ktu

1922

KAUNO TECHNOLOGIJOS UNIVERSITETAS
CHEMINES TECHNOLOGIJOS FAKULTETAS

Agné Katileviciuté

ENZIMINIO FOSFOLIPIDU SKAIDYMO, VYKDOMO
GLIUKOZES SIRUPO GAMYBOJE IS KVIECIU KRAKMOLO,
TYRIMAI IR OPTIMIZAVIMAS

Baigiamasis magistro projektas

Vadovas

dr. Edita MaZoniené

KAUNAS, 2018



KAUNO TECHNOLOGIJOS UNIVERSITETAS
CHEMINES TECHNOLOGIJOS FAKULTETAS

ENZIMINIO FOSFOLIPIDU SKAIDYMO, VYKDOMO
GLIUKOZES SIRUPO GAMYBOJE IS KVIECIU KRAKMOLO,
TYRIMAI IR OPTIMIZAVIMAS

Baigiamasis magistro projektas

Pramoniné biotechnologija (621J70004)

Vadovas
dr. Edita MaZzoniené

Recenzentas
doc. dr. Joana Bendoraitiené

Projekta atliko

vt —

KAUNAS, 2018



ktu

1922

KAUNO TECHNOLOGIJOS UNIVERSITETAS
Cheminés technologijos fakultetas
(Fakultetas)

Agné Katileviciiité
(Studento vardas, pavardé)

Pramoniné biotechnologija, 621J70004

(Studijy programos pavadinimas, kodas)

,Enziminio fosfolipidy skaidymo, vykdomo
gliukozés sirupo gamyboje i§ kvieciy krakmolo, tyrimai ir optimizavimas*
AKADEMINIO SAZININGUMO DEKLARACIJA

20 18 m. 05 29 d.
Kaunas

Patvirtinu, kad mano, Agnés Katileviciuteés, baigiamasis projektas tema ,,Enziminio fosfoli-
pidy skaidymo, vykdomo gliukozés sirupo gamyboje i§ kvie€iy krakmolo, tyrimai ir optimizavi-
mas* yra parasytas visiSkai savarankiskai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi
ir gauti saziningai. Siame darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar interne-
tiniy Saltiniy, visos kity $altiniy tiesiogings ir netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose.
Istatymy nenumatyty piniginiy sumy uz §j darbg niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad i$aiSkéjus nesaZiningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis

Kauno technologijos universitete galiojancia tvarka.

(vardq ir pavarde jrasyti ranka) (parasas)



TURINYS

SANTRAUKA ettt e e st e e e e e s e sme e e e e e s e ann e e nne e nneennes 5)
SUMMARY ettt b s Rt e et et 6
SANTRUMPOS ...ttt s et ettt esne e e be e s se e e n e e nnr e e neennnas 7
JZANGA . ... 11
1. LITERATUROS APZVALGA .....cossivimiiiiieiieneiiessiesesessssss s 13
1.1 KVIieCio GrUd0 SANAATA. ........cviiiiiieiiireiie st s r e nr e ar e sreeneenn e enn e 13
1.2 KIBKMOIAS ... 14
1.2.1 Krakmolo sgveika SU lIPIAAIS ....vuviiuiiiiiiiiiiii ittt s s st s ntae s essanee e 14
1.2.2 KVIECIO LIPIAAT 1.ttt nr e nr e 14

1.3 Fosfolipidy hidrolize .........ccovoiiiiieiiiice e 16
1.3.1 RUESHNE NIATOLIZE. ... ettt st b et e sbe e 16
1.3.2 Fermenting hidroliZ€...........ccovvviiiiiiiiii e 16

O 5o /TP PR PP PT PR 17
1.4.1 TriacilgliCerOlio IIPAZES .....vveiveeriiiiiiieie ettt b e b e 17
L.4.2 FOSTOIIPAZES . ..ecveeieeitie ittt ettt ettt b et e bbbt s bt bt e s bt e sbeesbe e sab e e b e e b e e reenneas 18

1.5 Lipidy analiz€s MEtOAAI. .......cueiuirieriiiriiie sttt r e sr e sr e nn e e enn e 21
1.5.1 Lipidy €KSraKCIJa .oveeueeiieiieeie st e n e e 21
1.5.2 Metodai naudojant organiniy tirpiklig mMiSing.........cccoceeiieiiieiiiiiiee e 22
1.5.3 SOKSIETO MEIOUAS ........ccviiiiiciei et 22
1.5.4 BIigh ir DYEr METOUAS .....ccveviieiiieieieese sttt 23
1.5.5 Efektyvioji skys¢iy chromatografija (HPLC)......cccccoiiiiiiiiiiiiise e 23
1.5.6 Ultra auksto nasumo skys¢iy chromatografija (UPLC)........cccooiiiiiiiiiiiiicc e 23
1.5.7 Masiy Spektrometrija (IMS) ....coiiiiiiiieiiiiisie st 24
1.5.8 Dujy chromatografija (GC) ....c.veviiiiieieiiecie it 25

1.6 GliuKOZES SITUPO ZAMYDA ......eeviiieiiiriiee e nr e 26
1.6.0 SKYSTINIIMAS ......eeuteieeiieiieie ettt bbb bbbttt nb b e et et 26
1.6.2 CUKIINIMES ...c.vcviiiiiiieisei bbb 27
T R UL =1 1L - (ot - OSSOSO 27

1.7. Projekto temos ir uZdaviniy pagrindimas ...........cocuerueiiiiiieniieiie e 27

. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAL ........ocoiviiiiitesseeseeeeeersese s seses s sn e, 29
2.1 Tiriamojo projekto darby SCHEMA. .........c.ciiiiiiiiiieii e e 29
2.2 MedZiagos 11 tIIPIKIIAL .....vvieeeieiiiee s 29
2.3 PIIBLAISA ... 31
2.4 TIrTAMASIS ODJEKIAS . ......eivetiiteitete ettt bbbttt ettt b e bbb e e s ene s 32
2.5 IMIBEOTAI ... 32
2.5.1 Lipidolizés tyrimai (fermentacijos OptimiZaVimas).........covvrereerrenreeseseeeeneseesneseseesresreennens 32

2.5.2 Lipidy €KSIIAKCIJA ...c.veiviiiieiiieiieie ettt bbb 33



2.5.3 Efektyvioji skys¢iy chromatografija (HPLC)........cccoiiiiiiiiiiiiccccee s 33

2.5.4 Molekuliniy siety chromatografija (SEC) ......ccccciveiiieiiiiiiiiiiiiinee s 34
2.5.5 URTAFHIIACIHA ...ttt 35
2.5.6 PULOJAMUMO NUSEALYIMAS. .....c.veueeieeiieiisiesieste sttt bbbt n e 37
2.5.7 SVIeS0S SUZEIHIES MUSLALYINAS.........c..vvrererrseesreessssssesesseesessseses s sssessenssssesssssssssssessassassassessnssnsans 37
2.5.8 Azoto ir baltymy KieKio NUSTALYMAS .....cc.veiviieieiiiieiieitisiceie sttt s 38
2.5.9 FOSTOro KieKio NUSEALYMAS. .......ccviuiiiiriiiiiite ittt 39
2.5.10 CentrifUGINIS TESTAS ....veviiveeie ettt sttt e e r e te e e se e s te et e sreereesresreenee e 40
2.5.11 Kapiliarings difuzijos teStas (CST).....cocuiiriiiiiiieiieiie st 40
2.5.12 Masiy spektromerija (IMS / IMS) ...c.ooiiiiiiiiiecieee e 40
2.5.13 Rezultaty tikslumo ir patikimumo JVETtINIMAS ..........ccocverirerieerineee e 42

3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS ..o 43
3.1 Laboratoriniai fermentacijos DanadymMai...........cccccveiiiiiiiiiiieiie e e 43
3.1.1 Bandymai su gamyboje naudojama lizofoSfOlIPaze ............ccovvereiieiciiine e 43
3.1.2 Bandymai su F1 ir Kitomis lIPazEemis ........ccceeriiirieeiiniee e 45

3.2. Technologiniai DaNAYMA ...........cccoiiiiic i st re e 47
3.2.1 Preliminarus sirupo paruo$imo filtravimui JVertinimas...........ceeverveeneeniesiee e 47
3.2.2 CentrifUGINIS TESTAS .....evevetieeeeieei ettt bbbttt b e 48
3.2.3. Sacharidy Sud@ties JVETtINIIMAS .....ccivereiieeiiieiiieesieessieeesireesreeesaeesreesbeeessbeesnseeessaeesreeesaneesns 48
3.2.4 Lipidy SUAELIES NUSTALYINAS ..veeiveiririiiiieieestiesieesiee sttt et et e st et sse e e teesbeesbeesaeesnnesnbeebeenbeenenas 49

3.3 Technologiniai ultrafiltracijos DANAYMAT .........ccoreireriiiiiiiiir s 50
3.3.1 Filtracijos produkty tyTImMai.........ccecerieiiiiiiienie e s s 52
3.3.1.1 Spektrofotometriniai tyrimai ir elementing analize .............c.ocoveriiiieiininiense s 52

3.3.1.2 Masiyy SPEKITOMELIIIA ....ecveeuriiieiiiiisiie sttt sttt sttt sb e bt e sn b e nnesn e ne s 53

3.3.1.3 ProduktO PULOJIMO YTIMAR ....eevveveiiiiiiiiiteieeeeee ettt 54

4. REKOMENDACIJOS . ...ttt ettt ettt e s b e e s e nee s 56
ISVADOS ..ottt 58
LITERATUROS SARASAS . .....ooiveiieeeteeteeeteeees s tes et essssessesssses st esses s sanes s sensesnsssensensasenns 59
PUBLIKACIJIOS MAGISTRO TEZIU TEMA ..ot 64
PADEKOS ...ttt e e e e ettt ettt et s ettt sttt et et ettt et s et et et et et et et esetesesesens 65
PRIEDAL ...ttt ettt e e a bt e e R bt e e h b et e e ab et e e ab e e e nb e e e st e e e nn e e e e 66
I 0 1T T T TSSO U TP PPPPRP 66
o] 1= - TSRS 67

TR 0] 1< TSR 69



v —

kvieciy krakmolo, tyrimai ir optimizavimas. Magistro baigiamasis projektas / vadovas dr. Edita
Mazoniené¢; Kauno technologijos universitetas, Cheminés technologijos fakultetas.

Mokslo kryptis ir sritis: technologijy mokslai, biotechnologijos.

ReikSminiai zodziai: gliukozés sirupas, kvieciai, krakmolas, ultrafiltracija, fermentai, lipi-
dai, fermentiné hidrolize.

Kaunas, 2018. 68 p.

SANTRAUKA

Gliukozés sirupas yra gaminamas i§ skirtingos botaninés kilmés zaliavy, tarp jy — Kuku-
ruzy, kvieciy ir bulviy krakmolo. Lietuvos geografiné padétis tokia, kad joje geriausiai auga kvie-
Ciai, todél gliukozés sirupo gamybai §i Zaliava yra praktiSkiausia. Kvie¢iy krakmolas — taip pat ir
viena i$ sudétingiausiy zaliavy. Jame yra didelis kiekis nekrakmoliniy priemaisy, tokiy kaip bal-
tymai ir lipidai. Dauguma kvie¢iy krakmolo lipidy vadinamieji lizofosfolipidai, kurie labai gerai
tirpsta vandenyje ir yra stipriis emulsikliai. Norint pasalinti i§ produkto, reikia juos paversti j ma-
Ziau tirpius junginius, tokius kaip laisvosios riebaly rugstys, todél drauge su fermentine krakmolo
hidrolize atliekamas ir fermentinis lizofosfolipidy skaidymas. Pastebéta, kad pramonéje taikomas
lipidy skaidymas néra optimalus ir net po ultrafiltracijos tolimesniuose sirupo rafinavimo etapuose
produktas intensyviai putoja. Pagrindinis $io projekto tikslas buvo parinkti efektyvesnj lipaziy mi-
Sinj gliukozés sirupo gamybai i§ kvie€iy krakmolo, kuris uZztikrinty grynesn; filtracijos produkta.

Fermentinés fosfolipidy konversijos gliukozés sirupe tyrimas ir optimizavimas atliktas la-
boratorijoje isbandzius lizofosfolipaze, naudojama gamyboje, ir keturis lipaziy miSinius Su ja. Po
ekstrakcijos lipidy sudétis nustatyta efektyviaja skys¢iy chromatografija su jkrauto aerozolio de-
tektoriumi. Ultrafiltracijos procesas tirtas su ,,Micro Pilot Plant“ sistema ir vamzdelinémis poli-
merinémis membranomis. Filtracijos produkty kokybé jvertinta nustacius sacharidy molekuliniy
masiy pasiskirstyma, fosforo ir azoto kiekius, putojima, pusiau kiekybiné lipidy analizé ultrafilt-
racijos permeatuose atlikta su masiy spektrometru.

Maziausio tirpumo lipidy skaidymo produktai gauti su lizofosfolipazés ir fosfolipazés
PLA1 fermenty miSiniu. Optimizuotos fermentacijos salygos: 60 °C, 5,5 pH, fermentacijos trukmé
24 valandos. Modifikuotos fermentacijos sirupas po ultrafiltracijos proceso buvo $varesnis nei to-
kiomis pat sglygomis filtruotas sirupas, gautas su gamyboje naudojamu filtruojamumo fermenty
misiniu. Lyginant modifikuotos ir gamybinés fermentacijos permeatus, modifikuotos fermentaci-

Jos permeate nustatytas du kartus mazesnis putojamumas.
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SUMMARY

The geographical location of Lithuania is such that wheat is best grown there, so for the
production of glucose syrup it is the most practical raw material. However, wheat starch is one of
the most complex raw materials also. Wheat starch has a high content of non-starch impurities,
like proteins and lipid compounds. The majority of the wheat starch lipids are called lysophospho-
lipids, they are highly soluble in water and strong emulsifiers too. In order to remove them from
the product, it is necessary to convert them to less soluble compounds like free fatty acids. Starch
conversion to sugars is carried out using enzymatic hydrolysis, together with enzymatic degrada-
tion of lysophospholipids. However, it has been observed that even after the stage of ultrafiltration
the product is intensely foaming in the further stages of the syrup refining. The main task of this
investigation was to select a more efficient lipase mixture for the production of glucose syrups
from the wheat starch, which will provide a purer filtration product.

Investigation and optimization of enzymatic conversion of phospholipids from glucose sy-
rup was tested with 4 different lipase mixtures. The lipid profile was determined using a modified
Blight and Dyer method for the lipid extraction with the following analysis by the high perfor-
mance liquid chromatography and a charged aerosol detector. Ultrafiltration process was carried
out with a pilot plant system and tubular polymeric membranes. The quality of the membrane feed
and filtration products was evaluated by determining the molecular masses of saccharides with the
size exclusion chromatopgraphy, the amount of phosphorous, nitrogen, protein, foaming capacity
and stability. Semi-quantitative lipid analysis after ultrafiltration was determined with a mass
spectrometer.

The optimal fermentation process was performed by lysophospholipase and phospholipase
PLAL, conditions for the least amount of non-degraded phospholipids were found to be 60 °C, pH
5,5 in 24 hours. The quality of the optimized fermentation permeate was better than that of the
conventional fermentation. The modified fermentation permeate had two times weaker foaming

capacity and foaming stability properties.



SANTRUMPOS

CAD (charged aerozol detector) — jkrauto acrozolio detektorius;
CIP (cleaning in place) — jrenginio (membrany stendo) plovimas;
DE — dekstrozés ekvivalentas;

ESI — elektropurkstuviné jonizacija;

FAME (fatty acid methyl esters) — riebaly riig§¢iy metilo esteriai;
FFA (free fatty acids) — laisvosios riebaly ragstys;

GPC — glicerilfosfocholinas

HPLC (high-performance liquid chromatography) — efektyvioji skys¢iy chromatografija;
LPA — lizofosfatidiné rugstis;

LPC - lizofosfatidilcholinas;

LPE - lizofosfatidiletanolaminas;

LPI — lizofosfatidilinozitolis;

LPL — lizofosfolipidai (monoacilglicerofosfolipidai);

MS — masiy spektrometrija;

m/z — jono masés ir kriivio santykis;

n — lygiagre¢iy méginiy skaicius;

PA — fosfatidine ruigstis;

PAM — pavirsinio aktyvumo medZiaga;

PC — fosfatidilcholinas;

PE — fosfatidiletanolaminas;

PG — fosfatidildglicerolis;

P1 — fosfatidilinozolis;

PL — fosfolipidai (diacilglicerofosfolipidai)

PLA1 — fosfolipaze Al;

PLAZ — fosfolipazé A2;

PLC- fosfolipaze C;

PLD — fosfolipaze D;

PS — fosfatidilserinas;

RI — lazio rodiklis;

SN — standartinis nuokrypis;

SP — standartiné paklaida;

SPP — santykiné standartiné paklaida;

TG — trigliceridai;



TMP — transmembraninis slégis;
UF — ultrafiltracija;

v/v — tiiriné koncentracija (ttriy santykis).



JZANGA

Gliukozés sirupo gamyba i§ krakmolo vykdoma jau nuo XIX a. pradzios. Gliukozés sirupas
yra gaminamas i§ jvairiausios botaninés kilmés zaliavy, tarp jy — kukuriizy, kvieciy ir bulviy krak-
molo. Lietuvos geografiné padétis tokia, kad joje geriausiai auga kvieciai, todé¢l gliukozés sirupo ga-
mybai §i zaliava yra praktiskiausia. Gliukozés sirupas naudojamas ne tik maisto ir gérimy pramonéje,

bet kaip uzpildancioji, riSancioji ir antikristaliné medziaga.

