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Santrauka

Siuo metu didelis démesys skiriamas augalinés kilmés baltymy gamybos technologijy
vystymui. Ankstiniai javai — vieni i§ populiariausiy vietinése salygose auginamy augaly, kurie
gali biiti panaudoti naujy maisto priedy ir/ar produkty vystymui. Tac¢iau jy perdirbimui svarbu
vystyti tiek efektyvius technologinius sprendimus baltymingy medziagy iSgavimui, tiek ir
biopriemones antimitybiy faktoriy minimizavimui bei funkciniy savybiy gerinimui.

Darbas skirtas — vystyti pupy perdirbimo technologija, jskaitant procesus baltymingy
frakcijy iSgavimui ir biotechnologines priemones, kurios leisty sumazinti augalinéje zaliavoje
antimitybinius faktorius ir pagerinti produkty funkcines savybes; siekiant organizuoti beatliekinj
pupy perdirbima biorafinavimo principu, jvertinti pupy lukSty panaudojimo galimyb¢ pieno
rugsties gamybai.

Nustatytg, kad klasifikavimas oru yra perspektyvi perdirbimo technologija, norint gauti
didesniu baltymy kiekiu pasizymincias pupy milty frakcijas: po klasifikavimo oru, lyginant su
zaliavinémis pupomis (be apdorojimo), baltymy kiekis miltuose nustatytas 3,6 % didesnis.

PRB KF metu, lyginant su nefermentuotais pupy miltais, nustatytas po 72 h fermentacijos
vandenyje tirpiyjy baltymy sumazéjimas (15 %). Didziausig jtaka PRB KF turéjo pupy mazos
molekulinés masés baltymams, tuo tarpu apdorojimas proteazémis — didelés molekulinés mases
baltyminiy medziagy frakcijoms. Norint pagerinti pupy milty ir pupy baltymy funkcines savybes
tokias, kaip pupy baltymy emulsijy susidarymo pajéguma, svarbu parinkti optimalig PRB KF ir
zaliavos apdorojimo fermentais trukme, kuri sudaré, atitinkamai, 24 h ir 30 min, nes po 72 h KF
buvo stebimas pupy baltymy emulsijos sudarymo pajégumo sumazéjimas (2,8 %). Be to, PRB
kietafazé¢ fermentacija gali buti naudojama pupy antimitybiniy faktoriy mazinimui: po 72 h
fermentacijos proteaziy inhibitoriy aktyvumas pupy milty sumazéjo 9,5 %, 0 pupy milty
vir§kinamumas po fermentacijos padidéjo 5 %. Nustatyta, kad ultragarsas yra efektyvus metodas
augalinés zaliavos mikrobinés tar§os mazinimui (prie§ PRB fermentacijg): po 60 min apdorojimo

37 kHz ultragarsu bendras mikroorganizmy skaicius sumaz¢jo 2 kartus.



Siekiant vykdyti beatliekinj pupy perdirbimg, lukstais turtingg frakcijag galima naudoti
pieno riigSties gamybai; pieno rigsties iSeigy padidinimui (39 %) pupy lukstus (pries PRB
fermentacija) rekomenduotina apdoroti fermentiniu preparatu, susidedan¢iu i§ celiulaziy,
ksilanaziy ir B — gliukanaziy.

Apibendrinant, galima teigti, iSbandyti pupy perdirbimui technologiniai sprendimai
(separavimas oru, apdorojimas ultragarsu) kombinacijoje su biopriemonémis leidzia iSgauti
baltymais turtingas pupy frakcijas, sumazinti augalinés zaliavos mikrobiologing tar§g ir
antimitybinius faktorius bei pagerinti funkcines baltymais praturtinty pupy frakcijy savybes.
Kietafaz¢ fermentacija, naudojant atrinktas pieno rugsties bakterijas, leisty sukurti naujus pupy

produktus ir i$plésti jy panaudojimo maisto pramonéje spektra.
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SUMMARY

Presently, a strong focus is given on the development of vegetable protein production
technology, and grain legumes are among the most popular plants grown under the local
conditions which can be used for development of new food additives and/or products. However,
their processing requires development of both efficient technological solutions for extraction of
protein material and biological means for minimisation of antinutritional factors as well as
improvement of functional properties.

The goal of the study is the development of bean processing technology, including
processes for extraction of protein fractions and biotechnological means which would allow
reduction of antinutritional factors in the raw plant material as well as improvement of functional
properties of products; organization of non-waste processing of beans using the biorefinery
concept, evaluation of the possibility of using bean shells for production of lactic acid.

It was found that air classification was a viable processing technology for obtaining bean
meal fractions richer in protein: following air classification, the protein content in bean meal was
3.6 % higher in comparison with raw beans (unprocessed).

During solid state fermentation by lactic acid bacteria (SSF LAB), a decrease (15 %) of the
content of water soluble proteins was measured following 72 h of fermentation in water,
compared to unfermented bean meal. SSF LAB had the greatest impact on bean proteins of low
molecular mass, whereas protease processing influenced fractions of high molecular mass
materials. In order to improve the functional properties of bean meal and bean proteins, such as
the capacity of bean protein emulsion production, it was important to select an optimum duration
of SSF LAB as well as processing of raw material with other enzymes, which was respectively
24 h and 30 min, since a decrease (2,8 %) of protein emulsion production capacity was observed
after 72 h of SSF. In addition, SSF LAB can be used for reduction of antinutritional factors of

beans: after 72 h of fermentation, the activity of protease inhibitors in bean meal decreased by



9,5 %, and digestibility of bean meal after fermentation increased by 5 %. It was found that
ultrasound was an efficient method for reduction of microbial pollution of raw plant material
(before LAB fermentation): following 60 min of ultrasound processing, the total bacterial count
halved.

In order to carry out non-waste processing of beans, the shell-rich fraction can be used for
production of lactic acid. In order to increase the yield of lactic acid (39 %), it is recommended
to treat bean shells (before LAB fermentation) with enzymatic preparation, which consists of
cellulases, xylanases and § — glucanases.

In summary, the tested bean processing technological solutions (air separation, ultrasound
processing) in combination with biological means allow obtaining protein rich bean fractions to
reduce bacterial pollution of raw plant materials and antinutritional factors as well as enhance the
functional properties of protein rich fractions of beans. Solid state fermentation with use of
selected lactic acid bacteria would allow for the development of new bean products and expand

the range of their application in food industry.
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Ivadas

Besikei¢ianti zmoniy mityba ir vis labiau augantis vartotojo susidomgjimas sveikatai
palankiais maisto produktais, ver¢ia pramon¢ i$ naujo atsigrezti ir pradéti didinti baltymingy
produkty gamybg. Nors tarptautiniu mastu daugiausiai naudojamos sojos pupelés, vis labiau
didéja suinteresuotumas kity ankStiniy javy rasiy, kaip lesiy, avinzirniiy, taip pat ir pupy
perdirbimo technologijy baltymy i§gavimui vystymui. Si augaling Zaliava yra pladiai
kultivuojama ES ir vartotojui ji yra labiau priimtina nei soja dél galimy joje genetiniy
modifikacijy [1].

Pupos, kaip ir dauguma ankStiniy javy, pasizymi dideliu baltymy kiekiu, todél Sis
komponentas labiausiai domina maisto pramong. Baltymy pritaikymo spektras yra labai platus,
jie gali biiti naudojami maisto produkty praturtinimui, sudéties subalansavimui ir funkciniy
savybiy gerinimui. Taip pat plintant vegetarizmo idéjoms, pupos vis labiau pradedamos vertinti,
kaip mésos analogas.

Taciau platy pupy pritaikyma maisto pramongje riboja: (i) efektyviy technologiniy
sprendimy stoka baltymingy frakcijy iSgavimui ir (ii) jy antimitybiniai faktoriai, kaip tripsino
inhibitoriai, nevirSkinami trisacharidai — stachiozé ir rafinozé, lektinai ir kt. komponentai. Todél
norint, kad pupos bty plac¢iau naudojamos maisto produkty gamyboje, jy antimitybiniai faktoriai
turi bati minimizuoti. Si problema gali bati biti sprendZiama, taikant tradicinius apdorojimo
metodus, pvz., verdant, apdorojant slégiu ar autoklavuojant. Taciau Sie apdorojimo metodai
dazniausiai turi neigiamos jtakos pagrindiniam pupy komponentui — baltymams ir jy funkcinéms
savybéms. Todél pramoné ieSko naujy apdorojimo metody, kurie sumaZinty zaliavos
antimitybiniy faktoriy kiekj ir tuo paciu metu pagerinty jos funkcines savybes.

Jau nuo seno Azijoje taikoma sojos pupeliy fermentacija, kuri prigijo ir iki Siol placiai
naudojama Sios zaliavos perdirbimui, todél bioapdorojimas gali biiti taikomas ir kity ankstiniy
javy sekly apdorojimui. Pastaruoju metu pramoné domisi kietafaze fermentacija (KF), nes jos
metu naudojamas mazas vandens kiekis, tod¢l Sis metodas yra ekonomiSkas ir tuo paciu
saugesnis, nes mazas vandens kiekis neleidzia sparciai daugintis pasalinei mikroflorai. KF metu
gali buti naudojami jvairiis mikroorganizmai, priklausomai nuo to kokias norima isgauti
galutinio produkto savybes. Misy sglygomis maisto pramoné linkusi naudoti labiausiai
paplitusius ir vartotojui zinomus mikroorganizmus — pieno rugsties bakterijas (PRB). Iki Siol
moksliniuose tyrimuose didelis démesys skiriamas PRB atrankai, ieSkant naujy padermiy ir ypac
pasiZyminc¢iy antimikrobinémis savybémis. Tyrimy rezultatai rodo, kad fermentuojant ankstinius
javus jvairiomis PRB kultGromis yra sumazinami jy antimitybiniai faktoriai, o parinkus
optimalias fermentacijos sglygas gali biiti pagerinamos ir baltymy funkcines savybés, pvz., puty

sudarymo pajégumas. Taip pat norint pagerinti augalinés zaliavos perdirbimo efektyvuma, Vis
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didesnj susidoméjimg kelia mikrobinés fermentacijos kombinavimas su zaliavos papildomu
apdorojimu fermentais.

Sumazinus pupose antimitybiniy faktoriy kieki bei pagerinus funkcines savybes, pupy
pritaikymo spektras padidéty. Baltymais praturtinti pupy priedai galéty buti naudojami kepiniy
maistinés vertés pagerinimui, ypa¢ kepiniy be glitimo vystymui, konditerijos sektoriuje kremy
gamybai ir kt.

Darbo tikslas — vystyti pupy perdirbimo technologija, iskaitant procesus baltymingy
frakcijy iSgavimui ir biotechnologines priemones, kurios leisty sumazinti augalinéje Zaliavoje
antimitybinius faktorius ir pagerinti produkty funkcines savybes; siekiant organizuoti beatliekinj
pupy perdirbimg biorafinavimo principu, jvertinti pupy lukSty panaudojimo galimybe pieno

rugsties gamybai.

Tikslui pasiekti darbe buvo sprendziami Sie uzdaviniai:

1. [Jvertinti perdirbimo technologijos — Kklasifikavimo oru naudojimo galimybg¢ baltymais
praturtinty pupy milty frakcijy iSgavimui,

2. Ivertinti ultragarso panaudojimo galimybe perdirbamos zaliavos mikrobinés tarSos
mazinimui;

3. Ivertinti KF, naudojant PRB ir proteazes, jtaka pupy tirpiyjy baltymy poky¢iams;

4. Jvertinti KF, naudojant PRB ir proteazes, jtakg pupy milty ir jy baltymy izoliaty
funkciniy savybiy pokyc¢iams;

5. vertinti PRB kietafazés fermentacijos jtaka pupy antimitybiniy faktoriy pokyciams;

6. Ivertinti biorafinavimo koncepcijos taikymo galimybes pupy beatliekiniam

perdirbimui, jskaitant luksty perdirbimg j pieno ragstj (PR).
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1. Literatuiros apzvalga
1.1. Pupy chemijos savitumai
1.1.1. Maistiné verté ir panaudojimas pramonéje

Siuo metu pasaulyje vis didéja susidoméjimas ankstiniais javais. Jy auk$ta maistine verte
turinti cheminé kompozicija apsprendzia, kad vis daugiau vartotojy ankstiniy javy séklas jtraukia
] savo dietg. Jos, lyginant su gradais, turi Zymiai daugiau baltymy, vidutiniskai 20 — 25 %,
priklausomai nuo ankstiniy javy rasies, o grudiniuose javuose baltymy kiekis vidutiniskai yra 6 —
10 %. Taip pat, ankstiniuose javuose gausu amino rugsc¢iy lizino ir metionino, §iy amino rugséiy
grudiniy kultiry javuose yra nedaug, todél maistiniu pozitriu, ankstiniai javai pralenkia griidiniy
javy maisting vert¢. Ankstinius javus galima suskirstyti j 2 grupes: kuriuose kaupiami riebalai ir
kuriuose kaupiamas krakmolas kaip atsarginis energijos Saltinis. Pirmajai grupei priskiriami
lubinai bei sojos pupelés, antrajai — pupos, Zirniai, lgSiai. Siuo metu didZiausig pritaikyma
tarptautingje plotméje turi sojos pupelés, jy pritaikymo spektras yra labai platus, jos naudojamos
kaip mésos, siirio analogas, taip pat jy jvairts perdirbimo produktai naudojami gerinti juslines ir
funkcines maisto produkty savybes. Taciau vis daugiau démesio skiriama ir kitiems ankstiniams
javams, nes daugéja moksliniy tyrimy, kuriuose jrodoma, kad ir kiti ankStiniai javai pasiZymi
geromis funkcinémis ir juslinémis savybémis. Vieni i§ tokiy ankstiniy javy yra pupos, kurios vis
daugiau pritaikomos maisto pramongje [56].

Pupa (lot Vicia faba) — tai Fabaceae Seimai priklausantys ankstiniai javai [1]. Lietuvoje
auginamos darzinés ir pasarinés pupos. I§ pastaryjy populiariausios veislés yra: ,,Ada“, ,,Ausra‘,
,Geltonos®, , Kupa“, ,Nida“, ,Nora“, ,,Scirocco”, ,,Ukko“ [2]. Pupos auginamos visame
pasaulyje, tac¢iau didZiausi kiekiai pupy iSauginami yra Kinijoje, o daugiausiai pupy eksportuoja
Europos $alys: Pranciizija, Jungtiné Karalysté [3,4].

Pupos vertinamos dél savo maistinés vertés. Vienas pagrindiniy komponenty kodél pupos
yra taip vertinamos pasaulyje — baltymai. Priklausomai nuo pupy rasies, auginimo ir klimato
salygy baltymy pupose biina apie 26 % [5,6]. IS amino rigsciy vyrauja: glutamo rtgstis (~16 %),
asparto rugstis (~10 %) ir argininas (~ 9 %) [7,8,9].

Pupose riebaly kiekis svyruoja nuo 1,2 iki 1,9 % [5,10]. DidZziausig kiekj i$ riebaly rtigsciy
sudaro linolo rtigstis, apie 41,3-59,7%, kity riebaly rugsciy, oleino ir palmitino, atitinkamai, nuo
15,0 iki 33,0 % ir nuo 13,9 iki 21,0 % [10,11]. Fosfolipidy kiekis pupose yra apie 1,2 g/100 g,
kuriose vyrauja tos pacios, kaip ir triacilgliceriduose riebaly raigstys: linolo, oleino, palmitino
ragstys [11].

Angliavandeniy kiekis pupose, taip pat, priklauso nuo pupy riiSies, auginimo ir klimato

salygy, ju kiekis pupose biina apie 58 %, i§ kuriy didzigja dalj sudaro krakmolas (~ 40 %
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pupose). Sacharidy kiekis pupose yra apie 5,7 %. Taip pat, pupose yra didelis kiekis skaiduliniy
medziagy — apie 25 % [5,12,13].

Be pagrindiniy maistiniy medziagy pupose, taip pat, yra ir vitaminy ir mineraliniy
medziagy. Daugiausiai pupose yra B grupés vitaminy: B (tiaminas) apie 0,555 mg/100g (46,25
% rekomenduojamos paros normos (RPN)), Bs (piridoksinas) apie 0,366 mg/100g (28 % RPN),
vitamino B (ribolfavino) apie 0,333 mg/100 g (25 % PRN) ir vitamino Bz (niacinas) 2,832
mg/100 g (18 % RPN) [14]. I$ mineraliniy medziagy pupose vyrauja: varis 0,824 pg/100g (91 %
RPN), gelezis 6,70 mg/100 g (84 % RPN), manganas 1,626 mg/100 g (71 % RPN) ir fosforas
421 mg/100g (60 % RPN) [14].

Pupos, be savo maistinés vertés, turi ir kity komponenty, kurie pasizymi teigiama
fiziologine jtaka zmogui, pvz., antioksidanty. Tai junginiai, kurie saugo lasteles nuo zalingo
laisvyjy radikaly poveikio. Polifenoliniy junginiy kiekis gali svyruoti nuo 20 iki 28 mg GAE/g,
flavanoidy — nuo 3 iki 8 mg CE/g [23,24,25]. Taip pat, pupose yra ir amino rugsties L — DOPA,
§i amino rugstis padidina dopamino koncentracijg kraujyje, kuris padeda gydant Parkinsono liga.
Pupose amino rugsties L — DOPA kiekis priklauso nuo pupy genotipo, auginimo salygy ir
svyruoja nuo 50 iki 100 mg/100 g [26,27].

Pupose, taip pat, gausu taniny. Seniau taninai buvo apibidinami kaip antimitybiniai
komponentai, todél buvo iSvestos pupy veislés su mazesniu taniny kiekiu. Didziausi kiekiai
taniny yra pupy lukstuose. Siuo metu taninai apibiidinami, kaip teigiama poveikj turintys
komponentai. Pupose $iy junginiy gali baiti nuo 2 iki 21 g/kg [21,15].

Kadangi pupos pasiZymi aukSta maistine verte, pramoné vis daugiau pradeda pupas
naudoti maisto produkty gamyboje. Pupy miltais, jy baltymy izoliatais galima visiSkai ar i§ dalies
pakeisti kvietinius, sojy ar ryziy miltus. Baltymy izoliatai gali biiti panaudojami gaminti mésos
produktus ar jy analogus, stirio analogus, kepiniy pramongje, gaminti duona, saldzius kepinius,
picas, makaronus, uzkandzius, ekstruduotus gaminius. Taip pat dél pupy puikios maistinés
vertes, jos gali biiti naudojamos, kaip puiki alternatyva, duonos be glitimo gamyboje — maistinés
vertés pagerinimui [54].

1.1.2. Antimitybiniai faktoriai

Ankstiniy javy panaudojimg pramonéje riboja jy antimitybiniai faktoriai. Pupose, kaip ir
Kity ankstiniy javy séklose yra antimitybiniy komponenty, pvz., tripsino inhibitoriai, rafinozés ir
stachiozés, fitino riigSties, vicino ir konvicino. Tripsino inhibitoriai — tai serino proteazes
inhibitoriai, kurie sumaZzina tripsino biologinj aktyvuma. Tripsinas yra fermentas, kuris skaldo
jvairius baltymus Zmogaus virSkinimo trakte. Pupose tripsino inhibitoriy aktyvumas,
priklausomai nuo pupy genotipo, auginimo ir klimato sglygy btna apie 1,6 — 3 TIU/mg [15].

Pupose, taip pat, gausu angliavandeniy rafinozés ir stachiozés. Sie angliavandeniai yra
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nevirSkinami zmogaus zarnyne, jie storojoje zarnoje fermentuojami iki dujy, kas sukelia pilvo
putimg. Pupose $iy angliavandeniy biing apie 18 g/kg [15,16]. Kitas antimitybinis faktorius
pupose yra fitino ragstis, kuri suriSa mineralines medziagas ir neleidzia jy jsisavinti organizme,
Sios ragsties pupose biina apie 9 mg/g [17,18]. Taip pat, pupose yra vicino ir konvicino, tai yra
glikozidai, kurie yra hidrolizuojami zmogaus virSkinamojo trakto mikrofloros j divicing, kuris
sukelia hemolizing anemijg. Pupose S$iy glikozidy biting apie 7 — 9 mg/kg [19,20]. Kitas
antimytibinis faktorius pupose yra lektinai, tai angliavandenius prisijungiantys baltymai. Sie
baltymai sglygoja mitybos nepakankamumg bei imunines (alergines) reakcijas. Lektiny
aktyvumas pupose yra labai jvairus, priklausomai nuo pupy genotipo svyruoja nuo 28 iki 56
vienety [21, 22]. Kadangi pupose yra ganétinai daug antimitybiniy faktoriy, joS prie§ vartojima

turi biiti apdorojamos, pvz, iSverdamos, mirkomos, autoklavuojamos ar fermentuojamos [18,21].

