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SANTRAUKA

Darbo tikslas — istirti vietinése salygose auginamy zirniy (Pisum savitum) genotipus,
atrenkant didziausiu baltymy kiekiu pasizyminCig zaliava ir jvertinti ultragarso jtakag Zirniy
produkty baltyminéms medziagoms, funkcinéms savybéms ir maistinei vertei PRB KF salygose.

Nustatyta, jog zirniy produkty frakcionavimas pagal geometrinius pozymius yra efektyvi
priemoné, siekiant iSgauti didziausiu baltymy kiekiu pasizymincig frakcija: po klasifikavimo
sietais V frakcijoje (@ < 0,5 mm) zirniy produkty baltymy kiekis nustatytas 3,44 % didesnis, nei
| frakcijoje (@ > 2 mm). Eksperimento metu nustatyta reiksminga ultragarsinio poveikio jtaka
zirniy produkty mikrobiologinés tarSos mazinimui: po 60 min. apdorojimo ultragarsu (37 kHz)
bendras mikroorganizmy skaiCius sumazéjo ~5 Kartus. Ultragarsu paveiktuose Zirniy
produktuose prie§ PRB KF bendry baltymy kiekis nustatytas vidutiniSkai 3 % mazesnis, o
tirpiyjy baltymy kiekis 2 % didesnis, nei PRB KF meéginiuose be ultragarsinio apdorojimo.

Vertinant Zirniy produkty antimitybinius faktorius nustatyta, jog PRB KF, lyginant su
kontrole, padidimo zirniy baltymy in vitro virSkinamumg (13 %), 0 proteaziy inhibitoriy
aktyvuma sumazino (5 %), kai tuo tarpu ultragarsinis poveikis analizuojamiems Kriterijams
jtakos neturé¢jo. Pastebéta, jog ultragarsinis apdorojimas PRB KF salygose sumazino proteaziy
aktyvuma 2 kartus, skirtingai nei PRB KF méginiuose be ultragarsinio apdorojimo — proteaziy
aktyvumas didéjo tokiu paciu laipsniu. Nustatyta, kad tiek PRB KF, tiek ultragarsas turéjo
teigiamos jtakos zirniy produkty emulgavimo ir puty sudarymo pajégumui. Taciau geliy,
ruoSiamy i§ ultragarsu apdorotos Zaliavos, susidarymui reikéjo mazesnés baltymy koncentracijos
(10 %), nei be ultragarsinio apdorojimo (12 %). Ultragarsu paveiktuose Zirniy produktuose pries
PRB KF geliy klampumas nustatytas vidutiniskai 3 % didesnis, nei PRB KF méginiuose be
ultragarsinio apdorojimo.

Tokiu budu, atlikti tyrimai jrodo, jog ultragarsinis poveikis galéty buti svarbi technologiné
priemoné siekiant sumazinti fermentuojamos augalinés Zaliavos mikrobiologine tar$g ir pagerinti

baltymy funkcines savybes.
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SUMMARY

The aim of this thesis is to investigate genotypes of peas (Pisum savitum) cultivated in
local conditions by selecting the most protein-rich raw materials and by analysing ultrasound
impact on protein substances in peas, their functional properties and nutrition value under LAB
solid state fermentation conditions.

It was found out that fractioning of pea products on the basis of their geometrical
characteristics is an effective way to obtain the fraction with the highest protein content: in the V
fraction (@ < 0,5 mm) pea products protein content was higher by 3,44 % if compared to the |
fraction (@ > 2 mm). The experiment results show a significant ultrasound impact on the
reduction of microbiologic pollution in pea products: after ultrasound treatment for 60 minutes
(37 kHz), the total count of microorganisms reduced five times. The amount of total protein in
the ultrasound treated LAB solid state fermentation pea products was found to decrease on
average by 3 % and the amount of soluble protein to increase by 2 % comparing to the LAB
solid state fermentation samples that received no ultrasound treatment.

Evaluation the anti-nutritional factors of the pea products helped determine that in
comparison to the control group LAB solid state fermentation has increased digestibility of the
pea proteins in vitro by 13 % and reduced the activity of protease inhibitors by 5 %, whereas the
ultrasound treatment had no significant effect on the analyzed criteria. It was noticed that the
ultrasound treatment unter the LAB solid state conditions has decreased the protease activity by
half, as opposed to the LAB solid state fermentation samples with no ultrasonic exposure, where
the protease activity has been increasing at the same pace. It has also been determined that both
LAB solid state fermentation and the ultrasound treatment had positive effects on the
emulsification and foam formation potentials of the pea products. However, formation of gels
from ultrasonic treated raw materials required a lower protein concentration (10 %) if compared
to LAB solid state fermentation pea samples without ultrasonic treatment (12 %). The average

gel viscosity of the ultrasound treated LAB solid state fermentation pea products has been
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determined to be on average 3 % higher than the viscosity of the LAB solid state fermentation
samples with no ultrasonic exposure.

In this way, the studies suggest that ultrasonic treatment is an important measure in
reducing microbiological contamination of fermented raw materials of vegetable origin and

functional characteristics of proteins.



Santrumpos

BMS — bendras mikroorganizmy skaicius;

KF — kietafazé fermentacija;

KSV - kolonijas sudarantys vienetal,

Ls — Lactobacillus sakei KTU 05-6;

MRS — De Man, Rogosa ir Sharpe mitybin¢ terp¢;
NDS — natriododecilsulfatas;

Pa — Pediococcus acidilactici KTU 05-7;

Pp — Pediococcus pentosaceus KTU 05-9;

PRB — pieno rugsties bakterijos;

PV — proteazinio aktyvumo vienetai;

SDS — PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
S.m. — sausosios medziagos;

TEMED - tetrametiledilendiaminas;

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas;

ULT - ultragarsinis poveikis;

ULT + KF — ultragarsinis poveikis kietafazés fermentacijos salygose.



Ivadas

Pastaraisiais metais keiciantis zmoniy jpro¢iams, gyvenimo biidui, pasauliniu mastu
plintant sveikos gyvensenos idé¢joms, vartotojai vis labiau linksta prie sveiky ir ekologisky
maisto produkty naudojimo. Gamintojai, pardavéjai, o ypa¢ maisto gamybos bei perdirbimo
jmonés privalo imtis atitinkamy veiksmy bei reaguoti j Siuos poky¢ius, nes prieSingu atveju bus
nepajégiis sékmingai konkuruoti ir iSsilaikyti rinkoje. Atsizvelgdamos i Siy dieny vartotojy
poreikiy kaita maisto pramonés jmonés didesnj démesj turéty skirti augaliniy produkty kokybet,
jtraukiant j jy sudétj vietinése sglygose auginamus pupinius augalus, pvz., zirnius.

Zirniai vietos tikininky yra mégiami dél ju nereiklumo dirvai ir klimatinéms salygoms, taip
pat dél to, kad jy auginimas teigiamai veikia dirvos struktiirg. Maisto pramongje Zirniai itin
vertinami dél savo geb¢jimo sukaupti daug vertingy baltymy bei sudétyje turimy naudingy
organizmui maistiniy ir mineraliniy medziagy, angliavandeniy, vitaminy, amino ir riebaly
rigséiy. Zirniuose esan¢ios medziagos yra svarbios lasteliy gyvybingumui, teigiamai veikia
nervy sistema, gerina medziagy apykaitg Igstelése, mazina riebaly bei cholesterolio kiekj
Kraujyje, Salina vir§kinimo metu susikaupusius toksinus, suteikia sotumo pojtj.

Salies maisto pramonés jmonés suinteresuotos perdirbti vieting augaline Zaliava, nes ja
lengviau jsigyti, kontroliuoti kokybg, mazesnés Su zaliavos transportavimu susijos islaidos.
Lietuvos dirvozemio ir klimato sglygos yra palankios zirniy auginimui, taciau jy baltyminés
medziagos i$naudojamos nepakankamai efektyviai. Iki Siol zirniy séklos perdirbamos
konservuoty produkty ir kruopy gamybai, tuo tarpu didzioji jy dalis yra eksportuojama arba
naudojama paSarams.

Nepriklausomai nuo zirniy naudingumo sveikatai, $iy augaly ir jy ingredienty panaudojimo
maiste sekmingumas priklauso nuo Zirniy baltyminiy medziagy funkciniy savybiy, tokiy kaip
tirpumas, klampumas, tekstiira, putojimas ir kt. Kita vertus Siuose augaly produktuose esti
fermenty inhibitoriy, kuriy inaktyvavimas yra aktuali ir sprestina problema. Tarptautinéje
praktikoje, pvz., sojos sékly perdirbimui, taikomi fermentacijos procesai. Fermentacijos procesas
ne tik padeda ilgiau islaikyti maisto produkty kokybe, bet ir leidzia praturtinti produktus
vertingais maistiniais komponentais ir padidinti baltyminiy medZiagy pasisavinamuma.
Analogiskos biopriemonés galéty biiti parinktos ir pritaikytos zirniy baltyminiy medZiagy
funkcionalumo didinimui. Jau pac¢iame Zirniy perdirbimo technologiniame procese buty tikslinga
taikyti malinio frakcionavimo principa, siekiant padidinti gauty produkty pridéting verte ir
nukreipti juos tikslingai tolimesniam bioapdorojimui.

Pastaruoju metu vis didesnis démesys skiriamas sausiesiems baltyminiy medziagy
koncentravimo metodams, kurie yra ekonomiskai pranasesni ir labiau priimtini maisto pramonés

sektoriui. Pasitelkiant fermentacijos procesus zirniy sékly antimitybiniy komponenty mazinimui
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ir jy pasisavinamumo didinimui siektina orientuotis j vietinése sglygose paplitusj ir vartotojui
priimting pieno rugsties bakterijy salygojama fermentacijos procesa. Jo realizavimui tikslinga
iSnaudoti Respublikos mokslininky patirtj kietafazés fermentacijos vystymo srityje bei turimas
antimikrobiniy pieno ragsties bakterijy kolekcijas. Pazymétina, kad kietafazés fermentacijos
procesy trukmé, esant drégmés trikumui fermentacijos terpéje, yra ilgesné nei tradiciniu atveju.
Tokiu biidu sprestina kietafazés fermentacijos efektyvumo didinimo problema, taikant
alternatyvius terminius augalinés zaliavos apdorojimo budus. Vienas i$ jy galéty biiti zaliavos
apdorojimas ultragarsu.

Visgi ultragarso panaudojimo fermentacijos procesuose galimybés iki $iy dieny dar néra
galutinai itirtos, tod¢l tampa labai svarbu ir aktualu toliau nagrinéti ir vertinti ultragarso poveikj
zirniy baltyminiy medziagy savybéms, nes nuo atlikty tyrimy rezultaty priklausys, kokiomis
kryptimis bus galima plésti esamas ir identifikuoti naujas Zirniy baltymy panaudojimo maisto
pramongje sritis.

Tyrimo tikslas — jvertinti ultragarsinio poveikio jtaka mikrobiologinei tarsai, zirniy
baltyminéms medziagoms ir funkcinéms savybéms kietafazés fermentacijos salygose.

Sprestini pagrindiniai uzdaviniai:

1. Istirti vietinése sglygose auginamy Zirniy genotipus, atrenkant bioapdorojimui didziausiu
baltymy kiekiu pasizymincig zaliava.

2. lvertinti zirniy produkty frakcionavimo pagal geometrinius pozymius jtakg baltymy
pasiskirstymui atskirose frakcijose.

3. [Ivertinti ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy produkty mikrobinei tarSai.

4. lvertinti ultragarsinio poveikio jtakg zirniy produkty baltymy (bendrajam bei tirpiyjy
baltymy) kiekiui ir proteolitinio aktyvumo poky¢iams KF sglygose.

5. Ivertinti ultragarsinio poveikio jtakg zirniy sékly baltyminiy medziagy antimitybiniy
faktoriy pokyciams KF salygose.

6. Ivertinti ultragarsinio poveikio jtaka zirniy produkty baltyminiy medziagy funkcinéms
savybéms (emulgavimui, puty stabilumui ir geliy sudarymui) KF salygose.

7. Jvertinti ultragarsinés jrangos panaudojimo galimybes baltymingy geliy i§ Zirniy izoliato

susidarymui, kontroliuojamam akustiniu klampos fiksavimo prietaisu.
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1. Literatuiros apZvalga
1.1. Zirniy chemijos savitumas

Zirniai — vieni i§ pirmyjy Zzmoniy auginty augaly, §iomis dienomis pla¢iai i$plitusiy visame
pasaulyje [1], o pastaraisiais metais dél zalinimo reikalavimy pradéti pla¢iai auginti ir Lietuvoje
— ne tik ekologiniuose, bet ir intensyvios gamybos tikiuose [2].

Zirniai (Pisum sativum L.) — tai vienmetis Zolinis pupiniy (Fabaceae) Seimos augalas.
Zirnio stiebas netvirtas, laipiojantis arba gulsé¢ias, 30 - 100 cm ilgio, kylanéia vir§iine. Zirnio
lapai zalsvi, su pilkomis apnasomis, su dviem dideliais prielapiais, prie pagrindo uzsibaigia
Giseliais. Ziedai balti, kartais — roZiniai su purpuriniais sparneliais. Kekés paprastai bina
dviziedés. Augalas zydi birzel] — liepg. Ankstyse séklos gali biiti baltos, gelsvos arba Zalsvos,
apvalios arba kampuotos — formg gali pakeisti nokstant. [3].

