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SANTRUMPU SARASAS

Santrumpos:

AF-ESCh — atvirkstiniy faziy efektyvioji skys¢iy chromatografija
AK — arabinoksilanai

AN-PEP — prolinendopeptidazé i§ Aspergillus niger

APS — amonio persulfatas

AV — aktyvumo vienetas

CL — celiakija

Da — daltonas

EMA - endomiziumo antikiinas

ESCh — efektyvioji skysCiy chromatografija

ESCh-MS — efektyvioji skys¢iy chromatografija su masiy spektrometru
ESCh-Q/TOF — efektyvioji skys¢iy chromatografija su kvadrupoliniu — skriejimo
laiko masiy spektrometru

FAO — Jungtiniy Tauty maisto ir Zemés @ikio organizacija
HL — hidrolizés laipsnis

IgA — imunoglobulinas A

kDa — kilodaltonas

KFE — kietafazé ekstrakcija

KFV —kolonijas formuojantys vienetai

MM — molekuliné masé

MRS — de Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpé

MS — masiy spektrometrija

MS/MS — tandeminé masiy spektrometrija

m/z — maseés ir kruvio santykis

NaDS — natrio dodecilsulfatas

NaDS-PAGE — natrio dodecilsulfato — poliakrilamido gelio elektroforeze
NCIJG — neceliakinis jautrumas glitimui

NKP — ne krakmolo polisacharidai

OPA - o-ftalaldehidas

PEP — prolinendopeptidaze

PepC — karboksipeptidazé

PepN — aminopeptidazé

PepO — prolindipeptidazé

POP- prolinoligopeptidazé

PRB — pieno riigsties bakterija

R’ — determinacijos koeficientas

SCh/MS - skysc¢iy chromatografija su masiy spektrometrija
ST — sulaikymo trukme

TCA — trichloracto rtugstis

TCEP — tris(2-karboksietil)fosfinas

TEMED - tetrametiletilendiaminas

TFA — trifluoracto riigstis

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiolis
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tTG — audiniy transglutaminaze
ZLA — zmogaus leukocity antigenas

Mikroorganizmy genciy sarasas

A. — Aspergillus

B. — Bacillus

E. — Escherichia

F. — Fusarium

L. — Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Lactobacillus, Levilactobacillus
P. — Pediococcus

Penic. — Penicillium

S. — Saccharomyce
Sutrumpinti aminoriaigs¢iy Zyméjimai
Ala — A — alaninas

Arg — R — argininas

Asn — N — asparaginas
Asp — D — asparto rugstis
Cys — C — cisteinas

Phe — F — fenilalaninas
Gly — G — glicinas

Gln — Q — glutaminas
Glu — E — glutamo rigstis
His — H — histidinas

Ile — I — izoleucinas

Leu — L — leucinas

Lys — K — lizinas

Met — M — metioninas
Pro — P — prolinas

Ser — S — serinas

Tyr — Y — tirozinas

Thr — T — treoninas

Trp — W — triptofanas
Val — V — valinas
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IVADAS

Kvieciai yra viena i$ placiausiai pasaulyje maistui naudojamy griiddiniy kultiiry,
taCiau kai kuriems vartotojams, kurie yra jautris kvieciy baltymams, kvietiniuose
produktuose esantis glitimas sukelia su maisto netoleravimu susijusias organizmo
reakcijas arba ligas. Viena i§ dazniausiai sutinkamy glitimo sukeliamy ligy yra
celiakija (CL). Siuo metu vienintel¢ veiksminga CL gydymo priemoné yra griezta
beglitime¢ dieta. Pasaulyje sparciai plintant su maisto alergijomis ir netoleravimu
susijusioms ligoms, CL paplitimas taip pat sparciai auga, todél didéja ir vartotojy,
kuriems reikalinga tokia dieta, skai¢ius. Laikantis beglitimés dietos, negalima vartoti
kvieciy, rugiy, mieziy, daliai vartotojy — ir avizy produkty, tod¢l maistui gaminti
pasirenkamos alternatyvios zaliavos — ryziai, grikiai, soros, sorgai, burnodiai,
bolivinés balandos. Nors visuomenéje vyrauja nuomoné, kad §i alternatyviy grudiniy
kultoiry dieta yra palankesné sveikatai, taciau moksliniais tyrimais jos pranasumas néra
irodytas. Palyginti su tradiciniais kvietiniais gaminiais, beglitimiuose produktuose
daznai biina daugiau cukraus, riebaly ir maziau B grupés vitaminy, mineraly bei
skaiduliniy medziagy, todél visiSkas grudiniy kultliry atsisakymas gali bati
organizmui ne tik nenaudingas, bet net ir Zzalingas. Toleruojantiems glitima
vartotojams atsisakyti gridiniy kulttiry tikrai nerekomenduojama, tik reikéty dazniau
rinktis visadalius gridy gaminius, kurie, turédami didesng maisting ir biologine verte,
yra palankesni sveikatai.

Vartotojai, netoleruojantys glitimo, daznai susiduria su problema, kad rinkoje
truksta beglitimiy gaminiy, kurie juslinémis savybémis, kaina ir maistine verte biity
panasis ] tradicinius duonos, konditerijos bei kitus kvieciy gaminius. Did¢janti tokiy
gaminiy paklausa skatina ieskoti naujy kvie¢iy produkty gamybos biidy ir strategijy,
kaip pasalinti arba sumazinti kvie¢iy glitimo alergizuojantj poveiki. Nepaisant to, kad
pastaraisiais metais atlikta nemazai tyrimy glitimo hidrolizei naudojant fizines ir
biologines priemones, tokiy produkty rinkoje beveik néra, todél reikéty plésti
visaverciy glitimo neturinciy produkty, kuriuos saugiai galéty vartoti CL sergantys
asmenys, asortimentg. D¢l Siy priezas¢iy labai svarbu istirti kvieciy imunogeniskumo
pasalinimo / sumazinimo priemones, pritaikyti jas duonos, makarony ir konditerijos
gaminiy technologijoje ir pateikti gamintojams rekomendacines tokiy beglitimiy ar
maziau glitimo turin¢iy maisto produkty kiirimo nuostatas.

Mokslingje literatiiroje galima rasti nemazai tyrimy, susijusiy su glitimo
pasalinimu i§ kvieCiy Zzaliavos, taciau kaip tyrimy objektas juose dazniausiai
naudojami kviec¢iy miltai, kurivose yra daug krakmolo ir glitimo, ta¢iau mazai
biologiskai vertingy medziagy. D¢l didelio miltuose esanc¢io glitimo kiekio
dazniausiai btina sunku pasiekti norima hidrolizés efekta: tam reikalingos didelés
fermenty koncentracijos, ilgas apdorojimo laikas ir pan.

Siekiant sutrumpinti apdorojimo biopriemonémis procesg ir plésti didesnés
maistinés vertés beglitimiy kvieciy produkty gamyba, vertéty istirti kvie€iy antriniy
produkty, gauty po kvie¢iy frakcionavimo, glitimo sumazinimo galimybes. Kvieciy
perdirbimo metu gaunamoje s¢leny frakcijoje gausu biologiskai vertingy maisto
medziagy, daugiausia ne krakmolo polisacharidy, B grupés vitaminy, svarbiy
organizmui mikroelementy, taciau kol kas tik labai nedidelé séleny dalis panaudojama
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maisto produkty gamyboje. Mazai tirtos ir jose esan¢iy imunoreaktyviy baltymy
suskaidymo galimybés. Siekiant darnaus tkio vystymosi ir tvariy technologijy
jdiegimo | pramone, tikslinga biity kvieCiy sélenas panaudoti beglitimiy produkty
gamybai, taCiau iSkyla glitimo likuciy efektyvaus pasalinimo problema.

Maisto baltymy imunoreaktyvumg galima sumazinti pasalinant arba suardant
imunines reakcijas sukeliancius baltymy fragmentus. KvieCiy glitimo baltymy
hidrolizg gali sukelti stipriy riig§¢iy ar Sarmy poveikis, kai kurie fiziniai metodai, bet
perspektyviausios saugaus maisto kontekste yra biologinés / biotechnologinés
priemonés, leidZianCios nattiraliai pasiekti geresnj rezultatg bei turinfios maziausig
neigiama poveikj kitoms biologiskai aktyvioms medziagoms, o tam tikrais atvejais jas
net aktyvinancios.

Ivertinus biologiniy priemoniy potencialg kvieciy séleny imunoreaktyvumui
pasalinti arba sumazinti, didZziausiag démesj bty tikslinga skirti $iy priemoniy
efektyvumo tyrimams. KTU Maisto institute vykdant mokslinius tyrimus, jau
anksc¢iau buvo nustatyta, kad kai kurios pieno rugsties bakterijy (PRB) kulturos i$
KTU MI mikroorganizmy kolekcijos turi aktyviy proteolitiniy fermenty, taciau
nebuvo tirtos jy galimybés glitimo hidrolizei. Kadangi naudojant vien tik PRB
fermentacijg iki Siol kity mokslininky atliktuose tyrimuose buvo suardoma tik dalis
kvieciy glitimo, buty tikslinga PRB poveikj derinti su kitomis biologinémis
priemonémis, pvz., augaly ar mikroorganizmy fermenty hidrolize.

Tikétina, kad kompleksinis biologiniy priemoniy poveikis buty pakankamai
efektyvus siekiant pasalinti kvieCiy séleny glitimo imunogeniskumg arba leisty bent
jau reik§mingai jj sumazinti. Tokios biopriemonémis apdorotos kvieciy sélenos galéty
biiti naudojamos kepiniuose arba kituose gaminiuose su mazesniu glitimo kiekiu,
turinéiuose didesng maisting verte ir geras technologines bei juslines savybes. Siuos
produktus galéty vartoti ne tik Zmonés, netoleruojantys glitimo, sergantys CL, bet ir
kitos personalizuotos vartotojy grupés.

Disertacinio darbo tikslas — iStirti glitimo imunogeniS$kumo sumazinimo
galimybes kvieciy s¢lenose, parenkant bei kompleksiskai pritaikant biotechnologines
priemones.

Disertacinio darbo uZdaviniai:

1. Ivertinti kvieciy vartojimo ir jo dinamikos rysj su celiakijos paplitimu;

2. Istirti skirtingy biologiniy priemoniy (pieno riigsties bakterijy (PRB), augaly
permeaty, iSgryninty mikroorganizmy ir augaly fermenty) efektyvuma
kvieciy séleny glitimo hidrolizei;

3. Nustatyti optimalias bromelaino ir papaino veikimo salygas (temperatiira,
pH, trukme, fermento koncentracijg) ir jvertinti §iy parametry jtaka
fermentinés hidrolizés efektyvumui kvieciy séleny substratuose;

4. Kompleksiskai panaudoti atrinktas biologines priemones siekiant efektyviai
sumazinti bendrg glitimo ir jo imunoreaktyviy peptidy kiekj kvieciy
sélenose;

5. Ivertinti fermentacijos biopriemonémis jtaka glitimo baltymy kiekybiniam
ir kokybiniam pasikeitimui;
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6. Pateikti rekomendacijas maziau glitimo turin¢iy produkty, papildyty
biologinémis priemonémis apdorotomis kvieCiy sélenomis, gamybos
technologijai.

Tyrimo mokslinis naujumas

1. Ivertinus skirtingais lygiais rys] tarp kvieCiy vartojimo ir celiakijos
paplitimo, nustatyta stipri teigiama koreliacija (» = 0,88, p < 0,05) tarp
suvartojamo kvieciy kiekio ir celiakijos paplitimo pagal zemynus.

2. Istirtas augaliniy fermenty (bromelaino, papaino bei jy derinio) efektyvumas
kvieciy séleny glitimo hidrolizei neutralioje terpéje ir nustatytas net 95,23%
glitimo kiekio sumazéjimas naudojant papaing. Nustatyta optimali hidrolizei
augaliniy fermenty koncentracija (0,5%) bei temperattra (45°C).

3. Pirmg karta pritaikytas ir iStirtas kompleksinis biopriemoniy poveikis
glitimo kiekio sumazinimui kvieciy sélenose, nuosekliai derinant fermenting
hidroliz¢ bromelainu / papainu / jy deriniu bei fermentacijg atrinkty PRB (L.
plantarum P-1, L. brevis R-1 ir L. acidophilus 308) miSiniu, 98,94%
sumazino glitimo kiekj ir veiksmingai skaidé imunoreaktyvius peptidus.

Tyrimo praktiné reik§mé

Remiantis bendro ir specifinio proteaziy aktyvumo tyrimo rezultatais atrinktos
PRB kultiros (L. plantarum P-1, L. brevis R-1 ir L. acidophilus 308), turincios
didziausia potencialg kvieCiy glitimo hidrolizei. Irodytas augaliniy proteaziy
(bromelaino ir papaino) potencialas sumazinti glitimo kiekj kviecCiy sélenose ir
nustatytos optimalios jy hidrolizés salygos (fermento koncentracija, temperatira,
trukmé) jiems taikyti maisto produkty gamybos procesuose.

Praktiniam kvieciy séleny apdorojimui pasiiilytas veiksmingas ir saugus
biotechnologinis glitimo bei jame esan¢iy imunoreaktyviy peptidy skaidymo metodas
(hidrolizé bromelaino bei atrinkty PRB padermiy miSiniu), kurio taikymas gali
teigiamai veikti glitimo netoleruojanciy ar CL serganciy zmoniy mityba. Pateiktos
rekomendacijos didesnés mitybinés vertés bei maziau glitimo turin¢ios duonos,
papildytos biopriemoniy kompleksu apdorotomis kvieciy sélenomis, gamybos
technologijai.

Ginamieji disertacijos teiginiai

1. ISgryninty augaly proteaziy bromelaino ir papaino poveikj nuosekliai
derinant su PRB fermentacija, pasiekiamas didesnis kvieciy s¢leny glitimo
hidrolizés efektyvumas negu naudojant atskiras biologines priemones.

2. Bromelaino ir atrinkty PRB miSinio kompleksinis poveikis pasizymi dideliu
kvie¢iy séleny glitimo hidrolizés efektyvumu (98,94%), tarp hidrolizés
produkty nelieka imunoreaktyviy peptidy.

3. Kvieciy séleny apdorojima bromelaino bei PRB misSinio kompleksu galima
pritaikyti duonos gamybos procese ir gauti maziau glitimo turinCius
specialios mitybinés paskirties produktus.
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Tyrimo rezultaty aprobavimas

Doktorantiiros studijy metu Clarivate Analytics Web of Science duomeny bazéje
indeksuotuose leidiniuose su cituojamumo rodikliu disertacijos tema buvo paskelbtos
trys publikacijos. Pristatyti du praneSimai tarptautinése konferencijose uZsienio
Salyse, keturi pranesinai tarptautinése konferencijose, vykusiose Lietuvoje, ir vienas
pranesimas respublikingje konferencijoje.

Pasitilyta produkto gamybos technologija, pagal rekomendacijas laboratorijoje
pagamintas prototipas.

Disertacijos struktiira

Disertacija paraSyta lietuviy kalba. Ja sudaro santrumpy sarasas, jvadas, trys
skyriai (literatliros apzvalga, tyrimy medziagos ir metodai, tyrimy rezultatai ir jy
aptarimas), iSvados, literattiros sgrasas (290 literattiros $altiniy), gyvenimo apra§ymas,

disertacijos tema paskelbty publikacijy sarasas, priedai. Darbe pateikta 20 lenteliy ir
44 paveikslai. Disertacijos bendra apimtis — 154 puslapiai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kvie¢iy produkty svarba, vartojimo tendencijos ir mitybiné verté

Javai yra laikomi svarbiausiu zmoniy maisto Saltiniu pasaulyje, i$ jy daugiausia
suvartojama kvieciy ir ryziy. Kvieciy produktai vidutiniskai sudaro iki 20% pasaulio
gyventojy suvartojamos energijos [1]. Europos $alyse i$ jy gaunama apie 30% [2], o
kai kuriose Azijos ir Siaurés Afrikos $alyse — net iki 55% visos maisto energinés vertés
[3]. I8 kvieciy gaunama energijos dalis labai skiriasi besivystanciose ir iSsivysciusiose
Salyse [3]. Nors tradiciskai kvie¢iy daugiausia vartojama Europoje, ¢ia pastaraisiais
metais matoma vartojimo mazéjimo tendencija. Sie poky&iai gali biti susije su tuo,
kad pastarajj deSimtmetj kvieciai jgijo salyginai neigiama reputacija, todél vis daugiau
Vakary Saliy gyventojy nusprendzia laikytis dietos be kvie¢iy glitimo [4]. Pasaulinis
kvieCiy vartojimas auga dél gyventojy skai¢iaus didéjimo ir dél didéjancio jy
vartojimo Azijos ir Afrikos Salyse. D¢l urbanizacijos ir didéjanciy pajamy kvieciy
produktai tampa vis populiaresni Azijos gyventojy racione, kur anksciau tradiciskai
buvo vartojami tik ryziai [5]. Kvieciy paklausai pasaulyje didziausig jtaka turi Kinija,
kur kvie¢iy suvartojimas iSaugo net 6 kartus [6].

Pasaulyje zinoma apie 25000 skirtingy kvieciy veisliy, i§ kuriy dauguma
priklauso paprastyjy kvieciy (Triticum aestivum L.) riiSiai. Didzioji rinkos dalis (apie
95%) taip pat tenka paprastiesiems kviec¢iams [1, 7]. Kitos kvie¢iy riisys, tokios kaip
kietieji kvieciai (7. durum L.), spelta (T. spelta L.), vienagruidziai (7. monococcum L.),
dvigriidziai kvieciai (7. dicoccum L.), sudaro tik nedidele rinkos dalj. Skiriasi ir Siy
kvieCiy genotipy cheminé sudétis bei technologinés savybés. Paprastieji kvieciai (7.
aestivum L.) turi daugiausia angliavandeniy bei skaiduliniy medziagy [8], o pagal
baltymy kiekj nusileidzia tik kietiesiems kviec¢iams, todél puikiai tinka duonos
gamybai ir dar vadinami ,,duoniniais [9]. Sie kvie¢iai taip pat yra pagrindiné daugelio
pagrindiniy maisto produkty (pusryciy dribsniy, pyragy ir kity kepiniy) zaliava [10].
Kietieji kvieciai iSsiskiria didziausiu baltymy kiekiu, todél naudojami makarony
gamyboje. Vienagriidziai, dvigriidziai ir spelta kviec¢iai auginami re¢iau dél mazesnio
derlingumo ir prastesniy technologiniy savybiy, bet pasizymi didesne mitybine verte,
pvz., riebaly bei mineraliniy medziagy kiekiu [8]. Nors kuriant ir atrenkant kvieciy
veisles istoriskai daugiausia démesio skirta jy derlingumui ir atsparumui stresams
auginimo metu, pastaruoju metu daug nuveikta gerinant jy maistines ir technologines
savybes: sukurtos daugiau krakmolo sintetinancios, daugiau mineraliniy medziagy
kaupiancios, daugiau arba maziau glitimo turinCios kvieciy veislés [11], labiau
tinkamos spirito, krakmolo ar duonos pramonei bei specialios mitybinés paskirties
produkty gamybai.

Paprastyjy kvieCiy didziausig grido dalj sudaro endospermas, kuriame yra
daugiausia krakmolo (apie 65-70%), 9-12% baltymy (glitimo, albuminy, globuliny)
ir nedaug riebaly bei skaiduliniy medziagy. Kviecio grude yra apie 2% lipidy,
daugiausia jy yra gemale, taCiau yra ir endosperme (iki 1,7%). Jie skirstomi j krakmolo
lipidus ir laisvuosius bei susijusius ne krakmolo lipidus. Ne krakmolo lipidai sudaro
apytiksliai 2/3 kvietiniy milty lipidy ir daugiausia tai — trigliceridai. Lizofosfolipidai,
ypac lizolecitinas, yra pagrindiné krakmolo lipidy sudedamoji dalis. Kvieciy
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endospermo riebaluose dominuoja linolo riebaly riigStys, maziau yra palmitino ir
oleino riebaly rugsc¢iy [12].

Daug biologiskai vertingy medziagy yra gemale. Sioje griido dalyje susikaupusi
didziausia dalis lipidy (apie 28,5%): dauguma jy yra fosfolipidai, taCiau yra ir
glikolipidy, gausu polinesociyjy riebaly rtgséiy (linolo, linoleno). Gemale yra
mineraliniy medziagy (kalio, fosforo, magnio, gelezies) bei didziausia dalis fermenty
[13].

Kvieciai uzima svarbig vieta zmoniy mityboje dél B grupés vitaminy ir
mineraliniy medziagy. Jie yra geras cinko (2,0-3,0 mg/100 g) ir gelezies (3,0—
3,6 mg/100 g) saltinis. Kvie€iuose taip pat yra seleno, kurio kiekis labai skirtingas:
nuo mazdaug 1,0 ug/100 g iki daugiau kaip 200 ug/100 g [14]. Seleno koncentracija
kvie¢iuose daugiausia priklauso nuo $io elemento prieinamumo dirvozemyje, todél
Vakary Europoje uzauginti kvieciai paprastai jo turi 10 karty maziau negu uzauginti
Siaurés Amerikoje [15].

1.2. Kvie¢iy séleny atskyrimas, cheminé sudétis, mitybiné ir technologiné verté

Sélenas sudaro keli sluoksniai: perikarpis, testa ir aleuronas. Aleurono
sluoksnyje koncentruojasi Iasteliena, vitaminai ir mineralinés medziagos, todél
perdirbty gridy produktuose iy medziagy kiekiai licka mazesni. Sélenos nuo kvieciy
grudy dazniausiai atskiriamos taikant tradicing malimo technologija, kai sélenos ir
gemalai atskiriami nuo endospermo, kuris toliau sumalamas j smulkius miltus, kuriy
didziausiag dalj sudaro krakmolas, baltymai ir labai nedidelis kiekis skaiduliniy
medziagy [13]. Sélenos nuo kvieciy gridy atskiriamos naudojant valcinius maliinus.
Pries malima kvieciy grudai pirmiausia drékinami purskiant vandeniu iki mazdaug
15% drégmés [16]. Sio proceso metu griidy perikarpio sluoksnis sugeria vandenj, o
endospermas suminkstéja, todél atskiriant nuo endospermo sélenos maziau suliizinéja.
Galimi, bet re¢iau naudojami kiti séleny atskyrimo buidai: lupimas ir §lifavimas, kada
gaunamos geresnés kokybés sélenos. Sie procesai dazniau naudojami malant
kietuosius kviecius, taciau retai naudojami paprastiems kviec¢iams [16].

Taigi, sélenos gali sudaryti nuo 12 iki 19% viso kvieCiy grudy svorio,
priklausomai nuo veislés ir malimo proceso (Slapio ar sauso), naudojamo joms iSgauti
[17]. Sélenos laikomos pagrindiniu milty malimo Salutiniu produktu, taciau tradiciskai
tik apie 10% jy panaudojama maisto pramonéje, o didzioji jy dalis sunaudojama
gyvuliy pasarams [17]. Tik paskutiniais metais matoma gaminiy su sélenomis (pvz.,
kepiniy ar pusryc¢iy dribsniy) asortimento plétros tendencija [18]. Jos taip pat gali bti
sumalamos kartu su likusiais kvie¢iy griidy komponentais gaminant visadalius miltus.
Dél sélenose esanciy medziagy teigiamos jtakos zmoniy sveikatai skatinama didesné
viso griido zaliavy ir skaiduliniy medziagy naudojimo tendencija gridy produkty
rinkoje, taciau Europoje dauguma kvietiniy maisto produkty vis dar yra pagaminti i§
rafinuoto endospermo, j kurj nejeina iSoriniai griido sluoksniai (s¢lenos) [19].

Didziausig kvieciy séleny dalj sudaro angliavandeniai, taiau jose yra nemazai
baltymy, riebaly ir biologiskai aktyviy medziagy (1.1 pav.).
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Arabinoksilanai
Krakmolas (apie 55%)
(9,10-38,90%) —
Celiuliozé (9—
Angliavandeniai Skaidulinés medziagos 12%)
(60,00-75,00%) (33,40-63,00%)
Ligninas (3—5%) ’
Cukrus ]
Albuminai Fruktanai (3—4%) ’
oty
(9,60—18,60%) Globulinai
Kvietiy séleny Riebalai
cheminé sudétis (3,50-5,60%)
Mineralinés medziagos H Fe, Mg, Zn, P l
o Vit. E, pantoteno riigstis, B, B,, By,
Vitaminai folio riigstis, biotinas ir cholinas
Lignanai l
Kitos bioaktyvios Alkilrezorcinoliai ]
medziagos

Kiti fenoliniai junginiai |

1.1 pav. Kvieéiy séleny cheminé sudétis. Sudaryta remiantis Babu ir kt. [18], Ordaz-Ortiz ir
Saulnier [20], Shah ir kt. [21]

Mitybiniu poziiiriu itin svarbis yra griiduose esantys ne krakmolo polisacharidai
arabinoksilanai (AK) [22]. AK kartu su B-gliukanu, celiulioze ir arabinogalaktano
peptidais jeina j Iasteliy sieneliy sudétj. Nors pagal mokslinius tyrimus AK skirstomi
] vandenyje tirpius ir netirpius, visy jy sandara panasi. AK frakcijos pagrindiné dalis
yra ksilozes ir arabinozés polimerai (75-90%), svarbus parametras yra arabinozes ir
ksilozés santykis, kurio vidutiné skaitiné verté¢ yra 0,5-0,6 [20, 21]. AK sudaro
linijinés B-(1,4)-d-ksilopiranozilo liekany strukttros, kurios O-2 ir / arba O-3 padétyje
gali biiti pakeistos a-l-arabinofuranoze. Nedidele AK sudedamaja dalj sudaro ferulo
rugstis, kuri O-5 padétimi susijusi su arabinoze (1.2 pav.).

B -(1.4) glikozidiné jungtis

HO O Y Ksiloze line erandine
0. >_: OH /Vn. h OH silozés galiné grandiné
OH
0
%) 0 5 [8)
)

o —~ 0-(1,3) glikoziding jungtis

o, O=CH, P .
’ OH Arabinozés $oniné grandiné

Esterifikuota ferulo riigétis
H,CO
OH

1.2 pav. Arabinoksilany struktiiros elementai [23]
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AK struktiira lemia jy unikalias fizikines ir chemines savybes bei funkcionaluma
duonos gamyboje [23]. Yra daug moksliniy tyrimy, kurie parodo AK mitybing verte.
Irodyta, kad AK ir jy hidrolizés produktai turi teigiamg jtakg sveikatai: geba veikti
kaip prebiotikai, pasizymi imunomoduliuojamuoju poveikiu [24, 25], mazina
cholesterolio kiekj, sustiprina tam tikry mineraly absorbcija, padidina iSmaty tirj ir
t. t. Skaiduliniy medziagy vandenyje tirpiis komponentai (AK bei jy skilimo produktai,
B-gliukanai) turi apsauginj poveikj nuo kraujagysliy demencijos sukeltos zalos [26],
mazina tam tikry vézio rusiy rizikg [27], turi teigiamg poveikj Zarnyno mikrobiotos
ekologijai, fiziologijai ir sveikatai [28]. AK gali buti naudojami maisto ir pasary
pramongje, taip pat galéty biiti naudojami tam tikrose dietose, pvz., turint antsvorio,
nes yra duomeny, kad jie sumazina kity medziagy pasisavinimg [29].

Kvieciy séleny baltymai turi auks$tg biologine verte, nes j jy sudétj jeina visos
esminés aminoriugstys, ypac iSsiskiria dideliu Lys kiekiu [18]. KvieCiy séleny
lipiduose vyrauja polinesociosios riebaly rtugstys [18]. IS Salutiniy kvie¢iy malimo
produkty galima iSgauti aukstos kokybés aliejy ir vitaming E [30].

Visos mineralinés medziagos bei vitaminai taip pat kaupiasi daugiausia kvie¢iy
sé¢leny aleurono sluoksnyje [13]. 100 g séleny randama net apie 11 mg gelezies, 12
mg magnio, 7,3 mg cinko, taip pat yra daug fosforo, kurio didzioji dalis jeina j fito
rugsties sudétj. S¢élenose yra daug vitamino E (apie 1,4 mg), B grupés vitaminy: iki
3,9 mg pantoteno rugsties, iki 0,75 mg vitamino B», 0,54 mg vitamino By, iki 1,3 mg
vitamino B, taip pat yra folio riigsties, biotino ir cholino [18].

Moksliniuose tyrimuose daug démesio skiriama kitoms sélenose esancioms
biologiskai svarbioms medziagoms: lignanams, alkilrezorcinoliams ir kitiems
fenoliniams junginiams. Priklausomai nuo kvie¢iy veislés, sélenose randama nuo 5 iki
20 mg/100g lignany [31]. Visadaliuose miltuose jy liecka vidutiniskai 0,52 mg/100g, o
tradiciniuose miltuose — iki 0,2 mg/100 g. Lignanai (1.3 pav., a) — tai polifenoliy
grupé, turinti fitoestrogeny poveikj [32] ir pasizyminti sveikatg stiprinanc¢iomis
savybémis. Maistas, kuriame gausu lignany, gali uzkirsti kelig tam tikry riiSiy véziui
(pvz., kriities véziui moterims po menopauzeés, gaubtinés zarnos véziui) bei létinéms
ligoms, susijusioms su gyvenimo budu (pvz., Sirdies ir kraujagysliy ligoms, 2 tipo
diabetui ir pan.) [31, 33].

o oH
e
o T r
g |f| HO =
~
OQ
a HO o b OH

1.3 pav. Sélenose esanciy biologiskai aktyviy medziagy strukttriné formulés: a — lignany, b —
alkilrezorcinolio [32]

Alkilrezorcinoliai (1.3 pav., b), dar vadinami fenoliniais lipidais, yra zinomi
kaip viso grido kvieciy vartojimo bioZymenys. Alkilrezorcinoliai gali veikti kaip
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antioksidantai, apsaugantys mazo tankio lipoproteinus nuo oksidacinés pazaidos, turi
slopinamajj poveikj vézinéms lasteléms [13]. Fenolinés riigstys, kuriy kvieciuose yra
beveik 120 mg/100 g, taip pat turi didele naudg sveikatai d¢l jy antioksidacinio
poveikio [34]. Hemdane ir kt. [35] irod¢, kad mikronizuoty séleny panaudojimas
duonos gamyboje padidina laisvyjy aminoriig§iy, bendrojo fenolio, maistiniy
skaiduly koncentracija, teslos fitazés aktyvuma ir antioksidacinj poveikj. Taigi, visos
Sios sélenose esancios medziagos padidina gaminiy mitybing verte.

Sélenos taip pat pagerina ir gaminiy technologines savybes. Ne krakmolo
polisacharidy AK vandeniniy tirpaly biidingoji klampa, jy vandens prijungimo ir
emulsinimo pajégumai, kurie tiesiogiai susij¢ su jy molekuline mase, turi teigiama
jtakg duonos kokybei [23]. Nepaisant to, kad vandenyje tirpts AK sudaro santykinai
mazag dalj (apie 1/3), nustatyta, kad jie turi jtakos kepiniy kokybés parametrams. Nuo
ne krakmolo polisacharidy kiekio labai priklauso teslos vandens suriSimas ir kvietinés
duonos Sviezumas. Testiniuose Hemdane ir kt. [36] tyrimuose buvo jrodyta, kad PRB
fermentacija dar padidina funkciniy junginiy koncentracijg, sustiprina teigiama
mitybinj poveikj ir pagerina duonos, papildytos sélenomis, tekstiira, taiau autoriai
pripazjsta, kad reikéty atlikti daugiau tyrimy naudojant sélenas duonos gamyboje,
siekiant ilaikyti reikiamg balansg tarp duonos jusliniy savybiy ir maistinés vertés.

1.3. Kvieciu baltymy struktiira ir funkcionalumas

Kvieciy baltymai skirstomi j glitima (netirpy vandenyje) ir ne glitimo baltymus
(albuming ir globuling), kurie yra tirpiis vandenyje arba drusky tirpaluose. Ne glitimo
baltymai, kurie sudaro 15-20% visy kvie¢iy baltymy, daugiausia randami iSoriniuose
kvieciy griidy sluoksniuose, taciau jy yra ir endosperme. Jie turi emulsinimo ir puty
sudarymo savybiy [37], todél turi jtakos gaminiy reologiniams bei tekstiiros
rodikliams. Glitimo baltymai dar vadinami rezerviniais ir sudaro 75-80% visy kvieciy
baltymy [38].

1.3.1. Glitimo baltymuy sandara ir klasifikacija

Glitimas (angl. gluten) yra pagrindinis kvieCiy grudy baltymas. PanaSs
baltymai egzistuoja ir rugiuose (Secale cereale) (sekalinas), mieziuose (Hordeum
vulgare) (hordeinas) ir avizose (Avena sativa) (aveninas). Jie kartu yra vadinami
»glitimu®. Glitimas yra vienas i$ sudétingiausiy baltymy. Jo polimeriniy baltymy
tinkliné struktiira priklauso nuo genotipo, auginimo salygy ir technologiniy procesy
[39].

Moksliniais tyrimais nustatyta, kad glitimg sudaro keletas skirtingos sandaros ir
molekulinés masés tarpusavyje susijusiy baltymy, kurie skirstomi j dvi pagrindines
frakcijas pagal tirpumg alkoholio ir vandens tirpaluose: tirpiy gliadiny ir netirpiy
gliuteniny (1.4 pav.).
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Kvietiy glitimo baltymai

L !

Monomeriniai gliadinai Polimeriniai gliuteninat
o-gliadinai o.p - gliadina 7- gliadinai mazos molekulinés mases dideles molekulinés maseés
‘ B, C, D pogrupiai ‘ ‘ A pogrupis ‘

A
v

mazai sieros turintys daug sieros turintys ‘

1.4 pav. Kvieciy glitimo baltymy klasifikacija [40]

Gliadinai ir gliuteninai griidy endosperme yra susijunge su krakmolu. Jie yra
netirplis vandenyje, todél gali bati isskiriami i$plaunant susijusj krakmola. Sie
baltymai dar yra bendrai vadinami prolaminais, nes turi didelj aminoragsciy prolino
(Pro) ir glutamino (Gln) kiekj. Gln yra daugiausia ir jis kartu su Pro ir glicinu (Gly)
sudaro apie 50% visy glitimo aminoriigs¢iy [41]. Gliadinai sudaro 30-40% visos
kvieciy baltymy ir apie 50% glitimo masés. Gliadinai yra monomeriniy baltymuy,
sudaryty i§ vienos polipeptidy grandinés ir tirpiy 70% alkoholyje, polimorfinis
misinys [42]. Gliuteninai yra polimeriniai baltymai, turintys Sakotas grandines.
Gliadiny ir gliuteniny iSsidéstymo erdvinis vaizdas pateiktas 1.5 pav., kur gliuteninai
vaizduojami kaip ilgos gijos, o gliadinai — mazi rutuliukai.

1.5 pav. Glitimo schematinis vaizdas [43]

Kiekvienas glitimo baltymy tipas susideda i$ dviejy ar trijy skirtingy strukttiriniy
sriciy (1.6 pav.), taciau visose jose yra unikaliy pasikartojanciy seky, kuriose, kaip
minéta, gausu Gln ir Pro.

1.6 pav. Glitimo baltymy struktiiros elementas — gliadino peptidas

Gliadiny molekuliné mas¢ svyruoja tarp 28,00-80,00 kDa. Jie dar skirstomi | a,
B, v ir @ grupes (1.4 pav.). Sis suskirstymas pagristas aminoriigs¢iy sekomis ir
sudétimi bei gliadiny molekulinémis masémis. Kadangi kai kurios aminortigs¢iy sekos
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gliadinuose ir gliuteninuose yra panasios ar tokios pacios, mokslingje literatiiroje visi
prolaminai dar skirstomi j tris grupes: turin¢ius mazai sieros, turincius daug sieros ir
didelés molekulinés masés gliuteniny subvienetus [42, 44]. Maziausiai sieros turi o-
gliadinai, B, y-gliadinai jos turi Siek tiek daugiau, o didZiausiu sieros kiekiu pasizymi
didelés molekulinés masés gliuteninai.

o, P ir y gliadinai tarp grandiniy turi disulfidinius rysius, o w-gliadinai neturi
Cys ir 8iy rySiy nesudaro [39]. w-gliadinams budingas didziausias Gln, Pro ir Phe
kiekis, jie kartu sudaro apie 80% visos aminoriigs¢iy sudéties. Wieser [42] o gliadinus
dar suskirsté j o3, o1 ir ©2 klases. o5-gliadinyg molekuliné masé (apie 50,00 kDa) yra
didesné nei wl,2-gliadiny (apie 40,00 kDa). Jy pagrindg sudaro pasikartojancios
sekos, kuriose vyrauja Gln ir Pro (pvz., PQQPFPQQQ). o/B- ir y-gliadiny molekulinés
masés panasios (28,00-35,00 kDa), o Gln ir Pro procentiné dalis yra daug mazesné
nei o-gliadiny. Jie skiriasi tarpusavyje keleto aminortgsc¢iy, pvz., Tyr, kiekiu.
Kiekvienas i§ $iy tipy turi skirtingus N ir C galy domenus. N-galo domeng (40—-50%
visy baltymy) daugiausia sudaro pasikartojanc¢ios sekos, kuriose gausu Gln, Pro, Phe
ir Tyr, ir jis yra unikalus kiekvienam tipui. o/p-gliadiny dazniausiai pasikartojancios
sekos yra QPQPFPQQQPYP. Tipiskas y-gliadiny sekos fragmentas yra QPQQPFP,
jis gali kartotis net iki 16 karty. Siy baltymy C-galo sekos nesikartoja, turi maziau Gln
ir Pro, biitent Siose sekose skiriasi Cys kiekiai [41]. a-gliadiny centrinis domenas
sudarytas i§ 113—134 aminortigsciy, o y-gliadiny — i§ apytiksliai 150 aminortgsciy.

Tyrimais nustatyta, kad o-gliadinams ir o/p- bei y-gliadiny N-galy domenams
budinga B-spiralés konfigiiracija, o C-galo domenai dazniausiai sudaro a- spirales ir
B-klostytas strukttras [44].

Gliuteniny frakcija sudaro agreguoti baltymai, kuriy grandinés sujungtos
disulfidiniais rysiais. Jy dydis yra jvairus — nuo mazdaug 500,00 iki daugiau nei
milijono kDa, taip jie gali sudaryti didziausius ir sudétingiausius gamtoje esancius
baltymy polimerus. Gliuteninai yra iSskiriami skaidant disulfidinius rySius
redukuojanciais agentais ir identifikuojami elektroforezés metodu. Redukavus
disulfidinius ryS$ius, susidare¢ gliutenino subvienetai tirpsta vandens ir alkoholio
tirpaluose, panasiai kaip gliadinai. Remiantis molekuliy elektroforetiniu judriu,
gliutenino subvienetai dar skirstomi i keturis pogrupius, t. y. A, B, C ir D (1.4 pav.).
A pogrupis yra didelés molekulinés masés gliuteniny subvienetai (67,00-88,00 kDa),
o B, C ir D pogrupiai vadinami mazos masés gliuteniny subvienetais (32,00—
35,00 kDa) [41]. Mazos molekulinés masés gliuteniny aminoriig§¢iy sekos yra
panasios | y- ir a-gliadiny sekas. Didelés molekulinés masés gliuteninai turi ypac didelj
Gln, didelj Pro ir Gly bei maza Lys kiekj, taip pat is kity glitimo baltymy iSsiskiria
didesniu Cys kiekiu [40].

1.3.2. Glitimo baltymuy technologinés savybés ir panaudojimas

Glitimo baltymai teslai suteikia vandens suriSimo savybes, klampumg ir
elastinguma [39, 45]. Yra nemazai moksliniy tyrimy, kuriuose analizuojama, kas
lemia Sias kvieCiy baltymy savybes. Nustatyta, kad joms jtakos turi abu glitimo
baltymai: ir gliadinai, ir gliuteninai. Hidratuoti gliadinai turi didziausig jtaka teslos
klampumui ir pakilimui. Gliuteniny susipynusi ir nekovalentiskai susieta struktiira
suteikia atsparuma deformacijai stresinémis sglygomis ir padidina duonos gaminiy
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elastinguma [42, 46]. Kvietiniy milty teSlos savybés labai priklauso nuo gliuteniny
molekulinés masés pasiskirstymo. Paprastai gliuteninai sudaryti 1§ didelés
molekulinés masés subvienety polimery suformuoty stubury ir i§ mazos molekulinés
masés subvienety iSsiSakojusiy polimery. Unikalias glitimo savybes daugiausia lemia
vandenilio rysiai (1.7 pav., a), disulfidiniai rysiai, kurie dar vadinami disulfidiniais
tilteliais (1.7 pav., b), kovalentiniai, joniniai ir hidrofobiniai rysiai (1.7 pav., c) [44,
47, 48).
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1.7 pav. Glitimo baltymy ry$iai: a — vandeniliniai rySiai tarp glutamino $oniniy grandiniy; b —
disulfidiniai tilteliai, ¢ — kryZminiai ry$iai tarp tirozino Soniniy grandiniy [47]

Gupta ir kt. [49] jrodé, kad glitimo baltymai turi du agregacijos lygius: i§ pradziy
gliutenino didelés ir mazos molekulinés masés subvienetai sudaro kovalentinius
polimerus, o antrasis lygis — suformuojamas ir stabilizuojamas uzpildas veikiant
vandenilio ir disulfidiniams rySiams [50, 51]. Baltymus, kurie dalinai yra adsorbavesi
ant krakmolo, hidratuoja vanduo. Taip glitimas, sgveikaudamas su vandeniu, maiSant
suformuoja elastingg baltymine struktiira. Minkant kvieting teSlg, gliutenino
molekulés susijungia tinkliskai, prie Sio tinklo jungiasi gliadino molekulés,
suteikdamos misiniui klampumo ir stangrumo. Tokig tesla kildinant mielémis, riigimo
metu iSsiskiriantis CO» sudaro akyta struktiirg, kuria islaiko glitimo tinklas, todél tesla
iSkyla. Kepimo metu teslos baltymai koaguliuoja, krakmolas dalinai kleisterizuojasi,
ir susiformuoja duonos struktiira. Kepimo pabaigoje glitimo baltymai denatiiruojasi,
todél iSkeptas produktas iSlaiko pastovig formg ir dydj. Glitimo pokyciai laikant
gaminius siejasi su duonos ziedéjimu, kai glitimas absorbuoja vandens molekules [45,
52].

Zinant mokslinius kvietinés te§los formavimo principus, paremtus fizikine
chemija ir polimery teorija, galima tiksliai reguliuoti glitimo ir teslos savybes [53].
Teslos minkymas spartina glitimo gijy ir tinklo susidarymg, tad ilgiau minkytas
kepinys biina stangresnis. Ilgai maiSant glitimo rySiy padaugéja iki kritinio lygio.
Esant tokiam ribiniam polimero dydZziui, ilgesnis maiSymas sukelia glitimo tinklo
strukttros irima. Didesnis vandens kiekis teSloje taip pat skatina glitimo tinklo
susidarymg. Kadangi jrodyta, kad disulfidiniai rySiai yra pagrindinis glitimo
reologiniy savybiy faktorius [38], glitimo tinklo stipruma galima reguliuoti specialiais
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priedais — oksiduojanciais ir redukuojanciais agentais, kurie tiesiogiai veikia
disulfidinius rySius tarp glitimo baltymy. | teslag dedami riebalai slopina glitimo
molekuliy tinklo susidaryma, todé¢l mazina teSlos elastinguma ir didina kepinio
trapumg. Tad, norint gauti trapesnius kepinius, j teSla dedama riebaly, mazinamas
vandens kiekis, trumpiau minkoma.

KvieCiy glitimo baltymy unikalios technologinés savybés lemia kvietiniy
produkty populiarumg. Kvieciy glitimo baltymai sudaro itin stipry teSlos karkasa,
kuris gerai sulaiko CO, dujas gaminant porétus kepinius. Dél $iy savybiy kvieciai
geriausiai tinka duonos, pyragy ir kity kepiniy gamybai. Duonai reikalingi miltai, kurie
turi daug glitimo, o pyragams ir sausainiams jo gali bliti maziau. Naujausioje
mokslinéje literatliroje galima rasti nemazai duomeny apie atskirto vitalinio kvieciy
glitimo panaudojimg maisto pramonéje [54]. Dziovinto ir smulkiai sumalto glitimo
gali biti dedama ] tesla, norint padidinti jos tampruma, duonos struktiiros stabilumag
bei stangruma. Glitimo baltymai turi auksta mitybing verte dél juose esanciy visy
esminiy aminortigséiy, todél glitimas kartu yra ir papildomas baltymy S$altinis,
padidinantis produkty maisting verte [55]. Glitimo gali biiti dedama ir j gyviiny maista,
taip padidinant baltyminguma. Glitimas yra atsparus Silumos poveikiui, gali veikti
kaip riSamoji medziaga, todél jis naudojamas ir kaip priedas perdirbtuose maisto
produktuose, siekiant geresnés tekstiiros, drégmés sulaikymo ir geresnio skonio [43].
Kadangi glitimas gerai sugeria skyscius, o kartu su juo — ir skonines medziagas,
naudojant ekstruzija, jam galima suteikti pluostine struktiira, tod¢l jis tinka mésos
analogy gamybai [56].

Platesnes glitimo panaudojimo galimybes riboja mazas jo tirpumas vandenyje,
todeél vis dazniau naudojamas jvairiais biidais modifikuotas glitimas. Vienas i$ glitimo
modifikavimo metody — fermentinis baltymy skaidymas gaminant hidrolizatus.
Hidrolizatai yra vertinami dél funkciniy ir jusliniy savybiy [55]. Irodyta, kad kvieCiy
glitimo hidrolizatai pasizymi jvairiu biologiniu aktyvumu, pvz., antioksidaciniu
aktyvumu, j opioidus panasiu aktyvumu, imunologiniu aktyvumu ir kt. [57, 58], dél
atsilaisvinusiy Gln ir Asp aminortig§¢iy hidrolizatai jgauna umami skonj, todél gali
biti naudojami gérimy, padazy ir kt. produkty gamybai [54]. Reikia paminéti, kad
gaminant hidrolizatus susiduriama su problema, kad tam tikri peptidai jiems suteikia
nepageidaujamg karty skonj, todél pastaruoju metu nemazai démesio skiriama §ios
problemos sprendimui [59].

1.4. Su glitimo netoleravimu susijusios problemos

Nors kvie¢iy produktai tampa vis svarbesni gyventojy racione pasauliniu mastu,
per paskutinius deSimtmecius iSrySkéjo kvieciy ir kity panasiy grudiniy kultory
netoleravimo sukeliamos problemos.