1.2. Baltyminiy medZiagy koncentraty ir izoliaty gamyba

Didziausig susidoméjima ankStiniai javai maisto pramonéje turi dél savo didelio
baltymy kiekio. Besivystanciose Salyse ankstiniai javai yra pagrindinis baltymy Saltinis,
iSsivysCiusiose Salyse ank$tiniai javai daugiausiai naudojami gyvuliy Sérimui, o maisto
pramong¢je — kaip mésos pakaitalai. Taciau vis labiau pradedama vertinti ankStiniy javy cheminé
sudétis bei jy baltymy funkcinés savybés, todél ankstiniy javy baltymy koncentratai ir izoliatai
vis pladiau pritaikomi maisto produkty praturtinimui. Siuo metu baltymy izoliatai ir koncentratai
i§skiriami 2 budais: Slapiaisiais metodais — Sarmine ekstrakcija, izoelektriniu nusodinimu,

ultrafiltracija ir sausuoju — klasifikavimu oru.

1.2.1. Slapieji baltyminiy medZiagy ekstrakcijos metodai

Baltyminiy medZiagy i$ vandeniniy suspensijy i§skyrimui galima naudoti jvairius metodus.
Visais atvejais galutinis produktas yra sausi milteliai, kuriy baltymy kiekis ir kokybé priklauso
nuo i$skyrimo metodo. Baltymy kiekis tokiuose izoliatuose gali buti nuo 30 iki 90 %, taip pat,
nuo iSskyrimo metodo priklauso ir baltymy denatiiracijos laipsnis, baltymy denatiiracija turi
didelés jtakos baltymy funkcinéms savybéms. Todél jvairtis baltymy iSskyrimo metodai turi
jtakos skirtingoms baltymy izoliaty pritaikymo sritims. Maisto pramonéje didesng vertg turi
baltymy izoliatai, kuriy denatiiracijos laipsnis yra mazesnis dél jy geresniy funkciniy savybiy:
kaip tirpumas, emulsijos sudarymo pajégumas, puty sudarymo pajégumas, geliy sudarymo
pajégumas [34].

Ekstrakcijos metodai:

Izoelektrinis nusodinimas: baltymy izoelektrinis taSkas (pl), tai toks pH, kuriame baltymo

kravis lygus 0. Siame taske baltymai linke agreguotis ir nusésti, nes pI néra elektrostatinés
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stiimos jégy, dé¢l kuriy baltymy molekulés stumty vienos kitg. Baltymai turi skirtingg pl dél jy
skirtingos amino rigsciy kompozicijos, tod¢l jie gali biti iSskirti i§ tirpaly kei€iant terpés pH.
Tyrimai su sojos pupomis parod¢, kad tiek ekstrakcijos salygos (temperatira, trukmé), tiek
naudojama ekstrakcijai riigstis turi jtakos iSskirty izoliaty kiekiui ir kokybei. Daugumos
ankStiniy javy sékly baltymy izoelektrinis taskas yra apie pH 4,2 [37].

Sarminé ekstrakcija: atlikus tyrimus nustatyta, kad ankstiniy javy sékly baltymy tirpumas
didéja, didéjant terpés pH. Taciau Sarminé ekstrakcija gali turéti neigiamos jtakos: Sarminés
ekstrakcijos metu galimi baltymy pokyciai, pvz., gali vykti lizino racemizacija j alaning, tai
salygoja baltymy maistinés vertés sumazéjima [37].

Ultrafiltracija: tai procesas, kuriame naudojamos membranos baltymams atskirti.
Filtravimo metu mazos dalelés prasiskverbia per filtro skylutes, o didelés molekulés licka ant
filtro. Ultrafiltracija baltymy i$skyrimui pradéta taikyti sojos pupoms prie§ mazdaug 20 mety.
Tikima, kad ultrafiltracija pakeis izoelektrinj nusodinima [37].

Siuo metu daugiausiai taikoma izoelektrinio nusodinimo ir 3arminés ekstrakcijos
kombinacija, pvz., pupy miltai suspenduojami Na>SO3 tirpale (pH 10,5), tirpalas i$laikomas ir
nucentrifuguojamas, susidargs supernantas partig§tinamas iki pH 4 (izoelektrinis nusodinimas),
nuséde baltymai nucentrifuguojami ir i8dziovinami. Tokiu bidu iSgaunami baltymy izoliatai,
kuriuose baltymy kiekis yra apie 90 % [38].

Baltymy 1§ tirpaly ekstrakcijos trikumas — iSskirti baltymai turi buti i$dziovinami.
Dziovinimui gali buati taikomi jvairis budai: konvekcinis, radiacinis — konvekcinis,
konduktyvinis, sublimacinis ar dziovinimas elektromagnetiniame lauke. Parenkant dZiovinimo
biida, svarbu jvertinti baltymy denatiiracijos laipsnj. Siuo metu didZiausias démesys yra
skiriamas liofilizacijai, nes §io proceso metu maziausiai pakinta baltymy struktira bei funkcinés
savybés [39].

Baltymy izoliaty panaudojimg maisto pramonéje lemia tiek jy funkcinés savybeés, tiek
maistiné verté. Dauguma ankStiniy javy izoliaty pasiZymi dideliu lizino kiekiu, todél deél savo
geros maistings vertés baltymy izoliatai yra naudojami saloty padazy, mésos produkty ir deserty
gamyboje. Didziausig pritaikyma pupy izoliatai turi duonos pramonéje. Tesla su pupy izoliatais
pasizymi didesne vandens absorbcija. Taip pat, pupy izoliatai naudojami ir makarony gamyboje.
Populiar¢jant produktams be glitimo ir norint, kad produktai pasizyméty geromis juslinémis
savybémis bei maistine verte, pramonéje buvo pradéta ieSkoti zaliavy, kurios patenkinty Siuos
reikalavimus. Kadangi pupy baltymai pasizymi gera amino rtigsciy kompozicija bei funkcinémis
savybémis, jie gali buti pritaikomi duonos be glitimo gamyboje. Didéjant susidoméjimui

ankstiniy javy baltymais, vis daugiau baltymy izoliaty pradéta naudoti mésos pramonéje. Pupy
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baltymy izoliatai naudojami, norint sumazinti riebaly kiekj, pagerinti juslines ir maistines mésos

produkty savybes [40].

1.2.2. Klasifikavimo oru panaudojimas baltyminiy medziagy gamybai

Klasifikavimas oru — tai technologinis procesas, kurio metu naudojant org dalelés
atskiriamos priklausomai nuo jy dydzio ar formos. Seperavimo metu medziaga suskirstomas j 2
frakcijas: lengvaja ir sunkiaja [31,32]. Pagrindiniai klasifikavimu oru privalumai: sausas
metodas, paprastas, dauguma atveju nebrangus, procesui reikalingas tik oras. Trakumai:
triukSmingas, proceso metu medziagos gali sulipti (ypa¢ purios medziagos), procesas labai
priklauso nuo daleliy dydzio ir formos, retai pasiekiamas 100 % efektyvumas [33].

Taip pat, klasifikavimas oru naudojamas ir maisto pramonéje. Daugiausiai klasifikavimas
oru yra taikomas ankstiniy javy perdirbime, norint gauti turtingg baltymais milty frakcija. Toks
atskyrimas galimas dél krakmolu ir baltymais turtingy daleliy dydzio, formos ir tankio skirtumy:
krakmolu turtingos dalelés yra sunkesnés nei baltymais turtingos dalelés [34]. Naudojant
klasifikavima oru, galima gauti pupy miltus, kuriy baltymy kiekis padidéja nuo 27,9 iki 66,1 %
[35]. Tokie baltymais turtingi ank$tiniy javy miltai naudojami duonos pramonégje, norint
pagerinti produkty maistine verte. Taip pat tokie baltymais praturtinti miltai gali buti naudojami
ir mésos produkty gamyboje, kaip priedai, pagerinantys produkty tekstlirg ar sumazinantys

produkty savikaing [36].

1.3. Perdirbimo biido jtaka iS§gauty baltyminiy medziagy chemijai ir funkcinéms

savybéms.

Kadangi ankstiniai javai turi daug antimitybiniy faktoriy bei gaminant baltymy izolialus ir
koncentratus Sie komponentai néra pasalinami, todél ankstiniy javy miltai ar jy produktai pries
vartojimg arba panaudojima gamyboje turi biiti apdorojami. Pagrindiniai apdorojimo metodai,
kurie nuo seno vyrauja ir zmoniy virtuvése, tai mirkimas ir apdorojimas kar$¢iu. Pramonéje
ankstiniy javy séklos, taip pat, apdorojamos slégiu bei antimytibiniai komponentai gali buti
sumazinami naudojant ekstruzija [58]. Taciau, nors ir tradiciniai metodai sumazina
nepageidaujamy komponenty kieki, daznai Sie procesai turi neigiamos jtakos ankStiniy javy
funkcinéms savybéms. Todél pramoné vis didesnj; démesj skiria ankStiniy javy apdorojimui,
vykdant fermentacija jvairiais mikroorganizmais. Siuo metu didziausia pritaikyma sojos pupeliy
fermentacijoje turi Rhizopus oligosporus. Fermentacijos metu yra sumazinami tokie
antimitybiniai faktoriai kaip proteaziy inhibitoriai, fito rugstis, lektinai, taip pat pasikeicia S0jos

pupy funkcinés ir struktiirinés savybés [59]. Didé¢jant susidoméjimui ankStiniy javy
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panaudojimui maisto pramonégje, pradéta ieSkoti naujy mikroorganizmy ar fermenty, kurie

sumazinty antimytibiniy komponenty kiekj bei pagerinty ankstiniy javy funkcines savybes.

1.3.1. Baltymy iSgavimas naudojant ekstrakcijos technologijas

Baltymai yra vieni i§ svarbiausiy maisto komponenty, todél pramonei svarbu didinti
gamybos apimtis ir efektyvuma, iSsaugant jy funkcines savybes ir eliminuojant antimitybinius
faktorius.

1.3.1.1. Baltymy funkcinés savybés

Siekiant platesnio baltymy pritaikymo maisto pramonéje svarbu, kad jie buty pilnaverciai
Ir pasizyméty geromis maistinémis ir funkcinémis savybémis. Pagrindinés kontroliuojamos
baltymy funkcinés savybés buty tokios: puty sudarymo pajégumas ir stabilumas, emulsijos
sudarymo pajégumas ir stabilumas, vandens/aliejaus absorbcija, geliy sudarymo pajégumas.

Puty sudarymo pajégumas ir stabilumas. Baltymy savybé sudaryti putas yra labai svarbi
daugumoje maisto pramonés Saky. Putas galima apibtdinti kaip dvifaze sistema, sudarytg i§ oro
burbuliuky, atskirty tarpusavyje plonu skyscio sluoksniu. Putos maisto produktuose dazniausiai
yra labai sudétingos sistemos, susidedancios i§ dujy, skysCiy ir pavirSiaus aktyviyjy medziagy.
Baltymai puty sistemoje salygoja tolygy burbuliuky pasiskirstymg. Be to, baltymai, naudotini
puty sudarymui, turi greitai stabilizuoti putas, biiti efektyviiS mazomis koncentracijomis ir esant
skirtingiems terpés pH bei islaikyti savo savybes esant sistemose inhibitoriy, pvz., riebaly, kurie
mazina puty sudarymo pajéguma [41].

Emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas. Emulsija apibréziama, kaip dispersiné
sistema, susidedanti i§ dviejy nesimai$anciy skysc¢iy, dazniausiai $i sistema susideda i§ vandens
ir aliejaus. Baltymai emulsijos susidarymo metu atlieka emulsiklio funkcijg. Baltymai turi
hidrofilines ir hidrofobines grupes, kurios formuojantis emulsijai pasiskirsto tarp vandens ir
aliejaus fazés, taip stabilizuodamos emulsija [42].

Baltymy tirpumas. Baltymy tirpumas yra svarbi baltymy funkciné savybé, nes baltymy
tirpumas turi jtakos ir kitoms svarbioms baltymy funkcinéms savybéms, kaip emulgavimas,
putojimas. Baltymy tirpumas priklauso nuo baltymo amino riig§¢iy kompozicijos ir sekos,
baltymo molinés masés, struktiiros bei poliniy ir nepoliniy grupiy kiekio amino riagstyse. Taip
pat, baltymy tirpumui jtakos turi ir aplinkos veiksniai: joniné jéga, tirpiklio tipas, pH,
temperatira. Maisto pramonéje didziausig jtakg baltymy tirpumui turi terpés pH. Baltymy
tirpumo laipsnj vandeningje terpéje apsprendzia elektrostatiné ir hidrofobiné sgveika tarp
baltymy molekuliy. Baltymy tirpumas padidé¢ja, jei elektrostatiné stiima didesné nei hidrofobiné

sgveika. Maziausias baltymy tirpumas yra izoelektriniame taske (pI) [43].
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Vandens ir aliejaus absorbcijos pajégumas. Vandens absorbcijos pajégumas maisto
produktuose gali biti apibtdinamas, kaip zaliavinio ar pridétinio vandens sulaikymas
apdorojimo metu, pvz., veikiant slégiui, centrifuguojant, kaitinant [44]. Riebaly absorbcijos
pajégumas, taip pat, labai svarbi baltymy funkciné savybé maisto produktuose, baltymy — riebaly
sgveika turi jtakos maisto produkto tekstiirai bei kitoms juslinéms savybéms. Baltymai turi
hidrofiliniy ir hidrofobiniy savybiy, todél gali sgveikauti maisto produktuose su vandeniu ir
riebalais. Maza vandens absorbcija siejama su mazu poliniy amino ragsciy Kiekiu, kai maza
riebaly absorbcija siejama su dideliu hidrofiliniy ir poliniy amino rigs¢iy kiekiu baltymy
pavirsiuje [45]. Pupos pasizymi didesne vandens absorbcija nei riebaly: vandens absorbcija yra
0,72 g vandens/g milty, aliejaus absorbcija — 0,42 g vandens/g milty [5].

Geliy sudarymo pajégumas — kita svarbi baltymy funkciné savybé. [vairiis baltymai linke
sudaryti gelius, pasizymincius skirtingomis tekstiiros charakteristikomis: Kietumu, lipnumu,
adhezija. Unikali baltymy geliu savybé tai, kad jie elgiasi kaip kieti kiinai, taciau kartu turi ir
skys¢iams budingy savybiy. Kad susiformuoty gelis baltymai turi buti dalinai i$sivynioje, tada
polipeptidai gali saveikauti, susijungdami j trimatj tinkla. Dalinj baltymy i$sivyniojima galima

pasiekti kaitinant, apdorojant riig§timis, Sarmais [46].

1.3.1.2. Baltyminiy medZziagy ekstrakcijos metoduy jtaka antimitybiniy komponenty kiekiui
bei baltymuy funkcinéms savybéms

Pasirinktas baltyminiy medziagy i$skyrimo metodas, taip pat, turi jtakos ir ankstiniy javy
antimitybiniy komponenty kiekiui baltymy izoliatuose ar koncentratuose bei baltymy
funkcinémis savybémis. Sios dvi savybés yra svarbios maisto pramonéje, nes norint baltymy
izoliatus ar koncentratus panaudoti produktuose, jie turi pasizyméti kuo geresnémis funkcinémis
savybémis bei turéti kuo maziau antimitybiniy komponenty [57].

Baltymy i$skyrimo metodas turi jtakos antimitybiniy komponenty kiekiu. Klasifikuojant
ankStinius javus oru daugiausiai antimytibiniy komponenty pasiskirsto lengvojoje frakcijoje
(frakcijoje, kurioje vyrauja baltymai). Lengvojoje frakcijoje susikoncentruoja tripsino
inhibitoriai, hemagliutininai, o — galaksidaze ir kt. Pavyzdziui, pupy miltuose konvicino kiekis —
0,29 %, o vicino — 0,68 %, po klasifikavimo oru sunkiojoje frakcijoje konvicino kiekis sumazéja
iki 0,19 %, vicino — 0,47 %, o lengvojoje frakcijoje konvicino kiekis padidéja iki 0,68 %, vicino
— 1,5 %. Isskiriant baltymines medziagas Slapiuoju metodu, antimytibiniai faktoriai, taip pat,
néra visiSkai panaikinami. Antimitybiniy komponenty kiekis $lapiojo iSskyrimo metu priklauso
nuo proceso parametry (pH, temperatiiros) bei baltyminiy medziagy plovimo vandeniu (po
ekstrakcijos). Baltymy izoliatai dazniausiai pasiZymi mazesniu antimitybiniy komponenty kiekiu

nei baltymy koncentratai. Lyginant Slapiojo iSskyrimo metodus, maziausiai antimytibiniy
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faktoriy turi baltymy izoliatai, gauti iSskirti diafiltracijos metodu (konvicino kiekis — 0,019 %,
vicino — 0,057 %). Taip pat, kaip jau buvo minéta antimitybiniy komponenty kiekis $lapiojo
iSskyrimo metu priklauso nuo ekstrakcijos salygy, pvz., nustatyta, kad tripsino inhibitoriy kiekis
baltymy izoliatuose yra mazesnis, atliekant ektrakcija esant terpés pH 9, nei esant terpés pH 7.
Be to, iSskiriant baltymines medziagas izoelektrinio nusodinimo metodu, nustatytas fitaty
pasiskirstymas baltymy izoliatuose, pvz., iSskiriant baltymines medziagas izoelektrinio
nusodinimo metodu, Zirniy baltymy izoliatuose fitaty nustatyta 1,2 % daugiau nei lukStentuose
zirniy miltuose [57].

Baltyminiy medziagy iSskyrimo metodas turi didele jtakos baltymy funkcinéms
savybéms. ISskiriant baltymines medziagas Slapiuoju metodu, didelé jtaka jy funkcinéms
savybéms turi ekstrakcijos salygos, todél keiCiant ekstrakcijos ir nusodinimo salygas galima
iSgauti baltymy izoliatus, kurie pasizymi skirtingomis baltymy tirpumo charakteristikomis.
Pazymétina, kad baltymy, i$skirty Slapiuoju budu, funkcinés savybés gali pakisti ir dél pasirinkto
dziovinimo biido. Ekstrakcijos salygy jtakos baltyminiy medziagy kokybei galima iSvengti jas
iSskiriant sausuoju metodu, tokie baltymy koncentratai yra vienodesnés kokybés, taliau Sie
baltymy koncentratai pasizymi blogesnémis funkcinémis savybémis, pvz., puty sudarymo
pajégumu, nei izoliatai, gauti i$skiriant baltymus $lapiuoju metodu. Tai aiskinama tuo, kad
klasifikuojant ankstinius javus oru gauty milty baltymy kiekis yra maZesnis nei izoliaty, gauty
naudojant Slapiuosius biidus. Taciau tokie izoliatai, iSskirti klasifikuojant oru, dél likusio
krakmolo pasizymi geresnémis klampumo ir vandens suri§imo savybémis [57].

Nors S$lapiojo iSskyrimo metu gauty izoliaty baltymy kiekis didesnis, jie pasiZymi
geresnémis funkcinémis savybémis bei juose vyrauja maziau antimitybiniy komponenty, taciau
zitirint 1§ ekonominés puses, Sis metodas yra brangus. Taip pat, didele jtaka baltymy izoliaty
kokybei daro ekstrakcijos, dziovinimo salygos. Todél klasifikavimas oru yra perspektyvus
metodas, gaminant baltymy koncentratus dél savo paprastumo, pigumo bei stabilios i§gaunamo
produkto kokybés. Todél pramongje svarbu pagerinti Siy baltymy koncentraty funkcines savybes

bei sumazinti juose esanciy antimitybiniy komponenty kiekj [57].