Zirniai itin vertinami todél, kad sukaupia daug vertingy baltymy. Be to, jie néra reiklis
temperatiirai, nors ekstremali temperattra ir netinkamas drégmeés rezimas gali neigiamai salygoti
zirniy fiziologinius procesus ir derliy [4]. Taigi galima teigti, kad zirniai — tai klimatinéms
salygoms ir dirvai pernelyg nereikliis vienmeciai ankstiniai augalai, teigiamai vertinami dél savo
sudétyje turimy maistiniy medziagy. Bitent zirniy maistinés, biologinés ir paSarinés savybés
lémé platy $iy augaly paplitima pasaulyje ir Lietuvoje.

Zirniai priklausomai nuo genotipo gali biiti cukriniai (§paraginiai) ir raukslétieji
(gliaudomieji). Sparaginiy Zirniy valgoma visa ankstis su séklomis, o gliaudomieji turi kieta
plévele ankSties viduje, todél jy vartojami tik griidai. Pagal brendimo laika Zirniai skirstomi |
ankstyvuosius, vidutinio ankstyvumo ir vélyvuosius. Pagal aukstj zirniai gali biiti Zemi, vidutinio
aukscio ir auksti [5].

Zirniai pagal paskirtj taip pat gali biiti skirstomi j maistinius ir paSarinius, i§ kuriy
dazniausiai s¢jami valgomieji, arba séjamieji (Pisum Sativum L.) ir paSariniai (Pisum arvense L.)
Zirniai. S¢jamieji valgomieji Zirniai tinka tiek maistui, tiek ir paSarui, o pasariniai — tik paSarui,
dazniausiai zaliajai masei [6], [7].

Taigi zirniai turi platy taikymo spektra. Jie taip pat yra vertingas priessélis kitiems zZemés
ukio augalams dél azoto 1§ oro fiksacijos, dalyvaujant Siame procese gumbelinéms bakterijoms
Rhizobium spp. Pupiniai augalai, priklausomai nuo Rhizobium spp. ir dirvos pH ir/ar KClI,
dirvoje gali sukaupti azoto nuo 160 iki 264 kg/ha™. Apie 75 % sutelkto azoto augalai kaupia
s¢klose ir sunaudoja savo reikméms, o su augaly likuciais bei Saknimis palieka suristo azoto > 50
kg/ha*. Zirniai, kaip ir kiti pupiniai augalai, yra puikus priessélis migliniams augalams. Javai,
auginami po zirniy, duoda 10 — 43 % derliaus padid¢jimg. Be to, naudingos yra ir gumbelinés
bakterijos, kurios pasizymi antimikrobinémis savybémis, slopina patogeniniy mikromicety
vystymasi [1]. Kaip matyti, Zirniy auginimas reikSmingas ne tik maisto ar pasary gamyboje, bet
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ir zemés tikio produktyvumo didinimui. Sis augalas teigiamai veikia dirvos struktiira, todél gali
pasitarnauti kaip puikus priessélis kitiems toje dirvoje auginamiems augalams [8].

Zirniai turi didele maisting verte. Zirniuose yra daugiau nei mésoje vertingy baltymy (22 —
26 %), angliavandeniy (ypa¢ gausu balastiniy medziagy), mineraliniy medziagy (K, Ca, P, Mg,
Mn, Cu, Co, Ni, As, |, F ir kt.), karoteno, vitaminy B, Bz, Bs, PP, C, K, E, inozito, cholino,
niacino, svarbiy komponenty medZiagy apykaitai [3]. Zirniuose gausu baltymy, kuriuose yra ne
tik beveik visos nepakei¢iamos aminortgStys (cistinas, lizinas, triptofanas, argininas,
metioninas), bet ir riecbaly ragstys, vitaminai bei mineralinés medZziagos, nulemiancios grudy
visavertiSkuma, todél Zirniy séklos yra itin vertingos [9]. Baltymy kiekis, esantis Zirniy augaly
séklose, pateiktas 1 lentel¢je:

1.1 lentelé. Zirniy cheminé sudétis

Rodiklis Zirniai
Sausosios medziagos, g 880
Zali baltymai, g 251
Zali riebalai, g 15
Lasteliena, g 67
Ca, g 1,2
P. g 44
Na, g 0,4
Krakmolas, g 478
Cukrus, g 61
Karotinas, mg -
Lizinas, g 61
Triptofanas, g 2,9
Metioninas + cistinas, ¢ 5,8
Cu, mg 7,53
Zn, mg 38,3

Zirniui biidingas pakankamas lizino ir treonino virskinamumas, tadiau santykinai prastas
sieros turin¢iy amino riig8¢iy virSkinamumas. Pazymétina, kad kol kas gana mazai zinoma apie

kiekvieno ankstinio augalo sékly baltymy virskinamuma [24].

1.1.1. Zirniy panaudojimas maisto pramonéje
Zirniy panaudojimas maisto gamyboje gali biiti labai jvairus. Jie gali biiti valgomi Zali,
virti (sriubos, garnyrai, salotos, kos§és ir kt.), i§ zirniy gaminamos tyrés bei dauguma vegetarisky
patiekaly. YpaC yra vertinamas zaliyjy Zirneliy porisis, kadangi jy ankStyse néra kieto ir
nevir§kinamo pergamentinio sluoksnio, o ankstys iSlieka sultingos iki pat sunokimo. Tad tokie
zirniai vartojami su ankstimis. Zirniai yra pakankamai kaloringi: 100 g Zaliy Zirneliy teikia 70

kcal., dziovinty — 300 kcal. Batina Zinoti, kad namy saglygomis konservuojant ziemai Zirnius,
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juos bitina du kartus pasterizuoti +85 — 90 °C temperatiiroje, kadangi pasterizuojant pirmg kartg
ztiva mikroorganizmai, bet islieka jy sporos, i$ kuriy vél gali i$sivystyti bakterijos [3].

Zirniy miltai ar baltymai gali bati panaudoti koiy, dribsniy, duonos ir kity kepiniy
gaminiuose, mésos ir pieno produktuose. Zirniy miltai, kaip baltymy priedai, naudojami
daugelio produkty (makarony, duonos, sausainiy) gamybai. Zirniy miltais (arba 15 % jy
koncentratu) mielinéje duonoje galima keisti kvietinius miltus. Kepti gaminiai, makarony
produktai, kurie yra pagaminti vien tik i§ kvietiniy milty, neturi reikiamo, pagal racionalios
mitybos reikalavimus, baltymy kiekio, todél $iy produkty gamyboje gali biiti naudojami Zirniy
baltymai. Zirniy baltymais papildytus makaronus lengviau gaminti, jie turi geresnj baltymy
kiekj ir yra Siek tiek kietesni nei tie, kurie pagaminti vien tik i§ kvieciy. Taciau zirniais
papildyti makaronai gali buti geltonesnés spalvos ir kiek kitokio kvapo, nei vien tik pagaminti
i§ kvieéiy, ko kai kurie vartotojai gali nepageidauti ir laikyti nepriimtinu. Zirniy baltymai, kaip
pieno baltymy pakaitalas, gali buti naudojami gaminant milty miSinius, skirtus sausainiy
gamybai. Tesla, kurioje yra zirniy milty ar Zirniy baltymy koncentrato, dazniausiai yra
lipnesné, ja sunkiau apdoroti. Be to, kepiniy gamyboje naudojami Zzirniy miltai gali turéti
neigiamos jtakos gatavy kepiniy skoninéms savybéms. Zirniai sékmingai gali biiti panaudojami
ir mésos gaminiuose: mésos padazy, mésainiy, dedreliy, de$ry gamyboje. Zirniy baltymy
jitraukimas | mésos produkty sudétj pagerina gaminiy maisting vertg, palengvina kai kuriy
tradiciniy priedy iSskyrimg. Tyrimais jrodyta, kad Zirniy baltymy panaudojimas mésos
pramonéje teigiamai veikia visus kokybinius gaminiy pozymius, nors nezymiai keicia
produkcijos skonj ir aromatg. Be minéty sri¢iy, zirniy baltymai taip pat gali buti panaudoti
dirbtinio pieno ir pieno pakaitaly gamyboje. Zirniy miltai ir baltymai gali bati naudojami

gaminant varske, sriubas, uzkandzius ir kitus maisto produktus [10], [11].

1.1.2. Baltyminiy medZiagy funkcinés savybés

Vieni svarbiausiy augaliniy baltymy platesnio naudojimo aspekty — tai jy funkcinés
savybés, nuo kuriy priklauso pritaikymo sritis ir/ar naujas baltyminis ingridientas bus
konkurencingas rinkoje. Biitent nuo funkciniy savybiy, kurios keic¢iasi dél baltymy biocheminiy,
struktiiros ir perdirbimo salygy bei aplinkos pokyciy, priklauso sékmingas zirniy baltymy
ingredienty panaudojimas maisto gamyboje [12].

Maisto baltymy funkcines savybes galima apibiidinti kaip fizikiniy ir cheminiy savybiy
visuma, kuri suteikia informacijos apie baltymy funkcionaluma, t.y., kokia bus jy jtaka maisto
perdirbimo, saugojimo, paruoSimo ir vartojimo metu. Nuo zirniy baltyminiy medZiagy funkciniy
savybiy priklauso maisto ar maisto komponento savybés (iSskyrus jo maistinguma), turincios

jtakos maisto produkto priimtinumui. Svarbu pazyméti, kad ypac svarbios zirniy baltyminiy
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medziagy funkcinés savybés yra tirpumas, brinkimas, klampumas, tekstiira, vandens ir riebaly
absorbcija, emulsijos ir puty sudarymo pajégumas bei jy stabilumas [13]. Svarbiausios Zirniy
baltyminiy medziagy funkciniy savybiy charakteristikos pateiktos 1.2 lenteléje:

1.2. Zirniy baltyminiy medziagy funkciniy savybiy charakteristikos

Savybés Funkcinés charakteristikos

Juslinés Spalva, aromatas, kvapas, tekstiira, skonis

Hidratacinés Tirpumas, brinkimas, drégmés sugeriamumas, Vvandens
absorbcija, tir§téjimas, geliy susidarymas, sinerezé

PavirSinés Emulsavimas, puty susidarymas (prisotinimas dujomis -
plakimas), lipidy suriS§imas, skonio ir aromato formavimasis

Struktiirinés Elastingumas,  kohezija klampa, adhezija, agregacija,
lipnumas/glitumas, tekstiiravimasis

Kitos Suderinamumas su priedais, fermentinis ir oksidacinis
aktyvumas

Puty susidarymo pajégumas ir stabilumas. Baltymy putos yra labai svarbios jvairiy
maisto produkty gamyboje, pvz., gaminant morengus, sufle, plaktus garnyrus, desertus,
fermentuotus kepinius. Puty susidarymo ar plakimo savybés parodo baltyminiy medziagy
gebéjimg sudaryti smulkiadispersines sistemas, gebancias jterpti org ir suformuoti stabilias putas.
Baltyminiy medziagy gebé¢jimas putoti paprastai vertinamas pagal plakamos masés tiirinés
apimties padidéjima, o puty stabilumas — gebéjima islaikyti tiring apimtj. Puty stabilumas
sicjamas su sinerezés procesu, kuris vertinamas pagal issiskyrusio skyscio kiekj i§ laikomos
putinés masés [13].

Zirniy baltymy frakcijos (turin¢ios daug albuminy) pasizymi geromis putojimo savybémis
ir yra panasios su kiausinio baltymo [14]. Lyginant su kitais augaliniais baltymais, sojos baltymy
putojimo savybés yra iStyrinétos geriausiai, Kai tuo tarpu duomeny apie vietinése salygose
auginamy zirniy genotipy putojimo savybes pateikiama mazai.

Tyrimais jrodyta, kad zirniy baltymy puty funkcionalumui jtakos turi daugelis veiksniy,
tokiy kaip pH, temperatiira, drusky priemaiSos, cukrus, o taip pat gamybos biidas bei baltyminiy
medziagy kilmé. Nustatyta, kad purkStuvinéje dziovykloje pagaminti Zirniy baltymy izoliatai
salygoja didesnj puty susidaryma nei sojy baltymy izoliatai. Zirniy baltymy koncentratai i§gauti
klasifikuojant oru pasizymi geru puty susidarymo pajégumu, taCiau putos yra maziau stabilios.
Irodyta, kad sudygusiy Zirniy baltymy izoliatai pasiZymi geresnémis puty susidarymo savybémis.
Be to, i§ tokios zaliavos pagaminty baltymy preparaty, puty susidarymo pajégumas yra didesnis
nei vicilino (7S globulinas), ta¢iau putoms §i baltyminé medziaga suteikia daugiau stabilumo
[15]. Taip pat g-konglicininas dél mazesnés molekulés ir lankstesnés struktiros pasizymi
geresnémis putojimo savybémis nei glicininas [16]. Tam, kad augaliniai baltymai buty aktyvis
putojimo agentai, biitinos struktiirinés modifikacijos, kurias galima pasiekti keiiant pH arba

taikant fermenting hidrolize.
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Emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas. Emulsijos — tai dispersiné dviejy
nesimaisanciy skysciy sistema, i§ kuriy viena smulkiy laseliy pavidalu yra disperguota kitoje.
Emulsija néra stabili, jei jos gamybai néra naudojamos stabilizuojan¢ios medziagos. Kai riebaly
laSeliai yra apgaubti vandeniu, $iy faziy skiriamoje riboje susidaro dideli jtempimai. Jiems
sumazinti yra naudojami emulsikliai. Emulsikliy molekuléms budinga, kad vienas jy polius
pasizymi hidrofilinémis savybémis, Kitas - hidrofobinémis arba lipofilinémis savybémis. Kai
emulsiklio yra pakankamai, jis apgaubia riebaly laselius; jy hidrofiliniai poliai biina nukreipti |
iSore (link vandens molekuliy), o lipofiliniai - j ricbaly laselio puse [17].

