltymy izoliatas
(LBI2) ir jo hidrolizés Protamex fermentiniu preparatu produktas (LBHP). Siekiant jvertinti
augalinés ir gyviininés kilmés baltymy jtakos skirtumus, papildomai atlikti keksy su kiauSinio
baltymo milteliais kepimai.

Aukstis, nukepimas ir savitasis tiris. Bandomieji kepimai parodé¢, kad tirti baltyminiai priedai
turé¢jo nevienareikSme jtaka ryziy milty keksy fizikiniams rodikliams (zr. 3.1 lentel¢). Baltymy
priedas neturéjo reikSmingos jtakos nukepimo rodikliui, taciau nuo jo rasies priklausé kepinio
aukStis ir savitasis turis. Didziausiu auk$Ciu ir tlrine apimtimi iSsiskyré kepinys su kiauSinio
baltymo priedu. Kontroliniy kepiniy (be baltymy priedo) ir kepiniy su lubiny baltymy priedais
(LBI2 ir LBHP) aukstis ir savitasis turis reikSmingai nesiskyré. Skirtinga gyvininés kilmeés
(kiauSiniy) baltymy jtaka kepiniy kokybei galéty biiti siejama su jy pajégumu sulaikyti didesnj oro
kiekj plakimo ir kepimo metu. Geera ir kt. tirdami jvairiy kiausiniy pakaity (kiauSiniy milteliy,
iSrugy baltymy, sojos milty, kvieciy glitimo, ksantano gumos, agaro gumos ir kt.) jtaka keksy
kokybei, taip pat nustaté, kad kepiniai, pagaminti su kiauSinio milteliais, buvo didZiausio aukscio ir
tiirio, maziausio tankio [158]. Gularte ir kt. nustate, kad ankStiniy milty (zirniy, leSiy ir pupeliy)
priedas neturéjo reikSmingos jtakos sluoksniuoto ryziy milty pyrago nukepimui ir padidino kepinio
savitgjj tarj [154].

3.1 lentelé. Baltyminiy priedy jtaka keksy fizikiniams rodikliams

Tiriamasis kepinys Aukstis (mm) Nukepimas (g) Savitasis tiiris (cm’/g)
Be baltymy priedy 37,1 £ 1,1 7,5+0,3 1,56 + 0,04
LBI 352+1,3 7,6 +0,3 1,54 £ 0,04
LBHP 36,4+0,9 7,5+0,2 1,54 £ 0,05
KB 432 +£22 7,4+0,3 2,19+0,05

LBI — lubiny baltymy izoliatas; LBHP — lubiny baltymy hidrolizatas, gautas naudojant Protamex preparatg; KB —
kiausinio baltymo milteliai.

Tekstiiros rodikliai. Baltyminiy priedy jtakos ryziy milty keksy tekstiiros rodikliams tyrimo
rezultatai pateikti 3.2 lentelé¢je. Rezultaty analizé¢ parodé¢, kad kepiniai su skirtingais baltyminiais
priedais reikSmingai skyrési kietumu, tamprumu, riSlumu ir stangrumu. Daugiausiai kepinio
tekstiiros parametrus keité kiauginio baltymo priedas. Sie kepiniai i$siskyré didziausiu kietumu,
tamprumu, ri§lumu ir stangrumu. Lyginant lubiny baltymy priedus, didesn¢ jtaka tekstiiros
rodikliams turéjo lubiny baltymy hidrolizatas, kuris reikSmingai padidino tirtus tekstiiros rodiklius,
18skyrus stangrumg. Keksai su lubiny baltymy izoliato priedu pasizymejo panaSiomis teksttiros
savybémis kaip ir kepiniai be baltymy priedy.
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Apibendrinant tekstiiros tyrimo rezultatus galima teigti, kad keksai su gyviininés kilmés

(kiau$iniy) baltymy priedu buvo tampresni, rislesni ir stangresni nei kepiniai su augalinés kilmeés

(lubiny) baltymy priedais. Tamprumo ir riSlumo padidé¢jimas gali buti siejamas su didesne Siy

kepiniy tirine apimtimi ir akytesne struktiira. Zinoma, kad tamprumas susijes su kepinio akytumu ir

elastingumu, didesnés Sio rodiklio vertés rodo geresn¢ keksy kokybe [148]. Tankesné kepiniy su

lubiny baltymy priedais struktiira tur¢jo jtakos ir mazesnéms teksturos rodikliy vertéms. Lubiny

baltymy hidrolizé reikSmingai pagerino jy funkcines savybes ir panaudojimo kepiniy be glitimo

baltymy gamyboje galimybes.