1.4.1. Glitimo sukeliamos ligos

IS mokslinés literatiros zinoma, kad griidiniy kulttry glitimo baltymai yra
sunkiai vir§kinami ir vartotojams gali sukelti stipry netoleravima, alergija kvieciams,
o kai kuriems zmonéms — celiakija (CL) (lot. Coeliacus) [60]. Tyrimai rodo, kad
pasaulyje su glitimo netoleravimo problemomis susiduria iki 13% gyventojy [61], tarp
juy 0,1-3,0% zmoniy Europoje yra alergiski kvieciams [62]. CL paplitimas pasaulyje
auga ir Siuo metu jau virSija 1% populiacijos [63, 64, 65]. Nustatyta, kad CL yra
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plonosios Zarnos uzdegiminé liga, atsirandanti genetinj polinkj (ZLA DQ2/8 geny
grupes) turintiems asmenims [66]. Skirtingg Sios ligos paplitimg jvairiose Salyse lemia
ir aplinkos faktoriai: ankstyvas kuidikiy maitinimas dirbtiniais miSiniais, stresas,
gretutinés ligos ir per didelis suvartojamo glitimo kiekis, kuris vakarietiskoje mityboje
ir malabsorbcija, todé¢l pacientus vargina diar¢ja, svorio kritimas bei anemija [67, 68].
Taip pat vis didéja neceliakinio jautrumo glitimui (NCJG) atvejy [63, 69]. Jie
nustatomi pacientams, kuriems néra CL ar alergijos kvieciams, bet po glitimo turinciy
maisto produkty vartojimo jie patiria zZarnyno suerzinimg, pilvo pitimg ir kitus
nemalonius simptomus [70, 71].

Alergija kvieCiams apibréziama kaip padidéjusio jautrumo reakcija j kvieCiy
baltymus [72]. ]vairius alergijos simptomus sukelia antigeniniai epitopai,
priklausantys gliadinams [73, 74] ir mazos molekulinés masés gliuteninams [75].
Moksliniais tyrimais nustatyta, kad uz skirtingas kvieCiy netoleravimo formas yra
atsakingos skirtingos kvieciy glitimo struktiirinés dalys (1.8 pav.). Gliadinai yra
atsakingi uz CL vystymasi, be to, jie gali sukelti visy rasiy glitimo netoleravimo
formas [76]. Dauguma eksperty [72, 77, 78] laikosi nuomonés, kad pagrindiniai nuo
kvieciy priklausomos anafilaksijos sukéléjai yra w5-gliadinai ir mazos molekulinés
masés gliuteninai, o ®1/2-gliadinai yra maziau imunotoksiski.

( Kvieciy alergenai >

e N N
Albuminai/globulinai Gliadinai Gliutetinai

(tirpas vandenyj.e ir Sarminiuose (tirpas alkoholio tirpale) (tirptis Qenevl.tﬁruOJancm.ose ir

buferiuose) L AS redukuojanciuose buferiuose) )

| I I

a-amilazes inhibitoriai, 4 7 /Didelés molekulinés mases N
kvie¢iy gemaly agliutininai, o/p ir y-gliadinai subvienetai (65—100 kDa, silpni
lipidus perneSantys baltymai, w-gliadinai alergenai);
1 taumating panasts baltymai, w5-gliadinai — tri A 19 Mazos molekulinés masés
serpinai, peroksidazés, trifosfato | | alergenai subvienetai (30—45 kDa)
izomeraze€s, serino proteaziy \_ AN J

inhibitoriai, B-amilazés ir kt.

\ 4
. s .. N Atopinis
Bakerio astma Celiakija Alergija maistui .
dermatitas

1.8 pav. Kvieciy baltymuose nustatyti alergenai ir jy sgsajos su glitimo netoleravimo ligomis.
Sudaryta remiantis Mamone ir kt. [2] bei Uvackova ir kt. [79]

Kvieciy sukeliama
anafilaksija

Nustatyta, kad alergeny yra ir tirpiose baltymy frakcijose. Tokios baltyminés
medziagos, kaip a-amilazés/tripsino inhibitoriai, f-amilazé, peroksidazes, serpinai ir
a-purotioninas, taip pat sukelia su kvieciy vartojimu susijusig IgE alergija [80, 81]. Su
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NCIJG susije ne tik kvie€iy baltymai (amilazés-tripsino inhibitoriai, kvieciy gemaly
agliutininai ir kt.), bet ir kiti kvie¢iy komponentai, tokie kaip fermentuojami mono-,
di- ir oligosacharidai ir kt. [82].

Mokslo pazanga taikant klinikinius, imunologinius, genomo ir proteomo tyrimus
leido identifikuoti didziaja dalj kvieciy alergeny [83], taip pat daug démesio skiriama
Siy alergeny, dazniausiai peptidy, alergizuojancio poveikio mechanizmo tyrimams.
1.4.2. Glitimo imunogeniSkumo mechanizmas

Moksliniais tyrimais nustatyta, kad alergines reakcijas ir celiakijg (CL) sukelia
nevisis$kai virSkinamojo trakto fermenty suskaidomi glitimo peptidai. Kaip buvo
minéta, kvieciy glitimo sudétyje yra daug aminortigs¢iy Gln (26-53%) ir Pro (10—
29%), kurios sudaro specifines sunkiai skaidomas sekas, atsparias Zzmogaus
virskinamojo trakto fermentams (pepsinui, chimotripsinui, tripsinui) bei zarnyno
sieneliy fermentiniam poveikiui [84, 85]. Didelis Gln likuciy kiekis pasikartojancia
seka ypac padidina intramolekuliniy ir tarpmolekuliniy vandenilio ry$iy susidarymo
tikimybe. Sie baltymy fragmentai (epitopai), kuriy ilgis daznai yra 9 ar daugiau
aminorigsciy, lieka nesuskaidyti: lieka nenutraukti peptidiniai rySiai pries ir po Pro ar
Gln. Sie peptidai prasiskverbia per plonosios zarnos gleivine, pasiekia jungiamajj
audinj, esantj po epiteliu (Lamina Propria), stimuliuoja zarnyno T-lasteles ir kartu su
audiniy transglutaminazés receptoriais bei ZLA-DQ2 ir ZLA-DQS antigenais
inicijuoja imuniniy lasteliy atsaka [60, 86].

Per paskutinius deSimtmecius atlikta nemazai tyrimy, siekiant identifikuoti Siuos
kliniskai svarbius epitopus (1.1 lent.). Nustatyta, kad ne visuose virSkinimui
atspariuose glitimo fragmentuose yra CL sukelianciy epitopy. Peptidy reaktyvumui
turi jtakos ne tik aminortig§¢iy skaicius Pro ir Gln pozicijos sekose, bet ir N- ir C-galo
Soninés liekanos. Kai peptiduose yra $iy epitopy, jie laikomi imunogeniniais peptidais
[87]. Specialiomis bioinformatikos priemonémis nustatyta, kad dazniausiai tokiuose
peptiduose pasikartojancios aminortigs¢iy sekos yra QQQP, QQPY, PSQQ, QPYP
[88] o vertinant tripeptidus — QPF, QPQ, PYP [89].

Nustatyta, kad Sie imunogeniniai peptidai dazniausiai priklauso gliadinams.
Rocher ir kt. [90] tyrimy duomenimis, kaip CL sukeliantys baltymai daugiausia
identifikuoti a- ir y- tipo gliadinai. Jy molekulinés masés pagal N-galo aminoragsciy
seka: 31,00, 35,00, 38,00, 45,00 kDa a-gliadinai ir 31,00, 40,00, 50,00 kDa y-gliadinai.
Dauguma mokslininky [83, 85] yra tos nuomonés, kad tarp nustatyty glitimo
fragmenty o-gliadiny epitopai yra labiausiai imunogeniski, o a-gliadino peptidas,
kurio seka sudaryta i§ 33 aminoriigsc¢iy (1.1 lent.), yra vienas i$ labiausiai zinomy
virskinimui atspariy glitimo peptidy [91]. Jis laikomas labiausiai imunogenisku, nes
turi net SeSis epitopus. Bitent dél Sio baltymo atsiranda histologiniai pokyciai
plonosios zarnos gleivinéje, kurie dar kitaip vadinami malabsorbcijos sindromu. Kitas
zinomas o-gliadino baltymas, susidedantis i§ 19 aminoriigs¢iy, sukelia zarny gaureliy
atrofija.
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1.1 lentelé. Pagrindiniai sveikatos sutrikimus sukeliantys gliadiny peptidai ir jy
aminoriigsciy sekos [91]

Gliadino peptido aminoriigsciy seka (ilgis) Gliadino baltymo tipas
QLQPFPQPQLPY (12) a-gliadinai
QLQPFPQPQLPYPQPQPF (18)

LQLQPFPQPQLPY (13)

LQLQPFPQPQLPYPQPQPF (19)
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (33)
VRFPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL (24)
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL (24)
QNPSQQQPQEQVPLVQQQ (18)

LPFPQQPQQPFPQPQ (15) y-gliadinai
NMQVDPSGQVQWPQQQPF (18)

Imunotoksisky peptidy, nors mazesniais kiekiais, yra randama ir gliuteninuose.
Juose nustatytos dazniausiai pasikartojan¢ios sekos yra GQQ, PGQGQQ ir
GYYPTSL(P)QQ [92]. Remiantis moksliniais tyrimais, yra sukurta sveikatos
sutrikimus sukelianciy kvie¢iy oligopeptidy duomeny bazé, kuri vis papildoma.
Pavyzdziui, 2005 metais joje buvo apie 60 imunogeniniy oligopeptidy i§ Triticum
rasiy glitimo [91], ir jy ilgis skyrési nuo 7 iki 91 aminortigi¢iy [93]. Siuo metu
iSsamios kvieciy sudedamyjy daliy, sukelianciy sveikatos sutrikimus, duomeny bazés
yra laisvai prieinamos internete, jose yra 37914 peptidy ir 833 epitopai. Sollid ir kt.
[83] isskyré pagrindinius Siuo metu zinomus kvieCiy glitimo epitopus (1 priedas),
kurie sukelia antigeniniy lasteliy atsaka. Imunoreaktyviy epitopy minimalus ilgis yra
9 aminortigstys, o epitopo pavadinime uzkoduota informacija apie suzadinamg
7mogaus leukocity antigeng (ZLA) ir glitimo baltyma, kuriam priskiriamas peptidas
(pvz.: DQ2.5-glia-ala, DQ2.5-glia-y, DQ2.2-glut-L1 ir kt.).

Klinikiniais tyrimais nustatyta, kad T-lgsteliy rinkiniai, atpazjstantys skirtingus
epitopus, priklauso nuo CL paciento genotipo (DQ2.5, DQ2.2 ir DQ8.5), taciau kai
kurie kvie¢iy baltymy epitopai sukelia reakcijas daugumai pacienty [94]. Sie epitopai
dar vadinami imunodominantiniais. Didzioji dalis CL serganciy pacienty, turin¢iy
genetiskai iSreikstg antigeng DQ?2.5, reaguoja i epitopus DQ2.5-glia-ala, DQ2.5-glia-
02, DQ2.5-glia-o1 ir DQ2.5-glia-®2, o dauguma pacienty, turin¢iy iSreiksta antigena
DQS8, reaguoja j epitopa DQ8-glia-al [95].

Glitimo imunogeniskumo priezas¢iy analizé parodé, kad, norint paSalinti
imunoreaktyviy epitopy poveikj zmogaus sveikatai, reikia glitimo peptidus suardyti.
Nustatyta, kad, glitimo baltymus suskaidZius j mazesnes nei 9 aminortigsciy liekanas,
jie nebesukelia imuninio atsako bet kurio haplotipo pacientams [84, 94]. Taigi, bet
kuri priemoné, galinti suskaidyti glitimg j kuo mazesnius peptidus, teoriskai yra
tinkama glitimo imunoreaktyvumui sumazinti / pasalinti i§ gridiniy kulttry (kvieciy,
rugiy ir mieziy).

Kryptinga augaly selekcija pasitelkiant biotechnologines priemones yra kita
glitimo imunogeniskumo sumazinimo galimybé. Naujos kartos javy veislés, turincios
maziau glitimo, yra kuriamos jau keleta deSimtmeciy [11]. Be to, taikant geny
inzinerijos metodus ir zinant imunotoksiSky baltymy seky taikinius kvie¢io DNR
grandingje, atsirado galimybés iSvesti kvieCiy ar kity javy veisles, neturinias
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imunoreaktyviy seky [83]. Si strategija jau yra taikoma kvietiy su maZesniu
imunogeniniy epitopy kiekiu veisliy selekcijoje [96, 97], taCiau rinkoje dar néra
kvieciy, kuriy produktai biity visiskai saugiis CL pacientams [95].

1.4.3. Beglitimé dieta ir jos trikumai

Medikai sutaria, kad $iuo metu vienintelé galima ir veiksminga CL prevencijos
priemoné yra griezta beglitimé dieta [98]. Si dieta tapo populiari ir tarp asmeny, kurie
nejaucia simptomy, bet ieSko sveikos mitybos alternatyvy [99]. Laikantis beglitimés
dietos, negalima vartoti kvieciy, rugiy, mieziy, daliai asmeny — ir avizy produkty, todél
maistui gaminti pasirenkami alternatyviis maziau glitimo turintys arba beglitimiai
produktai — ryziai, grikiai, soros ir kt.

Beglitimés dietos issiikiai susij¢ su kryzminiu uzterStumu ir aiskios maisto
produkty zenklinimo politikos stoka [100]. Pacientai, sergantys CL, dél produkty
uzterStumo ir ,,paslépto” glitimo (pvz., sutirstintuose padazuose ir sriubose) daznai per
dieng suvartoja didesnj nei leistina glitimo kiekj [101]. Produktai be glitimo taip pat
yra brangesni [100, 102]. Nors vyrauja nuomoné, kad tokia dieta yra sveikesné,
moksliniai tyrimai atskleidé, kad $iy pacienty mityba yra nesubalansuota, joje didesne
procenting dalj sudaro kalorijos i$ riebaly, o mazesne — i§ angliavandeniy, taip pat
beglitiméje dietoje buvo nustatytas mazas ne krakmolo polisacharidy kiekis [103].
Irodyta, kad rinkoje esantys beglitimiai kepiniai gali sukelti jvairiy maistiniy
medziagy trikuma [104]. Nustatyta, kad CL sergantys pacientai, su maistu gaudami
tokj patj energijos kiekj, gauna maziau skaiduly, niacino, folio riigsties, tiamino,
vitamino A, vitamino Bi,, kalcio, fosforo, magnio, gelezies [105, 106, 107], cinko
[108] ir seleno [109]. D¢l auksto beglitimés dietos glikemijos indekso padidéja
nutukimo rizika [106, 110].

Didéjanti aukstos kokybés beglitimiy duonos gaminiy paklausa tapo svarbia
socialine ir ekonomine problema [98]. Duonos gaminiai, pagaminti i§ natiraliai
glitimo neturinciy zaliavy: grikiy, ryziy, kukurtizy, sorgo, burnoc¢iy milty, daznai
pasizymi prastesnémis tekstlros ir juslinémis savybémis, palyginti su atitinkamais
glitimo turinCiais produktais [111]. D¢l §iy priezasCiy yra ieSkoma naujy beglitimiy
kepiniy gamybos btidy. Vienas i$ jy galéty biiti kenksmingo glitimo alerginio poveikio
eliminavimas biotechnologinémis priemonémis griidiniy kultiiry produkty gamybos
procese. Maisto produktai, pagaminti i§ hidrolizuoty kvieciy produkty, biity gera
alternatyva beglitiméje dietoje. Taciau, nepaisant mokslo ir technologinés pazangos,
kol kas rinkoje néra kvietiniy produkty, kurie turéty tokia pacia mitybine verte ir
nesukelty alerginiy reakcijy glitimui jautriems vartotojams.

1.5. Kvie¢iy produkty glitimo hidrolizés priemonés

1.5.1. Glitimo hidrolizei naudojamuy priemoniy klasifikacija

Siekiant praplésti beglitimiy gaminiy rinka, paskutinius du deSimtmecius buvo
aktyviai vykdomi tyrimai bandant pasalinti grudy produkty, o ypac kvieciy,
imunotoksinj poveikj [104]. Kviec¢iy glitimo, kaip ir kity maisto baltymy,
imunoreaktyvumo sumazéjimas gali biti pasiektas vykstant jy proteolizei, kurios metu
pasikeicia alergeny struktira arba suardomi imunotoksiski baltymy fragmentai.
Baltymy proteoliz¢ galima vykdyti naudojant chemines priemones bei fizinio ir
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biologinio poveikio metodus [112]. Codex Alimentarius [113] nurodo beglitimiy
produkty ribg 20 mg glitimo/kg produkto. 100 mg/kg riba taikoma produktams,
turintiems mazai glitimo. Todé¢l, taikant glitimo hidrolizés priemones, reikia pasiekti
tokj efektyvuma, kad bty pasiektos Sios ribos.

Atlikta nemazai moksliniy tyrimy, skirty glitimo imunotoksiniams junginiams
skaidyti visais minétais buidais. Bassi [114] tyré rlig§¢iy, Sarmy bei mikroorganizmy
fermenty efektyvuma siekiant pasalinti glitimo likucius i$ kvie¢iy krakmolo ir nustate,
kad fermentai veikia efektyviau negu cheminés medziagos. Buvo tirtas jvairiy fiziniy
priemoniy poveikis glitimo hidrolizei. Daugiausia tyrimy [115, 116, 117, 118] buvo
skirta mikrobangy poveikio jvertinimui, buvo pastebéti reikSmingi glitimo antrinés
struktiros poky¢iai, taCiau mikrobangos nebuvo veiksmingos mazinant CL
sukelian¢iy epitopy kiekj kvieciy produktuose. Buvo bandymy kvieCiy baltymy
imunogeniskumg sumazinti jvairiais terminio apdorojimo biuidais, naudojant auksta
slégj, ekstruzijg ir dziovinimg purSkiant [119, 120, 121], taciau visais atvejais didele
dalis peptidiniy rysiy liko nesuardyta. Kitas tirtas fizinis metodas — poveikis ultragarsu
— taip pat sumazino glitimo baltymy molekuling masg, taciau poveikis kvieciy glitimo
alergenams nustatytas nereikSmingas [122]. Kita vertus, yra jrodyta, kad ultragarsas
gali biiti naudojamas fermentinei hidrolizei suaktyvinti [123, 124]. Kombinuota
fermenty / ultragarso technologija sukelia kavitacijos efekta, kuris sustiprina fermenty
makromolekuliy pernesimg iki substrato pavirsiaus ir taip aktyvina fermenty poveiki
[125, 126]. Tokio apdorojimo metu reikia tiksliai jvertinti ir valdyti ultragarso proceso
parametrus, nes per didelis daznis ir / ar trukmé gali fermentus inaktyvuoti [127].
Apibendrinant galima teigti, kad didelés fiziniy metody energetings ir technologinés
sanaudos bei mazas efektyvumas, nepageidaujamos cheminés medziagos maisto
produktuose riboja fiziniy bei cheminiy priemoniy taikyma maisto pramonéje. Todél,
daugumos mokslininky nuomone, biotechnologinés priemongés, pagristos fermenty
naudojimu, yra efektyvi alternatyva atverianti naujas galimybes beglitimiy produkty
gamyboje [128, 129]. Galimyb¢ derinti fizines ir biotechnologines priemones taip pat
aktuali, bet reikalauja papildomy moksliniy tyrimy [130].

Mokslingje literattiroje galima rasti platy spektra glitimo hidrolizés tyrimuose
naudojamy biologiniy priemoniy (1.9 pav.).

@iotechnologinés priemonéD
I

Endogeniniai grudy Fermentai, dedami gamybos
fermentai metu

kilmés kilmeés kilmeés kilmés

I I
.. Modifikuoti o
Salyklo gamyba [Fennentq derlmmas] fermentai [ Peramininimas ]

1.9 pav. Biotechnologiniy priemoniy jvairové glitimo imunogeniskumui sumazinti [131]

Sekly daiginimas [ Gyviininés ][ Grybinés ][ Bakterinés ][ Augalinés ]
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Siam tikslui gali biiti suaktyvinami griduose esantys fermentai arba
panaudojami pridétiniai jvairios kilmés fermentai: bakterijy, gryby, augaly ir gyviiny
[130, 131, 132]. Glitimg galima hidrolizuoti naudojant vienkomponente¢ hidrolize
fermentais arba derinant skirtingas biologines priemones. Glitimo skaidymas
fermentais gali biti laikomas natiiraliu, saugiu ir neinvaziniu biudu gliadiny ir
gliuteniny imunotoksiSkumui sumazinti. Biopriemoneés gali biiti taikomos tiek kvieciy
zaliavos pirminio perdirbimo metu, tiek integruojamos | glitimui jautriems
vartotojams skirty kvie¢iy produkty gamyba [133, 134].

1.5.2. Endogeniniy griidy fermenty suaktyvinimas ir panaudojimas

Moksliniy duomeny analiz¢ parod¢, kad glitimui suskaidyti Zaliavose ir maisto
produktuose gali buti naudojamos skirtingos grudy egzo- ir endoproteazés [66].
Egzoproteazés (peptidazés) atskelia po vieng ar keleta aminoriig§¢iy nuo N-galo
(aminopeptidazés) arba C-galo (karboksipeptidazés) ir pagal tai, kiek aminortigsciy
atskelia, dar skirstomos j di-, tri- ir oligopeptidazes. Endoproteazés gali skaidyti
vidinius peptidinius rySius. Egzo- ir endoproteazés dar klasifikuojamos pagal
chemines struktiiras, esancias jy aktyviuose centruose, j 4 pagrindines klases: asparto
(Asp), serino (Ser), metalo ir cisteino (Cys) proteazes. Asp proteinazé ir Ser
karboksipeptidazé yra aktyvios net ir sausuose griiduose, o kitoms proteazéms
suaktyvinti reikia specifiniy salygy [135]. Proteazés daznai susintetinamos kaip
neaktyvios pro-proteazés, kurios aktyvuojamos esant tinkamoms temperatiros,
drégmés ir kt. salygoms [136], todél vienas i$ biidy aktyvuoti endogenines proteazes
yra gridy daiginimas. Nors §i priemoné dazniausiai taikoma mieziams — ruoSiant
salykla ir gaminant aly [137, 138, 139], tokiu biidu galima sumazinti ir kvieciy
imunogeniskumga. Didziausiag vaidmenj skaidant baltymus daigintuose kvieCiuose
vaidina Cys ir metalo proteinazés, nes jos aktyvuojasi jau pirmajg daiginimo dieng ir
skaido gliuteninus bei gliadinus. Kitg daiginimo dieng aktyvuojasi Ser proteinazés,
skaidancios gliadinus. Pagal skaidomus rySius glitimo imunoreaktyvumui pasalinti
svarbiausios yra specifinés greta Pro esancius rysius skaidancios prolinendoproteazés
(PEP), Pro oligopeptidazés (POP), Pro karboksipeptidazés (PepC) ir aminopeptidazés
(PepN) [136].

Natiiraliai kvieciy glitimo hidrolizé vyksta griidams dygstant. Kvieciy proteaziy
potencialg skaidant glitimg tyré Michalcova ir kt. [140]. Kvieciy griidai buvo
daiginami iki 7 pary esant skirtingai 15-30°C temperatiirai. Glitimo skilimas prasidéjo
po 3 dieny, o maziausia jo koncentracija buvo nustatyta 7-tg diena (20°C ir pH 5.5).
Kad ilgiau nei 8 dienas daiginti kvieciai neturi glitimo ir gali biiti naudojami
beglitimiams produktams papildyti, jrodé ir Adrianos ir kt. [141]. 8—10 dieny daiginty
kviec€iy zelmenyse glitimo kiekis buvo mazesnis uz ELISA metodo nustatymo riba.

Biologine priemone glitimo hidrolizei gali biti daiginty griidy ekstraktai, sultys
arba iSgryninti fermentai. Eksperimentai, kuriuose buvo naudojami substratai su
gliadinais ir gliuteninais, parode, kad daiginty grudy (rugiy, kvie¢iy, emery) proteazés
gali suskaidyti glitimo baltymus [142, 143, 144]. Grudai buvo daiginti, liofilizuoti,
sumalti, o juos ekstrahavus, gauti peptidaziy tirpalai. Siomis peptidazémis apdorojant
gliadino peptidus, per 90 min. jy sumaz¢jo apie 70%. Nors daiginty kvieciy fermenty
aktyvumas pasirod¢é esgs mazesnis nei daiginty rugiy fermenty, substratuose nebuvo
rasta peptidy, ilgesniy kaip 8 aminorfigStys. Daiginamuose mieziuose (Hordeum
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vulgare) aktyviausias fermentas yra Cys proteaze, kuri skaido kvieciy glitimo analoga
mieZziuose — hordeina. Si peptidazé, vadinama EP-B2, efektyviai hidrolizuoja ir
imunotoksiskas kvie¢iy glitimo aminortigs¢iy sekas [145].

Taigi, moksliniais tyrimais jrodyta, kad daiginty gridy proteazés gali
reikSmingai sumazinti imunotoksisky glitimo peptidy kiekj, todél jas galima panaudoti
jvairiy beglitimiy produkty gamyboje [141]. Kita vertus, reikia pastebéti, kad grudy
daiginimas pakeicia i jy technologines savybes. Trumpas daiginimo procesas gali
pagerinti kvie¢iy produkty kokybe ir maisting verte [146], tad, daiginant kvie¢iy
griidus iki 48 val., 1§ jy galima iSkepti geros kokybés duong su maziau glitimo [147,
148]. Ilgesnis daiginimas siekiant paSalinti glitimg padidina a-amilazés, skaidancios
krakmola, aktyvuma, o tai neigiamai veikia duonos gaminiy kokybe [149]. Taigi,
natlralus kvie¢iy daiginimas yra komplikuotas metodas glitimo kiekiui mazinti
gamyboje. Tokie daiginti kvieciai gali bliti naudojami tik beglitimiams produktams
papildyti biologiSkai vertingais komponentais, o gamybos procese geriau pasiteisina
grudiniy kultiiry ekstraktai arba iSgrynintos proteazés.

1.5.3. Bakteriju fermentai

Fermentacija pieno rigsties bakterijy (PRB) kultiromis. Plaiausiai
moksliniuose tyrimuose analizuojamas mikroorganizmy fermenty panaudojimo
glitimo skaidymui budas — fermentacija PRB. Visos PRB, fermentuodamos cukrus,
sintetina pieno rugst], taciau pagal tai, kokie kiti metabolitai fermentacijos metu
i8siskiria, PRB skirstomos j homofermentines (CsH120s —>2 CH;CHOHCOOH) ir
heterofermentines (C¢H1,0s — CH;CHOHCOOH+C,HsOH-+CO) [150]. Nuo Siy
PRB savybiy priklauso fermentuojamy terpiy pH riigS§tingumas, dujy sudarymo
pajégumas, kvapo junginiy susidarymas ir kiti procesai, turintys jtakos fermentuojamo
gaminio kokybei. Susidariusios organinés rugsStys ir kiti metabolitai gali veikti
baktericidiskai bei suaktyvinti griidy endogeninius fermentus. PRB fermentacija,
tradiciskai naudojama duonos produkty gamyboje, padidina griidy produkty mitybing
verte: pagerina visagrudziy gaminiy, skaidulomis papildyty ar glitimo neturinciy
produkty teksttirg ir skonj, stabilizuoja arba padidina jvairiy bioaktyviy junginiy kiekj,
stabdo krakmolo pasisavinimg ir pagerina mineraliniy medziagy pasisavinima [151].
Zinoma, kad PRB fermentacija idealiai tinka kvietinés duonos teksttirai, skoniui,
aromatui ir maistinei vertei pagerinti bei tinkamumo vartoti terminui pailginti [152,
153].

Naujas tyrimy aspektas yra PRB kultiiry galimybés sumazinti kvietiniy gaminiy
imunotoksiskumg. Pagrindiné Siy tyrimy idéja — panaudoti PRB kultliras maisto
perdirbimo metu, kad buty suardyti imunoreaktyvis peptidai. Fermentacijos metu visy
pirma suardoma dalis glitimo disulfidiniy rySiy [154]. Kai kurios PRB riiys,
gaminancios specifines peptidazes, gali suskaidyti ir CL sukeliancius epitopus [155].
Joms identifikuoti atlickami PRB padermiy genetiniai ir geny raiskos tyrimai [156].
Moksliniai tyrimai, kuriuose PRB fermentacija naudojama siekiant paSalinti glitimo
zalinga poveikj kvie¢iy produktuose, pradéti vykdyti dar XXI a. pradzioje [128]. Di
Cagno ir kt. [157] jrodé, kad pasirinktos PRB, turinCios proteolitinj aktyvuma, gali
efektyviai hidrolizuoti imunotoksiskus gliadino peptidus kvieCiy rauguose, PRB
kulttiry L. alimentarius 15M, L. brevis 14G, L. sanfranciscensis 7TA ir L. hilgardii 51B
derinys turi specifiniy peptidaziy, skaidanciy skirtingus prolaminy peptidinius rysius
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[158]. Tolesni Di Cagno ir kt. [159] tyrimai jrod¢ pasirinkty PRB kultiry
veiksmingumg siekiant pasalinti glitimo liku¢ius ir padidinti beglitimés duonos
maisting vertg. IStyrus 46 PRB kultiiras pagal proteolitini aktyvumg, atrinktos
efektyviausiai veikusios L. sanfranciscensis LS40 ir LS41 bei L. plantarum CF1. Sios
kultiiros panaudotos nedideliam glitimo kiekiui suardyti gaminant beglitim¢ duong i$
alternatyviy grudiniy kulttry ir pasiektas glitimo kiekio sumazéjimas nuo 400 iki
maziau nei 20 mg/kg.

Dalyje tyrimy buvo vertintas PRB monokultiiry glitimo hidrolizés efektyvumas.
Fermentuojant su L. sanfranciscensis [160, 161] arba L. plantarum [162] pasiektas
kvieciy baltymy skilimas ir jy tirpumo padid¢jimas. [rodytas padermiy Lactococcus
lactis LLGKCI18 [163] ir Levilactobacillus brevis KT16-2 [164] proteolitinis poveikis.
Kita vertus, Siuose tyrimuose buvo nustatyta, kad baltymy hidrolizé fermentuojamose
terpése buvo ribota ir dalinai susijusi su nuo pH priklausomu griidy endogeniniy
fermenty aktyvumu [165, 166].

Daugumos tyrimy autoriy nuomone, monokulttiry proteolitinis poveikis siekiant
sumazinti glitimo imunogeniskumg néra didelis, todél tyrimuose daznai naudojami
deriniai i§ 2—18 skirtingy PRB padermiy. Keletas autoriy [167, 168] irodé, kad dvi
PRB padermés kartu veikia efektyviau negu monokultiros. De Angelis ir kt. [169]
jrodé misinio i§ 9 PRB kultury VSL#3, sudaryto i§ Streptococcus thermophilus, L.
plantarum, L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii spp. bulgaricus, B. breve, B.
longum ir B. infantis, geb&jima hidrolizuoti kvieciy gliadinus ir sumazinti
imunotoksisky fragmenty kiekj fermentuojant kvietiniy milty teslg. Stefanska ir kt.
[156] jrodé 11 PRB kultiry, Francavilla ir kt. [170] — 18 PRB kultiiry miSinio
efektyvuma hidrolizuojant gliading kepiniuose. Fu ir kt. [171] jrodé 12 PRB padermiy,
i$skirty i$ tradicinio kiny duonos raugo, efektyvuma glitimo hidrolizei. De Almeida ir
kt. [172] naudojo glitimo baltymy proteolizei 4 Bifidobacterium padermes ir jrodé jy
glitimo skaidymo galimybes. Reikia pastebéti, kad visuose minétuose tyrimuose
glitimo hidrolizés laipsnis buvo vertintas skirtingais tyrimo metodas: buvo jrodyta,
kad fermentacija sumazina glitimo baltymy molekuling masg ir hidrolizuoja gliadinus,
substratuose padidéja tirpiy baltymy, laisvy amino grupiy ir laisvyjy aminorigsciy
koncentracija, sumazéja imunoreaktyviy fragmenty, nustatomy ELISA metodais.
Visgi iy tyrimy rezultatai parodé, kad, atlikus hidrolizés produkty MS analizg,
substratuose randami peptidai su imunoreaktyviais epitopais.

Apibendrinant tyrimus galima pastebéti, kad per tiping 12—18 val. fermentacijos
trukm¢ PRB kultiros nepajégios pasalinti kvieCiy imunogeniskumo, o ilgas
fermentacijos laikas turi neigiamos jtakos kvietinés duonos technologinéms savybéms
[151]. Nepaisant to, PRB fermentacija gali buti gera iSeitis gerinant maziau glitimo
turin¢ios duonos technologines savybes bei kuriant nauja tokiy produkty koncepcija
su geresnémis maistinémis charakteristikomis [98, 173].

Kity bakterijy produkuojamos proteazés. Palyginti nauja mokslo tendencija yra
hidrolizuoti glitimg skaidant peptidines jungtis prolinendoproteazémis (PEP),
igskirtomis i§ kity mikroorganizmy. Sie fermentai suskaido daug Pro turintj glitima j
peptidus, kuriuos gali suvirskinti zarnyno fermentai [174]. PEP gali buti vartojamos
kaip papildai glitimo hidrolizei skrandyje, jos naudojamos glitimo hidrolizatams
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gaminti, taip pat yra tiriamos jy galimybés suardyti glitima gaminant beglitimius
produktus i§ griiddiniy zaliavy [66].

Mokslingje literatiiroje galima rasti nemazai tyrimy, kur jvairiais tikslais buvo
vertinamas PEP efektyvumas. Matysiak-Budnik ir kt. [175] tyr¢ PEP i$
Flavobacterium meningosepticum efektyvuma pritaikant kaip virskinimo papilda CL
terapijai ir nustaté, kad Sios proteazés suskaido dalj glitimo peptidiniy rysiy. Socha ir
kt. [176] lygino skirtingy bakterijy proteaziy Bacillus licheniformis, B.
stearothermophilus, B. thermoproteolyticus, Streptomyces griseus proteolitin] poveikj
hidrolizuojant gryna glitima ir nustaté, kad efektyviausiai veiké PEP i§ B.
licheniformis bei B. thermoproteolyticus. 1§ aktyviausiy proteolitiniy fermenty,
turin€iy bakterijy B. licheniformis ir B. amyloligenfaciens, yra i$skiriamos pramoninés
proteazés alkalazé ir neutrazé. Placiausiai yra iStirta alkalazé 1§ B. licheniformis, Kuri
efektyviai skaido glitimg iki peptidy, tod¢l naudojama kvieciy glitimo hidrolizaty
gamyboje [57]. Bassi [114] alkalaz¢ panaudojo kvieCiy krakmolo, kuriame po
frakcionavimo lieka iki 470 mg/kg glitimo, apdorojimui, ir glitimo kiekj sumazino iki
maziau nei 20 mg/kg. Apibendrinant reikéty pastebéti, kad bakterijy proteazés
efektyviai skaido prolaminus, taciau dalis imunoreaktyviy metabolity lieka nesuskile.
Norint pasiekti visiskg peptidy hidrolize, reikalinga didelé PEP koncentracija ir ilga
poveikio trukmé (bent 0,50 AV/ml, 3 val.) [175]. Be to, jos aktyviai veikia neutralioje
arba Sarminéje aplinkoje, todél néra tinkamos glitimo virSkinimui skrandyje. Siekiant
pritaikyti PEP imunoreaktyviy baltymy hidrolizei beglitimiy produkty gamyboje,
reikéty pasirinkti aktyviausius fermentus sudarant jiems palankias veikimo salygas
[177].

Pastaraisiais metais placiai tyrinétas ir jvairiy gedimo mikroorganizmy bei
zmogaus zarnyno mikrofloros proteaziy efektyvumas glitimo hidrolizei: PEP is§
Sphaerobacter thermophiles [178], Enterococcus mundtii [179], Cellulomonas spp.
[180], Flavobacterium meningosepticum, Sphingomonas capsulate, Myxococcus
xanthus, Escherichia coli [181], Chryseobacterium taeanense [ 182], Actinoallomurus
A8 [183], Bacillus subtilis [184], Burkholderia gladioli [185]. Visuose tyrimuose buvo
jrodytas $iy proteaziy didesnis ar mazesnis glitimo skaidymo potencialas, nes buvo
suskaidyta dalis imunotoksisky glitimo peptidy, tac¢iau didzioji dalis $iy bakterijy
negali buti saugiai naudojamos maisto produkty gamybos procese dél fekalinés kilmés
ir patogeninio poveikio [186].

Genetiskai modifikuoti fermentai glitimo hidrolizei. Mokslininkai [187, 188] yra
tos nuomonés, kad né vienas natiiraliai randamas fermentas néra ,,ideali* peptidazeé.
Problemai spresti buvo pasitelkta kompiuterinio projektavimo programa fermentinei
terapijai modeliuoti ,,Rosetta Molecular Modeling Suite® [187]. Sis jrankis leido
reikSmingai pagerinti fermenty funkcines savybes. Naujai pagaminti fermentai, tarp jy
glitimo hidrolazés, pasizyméjo didesniu specifiSkumu, aktyvumu, tirpumu ir
geresnémis savybémis. Pirmuosius tyrimus atliko Ehren ir kt. [189], sieckdami sukurti
PEP su didesniu aktyvumu ir stabilumu skrandzio salygomis, modifikuojant PEP i$
Sphingomonas capsulate. Buvo pagamintas fermentas, turintis net 20% daugiau
specifinio aktyvumo esant pH 4,5 ir 200 karty didesnj atsparumg pepsinui. Buvo
nustatyta, kad §i peptidazé turi zemg katalitinio aktyvumo lygj esant zemam pH, todel
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ji gali biiti sékmingai naudojama produkty gamybos metu, tac¢iau netinkama glitimui
skaidyti skrandyje.

Geriausiai itirti ir apraSyti su CL problemy sprendimais susij¢ fermentai yra
peptidazés KumaMax ir Kuma030 [187]. KumaMax buvo sukurta kaip Kumamolisin-
As — rugstiné Ser endopeptidazé, gauta modifikavus acidofiling bakterija
Alicyclobacillus sendaiensis. Jos katalitinis aktyvumas buvo nukreiptas j CL aktyvius
peptidus. KumaMax turi daugiau nei 100 karty didesnj aktyvumg skaidant glitimo
tetrapeptidus ir yra atsparus proteolizei virSkinimo metu. Tolesnis Kumamolisin-As
patobulinimas, atliktas naudojant kompiutering programa, leido perprojektuoti aktyvia
KumaMax vietg [188] ir pasiekti didesnj fermento aktyvumg. Naujasis fermentas,
pavadintas Kuma030, net 44 kartus aktyviau skaido PQQ sekas ir 11 karty aktyviau
veikia PQL sekas peptiduose nei KumaMax. Nustatyta, kad per 30 min. jis suskaido
99,97% gryno kvieciy glitimo, o tai prilygsta glitimo sumazinimui duonoje nuo 60000
iki 20 mg/kg. Sio fermento efektyvumas taip pat buvo patikrintas imituojant viso
griiddo duonos ir kvietinio alaus virSkinimo procesg dirbtiniame skrandyje ir gautas
toks pats aukstas 99,97% glitimo skaidymo efektas [188].

Kiyosaki ir kt. [190] bei Savvateeva ir kt. [191] tyré rekombinantinés kvieciy
cisteino proteazés a-tritikaino aktyvuma ir nustaté, kad jis pasizymi ryskiu gliutenaziy
aktyvumu 37°C temperattroje ir efektyviai skaido imunotoksiskus glitimo peptidus.
Sis fermentas galéty bati naudojamas ir glitimui suardyti maisto gamybos metu. Nors
tokiu biidu sukurti fermentai vis dar laukia klinikiniy tyrimy, atrodo, kad tai daug
zadanti priemoné kovojant su CL. Net jei vien fermenty terapija negaléty visiskai
iSspresti glitimo netoleravimo problemos, biity galima Siuos fermentus naudoti kaip
kompleksing priemong beglitiméeje dietoje.

Imunoreaktyviy fragmenty blokavimas su transglutaminaze

Vienas i biidy uzblokuoti glitimo baltymy imunoreaktyvumg yra amino grupiy
sujungimas naudojant fermentus [192]. Sio metodo esmé — specifinis toksisky glitimo
fragmenty uzblokavimas naudojant transglutaminaze i§ Streptomyces mobaraensis ir
lizino metilo esterj kaip amino donorg. Metodo privalumas tas, kad, blokuojant T
lasteliy epitopy imunogeniskuma, nepazeidziamas glitimo tinklas ir iSsaugomos
kvietiniy milty technologinés savybés. Be to, $i procediira naudoja fermenta, placiai
naudojamg maisto pramonéje produkty tekstiirai pagerinti [15]. Yra atlikta keletas
moksliniy tyrimy, jrodanciy, kad gliadino peptidy modifikavimas naudojant
transglutaminaze slopina jy sukeliama imuninj atsaka in vitro. Zhou ir kt. [193] irodeé,
kad $i modifikacija gali sumazinti specifinj glitimo imunoreaktyvuma kaip substratg
naudojant imunotoksiskus gliadiny peptidus. Glitimo detoksikacija transglutaminaze
surisant glitimo peptidus izopeptidiniais rysiais ir juos pasalinant filtravimo badu buvo
iSbandyta gérimy gamyboje [66]. Panaudojus tokj peramininimg kvietiniy milty
duonos gamybos procese, nustatytas 42% imunoreaktyvaus glitimo sumazéjimas
[173]. Nustatyta, kad tokia duona turi nedideliy kepimo charakteristiky pokyciy [194].
Vartojant tokig duong CL pacientams iki 70% sumazgejo klinikiniy ligy skai¢ius [195],
taCiau reikéty didesnés apimties klinikiniy tyrimy, patvirtinanciy tokio fermentinio
kvieciy milty apdorojimo sauguma sergantiems CL.

Kita vertus, kelia abejoniy pacios transglutaminazés platesnio naudojimo sauga
[196]. Galima rasti tyrimy, parodanciy, kad transglutaminazé¢ sukelia kai kurias
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neurodegeneracines ligas [197]. Be to, manoma, kad pramoninis maisto perdirbimas
naudojant tranglutaminaze gali daryti neigiamg poveikj glitimui jautriai populiacijai:
gali sukurti naujus imunogeninius glitimo peptidus arba autoantigenus [198].

1.5.4. Grybinés kilmés fermentai

Moksliniais tyrimais jrodyta, jog grybinés kilmés proteazés, jprastai naudojamos
kaip kepiniy pagerinimo priemonés, gali skaidyti glitimg. Stepniak ir kt. [199] nustate,
kad A. niger prolinendoproteazé (AN-PEP) efektyviai skaido glitimo molekules ir
visus zinomus imunoreaktyvius epitopus vidutini§kai 60 karty efektyviau nei kitos
PEP. Toft-Hansen ir kt. [200] iStyré 25 proteaziy potencialg in vitro ir nustaté, kad tik
AN-PEP visiskai suskaido glitima. Socha ir kt. [176] tyré proteaziy, iSskirty i$
mikroskopiniy gryby A. oryzae ir A. niger, proteolitinj aktyvumga. Efektyviausias
proteolitinis aktyvumas taip pat buvo stebimas naudojant riigs§ting AN-PEP, nustatyta,
kad kvieciy gliadinai ir mazos molekulinés masés peptidai buvo visiskai suskaidyti.
Taip pat nustatyta, kad mazos AN-PEP dozes taip pat veiksmingai sumaZzina glitimo
baltymy kiekj [201, 202]. Si endoproteazé taip pat gali biiti naudojama kaip maisto
papildas glitimui virSkinti, nes optimaliai veikia esant pH 4-5, bet iSlieka stabili ir
esant pH 2 [199]. AN-PEP vartojimas kartu su glitimo turin¢iu maistu gali sumazinti
zalinga glitimo poveikj ir suteikti pacientams galimybe pailséti nuo grieztos beglitimés
dietos [203, 204, 205].

Moksliniais tyrimais jrodytas ir fermento flavorzimo (4. oryzae) didelis
efektyvumas hidrolizuojant kvieciy prolaminus [206]. Ehren ir kt. [189] jrode, kad
daugiakomponentis keliy grybiniy proteaziy veikimas yra efektyvesnis dél gebéjimo
specifiskai skaidyti skirtingus baltymy rysius.

Aktyviy proteaziy yra ne tik mikroskopiniuose grybuose, bet ir kituose, tarp jy
ir valgomuosiuose grybuose. Schulz ir kt. [207] iStyré PEP, iSskirtos i§ kelmucio
(Flammulina velutipes), potencialg hidrolizuoti glitimg. Sis fermentas hidrolizavo a-
gliading | mazus peptidus per 20 val., gerai veiké esant skirtingam pH, nustatytas
vidutinis temperatirinis stabilumas ir lengvas Siluminis inaktyvavimas po naudojimo.

Taigi, grybinés kilmés proteazés dél zemo veikimo pH gali biiti laikomos tikrai
veiksminga glitimo skaidymo priemone skrandyje arba maisto pramongje. Kita vertus,
truksta ziniy ir tyrimy apie ilgalaikio jy vartojimo sauguma [208].

1.5.5. Augalinés kilmés fermentai

Augaly fermenty naudojimas maisto pramonéje néra nauja koncepcija. Sie
fermentai atlieka svarby vaidmenj kai kuriy maisto produkty: sirupy, alkoholiniy
gérimy, pieno produkty, kepiniy ir kt. gamyboje [209]. Proteaziy, aktyviai skaidanciy
baltymus, turi vaisiai, darzovés bei prieskoniniai augalai. Sun ir kt. [210] jvertino
proteaziy aktyvuma 90-yje vaisiy ir darzoviy raiSiy. 10-yje vaisiy ir 13-oje darzoviy
rusiy buvo nustatytas proteaziy aktyvumas, didesnis kaip 10 AV/g. Ananasy (4Ananas
comosus), figy (Ficus carica) ir papajy (Carica papaya) proteazés, pasizymincios
didziausiu aktyvumu, yra gryninamos pramoningje gamyboje. Be to, didelio
aktyvumo proteaziy yra kiviuose (Actinidia deliciosa), brokoliuose (Brassica oleracea
italica), imbieruose (Zingiber officinale), poruose (Allium porrum) ir raudonuosiuose
pipiruose (Capsicum annuum), taigi $ie vaisiai ir darzovés yra potenciali zaliava
augalinés kilmés proteaziy gamybai.
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Augaly proteazés yra naudotos ir glitimui skaidyti. Bromelainas, iSskirtas i$
ananasy kamieny, buvo naudojamas gaminant hipoalerginius miltus. Nustatyta, kad
bromelainas gali hidrolizuoti peptidinius rysius prolaminuose ir sumazinti kvietiniy
gaminiy alergizuojantj poveikj [211]. Wang ir kt. [57] panaudojo papaino i$ papajy
vaisiy fermenting hidroliz¢ kvie€iy glitimo hidrolizatams gaminti ir jrodé, kad po
apdorojimo papainu sumazgja baltymy molekuliné masé. Xue ir kt. [212] taip pat
atliko gryno kvieciy glitimo fermenting hidroliz¢ papainu ir nustaté, kad papainas
suskaido glitimg iki trumpesniy peptidy.