1.3.2. PRB kietafazés fermentacijos panaudojimo galimybés pupu perdirbimui
Kietafazé fermentacija (KF) yra apibréziama kaip fermentacija nesant vandens substrate,
taCiau substrate turi biti tiek drégmeés, kad mikroorganizmai galéty daugintis ir augti. Kietafaze
fermentacija buvo naudojama jau nuo seny laiky, tac¢iau populiarumas sumaz¢jo, kai 1940 metais
buvo isSrasta skystafazé fermentacija. Didelio susidom¢jimo KF vél susilauké paskuting

desimtmetj ir ji vis placiau taikoma vaisty, maisto, pasary gamyboje [29].
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Vykdant Sios rusies fermentacija, svarby tinkamai pasirinkti mikroorganizmus, substratg
bei proceso parametrus. Renkantis mikroorganizmus reikia atsizvelgti  tai, kad fermentacijos
metu laisvo vandens Kiekis yra mazas, todél ne visiems mikroorganizmams KF metu bus
sudarytos palankios sglygos augti ir daugintis. Labiausiai KF tinkantys mikroorganizmai yra
grybai ir mielés, nes bakterijos reikalauja didesnio vandens kiekio. Taiau naujausi tyrimai
parod¢, kad ir bakterijos prisitaiko prie KF salygy. Taip pat, svarbu tinkamai parinkti substrata,
reikia atsizvelgti | maistiniy medziagy kiekj zaliavoje. Norint padidinti maistiniy medziagy kiekij
substratai prie§ KF dazniausiai yra apdorojami fermentais. Taip pat, susidare metabolizmo
produktai turi lengvai atsiskirti nuo substrato. Parenkant KF sglygas, svarbu tinkamai parinkti:
pH, temperatiirg, drégmés kiekj, maiSyma, aeracijg [29].

KF yra placiai taikoma jvairiose pramonés Sakose. Maisto pramonéje naudojama
tradiciniy fermentuoty produkty gamyboje, gryby ir grybienos auginime, maisto priedy
gamyboje. Zemdirbystés pramonéje — bioinsekcidy, augaly hormony gamyboje. Pramoningje
fermentacijoje — fermenty, antibiotiky, organiniy rigsciy, etanolio gamyboje [30].

Pagrindiniai KF privalumai: mazas vandens pricinamumas sumazina mikrobiologing
tarSg, todél yra lengviau sukurti aseptines sglygas proceso metu. KF metu galima didesné
aeracija nei skystafazés fermentacijos metu, todél kietafazé fermentacija yra tinkamesné, kur
vyksta intensyviis oksidaciniai procesai. Kietafazés fermentacijos metu yra sudaromos priimtinos
grybams augimo salygos. Kietafaz¢je fermentacija gali biiti naudojami jvairiis substratai, kurie
apripins mikroorganizmus visomis reikiamomis maisto medziagomis. Kietafazés fermentacijos
metu naudojami bioreaktoriai yra paprastos konstrukcijos. Taip pat, kietafazé fermentacija
reikalauja mazesnio energijos poreikio nei skystafazé fermentacija, nes daznai nebereikia
papildomy procesy kaip substrato autoklavavimas, apdorojimas garais, maiSymas ar aeracija.
Kietafazés fermentacijos metu susidaro maziau pasaliniy produkty, tod¢l yra maziau reikalavimy
tirpikliui, kuriuo bus iSekstrahuojamos susidariusios medziagos. Mazas drégmés kiekis leidzia
iSgauti specifinius komponentus, kuriy beveik nejmanoma gauti skystafazés fermentacijos metu.
Produktai, gauti KF metu, daznai turi daugiau pageidaujamy savybiy, kaip termostabilumas,
palyginti su tais paciais junginiais, gautais skystafazés fermentacijos metu [28].

Pagrindiniai KF trukumai: daugumoje atvejy reikalingas pradinis substrato apdorojimas:
smulkinimas, fermentiné hidrolizé. Taip pat dauguma mikroorganizmy reikalauja didesnio terpés
drégnio, todel fermentacija gali biiti neintensyvi, taigi KF dazniausiai biina ilgesnis procesas nei
skystafazé fermentacija. Kietafazés fermentacijos metu dél kietos substrato prigimties, taip pat,
sunku sekti tokius proceso parametrus kaip pH, drégme, deguonies kiekj, susidariusiy produkty
ir maisto medziagy kiekius. KF atveju dazniausiai fermentuojama statiniu btdu, nes mai§ymo

procesas yra sudétingas. Nors bioreaktoriai yra palyginti paprastos konstrukcijos, ta¢iau norint
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realizuojant gamybg didelémis apimtimis bioreaktoriai dar néra sukurti. Kadangi KF metu
grybams yra sudaromo priimtina aplinka jy augimui ir dauginimuisi, galimas proceso uzterSimas
nepageidaujamais grybais. Taip pat, dél didelés kiety daleliy koncentracijos aeracija kartais btina

nejmanoma [28].

1.3.2.1. Pieno riigs¢iy bakterijy kultiiry charakteristika

Pieno ragstés bakterijos (PRB) — vienos i§ placiausiai naudojamy mikroorganizmy maisto
pramonéje. Nors didziausig pritaikymg Sios bakterijos turi pieno pramongje, vis daugiau jos
naudojamos ir kitose maisto pramonés Sakose, norint pagerinti produkty juslines ar funkcines
savybes bei prailginti galiojimo terming [48].

Pieno riigsties bakterijos tai gramteigiamos, aerobinés ar fakultatyviis anaerobingés, spory
nesudarancios lazdelés ar kokai. Pieno riigSties bakterijos pagal iSskiriamus metabolitus
klasifikuojamos i homofermentines ir heterofermentines. Homofermentinés gamina tik pieno
rugst], heterofermentinés — CO> ir Kitas organines rugstis. Taip pat, kai kurios pieno rugséiy
bakterijy padermés gamina abu pieno rugsties L(+) ir D(-) izomerus, pvz., Lactobacillus seimos
atstovai, Lactococcus Seimos atstovai gamina tik L(+) pieno rigsties izomera, 0 Leuconostoc
Seimos atstovai — tik D(-) pieno rugsties izomerg. Taip pat, pieno rugsties bakterijos skiriasi ir
savo optimaliomis augimo sglygomis. Kai kurios pieno riigsties bakterijos gerai auga esant
ragstiniam terpés pH, pvz., Pediococcus Seimos atstovai gerai auga esant terpés pH 4,4, kai
kurios pieno riigSties bakterijos gali augti ir Sarmingje terpéje, pvz., Enterococcus Seimos
atstovai. Dauguma pieno riig§¢iy bakterijy yra mezofilai, kuriy optimali dauginimo temperatira
svyruoja temperatiiry ribose nuo 20 iki 40 °C, taciau kai kurios pieno riig8¢iy bakterijy padermés
gali augti Zemoje ar aukStesnése temperatiirose [49].

Be organiniy riigs¢iy gamybos, fermentacijos metu pieno riig§¢iy bakterijomis susidaro ir
kiti komponentai, kurie turi jtakos produkty juslinéms ir funkcinéms savybéms. Pieno riigsties
bakterijos konvertuoja sacharidus, baltymus, organines ragstis ar riebalus | aromato
komponentus ar antimikrobinius komponentus. Kai kurios pieno riigSties bakterijos iSskiria
egzopolisacharidus, kurie turi didelés jtakos produkto klampai ir teksttrai. Taip pat pieno
rugsties bakterijos iSskiria homopolisacharidus, Sie komponentai turi jtakos duonos gaminimo
procesui, nes pagerina duonos struktirg bei létina jos ziedéjimg. Hidrokoloidai, tai maisto
priedai, kurie §iuo metu ypatingai naudojami duonos be glitimo gamyboje, kad pagerinti duonos
juslines savybes. PRB gaminami egzopolisacharidai yra perspektyvis hidrokoloidai, kurie gali

biiti naudojami kaip priedai duonos pramongje [50].
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1.3.2.2. Ultragarso panaudojimas mikroorganizmy mazinimui

Pasaliné mikroflora daznai apsunkina maisto gamybos procesus bei trumpina produkty
galiojimo laikg. Labiausiai pramonéje paplit¢ mikroorganizmy inaktyvavimo metodai yra
pasterizacija ir sterilizacija (terminiai procesai), todél $ie metodai daznai pablogina produkty
maistine vert¢ ir kokybe, be to, jie yra neekonomiski. Norint gauti produktus su kuo maziau
pakeistomis savybémis ir padidinti gamybos efektyvuma, buvo pradéta ieskoti naujy maisto
apdorojimo biidy, vienas i8 jy — ultragarso panaudojimas mikrobiologinés tarSos mazinimui [47].

Ultragarso privalumai, lyginant su pasterizacija, bty tokie: minimaliis kvapo nuostoliai,
didesnis homogeniskumas, procesas reikalauja maziau energijos, todé¢l yra ekonomiskesnis [47].

Ultragarsas, tai bangos, kurios yra ilgesnés nei 20 kHz. Ultragarso bangos skystyje sukelia
kavitacija, terpéje susidaro kavitacinés skylés, kurios dél pavirSiaus jtempimo jégy yra rutulio
formos. Toliau veikiant jtempimo jégoms tokios kavitacinés skylés kelis kartus padidéja,
atsiranda didelés spaudimo jégos. Kavitacinei skylei plyStant susidaro galinga hidraulinio smugio
banga. Ji gali pasiekti keliy Simty atmosfery slégj. Tokia smiigio banga gali mechaniskai ardyti
esant] arti jos kieto kiino pavirsiy [47].

Mikroorganizmy inaktyvavimo efektyvumas priklauso nuo ultragarso bangy amplitudés,
apdorojimo trukmes, 0 taip pat, nuo paciy mikroorganizmy prigimties. Nustacius, kad kai kurie
mikroorganizmai yra atspariis ultragarso bangy sukeliamam poveikiui, pramonéje ultragarsas
buvo pradétas kombinuoti su Kitais mikroorganizmy inaktyvavimo metodais, kaip slégis ar

temperatiira [47].

1.3.2.3. Pupy cheminés sudéties ir antimitybiniy faktoriy pokyciai PRB kietafazés

fermentacijos metu ir naudojant proteazes

Norint padidinti pupy pritaikyma maisto pramongje, turi biiti pagerinta jy maistiné verte ir
funkcinés savybés. Maisto produkty gamybai vis labiau taikoma fermentacija atrinktomis PRB
bei apdorojimas fermentais. Pastebima, kad $iy metody metu galima gauti skirtingy savybiy
produktus, todél yra tikslinga Siuos perdirbimo metodus, taip pat, naudoti ir pupoms.

Visy pirma, fermentacijos PRB kultiromis metu kinta terpes pH, dél PRB gaminamy
organiniy rigséiy. PRB fermentavimo metu daugiausiai susidaro pieno riigsties. Susidariusiy
organiniy rtugsciy kiekis priklauso nuo PRB padermés ir fermentuojamy sacharidy kiekio bei
trukmés. Fermentuojant pupas L. plantarum laike 24 h, pH verté sumazéjo nuo 6,4 iki 4,5.
Fermentuojant heterofermentinémis pieno rugsties bakterijomis be pieno rugsties susidaro ir kiti
metabolitai, kaip etanolis, acto riigstis ir anglies dioksidas [50].

Fermentacijos metu heterofermentinés PRB iSskiria egzopolisacharidus, kurie didina

klampg. Fermentuojant pupas Lc. Lactis 24 h misinio klampa padidéjo nuo 160 mPas iki 310
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mPas, norint gauti didesnes substrato klampas prie§ fermentacijg j pupy miSinj galima jdéti
sacharozés, 5,1 % sacharozés priedas suspensijos klampuma padidino 20 karty [50].

Fermentuojant pupas atrinktomis PRB padermémis, didéja jy maistiné verté.
Fermentuojant pupas Lc. lactis laike 24 h fito rtgsties kiekis sumazéjo 67 %, lyginant su
nefermentuotomis pupomis. Taip pat fermentavimo metu sumaZzéja trisacharidy rafinozés ir
stachiozés kiekiai, fermentuojant pupas W. Confusa, rafinozés kiekis sumazéjo nuo 0,32 % iki
0,04 %, stachiozés — nuo 1,52 % iki 0,73 %. Taip pat, KF metu sumazéja ir tripsino inhibitoriy
aktyvumas, fermentuojant pupas Lactobaccilus delbrueckii ir Streptococcuc delbrueckii miSiniu
tripsino inhibitoriy aktyvumas sumaz¢&jo nuo 25,7 TIU/g iki 24,6 TIU/g [53]. Fermentuojant
pupas L. plantarum, vicino kiekis sumazéjo nuo 11,46 mg/g dm iki 0,67 mg/g dm, o konvicino —
nuo 6,24 mg/g dm iki 0,56 mg/g dm, taip pat, sumaz¢ja ir kondensuoty taniny kiekis nuo 27,10
eq cat/100g iki 13,71 eq cat/100 g. Baltymy virSkinamumas po fermentacijos padidéja, pvz.,
fermentuojant pupas L. plantarum pupy virskinamumas padidéja nuo 75,1 iki 76,6 % [55].

Fermentuojant pupas PRB, padidéja aminoriigsciy kiekis. Po 24 h fermentavimo L.
plantarum laisvy aminortig8éiy kiekis padidéja nuo 5,6 g/kg iki 7,6 g/kg, o fermentuojant
Lc.lactis — iki 10,4 g/kg. Svarbu paminéti, kad po fermentacijos padidéja laisvy, nepakeiiamy
aminorigs¢iy: izoleucino, leucino, lizino, metionino, fenilalanino, valino [50]. Taip pat,
fermentavimo metu padidéja fenoliniy junginiy kiekis, pvz., fermentuojant pupas L. plantarum
fenoliniy junginiy kiekis padidéja nuo 3,86 mg GAE/g dm iki 5,21 mg GAE/g dm [55].

PRB fermentacija gali pagerinti produkty tekstiros savybes. Naudojant ekstruduoty
uzkandziy gamybai 25 % fermentuoty L. plantarum pupy, lyginant su kontrole
(nefermentuotomis pupomis), uzkandziy kietumas sumazéjo nuo 15 N iki 8 N, o traskumo
indeksas padidéjo nuo 0,05 iki 0,17 [51]. PRB fermentacijos metu sumazéja pupy puty sudarymo
pajégumas ir stabilumas: fermentuojant pupy miltus Lactobaccilus delbrueckii ir Streptococcus
delbrueckii miSiniu puty sudarymo pajégumas sumazéjo 20 %, o puty stabilumas — 45 % [53].

Proteazés maisto produkty gamyboje naudojamos jau ilgg laika. DidZiausig pritaikyma jos
turi duonos pramongje, norint pagerinti funkcines kvieciy savybes ir pagerinti duonos tekstira.
Taciau, taip pat, proteazés vis didesnio susidoméjimo sulaukia ir kity javy funkciniy savybiy
gerinimui.

Pagrindiniai poky¢iai, vykstantys fermentacijos proteazémis metu, yra baltymy skaldymas.
Baltymy molekulés skaldomos j mazesnius polipeptidus, todél kinta baltymy funkcinés savybeés.
Po fermentavimo proteazémis pager¢ja baltymy virSkinamumas, padidéja baltymy tirpumas,
modifikuojamos baltymy funkcinés savybés, kaip emulsijos sudarymo pajégumas, vandens ar
riebaly suriSimo pajégumas, putojimo savybés, geliy sudarymo pajégumas ir kt. Taip pat po

fermentacijos pakinta ir produkty juslinés savybés [52].
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2. Tyrimo objektai ir metodai
2.1. Tyrimy Kkryptys
Tiriamasis projektas vykdytas dviem etapais.
Pirmojo etapo metu nustatyta PRB KF ir apdorojimo proteazémis jtaka pupy pokyc¢iams (1
pav.). Siame etape jvertinta:
1. Terpés ir tirpiyjy baltymy pokyciai KF metu;
2. KF jtaka pupy funkcinéms savybéms ir antimitybiniams faktoriams.

Antrojo etapo metu jvertinta pupy luk$ty panaudojimo galimybé pieno rugsties gamybai.

Pupos
\ 4
Klasifikavimas oru R Pupy lukstai
Baltymy tirpumo Pupy miltai
priklausomybé nuo pH [
\ 4
Ultragarsiné kavitacija ~|  BMS nustatymas

A 4

.| Baltymy kiekio pokyciai |«
\ 4 \ 4
Dujiniy metabolity i
PRB KF > e ApdorOJ‘lmgs
POXY proteazémis
Proteaziy aktyvumo
nustatymas
Baltyminiy medziagy
iSskyrimas ir gryninimas
T
Looommm oo .
¥ v v v v o4
pH, BTR, L(+)ir Virskinamumas, Funkciniy savybiy
D(-) PR izomerai proteinaziy inhibitoriai tyrimai

1. pav. | etapo pagrindinés tyrimy kryptys

2.2. Tyrimo objektai

2.2.1. Méginio paruoSimas
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Tyrimams naudojamos darzinés pupos, veislé ,,Fuego®. Pupy veislé sukurta Vokietijoje
»NPZ*“ firmoje. Lietuvoje pirma karta pupos pradétos auginti 2009 metais. Grudy vidutinis
derlingumas — 6,47 t ha . Sios veislés pupos yra stambios, séklos gerai laikosi ankstyse, taip pat
Sios veislés pupos yra atsparios ligoms [60].

Siekiant gauti pupy méginj su dideliu baltymy kiekiu, pupy méginiai buvo ruoSiami

naudojant klasifikavima oru bei klasifikavimg sietais.

2.2.1.1. Klasifikavimas oru

Vienas i§ perspektyviy metody, norint gauti baltymais turtinga pupy malinio frakcija, yra
méginio ruosimas, naudojant klasifikavimg oru. Klasifikuojant méginj oru, galima medziaga
suskirstyti j kelias frakcijas. 2 pav. pateiktas méginio paruoSimas, kuris atliktas FINS (Serbija).
Visy pirma prie§ smulkinimg pupos buvo suskirstytos j 2 frakcijas: smulkias ir stambias.
Vertinant frakcijy pasiskirstymg pagal stambuma, stambios pupos sudaré 74,6 % visy pupy, o
smulkios pupos — 25,4 %. Toliau Sios frakcijos buvo susmulkintos ir suskirstytos oru j lengvaja
(LF) ir sunkiaja frakcijas (SF).

Pupos

A 4

Klasifikavimas oru

A

A 4

Mazos pupos Didelés pupos
\ .
\ /
Smulkinimas

/

/

Susmulkintos mazos Susmulkintos didelés
pupos pupos

Klasifikavimas oru

e : N
el | | N,
. 4 v N
Mazy pupy sunkioji MaZzy pupy lengvoji Dideliy pupy Dideliy pupy
frakcija frakcija sunkioji frakcija lengvoji frakcija

2.pav. Méginio paruoSimas naudojant klasifikavimag oru
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Tiek stambiy, tiek smulkiy pupy sunkioji ir lengvoji frakcijos po klasifikavimo oru
pasiskirsté panasiai: stambiy pupy LF sudaré 26,38 %, o smulkiy pupy LF — 26,61 %, SF
stambiy pupy sudar¢ 72,62 %, o smulkiy pupy SF — 73,39 %.

1 lentelé. Frakcijy pasiskirstymas pupas Klasifikuojant oru

Pavadinimas Masé, ¢ Kiekis, %
Lengvoji frakcija (stambios pupos) 854,43 26,38
Sunkioji frakcija (stambios pupos) 2384,74 72,62
Lengvoji frakcija (smulkios pupos) 292,97 26,61
Sunkioji frakcija (smulkios pupos) 809,97 73,39

Sunkiosiose pupy frakcijose vyrauja pupy séklaskil¢iy dalelés. Atlikus granuliometriné
sudéties analize, pupy sunkioji frakcija suskirstyta Haver EML Digital Plius (Vokietija) sietais j
3 frakcijas: | daleles, kuriy dydis > nei 2 mm, j daleles, kuriy dydis < nei 2 mm, bet > nei 1,6 mm
ir | daleles, kuriy dydis < nei 1,6 mm. Tiek smulkiy, tiek stambiy pupy sunkiojoje frakcijoje
vyravo pupy dalelés, kuriy dydis > nei 2 mm: stambiose pupose jos sudaré 86,45 %, smulkiose
pupose — 67,65 %. Pastebéta, kad smulkiy pupy SF yra daugiau smulkiy daleliy nei stambiy
pupy SF (2 lentelé).