Emulsuojanc¢iomis baltymy savybémis paprastai jvardijama: (i) gebéjimas emulsuotis arba
emulsavimosi aktyvumas ir (ii) emulsijos stabilumas [13]. Baltymy emulsavimosi savybés yra
susijusios su gebéjimu stabilizuoti aliejaus ir vandens emulsija. Si savybé labai svarbi daugelio
maisto produkty, tokiy kaip mésos, sriuby, pyragy, majonezy, saloty padazy, gamyboje [15].

Emulsijos sudarymo pajégumas apibiidina baltymy gebéjima sudaryti emulsija, kuri esant
atitinkamoms salygoms, tam tikra laiko tarpa islieka nepakitusi. Zirniy baltymy emulsijos
susidarymo pajégumui jtakos turi baltymy koncentracija, tirpumas, terpés pH ir drusky
priemaiSos. Taip pat didelg reik§m¢ emulsijos susidarymo pajégumui turi jrangos, naudojamos
emulsijos ruoSimui, modelis, talpyklos forma, aliejaus priedo kiekis, naudojamo aliejaus riiis ir
baltymy savybés. Taigi emulsijos susidarymo savybés priklauso ne tik nuo tiriamy baltymy
savybiy, bet ir nuo kity faktoriy, tokiy kaip gamybos biido ir jrangos [13].

Atliktais tyrimais, nustatyta, jog zirniy baltymy izoliato emulsijos sudarymo aktyvumas yra
panaSus i sojos pupeliy baltymy izoliata. Pazymétina, kad zirniy baltymy emulsijos sudarymo
pajégumas yra didesnis, kai Zirniai prie$ apdorojant baltymus jau biina sudyge [18].

Baltymy tirpumas. Geras baltymy tirpumas — tai viena i§ butiny baltymy funkcionalumo
salygy, vertinamy taikant juos maisto produkty gamyboje, kur svarbus geliy formavimasis ar
puty susidarymas [15].

Baltymy tirpumui jtakos turi pH, jony tipai, tirpiklio poliSkumas, ir apdorojimo salygos,
pvz., temperatiira. Tyrimais jrodyta, kad Zirniy baltymy preparatai turi didesnj tirpumg vandenyje
nei Kiti baltymy produktai, tokie kaip sojy baltymy izoliatas ar kvieéiy glitimas. Zirniy baltymai
labai gerai tirpsta, esant raigstinei terpei (pH 2) ir greitai jy tirpumas mazéja, kai pH didéja link
izoelektrinio tasko — pH 4-6. Taciau faktinis Zirniy baltyminiy medziagy tirpumas pH 5-9 srityje
gali labai skirtis, priklausomai nuo specifiniy baltymy savybiy ir paruo$imo biuido. Be to
nustatyta, jog bugningje dziovykloje iSgauti baltymai paprastai yra maziau tirpiis nei dziovinti
purkstukinéje dziovykloje ar pagaminti liofilizuojant [13].

Vandenyje tirpiuose baltymuose didzioji dalis hidrofiliniy sri¢iy yra i$sidéste pavirSiuje,

tuo tarpu hidrofobinés sritys aptinkamos baltymy viduje. Baltymy tirpumui jtakos turi tirpikliai ir
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apdorojimo sglygos, kurios baltymuose sukelia hidrofiliniy ir hidrofobiniy sgveiky poky¢ius
[15].

Dar viena svarbi baltymy savybé — formuoti gelius. Geliy formavimosi metu baltymo
molekul¢ iSsivynioja, todél hidrofobinés aminortgsciy dalys tampa labiau atviros. Jos
persitvarko ir negrjztamai jungiasi disulfidiniais ir vandeniliniais rysiais, sudaro hidrofobines ar
van der Valso sgveikas. Jei baltymy koncentracija pakankama, formuojasi trimaté tinkliné
struktiira, kurig stabilizuoja vandeniliniai rySiai ir hidrofobinés sgveikos. Geliai pasizymi
santykinai didele klampa, plastiSkumu ir elastingumu. Svarbiausias veiksnys, turintis jtakos gelio
formavimuisi yra baltymy koncentracija, nes geliy susidarymui néra reikalingas didesnis jy
tirpumas [18]. Esant didesnei baltymy koncentracijai, geliai, paprastai, susidaro stipresni. Gelj
gali formuoti sferiniai baltymai, pvz. zirniy baltymai, esant tam tikroms saglygoms (po kaitinimo
ir denattiravimo). Paprastai tokio tipo gelis apibtidinamas kaip agreguota dispersiné sistema.
Biitent po denattiravimo ir tolesnio $ildymo baltymai sgveikauja su kitais baltymais bei formuoja
gelj/ar koaguliavusig baltymy struktiirg. Kuri i8 jy susiformuos priklauso nuo pradinés Zaliavos ir
geliy gamybos salygy: molekulinés masés, baltymy koncentracijos ir $ildymo trukmés.

Zirniy baltymai daugiausiai formuoja silpnus, temperatiirinio poveikio rezultate sudarytus
gelius. Jei baltymy denatiiracijos laipsnis yra mazesnis, tuomet susidarys stipresni geliai.
Sildymo ir au$inimo salygos turi mazesne jtaka Zirniy baltymy savybei susidaryti gelius, tagiau
intensyvesnis Sildymas (aukStesné temperatiira) sglygoja uzdelsta geliy formavimasi. Be to,

intensyvesnis Sildymas ir auSinimas mazina geliy elastinguma [13].

1.1.3. Baltyminiy medZiagy iSskyrimas ir panaudojimas

Zirniai — tai vienas svarbiausiy “Saltojo sezono” metu vartojamy ankstiniy augaly,
paplitusiy viso pasaulio sausumos regionuose. Pastaraisiais deSimtmeciais jvyke teigiami
perdirbimo technologijy pokyciai suteiké¢ galimybe Zirnius perdirbti j baltymy koncentratus
arba izoliatus [11].

Pagrindinés Zirniy sudedamosios dalys yra krakmolas ir baltymai, taciau i§ esmes Zirniy
sudétis priklauso nuo konkretaus genotipo. Skirtingi Zirniy genotipai gali turéti jtakos baltymuy,
riebaly, angliavandeniy (skaiduliniy medziagy ir krakmolo) bei mineraliniy medziagy (angl. —
,»ash) kiekiams. Baltymy kiekis zirniuose svyruoja nuo 13,3 % iki 39,7 % [13]. Baltyminés
medziagos 1§ Zirniy gali buti i$skiriamos sausuoju ir $lapiuoju bidu. ISskiriant baltymines
medziagas sausuoju budu, gali biiti naudojami sauso malimo arba aerodinaminio separavimo
principai. Pilnos arba iSlukStentos zirniy s€klos sumalamos tam, kad biity galima gauti tam
tikrg milty iSeigg ir toliau, panaudojant separavima, iSskirti baltymais turtingas frakcijas

(“smulkesnes frakcijas®) ir turin¢ias didesnius krakmolos kiekius (“stambiasnes frakcijos®).
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Daugelis zirniy baltyminiy medziagy iSskyrimg tyrin¢jusiy mokslininky nustaté, kad oro
klasifikacijos metodas yra veiksmingas biidas iSgauti baltymines medziagas i§ Zirniy s¢kly
[19]. Svarbu pazyméti, kad baltymy ir krakmolo frakcijy sudétis, susidariusi sauso malimo ir
klasifikavimo oru metu, priklauso nuo technologiniy parametry, o taip pat nuo Zirniy genotipo
bei jy cheminés sudéties.

Nustatyta, kad mazZesnis Zzaliavos drégnis gali padidinti baltymy iSeigg ir baltymy
i18siskyrimo efektyvuma, taciau sumazinti krakmolo iSeigas (padidinti krakmolo kiekj baltymy
frakcijoje). Manoma, kad tai sglygoja smulkinimo metu padidintas séklos trapumas. Nustatyta,
kad pageidautinas zirniy drégnis baltymy iSsiSkyrimui sausuoju btidu, turéty bati ribose nuo 7
% iki 9 %. Taciau sausuoju biidu negalima iSskirti tokia baltymy koncentracija, kokia leidzia
pasiekti Slapieji baltymy iSgavimo metodai, o taip pat gauti norimas funkcionaligsias baltymy
savybes [20].

Baltyminiai Zirniy produktai (baltymy koncentratai, turintys apie 70 % baltymy ir baltymy
izoliatai — apie 90 % baltymy) gali buti pagaminti, naudojant tick sausuosius, tiek Slapiuosius
budus, kurie pradzioje buvo sukurti sojos pupeliy perdirbimui, o pastaruoju metu taikomi ir
zirniy perdirbimui.

Zemiau pateikiami §lapieji baltymy ekstrakcijos biidai ir jy charakteristikos.

Izoelektrinis baltymy nusodinimas. Norint pagaminti zirniy baltymy izoliatus,
dazniausiai naudojamas Anson ir Pader (1957) patentuotas procesas. Po Sarminio, vandeninio ar
rigstinio baltymy tirpinimo, netirpi medziaga atskiriama centrifuguojant. Baltymy izoliatas
nusodinamas izoelektriSkai, kai 1 supernatanta pridedama rugsties. Baltymy izoliato, iSskirto
izoelektriniu budu, iSeigai jtakos turi tokie veiksniai kaip milty daleliy dydis, tirpinimo
medziaga ir pH. Irodyta, kad didesnis daleliy dydis mazina baltymy kiekj. Naudojant natrio ir
kalio hidroksida baltymy tirpinimui, gaunama panasi baltymy iSeiga. Taciau nustatyta, kad
naudojant kalcio hidroksida, iSgaunama maziau Zzirniy tirpiyjy baltymy (apie 10 %) nei
naudojant natrio hidroksidg. [vertinant tai, augaliniy baltymy i§gavimui dazniausiai naudojamas
natrio hidroksidas. Baltyminis produktas gali biti iSdZiovintas purkStuvinése dziovyklése,
biigninése ar Saldymo biidu liofilizuojant. I8dZiovintas purkstuvinése dZiovyklose produktas turi
Sviesiausig spalva ir pasiZymi geriausiomis skoninémis savybémis nei iSdZiovinti bligninése
dzovyklose ar $aldymo badu. Siuos reiskinius salygoja polifenoliy oksidacija, kuri suteikia
produktui tamsesne spalva [20].

Ultrafiltracija. Tai procesas, kurio metu baltymy atskyrimui naudojamos membranos [21].
Didelés molekulinés masés medziagos sulaikomos, o vanduo ir mazos molekulinés masés
medZiagos prasiskverbia pro memrana [22]. Sis procesas buvo pradétas naudoti baltymy i§ sojos

pupeliy iSskyrimui. Nustatyta, kad ultrafiltracijos proceso metu gauta baltymy iSeiga yra panasi
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kaip ir naudojant izoelektrinj baltymy nusodinimo buidg, taciau pagrindinis trikumas, ribojantis
Sio proceso taikymg gamyboje, yra mazas srauto greitis ir nedidelis membrany pralaidumas,
ypac esant didesnéms baltymy koncentracijoms [20].

Hidrofobinis procesas. Sis metodas (patentuotas Kanadoje) yra pagrjstas hidrofobiniy
ligandy ir baltymy molekuliy hidrofobiniy grupiy saveika. Didelés koncentracijos druskos
tirpalas padeda geriau atskirti reikiamus baltymus [23]. Sio proceso metu, zirniy miltai
ekstrahuojami druskos tirpalu, o netirpios baltymingos medziagos pasalinamos centrifuguojant.
Teigiama, kad norit iSgauti labai didelj baltymy kiekj (95 %), gali buti kombinuojamas keletos
ankstiniy kulttiry rasiy perdirbimas [20].

1.2. PRB kietafazés fermentacijos panaudojimo galimybés

Ankstiniy javy gridy perdirbimo metu siekiama pagerinti sékly maisting verte ir tam
tikslui vienas efektyviausiy technologiniy sprendimy yra fermentacija. Fermentacija leidzia
sumazinti antimitybinius faktorius ir tuo paciu leidzia pagerinti produkto baltyminiy medziagy
pasisavinamuma, praturtina produktus vertingais komponentais, pvz., vitaminais. Ankstiniy
augaly séklos, jskaitant zirniy, gali buti fermentuojamos jvairiais mikroorganizmais tokiais kaip
bakterijos ir grybai ir/ar jy miSiniais. Be to, maisto pramong¢je fermentacija yra naudojama ne tik
siekiant pagerinti gaminiy maisting verte, bet ir juslines savybes [25].

Zirniy produkty, kaip maisto priedy panaudojimas, yra ribojamas dél specifiniy skoniny
savybiy [26]. Zirniy produkty fermentacija, naudojant pieno riigities bakterijas, gali pagerinti
juslines savybes ir rasti platesnj pritaikymg maisto pramonéje. Pagal Stanisavljevic ir kt. [27]
zirniy fermentacija (zirniai 4 valandas mirkyti ir 15 minuéiy virti, o po to fermentuoti 40 valandy
prie 29 °C temperattros) padidino baltymy ir lipidy kiekj galutinio mi$inio sudétyje, o skoninés
savybés priklausé nuo Zirniy miSinio sudéties.

Pastaruoju metu didelis démesys skiriamas probiotinémis savybémis pasiZymin¢ioms PRB
paderméms, padedancioms spresti daugelj sveikatos problemy, tokiy kaip dirgliosios Zarnos
sindromas, uzdegiminé viduriy liga, bakterijy, parazity ar antibiotiky sukeltas viduriavimas ir kt.
[26].