Kiviai taip pat turi proteolitiniy fermenty, priklausanciy Cys proteaziy Seimai, i$
kuriy zinomiausias yra aktinidinas [213]. Kaur ir kt. [214] jrodé, kad kiviy aktinidinas
turi teigiamos jtakos baltymy (taip pat glitimo) virSkinimui plonojoje Zarnoje,
naudojant in vitro virSkinimo sistemg [215]. Jayawardana ir kt. autoriy [208]
nuomone, vartojant su glitimo turin¢iu maistu vaisius, kuriy sudétyje yra proteolitiniy
fermenty: papajos (papaino ir karikaino), ananasy (bromelaino) arba Zzaliy kiviy
(aktinidino), galima sumazinti neigiamg glitimo poveikj. Taga ir kt. [216] jrodé, kad
imbiero proteazés taip pat gali hidrolizuoti glitimg silpnai riig§tinémis sglygomis iki
peptidy, kuriy vidutiné¢ molekuliné mas¢ yra mazesné nei 600 Da. Glitimo baltymy
hidrolizei taip pat buvo naudota proteazé i§ egzotisko augalo Nepenthes carnivorous
skys¢io [217] ir nustatytas labai didelis hidrolizés efektyvumas, kuris gali buti
siejamas su naujos kartos PEP suktirimu.

Glitimg skaido ir prieskoniniy augaly s¢klose esancios proteazés. Bellir ir kt.
[218] ir Gabr [219] tyrimai patvirtino, kad juodgrudés (Nigella sativa) séklos turi
proteaziy, kurios hidrolizuoja glitimo baltymus ir gali biiti naudojamos maisto
pramongje. Kuminy (Cuminum cyminum L.) vandeniniai ekstraktai taip pat pasizymi
proteolitiniu poveikiu ir vaidina svarby vaidmenj didinant zmogaus virSkinimo
fermenty (pepsino) aktyvuma [220]. Taip jie gali padidinti baltymy suskaidyma
skrandyje iki 5 karty [221], taciau eksperimentai su glitimu nebuvo atlikti.

ISgryninti augaliniai fermentai gali buti puiki alternatyva Siuo metu placiai
naudojamiems mikroorganizmy ir gryby fermentams, tad reikéty iSsamiau
paanalizuoti komercializuoty fermenty, bromelaino ir papaino, glitimo hidrolizés
teorines prielaidas ir mechanizmg. Papainas ir bromelainas (1.10 pav.) priklauso Cys
proteaziy Seimai ir jy fermentinés hidrolizés mechanizmai yra panasis, taCiau jie
skaido skirtingus peptidinius rySius [209]. Papainas yra monotiolio Cys
endoproteaze, pagal fermentinio veikimo pobtdj jis panasus j pepsing, taciau veikia
ne tik rigstinéje, bet ir neutralioje bei Sarminéje terpéje. Papaino katalitiniame centre
yra ditioacilo grupé (1.10 pav., a), per kurig fermentas jungiasi prie substrato
disulfidiniy jungciy lokalizacijos vietose, pirmenybe teikdamas tolesnés
aminortgsties liekanoms [222]. Papainas hidrolizuoja didelg dalj peptidiniy rysiy,
aktyviai skaido peptidinius rySius po Arg ir Lys, pasizymi endopeptidaziy,
aminopeptidaziy, dipeptidilpeptidaziy, tiolesteraziy ir kt. aktyvumu [209, 222].
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1.10 pav. Papaino (a) ir bromelaino (b) erdviné struktiira [209]

Bromelainas (1.10 pav., b) yra jvairiy proteaziy miSinys [209]. Jis aktyviai
skaido peptidines jungtis po Ala, Lys ir Tyr. Kita vertus, ankstesniuose tyrimuose
nustatyta, jog abu fermentai turi ribotas galimybes skaidyti glitimg, nes neturi
specifiniy PEP, peptidinés jungtys greta Pro (P-X) nesuskaidomos, todél tarp skilimo
produkty iSlicka imunoreaktyviis epitopai. Pastebéta, kad papainas turi didesnj
gebéjimg skaidyti baltymus nei dauguma gyviininés ir bakterinés kilmés proteaziy
[223], todél jis naudojamas gaminant kviec€iy glitimo hidrolizatus [57, 212]. Pahlavan
ir kt. [224] tyré jvairios kilmés fermenty gebéjima hidrolizuoti glitima ir nustate, kad
i$ jy aktyviausias papainas. Bromelaino aktyvumas Siame tyrime nustatytas
maziausias, nors ankstesniais tyrimais jrodyta, kad jis gali hidrolizuoti peptidinius
rySius gaminant hipoalerginius miltus [211]. Reikia pastebéti, kad, atlikus S$iais
fermentais hidrolizuoty kvietiniy milty ir gryno glitimo skilimo produkty analize, rasta
imunoreaktyviy glitimo fragmenty. Zinoma, kad abu §ie fermentai yra tinkami naudoti
kepimo pramonéje, nes neturi amilaziy ir pentozanaziy aktyvumo [225] ir yra stabilis
platesniame temperatiiry diapazone, palyginti su kitomis augaly proteazémis [223].
1.5.6. Gyviininés kilmés fermentai

Kvie¢iy glitimo hidrolizei galima naudoti ir jvairius gyviininés kilmés
fermentus, kuriuos iSskiria gyviiny kasa ir zarnynas. Skirtingai nuo augaliniy
fermenty, dauguma jy (iSskyrus pepsing) veikia tik esant neutraliam arba Sarminiam
pH. Atlikti tyrimai glitimo hidrolizei kviec¢iy produkty gamybos metu naudojant
komercines gyviininés kilmés proteazes (pepsing, pankreating, tripsing, chimotripsing
ir Protamex™). Nustatyta, kad substratuose susidaré mazesnés molekulinés masés
(10-15 kDa) polipeptidai, didziausiu efektyvumu skaidant glitimg pasizyméjo
chimotripsinas, taciau visy Siy fermenty poveikis buvo ribotas [226, 227].
Chimotripsing galima naudoti ne tik glitimo hidrolizei, bet ir lizino arba valino
prijungimui prie glitimo baltymy vietoje transglutaminazés siekiant blokuoti
alergizuojantj glitimo poveikj [173].

Nustatyta, kad itin aktyviais proteolitiniais fermentais virSkinamajame trakte
pasizymi vabzdziai ir jy lervos [228]. [rodyta, kad efektyviai kvieciy baltymus skaido
tripsino ir chimotripsino analogai, buidingi smélio museléms (Phlebotomus papatasi)
[229]. Kadangi glitimas yra pagrindinis gridy baltymas, sandéliy kenkéejy ir kt. grudais
mintanc¢iy vabzdziy virSkinamajame trakte evoliuciskai iSsivysté aktyviy Cys
peptidaziy, leidzianciy jiems misti augalais, turinCiais Ser peptidazés inhibitoriy, ir
efektyviai virskinti glitimo baltymus [230, 231]. Mika ir kt. [232] iStyré jvairiy
vabzdziy peptidaziy aktyvumag ir nustaté, kad Rhizopertha dominica turi didziausig
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prolaminy skaidymo efektyvuma — dvi i§ i§gryninty peptidaziy, priklausanciy tripsino
ir chimotripsino tipo fermentams, hidrolizavo glitimg iki CL nesukelian¢iy peptidy.
Kito kenkeéjo, geltonojo mil¢iaus (Tenebrio molitor), Zarnyne buvo nustatytos kelios
glutamino peptidazés. Tarp jy buvo rasta itin efektyvi specifiné prolinui Ser peptidazé
— dipeptidilpeptidazeé 4 [233]. Sie fermentai yra intensyviai tyrinéjami, siekiant sukurti
efektyvias priemones glitimo virSkinimui skrandyje skatinti.

Vabzdziams ir jy lervoms yra biudinga virSkinamojo trakto mikroflora,
pasizyminti proteolitinémis savybémis [234]. Yra istirtos proteolitiniu aktyvumu
pasizymincios bakterijos, rastos aksominio viksro (Anticarsia gemmatalis) Zarnyne
[228].

Zmogaus virskinamajame trakte taip pat yra proteaziy, galindiy hidrolizuoti
glitimg. Miisy organizme Sias funkcijas atlieka pepsinas, tripsinas, chimotripsinas ir
zarnyno sieneliy fermentai. Siy fermenty proteolitinis pajégumas buvo tirtas in vitro,
imituojant organizme susidarancias virSkinimo salygas, ir nustatyta, kad jie sumazina
maiste esan¢iy imunoreaktyviy peptidy kiekj apie 50% [235]. Efektyviausiai veikia
chimotripsinas, kuris glitimo imunogeniskuma gali sumazinti iki 71% [236]. Gutiérrez
ir kt. [237] nustaté, kad virSkinamojo trakto elastazé 3B, elastazé 2A ir
karboksipeptidazé Al taip pat skaido glitimg. Tiriant potencialg skaidyti
imunoreaktyvius glitimo peptidus, nustatyta, kad Sie fermentai gali visiskai
hidrolizuoti gliadino peptidus i§ 13-o0s ir 19-0s aminortigsciy ir dalinai i§ 33-y
aminortigséiy, taCiau lieka imunoreaktyviy epitopy [238], todél Siy proteaziy
panaudojimas maisto pramong¢je glitimui detoksikuoti néra iki galo efektyvus.

1.5.7. Skirtinguy biologiniy priemoniy derinimas skaidant kvieciy baltymus

Kadangi skirtingi fermentai specifiskai skaido baltymy rySius, o daugumos jy
aktyvumas yra ribotas dél aplinkos salygy, tikétina, kad, derinant skirtingas biologines
priemones ir taip sudarant daugiakomponentj fermenty miSinj, galima padidinti
glitimo hidrolizés efektyvuma ir visiskai paSalinti kvie¢iy imunogeniskuma.

Salyklo gamybos arba daiginimo proceso derinimas su PRB fermentacija.
Anksciau (1.5.2., 1.5.3. skyriuose) buvo aptarta, kad kvieciy daiginimo arba PRB
fermentacijos metu vyksta dalin¢ baltymy hidrolizé. Derinant abi Sias priemones
pasiektas geresnis rezultatas. Buvo lygintas prolaminy hidrolizés efektyvumas
daiginty ir nedaiginty kvieciy rauguose. Beveik visi kvieciy prolaminai (gliadinai ir
gliuteninai) buvo suskaidyti daiginty kvieCiy fermentuojamuose substratuose,
kuriuose prolamino hidrolizé vyko intensyviau, galimai dél didesnio daiginty kvieciy
Cys proteinazés aktyvumo [239].

Salyklo gamybos arba daiginimo procesy derinimas su mikroskopiniy gryby
proteazémis. Gryby proteazés daznai naudojamos gaminant beglitimes alaus rusis.
Salykla, kuriame yra aktyviy endoproteaziy, hidrolizuojant su AN-PEP, likusios
prolamino koncentracijos labai sumazinamos. Nustatyta, kad likutiniai glitimo kiekiai
kvieciy ir rugiy salykly AN-PEP hidrolizatuose buvo mazesni nei 100 mg/kg [240].
Arte ir kt. [241] irodé skirtingy biologinio apdorojimo metody — endogeniniy séleny
fermenty poveikio ir hidrolizés grybiniais fermentais jtakg kvieciy s¢leny baltymy
modifikacijai. Kombinuotas biologinis apdorojimas padidino kvieciy séleny baltymy
tirpuma bei laisvyjy aminoriigs¢iy koncentracijg.
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Atrinkty PRB kultiiry derinimas su mikroskopiniy gryby proteazémis. Tirtas
PRB kultiiry ir grybiniy proteaziy derinys, kaip priemoné imunotoksiniam glitimo
poveikiui pasalinti. Pirmiausia buvo jrodyta, kad, naudojant pasirinktas PRB kartu su
grybinémis proteazémis, galima sumazinti likuting glitimo imunogeniniy seky
koncentracijg taikant ilgg fermentacijos laikg (48 val.) [94, 242]. Vélesni Giuliani ir
kt. [243] tyrimai parod¢, kad, naudojant dvi atrinktas PRB (L. sanfranciscensis
DPPMAI12 ir L. plantarum DPPMA125) kartu su gryby proteazémis (4. oryzae, A.
niger arba jy deriniu), kvietiniy milty glitimas suskaidomas per trumpesnj laika (12—
20 val.). Nustatyta, kad PRB ir grybinés proteazés, veikdamos kartu, efektyviai skaido
jvairiy kvie¢iy veisliy glitima (pasiektas didesnis nei 99% efektyvumas) [244]. Sis kol
kas vienintelis patentuotas metodas leidzia naudoti detoksikuotus kviec¢iy miltus
beglitimiy kepiniy gamyboje, tac¢iau kvieciy produkty j tokius gaminius dedama tik iki
20%, likusios Zaliavos — alternatyviy gridiniy kulttry (ryziy, kukuriizy, grikiy) miltai.
Siame gamybos procese reikalingi tekstiiros pagerintojai. Tokia duona pasizymi
panasiomis fizinémis-cheminémis savybémis, kaip ir kontroliné, pagaminta i$ jprasty
kvietiniy milty [245]. Moksliniais tyrimais [242, 246] jrodyta, kad tokiu biudu
hidrolizuoti kvieciy miltai, iSdziovinti pursktuvingje dziovykléje, tinka beglitimiy
saldzius kepinius saugu vartoti CL pacientams [247, 248], taciau atlikty tyrimy apimtis
néra didelé ir netirtos ilgalaikio vartojimo pasekmés.

Skirtingos kilmés fermenty derinimas. Yra paskelbta nemazai moksliniy tyrimy,
kuriuose glitimo hidrolizei naudojant skirtingos biologinés kilmés fermenty derinius
buvo pasiektas didesnis hidrolizés efektyvumas [244]. Ehren ir kt. [189] tyrime mieziy
endoproteazés EP-B2 ir AN-PEP derinys leido greiiau sumazinti fragmenty
QPQLPY koncentracija nei naudojant atskiras proteazes; fragmenty kiekis sumazéjo
22% naudojant A. niger proteaze ir nebuvo aptinkamas (sumazéjo > 98%) panaudojus
EP-B2 ir A. niger proteaziy derinj. Fermenty deriniai gali buti naudojami ir maisto
gamybos metu, ir kaip maisto papildai [201, 249]. Xiao ir kt. [250] iStyré nauja
fermenty derinj ir nustaté, kad specifinés mieziy glutamino endoproteazés (EP-B2) ir
PEP i§ Sphingomonas capsulata padeda efektyviau skaidyti glitima virSkinamajame
trakte.

Li ir kt. [251] jrodé, kad nuosekli kvie¢iy milty hidrolizé, derinant fermentus
(alkalazg, chimotripsing, flavorzima, tripsing arba pepsing) su papainu, efektyviau
skaido gliadinus nei atskiri fermentai optimaliomis salygomis. /n vitro tyrimai parodé,
kad kompleksinis kvie¢iy milty fermentinis apdorojimas alkalaze ir papainu ypac
veiksmingai suskaidé gliading, tod¢l Sis biidas yra perspektyvus gaminant beglitimei
dietai tinkamus produktus.

Taigi, kviec¢iy glitimag galima hidrolizuoti naudojant jvairius fermentus arba juos
derinant, taciau visais atvejais reikia kruopsciai valdyti hidrolizés procesg norint
pasiekti teigiama efekta [238, 245, 252]. Kita vertus, kai kurie beglitimiai maisto
priedai gali sukelti neigiama poveikj pacientams, sergantiems su kvieciy netoleravimu
susijusiomis ligomis, nes néra jrodytas ilgalaikio tokiy proteaziy vartojimo saugumas
[253].
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1.6. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas ir darbo tikslo pagrindimas

Mokslo Saltiniy rezultaty analizé parodé, kad daug démesio yra skirta jvairiy
biologiniy priemoniy tyrimams siekiant paSalinti kvieCiy produkty glitimo
imunotoksiSka poveikj ir padéti jy netoleruojantiems vartotojams. Didel¢ dalis tyrimy
skirta glitimo hidrolizei naudojant mikroorganizmus bei i$grynintus jy fermentus.
Nustatyta, kad Sios priemonés gali hidrolizuoti glitimg arba blokuoti alergizuojanciy
baltymy poveikj, taciau jy hidrolizés efektyvumas nepakankamas, kad biity suardyti
visi CL imunoreaktyviis epitopai. Siandien visidkas glitimo imunogeniskumo
paSalinimas pasiektas tik naudojant rhgstines mikroskopiniy gryby proteazes,
genetiskai modifikuoty mikroorganizmy proteazes arba derinant skirtingas priemones,
pvz., naudojant fermentacijg PRB kultiiromis arba daiginimg kartu su grybinémis
proteazémis.

Didzioji dalis tyrimy susij¢ su glitimo hidrolizés efektyvumo analize gryno
kvieciy glitimo, kvietiniy milty arba sintetiniy gliadiny substratuose. Mokslo
literatliroje yra tik keletas tyrimy apie glitimo imunoreaktyvumo paSalinimo
galimybes 1§ kvieCiy antriniy produkty — séleny. Kvietiniai miltai turi didelj (74590~
110127 mg/kg) glitimo kieki, todél net ir po ilgo bei sudétingo apdorojimo proceso
galutiniame hidrolizuotame produkte licka imunines reakcijas sukelianciy glitimo
fragmenty. Be to, visiskai suardzius kvie¢iy glitimg, prarandamos jo technologinés
savybes. I§ tokiy detoksikuoty kvie€iy milty negalima paruosti geromis elastingumo
savybémis pasizymincios teslos be papildomy tekstiira pagerinanc¢iy priedy. Todél
gamintojams kyla abejoniy, ar tokie hidrolizuoti miltai yra pranasesni uz beglitimiy
produkty gamybai naudojamus krakmolus. Reikia pabrézti, kad dauguma publikuoty
rezultaty yra gauti laboratorinémis salygomis, todél fermentinés hidrolizés metodikos
yra mazai pritaikomos gamybinéje praktikoje. Pagrindiniai kvietiniy milty hidrolizes
metody trukumai — jy sudétingumas, iSbaigtas proteolizés procesas reikalauja ilgos
fermentacijos trukmeés, taip pat néra jrodytas ir / ar reglamentuotas saugus ilgalaikis
grybiniy bei genetiSkai modifikuoty mikroorganizmy proteaziy naudojimas.

Kadangi dauguma tirty biotechnologiniy priemoniy hidrolizuoja ribotg glitimo
kiekj, tikétina, kad, tyrimams naudojant kvieciy perdirbimo produkta — sélenas,
turin¢ias maziau glitimo (apie 50000 mg/kg), ir jas fermentuojant, glitima biity galima
suskaidyti per trumpesn] laikg tam pritaikius vartotojams saugesnes ir priimtinesnes
biologines priemones. Viena i$ tokiy biologiniy priemoniy glitimo hidrolizei sélenose
gali biiti fermentacija PRB. Kvie€iy baltymy hidrolizés procesas miltuose ir krakmole
naudojant PRB yra pakankamai gerai istirtas. Mokslinéje literatiiroje yra pateikiami
rezultatai apie fermentacijai naudoty skirtingy pieno riigSties monokultiiry bei
daugiakomponencio fermentavimo efektyvumg. Rezultatai rodo, kad dalis gliadiny
gali buti visiskai hidrolizuoti, taciau yra nejautriy PRB fermenty poveikiui gliadiny
peptidy, todél vien tik PRB fermentais visiSkai glitimo suskaidyti negalima.

Pagrindiné riboto PRB fermenty poveikio priezastis yra ta, kad jy proteolitiniai
fermentai yra intralasteliniai ir prisitaike skaidyti tik nedidelés molekulinés mases
peptidus. Taigi, kad PRB di-, tri- ir oligopeptidazes galéty veikti, reikalingas pirminis
didelés molekulinés masés baltymy suskaidymas iki maZzesniy peptidy. Tam tikslui
gali biiti panaudojamos endoproteazés, kurios btidingos kitiems mikroorganizmams ir
augalams. Dalinai $ig funkcija atlieka ir paciy griidy endogeniniai fermentai. Kol kas
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glitimui skaidyti geriausiai yra iStirti mikroorganizmy fermentai. Nustatyta, kad
didziausiu efektyvumu pasizymi grybinés kilmés proteazés. Viena i§ maziausiai
iStyrinéty sriciy, kuri gali turéti glitimo hidrolizés potencialg, yra augaliniy proteaziy
panaudojimas pirminei glitimo hidrolizei. Augaly fermentai turi endoproteaziy, taciau
neturi specifiniy PEP, kurios suskaido tam tikrus imunoreaktyvius peptidus. Todél yra
tikslinga istirti jy efektyvumg ir galimybes pirminei glitimo hidrolizei ir suderinti §j
metoda su PRB fermenty aktyvumu, siekiant iki minimumo sumazinti ar visai
suskaidyti glitimo imunoreaktyvius peptidus kvie¢iy sélenose.

Kadangi KTU Maisto institute placiai tyrinéjamos jvairiy PRB padermiy
savybés: optimizuotos auginimo ir dauginimo salygos, iStirti jy metabolitai
(gaminamos organinés rugsStys ir antimikrobinés medZziagos) bei jy fermentinis
aktyvumas, Sia gergja patirtimi bus pasinaudota pasirenkant kultiras antrinei glitimo
peptidy hidrolizei bei uztikrinant palankias jy veikimo salygas. Tikeétina, kad atrinkty
keleto biologiniy priemoniy kompleksinis pritaikymas leis pasiekti maksimaly kvie¢iy
séleny glitimo hidrolizés efekta, jj pritaikyti séleny apdorojimui gamybos procese, o
maziau glitimo turinCias sélenas bus galima naudoti produkty, skirty glitimui jautriems
vartotojams, gamybai.
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2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI

2.1. Kvieciy vartojimo ir jo dinamikos rySio su celiakijos paplitimu nustatymas

2.1.1. Kvieciy vartojimo ir jo dinamikos duomeny analizé

Duomenys apie kvieciy suvartojimg nuo 1961 iki 2018 m. pagal Zemynus ir Salis
buvo imti i§ Jungtiniy Tauty maisto ir Zemés tikio organizacijos (FAO) duomeny bazés
[254] 2021 m. vasario mén. Kvie€iy vartojimo duomenims analizuojamu laikotarpiu
pagal $alis ir Zemynus palyginti, kvieciy vartojimo geografiniam zemélapiui sudaryti
bei rySiui tarp kvieciy suvartojimo ir CL paplitimo jvertinti buvo apskaiCiuotas
vidutinis suvartojamas kviec¢iy kiekis gyventojui per metus (kg) nuo 2004 iki 2018
mety.

Ilgalaikés kvieciy suvartojimo dinamikai (mazéjimui ar didéjimui) jvertinti
apskaiciuotas santykis tarp 10 paskutiniy mety (2008-2018 m.) vidutinio kvieciy
suvartojimo ir seniausiy FAO skelbiamy 10 mety (1961-1971 m.) vidutinio kvieciy
suvartojimo duomeny. Kvieciy vartojimo dinamikai (sumazéjimui arba padidéjimui)
analizuojamu CL paplitimo laikotarpiu (2004-2018 m.) jvertinti apskaiciuotas
santykis tarp 5 paskutiniy mety (2014-2018 m.) ir 5 pirmy mety (2004-2008 m.)
vidutinio kvie¢iy suvartojimo pagal Zemynus ir $alis.

2.1.2. Celiakijos (CL) paplitimo duomeny analizé

Duomenys apie CL paplitimg surinkti i§ klinikiniy tyrimy, paskelbty 2005-2020
m. PubMed, Taylor & Francis ir Google Scholar duomeny bazése, paieskai naudojant
raktinius zodzius: ,,celiakija“ ("celiac disease"/"celiac") arba ,,celiakija“+,,paplitimas*
("prevalence"/"incidence") arba ,,daznumas® ("frequency"/"screening"). Analizuoti
tik tyrimai, kuriuose skelbiamas paplitimas tarp sveiky suaugusiyjy bei vaiky. Rysiui
tarp kvieciy vartojimo ir CL paplitimo jvertinti ir statistinei analizei naudoti tik
tyrimai, kuriuose CL patvirtinta remiantis histologiniais dvylikapir$tés Zzarnos
biopsijos tyrimy rezultatais. Serologiniam CL paplitimui apskaiCiuoti analizuoti
tyrimai, kuriuose CL nustatyti buvo naudoti audiniy transglutaminazés (tTG) antikiiny
ir endomiziumo (EMA) antikiiny testai. Jei toje pacioje Salyje tyrimuose buvo naudoti
abu testai, rezultatai analizei buvo imami tokia tvarka: pagal teigiamus abiejy testy
rezultatus (tTG+EMA), pagal teigiamus EMA testy rezultatus, pagal teigiamus tik tTG
testy rezultatus.

Detali literatiiros paieSkos strategija ir straipsniy jtraukimo / nejtraukimo
kriterijai aptariami publikacijoje [255], duomenys apie tyrimy atrankos procesa
pateikti struktiiringje schemoje (2 priedas), o susisteminti rezultatai apie CL paplitimg
— 5 priede. Remiantis gautais duomenimis, naudojant interaktyvig priemong
mapchart.net [256] buvo sudaryti kvieciy vartojimo bei CL paplitimo geografiniai
zemélapiai.

2.2. Tyrimy objektai

2.2.1. Kvieciu sélenos

KvieCiy (Triticum aestivum) sélenos, susidariusios kaip Salutinis produktas
sauso malimo metu, buvo gautos i$ biotechnologijy jmonés, veikian¢ios Lietuvoje.
Kvieciy s¢leny cheminés charakteristikos: drégmeés kiekis — 13,43+0,21% (AACC
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metodas 44-5A, LST ISO 712:2000), bendras baltymy kiekis — 13,88+0,22, (ISO
20483:2006 ICC standartinis metodas Nr. 105/2:1994), kity medziagy sudétis,
deklaruojama gamintojo: 63,00-65,00 g/100 g angliavandeniy, i$ kuriy: 2,50-2,70 g
cukraus, 42,00-44,00 g skaiduliniy medziagy, 3,50-4,40 g/100 g riebaly, pH 6,0-7,0.
Kvieciy séleny baltymy frakcijy sudétis pateikiama 2.1 lent.

2.1 lentelé. KvieCiy séleny baltymy sudétis

Baltymy frakcija Baltymu kiekis, g/100g Baltymuy santykiné dalis, %
Albuminai 5,28+0,11 38,01
Globulinai 3,27+40,14 23,60
Gliadinai 2,38+0,09 17,10
Gliuteninai 2,52+0,06 18,16

Kvie¢iy krakmolo cheminés charakteristikos: drégmés kiekis — 10,78+0,20,
bendras baltymy kiekis 0,32+0,02%, angliavandeniy kiekis — 86,30 g/100 g, i§ jy 0,48
g cukraus, 0,005 g skaiduliniy medZziagy, riebaly — 1 g/ 100g, didziausias peleny kiekis
sausose medziagose — 0,25% (ISO 3593:2015), pH 6,0-7,0.

Sélenos buvo sumaltos Perten 3303 laboratoriniu maltnu (Perten Instruments,
Vokietija) naudojant 1 mm diametro akuciy sieta, krakmolas naudotas duonos
gamybos tyrimams be papildomo apdorojimo.

2.2.2. Pieno riigsties bakterijos ir jy paruosimo salygos

Eksperimentui naudotos pieno rigsties bakterijos (PRB) i§ KTU Maisto instituto
mikroorganizmy  kolekcijos. Remiantis  bakterijy  proteolitinio  aktyvumo
charakteristikomis glitimo hidrolizei pasirinktos PRB padermés: L. plantarum P-1, L.
brevis R-1, L. acidophilus 308, L. acidophilus 336, L. casei g ir L. casei 12. 1ki tyrimo
PRB kulttiros buvo laikomos -72-74°C temperatiiroje VIABANK (MWE, Jungtiné
karalyste) sistemoje. Kultiiros atgaivintos ant agarizuotos MRS mitybinés terpés
(Biolife, Italija). Pradiné PRB suspensija buvo inokuliuota | MRS skysta mitybine
terpe (Biolife, Italija) ir inkubuota 30°C (L. plantarum P-1, L. brevis R-1) arba 37°C
temperattroje (L. acidophilus 308, L. acidophilus 336, L. casei g ir L. casei 12)
anaerobinémis sglygomis. Po 24 val. kiekviena PRB kultira du kartus nuplauta
dejonizuotu vandeniu ir gauta suspensija naudota eksperimentams.

2.2.3. Augaly permeatai

Tyrimui naudoti kiviy (Actinidia deliciosa), ananasy (Ananas comosus), papajos
(Carica papaya) vaisiai bei juodgridés (Nigella sativa) séklos. Permeatams paruosti
Sviezi vaisiai sutrinti strypiniu maisytuvu, iSspaustos sultys ir perfiltruota per plastikinj
sietelj su 0,5 mm akuciy diametru. Juodgriidés ekstraktas paruostas i§ 5 g sékly, jos
sumaltos rotaciniu smulkintuvu (apsisukimy skai¢ius — 1500 aps./min., trukmé 2 min.)
ir uzpiltos 45 g dejonizuoto vandens 40 °C temperattiros, ekstrahuota 0,5 val., po to
masé homogenizuota ir perfiltruota per plastikinj sietelj su 0,5 mm akuciy diametru.

2.2.4. Fermentai

Mikroorganizmy  fermentai:  flavorzimas (Flavourzyme®) — fermenty
kompleksas 1§ mikroskopinio grybo A. oryzae ir bakterijy fermentai: neutrazé
(Neutrase®) i§ B. amyloliquefaciens 0,8 L bei alkalazé (Alcalase®)is B. licheniformis
2.4 L (Novozymes, Danija).
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Augalinés kilmés fermentai. Eksperimentui buvo naudoti augaly fermentai —
papainas ir bromelainas. Papainas (EC 3.4.22.2) i§ Carica papaya — liofilizuoti
milteliai, fermentinis aktyvumas 3000 AV/g ir bromelainas (EC 3.4.22.32) i§ Ananas
comosus — liofilizuoti milteliai, kuriy fermentinis aktyvumas 3000 AV/g (Sigma-
Aldrich, Vokietija).

2.3. Kvieciy séleny apdorojimas biologinémis priemonémis
2.3.1. Kvieciy séleny fermentavimas pieno riigsties bakterijomis

Kvieciy s¢leny bandiniai ruosti pagal schema, pateikta 2.2 lent.: s¢lenos (1 g)
pasvertos ir kiekybiskai perkeltos j stiklinius meégintuvelius (15 ml), kontroliniai
séleny bandiniai (K) suspenduoti dejonizuotame vandenyje (10 ml), kiti — inokuliuoti
skirtingomis 10 ml PRB suspensijomis (1,6-2,7)x10® KFV/ml. PRB KFV nustatyti
pagal 2.3.2. skyriuje pateikta metodika.

2.2 lentelé. Kvieciy séleny bandiniy paruosimas su skirtingomis PRB kulttiromis

PRB Kvietiy sélenos, _ Aktyvi - Fermentacijos

Kultiiros o PRB kultiiros koncentracija temperatiira
KFV/g °C

K 1 Dejonizuotas vanduo - 37

LA308 1 L. acidophilus 308 1,740,22x108% 37

LA336 1 L. acidophilus 336 1,940,17x108% 37

LBR-1 1 L. brevis R-1 1,6+0,13x10% 30

LPP-1 1 L. plantarum P-1 2,7+0,28x10% 30

LCg 1 L. casei g 2,54+0,23x108 37

LCI2 1 L. casei 12 2,3+0,68x108 37

Meéginiai buvo inkubuoti atitinkamai 30 ir 37°C temperatiiroje (priklausomai
nuo PRB kulttiros) anaerostate. Po 12, 24 ir 48 val. méginiuose buvo fiksuoti pH
pokyciai, bendras bakterijy skaiCius, proteaziy aktyvumas ir glitimo kiekis
substratuose imunofermentiniu ELISA G12 metodu. Analizés atliktos trimis
pakartojimais. Méginiai bendram bakterijy skaiCiui ir bendram proteolitiniam
aktyvumui buvo paimti po fermentacijos proceso, hidrolizés reakcijai sustabdyti
méginiai pakaitinti 10 min. 90°C temperatiiroje, glitimo tyrimams bandiniai buvo
uzsaldyti ir saugoti ne aukstesnéje nei -18°C temperatiroje.

2.3.2. Kvieciy séleny apdorojimas augaly permeatais

Eksperimentui po 1 g séleny jdéta j 15 ml stiklo mégintuvélius, jpilta po 5 ml
augaly permeaty ir 5 ml dejonizuoto vandens. Mégintuvéliy turinys 2 min. maiSytas
sukurine Vortex V-1 maisykle, po to mégintuvéliai déti | termostatg, kuriame
inkubuoti 37 °C temperatiiroje 24 val., hidrolizés reakcijai sustabdyti bandiniai
pakaitinti 10 min. 90°C temperatiroje. Eksperimentai atlikti trimis pakartojimais.

2.3.3. Kvieciy séleny fermentiné hidrolizé

Eksperimentui po 1 g séleny jdéta j stiklinius 15 ml talpos mégintuvélius,
kontroliniai sé¢leny bandiniai (K) suspenduoti dejonizuotame vandenyje 10 ml, kiti —
10 ml fermenty suspensijose, gerai iSmaiSyti maiSykle Vortex V-1 2 min., po to
inkubuoti iki 4 val.
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Pradiniams  fermenty hidrolizés efektyvumo tyrimams naudotos 0,5%
koncentracijos komerciniy fermenty (augaly ir mikroorganizmy) suspensijos
dejonizuotame vandenyje, paruosti séleny bandiniai inkubuoti 45°C temperatiiroje 4
val.

Fermenty aktyvumams nustatyti esant skirtingam pH komerciniy fermenty
(augaly ir mikroorganizmy) hidrolizé 45°C temperatiiroje 4 val. vykdyta fermentus
suspendavus 10 ml citratiniame—fosfatiniame buferyje (pH 4, pH 5) bei kalio
fosfatiniame (K,HPOj ir KH, PO,) buferyje (pH 6, pH 7, pH 8).

Optimalioms fermentinés hidrolizés sqlygoms nustatyti ruo$tos skirtingy
koncentracijy (0,25, 0,5 ir 0,75%) komerciniy augaly fermenty suspensijos
dejonizuotame vandenyje (10 ml), fermento / substrato santykis [F / S] 7,50, 15 ir
22,50 AV/g. Kvieciy séleny fermentiné hidrolizé vykdyta skirtingose 37, 40, 45°C
temperattirose 4 val. Kas 1 val. buvo vertintas pH pokytis, po 2 ir 4 val. hidrolizés
paimti méginiai nesuskaidyto likutinio glitimo kiekiui nustatyti.

Bendras proteaziy aktyvumas bandiniuose buvo tirtas po hidrolizés proceso
visuose variantuose su komerciniais fermentais, po tyrimo hidrolizés reakcijai
sustabdyti méginiai pakaitinti 10 min. 90°C temperatiiroje, glitimo baltymams
frakcionuoti ir analizei méginiai staigiai uzsaldyti ir laikyti ne aukstesnéje nei -18 °C
temperatiiroje.

2.3.4. Kombinuoto biologinio metodo taikymas

Kvieciy séleny bandiniai fermentacijai ruosti pagal salygas, nurodytas 2.3 lent.
Eksperimentas atliktas dviem etapais su trimis pakartojimais.

2.3 lentelé. KvieCiy séleny bandiniy paruosimas su augaliniais fermentais ir PRB

Kviediy I etapas II etapas

] -l *
Bandinial selenos, g Fermenty tirpalai, S ml Vanduo, ml ? RB
misinys, ml

K (kontrole) 1 dejonizuotas vanduo 5 -
B 1 bromelainas 5

P 1 papainas 5 -
B+P 1 bromelainas+papainas 5 -
PRB 1 dejonizuotas vanduo 5
B+PRB 1 bromelainas 5
P+PRB 1 papainas 5
B+P+PRB 1 bromelainastpapainas 5

*PRB sudarytas i§ L. plantarum P-1 (5,9x10% KFV), L. brevis R-1 (4,4x10® KFV) ir L.
acidophilus 308 (3,1x10% KFV)

Pirmame etape vykdyta kvie€iy séleny hidrolizé su bromelainu ir papainu bei jy
deriniu 1:1 (fermento koncentracija — 0,5%) 2 val. 45°C temperatiiroje.

Antrame etape bandiniai papildyti 5 ml atrinkty PRB kultiiry (kultivuoty 72 val.)
misinio arba dejonizuotu vandeniu. Toliau bandiniai fermentuoti tokiu rezimu: 2 val.
— 30°C temperatiroje ir 8 val. — 37°C temperatiiroje, taip sudarant palankias
kultivavimo salygas visoms PRB kultiroms. Pabaigus hidroliz¢ nustatytas
proteolitiniy fermenty aktyvumas, tirpiis kvie¢iy séleny baltymai, o glitimo tyrimams
baltymai buvo uzsaldyti ir iki tyrimo saugoti ne aukstesnéje nei -18°C temperatiiroje.
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2.4. Tyrimo metodai

2.4.1. PRB skaiciaus ir aktyvaus rigS§tingumo nustatymas bandiniuose

PRB skaicius nustatytas pagal LST ISO 15214:2009. Petri lekstelés su 0,9%
NaCl tirpalu skiestais bandiniais, pasétais ant MRS agaro terpés, inkubuotos 30 arba
37°C temperatiiroje (priklausomai nuo bakterijy kulttros) 72 val. anaerobinémis
salygomis. Po inkubavimo buvo suskaiciuotos iSaugusios kolonijos ir apskaiciuota
PRB KFV/1g tiriamojo méginio.

Aktyvusis riigstingumas (pH). Fermentuojamy terpiy pH vertés iSmatuotos
naudojant pH-metrg Sartorius PP-15 (Sartorius, Vokietija).

2.4.2. Bendro proteaziy aktyvumo nustatymas spektrofotometriniu metodu

Proteaziy aktyvumui nustatyti taikytas Sigma-Aldrich  SSCASE01.001
protokolas [257].

Metodo esmé. veikiant proteazei, kazeinas suskaidytas iki aminortig§éiy, tarp jy
tirozino, kuris reaguoja su Folin-Ciocalteu fenoliniu reagentu, sudarydamas mélynos
spalvos junginius. Susidargs laisvo tirozino kiekis, kurj parodo meélynos spalvos
intensyvumas, nustatytas kolorimetriniu metodu — iSmatavus 660 nm spindulio
absorbcijg tiriamame tirpale UV-VIS spektrofotometru UV3100PC (VWR
International, Belgija). Proteaziy aktyvumas iSreikStas AV (umol tirozino
ekvivalento, kuris iSlaisvinamas i§ kazeino substrato per 1 min., kai terpés pH 6,5 ir
temperatiira 37°C) nustatytas naudojantis kalibracine tiese, sudaryta pagal zinomos
koncentracijos tirozino tirpaly spalvinés reakcijos su Folin-Ciocalteu fenoliniu
reagentu rezultatus (3 priedas).

Proteolitinis aktyvumas apskaiciuotas pagal 2.1 ir 2.2 formules:

AA660mm = A660mm testas — A660mm blankas; (2 1)
_axV
U AViml) =55 (2.2)

¢ia: a — tirozino tirpalo koncentracija i$ kalibracinés tiesés, pmol;
V — visas tirpalo turis;
Vy— pradinis fermento tiiris, ml;
t — bandymo trukmé, min;
v — filtrato turis, ml, naudotas kolorimetrinéje analizéje.
2.4.3. Gliadiny hidrolizés vertinimas agarizuotoje terpéje idubuy metodu
Gliadiny hidroliz¢ tirta gliadiny ir agaro terpéje pagal Kunduhoglu ir Hacioglu
[164] naudota metodika. Terpei ruosti kaip azoto Saltinis buvo naudotas kvieciy
gliadinas (G3375) (Sigma-Aldrich, Vokietija). Pradinis gliadino tirpalas, kurio
koncentracija 2 mg/ml, paruostas iStirpinant gliading 60% etanolio ir vandens tirpale.
Gliadiny ir agaro terpés sudétis: 1% gliadino, 2% gliukozes, 1% KH2POs, 1%
K,HPO4, 1,5% agaro, terpés pH 6,5.
Petri 1ékstelése agare suformuoti keturi 6 mm diametro Sulinéliai, jie uzpildyti
20 pL tiriamo séleny substrato ir méginiai inkubuoti 48 val. 37°C temperatiiroje.
Dejonizuotas vanduo Sulinélyje naudotas kaip neigiama kontrolé. Po inkubacijos
agaras nudazytas Coomassie mélynyjy R-250 dazy tirpalu (5 g/l Coomassie Blue
Brilliant R-250 (Sigma-Aldrich, Vokietija), 500 ml/l metanolio, 92 ml/l acto riigsties).
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Po dazymo 1ékstelés iSplautos plovimo tirpalu (250 ml/l etanolio, 50 ml/l acto
rugsties). Aplinkui Sulinélius vertinti nenudazyty — hidrolizuoty baltymy plotai, kurie
proporcingi glitimo hidrolizés efektyvumui.

2.4.4. Glitimo kiekio nustatymas imunofermentiniais ELISA G12 ir R5
metodais

Glitimo liku¢iams kvieciy produktuose iSmatuoti naudoti du ELISA metodai
(ELISA G12 ir ELISA RY), pagrjsti imunofermentiniais antiktiny tyrimais.

Meéginiams po PRB fermentacijos naudotas ELISA G12 metodas (AACCI 38-
52.01), pagristas AgraQuant® Gluten G12 antiktiniais (Romer Labs, Jungtiné
Karalyste), kurie specifiskai atpazjsta peptida QPQLPY. Glitimui nustatyti kituose
etapuose taikytas ELISA RS metodas, naudotas rinkinys RIDASCREEN Gliadin, (r-
Biopharm, Vokietija). Sis metodas (AACCI 38-50.01) atpaZjsta peptida QQPFP
kvieciy, mieziy ir rugiy produktuose.

Meéginiy paruosimas ELISA analizei. 0,25 g homogenizuoto méginio jdéta j 15
ml centrifugavimo mégintuvélius, pridéjus 2,5 ml specialaus buferio, méginiai
inkubuoti 40 min. 50°C temperattroje ir 1 val. tirpinti 7,5 ml etilo alkoholio 80%
tirpale maisant Biosan Multi Bio 3D (Biosan, Latvija) purtykléje. Po i§sodinimo 3000
aps./min. centrifuga Centurion Scientific K241 (Centurion Scientific, Jungtiné
Karalysté) supernatantas praskiestas ir naudotas glitimo kiekio analizei.

Analizés eiga. Méginiai bei standartai jlaSinti ] mikroSulinélius, kuriy vidinés
sienelés padengtos monokloniniais antikiinais, ir inkubuota 30 min. 20—25°C. Po
praplovimo etapo ] mikrosulinélius jlasinta konjugato, po 30 min. plokstelés vél
perplautos. Uzlasinus fermento substrato ir chromogeno, po 30 min. laikymo tamsoje
iSryskéjo mélyna spalva, kuri, uzlasinus ,,sfop* tirpalo, per 30 min. pasikeité i geltona.
Meéginiy spalvos intensyvumas Sulinéliuose jvertintas naudojant mikroploksteliy
skaitytuvg Multiscan EX (Thermo Fisher Scientific, JAV) su 450 nm (OD450)
absorbcijos filtru. Gliadiny koncentracijos méginiuose nustatytos pagal kalibravimo
kreives (4 priedas), pateiktas gamintojy ir pakoreguotas pagal standarty reikSmes po
analizés. Kadangi kvieciy glitime gliadinai ir gliuteninai randami santykiu 1:1, t. y.
gliadinai sudaro apytiksliai puse jo masés, glitimo koncentracija apskaiciuota gliadiny
kiekj dauginant i§ dviejy.

2.4.5. Glitimo baltymy iSskirstymas NaDS-PAGE metodu

Glitimo baltymams iSskirstyti pagal molekuling mas¢ naudota natrio
dodecilsulfato ir poliakrilamido gelio elektroforezeé (NaDS-PAGE) remiantis Laemmli
[258] pasiiilyta metodika. Baltymy molekulinei masei nustatyti naudotas 12 juosty
6,5-200 kDa SigmaMarkers baltymy standartas (Sigma-Aldrich, Vokietija). Baltymy
zymenys (aprotininas i§ galvijy plauciy (6,50 kDa), a-laktoalbuminas i$ galvijy pieno
(14,20 kDa), tripsino inhibitorius i sojy pupeliy (20,00 kDa), tripsinogenas i$ galvijy
kasos (24,00 kDa), anglies anhidraze i§ galvijy eritrocity (29,00 kDa), gliceraldehido-
3-fosfato dehidrogenazé i§ triuSio raumeny (36,00 kDa), ovalbuminas i§ visty
kiauSiniy (45,00 kDa), glutamo dehidrogenaze i§ galvijy kepeny (55,00 kDa),
albuminas i§ galvijy serumo (66,00 kDa), fosforilazé B i$ triusio raumens (97,00 kDa),
B-galaktozidazé i§ E. coli (116,00 kDa) ir miozinas i§ kiauliy Sirdies (200,00 kDa))
liofilizuoti su méginio paruo§imo buferiu ir paruosti naudoti i§tirpinus dejonizuotame
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vandenyje. Atskiedus 100 pl dejonizuoto vandens, gautas tirpalas, kuriame baltymy
koncentracija 2—-3,5 mg/ml, 62 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1 mM etilendiamino-
tetraacetato (EDTA), 4% sacharozés, 10 mM TCEP, 2% NaDS ir 0,01% bromfenolio
mélynojo dazo.