2 lentelé. SF granuliometriné sudétis klasifikuojant pupas oru

Dydis, mm Kiekis, % (stambios pupos) Kiekis, % (smulkios pupos)
D>2(A) 86,45+ 21 67,65+22
2<D<1,6(B) 85+12 17,98+ 1,9
D<16(C) 5,05+ 0,9 14,37+ 0,8

‘B

i

3 pav. Susmulkinty pup sunkiosios frakcijos granuliometriné sudétis

Lengvojoje susmulkinty pupy frakcijoje vyrauja pupy lukstai, taip pat, | Sig frakcija
patenka smulkios (lengvos) séklaskil¢iy dalelés. Atlikus granuliometring analizg, lengvoji pupy
frakcija suskirstyta Haver EML Digital Plius (Vokietija) sietais j 6 frakcijas: 1) daleles, kuriy
dydis > nei 2 mm, 2) daleles, kuriy dydis > nei 1,6 mm, bet < nei 2 mm, 3) daleles, kuriy dydis >
nei 1 mm, bet < nei 1,6 mm, 4) daleles, kuriy dydis > nei 0,5 mm, bet <1 mm, 5) daleles, kuriy
dydis > nei 0,315 mm, bet < nei 0,5 mm 6) daleles, kuriy dydis < nei 0,315 mm. Tiek stambiy,
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tiek smulkiy pupy lengvojoje frakcijoje vyrauja dalelés, kuriy dydis didesnis nei 2 mm, stambiy
pupy LF nustatyta 38,07 %, smulky pupy LF — 34,05 % (3 lentelé¢), $ioje frakcijoje vyrauja pupy
lukstai (4 pav.).

3 lentelé. LF granuliometriné sudétis klasifikuojant pupas oru

Dydis, mm Kiekis, % stambios pupos Kiekis, % smulkios pupos
D>2(A) 38,07+ 1,9 34,05+2,6
2<D<1,6(B) 8,70+ 1,1 6,90 = 0,9
1,6<D<1(C) 22,96 +2,0 17,32+ 0,9
1<D<0,5(D) 18,65+ 1,9 21,70+ 1,8
0,5<D<0,315 (E) 5,22 +0,6 9,51+0,7
D < 0,315 (F) 6,40 £ 0,4 10,52+ 1,2

4 pav. Susmulkinty pupy lengvosios frakcijos granuliometriné sudétis

Kitame eksperimento etape tirta klasifikavimo oru jtaka baltymy ir skaiduliniy medZziagy
pasiskirstymui atskirose frakcijose.

Atlikus baltymy tyrimus atskirose frakcijose, gauta, kad tiek smulkiose pupose, tiek
stambiose pupose baltymy kiekis yra vienodas, 26,7 %. Tiriant susmulkinty pupy LF ir SF,
nustatyta, kad didesnis baltymy kiekis yra sunkiojoje frakcijoje, tiek smulkiose pupose (29,68
%), tiek stambiose pupose (30,36 %). Lengvojoje pupy frakcijoje nustatytas baltymy kiekis:
stambiose pupose — 17,27 %, smulkiose pupose — 19,14 % (5 pav.).

28



35
30,36
' 29,68
30 Bl ——
- 26,73 26,74
°\n —E— —=
g 25
2
=
j=d
% 20 19,14
S 17,27
aa)
15
10
Stambios Smulkios Stambios Stambios Smulkios Smulkios
pupos pupos pupos SF pupos LF pupos SF pupos LF

5 pav. Baltymy kiekis atskirose pupy frakcijose po klasifikavimo oru

Atlikus skaiduliniy medziagy analize atskirose frakcijose, nustatyta, kad tiek smulkiose,
tiek stambiose pupose skaiduliniy medziagy kiekis yra panasus: stambiose pupose — 10,12 %,
smulkiose — 9,73 %. ReikSmingas skaiduliniy medziagy (SM) skirtumas nustatytas tarp SF ir LF.
Sunkiojoje pupy frakcijoje skaiduliniy medziagy kiekis sudaré: stambiose pupose — 2,34 %, o
smulkiose pupose — 2,1 %. Lengvojoje pupy frakcijoje skaiduliniy medziagy kiekis nustatytas,
atitinkamai, stambiose pupose — 30,01 % ir smulkiose pupose — 31,07 % (6 pav.).
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6 pav. Skaiduliniy medziagy kiekis atskirose pupy frakcijose po klasifikavimo oru

2.2.1.2. Klasifikavimas sietais
Kadangi smulkinant pupas baltymais turtingos dalelés ir krakmolu turtingos dalelés
susmulkinami iki skirtingo dydzio, méginys gali biiti paruosiamas ir klasifikuojant sietais. Siame

eksperimento etape susmulkintos pupos buvo klasifikuojamos Haver EML Digital Plius
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(Vokietija) sietais j 5 frakcijas: | frakcija — d > 1 mm,; Il frakcija — 1 mm < d < 0,5 mm; Il

frakcija— 0,5 mm <d < 0,315 mm; IV frakcija — 0,315 <d <0,16 mm; V frakcija —d < 0,16 mm

(7 pav.).
Malimas
Klasifikavimas sietais
.. Il frakcija I frakcija IV frakcija .
| frakcija I mm<d< 05mm<d 0,315 mm < d\</ (f)relllécua
d>1mm 0,5 mm <0,315 mm d<0,16 mm 1o Mmm

7 pav. Méginio paruoSimas naudojant frakcijy atskyrimui sietus

I$ 7 pav. matome, kad | — II frakcijose vyrauja pupy luobeliy dalys, $iy frakcijy kiekiai
nustatyti tokie: | frakcijos — 25,12 %, Il frakcijos — 30,64 %. Ill, IV ir V pupy frakcijoje vyrauja
pupy séklaskiltés dalis, Siy frakcijy kiekiai: 111 — 8,51 %, IV — 23,48 %, V — 12,24 %.

4 lentelé. Frakcijy pasiskirstymas, pupas klasifikuojant sietais

Pavadinimas Kiekis, ¢ Kiekis, %
| frakcija 671,63 25,12
Il frakcija 819,32 30,64
11 frakcija 227,60 8,51
IV frakcija 627,91 23,48
V frakcija 327,39 12,24

Atlikus bendro baltymy kiekio atskirose frakcijose tyrimus, nustatyta, kad didziausi
baltymy skirtumai yra I ir V pupy frakcijose: I frakcijoje baltymy kiekis nustatytas 23,19 %, V
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frakcijoje — 27,34 %. Nustatytas baltymy kiekis III — V frakcijose yra panasus, Siose frakcijose
yra apie 27 % baltymy (8 pav.).
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8 pav. Baltymy kiekis atskirose pupy frakcijose po klasifikavimo sietais

Lyginant méginio paruo$§ima, naudojant klasifikavimg oru ir klasifikavimg sietais,
pastebéta, kad klasifikavimas oru yra tinkamesnis metodas, norint gauti pupy méginj, kuriame
bty daug baltymy. Méginj ruoSiant klasifikuojant oru, lengvos dalelés, tarp kuriy yra pupy
lukstai, yra atskiriamos nuo sunkiosios frakcijos, dél to gali biiti sukoncentruojama pupy
séklaskil¢iy dalis. Klasifikuojant sumaltas pupas sietais, tiek pupy séklaskiléiy dalis, tiek pupy
luobelés yra susmulkinamos tolygiai, todél Sios pupy dalys pasiskirsto palyginti tolygiai
frakcijose.

Ivertinus gautus rezultatus, tolimesni tyrimai bus atliekami su pupy sunkiaja frakcija, kuri
yra gauta po klasifikavimo oru. Si frakcija yra sumalama, gauto pupy malinio granuliometriné
sudétis pateikta 2.5 lentel¢je. Sumaltose pupose daugiausiai yra daleliy, kuriy dydis: 0,315 <D <
0,2 (22,96 %) ir 0,2 <D < 0,16 (18,65 %).

5 lentelé. Sumaltos sunkiosios frakcijos granuliometriné sudétis.

Dydis, mm Kiekis, %
D>0,5(A) 517 £0,5
0,5<D<0,315(B) 8,7+0,8

0,315<D<0,2(C) 22,96+ 1,9
0,2<D<0,16 (D) 18,65+2,1
0,16 <D <0,08 (E) 522+0,5
D < 0,08 (F) 6,40+ 0,7

Literattroje, taip pat, apraSomas pupy méginio paruoSimas, naudojant klasifikavima oru,

tokiu metodu ruosSiant méginj galima gauti baltymais turtingg frakcija. R. T. Tyler, C. G.
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Youngs, F.W. Sosulski darbe, naudodami klasifikavimg oru, pupy méginj suskirsté j dvi
frakcijas: turtingg baltymais ir turtingg krakmolu, pries klasifikavima oru pupose baltymy
nustatyta 31%, po klasifikavimo oru baltymais turtingoje frakcijoje baltymy kiekis sudaré 73,2
%, krakmolu turtingoje frakcijoje baltymy nustatyta 19,35% [61]. Kity autoriy (Pascalle J. M.
Pelgrom & Remko M. Booml ir Maarten A. I. Schutyser) darbe, pupy milty baltymy kiekis,

naudojant klasifikavima oru, buvo sukoncentruotas nuo 29,8 % iki 52,8 % [62].

2.2.2. Pieno riigsties bakterijos
Tyrimo metu buvo naudotos 3 pieno ragsties bakterijos: Pediococcus pentosaceus KTU
05-9, Lactobacillus sakei KTU 05-6, Pediococcus acidilactici KTU 05-7. Sios pieno rigsties
bakterijos pasizymi antibakterinémis savybémis, jos gamina bakteriocinus (sakacing 806,
pediocing Ac807, pediocing 809).
Pieno ragsties bakterijos yra saugomos KTU Maisto mokslo ir technologijos katedros
laboratorijoje, esant -70 °C temperatiroje apsauginéje terpéje (Microbank sistemoje), pries

eksperimentg atgaivintos modifikuotame MRS sultinyje (Oxoid, UK).

2.2.3. PRB kietafazé fermentacija

Tyrimo metu pasirinktas pupy apdorojimo metodas — kietafazé¢ fermentacija. KF metu
fermentuojamos masés drégmé negali biti didesné nei 50 %. Mazas drégmés kiekis neleidZia
aktyviai daugintis ir augti pasalinei mikroflorai [61].

Eksperimento metu KF fermentacijai buvo naudotas pupy méginys, gautas klasifikuojant
pupas oru, kuriame baltymy kiekis — 30,36 %. Naudojamas pieno rugsties bakterijy P.
acidilactici (Pa), P. pentosaceus 9 (Pp9), L. sakei (Ls) kiekis — 2 % nuo pupy milty masés.
Fermentuojamo misinio drégmé — 45 %. Fermentacija vykdoma 72 h 35 °C temperatiiroje

Renggli A.G. (Sveicarija) termostate, analizés méginys imtas kas 24 h.

2.3. Tyrimy metodai

2.3.1. Baltyminiy medZiagy analizés metodai

Bendrojo baltymuy kiekio nustatymas

Baltymy kiekis nustatomas Kjeldalio metodu pagal standartg ISO 20483:2006 [83].

Medziagos. Koncentruota sieros rtigstis; 40 % NaOH tirpalas; 3 % boro riigsties tirpalas; 0,1 N
druskos rugsties tirpalas; TaSiro indikatorius; katalizatoriaus tablete (sudétis: KzSOu;

CuSO4*5H20; TiO2).
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Darbo eiga. Analizei paimama apie 1 g pupy milty. Ant méginio Kjeldalio kolboje jpilama 20
ml koncentruotos H2SO4, jdedama katalizatoriaus tableté. Tuomet kolba statoma ant elektrinio
kaitintuvo Behr (Labor — Technik GmbH, Vokietija) ir kaitinama (programa: 90 min. 60%
temp.). Po mineralizacijos kolba atvésinama. Toliau méginys distiliuojamas distiliatoriuje Behr
(Labor — Technik GmbH, Vokietija). Susidares distiliatas surenkamas j kuaging kolbg ir
titruojamas 0,1 N HCI tirpalu, naudojant TaSiro indikatoriy (indikatorius titravimo metu Zalig
spalva kei¢ia | violeting). LygiagreCiai tomis paciomis sglygomis nudistiliuojamas ir
nutitruojamas toks pat kiekis koncentruotos sieros riigsties (tusCiasis meginys). IS tiriamo
produkto méginio iSsiskyres azoto (N) kiekis apskaic¢iuojamas taip [83]:

1,4XnxK (V4 —
M

¢ia: 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,01N arba 0,1 N HCI,

N =

) o 1)

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

VO - 0,01N arba 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas tus¢iajam méginiui nutitruoti, ml;

m — pasvertas analizei medziagos kiekis, g. n — druskos riigsties, naudotos titravimui, normalingumas (0,01N
arba 0,1 N HCI);

K — druskos riigsties tirpalo pataisos koeficientas (1, jei néra atlickamas atskiras jvertinimas).
Baltymy kiekis apskaiciuojamas:
Bpr = N*k (1) (2)
N - azoto (N) kiekis,
k - koeficientas perskaiiuoti azoto kiekj j baltymy kiekj, k=5,7.

Tirpiuju baltymy kiekio nustatymas

Méginio paruoSimas. 3 g pupy milty suspenduojama 27 ml vandens. Méginys iSmaiSomas ir
iSlaikomas 1 valandg. Méginys centrifuguojamas centrifuga ,,Velocity 18R ( Dynamica)* 30 min
8000 rpm greiciu esant 8§ °C temperatiirai. Susidares skystis nupilamas ir naudojamas analizei.
Ant likusio baltymy milty liku¢io uzpilama 27 ml 0,9 N NaCl. Méginys iSmaiSomas ir
iSlaikomas 1 valanda. Méginys centrifuguojamas ,,Velocity 18R ( Dynamica)“ 30 min 8000 rpm
greiciu esant 8 °C temperatiirai. Susidares skystis nupilamas ir naudojamas analizei.

Eiga. Analizei naudojama 10 g tirpiy baltymy. Analizé atlickama taip pat kaip nustatant bendrg
baltymy kiekj. Tik prie§ analiz¢ papildomai jdedama antiputokslis (sudétis: natrio sulfatas ir

silikonas).

33



Tirpiy baltymy kiekis apskaiciuojamas
©)

¢ia: g — analizei paimto produkto kiekis; G— paruosto filtrate, t.y. filtrato, kuriame yra tirpiis baltymai, kiekis;
Bf — baltymy kiekis filtrate.

Baltyminy medziagy iSskyrimas ir gryninimas

Baltyminiy medziagy i$skyrimui pupy miltai sumaiSomi su distiliuotu vandeniu santykiu 1:10
(milty: vandens) ir kambario temperatiiroje (20+2 °C) retkarciais pamaiSant islaikomi 30 min.
Po iSlaikymo 1 M NaOH tirpalu suspensijos pH sureguliuojamas iki 9 ir iSlaikoma 1 h nuolat
maisant. Suspensija centrifuguojama ,,Velocity 18R (Dynamica)*“ centrifuga 15 min, 8000 rpm
grei¢iu, 8 °C temperatiroje. | centrifugatg laSinamas 1 M HCI, kol pasiekiamas pH 4,5 ir
iSlaikkoma 1 h. Nuséde baltymai atskiriami centrifuguojant ,,Velocity 18R (Dynamica)™
centrifuga 15 min, 8000 rpm greiciu, 8 °C temperatiroje ir iSdziovinami “Sublimator 3x4x5
Zirbus technology” (Vokietija) sublimatoriuje [84]. Sie baltymai panaudojami baltymy funkciniy
savybiy, in vitro virSkinamumo ir proteaziy inhibitoriy aktyvumo nustatymuose. AnalogiSkai
baltymy iSskyrimai atliekami su 24 h, 48 h ir 72 h KF paveiktomis pupomis. Pagal §ig metodika

buvo is$skirtos pupy albuminy ir gliuteliny frakcijos.

Albuminy ir globuliny iSskyrimas. Pupy miltai sumaiSomi su vandeniu santykiu 1:9. MiSinys
gerai iSmaiSomas ir i§laikomas 1 valandg. Po 1 valandos miSinys centrifuguojamas centrifuga
,Velocity 18R (Dynamica)“ 30 min, 8000 rpm grei¢iu. Susidargs filtratas nupilamas ir
18dziovinamas “Sublimator 3x4x5 Zirbus technology” (Vokietija) sublimatoriuje. Ant likusios po
centrifugavimo kietosios fazés uzpilama toks pats kiekis, kaip vandens kiekis, kuris buvo
naudojamas albuminy ekstrakcijai, 0,9 N NaCl tirpalo, globuliny i$skyrimui. MiSinys i$laikomas
1 valanda. Po 1 valandos miSinys centrifuguojamas centrifuga ,,Velocity 18R (Dynamica)“ 30
min, 8000 rpm grei¢iu. Susidares filtratas nupilamas ir iSdZiovinamas “Sublimator 3x4x5 Zirbus
technology” (Vokietija) sublimatoriuje [90]. Sie baltymai naudojami SDS-PAGE elektroforezés

tyrimui.

Elektroforezé

Méginio paruoSimas. Tyrimo metu buvo nustatinéjama pupy albuminy ir globuliny
molekulinés masés. Albuminai iStirpinami vandenyje, paruoSiamas baltymy tirpalas 1 mg/ml.
Nuo globuliny prie$ analize atskiriamas NaCl filtruojant per ,,Ultra- 15, MWCO 10 kDa* filtrus.
Medziagos. 30 % akrilamido tirpalas, 4XTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalas (pH 8,8), HCI/NDS

buferinis tirpalas (pH 6,8), elektroforezés TRIS — glicino buferinis tirpalas, 10 % amonio
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persulfato tirpalas, tetrametiledilendiaminas (TEMED), 2 x baltymo denatiiravimo buferinis
tirpalas, standartinis baltymy miSinys, 10 % acto riigstis, dazo Coomassie mélio tirpalas,
baltymams dazyti Coomassie meliu baltymo tvirtinimo tirpalas.

Aparatas. Elektroforezés aparatas ,,CS-300 Cleaver Scientific*

Metodo esmé. Elektroforezés metu jkrautos molekulés juda elektriniame lauke. Jkrautyjy
molekuliy judrumas elektriniame lauke priklauso nuo jy dydzio, formos kriivio ir cheminés
prigimties. Elektroforezés metu naudojami 2 geliai: skiriamasis ir koncentruojamasis, Sie geliai
turi ir skirtingg jtampos gradientg.

Eiga. Skiriamojo gelio paruosimas. Skiriamasis gelis sudarytas: 4 ml akrilamido tirpalo, 2,5 ml
AXTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalo (pH 8,8), 3,4 ml distiliuoto vandens, 100 ul 10 % amonio
persulfato tirpalo, 4 ul TEMED. Skiriamasis gelis pilamas tarp elektroforezés aparato stiklo
ploksteliy ir paliekamas kol sustings.

Koncentruojamojo gelio paruosimas. Koncentruojamasis gelis sudarytas: 0,83 ml akrilamido
tirpalo, 2,5 ml 4XTRIS-HCI/NDS buferinis tirpalo (pH 6,8), 2,9 ml distiliuoto vandens, 50 ul 10
% amonio persulfato tirpalo, 5 ul TEMED.

Baltyminio preparato paruosimas elektroforezei. Tiriamasis baltymy tirpalas praskiedziamas su
2 x baltymo denattiravimo buferiu 1:2. MiSinys 3-5 min kaitinamas verdancio vandens vonioje.
Analizei naudojama 10 — 40 ul paruosto baltymo preparato.

Elektroforeze. 1 gelyje esanCius tarpus jpilami meéginiai. Elektroforezés aparatas prijungiamas
prie elektros srovés Saltinio. Nustatoma 40 Ma stipruvo sroveé ir 220 V jtampa. Kai judantis
gelyje mélynasis bromfenolis pasiekia skiriamojo gelio apacia, elektros srové i§jungiama.

Gelyje esancio baltymo daZymas po elektroforezés. Po elektroforezés poliakrilamido gelis
atsargiai atskiriamas nuo stiklo ploksteliy, jdedamas ] plastiking vonele ir uZpilamas baltymy
tvirtinimo tirpalu tiek, kad apsemty. Vonelé létai purtoma ,,KS 130 basic (IKA)*“ purtykle
kambario temperatiiroje 60 min. Po 60 min nupilamas baltymo tvirtinimo tirpalas ir uZpilamas
Coomassie melio dazo tirpalas. DaZzoma, kol baltymo juostelés nusidazo norimo rySkumo spalva.
Baigus dazyti, dazai nupilami ir uzpilama 10 % acto riigSties. Vonelé¢ purtoma kambario

temperatiiroje, kol i§ gelio iSsiplauna nesusiri$¢ su baltymais dazai (1 h) [85].