Gliukozés sirupo gamyboje i$ kvieCiy krakmolo ypac¢ svarbus yra rafinavimo etapas, suside-
dantis i§ keleto kity etapy: ultrafiltracijos, sorbcijos aktyvinta anglimi, filtracijos jonitais ir kt. Visi
etapai yra svarbis ir turi lemiamios jtakos galutinio produkto kokybei. Kvie¢iy krakmolas yra viena
1§ sudétingiausiy zaliavy gliukozés sirupo gamybai i§ krakmolo. Tai lemia jame esantis gana didelis

kiekis nekrakmoliniy priemaiSy — baltymy ir lipidiniy junginiy.

Didzioji dalis kvie¢iy krakmolo lipidy — vadinamieji lizofosfolipidai: gerai tirpts vandenyje,
stipriis emulsikliai. Efektyviam $iy junginiy pasalinimui i$ sirupo ultrafiltracijos metu, pries §j etapa
biitina juos kaip jmanoma labiau konvertuoti | maziau tirpius vandenyje junginius, tai yra j laisvasias
riebaly riigstis. Butent todél sirupo gamybos cukrinimo etape yra vykdoma fermentiné lipidy konver-
sija panaudojant lizofosfolipazes. Pramoniniu mastu yra gaminama keletas tokiy lipaziy, kurios yra
skirtos kvieciy krakmolo lipidy skaidymui. Visgi pastebéta, kad ir po ultrafiltracijos etapo, tolimes-
niuose sirupo rafinavimo Zingsniuose produktas gana stipriai putoja. Putojimas rodo, kad produkte

lieka daug pavirSinio aktyvumo medziagy (PAM).

Sio projekto tikslas buvo parinkti efektyvesnj lipaziy misinj gliukozés sirupo gamybai i§ kvie-
¢iy krakmolo, kuris uztikrinty grynesnj filtracijos produkta. Siam tikslui pasiekti buvo igkelti tokie

uzZdaviniai:

1. Istirti pramongje taikomo fermentinio lipidy skaidymo produktus, jvertinant galima jy jtakg ultra-
filtracijos produkto grynumui;

2. Laboratorijos saglygomis pasiruo$ti modelinius gliukozés sirupo pavyzdzius, panaudojus 4 skirtin-
gas lipazes ir jy miSinius, parinkti optimaly miSinj ir salygas, kuriomis gaunami maziausio tirpumo
lipidy skaidymo produktai;

3. Patikrinti parinktojo lipaziy miSinio veikimg ir gaunamo produkto grynuma didesnés apimties li-

pidolizés ir filtracijos bandymu.
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Darbo metu buvo pritaikyta informacija ir praktiné patirtis, jgyta kvieciy biorafinavimo jmong¢je
AB ,,Amilina“. Analizuojant surinktg informacija, tyrimo metu buvo konsultuojamasi su moksliniy
tyrimy laboratorijos tyré¢jais. Darbo rezultatai aktualtis jmonei tobulinant gliukozés sirupy produkty

kokybe.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Kviecio griido sandara
Kviecio griidai paprastai biina ovalo formos, taciau skirtingos riisies kvieciai gali biiti nuo sferi-
nés ir ilgos, siauros ar suplotos formos. Griidai yra nuo 5 iki 9 mm ilgio, o sveria nuo 35 iki 50 mg.
Kviecio grido sudedamosios dalys yra 2—3% gemalo, 13-17 % séleny ir 80—85 % endospermo (Visos

sudedamosios dalys perskaiciuotos j sausgjg medziaga) (zr. 1.1 pav.) [1].

<—— Grudo barzdelé
Sélenos

Endospermas
Gemalas —)ﬂm b

1.1 pav. Kviecio griido sandara [1]

Sélenas sudaro luobelé ir aleurono sluoksnis. Luobelé¢, susidedanti i§ keliy sluoksniy, dengia
grida ir saugo jo vidy (endosperma) nuo iSorés veiksniy — kenkéjy, pelésiy, bakterijy poveikio. Vai-
siné luobelé lengvai nusilupa nuo griido, o sékliné luobelé (testa) stipriai suaugusi su aleurono sluoks-
niu. Aleurono sluoksnis susideda 1§ vienos eilés stambiy storasieniy lasteliy, uzpildyty smulkiais
griudeliais — baltymais, riebalais, sacharidais, mineralinémis medZziagomis, fermentais, pentozanais.
Sélenose yra skaiduliniy medziagy (celiuliozés, hemiceliuliozés), B grupés ir kity vitaminy (E, H, PP,
karotino, folinés riigSties.) bei mineraliniy medziagy, kurios sudaro 7,2 % (neorganiniy drusky, P, K,

Ca, Zn, Mn, Cu, J, Se ir kt.).

Endospermas — tai miltinis grudo branduolys, sudarytas i§ stambiy lgsteliy, kurios uzpildytos
krakmolo grudeliais. Endosperme yra daugiausia maisto atsargos, reikalingos augant s¢jinukui. Tar-
puose tarp krakmolo griideliy yra baltymy (13 %), riebaly (1,5 %). Mineraly (peleny) ir maistiniy

skaiduly kiekis yra gana mazas (0,5-1,5 %). Kuo grudai didesni, tuo daugiau endospermo juose.

Gemale yra daug baltymy (25 %) ir lipidy (8-13 %), mineraly kiekis taip pat gana didelis

(4,5%). Kvie¢iy gemalas yra svarbus vitamino E $altinis [1].
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1.2 Krakmolas

Tai didelés molekulinés masés angliavandenis (polisacharidas), sudarytas i§ daugybés D-gliuko-
z¢s molekuliy, tarpusavyje susijungusiy o-1,4 ir a-1,6 glikozidinémis jungtimis. Grudai saugo ener-
gijg krakmolo pavidalu. Krakmolo kiekis kvieciuose gali svyruoti nuo 60 % iki 75% viso griido sauso
svorio. Kvietyje yra dviejy tipy krakmolo granulés: didelés (25-40 um), l¢Siuko formos, ir mazos,
sfering forma turinc¢ios (5-10 um) dalelés. Krakmolg sudaro du angliavandeniai — amilozé (20—30 %)
ir amilopektinas (70-80 %). Amilozé turi linijing struktiirg, kuri dél savo ilgumo biina susisukusi ]
spiralg. Amilozés grandinéje gliukozés Ziedai buna susijungg a-1,4 glikozidinémis jungtimis. Amilo-
pektino struktiira $akota. Amilopekting sudaro keli milijonai gliukozés Ziedy, kurie tiesiojoje grandi-
nés dalyje susijunge a-1,4 glikozidinémis jungtimis, o atSakos susijungusios a-1,6 glikozidinémis
jungtimis. Amilopektinas yra vyraujantis krakmolo granulése. Gamtoje nebiina atskirai amilozés ar
amilopektino, bet jy agregatas kartu ir sudaro krakmolo granule [1]. Skirtingos botanikos kilmés krak-
molo granulés skiriasi viena nuo kitos savo forma, dydziu ir funkcinémis savybeés, taciau pagrindiné
cheminé sudétis ir molekuling struktiira yra panasi. Svarbiausias veiksnys kuris diferencijuoja fiziki-
nes ir chemines krakmolo savybes, yra amilozés ir amilopektino santykis. Krakmolo granulé susideda
18 3 skirtingy struktiiriniy regiony: kristalinio (dvigubas spiralinis), amorfinio (Sakotos amilozés gran-
dinés) ir kietojo regiono (susideda i§ amilozés-lipidy kompleksy). Nekrakmolingu junginiy buvimas
trimatéje granuliy strukttroje turi reikSmingos jtakos krakmolo taikymo ar perdirbimo technologi-

niams procesams.

1.2.1 Krakmolo saveika su lipidais

Kaip minéta, krakmolo granuléje yra polisacharidy ir lipidy kompleksy. Amiloze su lipidais
gali formuoti spiralinius jtarpos kompleksus, kurie gali btti matomi tiek natyviniame, tiek Zelatini-
zuotame krakmole. Zelatinizacijos metu amilozé suformuoja kairigja viengubaja spirale, o nepoliné
lipido dalis lieka centrinéje ertméje. Poliniy lipidy buvimas krakmolo granuléje stipriai veikia krak-

molo retrogradacijos savybes, nes amilozés ir lipidy kompleksai nedalyvauja rekristalizacijos procese
[2].
1.2.2 Kvie¢io lipidai
Gridy krakmolo granulése, be amilozés ir amilopektino, taip pat yra ir lipidy. Bendraja prasme
lipidai — tai medziagos, kurios yra netirpios vandenyje, taciau gerai tirpsta organiniuose tirpikliuose

(chloroforme, eteryje, benzene), molekulése yra ilgos grandinés angliavandeniliy grupés [3].
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Lipidy kiekis jprastai gridy krakmole yra apie 1 %, o tipas ir lipidy kiekis priklauso nuo krak-
molo botaninés kilmés [4]. Nors kvie¢iy krakmole lipidy tik 1-1,5 %, taciau jie turi didelg jtakg maisto
produkty kokybei ir tekstiirai. Lipidai ir mazos molekulinés masés baltymai, krakmolo granulése
esantys mazomis koncentracijomis, stipriai veikia krakmolo zelatinizacija, klampa ir tirpiy angliavan-
deniy i$plovimg jvairiy technologiniy procesy metu. Taip pat gali sukelti krakmolo retrogradacija,

apsunkinti fermenting hidroliz¢ ir veikti krakmolo termines ir mechanines savybes.

Krakmolo granulése randami lipidai gali buti klasifikuojami j tris kategorijas: krakmolo lipidus
(amilozés kompleksy monoacilipidus), krakmolo pavirsinius lipidus, tai yra nekrakmolinius lipidus
(trigliceridai, diacilgliceridai ir laisvosios riebaly riigstys) ir krakmolo vidinius lipidus [5]. Nagriné-
jant dar detaliau, kvietyje randami $iy klasiy lipidai: steroliai, tokoliai, tokoferoliai, laisvosios riebaly
rugstys (FFA), paprastieji gliceridai, galaktosildigliceridai ir fosfogliceridai [1]. Griidy krakmolo pa-
virSiniai lipidai sudaryti i§ 50 % polinesociyjy riebaly riigsciy. Pagrindinés riebaly riigStys grudy

krakmole: linolo C 18:2, palmitino C 16:0, oleino C 18:1 [5, 6].

1.1 lentelé. Pagrindinés lizofosfolipidy ir fosfolipidy klasés, randamos kvietyje [1, 7, 8]

Lizofosfolipidai (LPL) Fosfolipidai (PL)

LPA — lizofosfatidiné rugstis PA — fosfatidiné riigstis

LPC — lizofosfatidilcholinas PC — fosfatidilcholinas

LPE — lizofosfatidiletonalaminas PE — fosfatidiletanolaminas

LPI — lizofosfatidilinozitolis PG — fosfatidildglicerolis
PI — fosfatidilinozolis

1.2 lentelé. Fosfolipidy sudétis kvie¢io endosperme [9]

Fosfolipidai % nuo suminio lipidy fosforo endosperme
PE — fosfatidiletanolaminas 0,5
PC — fosfatidilcholinas 3,05
Pl — fosfatidilinozolis 0,9
LPE — lizofosfatidiletonalaminas 8,4
LPC - lizofosfatidilcholinas 65,35
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Balty kvietiniy milty sudétyje, i$ kuriy iSgaunamas krakmolas, naudojamas gliukozés gamyboje,
yra daug skirtingy lipidy (zr. 1.1 lentel¢), jskaitant PL (daugiausia fosfatidilcholino (PC) 67 % nuo
PL), galaktolipidy (daugiausia monogalaktozildigliceridai ir digalaktozildigliceridai) ir lizofosfoli-
pidy (lizofosfotidilcholinas (LPC) 89 % nuo LPL) (Zr. 1.2 lentelé).

1.3 Fosfolipidy hidrolizé
Krakmolo konvertavimo j gliukozés sirupa procesas pradedamas nuo hidrolizés. Drauge su po-
lisacharidy skaidymu vykdoma ir fosfolipidy hidroliz¢, kuri palengvina Siy junginiy atskyrimg nuo
sirupo ir taip gerina produkto kokybe. Fosfolipidy visiSkg hidrolize galima pasiekti naudojant tiek
ragstinés, tiek fermentinés hidrolizés metodus. Hidrolizés metu lipidai yra suskaidomi j GPC ir FFA.
Kiekvienas metodas turi savy privalumy ir trikumy, todé¢l prie§ pradedant vykdyti hidrolize reikia

i$siaiskinti, kuris metodas yra priimtiniausias.

1.3.1 Rugstiné hidrolizé
Rigstiné hidrolizé buvo pradéta naudoti anks¢iau nei fermenting, nes ragstys pramoniniu mastu
yra pigesnis ir lengviau jsigyjamas produktas nei fermentai. Svelni, riigstin¢ hidrolizé vykdoma su
trichloracto, acto, druskos riig§timi, Siek i juos tiek pridéjus sidabro chlorido. Stipri riig§tiné hidrolizé
yra vykdoma metanolio tirpale su druskos ir sieros ragstimi, koncentracija svyruoja nuo 5 iki 10 %
[2]. Rugstinés hidrolizés metu yra naudojami agresyviis reagentai (dazniausiai visiskai netinkami
maisto produkty gamybai), bet taip pat yra reikalinga auksta temperatira ir zemas pH (Zr. 1.3 lentelé).

Jei pasirenkamas rugstinés hidrolizés metodas, po hidrolizés hidrolizatus biitina neutralizuoti.

1.3 lentelé. Riigstinés ir fermentinés hidrolizés parametrai [2]

Hidrolizés tipas Temperatiira, °C pH
Rugstine 135-143, konversijos metu; 1,65 dozuojant rugstj;
65 spalvos Salinimo procese 4,5 vykdant neutralizacija
Fermentiné 60, fermentacijos metu; 5,5 dozuojant fermenta;

1.3.2 Fermentiné hidrolizé
Nors prie§ tai aptarti riigStinés hidrolizés procesai yra pigesni, dabar vis populiariau tampa
naudoti fermentine hidrolize, nes fermentai yra daug specifiskesni nei riigstys. Siais laikais vis daugéja

fermenty, kuriy galima jsigyti ir pramoniniu mastu.
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Selektyvi glicerofosfolipidy hidrolizé gali bati pasiekta taikant fosfolipazes. Skirtingos fosfoli-
pazés atakuoja skirtingose lipido molekulés vietose. Esterio jungtis tarp glicerolio pagrindo ir fosforilo
grupés yra hidrolizuojama fosfolipazés C (PLC), o esterio jungtis kitoje fosforilo grupés puséje hid-
rolizuojama fosfolipazés D (PLD). Acilogrupiy hidrolizé sn-1 ir sn-2 padétyse (Zr. 1.2 pav.) yra ati-
tinkamai veikiama fosfolipaziy Al ir A2 (PLA1 ir PLA2) [2].

sn2 R,—C—O=C=H O

H |
H—C—O—ﬁ—Rg sn3

I

H O

1.2 pav. Fosfolipidy struktiira ir jy padétys [2]

1.4. Lipazés

Lipidy metabolizmo fermentai, i$skirti i§ mikroorganizmy, augaly ir gyviiny audiniy, yra labai
tinkami riebaly ir kity lipidy biotransformacijai, nes daugelis Siy fermentiniy reakcijy nereikalauja
papildomy kofaktoriy ir daugelis fermenty yra lengvai jsigijami komerciskai. Lipazés katalizuoja trijy
tipy reakcijas. Hidrolizés reakcijoje, kuri vyksta vandeninéje terpéje esant dideliam vandens kiekiui,
dominuoja esterio hidrolizé. Esterifikacijos reakcijos, vykdomos esant mazam vandens kiekiui, beveik
bevandeniuose tirpaluose, iSeiga gali buti pagerinta, jei proceso metu yra kontroliuojamas vandens
kiekis terpéje. Siose reakcijose daugelis lipaziy selektyvesnés ilgoms ir vidutinio ilgio grandinés rie-
baly riigstims nei trumpoms ar Sakotos grandinés riebaly rigstims. Taciau tiksliai nusakyti grandinés
ilgio jtaka esterifikacijai sunku, nes ji taip pat priklauso nuo atskiry lipaziy preparaty ir fermento spe-

cifiSkumo.

Transesterifikacijos reakcija vadinama tokia reakcija, kai riigsties fragmento esteris yra keicia-
mas vienas su kitu (jei acilodonoras yra laisvoji riigstis, tai reakcija bus vadinama acidolize, o jei

acilodonoras yra esteris, reakcija bus vadinama interesterifikacijos reakcija) [10].

1.4.1 Triacilglicerolio lipazés
Triacilglicerolio lipazés (triacilglicerolio acilhidrolazés EC 3.1.1.3) — tai fermentai, katalizuo-
jantys trigliceridy (TG) hidrolizeg aliejaus / vandens sgsajoje, gebantys formuoti esterio jungtis atvirks-
tinémis hidrolitinémis salygomis. Sie fermentai gali katalizuoti ir kitas jvairias reakcijas, tokias kaip:

esterifikacija, transesterifikacija, polimerizacija ir laktonizacija. Si fermenty klasé ne tik katalizuoja
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hidrolize, bet esant reakcijos terpéje nedideliam kiekiui vandens ar mazai poliSkam organiniam tirpik-
liui ji taip pat katalizuoja lipolizés atvirksting reakcijg, tai yra riebaly riigs¢iy esterizavima su alkoho-
liu. Esant mazam vandens kiekiui lipazés katalizuoja jvairias interestifikacijos ir transesterifikacijos
reakcijas. Sios lipazés yra naudojamos siekiant gauti polinesociasias riebaly riigitis, kurios véliau gali

biti naudojamos kartu su mono- ir digliceridais vaisty ir prieSuzdegiminiy vaisty gamyboje [10].