Medziagos, tirpalai ir jy ruoSimas vertikaliai geliy elektroforezés sistemai.
Medziagos ir tirpalai jsigyti i§ Bio-Rad (Austrija): 30% akrilamido tirpalas, 1,5 M
Tris-HCI (pH 8,8) buferinis tirpalas, 0,5M Tris-HCI (pH 6,8) buferinis tirpalas, 10%
NaDS, tetrametiletilendiaminas (TEMED), elektroforezés Tris-glicino buferinis
tirpalas, 2xLaemmli méginio paruo§imo buferis (65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8, 26,3%
glicerolio, 2,1% NaDS§, 0,01% bromfenolio mélynojo dazo), 2-merkaptoetanolis, dazo
Coomassie mélio tirpalas. 10% amonio persulfato (APS) tirpalas ruostas pries pat
naudojima: 0,1 g APS istirpinta 1 ml vandens.

Sistema. 2 geliy vertikalios elektroforezés sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad,
JAV), 0,75 mm storio stiklinés plokstelés, 0,75 mm storio politetrafluoretileno Sukos,
turincios 10 danty, pastoviosios elektros srovés Saltinis PowerPac Basic (Bio-Rad,
JAV), 10 ul $virkstas su tiesiai nupjauta adata, 0,45 um pory filtrai.

Frakcionuojancio ir koncentruojancio poliakrilamido geliy ruosimas. Cheminés
medziagos poliakrilamido geliams nurodytos 2.4 lent. Pirmiausia supiltas
frakcionuojantis gelis, jo virSus padengtas distiliuoto vandens sluoksniu taip
iSvengiant oksidacijos. Pasibaigus polimerizacijos reakcijai (60 min., 22°C), vanduo
pasalintas, ant frakcionuojancio gelio uzpiltas koncentruojantis gelis, i ji istatytos
Sukos. Po polimerizacijos reakcijos (45 min., 22°C) Sukos atsargiai i§imtos.

2.4 lentelé. Elektroforezés geliai baltymams frakcionuoti

Cheminés medZiagos Frakcionuojantis 12% gelis Koncentruojantis 4% gelis
30% akrilamido tirpalas 6,0 ml 1,98 ml

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) 3,75 ml -

0,5M Tris-HCI (pH 6,8) - 3,78 ml

10 % NDS 150 pl 150 pul

dH,O 5,03 ml 9 ml

TEMED 7,5 ul 15 ul

10 % APS 75 wl 75 ul

Bendras tiris 15 ml 15 ml

Bandiniy paruosimas elektroforezei. Plastikiniame 1,5 ml mégintuvélyje 5 ul
tiriamojo baltymo tirpalo praskiesti 4,75 ul Laemmli baltymo denattiravimo buferiniu
tirpalu ir 0,25 pl 2-merkaptoetanoliu. Méginys 5 min. kaitintas verdancio vandens
vonioje. Po 10 pl paruosto bandinio jpilta i Sulinéliy dugng, o  krastinius Sulinélius
ipilta etaloninio baltymo miSinio. Gardelé jdéta  elektroforezés aparata, kurio talpykla
pripildyta elektroforezés Tris-glicino buferinio tirpalo.

Analizés eiga. Elektroforezé vykdyta 1 val. kambario temperattiroje 40—60 mA
stiprumo srovéje ir esant 200 V jtampai, kol migruojantis gelyje mélynojo bromfenolio
tirpalas pasieké skiriamojo gelio apaciag. Po elektroforezes poliakrilamido gelis
atskirtas nuo stiklo ploksteliy, praplautas vandeniu ir 2 val. dazytas Coomassie mélio
dazais. Po dazymo gelis iSplautas 10% acto rigsties tirpalu. Geliai saugoti
distiliuotame vandenyje 4°C temperatiiroje.
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Duomenims vizualizuoti ir baltymy molekulinéms maséms nustatyti naudota
UVITEC 1D (Upvitec, Jungtiné Karalyst¢) geliy dokumentavimo jranga.

2.4.6. Glitimo baltymy ekstrakcija ir gryninimas

Glitimo baltymy ekstrakcija atlikta pagal Dhaka ir Khatkar [259] apraSyta
metodikg. KvieCiy séleny substratai kiekybiskai perkelti § 15 ml centrifugavimo
megintuvelius, centrifuguoti (5000 aps./min., 15 min., kambario temp.), nupiltas
supernatantas su vandenyje tirpiais albuminais, nuosédos 2 kartus ekstrahuotos su
fosfatiniu buferiu (5 ml, 66 mmol/l, pH 7,6) purtant 30 min., naudojant purtykle
Biosan Multi Bio 3D (Biosan, Latvija), miSinys centrifuguotas (5000 aps./min, 15
min.). Supernatantas, kurio sudétyje vyrauja globulinai, nupiltas. Abiejuose
supernatantuose jvertintas tirpiy baltymy kiekis. Gautos nuosédos plautos maisant 15
min. su 5 ml dejonizuoto vandens ir po centrifugavimo naudotos prolaminy
ekstrakcijai.

Gliadiny frakcijos isskyrimas. Nuosédos uzpiltos 5 ml 70% etanolio vandeninio
tirpalo ir 1 val. ekstrahuotos purtant. Gautas tirpalas centrifuguotas (5000 aps./min, 15
min.) supernatantas nupiltas ir i§saugotas. Procedira kartota du kartus, supernatantas
naudotas tolimesnei analizei, o nuosédos — gliuteniny ekstrakcijai.

Gliuteniny frakcijos isskyrimas. Ankstesniame etape gautos nuosédos uzpiltos 5
ml 50% 1-propanolio + 1% DTT ir maiSytos 30 min. Bandiniai kaitinti vandens
vonioje 60°C 90 min., supurtant kas 15 min., centrifuguoti, supernatantas nupiltas ir
nusodinti gliuteninai itirpinti 5 ml 50% 2-propanolio + 0,08 M Tris-HCI (pH 7,5) +
1% DTT + 2 M karbamido tirpale, tirpalas centrigufuotas tomis paciomis salygomis.
Gauta frakcija naudota tirpiy baltymy ir AF-ESCh tyrimams.

Meéginiy gryninimui naudota kietafazé ekstrakcija (KFE) su Chromabond C18
minikolonélémis, skirtomis bandiniams paruosti (Macherey-Nagel, Vokietija),
Macherey-Nagel Chromabond vakuuminés ekstrakcijos aparatu (Macherey-Nagel,
Vokietija) pagal salygas, kurios pateiktos 2.5 lent. KFE buvo pasirinkta kaip méginio
paruosimo budas dél galimybés sumazinti matricos efektus ir sutrumpinti méginio
apdorojimo laika, palyginti su kitais méginio paruo$imo budais.

2.5 lentelé. Kiectafazés ekstrakcijos protokolas

Zingsnio  Procediiros Tirpalas Kiekis
eil. Nr. pavadinimas
1. Praplovimas 1 Metanolis 100% Imlx3
2. Praplovimas 2 H,O (pariigstintas TFA, pH 3) I mlx2
3. Bandinio uznesimas Bandinys 200 pul
4 Praplovimas 3, 5% acetonitrilo tirpalas + 1% Imlx2
pradziovinimas 2—3 min.  TFA
5. Bandinio surinkimas 79,5% acetonitrilas + 1% TFA 200 ulx 5

2.4.7. Tirpiy baltymu koncentracijos nustatymas

Baltymy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu. Tirpiy baltymy kiekis
kvie¢iy sélenose ir hidrolizatuose jvertintas spektrofotometriniu metodu [260]. Sio
metodo principas remiasi baltyminiy tirpaly savybe absorbuoti Sviesg esant 280 nm.
Aminortigstys, kurios turi aromatinj ziedg (triptofanas ir tirozinas), absorbuoja UV

50



spindulius esant bangos ilgiui 280 nm. Kadangi baltymy tirpaluose biina ir kity
medziagy (pvz., nukleoriigs¢iy), kurios absorbuoja Sviesg esant 280 nm ir neleidzia
tiksliai nustatyti baltymy kiek] tirpale, matuojant baltymy tirpaly absorbcijg esant 260
nm ir 280 nm bangos ilgiui, baltymy koncentracija patikslinta.

Tirpaly optinis tankis matuotas UV-VIS spektrofotometru UV3100PC (VWR
International, Belgija) esant 280 nm ir 260 nm bangos ilgiams. Baltymy koncentracija
tirpale X (mg/ml) apskaiciuota pagal 2.3 formule:

X(mg/ml) = (1,55 X Azgo) - (0, 76 X Azg()); (2.3)

¢ia: Azs) — baltymuy tirpalo absorbcija, esant bangos ilgiui 280 nm;
Axeo — baltymy tirpalo absorbcija, esant bangos ilgiui 260 nm.

2.4.8. Suminio ir laisvyjuy aminoruag§ciy kiekio nustatymas efektyviosios skys¢iuy
chromatografijos (ESCh) metodu

Metodo esmé. Metodas pritaikytas aminortigS¢iy kiekiui nustatyti maisto
gaminiuose ESCh su fluorescencijos detektoriumi. Analizuotos aminoragstys: Asp,
Gln, Ser, His, Gly, Thr, Arg, Ala, Tyr, Cys, Val, Met, Trp, Phe, Ile, Leu, Lys, Pro.
Suminiam aminoriigs¢iy kiekiui kvieciy sélenose nustatyti aminortigstys ekstrahuotos
6 mol/l HCI tirpalu, o laisvos aminoriigstys ekstrahuotos praskiesta 0,1 mol/l HCI.
Aminoriigstys atskirtos taikant skys¢iy chromatografija, matuojant fluorescencijos
emisijg esant 450 nm (Pro — 305 nm).

Reagentai. Tyrimui naudoti analitinio grynumo reagentai, skirti ESCh analizei:
dejonizuotas vanduo, druskos rigstis (HCI), tankis 1,2 g/ml, 37% (Sigma Aldrich,
Vokietija), natrio hidroksidas (NaOH) (Eurochemicals, ES), natrio hidroksido tirpalas
7,5 mol/l, natrio hidroksido tirpalas 1 mol/l; natrio citratas (CsHsNa3O72H>0)
(Eurochemicals, Slovakija), citratinis buferinis tirpalas 0,2 mol Na+/1, pH 2,20; kalio
dihidrofosfatas (KH,PO4) (Sigma-Aldrich, Vokietija), dikalio hidrofosfatas (Ko;HPO4)
(Sigma-Aldrich, Vokietija), acetonitrilas (Penta, Cekija), metanolis (Macron, ES),
borato buferio tabletés (pH 9,2) (Fluka Analytical, Vokietija), 3-merkapto propiono
rugstis (CsHeOsS, 99,0 %) (Sigma-Aldrich, Vokietija), etanolis (96%) (Stumbras,
Lietuva); orto-ftaldehidas (OPA) (CsHsO2, 99,0 %) (Sigma-Aldrich, Vokietija), 9-
fluorenil-metil chloroformatas (CisHi1CiO2, 99,0%) (Sigma-Aldrich, Vokietija),
aminortigs¢iy analitinis standartas (AAS18-10x1ml) (Sigma-Aldrich, Vokietija).

Bandinio paruosimas. 1 kiiging kolba 0,2 mg tikslumu pasvertas atitinkamas
bandinio kiekis (2,5 g) ir jpilta 100,0 ml ekstrahavimo miSinio. Suminiam
aminortigs¢iy kiekiui nustatyti, bandiniui ekstrahuoti naudota 6 mol/l HCI ir kaitinta
24 val. esant 110°C, o laisvoms aminorigstims nustatyti bandinys praskiestas
0,1 mol/l HCI, ir 60 min. maiSytas magnetine maiSykle. Nuosédoms leista nusésti ir
virs nuosédy pipete paimta 10,0 ml tirpalo, perkelta j 100 ml stikling, praskiesta
citratiniu buferiniu tirpalu ir maiSyta magnetine maiSykle 5 min. Tirpalas
centrifuguotas, 10,0 ml gauto tirpalo perkelta i 100 ml stikling, nustatyta pH verté
2,20, méginiai filtruoti Svirkstiniais 0,22 pm filtrais.

Pries injekcija | kolonéle méginiai derivatizuoti — aminoriigStys paverstos |}
fluorescencinius junginius, kuriuos galima detektuoti su fluorescenciniu detektoriumi.
Derivatizacija vykdyta automatiSkai chromatografe. Chromatografo autosampleris
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paémeé¢ meginio, tada pagal programa jmais¢ OPA tirpalo, fluorenil-metil
chloroformato ir 3-merkapto propiono riigsties, po inkubacijos 1 pl §io miSinio paimta
analizei. Derivatizacijos OPA tirpalui paruosti naudota: borato buferis (0,1 mol/l) — 1
borato buferio tableté iStirpinta 100 ml distiliuoto vandens; merkapto propiono
rugsties-borato buferio tirpalui — 10 pl 3-merkapto propiono riigsties sumaiSyta su 10
ml 0,1 mol/l borato buferio. Derivatizacijos OPA tirpalo paruosimui naudota: 0,3 ml
etanolio uzpilta ant 10 mg orto-ftaldehido ir visiskai iStirpinta, pridéta 0,7 ml borato
buferio ir 4 ml dejonizuoto vandens.

Aparatira. pH-metras (Mettler Toledo); vienkartiniai Ultrafree® PVDF
membraniniai filtrai (0,22 um) (Millipore, Airija); ESCh jrenginys SHIMADZU
Prominence LC20AD (Shimadzu, Japonija) su fluorescenciniu detektoriumi ir
integratoriumi, leidzian¢iu iSmatuoti smailiy plotus; atvirkstiniy faziy ESCh kolonélé:
YMC-Triart C18 (nejudri faze, kurios daleliy dydis 3 pm; ilgis 150 mm; vidinis
skersmuo 3 mm); prieskoloné RP C18.

Analizés eiga. Mobilioji fazé A (2,04 g KH,PO4ir 0,87 g KoHPO4 istirpinta 1000
ml distilivoto vandens. Mobilioji fazé B (sumaiSyta 225 ml acetonitrilo, 200 ml
metanolio ir 75 ml distiliuoto vandens). Judanciosios fazés tekéjimo greitis — 0,5
ml/min.; injekcijos thiris — 1 pl; kolonélés temperatiira 45°C; detektoriaus matavimo
bangos ilgis — 450 nm ir 305 nm (Pro); eliucijos rezimas — gradientinis, judriosios
fazés A ir B (B fazés procentine dalis pagal tiirj: 1,46 min. — 11; 10,46 min. — 13; 16,46
min. —31; 23,96 min. — 37; 31,46 min. — 70; 31,49 min. — 100; 40,46 min. — 100; 40,49
min. — 11).

Rezultaty apskaiciavimas. Matuoti bandiniy ir etalono kiekvienos aminoriigsties
smailiy plotai ir pagal 2.4 formule apskaiciuoti aminortigsc¢iy kiekiai g/100 g bandinio:

(VxCa.r)
aT-" 1000000 X100

Aminoriigsciy kiekis (g/100g produkto) = " ; 2.4)
1

¢ia: V — tiris, kuriame buvo ruostas méginys (1);
C..r.—aminoriigsties koncentracija (umol/L);
M..,. — aminoriig§ties molin¢ mase (g/mol);
m;— bandinio masé (g).
Kiekybiniam aminortigs¢iy jvertinimui buvo sudarytos aminoriigsciy

kalibracines tiesés. Metodo linijiSkumas jvertintas naudojant aminoriigs¢iy etaloninio
tirpalo koncentracijas nuo 10 pmol/I iki 200 pmol/1.
2.4.9. Kiekybinis ir kokybinis glitimo baltymy tyrimai AF-ESCh ir ESCh-
Q/TOF metodais

Naudoti reagentai. Tyrimams buvo naudoti: acetonitrilas ir metanolis,
gradientinio Svarumo (Millipore, Vokietija); trifluoracto rugstis (TFA), gradientinio
Svarumo; vanduo iSgrynintas, dejonizuotas Thermo Scientific™ Barnstead™
GenPure™ Pro vandens gryninimo sistema (Fisher Scientific, Svedija); vienkartiniai
PVDF membraniniai filtrai (0,45 pm) (Millipore, Airija). Etaloniniai gliadino tirpalai
ruosti standarting medziaga — kvieciy gliading G3375 (Sigma-Aldrich, Vokietija) —
tirpinant 70 % alkoholio tirpale su 0,05 % TFA (10 ml). IS standarto ruosti 10, 100,
500, 1000 ir 5000 mg/kg koncentracijy gliadino tirpalai.
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Meéginiy paruoSimas. Chromatografinei analizei naudotos baltymy frakcijos,
iSgrynintos KFE metodu. Prie$ analiz¢ méginiai filtruoti per 0,45 um pory filtra.

Prietaisai. Kvie¢iy séleny glitimo gliadiny frakcijy baltymy strukttra ir jos
poky¢iai po apdorojimo biologinémis priemonémis fiksuoti ,,SHIMADZU LC 2040-
C 3D Nexera-i Plus* chromatografu (Shimadzu, Japonija). Naudota atvirkstiniy faziy
Inertsil WP300-C18 Sum kolon¢lé 4,0x150 mm (GL Sciences, Japonija), UV lempa
su diody matricos detektoriumi.

Analizés parametrai. Analizei buvo taikytos sglygos pagal Walter ir kt. [261]
bei Schalk ir kt. [262], optimizuotos eksperimentiniu budu: kolonélés temperatiira
45°C, injekcijos turis — 10 pl, slegis 400 bar, srauto greitis 0,4 ml/min., eliuentas A —
dejonizuotas vanduo su 0,1% TFA, eliuentas B — acetonitrilas su 0,1% TFA, eliucijos
gradientas nuo 5 % iki 85% acetonitrilo + 0,1 TFA per 60 min: (B fazés procentiné
dalis pagal turj: 0 min — 5; 2,5 min. — 5,5; 50 min. — 35; 51 min. — 85; 53 min. — 85;
53,5 min. — 5; 60 min. — 5), detekcijai pasirinktas bangos ilgis — 210 nm. Nustatytos
chromatografijos metodo salygos eksperimento metu iSlaikytos pastovios. Po
kiekvienos analizés taikyta 60 min. kolonélés praplovimo procedira (vandeniu ir
acetonitrilu, acetonitrilo procentiné dalis pagal ttirj: 0 min. —5; 2,5 min. — 5; 15 min. —
95; 20 min. — 5; 25 min. — 95; 30 min. — 5; 35 min. — 95; 40 min. — 5; 45 min. — 95; 50
min. — 5; 60 min. — 5).

2.4.10. Glitimo imunoreaktyviu peptidy tyrimai ESCh-Q-TOF-MS/MS metodu

Kokybinés imunoreaktyviy fragmenty analizeés atliktos efektyviosios skysciy
chromatografijos ir viengubosios bei dvigubos masiy spektrometrijos (ESCh ir ESCh-
Q-TOF-MS/MS) metodais.

Naudoti reagentai, analogiski ESCh metodui, nurodyti 2.4.9. skyriuje, tik
vietoje TFA naudota skruzdziy ruigstis, gradientinio §varumo (> 96,0).

Meéginiy paruosimas. Glitimo baltymy tirpalai ruosti pagal metodika, nurodyta
2.2.10 skyriuje, tik vietoje TFA naudota skruzdziy riigstis.

Prietaisai. Naudotas efektyviosios skys¢iy chromatografijos su kvadrupoliniu —
skriejimo laiko masiy spektrometru (ESChC/MS) tandemas Agilent 6530 Accurate-
Mass Q-TOF, atvirksciy faziy chromatografijos kolonélé Inertsil WP300-C18 Sum,
4.0x150 mm (GL Sciences, Japonija). Sistemai valdyti ir MS duomenims stebéti buvo
naudota programa MassHunter 10.0 (Agilent Technologies, JAV).

Analizés parametrai. Taikytos analogiSkos ESCh analizei salygos, kaip 2.4.9
skyriuje, tik buferj A sudare 0,1% skruzdziy riigties MS grynumo vandenyje, o buferj
B —0,1% skruzdziy rugsties acetonitrile. Po ESCh atskirti peptidai buvo nukreipti j Q-
TOF prietaisa MS analizei su S§iais eksperimentiniais prietaiso parametrais:
poliskumas — ES+, skyros rezimas: kapiliaro jtampa 3500 V, dziovinimo dujy
temperatiira 350°C, nesanciy dujy tekmé 600 I/val., maksimalus m/z — 3000, dviejy
spektry per sekundg MS duomeny gavimo sparta. Peptidy masés analizei automatiniu
MS/MS rezimu buvo naudojama susidirimo energija 0-35 V. MS/MS spektrai buvo
fiksuoti 100-3000 m/z diapazone. Duomenys buvo surinkti naudojant automatinj
MS/MS rezima, MS/MS gavimo daznis — 3 spektrai per sekundg. Prietaisas buvo
kalibruotas naudojant Agilent derinimo misinj HP0321 (Agilent Technologies, JAV)
acetonitrile; naudotas vidinis kalibravimas pagal etalonines mases 121,0509 ir
922,0098 m/z.
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Duomeny analizei, automatizuotai peptidy paieskai ir peptidy identifikavimui
naudota Spectrum Mill proteomikos programa, gautus MS/MS duomenis lyginant su
Uniprot konsorciumo universalia informacine baltymy duomeny baze [263]. Paieskos
parametrai buvo tokie: masés tolerancija — 20x10° Da pirmtaky jonams ir 50x10° Da
dukteriniams jonams, nespecifinis skaidymas, be modifikavimo. Peptidy
imunogeniSkumo vertinimas atliktas lyginant aminoriig§¢iy sekas su zinomais
epitopais naudojant Nebraskos universiteto (Linkolnas, JAV) duomeny bazg ir su ja
susietg rizikos vertinimo jrankj [264].

2.5. Statistiné duomeny analizé

Statistinei duomeny analizei ir duomeny vizualizavimui buvo naudotos IBM
SPSS (26 versija) (IBM, JAV) ir Microsoft Excel programos. Vienaveiksné ir
daugiaveiksné ANOVA analizé atlikta vertinant skirtumus tarp kontrolés ir tiriamy
meginiy. Faktoriaus reikSmingumo lygis nustatytas pagal FiSerio (F) kriterijy, esant
95% patikimumui. Pearsono koreliacijos koeficientai apskaiCiuoti ir linijinés
regresijos lygtys sudarytos siekiant jvertinti koreliacijg tarp kvie¢iy vartojimo ir CL
paplitimo, fermentinés hidrolizés salygy ir glitimo kiekio sumazéjimo kvieCiy
s¢lenose bei rySius tarp rezultaty, gauty skirtingais tyrimo metodais. RysSiai ir
skirtumai tarp reikSmiy buvo laikomi statistiskai reikSmingi, kai reik§mé p < 0,05.
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3. TYRIMU REZULTAI IR JU APTARIMAS

3.1. Kvieciy vartojimo ir jo dinamikos rySys su celiakijos paplitimu

Kvieciy vartojimas. Pagal surinktus statistinius duomenis, paskutinius
deSimtmecius daugiausia kvieCiy vartojo Europos, Azijos ir Siaurés Afrikos Salys
(3.1 pav.).

s

Vidutinis kvieéiy
suvartojimas vienam
gyventojui, kg/metus

[J <50 kg/metus

[] 50-99,99 kg/metus
B 100-150 kg/metus
B >150 kg/metus

AUSTRALIA !

Crocted with mapchert net

3.1 pav. Vidutinis kvie¢iy suvartojimas vienam gyventojui pagal Salis 2004—-2018 m. (kg per
metus) [255]

Analizuojamu 2004-2018 m. laikotarpiu vidutiniskai pasaulyje vienam
gyventojui per metus teko 66,09 kg kvieCiy. Buvo nustatyti dideli kvieCiy vartojimo
skirtumai tarp zemyny. Maziausiai kvieCiy gyventojai per metus suvartojo Afrikoje
(49,03 kg) ir Piety Amerikoje (57,01 kg), o daugiausiai — Europoje (110,00 kg) (3.2
lent.).

Nors pasaulinis kvieCiy derlius didéja, 1961-2018 m. kvieCiy vartojimo
duomeny analizé parodé, kad jy vartojimo augimo tempai létéja, o pasaulinis kvieciy
suvartojimas, tenkantis vienam gyventojui, paskutiniais metais Siek tieck sumazéjo
(3.2 pav.). Pastebéta, kad mazgéja kvieCiy vartojimo skirtumai tarp zemyny. Palyginti
su praeito amziaus viduriu, kvieciy vartojimas sumazéjo Europoje, Australijoje ir
Naujojoje Zelandijoje. Pastaraisiais metais kvieCiy vartojimo mazéjimo tendencija
matoma Europoje ir Siaurés Amerikoje. Palyginti su praeito amziaus viduriu, kvie¢iy
vartojimas sparciausiai augo Azijoje (1,87 karto) ir Afrikoje (1,58 karto), Siek tiek
padidéjo Siaurés ir Piety Amerikoje (1,12—1,17 karto).
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3.2 pav. Kvie¢iy vartojimo pokyc¢iai pagal zemynus 1961-2018 m. [255]

ISanalizavus kvieciy vartojimo duomenis 2004-2018 m. pagal Salis, nustatyta,
kad Siuo laikotarpiu labiausiai kvieciy vartojimas padidéjo Naujojoje Zelandijoje
(1,19 karto) ir Ispanijoje (1,13 karto), o labiausiai sumazéjo Estijoje, Kanadoje,
Danijoje ir Turkijoje (santykis nuo 0,6 iki 0,88). Kvieciy vartojimo padidéjimas /
sumazgjimas analizuojamose Salyje ir kvieciy vartojimo dinamikos mini diagramos
pateiktos 3.1 lent.

CL paplitimas. Atlikus iSplésting paieska PubMed, Taylor & Francis ir Google
Scholar duomeny bazése, i§ viso rastas 1291 jrasas apie CL paplitima. Po straipsniy
atrankos proceso (zr. 2 prieda) CL paplitimo analizei naudoti 75 straipsniai, kuriuose
publikuoti klinikiniy tyrimy rezultatai: 70 klinikiniy tyrimy buvo jtraukta j CL
serologinio paplitimo analize, 54 tyrimai jtraukti j CL paplitimo statisting analize, o
papildomi penki tyrimai, pagristi nacionaliniy duomeny baziy arba ligoniniy registro
analizémis, buvo panaudoti sudarant CL paplitimo zemélapj. Dazniausiai tyrimuose
buvo vertinamas CL paplitimas tarp kraujo donory. Didziausia epidemiologiniy
tyrimy dalis (n = 70) buvo atlikta nustatant specifinius serologinius kraujo CL Zymenis
(IgA tTG ir / arba IgA EMA). 54 tyrimy autoriai jtrauké histologinius dvylikapirstes
7arnos biopsijos méginiy duomenis. Genetiniai Zymenys (ZLA-DQ genotipai) buvo
vertinti tik 10 tyrimy. CL paplitimo rodikliai tarp sveiky asmeny buvo rasti 40-yje
Saliy; 31-oje i$ jy rasti biopsija pagristi duomenys. Bendras CL paplitimas pasaulyje
parodytas 3.3 pav.

Remiantis 2005-2020 m. paskelbtais CL paplitimo tyrimais, apskai¢iuota, kad
biopsija jrodytas CL paplitimas pasaulyje yra 0,77%. 54 klinikiniy tyrimy duomenimis
(5 priedas), buvo istirtas 197361 asmuo, i$ jy 1510 buvo diagnozuota CL. Bendras
apskaiciuotas CL serologinis paplitimas 1,25% (3222 i§ 256936 tirty asmeny, 70
tyrimy duomenys).
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CL paplitimas, %

[ <o0,25

0,25-0,49
[ o0,50-0,74
M 0,75-0,99
B 100124
M 1,25-1,50
MW 150

3.3 pav. Celiakijos paplitimas pasaulyje [255]

CL paplitimas Europoje. 1§ viso iSanalizuota 30 klinikiniy CL tyrimy: 23 tyrimai
pagristi biopsijos duomenimis, 4 tyrimai atlikti naudojant serologinius testus ir 3
tyrimai analizuoja registruoty CL serganciy pacienty duomenis (5 priedas). Duomenys
surinkti 1§ 19 Europos $aliy, 15-oje i$ jy pateikti biopsijos tyrimais gauti rezultatai.
1,07% (830 i§ 77374 asmeny). Didziausias CL paplitimas nustatytas Svedijoje (2,5%),
Siek tiek mazesnis — Vengrijoje (1,38%), Suomijoje (1,24%) ir Italijoje (1,01%).
Kitose Europos Salyse CL paplitimas, nustatytas biopsijos tyrimais, yra mazesnis nei
1%.

CL paplitimas Azijoje. Rasti 24 straipsniai, susije su CL paplitimu 11 Azijos
Saliy, septyniose i§ jy skelbiami biopsijos tyrimais patvirtinti duomenys. Bendras
biopsija jrodytas CL paplitimas Azijoje apskaiciuotas 0,69% (349 asmenys i§ 50661,
16 klinikiniy tyrimy) (5 priedas). CL atvejy daugiausia nustatyta Saudo Arabijoje
(1,42%), Izraelyje (0,7%), Irane (0,64%), Indijoje (0,64%) ir Turkijoje (0,53%).
Kitose Salyse CL paplitimas nustatytas mazesnis nei 0,5%, o maziausias — Kinijoje
(0,35%) ir Japonijoje (0,05%).

CL paplitimas Siaurés ir Piety Amerikos Zemynuose. 14 moksliniy straipsniy
atitiko jtraukimo kriterijus apie CL paplitima Siaurés Amerikoje (n = 4) ir Piety
Amerikoje (n=10). 10 i$ Siy straipsniy buvo tinkami statistinei analizei. Apskaiciuotas
CL paplitimas Siaurés Amerikoje — 0,53% (161 biopsija jrodytas atvejis i§ 33926),
panasus CL paplitimas nustatytas Jungtinése Amerikos Valstijose (0,54%) ir
Kanadoje (0,52 %) (5 priedas). CL paplitimas Piety Amerikoje — 0,49% (84 asmenys
i§ 17285). Didziausias paplitimas nustatytas Argentinoje (1,26%), Siek tiek mazesnis
Brazilijoje (0,37%), kitose Salyse biopsija pagristy tyrimy nebuvo atlikta.
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3.1 lentelé. KvieCiy vartojimas ir bendras CL paplitimas jvairiose Salyse

Kvietiy Kvietiy
suvartojimas Kvieciuy vartojimo
& s vienam suvartojimo . . Celiakijos I
Salis .. . dinamikos L. Populiacija
gyventojui per padidéjimas / diagrama 2004- paplitimas, %
metus 2004- sumaZzéjimas** 2018%%*
2018, kg*
Kroatija 104,47 = 1,03 snn--ainunnlla_ 0,5 A
Danija 97,36 ¥ 0,864 (11 1T T — 0,48 C
Estija 80,47 ¥ 0,667 LT T 0,34 A
Suomija 78,24 ¥ 0,906 Ealnlalls 1,24 C
Vokietija 84,38 i 1,07 T 0,22 B
Graikija 124,67 = 1,032 Ba. _ . =NEEEn 0,33 B
Vengrija 108,41 = 0,999 [ | T e pe—— 1,38 A
Islandija 70,17 = 1,037 T | oy [ | 0,49 B
Italija 146,53 = 1,001 1,01 C
Lenkija 107,61 = 0,981 0,22 A
Portugalija 91,95 ¥ 0948 0,75 A
Ispanija 82,58 Ap 1,13 0,5 C
Svedija 81,08 = 1,049 2,56 A
Jungtiné Karalyste (99,89 dh 1,059 0,66 A
Kinija 64,61 = 0,95 [ 1] T 0,35 B
Indija 59,31 = 1,037 =_uiluls 0,64 C
Iranas 154,74 = 0,996 | [ T 0,64 C
Izraclis 115,3 [ 0,941 [T T [T r— 0,7 B
Japonija 43,98 = 1,022 ___HanllgNnunis 0,05 B
Rusijos Federacija 133,67 > 1,047 p——— | | 0,35 C
Saudo Arabija 93,05 Ap 1,112 e | 1] | 1,42 A
Turkija 180,64 % 0881 Inllnsn- 0,53 C
Argentina 99,49 = 1,037 ey o [ ] | 1,26 A
Brazilija 52,64 = 1,001 —smBEnlnnnl_B_1 0,37 C
Kanada 81,68 ¥ 0,836 [T 0.52 B
JAV 81,54 = 0,965 (11 | 0,54 C
Australija 71,42 L 1,114 —_-=nlE1 0,56 B
Naujoji Zelandija 80,39 Ap 1,187 |________ =l 0,98 A
Egiptas 144,63 = 1,026 _amuinnning 0,53 A
Libija 121,81 [ 1,12 Nm___EEEEE 0,65 A
Tunisas 200,29 = 1,026 e | [ T 1T 0,34 C

A — vaikai; B — suaugusieji; C — bendra populiacija;
*Vidutinis kvieCiy suvartojimas Salyje vienam gyventojui 2004-2018 m. (kg per metus);
**Vidutinio kvieciy suvartojimo per paskutinius 5 m. (2014-2018 m.) FAO duomeny bazéje,
ir pirmyjy 5 m. laikotarpio (2004-2008 m.) santykis pagal $alis. Piktogramos rodo padidéjima
/ sumazéjima, kai santykio skirtumas yra didesnis nei 5%; ***Kvieciy suvartojimo dinamikos
2004-2018 m. diagramoje vizualizuojamos kvieciy suvartojimo tendencijos kiekvienoje Salyje
per 15 m. laikotarpj

CL paplitimas Afrikoje, Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje. Apie CL paplitimg
Afrikos kontingente rasta palyginti nedaug straipsniy (n = 5), visais atvejais atlikti
biopsija pagristi tyrimai. Bendras CL paplitimas Afrikoje — 0,42% (60 asmeny i§
14188) (5 priedas), nustatytas remiantis trijy Saliy (Egipto, Libijos ir Tuniso)
duomenimis. Duomenys apie CL paplitimg Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje buvo
pateikti dviejuose straipsniuose; apskaiciuotas bendras CL paplitimas buvo 0,66% (26
asmenys 1§ 3927) (5 priedas). Apibendrinti CL paplitimo pagal zemynus duomenys
pateikiami 3.2 lent.
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3.2 lentelé. Kvieciy vartojimas ir bendras CL paplitimas pagal zemynus

Kvie¢iuy Kvie¢iy Kvieciy CL paplitimas
5 suvartojimas  suvartojimo suvartojimo (irodytas
Zemynai gyventojui per padidéjimas/ padidéjimas / biopsijos

metus 2004— sumaZéjimas sumazéjimas  tyrimais), (95%)
2018 m., kg  2004-2018 m.* 1961-2018 m.** p <0,05)

Europa 110,00 1,035 0,861 1,07 (0,86-1,35)
Azija 63,20 1,021 1,873 0,69 (0,56-0,85)
Siaurés Amerika 81,54 0,952 1,165 0,53 (0,43-0,66)
Piety Amerika 57,01 1,028 1,125 0,49 (0,40-0,61)
Afrika 49,03 1,055 1,582 0,42 (0,34-0,52)
Australija+Naujoji 72,88 1,126 0,785 0,66 (0,53-0,82)
Zelandija

*Vidutinio kvie€iy suvartojimo per paskutinius 5 m. (2014-2018) pagal FAO duomenis ir
2004-2008 m. laikotarpj santykis pagal zemynus; **Paskutiniy 10 m. (2009-2018) vidutinio
kvieciy suvartojimo pagal FAO ir (1961-1971 m.) duomeny vidurkio santykis pagal Zemynus

Kvie¢iy vartojimo ir CL paplitimo rySys

Atlikus daugiapakope analize¢ ryS$iui tarp kvieciy vartojimo ir CL paplitimo
jvertinti, nustatyta stipri tiesioginé koreliacija (» = 0,88, p < 0,05) tarp kvieciy
suvartojimo ir CL paplitimo (jrodyto biopsijos tyrimais) vertinant duomenis pagal
zemynus (3.4 pav., a), taCiau koreliacija nenustatyta (r = -0,036; p > 0,50) lyginant
duomenis pagal salis (3.4 pav., b). Nebuvo rasta patikimo rysio (»=0,10; p > 0,5) tarp
trumpalaikio kvie€iy suvartojimo padid¢jimo / sumazéjimo ir CL paplitimo pagal
zemynus. Nustatytas silpnas neigiamas rySys tarp ilgalaikio kvieCiy suvartojimo
padidéjimo / sumazejimo ( =-0,39), taCiau jis statistiskai nepatikimas (p > 0,5). RySys
tarp kvieéiy suvartojimo pokyciy ir CL paplitimo pagal Salis buvo jvertintas tik
trumpuoju laikotarpiu, taciau taip pat nebuvo reikSmingas (r = 0,10, p > 0,5).

1,2 1,07 3

1=0,88, p<0,05 o T =.— 0,036, p=0,85

1 2,5

0,69

X X
% 0,8 0,6 g“ 2
£ 0499 & 053 =
= 0,6 s ? = 1,5 Y
= B b
& 04 0,42 g °
S o2 y =0,0094x - 0,034 2 os “i%.‘l“"

> RZ = 0777 ’ “ . . ‘ .

0 L]

0 50 100 150 0 100 200 300
a Kviediy suvartojamas kiekis, b Kviec¢iy suvartojamas kiekis,
kg/gyventojui/metus kg/gyventojui/metus

3.4. pav. Koreliacija tarp kvieciy vartojimo ir CL paplitimo pagal zemynus (a) ir $alis (b) [255]

Tiesinés regresijos atveju gauta didelé R’ reikimé (R’ — 0,77) (3.4 pav., a) rodo
didelg kvieciy vartojimo ir mazg kity veiksniy jtakg CL paplitimui. Tac¢iau matyti, kad
Sis rySys yra nevisai tiesinis. Pasirinkus daugianar¢ krypties linija, CL kreivés
didéjimas pastebimas iki tam tikro kvieciy suvartojimo lygio (mazdaug 75-80 kg /
gyventojui per metus), o véliau CL paplitimo reik§més linkusios mazéti. Licka
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neaiSku, ar tai tikra tendencija, ar CL paplitimo reikSmiy sumazgjimas atsirado dél
duomeny trukumo ir turimy duomeny issibarstymo. Rezultaty iSsibarstymui galéjo
turéti jtakos CL paplitimo duomenys, pagristi skirtingomis amziaus grupémis — kai
kuriose $alyse CL paplitimas tirtas tik tarp vaiky, o jis yra 2—5 kartus didesnis nei tarp
suaugusiyjy [255, 265], ir patikimy duomeny trikumas apie CL paplitimg Salyse,
kuriose suvartojama daugiausia kvieCiy. Kita vertus, kadangi §i priklausomyb¢ yra
stipri analizuojant apibendrintus duomenis pagal Zemynus, kol kas neaiSku, ar
priklausomybé iSnyksta didéjant kvie¢iy suvartojimui, ar jos nejmanoma nustatyti.

Koreliacijos tarp kvieciy vartojimo ir CL paplitimo pagal Salis nebuvimg galé¢jo
lemti ir kiti veiksniai: patikimy publikuoty tyrimy trukumas, skirtingy CL nustatymo
metodiky taikymas bei nevienodas jy pricinamumas gyventojams. ISlieka neaiskds ir
dideli CL paplitimo skirtumai tarp Europos $aliy (pvz., Svedijos ir kaimyniniy 3aliy).
Nors Europos Salyse gyvenimo salygos panaSios, priezastiniy faktoriy (glitimo
suvartojimo lygio ir ZLA-DQ genotipo daZnio) pasiskirstymas jose panasus,
sergamumas CL labai skiriasi. Siy skirtumy prieZastys gali bati susijusios su kiidikiy
maitinimo ypatumais, zarnyno infekcijy spektru, Zzmogaus zarnyno mikrobiomu ir
kitais mitybos veiksniais [63, 69].

Surinkti duomenys parodé kad CL paplitimas yra gana didelis, todél labai svarbu
ieskoti priemoniy, kurios leisty pasalinti / sumazinti glitimo imunoreaktyvuma. Tai
leisty Siai visuomenés daliai, serganciai CL arba turinciai kita glitimo netoleravimo
forma, vartoti visavercius griudinius produktus.

3.2. Biotechnologiniy priemoniy taikymas glitimo hidrolizei kvieciy séleny
substratuose

3.2.1. Pieno ragsties bakteriju (PRB) proteolitinis veikimas ir poky¢iai séleny
substrate

Remiantis mokslineés literatiiros analize, vienas i§ budy suskaidyti kvieciy
glitima gamybos metu yra fermentacija PRB. Su 6 pasirinktomis PRB kultiromis: L.
plantarum P-1, L. brevis R-1, L. acidophilus 308, L. acidophilus 336, L. casei g ir L.
casei 12 buvo atlikta monokultiiriné fermentacija, siekiant atrinkti PRB, turincias
aktyviy proteaziy ir galincias hidrolizuoti s¢leny glitima.

Vertinant mikrobiologinj uzter§tuma kvieciy sélenose prie§ fermentacija, buvo
nustatytas pagal LST EN ISO 4833:2003 bendras bakterijy skai¢ius 2,140,60x10?
KFV/g, o mieliy ir pelésiy — 1,2+0,36x10' KFV/g. Mikrobiologinés saugos pozitriu
Siy mikroorganizmy kiekis bandiniuose rastas nedidelis, todél pries tolimesnius
biotechnologinius tyrimus sélenos nebuvo sterilizuojamos, kadangi terminis
apdorojimas apsunkina séleny baltymy hidrolizés procesa. Moksliniais tyrimais [266]
irodyta, kad kvieciy s¢leny, pateikty rinkoje, endogeniniai fermentai yra deaktyvuoti,
o baltymai yra sunkiai skaidomi dél susidariusiy stabiliy disulfidiniy rysiy tarp
gliadiny ir gliuteniny bei izopeptidiniy rysSiy tarp atskiry gliuteniny baltymy, kurie
susidaro terminio apdorojimo metu siekiant uztikrinti s¢leny stabiluma ir pailginti
realizacijos terming.

Kvieciy séleny fermentacijos su skirtingomis PRB metu buvo stebimos terpiy
aktyvaus rtugstingumo, mikroorganizmy augimo bei bendro proteolitinio aktyvumo
charakteristikos. Kvie¢iy séleny fermentuojamuose substratuose pH pokyciai
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iSryskejo jau po 12 val. (3.3 lent.). Fermentuojamuose bandiniuose su abiem L.
acidophilus padermémis pH reikSmés buvo maziausios visos fermentacijos metu:
terpés su L. acidophilus 308 pH sumazéjo nuo 5,17+0,03 iki 3,66+0,08, o su L.
acidophilus 336 — nuo 5,20+0,02 iki 3,524+0,06. Vidutiniai pH poky¢iai nustatyti L.
brevis R-1, L. plantarum P-1 ir L. casei 12 fermentuojamose terpése, o L. casei g
terpése buvo maziausi pH pokyc¢iai. Maziausi pH fermentuojamy s¢leny bandiniuose
nustatyti po 24 val. Po 48 val. fermentacijos bandiniuose uzfiksuotas pH padidéjimas.
Daroma prielaida, kad pH padidéjimui galéjo turéti jtakos nuslopusi PRB veikla (dél
maisto medziagy trikumo ir pH pasikeitimo) bei i$silaisving Sarminiy metaly jonai.

Nustatyti PRB augimo dinamikos duomenys (3.3 lent.) parodé, kad visoms PRB
kultiiroms kvie¢iy séleny substratas yra gera mitybiné terpé, todél maltos sélenos gali
biti naudojamos PRB auginimui ir raugy ruo$imui. Efektyviausiai séleny substrate
dauginosi L. plantarum P-1 kultiira, kurios kolonijy skaicius per 48 val. padidéjo nuo
2,7+0,28%10% iki 1,17+0,21x10° KFV/g. Smarkiai padidéjo ir L. casei g kolonijy
skai¢ius: nuo 2,5+0,23x10% iki 9,88+0,33x10® KFV/g). Visy tirty PRB kulttry
eksponentinis augimas nustatytas iki 24 val., taciau bakterijy kulttiros dauginosi iki
eksperimento pabaigos (48 val.).

3.3 lentelé. Pieno rugsties bakterijy (PRB) parametry kitimas fermentuojamose
kvieciy sélenose

PRB Prie§ fermentacija Po 12 val. Po 24 val. Po 48 val.
Kultiiros pH
K 6,57+0,01 5,56+0,09 4,74+0,11 4,62+0,09
LA308 5,17+0,03 3,92+0,03 3,63+0,02 3,66+0,08
LA336 5,20+0,02 3,89+0,05 3,514+0,06 3,524+0,05
LBR-1 5,37+0,02 4,42+0,04 3,78+0,09 3,77+0,07
LPP-1 5,34+0,03 4,40+0,02 3,81+0,04 3,83+0,03
LCg 5,28+0,02 4,45+0,07 3,95+0,09 3,97+0,06
LCI12 5,29+0,02 4,36+0,04 3,79+0,05 3,80+0,05
PRB augimo dinamika, KFV/g
LA308 - 3,9540,32x10%  5,88+0,62x10%  7,2440,70x108
LA336 - 4,51+0,20x10%  6,16+0,88x10%  8,35+0,38x10%
LBR-1 - 5,1240,28x108  7,24+0,18x10%  9,62+0,77x108
LPP-1 - 6,09+£0,22x10%  8,92+0,52x10% 1,17£0,21x10°
LCg - 4,1540,23x10%  8,06+0,48x10%  9,8840,33x108
LCI2 - 4,08+0,13x10%  7,05+0,31x10%  8,1240,75x108
Bendras proteolitinis aktyvumas, AV/ml
K - 0,003+0,001 0,003+0,001 0,004:0,001
LA308 0,002+0,000 0,008+0,001 0,0130,001 0,012+0,002
LA336 0,003+0,001 0,006+0,001 0,007+0,001 0,006+0,002
LBR-1 0,003+0,001 0,009+0,001 0,009+0,001 0,009+0,001
LPP-1 0,004+£0,001 0,012+0,002 0,014-+0,002 0,014+0,003
LCg 0,002+0,000 0,004+0,001 0,004:£0,001 0,004:£0,001
LCI12 0,002+0,001 0,003+0,000 0,003+0,001 0,003+0,001

K — kontroliniai séleny bandiniai, ruosti su dejonizuotu vandeniu, LA308 — L. acidophilus
308, LA336 — L. acidophilus 336, LBR-1 — L. brevis R-1, LPP-1 — L. plantarum P-1, LCg —
L. casei g, LC12 — L. casei 12
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Bendras fermentuojamy terpiy proteolitinis aktyvumas (3.3 lent.) taip pat
sparciausiai augo iki 12 val., po 24 val. augimas sulétéjo, o po 48 val. jis stabilizavosi
arba truputj sumazéjo. Didziausiu bendru proteolitiniu aktyvumu taip pat pasizymeéjo
L. plantarum P-1 kultira, kurios fermentuojamoje terpéje nustatytas 0,014+0,003
AV/ml bei L. acidophilus 308 (0,012+0,002 AV/ml).