2.3.2. Baltymy ir milty funkciniy savybiy jvertinimas
Meéginiai: pupy miltai, pupy baltymy izoliatai.
Medziagos: 0,1 N NaOH, 0,1 N HCI, rapsy aliejus.
Puty sudarymo pajégumas ir stabilumas. 1 g pupy milty ar baltymy sumaiSoma su 50 ml
vandens matavimo cilindre ir plakama (homogenizuojamas) 5 min su “IKA T25 digital”

(Vokietija) plakikliu. Isskirty pupy baltymy puty sudarymo pajégumas nustatomas esant
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skirtingiems pH: 4,5; 6; 8. Reikalingas pH sureguliuojamas j pupy ir vandens suspensijg, lasinant
0,1 N NaOH arba 0,1 N HCI tirpalus. Pupy milty susidariusiy puty kiekis matuojamas po 0 min,
30 min, 60min 90 min, 120 min. Puty kiekis apskai¢iuojamas [87]:

Puty turis,ml

Puty kiekis (%) = x 100 4)

Bendras suspensijos tiris,ml
Emulsijos sudarymo pajégumas. 0,5 g pupy milty/ pupy baltymy sumaisoma su 3 ml vandens
ir 3 ml aliejaus. Gautas miSinys maiSomas 5 min su ,,Vibrofix VF1 (IKA)“ vorteksu, po to
centrifuguojama su ,,Microcen 23 (Orto alresa)” 5000 rpm grei¢iu, 30 min. Pupy baltymy
emulsijos sudarymo pajégumas nustatomas, esant skirtingiems terpés pH: 4.5, 6, 8. Terpés pH
koreguojama su 0,1 N NaOH ir 0,IN HCI tirpalais. Emulsijos sudarymo pajégumas
apskaiciuojamas pagal formulg [86]:

Emulsijos sluoksnio turis (ml)
Bendras suspensijos turis (ml)

Emulsijos sluoksnis (%) = x 100 (5)

Emulsijos stabilumo tyrimui méginiai ruoSiami, taip pat, kaip ir emulsijos susidarymo
pajégumui nustatyti. Prie§ centrifugavima méginiai iSlaikomi 80 °C temperatiiroje 30 min, po to
atvésinami iki kambario temperattiros (20+2°C). Atvésinti méginiai centrifuguojami ,,Microcen
23 (Orto alresa)” centrifuga 30 min, 5000 rpm grei¢iu. Emulsijos stabilumas apskaiciuojamas

pagal formule [86]:

Emulsijos sluoksnio turis (ml)

Emulsijos sluoksnis (%) = x 100 (6)

Bendras suspensijos turis (ml)

Vandens absorbcija. 5 g pupy milty suspenduojama 30 ml vandens. MiSinys iSmaiSomas ir
i§laikomas kambario temperattiroje 30 min, tuomet misinys centrifuguojamas ,,Velocity 18R
(Dynamica)“ centrifuga 30 min, 5000 rpm grei¢iu. Skystoji fazé nupilama. Vandens absorbcija

apskaiciuojama [91]:

(Buteliuko svoris po dekantavimo—Sauso buteliuko svoris)—Analizei naudotas milty kiekis (7)

WHC =

Analizei naudotas milty kiekis

2.3.3. Antimitybiniy faktoriy nustatymo metodai

Baltymuy in vitro virSkinamumo jvertinimas

Méginio paruosimas. 62,5 mg pupy baltymy suspenduojama 10 ml distiliuoto vandens.
Medziagos. Tripsinas, a — chimotripsinas, peptidaze, 0,1 M NaOH.

Eiga. Fermentinis misinys, sudarytas i$ tripsino (1,6 mg), a-chimotripsino (3,1 mg) ir peptidazés

(1,3 mg), iStirpinamas 1 ml distiliuoto vandens. Pupy suspensijos pH prie§ sumaiSyma su
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fermentu sureguliuojamas iki 8 su 0,1 M NaOH. Pupy baltymy suspensija sumaiSoma su
fermentiniu tirpalu santykiu 10:1, pamatuojamas reakcijos misinio pH, jei reikia sureguliuojamas
iki 8 ir i§laikomas 10 min. Po 10 min matuojama tirpalo pH. Baltymy virSkinamumas (V, %) in
vitro jvertintas pagal hidrolizuoty baltymy kiekj [76]:

V = 210,464-18,103 *x pH, (%) (8)

Proteaziy baltymuose inhibitoriy aktyvumas vertintas pagal tripsino ir chimotripsino
inhibitoriy aktyvuma pupy miltuose ir pupy baltymy izoliate.

Méginio paruosimas. 1 g pupy baltymy arba pupy milty sumaiSoma su 10 ml fosfatiniu buferiu.
Medziagos. 0,1 M fosfatinis buferis pH 7.6, proteazé, 1| Mm HCI, kazeinas, 5 % trichloroacto
rugstis.

Reakcijos miSinys sudarytas 1§ 1,0 ml fosfatinio buferio (0,1 M, pH 7,6), 0,5 ml proteazés tirpalo
(1 mg/ml), 0,5 ml 1 mM HCI, 2 ml kazeino tirpalo (2% fosfatiniame buferyje 0.1 M pH 7,6) ir 1
ml meéginio tirpalo. Pries§ jdedant j reakcijos miSinj kazeino tirpala, reakcijos miSinys islaikomas
30 min, kad proteaziy inhibitoriai prisijungty prie proteaziy. Po 30 min j reakcijos miSinj
jdedamas kazeino tirpalas ir miSinys iSlaikomas 20 min 37 °C temperatiroje. Reakcija
sustabdoma jpylus 6 ml 5 % trichloracto riigSties. TuS¢ias méginys ruoSiamas vietoje méginio
ipilant 1 ml fosfatinio buferio. Kontroliniai méginiai ruoSiami prie$ reakcijg jpilant 6 ml 5 %
trichloracto riigsties. Tirozino kiekis nustatytas pagal tirpalo absorbcija, iSmatuotg Genesys 10
UV (JAV) spektrofotometru, esant 660 nm bangos ilgiui. Inhibicinis aktyvumas (%)
apskaiiuotas pagal proteolitinio aktyvumo sumazéjimg méginiuose su inhibitoriaus tirpalu ir be
jo [76].

2.3.4. Spektrofotometriniai metodai

Proteaziy aktyvumo nustatymas

Metodo esmé. Veikiant proteazei, kazeinas suskaldomas iki amino riags¢iy ir jy kiekis
nustatomas kolorimetriniu metodu pagal spalvoto tirpalo, susidariusio joms reaguojant su Folin-
Ciocalteu fenoliniu reagentu, optinj tankj. Proteazés aktyvumo vienctas (PV) — tai fermento
kiekis, kuris sugeba suskaidyti 1 g kazeino iki aminortig§¢iy, vykdant hidroliz¢ nustatytomis
salygomis (10 min, 37 °C temperatiira, terpés pH 7,5).

Medziagos. Kalio fosfato buferinis tirpalas (0,05 M; pH 7,5), 0,65 % kazeino tirpalas (pH 7,5),
trichloracetato ragsties reagentas (0,11 M), folin-Ciocalteu fenolinis reagentas, natrio karbonato
tirpalas (0,5 M), kalcio acetato (0,005 M) ir natrio acetato trihidrato (0,01 M) buferinis tirpalas,
L-Tirozino etaloninis tirpalas (0,0011 M).
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Méginio paruoSimas. 5+0,01 g pupy milty sumaiSoma su 50 ml (0,01 M natrio acetato ir 0,005
M Kkalcio acetatas) buferio tirpalo, gerai iSmaiSoma su ,,Vibrofix VF1 (IKA)*“ purtykle. Gauta
suspensija centrifuguojamas (8000 rpm, 10 min) ,,Velocity 18R*“ (Dynamica) centrifuga.
Analizei naudojamas centrifugatas.

Kalibracinés kreivés sudarymas. 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50 ml etaloninio tirozino
tirpalo praskiesta vandeniu iki 2 ml. Paruosti darbiniai tirozino tirpalai sumaisomi su 5 ml 0,5 M
natrio karbonato tirpalu, 1 ml Folin-Ciocalteu fenolinio reagentu ir i$laikomi 30 min 37 °C
temperatiros vandens vonioje. Optinis tankis matuojamas Genesys 10 UV (JAV)
spektrofotometru (A = 660 nm), analogiSkai ruo$iamas tu$¢ias bandinys, be tirozino. Sudarant
tirozino kalibracing kreive (I priede) nustatyta, kad tarp tirozino koncentracijos tirpale ir jo
optinio tankio yra tiesiné priklausomybé, kuri apraSyta lygtimi y=0,135x + 0,0161 (Cia: y —
optinis tankis, x — tirozino tirpalo koncentracija, pM). Korealiacijos koeficientas R? tarp $iy
dydziy yra lygus 0,9983.

Analizés atlikimas. | mégintuvélj jpilama 5 ml kazeino tirpalo ir 1 ml pupy ekstrakto. Gerai
iSmaiSoma ir iSlaikoma 30 min 37 °C temperatiiros vandens vonioje. Lygiagreciai atlickamas
kontrolinis bandymas, be pupy ekstrakto. Po to | kiekvieng mégintuvélj jpilama po 5 ml 0,11 M
trichloracetato rugsties, 1 tusciaji méginj — papildomai 1 ml pupy ekstrakto, iSmaiSoma ir
iSlaikoma 30 min 37 °C temperatiros vandens vonioje. Analogiskai ruosiami kontroliniai
meéginiai, tik filtratas imamas 1§ kontrolinio méginio. Véliau filtruojama per 0,45 um popierinj
filtra. SumaiSoma 2 ml filtrato su 5 ml 0,5 M natrio karbonato tirpalu ir 1 ml Folin-Ciocalteu
fenoliniu reagentu ir ilaikius 30 min 37 °C temperatiiros vandens vonioje, ,,Genesys 10 UV*
spektrofotometru (JAV) matuojamas tirpalo optinis tankis (A = 660 nm) [88].

I$ kalibracinés kreivés (I priedas), nustacius tirozino kiekj (T), proteazés aktyvumas pupy

ekstrakte apskaiciuojamas pagal formulg:
TXPF

V=—-——7"PV/g 9)

1x30x2xm’
Cia: T — tirozino ekvivalentas standartingje ties¢je, pmol/ml; PF — praskiedimo faktorius; 1 — tiriamojo
tirpalo taris, ml; 30 — hidrolizés trukmé, min; 2 — reakcijos miSinio turis, paimtas kolorimetrinei analizei, ml;

m — pupy masé, paimta 1 ml ekstraktui paruosti, g

Pieno rigsties L(+) ir D(-) izomery kiekio jvertinimas

Méginio paruoSimas. 1 g méginio fermentuoty pupy milty arba pupy luksty suspenduota 50 ml
vandens.

Medziagos. Buferis (pH 10,0), kuriame yra D — glutamato ir natrio azido, NAD™ tirpalas, D —
glutamato — pyruvato transaminazés tirpalas, L- laktazés dehidrogenazés tirpalas, D — laktazés

dehidrogenazés tirpalas, D(-)/L(+) — pieno rugsties standartinis tirpalas.
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Metodo principas. D(-) pieno riagsties izomero nustatymui reikalingos 2 fermentinés reakcijos.
Pirmos reakcijos metu katalizuojant D — laktazés dehidrogenazés (D — LDH) D(-) pieno riigstis
izomeras yra oksidinama iki piruvato.

1. D(-) — pieno riigstis + NAD" < piruvatas + NADH + H*
Antros fermentinés reakcijos metu susidarés piruvatas, veikiant fermentui D — glutamato —
piruvato transaminazei (D — GPT) ir terpéje esant D — glutamatui, paveré¢iamas j D — alaning ir 2-
oksoglutaratg.

2. Piruvatas + D — glutamatas — D — alaninas + 2 — oksoglutaratas
Fermentiniy reakcijy mety susidargs NADH kiekis yra ekvivalentiSskas D(-) pieno ragsties
izomero kiekiui, kuris nustatomas spekrofotometriniu metodu esant 340 nm bangos ilgiui.
L(+) pieno ragsties izomero nustatymui naudojamos panasios fermentinés reakcijos, kuriy metu
ji oksidinama iki piruvato, katalizuojant L — laktato dehidrogenazei.

3. L(+) — pieno riigstis + NAD* «<> piruvatas + NADH + H*
Eiga. Reakcijos misinys sudaromas i$ 1,6 ml distiliuoto vandens, 0,1 ml méginio, 0,5 ml buferio,
kuriame yra D — glutamato ir natrio azido, 0,1 ml NAD" tirpalo ir 0,02 ml D-GPT tirpalo.
Sudarytas reakcijos misinys iSlaikomas 3 min ir matuojama absorbcija (A1) esant 340 nm bangos
ilgiui. ISmatavus absorbcijg | reakcijos misinj jpilama 0,02 ml D — LDH tirpalo, iSmaiSoma,
reakcijos miSinys iSlaikomas 5 min, matuojama absorbcija esant 340 nm bangos ilgiui (A).
Pamatavus absorbcijg j reakcijos miSinj jpilama 0,02 ml L — LDH tirpalo, iSmaiSoma, miSinys
iSlaikomas 10 min, matuojama absorbcija esant 340 nm bangos ilgiui (Az).
Tusc¢ias méginys. RuoSiamas tokia pacia eiga, kaip ir méginys, tik vietoje méginio } reakcijos
misinj pilamas distiliuotas vanduo [92].

Pieno rigsties D(-) ir L(+) izomery kiekio apskai¢iavimas.

Az - A1= AAD—p[eno FigStis (10)

Az - Ao= AAL—pieno rigstis (11)
VMW

T exdxv X A4 @ (12)

Cia: V — reakcijos misinio tiiris (ml); MW — molekuliné masé pieno rigsties (g/mol); e — NADH ekstincijos
koeficientas esant 340 nm bangos ilgiui = 6300 (I x mol* x cm); d — kiuvetés ilgis (cm); V — méginio tiris
(ml).

Redukuojanciy cukry nustatymas

Méginio paruoSimas. 5 g pupy lukSty ar fermentuoty pupy luksSty sumaiSoma su 40 ml
distiliuoto vandens, miSinys iSmaiSomas, iSlaikomas 30 min ir centrifuguojamas 30 min 8000

rpm greiciu. Analizei naudojama skystoji faze.
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Aparatiira ir priemonés. Homogenizatorius Ultra — Turrax T — 25, analizinés svarstyklés
(KERN&Sohn, KERN EG620, Vokietija), vandens vonia (WB-4, Vokietija), spektrofotometras
(ElectronCorporationMadison, Genesys 10 UV, USA).

Metodo esmé. Tyrimo metu nustatomas karbonilo grupés kiekis ( C=0). Aldehido grupé
reakcijos metu oksiduojama iki karboksi grupés, o 3,5 — dinitrosalilicilo riigstis redukuojama iki
3 —amino, 5 — nitrosalicilo rtgsties.

Eiga. 500 pl méginio sumaiSoma su 1 ml 3,5 — dinitrosalicilo riig§timi. Gautas miSinys
kaitinamas 5 min, 100 °C temperatiiros vandens vonioje, po to atvésinamas iki kambario
temperatros. 1 ml méginio sumaiSoma su 10 ml distiliuoto vandens. Gauto tirpalo optinis tankis
matuojamas spektrofotometru (A = 540 nm). Redukuojanéiy cukry kiekis apskai¢iuojamas i$
sudarytos kalibracinés kreivés.

Kalibracinés kreivés sudarymas. ParuoSiami standartiniai gliukozes tirpalai: 0,1 mg/ml, 0,2
mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1 mg/ml. 500 pl standartinio gliukozés tirpalo
sumaiSoma su 1 ml 3,5 — dinitrosalicilo riig§timi. Gautas miSinys kaitinamas 5 min, 100 °C
temperatiiros vandens vonioje, po to atvésinamas iki kambario temperatiiros. 1 ml méginio
sumaiSoma su 10 ml distiliuoto vandens. Gauto tirpalo optinis tankis matuojamas
spektrofotometru (A = 540 nm). Tus¢ias méginys ruoSiame vietoje méginio naudojant distiliuota

vanden;j [93].

2.3.5. PRB kietafazés fermentacijos eigos fiksavimo metodai

Dujiniy metabolity poky¢iuy nustatymas
KF metu buvo stebima, kaip keic¢iasi dujy sudétis (CO2, Oz, H2S) fermentuojant pupas PRB
kultiromis. KF vykdoma 5 paras, dujy analizé atlickama kas 12 h. Dujy sudétis fiksuojama

,,Optima7 Biogas (MRU Instruments, Inc.)* dujy analizatoriumi [94].

pH, bendrojo titruojamojo rigstingumo jvertinimas

Méginio paruoSimas: Méginys pH nustatymui ruoSiamas, suspenduojant 1 g pupy milty 10 ml
distiliuoto vandens.

pH — metras: ,,PB — 11 (Sartorius)“.

BTR eiga: 10 g pupy milty suspenduojama 100 ml distiliuoti vandens. MiSinys gerai
iSmaiSomas, palickamas 30 min. Po 30 min miSinys titruojamas 0.1 N NaOH, indikatorius —

fenolftaleinas. Titruojama kol atsiranda rausva tirpalo spalva [69].
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2.3.6. Bendro mikroorganizmy Kiekio nustatymas

Bendras mikroorganizmy skaicius nustatomas pagal standartg LST EN ISO 4833:2003.
Bandinio paruoSimas ir skiedimai. 1 g pupy milty sumaiSoma si 9 ml 9 % NaCl tirpalu. Kiti
skiedimai daromi 1 ml Zemesnio skiedimo méginio tirpalo sumaiSant su 9 ml 9 % NaCl tirpalu.
Medziagos. 9 % NaCl tirpalas, terpé. Pries analize abi medziagos autoklavuojamos.

Eiga. | dvi Iéksteles pilama po 1 ml skiedinio ir sumaiSoma su 12 — 15 ml i$tirpintos ir atvésintos
iki 45 ° C temperatiiros terpés. MaiSant 1ékstelé pastumdoma penkis kartus vertikaliai, penkis
kartus pasukama laikrodzio rodyklés kryptimi, pastumdoma penkis kartus horizontaliai, penkis
kartus pasukama pries laikrodZio rodykle ir palickama sustingti ant horizontalaus pavirsiaus.
Sustingus terpei, 1€kstelés apverciamos ir laikomos 72 h = 3 h 30 °C £ 1 °C temperatiiros
termostate. SkaiCiavimui atrenkamos lékStelés, kuriose iSaugo maziausiai 15 ir ne daugiau kaip

300 kolonijy [89].

Kolonijas sudaranc¢iy vienety (KSV) skaicius 1 ml (g) produkto apskai¢iuojamas pagal formule:

— xc
N= VX(nq1+(0,1xXny))xd (13)

Cia: ©C — suma kolonijy, suskaidiuoty visose neatmestose lékstelése i§ dviejy vienas po kito einanéiy
skiediniy, kai bent vienoje l€ksteléje yra 15-300 kolonijy; V — uZsétos medziagos ar skiedinio turis 1éksteléje
mililitrais; N1 — pirmojo skiedinio vertinamy Iéksteliy skai¢ius; N2 — antrojo skiedinio vertinamy léksteliy
skai¢ius; D — pirmojo vertinamo skiedinio koeficientas

2.3.7. Matematiné statistiné duomeny analizé
Visi tyrimai kartojami 3 kartus, i8skyrus dujy sudéties analize ir bendrg mikroorganizmo
kiekio nustatyma — kartojamumas 2 kartai. Gauty rezultaty vidutinés vertés ir standartiniai

nuokrypiai apskaiciuoti, naudojant MS Excel programinj paketa.
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3. Rezultaty aptarimas

3.1. Kietafazé fermentacija: ultragarso panaudojimo galimybiy tyrimas fermentacijos

terpiy mikrobiologinés tarS§os maZinimui

Pupose yra daug mitybiniy komponenty, kurie yra reikalingi jvairiems mikroorganizmams
augti ir daugintis. Tod¢él vykdant kictafaz¢ fermentacija pupose esanti pasaliné mikroflora, pvz.,
pelésiai, puvimo bakterijos, turi palankig terpe daugintis. Todél pries vykdant kietafaze
fermentacijg reikia sumazinti pupy mikrobiologinj uzter§tuma.