Pienartig§t¢ fermentacija gali biti savaiminé arba kryptinga, salygota zinomy PRB

padermiy, ir ji gali biiti taikoma Zirniy produkty apdorojimui.

1.2.1. Pieno riigsties bakterijos, ju charakteristika
Pieno rugsties bakterijos (PRB) gali buti apibréziamos kaip gramteigiamos, nesudarancios
spory kokos ar lazdelés, kurios pasiZymi anaerobinémis ir aerotolerancinémis ypatybémis bei

angliavandeniy fermentavimo metu kaip pagrindinj galutinj produkta gamina pieno rugstj. PRB
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pagal morfologija skirstomos j lazdeles (Lactobacillus ir Carnobacterium) ir kokus (visos Kitos
giminés). Kita svarbi charakteristika, naudojama PRB genties diferencijavimui yra gliukozés
fermentacijos btidas esant standartinéms saglygoms (neribotas gliukozés kiekis, augimo faktoriali,
tokie kaip aminortgstys, vitaminai ir nukleortig§¢éiy prekursoriai bei ribotas deguonies
prieinamumas). Pagal gliukozés fermentacijos budg standartinémis sglygomis skiriamos dvi PRB
grupés — tai homofermentacinés ir heterofermentacinés bakterijos. Homofermentinés pieno
rugsties bakterijos daugiausiai i§ sacharidy gamina pieno rugstj, tuo tarpu heterofermentines
bakterijos be pieno riigSties gamina daugiau acto riigsties ir alkoholio. Dél sudétingos kontrolés
Siuolaikiniuose gamybos procesuose siekiant uztikrinti stabilig produkto kokybe, PRB padermés
su norimomis savybés yra iSskiriamos ir naudojamos kaip pradinés/startinés kultaros. Kaip
pagrindines maisto pramonéje naudojamas PRB riiSis galima isskirti: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus ir Streptococcus [28].

PRB yra aptinkamos daugelyje biologiniy sistemy. Sios bakterijos pirma karta buvo
aptiktos piene, véliau biologiniy tyrimy déka fiksuotos tokiuose produktuose kaip mésoje, pieno
produktuose (kefyre, jogurte, siiryje, pasukose ir kt.), darzovése, gérimuose bei kepiniuose [29].
Taip pat didele reikSme turi duonos, ypa¢ ruginés, gamyboje, darzoviy konservavime. Pieno
rugsties bakterijos naudojamos gaminant ir kai kuriy raiSiy desras, ruoSiant marinuotus agurkus,
raugintus koptstus, alyvuoges ir kt. [30]. Be to, PRB buvimas yra fiksuojamas ir natiraliojoje
aplinkose — dirvozemyje, vandenyje, dumble. Pieno bakterijos aptinkamos ir zmoniy (burnos
ertme¢je, virSkinamajame trakte) bei gyviiny organizmuose [29].

Nors PRB fermentacija maisto konservavimui zinoma ir placiai naudojama, taciau
mikrobiologinis naujy PRB i$skyrimas, genetinis identifikavimas ir pritaikymas maisto
pramongje iki Siol yra aktualus [31].

PRB perspektyvumo pagrindinés prieZastys:

1. GRAS statusas,

2. Metabolitai, pvz., bakteriocinai, pakankamai atsparis Silumos poveikiui, iSlaiko
antibakterines savybes pasterizuojant ir sterilizuojant,

3. PRB pasizymi tam tikromis genetinémis ir struktiirinémis savybémis, kurios leidzia
taikyti jvairesn¢ geneting variacijg, O taip pat leidzia padidinti $iy organizmy
analogy skai€iy, iSgaunant padermes su norimomis charakteristikomis ir metabolity
susidarymu [32].

Pieno riigSties bakterijos, gaminancios bakteriocinus, yra viena i§ technologiniy
priemoniy, galinéiy sulétinti maisto gedima ir patogeniniy bakterijy dauginimasi [30], [31].
Siame eksperimente antimikrobinémis savybémis pasizyminéios PRB, i§skirtos i§ ruginiy raugy,

bus taikomos Zirniy produkty fermentacijai.
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1.2.2. Zirniy cheminés sudéties poky¢iai fermentacijos metu

Fermentacijos taikymas maisto pramonéje turi gilias tradicijas. PRB fermentacija pagrista
biocheminémis reakcijomis, kuriy metu PRB ir jy fermentai metabolizuoja terpéje esancius
fermentuojamus sacharidus j junginius, pvz., antimikrobinius, kurie padeda ilgiau iSlaikyti
mikrobiologiSkai saugius maisto produktus.

Pagal Janiszewska ir Stodolak fermentacija leidzia pagerinti zirniy baltymy maisting vertg
ir juslines savybes. Atliktais tyrimais jrodyti zirniy cheminés sudéties pokyciai PRB
fermentacijos metu. PRB fermentacijos metu (24 h) Zenkliai sumazéjo B-N-oksalilio-L-a-f-
diaminopropiono ragsties, tripsino inhibitoriy ir inozitolio fosfaty kiekis [33]. Be to, fermentacija
turéjo jtakos baltyminiy medziagy pokyc¢iams: didéjant fermentacijos trukmei zaliaviniy baltymy
Ir mineraliniy medziagy kiekis laipsniskai did¢jo: zirniy milty méginys, kuris buvo fermentuotas
5 dienas, tur¢jo didziausig baltymy kiekj (23,9 %), o maziausias baltymy kiekis aptiktas pirmaja
fermentacijos dieng (22,6 %). Tokie baltymy pokyciai siejami su galima baltymy sinteze
fermentacijos metu. Fermentacijos metu taip pat keiCiasi ir mineralinés medziagos, kuriy kiekis
palaipsniui didéja ilgéjant fermentacijos trukmei (pirmaja fermentacijos dieng mineraliniy
medziagy Kiekis sudaré 4,61 %, 0 po penkiy fermentacijos dieny mineraliniy medziagy kiekis
nustatytas 5,52 %). Zirniy fermentacijos metu stebimi drégmeés pokyciai. llgéjant Zirniy
fermentacijai, drégmés kiekis didéja: pirmaja fermentacijos dieng drégmés kiekis sudaré 10,2 %,
o penktaja dieng fiksuojamas padidéjimas iki 13,24 %. Tokie drégmés pokyciai sicjami su
tirpiosios frakcijos kiekio padidéjimu. Tyrimais jrodyta, kad fermentacija turi jtakos lipidy
frakcijai: fermentuoty Zzirniy miltuose lipidy kiekis buvo aptiktas Zenkliai mazesnis nei
nefermentuotuose miltuose. Kintant zirniy cheminei sudécéiai fermentacijos metu, stebimi ir
energetinés vertés pokycCiai: nefermentuoty zirniy sékly milty energetiné verté¢ sudare
325,46 kcal/100 g, o tuo tarpu fermentuoty zirniy sékly miltai penktaja fermentacijos dieng
turéjo maziausig energeting verte (9315,33 kcal/100 g). Toks energetinés vertés sumazéjimas
aiSkinamas tiek su lipidy, tiek su beazotinio ekstrakto kiekio fermentuotose zirniy méginiuose
sumazéjimu [34].

Be minéty fermentacijos metu Zirniy cheminés sudéties pokyciy, literatliroje pateikti
tyrimy rezultatai apie fermentacijos jtakg zirniy produkty funkcinéms savybéms. Pazymima, kad
fermentacijos metu palaipsniui mazéja fermentuojamos masés savitasis tankis (kinta nuo 0,80
g/m3 iki 0,63 g/m®), kuris yra svarbus parametras, nes nuo jo priklauso produkto juslinés savybés
ir pagaminto produkto taros ar pakuotés charakteristikos. Zirniy fermentacijos metu vyksta ir
vandens absorbcijos pokyciai: fermentacijos metu zirniy vandens absorbcijos pajégumas Kinta
nuo 113,0g/100 g (pirmaja fermentacijos dieng) iki 142,0 g/100 g (penktaja fermentacijos

dieng). Svarbu pazyméti, kad ilgéjant fermentacijos trukmei, Zirniy produkty vandens
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absorbcijos geba mazéja (nuo 6,5 % — pirmaja dieng iki 5,5 % — penktajg fermentacijos dieng).
Zirniy puty susidarymo pajégumas didéjant fermentacijos trukmei mazéjo ir kito nuo 8,16 % iki
4,39 %. Panasios tendencijos buvo stebimos tiriant ir puty stabiluma, kuris ilgéjant fermentacijos
laikotarpiui taip pat mazéjo ir Kito nuo 1,97 % iki 2,45 %. Nefermentuoti Zirniy sékly miltai
turéjo didziausig puty susidarymo pajégumg. Dar viena svarbi Zirniy savybé daugelio maisto
produkty gamyboje — geliy susidarymo pajégumas. Fermentacijos metu geliy susidarymo
pajégumas Kito nuo 43,8 % iki 56,2 %, o didziausias geliy susidarymo pajégumas fiksuotas
nefermentuotuose zirniy sékly miltuose [34].

Pazymétina, kad zirniy fermentacijos metu konstatuota teigiama fermentacijos jtaka
antimitybiniy faktoriy maz¢jimui ir skoniny savybiy pokyciams, taciau naudojant naujas PRB
padermes tikslinga jvertinti funkciniy savybiy pokyc¢ius, parenkant jy realizavimui optimalias KF

salygas.

1.3. Ultragarso panaudojimo galimybés fermentacijos procesuose

Pastaruoju metu ultragarsas naudojamas jvairiuose sektoriuose, tokiuose kaip biochemijos,
chemijos, farmacijos, medicinos, jskaitant ir maisto pramong. Ultragarsas naudojamas atlickant
maisto produkty bekontakte analize, Siekiant uztikrinant maisto gaminiy kokybe [35].
Ultragarsiniai matavimai gali buti pasitelkti tikrinant tirpaly koncentracijas, taip pat maisto
sudétj, struktiira, fizing bukle ir molekulines savybes [36].

Ultragarsas apibréziamas kaip garsas, kurio daznis aukStesnis, nei gali girdéti Zmogaus
ausis. Ultragarsas, priklausomai nuo dazniy diapazono, gali biiti suskirstytas j tris kategorijas:
galingas ultragarsas (20 — 100 kHz), auks$to daZnio arba sonocheminis (20 kHz — 2 MHz) ir
diagnostinis (>1 MHz) ultragarsas. Pagal taikymo perspektyvas ultragarsas skirstomas j Zemo
intensyvumo (<1 W/cm2) ir auksto intensyvumo (10 — 1,000 W/cm2) [35]. Pradedant taikyti
ultragarsa maisto pramonéje, svarbiausias démesys buvo skiriamas jo debakterizuojanciam
poveikiui, tadiau pastaruoju metu jiS naudojamas lanks¢iai, siekiant kontroliuoti
mikroorganizmy veikla t. y. skatinti ar slopinti. Tam tikslui paprastai naudojamas 20 - 40 kHz
stiprumo ultragarsas.

Fermentacijos pramonéje taikomas tiek auksto, tiek Zemo daZnio ultragarsas. Auksto
daznio ultragarsas paprastai naudojamas kaip neardanti analitiné¢ technika fermentacijos
procesy kontrolei. Zemo daznio ultragarsas pasitelkiamas, norint padidinti fermentacijos greitj,
pvz., pasterizacijos metu, norint pagerinti alkoholiniy gérimy degazavimg ir dearacija,
pagreitinti vyno brendimg ir kt. Atliktais tyrimais nustatyta, kad akustinés matavimo sistemos
yra neinvazinés, higieniskos, tikslios, greitos, pigios ir tinkamos automatizuotai gamybos
kontrolei [36].
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Auksto daznio ultragarsu galima stebéti ne tik fermentacijos procesus ir jvertinti tolydinéje
gamyboje pagrindinius fermentacijos parametrus, pvz., mikroorganizmy dauginimasi, bet ir
pH, rigstingumo, drumstumo ir cheminés sudéties pokycius. Tuo tarpu klasikiné cheminé
analizé reikalauja daug laiko ir neleidzia atlikti kontrolés realiame laike. AukSto daznio
ultragarso panaudojimas gali suteikti naudingos informacijos, siekiant charakterizuoti
fermentacijos procesy eiga bei gali buti pritaikytas tiek vienalytéms, tiek daugiafazéms
sistemoms. Toks ultragarso panaudojimas neissaukia fermentuojamose produktuose cheminiy
pokyCiy. Be to, didesnio daznio ultragarsg (>15 MHz) galima panaudoti mieliy Igsteliy
koncentracijos skystose suspensijose nustatymui [35].

Tokiu budu, fermentacijos procesuose gali biiti panaudotas ne tik auksto, bet ir Zemo
daZnio ultragarsas. Zemo daZnio ultragarsas paprastai naudojamas maisto produkty apdorojimo
srityje — maisto fermentavimui, kuriuo siekiama padidinti fermentaciniy procesy efektyvuma,
sumazinti putojimg, padidinti emulsifikavimg ir pagerinti galutinio produkto kokybe bei sauga.
Moksliniais tyrimais nustatyta, kad ultragarso bangos gali bati taikomos lgsteliy ir fermenty
aktyvavimui. Buvo jrodyta, kad maZo intensyvumo ultragarso bangos gali modifikuoti lasteliy
metabolizmg ar pagerinti maistiniy medziagy perdavimg per lgsteliy membrang [37].