Siekiant jvertinti specifinj PRB proteaziy geb¢jima suskaidyti glitimo baltymus,
buvo istirti glitimo kiekiai kvieciy séleny substratuose ELISA G12 metodu po 12 ir 24
val. fermentacijos (3.4 lent.). Pasirinktose tyrimui sélenose ELISA antikiiniy tyrimais
nustatytas pakankamai didelis glitimo kiekis (58650+2204 mg/kg). Panasius glitimo
kiekius skelbia ir kiti autoriai. Walter ir kt. [261] nustaté, kad rinkoje randamose
sélenose vidutinis glitimo kiekis yra 50000 mg/kg, ta¢iau atskiruose pavyzdziuose gali
siekti net iki 107285 mg/kg. Po 12 ir 24 val. fermentacijos tiek kontroliniame
méginyje, tiek naudojant skirtingas PRB kultiiras glitimo kiekis visais atvejais
sumazgjo (15,60-85,51% ir 42,46-88,83%, atitinkamai). Daroma prielaida, kad
glitimo sumaz¢jimas kontroliniuose séleny variantuose greiciausiai vyko dél
endogeniniy fermenty arba sélenose koegzistuojanciy epifitiniy ir endofitiniy
mikroorganizmy veiklos, kurie tapo aktyviis, susidarius palankioms veikimo ir augimo
salygoms fermentuojamuose bandiniuose. Kad pirming kvie€iy baltymy proteolize
sukelia endogeniniai kvieciy fermentai esant Zemesniam pH, tyrimais parodé Loponen
ir kt. [135], Di Cagno ir kt. [157], Thiele ir kt. [160], Rollan ir kt. [165], Gerez ir kt.
[166]. Zinoma, kad endogeninés proteazés optimaliai veikia esant 3,5-5,0 pH [267],
taigi po 24 val. kontroliniuose bandiniuose (vandens séleny substrate) susidariusi pH
4,64+0,11 terpé (3.4 lent.) buvo palanki endogeniniy proteaziy aktyvumui.
Didziausias pasiektas glitimo kiekio sumazéjimas po 12 val. (85,51%) buvo gautas
fermentuojant su L. plantarum P-1 kultiira. Po 24 val. glitimo pokytis Siame variante
padidéjo iki 88,83% nuo pradinio kiekio. Nepaisant akivaizdziy glitimo kiekio
pokyc¢iy kontroliniuose substratuose, kuriy priezastis nebuvo tirta, PRB kultiiromis
pasiekti kiekybiniai glitimo poky¢iai patvirtino, kad intensyvesné peptidy hidrolizé
vyko dél PRB intralgsteliniy peptidaziy poveikio, o veikimo intensyvumas ir
suskaidyto glitimo kiekis priklausé nuo fermentavimui naudotos padermes.

3.4 lentelé. Glitimo kiekio sumazéjimas* kvieciy sélenose po fermentacijos
skirtingomis PRB kultiiromis

PRB Po 12 val. Po 24 val.
_ Glitimo kiekis, Glitimo kiekio  Glitimo kiekis, Glitimo kiekio
kultiiros wase P
mg/kg sumazéjimas, % mg/kg sumazéjimas, %

K 49500+1442 15,60 337504945 42,46
LA308 9800+318 83,29 7250+240 87,64
LA336 15850+447 72,98 9100+271 84,48
LBR-1 9250+303 84,23 6850+236 88,32
LPP-1 8500+282 85,51 6550+225 88,83

LCg 128004327 78,18 8700+260 85,17
LCI2 119504323 79,62 7450+£252 87,30

*Glitimo kiekio sumazéjimas skaiCiuotas % nuo pradinio glitimo kiekio sélenose (58650
mg/kg); K — kontroliniai séleny bandiniai, ruosti su dejonizuotu vandeniu, LA308 — L.
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acidophilus 308, LA336 — L. acidophilus 336, LBR-1 — L. brevis R-1, LPP-1 — L. plantarum
P-1,LCg — L. casei g, LC12 — L. casei 12

Analizuojant PRB  charakteristiky ir glitimo  poky¢iy rezultatus
fermentuojamuose substratuose, nustatytas vidutinio stiprumo neigiamas rysys tarp
substrato pH ir hidrolizuotos glitimo procentinés dalies (» =—0,67, p < 0,01) taip pat
parodé, kad glitimo sumazéjimas substratuose i§ dalies susijes su nuo pH priklausomu
kvie¢iy endogeniniy proteaziy suaktyvéjimu. Fermentuojant PRB kulttiromis galima
iki 6550 mg/kg (88,83%) sumazinti glitimo kiekj kvieciy s¢lenose per 24 val., taciau
glitimo peptidy kiekis vis tiek islieka didesnis nei leidziama riba beglitimiams (20
mg/kg) arba mazai glitimo turintiems (100 mg/kg) produktams. DidZiausias
efektyvumas pasiektas sé¢leny glitimo skaidymui naudojant L. plantarum P-1 padermg.
Panasiy tyrimy su kvieCiy sélenomis iki $iol néra publikuota, taciau pagrindiniy
kvieCiy produkty, dazniausiai milty, fermentacija yra pakankamai iStirta. Savo
tyrimuose Di Cagno ir kt. [159], Giuliani ir kt. [243] nustaté, kad viena i$
efektyviausiai gliadinus skaidanciy padermiy yra biitent L. plantarum, dél jai budingy
PEP, kurios gali efektyviai suskaidyti greta Pro esancias baltymy jungtis [160]. Taigi,
Sio tyrimo rezultatai patvirtino kity autoriy [156, 168] iSvadas, kad atrinkty PRB
padermiy proteolitinis aktyvumas yra nepakankamas, norint jas taikyti beglitimés
kvietinés duonos gamybos procese. Kita vertus, PRB fermentacija galéty bati
sékmingai naudojama zaliavoms, turin¢ioms maziau glitimo, o, esant didesnéms
glitimo koncentracijoms, tikslinga PRB poveikj derinti su kitos biologinés kilmes
fermentais.

3.2.2. Augalinés kilmés permeaty proteolitinis efektyvumas

Kaip biotechnologiné alternatyva PRB fermentacijai kvie¢iy séleny baltymy
hidrolizei buvo panaudoti augaly permeatai. Remiantis kity autoriy moksliniais
tyrimais, permeatams ruosti buvo pasirinkta papajos, kiviy, ananasy vaisiai ir
juodgrides séklos, kaip zaliava, turinti didZiausig fermenty proteolitinj aktyvuma.
Kvieciy séleny hidrolizei pasirinkta 37°C temperatiira, kuri yra nustatyta kaip optimali
daugumos augaliniy fermenty aktyviam veikimui [214, 251].

Bandiniuose stebéti pH ir bendro proteaziy aktyvumo poky¢iai siekiant jvertinti
augaly permeaty veikima, o jy efektyvumas glitimo hidrolizei jvertintas nustatant
likutinius glitimo kiekius substratuose ELISA RS5 metodu (3.5 lent.). [vertinus pH
augaly permeatuose prie$ hidrolizuojant sélenas, didziausias rugstingumas nustatytas
kiviy (3,56+0,02) bei ananasy vaisiy (3,79+£0,02) permeatuose (3.5 lent.). Juodgrudés
sekly permeato pH buvo artimiausias neutraliam (6,15+0,01). Hidrolizés metu séleny
meéginiuose pH kito skirtingai. Méginiuose su nedidelio riig§tingumo permeatais
(juodgriidés sékly ir papajos vaisiy) po 12 val. fermentacijos séleny méginiy terpé
pariigstéjo iki pH 4,33-4,46+0,04, po 24 val. — iki 4,15-4,27+0,02. Bandiniuose su
didelio riigstingumo kiviy ir ananasy vaisiy permeatais pH vertés po 12 val. hidrolizés
padidéjo, t. y. bandiniuose riigStingumas sumazgjo, taciau po 24 val. pH vertés vél
sumazgjo, bet nepasieké pradiniuose vaisiy substratuose nustatyty pH verciy.
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3.5 lentelé. pH ir proteolitinis aktyvumas kvie€iy s¢leny substratuose su augaly
permeatais

. Pries fermentacija Po 12 val. Po 24 val.
Permeatai pH
Kontrolé* 6,57+0,02 5,55+0,10 4,74+0,11
Kiviy permeatas 3,56+0,02 4,16+0,05 4,11+0,04
Ananasy permeatas 3,79+0,02 4,27+0,03 3,99+0,06
Papajos permeatas 5,43+0,01 4,33+0,04 4,15+0,07
Juodgriidés permeatas 6,15+0,01 4,46+0,03 4,27+0,04
Proteolitinis aktyvumas, AV/ml

Kontrolé* 0,000+0,000 0,003+0,001 0,003+0,001
Kiviy permeatas 0,092+0,006 0,124+0,011 0,168+0,024
Ananasy permeatas 0,135+0,008 0,160+0,014 0,175+0,019
Papajos permeatas 0,085+0,004 0,098+0,003 0,152+0,023
Juodgriidés permeatas 0,060+0,003 0,080=+0,002 0,103+0,049

*Kontroliniai sé¢leny bandiniai, ruosti su dejonizuotu vandeniu

Ivertinus bendrg proteaziy aktyvuma kvieCiy séleny substratuose fermentinés
hidrolizés pradzioje, nustatyta, kad aktyviausiais proteolitiniais fermentais pasizymi
ananasy ir kiviy vaisiy permeatai (atitinkamai 0,135+0,008 ir 0,092+0,006 AV/ml).
Kvieciy séleny bandinyje su papajy vaisiy permeatu nustatytas vidutinis (0,08540,004
AV/ml) proteaziy aktyvumas, o maziausias — juodgriidés sékly permeate (0,060+0,003
AV/ml) (3.5 lent.). Vykstant hidrolizei proteolitiniai aktyvumai tiek po 12 val., tiek po
24 val. padidéjo visuose bandiniy substratuose. Didziausiu proteolitiniu aktyvumu po
12 val. pasizyméjo substratai su ananasy vaisiy permeatais, taciau po 24 val. ananasy,
kiviy ir papajy vaisiy permeaty proteolitinio aktyvumo vertés supana$¢jo. Nedidelis
proteaziy aktyvumas, nustatytas kontroliniame séleny méginyje, parodé¢, kad glitimo
hidrolizei galéjo turéti jtakos ir endogeninés griidy proteazés, o0 méginiuose su vaisiy
permeatais jy poveikis galgjo biiti dar didesnis ir dél terpése susiformavusio joms
palankaus pH. Glitimo kiekis sumazéjo visuose kvieCiy séleny meéginiuose po
apdorojimo augaly permeatais (3.6 lent.).

3.6 lentelé. Glitimo kiekio pokyciai* kvieciy sélenose po apdorojimo augaly
permeatais

Po 12 val. Po 24 val.
. Glitimo kiekis, Glitimo kiekio Glitimo kiekis, Glitimo kiekio
Permeatai wase waee
mg/kg sumazéjimas, mg/kg sumazéjimas,
% %
Kontrolé** 49500+1442 15,60 337504945 42,46
Kiviy permeatas 1750+49 97,02 690+19 98,82
Ananasy permeatas 980+37 98,33 530+15 99,10
Papajos permeatas 1100+31 98,12 530+19 99,10
Juodgriidés permeatas 3500+98 94,03 780+22 98,67

*Glitimo kiekio sumazéjimas skaidiuotas % nuo pradinio glitimo kiekio sélenose (58650
mg/kg); **kontroliniai séleny bandiniai ruosti su dejonizuotu vandeniu

ELISA RS5 metodu nustatytas 94,03-98,33% glitimo pokytis sélenose po 12 val.
ir 98,67-99,10% po 24 val. Maziausi glitimo 530+19 mg/kg kiekiai nustatyti po 24
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val. apdorojimo ananasy ir papajos vaisiy permeatais, Siuose variantuose glitimo
sumazejo iki 99,10%. Taip pat nustatyta silpna neigiama priklausomybe (» =—-0,41, p
< 0,05) tarp substraty pH reikSmiy ir augaly permeaty bendro proteolitinio aktyvumo
bei silpnas neigiamas rySys tarp substraty pH ir hidrolizuotos glitimo procentinés
dalies (r =—-0,23, p <0,5) parodé, kad glitimo baltymy fermentinei hidrolizei didesng
itaka turéjo augaly proteolitiniai fermentai negu kvieciy endogeniniai fermentai.
Remiantis kvieCiy sé¢leny hidrolizés efektyvumo rezultatais naudojant augalinius
vaisiy ir sékly permeatus, galima teigti, kad augaly permeatai yra efektyvesné
biotechnologiné priemoné glitimui skaidyti sélenose nei PRB kulttiros. Taciau, pries
juos naudojant kaip biotechnologing priemon¢ maisto gamybos procese, reikia
atsizvelgti | vaisiy ir sékly permeatuose esancias organines rigstis, skonines ir
spalvines medziagas, kurios turi jtakos bendroms juslinéms savybéms. Nepaisant
didelio efektyvumo skaidant se¢leny glitima bendromis visiems permeatams
salygomis, likutinis glitimo kiekis (nuo 530+19 iki 780+22 mg/kg) neleidzia Sia
biologine priemone apdoroty kvieciy séleny priskirti beglitimiams produktams.
3.2.3. Mikroorganizmy fermenty proteolitinis efektyvumas hidrolizuojant
kvieciy séleny glitima

Glitimo imunoreaktyvumui paSalinti dazniausiai tyrimuose naudojami
mikroorganizmy proteolitiniai fermentai. Iki Siol nebuvo tirtas rinkoje sitilomy
mikroskopiniy gryby ir bakterijy peptidaziy — alkalazés, neutrazés ir flavorzimo —
efektyvumas ardant glitimo baltymy imunoreaktyvius peptidus kvieciy antriniuose
produktuose. Todél kaip viena i§ alternatyviy biopriemoniy kvieciy séleny hidrolizés
tyrimams pasirinkti Sie mikroorganizmy fermentai.

Remiantis kity autoriy tyrimais, zinoma, kad Siy fermenty efektyviam veikimui
reikalingas specifinis terpés rugstingumas. Optimaliam alkalazés, neutrazés ir
flavorzimo veikimo pH nustatyti kvieCiy séleny fermentiné hidrolizé vykdyta
naudojant skirtingo riig§tingumo substratus (pH 4—8) (imant fermento 0,5 % substrato
masés). Nustatyta, kad po 4 val. fermentinés hidrolizés didziausias flavorzimo
aktyvumas buvo riigStiniame kvieCiy séleny substrate (pH 5-6), neutrazé buvo
aktyviausia neutraliame substrate (pH 7), o alkalazé¢ — silpnai Sarminiame (pH 8)
(3.5 pav.).
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3.5 pav. Bendras proteaziy aktyvumas séleny substratuose po 4 val. hidrolizés
mikroorganizmy fermentais
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Nustatyta, kad tirti fermentai pakankamai aktyvis esant neutraliam substrato
rugstingumui (pH 7). Pradiniuose kvieCiy séleny substratuose su vandeninémis
fermenty suspensijomis natiiraliai gaunamas rigstingumas, artimas neutraliam (pH
6,5-6,7). Vykdant hidroliz¢ Siomis sglygomis, t. y. be specialiy pH reguliuojanciy
buferiy, kvie¢iy séleny bandiniy pH svyravo 6,46—6,60+0,03. Remiantis gautais
rezultatais galima teigti, jog pH, susidarantis sé¢leny substrate, yra palankus neutrazei,
kuri aktyviausiai veikia neutralioje aplinkoje, ir flavorzimui, kurio didziausias
aktyvumas yra silpnai rig§¢ioje aplinkoje, ta¢iau maziau tiko alkalazei, kuri aktyviai
veikia Sarminéje aplinkoje. Tai nulémé ir didesnj neutrazés bei flavorzimo specifinj
proteaziy aktyvuma skaidant glitimag kvieciy sélenose (3.7 lent.).

3.7 lentelé. Glitimo kiekio poky¢iai* kvieciy séleny hidrolizatuose po 2 ir 4 val.
apdorojimo mikroorganizmy fermentais

Po 2 val. Po 4 val.
Fermentai Glitimo kiekis, Glitimo kiekio Glitimo kiekis,  Glitimo kiekio
mg/kg sumazéjimas, % mg/kg sumazéjimas, %
Kontrolé** 52700+1442 10,14 48500+1045 17,31
Alkalazé 191204549 67,40 4350+303 92,58
Neutrazé 15950+637 72,80 2780+262 95,26
Flavorzimas 16120+831 72,51 2850+228 95,14

*Glitimo kiekio sumazéjimas skaiCiuotas % nuo pradinio glitimo kiekio sélenose (58650
mg/kg); ** kontroliniai séleny bandiniai ruosti su dejonizuotu vandeniu

Ivertinus po fermentinés hidrolizés likusio nesuskaidyto glitimo kiekius ir jo
kiekiy procentinj sumazéjima, nustatyta, kad visi mikroorganizmy fermentai
efektyviai hidrolizavo glitima kvieciy sélenose. Hidrolizés efektyvumas sieké 67,40—
72,51% po 2 val. ir 92,58-95,26% — po 4 val. fermentinio apdorojimo. Po 4 val.
proteolizés nustatytas labai panasus glitimo kiekis substratuose su neutraze (2780+262
mg/kg) bei flavorzimu (28504228 mg/kg), o sélenose, apdorotose alkalaze, glitimo
rasta daugiau (4350303 mg/kg). Panasiy tyrimy su §iy mikroorganizmy fermenty
panaudojimu kvieciy séleny glitimo hidrolizei iki Siol nepublikuota. Moksliniy tyrimy
objektas buvo kiti kvieciy produktai, o glitimo hidrolizei dazniausiai buvo naudoti
fermentai flavorzimas ir alkalaze. Tiriant fermentinés hidrolizes efektyvuma skaidant
glitimg kvieciy produktuose, rezultatai priklausé nuo naudoto substrato (kvieciy milty,
glitimy ar krakmolo) ir fermentinés hidrolizés salygy. Mickowska ir kt. [206] naudojo
flavorzimag glitimo hidrolizei kvieCiy miltuose ir nustaté, kad esant pH 5,0 ir 7,0,
kvieciy gliadiny likutinis imunoreaktyvumas buvo 2,3-5,3%. Choi ir kt. [55] nustate,
kad flavorzimas iS§grynintg glitima skaidé 89,5% efektyvumu. Paskelbta keletas tyrimy
[51, 57, 114], kurie jrodé¢ alkalazés pranasumus skaidant glitimg. Taigi, tirti
mikroorganizmy fermentai alkalazé, neutraz¢ ir flavorzimas galéty biiti naudojami
glitimo imunoreaktyvumui sumazinti kvieCiy séleny produktuose, taciau, norint
pasiekti didesnj efektyvuma, reikéty didinti fermenty koncentracija arba ilginti
poveikio trukme. Juos taip pat biity galima kompleksiskai derinti su kitomis
biopriemonémis, taciau tai gana sudétinga dél reikalingo specifinio pH.
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3.2.4. Augalinés kilmés fermenty bromelaino ir papaino efektyvumas
hidrolizuojant kvieciy sélenu glitima

Kaip alternatyva mikroorganizmy fermentams glitimo hidrolizés efektyvumo
tyrimams pasirinkti komerciniai augaliniai fermentai bromelainas ir papainas —
placiausiai zinomos i§ vaisiy iSgrynintos proteazés, naudojamos duonos pramonéje
[209]. Remiantis kity autoriy moksliniais duomenimis yra zinoma, kad $ios proteazés
hidrolizuoja baltymus [225], bet kol kas nebuvo tyrimy, kurie pagrjsty $iy fermenty
panaudojimo efektyvuma suskaidant kvie¢iy s¢leny imunoreaktyvius peptidus.

Bromelainui ir papainui gamintojai rekomenduoja gana placias pH veikimo
ribas: bromelainui — pH 4-6, papainui — pH 4-10 [268]. Augalinius fermentus
suspendavus pH 4-8 buferiuose, po 4 val. hidrolizés buvo nustatytas bendras proteaziy
aktyvumas kvieciy séleny substratuose (3.6 pav.). Tyrimo rezultatai parode, kad
bromelainas aktyviausiai veiké esant pH 4 (0,040+0,006 AV/ml), pH didéjant, jo
aktyvumas maz¢jo. Papaino proteolitinis aktyvumas buvo didziausias esant pH 6
(0,059+0,005 AV/ml). Abiejy fermenty derinio aktyvumas buvo Siek tiek maZesnis
negu atskiry fermenty (didziausias, kai pH 6 — 0,042+0,003 AV/ml), jis buvo maziau
jautrus pH poky¢iams pH 4—6 intervale. Sie augaliniy fermenty aktyvumo rezultatai
parodé, kad jie tinkami naturaliai paruostiems kvieciy séleny substratams apdoroti.
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3.6. pav. Bendras proteaziy aktyvumas séleny substratuose po 4 val. hidrolizés augaly
fermentais

Papaino aktyvumo duomenys gauti panasis, kaip kity autoriy tyrimuose [224,
225], kur nurodytas optimalus jo pH 5,0-7,0, o optimalus bromelaino i§ ananaso
kamieno veikimo pH 4,0 nustatytas zemesnis negu skelbiamas mokslinéje literatiroje
pH 6,0-8,5 [225].

Taigi, toliau buvo tirtas bromelaino ir papaino proteolitinis efektyvumas
natiraliai paruostuose séleny substratuose (be papildomo pH kalibravimo buferiniais
tirpalais). Séleny substratai hidrolizuoti 4 val. su augaliniais fermentais 45°C
temperatiiroje. Kvie¢iy séleny bandiniy su augaly fermenty suspensijomis (0,50 %)
pradinis pH buvo 6,67-6,69+0,02. Fermentinés hidrolizés metu bandiniy pH kito nuo
6,47 iki 6,69+0,04. Maziausias pH bandiniuose su fermentais buvo uzfiksuotas po 3
val. fermentacijos, reikSmingy skirtumy tarp pH verciy substratuose su papainu ir
bromelainu nenustatyta.

Nesuskaidyto glitimo kiekis kvieCiy sé¢lenose po 2 ir 4 val. apdorojimo,
nustatytas ELISA RS antikiinais, pateikiamas 3.8 lent. Tyrimy rezultatai parodé, kad
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abu augaliniai fermentai turi glitima skaidanciy savybiy. Jau po 2 val. nustatytas
reikSmingas glitimo kiekio sumazéjimas kvieciy séleny substratuose su bromelainu ir
papainu (atitinkamai 89,85 ir 90,45%). Papaino proteolitinis poveikis neutralioje
s¢leny substrato aplinkoje buvo efektyvesnis nei bromelaino. Po 4 val. hidrolizés
papainu séleny bandiniuose nustatytas glitimo kiekis — 2800+205 mg/kg, o po 4 val.
hidrolizés bromelainu — 41004+218 mg/kg, po apdorojimo abiejy fermenty deriniu —
31504221 mg/kg [269].

3.8 lentelé. Glitimo kiekio poky¢iai* kvieciy séleny hidrolizatuose po 2 ir 4 val.
apdorojimo augaly fermentais

Po 2 val. Po 4 val.
. Glitimo kiekis, Glitimo kiekio Glitimo kiekis, Glitimo kiekio
Fermentai wase yaoe
mg/kg sumazéjimas, mg/kg sumazéjimas,
% %
Kontrolé** 527001442 10,14 48500 +£1045 17,31
Bromelainas 59554390 89,75 4100+£218 93,01
Papainas 5600+420 90,45 2800+205 95,23
Bromelainas+papainas 5959+385 89,84 3150+£221 94,63

*Glitimo kiekio sumazéjimas skaiCiuotas % nuo pradinio glitimo kiekio sélenose (58650
mg/kg); **kontroliniai séleny bandiniai ruosti su dejonizuotu vandeniu

Eksperimento duomenys parodé, kad augaliniy fermenty bromelaino ir papaino
efektyvumas hidrolizés procese yra lygiavertis ar net didesnis negu mikroorganizmy
fermenty — alkalazés, neutrazes ir flavorzimo, be to, augaliniai fermentai aktyvesni
platesniame pH ir temperatiiry intervale.

Lyginant visy tirty biologiniy priemoniy efektyvumq kvieciy séleny glitimo
hidrolizei reikia pastebéti, kad didZiausiu efektyvumu pasizyméjo augaly permeatai
(gautas maziausias glitimo kiekis po 24 val. apdorojimo — 53019 mg/kg), taip pat
aktyviai veike mikroorganizmy ir augaly fermentai (maziausias glitimo kiekis po 4 val.
hidrolizés — 2780+262-2800+205 mg/kg), o PRB monokultirinis poveikis buvo
silpnesnis, maziausias glitimo kiekis po 24 val. fermentacijos rastas L. plantarum P-1
substrate — 6550+225 mg/kg.

Ivertinus visy biopriemoniy praktinio pritaikymo galimybes mazinant glitimg
kvieciy produkty gamybos procese, augaly permeaty atsisakyta dél skoniniy ir
spalviniy ~ savybiy pokyciy apdorojamam  substratui. Priimtas sprendimas
tolimesniems tyrimams naudoti augalinius fermentus dél jy didesnio aktyvumo esant
rugstiniam pH, nes jy veikimg lengviau suderinti su kitomis biopriemonémis, tokiomis
kaip PRB fermentacija, ir pritaikyti duonos gamybos procese. Siekiant maksimalaus
hidrolizés efekto toliau pasirinkta placiau tirti augaliniy fermenty optimalias veikimo
sqlygas ir jy suderinimo su PRB veikla galimybes.

3.3. Optimaliy hidrolizés salygy augaliniams fermentams parinkimas

Siekiant maksimalaus hidrolizés efekto, labai svarbu optimizuoti visas fermenty
naudojimo salygas, ne tik pH, bet ir temperatiirg, fermenty koncentracija ir poveikio
trukme [238, 251].

Augaliniy fermenty bromelaino, papaino ir jy derinio veikimo salygos buvo
optimizuotos s¢leny substratams, vertinant temperatiiros, fermenty koncentracijos ir
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veikimo trukmeés jtaka séleny baltymy hidrolizés parametrams. Séleny baltymy
hidrolizé su augaly fermentais vykdyta nattiraliuose séleny substratuose esant pH 6,5.
Stebéti pokyciai po 2 ir 4 val. fermentinés hidrolizés. Fermenty koncentracijos
parinktos apibendrinus kity mokslininky tyrimus bei tiekéjy rekomendacijas — 0,25,
0,50, 0,75% nuo substrato masés. Kadangi fermenty gamintojai rekomenduoja platy
temperatirinj diapazong (35—65°C bromelainui ir 25-70°C papainui), tirta, kokia
temperattira (37, 45 ar 50°C) yra optimaliausia glitimo hidrolizei s¢lenose. Tyrimo
rezultatai apibendrinti 6 priede, kur fermento ir substrato santykis, temperatiira ir
apdorojimo trukmé — nepriklausomi faktoriai, o tirpiy baltymy koncentracija, glitimo
kiekis ir glitimo kiekio sumaZzéjimas procentais substratuose — priklausomi kintamieji.
Reakcijos salygy jtaka hidrolizés efektyvumui pateikiama 3.7-3.10 paveiksluose.

I§ tyrimy duomeny matyti, kad fermento risis ir fermento koncentracija turéjo
reikSmingg jtakg kvieciy séleny hidrolizés rezultatams: tirpiy baltymy koncentracijai
ir glitimo kiekio sumaz¢jimui. Geriausias rezultatas pasiektas kvieciy séleny
fermentacijai panaudojus 0,75% papaino esant 50°C.

Vienas i§ biidy jvertinti fermentinés hidrolizés efektyvuma yra tirpiy baltymy
koncentracija fermentuojamose terpése, nes ji dalinai parodo, kokia glitimo
makropolimery dalis suskilo, t. y. depolimerizavosi [160], taip pat kiek substrate yra
kity tirpiy baltyminiy medziagy (pvz., albuminy, laisvy aminoriig§¢iy). Analizuojant
tirpiy baltymy koncentracijos pokycius kvieciy séleny hidrolizatuose, pastebéti
reikSmingi skirtumai, palyginti su kontrole (p < 0,05). Tirpiy baltymy kiekis priklausé
nuo naudoto fermento riiSies ar jy derinio (3.7 pav.). Po 2 bei 4 val. hidrolizés
daugiausia tirpiy baltymy buvo nustatyta bandiniuose su papainu (3,06-3,91 mg/ml).
Bandiniuose su bromelainu tirpiy baltymy rasta maziau (2,94-3,69 mg/ml), o
bandiniuose su abiejy fermenty deriniu nustatyta 3,02-3,77 mg/ml tirpiy baltymy
koncentracija.
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3.7 pav. Tirpiy baltymy koncentracijos pokytis kvie€iy séleny substratuose priklausomai nuo
fermento
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IStyrus glitimo kiekj hidrolizatuose ELISA R5 metodu po 2 ir 4 val. fermentinio
apdorojimo, nustatytas reikSmingas glitimo kiekio sumazéjimas kvie€iy sélenose,
palyginti su neapdorotomis sélenomis bei kontroliniu bandiniu (3.8 pav.). Diagramoje
parodyta, kad aktyviausiai glitimg skaidé papainas (glitimo kiekio sumazéjimas siekée
net iki 95,59%) ir fermenty derinys (glitimo kiekis sumazéjo iki 95,25%).
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3.8 pav. Glitimo kiekio procentinis sumazéjimas séleny substratuose priklausomai nuo
fermento (zymés ,,0“ rodo iSskirtis, gautas esant mazoms 0,25% fermenty koncentracijoms)

Didesnés fermenty koncentracijos taip pat turéjo jtakos didesniam hidrolizés
efektui, taciau skirtumas tarp glitimo kiekio sumazéjimo naudojant 0,5 ir 0,75%
fermenty koncentracijas buvo nedidelis (3.9 pav.).
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3.9 pav. Glitimo kiekio sélenose procentinio sumazéjimo priklausomybé nuo fermenty
koncentracijos
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Vertinant temperatiros jtaka glitimo kiekio pokyc¢iams veikiant augaliniais
fermentais, nustatyta, kad visy kvieciy s¢leny méginiy glitimo hidrolizés efektyvumas
buvo reikSmingai mazesnis esant 37°C, taciau nebuvo patikimy skirtumy (p > 0,5) tarp
hidrolizés rezultaty esant 45 ir 50°C (3.10 pav.).
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3.10 pav. Glitimo kiekio sumazéjimas kvieciy séleny hidrolizatuose esant skirtingai
temperatiirai (Zymés ,,° rodo iSskirtis (kontroliniy séleny bandiniy vertes))

Daugiaveiksné ANOV A analiz¢ nustatant Fiserio reikSmingumo kriterijy parodé,
kad didziausig jtaka tirpiy baltymy kiekiui (¥ = 8,97, p < 0,05) ir glitimo sumazéjimui
(F=45,89, p <0,01) turéjo fermento koncentracija. Antras pagal svarbg faktorius —
fermento pasirinkimas — taip pat tur¢jo reikSmingg jtaka tirpiy baltymy kiekio
padidéjimui (F'= 7,42, p <0,05) bei glitimo kiekio sumazéjimui (F = 15,60, p <0,05).
Nustatytas nestiprus rySys tarp fermentinés hidrolizés temperattros ir glitimo kiekio
procentinio sumazejimo (F = 2,08, p < 0,5) tarp visy bandiniy, taciau skirtumai tarp
hidrolizuoto glitimo procentinés dalies esant 45 ir 50°C buvo statistiskai nereikSmingi
(F =091, p>0,5). Analizuojant temperatiiros jtaka atskiry fermenty aktyvumams
nustatyta, kad aukStesné temperatiira turéjo didesne jtaka (» = 0,71, p < 0,05)
bromelaino aktyvumui ir Siek tiek mazesne (» = 0,68, p <0,05) — papaino.

Siekiant jvertinti hidrolizés salygy jtaka skirtingy fermenty glitimo hidrolizés
efektyvumui, sudarytas Bajeso statistinis modelis — tiesinés linijinés regresijos lygtis.
Tiesing priklausomybe tarp hidrolizés laipsnio, iSreikSto glitimo sumaZzéjimo
procentine dalimi, ir kontroliuojamy fermentinés hidrolizés parametry (fermento
/substrato santykio, temperatiros bei trukmés) galima uzrasyti 3.1-3.3 lygtimis:

kai apdorojama bromelainu:

HL=32,6292xC+1,6454xT+1,9619%t-14,3295; 3.1
kai apdorojama papainu:
HL=30,782xC+1,450 T+2,146 xt—1,786, (3.2)

kai apdorojama bromelaino ir papaino deriniu:
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HL=31,8085*xC+1,5585xT+2,1355%t-8,0312; (3.3)
¢ia: HL — glitimo hidrolizés laipsnis, iSreikStas glitimo sumazéjimo procentine dalimi;
C — fermento koncentracija, %;
T — trukmé, val.;
t — temperatiira, °C.

Sudarant linijinés regresijos lygtis fermenty koncentracijos ir temperatiiros
svertiniai koeficientai nustatyti esant p < 0,001, o fermentinés hidrolizés trukmés
jtakos svertinis koeficientas p < 0,1. I§ tiesinés regresijos lygciy taip pat matosi, kad
didziausig jtaka hidrolizés efektyvumui turi fermento koncentracija, o reakcijos
temperatira ir trukmé — mazesne [269].

Taigi, didesnis tirpiy baltymy kiekis bei mazesnis glitimo kiekis hidrolizatuose
jrodé didesnj papaino efektyvuma. Naudojant papaino ir bromelaino derinj, tikétinas
sinerginis poveikis glitimo hidrolizei nebuvo gautas. Gauti rezultatai koreliuoja su
Cornell, Doherty ir Stelmasiak [270] rezultatais, kai papaino sinerginis poveikis Siek
tieck sumazéja naudojant kartu su bromelainu, bet padidéja saveikoje su kiauliy
virSkinamojo trakto fermentais. Vertinant temperatiiros jtakg augaliniy fermenty
aktyvumui, gauti panasus rezultatai, kaip Li ir kt. [251], kai optimali papaino veikimo
temperattra glitimo hidrolizei buvo 48°C. Skirtingy temperattry jtaka bromelaino
proteolitiniam efektyvumui tyrinéta mazai, taciau atskiruose tyrimuose jrodytas jo
aktyvumas skaidant kvieciy glitimg esant 37°C [224, 271] ir esant 50°C [10]
temperatrai.

Kadangi kiekybiniai skirtumai tarp bromelaino, papaino ir jy bendro derinio
efektyvumo hidrolizuojant glitimg is esmés nustatyti nedideli, tolimesniems jy
efektyvumo tyrimams, derinant su kitomis biopriemonémis ir imituojant duonos
gamybos sqlygas, naudojami abu fermentai. Nebuvo nustatyta reiksmingy skirtumy
tarp bromelaino ir papaino proteolitinio aktyvumo naudojant koncentracijas 0,5 ir
0,75% bei temperatiiras 45 bei 50°C, todél tolimesniems tyrimy etapams pasirinktas
optimumas: F/S santykis — 0,5% ir fermentinés hidrolizés temperatira — 45°C.

3.4. Kompleksinis biopriemoniy veikimas ir jo efektyvumas hidrolizuojant
kvieciy séleny glitima

Ivertinus atskiry biologiniy priemoniy (pieno riigsties bakterijy (PRB), augaly
permeaty ir komerciniy fermenty) efektyvumo rezultatus hidrolizuojant kvieciy séleny
glitimg ir fermenty veikimo salygas, optimaliam glitimo skaidymo rezultatui pasiekti
naudotas kompleksinis metodas, kur séleny apdorojimas augaliniais fermentais buvo
nuosekliai derintas su atrinkty PRB (L. acidophilus 308, L. brevis R-1 ir L. plantarum
P-1) miSiniu. Pirmame etape kvieCiy sélenos buvo apdorotos augaly fermentais
bromelainu ir papinu sudarant anksCiau nustatytas optimalias sglygas jy veikimui
(45°C, F/S santykis 0,5%). Po 2 val. fermentinés hidrolizés, siekiant maksimaliai
padidinti suskaidyty peptidy kiekj, séleny substratai inokuliuoti atrinkty trijy PRB
kulttiry, pasizyméjusiy didziausiu proteolitiniu aktyvumu, miSiniu. Tuo tikslu 2 val.
taikyta temperatiira 30°C, palanki mezofiliniy kultiiry L. brevis R-1 ir L. plantarum P-
1 veikimui, véliau (dar 8 val. iki eksperimento pabaigos) sudarytas temperatiirinis
rezimas, palankus L. acidophilus 308 (37°C). Gauti kiekybiniai ir kokybiniai pokyc¢iai
hidrolizuotuose séleny bandiniuose, tokie kaip pH, tirpiy baltymy koncentracijos,
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glitimo kiekio, baltymy molekulinés masés, laisvyjy aminortigséiy, gliadiny ir
imunoreaktyviy peptidy hidrolizé, parodé didesnj kompleksinio apdorojimo skirtingos
kilmés biopriemonémis poveiki.

3.4.1. pH poky¢iai ir proteolitinis aktyvumas substratuose fermentacijos metu

Visuose kompleksinés hidrolizés etapuose buvo jvertinti pH pokyciai
substratuose (3.9 lent.). Proceso pradzioje kvieciy séleny substratuose su augaliniais
fermentais pH buvo 6,5+0,03. Per 2 val. veikiant bromelainui ir papainui pH sumazéjo
iki 6,44-6,45+0,03. Dar po 2 val. fermentacijos bandiniuose su PRB riigstingumas
padidéjo iki 5,00-5,02+0,04, o kompleksinio fermentacijos proceso pabaigoje (po 12
val.) substraty rigstingumas pasieké¢ pH 4,01-4,28+0,02. Kontroliniuose augaliniy
fermenty substratuose su vandeniu pH verté taip pat kito tik siauresniame intervale ir
po 4 ir 12 val. nuo 6,5+0,03 nukrito atitinkamai iki 6,34+0,03 ir 5,37+0,03.

3.9 lentelé. pH poky¢iai kvieciy s¢leny substratuose nuoseklaus kompleksinio
apdorojimo skirtingomis biopriemonémis metu

. Po2 va!. . Po 2 val. fermentacijos Po 8 val. fermentacijos

Fermentai fermentinés 30°C 370C
hidrolizés 45°C
Su H:0 Su PRB Su H.0 Su PRB

Kontrole 6,42+0,03 6,34+0,03 4,92+0,03 5,37+£0,03  4,15+0,04
Bromelainas 6,44+0,02 6,43+0,02 5,00+0,04 5,31£0,02  4,16+0,05
Papainas 6,45+0,03 6,44+0,04 5,00+0,02 5,42+0,03  4,28+0,02
Bromelainas 6,44+0,02 6,43+0,04 5,02+0,04 5,35+0,02  4,01+0,02

+papainas

Susidarius silpnai rugstiniams pH, tikétina, kad kontroliniuose séleny
bandiniuose suaktyvéjo kvieCiy endogeniniai fermentai, o bandiniuose su PRB jie
galéjo sustiprinti bakterijy peptidaziy glitimo hidrolizés procesa. Susidargs Zzemesnis
pH buvo palankus ir aktyvesnei bromelaino veiklai.

Proceso pabaigoje, po 12 val. fermentacijos kombinuotu metodu, buvo
nustatytas bendras proteolitinis aktyvumas kvieciy séleny substratuose (3.11 pav.).
Bendras proteolitinis aktyvumas kvie¢iy séleny substratuose po 12 val. apdorojimo
augaliniais fermentais bromelainu, papainu bei jy deriniu buvo panasus (atitinkamai
0,042, 0,045 ir 0,0434£0,003 AV/ml). PRB apdoroty séleny substratuose nustatytas
mazesnis proteolitinis aktyvumas 0,036+0,004 AV/ml. Substratuose, kur taikytas
kombinuotos fermentacijos metodas, proteolitinis aktyvumas buvo daug didesnis (nuo
0,087 iki 0,102 AV/ml). Didziausias proteolitinis aktyvumas nustatytas bromelaino ir
PRB hidrolizatuose (0,102+0,008 AV/ml), Siek tiek mazesnis — substratuose su
papainu ir PRB (0,096+0,007 AV/ml) bei substratuose su bromelainu, papainu ir PRB
(0,087+0,004 AV/ml).
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3.11 pav. Bendras proteolitinis aktyvumas kvieciy séleny substratuose po fermentacijos
kombinuotu biopriemoniy metodu. K — kontrolé, B — bromelainas, P — papainas, B+P —
bromelainas+papainas, PRB — pieno rtigsties bakterijy (L. acidophilus 308, L. brevis R-1 ir L.
plantarum P-1) misinys, B+PRB — bromelainas ir PRB, P+PRB papainas ir PRB, B+P+PRB
— bromelainas, papainas ir PRB

Proteolitinio aktyvumo rezultatai pasikartojo ir atliekant proteaziy aktyvumo
tyrima jduby metodu agarizuotoje gliadiny terp¢je (3.12 pav.). Vertinant vizualiai
matosi, kad vien tik bromelainu hidrolizuoty gliadiny zona yra siauresné, o papainu ir
abiejy augaliniy fermenty deriniu — platesn¢ (3.12 pav., a). Derinant kompleksiskai
augalinius fermentus su PRB misiniu, placiausia hidrolizuoty gliadiny zona nustatyta
veikiant bromelainui ir PRB, t. y. $io derinio proteolitinis aktyvumas buvo didziausias
(3.12 pav., b).

Bromelainas Papainas

Bromelainas+PRB Papainas+PRB

o

Bromelainas+ Vanduo

Kontrolé Bromelainas+papainas
papainas i

+PRB

L — i .
3.12 pav. Proteolitinis aktyvumas agarizuotuose gliadiny substratuose jduby metodu esant
37°C po apdorojimo biopriemonémis: a — augaliniais fermentais bromelainu, papainu bei jy
deriniu; b — augaliniy fermenty ir PRB kompleksais

3.4.2. Tirpiy baltymu koncentracijos pokytis hidrolizatuose

Kvieciy séleny hidrolizatuose po apdorojimo skirtingomis biopriemonémis rasta
reikSmingy tirpiy baltymy koncentracijy skirtumy (3.13 pav.). Veikiant vien
fermentais, efektyviausiai baltymus skaidé papainas — palyginti su kvie€iy séleny
kontroliniais bandiniais, tirpiy baltymy kiekis bandiniuose su papainu buvo didesnis
20%, o bromelaino substratuose — tik 7,85%. Vertinant kompleksinj augaly fermenty
ir PRB poveikj, didZiausias tirpiy baltymy kiekis nustatytas bromelaino ir PRB kvie¢iy
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seleny substrate — 3,47+0,06 mg/ml (22,59% daugiau, palyginti su kontroliniu
meéginiu). Bandiniuose su papaino bei abiejy augaliniy proteaziy deriniu ir PRB rasta
3,24-3,46+0,05 mg/ml tirpiy baltymy, taigi, Siek tiek maziau negu apdorojant tik
bromelainu ir PRB.

\P)

St — o L Wk b
ke

o

N

0

W
=

Tirpiy baltymy
koncentracija, mg/ml

(=]

K B P B+P PRB B+PRB P+PRB B+P+PRB

Bandiniai

3.13 pav. Tirpiy baltymy koncentracija kvie¢iy séleny hidrolizatuose po apdorojimo
biopriemonémis: K — kontrolé, B — bromelainas, P — papainas, B+P — bromelainas, papainas,
PRB — pieno riigsties bakterijos, B+PRB — bromelainas ir PRB, P+PRB — papainas ir PRB,
B+P+PRB — bromelainas, papainas ir PRB

Nustatyta stipri priklausomybé (r = 0,80, p < 0,05) tarp bendro proteaziy
aktyvumo hidrolizatuose ir tirpiy baltymy koncentracijy padidéjimo. Daugiausia tirpiy
baltymy rasta bandiniuose su bromelainu ir PRB, kuriuose buvo ir didziausias dviem
metodais jvertintas proteolitinis aktyvumas. Didelé tirpiy baltymy koncentracija
substrate parodé, kad taikant kompleksing séleny fermentacijg bromelainu ir PRB
aktyviausiai vyko glitimo baltymy skaidymas.

3.4.3. Glitimo kiekio pokyciai hidrolizatuose

Maziausias glitimo kiekis ELISA R5 metodu nustatytas substratuose su
bromelainu ir PRB (3.10 lent.).
3.10 lentelé. Glitimo kiekis ir jo poky¢iai* kvieciy séleny hidrolizatuose po
fermentacijos skirtingomis biopriemonémis bei jy deriniais

Biopriemonés Glitimo kiekis, mg/kg Glitimo kiekio sumazéjimas, %
K 376063808 35,88
B 39554316 93,26
P 26504220 95,48
B+P 38024304 93,52
PRB 7695+886 86,88
B+PRB 620+43 98,94
P+PRB 950£76 98,38
B+P+PRB 1530+£148 97,39

*Glitimo kiekio sumazéjimas skaiciuotas % nuo pradinio glitimo kiekio sé¢lenose (58650
mg/kg)

K — kontrolé (su dejonizuotu vandeniu), B — bromelainas, P — papainas, B+P — bromelainas,
papainas, PRB — pieno riigsties bakterijos, B+PRB — bromelainas ir PRB, P+PRB — papainas
ir PRB, B+P+PRB — bromelainas, papainas ir PRB
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ELISA RS tyrimo rezultatai parodé reikSmingus glitimo koncentracijos pokycius
ir skirtumus tarp bandymo varianty. Maziausias glitimo kiekis rastas kvieciy séleny
substrate po kompleksinio apdorojimo bromelainu ir PRB (620+43 mg/kg). Tai jrode,
kad S§is kompleksinis fermentacijos metodas gali reikSmingai sumazinti
imunoreaktyvaus glitimo kiekj (98,94%). Kiti deriniai buvo maziau efektyviis
skaidant glitima: derinant papaing su PRB pasiektas mazesnis efektyvumas (98,38%),
o dviejy augaliniy fermenty ir PRB derinys glitimo kiekj sumazino 97,39%. Poveikis
glitimo hidrolizei taikant atskiras biopriemones buvo reik§mingai maZesnis: su
bromelainu — 93,26%, su papainu — 95,48% ir su PRB misiniu — 86,88%.

Lyginant rezultatus su kity panasiy tyrimy duomenimis, kuriuose bakterijos bei
gryby proteazés kartu su PRB naudotos kvietiniams miltams fermentuoti, galima
konstatuoti, kad gautas hidrolizés efektas aukstesnis nei Mickowskos ir kt. [272]
tyrime, kur veikiant flavorzimui kartu su PRB buvo pasiektas 1,5-2,3% likutinis
glitimo kiekis, taciau Siek tiek mazesnis uz didziausig grybinés kilmes fermento AN-
PEP ir PRB pasiekta 99,20% hidrolizés efekty [238, 243, 244, 245, 253, 273].