Kietafazé fermentacija vykdyta esant 45 % pupy milty ir vandens miSinio drégniui, 35 °C
temperatiiroje, aerobinémis ir anaerobinémis saglygomis. Pupos buvo fermentuojamos Pa7, Pp9 ir
Ls pieno rigsties bakterijy padermémis 72 h. Vykdant fermentacijg tick aerobinémis, tiek
anaerobinémis sglygomis pupos pradéjo pelyti, atsirado nemalonus sieros vandenilio kvapas.
Aerobinémis sglygomis pelésj buvo galima aptikti jau po 48 valandy fermentacijos,
anaerobinémis — po 72 valandy. Norint jvertinti pupy fermentacijos proceso efektyvuma,
analizuoti dujiniai metaboltai, susidarantys PRB fermentuojamy pupy méginiuose.

Dujiniy metabolity sudéties pokyciai kietafazés fermentacijos metu. Pieno riigsties
bakterijos savo veiklos rezultate be pieno riigsties, taip pat, iSskiria ir CO2. Tyrimo metu buvo
stebima, kaip kinta dujiniy metabolity sudétis kietafazés fermentacijos metu pupy miltus

paveikus PRB padermémis. HoS, CO> ir Oz pokyc¢iai kietafazés fermentacijos metu pateikti 9

paveiksle.
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9 pav. PRB kietafazés fermentacijos metu dujiniy metabolity sudéties pokyc¢iai
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Kaip matyti i§ 9 paveiksle pateikty rezultaty, intensyviausias riigimas vyko per 40
fermentacijos valandy, toliau susidariusio CO2 kiekis mazéjo, pagrindiné priezastis —
mikroorganizmams neuztenka maisto medziagy. Taip pat, intensyvis rligimo procesai nustatyti
ir kontroliniame méginyje, priezastis — pupos yra uzter§tos pasaline mikroflora. Lyginant su
pupy miltais, apdorotais ultragarsu ir PRB, pastebima, kad kontroliniame méginyje susidaro
didesni H2S kiekiai, Sios dujos suteikia nemalony aromatg fermentuotoms pupoms, todél pries
PRB KF turi buti sumazintas pupy mikrobinis uzterStumas. Vienas i§ perspektyviy metody,
mikrobinés tarSos mazinimui, galéty buti ultragarsinés kavitacijos panaudojimas pupy méginiy
(pries fermentacija) apdorojimui.

Ultragarsiné Kkavitacija. Eksperimento metu, norint sumazinti nepageidaujamy
mikroorganizmy kiekj, pupos buvo apdorojamos 37 kHz ultragarsu, esant 30 — 35 °C
temperatiirai. IS 10 pav. matome, kad pupy mikrobinis uZterStumas sumazéjo 2 kartus ir

didZiausias mikroorganizmy pokytis nustatytas po 40 ir 60 min, pupas apdorojant ultragarsu.
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10 pav. Ultragarso jtaka bendram mikroorganizmy kiekiui pupose

Kadangi pagrindinis tyrimy objektas yra pupy baltymai, svarbu nustatyti, kaip pakinta
pupy bendras baltymy, tirpiyjy vandenyje ir tirpiyjy druskose baltymy kiekis, paveikus pupas
ultragarsu. Is 11 pav. matome, kad ultragarsas statistiskai reikSmingos jtakos neturi baltymy
kiekiui, tick bendras baltymy, tiek tirpiyjy vandenyje baltymy kiekis, tiek tirpiyjy druskose
baltymy kiekis prie§ apdorojimg ir po apdorojimo ultragarsu kito paklaidy ribose: bendras
baltymy kiekis prie§ apdorojima ultragarsu nustatytas 30,6 %, po apdorojimo ultragarsu — 28,7
%, tirpiyjy vandenyje baltymy kiekis pries apdorojima — 18,6 %, po apdorojimo — 19,7 %,
tirpiyjy druskose baltymy kiekis prie§ apdorojimg — 2,1 %, po apdorojimo — 2,6 %.
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11 pav. Ultragarso jtaka pupy milty bendram ir tirpiyjy baltymy kiekiui

Ultragarsas jau nuo seno yra naudojamas mazinti mikrobiniam uZterStumui. Literatroje
yra pateikta daug pavyzdziy, kaip ultragarsas veikia skirtingus mikroorganizmus, pvz. Alvarez,
I., Pagan, R., Raso, J., Condon, S. ir Sala, F. J. savo darbe apra$¢ ultragarso poveikj E. coli [63].
Vienas i$ svarbiy faktoriy ar mikroorganizmai bus inaktyvuoti yra poveikio trukmé. Shengpu
Gao, Gillian D. Lewis, Muthupandian Ashokkumar, Yacine Hemar savo tyrime nustaté, kaip kito
Enterobacter aerogenes ir Aureobasidium pullulans bakterijy skaicius jas apdorojant ultragarsu
jvairiais laiko momentais. Kuo ilgesné ultragarso apdorojimo trukmé, tuo daugiau buvo
inaktyvuota mikroorganizmy [64]. Tadiau ultragarso poveikio trukmé turi bati optimali, S.
Guerrero, A. L’opez-Malo, S.M. Alzamora savo darbe aprasé, kaip kito Saccharomyces
cerevisiae skaiCius, jas apdorojant ultragarsu tam tikrais momentais, po 15 min apdorojimo
nebuvo nustatytas mikroorganizmy kiekio sumazéjimas, lyginant su apdorojimu ultragarsu po 10
min [65]. Taip pat, literatiroje yra aprasyta, kad ultragarsas ne visus mikroorganizmus veikia
vienodai, pvz., Shengpu Gao, Gillian D. Lewis, Muthupandian Ashokkumar, Yacine Hemar
darbe apraSyta, kad ultragarsas turéjo didelés jtakos E. aerogenes ir B. subtillis inaktyvavimui,
taciau S. epidermidis pasiZzyméjo atsparumu ultragarsui [64].

Taip pat, literatiiroje pateikta ultragarsinio poveikio jtaka sojy baltymy izoliatams: veikiant
meéginj 40 kHz ultragarsu, baltymy tirpumas padidéjo po 15 min 13,7 %, po 30 min — 17,7 %
[66]. Taip pat, Anet Rez ek Jambrak, Timothy J. Mason, Vesna Lelas, Zoran Herceg, Ivana
Ljubic” Herceg darbe pateikta, kaip pakito iSriigy baltymy izoliaty tirpumas, lyginant su kontrole,
juos veikiant 40 kHz ultragarsu laike 15 ir 30 min: po 15 min isriigy baltymy tirpumas padidéjo
17,2 %, po 30 min — 12,2 % [67]. Kity autoriy darbe, Lianzhou Jiang, Jing Wang, Yang Li,
Zhongjiang Wang, Jing Liang, Rui Wang, Yong Chen, Wenjun Ma, Baokun Qi, Min Zhang, taip
pat, pateikta tendencija, kad ultragarsas didina juodyjy pupy baltymy tirpuma [68].
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Gauti tyrimy rezultatai rodo, kad ultragarsiné kavitacija ypac¢ patrauklus metodas
baltymingos augalinés zaliavos debakterizacijai, nes ja galima naudoti Zemy temperatiiry rezime

ir toks apdorojimas neturi reik§Smingos jtakos baltymams.

3.2. Kietafazé fermentacija: pH, BTR, D(-) ir L(+) pieno riigSties izomery jvertinimas

Vykdant PRB kietafazg fermentacija, buvo stebimi pH, BTR ir pieno ragsties
koncentracijos poky¢iai. pH pokyciai pateikti 12 paveiksle. Po 24 h fermentavimo pH pokyciai
kito paklaidy ribose. Po 48 valandy fermentavimo, lyginant su kontrole, pH sumazéjo 1,15, po
72 h — 1,59. Didziausi pH poky¢iai nustatyti po 72 h pupy miltus fermentuojant Ls paderme (pH
4,21).
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12 pav. Pupy milty pH kitimas PRB kietafazés fermentacijos metu

Norint jvertinti tiksliau terpés pokycius PRB kietafazés fermentacijos metu, buvo nustatyti
pupy milty BTR poky¢iai (13 pav.). Po 24 h fermentacijos BTR pakito mazai, lyginant su
kontrole, BTR padidéjo vidutiniSkai 2. Po 48 valandy didziausias BTR nustatytas pupose, kurios
fermentuotos Pa7 paderme (22,0). Po 72 valandy didZiausias PRB nustatytas pupose, kurios

fermentuotos LS paderme (31,5).
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13 pav. Pupy milty BTR kitimas PRB kietafazés fermentacijos metu

Apibendrinant gautus rezultatus, galime teigti, kad per pirmasias 24 fermentacijos valandas
vyko pieno riigsties bakterijy prisitaikymo prie terpés fazé, nes pH pokytis kito paklaidy ribose ir
BTR padidéjo, lyginant su kontrole, mazai, vidutiniskai 2. Toliau buvo stebimas intensyvus
fermentacijos procesas: po 72 h terpés pH sumazéjo nuo 5,9 iki 4,3 bei BTR padidéjo
vidutiniSkai 15.

PBR kietafazés fermentacijos metu susidariusiy pieno riugsties D(-) ir L(+) izomery kiekiy
rezultatai pateikti 14 ir 15 paveiksluose.

I$ gauty rezultaty matyti, kad vykdant PRB kietafaz¢ fermentacijg, daugiau susidaré D(-)
pieno riigsties izomero nei L(+) pieno rugsties izomero. Po 24 h fermentacijos PRB D(-) pieno
rugsties izomero susidaré apie 1 g/100g, po 48 h — 5 g/100g, po 72 h — 7 g/100g. L(+) pieno
rugSties i1zomero pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu nustatyti tokie: per 24 h
fermentacijos L(+) pieno riigsties izomero susidaré 0,1 g/100g, per 48 h — 1,3 g/100g, per 72 h —
1,7 g/100g.
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14 pav. D(-) pieno ragsties izomero poky¢iai PRB kietafazés fermentacijos metu

Per pirmasias 24 h fermentavimo dideli D(-) pieno rugsties izomero kiekiai nesusidaré.
Didziausi D(-) pieno rigsties izomero pokyc¢iai nustatyti po 48 h fermentavimo PRB. DidZiausias
D(-) pieno ragsties izomero Kiekis susidaré pupy miltus fermentuojant 72 h, Pa7 paderme (7,65
0/100g). Taip pat nustatyta, kad D(-) pieno riig§tis izomero susidaré ir fermentuojant kontrolinj

meéginj be pieno riigsciy bakterijy.
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15 pav. L(+) pieno rugsties izomero pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu

PBR kietafazés fermentacijos metu didziausi L(+) pieno ragsties izomero pokyciai
nustatyti po 48 h fermentavimo (1,36 g/100g). Didziausias L(+) pieno ragsties izomero Kiekis
susidaré po 72 h, pupy miltus fermentuojant Pa7 (1,85 g/100g).

Literattiroje pateikta lubiny ir sojos pH ir bendro titruojamojo rugstingumo poky¢iai KF

metu fermentuojant pieno rugsties bakterijomis 24 h, pavyzdziui, po 24 h fermentavimo sojy
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pupas veikiant P. acidilactici nustatytas pH — 4,36, BTR — 20,30, veikiant L. sakei nustatytas pH

—4,41, BTR — 19,38, veikiant P.pentosaceus nustatytas pH — 4,3, BTR — 23,42 [69].

¢ial

ties D(-) ir L(+) izomery poky

v

, pieno rugs

Taip pat, literatiroje pateikti duomenis

fermentuojant lubinus ir sojy pupas pieno rugs¢iy bakterijy padermémis, P. acidilactici, L. sakei,

ties izomero,

rags

P. pentosaceus. Nustatyta, kad fermentacijos metu susidaré daugiau L(+) pieno

nei D(-) pieno rigsties izomero tiek fermentuojant lubinus, tiek sojy pupas, pvz., fermentuojant

sojy pupas P. acidilactici L(+) pieno rtgsties izomero susidaré 114,2 mg/kg, o D(-) pieno

ties izomero 50,3 mg/kg [69].

rags

¢iai

3.3. Kietafazé fermentacija: baltymuy poky

we o

3.3.1. Baltymy pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu

Kietafazés fermentacijos metu buvo stebimi pupy baltymy (tirpiyjy vandenyje, tirpiyjy

druskose, bendro baltymy kiekio) poky¢iai (16 pav. — 18 pav.).

mKontrolé
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16 pav. PRB kietafazés fermentacijos metu bendro baltymy kiekio pokyciai

I§ pateikty rezultaty (16 pav.) matyti, kad kietafazés fermentacijos metu bendras baltymy

kiekis pupose pakito neZymiai. Po 72 h fermentavimo baltymy kiekis, lyginant su kontrole,

pakito nezymiai (sumazéjo ~1 %).
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17 pav. PRB kietafazés fermentacijos metu tirpiyjy baltymy kiekio pokyc¢iai

PBR kietafazés fermentacijos metu nustatytas pupy tirpiyjy Vandenyje baltymy mazéjimas
(17 pav.). Po 24 h PRB kietafazés fermentacijos tirpiyjy baltymy kiekis, lyginant su kontrole,
sumazgjo 3,1 %. Didziausi baltymy pokyciai nustatyti po 48 h fermentacijos, tirpiyjy baltymy
kiekis, lyginant su kontrole, sumazéjo 13,67 %. Po 72 h fermentavimo tirpiyjy baltymy pokytis,

lyginant su 48 h, buvo mazesnis ir sudare 2 %.
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18 pav. PRB kietafazés fermentacijos metu druskose tirpiyjy baltymy kiekio pokyc¢iai

Kietafazés fermentacijos metu pupas fermentuojant PRB stebétas druskose tirpiyjy
baltymy kitimas (18 pav.). IS pradziy, po 24 h fermentavimo, matomas vidutiniskai 3,5 %
tirpiyjy druskose baltymy kiekio, lyginant su kontrole, padidéjimas. DidZiausias druskose
tirpiyjy baltymy kiekis nustatytas po 48 h, fermentuojant pupas pieno rtgsties bakterijy paderme
Ls (9,68 %). Ilgesné fermentavimo trukmé turé¢jo didesne jtaka druskose tirpiyjy baltymui

sumaz¢jimui: po 72 h fermentavimo nustatytas vidutiniskai 2 % druskose tirpiyjy baltymy
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sumazéjimas méginiuose, kurie buvo fermentuoti Pa7 ir Pp9 padermémis ir 6,6 % sumazéjimas

meéginyje, kuris buvo fermentuotas Ls paderme.

K Pa7.l Pa7.2 Pa7.3 Lsl Ls2 Ls3 Pp9.1 Pp9.2 Pp9.3 St

19 pav. PRB kietafazés fermentacijos metu tirpiyjy vandenyje baltymy molekulinés masés (Da) poky¢iai

Atlikus elektroforeze, nustatyta, kad albuminy frakcijoje yra daugiausiai baltymy, kuriy
molekuliné masé¢ yra ribose tarp 24,000 Da ir 45,000 Da, i§ kuriy didziausia dalj sudaro
baltymai, kuriy molekuliné masé yra ~ 29,000 Da. Fermentuojant pupy miltus PRB, po 24 h
nenustatyti baltymy albuminy frakcijos poky¢iai, po 48 h ir 72 h fermentavimo nustatytas didelés
molekulinés masés baltymy padidé¢jimas (~ 45,000 Da) ir mazos molekulinés masés baltymy
sumazejimas (~14,200 Da).

y 14.200

6500
|

K  Pa7.l pa7.2 Pa73 LS.1 LS2 LS3 Pp9.1 Pp9.2 Pp93 St

20 pav. PRB kietafazés fermentacijos metu tirpiyjy druskose baltymy molekulinés masés (Da) pokyciai

Atlikus pupy baltymy globuliny frakcijos elelktroforezg, nustatyta, kad Sioje frakcijoje
vyrauja baltymai, kuriy molekuliné masé yra ribose tarp 14,200 Da ir 45,000 Da, didziausig dalj
sudaro baltymai, kuriy molekuliné masé yra ~ 29,000 Da. Fermentuojant pupy miltus PRB, po
24 h nenustatyti globuliny poky¢iai, po 48 ir 72 h fermentacijos Pa7 ir Pp9 padermémis

nustatytas mazos molekulinés masés baltymy sumazéjimas, didziausia dalj juose sudaro
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baltymai, kuriy molekuliné masé yra apie 36,000 Da. Fermentuojant pupas Ls paderme po 48 ir
72 h nustatytas didelés molekulinés masés baltymy sumaz¢jimas, po fermentacijos globuliny
frakcijoje atsiranda baltymy, kuriy molekuliné mas¢ yra apie 6,500 Da, tokios molekulinés

maseés baltymy kontroliniame méginyje nebuvo nustatyta.

3.3.2. Proteaziy aktyvumo pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu
Pieno ragsties bakterijos be pagrindinés savo savybés gaminti pieno ragstj, taip pat,
pasizymi ir proteolitiniu aktyvumu. Tyrimo metu buvo nustatyta, kaip kito PRB kietafazé

fermentacijos metu proteinazinis aktyvumas (21 pav.).
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21 pav. KF jtaka proteolitiniui aktyvumui, pupy miltus fermentuojant PRB

I$ gauty rezultaty matyti (21 pav.), kad PRB KF metu kito proteinazinis aktyvumas: po 24
h fermentacijos, lyginant su kontrole, proteinazinis aktyvumas padidéjo 13,9 PV/g, po 48 h
fermentacijos — 15,7 PV/g, po 72 h fermentacijos, lyginat su 48 h fermentacija, proteinazinis
aktyvumas sumaze¢jo 4,4 PV/g. DidZiausias proteinazinis aktyvumas nustatytas po 48 h
fermentacijos Pa7 paderme (29,54 PV/g), fermentuojant kitomis PRB padermémis Ls ir Pp9,

proteinazinis aktyvumas buvo mazesnis ir sudaré¢, atitinkamai, 27,25 ir 24,21 PV/qg.

3.3.3. Baltymy pokyciai pupas apdorojus proteazémis
Taip pat, ankstiniy javy sékly funkcines savybes galima keisti jas apdorojus fermentais.
Pupy miltai tyrimo metu buvo apdoroti proteazémis. Eksperimento metu buvo analizuoti ir

nustatyti tirpiyjy baltymy kiekio pokyciai.
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22 pav. Tirpiyjy vandenyje baltymy poky¢iai po apdorojimo proteazémis

Paveikus pupy miltus proteazémis, nenustatytas reikSmingas tirpiyjy vandenyje baltymy
kiekio padidéjimas pupy méginiuose (3.16 pav.). Kontroliniame méginyje tirpiyjy baltymy kiekis
fiksuotas 19,04 %, po 30 min apdorojimo proteazémis — 20,60 %, po 60 min — 20,08 %, po 90
min — 19,80 %.

K 30min 60min 90min St

23 pav. Baltymy molekulinés masés pokyciai pupy miltus apdorojus proteazémis

23 paveiksle pateikti tirpiyjy vandenyje pupy baltymy molekulinés masés pokyciai,
apdorojant juos proteazémis. I$ gauty rezultaty matyti, kad po apdorojimo proteazémis, sumazéjo
didelés molekulinés masés baltymy, kuriy molekuliné masé yra tarp 36,000 ir 45,000 Da, kiekis,
taip pat, po apdorojimo proteazémis stebimas mazos molekulinés masés baltymy (ribose tarp
6,500 ir 14,200 Da) padidéjimas.

Kitame darbo etape buvo siekiama iSsiaiSkinti baltymy pokyciy fermentacijos metu

priezastinguma. Vienas i$ kriterijy, galin¢iy turéti jiems jtakos, biity pH.
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3.3.4. pH jtaka pupy baltymy tirpumui vandenyje.
Eksperimento metu buvo nustatyta pH jtaka izoliuoty i§ pupy baltymy tirpumui. Baltymy

tirpumo rezultatai, kintant Sio parametro vertéms nuo pH 1 iki pH10, pateikti 24 ir 25 paveiksle.
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24 pav. pH jtaka baltymy tirpumui

I$ gauty rezultaty matyti (24 pav.), kad maziausias baltymy tirpumas yra esant terpés pH
tarp 3 ir 5, esant terpés pH 4 tirpiyjy baltymy kiekis — 2,03 %. Galima teigti, kad Siose ribose (pH
tarp 3 ir 5) pupy baltymai koaguliuoja. Terpés pH didéjant nuo 5 iki 10, pupy baltymy tirpumas
didéja. Daugiausiai baltymy isskirta esant terpés pH 10, prie $io pH tirpiyjy baltymy Kiekis yra
23,22 %.

Atlikus pupy baltymy elektroforezg, taip pat, matyti, kad baltymai ribose tarp pH 3 ir 5

koaguliuoja.