1.4.2 Fosfolipazés
Fosfolipazés yra fermentai, hidrolizuojantys specifines esterio jungtis glicerofosfolipiduose ir
skaidantys juos j riebaly riigstis ir kitas lipolitines medziagas. Yra keturios pagrindinés fosfolipaziy
klasés, kurios skiriasi pagal padét, kurig atakuoja grandinéje: A, B, C ir D (zr. 1.3 pav.). Fermentai,
pazyméti fosfolipazé Al ir fosfolipazé A2, klasifikuojami kaip acilhidrolazés, o fosfolipazé C ir

fosfolipazé D (Zr. 1.3 pav.) Klasifikuojamos kaip fosfodiesterazés [11].

PLA1
I
CH,OCR;

Il
R,COCH
/

I
/ CH,OPOCH,CH,N(CHa)s

/é@\
PLC

PLD

PLA2

1.3 pav. Bendras fosfolipaziy veikimo budas, kai substratas yra fosfatidilcholinas (PC) [11]

PLAL — tai fermentas, hidrolizuojantis fosfolipidy esterines jungtis 1 padétyje, taip susidarant
2-acil-lizofosfolipidams ir riebaly rigstims. Tiek PLAT1, tiek PLA2 suskaido glicerofosfolipidus j LPC
ir FFA. Jie klasifikuojami kaip PLAL ir PLA2 priklausomai nuo to, ar skelia fosfolipidy sn-1, ar sn-2
padéty. PLA1 veikla nustatyta daugelyje jvairiy organizmy Igsteliy ir audiniy: ziurkiy trombocituose,
galvijy smegenyse, se¢klidése ir grybuose. Siuo metu zinduoliams yra Zinomi devyni PLA1 fermentai,
Sesi 18 jy yra ekstralgsteliniai, o like trys Igsteliniai. Lasteliné ir ekstralgsteliné PLA1 dalis neturi sekos
homology ir akivaizdziy funkcijy. Kai kurie PLA1 turi platy substrato specifiSkumg ir hidrolizuoja
PL, TG ir galaktolipidus. Visos ekstralgstelinés PLA1 molekulés priklauso kasos lipazés geny Seimai.

PLAL placiai naudojama medicinoje, farmacijoje ir maisto pramonéje. PLA1 gerina lieso pieno ir
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18riigy stabilumg ir savybes, todél PLA1 gali biiti naudinga priemon¢ pieno produkty ir ingredienty

funkcionalumo modifikacijai [11, 12].

PLA2 (EC 3.1.1.4) isskiria arachidono riigstj, prostaglandiny sintezés pirmtakg. Arachidonato
ir kity polineso¢iyjy riebaly riigd¢iy yra daugiausia fosfolipiduose, glicerolio C2 padétyje [13]. Sis
fermentas katalizuoja specifing riebaly rigsc¢iy esterio hidrolize sn-3-fosfoglicerido anglies atomy C-
2 padétyje (zr. 1.4 pav.). Fermentg galima iSskirti i§ gyvatés nuody Crotalus adamanteus (rombiné
barskuolé). PLA2, izoliuota i$ gyvatés nuody, vienodai veikia tiek PC, PE ir kitus fosfogliceridus.
Optimaliam PLA2 veikimui reikalingas Ca*? jonas. Jis glaudziai susijes su fermento sujungimu su

substratu ir katalitiniu aktyvumu [11].

O
i il
CH,OCR;, CH,OCR,
PLAZ
I Cazt
R2COCH Dietileteris HOGH
7 pH 6.0 (|:|J
CHZ0POCH,CH,N(CHa)g CHz0POCHZCH-(CHa)s
. &
+
o
1
R,COH

1.4 pav. PLA2 veikimas, kai substratas diacilfosfatidilcholinas [1]

Pastebéta [14], kad naudojant PLA2 vyksta ir atvirkstiné esterifkacijos (acilinimo) reakcija, ku-
rios metu LPL reaguojant su tam tikra FFA susidaro PL (5. 1.5 pav.). Si PLA2 savybé¢ naudojama

kontroliuojamai fosfolipidy sintezei su reikiama riebaly rigstimi.

P —CO=0—
CysHy—CO—0—CH; + CysHyCOOH _ﬁ_ CygHy—CO-0 ':I:"'z ¢ HO
HO=CH 0 C‘-.}Hn—CD—C'-CH 0
| ] . i "
H,C—0—P—=0—{CH,LMCHy} HyC=0=P =0~ (CH3)N(CHy)y
o b
lizo-PC FOPC

1.5 pav. PLA2 katalizuojamas lizo—PC acilinimas su oleino riigstimi [14]

PLB daugiausiai randama Penicillium zymenyje. Sis fermentas skelia tiek sn-1, tiek sn-2 este-

rines jungtis [11].
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PLC (E.C. 3.1.4.3) hidrolizuoja diacilglicerofosfolipidus j diaclglicerolius ir vandenyje tirpius
fosforilintus produktus (zr. 1.6 pav.). Yra keturios pagrindinés PLC $eimos, i$skirtos i§ zinduoliy:

PLC-B, -, -0, -€. Kiekviena jy skiriasi savo strukttira ir reguliavimo mechanizmu [11, 15].

il fl
CHoOCR; CH,OCR,
ﬁ' PLC ﬁ'
R,COCH — =  R,COCH
Ca?2+, Dietileteris |
ﬁ‘ pH 7.0
CHgOTOCHchZI:I(CH:;)s CH,OH
=
o° +
i
‘E‘CJ-PocHz(:Hz.rzé(CHa)3
de

1.6 pav. Fosfolipazés C poveikis diacilofosfatidilcholinui [11]

Fosfolipidy poliniy grupiy modifikavimui yra naudojama PLD (EC 3.1.4.4). Sis fermentas yra
priskiriamas fosfodiesterazei, taCiau jis taip pat turi transfosfatadilinimo (perkélimo) aktyvuma.
Fosfodiesterazé — naudingas reagentas, taikomas diacilfosfatidilcholino ir kity fosfogliceridy tyri-
muose. Reakcijy metu yra reikalingi aktyvatoriai: Ca*? jonai, kurie saveikauja su fermento baltymu,

ir dietilo eteris, darantis jtakg substrato konformacijai (zr. 1.7, 1.8 pav.) [11].

0 0
| [
CH,OCR;, CH,OCR,;
© | 2|
R(l?l,OCH PO - !
2 | 0 Dietileteris, R,COCH o + <|:H2CH2Q{CH3)3
I Ca2+ ‘ [ OH
CH-‘,OPOCHECH%{CHS)Q, CH,OPOH
| |
0° OH

1.7 pav. PLD fosfodiesterazés aktyvumas fosfatidilcholinui [11]
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1 i
CH,OCR; CH,OCR
o) o)
: PLD . RoboCH
R,COCH CHaCH,OH, 2
I Ca2+ I
CH,OPOCH,CHoN(CHg), pH 6.0 CH,OPOCH,CHj3
be ° &e
+
QCH,CHaN(CHa)s

1.8 pav. PLD transfosfatidilinimo reakcijos pavyzdys, kai substratas PC [11]

1.5 Lipidy analizés metodai
Vienos analitinés procediiros lipidy analizei nepakanka, kadangi miltuose yra visas komplek-
sas skirtingy lipidy, todél toliau bus aptariami jvairis lipidy nustatymo metodai. Prie§ atliekant bet

kokig analize, pirmiausiai reikia paruosti lipidy méginius, t.y. juos iSekstrahuoti.

1.5.1 Lipidy ekstrakcija
Lipidai organizmy audiniuose btina jvairiy formy dariniuose. Paprastieji lipidai dazniausiai biina
atsargy kaupimo audiniuose, dideliy agregaty pavidalu, i$ kuriy yra lengvai i§gaunami. Membrany
ju iSgavimas yra sudétingesnis. Paprastai lipidai yra susieti su kitais lasteliniais komponentais, vei-

kiant silpnai hidrofobinei saveikai arba Van der Valso jégoms.

Gryni lipidai tirpsta jvairiuose tirpikliuose, jiems saveikaujant su hidrofobiniais ar hidrofiliniais
molekulés regionais. Tirpiklis turi lengvai jsiskverbti j méginio lgsteles ir lengvai iSgaruoti i§ méginio,
nepalikdamas jokiy liku¢iy [16]. Lipidy izoliavimui dazniausiai naudojami tirpikliai yra chlorinti ang-
liavandeniliai (chloroformas ar dichlormetanas), angliavandeniliai (heksanas, benzenas, cikloheksa-
nas, izooktanas), alkoholiai (metanolis, etanolis, izopropanolis, n-butanolis), acetonas, acetonitrilas,
eteriai (dietilo eteris, izopropilo eteris, dioksanas, tetrahidrofuranas) ir jy misiniai. [16]. Pagal straips-
niuose apraSytas metodikas populiariausi tirpikliai yra metanolis, chloroformas, butanolis, heksanas
ir propanolis [16, 17, 18, 19, 20]. Lipidai su mazo poliskumo grupémis, tokie kaip TG ar cholesterolio
esteriai, yra labai tirptis angliavandeniliy tirpikliuose (heksane, cikloheksane ir toluene), taip pat di-
desnio poliskumo tirpikliuose (chloroforme ar eteryje). Poliniai lipidai gerai tirpsta metanolio, etano-
lio ar chloroformo tirpikliuose. Tirpumas poliniame tirpiklyje didéja, mazéjant riebaly ragsciy gran-
dinés ilgiui arba didéjant tirpiklio alkoholio grandinés ilgiui. Norint atlikti lipidy ekstrakcijg i§ audiniy
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reikia naudoti tokius tirpiklius, kurie sutrikdys sgveika tarp lipidy ir audiniy matricos. Svarbu pami-
néti, kad lipidy ekstraktai i§ audiniy turi daug nelipidiniy dariniy, tokiy kaip sacharidai, aminortigstys,
karbamidas ir druskos. Visus Siuos junginius daznai biitina pasalinti i§ regeneruoty lipidy, pries atlie-

kant bandinio analiz¢ [16, 21].

1.5.2 Metodai naudojant organiniy tirpikliy miSinj
Dazniausiai nepakanka vieno tirpiklio visiskai lipidy ekstrakcijai, nes naudojant tik polinj tir-
piklj galutinai nejvyksta nepoliniy lipidy iSgavimas. Siekiant uztikrinti visiskg lipidy iSgavima i§ mé-
giniy yra naudojama keliy tirpikliy sistema, sudaryta i§ skirtingy poliniy ir nepoliniy komponenty
proporcijy.

Dar 1928 metais placiausiai naudoti tirpikliai buvo etanolis ir dietilo eteris (3:1), esant 55-60
°C temperatiirai, ekstrakcija trukdavo kelias valandas. Tac¢iau véliau pastebéta, jog Sis tirpikliy misi-
nys sukelia lipidy peroksidacijg gyviininés kilmés méginiuose, o augalinés kilmés méginiuose fer-
mentiniy reakcijy padidé¢jima, todel pradéta ieskoti kity tirpikliy. Efektyviai fosfolipidy ekstrakcijai
reikia polinio ir nepolinio tirpikliy miSinio [22]. Lipidy ekstrahavimui i§ augaly ar gyviiny audiniy ir
mikroorganizmy daZniausiai yra naudojamas chloroformo ir metanolio mi$inys, santykiu 2:1 (v/v).
VirSutiniame (vandeniniame) sluoksnyje lieka lipidy priemaiSos, tai yra nelipidinai dariniai, o apati-
procediira labai veiksminga, greita ir gali biiti vykdoma kambario ir net Zemesnéje temperatiiroje.
Metodas plac¢iai naudojamas ir iki iol [22]. Sis tirpikliy misinys panaudotas lipidy isgavimui i§ pieno
[24]. Lipidy kiekiui zuvies ir stirio méginiuose jvertinti buvo naudotas etilacetato / cikloheksano
54:46 (v/v) ir metanolio / etilacetato 1:1 (v/v) miSinys [25]. Analizuojant lipidy kiekj pieno mégi-
niuose bei vykdant metodo optimizacijg isbandyti butanolio / metanolio 3:1 ir 1:1 (v/v) santykiai, taip

pat butanolio / metanolio / chloroformo tirpikliy misiniai santykiu 3:5:4 [24].

1.5.3 Soksleto metodas
Tai standartinis neapdoroty riebaly analizés metodas. Riebalai ekstrahuojami pakartotinu plo-
vimu ar perkoliavimu, naudojant organinj tirpiklj. Lipidy ekstrakcija naudojant soksleto metoda daz-
niausiai atliekama su poliniais tirpikliais, heksanu, etilo acetatu ar petroleteriu [21]. Sis metodas pri-
taikytas lipidy ekstracijai i$ dumbliy biomasés. Metodo pasirinkimg 1émé jo paprastumas ir saugumas.
Eksperimento metu iSbandyta net 13 skirtingy tirpikliy, bandymo rezultatai parodé, kad etanolis, hek-
sanas ir chloroformas efektyvesni uz kitus tirpiklius. Optimalus ekstrakcijos laikas 3 valandos, o e-

fektyviausias tirpikliy misinys choloformo ir etanalio misinys, santykiu 1:1 [25].
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1.5.4 Bligh ir Dyer metodas

Sis metodas buvo sukurtas lipidy ekstrakcijai i§ Zuvy raumeny méginiy. Metodas patogus audi-
niy analizei, kuriuose yra didelis procentas vandens [22]. Riebalai i$ méginio ekstrahuojami naudojant
poliniy tirpikliy mi$inj, kurj sudaro chloroformas, metanolis ir vanduo (1:2:0,8). MiSinys sudaro
vienfaze sistema [21, 22]. Po ekstrakcijos, vienos fazés sistema atsiskiria j chloroformo ir metanolio
/ vandens fazes, o jpilus daugiau chloroformo — ir vandens. Lipidai lieka chloroformingje fazgje. Rie-
baly kiekis jvertinamas svérimo budu, pries tai iSgarinus tirpiklj. Metodas tinkamas neutraliy ir poliniy
lipidy ekstrakcijai [12]. Pritaikius modifikacijas metodas panaudotas jvairiuose tyrimuose su dumb-
liais ir kitais mikroorganizmais [26, 27, 28], taip pat kiauginio trynio fosfolipidy nustatymui [29]. Sis
metodas taip pat tinkamas didziyjy glicerofosfolipidy lipidy nustatymui (fosfatidinés ragsties, PC, PE,
glicerofosfatidilinozitoliui, P, ir PS) [22].

1.5.5 Efektyvioji skys¢iy chromatografija (HPLC)

HPLC yra puikus metodas lipidy misinio sudéties nustatymui. Tipinés HPLC kolonélés yra 2,1—
4,6 mm diametro, o kolonélés ilgis siekia 30-250 mm. Jprastuose HPLC metoduose naudojami UV ir
fluorescenciniai detektoriai, taciau tiesioginei fosfolipidy analizei Sie detekcijos btidai yra netinkami,
nes Sioms molekuléms tritksta tinkamy chromofory. Fosfolipidy kokybinei ir kiekybinei analizei pri-
taikyti nuo chromofory nepriklausomi aptikimo metodai: 1izio rodiklio, $viesos sklaidos detektorius,
masiy spektrometrinis (MS) detektorius ir jkrauto aerozolio detektorius (CAD). Jei analizei yra nau-
dojamas Sviesos sklaidos detektorius, tuomet fosfolipidy derivatizacija nebitina. Detektorius matuoja
$viesos sklaidos intensyvuma po to, kai i§garinamas tirpiklis. Sis metodas patogus tuo, jog galima
naudoti gradientine eliucija ir jis néra jautrus tirpiklio srautui. Kitas privalumas yra tas, jog Sie detek-
toriai yra pigesni nei MS detektoriai [28]. Toks HPLC metodas buvo pritaikytas monogalaktozildia-
cilgliceroliams, digalaktosildiacilgliceroliams, PE, PG ir PC nustatymui kvieciy milty ekstraktuose
[30]. Poliniai lipidai, jskaitant GL, LPL ir PL, esantys Camelina sativa sékly lecitine, irgi buvo anali-

zuojami pritaikius HPLC metoda [31].

1.5.6 Ultra auksto naSumo skys¢iy chromatografija (UPLC)

Lipidy tyrimams UPLC metodu tinka tie patys désningumai, kaip ir HPLC analizei, tik dazniau-
siai kaip detektoius ¢ia naudojamas masiy spektrometras. Toks metodas buvo specialiai sukurtas bak-
terijy biomaséje esanciy riebaly rugsciy kiekio jvertinimui, pritaikius UPLC kartu su elektropurkstu-
vinés jonizacijos masiy spektrometru. Metodas taikytas tiriant konkretaus augimo greicio ir pH terpés

jtaka dviejy riebaly rugscéiy profiliui biotechnologiskai svarbiuose mikroorganizmuose: gramteigia-
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mose bakterijose Lactococcus lactis ir gramneigiamose bakterijose Escherichia col. Fiziologinés sg-
lygos buvo kontroliuojamos bakterijy augimo metu [32]. UPLC metodas su jprastais normaliy faziy
tirpikliais, silicio kolonéle ir $viesos sklaidos detektoriumi panaudotas nustatant neutralius ir polinius
lipidus, esancius gyviiny plazmos audiniuose. Skirtingos lipidy klasés yra nagrinéjamos esant norma-
lioms faziy sglygoms, nes Siomis sglygomis yra gaunama viena simetriSka smailé Kiekvienai skirtingai
lipidy klasei. Kad UHPLC-MS metodas buty tinkamas kiekybiniam skirtingy lipidy klasiy jvertini-
mui, PC aptikimui reikia naudoti teigiama jonizacija, o FFA jonizuojasi esant neigiamam jony rezimui
[33].

1.5.7 Masiy spektrometrija (MS)

MS remiasi jony atskyrimu pagal jy elektros kriivj ir bendrg molekuling mase elektromagne-
tiniame lauke. Junginiai apibtidinami vadinamuoju jony masés ir kriivio santykiu (m/z). Antriniy jony
masiy spektrometrijos metodu (MS / MS) nustatomas lipidy tipas ir gaunama informacija apie mo-
lekulés struktiirg (acilo granding ir poling ,,galva®). MS analizei gali biiti naudojama ir tiesioginé

injekcija, ir skystiné normaliy arba atvirkstiniy faziy chromatografija.