3.4.4. Glitimo baltymy molekulinés masés pokyciai

Siekiant jvertinti, kokios molekulinés masés baltymy frakcijos vyrauja kvieciy
séleny bandiniuose po apdorojimo skirtingomis biopriemonémis, baltymai buvo
analizuoti gelinés elektroforezés metodu. Kvieciy séleny baltymy molekuliniy masiy
analizés ataskaita, suformuota UVITEC 1D geliy dokumentavimo sistema, pateikiama
3.14 pav.

kDa K B P B+P PRB B+PRB  P+PRB B+P+PRB MM kDa
188.118 @ 200.000

120.566—| 116.000
101.072— 97.000
71.300-_ |
67.602— [i==  66.000
61.955
53516 55.000
48.158— o 45.000
45.000
35631
30.638, f 36.000
28388\
26212\
23.796 —29.000
\ — - 24.000
21.976
21.349 [ El
20.508
20.142 — 20.000
19.811
19.345
17.977
15.793
12.703- - 14.200
9.474—
i - 6.500

3.14 pav. Kvieciy s¢leny glitimo baltymy frakcijos hidrolizatuose (UVITEC 1D geliy
dokumentavimo sistema). K (kontrolé): 188,118-7,593 kDa; B (bromelainas): 25,124-5,258
kDa; P (papainas): 24,953-5,258 kDa; B+P (bromelainas, papainas): 26,788— 6,774 kDa;
PRB (pieno riigsties bakterijos): 26,788-6,774 kDa; B+PRB (bromelainas, PRB): <6,003
kDa; P+PRB (papainas, PRB): <6,003 kDa; B+P+PRB (bromelainas, papainas, PRB):
<6,003 kDa; MM (molekulinis masés zymuo): 200,000-6,500 kDa
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Nustatyti skirtumai tarp kvieciy séleny baltymy, apdoroty skirtingomis
biopriemonémis, molekuliniy masiy. Po kvieCiy séleny fermentinés hidrolizés bei
kombinuoto apdorojimo biopriemonémis séleny substratuose sumazéjo didelés
molekulinés masés baltymy ir padaugéjo jy skilimo produkty. Kontroliniame séleny
méginyje (K) rasta jvairios molekulinés masés baltymy nuo 188,118 iki 7,593 kDa.
Cia nustatyta: 101,00-188,00 kDa molekulinés masés gliuteninai bei jy skilimo
produktai, w-gliadinai (61,00-71,00 kDa), a- B- ir y-gliadinai (28,00—42,00 kDa), o
taip pat mazesnés molekulinés masés jy skilimo produktai, albuminai bei globulinai,
kuriy molekuliné masé mazesné negu 25,00 kDa. Augaliniais fermentais apdorotuose
méginiuose (B, P, B+P) nebuvo rasta baltymy, kuriy molekuliné masé biity didesné
kaip 26,80 kDa, taciau gana ryskios baltymy juostos, kurios patenka j 22,00-26,00 ir
6,00-12,00 kDa diapazonus. Tai reiskia, kad augaliniai fermentai gali suskaidyti
stambius prolaminus iki smulkesniy dariniy, jie turi specifiniy proteaziy, kurios
nutraukia sieros tiltelius tarp Cys, taciau jie nepajégia iki galo hidrolizuoti visy a-, B-
ir y-gliadiny, nors ir pastebétas mazos molekulinés masés junginiy koncentracijos
padidéjimas. PanaSios molekulinés masés baltymy juostos susiformavo ir kvieCiy
s¢leny méginyje, fermentuotame tik su PRB — jame taip pat nerasta baltymy, kuriy
molekuliné masé virSyty 26,80 kDa, taCiau jame nustatyta daugiau vidutinio dydzio
(11,00-20,00 kDa) skilimo produkty. Pagal skiriamajg gebg atliktas baltymy
iSskirstymas néra tinkamas tiksliai labai mazos molekulinés masés baltymy analizei,
taCiau gelyje aiskiai matyti, kad po apdorojimo augaliniais fermentais ir PRB kviec¢iy
séleny hidrolizatuose neliko glitimo fragmenty, kuriy molekuliné masé virSyty 6,00
kDa.

Naudojant UVITEC 1D geliy dokumentavimo sistemg buvo galima palyginti
skirtingomis biopriemonémis apdoroty sé¢leny nudazyty baltymy juosty intensyvuma,
taigi tokiu budu buvo jvertintos skirtingy frakcijy baltymy koncentracijos. Skirtumai
tarp baltymy juosty intensyvumy takeliuose stebéti vizualiai (3.15 pav.).

3.15 pav. Kvieciy séleny glitimo baltymy juosty intensyvumo palyginimas: a — kontrolinis
s¢leny méginys, b — bromelainas, ¢ — papainas, d — bromelainas ir papainas, e — bromelainas,
papainas ir PRB
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IS baltymy frakcijy smailiy auks¢io matyti, kad kvieciy séleny kontroliniame
bandinyje (3.15 pav., a) didziausiu intensyvumu pasizyméjo gliadiny, kuriy
molekuliné¢ masé 23,00-29,00 kDa, ir maZziausios molekulinés masés, t. y. mazesnés
negu 6,50 kDa, baltymy juostos, kurios vyrauja ir kituose, tik augaliniais fermentais
apdorotuose bandinuose (3.15 pav., b, ¢, d), o kompleksiniu metodu (bromelainu,
papainu ir PRB) apdoroty kvieciy bandinyje (3.15 pav., e) didesniu intensyvumu
i8siskyré tik mazos molekulinés masés (mazesnés nei 6,00 kDa) baltymy juostos.

NaDS-PAGE analizé papildé ir praplété rezultatus apie fermentavimo metodo
biotechnologinémis priemonémis ir jy deriniais glitimo proteolizés efektyvuma. Kita
vertus, nors akivaizdziai matyti, kad s¢leny hidrolizatuose s¢kmingai pavyko
suskaidyti glitimo baltymus iki mazesnés molekulinés masés peptidy, taciau Sis
metodas neleidzia identifikuoti, kokie tiksliai skilimo produktai susidaré ir liko
substratuose po fermentacijos.

3.4.5. Laisvyjy aminoriugsciy kiekio poky¢iai sélenose

Laisvyjy aminortigsciy kiekio padidéjimas fermentuojamuose substratuose yra
svarbus baltymy hidrolizés efektyvumo rodiklis, kuris parodo, kaip fermentai ar jy
deriniai su PRB mikroorganizmy proteazémis geba skaidyti peptidines jungtis. ESCh
metodu nustatytas suminis aminortig§¢iy kiekis neapdorotame séleny méginyje —
13,29+£0,72 g/100g. Gauti rezultatai (3.11 lent.) koreliuoja su nustatytu bendru
baltymy kiekiu sélenose (13,88+0,22 g /100 g) ir yra panasis j paskelbtus Zhang ir
Tan [274]. Daugiausia kvieciy sélenose rasta Gln (3,08+0,29 g/100 g) ir Pro
(1,33+0,12 g/100 g), taip pat Asp, Arg ir [le aminorfigs¢iy, o visai nerasta Asn.

Lyginant kvieCiy séleny bandinius, apdorotus tik augaliniais fermentais,
daugiausia laisvy aminoriig§¢iy nustatyta substratuose su papainu bei papaino ir
bromelaino deriniu, o substrate su bromelainu — maziau. Palyginti su kontroliniu
séleny bandiniu, kuriame laisvos aminoriigstys sudaré tik 0,688+0,05 mg/100g (5,17%
bendro aminoriigs¢iy kiekio) po fermentinés hidrolizés bromelainu jy padaugéjo iki
17,32% (3,35 kartus), po apdorojimo papainu laisvos aminortgstys sudaré 25,55%
(padaugéjo 4,94 karto). Fermenty derinio poveikis buvo vidutinio lygio — atsilaisvino
3,20+0,24 mg/100 g aminoriigsciy, kas sudar¢ 24,06% nuo suminio aminortigsciy
kiekio, palyginti su kontroliniu méginiu, jy rasta daugiau 4,65 karto.

Analizuojant atskiry aminoriigs¢iy koncentracijy padidéjimo skirtumus, ypac
svarbus yra glitimui biidingy laisvy Gln ir Pro aminortigs¢iy kiekybinis pokytis. Jis
jrodo galimybe, kad naudojant biopriemones (augalinius ir PRB fermentus bei jy
derinius) galima hidrolizuoti specifines sunkiai skaidomas glitimo peptidines jungtis.
Siame kontekste efektyviausias buvo papainas, palyginti su kontroliniu méginiu,
laisvo Gln kiekis padidéjo 3,91 karto nuo 0,076+0,007 g/100 g iki 0,297+0,020 g/100
g, o laisvo Pro kiekis padidéjo net 139 kartus: nuo 0,006+0,001 g/100 g iki
0,822+0,070 g/100 g.
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Lyginant rezultatus bandiniy, kuriuose fermentiné hidroliz¢ buvo kompleksiskai
derinta su PRB poveikiu, nustatytas didesnis bromelaino efektyvumas, kur laisvy
aminorigsciy, palyginti su kontroliniu méginiu, padaugéjo 5,86 karto (iki 4,027+0,280
g/100 g) (3.11 lent.). Papaino ir PRB poveikis buvo $iek tiek silpnesnis (3,906+0,260
g/100 g, 5,68 karto), o abiejy fermenty derinys veiké silpniau sprendziant pagal
mazesn] susiformavusiy laisvy aminortigs¢iy kiekj (3,780+0,250 g/100g, 5,50 karto
padidé¢jimas). Taikant kompleksinj augaliniy fermenty ir PRB poveikj, visais atvejais
substratuose buvo nustatyta daugiau laisvy aminortig§¢iy negu apdorojus tik
fermentais arba PRB, tadiau, nors buvo tikétasi didesnio laisvy Gln ir Pro
aminoriigs§¢iy kiekio padidéjimo, jis buvo vidutinio lygio: didesnis negu po
apdorojimo bromelainu arba fermenty deriniu, taciau truputj mazesnis negu skaidant
séleny baltymus tik papainu.

Gauti laisvy aminoriigsciy tyrimo rezultatai dar kartg patvirtino gautg didesnj
hidrolizes efekta taikant kompleksinj apdorojimg augaly fermentais ir PRB. Palyginti
su kitais moksliniais tyrimais, vertinant laisvy aminortig§¢iy rezultatus gautas didesnis
hidrolizés efektas dél fermentinio apdorojimo ir PRB mikroorganizmy fermentacijos
derinimo. Mickowska ir kt. [272] nustaté, kad po 24 val. fermentinés hidrolizés
flavorzimu kvieCiy ir rugiy substratuose iSsiskiria daugiau nei 33% laisvyjy
aminoriig§ciy, o kombinuoto flavorzimo poveikio su PRB atveju laisvy aminoriigsciy
procentin¢ dalis nustatyta mazesné (22,50-26,70%).

Kita vertus, laisvy aminortigs¢iy tyrimo duomenys gali ne iki galo parodyti
tikraja glitimo hidrolizés situacija, nes dalis gliadiny ir gliuteniny suskyla iki di-,
tripeptidy ar ilgesniy peptidy, todel buvo tikslinga jsitikinti, ar laisvy aminortigsciy
poky¢iy rezultatai koreliuoja su bendru glitimo kiekiu, nustatytu imunofermentiniu
ELISA RS metodu (3.10 lent.), kuris parodo, kiek sumazéja antikiinais atpazjstamy
imunoreaktyviy glitimo fragmenty. Atlikus Pearsono koreliacijos analiz¢ nustatyta,
kad yra stipri tiesioging priklausomybé (» = 0,87, p < 0,05) tarp laisvy aminortig§¢iy
procentinés dalies ir glitimo kiekio sumazg¢jimo procentinés iSraiskos. Tiesinés
priklausomybés lygties determinacijos koeficientas nustatytas vidutinio dydzio (R —
0,75) (3.16 pav., a), todél Sig priklausomybe tiksliau galima pavaizduoti eksponentine
lygtimi (R - 0,86).
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3.16 pav. Rysys tarp laisvy aminoriig§éiy santykinés dalies kvieciy séleny hidrolizatuose ir
hidrolizuoto glitimo dalies (a) bei bendro proteolitinio aktyvumo (b)
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Taip pat nustatytas stiprus tiesinis rySys tarp laisvyjy aminoriigsciy santykinés
dalies ir bendro proteaziy aktyvumo (R* — 0,81) (3.16 pav., b), kuris patvirtino, kad
bendram proteaziy aktyvumo nustatymui naudotas metodas, jvertinantis laisvo Tyr
kiekj, susidariusj kazeino hidrolizés metu, gana tiksliai parodé visy laisvy
aminortigs¢iy padidéjimg ir biopriemoniy efektyvumg skaidant glitimo baltymus.
3.4.6. Hidrolizés biopriemonémis jtaka glitimo baltymy gliadiny pokyc¢iams
kvieciy sélenose
3.4.6.1. Kiekybiniai poky¢iai

Kiekybiniam glitimo nustatymui S§iuo metu néra visuotinai pripazinto
standartizuoto chromatografijos metodo [275]. Vienintelis standartais jteisintas
glitimo nustatymo metodas yra ELISA R5 imunofermentinis metodas, taciau kyla
nemazai diskusijy dél jo tikslumo [276, 277]. Moksliniuose tyrimuose dazniausiai
naudojamas ESCh/MS tandemas leidzia nustatyti atskiry glitimo peptidy i$¢jimo
laikus ir jy kiekybinius parametrus. Sio metodo triikumas yra brangi jranga, jis
sudétingas ir reikalauja aukstos kvalifikacijos tyréjy [278]. AF-ESCh galéty buti
nepriklausomas pamatinis glitimo baltymy koncentracijos nustatymo metodas, tac¢iau
susiduriama su problema, kad glitimas yra ne cheminis junginys, o baltymy ir peptidy
misinys, todél néra chromatografiniams tyrimams tinkamo tikslaus glitimo standarto.
Moksliniuose tyrimuose glitimo kiekybiniam jvertinimui ESCh metodu kaip standarta
bandyta naudoti jaucio serumo albuming [79, 202, 279], susintetintus gliadiny
peptidus [87, 273]. Taip pat yra tyrimy metodiky, kur glitimo kalibracinei tiesei
naudotas kvieciy gliadinas [261, 262, 278, 280, 281].

Siame tyrime AF-ESCh metodui kaip glitimo standartas taip pat naudotas Sigma
Aldrich kvieciy gliadinas, kuris yra jvairiy alkoholyje tirpiy kvie¢iy gliadiny miSinys.
Skirstant skirtingomis biopriemonémis apdoroty kvie¢iy séleny gliadiny frakcijy
bandinius (3.17 pav., a) bei skirtingy koncentracijy gliadino standarty tirpalus
(3.17 pav., b), aukscCiausios smailés uzfiksuotos 54—58 min.
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3.17 pav. Palyginamosios smailiy chromatogramos, rodancios skirtingas nesuskaidyty
gliadiny bei standartinés gliadiny medziagos koncentracijas: a — y-gliadiny koncentracijos,
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gautos po kvie¢iy séleny apdorojimo skirtingomis biopriemonémis, b — skirtingy
koncentracijy gliadiny standarto i$¢jimo smailés

Buvo pastebéta, kad 55 min. uzfiksuoty smailiy plotai buvo proporcingi paruosty
standarto tirpaly koncentracijoms. tirpaluose. Siame taske buvo sudaryta kalibraciné
tiesé (7r. 7 priedg). Gautas tiesés determinacijos koeficiantas R* — 0,9997 parodé, kad
smailiy plotai tiksliai koreliuoja su gliadiny koncentracijomis

Skirtingomis biologinémis priemonémis apdoroty séleny gliadiny smailiy plotai
(3.17 pav., 3.12 lent.) patvirtino kompleksnio apdorojimo fermentais ir PRB metodo
efektyvuma. Remiantis kalibracine tiese nustatyti santykiniai kvie¢iy gliadiny kiekiai
skaitine iSraiSka patvirtino, kad geriausias hidrolizés rezultatas pasiektas taikant
bromelaino ir PRB kombinuota poveikj. ESCh metodu nustatytas santykinis gliadiny
kiekis buvo vidutiniskai 1,5-3 kartus mazesnis uz imunofermentiniu metodu gautus
glitimo rodiklius (3.12 lent.). ApskaiCiuojant glitimo koncentracijg pagal Codex
Alimentarius standarting metodika [113], gliadiny kiekis dauginamas i$ dviejy, taciau
Siame darbe perskaiCiavimas netaikomas dél galimy nedideliy gliadiny nuostoliy
bandiniy gryninimo (kietafazés ekstrakcijos) metu.

3.12 lentelé. Santykinis kvieciy gliadiny kiekis, nustatytas AF-ESCh, ir glitimo kiekis,
nustatytas ELISA RS metodu, kvie€iy s¢leny hidrolizés produktuose po apdorojimo
skirtingomis biopriemonémis

Biologinés SantyKkinis gliadiny kiekis, Glitimo kiekis, mg/kg,

priemonés nustatytas ESCh metodu nustatytas ELISA RS metodu
K 12855+625 37606+3808

B 2877+160 39554316

P 13894111 26504220

B+P 1811£220 3802+304

PRB 3725+146 76954887

B+PRB 338430 620+43

P+PRB 617+52 950+76

B+P+PRB 11244129 1530+148

K — kontrolé (su dejonizuotu vandeniu), B — bromelainas, P — papainas, B+P — bromelainas,
papainas, PRB — pieno riigsties bakterijos, B+PRB — bromelainas ir PRB, P+PRB — papainas
ir PRB, B+P+PRB — bromelainas, papainas ir PRB

Siekiant jvertinti AF-ESCh metodo tikslumg kiekybiniam kvieciy gliadiny
tyrimui buvo nustatyta priklausomybé tarp Siuo metodu gauty gliadino kiekybiniy
rezultaty ir glitimo kiekio, nustatyto ELISA RS metodu (3.18 pav.), bei tirpiy baltymy
koncentracijos substratuose. Gauta stipri tiesiné priklausomybé tarp AF-ESCh metodu
nustatyto santykinio gliadiny kiekio ir glitimo kiekio, nustatyto imunofermentiniu
metodu. Nustatytas aukstas determinacijos koeficientas (R* — 0,98) parodé $io metodo
tinkamumga glitimo kiekiui jvertinti. Koreliacija tarp gliadino kiekiy, nustatyty AF-
ESCh ir ELISA RS metodais, gauta auksStesné nei Scherf tyrime [281], kur buvo
nustatytas vidutinio stiprumo rySys (»=0,763). Kita vertus, AF-ESCh metodas glitimo
kiekiui tirti naudojant gliading kaip standarta néra tinkamas maZzesniems nei 100
mg/kg kiekiams nustatyti, nes standarto smailiy plotai su 10-100 mg/kg gliadino
nebuvo proporcingi tirpaly koncentracijoms.
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3.18 pav. Priklausomybeé tarp gliadiny ir glitimo kiekio, nustatyto ESCh ir ELISA R5
metodais

Buvo nustatyta stipri neigiama koreliacija (r = —0,89, p < 0,05) tarp tirpiy
baltymy koncentracijos kvieCiy s¢leny substratuose ir santykinio gliadiny kiekio,
nustatyto ESCh metodu, ir silpnesné¢ neigiama koreliacija tarp tirpiy baltymy
koncentracijos ( = —0,76, p < 0,05) ir glitimo kiekio, nustatyto ELISA R5 metodu.
Taigi, tirpiy baltymy koncentracijos nustatymas yra gana paprastas ir tikslus metodas
glitimo hidrolizés efektyvumui vertinti.

3.4.6.2. Kokybiniai poky¢iai

Kviec¢iy séleny baltymy gliadiny frakcijos kokybiniai poky¢iai buvo jvertinti
AF-ESCh skirstymo metodu. Taikant gradienta, pateikta 2.2.10. skyriuje, pirmiau
elivavo didziausiu poliskumu pasizymintys o-gliadinai, po jy — o-/B-gliadinai ir
hidrolizuoti gliadiny peptidai, o proceso pabaigoje — daugiausia sieros turintys -
gliadinai (3.19 pav.).

N 8 @ 2 B
[=-] CD m‘..g.ug{u..

Santykinis intensyvumas

W_, A

-250 @-gliadinai |o-,p-gliadinai Hidrolizés produktai T-gliadinai

N N
5,0 10,0 16,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 450 50,0 55,0

Sulaikymo trukmé, min

3.19 pav. Kvieéiy séleny, apdoroty bromelainu, gliadingy AF-ESCh chromatograma

3D chromatogramose (3.20 pav.) matomos auks¢iausios smailés skirstymo pradzioje
— iki 5 min. bei pabaigoje — nuo 50 min. Kadangi diody matricos detektorius
registruoja visg bangos ilgiy spektra, didziausias smailiy intensyvumas buvo esant
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200-250 nm bangos ilgiui, maksimali raiSka nustatyta esant 210 nm, todéel $is bangos
ilgis ir pasirinktas tolimesniems tyrimams. Skirtingomis biopriemonémis apdoroty
kvieciy s¢leny hidrolizatuose isrySkéjo akivaizdis skirtumai tarp smailiy, kurios i$¢jo
55-58 min., intensyvumy: didZiausias y-gliadiny smailiy intensyvumas uzfiksuotas
kontroliniame bandinyje (3.20 pav., a), o bandiniuose, apdorotuose augaliniais
fermentais, jis buvo mazesnis (3.20 pav., b, ¢, d).

Intensyvumas, pVv’

a ) -
- 3827
-479
201 —
: - ~ e 50.00 60.00
45 — - 30.00 30.00 Sulaikymo
Bangos ilgis, nm 500 00.00 10.00 trukmé, min

Intensyvumas, pV

C
1470
()]
-491
7, G0.00
200, 1
230 300 o 40.0 N
350 400\ Sulaikymo
Bangos ilgis, nm 450 2. trukmé, min

— 1 T—— Intensyvumas, pV

o 1687

-424

— 5"
- 7 20.00 000" Sulail
< 10.00 aikymo

00.00 trukmé, min

g Intensyvumas, pV

o 1334

-524

Intensyvumas, pV’
2199

-488

60.00

oo i000 50.00
20.00 Sulaikymo
10.00 ey

00 00.00 trukmé, min

Bangos ilgis, nm

d | Intensyvumas, pVv
! 1165

400
Bangos ilgis,nm 450

Intensyvumas, pV'

ilgi 450
Bangos ilgis, nm 500

T ‘ Intensyvumas, iV
- 2940

-480

3.20 pav. Kvieciy séleny gliadiny, apdoroty augaliniais fermentais, AF-ESCh 3D
chromatogramos: a — kontrolinis séleny méginys, b — bromelainas, ¢ — papainas, d —
bromelainas ir papainas, e — pieno riigsties bakterijos (PRB), f — bromelainas ir PRB, g —
papainas ir PRB, h — bromelainas, papainas ir PRB
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Bandinyje, apdorotame tik PRB (3.20 pav., e), buvo matomos gana intensyvios
o-/B-/y-gliadiny smailés. Bandiniuose su augaliniais fermentais ir PRB (3.20 pav., f,
g, h) iy smailiy intensyvumai buvo mazesni. Maziausi o-/p-/y-gliadiny smailiy
intensyvumai nustatyti séleny hidrolizatuose, apdorotuose bromelainu ir PRB
(3.16 pav., ). Sugretinant kvieCiy séleny kontrolinio méginio ir fermentiniu biidu
suskaidyty gliadiny chromatogramas, buvo pastebétas akivaizdus skirtumas tarp
baltymy, kurie elivavo tarp 2—5 min. (baltymy, kuriy kolon¢lé nesulaike). IS gliadiny
pirmieji eliuavo w-gliadinai — ryskiausia smailé i$¢jo 11,5 min. (3.18 pav. ir 3.21 pav.,
a). Kontrolinio séleny méginio smailiy plotai buvo 2-2,5 karto didesni negu
biopriemonémis apdoroty méginiy, i§ to galima spresti, kad po apdorojimo
biopriemonémis ®-gliadiny koncentracija sumazéjo. Nepastebéta akivaizdziy
skirtumy tarp skirtingomis biopriemonémis apdoroty séleny o-gliadiny smailiy
intensyvumy, vadinasi, jy hidrolizés efektyvumas skaidant o-gliadinus buvo panasus.
Akivaizdziy skirtumy nepastebéta ir tarp skirtingomis priemonémis apdoroty s¢leny
gliadiny skilimo produkty (3.21 pav.,, b). IS chromatogramy matyti, kad
biopriemonémis apdoroty gliadiny bandiniuose skilimo produkty smailés didesnés,
palyginti su kontrole. Kontroliniuose bandiniuose jy arba neuzfiksuota, arba uzfiksuoti
daug mazesni smailiy plotai. Tai parodé, kad apdorojant sélenas biopriemonémis
susidaré mazesnés molekulinés masés peptidai, kuriy nebuvo kontroliniame
bandinyje.
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3.21 pav. Kvieciy séleny gliadiny kokybiniai poky¢iai substratuose, uzfiksuoti AF-ESCh
metodu, po fermentinés hidrolizés skirtingais fermentais esant 45°C: a — w-gliadiny smailiy
intensyvumai, b — gliadiny skilimo produktai

Akivaizdis skirtumai nustatyti lyginant skirtingy séleny bandiniy o-/p-gliadiny
(3.22 pav., a) ir y-gliadiny (3.22 pav., b) smailiy intensyvumus. Tai parodo Siy
gliadiny peptidy kiekio sumazéjima, palyginti su kontroliniu bandiniu. I§ smailiy
intensyvumy iSsidéstymo galima spresti, kad, skaidant o-/B-gliadinus didZiausiu
efektyvumu, tiek veikdamas vienas, tiek kartu su PRB, pasizyméjo bromelainas.
Bromelaino ir PRB derinys buvo efektyviausias ir skaidant y-gliadinus.
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3.22 pav. o-/B-gliadiny (a) ir y-gliadiny (b) smailiy intensyvumo palyginimas: K — kontrolé
(su dejonizuotu vandeniu), P — papainas, B — bromelainas, B+P — bromelainas ir papainas,
PRB - pieno ragsties bakterijos, P+PRB — papainas ir PRB, B+PRB — bromelainas ir PRB,

B+P+PRB — bromelainas, papainas ir PRB

3.4.6.3. Gliadiny hidrolizés produkty analizé

Kvieciy séleny baltymy hidrolizés produktams tirti buvo naudota efektyviosios
skys¢iy chromatografijos su kvadrupoliniu—skriejimo laiko masiy spektrometru
(ESCh-Q/TOF) analiz¢, kadangi tyrimui naudojant gliadiny standartg peptidy ilgiy ir
aminoriig§¢iy seky identifikuoti negalima. Dazniausiai atliekant MS/MS analize ir
automatizuotg junginiy paieska bibliotekoje kvieCiy baltymy méginiai papildomai
skaidomi tripsinu arba chimotripsinu [82, 282], taciau Siame tyrime biity neaisku, ar
identifikuoti hidrolizés skilimo produktai méginiuose susidaré po apdorojimo
biopriemonémis, ar po galutinio skaidymo tripsinu / chimotripsinu méginio paruos§imo
metu. [vertinus §iuos niuansus, buvo pasirinkta atlikti méginiy MS fragmenty analiz¢
be papildomo fermentinio apdorojimo.

Analizuojant biologinémis priemonémis apdoroty bandiniy gliadiny frakcijas
(analogiskas bandiniams 3.7.6. skyriuje, taikant tas pacias skirstymo salygas ir
kolonéle) naudojant jautresnj ESCh-Q/TOF instrumentg, geriau iSryskéjo skirtumai
chromatogramose tarp gliadiny skilimo produkty, kurie i$¢jo tarp 16 ir 27 min.
Pastebétas akivaizdus skirtumas tarp kvieciy séleny kontrolinio méginio ir
biopriemonémis apdoroty méginiy hidrolizés produkty signaly intensyvumy.
Fermentais hidrolizuoty gliadiny méginiuose vyravo mazesnés molekulinés masés
peptidai, kurie eliuavo anksciau, o kontroliniame meéginyje fiksuoti akivaizdziai
intensyvesni skilimo produktai signalai, ir jie eliuavo véliau (3.23 pav.).
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3.23 pav. Kvieéiy séleny hidrolizés produkty chromatogramos, gautos ESCh/MS:
K — kontrolé¢ (su dejonizuotu vandeniu), P — papainas, B — bromelainas, B+P — bromelainas,
papainas, PRB — pieno riigsties bakterijos, ST — gliadiny standartas, P+PRB — papainas ir
PRB, B+PRB — bromelainas ir PRB, B+P+PRB — bromelainas, papainas ir PRB

Geriausiai peptidy molekuliniy masiy skirtumus buvo galima pastebéti
sugretinant skirtingomis biopriemonémis apdoroty séleny baltymy peptidy i$éjimo

signaly

intensyvumus. Analizés rezultatai parodé, kad po kompleksinio séleny

apdorojimo susidaré daugiau mazesnés molekulinés masés glitimo skilimo produkty,
kuriy didzioji dalis eliuavo 16-20 min., po apdorojimo augaliniais fermentais
didziausi signaly intensyvumai buvo fiksuojami 19-26 min., o kontroliniame
bandinyje nustatyti endogeniniy fermenty sukeltos hidrolizés produkty, turinciy
didesnes molekulines mases, signalai buvo intensyviausi 24-29 min. (3.24 pav.).
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3.24 pav. Kvieciy séleny kontrolinio méginio ir méginiy, apdoroty skirtingomis

biopriemonémis, hidrolizés produkty signaly intensyvumy palyginimas

ESCh-Q/TOF chromatogramy analizé papildé ankstesnius tyrimo rezultatus ir
irodé, kad, kompleksiskai apdorojant kvieciy baltymus augaliniais fermentais ir PRB,
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glitimo hidrolizé vyko efektyviau ir susidaré mazesnés molekulinés masés baltymy
skilimo produktai, tac¢iau visuose hidrolizatuose buvo pastebimi ir didesnés
molekulinés masés gliadiny skilimo produkty bei nesuskaidyty gliadiny signalai.
Kadangi net ir taikant kombinuotg s¢leny apdorojima nepavyko visiskai suardyti
glitimo — tarp skilimo produkty liko ELISA antikiinais atpazjstamy glitimo fragmenty,
aktualu istirti, kokie glitimo hidrolizés produktai susidare, ar tarp jy liko peptidy,
ilgesniy negu 9 aminortigstys, turin¢iy imunotoksiSky seky, kurie sukelty CL
simptomus.
3.4.7. Imunoreaktyviu peptidy analizé hidrolizés produktuose

Siekiant detaliai iStirti glitimo hidrolizés mechanizma, glitimo skilimo produkty
sandarg ir jvertinti likutiniy glitimo dariniy imunoreaktyvuma, buvo atlikta peptidy ir
baltymy molekuliniy masiy analizé naudojant M-QTOF instrumentg. Pradiniame MS
tyrimy etape peptidy molekuliniy jony [M-H]+ m/z reikSmés buvo stebétos vizualiai,
analizuotos ,,MassHunter* programa, pagal jas apskaiciuotos peptidy molekulinés
maseés lygintos su imunoreaktyviy epitopy molekulinémis masémis, apskai¢iuotomis
»Expasy” bioinformatikos jrankiu [283], taip identifikuota keletas imunoreaktyviy
peptidy. Galutiniame etape, atlikus automatizuota peptidy analiz¢, gautus MS/ MS
analizés duomenis lyginant su pateiktomis peptidy spektrinémis charakteristikomis,
visuose kvie¢iy séleny hidrolizatuose buvo rasta oligopeptidy. 3.13 lent. pateikiamos
kvie€iy séleny peptidy, atskirty ESCh-MS/MS metodu ir identifikuoty Spectrum Mill
proteomikos programa, sulaikymo trukmés (ST), tikétinos aminoriigsciy sekos,
MS/MS programinés analizés tikimybinés atitiktys (%), peptidy molekulinés mases ir
baltymy, kuriems priklauso identifikuoti peptidai, pavadinimai UNIPROT duomeny
bazéje [263].

3.13 lentelé. Peptidai kvieciy séleny méginiuose, identifikuoti Spectrum Mill
programa

Nr. Bandinys ST, Aminorigsciy seka*  Atitiktis, Molekuli- Baltymo

min. % né mase, pavadinimas

Da

1. B+PRB 18.82 NQSGQPQ 76,60 858,353  -gliadinas
2. B+PRB 19.47 PEPQQPEL 60,80 937,463  y-prolaminas
3. B+PRB 19.83 LGQGLQP 78,10 712,404  D-hordeinas Lmul 2.4
4. B+PRB 20.57 KEEPQPQP 36,50 952,474  Neatpazintas baltymas
5. B+PRB 2143 LVAKIL 71,70 656,471 Neatpazintas baltymas
6. B+PRB 21.98 GGLTTQQPQGGQQP 58,4 1396,682 D-hordeinas
7. B+PRB 22.10 EEPKPQP 66,30 824,415 Neatpazintas baltymas
8. B+PRB 23.83 PFPEPQQPEL 42,00 1181,584 y-prolaminas
9. P+PRB 19.43 PEPQQPEL 62,40 937,463  y-prolaminas
10. P+PRB 19.90 KAQGIQP 70,50 741,426 FDéf‘];“kcmls baltymas
11. P+PRB 20.08 HQAFPQPQQT 75,50 1181,570 y-gliadinas
12. P+PRB 2145 LVAKIL 76,40 656,471 Neatpazintas baltymas
13. P+PRB 21.90 ,?SEQHPQQPQQPFPQ 77,30  3132,078 o-gliadinas
14. P+PRB 22.12 EEPKPQP 67,40 824,415 Neatpazintas baltymas
15. P+PRB 23.83 PFPEPQQPEL 42,90 1181,584 y-prolaminas
16. B+P+PRB 18.77 NQSGQPQ 75,80  858,3527 wo-gliadinas
17. B+P+PRB 19.95 IGLQP 39,50 527,319 Neatpazintas baltymas
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3.13 lentelés tesinys. Peptidai kvieCiy séleny méginiuose, identifikuoti Spectrum

Mill programa
Nr. Bandinys ST, Aminoriigsciy seka* Atitiktis, Molekuli Baltymo
min. % -né masé, pavadinimas
Da
18. BP+PRB  20.02 EPQQPELPFP 6330  1181,584 y-prolaminas
19. B+P+PRB  20.33 QQQVPQPQQPQ 60,70  1305,655 y-gliadinas
20. B+P+PRB  20.62 KEEPQPQP 34,70 952,474  Neatpazintas baltymas
21. B+P+PRB 21.45 LVAKIL 67,40 656,471  Neatpazintas baltymas
22. B+P+PRB  22.00 GGLTTQQPQGGQQP 53,60  1396,682 D-hordeinas
23. B+P+PRB  22.22 PSPLQP 66,20 638,351 w®-gliadinas
24. B+P+PRB 2238 VQPEQP 5630 697352 A domena turintis
baltymas
25. B+P+PRB  23.82 PFPEPQQPEL 4220  1181,584 y-prolaminas
26. B+P+PRB  24.68 GSVQPQQPP 6120 937,474  o-gliadinas
27. PRB 1930 VGIGVG 43,10 501,304 g/IMM gluteninas A3-
28. PRB 19.78 LGQGLQP 73,60 712,399 D-hordeinas Lmul 2.4
29. PRB 20.70 ZE&’E&’PQLQPQNPSQQ 0430 2425259 /P gliadinas MM1
30. PRB 20.80 XIEC\;PVPQLQPQNPSQQ 88,80  2168,158 /P gliadinas MMI
31. PRB 20.82 XEXEVPQLQPQNPSQQ 8720 2297000 /P gliadinas MMI
32. PRB 2227 LPYPQPQPF 7520  1086,256 /B gliadinas MM1
VRVPVPQLQPQNPSQQ L
33. PRB 2278 OpOEQVEL 89,60 2734464 o/ gliadinas MMI
34. B 2040 QQQVPQPQQPQQP 7220  1530,767 y-gliadinas
35. B 20.90 PQQQPILPQQPP 59,80  1370,743 I;AMM gluteninas A3-
36. B 2220 PSPLQP 6330 638351 w-gliadinas
37. B 23.82 PFPEPQQPEL 45,50 1181,584 y-prolaminas
38. P 1927 VIGNATAI 6730 746405 LADeSeimos
baltymas
39. P 19.95 1IGLQP 39,70 527,319  Neatpazintas baltymas
40. P 20.50  QQQVPQPQQPQQP 65,70  1530,767 y-gliadinas
41. P 21.22 EEPKPQP 64,00 824,415  Neatpazintas baltymas
42. P 21.55 DDHAAKA 64,10 727,337 ROK $eimos baltymas
43. P 21.93 SPEQ“PQQPQQPFPQT 7890  3132,078 o-gliadinas
44. P 21.95 SPEQHPQQPQQPFPQT 82,10  3132,078 o-gliadinas
45. P 2222  PSPLQP 61,70 638,351 o-gliadinas
PQQVVQIIPQQPQQPFP o
46. P 23.12 LHTNQPQQ 55,80 2918,528 w-gliadinas
47. B+P 20.32 ETHVELS 72,90 814,395  y-gliadinas
48. B+P 2040 QQQVPQPQQPQ 63,70  1305,655 y-gliadinas
49. B+P 22.18 DLSFTLP 61,80 792,414 LCnersiapernesantis
baltymas
50. B+P 2222  PSPLQP 62,00 638,351 o-gliadinas
51. B+P 2323 QQQVPQPQQPQQPF 69,70  1677,835 y-gliadinas
52. B+P 2330 EHTLPLP 68,20 806,441 ROK 3eimos baltymas
SQQPRQPFPQPQQPQQ .
53. B+P 26.23 PFPQPQP 75,50 2710,349 75k y-sekalinas
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3.13 lentelés tesinys. Peptidai kvieciy séleny méginiuose, identifikuoti Spectrum Mill
programa

Nr. Bandinys ST, Aminorigsciy seka* Atitiktis, Molekuli- Baltymo
min. % né masé, pavadinimas
Da
RVPVPQLQPQNPSQQQ L
54. K 21.63 PQEQVPLYQQ 93,50 2990,581  o/p gliadinas MM 1
VPVPQLQPQNPSQQQP .
55. K 22.30 QEQVPLVQQ 91,80 2834,480 o/ gliadinas MM1
VPVPQLQPQNPSQQQP L
56. K 22.95 QEQVPL 85,30 2479,295  o/P gliadinas MM 1
57. K 25.00  APFASIVAGIGGQ 50,50 1187,642  y-gliadinas
58. K 26.21 II;I?LQPFPQPQLPYPQPQ 81,20 2263,620 o/p gliadinas MM 1

*Peptidai, turintys imunotoksisky seky, paryskinti rausva spalva, peptidai, kurie Siy seky
neturi, taciau dél didesnio aminorfig§éiy Gln ir Pro kiekio bei ilgesnés sekos gali turéti
imunogeninj poveikj, pazyméti gelsva spalva;

K — kontrolé (su dejonizuotu vandeniu), B — bromelainas, P — papainas, B+P — bromelainas ir
papainas, PRB — pieno rigsties bakterijos, P+PRB — papainas ir PRB, B+PRB — bromelainas
ir PRB, B+P+PRB — bromelainas, papainas ir PRB)

IS gauty duomeny matyti, kad aminortigsciy atitikéiy procentas pakankamai
didelis (36,50-78,10%) ir labai didelis (55,80-94,30%) identifikuojant peptidus su
ilgesnémis aminortigs¢iy sekomis. MS analizés rezultatai patvirtino, kad pasirinktos
biopriemonés kvieCiy sélenoms fermentuoti sumazino imunotoksisky gliadino
frakeijy. Bandiniuose, apdorotuose augaliniais fermentais ir PRB, vyravo maziausios
molekulinés masés peptidai (527,319—-1396,682 Da), bandiniuose, apdorotuose tik
augaliniais fermentais, — vidutinio dydzio (638,351-1530,767 Da), o sé¢leny
bandiniuose po fermentacijos PRB ir kontroliniuose bandiniuose buvo rasta daugiau
didesnés molekulinés masés (2168,158-2990,581 Da) peptidy. Nepaisant Siy
skirtumy, visuose bandiniuose buvo rasta peptidy, kuriy sekos ilgesnés negu 9
aminortgstys. Tokie peptidai galéty sukelti nepageidaujamas reakcijas sergantiems
CL ir jautrumg glitimui turintiems asmenims, todél svarbu jvertinti $iy bandiniuose
rasty peptidy imunoreaktyvuma. Vertinimas buvo pagristas sekos tapatumo
nustatymu su zinomais T lIgsteliy epitopais naudojant Nebraskos universiteto
(Linkolnas, JAV) sukurta CL sukelian¢iy peptidy duomeny baze (3 versija,
atnaujinta 2022-04-07, sarase 1041 peptidas) ir su Sia duomeny baze susietg baltymy
rizikos vertinimo bioinformatikos jrankj [264]. Visus 3.13 lent. pateiktus peptidus
patikrinus rizikos vertinimo jrankiu, teigiami sutapc¢iy rezultatai pateikiami 3.14 lent.

IS peptidy rizikos vertinimo analizés matyti, kad ne visuose kvieCiy séleny
bandiniuose buvo rasta imunoreaktyviy epitopy. Imunogeniniy fragmenty nerasta
bromelainu, bromelainu ir PRB bei abiejy fermenty deriniu ir PRB apdorotuose
kvieciy séleny gliadiny bandiniuose, o daugiausia imunogeniniy peptidy, priskiriamy
a-gliadinams, rasta kontroliniame ir vien PRB apdorotuose bandiniuose. Remiantis
Siais rezultatais galima konstatuoti, kad kvieCiy séleny fermentacija tik atrinktomis
PRB kultiromis nesuskaidé nepageidaujamy imunoreaktyviy peptidy kvieciy
sélenose. I8 CL sukelian¢iy peptidy duomeny bazéje pateikiamos informacijos (3.14
lent.) matosi, kad didzioji dalis rasty a-gliadiny imunoreaktyviy epitopy gali sukelti
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reakcijas asmenims, turintiems ZLA-DQ2 T-lasteliy rinkinius, ta¢iau nustatyti ir o-/
y-gliadinai, kurie sukelia CL simptomus asmenims su ZLA-DQ2.5/8, taip pat rasta
keletas skirtingo ilgio peptidy su epitopu VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL, kurio
imuninis atsakas organizme néra iki galo iStirtas.

3.14 lentelé. CL sukeliantys glitimo peptidai kvieciy séleny hidrolizes produktuose

Gliadiny peptidu aminoriigsciy ZLA** | K | B | P |B+P|PRB |B+PRB| P+PRB|B+P+PR
sekos* B
o-gliadinai

QPEQIPQQPQQPFPQTQ DQ258 | -| -| +| -] - - T _
PQQVVQIIPQQPQQPFPLHTNQP| DQ2 - -+ - - - - -
QQ

o-gliadinai

VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQ | DQ2 - - - -]+ - - -
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQ DQ2 - - - - + - - -
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQE DQ2 - - - - + - - -
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQ | nezinoma| -| -| -| -| + - - -
VPL

RVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVP nezinoma| +| -| -| - - - - -
LVQQ

VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL| nezinoma| +| -| -| - R R N ;
VQQ

VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL] nezinoma + - - - - - - -
LQLQPFPQPQLPYPQPQPF DQ2 + - - - - - - -
y-gliadinai

SQQPRQPFPQPQQPQQPFPQPQR DQ28 | -| -| -[ +[ -] - [ - | -

*Peptidy sudétyje paryskintos imunoreaktyvios sekos; **ZLA — T-lasteliy rinkiniai,
priklausantys nuo CL paciento genotipo, atpazjstantys skirtingus epitopus;

K — kontrolé (su dejonizuotu vandeniu), P — papainas, B — bromelainas, B+P — bromelainas,
papainas, PRB — pieno rugsties bakterijos, P+PRB — papainas ir PRB, B+PRB — bromelainas
ir PRB, B+P+PRB — bromelainas, papainas ir PRB)

Kita vertus, kol kas néra moksliniy duomeny dél kity bandiniuose rasty peptidy
imunoreaktyvumo, todél tikétina, kad jie yra saugis glitimo netoleruojantiems
asmenims, taCiau iSlieka tam tikra rizika dél jy saugumo. Pavyzdziui, bandinio,
apdoroto bromelainu ir PRB (B+PRB), masiy spektre rasti baltymy fragmentai, kuriy
néra Nebraskos universiteto CL epitopy duomeny bazgje, taciau jy aminortigs¢iy seka
kelia abejoniy dél imunogeninio saugumo. Sis peptidas GGLTTQQPQGGQQP,
priskiriamas D-hordeinams, teoriskai galéty sukelti glitimo netoleravimo problemas,
kadangi yra ilgesnis negu 9 aminortigStys ir turi pasikartojanciy Gln ir Pro seky. y-
prolamino fragmentas PFPEPQQPEL, masiy spektre identifikuotas pagal dvi
molekuliniy jony [M-H]+ m/z reik§mes: 591,7922 (+2) ir 1182,5841 (+1) (3.25 pav.),
taip pat néra daznai sutinkamas tarp glitimo skilimo produkty, jo sekoje néra CL
toksisky motyvy QPYP, QQPY, PSQQ, QQQP, taciau dél didelio GIn ir Pro
aminortigs¢iy likuc¢iy kiekio galéty buti atsparus virSkinimui zarnyne ir sukelti
nepageidaujamas reakcijas. Kita vertus, pastebéta, kad, pritaikius kompleksinj
apdorojimg augaliniais fermentais ir PRB, buvo iki galo suskaidyti visi o- ir y-
gliadinai, nes tarp skilimo produkty nebuvo rasta fragmenty, ilgesniy nei §
aminortigstys, kurios turéty imunotoksisky epitopy.
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3.25 pav. y-prolamino MS fragmentas PFPEPQQPEL kvieéiy séleny bandinyje, apdorotame
bromelainu ir PRB

MS analizeés rezultatai parodeé, kad sunkiausiai hidrolizuojamas buvo kvieciy
séleny o/p gliadinas MM 1 (UniProtKB-P18573). Sio baltymo molekuliné masé 35397
Da, sudarytas i§ 307 aminortigs¢iy (3.26 pav.).