Ultragarsas gali biiti naudojamas jvairiose maisto pramonés srityse. Iki Siol didziausia
patirits sukaupta, taikant ultragarsg pieno produkty fermentacijoje. Pieno produkty apdorojimas
Zzemo daznio ultragarsu salygoja naudingus poky¢ius makromolekulése (fizinius ir cheminius),
iskaitant fermenty modifikacija, homogenizavima, pasterizavima, sumazina jogurto
fermentacijos trukme ir pagerina tekstiros savybes (pvz., konsistencijg). Pieno apdorojimas
ultragarsu leidZia padidinti vandens sulaikymo pajéguma, klampuma, sumaZéja sinerezés
salygojamus procesus. Ultragarsas taip pat gali biiti panaudotas probiotiky gamyboje: Zemo
daznio ultragarsu galima intensyvinti probiotiniy padermiy dauginimasi, pagreitinti bifido
bakterijy salygojamag laktozés hidrolizés procesa, sutrumpinti (priklausomai nuo probiotinés

bakterijos padermés) fermentacijos trukme [37].
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2. Tyrimo objektai ir metodai
2.1. Tyrimy Kkryptys

Eksperimentas, skirtas jvertinti ultragarsinio poveikio jtakg zirniy sékly baltyminéms

medziagoms ir funkcinéms savybéms kietafazés fermentacijos (KF) sglygose, vykdytas trimis

etapais (2.1 pav.).

Pirmojo etapo metu (1) tirti skirtingi zirniy (Pisum sativum L.) genotipai siekiant nustatyti

didZiausiu baltymy kiekiu pasizymincig augaling zaliava.

a &~ w0 DN e

metu

1.

Antrojo etapo metu (II) nustatyti irniy pokyéiai PRB KF metu. Siame etape tirta:
Bendras ir tirpiyjy baltymy kiekis;
pH, BTR, L(+) ir D(-) pieno ruigsties izomery Kiekis;
Proteaziy aktyvumas;
Baltyminiy medziagy in vitro virS§kinamumas ir proteaziy inhibitoriy aktyvumas;
Baltyminiy medziagy funkcinés savybés (emulgavimas, putojimas, geliy sudarymas),
vandens absorbcija;
Baltyminiy medziagy proteomika SDS-PAGE gelio elektroforezés metodu;
Ultragarsinés technikos panaudojimas baltymingy geliy susidarymui, kontroliuojamam
akustiniu klampos fiksavimo prietaisu.
Treciojo etapo metu (I11) vertinta Zirniy produkty ultragarsinio apdorojimo jtaka PRB KF
vykstantiems pokyc¢iams. Siame etape tirta:
Bendras mikroorganizmy skai¢iaus (BMS);

Proteaziy aktyvumas;

. Baltyminiy medziagy in vitro virSkinamumas ir proteaziy inhibitoriy aktyvumas;

2
3
4.
5

Bendras ir tirpiyjy baltymy kiekis;

Baltyminiy medziagy funkcinés savybés (emulgavimas, putojimas, geliy sudarymas),
vandens absorbcija;

Ultragarsinio poveikio jtaka KF salygose baltymingy geliy (i§ zirniy baltymy izoliato)

susidarymui, kontroliuojamam akustiniu klampos analizatoriumi.
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Zirniy baltymy
izoliatas

Zirniy veislés (I)

v \2 \/
Lincoln Gloriosa Progress 9
Klasifikavimas
pH, BTR sietais L(+) ir D(-) PRB
jvertinimas izomery jvertinimas
Zirniy miltai
_______ Kietafazé p

fermentacija (I1)

Ultragarsas

> ULT + KF (I11)

________

BMS nustatymas

Bendro ir tirpiyjy

baltymy kiekio
nustatymas

Proteolitiniy

fermenty aktyvumo
nustatymas

Baltyminiy
medziagy 1Sskyrimas

ir gryninimas

v

SDS - PAGE
gelio
elektroforeze

Baltyminiy
medZiagy
funkcinés

savybes

Geliy klampos
analizé

Baltymy in
vitro
virS§kinamumo
analizé

Proteaziy
inhibitoriy
nustatymas

2.1 pav. Pagrindinés tyrimy kryptys

25




2.2. Tyrimo objektai
Méginio paruoSimas

Zirniy genotipy charakteristika. Eksperimento metu tirti Zirniy (Pisum savitum) Lincoln,
Progress N.9, Gloriosa genotipai.

Lincoln genotipo zirniai. VidutiniSkai vélyva veislé. Deréti pradeda po 68 — 73 dieny nuo
s€jos. Augalai 70 — 75 cm auksc¢io. AnkStys 9 cm ilgio, smail¢janciais lenktais galais, jose
subresta 6 — 8 raukslétos séklos [38].

Progress N.9 genotipo zirniai. VidutiniSkai vélyva veislé, deréti pradeda po 62 — 67 dieny
nuo séjos. Augalai zemi, 50 — 55 cm aukscio. Ankstys tiesios, apie 10 cm ilgio, jose subresta 8 —
9 raukslétos séklos [39].

Gloriosa genotipo zirniai. Tai vokiska vidutinio ankstyvumo gliaudomy Zzirniy veislé.
Ankstys ilgos, zalios, jose subrgsta po 7 — 8 stambius Zirnelius. Nuo sudygimo iki vartojimo
praeina 65 dienos. UZauga iki 60 - 70 cm aukSc¢io. Sunokusios séklos raukslétos, Zalsvai baltos.
Geriausiai auga vidutinio sunkumo, laidziose orui ir vandeniui dirvose. Maistui gali biti
vartojami Sviezi, Saldyti ir koncervuoti [40].

Tolimesniam tyrimui atrinkta baltymingiausia Zirniy veislée — Gloriosa. Sioje veisléje
baltymy kiekis sudaré 25,00 %, tuo tarpu maziausiu baltymy kiekiu pasizyméjo Lincol veislés
zirniai (17,36 %) (2.1. lentelé).

2.1 lentelé. Zirniy baltymy kiekis skirtingose veislése.

Zirniy veislés Baltymu Kkiekis, %
Lincoln 17,36
Progress N.9 19,80
Gloriosa 25,00

Siekiant gauti dideliu baltymy kiekiu turtingg zirniy frakcija, Zirniy meéginiai ruosti
naudojant malinio klasifikavimg pagal geometrinius pozymius (Sietais).
Geliy klampumui nustatyti ultragarsinéje jrangoje, kontroliuojamoje akustiniu klampos

analizatoriumi, naudotas zirniy baltymy izoliatas gautas i§ UAB “Baltasis pyragas®.

Frakcionavimas sietais
Zirniy méginiy paruoSimas analizei. Zirniai sumalti Pranciskaus Jokubausko maliine.
Zirniy malinys suskirstytas i frakcijas pagal geometrinius pozymius naudojant 400 mm
skersmens siety komplekta (KTU, Cheminés technologijos fakultetas, Silikaty technologijos
katedra), kuriame vienas ant kito sudéti apvaliy akuciy sietai (eilés tvarka nuo virSutinio sieto):
63 mm, 45 mm, 16 mm, 8 mm, 3,15 mm ir 1 mm skersmens. Zirniy masés éminys sijojamas

specialiu siety kratytuvu Haver EML Digital plus (Vokietija). Siety komplektas horizontalioje
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plokstumoje pusapskritimiu sukiojamas 2 minutes, 2,0 amplitude. Ant siety likusi masé pasverta
ir apskai¢iuojamas kiekvienos frakcijos éminio dalis procentais [41].

Siame eksperimento etape susmulkintas Zirniy bandinys klasifikuojamos sietais ir
suskirstomas j 5 frakcijas: | frakcija — d > 2 mm; Il frakcija — 2 mm < d < 1,6 mm; 111 frakcija —
1,6 mm <d <1 mm; IV frakcija— 1 <d <0,5 mm; V frakcija—d < 0,5 mm (2.2 pav.).

Zirniai

Malimas

Klasifikavimas sietais

| frakcija Il frakcija 11 frakcija IV frakcija V frakcija
d>2mm 2mm<d<1,6 | 1,6 mm<d<1 | 1mm<d<0,5 d<0,5mm
mm mm mm

2.2 pav. Méginio klasifikavimas sietais

Ivertinus méginio frakcing sudéti, i§ 2.2 lentelés matome, kad didziausia Zirniy milty
frakcija susikaupé kaip nuosijos ant 0,5 mm skersmens skyluciy sieto (872,1 g). Didéjant sieto
skyluéiy skersmeniui, gauty nuosijy kiekis ant sieto mazéjo: 1V frakcija — 639,9 g, 11l — 567,0 g,
I1-337,59, 1-283,50.

Atlikus bendro baltymy kiekio atskirose frakcijose tyrimus (2.3 pav.) nustatyta, kad
mazéjant frakcijoje vidutiniam daleliy dydziui baltymy kiekis didéja: | frakcijoje (d > 2 mm)
baltymy kiekis — 20,5 %, 0 V frakcijoje (d < 0,5 mm) — 23,94 %. Nustatytas baltymy kiekis Il (2
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mm <d < 1,6 mm), Il (1,6 mm <d <1 mm) ir IV frakcijose (I mm < d < 0,5 mm) yra panasus,
Siose frakcijose yra apie 22 % baltymy.

2.2 lentelé. Frakcijy pasiskirstymas klasifikuojant sietais

Pavadinimas Daleliy dydis, mm Kiekis, g
| frakcija d>2 mm 283,5
Il frakcija 2mm<d<1,6 mm 337,5
111 frakcija 1,6 mm<d<1mm 567,0
IV frakcija 1 mm <d<0,5mm 639,9
V frakcija d<0,5mm 872,1

Tolimesni eksperimento etapai vykdomi su V frakcija, kurioje bendras baltymy kiekis

nustatytas didziausias — 23,94 %.
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2.3 pav. Baltymy kiekis atskirose Zirniy frakcijose (po frakcionavimo sietais)

Kietafazei fermentacijai naudotas zirniy méginiy drégnis — 50 %. KF atlikti naudotos trys
pieno rugsties bakterijos: Pediococcus acidilactici KTU 05-7, Pediococcus pentosaceus KTU
05-9 ir Lactobacillus sakei KTU 05-6. Sios pieno rigsties bakterijos sintetina ir j mitybos terpe
i§skiria baltymus (bakteriocinus), kurie pasiZymi antibakteriniu poveikiu prie§ giminingas
producentui bakterijy rasis [42].

PRB saugotos KTU Maisto mokslo ir technologijos katedros laboratorijoje minus 70 °C
temperattiroje apsauginéje terpéje (Microbank sistemoje) ir atgaivintos modifikuotame MRS
sultinyje (Oxoid, UK). PRB ruosimo substraty fermentacijai saglygos pateiktos 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. PRB ruoSimo substraty fermentacijai saglygos

PRB Kultivavimo Kultivavimo Terpé* Koncentracija,
temperatiira, °C trukmé, h log KSV/mi
P.acidilactici, KTU 05-7 3242 36 MRS 9,242
P. pentosaceus KTU 05-9 25+2 36 MRS 9,1+4
L. sakei KTU 05-6 30+2 36 MRS 9,2+2

*De Mar Ragosa ir Shape terpé (Biolife, Italija)
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Fermentacijai naudota — 2 % PRB nuo zirniy milty masés. KF vykdoma 72 h 35 °C

temperatiiroje Renggli A.G. termostate ,,Sveicarija®, méginys nuimamas 24 h periodiskumu.

Apdorojimas ultragarsu. Zirniy méginiai ultragarsu apdorojami naudojant proclean
3.0DSP (Vokietija) ultragarso vonele. Méginiai ruoSiami pagal 2.3.4. skyriuje aprasyta metodika.
Visi méginiai veikiami 37 kHz daznio bangomis 60 min. Sis laikas pasirinktas atsizvelgiant j

bendra mikroorganizmy skaic¢iaus maz¢jima.

2.3. Tyrimy metodai
2.3.1. pH ir BTR jvertinimas
pH ivertinimas
Tiriamojo meéginio pH iSmatuojamas pH — metru ,,Sartorius PB — 11°. Prie§ tai 1 g Zirniy
milty sumaiSomas su 10 ml distiliuoto vandens. Iki matavimy ir tarp matavimy elektrodas

laikomas 3 mol/l KCl tirpale [54].

BTR jvertinimas

Méginiy bendras titruojamas riugStingumas matuotas 10 g zirniy milty uzpilant 100 ml
distiliuoto vandens. Gautas miSinys iSmaiSomas ir palickamas stovéti 30 min. Véliau | miSinj
jlaSinami 3-5 lasai fenolftaleino ir titruojama 0.1 N NaOH tol, kol tirpalo spalva tampa rusva
[54].

2.3.2. Spektrofotometriniai metodai
Proteazés aktyvumo nustatymas

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

5 g zirniy milty sumaiSoma su 50 ml (0,01 M natrio acetato ir 0,005 M kalcio acetatas)
buferio tirpalo ir iSmaiSoma su ,,Vibrofix VF1 (IKA)* purtykle. Centrifuguojama 10 min., 8000
rpm,,Velocity 18R*“ (Dynamica) centrifuga. Analizei naudojamas centrifugatas.