MS jranga susideda i$ jleidimo angos, jonizacijos $altinio, masés analizatoriaus ir jony detek-
toriaus. Dazniausiai glicerolipidy identifikavimas ir kiekybinis jvertinimas MS metodu atliekamas
panaudojus elektropurks$tuving jonizacijg (ESI). Tokios jonizacijos privalumai: mazesnis molekuliniy
jony ardymas, geresnis atsikartojamumas ir Zemesnés aptikimo ribos lyginat su bombardavimo jony
branduoliais masiy spektrometrija. Toks jonizacijos metodas gali buti taikomas PL nustatymui ir be
iSankstinés derivatizacijos, nes skirtingy klasiy lipidai iSpurskiant tirpale jgauna teigiamg arba nei-

giama kravj. [22].

Naudojant teigiamg ESI nustatomos 3 pagrindinés glicerofosfolipidy klasés: PC, PS ir PE. PC
fragmentacija vyksta susidarant badingai 184 m/z PC grupés smailei ir [M+H-59]" smailei, kuri ba-
dinga (CHz3)3sN neutralios masés praradimui. Taip pat matomos santykinai nedidelés smailés, rodan-
Cios ilgagrandinio acilo pakaity [M—R.CH=C=]* (PC) ir lizo-PC-H,0O praradimus. PS fragmentacija
teigiamajame rezime duoda jonus, vykstant fosfoserino poliniy grupiy neutralios masés praradimui
[M*H-185]. Teigiama ESI vykdant PE ir lizo-PE fragmentacijg rodo vieng smaile [M*H-141]", kuri

budinga PE grupés neutralios masés praradimui [22].

Neigiamas ESI rezimas aptinka 6 pagrindines glicerofosfolipidy klases: Pl, PS, PG, PA, PE ir

PC chloridiniai aduktai (chloridas susidaro skylant CHCI3). Siuo rezimu taip pat gali biiti nustatomi
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Siy Sesiy klasiy fosfolipidy monoacilgliceridy variantai [22]. Dar neigiamu rezimu detektuojamos lais-
vosios riebaly riigstys, nes teigiamasis ESI be iSankstinés derivatizacijos negeneruoja aiskiy smailiy
[34].

1.5.8 Dujuy chromatografija (GC)

Riebaly riig§tys yra pagrindinis lipidy komponentas, o lipidy fizikinés, cheminés ir fiziologinés
savybés priklauso biitent nuo riebaly riigs¢iy. Riebaly riigsciy sudétis nustatoma kaip riebaly rigsciy
metilo esteriai (FAME) GC metodu [35]. Taikant GC metoda bitina atlikti riebaly riig§¢iy derivatiza-
cija, jos paskirtis riebaly rugsciy lakumo padidinimas. FAME gaunami jvairiais transmetilinimo bii-
dais, po to isskiriami GC kolonélese ir aptinkami panaudojus liepsnos jonizacijos detektoriy (FID)
[33]. FAME susidaro riebaly rtigstis ir katalizatoriy sumaisius su metanoliu arba jame istirpinus. Ka-
talizatoriams dazniausiai taikomas terminis apdorojimas (metalinis kaitinimo blokas), tai priklauso
nuo to, kuris katalizatorius yra naudojamas ir kiek laiko leidziama vykti reakcijai. Dazniausiai nau-
dojami riigstiniai katalizatoriai: HCI, H2SOs, BF3, visi jie tirpinami metanolyje. Dazniausiai naudojami
Sarminiai Katalizatoriai: NaOCHas, KOH ir NaOH [36].

Rigstimi katalizuotas transmetilinimas / metilinimas. Rugstiniai katalizatoriai peresterizuoja

TG ir kitus kompleksinius lipidus, bet taip pat esterifikuoja FFA esant metanoliui. Auksta temperattra
naudojama reakcijos paspartinimui, ji gali svyruoti nuo 60 iki 90 °C laipsniy, o trukmé nuo keliy
minuciy iki valandy. HCI koncentracija siekia 5 % . Naudojama koncentruota ir bevandené metanoliné
HCI, kuri ruosiama i§ acetilchlorido ir metanolio. H2SO4 koncentracija 1-2 %, o naudojant BF3 6-14
%, temperatiira 80—100 °C laipsniy, reakcijos trukmé 2—60 min. BF3 yra dazniausiai naudojamas rags-
tinis katalizatorius metilinimo ir metanolizés reakcijoms atlikti. Sis katalizatorius yra ne tik kenks-
mingas, bet ir trumpo galiojimo. Kitas trilkumas naudojant Siuos rugstinius katalizatorius (H2SOg ir
BF3) yratas, jogjuos naudojant didelémis koncentracijomis ir esant auks$tai temperatiiri gali susidaryti

nuosédos [33].

Sarmu katalizuotas transmetilinimas. Reakcija vyksta daug spar¢iau bei lengvesnémis salygo-

mis, lyginant su rigstiniais katalizatoriais, taciau $ie katalizatoriai negali esterinti FFA, taip pat reak-
cijai reikalingos grieztesnés bevandenés salygos, nes vandens buvimas terpéje sukelia negriztamg li-
pidy hidrolize [16]. Populiariausi Sarminiai katalizatoriai yra natrio metoksidas bevandeniame meta-
nolyje, taip pat kalio ir natrio hidroksidai metanolyje. Sarmy koncentracijos svyruoja nuo 0,2 iki 3,3

N, kambario temperattra, reakcija trunka nuo keliy sekundziy iki valandos. Metodas taikomas tik
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iSgrynintiems riebalams ir aliejams, kuriuose mazai FFA (rigsciy skaiius yra <2), nes Sie katalizato-

riai nesugeba esterinti FFA ir reikalauja grieztai bevandenés terpés.

1.6 Gliukozés sirupo gamyba

Gliukozés sirupas gali biiti gaminamas tiek i§ kvie¢iy, kukuriizy ar bulviy krakmolo. Svarbiau-

sia, kad krakmolas, naudojamas gliukozés sirupo gamybai, biity kuo aukstesnés kokybés, be Salutiniy

metaly jony, mikrobiologinio uzterStumo ir turintis mazai baltymy, idealiu atveju baltymy kiekis ne-

turéty virSyti 0,3 %. Metalo jonai ir baltymai, esantys krakmole, lemia sirupo senéjimo savybes ir

nepageidaujamos sirupo spalvos atsiradimg. Gliukozés sirupy gamybinis procesas susideda iS $iy pag-

rindiniy etapy [39] :

Skystinimas — krakmolo kleisterio klampumo sumazinimas iki skystos fazés.

Cukrinimas — jvairiy fermenty pagalba krakmolo grandiné suskaidoma j smulkesnes dalis ir
taip pasiekiamas norimas dekstrozés ekvivalentas (DE) krakmolo hidrolizate.

Filtracija — netirpiy priemaiSy pasalinimas i$ tirpalo.

Spalvos Salinimas aktyvuota anglimi — i§ tirpalo paSalinamos tirpios priemaiSos, kurios turi
spalva.

Demineralizacija — valymas jony mainy dervomis (katijonitais, anijonitais ir maiSyto sluoks-
nio). IS tirpalo pasalinamos mineralinés medziagos (sumazinamas peleningumas). Tai jvairios
iStirpusios druskos bei mineralinés riigstys (sulfatai, chloridai, nitratai ir kt.).

ISgarinimas — sukoncentruojamas produktas ir sumaZinamas jo tiris.

Baziy saugojimas — bazés sukaupiamos talpose iki tolesnio jy panaudojimo.

MaiSymas — baziy maiSymas, norint gauti tam tikrg produkta.

Galutinis iSgarinimas — sirupo sukoncentravimas pries jo atkrovima.

Produkto saugojimas ir atkrovimas.

Toliau bus aptarti pagrindiniai gliukozes sirupo gamybos etapai.

1.6.1 Skystinimas

Saltame vandenyje krakmolas netirpsta, todél krakmolo pienelis turi biiti §ildomas. Kaitinamas

krakmolo pienelis tirSteja, nes iSbrinksta krakmolo griideliai. Fermentas a-amilazé suskaido Sakota

krakmolo granding iki smulkesniy daleliy ir tirStas krakmolo pienelis tampa skystu.
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1.6.2 Cukrinimas

Panaudojus skirtingus fermentus, gaunamas jvairaus dekstrozés ekvivalento (DE) krakmolo
hidrolizatas (pvz. DE30, DE47, DE57, DE95). DE parodo krakmolo hidrolizés (suskaidymo) laipsni.
Neskaidyto krakmolo DE = 0. Kuo smulkiau krakmolo grandiné suskaidoma, tuo didesnis sirupo DE.
Jei krakmolas buty suskaidytas po vieng gliukozés molekulg (ziedg), sirupo DE = 100. DE — tai san-
tykis tarp redukuojanciy grupiy skaiciaus ir bendro gliukozés ziedy skaiciaus. Vienas atskiras gliuko-
z¢&s ziedas turi vieng redukuojancia grupg. DE jvertina skirtingy ilgiy molekuliy miSinio viduting re-
dukuojamajg galig. Kuo miSinyje daugiau ilgy (daug gliukozés ziedy turinciy) molekuliy, tuo mazes-

nis DE.

1.6.3 Ultrafiltracija

Didziausiag dalj netirpiy priemaisSy sudaro baltymai, pateke su krakmolu j cukrinimo talpa.
Skystinimo ir cukrinimo metu i§ krakmolo granuliy taip pat i$silaisvina riebalai (lipidai) ir riebaly
rugstys. Dalj netirpiy medziagy gali sudaryti neskaidyto krakmolo likuciai, ypa¢ kai pazeidziamas
technologinis rezimas skystinime ir cukrinime, kuomet sudaromos salygos krakmolo retrogradacijai
(krakmolo ir dekstriny molekuliy pakartotinei agregacijai). Ultrafiltracijos (UF) metu srautas paduo-
damas j modulj su membranomis. Membranos nepraleidzia priemaiSy, o skaidrus filtratas (permeatas)
praeina pro membrang ir iSteka pro atvamzdj modulyje. Procesas néra greitas, todél paduodamas srau-
tas nuolat cirkuliuoja ratu. Sis srautas, kuris nespéja prasifiltruoti ir grjzta atgal pries filtravima, vadi-
namas retentatu. Recirkuliacija uztikrina, kad retentatas, dideliu grei¢iu tekédamas membrany vamz-
deliais, nuneSa nuo sieneliy susidariusias nuosédas ir taip pagerina filtracija. Filtravimo metu nuolat
stebimas filtrato skaidrumas, nes drumstas filtratas yra zenklas, kad membrana yra pazeista ir ja butina
keisti nauja. UF metu matuojamas permeato srautas — permeato kiekis, prasifiltraves per laiko ir
membranos pavirSiaus ploto vienetg. Nuolat filtruojant, membranos vis labiau uZsinesa priemaiSomis
ir $is srautas sumazéja kelis kartus. Membranoms uzsines$us priemaiSomis, atlieckamas membrany plo-

vimas (CIP — clean in place). Plovimas gali bati riigstinis, Sarminis ir fermentinis [39].

1.7. Projekto temos ir uzdaviniy pagrindimas
Sis projektas buvo skirtas tam, kad bity pagerintas gaminamo gliukozés sirupo produkto gry-
numas. Gamyboje naudojami filtruojamumo fermentai pilnai nesuskaido lipidy j netirpius vandenyje
junginius, po ultrafiltracijos proceso yra pastebimas produkto putojimas. Pirmasis uzdavinys buvo
18tirti gamyboje naudojamos lizofosfolipazés skilimo produktus ir jy jtakg ultrafiltracijos produkty
kokybei. Tada buvo keliamas uzdavinys parinkti kuo tinkamesnj lipaziy misinj, kuriuo tirpiis junginiai

biity konvertuoti ] maziausio tirpumo lipidy skaidymo produktus. Optimizacija i§ pradziy turi bati
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atliekama laboratorinés apimties bandymais. Kai lipaziy misinys jau optimizuotas, bandymai turi bati
atliekami didesne apimtimi. Fermentacijos produktams turi bati ultrafiltruojami, islaikant kuo arti-
mesnius gamybai parametrus, nes tik taip bus galima daryti iSvada apie parinkto fermenty misinio
efektyvumag ir jtakg filtracijos produktams. Po ultrafiltracijos gautiems permeatams reikia atlikti kie-
kybing ir kokybing analizes, kurios jvertinty terSaly Salinimo efektyvuma ir sirupo savybes. Atlikus

visus etapus ir gavus rezultatus, galima daryti iSvadas apie modifikuotos fermentacijos efektyvuma.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1 Tiriamojo projekto darby schema

2.1. lenteléje pavaizduota projekto uzdaviniy jgyvendinimui naudota darby schema. Detalios

analiziy metodikos bus pateiktos kituose skyreliuose.

2.1 lentelé. Tiriamojo projekto darby schema su pagrindiniais parametrais ir reagentais

Bandymuy apimtis (procesai)

Tyrimy metodai

Fermentacijos optimizacija (laboratoriniai bandymai)

pH 4,7 | Lizofosfolipazé (171 pL/L)
Lizofosfolipaz¢ (342 uL/L) Lipidy ekstrakcija (40 min,
pH 4,7 | Lizofosfolipazé (342 uL/L) ir Lecitase Ultra (80 chloroformas:metanolis, 1:1),
ir55 | ul/L) Lipidy HPLC (CAD)
(342 pL/L) ir Vilzim LIP (30 uL/L)
Lizofosfolipazé (342 pL/L) ir LIPOMOD (20
pH 5,5 | mg/kg

Pusiau gamybiniai bandymai

(60 °C, 4,7 pH)

Gamybiné fermentacija
1. AB ,,Amilina“ ceche

Pusiau gamybiné fermen-
tacija pilotinéje laborato-
rijoje (60 °C, 5,5 pH)

CST, centrifuginis testas, li-
pidy ekstrakcija, lipidy HPLC
(CAD), spektrofotometriniali
tyrimai, SEC, azoto, fosforo
nustatymas

2. Ultrafiltracija (200 kDa, 60 °C, 3 m/s)

Lipidy ekstrakcija, MS / MS,
putojamumo ir putos sta-

bilumo tyrimas

2.2 Medziagos ir tirpikliai

D¢l imonei priklausancios konfidencialios informacijos apie gliukozés sirupy gamybos techno-

logija, kai kurios medziagos ir gamintojai néra jvardinti (Zr. 2.2 ir 2.3 lentel¢).

2.2 lentelé. Projektui atlikti naudotos medziagos ir reagentai

Pavadinimas (sant- | Molekuliné formulé | MedzZiagos grynu- | Gamintojas

rumpa) mas

Sterilus dejonizuotas Ruosiamas Millipore

vanduo (MiliQ) Mili-Q Integral Water
Purification sistema

Linolo rtigstis (C18:2) Ci18H3202 >99 % Sigma Aldrich

Palmitino ragstis C16H3202 >99 % Sigma Aldrich

(C16:0)
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L-alfa-lizofosfati- C24HsoNO7P >99 % Sigma Aldrich
dilcholinas (LPC)
L-alfa-fosfatidilcholi- C14HssNOsP >99 % Sigma Aldrich
nas (PC)
Heptadekanoniné C17H3602 >98 % Sigma Aldrich
rugstis
Metanolis (MeOH) CHsOH MS grynumo Sigma Aldrich
Acetonitrilas (ACN) C2HsN >99.9 % Sigma Aldrich
Tetrahidrofuranas C4HsO >99,9 % Sigma Aldrich
(THF)
Chloroformas CHCls 99-99,4 % Sigma Aldrich
Druskos rugstis HCI 35 % Sigma Aldrich
Natrio hidroksidas NaOH 50 % H20 Labochema
Dezinfekantas hipo- Divosan
chlorito pagrindu
Natrio bisulfitas NaHSO3 X %, kuriame X % Sirupy cechas, AB
SO, ,,Amilina“
Natrio azidas NaNs 100 % Lachner
Natrio nitratas NaNO3 100 % Lachner
D-(+)-gliukozé CeH1206 >99,5 % Sigma Aldrich
D-(+)-maltozés mo- C12H22011-H20 >95% Sigma Aldrich
nohidratas
Dekstrany (Dxt) stan- | Dxt 5; Dxt 12; Dxt 100 % Agilent
darty rinkinys mo- | 25; Dxt 50; Dxt 150;
lekulinei masei Dxt 270; Dxt 410;
Dxt 676
MQ chloro testinés Sigma Aldrich
juostelés
MQ sulfito testinés Sigma Aldrich
juostelés
Dimetilsulfoksidas (CH3)2S0) >99 % Sigma Aldrich
(DMSO)
2.3 lentelé. Projekto metu, fermenty optimizacijos tyrimams naudoti fermentai
Fermento Aktyvum- | E.C./CAS | I§ ko i$skir- | Optimalis Forma Gamin-
pavadinim- | as numeris | tas parametrai tojas
as
F1 (li- Konfiden- | Konfiden- | Konfidencia- | Konfidencia- | Bespalvis | Konfiden-
zofosfoli- cialu cialu lu lu skystis cialu
pazé)
Karboksi- 10 KLU/g | E.C.3.1.1. | Thermomyces | 50-55 °C Rudas Novozy-
rugsties es- 3 lanugino- pH 6 skystis mes
terio hid- sus/Fusarium
rolazé Leci- oxysporum
tase Ultra
(PLA1)
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Lipazinio ir | Lipazinis— | CAS Candidacy- |40-55°C Balti milte- | Biocata-
esterazinio | 115000 9001-62— | libdracea pH 5-8 liai lysts
aktyvumo ulg; 1 (rugosa)
enzimas, LI- | Esterazinis
POMOD — 65000 u/g
Koncent- 3000000 E.C.3.1.1. | Aspergillus 37-50 °C Gelsvas Baltijos
ruota lipazé | u/g 3 niger pH 7,5-8,5 skystis enzimai
Vilzim LIP