MKTFLILALL AIVATTARIA VRVPVPQLQP QONPSQQQPQE QVPLVQQOQF PGQQQPEFPPQ
QPYPQPQPFP SQQPYLQLQP FPQPQLPYPQ PQLPYPQPQI. PYPQPQPFRP QQPYPQSQPQ
YSQPQOPISQ QOOQOQ000Q0 QKOOQOQOOQQ ILQOILQQOQL IPCRDVVLQQ HSIAYGSSQV
LOOSTYQLVQ QLCCQQOLWQI PEQSRCOAIH NVVHAIILHQ QQQ0000000 QPLSQVSFQOQ
PQOQYPSGQG SFQPSQQONPQ AQGSVQPQQL PQFEEIRNLA LETLPAMCNV YIPPYCTIAP
VGIFGTN

3.26 pav. o/p gliadino MM1 (UniProtKB-P18573) aminortigsciy seka.
*Sekoje paryskinti lik¢ nesuskaidyti peptidai

Sio baltymo jvairaus ilgio imunoreaktyviy skilimo produkty daugiausia rasta
kvieciy seleny kontroliniuose (K) ir PRB fermentuotuose bandiniuose (PRB), taciau
ju nerasta bandiniuose, kompleksiskai apdorotuose augaliniais fermentais kartu su
PRB (3.14 lent.). Butent o/f gliadino MM1 daug Pro ir Gln turintys peptidai
dazniausiai sukelia reakcijg CL sergantiems asmenims. Kontroliniame kvieciy séleny
meginyje buvo rasti 4 skirtingo ilgio Sio gliadino peptidai, kas parodé, kad, inkubuojant
s¢lenas 12 val. 30-45 °C temperatiiroje, aktyvavosi jy endogeniniai fermentai, turintys
specifiniy savybiy skaidyti baltymus, taciau Sio gliadino skaidymo atveju jos buvo
ribotos. Tai jrodé kontrolinio séleny méginio baltymy spektruose nustatytas
molekulinis jonas m/z 1132,8114 (+2) (3.27 pav.), pagal kurj identifikuotas a-gliadino
fragmentas LQLQPFPQPQLPYPQPQPF, kurio masé 2263,620 Da.
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3.27 pav. a-gliadino fragmentas LQLQPFPQPQLPYPQPQPF kontroliniame kvieciy
séleny bandinyje

Nustatyta, kad kai kurie w-gliadinai, tarp jy 62485 Da w-gliadinas (UniProtKB-
A2F452), sudarytas i§ 553 aminoriig§¢iy (3.28 pav., a) buvo visiskai hidrolizuoti, nes
substratuose nebuvo rasta peptidy, ilgesniy negu 7 aminortigs¢iy liekanos. Sunkiausiai
skaidomas buvo w-gliadinas, kurio molekuliné masé 36767 Da (UniProtK B-COKEIS),
sudarytas i§ 314 aminorigi¢iy (3.28 pav., b). Sio gliadino imunogeniniy peptidy seky
buvo rasta kvieciy séleny substratuose, apdorotuose papainu bei jo deriniu su PRB,
taCiau nerasta bandiniuose, kuriy hidrolizei naudotas bromelainas.

b

MHRTPVVFIR
TNINVEQISL
ISAKGELPFT
PVIPNTPQGN
QPQQPKIVEV
IEQEPQQQEQ
PPONQAPNQQ
QOVIYLOPGOQ
ORTENTAMIK
SLGEIKEGLL
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POOPOQLFPQ
QLPFPQQPEQ
QPIPLQPQQP
PORPSILQPQ
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APPASLAVIP
KLIKRTNLIQ
REDPTDRTHD
QSLOOFNQQS
QPQPQYVYVQ
VPFNPQONPS
ENTAAPVTDL
ADK

LOSPQQOSFSH QQQPFPKQQS YPQQPYPQQP
POOPSPPQPQ QPFPQPQQOPF PWQPQQPFPL
IIPQQPQQPF PQTQLPFPQQ PEQIIPQQPQ
FPQQPRQPFP QPEQPFPQQP QQPFPLPPHQ
QPLPRQPQQOP QKPFLQSQQP LPQQPEQIIS

IGGQ

SONNQMFSLT
VAKLTLPLKW
AWRSAQPINV
QVRPAPNPYL
LOKTILEKRK
QPOOOPQYQY
APPPQQVPMQ
YQAPQPTQQP
GVPAEGDVVA

VKLLPNTRED
FRPDTVVREV
NPQOAYANVP
ONDQPQHQSM
ORLOQENSDN
QYPQMPQPQV
IQNQSGQPQF
AFQPRPADAP
ESVSGGMPQN

HTELHGTRNL
YPMRGILQTA
ISGPGWANPF
GPPLIAAGPT
ENDDEEEFTY
IYLOPGQQPP
VYMQPPPQPQ
ARIVTHHPPQ
GKLDDNLQSL

ITDITWSFPM
PQIMADLDVH
EPQPDHVPPA
MPPPTFLIPP
EYEESEVEEE
QPQYVYYQPP
YVYMQPGGQP
SOFOMRPPPP
DMDKAKKSHK

YPPQOPYPSQ QPFPTPQQQF
QPQOPFPQOP QQPQQPEFPQP
QPFPQQPQQP FPQQQEFPQPQ
PEPOORQQSQ QSEFPQPQPRQ
QQPQOPFPQQ PHQPQOPYLQ

3.28 pav. o-gliadiny UniProtKB-A2F452 (a) ir UniProtKB-COKEIS (b) aminoriigsciy sekos

Nustatyta, kad augaliniy fermenty skaidymui atspariausi buvo y-gliadinai (Cys
turintys gliadinai, stabilizuoti disulfidiniais ry$iais), nes butent jy imunoreaktyviy seky
daugiausia rasta tarp hidrolizés produkty. Vienas i§ tokiy — y-gliadinas UniProtKB-
P08453, kurio molekuliné masé 37,122 kDa, sudarytas i§ 327 aminoriigsciy
(3.29 pav.). Sio gliadino jvairaus ilgio skilimo produkty rasta bandiniuose,
hidrolizuotuose papainu ir fermenty deriniu.
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MKTLLILTIL
HOPQQQVPQP
POOPQQPFPQ
LNPCKNILLQ
ITIMQQOOOQQO
MCNVYVPPEC

AMAITIGTAN
QQPQOPFLQP
TQQPQQPFPQ
QSKPASLVSS
OQQGIDIFLP
SIMRAPFASI

IQVDPSGQVQ
QQPFPQOPQQ
LOQPQOPEPQ
LWSIIWPQSD
LSQHEQVGQG
VAGIGGQ

WLOOQOLVPQL
PFPQTOQPQO
POQOLPQPQO
CQVMRQQCCQ
SLVQGQGIIQ

QOPLSQQPQO
PEPQQPQQPF
PQOSFPOQOR
QLAQIPQQLQ
POOPAQLEAT

TEFPQPQQTEP
POTQOPQQPF
PEFIQPSLQOQQ
CAATHSVVHS
RSLVLQTLPS

3.29 pav. y-gliadino UniProtKB-P08453 aminoriigsciy seka

Gliadiny skaidymo rezultatai po fermentacijos, gauti MS metodu, koreliuoja su
kity autoriy tyrimais, kuriuose po kvieciy produkty apdorojimo PRB monokultiiromis
arba jy miSiniais bandiniuose taip pat buvo rasti imunoreaktyviis glitimo skilimo
produktai [168], taciau, kietyjy kvie¢iy miltus apdorojus jvairiomis PRB i$grynintomis
peptidazémis kartu su grybiniu fermentu AN-PEP, gaminiuose imunoreaktyviy
epitopy nebuvo rasta [253]. PRB ir AN-PEP derinio efektyvumas skaidant glitimg taip
pat buvo analizuotas Pilolli ir kt. [82] duonos gamybos procese (imant 30 % tokiu biidu
paruosto raugo ir 70% natiiraliai glitimo neturin¢iy kulttiry milty), taciau, priklausomai
nuo kvie¢iy genotipo, dalyje $iy gaminiy buvo rasta imunogeniniy peptidy.

3.4.8. Glitimo baltymu fermentinés hidrolizés mechanizmas

3.7.2. ir 3.7.3. skyriuose buvo jrodyta, kad taikant skirtingas biopriemones ir jy
derinius aktyviai vyko glitimo baltymy skaidymas. Tikétina, kad pirmiausia buvo
nutraukti atskiras glitimo grandines jungiantys rysiai, o svarbiausi i$ jy — disulfidiniai
tilteliai ir vandeniliniai rySiai (3.30 pav.).

-_f-s.h/

Vandeniliniai rySiai

B

N /

e

=== Disulfidinis rysys
8]

AAIAAL,

NH,

3.30 pav. Glitimo antring struktiirg palaikanciy jung€iy nutraukimas

Si procesa katalizavo Cys, Ser proteinazés, kuriy turi griidy endogeniniai
fermentai, augaly bei PRB fermentai. Toliau vyko glitimo peptidiniy grandiniy
hidrolizé prisijungiant vandenj (3.31 pav.).

Proteazes,
IhO
R JW
Peptidinis rysys C-galo N-galo aminoriigstis
aminoragstis

3.31 pav. Principiné peptidiniy rySiy hidrolizés schema
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Siame procese gali dalyvauti platus spektras proteaziy. Visy klasiy fermenty
peptidinio rySio hidrolizés mechanizmas i§ esmeés yra labai panaSus. Fermenty
aktyviuose centruose esancios grupés protonuoja anglj, kuri yra arciausiai peptidinio
rysio, §is nutriiksta, susidaro tarpiniai produktai, lengviau i$silaisvina aminortigstys ir
prijungiamas vanduo. Cys ir Ser proteaziy aktyviuose centruose funkcinés grupés
paprastai yra suporuotos su protonus atimanciomis grupémis, kad bty skatinama
nukleofiliné peptidinio rySio ataka, o Asp proteazés ir metaloproteazés aktyvuoja
vandens molekule, kuri atlieka nukleofilo vaidmenj, o ne naudoja paties fermento
funkcing grupe. 3.32 pav. pateikta Cys proteaziy veikimo schema.

kS
NH

Laisvas fermentas Pirmas tetracdrinis tarpinis Kovalentinis acil-fermento
produktas tarpinis produktas
5 %
3.I\IH NH NH

R R e

" [~ L e
it ‘\S 1 _,{-‘) Xf\\ ’b - \\s- o
P HY io/ H* ch
HiG N

N x N
[y ) — Ly
— _— )
iy, R i H ity H
- o o

o

& & &
Kovalentinis acil-fermento Antras tetracdrinis tarpinis Laisvas fermentas
tarpinis produktas produktas

3.32 pav. Cys proteinaziy veikimo mechanizmas: a — deprotonuotas Cys, b — Asp-175
liekana, ¢ — tetraedrinis tarpinis junginys. Sudaryta remiantis Shafee [284]

Cys proteazés turi aktyvigjg vieta, kurig sudaro trys lickanos: Cys-25, His-159
(a) Asp-175 (b). Cys-25 esanti sulthidrilo grupé daznai sudaro kovalentinius rysius su
substratais. His-159 palaiko Cys-25, o Asp-175 tiesiogiai nedalyvauja katalizés
mechanizme, taCiau palaiko His-159 stabilizuota imidazolo forma. Fermentinés
hidrolizés mechanizmas prasideda, kai peptidas prisijungia prie aktyviosios vietos.
Tada Cys-25 deprotonuojamas His-159 liekanos ir atakuoja substrato karbonilo anglj.
Susidaro kovalentinis tetraedrinis tarpinis junginys, kurj stabilizuoja oksianijono skylé
[284].Toliau His-159 veikia kaip rugstis, protonuodama peptidinio rySio azotg, amino
grupé atsiskiria, o karboniliné grupé persitvarko. Tada laisva C-galiné peptido dalis
atsilaisvina, | aktyvigja vietg patenka vanduo ir atakuoja karbonilo anglj, o His-159 ja
deprotonuoja, veél susidarant oksianijono skylémis stabilizuotam tetraedriniam
kovalentiniam tarpiniam junginiui. Galiausiai karbonilas persitvarko, o Cys-25 grupé
atsiskiria, atpalaiduodama peptido N-galing dalj ir regeneruodama fermenta.
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Taigi, tyrimo rezultatai parode, kad skirtingos biologinés priemoneés skaidé
skirtingas glitimo peptidy jungtis, nes susidaré skirtingi hidrolizés produktai.
Nustatyta, kad kompleksinio apdorojimo metu buvo suskaidytas ir a-gliadino 33
aminoriigs¢iy fragmentas LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF, kuris
laikomas atspariausiu fermentiniam skaidymui [91, 93], tad aktualu i$analizuoti, kaip
vyko jo hidrolizés procesas bromelainu ir papainu bei augaliniy fermenty ir PRB
deriniu. Kadangi augaliniai fermentai bromelainas ir papainas néra jtraukti j
internetinio jrankio, kuris parodo potencialias aminoriigs§¢iy seky kirpimo vietas,
fermenty sarasa (https://web.expasy.org/peptide cutter/), tai prognozuojamos skilimo
vietos, numatytos remiantis tiekéjy pateikta informacija, moksline literatiira ir MS
fragmenty analize. Zinoma, kad bromelainas skelia peptidinius ry$ius po Tyr, tad
tikétina, kad a-gliadino peptido hidrolizé pirmiausia vyko pagal tokig schema:
LQLQPFPQPQLPY |PQPQLPY |PQPQLPY |PQPQPF. Moksliniais tyrimais [253,
285] buvo nustatyta, kad né¢ viena atskirai naudojama PRB padermé¢ neskaldo $io
fragmento, tam reikalingas keliy PRB miSinys arba papildomi fermentai, kurie
suskaidyty §j fermenta j peptidus, tinkamus tolimesnei PRB hidrolizei. Lactobacillus
sp. gamina proteolitiniy fermenty miSinj: metaloendopeptidazes (EC 3.4.24), pvz.,
PepO aminopeptidazes (EC 3.4.11), pvz.,, PepN ir PepC, dipeptidil- ir
tripeptidilpeptidazes (EC 3.4.14), pvz., prolinui buidingg dipeptidilpeptidazg (PepX)
[161]. Aminopeptidazés (PepN), kuriy turi dauguma PRB, paprastai atskelia viena
aminoriigstj nuo peptido galo: LTQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF.
Prolindipeptidazés (PepO), kurios yra biidingos daugumai L. plantarum padermiy ir
kuriy buvima fermentuojamuose substratuose patvirtino Spectrum Mill programa,
skaido peptida pagal schema:
LQTLQPFPQPQ{LPYPQPQ1LPYPQPQILPYPQPQPF, o PEP nutraukia rysius tarp
Pro ir Phe: LQLQP{FPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF. [vertinus visy
proteaziy potencialias peptidy skaidymo vietas, tikétina, kad peptidas buvo suskaidytas
iki  fragmenty: LTQILQP{FPQPQ{LPY|PQPQ1LPY |PQPQ1LPY |PQPQPF.
Veikiant tik PRB proteazéms, galinis fragmentas LPYPQPQPF dazniausiai licka
nesuskaidytas. Tai patvirtino MS analize, kai $is peptidas buvo identifikuotas séleny
bandiniuose, apdorotuose tik PRB pagal molekuliniy jony m/z reikSmes 544,1281 (+2)
ir 1087,256 (+1) (3.33 pav.).
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3.33 pav. a-gliadino fragmentas LPYPQPQPF séleny bandinyje, apdorotame PRB
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Zinant, kad papainas specifidkai skaido peptidinius rysius po Arg ir Lys, jis
maziau tinkamas /B gliadiny hidrolizei ir hidrolizés efektas nustatytas mazesnis.

Apibendrinant atlikty tyrimy duomenis, galima teigti, kad maksimalus
proteolitinis aktyvumas buvo nustatytas kompleksiskai derinant fermenting hidrolize
bromelainu su PRB fermentacija — kvieciy sélenose buvo nustatytas tik 1,06 %
pradinio glitimo kiekis, Siame méginyje nebuvo rasta imunoreaktyviy epitopy, kurie
gali sukelti ligas glitimui jautriems asmenims. Skirtingg proteolitinj specifiskumg
turintys iSgryninti augaliniai fermentai bromelainas ir papainas bei atrinktos PRB
kultiros papildé vieni kity veikimq skaidant kvieciy séleny glitimg, t. y. augaliniy
fermenty hidrolizés produktai buvo panaudoti kaip substratas PRB intralgstelinéms
mono-, di- ir oligopeptidazéms. DidzZiausiu aktyvumu kartu su PRB pasiZyméjes
bromelainas biity geresné alternatyva Siuo metu naudojamiems mikroorganizmy
fermentams, nes yra palyginti pigus, naudojamas medicininéje terapijoje gydant
uzdegimines ir zZarnyno ligas, turi antitrombozinj ir vézj stabdantj poveikj [286],
vienintelis jo tritkumas — galimas retas alerginis poveikis jautriems Zzmonéms [287].
Taip pat kadangi bromelainas aktyvus esant riugstiniam pH, tesiant tyrimus, biity
tikslinga istirti paprastesnj kompleksinio apdorojimo variantqg apdorojant kvieciy
produktus ne nuosekliai, o fermento j substratg pridedant kartu su PRB.

3.5. Biologinémis priemonémis apdorotuy kvieciy séleny panaudojimo mazai
glitimo turinciy kepiniy gamyboje rekomendacijos

Remiantis tyrimo rezultatais, fermentinei hidrolizei naudojant pasirinktas
biopriemones — bromelaing bei PRB (L. acidophilus 308, L. brevis R-1 ir L. plantarum
P-1) misinj, glitimo kiekj kvieciy sélenose pavyko sumazinti iki 620+43 mg/kg, taciau
liko nedidelés molekulinés masés peptidy. Nors tyrimas parodé¢, kad juose néra CL
sukelian¢iy epitopy, tarp skilimo produkty gali buti fragmenty, sukelianciy
nepageidaujamas reakcijas glitimui itin jautriems asmenims. Taigi, taip apdorotas
s¢lenas galima naudoti tik mazai glitimo turinciy (iki 100 mg/kg) produkty gamyboje,
smulkiai sumalty séleny dedant iki 15% (geriausia 6-12%) nuo kity sausy produkty
masés. Ankstesniais moksliniais tyrimais nustatyta, kad kvietinés duonos su maltomis
s¢lenomis tekstiira gaunama geriausia, kai derinama PRB ir mieliy (S. cerevisiae)
fermentacija [274], tod¢l gaminant rauga rekomenduojama naudoti atrinkty PRB (L.
acidophilus 308, L. brevis R-1 ir L. plantarum P-1) derinj su mielémis.

Kitas technologinis i$Siikis kepiniy be glitimo i§ kvieciy Salutiniy perdirbimo
produkty gamyboje yra glitimo pakeitimas alternatyviais ingredientais, nes jis yra
esminis struktlira formuojantis baltymas, bitinas auksStos kokybés grudiniams
produktams gaminti. Si problema aktuali gaminant i§ Zaliavy, kurios natiiraliai neturi
glitimo baltymy (krakmoly, ryziy, grikiy, kukurtizy milty), taciau islieka ir gaminant
1§ kviecCiy produkty, kuriuose glitimas yra hidrolizuotas [288]. Norint uZztikrinti
tinkamg produkty be glitimo tekstiira, gamyboje naudojami jvairGs hidrokoloidai
(hidroksipropilmetilceliulioze, agaras, guaro, ksantano dervos ir t.t. ) bei procesai
(krakmolo kleisterizavimas, riebaly emulgavimas ir pan. [210, 289].

Nepertraukiamo veikimo proceso schema, skirta mazai glitimo turin¢iy kepiniy
gamybai su kompleksinio biotechnologinio metodo Zingsniu, pateikiama 3.34 pav.
Kaip zaliavg mazai glitimo turiniy kepiniy gamybai rekomenduojama naudoti
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termiskai neapdorotas ir smulkiai sumaltas kvieCiy sélenas. Sélenos iS talpyklos
vamzdynu patenka j malting M1, kur smulkiai sumalamos ir peristaltiniu siurbliu PS1
vamzdynu transportuojamos } biofermentatoriy B1, kuriame sumaiSomos su 45°C
bromelaino tirpalu (fermento koncentracija — 0,5% nuo s¢leny masés, imama 30%
séleny ir 70% vandens). Gamybos procese dozuojant zaliavas vykdoma svorio
kontrolé (SK), o srautai valdomi voztuvais (V1- V4). Biofermentatoriuje vykdoma
temperatiros ir laiko kontrolé (45°C, 2 val.).

PRB suspensijai paruosti kulttiros séjamos | MRS agarg (Biolife, Italija) ir
inkubuojama 30°C (L. plantarum P-1, L. brevis R-1) ir 37°C temperaturoje (L.
acidophilus 308) 24 val., tada kultiros 2 kartus plaunamos distiliuotu vandeniu,
kiekviena PRB kultiira atskirai suspenduojama vandenyje, atskiriama centrifuguojant
(10000 aps./min., 4°C), lasteliy tankis turi biti apie 10 KFV/ml. Trijy PRB kultiiry
suspensijos sumaiSomos lygiomis dalimis. Paruosta suspensija (dozuojant iki 10%)
vertikaliu siurbliu VS1 vamzdynu perneSama | biofermentatoriy B2, kur patenka ir
sélenos su bromelainu, nepertraukiamai maisant fermentacija vykdoma 2 wval.
palaikant 30°C temperatiirg ir 10 val. palaikant 37°C temperatiirg.

IS biofermentatoriaus B2 mas¢ peristaltiniu siurbliu PS3 perpumpuojama
kildinimo talpa, kur vamzdynu transportuojami Kkiti sausi produktai: kvieciy
krakmolas arba natiiraliai glitimo baltymy neturintys miltai (optimalus kiekis 30%),
kepimo mielés (1-2%), druska (iki 2,0%) ir tekstiira pagerinanti medziaga (guaro
derva, ksantano derva ar jy miSinys 0,5-1%, hidrokoloidai prie§ naudojima
iSbrinkinami nedideliame vandens kiekyje). Maziau glitimo turintiems kepiniams gali
biti naudojami natiiraliai glitimo neturinciy kultiiry (ryziy, grikiy, kukurtizy) miltai ar
ju miSiniai. | pagerintus gaminius galima déti kiauSiniy, cukraus, sviesto ir kity
produkty. Tesla iSmaiSoma ir kildinama 1,5 val. 30 °C temperatiiroje.
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IS kildinimo talpos teSla patenka j dozavimo ir formavimo jrenginj F1.
Suformuoti gaminiai dar 0,5 val. kildinami ant transportavimo linijos T1 esant 35°C.
Gaminiai kepami tunelinéje krosnyje 30-50 min. 220-250°C temperatiiroje,
priklausomai nuo gaminio dydzio. Kildinimo ir kepimo kamerose automatiniu badu
palaikoma temperatiiros ir drégmés kontrolé.

Pastaba. Norint jrodyti, kad iSkeptas gaminys atitinka maziau glitimo turin¢iy
produkty grupei keliamus reikalavimus (iki 100 mg/kg), bitina atlikti kiekvienos
gamybinés partijos produkty glitimo kontrolés tyrimg ELISA RS metodu.

Taikant Sig technologija, buvo sukurta keletas gaminiy, kuriy receptiros
pateiktos 5 priede. Geriausiomis tekstliros ir juslinémis savybémis pasizyméjo duona
su guaro bei ksantano derva. Nustatyta duonos drégmé 23,86-26,12%, pH — 5,39—
5,65, rigstingumas — 5,20-5,31°N. Tokios duonos, paruostos su kvieciy séleny PRB
raugu ir kvie¢iy krakmolu, mink$time nustatytas 81,10-94,5 mg/kg glitimo kiekis, kas
atitinka reikalavimus mazai glitimo turintiems kvie¢iy produktams.

Kadangi tyrimo metu nustatyta, kad aktyviausiai kvieciy séleny glitimg kartu su
PRB hidrolizuoja bromelainas ir jo aktyvumas didziausias esant pH 4-5, o toks pH
susidaro substrate PRB fermentacijos metu, tesiant tyrimus biity tikslinga nustatyti, ar
biitina laikytis kvieciy séleny apdorojimo nuoseklumo. Tikétina, kad panasus
efektyvumas turéty biiti pasiektas ir taikant lygiagrety apdorojimq (t. y. bromelaino
fermentq naudojant PRB fermentacijos metu). Be to, biity aktualu istirti, kokj poveikj
hidrolizés efektyvumui turéty kvieciy séleny terminis apdorojimas — ar panasus efektas
biity pasiektas kaip tyrimy objektq naudojant komercinéje rinkoje prieinamas sélenas.

Nors Siame tyrime jrodyta, kad po apdorojimo bromelaino ir atrinkty PRB
misinio kompleksu imunoreaktyviy epitopy sélenose nelieka, pries tokios
technologijos praktinj pritaikymq reikéty atlikti papildomus klinikinius tyrimus,
jrodancius produkty saugumqg CL sergantiems asmenims.
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4. ISVADOS

1. Celiakijos paplitimas pasaulyje, remiantis biopsijos tyrimais, yra 0,77%, pagal
serologiniy tyrimy rezultatus — 1,25%. Didziausias CL paplitimas (1,07%)
nustatytas Europoje. Stipri teigiama koreliacija (» = 0,88, p < 0,05) tarp kvieciy
vartojimo ir CL paplitimo buvo nustatyta jvertinus duomenis pagal Zemynus,
taCiau nenustatyta koreliacijos (» = -0,036; p > 0,50) tarp CL paplitimo ir atskiry
Saliy kvieciy vartojimo duomeny. Kvie€iy vartojimo pokyciai per pastaruosius
kelis desimtmecius neturi reikSmingos jtakos CL paplitimui.

2. Biologinés séleny hidrolizés priemonés turi skirtingg bendra ir specifinj
proteolitinj efektyvuma:

2.1. DidZiausiu bendru proteolitiniu pajégumu ir stipriausiomis glitimo hidrolizés
savybémis pasizymi Lactiplantibacillus plantarum P-1, Levilactobacillus
brevis R-1 ir Lactobacillus acidophilus 308 kulttros, kurios fermentuojant 24
val. glitimo kiekj kvie¢iy sélenose sumazino 72,97—-88,83%.

2.2. Ananasy (4Ananas comosus), kiviy (Actinidia deliciosa) ir papajy (Carica
papaya) vaisiy permeaty proteaziy glitimo hidrolizés efektyvumas kvieciy
s¢leny substratuose siekia iki 99,10% per 24 val.

2.3. Mikroorganizmy fermentai alkalazé, neutrazé ir flavorzimas efektyviai
skaido glitimg kvieciy sélenose esant pH 6,6—6,7. Kvieciy séleny substratuose
veikiant Sioms proteazéms glitimo kiekis per 4 val. sumazeja 94,70-95,26%.

2.4. Augaly fermentai aktyviai veikia neutralioje terpéje, bromelainas per 4 val.
hidrolizuoja 93,01%, papainas — 95,23 % glitimo kvieciy sé¢lenose.

3. Papaino ir bromelaino derinys sinerginio poveikio proteolitiniam aktyvumui
neturi. Optimali hidrolizei augaliniy fermenty koncentracija yra 0,5% esant 45°C
temperattrai. Didziausig jtakg glitimo hidrolizei kvieCiy sélenose turi pasirinktas
fermentas (F = 15,60, p <0,01) ir jo koncentracija (¥ = 45,89, p <0,01).

4. Kvieciy sélenas nuosekliai apdorojus biopriemoniy kompleksu — bromelainu ir
papainu bei atrinkty PRB L. plantarum P-1, L. brevis R-1 ir L. acidophilus 308
misiniu, gautas didesnis glitimo hidrolizés efektyvumas nei naudojant pavienes
biopriemones. Komplekse su PRB didziausiu hidrolizés efektyvumu pasizymi
bromelainas, kur substratuose gaunama didziausia tirpiy baltymy koncentracija
3,47 mg/ml (22,59% daugiau, palyginti su kontrole), laisvy aminoriig§¢iy
koncentracija (4,027 g/100 g, 5,86 karto daugiau, palyginti su kontrole),
pasiekiamas iki 98,94% glitimo hidrolizés efektyvumas ir tarp skilimo produkty
nelieka imunoreaktyviy epitopy.

5. Apdorotos biopriemoniy kompleksu — bromelainu ir PRB misiniu — kvieciy
s¢lenos yra tinkamos mazai glitimo turin¢iy produkty gamybai. Gaminiams ruosti
rekomenduojamas iki 10-12% fermentuoty séleny priedas nuo kvieciy krakmolo
arba beglitimiy milty masés. Nors jrodyta, kad po apdorojimo biopriemonémis
imunoreaktyviy epitopy sélenose nelieka, reikia papildomy klinikiniy tyrimy,
kurie jrodyty visiska produkty sauguma celiakija sergantiems asmenims.
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5. SUMMARY

INTRODUCTION

Globally, wheat is one of the most widely consumed food grains, however, the
gluten present in wheat flour products causes food intolerance-related reactions or
diseases in consumers sensitive to wheat protein. One of the most common diseases
caused by gluten is celiac disease (CD). Currently, the only possible and effective
treatment for CD is a strict gluten-free diet. Diseases related to food allergies and
intolerances are becoming more frequent all over the world, and the same applies to
CD. Therefore, the number of people who require gluten-free diet is growing as well.
Gluten-free diet requires exclusion of products made from wheat, rye, barley, and, in
some cases, oat, thus, alternative raw materials need to be chosen for food production.
Although public opinion is that this alternative cereal diet is healthier, its benefits have
not been proven by scientific studies. Compared to traditional wheat products,
gluten-free products often contain more sugar, fat, but less B group vitamins, minerals,
and fiber. That is why the complete exclusion of grain cultures can be non-beneficial
or even harmful to the organism. Healthy individuals should certainly not restrict
cereals, they should only prefer whole grain products, which are more favorable to
health.

Gluten-intolerant consumers are often constrained by a lack of gluten-free
products on the market that are similar in sensory properties, price and nutritional
value to traditional bread, confectionery, and other wheat products. The increasing
demand for such products requires the search for new production methods and
strategies to eliminate or reduce the allergenic effects of wheat gluten. Despite a
number of studies carried out in recent years that use physical and biological means to
hydrolyse gluten, such products are almost non-existent on the market and the range
of wholegrain gluten-free products that can be safely consumed by people with CD
needs to be extended. For these reasons, it is essential to investigate tools for
eliminating/reducing the immunogenicity of wheat, to apply them in the technology
of bread, pasta, and confectionery products, and to provide manufacturers with
guidelines for the development of such gluten-free or low-gluten food products.

Considerable amount of studies related to the removal of gluten from wheat raw
material can be found in the scientific literature, however, the most common object of
research is white wheat flour, which contains a high amount of starch, gluten, but few
biologically valuable substances. The high content of gluten proteins in flour usually
makes it difficult to achieve the desired hydrolysis effect: high enzyme concentrations,
long treatment times, etc. are required.

In order to optimize the bio-treatment process and to expand the production of
gluten-free wheat products with higher nutritional value, it is worth exploring the
possibilities of reducing the gluten content of wheat by-products obtained from wheat
fractionation by bio-treatment. The bran fraction from wheat processing is rich in
biologically valuable nutrients, mainly non-starch polysaccharides, B group vitamins,
and micronutrients necessary for the body, but only a very small proportion of the
produced bran is currently used in food production. Little research has also been
carried out on the potential for degradation of the immunoreactive proteins they

102



contain. In order to achieve sustainable economic development and the introduction
of sustainable technologies into the industry, it would be preferable to use wheat bran
for the production of gluten-free products, only the problem of effectively removing
the residual gluten protein needs to be solved.

The immunoreactivity of food proteins can be reduced by removing or degrading
the protein fragments that trigger immune reactions. Hydrolysis of wheat gluten
proteins can be induced by exposure to strong acids or alkalis, some physical methods
of exposure, but biological/biotechnological means are the most promising in the
context of food safety as they produce better results under natural conditions, have the
least negative impact on biologically active substances, and in some cases even
promote their activity.

After assessing the potential of biological tools, it would be appropriate to focus
on research of the effectiveness of these tools to eliminate or reduce the
immunogenicity of wheat products. Research at the KTU Food Institute has previously
shown that some lactic acid bacteria (LAB) cultures from the KTU Food Institute
micro-organism collection had active proteolytic enzymes, but their ability to
hydrolyse gluten has not been investigated. Since studies by other researchers have
shown that LAB fermentation alone is able to break down only a fraction of wheat
gluten fragments, it would be appropriate to combine the effects of LAB with other
biological tools, such as enzymatic hydrolysis.

It is likely that the combined effect of the biological measures would be
sufficiently effective to remove or at least significantly reduce gluten residues from
wheat bran. This type of bio-treated wheat bran could be used in bakery or other
gluten-free products with higher nutritional value and good technological and sensory
properties. These products could be used not only by people suffering from gluten
intolerance but also by other personalised consumer groups.

The aim of this thesis is to investigate the possibility of reducing the
immunogenicity of gluten in wheat bran through the selection and complex application
of biotechnological measures.

Objectives of the dissertation:

1. To evaluate the relationship of wheat consumption and its dynamics with the
prevalence of celiac disease;

2. To investigate the effectiveness of different biological tools (lactic acid
bacteria (LAB), plant permeates, purified micro-organisms and plant enzymes) for the
hydrolysis of gluten in wheat bran;

3. To determine the optimum conditions of bromelain and papain (temperature,
pH, duration, enzyme concentration) and to evaluate the influence of these parameters
on the efficiency of enzymatic hydrolysis in wheat bran substrates;

4. To use selected biological tools in an integrated manner to effectively reduce
the total amount of gluten and its immunoreactive peptides in wheat bran;

5. To evaluate the influence of biofermentation on the quantitative and
qualitative change of gluten proteins;
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6. To provide recommendations for the production technology of bread with
lower gluten content, supplemented with wheat bran after treatment with biological
tools.

Scientific novelty

1. When the relationship between wheat consumption and celiac disease
prevalence was assessed at different levels, a strong positive correlation (» = 0.88, p <
0.05) was found between wheat intake and prevalence of celiac disease by continent.

2. The efficiency of plant enzymes (bromelain, papain, and their combination)
for the hydrolysis of wheat bran gluten in neutral medium was investigated and a
reduction of up to 95.23% of the gluten content with papain was observed. The
optimum hydrolysis conditions: concentration of plant enzymes of 0.5% and
temperature of 45°C were determined.

3. The complex effect of bio-treatment on gluten reduction in wheat bran was
applied and investigated for the first time, and the sequential combination of
enzymatic hydrolysis with papain, bromelain, or both enzymes and fermentation with
a mixture of selected LABs (L. plantarum P-1, L. brevis R-1, and L. acidophilus 308)
resulted in a 98.94% reduction of gluten content and efficient degradation of
immunoreactive peptides.

Practical significance of the study

On the basis of the results of the general and specific protease activity assays,
LAB cultures (L. plantarum P-1, L. brevis R-1, and L. acidophilus 308) with the
highest potential for wheat gluten hydrolysis were selected. The plant proteases
bromelain and papain have been shown to reduce the gluten content in wheat bran
significantly and can be applied in food production processes based on the optimum
conditions for their hydrolysis (enzyme concentration, temperature, duration).

An efficient and safe biotechnological method for the practical treatment of
wheat bran (hydrolysis with a mixture of bromelain and selected LAB strains) has
been proposed for the degradation of gluten and the immunoreactive peptides, which
may have a positive effect on the diet of people with gluten intolerance or CD. A
technology for the production of bread with higher nutritional value and lower gluten
content is proposed, the recipe of which is supplemented with wheat bran treated with
a complex of biological tools.

Key points presented for the defence:

1. The effect of the purified plant proteases bromelain and papain in combination
with LAB fermentation in a sequential manner results in a higher efficiency of wheat
bran gluten hydrolysis than with the use of separate biological tools.

2. The combined effect of bromelain and selected LABs is characterised by a
high efficiency of wheat bran gluten hydrolysis (98.94%), with no immunoreactive
peptides remaining among the hydrolysis products.

3. The treatment of wheat bran with a complex of bromelain and PRB can be
applied in the bread-making process to obtain products with lower gluten content for
special nutritional use.
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Structure and outline of the dissertation

The dissertation 1s written in Lithuanian. It consists of a list of abbreviations, an
introduction, a review of the most relevant scientific literature, a section on the
employed materials and methods, a chapter covering the results and discussion,
conclusions, literature references (in total, 290 references were used), a curriculum
vitae, a list of publications on the subject of the dissertation, and annexes. The thesis
contains 20 tables and 44 figures. The total length of the dissertation is 154 pages.

Publications of the research results

The results of the research have been presented in three publications delivered
in journals covered in the list of Clarivate Analytics Web of Science database and
reported at seven conferences.

OBJECTS AND METHODS

Determining the association of wheat consumption and its dynamics with celiac
disease prevalence

Continent and country-wise wheat consumption data were obtained from the
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) database [254] as the
average wheat consumption per person per year (kg) as of February 2021. To analyze
the dynamics (decrease or increase) of long-term wheat consumption, the earliest
available data on wheat consumption by continents from 1961 to 2018 was collected.
The data on wheat consumption by countries from 2004 to 2018 was collected and
used from both countries and continents to assess the short-term dynamics of wheat
consumption and to evaluate the correlation between wheat consumption and the
prevalence of CD. The average wheat consumption per person per year (kg) from 2004
to 2018 was calculated to compare wheat consumption data during the analysis period
by country and continent.

To estimate the long-term dynamics of wheat consumption (decrease or
increase), the ratio was calculated between the most recent 10-year (2008—2018)
average wheat consumption and the earliest available on FAO 10-year (1961-1971)
average wheat consumption. To estimate the dynamics of wheat consumption
(decrease or increase) during the analyzed period of CD prevalence, the ratio between
the most recent 5-year (2014-2018) average wheat consumption (short-term) and the
earliest 5-year (2004-2008) average wheat consumption was calculated by continent
and country.

Objects

Samples of wheat (Triticum aestivum) bran were provided by a biotechnology
company based in Lithuania. A fraction of wheat bran was obtained as a by-product
of dry milling of wheat grains, and no heat treatment was applied during the process.

Two commercially available plant enzymes, papain and bromelain, were used in
the present study. Papain (EC 3.4.22.2) from papaya (Carica papaya) (enzymatic
activ-ity 3000 U/g) and bromelain (EC 3.4.22.32) from pineapple (Ananas comosus)
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stems (enzymatic activity 3000 U/g) were purchased from Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Germany).

Preparation of Samples

Wheat bran was ground in a laboratory mill Perten 3303 (Perten Instruments
GmbH, Hamburg, Germany).

Fermentation with lactic acid bacteria (LAB). Experiments were carried out
with LAB cultures from the collection of the Food Institute, Kaunas University of
Technology. The LAB strains L. plantarum P-1, L. brevis R-1, L. acidophilus 308, L.
acidophilus 336, L.Casei g and L.Casei 12 were selected for the evaluation of their
proteolytic activity and efficiency of gluten hydrolysis. Wheat bran samples (1 g) were
weighed and placed in glass tubes (15 ml), the control samples were suspended in
deionised water (10 ml), the others were spiked with LAB suspensions (10 ml) at an
active concentration of 1.7-2.8 x 10® and mixed well. Samples were incubated at 30
and 37°C, respectively, under anaerobic conditions using an anaerostat. The changes
in the pH of the media, the total number of bacteria, the protease activity, and the
gluten content of the substrates were measured after 12, 24 and 48 hours by using
ELISA G12. The enzyme activities were determined immediately and for the gluten
assays the samples were frozen and stored at -18°C or below. All samples were
prepared in triplicate and each sample was analysed twice.

Enzymatic hydrolysis. Samples of wheat bran (1 g) were weighed and placed
in glass tubes (15 mL), 5 mL of distilled water was added to the tubes for control, and
solutions of distilled water and enzymes (5 mL) were added to the others at the enzyme
concentrations 0.25, 0.5, and 0.75% of substrate and mixed well. Enzymatic
hydrolysis was carried out at 37°C, 45°C, and 50°C for 1-4 h.

A complex approach was used to achieve the optimum gluten digestion result,
where the treatment of bran with plant enzymes was consistently combined with a
mixture of selected LABs (L. acidophilus 308, L. brevis R-1 and L. plantarum P-1).

Wheat bran was treated with the plant enzymes bromelain and papain under the
optimum conditions previously established for their action (45°C, F/S ratio 0.5%) in
step 1. After 2 h of enzymatic hydrolysis, the bran substrates were inoculated with a
mixture of the three LAB cultures selected for their highest proteolytic activity in order
to maximise the amount of cleaved peptides. A favourable temperature (30°C) was
applied for 2 hours for the mesophilic cultures L. brevis R-1 and L. plantarum P-1,
followed by a temperature regime favourable to L. acidophilus 308 (37°C) for 8 h until
the end of the experiment.

Physico-Chemical and immunological analysis of the composition of wheat bran
and nydrolysates

The pH of samples was measured using a pH meter (PP-15, Sartorius AG,
Germany).

The total protease activity in the samples was performed acordong the
Sigma-Aldrich SSCASE01.001 protocol, described by Cupp-Enyard [257].

Gluten was extracted as described by Dhaka and Khatkar [259].
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The total protein content in bran was determined using the Kjeldahl method
(ICC Standard Method No. 105/2:1994) by multiplying the determined nitrogen
content by 5.7.

The soluble protein content of wheat bran substrates was evaluated
spectrophotometrically. This method is based on the ability of protein solutions to
absorb UV rays at 280 and 260 nm.

Immunological Analysis. After hydrolysis, the samples were weighed and used
for immunological analysis. Gluten residues in the wheat bran samples were quantified
by competitive ELISA using a monoclonal R5 antibody (R-Biopharm AG, Germany).
ELISA measurements were performed according to the manufacturer’s instructions.

Determination of total and free amino acids by effective liquid chromatography.
The method is adapted to the determination of amino acids in foodstuffs by HPLC
with a fluorescence detector. For the determination of total amino acids in wheat bran,
amino acids were extracted with 6 mol/l HCI solution and free amino acids were
extracted with dilute 0.1 mol/l HCI. The amino acids were separated by liquid
chromatography, measuring the fluorescence emission at 450 nm (Pro - 305 nm). For
quantitative analysis, an amino acid analytical standard (AAS18-10x1ml) (Sigma-
Aldrich, Germany) was used.

Liquid Chromatography (HPLC) Analysis. The supernatant of ethanol
aqueous solution extracts of the samples was filtered through a 0.45 um filter
(Millipore, Ireland) and used for analysis with a SHIMADZU LC 2040-C 3D Nexera-
i Plus chromatograph (Shimadzu, Japan), equipped with a UV DAD detector,
operating at 210 nm using a reverse-phase Inertsil WP300-C18 (wide pore size of 300
A) 5 pum analytical column 4.0 x 150 mm; GL Sciences, Japan). A gradient of
acetonitrile in water with 0.1% (v/v) TFA (from 5 to 85% over 60 min), a flow rate of
0.4 mL/min at 45°C was used. The injection volume was 10 pL. The chromatographic
conditions were optimised and maintained constant throughout the experiment.
Reference solutions of gliadin were prepared by dissolving the standard material,
wheat gliadin G3375 (Sigma-Aldrich, Germany), in a 70% alcohol solution with
0.05% TFA (10 ml).

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
was used to resolve the gluten proteins on the basis of molecular weight according to
the methodology proposed by Laemmli [258].

Qualitative analyses of the immunoreactive fragments were carried out by
high-performance liquid chromatography (HPLC) and single- and double-mass
spectrometry (HPLC-Q-TOF-MS/MS). The Agilent 6530 Accurate-Mass Efficient
Liquid Chromatography with Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF) Mass
Spectrometer tandem was used for analysis, with Inertsil WP300-C18 5um, 4.0x150
mm reversed-phase chromatography column (GL Sciences, Japan). MassHunter 10.0
software (Agilent Technologies, USA) was used for system control and MS data
monitoring.

Spectrum Mill proteomics software was used for data analysis, automated
peptide search and peptide identification, and the MS/MS data was compared with the
Uniprot Consortium's Universal Protein Information Database [263]. Peptide
immunogenicity assessment was based on sequence identity to known T-cell epitopes
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using the database of CD-causing peptides developed by the University of Nebraska,
Lincoln, USA (version 3, updated on 7 April 2022), and the Protein Risk Assessment
Tool [264].

Statistical Analysis. SPSS version 26 (IBM Inc., USA) and MS Excel were used
for statistical analyses. Analysis of variance ANOVA was performed, the significance
level of the factor was determined by Fisher’s (F) test at 95% confidence level, and
Pearson’s correlation coefficient was calculated to estimate the correlation between
wheat consumption with the prevalence of celiac disease, between hydrolysis
conditions and gluten content reduction in wheat bran. Statistical significance was set
at p <0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Relationship of wheat consumption and its dynamics with the prevalence of
celiac disease

The data about CD prevalence rates of a healthy population was found in 40
countries; 31 of them presented biopsy-based data. A large number of studies have
estimated CD prevalence among blood donors. Most epidemiological studies (rn = 70)
were carried out through the determination of specific serological markers of CD (IgA
tTG and/or IgA EMA) in the blood. Genetic markers (HLA-DQ characterization) were
considered in only 10 studies. Most of the authors (n = 54) have included the
histological findings of the duodenal biopsy specimens.

Based on the CD epidemiology literature published from 2005 to 2020, the
biopsy-proven global pooled prevalence of CD was estimated to be 0.77% (95% ClI,
0.50-0.87%, p < 0.05). According to data obtained from 54 studies, 197,361
individuals were screened, and 1,510 were diagnosed with CD. The global sero-
prevalence of CD was calculated by the weight of the studies: 1.25% (95% CI, 1.02—
1.57%, p < 0.05) (3,222 from 256,936 individuals, data from 70 studies). Anti-tissue
transglutaminase (tTG) and anti-endomysial antibody (EMA) tests have been used in
most clinical trials for CD screening.

Table 1. Wheat consumption and pooled CD prevalence by continents

Wheat Wheat Wheat

consumption consumption consumption The prevalence (biopsy

Continents per capita per increase/decr increase/decr proven) of CD, (95% CI,
year 2004—  ease over ease over p <0.05)
2018, kg 2004-2018* 1961-2018**

Europe 110.00 1.035 0.861 1.07 (0.86-1.35)
Asia 63.20 1.021 1.873 0.69 (0.56-0.85)
N. America 81.54 0.952 1.165 0.53 (0.43-0.66)
S. America 57.01 1.028 1.125 0.49 (0.40-0.61)
Africa 49.03 1.055 1.582 0.42 (0.34-0.52)
Australia+New 72.88 1.126 0.785 0.66 (0.53-0.82)

Zealand

*Ratio between the average wheat consumption during the last five years (2014-2018)
available on the FAO database and the period of 2004-2008 by continent; **ratio between the
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average wheat consumption during the last 10 years (2009-2018) available on the FAO
database and the earliest FAO data (1961-1971) by continent

During the period of 2004-2018, the average global wheat consumption per
capita per year was 66.09 kg. Considerable continent-wide variation was noted in
Africa (ranging from 49.03 kg), South America (57.01 kg), and Europe (110.00 kg)
(Table 1). Wheat consumption continent-wide dynamics (decrease or increase) from
1961 to 2018 were analyzed. The calculated relative changes are listed in Table 1.