P 14.200

.:;gy 6.500
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25 pav. pH jtaka pupy tirpiyjy baltymy molekulinei masei (Da)
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Literatiiroje pateikta, kaip kinta lubiny bendras ir tirpiyjy baltymy kiekis kietafazés
fermentacijos metu fermentuojant PRB padermémis. Po 70 h fermentavimo bendras baltymy
kiekis sumazéjo 7,5 %, o tirpiyjy vandenyje baltymy kiekis padidéjo — 9 % [70].

Laura Aguirre, Marisa S. Garro, Graciela Savoy de Giori darbe nustatinéjo pieno riigsties
bakterijy jtaka sojy baltymams, kurie paveikti Lactobacillus paracasei, Lactobacillus reuteri ir
Lactobacillus plantarum. Po 6 h fermentacijos nustatyti sojy baltymy molekulinés masés
poky¢iai, kuriems didziausig jtaka turéjo L. paracasei, po fermentacijos nebeliko didelés
molekulinés masés baltymy, kity PRB jtaka sojos baltymams nebuvo tokia Zenkli [71]. Siame
darbe, skirtingai nuo pateikty literatiroje, fermentacijai naudoti kiti substratai — pupy miltai,
kurie buvo turtingesni maistinémis medziagomis nei vien baltymy izoliatai.

Literatiiroje pateikta, kad skirtingos pieno rugsties bakterijy padermémis pasizymi
skirtingais proteolitiniais aktyvumais. Pagal pateiktus rezultatus literatiiroje, kietafazés
fermentacijos metu fermentuojant lubinus didziausiu proteolitiniu aktyvumu pasizymeéjo Ls
padermé, maziausiu — Pp9 padermé [95]. Fermentuojant pupas, taip pat, maziausiu proteolitiniu
aktyvumu pasizyméjo Pp9 padermé. Lauren E. Kane, Jack P. Davis, Aaron J. Oakes, Lisa L.
Dean ir Timothy H. Sanders nustaté, kad apdorojus Zemés rieSuty baltymus proteazémis,
sumazejo didelés molekulingés tirpiyjy vandenyje baltymy, kuriy molekuliné mase yra tarp
36,000 ir 116,000 Da [77].

Terpeés pH turi didelés jtakos baltymy tirpumui. Literatiiroje yra pateikta kity anksStiniy
javy baltymy tirpumo priklausomybé nuo terpés pH, pvz., leSiy maZziausias baltymy tirpumas yra
esant terpes pH tarp 4 ir 5 [72], taip pat, tiek sojos pupy, tiek Zirniy maziausias tirpaus azoto
kiekis fiksuotas, kai terpés pH yra tarp 4 ir 5 [73].

PRB KF metu vyko intensyvus organiniy riugsciy susidarymas, terpés pH po 72 h
fermentacijos sumazéjo iki 4,29 (12 pav), tai manoma, galéjo apspresti baltymy agregacija (Pa7
ir Pp9 atveju). Neatmestina koncepcija (Ls atveju), kad kai kurios PRB gali pasizymi didesniu
proteolitiniu aktyvumu, galinciu prisidéti prie baltymy hidrolizés procesy ir maZesnés

molekulinés masés baltyminiy medziagy susidarymo.

3.4. Kietafazés fermentacija: funkciniy savybiu poky¢iai
3.4.1. Pupu milty funkciniy savybiy pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu
Eksperimento metu buvo nustatyti pupy baltymy pokyciai (3.3 skyrius), kurie gali turéti
jtakos milty funkcinéms savybéms. Todél Sio tyrimo metu buvo nustatinéjamos pupy milty
funkcines savybes charakterizuojantys kriterijai: emulsijos sudarymo pajégumas, emulsijos

stabilumas, puty sudarymo pajégumas ir stabilumas.
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puty sudarymo pajégumui ir stabilumui tyrimy rezultatai pateikti 26 paveiksle ir 6 lenteléje.

Puty sudarymo pajégumas ir stabilumas. Kietafazés fermentacijos jtakos pupy milty

Puty sudarymo pajégumas, %
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26 pav. PRB kietafazés fermentacijos jtaka pupy milty puty susidarymo pajégumui

I§ gauty rezultaty (26 pav.) matyti, kad pupy milty puty susidarymo pajégumas

fermentacijos metu kito priklausomai nuo trukmés: po 24 h padidéjo vidutiniskai 2 %,

didziausios Sio parametro vertés konstatuotos po 48 h fermentacijos (lyginant su kontrole, puty

sudarymo pajégumas vidutiniskai padidéjo 8 %), ilgesnés fermentacijos metu (po 72 h)

nustatytas puty susidarymo sumazéjimas, lyginant su 48 h fermentacija (7 %.). Be to, PRB

padermes tur¢jo jtakos puty susidarymo pajégumui, didziausias puty sudarymo pajégumas

nustatytas po 48 h fermentavimo Pa7 paderme (37,2 %,), kai su kitomis Ls ir Pp9 padermémis

puty sudarymo pajégumo vertés nustatytos vidutiniSkai 2 % mazesnés.

6 lentelé. PRB kietafazés fermentacijos jtaka puty stabilumui

Kontrolé Pa724 | Pa748 | Pa772 Ls24h | Ls48h | LS72h Pp924 | Pp948 | Pp972
h h h h h h
0 min 28,3+0,9 | 30,6£1,0 | 35+1,0 | 27,3+0,0 | 28,9+0,2 | 37,2+0,4 | 30,4+1,0 | 30,8+0,7 | 35+1,0 | 29,2+0,3
30 min | 27,2+0,6 | 29,5+1,0 | 33,1+1,0 | 19,0+2.4 | 27,9+0,3 | 35,5+0,4 | 19,0+2,4 | 29,8+0,8 | 33,3+1,4 | 24,4+0,3
60 min | 26,6+0,7 | 28,409 | 31,1+1,1 | 8,6£2.4 | 26,8+0,3 | 33,6+0,3 | 12,0+1,3 | 28,7+0,8 | 31,3%1,4 | 19,1+0,4
90 min | 25,3+0,9 | 27,0+0,6 | 28,9+1,1 - 25,6+0,3 | 31,6+0,3 - 27,6+0,8 | 28,3+0,3 | 13,0+0,5
iﬁg 22,7+0,9 | 25,8+0,6 | 26,8+0,8 - 24,4+0,3 | 28,7+0,8 - 26,4+0,8 | 26+0,3 -

I$ gauty rezultaty matyti, kad po 24 h fermentavimo puty stabilumas, lyginant su kontrole,

kito paklaidy ribose: per 120 min po iSplakimo puty tiiris sumazéjo vidutiniSkai 5 %. Po ilgesnés

fermentacijos pastebimas puty stabilumo sumazéjimas: po 48 h fermentacijos, lyginant su

kontrole, nustatyta puty stabilumo sumazéjimas 3 %, po 72 h fermentavimo putos iSnyko po 60

min. Maziausiu putu stabilumu pasizyméjo pupy miltai, kurie buvo fermentuoti Pa7 paderme.
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Emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas. Kietafazés fermentacijos jtaka pupy

milty emulsijos sudarymo pajégumui ir stabilumui rezultatai pateikti 27 ir 28 paveiksluose.
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27 pav. PRB kietafazés fermentacijos jtaka pupy milty emulsijos susidarymo pajégumui

I$ gauty rezultaty matyti (27 pav.), kad po 24 h fermentavimo emulsijos sudarymo

pajégumas nepakito. Taciau ilgesné fermentavimo trukme turéjo neigiamos jtakos emulsijos

sudarymo pajégumui. Po 48 h fermentavimo emulsijos sudarymo pajégumas, lyginant su

kontrole, sumaz¢jo vidutiniSskai 24 %. Po 72 h fermentavimo emulsijos sudarymo pajégumas

sumazéjo, lyginant su pupy miltais po 48 h fermentavimo, vidutiniSkai 4,5 %. Maziausiu

emulsijos sudarymo pajégumu pasiZymeéjo pupy miltai fermentuoti Pa7 ir Ls PRB padermémis,

po 72 h fermentavimo emulsijos sudarymo pajégumas sumazéjo 31 %, o fermentuojant pupy

miltus Pp9 paderme, emulsijos sudarymo pajégumas po 72 h fermentavimo sumazéjo 26 %.
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28 pav. PRB kietafazés fermentacijos jtaka pupy milty emulsijos stabilumui
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KF trukmé turéjo jtakos pupy milty emulsijos stabilumui. Po 24 h fermentavimo nustatytas
emulsijos stabilumo, lyginant su kontrole, padidéjimas, vidutiniskai 4,0 %. Po ilgesnés
fermentavimo trukmés pastebimas emulsijos stabilumo sumazéjimas: po 48 h fermentavimo
emulsijos stabilumas, lyginant su kontrole, sumazgjo 4,4 %, po 72 h — 22,8 %.

Taip pat, emulsijos stabilumui turéjo jtakos ir kietafazei fermentacijai parinkta PRB
padermé. Didziausias emulsijos stabilumas nustatytas pupy miltus fermentuojant 24 h Pp9
paderme (43,04 %), o maziausias — pupy miltus fermentuojant 72 h Pa7 paderme (7,97 %).

Vandens absorbcija. Kietafazés fermentacijos jtaka pupy milty vandens absorbcijai
rezultatai pateikti 29 paveiksle.
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29 pav. PRB kietafazés fermentacijos jtaka pupy milty vandens absorbcijai

IS gauty rezultaty (29 pav.) matyti, kad pupy milty vandens absorbcijai turéjo jtakos
fermentavimo trukmé. Po 24 h fermentavimo nustatytas vandens absorbcijos, lyginant su
kontrole, sumazéjimas, vidutiniSkai 0,38. Po ilgesnés fermentavimo trukmes pastebimas vandens
absorbcijos padidéjimas: po 48 h fermentavimo vandens absorbcija, lyginant su kontrole,
padidéjo 0,17, po 72 h - 0,38.

Taip pat, vandens absorbcijai turéjo jtakos ir kietafazei fermentacijai parinkta PRB
padermé. Didziausia vandens absorbcija nustatyta pupy miltus fermentuojant 72 h Pa7 paderme
(1,38), o fermentuojant kitomis PRB padermémis Ls ir Pp9, vandens absorbcija, atitinkamai,
nustatyta 1,10 ir 1,03.

Literatiiroje pateikta maniokos Sakny milty funkciniy savybiy pokyciai po fermentacijos
pieno rugsties bakterijomis Lactobacillus plantarum SL14 ir SL198, po fermentacijos milty
vandens absorbcija sumazéja, lyginant su nefermentuotais miltais [74]. Gauti rezultatai

nesutampa su literatiiroje pateiktomis tendencijomis, nes didele jtaka pupy milty fukcinéms
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savybéms turéjo po fermentacijos PRB padermémis Pa7, LS ir Pp9 pakites terpés pH, dél kurio
ivyko baltymy agregacija. Terpés pH turi didélés jtakos funkcinéms savybéms. Literatiroje yra
apraSyta, kaip kinta avinzirniy milty funkcinés savybés priklausomai nuo terpés pH, pavyzdziui,
vandens absorbcija prie pH 7 yra 3,679/g, o prie pH 4 — 3,88 g/g, taigi vandens absorbcija,
mazejant terpés pH, didéja. Taip pat, avinzirniy emulsijos aktyvumo indeksas esant terpés pH 7 —
11,2 m?/g, o esant pH 4 — 5,94 m?/g, emulsijos stabilumas esant terpés pH 7 — 17,55 %, o esant
terpés pH 4 — 12,00 % [75]. Tokios pacios tendencijos nustatytos ir po pupy fermentavimo PRB,
nes KF metu sumazéjo terpés pH nuo 6 iki 4,3 (3.4 pav.), todél padidéjo pupy milty vandens

absorbcija, bet sumazéjo emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas.

3.4.2. Pupy baltymuy funkciniy savybiy pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu
Kadangi KF metu pupy milty funkciniy savybiy pokycius daugiausiai lémé fermentacijos
metu pakitgs terpés pH (3.4.1 skyrius), tod¢l norint detaliau jvertinti PRB kietafazés
fermentacijos jtaka baltymy funkcinéms savybéms, eksperimento metu buvo nustatingjamos
pupy baltymy izoliaty funkcines savybes charakterizuojantys kriterijai: elmulsijos sudarymo
pajégumas, emulsijos stabilumas, puty sudarymo pajégumas ir jy priklausomybé nuo terpés pH.
Emulsijos sudarymo pajégumas ir jos stabilumas. KF ir pH jtaka pupy baltymy

emulsijos sudarymo pajégumui ir stabilumui rezultatai pateikti 30 ir 31 paveiksluose.
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30 pav. Pupy baltymy emulsijos sudarymo pajégumo priklausomybé nuo pH ir PRB kietafazés
fermentacijos

IS gauty rezultaty matome (30 pav.), kad didziausig jtaka pupy baltymy emulsijos
sudarymo pajégumui turi terpés pH: esant terpés pH 8, emulsijos sudarymo pajégumas yra 40,5
%, esant terpés pH 6 — 37,2 %, esant terpés pH 4,5 — 18,8.
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Taip pat, i§ gauty rezultaty matyti PRB kictafazés fermentacijos jtaka pupy baltymy
emulsijos sudarymo pajégumui, pvz., esant terpés pH 8 emulsijos sudarymo pajégumas po 24 h
fermentavimo, lyginant su kontrole, padid¢jo vidutiniskai 4,2 %, o po 72 h fermentavimo,
pastebimas, lyginant su kontrole, emulsijos sudarymo pajégumo sumazéjimas (~2,8 %). Taip pat
pupy baltymy emulsijos sudarymo pajégumui turéjo jtakos ir kietafazei fermentacijai parinkta
PRB padermé. Didziausias pupy baltymy emulsijos sudarymo pajégumas nustatytas esant terpés
pH 8, fermentuojant pupy miltus 24 h Pa7 paderme (45,4 %), o fermentuojant kitomis PRB
padermémis, Ls ir Pp9, pupy baltymy emulsijos sudarymo pajégumas, atitinkamai, nustatyta
44,3 ir 44,5 %.
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31 pav. Pupy baltymy emulsijos stabilumo priklausomybé nuo pH ir PRB kietafazés fermentacijos

IS gauty rezultaty matome (31 pav.), kad didziausig itaka pupy baltymy emulsijos
stabilumui turi terpés pH: esant terpés pH 8, emulsijos stabilumas yra 41,6 %, esant terpés pH 6
— 38,5 %, esant terpés pH 4,5 — 19,9.

Taip pat, i§ gauty rezultaty matyti PRB kietafazés fermentacijos jtaka pupy baltymy
emulsijos stabilumui, pvz., esant terpés pH 6 emulsijos stabilumas, lyginant su kontrole, padidéjo
vidutiniskai 3,3 %, o po 72 h fermentavimo, pastebimas, lyginant su 24 h fermentavimo,
emulsijos stabilumo sumaz¢jimas (~3,5 %). Taip pat, pupy baltymy emulsijos stabilumui turéjo
itakos ir kietafazei fermentacijai parinkta PRB padermé. Didziausias pupy baltymy emulsijos
stabilumas nustatytas esant terpés pH 8, fermentuojant pupy miltus 24 h Pa7 paderme (44,6 %),
o fermentuojant kitomis PRB padermémis, Ls ir Pp9, pupy baltymy emulsijos stabilumas,
atitinkamai, nustatyta 43,8 ir 44,3 %.

Puty sudarymo pajégumas. Kietafazés fermentacijos ir pH jtaka pupy baltymy puty

sudarymo pajégumui rezultatai pateikti 32 paveiksle.
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32 pav. Pupy baltymy puty sudarymo pajégumo priklausomybé nuo pH ir PRB kietafazés fermentacijos

I$ gauty rezultaty matyti (32 pav.), kad pupy baltymy puty sudarymo pajégumui didziausia
itaka tur¢jo terpés pH. DidzZiausias puty sudarymo pajégumas nustatytas, esant terpés pH 8 (39,9
%), maziausias — esant terpés pH 4,5 (20,7 %).

Taip pat, nustatyta kietafazés fermentacijos jtaka pupy baltymy puty sudarymo pajégumui.
Po 24 h fermentavimo PRB puty sudarymo pajégumas padidéjo, lyginant su kontrole, 3,9 %. Po
48 h ir 72 h fermentavimo puty susidarymo pajégumas, lyginant su 24 h, sumazéjo, $i tendencija
nustatyta esant visiems terpés pH. Didziausias puty sudarymo pajégumas nustatytas,
fermentuojant pupas Pa7 paderme, esant terpés pH 8 (45,0 %), o fermentuojant kitomis PRB
padermémis, Ls ir Pp9, pupy baltymy puty sudarymo pajégumas, atitinkamai, nustatyta 43,2 ir
43,1 %.

Literatiroje pateikta, kaip kinta lubiny baltymy emulsijos sudarymo pajégumas ir
stabilumas priklausomai nuo terpés pH bei kietafazés fermentacijos P. pentosaceus. Didesnis
emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas yra esant didesniam terpés pH: 1) emulsijos
sudarymo pajégumas 2,2 % didesnis, kai terpés pH 8, nei esant terpés pH 6 ir 2) emulsijos
stabilumas 8,6 % didesnis, kai terpés pH 8 nei esant terpés pH 6. Taip pat, literatiiroje pateikta,
kaip kinta lubiny baltymy funkcinés savybés PRB KF metu: po 24 h fermentavimo emulsijos
sudarymo pajégumas, lyginant su kontrole (esant terpés pH 6), padidéjo 4,7 %, emulsijos
stabilumas — 4,9 % [70]. Taip pat, terpés pH ir fermentavimas PRB turéjo jtakos lubiny puty
sudarymo pajégumui. Lubiny puty susidarymo pajégumas yra 12 % didesnis esant terpés pH 8,
lyginant su terpés pH 6. Fermentuojant lubinus pieno riigsties bakterijomis Pediococcus
pentosaceus, po 24 h puty taris padidéjo 13 %, taciau po ilgesnés fermentacijos trukmés (72 h)
puty taris sumazéjo 11 %, lyginant su puty tariu po 48 h fermentavimo [70]. Tokios pacios

tendencijos nustatytos ir Siame darbe, didesnis pH lémé geresnes pupy baltymy funkcines
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savybes, taip pat, norint pagerinti pupy baltymy funkcines savybes, turi biiti parinkta optimali

fermentavimo trukme.

3.4.3. Pupy milty funkciniy savybiy pokyciai po apdorojimo proteazémis

Apdorojus pupy miltus proteazémis, sumaz¢jo didelés molekulinés masés baltymy Kiekis
(23 pav.), todél eksperimento metu buvo jvertinti pupy milty funkciniy savybiy (puty sudarymo
pajégumo, puty stabilumo, emulsijos sudarymo pajégumo, emulsijos stabilumo, vandens
absorbcijos) pokyciai.

Emulgavimo savybés. Pupy milty emulgavimo savybés pateiktos 33 paveiksle.
IS pateikty rezultaty matyti, kad ilgesné apdorojimo trukmé turéjo neigiamos jtakos pupy milty
emulgavimo savybémis. Po 30 min apdorojimo su proteazémis pupy milty emulsijos sudarymo
pajégumas, lyginant su kontrole, padidéjo 7,1 %. Po ilgesnio apdorojimo proteazémis pastebimas
emulsijos sudarymo pajégumo sumazéjimas: po 60 min emulsijos sudarymo pajégumas, lyginant
su 30 min apdorojimu, sumazéjo 6,7 %, po 90 min — 15,7 %. Taip pat, apdorojimas proteazémis
turéjo jtakos ir emulsijos stabilumui: po 30 min apdorojimo proteazémis nustatytas, lyginant su
kontrole, emulsijos stabilumo padid¢jimas 6,4 %. Po ilgesnio apdorojimo proteazémis
pastebimas emulsijos stabilumo sumazéjimas: po 60 min emulsijos stabilumas, lyginant su 30

min apdorojimu, sumazéjo 6,8 %, po 90 min — 14,0 %.

45,00 42,51
' 41,8

R 40,00
X
aﬁ 36,09 35,15 35,76
Z 34,7
2 35,00 T
>
= -
% 2000 1| @ Emulsijos sudarymo
g ' ) pajégumas
5 2500 1 ® Emulsijos stabilumas
‘—=1 )
5

20,00 +

15,00 T T

Kontrolé Pupos + Pupos + Pupos +
proteaze¢ 30 proteazé 60 proteaze 90
min min min

33 pav. Apdorojimo proteazémis jtaka emulsijos sudarymo pajégumui stabilumui

Cheruppanpullil Radha, Parigi Ramesh Kumar ir Vishweshwaraiah Prakash darbe pateikta,
kad apdorojant sojos miltus su grybine proteaze laike 20 min, susidariusi emulsija buvo nestabili,

nors kontrolinio méginio susidariusi emulsija buvo stabili (134 ml) [78].
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Puty sudarymo pajégumas. Pupy milty apdoroty proteazémis puty sudarymo pajégumo ir
puty stabilumo rezultatai pateikti 34 paveiksle.