2.3 Prietaisai

Projekto metu naudoti prietaisai ir darbo priemonés yra suraSytos lenteléje 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Tyrimui atlikti naudoti prietaisai ir darbo priemonés

Prietaisai/darbo priemonés

Gamintojas

pH-Metras, Thermo Scientific Orion Star
A211 pH Benchtop Meter

Thermo Scientific

Magnetiné maiSykle, IKA RT 5 IKA
Garintuvas, Biotage VV-10 Evaporator Biotage
Dispergatorius, IKA Ultra-TurraxT25 Digital IKA
Homogenizer
Membranis GHP Acrodisc $virkstinis filtras Acrodisc
(membrany pory dydis 0,45 pm)
Mikropipetés (5-50 ul; 100-300; 100-1000 pl; Finnpipette

5ml, 1-10 ml)

Analitinés ektroninés svarstyklés — Mettler
Toledo AG204 Digital Analytical Balance

Mettler Toledo

Vienkartiniai Svirkstai su adata (2 ml, 5 ml, Sigma Aldrich
10 ml)
Termostatas BINDER Binder GmbH
Atvirksciy faziy kolonélé Eclipse C8 (50 x Agilent

2,1 mm)

Kolonéle ACQUITY UPLC C18 (2,1 x 50
mm, 1,7 um)

Thermo Scientific

Kolone¢le Ultrahydrogel 500 (7,8 x 300 mm, Waters
10 pm)
Koloné¢lé, Shodex OH pak SB-802 HQ (8 x Waters
300 mm, 6 pm)
PrieSkolonélé, Shodex OH pak SB Waters

Drégnomatis Mettler Toledo Moisture Ba-
lance HG63

Mettler Toledo

Drégnomatis The SMART System 5 CEM
Membranos FP200, 200 kDa PCI
Filtravimo stendas UF ,,Micro Laboratory Pi- PCI

lot Plant ROP 2035
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Srauto matuokliai Proline Promag 10Pelectro- Endress and Hauser
magnetic flowmeter
Optinis refraktometras ATAGO ATAGO
Aparatas, naudojamas CST matuoti Triton Tritonel
Type 319 Multi-purpose CST
Centrifuga Eppendorf 5702 Eppendorf
Drumstumo matuoklis LaMotte Portable Tur- Tritonel
bidity Meter
Azoto ir baltymy kiekio analizatorius FLASH Thermo Scientific
2000 Organic Elemental (N/Protein) Analyzer
Spektrofotometras Agilent
Masiy spektrometras LTQ XL Thermo Scientific
Vandens gryninimo ir paruosimo sistema Mi- Milipore
1iQ10 Milipore

2.4 Tiriamasis objektas
Gliukozés sirupai gaminami i§ $varaus kvieciy krakmolo, i$skirto krakmolo gamybos ceche i§
kvietiniy milty. Sirupy gamybai skirtas krakmolas nedziovinamas, o pateikiamas koncentruotos (iki

38-42 % SM) vandeninés suspensijos (vadinamojo krakmolo pieneliu) pavidalu.

Tiriamajam projektui atlikti buvo naudojamas gliukozés sirupas, kurio DE 28-30. Sirupy pa-

vyzdziai buvo paimti i§ gamybinés linijos cukrinimo etapo, prie§ jvedant filtruojamumo fermentus.

2.5 Metodai
2.5.1 Lipidolizés tyrimai (fermentacijos optimizavimas)
Atlikti lipidolizés tyrimai su toliau iSvardintais fermenty miSiniais, nurodytomis sglygomis:
1) ] tiriamajj tirpalg dedama riebalus skaidanciy fermenty:
a) F1(171 plL/L), sirupo pH 4,5-4,7.
b) F1(342 uL/L), sirupo pH 4,7 ir 5,5.
c) F1(342 uL/L) ir Lecitase Ultra (80 uL/L), sirupo pH 4,7 ir 5,5.
d) F1 (342 pL/L) ir Vilzim LIP (30 uL/L), sirupo pH 4,7 ir 5,5.
e) F1 (342 uL/L) ir LIPOMOD (20 mg/kg), sirupo pH 5,5.
2) Po 10 minuciy tliekama fermento inaktyvacija (pH koreguojamas iki 2 naudojant 2N HCI, mégi-
nys pasildomas iki 80 °C, 5060 s.)
3) Atlikus inaktyvacija matuojamas sausy medziagy (SM) kiekis bandinyje.
4) Toliau vykdoma méginio lipidy ekstrakcija.
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5) Kiti méginiai imami po 30min, 1, 2, 24 valandy, kartojami 2-4 punktai.
6) Iki bandinio paémimo tiriamieji tirpalai fermentuojami 60 °C temperatiiroje, esant nuolatiniam

maiSymui.

2.5.2 Lipidy ekstrakcija

Tiriamojo projekto metu atlikta fermentuoty ir nevalyty krakmolo hidrolizaty ir permeaty li-

pidy ekstrakcija. Tiksliai pasvertas 45 g méginys uzpilamas chloroformo : metanolio — 1:2 miSiniu
(15 ml : 30 ml), ir maiSomas 20 minuciy. Pra¢jus 20 minuéiy jpilama 15 ml chloroformo ir palieckama
maisyti dar 20 minuéiy. Pasibaigus maiSymui, méginys palickamas nusistovéti, 0 atsiskyrus sluoks-
niams, virSutinis (metanolinis) sluoksnis nudekantuojamas j atlieckas, o likes apatinis (chloroformi-
nis) iSmatuojamas. Koncentruojant méginj MS analizei, ekstraktas yra iSgarinamas su Biotage iSga-
rintuvu. Koncentruotas méginys uzpilamas MS / MS analizei: ACN:IPA:H-0, v/v/v (65:30:5), (sirupy
permeatai, po 1-2 ml), nufiltruojamas ir dedamas j chromatografg [40]. Lipidy junginiy nustatymui
naudoti standartiniy tirpalai (Zr. 2.6 lentelé), kuriy koncentracija: 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml,
Img/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml.

2.5.3 Efektyvioji skys¢iy chromatografija (HPLC)
Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodas [41] naudotas lipidy profilio kitimo nustatymui
fermentuotame krakmolo hidrolizate, lipidolizés jtakos jvertinimui.
Analizes salygos:

e Eliuentai: A — Metanolis: MiliQ vanduo : Acto ragstis (750 ml : 250 ml : 4 ml); B —
ACN:Metanolis:THF (500 ml : 375 ml : 125 ml).

e Gradientas, naudotas HPLC analizés metu, nurodytas 2.5 lenteléje.

2.5 lentelé. Grandientas, naudotas HPLC analizés metu

Laikas, A, % B, %
min
0 100 0
3 55 45
7 32 68
10 20 80
15 0 100
18 0 100
20 100 0
26 100 0

e Injekcija: 3 pl.
e Tékmeés greitis: 0,3 ml/min.
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e Jkrauto aerozolio detektorius CAD Corona Ultra.

e Ekstraktai pries analize filtruoti su membraniniu GHP Acrodisc $virkstiniu filtru (0,45um).

e Vieno bandinio analizés trukmé 26 min.

e Analizei atlikti naudoti standartiniai junginiai nurodyti 2.6 lenteléje.

e Automatinio méginio jvedimo jrenginio temperattira 5 °C.

o Kolon¢lés temperatita 40 °C.

e Chromatogramoms integruoti naudota Chromeleon 7 kompiuteriné programa, duomenys ap-

doroti naudojant MS Excel programa.

2.6 lentelé. Standarty tirpalai, naudoti HPLC analizés metu

Standarto pavadinimas | Grupé | Sulaikymo trukmé, min
Linoleno riigstis FFA-1 45
Palmitino rugstis FFA-2 49

L-alfa-lizofosfatidilcholi- LPC 3,5

nas (LPC)

L-alfa-fosfatidilcholinas PC 7.5

(PC)
Sojy aliejus (trigliceridai, TG 12,0
TG)

Vidinis standartas, hepta- IS 55

dekanoniné riigstis

2.5.4 Molekuliniy siety chromatografija (SEC)
Modifikuotas SEC metodas [42], pritaikytas sacharidy sudéties kitimo nustatymui sirupo gamy-
bos metu, pries ir po UF.
Analizes salygos:
Eliuentas: 0,05 M NaNO:s.

e Injekcija: 50 pl.

e Tékmes greitis: 0,5 ml/min.

e Detekcija — luzio rodiklio detektorius Wyatt Optilab T-rEX Multi-Angle Light Scattering
(MALS).

e Méginiai pries analizg filtruoti su membraniniu GHP Acrodisc §virkstiniu filtru (0,45um).

e Vieno bandinio analizés trukmé 90 min.

o Kalibracijai naudoti gliukozés, maltozés (5 mg/ml) ir dekstrany (2 mg/ml) standartiniai tirpa-
lai;
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Kolonélés temperatiira 40 °C.
Meéginio paruoSimas: jei reikia, méginys skiedziamas su MiliQ vandeniu, toliau filtruojamas
su SvirkStiniu filtru. | nufiltruota méginj pridedama 2 % DMSO.

Naudotos kompiuterinés programos: ASTRA6 ir ChemStation, o duomenys apdoroti MS
Excel programa.

2.5.5 Ultrafiltracija

Ultrafiltracijos bandymams atlikti buvo sudaryta speciali sistema, pavaizduota 2.2 paveiksle.

Membrany stenda ir vamzdelines polimerines membranas FP 200 (zr. 1. priedas) suteiké kompanija

PCI, (filtracijos stendo leistini parametrai surasyti 3.7 lenteléje, 0 vamzdeliniy membrany pateikti 2.8

lentel¢je). Ultrafiltracijos procesas atliktas modifikuotos ir gamybinés fermentacijos gliukozés siru-

pams:

A.

Nevalytas krakmolo hidrolizatas su filtruojamumo fermentais po 24 valandy fermentacijos, i$
sirupy cecho gamybings linijos (transportuojamas j FP 200 membranas).

aa. A méginio permeatas.
Nevalytas krakmolo hidrolizatas su filtruojamaisiais fermentais po 24 valandy, i$ sirupy cecho

gamybingés linijos (transportuojamas j FP 200 membranas).
bb. B méginio permeatas.

Nevalytas krakmolo hidrolizatas su F1 ir Lecitase Ultra po 24 valandy, i§ modifikuotos fer-
mentacijos bandymy (transportuojamas j FP 200 membranas).

cc. C méginio permeatas.

Nevalytas krakmolo hidrolizatas su F1 ir Lecitase Ultra po 24 valandy, i§ modifikuotos fer-
mentacijos bandymy (transportuojamas j FP 200 membranas).

dd. D méginio permeatas.

Viso eksperimento metu atlikti bandymai su FP 200 membranomis yra surasyti 2-ame priede,

0 naudoti parametrai pateikti 2.9 lenteléje.
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2.2 pav. Gliukozés sirupo principiné pusiau gamybinés apimties ultrafiltracijos schema (P — permeato surinki-

mas; R— retentato cirkuliacija; A —
4, 5 — gildymo termostatai; 7 —

20 talpy maiSyklés, 21 — siurblys)

atlieky Salinimas; 1, 2, 6 — slégio matuokliai; 3 — permeato srauto matuoklis;

retentato srauto matuoklis, 8-15 sklendés, 16—18 reguliuojamos sklendés, 19—

Membrany plovimas (CIP) buvo sudarytas i$ tokiy etapy (CIP parametrai pateikti 3.9. lente-

1¢je): plovimo su vandeniu ir hipochlorito reagentu, o membrany konservavimui naudotas NaHSO3,

2.7 lentelé. Filtracijos stendo UF ,,Micro Laboratory Pilot Plant ROP 2035 leistini parametrai [43]

Maksimalus slégis 69 bar
Maksimalus slégio nukritimas 1 bar
Darbin¢ temperatiira 5-60°C
CIP temperatiira 30 °C
pH vykdant UF 2-11
pH vykdant CIP 1-13

2.8 lentelé. Informacija apie vamzdeliniy polimerines membranas FP 200 [44]

Medziaga Polivinilidenfluoridas (PVDF)
Pory dydis 200 kDa
Matmenys

Skersmuo 1,25 cm

lgis 32 cm

2 membrany plotas 250 cm? (0,025 m?)
Veikimo salygos

Permeato srautas 5—50 ml/min
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Rekomenduojamas slégis 4 bar UF
Recirkuliacinis srautas 18 I/min Kkai linijinis greitis 2,5 m/s;
30 I/min Kai greitis 4m/s;

Papildoma informacija
Maksimalus slégis 55 bar esant 70 °C; 70 bar esant 20 °C
Vamzdeliy tiris 75 ml
Permeato tiris (pilnas) 750 ml
Permeato tiiris (tuscias) 50 ml
Konstrukcija 316 nerudijantis plienas su nitrilo gumos sanda-

rikliais
2.9 lentelé. UF metu naudoti parametrai
Temperatiira, °C TMP slégis, Recirkuliaci- | Greitis, m/s | pH

bar nis srautas, 1/h
Plovimas 20-25 2 1400-1450 3,3 7-8
vandeniu
UF 60 4 1400-1450 3,3 4,555
CIP su rea- 20-25 2 1400-1450 3,3 4-11
gentais

2.5.6 Putojamumo nustatymas
Po UF atliktas krakmolo hidrolizato permeaty putojamumo testas [40], panaudojus dispergato-
riy IKA Ultra—Turrax T25.

150 g méginio (2 lygiagretiis méginiai) maiSoma su Ultra—Turrax T25 (30 s. nustacius 8500
I/min apsukas, 8 min nustacius 10000 1/min apsukas). Pasibaigus maiSymui matuojamas putos ir
skyscio kiekis. Tas pats kiekis matuojamas po 30, 60 ir 90 minéiy. Atliekami putojamumo ir putos

stabilumo skaic¢iavimai pagal formules (2.1), (2.2).

V puty iSkart pomaisymo

*100% 2.1)

Putojamumas (%) =
J ( /0) V visas iSkart po maiSymo

V putos po 30;60;90 min maiSymo—V puty iSkart po maisymo

Putos stabilumas (%) = — —
V puty iSkart po maiSymo

2.5.7 Sviesos sugerties nustatymas
Sviesos sugertis matuojama su spektrofotometru Agilent 8453 [45, 46]. Parinktos 3 skirtingy
ilgiy bangos: 260, 280 ir 320 nm. Palyginamasis méginys — MiliQ vanduo. Prie§ matuojant méginius,
jvertinamas drumstumas su drumstumo matuokliu — LaMotte Portable Turbidity Meter. Jei reikia,
méginys skiedziamas ir filtruojamas su 0,45 um membraniniu GHP Acrodisc svirkstiniu filtru. Atlie-

kami 3 kiekvieno méginio matavimai.
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Sviesa sugerianéiy junginiy $alinimo efektyvumui ultrafiltracijoje jvertinti naudota tokia for-
mulé:

0D (f)-0D(p)

EOD) = =505

x 100 %

(2.3)
¢ia:  OD(f) — krakmolo hidrolizato po 24 valandy $viesos sugertis,
OD(p) — atitinkamo permeato $viesos sugertis.

2.5.8 Azoto ir baltymy kiekio nustatymas
Bendras azoto ir baltymy kiekis jvertinamas su elementiniu analizatoriumi — Thermo Scientific
FLASH 2000 Organic Elemental (N/Protein) Analyzer [40]. Tyrimus atliko AB ,,Amilina“ tyréja 1.
Kukanauziené. Azoto ir baltymy kiekis jvertintas nevalytuose krakmolo hidrolizatuose po fermenta-

cijos ir jy permeatuose po UF.

Tiksliai pasvertas 20—100 mg méginys aliuminio folijos tigliuke automatiniu méginiy imtuvu
paduodamas j pirmajj reaktoriy, kurio temperattira 950 °C. Azoto turintys junginiai, padedant oksida-
cijos katalizatoriui, sudeginami iki azoto oksidy. Specialiais adsorbcijos filtrais atskiriamai susidare
anglies oksidai ir vanduo. Antrajame reaktoriuje, uzpildytame aukstos kokybés variu ir jkaitintame iki
840 °C temperatiiros, azoto oksidai redukuojami iki azoto, kuris patenka j azoto ir kity dujy atskyrimo
chromatografing kolonéle ir kiekybiSkai nustatomas Silumos laidumo detektoriumi. Chromatogra-
moms integruoti naudota Eager Xperience kompiuteriné programa. Prietaiso kalibracijos tiesei suda-

ryti buvo naudojami tiksliai pasverti asparto rtig§ties méginiai.

Buvo atliekama bent po 2 lygiagre€ius matavimus, kuriy verciy skirtumas nuo vidurkio ma-

zesnis nei 5%.

Baltymy kiekiui méginyje apskai€iuoti i§ azoto kiekio matavimo rezultaty naudojama tokia for-

mulé:
C(balt.) = (N - P/31*14)*6,25; (2.4)
Cia: C (balt.) — baltymy kiekis méginyje, % SM
N — azoto kiekis méginyje, % SM

P — fosforo kiekis méginyje, % SM.
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Koeficientas 6,25 taikomas kvieciy baltymy perskaic¢iavimui i$ azoto kiekio. (2.4) formulés na-
rys P/31*14 leidzia jvertinti azoto kiekj, esantj ne baltymuose, bet fosfatidilcholino grupe turin¢iuose

junginiuose (LPL, PL ir GPC).
Baltymy Salinimo ultrafiltracijos metu efektyvumui jvertinti naudota tokia skai¢iavimy formulé:

_ Baltymai (p)
E(balt) =1- m *100 % (25)

¢ia:  Baltymai(f) — baltymy kiekis krakmolo hidrolizate po 24 valandy fermentacijos, %SM.
Baltymai(p) — atitinkamo permeato baltymy kiekis, % SM.