A multilevel analysis was performed to assess the association between wheat
consumption and CD prevalence. A high positive correlation (» = 0.88, p < 0.05)
between wheat consumption and the prevalence of CD (biopsy-proved) was found by
estimating data by continent, but no correlation was found (» =—-0.036; p > 0.50) when
the data were compared by country. Statistical analysis showed a very low correlation
between short-term wheat consumption increase/decrease (» = 0.10) and CD
prevalence, and also a low negative correlation (» =—0.39) between increase/decrease
in long-term wheat consumption and CD, but these relations are not reliable (p > 0.5).
The relationship between the changes in wheat consumption and the prevalence of CD
was assessed by country in the short term only; however, the correlation was not
significant (» =0.10, p > 0.5) either.

Gluten content in wheat bran fermented with LAB

In order to assess the specific capacity of LAB proteases to degrade gluten
proteins, pH and residual gluten levels were analyzed by using ELISA G12 in wheat
bran substrates after 12 and 24 h of fermentation. After 24 h, the lowest levels of
immunoreactive gluten peptides were found in the samples containing L. acidophilus
308, L. brevis R-1, and L. plantarum P-1. As the wheat bran had a high initial gluten
content (up to 58,650 mg/kg), after fermentation with LAB the gluten content was
reduced by between 72.97% and 88.83% but remained above the permissible limit
(see Table 2) for the use of such bran in the manufacture of gluten-free products.

Table 2. Changes in gluten content during fermentation of wheat bran with different
LAB cultures

Duration of fermentation, h

LAB Temperature 12 24
pH Gluten content pH Gluten content
°C mg/ kg mg /kg
C 37 5.56+0.02 49,500 +£1,442 4.62+0.02 33,750+£945
LA 308 37 3.71+0.02 9,800+318 3.67+0.02 7,250+240
LA 336 37 3.76+0.02 1,585+447 3.58+0.02 9,100+271
LBR-1 30 4.42+0.02 9,250+303 3.95+0.02 6,850+236
LPP-1 30 4.39+0.02 8,500+282 3.82+0.02 6,550+225
LCg 37 4.51£0.02  12,800+327 3.84+0.02 8,700+260
LC12 37 4.37+0.02  11,9504323 3.7540.02 7,450+£252

C— control bran samples with deionized water, LA308 — L. acidophilus 308, LA336 — L.
acidophilus 336, LBR-1 — L. brevis R-1, LPP-1 — L. plantarum P-1, LCg — L. casei g, LC12 —
L. casei 12
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A pH-dependent decrease in the gluten content was observed during the
fermentation of the bran. Since the gluten content decreased also in the control sample,
this indicates that endogenous enzymes were active in the bran substrate. Di Cagno et
al. [157], Rollan et al. [165], Gerez et al. [166] have also shown that primary
proteolysis of wheat proteins is triggered by endogenous wheat enzymes, which are
activated by low pH. The results of this study showed that the initial proteolysis in
LAB samples could also be induced by endogenous enzymes, but the subsequent
peptide hydrolysis was carried out in the presence of LAB intracellular peptidases,
which are secreted by different cultures, the number of cleaved peptide bonds
depended on the strain undergoing the enzyme digestion.

The results showed that during the wheat bran fermentation with LAB cultures,
the number of gluten peptides recognized by using ELISA G12 antibodies remained
high after hydrolysis. On the other hand, LAB fermentation could be used in the
production of low-gluten raw materials, and it would be appropriate to combine their
action with another proteolytic enzymes.

The efficacy of plant enzymes bromelain and papain as a tool for reducing gluten
immunogenicity from wheat bran

Enzyme Activity Depending on pH

Bromelain was found to have the strongest effect at pH 45, as the pH increased,
its activity decreased. The proteolytic activity of papain was less affected by the
acidity of the substrate, it was the highest at pH 6-7, furthermore, the proteolytic
activity of the combination of these enzymes was similar over a wider pH range (at
pH 4-6.5). Because the initial acidity of wheat bran samples with aqueous suspensions
of plant enzymes is close to pH 6.5, enzymatic hydrolysis was performed without the
addition of buffers to monitor pH changes during the process, aiming for its potential
application in the production. The data showed that the hydrolysis conditions of wheat
bran had a significant effect on the soluble protein and gluten content.

The Influence of Hydrolysis Conditions on the Degradation of Gluten in Wheat
Bran

The conditions of action of the plant enzymes bromelain, papain, and their
combination were optimized for bran substrates by assessing the influence of
temperature, enzyme concentration, and duration of action on the hydrolysis
parameters of the bran protein.

Soluble protein content in wheat bran hydrolysates

Spectrophotometric evaluation of soluble protein content in wheat bran
substrates showed significant differences (p < 0.05) compared to the control sample.
After 2 h and 4 h of hydrolysis, the highest soluble protein content was found in the
samples with papain (3.06-3.91 mg/mL, depending on enzyme concentration,
temperature, and duration). Samples with bromelain had a lower soluble protein
content (2.94-3.60 mg/mL), and the combination of the two enzymes had a medium
(3.02-3.77 mg/mL) soluble protein content.
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Decrease in gluten content in wheat bran hydrolysates

The residual immunochemical reactivity of cleaved prolamins after 2 and 4 h of
proteolysis with plant enzymes detected by the RS antibody showed that both enzymes
have gluten degrading properties (Table 3). The treatment with papain reduced the
levels of gluten content in bran from initial 58,650.00 to 2,588.20 mg/kg, with
bromelain — to 3,544.50 mg/kg in the best case (with a 0.75 E/S ratio and a temperature
of 45°C, within 4 h). The gluten content of the bran substrates after 2 and 4 h of
enzymatic treatment showed a significant decrease in the percentage of gluten in wheat
bran (53.86-95.32%) compared to the control sample (12.62-20.31%).

Table 3. The soluble protein and gluten content in wheat bran substrates after 2—4 h
enzymatic hydrolysis under different conditions

Soluble protein Decrease in
Enzymes I:;?lg:_ content*, mg/mL Gluten content, mg/kg gluten content, %
“Ratio C ’ Duration of enzymatic hydrolysis, h

2 4 2 4 2 4
C 0 37 2.09+0.02 2.21+£0.02 55,588+2800  51,250+2,204 5.22 12.62
B 025 37  2.94+0.03 3.13£0.03  28,598+1212  27,060+1,028 51.24  53.86
P 025 37  3.06:£0.04 3.47+0.04 26,222+1055 24,5494933 5529 58.14
B+P 025 37  3.02+0.04 3.24+0.04  27,501£960 25,856+946 53.11 55091
B 0.5 37  3.15+0.05 3.28+0.04  17,466+862 15,321+734 7022 73.88
P 0.5 37 3.21+0.06 3.44+0.04  14,498+740 12,168+628 7528  79.25
B+P 0.5 37 3.19+40.06 3.35+0.05  15,560+715 13,219+£737 7347  77.46
B 0.75 37  3.18+0.06 3.31+0.04  15,220+788 12,963+720 74.05  77.90
P 0.75 37  3.29+0.08 3.54+0.05  11,396+656 8,911+619 80.57 84.81

B+P 0.75 37  3.2840.08 3.43+£0.06  12,281+745 9,860+716 79.06  83.19

C 0 45 2.83+£0.08 2.95+0.05 51,870+1,215  47,606+1,011 11.56  18.83
B 025 45  331+0.06 3.47+0.04  14,270+868 12,073+800 75.67  79.42
P 025 45 3.36+0.06 3.45+0.07  12,252+923 9,851+£766 79.11  83.20
B+P 025 45  3.34+0.05 3.41+0.05  12,715+543 10,258+770 7832 8251
B 0.5 45 3.05+0.06 3.62+0.04 6,012+387 4,100+£227 89.75  93.01
P 0.5 45 3.40+0.09 3.43+0.04 5,601+54 2,800+£215 9045  95.23
B+P 0.5 45 3.15+£0.08 3.54+0.04  5,959+385 3,150+220 89.84  94.63
B 0.75 45  3.55+0.06 3.69+0.05 6,340+421 3,544+203 89.19  93.96
P 0.75 45  3.66+0.05 3.86+0.04 5,349+199 2,588+199 90.88  95.59
B+P 0.75 45  3.64+0.06 3.77+0.06 5,578+325 2,785+182 90.49  95.25
C 0 50  2.94+0.04 3.04£0.06 50,550+1365  46,740+1,012 13.81 2031
B 0.25 50  3.02+0.04 3.32+0.05  13,2734+866 10,785+606 7737  81.61
P 0.25 50  3.3240.06 3.46+0.06  10,170+713 7,606+555 82.66  87.03
B+P 0.25 50  3.30+0.06 3.40+0.06  10,580+963 8,063+569 81.96  86.25
B 0.5 50  3.56+0.08 3.57+0.05 6,704+695 4,010<176 88.57  93.16
P 0.5 50  3.67£0.06 3.88+0.06 5,683+365 2,800+157 90.31  95.23
B+P 0.5 50  3.67+0.05 3.75%0.05 5,964+543 3,198+153 89.83  94.55
B 0.75 50  3.54+0.04 3.60+0.08 6,633+415 3,946+163 88.69  93.27
P 0.75 50  3.69+0.06 3.91+0.05 5,501+359 2,744+148 90.62  95.32
B+P 0.75 50  3.68+0.06 3.77+0.08 5,648+397 2,855£146 90.37  95.13

C, control sample; B, bromelain; P, papain; B+P, bromelain and papain

The data showed that papain was the most active in degrading gluten and that
higher enzyme concentrations resulted in a higher hydrolysis effect. Ten small
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proportion of hydrolyzed gliadins found in the control sample showed that incubation
of the bran for up to 4 h activated the endogenous enzymes.

Fisher’s exact test showed that enzyme concentration had the greatest effect on
gluten reduction (F =45.89, p <0.01). It also had the greatest effect on soluble protein
content (F = 8.97, p < 0.05). The second most important factor, the choice of an
enzyme, had a significant effect on the decrease in gluten concentration (' = 15.60, p
< 0.05) and the increase in soluble protein concentration (F = 7.42, p < 0.05). A weak
relationship was found between the temperature of enzymatic hydrolysis and the
percentage decrease in gluten (/= 2.08, p <0.5).

The complex action of biological tools and their effectiveness in hydrolyzing
wheat bran gluten

Following the evaluation of the performance of individual bio-agents (lactic acid
bacteria (LAB), it was decided to test the combined effect of plant enzymes and LAB
fermentation.

PH changes and proteolytic activity in substrates during fermentation

Changes in the pH of the substrates were evaluated at all stages of the complex
hydrolysis (Table 3). At the beginning of the process, the pH of the wheat bran
substrates with plant enzymes was 6.5+0.03. Within 2 h, the pH decreased to
6.44—6.45+0.03 with bromelain and papain. After further 2 h of fermentation at 30°C,
the acidity of the samples with LAB increased to 5.00—5.02+0.04 and at the end of the
complex fermentation process (after 12 h) the acidity of the substrates reached pH
4.01—4.28+0.05. The pH of the control plant enzyme substrates with water also varied
only within a narrower range and dropped from 6.5+0.03 to 6.34+0.03 and 5.37+0.03
after 4 and 12 h, respectively.

Table 4. Changes in pH in wheat bran substrates during sequential treatment with
different biological agents

After 2 h of enzymatic  After 2 h fermentation  After 8 h fermentation
Enzymes

hydrolysis at 45°C with LAB at 30°C at 37°C
With HO  With LAB  With HO With LAB
Control 6.42+0.03 6.34+0.03  4.92+0.03 5.37+0.03  4.15+0.04
Bromelain 6.44+0.02 6.43+£0.02  5.00+0.04 5.31+0.02  4.16+0.05
Papain 6.45+0.03 6.44+0.04  5.00+0.02 5.42+0.03  4.28+0.02
Bromelain 6.44+0.02 6.43+0.04  5.02+0.04 5.35+0.02  4.01+0.02
+papain

At slightly acidic pH, it is likely that wheat endogenous enzymes were activated
in the control bran samples and may have enhanced the bacterial peptidase hydrolysis
of gluten in LAB samples.

The total proteolytic activity

At the end of the process, after 12 h of fermentation by the combined method,
the total proteolytic activity in the wheat bran substrates was determined. The total
proteolytic activity of wheat bran substrates after 12 h treatment with the plant
enzymes bromelain, papain, and their combination was similar (0.042, 0.045 and
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0.043+0.003 AU/ml, respectively). The LAB-treated bran substrates showed a lower
proteolytic activity of 0.036+£0.004 AU/ml. Substrates treated with the combined
fermentation method showed significantly higher proteolytic activity (0.087 to 0.102
AU/ml). The highest proteolytic activity was found in hydrolysates with bromelain
and LAB (0.102+0.008 AU/ml), while slightly lower activity was found in substrates
with papain and LAB (0.096+0.007 AU/ml) and in substrates with bromelain, papain,
and LAB (0.087+0.004 AU/ml).

The change in soluble protein concentration in hydrolysates

Significant differences in soluble protein concentrations were found in wheat
bran hydrolysates after treatment with different bio-agents. Papain was the most
efficient protein degrader when treated with enzymes alone, with a 20% higher soluble
protein content in the samples with papain compared to the wheat bran controls, and
only 7.85% higher in the bromelain substrate. When considering the combined effect
of plant enzymes and LAB, the highest soluble protein content was found in the wheat
bran substrate of bromelain and LAB at 3.474+0.06 mg/ml (22.59% more than in the
control). Samples treated with a combination of papain and both plant proteases and
LAB showed soluble proteins of 3.24—3.46+0.05 mg/ml, which is slightly lower than
after the treatment with bromelain and LAB alone. The high concentration of soluble
proteins in the substrate indicated that the complex fermentation of the bran with
bromelain and LAB resulted in the most active hydrolysis of gluten proteins. The
resulting lower pH was also favorable for a higher activity of bromelain.

Changes in the gluten content of hydrolysates
The lowest gluten content was found in substrates containing bromelain and
LAB by using ELISA RS (Table 4).

Table 5. Gluten content and its changes* in wheat bran hydrolysates after
fermentation with different biological tools and combinations thereof

Biological tools Gluten content, mg/kg Decrease in gluten content, %

C 37,606+3,808 35.88

B 3,955+316 93.26

P 2,650+220 95.48

B+P 3,802+304 93.52

LAB 7,695+886 86.88

B+LAB 620+43 98.94

P+LAB 950+76 98.38

B+P+LAB 1,530+£148 97.39
*Reduction in gluten content calculated as % of the initial gluten content of the bran (58,650
mg/kg)

C — control (with deionized water), B — bromelain, P — papain, B+P — bromelain and papain,
LAB — mixture of lactic acid bacteria (L. acidophilus 308, L. brevis R-1 and L. plantarum P-
1), BftLAB — bromelain and LAB, P+LAB — papain and LAB, B+P+LAB — bromelain, papain,
and LAB

The results of ELISA R5 showed significant changes in gluten concentration and
differences between the test variants. The lowest gluten content was found in the wheat
bran substrate after a complex treatment with bromelain and LAB (620+43 mg/kg).
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This proved that this complex fermentation method can significantly reduce the
immunoreactive gluten content (98.94%). Other combinations were less effective in
the degradation of gluten: the combination of papain with LAB was less effective
(98.38%), while the combination of the two plant enzymes and LAB reduced gluten
by 97.39%. The effect on gluten hydrolysis with the individual bio-tools was
significantly lower: 93.26% with bromelain, 95.48% with papain and 86.88% with the
LAB combination.

Changes in the molecular weight of gluten proteins

In order to assess the molecular weight of protein fractions that predominate in
wheat bran samples after treatment with the different bio-tools, the proteins were
analyzed by gel electrophoresis (SDS-PAGE). The report on the analysis of the
molecular masses of the wheat bran proteins generated by the UVITEC 1D gel
documentation system is presented in Fig. 1.

kDa € B &) B+P LAB B+LAB P+LAB B+P+LAB MM kDa
188.118 ‘ 200.000
120.566 d 116.000
101.072 il 97.000
71.300
67.602 66.000
61.955
53516 55.000
48.158 45 000
45.000
35.631
30638 36.000
28.388
26212\ 8
23.796 . [exen 29.000
24.000
21.976
21.349
20.508
20.142 20.000
19.811
19.345
17.977
15.793
12.703 14.200
9.474
7.593 6:500

Fig. 1. Wheat bran gluten protein fractions in hydrolysates (UVITEC 1D gel documentation
system). C (control): 188.118—7.593 kDa; B (bromelain): 25.124—5.258 kDa; P (papain):
24.953-5.258 kDa; B+P (bromelain, papain): 26.788— 6.774 kDa; LAB (lactic acid bacteria):
26.788—6.774 kDa; B+LAB (bromelain, LAB): <6.003 kDa; P+LAB (papain, LAB): <6.003
kDa; B+P+LAB (bromelain, papain and LAB): <6.003 kDa; MM (molecular marker):
200.000—6.500 kDa

Significant differences were found in the molecular weights of wheat bran
proteins treated with different bio-tools. After enzymatic hydrolysis of wheat bran
with combined bio-treatment, there was a significant decrease in high molecular
weight proteins and an increase in their degradation products in the bran substrates.
Proteins ranging in molecular weight from 188.118 to 7.593 kDa were found in the
control bran sample (C). No proteins with a molecular weight greater than 26.80 kDa
were found in the samples treated with plant enzymes (B, P, B+P), but rather
pronounced bands of proteins in the 22.00—26.00 and 6.00—12.00 kDa ranges were

114



found. This means that the plant enzymes are able to break down large prolamins into
smaller derivatives, they have specific proteases that break the sulphur bridges
between Cys, but they are not able to fully hydrolyze all a-, - and y-gliadins. Similar
molecular weight protein bands were formed in the wheat bran sample fermented with
LAB alone, which also did not contain any proteins with a molecular weight above
26.80 kDa but contained a higher number of degradation products of medium size
(11.00—20.00 kDa). In terms of resolution, the protein separation carried out is not
suitable for the precise analysis of very low molecular weight proteins, but the
SDS-PAGE clearly shows that no gluten fragments with a molecular weight above
6.00 kDa were present in the wheat bran hydrolysates after treatment with the plant
enzymes and LAB.

The SDS-PAGE analysis complemented and extended the results on the
efficiency of the fermentation method for the proteolysis of gluten by biotechnological
means and combinations thereof. On the other hand, although it is evident that the bran
hydrolysates were successful in degrading the gluten proteins to lower molecular
weight peptides, this method does not allow the identification of the exact degradation
products that were formed and remained in the substrates after fermentation.

Changes in the free amino acid content of bran

The increase in the free amino acid content of fermented substrates is an
important indicator of the efficiency of protein hydrolysis, which shows the ability of
the enzymes or their combinations with the proteases of the LAB micro-organisms to
degrade peptide bonds. The total amino acid content of the crude bran sample
determined by HPLC was 13.2940.72 g/100g. The results obtained correlate with the
total protein content of the bran (13.88+0.22 g/100 g) and are similar to those
published by Zhang and Tan [274]. Gln (3.08+0.29 g/100 g) and Pro (1.33+£0.12 g/100
g), as well as the amino acids Asp, Arg and Ile, were the most abundant amino acids
found in wheat bran, whereas Asn was not found at all.

When comparing wheat bran samples treated only with plant enzymes, the
substrates with papain and a combination of papain and bromelain were found to have
the highest amount of free amino acids, while the substrate with bromelain had the
lowest amount. Compared with the control bran sample, which contained only
0.688+0.05 mg/100g, the free amino acid content increased to 17.32% after enzymatic
hydrolysis with bromelain and to 25.55% after treatment with papain. The effect of
the enzyme combination was moderate, with a release of 3.204+0.24 mg/100 g of amino
acids.

Comparing the results of the samples in which enzymatic hydrolysis was
combined with LAB, the efficiency of bromelain was higher, with a 5.86-fold increase
in free amino acids compared to the control sample (to 4.027+0.280 g/100 g). The
effect of papain and LAB was slightly weaker (3.906+0.260 g/100 g, 5.68-fold
increase), while the combination of the two enzymes had a weaker effect, as judged
by the lower amount of free amino acids formed (3.780+0.250 g/100 g, 5.50-fold
increase). In all cases, the combined action of the plant enzymes and LAB resulted in
higher free amino acid content in the substrates than either the enzyme or LAB
treatment alone.
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Influence of hydrolysis with biological tools on changes in gliadins of gluten
proteins in wheat bran

In this study, Sigma Aldrich wheat gliadin, which is a mixture of different
alcohol-soluble wheat gliadins, was used as a gluten standard material for the RF-
HPLC method. The highest peaks were recorded at 54—58 min for samples of the
gliadin fractions of wheat bran samples treated with different biological tools and for
solutions of gliadin standards at different concentrations. It was observed that the peak
areas recorded at 55 min were proportional to the concentrations of the prepared
standard solutions. At this point a calibration line was established (see Annex 7). The
resulting coefficient of determination of the line, R’ — 0.9997, showed that the peak
areas correlate accurately with the concentrations of gliadins in the solutions.

The areas of the gliadin peaks of the bran treated with different biological
treatments (Table 6) confirmed the effectiveness of the complex treatment with
enzymes and the LAB method. The relative amounts of wheat gliadins quantified on
the basis of the calibration line confirmed that the best hydrolysis result was obtained
with the combined effect of bromelain and LAB. The relative gliadin content
determined by HPLC was on average 1.5-3 times lower than the gluten values
obtained by immunoassay (Table 6). The gliadin content was multiplied by two to
calculate the gluten concentration according to the Codex Alimentarius standard
methodology [113], but the conversion is not applied in this work due to the possible
slight loss of gliadins during the purification of the samples (solid-phase extraction).

Table 6. Relative wheat gliadin content determined by RF-HPLC and gluten content
determined by using ELISA R5 in wheat bran hydrolysis products

Biological Relative gliadin content Gluten content, mg/kg,
tools determined by HPLC determined by ELISA RS
C 12,855+625 37,606+3,808

B 2,877+160 3,955+316

P 1,389+111 2,650+220

B+P 1,811+£220 3,802+304

LAB 3,725+146 7,695+886
B+LAB 338430 620+43

P+LAB 617+52 950+76
B+P+LAB 1,124+129 1,530+£148

C — control (with deionized water), B — bromelain, P — papain, B+P — bromelain and papain,
LAB — mixture of lactic acid bacteria (L. acidophilus 308, L. brevis R-1 and L. plantarum P-
1), B+LAB — bromelain and LAB, P+LAB — papain and LAB, B+P+LAB — bromelain, papain,
and LAB

In order to assess the accuracy of the RF-HPLC method for the quantification of
wheat gliadins, a correlation was established between the gliadin quantification results
obtained by this method and the gluten content determined by ELISA RS5. A strong
linear relationship was obtained between the relative gliadin content determined by
RF-HPLC and the gluten content determined by immunoassay. The high coefficient
of determination (R’ — 0,98) showed the suitability of this method for the estimation
of gluten content. On the other hand, the RF-HPLC method for the determination of
gluten content using gliadin as a standard is not suitable for the determination of
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amounts below 100 mg/kg, as the peak areas of the standard with 10—100 mg/kg
gliadin were not proportional to the concentrations of the solutions.

Analysis of immunoreactive peptides in hydrolysis products

In order to investigate the mechanism of gluten hydrolysis, the structure of the
gluten degradation products and to assess the immunoreactivity of the residual gluten
derivatives, peptide and protein molecular mass analysis was performed using the M-
QTOF instrument. The amino acid sequences of the wheat bran peptides were
separated by HPLC-MS/MS and identified by the Spectrum Mill proteomics software.
A comparison of the MS/MS analytical data obtained by automated peptide analysis
with the spectral characteristics of the peptides showed that oligopeptides were found
in all wheat bran hydrolysates. The results of the MS analysis confirmed that the
selected bio-treatments for the fermentation of wheat bran reduced the immunotoxic
gliadin fractions. Samples treated with plant enzymes and LAB were dominated by
the lowest molecular weight peptides (527.319-1396.682 Da), samples treated with
plant enzymes alone were dominated by medium molecular weight peptides
(638.351-130.767 Da), while more peptides with higher molecular weight
(2,168.158-2,990.581 Da) were detected in the bran samples after fermentation with
LAB and in the control samples. Despite these differences, peptides with sequences
longer than 9 amino acids were found in all samples. Such peptides could cause
adverse reactions in CD patients and gluten-sensitive individuals; it is therefore
important to assess the immunoreactivity of these peptides found in the samples. The
results of assessment of all peptides found in samples with the risk assessment tool are
reported in Table 7.

Table 7. Gluten peptides causing CD in hydrolysis products

Amino acid sequences of gliadin peptidest C | B | P | B+P | LAB |B+LAB|P+LAB[B+P+LAB

o-gliadins

QPEQIIPQQPQQPFPQTQ S -+ ] - - - ¥ _

PQQVVQITPQQPQQPFPLHTNQPQQ - - + - - - - -

o-gliadin,

w2

VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQ - - - -

VRVPVPQLQPQNPSQQQPQ - - - -

+

+
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQE - - -] - + - - -
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL | - | - | - [ - +

RVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQ| + | - | - -

Q

VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQ| + | - | - - - - - _

VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL + | - - - - - - -

LQLQPFPQPQLPYPQPQPF + - - - - - - -
y--gliadins

SQQPRQPFPQPQQPQQPFPQPQP [ - | - [ - [ + [ - [ - | - [ -

*Immunoreactive sequences are highlighted in the peptides

The peptide risk assessment analysis showed that not all wheat bran samples
contained immunoreactive epitopes. No immunogenic fragments were found in the
wheat bran gliadin samples treated with bromelain, bromelain and LAB, and a
combination of both enzymes and LAB, while the highest number of immunogenic
peptides attributed to a-gliadins was found in the control and LAB-only treated
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samples. On the basis of these results, it can be concluded that the fermentation of
wheat bran with selected LAB cultures alone did not result in the degradation of
immunoreactive peptides in wheat bran.

The quantitative and qualitative changes obtained in the hydrolyzed bran
samples, such as pH, soluble protein content, gluten content, protein molecular weight,
free amino acids, gliadins, and immunoreactive peptides, showed a higher hydrolysis
effect of the biological tools of different origin, and the highest — when bran was
treated with bromelain and LAB fermentation.

Recommendations for the use of biologically treated wheat bran in the
production of low-gluten bakery products

According to the results of the study, the enzymatic hydrolysis with the selected
bio-treatment — bromelain and a mixture of LABs (L. acidophilus 308, L. brevis R-1
and L. plantarum P-1) — was able to reduce the amount of gluten in wheat bran to
620443 mg/kg. Bran treated in this way can only be used for the production of low-
gluten products (up to 100 mg/kg). Finely ground wheat bran is recommended as a
raw material for low-gluten bakery products. The addition bran up to 15% (preferably
6—12%) from the dry weight of the other products is possible.

The recommended production process consists of the following main operations:

1. Mixing of wheat bran with the bromelain enzyme solution in water (0.5% of
the enzyme of the bran weight) at a rate of 30% bran and 70% water,
enzymatic hydrolysis for 2 h at 45°C.

2. Mixing with the prepared LAB suspension (10%). For the preparation of the
LAB suspension, the cultures are sown on MRS agar (Biolife, Italy) and
incubated at 30°C (L. plantarum P-1, L. brevis R-1) and 37°C (L. acidophilus
308) for 24 h. Then the cultures are washed twice with distilled water, each
LAB culture is suspended separately in water, separated by centrifugation
(cell density is approximately 10®° CFU/ml.) The three LAB cultures
suspensions are mixed in equal parts.

Fermentation for 2 h at 30°C and 8 h at 37°C.

4. Mixing with other dry ingredients: wheat starch or naturally gluten-free flour
(10-40%, optimally 30%), baker’s yeast (1-2%), salt (up to 2.0%) and a
texture-enhancing agent (guar gum, xanthan gum or a mixture of 0.5—1%,
hydrocolloids swelled in a little water before use). For lower-gluten bakers,
naturally gluten-free flour mixtures (rice, buckwheat, maize) can be used.
Eggs, sugar, butter, and other ingredients may be added to some products.

5. Proofing of the dough for 1.5 h at 30°C, kneading, shaping and rising.

6. Baking for 30—50 min. at 220—250°C, depending on the size of the product.

Note. In order to prove that the baked product belongs to the group of products
with lower gluten content (up to 100 mg/kg), it is necessary to carry out a gluten
control test on the products of each production batch.

W
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CONCLUSIONS

1. The prevalence of biopsy-proven global CD was estimated at 0.77%. The highest
prevalence of CD (1.07%) has been observed in Europe, as compared with other
continents. The high positive correlation (» = 0.88, p < 0.05) between wheat
consumption and the prevalence of CD was established by estimating data by
continent; however, a correlation was not found (» = —0.036; p > 0.50) when the
data were compared by country. Changes in wheat consumption in the last few
decades have no significant effects on the development of CD.

2. After testing various biological tools for total and specific protease activity, the
following was found:

2.1 The monocultures of Lactiplantibacillus plantarum P-1, Levilactobacillus
brevis R-1 and Lactobacillus acidophilus 308 reduced the initial gluten content
in wheat bran by 72.97-88.83% during the 24 h fermentation period.

2.2 Pineapple (Ananas comosus), kiwifruit (Actinidia deliciosa) and papaya
(Carica papaya) permeate contain active proteases, and the treatment of wheat
bran with these permeates resulted in an efficiency of up to 99.10% of the gluten
hydrolysis in a period of 24 h.

2.3 The micro-organism enzymes alcalase, neutrase, and flavorzyme efficiently
degrade gluten in wheat bran at pH 6.6—6.7 and reduced the gluten content by
94.70-95.26% within 4 h.

2.4 The plant enzymes are active in neutral media, with bromelain hydrolyzing
93.01% and papain hydrolyzing 95.23% of the gluten in wheat bran within 4 h.

3. The combination of papain and bromelain has no synergistic effect on proteolytic
activity. The optimum concentration of plant enzymes for hydrolysis is 0.5% at
45°C. The selected enzyme (F = 15.60, p <0.01) and its concentration (¥ =45.89,
p <0.01) have the greatest influence on the hydrolysis of gluten in wheat bran.

4. The sequential treatment of wheat bran with plant enzymes and a mixture of
selected LABs resulted in a higher hydrolysis efficiency than either enzymes or
LABs alone. The higher effect of combining the action of the plant enzymes with
LAB fermentation was achieved, with up to 98.94% gluten hydrolysis efficiency
in wheat bran. In combination with LAB, bromelain showed a higher hydrolysis
efficiency, with the highest soluble protein content of 3.47 mg/ml (22.59%
increase compared to the control) and the highest concentration of free amino
acids (4.027 g/100 g, a 5.86-fold increase compared to the control). No
immunoreactive epitopes are found in these samples.

5. Wheat bran is suitable for the production of low-gluten products after complex
bio-treatment with a mixture of bromelain and LAB (Lactobacillus plantarum P-
1, L. brevis R-1 and L. acidophilus 308). An addition of up to 10-12% of
fermented bran to wheat starch or gluten-free flour is recommended for the
production of bread. Although it has been shown that no immunoreactive epitopes
remain in the bran after bio-treatment, further clinical studies are needed to
demonstrate the complete safety of the products in celiac patients.
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1 priedas. Imunoreaktyvios kvieciy glitimo peptidy aminorug$ciy sekos

1 lentelé. Imunoreaktyvios kvie€iy glitimo peptidy aminorigsciy sekos [83]

Ankstesnis Aminoriig§¢iy seka

Epitopas

w

pavadinimas 1 2 4 5 6 7

=]
b=

DQ2.5 epitopai

DQ2.5-glia-ola DQ2-0-1, 09 P F P Q P E L P Y
DQ2.5-glia-alb DQ2-o-III P Y P Q P E L P Y
DQ2.5-glia-02 DQ2-0-11, 02 P Q P E L P Y P Q
DQ2.5-glia-03 gliadinas-a20 F R P E Q P Y P Q
DQ2.5-glia-y1 DQ2-y-1 P Q Q S F P E Q Q
DQ2.5-glia-y2 DQ2-y-1I1, y30 I Q P E Q P A Q L
DQ2.5-glia-y3 DQ2-y-III Q Q P E Q P Y P Q
DQ2.5-glia-y4a DQ2-y-1V S Q P E Q E F P Q
DQ2.5-glia-y4b DQ2-y-VIIc P Q P E Q E F P Q
DQ2.5-glia-y4c DQ2-y-VIla Q Q P E Q P F P Q
DQ2.5-glia-y4d DQ2-y-VIIb P Q P E Q P F cC Q
DQ2.5-glia-y4e L Q P E Q P F P Q
DQ2.5-glia-y5 DQ2-y-VI Q Q P F P E Q P Q
DQ2.5-glia-w1 DQ2-w-1 P F P Q P E Q P F

DQ2.5-glia-w2 DQ2-w-I1 P Q P E Q P F P W
DQ2.5-glut-L1 gliuteninas-17 P F S E Q E Q PV
DQ2.5-glut-L.2 gliuteninas-156 F S Q Q Q E S P F

DQ2.2 epitopai
DQ2.2-glut-L1 gliuteninas-17 P F S E Q E Q PV
DQ2.2-glut- al - Q G S VvV Q P Q Q L
DQ2.2-glut- al - Q Y S Q P E Q P 1
DQ8 epitopai
DQ8-glia-al DQ8-a-1 E G S F Q P S Q E
DQS8-glia-yla DQS8-y-1a E Q P Q Q P F P Q
DQS8-glia-y1b DQ8-y-Ib E Q P Q Q P Y P E
DQS8-glia-y2 - P Q Q S F P E Q E
DQ8-glut-H1 DMM-gliuteninas Q G Y Y P T S P Q
DQS8.5 epitopai

DQ8.5-glia-al DQ8-a-1 E G S F Q P S Q E
DQ8.5-glia-y1 - P Q Q S F P E Q E
DQ8.5-glut-H1 DMM-gliuteninas Q G Y Y P T S P Q
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2 priedas. Celiakijos paplitimo tyrimu atrankos proceso struktiiriné schema

Traai, rasti atlilus paieika duomeny bazéze
{n=1281)
Google Scholar (n=1013), Pubhded (n=146),
Taylor & Francis (n=132)

h 4

Irafai po dublikaty padalinimo
{n=434)

h 4

Papildomi jradai,
nustatyti 13 kit Ealtingg
(n=12)

[rafai, shirti pavadinimni / sanfravkal Iraiai paialinti po pavadinimao /
patikrinti » santrankos perZidiros
(n=434) (n=302)
¥
Viso teksto straipsniai, nustatyti kaip Atmesti viso tflﬁm straipsniai
» - ] (n=6%)
tinkami L . .
—144) Straipsniai, atimest remiantis
{n jtraukimo ir (arba) atmetimo
L kriterijais(n=63)
Straipsniai nejtraukti, nes
I CL paplitimo analize jtrank tyriemai nepavyko gauti viso teksto
(a=75) dolumento
----- i (o (a=4)
Klindhiniai tyrimai (2=70) Straipsniai nejtrankti déf
Nacionalinig duomeny baziy arba P Shram
ligoning registmy analizé (0=35) uom&;lq tzl:lu o
n=

' !

I CL sercloginic paplitimo analize ftrankti
tyrimai
(n=T70)

I CL paplitimo statistine analize jtrankti tyrimai
(n=34)
Evropa (n=21), Azija (0=18). Amerika (n=1), Afrika
{n=17), Australija ir Naujoji Zelandija (n=2)

1 pav. Celiakijos paplitimo tyrimy atrankos proceso struktiiriné schema
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3 priedas. Kalibraciné tiesé bendram proteaziy aktyvumui nustatyti

Absorbcija prie 660 nm

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

01 ¢

y=1,4884x + 0,121

.
R2=0,9981...-""
Lo
-
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Tirozino kiekis, pmol/ml

0,6
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1 pav. Kalibraciné tiesé bendram proteaziy aktyvumui nustatyti




4 priedas. Kalibracinés kreivés glitimo koncentracijai nustatyti pagal ELISA
glitimo standartus

Optinis tankis

2 1,846

=-4E-05x% + 0,0176x + 0,0973
R?=0,9952

0 50 100 150 200 250
Glitimo kiekis, mg/kg

1 pav. Kalibraciné kreivé glitimo koncentracijai nustatyti pagal glitimo (ELISA G12)

standartus
3 2,752
2.5
5 y = -0,0005x2 + 0,0704x + 0,2471
& R? = 0,995
g 15
K=
a2 1
(=]
0,5
0,143
0 ?
0 20 40 60 80 100

Glitimo kiekis, ng/ml

2 pav. Kalibraciné kreivé glitimo koncentracijai nustatyti pagal glitimo (ELISA RS5)
standartus
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5 priedas. Susisteminta informacija apie celiakijos paplitimo duomenis

1 lentelé. CL paplitimas Europoje (ND — néra duomeny; biopsija neatlikta)

CL CL
& Tyrimo Tyrimo Diagnozés paplitimas — paplitimas
Salis s . . oo e pagal nustatytas
imtis subjektai kriterijai . . ..
serologinius  biopsija,
testus, % % (n)
Belgija 1159 Vaikai tTG, EMA 0,86/0,35 ND
Kroatija 1404 Vaikai tTG 5,60 0,50 (7)
Danija 2297 Suaugusieji tTG 2,44 0,48 (11)
9754 Bendra tGA, ZLA 0,77 ND
populiacija
Estija 1160 Vaikai tTG 0,43 0,34 (4)
Suomija 6403 Suaugusieji tTG, EMA 2,50/2,00 1,33 (85)
2815 Suaugusieji tTG 2,70 2,34 (66)
3654 Vaikai tTG 1,42 0,25 (9)
Vokietija 2157 Suaugusieji tTG 0,65 0,37 (8)
4173 Suaugusieji tTG, EMA 0,50/0,30 0,14 (6)
12741 Vaikai tTG 0,90 ND
Graikija 2230 Suaugusieji tTG, EMA 0,18 0,18 (4)
1136 Vaikai tTG, EMA 0,83 0,62 (7)
Vengrija 2690 Vaikai tTG 1,79 1,38 (37)
Islandija 813 Suaugusieji tTG 0,74 0,49 (4)
Italija 2645 Vaikai tTG, EMA 1,30/1,10 0,72 (19)
4781 Suaugusieji tTG, EMA 1,40/0,70 0,50 (24)
4570 Vaikai tTG, EMA, ZLA 5,62 1,58 (72)
4048 Vaikai tTG, 1,26 1,16 (47)
1002 Bendra tTG, EMA 1,30 1,00 (10)
populiacija
Latvija 1444 Suaugusieji tTG, EMA 0,49/0,35 ND
Norvegija 797360 Vaikai Norvegijos pacienty ND 0,38 (3006)
registras
Lenkija 3235 Vaikai EMA 0,80 0,22 (7)
Portugalija 536 Paaugliai tTG, EMA 2,05/0,75 0,75 (4)
Rusijos 1740 Suaugusieji tTG, EMA 2,40 0,52 (9)
Federacija 1988 Vaikai tTG 0,60 0,20 (4)
Slovakija 5412000 Bendra CL pacienty 0,27 0,25 (14500)
populiacija  registruotas skai¢ius
Ispanija 2215 Suaugusieji tTG 0,63 0,27 (6)
4230 Bendra tTG, EMA 0,50 0,49 (21)
populiacija
198 Vaikai tTG 3,00 2,50 (6)
Svedija 7567 Vaikai tTG, EMA 3,60 2,90 (217)
5712 Vaikai tTG, EMA 3,07 2,20 (123)
Jungtiné 4566240 Bendra Klinikiniy tyrimy 0,24 0,24 (10872)
Karalysté populiacija  duomeny registras
1975 Vaikai tTG, EMA 1,00/0,90 0,66 (13)
Europa 77374 1,07 (830)
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2 lentelé. CL paplitimas Azijoje

CL CL
&ors Tyrimo Tyrimo Diagnozés paplitimas  paplitimas
Salis S . . o pagal nustatytas
imtis subjektai Kriterijai .. L
serologinius biopsija, %
testus % (n)
Kinija 19778 Paaugliai ir tTG / ZLA 2,19/0,06 ND
jauni asmenys
22717 Suaugusieji  tTG, EMA, ZLA 1,27 0,35 (8)
Indija 2879 Bendra tTG 1,44 1,08 (31)
populiacija
4347 Vaikai tTG 0,48 0,32 (14)
400 Vaikai tTG 1,25 1,00 (4)
23331 Suaugusieji tTG, ZLA 0,73 ND
Iranas 2799 Suaugusieji tTG, EMA 0,96 ND
1600 Suaugusieji tTG 0,88 0,75 (12)
1506 Vaikai tTG 2,00 0,60 (9)
634 Vaikai tTG 0,50 0,50 (3)
Izraelis 850 Suaugusieji tTG 1,10 0,70 (6)
Jordanija 1985 Vaikai tTG, EMA 0,80 ND
Japonija 2008 Suaugusieji tTG, EMA 8,02/0,00 0,05 (1)
2055 Suaugusieji tTG 0,19 ND
Saudo 1167 Vaikai EMA 2,23 ND
Arabija 1141 Vaikai tTG 2,80 0,88 (10)
7930 Vaikai tTG 2,80 1,50 (119)
Turkija 20190 Vaikai tTG, EMA 1,34/1,06 0,47 (95)
1730 Vaikai tTG 0,46 0,46 (8)
1263 Vaikai tTG 0,87 0,63 (11)
906 Suaugusieji tTG 5,70 0,99 (9)
1000 Vaikai tTG 1,00 0,90 (9)
Jungtiniai 1197 Suaugusieji tTG 1,17 ND
Araby
Emyratai
Vietnamas 1961 Vaikai tTG, EMA, ZLA  1,07/0/0,36 ND
Azija 50661 0,69 (349)
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3 lentelé. CL paplitimas Siaurés ir Piety Amerikos Zemynuose

CL CL
&o1s Tyrimo Tyrimo Diagnozés paplitimas  paplitimas
Salis S, . . o pagal nustatytas
imtis subjektai kriterijai .. L
serologinius biopsija, %
testus % (n)
Kanada 3850 Suaugusieji tTG, EMA 0,88 0,52 (20)
Jungtinés 7798 Bendra tTG, EMA 0,71 0,71 (55)
Amerikos populiacija
Valstijos 22278 Bendra  Duomeny registras 0,69 0,48 (106)
populiacija
14701 Bendra tTG, EMA 0,79 ND
populiacija
Kolumbija 228 Suaugusieji  tTG, EMA, ZLA 1,32 ND
Argentina 2219 Vaikai tTG, EMA 1,62/1,30 1,26 (28)
144 Bendra tTG, EMA, ZLA 2,10 ND
populiacija
Brazilija 4000 Suaugusieji  tTG, EMA, ZLA 0,60 0,35 (14)
2086 Suaugusieji tTG 0,29 0,24 (5)
3000 Suaugusieji tTG/EMA 0,80/0,50 0,37 (11)
3000 Suaugusieji tTG 1,50 0,47 (14)
946 Pagyvene tTG, EMA, ZLA 0,95/0/0,32 0,11 (1)
asmenys
2034 Vaikai ND 0,54 (11)
Kuba 595 Vaikai tTG 1,18 ND
Meksika 1009 Suaugusieji tTG 2,67 ND
Siaurés Amerika 33926 0,53 (161)
Piety Amerika 17285 0,49 (84)
4 lentelé. CL paplitimas Afrikoje, Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje
CL CL
Sats Tyrimo  Tyimo  Disguozés LU RO S
imtis subjektai Kriterijai .. AN
serologinius biopsija, %
testus % (n)
Egiptas 1500 Vaikai tTG, EMA 0,93/0,53 0,53 (8)
Libija 2920 Vaikai tTG, EMA 1,70/0,68 0,65 (19)
Tunisas 6286 Vaikai tTG, EMA 2,20/0,64 0,41 (26)
2064 Vaikai tTG, EMA 0,34 0,24 (5)
1418 Suaugusieji tTG, EMA 0,21 0,14 (2)
Australija 3011 Suaugusieji tTG 1,56 0,56 (17)
Naujoji 916 Vaikai CL duomeny ND 0,98 (9)
Zelandija registras
Afrika 14188 0,42 (60)
Australija ir 3927 0,66 (26)
Naujoji
Zelandija
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7 priedas. Kalibraciné tiesé gliadiny kiekiams nustatyti remiantis AF-ESCh
rezultatais

Areg

7500000
5000000

2500000

0 s e e W 200 A0 E0 40 &0 cc

1 pav. Kalibraciné tiesé gliadiny kiekiams nustatyti AF-ESCh, sudaryta pagal 10, 100, 500,
1000 ir 5000 mg/kg koncentracijos gliadino standarto tirpaly rezultatus
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8 priedas. Duonos kepinio su kvie€iy sélenomis gamybos technologija

1 lentelé. Mazai glitimo turin¢ios duonos i§ kvie¢iy antriniy produkty receptira

Produkto pavadinimas Masé, g

Kviec€iy krakmolas 400 400 400 400
Vanduo 380 380 380 380
Kvieéiy sélenos 100 100 100 100
PRB suspensija 20 20 20 20
Cukrus 40 40 40 40
Kmynai 40 40 40 40
Mielés 16 16 16 16
Druska 4 4 4 4
Bromelainas 2,5 2,5 2,5 2,5
Agaras 2 - - -
Gumiarabikas 2 - -
Guaro derva - 2
Ksantano derva - - - 2
Pusgaminio masé 1000 1000 1000 1000
ISkepto gaminio masé 805 808 820 822

Trumpas gamybos proceso aprasymas

1. Kvieciy sélenos sumaiSomos su vandeniu ir bromelainu. 2 val. vykdoma
fermenting hidrolizé esant 45°C.

3. Séleny masé sumaiSoma su PRB raugu, kuriame yra atrinktos trijy riisiy, PRB.

4. Fermentacija vykdoma 10 val. 30-37°C temperatiiroje.

5. I rauga sudedami visi likg produktai ir vandenyje istirpintas hidrokoloidas.
Tesla iSminkoma.

6. Kildinama 1,5 val. 30 °C temperatiiroje. Pakilusi teSla perminkoma,
formuojami gaminiai ir dar 0,5 val. kildinami.

7. Kepama 50 min. 240°C temperatiiroje.

2 pav. Duona su ksantano derva
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