Kalibracinés keivés sudarymui 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,5 ml etaloninio tirozino
tirpalo praskiesdziama vandeniu iki 2 ml. Paruosti darbiniai tirozino tirpalai sumaisyti su 5 ml
0,5 M natrio karbonato tirpalu, 1 ml Folin-Ciocalteu fenolinio reagentu ir islaikoma 30 min 37

°C temperattiros vandens vonioje. Véliau Genesys 10 UV (JAV) spektrofotometru (A = 660
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nm) iSmatuotas jy optinis tankis. Analogiskai ruoSiamas tusc¢ias bandinys, be tirozino.
Sudarant tirozino kalibracing kreive (pateikta 1 priede) nustatyta, kad tarp tirozino
koncentracijos tirpale ir jo optinio tankio yra tiesiné priklausomybé, kuri aprasyta lygtimi
y=0,1314x + 0,0176 (Cia: y — optinis tankis, x — tirozino tirpalo koncentracija, uM).
Determinacijos koeficientas R? tarp $iy dydziy yra lygus 0,9945. Tai rodo, kad kalibraciné kreivé
yra tiksli ir gali bati taikoma tirozino kiekiui nustatyti.

Analizei atlikti ] mégintuvélj jpilama 5 ml kazeino tirpalo ir 1 ml zirniy ekstrakto. Méginys
iSmaiSomas ir palickamas stovéti 37 °C temperatiroje termostate 30 min. Lygiagreéiai
atliekamas kontrolinis bandymas, be zirniy ekstrakto. Sekanciame etape j kiekviena mégintuvélj
jpilama po 5 ml 0,11 M trichloracetato rtigsties, ] tus¢ig meéginj — papildomai 1 ml Zirniy
ekstrakto, iSmaisoma ir palickama stovéti 37 °C temperatiiroje termostate 30 min. AnalogiSkai
ruoSiami kontroliniai méginiai, tik filtratas imamas i§ kontrolinio méginio. Véliau filtruojama per
0,45 pum popierin;j filtrg. SumaiSoma 2 ml filtrato su 5 ml 0,5 M natrio karbonato tirpalu ir 1 ml
Folin-Ciocalteu fenoliniu reagentu, iSmaiSoma ir palickama stovéti 37 °C temperatiiroje
termostate 30 min. ,,Genesys 10 UV* spektrofotometru (JAV) matuojamas tirpalo optinis tankis
(A =660 nm) [52].

I$ kalibracinés kreivés (1 priedas), nustacius tirozino kiekj (T), proteazés aktyvumas Zirniy

ekstrakte apskaiciuojamas pagal formulg:

py—_ 1 xXPE
= Tx30x2xm V9

Cia: T — tirozino ekvivalentas standartinéje tieséje, pmol/ml; PF — praskiedimo faktorius; 1 — tiriamojo

tirpalo taris, ml; 30 — hidrolizés trukmé, min; 2 — reakcijos mi$inio tdris, paimtas kolorimetrinei

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

Pieno riigsties L(+) ir D(-) izomeruy kiekio jvertinimas

Pasveriamas 5 g fermentuoty zirniy milty méginio ir jpilama 20 ml distiliuoto vandens.
MiSinys maiSomas 10 min. Méginys centrifiguojamas 10 min., 8000 rpm ,,Velocity 18R*
(Dynamica) centrifuga. Supernatantas praskiedziamas su distiliuotu vandeniu iki 50 ml,
filtruojamas per filtro popieriy ir naudojamas L(+) ir D(-) izomery kiekio nustatymui. L(+)- ir
D(-)-pieno riigsties izomery susidarymas zirniy biomasés PRB fermentacijos metu jvertintas
fermentiniu Megazyme K-DLATE testu (Megazyme International, Airija).

D(-) pieno rugsties izomerai nustatyti spektrofotometriniu budu, S$iam procesui
reikalingos 2 fermentinés reakcijos: 1. Pirmosios fermentinés reakcijos metu katalizuojama D-
laktato dehidrogenazés (D-LDH), D(-) izomerai oksiduojasi iki piruvato. Sios reakcijos metu
susidaro nikotinamido — adenino dinukleotidas (NAD+). 2. Antrosios fermentinés reakcijos metu

veikiant fermentui D-glutamato-piruvato transaminazei (D-GPT) vyksta piruvato konversijos }
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D-alaning ir 2-oksoglutarata. Siy reakciju metu susidargs NADH kiekis koreliuoja su D(-) pieno
rugsties izomery kiekiu ir yra iSmatuojamas spektrofotometrisSkai esant 3400 nm bangos ilgiui.

L(+) pieno riigsties izomery nustatymui vykdoma oksidacija iki piruvatosu L-laktato
dehidrogenaze (L-LDH). Sios reakcijos metu susidaro nikotinamido — adenino dinukleotidas
(NAD+). Sekanc¢iame etape veikiant D-GPT matuojama NADH absorcija esant 340 nm bangos
ilgiui.

Reakcijos miSinys sudarytas i8: 1,6 ml distiliuoto vandens, 0,1 ml méginio, 0,5 ml buferio
(kuriame yra D — glutamato ir natrio azido), 0,1 ml NAD" tirpalo ir 0,02 ml D-GPT tirpalo.
Susidares miSinys laikomas 5 minutes ir matuojama absorbcija (A1). ISmatavus absorbcijg | ta
pati misinj jpilama 0,02 ml D — LDH. Méginys iSmaiSomas ir laikomas 10 min, matuojama
absorbcija (A2). ISmatavus absorbcijg j tg patj misinj jpilama 0,02 ml D — LDH. Méginys
iSmaiSomas ir laikomas 15 min, matuojama absorbcija (As).

Ruosiant tus¢ig meginj i ji ipilama distiliuoto vandens. Pieno riigSties D(-) ir L(+) izomery
kiekio apskaic¢iavimas pagal formule [53]:

A2 - A1= AAD-pieno rigitis
Az - A2 = AALpieno rugstis

Cia: V — reakcijos miinio tdris (ml); MW — molekuliné masé pieno riigities (g/mol); ¢ — NADH
ekstincijos koeficientas esant 340 nm bangos ilgiui = 6300 (I x mol™ x cm™); d — kiuvetés ilgis (cm); V —
méginio taris (ml).

2.3.3. Antimitybiniy faktoriy nustatymo metodai
Baltymy virskinamumas

Baltymy virSkinamumui nustatyti yra tiriamos Zirniy visy daliy malimo sékly albuminy ir
gliuteliny frakcijos. Sios frakcijos iSsskirtos pagal 2.3.4. skyriuje aprasyta metodika (baltyminiy
medziagy i$skyrimas ir gryninimas).

Meéginiui paruosti 62,5 g zirniy baltymy yra sumaiSoma su 10 ml distiliuoto vandens.
MiSinys centrifiguojamas 5 min, 2000 aps/min “Heraeus labofuge 200 (JAV) centrifugoje.
Naudojant 0,1 M NaOH gauto tirpalo pH sureguliuojamas iki 8. Zirniy baltymy suspensija
sumaiSoma su fermentiniu miSiniu ( 1 ml distiliuoto vandens istirpinta 1,6 mg tripsino ir 3,1 mg
a-chimotripsino) santykiu 10:1. Po 10 min. matuojamas tirpalo pH. Baltymy virskinamumas (V,
%) in vitro jvertinamas pagal hidrolizuoty baltymy kiekj [51]:

V =210,464-18,103 % pH, (%)
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Proteaziy inhibitoriy aktyvumas

Vertinamas pagal tripsino ir chimotripsino inhibitoriy aktyvumg. Tiriamos Zirniy visy
daliy malimo sékly albuminy ir gliuteliny frakcijos. Sios frakcijos i3skirtos pagal 2.3.4 skyriuje
aprasytg metodika (baltyminiy medziagy iSskyrimas ir gryninimas).

Reakcijos misinj sudaro: 1,0 ml fosfatinis buferis, 0,5 ml proteazés tirpalas (1 mg/ml), 0,5
ml ImM HCI, 1 ml méginio tirpalo (1g/10ml fosfatinio buferio). 1 ml méginio tirpalo
inkubuojamas 30 min ir jpilama 2 ml kazeino tirpalo (2%). Reakcija vyksta 37 °C temperatiiroje
20 min. Reakcija sustabdoma jpylus 6 ml 5 % trichloracto rugsties. Tus¢ias méginys ruoSiamas
vietoje méginio jpilant 1 ml fosfatinio buferio. Kontroliniai méginiai ruosiami prie§ reakcijg
ipilant 6 ml 5 % trichloracto rugsties. Tirozino kiekis nustatytas pagal tirpalo absorbcija,
iSmatuota Genesys 10 UV (JAV) spektrofotometru, esant 660 nm bangos ilgiui. Inhibicinis
aktyvumas (%) apskaiCiuotas pagal proteolitinio aktyvumo sumazé¢jimg meéginiuose su

inhibitoriaus tirpalu ir be jo [51].

2.3.4. Baltyminiy medZziagy analizés metodai
Bendro baltymy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Bendram baltymy kiekiui Zirniy séklose nustatyti taikomas Kjedalio metodas pagal 1SO
20483:2013 standarta [43]. Metodo esmé ta, kad kaitinant méginius su koncentruota sieros
rugstimi ir katalizatoriumi, azotinés medziagos oksiduojasi. ISsiskyres amoniako pavidalo azotas
jungiasi su sieros riigS§timi, sudarydamas amonio sulfata. PaSarminus reakcijos miS$inj, susidaro
amonio hidroksidas, kuris kaitinamas suskyla ir susidaro amoniakas [44].

Analizei pasveriamas 1 g zirniy milty. Méginys sudedamas j Kjedalio kolbg, kurioje vyksta
mineralizavimas. Proceso metu jpilama 20 ml koncentruotos H>SOjs ir jdedama katalizatoriaus
tableté. Kjeldalio kolbos ,,Behr Labor Technik* (\Vokietija) mineralizavimo aparate kaitinamos
100 min. Skystis laisvai garuoja, o garai kondensuojasi ant piltuvélio ir lasa j kolba. Proceso
pabaigoje tirpalas kolboje tampa skaidrus ir bespalvis. Tai rodo, kad produkto organinés
medziagos jau suskilo ir kolboje liko tik mineraliniai junginiai. Po mineralizacijos kolbos
atvésinamos. Véliau tiriamas méginys distiliuojamas distiliatoriuje Behr (Labor — Technik
GmbH, Vokietija). Distiliavimui naudojamas boro ragsties tirpalas, jlasinama 2-3 lasai TaSiro
indikatoriaus. Skiriantis amoniakui, borato spalva kinta i§ violetinés j zalig. Véliau distiliatas
nutitruojamas 0,1N HCI tirpalu (indikatorius titravimo metu zalig spalva keicia ] violeting).
Lygiagreciai tomis paciomis salygomis nudistiliuvojamas ir nutitruojamas toks pat Kkiekis
koncentruotos sieros riigsties (tus¢ias méginys).

I$ tiriamo produkto méginio iSsiskyres azoto (N) kiekis apskai¢iuojamas pagal formule [43]:
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1,4 xXxnxKWV; —V,) %
M )
¢ia: 1,4 — azoto kiekis, kurj sujungia 1 ml 0,01N arba 0,1 N HCI,
V1 -0,01N arba 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas i§ distiliuojamo mineralizato iSsiskyrusiam amoniakui sujungti, ml;
V0 - 0,01N arba 0,1 N HCI kiekis, sunaudotas tus¢iajam méginiui nutitruoti, ml;
m — pasvertas analizei medziagos kiekis, g. n — druskos rtigsties, naudotos titravimui, normalingumas (0,01N arba
0,1 N HCI);
K — druskos rtigsties tirpalo pataisos koeficientas (1, jei néra atliekamas atskiras jvertinimas).
Baltymy kiekis apskai¢iuojamas:
Bpr = N*k
N - azoto (N) kiekis,
k - koeficientas perskai¢iuoti azoto kiekj j baltymy kiekj, k=5,7.

Tirpiuyjuy baltymu kiekio nustatymas

Tirpiyjy baltymy kiekio nustatymui svarstyklémis pasveriama 3 g Zirniy, uZpilama 27 ml
vandens, misinys suplakamas ir palickamas stovéti 15 minuciy. Méginys 30 min 8000 rpm
centrifiguojamas centrifuga. Eksperimento pradzioje susidargs skystis yra nupilamas, o ant
likusiy baltymy milty likucio uzpilama 27 ml 0,9 N NaCl. Méginys suplakamas, pamaiSomas ir
paliekamas stovéti 1 valanda. Véliau centrifiguojamas centrifiiga 30 min., 8000 rpm greiciu.
Méginyje susidargs skystis nupilamas ir naudojamas tolimesnei analizei.

Analizei naudojama 10 g tirpiyjy baltymy. Tolimesnis tyrimas atlickamas lygiai taip pat kaip
ir nustatant bendrg baltymy kiekj tik papildomai jdedama antiputoksliy.

Tirpyjy baltymy kiekis meéginiuose yra apskaic¢iuojamas pagal paimta tyrimui kiekj ir
praskiedimo tiirj [43]:

Bf X G
g

Bpr =

¢ia: g — analizei paimto produkto kiekis;

G- paruosto filtrate, t.y. filtrato, kuriame yra tirpiis baltymai, kiekis.

Baltyminiy medzZiagy i$skyrimas ir gryninimas

Baltyminiy medZiagy i$skyrimui Zirniy miltai (fermentuoti ir/ar ultragarsu apdoroti)
sumaiSomi su distiliuotu vandeniu santykiu 1:10 (milty:vandens) ir kambario temperatiiroje
(204£2 °C) retkarciais pamaisant iSlaikomi 30 min. Véliau 1 M NaOH tirpalu suspensijos pH
sureguliuojamas iki 9 ir islaikoma 1 h. Suspensija centrifuguojama ,,Velocity 18R (Dynamica)*
centrifuga 15 min, 8000 rpm greiciu, 8 °C temperatiiroje. | centrifugata lasinamas 1 M HCI, kol
pasiekiamas pH 4,5 ir islaikoma 1 h. Nuséde baltymai atskiriami centrifuguojant ,,Velocity 18R
(Dynamica)“ centrifuga 15 min, 8000 rpm grei¢iu, 8 °C temperatiroje ir iSdziovinami

“Sublimator 3x4x5 Zirbus technology” (Vokietija) sublimatoriuje [45]. Gauti baltymai
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naudojami tolimesniuose eksperimento tyrimo etapuose siekiant nustatyti baltymy funkcines
savybes bei in vitro virSkinamumg ir proteaziy inhibitoriy aktyvuma.