2.5.9 Fosforo kiekio nustatymas
Bendras fosforo kiekis nustatytas ICP masiy spektrometru — Elan DRC |1 naudojant deguonies
ir argono dujas [40], analize atliko AB ,,Amilina“ vyr. tyréja D. Sidlauskiené¢. Bendram fosforui nus-
tatyti naudojami tik skaidras tirpalai, juose negali biti nuosédy, todél méginiai mineralizuojami su
mineralizatoriumi CEM MARS.

Tiksliai pasvertas 2 g méginys arba distiliuotas vanduo (vanduo naudojamas kaip palyginamasis
tirpalas) uzpilamas 10 ml 70 % azoto ruigstimi ir 1 ml 30 % vandenilio peroksidu. Mineralizacija
atlickama 180 °C temperatiroje, 300 bar slégyje. Pasibaigus mineralizacijai méginiai paliekami mi-
nute atidaryti, azoto dujoms nugaruoti. Méginiai kiekybiskai perpilami j reikiamo tGrio matavimo
kolbas ir kolbos turinys praskiedziamas azoto rtigsties tirpalu. Duomenys apdorojami MS Excel prog-
rama.

Fosforo Salinimo ultrafiltracijos metu efektyvumui jvertinti naudota tokia skai¢iavimy formulé:

_ Fosforas (p)
E(P) =1 Fosforas(f) *100 %

(3.6)
¢ia:  Fosforas (f) — fosforo kiekis krakmolo hidrolizate po 24 h fermentacijos, % SM,

Fosforas (p) — atitinkamo permeato fosforo kiekis, % SM.
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2.5.10 Centrifuginis testas
Vykdant krakmolo hidrolizato cukrinimg, pusiau gamybinés apimties bandymuose buvo at-
liktas centrifuginis testas [37], naudojant centrifuga — Eppendorf 5702. Sis testas jvertina sirupo prie-
maisy sedimentacijos ir separacijos procesus. Tirti 3 méginiai: krakmolo hidrolizatas i§ skystinimo
etapo be filtruojamumg gerinanc¢iy fermenty, méginiai po 5 ir 22 valandy trukusios krakmolo hidroli-
zato modifikuotos fermentacijos. Rezultatai lyginami su gamyboje gautu sirupu, naudojant standatinj

filtruojamumo fermenty misin;.

Procediira: 45 ml méginio jdedama j centrifuga, nustatoma 3000 G jéga, centrifuguojama 10
minuciy.
2.5.11 Kapiliarinés difuzijos testas (CST)

Atliekant krakmolo hidrolizato cukrinimo stadija didesnés apimties bandymuose buvo daro-
mas CST testas [40], naudojant Triton Type 319 Multi-purpose CST aparatg. Gauti rezultatai parodo
filtracijos proceso greitj. Matuoti 3 méginiy CST: pradinio krakmolo hidrolizato (be filtruojamumo
fermenty misinio), praéjus 5 ir 22 valandoms po fermenty sudozavimo. Rezultatai lyginami su gamy-

bos salygomis fermentuojamu krakmolo hidrolizatu.

Procediira: méginys pasildomas iki 50—60 °C, 10 mm cilindras uzpildomas bandiniu, filtratas

tam tikrg laikg difunduoja filtriniu popieriumi, difuzijai pasibaigus fiksuojama trukmeé.

2.5.12 Masiy spektromerija (MS / MS)
Pusiau kiekybiné, modifikuotos ir gamybinés fermentacijos permeaty analizé atlikta su masiy

spektrometru Thermo LTQ XL [47, 48, 49]. Eksperimentg atliko AB ,,Amilina“ tyréjas G. Plakys.

Analizés salygos:
e Eliuentai: A— ACN/H20 (60:40) su 10 mM amonio formiato ir 1 % NH4OH; B —Izopropa-
nolis/ACN (90:10) su 10 mM amonio formiato ir 1 % NH4OH.
o Meéginio tirpiklis — ACN:IPA:H20, v/v/v (65:30:5).

¢ Eliuenty gradientas, naudotas MS / MS analizés metu, nurodytas 2.10 lenteléje.

2.10 lentelé. Eliuenty gradientas, naudotas MS / MS analizés metu.

Laikas, A, % B, %
min
0 95 5
2 88 12
14 0 100
23 0 100
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26

95

30

95

e Injekcija: 10 pl.

e Eliuento srautas: 0,4 ml/min.

e Ekstraktai pries analize filtruoti su membraniniu GHP Acrodisc $virkstiniu filtru (0,45um).

e Vieno bandinio analizés trukmé 30 min.

e Kolon¢lés temperatira 60 °C.

e Temperatiira kapiliare 275 °C.

e [tampa kapiliare: teigiama 35 V ir neigiama -35 V.

e Purskimo jtampa 5 kV.

e Jtampa vamzdZio leSyje: teigiama 110 V ir neigiama -200 V.
e Skenavimo laukas 110-2000 m/z.

e Fragmentacija— CID (Collision induced dissociation).

e MS/MS : skaidomos dvi intensyviausios smailés i§ viso spektro.

e Chromatogramy ploty skaiCiavimas / atsako jvertinimas — Thermo Xcalibur Qual Browser

programa, duomenys apdoroti MS Excel programa.

e Masiy analizatorius — Linear lon-trap (jony gaudyklé).

e Jonizacijos tipas: teigiama (+) (PC ir LPC) ir neigiama (-) (FFA) (zr. 2.11 lentelé).

2.11 lentelé. MS / MS analizés metu lipidy identifikavimui naudoti parametrai.

Junginys | Moliné masé | Junginio m/z | I$éjimo trukmé, min
FFA PA - 256,2 255,3 0,79
FFA LA - 280,2 279,2 0,79
LPC LA + 519,3 520,2 1,23
LPC PA + 495,3 496,4 1,56
PCLL + 781,6 782,6 10,95
PCPL + 757,6 758,5 11,45
PC PP + 733,6 734,6 11,93
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2.5.13 Rezultaty tikslumo ir patikimumo jvertinimas

Standartinis nuokrypis (SN) skai¢iuotas pagal formule:

> (x— %)
sn=V (17D

Standartiné paklaida (SP) skaic¢iuota pagal formule:

SN
SP= N
Santykiné standartiné paklaida skai¢iuota pagal formule:

SP

X

SSP=
Koreliacijos koeficientas skaiciuotas pagal formulg:

2 (x—x)y-y)
Y2 =0T (v -3y

Correl(X T =

2.7)

(2.8)

(2.9)

(2.10)

Duomenys apdoroti MS Excel programa ir pateikti kaip 2—-3 matavimy vidurkiai +/- SN.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Laboratoriniai fermentacijos bandymai

Skyriuje aptariami rezultatai, gauti iSbandzius 4 skirtingas lipazes ir jy miSinius, esant skirtin-
giems parametrams. Bandymai buvo vykdomi su gliukozés sirupu DE 28 (krakmolo hidrolizatu),
gautu 18 AB ,,Amilina“ sirupy cecho, pries jvedant j jj filtruojamumo fermentus. Pirmiausia buvo
norima i$siaiskinti gamyboje naudojamos lizofosfolipazés lipidy skaidymo produktus ir jy jtakg pro-
dukto grynumui. Toliau buvo siekama rasti lipaziy miSinj, kurio metu susidaro maziausio tirpumo
lipidy skilimo produktai ir jj optimizuoti, todél buvo vykdomi laboratoriniai bandymai. Jy metu buvo
koreguojami lipaziy kiekiai, lipaziy miSiniai ir pH. Fermentacijos trukmé visais atvejais buvo 24 va-
landos, o fermento inaktyvacija vyko pH koreguojant iki 2 su 2N HCl ir pakaitinant sirupg 50 s iki 80
°C. Visiems méginiams buvo atlikta modifikuota Blight ir Dyer lipidy ekstrakcija, po jos méginiai

buvo praleisti per HPLC sistemg su CAD detektoriumi.

3.1.1 Bandymai su gamyboje naudojama lizofosfolipaze
D¢l ymonei priklausancios konfidencialios informacijos apie gliukozés sirupy gamybos tech-
nologija $io fermento tikslus pavadinimas néra jvardytas. F1 yra lizofosfolipazé, gerinanti filtruoja-
mumag gliukozés sirupo gamybos technologijoje. Bandymy metu nustatyti Sio fermento lipidy skilimo
produktai. Fermentacijos metu dozuotas F1 kiekis — 171 uL/L sirupo, o temperatira (60 °C) ir pH
(4,5-4,7) islaikyti tokie patys, kaip ir sirupo gamybos metu ceche.

Pradiniame méginyje (0 min, be F1) LPL kiekis buvo 78 %, FFA 11 %, PL 2%. Po 24 valandy
LPL kiekis sumazéjo iki 7 %, FFA iSaugo iki 69 %, PL susidaré 25 % (zr. 3.1 pav.). Rezultatai po 24
valandy fermentacijos parodg¢, jog lizofosfolipazé hidrolizuoja lipidus, nes FFA kiekis padidéjo 6 kar-
tus, kas yra gerai, nes tai yra mazesnio tirpumo junginiai, todél jie yra sulaikomi membranose ir ne-
patenka j galutinj produkty. Taciau drauge didéja ir PL Kiekis. PL pasizymi geromis emulsinémis
savybémis, kas §iuo atveju yra nenaudinga, nes bitent Sie dariniai padidina hidrofobiniy junginiy tir-
puma, sudaro miceles ir kemsa ultrafiltracijos membranas, taip stabdydami filtracijos process ir blo-
gindami produkto grynuma. PL susidaryma gali lemti atvirkstiné esterifikacijos (acilinimo) reakcija,
kurios metu LPL reaguojant su FFA susidaro PL, kai reakcija katalizuojama PLAZ2 [14]. Gali biiti, jog
gamyboje naudojama lizofosfolipazé turi dalinj PLA2 aktyvuma.
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Isitikinta, kad fermento veiksmingumo nustatymui pakanka 24 valandy fermentacijos, nes po
48 valandy zymesnio skirtumo nepastebéta, todél tolimesni tyrimai buvo vykdomi iSlaikant fermen-
tacijg 24 valandas.
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Fermentacijos trukmeé

3.1 pav. Krakmolo hidrolizato lipidy profilio kitimas laike vykdant fermentacija su F1, salygos: pH 4,5-4,7,
60 °C, 171 pL/L

Toliau buvo vykdomi bandymai su F1, tik buvo kei¢iamas terpés pH ir fermento dozé. Po
cukrinimo etapo sirupo pH svyruoja nuo 4,5 iki 4,7. Toks pH palaikomas, kad optimaliai veikty cuk-
rinimo fermentai. Sio eksperimento metu naudojant 1M NaOH tirpala méginio pH buvo privestas iKi
5,5, o fermento dozé buvo 342 uL/L sirupo. Toks pH palankesnis daugumai lipaziy. Nustatyta, kad
praéjus 24 valandoms nuo fermentacijos pradzios palyginamajame méginyje — sirupe, kurio pH 4,7
(zr. 3.2 pav) — FFA kiekis nuo 28 % iSaugo iki 84 %, o aukstesnio pH méginyje — iki 83 %. Nors
fermento kiekis buvo dvigubai didesnis nei pries tai darytame bandyme, reakcijos metu vis vien susi-
daré PL, jy kiekis sieké 6 % masés nuo suminio lipidy kiekio. Fermento aktyvumui pH pokytis reiks-
mingos jtakos neturéjo, taciau fermento kiekio didinimas 1émé spartesnj reakcijos vyksma. Tolimesni

bandymai buvo vykdomi su padidintu fermento F1 kiekiu (342 pL/L) ir su 4,7 ir 5,5 pH.
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3.2 pav. Krakmolo hidrolizato lipidy sudétis po 24 valandy fermentacijos su F1 (342 uL/L), 60 °C
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3.1.2 Bandymai su F1 ir kitomis lipazémis
Pries tai aptartuose bandymuose buvo pastebéta, jog lizofosfolipazé F1 galutinai nesuskaido
LPL, bet tuo paciu dar ir pagamina PL, kaip manoma dél esterifkacijos reakcijos. Abu $ie junginiai
yra tirpas vandenyje ir ultrafiltracijos metu jiec nebuty sulaikomi retentate, o patekty j galutinj pro-
dukta, todél buvo nuspresta iSbandyti 3 skirtingus fermenty miSinius, kurie leisty visiSkai sumazinti

LPL ir PL kiekius. Rezultatai apibendrinti 3.1 lenteléje.

Pirmieji bandymai atlikti su Lecitase Ultra, kuri veikia kaip PLA1, t.y. hidrolizuoja fosfolipidy
esterines jungtis 1 padétyje, taip susidarant 2-acil-lizofosfolipidams ir FFA. Siam fermentui tinkamas
pH yra iki 6, F1 tai néra optimalus pH, bet jis patenka j fermento veikimo ribas [50]. Fermento Leci-
tase Ultra dozé buvo 80 pL/L sirupo, 0 F1 342 uL/L sirupo. Nuo reakcijos pradzios LPL kiekis su-
mazéjo 8 kartus prie pH 5,5 ir 6 kartus prie pH 4,7. FFA kiekis iSaugo 3 kartus prie 5,5 pH ir 4,7 pH.
Svarbiausias pastebétas dalykas isbandant §j fermenty misinj buvo tai, jog po 24 valandy fermentaci-
jos prie pH 5,5 visiskai nesusidaré PL, taip pat ir méginyje, kurio pH buvo 4,7, PL kiekis sieké tik 4
% nuo suminio lipidy kiekio (Zr. 3.1 lentelé). Sirupe, kurio pH buvo 5,5, liko daugiau nei 90 %

vandenyje blogai tirpstan¢iy FFA, o likusig dalj sudaré tirpas LPL.

Kitas iShandytas fermentas buvo koncentruota lipazé, triacilglicerolio acilhidrolazé Vilzim
LIP. Parametrai buvo i$laikyti tokie pat, kaip ir pries tai darytuose bandymuose (60 °C ir 4,7-5,5 pH).
F1 dozé buvo 342 uL/L, o Vilzim LIP 30 pL/L. Temperatiiros vertés Siam fermentui svyruoja nuo 25
iki 75 laipsniy, taciau palankiausia temperatiira yra 37-50 °C. Pagal gamintojo specifikacija, $i kon-
centruota lipazé nattiralius lipidus turéty skaidyti j FFA [40], pagal gautus rezultatus (Zr. 3.1 lentelé)
FFA kiekis iSaugo 4 kartus esant 4,7 pH, ir 3 kartus esant 5,5 pH. Esant skirtingiems terpés pH, abie-
juose méginiuose po 24 valandy fermentacijos susidaré PL. Esant pH 5,5 PL kiekis buvo 1,5 karto
didesnis nei méginyje kurio pH buvo 4,7. Vilzim LIP optimalus veikimo pH yra 7,5-8,5, todél $iuo
atveju 5,5 pH buvo artimesnis optimumo taskui, ir visgi tiek FFA, tick PL susidarymo atzvilgiu gautas
priesingas efektas, kai zemesniame pH lipazé suveiké kiek efektyviau. LPL kiekis abiem atvejais su-
mazejo 8 kartus. Lyginant su pries tai iSbandytu fermenty misiniu, triacilglicerolio acilhidrolaze jver-
tinta kaip maziau tinkama lipazé gliukozés sirupo filtruojamumo gerinimui, nes bandymo metu susi-
daré daugiau PL, taip pat fermentas prie $iy parametry pilnai nevykdé reakcijos, nors jie ir patenka j

fermento veikimo ribas.

Paskutinis fermenty miSinys buvo F1 ir LIPOMOD. I$laikytos salygos: 60 °C ir 5,5 pH. LI-

POMOD turi esterazinj ir lipazinj aktyvuma. Lipazés ir esterazés hidrolizuoja TG, atpalaiduodamos

45



FFA. Fermentas veikia tiek trumpo, vidutinio ir ilgo ilgio riebaly ragstis, skeldamas jas visose trijose
pozicijose. Fermentas daugiausia naudojamas kiausinio baltymo putojimo gerinimui, taciau yra tin-
kamas ir bendrai riebaly hidrolizei [50]. Optimalus pH $io fermento veikimui yra 5,5, todél bandymai
buvo atlikti tik esant Siam pH. Rekomenduojamas temperatiiros intervalas — nuo 40 iki 55 laipsniy,
taciau visais optimizavimo atvejais temperatira buvo islaikoma 60 °C, nes tai optimali temperatiira

kitiems sirupo gamybos ir gryninimo etapams.

Pagal gautus rezultatus matyti, jog galutiniame fermentacijos taske susidaré 14 % PL. LPL
kiekis nuo fermentacijos pradzios sumazéjo tik 1,9 karto, o FFA atsipalaidavo nuo 8 % pries fermen-
tacijg iki 40 %. D¢l tokio mazo konversijos laipsnio fermentas nustatytas kaip netinkamas, taip pat
susidaré ir nepageidaujamieji PL. Tai reiskia, kad méginyje po fermentacijos liko daugiau tirpiy lipidy

nei netirpiy, kas ultrafiltracijos metu neleisty i$valyti produkto.