3.2. lentelé. Baltyminiy priedy jtaka keksy tekstiiros rodikliams

Méginys Kietumas (N) Tamprumas RiSlumas Stangrumas (N)
Be baltymy priedy | 104+ 11 0.564 + 0,042 0.411 + 0,009 24 +2

LBI2 97 + 15 0.573 £ 0,037 0.412 £ 0,008 27+4

LBHP 114+ 14 0.610 + 0,029 0.450 + 0,025 27+5

KB 114+ 11 0.818 +£ 0,047 0.672 + 0,063 63+10

LBI — lubiny baltymy izoliatas; LBHP — lubiny baltymy hidrolizatas, gautas naudojant Protamex preparata; KB —
kiausinio baltymo milteliai.
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1.

ISvados

Hidrolizé egzopeptidaziy ir endoproteaziy kompleksu i§ Aspergillus oryzae (Flavourzyme)
turéjo didesne jtaka lubiny baltymy tirpumui nei hidrolizé endoproteazémis; tirpiyjy baltymy
kiekis hidrolizate padidé¢jo, lyginant su baltymy izoliatu, 14,5-15 %. Maziausias tirpiujy
baltymy pokytis nustatytas endoproteaze 1§ Bacillus licheniformis (Alcalase) hidrolizuotuose
baltymuose; jy kiekis padidéjo tik 8 %. Baltymy iSskyrimo btdas: ekstrakcija Sarmingje
terpéje/nusodinimas izoelektriniame taske arba iSstidymas — tur¢jo jtakos jy kiekiui, bet ne

hidrolizés efektyvumui.

. Lubiny baltymy hidrolizatai iSsiskyré geresnémis puty sudarymo savybémis nei

nehidrolizuoti baltymai. Siy savybiy poky¢iai priklausé nuo fermentinio preparato parinkimo
ir terpés pH. DidZiausiu puty sudarymo pajégumu ir jy stabilumu pasizymeéjo egzopeptidaziy
ir endoproteaziy kompleksu i§ A. oryzae (Flavourzyme) ir endoproteaze i§ Bacillus spp.
(Protamex) hidrolizuoti baltymai Sarmingje terpéje (pH 8). Rigstinant terpe iki pH 4, puty

sudarymo savybés prastéjo.

. Hidrolizuoti baltymai, lyginant su nehidrolizuotais, pasizymejo didesniu pajégumu sudaryti

emulsijg, taiau mazesniu jy stabilumu, nepriklausomai nuo terpés pH. Riugstinéje terpéje
(pH4-6) didziausiu emulsijos sudarymo pajégumu issiskyré endoproteaze i§ Bacillus spp.
(Protamex) hidrolizuoti baltymai, o Sarmingje terpéje (pH 8) — egzopeptidaziy ir
endoproteaziy kompleksu i§ 4. oryzae (Flavourzyme).

Baltyminiy priedy jtaka ryziy milty keksy kokybei priklausé nuo jy Saltinio. Gyviininés
kilmés (kiauSinio) baltymai daugiau gerino S$iy kepiniy kokybe (turi, kietumg, tampruma,
riSluma, stangruma) nei augalinés kilmés (lubiny) baltymai. Jiems artimiausios kokybés
rodikliy vertés buvo budingos kepiniams su lubiny baltymy hidrolizato (gauto veikiant
egzopeptidaziy ir endoproteaziy kompleksu i§ A. oryzae (Flavourzyme)) priedu. Tai
patvirtina, kad hidrolizé pagerino lubiny baltymy funkcines savybes ir rodo jy panaudojimo
galimybes miltinés konditerijos kepiniy be glitimo baltymy kokybei ir maistingumui

pagerinti.
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