Analogiskai baltymy iSskyrimai atliekami su 24 h, 48 h ir 72 h KF paveiktais zirniais.
Gauti baltymai taip pat naudojami ir SDS-PAGE elektroforezés tyrimui pries tai juos vél
istirpinus 0,1 N NaOH tirpale. Pagal $ig metodikg buvo i$skirtos Zirniy albuminy ir gliuteliny
frakcijos.

Baltyminiy medziagy analizé SDS-PAGE elektroforezés metodu

Sio tyrimo metu nustatingjama Zirniy albuminy ir globuliny molekulinés masés. Albuminai
iStirpinami vandenyje ir paruosiamas baltymy tirpalas 1 mg/ml. Siekiant nuo globuliny atskirti
NaCl méginys filtruojamas per ,,Ultra- 15, MWCO 10 kDa* filtrus.

Baltyminiy medziagy analizei naudojamas elektroforezés aparatas ,,CS-300 Cleaver
Scientific*. SDS-PAGE analizei naudoti tirpalai ir jy paruoSimas:

1. 30 % akrilamido/0,8 % N,N’-metilenbisakrilamido tirpalas. Istirpinama 30 g
akrilamido ir 0,8 g N,N -metilenbisakrilamido ir pripilama H2O iki 100 ml.

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

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

4. Elektroforezés TRIS-glicino buferinis tirpalas. 3,02 g TRIS, 14,4 g glicino, 1g NDS ir
pripilama iki 2000 ml vandens.

5. 10 % amonio persulfato [(NH4)2S.Og] tirpalas. 0,1 g amonio persulfato istirpinama 1
ml vandens. Tirpalas ruosiamas prie$ pat naudojima.

6. Tetrametiledilendiaminas (TEMED).

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

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

9. Tiriamojo baltymo pavyzdziai. 10 mg tiriamojo lubiny baltymo istirpinama 100 pl

1 N NaOH ir praskiedziama iki 1 ml vandens.
10. Dazo Coomasie mélio tirpalas: 10 % acto rigsties, 0,006 % Coomassie mélio G-250,

90 % vandens.
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Elektroforezés metu jkrautos molekulés juda elektriniame lauke. Jkrautyjy molekuliy
judrumas elektriniame lauke priklauso nuo jy dydzio, formos kriivio ir cheminés prigimties.
Elektroforezés metu naudojami 2 geliai: skiriamasis ir koncentruojamasis.

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

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

Batina tiriamajj baltymg paruosti elektroforezei, tam tiriamasis baltymo tirpalas santykiu
1:1 skiedziamas su 2xbaltymo denataravimo buferiniu tirpalu ir kaitinamas 5 min verdancio
vandens vonioje. Analizei naudojama 10 — 40 ul paruosto baltymo preparato.

I gelyje esancius tarpus jpilami méginiai. Elektroforezés aparatas prijungiamas prie elektros
sroveés Saltinio. Nustatoma 40 Ma stipruvo srové ir 220 V jtampa. Kai judantis gelyje mélynasis
bromfenolis pasiekia skiriamojo gelio apacia, elektros sroveé iSjungiama. Po elektroforezés
poliakrilamido gelis atsargiai atskiriamas nuo stiklo ploksteliy, jdedamas i plastiking vonele ir
uzpilamas baltymy tvirtinimo tirpalu tiek, kad apsemty. Vonelé 1étai purtoma ,,KS 130 basic
(IKA)*“ purtykle kambario temperatiiroje 60 min. Po 60 min nupilamas baltymo tvirtinimo
tirpalas ir uzpilamas Coomassie mélio dazo tirpalas. Dazoma, kol baltymo juostelés nusidazo
norimo rySkumo spalva. Baigus dazyti, daZai nupilami ir uzpilama 10 % acto rtigSties. Vonele

purtoma kambario temperatiiroje, kol i§ gelio i$siplauna nesusiris¢ su baltymais dazai (1 h) [46].

2.3.5. Baltymu/milty funkciniy savybiu jvertinimas

Emulsijos sudarymo pajégumas

Emulsijos sudarymo pajégumui nustatyti ruoSiamos 1% baltymy (pagal 2.3.4. skyriuje
aprasyta baltyminiy medziagy isskyrimo metodika) ir vandens suspensijos. 0,3 g Zirniy baltymy
sumai$oma su 10 ml vandens ir 5 ml “Floriol” rapsy aliejumi. Gautas misinys maiSomas 5 min
su ,,Vibrofix VF1 (IKA)“ vorteksu, véliau centrifuguojama su ,,Microcen 23 (Orto alresa)” 5000
rpm greiiu, 30 min. Zirniy baltymy emulsijos sudarymo pajégumas nustatomas, esant
skirtingiems terpés pH — 4, 6, 8. Suspensijos pH reguliuojamas su 0,1 N NaOH ir 0,1N HCI

tirpalais. Emulsijos sudarymo pajégumas apskaiciuojamas pagal formule [43]:

B ) Emulsijos sluoksnio turis (ml)
Emulsijos sluoksnis (%) = — x 100
Bendras suspensijos turis (ml)
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Emulsijos stabilumo nustatymas

Siam tyrimui méginiai ruo§iami taip pat, kaip ir emulsijos susidarymo pajégumui nustatyti.
Skirtumas tas jog prie§ centrifugavimg méginiai iSlaikomi 80 °C temperatiroje 30 min, po to
atvésinami iki kambario temperatiros (20+2°C), 4 min. laikant mégintuvélius Saltame
vandenyje. Atvésinti méginiai centrifuguojami ,,Microcen 23 (Orto alresa)” centrifuga 30 min,

5000 rpm grei¢iu. Emulsijos stabilumas apskaic¢iuojamas pagal formule [43]:

Emulsijos sluoksnio turis (ml)
x 100

Emulsijos sluoksnis (%) =
mulsijos sluoksnis (%) Bendras suspensijos turis (ml)

Puty sudarymo pajégumas

Siam tyrimui ruoSiamos trys 1% baltymy (pagal 2.3.4. skyriuje aprasyta baltyminiy
medziagy i8skyrimo metodika) suspensijos: 0,3 g baltymy sumaiSoma su 10 ml vandens. Véliau
] suspensija jlasinama 0,1 M NaOH arba 0,1 M HCI tirpalai, siekiant sureguliuoti pH iki 4, 6 ir
8. Gauta suspensija supilama ] tris skirtingas matavimo kolbutes, nupilama 10 ml ir
homogenizuojama 5 min su “IKA T25 digital” (Vokietija) plakikliu. Puty sudarymo pajégumas
(PP) apskai¢iuojamas pagal formule [47]:

Puty sud N %) = Puty turis (ml) « 100
uty sudarymo pajégumas (%) = Bendras suspensijos turis (ml)

Geliy sudarymo pajégumas

Siam tyrimui ruoSiamos keturios 6 %, 8 %, 10 % ir 12 % zirniy baltymy suspensijos,
kurios sumaiSomas su 100 ml distiliuoto vandens. Méginiy pH sureguliuojamas iki 7 su 0,5 N
NaOH tirpalu. Gauta suspensija, homogenizuojama 2 min. su “IKA T25 digital” (Vokietija)
plakikliu. Misinys centrifiguojamas 15 min, 2000 aps/min “Heraeus labofuge 200 (JAV)
centrifigoje siekiant i§ méginiy paSalinti susidariusj org. Méginiai suskirstomi j 10 ml talpos
mégintuvélius ir voneléje i§laikomi 80 °C temperatiiroje 10 min. Po kaitinimo méginiai vésinami
Saltu vandeniu ir 2 valandas paliekami stovéti Saldytuve. Susidariusio gelio stiprumas

jvertinamas apverciant meégintuvélj (bandinys negali iSbégti arba slysti mégintuvelio Sonu) [48].
Vandens absorbcijos jvertinimas

Meéginiui paruoSti 5 g Zirniy milty sumaiSomi su 30 ml vandens. Gautas miSinys

1iSmaiSomas ir paliekamas stovéti 30 min. Véliau miSinys centrifuguojamas ,,Velocity 18R

36



(Dynamica)“ centrifuga 30 min, 5000 rpm greiciu. Skystoji fazé nupilama. Vandens absorbcija

apskaiCiuojama pagal formule [49]:

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

Analizei naudotas milty kiekis

Geliy klampos analizé

Geliy klampos jvertinimui naudojamas akustinis prietaisas su specialiais jutikliais.
Akustinio matavimo veikimo principas grindziamas Zemés svoriu (pastovi jéga) ir stiimoklio
nusileidimo greicio | tiriamaja klampig medziagg matavimu. Analizuojant stimoklio nusileidimo
greit] jvertinama tiriamosios medziagos klampa. Stimoklio nusileidimo greitis nustatomas
naudojant bekontakt] matavima, apimantj ultragarso bangos sklidimg per ora. Akustinio prietaiso
techniniai parametrai: matavimo paklaida + 5 um, laisvas kritimo atstumas tarp analizuojamo
meéginio 20 mm, ultragarso veikimo daznis 800 kHz, matavimo impulsy daznis 1 kHz. Trys
kiekvieno méginio matavimai buvo atlieckami milisekundziy (ms) tikslumu per 300 ms laikotarpj.

Méginiui paruosti 17 g fermentuoty zirniy milty suspenduojama su 83 ml distiliuoto
vandens. MiSinys iSmaiSomas ir paliekamas stovéti 15 min. Méginiai suskirstomi j 10 ml talpos
mégintuvélius ir voneléje i§laikomi 80 °C temperatiiroje 60 min. Po kaitinimo méginiai vésinami
Saltu vandeniu ir 2 valandas paliekami stovéti Saldytuve. Analizuojami méginiai dedami i

plastikines matavimo kiuvetes (90 mm skersmuo ir 120 mm aukstis) [50].

2.3.6. Bendro mikroorganizmy skaiciaus (BMS) nustatymas

Bendras mikroorganizmy skai¢ius (BMS) nustatomas pagal standarta LST EN ISO
4833:2003 Maisto ir pasSary mikrobiologija. Bendrasis metodas. Kolonijy skai¢iavimo 30
laipsniy temperattiroje metodas.

Tyrimo eiga: tiriamoji méginio dalis yra pasveriama svarstyklémis ir praskiedziama NaCl
tirpalu, santykiu 1:9. Gautas miSinys iSmaiSomas purtykle Tomson. Pipete atmatuojama po 1 ml
skiedinio ir supilama j dvi sterilias Petri lekSteles, sumaiSoma su 15 ml iStirpintos ir atvésintos
iki 45° C temperatiiros terpés. Veéliau uzsé¢jamos kitos Petri 1¢ksStelés. Pasélis su terpe iSmaiSomas
sukant horizontaliais ir vetikaliais judesiais ir palieckama sustingti. Inkubuojama 72 h + 3 h 30 °C
+ 1 °C temperattiros termostate. Skai¢iavimui atrenkamos tos lékstelés, kuriose iSaugo ne maZiau
nei 15 ir ne daugiau kaip 300 kolonijy.

Siekiant jvertinti ultragarsinio poveikio jtaka antimikrobiniam aktyvumui, zirniy séklos
buvo paveiktos 20, 40, 60 ir 80 min. 37 kHz ultragarsu 18 - 20° C temperatiiroje. Bandymas
kartotas 2 kartus, vidutinei vertei apskaiciuoti lyginamos 4 lekstelés. Bendram mikroorganizmy
skaiciui iSreiksti paimtas aritmetinis vidurkis.
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Kolonijas sudaranciy vienety (KSV) skaicius 1 g Zirniy méginiuose apskaiciuojamas pagal
formule [55]:

_ xec
Vx(ml+0,1+n2)+d

>C — suma kolonijy, suskai¢iuoty visose neatmestose 1ékstelése 1§ dviejy vienas po kito einanciy
skienidiy, kai bent vienoje l¢ksteléje yra maziausiai 15 kolonijy;

V —uzsétos medziagos (paselio) turis leéksteléje mililitrais;

nl — pirmojo skiedinio vertinamy leksteliy skai¢ius;

n2 — antrojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius;

d — pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo koeficientas.

2.3.7. Matematiné statistiné duomeny analizé
Eksperimentai kartoti maziausiai tris kartus, iSskyrus bendra mikroorganizmy kiekio
nustatymg (kartojamumas — 2 kartai). Rezultaty vidurkiai ir standartiniais nuokrypiai
apskai¢iuoti Microsoft Excel programine jranga. StatistiSkai reik§mingais skirtumai tarp méginiy

buvo laikomi, kai reik§mingumo lygis p < 0,05.
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3. Rezultatai ir juy aptarimas
Siame darbe atlikti tyrimai siekiant jvertinti kietafazés fermentacijos ir ultragarsinio

poveikio jtaka zirniy produkty cheminei sudéciai ir funkcinéms savybéms.