3.1 lentelé. Fermentacijos optimizavimo lipidy profilio rezultatai su skirtingais fermenty misiniais po 24 va-

landy fermentacijos, n=4

Fermenty mi- | Fermenty do- | pH LPL masés % nuo su- | FFA masés % | PL masés %
Sinys z€s minio lipidy kiekio NUO  sUMINIo | NUO  suminio
lipidy kiekio | lipidy kiekio
F1 su Lecitase | 342 uL/L ir 80 4.7 12,3+0,1 83,9+0.,8 3,9+0,9
Ultra ul/L
342 uL/L ir 80 55 8,7+1,0 91,3+1,0 0,0+0,0
uL/L
F1 su Vilzim 342 uL/Lir 30 4,7 10,0+£2,0 70,7+£2,0 19,3+3,0
LIP uL/L
342 uL/L ir 30 5,5 9,9+1,0 63,0+ 1,0 27,1+1,0
uL/L
F1 su LIPO- 342 uL/Lir 20 5,5 46,0+ 2,0 39,7+ 6,0 13,6 £4,0
MOD mg/kg

Apibendrinus tyrimus nuspresta, kad tinkamiausias misinys sirupo filtruojamumo savybiy geri-
nimui yra Lecitase Ultra ir F1. Todél tolimesni didesnés apimties technologiniai bandymai buvo vyk-
domi su F1 342 uL/L doze ir Lecitase Ultra 80 puL/L, esant 60 °C ir 5,5 pH, nes tik su Siuo fermenty
miSiniu galutiniame fermentacijos taske nesusidaré vandenyje tirpiy PL, 0 lipidy konversija, t.y. LPL

suskaidymas ir FFA kiekio iSaugimas, buvo didziausias.
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3.2. Technologiniai bandymai
Fermentacija su parinktu fermenty misiniu ir nustatytomis saglygomis buvo atlickama su 25 L
sirupo. Po fermentacijos, patikrinus sirupo filtruojamuma toliau aprasytais CST ir centrifuginiu testais
bei jsitikinus lipidy konversija HPLC metodu, sirupas buvo filtruojamas pilotiniu ultrafiltracijos
stendu. Palyginimui buvo atlikta ultrafiltracija ir su gamybos sglygomis fermentuotu krakmolo hidro-

lizatu.

3.2.1 Preliminarus sirupo paruoSimo filtravimui jvertinimas

CST testas leidzia jvertinti gliukozés sirupo paruosSimg filtravimui. Gliukozeés sirupo gamybos
Jmoneése nustatyta, kad CST verté gerai koreliuoja su filtracijos grei¢iu: kuo mazesnis CST, tuo spar-
tesné filtracija. Todél ir Sio projekto technologiniuose bandymuose $is testas buvo atliktas tam, jog
jsitikintume, ar tikrai fermenty misinys yra veiksmingas ir leidzia tikétis pakankamai sparcios filtra-
cijos. Buvo matuojamas 3 méginiy CST: pradinio (be fermenty misinio), praéjus 5 ir 22 valandoms
po fermenty sudozavimo ir lyginama su gamybos sglygomis fermentuojamu sirupu (Zr. 3.2 lentel¢).
Pradinio méginio CST trukmé buvo 1072 s, po 5 valandy 193 s, o po 22 valandy 271 s. Sie rezultatai
parodo, kad fermenty miSinys yra veiksmingas ir hidrolizuoja méginyje esancius lipidus. Pradinio
méginio (be fermenty) CST truko ilgiausiai, nes lipidai nepradéti skaidyti ir méginys sunkiai difun-
duoja filtriniu popieriumi. Po 5 valandy laikas sumaZzéjo 5 kartus lyginant su pradiniu méginiu, nes
fermentai jau pradéje hidrolizinti riebalus. Méginio, kurio fermentacija truko 22 valandas, CST
trukmé buvo 1,5 karto ilgesné nei meéginio po 5 valandy fermentacijos, nors turéty biti trumpesné. Sis
skirtumas galéjo atsirasti dél to, jog méginys prie§ analiz¢ atvéso (matuojant CST temperatiira turi
biti 60 °C), o jj pasildzius vandens voneléje méginio savybés Siek tiek pakito ir difuzija popieriumi
sulétéjo. Lyginant gamyboje gautg ir eksperimentinéje fermentacijoje paruostg sirupus, matoma, jog
laboratoriniuose bandymuose parinktas lipaziy miSinys jau po 5 valandy geriau suskaidé lipidus, nei

gamyboje naudojamas filtruojamumo fermenty miSinys po 8 valandy.
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3.2. lentelé. Sirupo paruosimo filtravimui modifikuotos ir gamybinés fermentacijos preliminaraus jvertinimo

duomenys

Méginys Trukmé nuo filtruoja- CST, sekundés | Nuosédos, ml Riebalai, ml

mumo fermenty sudé-

jimo
Modifikuota 0 min 1072 3 -
fermentacija 5 val 193 2 0,5

22 val 271 2 1

Gamyboje 8 val 464 2 0,5
naudojama 18 val 215 2 0,5
fermentacija

CST testas patvirtino, kad parinktas fermenty miSinys vykdo lipidy skaidyma spar¢iau, nei

gamyboje naudojamas filtruojamumo fermenty misinys.

3.2.2 Centrifuginis testas

Sedimentacijos ir separacijos procesams jvertinti atliktas centrifuginis testas. Teigiamas Sio
testo rezultatas — gerai atsiskiriantys (iSplaukiantys j pavirsiy) lipidai, pa-
lyginti kietas jy sluoksnis — leidzia daryti prielaida, kad ultrafiltracija
_ vyks gerai. Pradiniame méginyje (be filtruojamumo fermenty) po centri-
fugavimo pastebéta tik sedimentacija, susidarusiy nuosédy kiekis sieké 3
ml. Atlikus §j testg po 5 valandy modifikuotos fermentacijos, pastebétas
sedimentacijos ir lipidy separacijos procesas, tie patys procesai nustatyti
ir gamybiniame méginyje praéjus 8 valandoms po fermenty sudéjimo (Zr.
3.2 lentelé). Optimizuotos fermentacijos méginyje, po 22 valandy, nuo-
sédy kiekis sieké 2 ml, o iSplauke j virSy lipidai sudaré 1 ml tario (Zr. 3.3

pav.), kai tuo tarpu gamybiniame méginyje po 18 valandy nebuvo paki-

timy lyginant su ankstesniu méginiu.

3.3 pav. Kairéje puséje pradinis krakmolo hidrolizato méginys, kuriame nematyti separacijos proceso, desinéje

puséje méginys po 22 valandy modifikuotos fermentacijos ir matomi j virSy iSplauke lipidai.

3.2.3. Sacharidy sudéties jvertinimas
SEC analizé naudota gamybiniy ir modifikuotos fermentacijos nevalyty krakmolo hidrolizaty
ir permeaty sacharidy sudéties jvertinimui. Analizés metu buvo siekiama i$siaiskinti, ar filtruojamuma
gerinantys fermenty miSiniai turi jtakos didelés molekulinés masés sacharidy sulaikymui membra-

nose.
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3.4 paveiksle akivaizdziai matyti, jog tieck gamybiniy, tiek optimizuotos fermentacijos ir UF
permeaty sacharidy molekuliniy masiy pasiskirstymas sutampa. Sie rezultatai parodo, jog ir gamyboje
naudojami filtruojamumo fermentai, ir pusiau gamybinés apimties bandymuose naudoti fermentai ne-
turi jtakos cukrinimo etapo krakmolo hidrolizatams. Cukrinimo metu susidar¢ sacharidai yra tirpios
vandenyje medZziagos, ir jy molekuliné masé tokia, kad membrany poros jy nesulaiko ir jie patenka j

permeata.
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3.4 pav. Modifikuotos ir gamybinés fermentacijos nevalyty krakmolo hidrolizaty ir UF permeaty sacharidy
molekulinés masés pasiskirstymas (D — nevalytas krakmolo hidrolizatas po 22 valandy modifikuotos fermen-
tacijos, dd — modifikuotos fermentacijos UF permeatas, B — nevalytas gamybinis krakmolo hidrolizatas po

fermentacijos, bb — gamybinis UF permeatas)

3.2.4 Lipidy sudéties nustatymas
HPLC lipidy analizé atlikta méginiams po 24 valandy modifikuotos fermentacijos su optimi-
zuotu fermenty misiniu (F1 ir Lecitase Ultra) (C ir D méginiai). Kontroliniai méginiai buvo gliukozés
sirupai po cukrinimo stadijos gamyboje su standartiniais filtruojamumg gerinanciais fermentais (A ir

B méginiai). Méginiai buvo gauti 1§ AB ,,Amilina* sirupy cecho.

o ™
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mPL
40%

20% = FFA
0% LPL

Masés % nuo
suminio lipidy kiekio

Meéginiai

3.5 pav. Krakmolo hidrolizato lipidy kiekis masés % po modifikuotos (C, D) ir gamybinés (A, B) fermentaci-

jos su filtruojamuma gerinanciais fermentais
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Kontroliniuose A ir B méginiuose matyti susidare PL, jy kiekis masés % vidutiniskai sieke 23
% nuo visy méginyje esanciy lipidy. C ir D méginiuose PL nenustatyta, tirpiyjy LPL kiekis abiejuose
méginiuose buvo 6 %, t.y. 3,8 karto maziau nei A ir B méginiuose (Zr. 3.5 pav). FFA atsipalaidavo po
94 % ir C, ir D méginyje, t.y. 1,5 karto daugiau nei A ir B méginyje. C ir D méginiy rezultatai atitinka
laboratoriniy optimizacijos bandymy rezultatus (F1 ir Lecitase Ultra, 60 °C, pH 5,5), koreliacijos ko-

eficientas 0,9.

3.3 Technologiniai ultrafiltracijos bandymai

Ultrafiltracijos tyrimai atlikti su PCI Micro Pilot Plant stendu ir FP 200 vamzdelinémis polime-
rinémis membranomis. Visos bandymo salygos taikytos tokios, kad biity kuo panasesnés j gamyboje
vykdoma ultrafiltracija. Visi ultrafiltracijos bandymai ir parametrai surasyti 3.3 lenteléje. Sirupas DE
95 naudotas pasiruo$imo darbams, t.y. membrany uzneSimui, kad rezultatai biity kuo patikimesni, nes
pastebéta, kad naujy membrany efektyvumas pirmuosiuose darbo-plovimo cikluose stipriai skiriasi
lyginant su vélesniais ciklais. UF visy bandymy metu buvo vykdoma prie 60 °C, recirkuliacinis srautas
1400-1430 I/h, TMP UF metu 4 bar, plovimo metu 2 bar. MaZesnis slégis plovimo metu uZztikrina
geresnj membrany i$sivalyma. Linijinis greitis svyravo nuo 3,00 iki 3,30 m/s. Vidutinis permeato
srautas skirtinguose bandymuose svyravo nuo 38 iki 64 LHM. Tokiam nemazam skirtumui jtakos
galéjo turéti krakmolo hidrolizato savybés, sausy medziagy koncentracija ir pan. Retentato sukoncent-
ravimo faktorius filtravimo metu budavo nedidelis (< 2). Buvo tikrinama, kad prie§ kiekvieng ban-
dyma vandens srautas biity panaSus — tai leidZia uztikrinti kuo panasesnj membrany atplovima, kad

Sis neturéty itakos rezultatams.
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3.3 lentelé. Projekto metu atlikty ultrafiltracijos bandymy parametry suvestiné

. @l 5 5 c )
n o .E c [ © 1 8 = St
£ g g g | 22 |22 |E| e85 | £
s, g < = 4 = 2 N R S
S 5§ £ S S S S - gl 2of g s
S ) 3 < 5 GE) & g 7] ¥ ;E oS =
& & = 5 8 ES | Es |&| £8 g
= x ¢ ol o - =
CIP su H:0 25 1405 8,90 353 2 3,18 25
UF 165 1429 1,08 43 4 3,24 60
DE95 | CIPsu
NaClO 40 1413 7,03 280 2 3,20 25
CIPsu
NaHSOs 30 1428 13,23 526 2 3,23 25
CIP su H:0 40 1434 11,03 428 2 3,25 25
A UF 206 1413 0,90 36 4 3,20 60
CIP su
NaClO 90 1440 10,40 413 2 3,26 25
CIP su H,0 12 1419 12,31 49 2 3,21 25
UF 180 1417 1,30 50 4 3,21 60
B
su NaClO 60 1405 6,75 268 2 3,18 25
CIP su
NaHSOs 60 1430 10,59 421 2 3,24 25
CIP su H,0O 5 1420 18, 67 742 2 3,22 25
UF 170 1421 1,60 64 4 3,22 60
C
CIP su
NaClO 60 1416 8,32 331 2 3,21 25
su NaHSO; 40 1359 15,27 607 4 3,08 25
CIP su H,O 7 1428 21,78 866 2 3,23 25
UF 164 1425 0,95 38 4 3,23 60
D CIP su
NaClO 80 1430 7,62 302 2 3,24 25
CIP su
NaHSO3 60 1416 12,42 494 2 3,21 25
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3.3.1 Filtracijos produkty tyrimai
3.3.1.1 Spektrofotometriniai tyrimai ir elementiné analizé
Tyrimy rezultatai apibendrinti 3.4 lenteléje. Sviesos sugertis ties 280 nm banga leidzia jvertinti
tirpiy baltymy kiekj. Lygiagre¢iai baltymy kiekis vertintas ir matuojant azoto kiekj méginiuose. Sis
metodas leidzia jvertinti bendra baltymy (tiek tirpiy, tiek ir netirpiy) koncentracija. Visgi méginiuose
esant nemazam kiekiui kity azoto turin¢iy junginiy (Siuo atveju fosfocholiny), reikia papildomy skai-
¢iavimy. Fosfocholiny ir jy turimo azoto kiekis buvo jvertintas pagal fosforo matavimus ir baltymy

koncentracijos skai¢iavimuose atimtas i§ pamatuoto bendrojo azoto kiekio.

Baltymy Salinimo efektyvumo pagal azoto matavimus rezultatai silpnai koreliuoja su spekt-
rofotometriniais duomenimis, koreliacijos koeficientas 0,4. Efektyvumas pagal spektrofotometrinius
matavimus mazesnis, NS greiciausiai tirpiyjy baltymy Salinama maziau nei netirpiy, kuriy kiekis i-
vertintas pagal azoto kiekj (zr. 3. priedas). Galima pastebéti, kad po modifikuotos fermentacijos tirpiy
baltymy buvo pasalinta kiek daugiau, nei po standartinés fermentacijos, taciau skirtumas néra reiks-

mingas dél didelio duomeny i$sibarstymo lygiagreciuose bandymuose.

Dar pagal gautus rezultatus galime apibendrinti, kad fermenty misinio pakeitimas neturi jtakos
baltymy Salinimui. Baltymy Salinimo efektyvumo rezultatai rodo, jog tick gamybiniuose, tiek modi-
fikuotos fermentacijos bandiniuose $alinimas yra panasaus lygio (bendro baltymy kiekio $alinimo e-
fektyvumo vidurkiy skirtumas tarp gamybiniy ir pusiau gamybiniy fermentacijy bandiniy siekia tik 5
%).

Sviesos sugertis ties 260 nm i§ dalies siejama su lipidy kiekiu, tagiau $io bangos ilgio spindu-
livote sugeria ir Kiti junginiai, pvz., nukleortgstys. Todél tegalima teigti, kad po ultrafiltracijos siru-
puose lieka nemazai $iy junginiy (jy $alinimo efektyvumas apie 20-25% tiek su gamybiniu, tiek su
modifikuotuoju fermenty misiniu). Sviesos sugertis ties 320 nm leidzia jvertinti fenoliniy ir kity aro-
matiniy junginiy kiekius. Jie turi jtakos sirupy spalvos atsiradimui sandéliuojant. Taciau matavimy
rezultatai rodo, kad ultrafiltracija neleidzia jy efektyviai pasalinti. Pastebétas kiek geresnis jy $alinimo
efektyvumas po modifikuotosios fermentacijos, taciau didelis duomeny i$sibarstymas Vvisgi neleidzia

daryti aiSkios iSvados.
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3.4 lentelé. Spektrofotometriniy tyrimy, fosforo ir baltymy Salinimo ultrafiltracijoje rezultatai

Sviesos sugerties sumaZéjimas®, | Fosforo §ali- | Baltymy 3ali-
% nimo UF nimo UF
260 nm 280 nm 320 nm g/fektyvumas, gfektyvumas,
() 0

Gamybine | A 18 16 14 1 63
fermentacija | B 37 32 25 1 57
Modifikuota | C 21 29 25 -10 68
fermentacija | D 27 39 53 -9 45

*lyginama $viesos sugertis UF permeate ir atitinkamame méginyje prie§ UF, nuskaidrinus jj 0,45 um membraniniu
filtru.

Fosforo Salinimui naudojami filtruojamumo fermentai jtakos neturi, nes efektyvumas gamy-
biniuose méginiuose sieké 1 %, o modifikuotos fermentacijos bandymuose fosforo po ultrafiltracijos
netgi padaugéjo. I§ dalies tai galima paaiskinti matavimy paklaida, taciau tai gali bati ir dél to, kad
permeatuose didziausiaja dalj fosforo nesa GPC, kuris atsipalaiduoja skylant LPC bei PC ir kuris yra
tirpus ir membranos jo nesulaiko UF metu. Kadangi modifikuotoje fermentacijoje gerokai maZziau
LPC ir PC likué¢iy nei gamybinéje, vadinasi, buvo gauta daugiau GPC, ir dél to permeaty fosforo

Kiekis sausosiose medziagose galéjo padidéti.

3.3.1.2 Masiy spektrometrija

Pusiau kiekybinis lipidy junginiy jvertinimas UF permeatuose atliktas su masiy spektrometru
Thermo LTQ XL, nes permeatuose lipidy koncentracija sumaz¢jo tikstanciais karty lyginant su neva-
lytais krakmolo hidrolizaty méginiais, ir HPLC CAD detektoriaus signalas yra per silpnas siy junginiy
aptikimui. FFA nustatymui naudota neigiama jonizacija, o LPC ir PC junginiy identifikavimui — tei-
giama. Atskiry lipidy junginiy, o ne jy grupiy rezultatai pateikti 3. priede. 3.5 lenteléje pateikti api-
bendrinti lipidy grupiy rezultatai santykiniais vienetais, kurie leidzia tarpusavyje lyginti vienos grupés
lipidy kiekius, tadiau neleidzia jvertinti skirtingy grupiy lipidy tarpusavyje. Todél UF efektyvumo
skirtingoms fermentacijoms palyginimui 3.6 lenteléje suskai¢iuota, kuri dalis atitinkamos grupés li-
pidy vidutiniskai yra modifikuotos fermentacijos permeatuose lyginant su standartinés fermentacijos

permeatais.