Po 30 min apdorojimo proteazémis pupy milty puty sudarymo pajégumas, lyginant su
kontrole, padidéjo 4,88 % (34 pav.). Apdorojus pupy miltus proteazémis laike 60 ir 90 min,
fiksuotas puty susidarymo sumazéjimas, nustatytas, atitinkamai, 0,92 ir 2,79 %. Taip pat,
apdorojimas proteazémis tur¢jo jtakos ir puty stabilumui: po 90 min puty iSplakimo puty tiiris
neapdoroty pupy sumazéjo 7,6 %, apdoroty proteazémis 30 min — 11,7 %, apdoroty 60 min — 7,5
%, apdoroty 90 min — 6,6 %.
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34 pav. Apdorojimo proteazémis jtaka puty sudarymo pajégumui stabilumui

Martina Hrckova, Monika Rusnakova ir Jaroslav Zemanovi¢ pateiké, kaip jvairios
proteazés (endopeptidazeé, egzopeptidaze ir endoproteinaze) paveike sojy milty funkcines
savybes. Siame darbe mokslininkai pateiké tokias tendencijas: fermentacija proteazémis padidina
puty tiirj, taciau puty stabilumas sumazéja, taip pat, nustatyta, kad ilgéjant fermentavimo trukmei
mazéja tiek puty tiris, tiek susidariusiy puty stabilumas [79]. Kity autoriy tyrimy rezultatai rodo,
kad paveikus sojy miltus 20 min grybine proteaze, puty susidarymo pajégumas sumazéja nuo 68
% iki 56 % [78].

Vandens absorbcija. Apdorojimo proteazémis jtaka milty vandens absorbcijai pateikta 35
paveiksle.

I$ pateikty rezultaty (35 pav.) matyti, kad paveikus pupy miltus proteazémis, vandens
absorbcija didéja. Po 30 min fermentinio apdorojimo pupy milty absorbcija padidéjo 0,302, po
60 min — 0,612, po 90 min —0,722.
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35 pav. Pupy milty vandens absorbcijos poky¢iai po apdorojimo proteazémis

Literatiiroje pateikta, kaip pakinta kvieCiy glitimo vandens absorbcija po 2,5 h
apdorojimo proteaze. Siame darbe gautos tendencijos yra panaSios j literatiroje pateiktus

duomenis, kvieciy glitimo vandens absorbcija, lyginant su kontrole, padidéjo 0,28 g/g [80].

3.5. Pupuy milty ir pupu baltymy proteaziy inhibitoriy ir virSkinamumo poky¢iai
PRB kietafazés fermentacijos metu
Pupos, kaip ir dauguma ankStiniy javy, turi antimitybiniy faktoriy, todél yra svarbu
jvertinti kaip jie kinta PRB kietafazés fermentacijos metu. Tyrimo metu analizuota pupy milty ir
pupy baltymy proteinaziy inhibitoriy aktyvumas ir virSkinamumas.
Proteinaziy inhibitoriy aktyvumas. Pupy milty proteinaziy inhibitoriu pokyciy kietafazés

fermentacijos metu rezultatai pateikti 36 ir 37 paveiksluose.
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36 pav. Proteinaziy inhibitoriy aktyvumo (pupy miltuose) poky¢iai PRB KF metu

Po 24 h fermentavimo nustatyta, kad pupy milty proteinazinis inhibitoriy aktyvumas,

lyginant su kontrole, padidéjo 11,6 %. Po 48 ir 72 h fermentavimo proteinazinis inhibitoriy
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aktyvumas sumazéjo: po 48 h fermentavimo, lyginant su kontrole, sumazéjo 4,4 %, po 72 h—9,5
%. Maziausiu proteinaziu inhibitoriy aktyvumu pasizyméjo pupy miltai fermentuoti 72 h Pa7 ir

Ls padermémis, atitinkamai, 26,8 ir 26,9 %.
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37 pav. Proteinaziy inhibitoriy aktyvumo (pupy baltymy izoliatuose) pokyciai PRB KF metu

Tiriant pupy baltymy proteinaziy inhibitoriy aktyvuma, nustatyta, kad po 24 h
fermentavimo PRB pupy baltymy proteinaziy inhibitoriy aktyvumas, lyginant su kontrole,
padidéjo 2 %. Ilg¢jant fermentacijos trukmei, buvo stebimas proteinaziy inhibitoriy aktyvumo
sumazéjimas, po 48 h fermentavimo PRB proteinaziy inhibitoriy aktyvumas, lyginant su
kontrole, sumazéjo 4,2 %, po 72 h — 6,3 %. Didziausias proteinaziy inhibitoriy aktyvumo
sumaz¢jimas nustatytas po 72 h fermentacijos Pa7 paderme, lyginant su kontrole, proteinaziy
inhibitoriy aktyvumas sumazéjo 7,3 %.

Lyginant pupy milty ir pupy baltymy proteinaziy inhibitoriy aktyvuma, nustatyta, kad pupy
miltai pasizymi didesniu proteinaziy inhibitoriy aktyvumu nei pupy baltymai (18 %).

Baltymy in vitro virSkinamumas. Pupy baltymy virSkinamumo in vitro kitimo kietafazés

fermentacijos metu rezultatai pateikti 38 ir 39 paveiksluose.
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38 pav. Baltymy virskinamumo in vitro (pupy baltymy izoliatuose) poky¢iai PRB KF metu

IS gauty rezultaty matyti (38 pav.), kad kietafaz¢ fermentacija tur¢jo teigiamos jtakos pupy
baltymy vir§kinamumui in vitro. Po 24 h baltymy vir§kinamumas padidéjo 1,8 %, po 48 h — 11,2
%, po 72 h—13,9 %.
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39 pav. Baltymy virskinamumo in vitro (pupy miltuose) poky¢iai PRB KF metu

Taip pat, kietafazé fermentacija PRB padermémis turéjo teigiamos jtakos ir pupy milty
virskinamumui (39 pav.). Po 24 h fermentacijos pupy milty virSkinamumas, lyginant su kontrole,
nepakito, tadiau ilgiau fermentuojant pupy miltus, pupy milty virSkinamumas, lyginant su
kontrole, padidéja: po 48 h padidéja 3,9 %, po 72 h — 5,1 %. Didziausias pupy milty
virSkinamumo, lyginant su kontrole, padidéjimas nustatytas fermentuojant pupy meéginj Pa7 laike
72 h (5,8 %).

Literattroje pateikta, kaip kinta antimybiniai pupy milty komponentai pupas fermentuojant
Lactobacillus plantarum 30°C laike 48 h. Prie$ fermentacijg nustatyta tripsino inhibicija 2,09 Ti
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vienetai/mg dm, po fermentacijos — 0,91 Ti vienetai/mg dm. Taip pat, padidé¢ja ir pupy milty
virSkinamumas, prie$ fermentacija pupy milty virSkinamumas — 75,1 %, po fermentacijos — 75,6
% [55]. Taip pat, si tendencija islieka ir fermentuojant kitas zaliavas, pvz., literatiiroje pateikta,
kad fermentuojant sojy pupas pieno rugsties bakterijomis P. pentosaceus baltymy
vir§kinamumas in vitro, lyginant su nefermentuotomis sojos pupelémis, padidéjo 13,69 % [69].

Taip pat, lyginant pupy milty ir pupy baltymy virSkinamuma in vitro ir proteinaziy
inhibitoriy aktyvuma, nustatyta, kad virSkinamumas in vitro yra mazesnis pupy milty, nei pupy
baltymy bei proteinaziy inhibitoriy aktyvumas yra didesnis pupy miltuose nei pupy baltymuose.
Tokia pati tendencija pateikta ir H. Lqari, J. Vioque, J. Pedroche, F. Milla'n darbe, kuriame
lubiny milty virskinamumas in vitro yra 80,0 %, o baltymy izoliaty — 93,9 %, tripsino inhibicija
lubiny milty — 28,1 %, o baltymy izoliaty — 8,6 % [76].

3.6. Pupy luksty PRB fermentavimas: BTR, pH, redukuojanciy sacharidy, D(-) ir L(+)
pieno rugsties izomery nustatymas

ISgaunat i$ pupy baltymais turtingas frakcijas, susidaro, kaip atliekos, didelj luksty kiekiai,
kuriy sudétyje yra gausu lignoceliuliozés. Sio darbo metu, buvo siekiama itirti luksty
perdirbimo ] pieno rugstj (PR) galimybes. Pirmoje stadijoje, siekiant padidinti fermentuojamy
sacharidy kiekj, buvo taikomas jy apdorojimas ,,Vilzim NSP* fermentiniu preparatu, kuris
sudarytas i§ celiulazés, ksilanazés ir  — gliukanazés fermenty misinio. Antrame etape vykdyta
PRB fermentacija atrinktomis padermémis.

Apie apdorojimo fermentais efektyvuma buvo sprendZiama pagal redukuojanciy sacharidy

kiekj. Papildomai Sie junginiy poky¢iai analizuoti ir KF metu (40 pav.).
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40 pav. Redukuojanciy sacharidy poky¢iai apdorojus lukstus fermentais ir PRB KF metu
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IS pateikty rezultaty (40 pav.) matyti, kad po apdorojimo fermentais redukuojanciy
sacharidy kiekis padidéjo nuo 2,41 iki 11,76 mg/g. Po 24 h PRB fermentacijos redukuojanciy
sacharidy kiekis, neapdorotuose fermentiniu preparatu pupy lukstuose, lyginant su kontrole,
sumazéjo 0,88 mg/g, po 48 h fermentacijos — 1,24 mg/g, po 72 h — 1,58 mg/g. Po 24 h PRB
fermentacijos redukuojanCiy sacharidy kiekis, apdorotuose fermentiniu preparatu pupy
lukstuose, lyginant su kontrole, sumazéjo 2,68 mg/g, po 48 h fermentacijos — 3,43 mg/g, po 72 h
— 3,78 mg/g. Didziausi redukuojanciy sacharidy pokyciai KF metu nustatyti pupy lukstus
fermentuojant Pa7 paderme: po 72 h fermentacijos redukuojanciy sacharidy kiekis sumazéjo nuo
11,76 iki 7,09 mg/g. Maziausias redukuojan¢iy sacharidy pokytis nustatytas pupy lukstus
fermentuojant Ls paderme: per 72 h redukuojanciy sacharidy kiekis sumazéjo nuo 11,76 mg/g
8,72 mg/g.

Literatiiroje yra pateikta daug pavyzdziy kaip pieno riigSties gamybai i§ antriniy produkty,
Sios visy pirma yra paveikiamos fermentais, kad susidaryty daugiau fermentuojamy sacharidy
pieno riigSties bakterijoms. Pavyzdziui, paveikus bulviy atliekas gliukoamilaze, gliukozés,
lyginant su kontrole, padidéjo 3 g/100g [81]. Paveikus kvietines sélenas fermentiniu misiniu,
kurio sudétyje yra celiuliozés, pektinazés ir kity fermenty, gliukozés padaugéjo 35 mg™, taip pat
susidare ir kontroliniame meéginyje nenustatyty monosacharidy, kaip ksilozés ir arabinozes [82].

pH ir BTR. Pupy luksty pH ir BTR poky¢iai PRB kictafazés fermentacijos metu pateikti

41 ir 42 paveiksluose.

6,50
596592592
6,00 { = o8 556 573
o 5,42 545 [ 543 5,41 5,44 533
5,50 T 1 1 [T 9,254 = [ = e = 5’13
= 5,05 5,05 5,06 5,05 Eal
500 4 H 1 | e I I A I = 4,92 | ™ 4,84 F 4,88
! 453 4,64 4’61
: 444 430
I 450 4 — — — o |
400 H 1 — 1 (o A e A s B e Bl 1
350 1 1 1 1 o A e B e B el 1
3,00
AN GRS ,\y? x> q}“ qy? IRIRAERN SN GRNS bfo“ S KN AR OO (\'» f\"r 0% 08
60\ é@ @\0 ,;;&‘Z’% Q{,\ 6@ QQ Q\q’ v &‘@ \@ %y ® \‘b Ra ’\7’% v &‘b% \e o% Q,{,\ @ QQ (\@% \/% @%
F LS & & & & &S &
%’@Q& @ x&?} @0 X;@ &6\ «&v &é ‘xé& X;@ (‘0 «k’ ;@& "\é& Xq@ x@&\
¥ ; x o % x S & x 9 3
R @0 %9&\ @o

41 pav. pH poky¢iai PRB KF metu

I§ rezultaty matyti, kad po 24 h PRB fermentacijos pH, apdoroty fermentiniu preparatu
pupy luksty, lyginant su kontrole, sumazéjo 0,91, po 48 h fermentacijos — 1,29, po 72 h
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fermentacijos — 1,32 (41 pav.). Po 24 h PRB fermentacijos pH, neapdoroty fermentiniu preparatu
pupy luksty, lyginant su kontrole, sumazéjo 0,55, po 48 h fermentacijos — 0,79, po 72 h
fermentacijos — 0,89. Didziausias pH pokytis KF metu nustatyti pupy lukstus fermentuojant Pa7
paderme: po 72 h pH sumazéjo nuo 5,96 iki 4,3 (pupy lukstai prieS PRB fermentacijg buvo

apdoroti fermentiniu preparatu).
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42 pav. BTR poky¢iai PRB kietafazés fermentacijos metu

IS gauty rezultaty (42 pav.) matyti, kad didziausios BTR reikSmés nustatytos pupy lukstus
fermentuojant Pa7 paderme, kurie pries KF buvo paveikti fermentiniu preparatu, po 24 h BTR
nustatytas 17,8, po 48 h — 19,3, po 72 h — 20,3. Taip pat, nustatyta, kad fermentavimo metu, taip
pat didéjo rugstingumas ir méginiy, kurie nebuvo paveikti PRB. Tai galima paaiskinti tuo, kad
KF metu buvo sudarytos palankios salygos augti pupy luksty pasalinei mikroflorai.

Literatiroje yra pateikta, kaip kito pH kvietines sélenas fermentuojant PRB padermémis
Pa7, Ls, Pp9. Nustatyta, kad pH poky¢iai buvo panasiis fermentuojant sélenas visomis PRB
padermémis, per 50 h fermentacijos pH kito nuo 6,3 iki 4,0 [82].

Pieno rigsties D(-) ir L(+) izomery nustatymas. Pupy luksty pieno rtgsties D(-) ir L(+)

izomery pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu rezultatai pateikti 43 paveiksle.
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43 pav. D(-) ir L(+) izomery poky¢iai PRB kietafazés fermentacijos metu

IS gauty rezultaty matyti, kad po 24 h PRB fermentacijos D(-) pieno riig§ties izomero,
neapdorotuose fermentiniu preparatu pupy lukStuose, susidaré 4,99 mg/g, o L(+) pieno rugsties
izomero — 1,93 mg/g, po 48 h fermentacijos D(-) pieno rigsties izomero susidaré 5,88 mg/g, o
L(+) pieno ragsties izomero — 2,69 mg/g, po 72 h fermentacijos D(-) pieno rigsties izomero
susidaré 5,85 mg/g, o L(+) pieno rugsties izomero — 2,83 mg/g. Po 24 h PRB fermentacijos D(-)
pieno riigsties izomero, apdorotuose fermentiniu preparatu pupy lukstuose, susidaré 6,68 mg/g, o
L(+) pieno ragsties izomero — 3,33 mg/g, po 48 h fermentacijos D(-) pieno rigsties izomero
susidaré 8,06 mg/g, o L(+) pieno rigsties izomero — 3,81 mg/g, po 72 h fermentacijos D(-) pieno
rugsties izomero susidaré 8,23 mg/g, o L(+) pieno raigsties izomero — 3,89 mg/g. Didziausi D(-)
ir L(+) pieno rugsties izomery Kiekiai susidaré po 72 h fermentacijos Pa7 paderme, pupy lukstus
apdorojus fermentiniu preparatu: D(-) pieno riigsties izomero susidaré 9,32 mg/g, L(+) pieno
rugsties izomero — 4,42 mg/g.

Literatiiroje pateikta, kad fermentuojant 48 h Ls paderme kvietines sélenas, kurios prie$
fermentacija buvo paveiktos fermentiniu miSiniu, kurio sudétyje yra celiulaziy ir pektinaziy,
pieno rtgsties susidaré daugiau, lyginant su neapdorotomis fermentais sélenomis, 31,06 g/kg
[82]. Taip pat, literatiiroje pateikta, kad priklausomai nuo naudojamos zaliavos didesniu
fermentiniu aktyvumu pasizymi skirtingos pieno riugsciy bakterijy padermes, pavyzdZziui,
fermentuojant kvietines sélenas, didziausiu fermentiniu aktyvumu pasizyméjo Ls paderme,

fermentuojant alaus salyklo atliekas — Pp9 padermé, o lubinus — Pa7 padermé [82].
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ISvados

1.  Pupy perdirbimo procesas, naudojant pupy malinio klasifikavima oru, yra
perspektyvus biidas, norint iSgauti didesnio baltymingumo pupy miltus: Siuo biidu, lyginant su
Klasifikavimu oru, gaunamas 3 % didesnis baltymy kiekis, o lyginant su zaliavinémis pupomis
(be apdorojimo) - 3,6 % daugiau baltymy ir 7,8 % maziau skaiduliniy medziagy.

2. Ultragarsiné¢ kavitacija vandenyje yra efektyvus metodas mikrobinés tarSos
mazinimui pupy miltuose zemy temperatiry rezime (30 — 35 °C): po 60 min apdorojimo
ultragarsu (37 kHz) bendras mikroorganizmy skaicius zaliavoje sumazéjo 2 kartus, nesant
reikSmingy baltymy poky¢iy.

3. PRB KF metu, lyginant su nefermentuotais pupy miltais, nustatytas po 72 h
fermentacijos vandenyje tirpiyjy baltymy sumazéjimas (15 %). Elektroforezés tyrimy rezultatai
rodo, kad fermentacijos metu vyksta mazos molekulinés masés baltymy pokyciai. Be to, Sio
proceso metu galimas baltymy agregavimas, kuriam didziausig jtakg turi terpés pH poky¢iai.
Milty apdorojimas proteazémis neturéjo reikSmingos jtakos tirpiyjy baltymy kiekio pokyciams,
taciau Sio faktoriaus jtaka iSrySkéjo tik didélés molekulinés masés baltymy frakcijy sumazéjimui.

4.  Pupy milty ir pupy baltymy funkciniy savybiy pagerinimui jtakos turi PRB KF ir
apdorojimo fermentais trukmé:

@) po 24 h PRB KF nustatytas pupy baltymy emulsijos sudarymo pajégumo, lyginant
su kontrole, padidéjimas (4,2 %), taciau ilgejant fermentacijos trukmei (po 72 h), nustatytas pupy
baltymy emulsijos sudarymo pajégumo sumazéjimas (2,8 %);

(i)  pupas veikiant proteazémis, po 30 min apdorojimo fermentiniu preparatu puty
sudarymo pajégumas padidéjo 4,9 %, tadiau ilgéjant veikimo trukmei (po 90 min) buvo fiksuotas
§io parametro sumazeéjimas (2,8 %).

Tokiu budu, norint iSgauti optimaly baltymy emulsijy puty susidarymo pajéguma,
optimali PRB KF ir zaliavos apdorojimo fermentais trukmé parinkta, atitinkamai, 24 h ir 30 min.

5.  PRB KF yra efektyvus buidas pupy antimitybiniy faktoriy mazinimui: po 72 h
fermentacijos proteaziy inhibitoriy aktyvumas pupy miltuose sumazgjo 9,5 %, o pupy
baltymuose — 6,3 %; pupy milty virSkinamumas po fermentacijos padidéjo 5 %, o pupy baltymy
—13,9 %.

6.  Pupy lukstus, susidariusius pupy perdirbimo metu, galima naudoti pieno rugsties
(PR) gamybai, pritaikius jy apdorojimui prie§ PRB fermentacija, fermentinj preparata,
susidedantj i§ celiulaziy, ksilanaziy ir f — gliukanaziy; toks apdorojimas leido padidinti PR iSeiga
39 %.
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