3.5 lentelé. Gamybinés (aa, bb) ir modifikuotos (cc, dd) fermentacijos permeaty lipidy pusiau Kiekybinés
MS/MS analizés rezultatai (n=4)

LPC, santyk. plot vnt.
aa |1,2*10"+5,6*10°
bb |4,7*10°%+44*10°

FFA, santyk. plot vnt.
4,1*10*+2.2 * 10*
8,1*104+8,2*10°

PC, santyk. plot vnt.
2,1*10°+ 8,6 * 10*
8,2*104+2,1*10
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cc |25*106+2.8*10° 3,5*10%+ 4,9 * 102 7,8*10%+ 3,0 * 10°
dd |[4,1*10%+1,3*10° 34*10°+2.4 * 10? 54*10°+ 1,0 * 10°

Matome, kad modifikuotos fermentacijos permeatai po ultrafiltracijos proceso liko gerokai
Svaresni lyginant su gamybiniais permeatais: juose apie 20 karty maziau FFA ir PL ir apie 2 kartus

maziau LPC (Zr. 3.5 lentelé).

3.6 lentelé. Lipidy kiekiy palyginimas UF permeatuose po gamybinés ir modifikuotos fermentacijos (lipidy

kiekis modifikuotos fermentacijos permeatuose % nuo standartinés fermentacijos permeaty)

Lipidy grupé Lipidy %
LPC 40
FFA 6

PC 5

3.3.1.3 Produkto putojimo tyrimai
Kad bty jvertinta filtruojamumo fermenty jtaka méginio putojimui, ultrafiltracijoje gautiems
permeatams buvo nustatytas putojamumas. Kiekvieno méginio atlikta po 3 lygiagre¢ius matavimus.

3.7 lentelé. Putojamumo ir putos stabilumo rezultatai gamybiniuose ir modifikuotos fermentacijos permea-
tuose, n=3

Putojamumas %
rrl];)i’rr]lmo pradzia, 0 Po30 min | Po 60 min | Po 90 min
aa 48 33 25 10
bb 44 20 12 0
cc 33 7 - -
dd 13 - - -
Putos stabilumas, %
Po 30 min Po 60 min Po 90 min

aa -40 -84 -

bb -10 -66 -

cc -86 - -

dd - - -

Tyrimo pradzioje (0 min), tuoj po suplakimo dispergatoriumi, gamybiniy permeaty putoja-
mumo vidurkis yra 2 kartus didesnis uz modifikuotos fermentacijos permeaty putojamumag (Zr. 3.7

lentelé). Gamybinio ir modifikuotos fermentacijos permeato putojimg iSkart po maiSymo vizualiai
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galima jvertinti 3.6 paveiksle. Putos stabilumu ryskiai i$siskyré gamybinés fermentacijos permeatai,
puta buvo vis dar stabili praéjus valandai po maiSymo, kai tuo tarpu modifikuotos fermentacijos per-
meate (cc) putos nebeliko po 37 minuc¢iy, o modifikuotos fermentacijos permeate (dd) jau po 10 mi-
nuéiy. Siuos putojimo skirtumus galima paaiskinti permeaty sudéties tyrimy rezultatais, Kuriuose nus-
tatyta, jog produktuose po modifikuotos fermentacijos licka zZymiai maziau PL. Kadangi tirpiy bal-
tymy abiejy fermentacijy permeatuose liko panasiai, matyt, sirupy putojimui didesnés jtakos turi ne

baltymai, o fosfolipidai arba visas skirtingy klasiy PAM kompleksas.

3.6 pav. Kair¢je, modifikuotos fermentacijos permeato cc putojimas, desinéje gamybinés fermentacijos per-

meato aa putojimas iskart po suplakimo
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4. REKOMENDACIJOS

Maziausias diacilfosfolipidy kiekis gautas vykdant krakmolo hidrolizato fermentacijg su li-
zofosfolipaze ir lipaze PLA1, palaikant 60 °C temperatiirg ir 5,5 pH. Principiné aparatiiriné schema

pavaizduota 4.1 paveiksle.

Lipidy fermentiné hidrolizé prasideda krakmolo hidrolizatui (gliukozés sirupui) atitekéjus 1§
skystinimo zonos j cukrinimo talpas (nuo TO1 iki T06), pasibaigus cukrinimo etapui. Reagenty kiekiai
ir parametry vertés apskai¢iuotos esant 30 m*/h sirupo gamybos nasumui. Fermentai lizofosfolipazé
(10,26 L/h) ir lipazé PLA1 (2,4 L/h) dozuojami i§ fermenty konteineriy talpy (atitinkamai FKOI ir
FKO02) pumpuojant siurbliams P02 ir PO3. Fermenty talpos FK03 ir FK04 su siurbliais P04 ir P05 yra
skirtos cukrinimo ir kitiems filtruojamumo fermentams. | visas cukrinimo talpas automatiskai dozuo-
jami NaOH ir HCI reagentai, kurie palaiko reikiamg fermentacijos 5,5 pH. Po 24 valandy fermentaci-
jos krakmolo hidrolizatas i§ talpy (TO1 — T06) atitinkamai pumpuojant siurbliams P06 arba P07 ke-
liauja per SO1 $ilumokaitj, i§ kur patenka j 16 m® tarpine talpg TTO1. I§ TTO1 talpos pumpuojant P08
siurbliui fermentuotas krakmolo hidrolizatas keliauja | padavimo j membranas talpas (PMTO1 —
PMTO04). I8 Siy talpy hidrolizatas siurbliais (P15 —P18) teka j} membrany stendus (MS01 — MS04).
Visy keturiy membrany stendy membrany pavirsiaus plotas sudaro 853 m?, o stendo vidutinis sirupo
srautas — 10,7 m%h. Maksimalus siurbliy recirkuliacinis nasumas — 2000 m%h. Silumokai&iai (S02 —
S05) palaiko 60 °C temperatiira, reikalingg ultrafiltracijos procesui. Atitinkamai i§ kievieno memb-
rany stendo permeatas teka j tarpines talpas TTO02 ir TTO3, i$ kuriy siurbliu P20 keliauja j kit rafina-
vimo etapa. Trijuose membrany stenduose nuolatos vyksta ultrafiltracijos procesas, o vienas stendas
biina plovimo rezime. Ciklas susideda i$ darbinio rezimo (16,5 h) ir CIP (5,3 h), todél bendra jo trukmé
— 21,8 h. Vieno stendo isskalavimui nuo sirupo (vadinamajai diafiltracijai) pries CIP reikia 7 m®van-
dens. Jis paduodamas j plaunamo stendo PMT ir MS, kuriuose vyksta vandens cirkuliacija. Diafiltra-
cijos metu surinktas permeatas (saldieji vandenys) grazinami j cukrinimo etapa, taip iSvengiant sirupo
nuostoliy. Po diafiltracijos i§ PMT ir MS nudrenuojamas likes vadinamasis diaretentatas, kuris P19
siurbliu nuvedamas j atliekas. CIPO1 ir CIP02 CIP reagenty talpose paruosiami CIP reagentai. Tam |
Sias talpas prileidziama po 3,3 m® CIP vandens ir atitinkamai 3 L 4 % NaOH ir 4,8 L hipochlorito
tirpalo (kas perskaiciavus visiems 4 stendams sudaro vidutiniSkai 0,5 L/h ir 0,9 L/h atitinkamai). I8
talpy siurbliais P13 ir P14 reagentai transportuojami j plaunamo stendo PMT ir MS. Plovimui pasi-

baigus CIP nuotekos pasalinamos P19 siurbliu ir PMT bei MS isskalaujami 5 m®vandens.
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4.1 pav. Gliukozes sirupo gamybos i§ kvieciy krakmolo cukrinimo ir ultrafiltracijos etapy aparattriné schema
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ISVADOS

1. Laboratoriniuose bandymuose nustatyta, jog naudojant lizofosfolipaze, kuri taikoma pramoningje

sirupo gamyboje, susidaro diacilfosfolipidai, kurie gali turéti jtakos galutinio produkto putojimui.

2. ISbandzius 4 lipaziy mi$inius, maziausio tirpumo lipidy skaidymo produktai gauti optimizavus
lizofosfolipazés F1 ir fosfolipazés A1 Lecitase Ultra fermenty misinj. Optimalios fermenty dozés:
342 uL/L sirupo lizofosfolipazés ir 80 pL/L sirupo Lecitase Ultra; temperatiira — 60 °C ; pH —5,5.

3. Lipaziy mi$inio veiksmingumas patikrintas atliekant didesnés apimties fermentacijos ir ultrafilt-
racijos bandyma:

3.1. Naudojant tiek pramoninj, tiek ir parinktajj fermenty misinj, ultrafiltracijos metu fosforas néra
Salinamas 1§ sirupo. Baltymy $alinimo efektyvumas po modifikuotosios fermentacijos atitiko
gamyboje naudojamo filtruojamumo fermenty misinio efektyvuma, todél galima teigti, kad
parinktos lipazés neturi reikSmingos jtakos baltymy Salinimui.

3.2. Parinktas fermenty miSinys neturi jtakos krakmolo hidrolizei: sacharifikacijos metu susida-
riusiy sacharidy sudétis islieka tokia pati po fermentacijos ir po ultrafiltracijos.

3.3. Ultrafiltracijos permeatai su parinktu filtruojamumo fermenty misiniu buvo $varesni lyginant
su gamybiniais permeatais: juose 20 karty maziau laisvyjy riebaly rugsciy ir diacilfosfolipidy,
2 kartus maziau lizofosfolipidy. Permeatai su parinktu filtruojamumo fermenty misiniu putojo
apie 2 kartus silpniau, o puta iSsilaiké tik iki 30 minuciy, tuo tarpu su gamyboje naudojamu

fermenty miSiniu ji i$silaike ilgiau nei 60 min.
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PADEKOS

Nuosirdziai dékoju AB ,,Amilina“ vadovybei uz suteiktg galimybe¢ atlikti tyrimus jmonés la-
boratorijose, mokslinés tyrimy laboratorijos tyréjams uz patarimus ir pastabas, gliukozés sirupo labo-

ratorijos ir cecho darbuotojams uz méginiy suteikima ir konsultacijas.

UAB ,,Vortogama“ uz ultrafiltracijos stenda, UAB ,,Baltijos enzimai* uz fermentus tyrimams

atlikti.
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PRIEDAI

1. priedas. Ultrafiltracijos metu naudotos FP 200 vamzdelinés polimerinés membranos
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2. priedas. Gamybinés (A, B) ir modifikuotos fermentacijos (C, D) UF permeaty MS / MS rezultatai

A méginio UF permeatas, santyk. pl. vnt.

, 5| 8% <g | 58 |s2Es
] =9 O c — =< é
= cC O
25852232322 11 | 12 | 21 | 22 | via | sN Sf/op'
FFA 477 | 463% | 1.78* | 2.19% | 33*1
oA | - | 2622553 | 079 ot | 1o | e | aor | o
FFA 1.04* | 154* | 1.00* | 3.06* | 7.47
- | 2802|2192 | 079 o | | e | | e
8 5.81* | 6.17% | 1.88% | 2.49% | 4.09% | 2.21*
S £ B
g2a| A 100 | 10t | 10* | 10* | 10* | 10¢ | %7
LPC 253% | 250% | 1.00* | 1.07* | 1.80*
0|+ | 5193|5202 | 123 2 e | e | s | e
LPC 1.39% | 1.39* | 5.40* | 6.00* | 9.80
o |+ | 4953|4964 | 156 27 | e | e | s | e
3w 1.64% | 1.65% | 6.40% | 7.07* | 1.16* | 5.62*
e e .
ga| e | ¥ 10 | 107 | 10° | 108 | 108 | 108 | 2
PC 2.78% | 2.92% | 1.39* | 1.03* | 2.08
O | + | 7816 | 7826 | 1095 P vl vl vl R
PC 1.15% | 1.23* | 6.17% | 6.07* | 9.03
of | + | 7576|7585 | 1145 e | e | e | 10t | 108
PC 1.92 | 1.94* | 8.33* | 8.93* | 9.61
8w 3.35% | 1.72% | 1.59% | 1.60* | 2.07* | 8.60*
ae .
SE| pc | + | 262|283 079 22 | e | s | s | oo | &
. & ﬁ a = E = g g B méginio UF permeatas, santyk. pl. vnt.
3] N @ © =
S8 | S8 SS|Sc|252E : SSP,
SRS 22| A= L1 | 12 | 21 | 22 | Vid | SN | >
FFA 733% | 5.71* | 6.76* | 7.18* | 6.74*
oa | - | 2622553 | 079 Ay il TV vl It
FFA 9.82* | 1.20% | L41* | 1.78* | 1.37*
- | 2802|2192 | 079 vl il Rl It et
§ o 8.31* | 7.00* | 8.17* | 8.96* | 8.11* | 8.17*
& e -
g3 FFA 104 | 104 | 10 | 10¢ | 10¢ | 10% | °
LPC 9.17* | 9.34* | 9.85* | 1.08* | 9.80*
0|+ | 5193|5202 | 123 s | 1o | i | ot | e
LPC 3.44* | 331* | 3.82* | 4.13* | 3.67*
x|+ | 4953|4964 | 156 e e | ne | e | o
8w 436% | 4.24% | 481% | 521* | 4.65% | 4.44*
o E .
Ea|PC | ¢ 10° | 105 | 108 | 10° | 106 | 105 | °
PC 1.86* | 1.88* | 6.81* | 7.90* | 1.30*
U |+ | 7816|7826 | 1095 2| o | e | e | e
PC 4.83* | 5.43* | 2.25% | 1.84* | 3.60
oL | + | 7576 | 7585 | 1145 o | | aoe | 1or | 1o
PC 3.26* | 3.64* | 3.46* | 2.68~ | 3.26%
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fE ec |+ e |t e |G | | 1
% ;gﬂ 'g g g. é g)(\% _§ §§-§ C méginio UF permeatas, sallltyk. pl. vnt. -
S 32| 328 11| 12 | 21 | 22 | vid | SN | O
FP':: - | 2562 | 2553 | 0.79 2'1%73* 3'1%73* 2'150%* 1'1%83* 2'1%63*
| o | o [
e |- s [ [ [ [ |
'if + | 5103|5202 | 1.23 5'17095* 61%1* 517()%* 6'1%75* Gi%%*
PO+ |aos3|asea | 1se | R0 |07 2T LT
o |- s oo o [ | |
iE + | 7816 | 7826 | 1095 7'1%?;* 7'1‘1')23* 11%03* 7'1‘523* 5'17093*
';E + | 7576 | 7585 | 1145 1'1%%* 1'1%2* 1'1%2* 1'1%%* 1'1%2*
';g + | 7336 | 7346 | 1193 1'1%%* 1'1%2* 1'1%2* 1'1%%* 1'1%2*
ég PC | + | 2562|2553 | 079 9'1?6?;* 9'1%23* 3'1%03* 9'1%23* 7'17093* 3'1202* 21
gg% .g g g. é %" % _§ § §§ D méginio UF permeatas, sal-ltyk. pl. vat. -
S| S5 52| a32% 11 | 12 | 21 | 22 | vid | sN | 57
Tl - | 2562 | 2553 | 079 2'13073* 2'1?693* 2'17083* 2'12013* 2'1%‘2*
| e [oma| o [ e
RN 06 | 103 | 108 | i | 108 | a0t | ¢
"LPAC - | 5193|5202 | 123 6'1%53.)* 6,;1‘855 1'1103;* 1'1%96* 8'1%2*
PO - |aos3|asea | ase | Z3| 23T SST ) 45T ST
e | - s [ [ [ [ [ |
iE + | 7816 | 7826 | 1095 1'1%2* 1'1%03* 1'1%03* 1'1%2* 1'1%03*
if + | 7576 | 7585 | 1145 1'1%2* 1'1%03* 1'1%03* 1'1%2* 1'1%03*
ig + | 7336 | 7346 | 11.93 4'1%%* 3'17063* 3'11033* 2'12013* 3'1%33*




PC

Grupiy
suma

256.2

255.3

0.79

5.76*
103

6.62*
103

5.13*
103

4.21*
108

5.43*
103

1.02*
108

3. priedas Spektrofotometrinés ir elementinés analizés rezultatai po gamybinés ir modifikuotos fer-

mentacijos ir ultrafiltracijos

A B C D
A aa B bb C CcC D dd

SM, % (n=2) 27,1+ 24,26 25,77 19,25 27,89 23,08 29,54 24,37

1,2 +0,45 +0,90 +0,54 +0,77 +0,71 +0,14 +0,01
Drumstumas, 1295+0 | 2,5+0,02 | 1267+0 0+0,0 1729+15, | 6,3£0,22 | 1347+2,8 | 0,63+0,02
NTU (n=3) 59 9
s 260 4,58 3,73 3,61 2,26 4,44 3,50 4,57 3,60
§ “g% = 1280 2,42 2,04 2,00 1,36 2,71 1,91 2,79 2,01
n 2= 1390 0,66 0,56 0,51 0,38 0,61 0,46 1,16 0,54
Azotas, ppm, 370+28 | 180+14,1 | 29040 140+14,4 335+7,1 165+7,1 | 350+0,0 220+14,4
(n=2)
Azotas, % 0,037 0,018 0,029 0,014 0,034 0,016 0,035 0,022
Azotas % SM 0,14 0,07 0,11 0,07 0,12 0,07 0,12 0,09
Fosforas, ppm 273+ 241+4,8 | 248+3,4 184+7.5 224141 22240,3 | 299+1,5 270+4,7
(n=2) 15
Fosforas, % 0,0272 | 0,0240 0,0248 0,0184 0,0241 0,0220 0,0299 0,0270
Fosforas % SM 0,100 0,099 0,096 0,096 0,087 0,095 0,101 0,111
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