3.1. Zirniy produkty panaudojimas PRB kietafazés fermentacijos procesuose

Kietafaz¢ fermentacija (KF) pastaruoju metu susilauké ypatingo mokslininky démesio, nes
yra ekonomiskesné ir saugesné technologija nei jprasta fermentacija skystoje terpéje [56]. KF
apibréziama kaip fermentacijos procesas, kuris vyksta kietoje fazéje ir yra atlickamas nesant
dideliam vandens kiekiui (drégnis <50 %) [57]. Pagrindiniai KF privalumai: esant mazam
substrato vandens aktyvumui fermentacijos metu sumazéja mikrobiologiné tarSa, naudojama
paprastesné jranga, fermentacijos procesams gali biiti naudojami jvairis mikroorganizmai
(pelésiai, bakterijos, mielés) ir substratai [58]. Siekiant didesnio KF efektyvumo, tikslinga
tinkamai parinkti substrato daleliy dydj, pH, temperattra, vandens kiekj, terpés sudedamasias

dalis ir kt. [59].

3.1.1. Terpés pH ir BTR pokyc¢iai PRB kietafazés fermentacijos metu
Pradiniame eksperimento etape tirti pH poky¢iai Zirniy produkty PRB KF metu (3.1 pav.).
Zirniy produktai fermentuoti skirtingomis pieno riigities bakterijy padermémis (P. acidilactici,
P. pentosaceus 9, L. sakei).
IS pateikty rezultaty matyti, jog zirniy produkty PRB KF metu pH kito vidutini§skai nuo
6,40 iki 4,36. Pradiniame fermentacijos etape (24 h) pH pokyc¢iai buvo neZymis ir tai buvo

fiksuojama su visomis PRB padermémis.
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3.1 pav. Zirniy produkty terpés pH poky¢iai PRB KF metu
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Tolesnés fermentacijos metu (48 h) PRB metabolity susidarymo intensyvumas, lyginant su
pirmuoju fermentacijos periodu (24 h), buvo didesnis ir pH vidutiniskai sumazéjo iki 5,08.
Didziausi pH pokyc¢iai visais atvejais (pH vidutiniskai sumazéjo iki 4,36) nustatyti,
fermentuojant méginius 72 h. Vertinant skirtingy PRB padermiy jtakg pH poky¢iams, pastebéta,
kad P. acidilactici intensyviau produkuoja ragstinancius aplinkg metabolitus, nei P. pentosaceus
ar L. sakei.

PRB KF metu papildomai vertintas zirniy produkty bendras titruojamas riigStingumas
(BTR) (3.2 pav.).

IS gauty rezultaty matyti skirtingi BTR pokyciai zirniy produkty rigstingumui,
priklausomai nuo PRB ir KF trukmés. Kontroliniame méginyje (savaiminé fermentacija be PRB)
BTR nustatytas 8,5. Visais fermentacijos etapais buvo stebimas BTR ver¢iy didéjimas: po 24 h
fermentacijos BTR padidéjo, lyginant su kontrole, vidutiniskai 2,66 po 48 h fermentacijos —
vidutiniskai 9,66. Didziausias BTR vertés didéjimas nustatytas méginius fermentuojant 72 h

(BTR padidéjo apie 3 kartus).
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3.2 pav. Zirniy produkty BTR poky¢iai PRB KF metu

Vertinant skirtingy PRB jtaka BTR, didZiausias analizuojamo kriterijaus didéjimas
nustatytas méginiuose, fermentuotuose (72 h) su L. sakei (vidutiniskai 10,50), kai su P.
pentosaceus ir P. acidilactici atitinkamai 9,33 ir 8,33.

IS gauty tyrimo rezultaty matoma, kad zirniy PRB KF (priklausomai nuo padermés)
mazina pH ir didina BTR. Pagal H. Garcia, A. Lopez-Malo ir kt. didelis riigstingumas ir Zemos
pH vertés fermentacijos metu turi jtakos lipidy tirpumui. Taip pat mazina molekuliy poliskuma,
padidinat maistiniy medziagy difuzija per mikroorganizmy lgsteliy membrang j citoplazma, tuo
pagerindamos fermentacijos sglygas ir metabolizmo produkty susidarymg fermentacijos metu
[60].
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Literattroje pateikiama informacija apie kitos baltymingos augalinés zaliavos — lubiny (L.
luteus) pH ir BTR pokyc¢ius PRB KF metu (24 h), kurie sutampa su Siame eksperimente gautais
duomenimis. P. acidilactici fermentuotuose méginiuose pH nustatytas 4,21, BTR — 20,05;
fermentacijai naudojant P. pentosaceus pH nustatytas 4,13, BTR - 23,42; méginius
fermentuojant su L. sakei pH nustatytas 4,24, BTR — 21,00 [54].

3.1.2. Pieno rugsties D(-) ir L(+) izomery jvertinimas PRB kietafazés fermentacijos metu

PRB placiai naudojamos kaip starterinés kultiiros jvairiy fermentuoty maisto produkty
gamyboje. Pagrindinis fermentacijos metabolitas yra pieno riigstis, kuri dazniausiai naudojama
kaip konservantas arba kaip produkto skonj formuojanti medziaga [54]. Susidariusi pieno rugstis
ne tik gerina produkto juslines savybes, bet ir padeda apsaugoti maisto produktus nuo gedima
sukelian¢iy mikroorganizmy dauginimosi taip prailginant jy realizavimo laikg. Fermentacijos
metu PRB produkuoja pieno riigsties optinius izomerus L(+) ir D(-) [62]. Kadangi D(-) izomero
Zmogaus organizmas nemetabolizuoja ir gali sukelti acidoze ir dekalcifikacija, todél tikslinga
jvertinti pieno rugsties izomerus ir jy kiekj, susidarancius Zirniy produkty fermentacijos metu
[62].

Zirniy produkty PRB KF metu susidariusiy L(+) ir D(-) pieno riigities izomery kiekio
jvertinimo rezultatai pateikti 3.3 pav. ir 3.4 pav.
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3.3 pav. L(+) pieno riigsties izomero pokyciai PRB KF metu

Zirniy produkty PRB KF metu (3.3 pav.) nustatytas L(+) izomero susidarymo didé¢jimas:
po 24 h fermentacijos, lyginant su kontrole, L(+) izomero Kiekis vidutiniskai padidéjo 41,01
mg/kg, po 48 h fermentacijos — 45,11 mg/kg. Daugiausiai L(+) pieno ruigsties izomero susikaupé
72 h fermentuotuose méginiuose (vidutiniSkai, 108,72 mg/kg). Intensyviausiai §j izomera

tirlamoje terpéje produkavo Ls padermé (vidutiniskai 109,98 mg/kg), kai Pp9 ir Pa
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fermentuotose méginiuose nustatyta atitinkamai 104,71 mg/kg ir 100,25 mg/kg. Savaiminés
fermentacijos metu (kontrol¢) taip pat buvo fiksuotas L(+) izomero susidarymas, taciau jis buvo

vidutiniSkai kelis kartus maZesnis nei tiriamuose méginiuose.
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3.4 pav. D(-) pieno rugsties izomero poky¢iai PRB KF metu

I$ gauty rezultaty matyti (3.4 pav.), jog D(-) izomero susidarymas per pirmasias
fermentacijos valandas (24 h) kito, lyginant su kontrole, nuo 30,17 mg/kg iki 40,35 mg/kg.
Didesni D(-) pieno riigsties izomero poky¢iai, nustatyti méginiuose fermentuotuose 48 h ir 72 h,
atitinkamai vidutiniskai 44,10 mg/kg ir 46,02 mg/kg.

Atlikus L(+) ir D(-) pieno rugsties izomery analiz¢ zirniy produktuose nustatyta, jog L(+)
ir D(-) pieno rigsties izomery koncentracijos tiriamuosiuose méginiuose priklauso nuo naudotos
PRB padermés. Siekiant uztikrinti fermentuoty produkty saugg D(-) izomero atzvilgiu Zirniy
produktai galéty buti fermentuojami (24 h) su P. acidilactici bakterijomis, Siame méginyje
susidaré maziausias D(-) izomero kiekis (42,18 mg/kg).

Literatiiroje pateikiama informacija apie lubiny (L. luteus) ir sojy (Progress) pieno riigsties
D(-) ir L(+) izomery poky¢ius KF metu naudojant skirtingas PRB padermes (P. pentosaceus, P.
acidilactici, L. sakei). Po 24 h fermentacijos tiriamuose méginiuose nustatyti skirtingi L(+) ir
D(-) pieno rugsties izomery kiekiai. Tiek lubiny, tiek sojy produktai pasizyméjo didesniu L(+)
izomero kiekiu, nei D(-) izomero Kiekiu. Lyginant tyrimo rezultatus priklausomai nuo naudoty
PRB padermiy, didziausig poveikj L(+) pieno riig§ties izomero kiekio padidéjimui turéjo P.
pentosaceus fermentacija (lubiny produktuose nustatytas L(+) izomero kiekis 128,4 mg/kg,
sojose — 117,9 mg/kg). Su $ia paderme fermentuoty lubiny ir sojy produktuose nustatytas 2

kartus mazesnis D(-) pieno riigsties izomero kiekis atitinkamai 48,9 mg/kg ir 56,2 mg/kg [54].
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3.2. Proteaziy aktyvumo pokyciai PRB kietafazés fermentacijos metu

Naudojant zirniy produktus kaip PRB fermentacijos terpe, aktualu jvertinti fermentiniy
aktyvumy pokycius fermentacijos metu, pvz. proteazinio, kuris gali turéti jtakos technologiniam
procesui ir baltyminiy medziagy pasisavinamumui.

Vertinant proteazinio aktyvumo poky¢ius PRB KF metu, stebimas analizuojamo parametro
verciy didéjimas (3.5 pav.). Nefermentuotuose zirniy produktuose proteazinis aktyvumas
nustatytas 13,16 PV/g. Ilgéjant fermentacijos trukmei (nuo 24 h iki 72 h ) Zirniy produkty
proteazinis aktyvumas vidutini$kai kito ribose nuo 23,96 PV/g iki 31,79 PV/g. Didziausias
proteazinio aktyvumo prieaugis nustatytas po 24 h fermentacijos ir jis sudaré¢ 82,00 %. Kituose
fermentacijos etapuose (48 h ir 72 h), lyginant su 24 h fermentuotais zirniy produkty méginiais,
nustatyti proteaziy aktyvumo poky¢iai buvo atitinkamai 24,63 % ir 32,63 % mazesni.

Analizuojant skirtingy PRB padermiy jtaka proteaziniam aktyvumui, pastébéta, jog
skirtingos PRB padermés pasizymi skirtingu proteaziniu aktyvumu. DidZiausias proteaziy
aktyvumas (vykstant 72 h fermentacijai) nustatytas P. acidilactici fermentuotuose méginiuose
(32,17 PV/g), 0 maziausias - L. sakei ( 31,16 PV/g).
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3.5 pav. Zirniy produkty proteazinio aktyvumo poky¢iai PRB KF metu

Analogiski tyrimy rezultatai pateikiami ir literatiiroje. DidZiausias proteazinis aktyvumas
nustatytas 48 h P. acidilactici fermentuotuose sojy produktuose, mazesniu proteaziniu aktyvumu

pasizymeéjo L. sakei ir P. pentosaceus fermentuoti méginiai [63].

3.3. Zirniy produkty baltyminiy medZiagy, funkciniy savybiy ir pasisavinamumo poky¢iai

PRB kietafazés fermentacijos metu

3.3.1. Baltyminiy medziagy poky¢iai PRB kietafazés fermentacijos metu
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Siame tiriamojo darbo etape pateikti Zirniy produkty baltyminiy medZiagy pokyciai PRB
KF metu. Apie juos buvo sprendziama pagal bendro baltymy kiekio, tirpiyjy baltymy (albuminy
ir globuliny frakcijy) analizés rezultatus (3.6, 3.7 ir 3.8 pav.).

Nustatyta (3.6 pav.), jog PRB KF zirniuose mazino bendrg baltymy kiekj. Maziausias
bendry baltymy kiekio pokytis, lyginant su kontrole, nustatytas zirnius fermentuojant 24 h ir jis
sudaré 2,67 %. Kitame fermentacijos etape (48 h), lyginant su 24 h fermentuotais méginiais,
baltymy pokyc¢iai buvo nereikSmingi. Didesni bendry baltymy pokyc¢iai, lyginant su kontrole,
nustatyti po 72 h fermentacijos ir vidutiniSkai sudaré¢ 3,24 %. Be to, PRB padermés skirtingai
jtakojo zirniy bendry baltymy kiekio maze¢jima: didziausi analizuojamo kriterijaus pokyciai,
lyginant su kontrole, nustatyti visais L. sakei fermentacijos etapais (vidutiniskai 3,00 %), kai su
kitomis padermémis (P. acidilactici ir P. pentosaceus) bendras baltymy kiekis nustatytas

vidutiniskai 2,86 % maZesnis.
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3.6 pav. Zirniy produkty bendro baltymy kiekio poky¢iai PRB KF metu

Vertinant KF jtaka zirniy baltyminéms medziagoms taip pat buvo stebimi ir tirpiyjy
baltymy poky¢iai (3.7 pav.).

IS gauty rezultaty matyti, jog PRB KF fiksuojama tirpiyjy baltymy didéjimo tendencija: po
24 h fermentacijos, lyginant su kontrole, tirpiujy baltymy pokytis vidutiniskai sudaré¢ 7,98 %.
Didziausi tirpiyjy baltymy poky¢iai nustatyti sekanciuose fermentacijos etapuose (48 h ir 72 h) ir
atitinkamai sudaré 15,66 % ir 20,88 %.

Lyginant PRB padermiy jtaka Zirniy tirpiyjy baltymy pokyciams reikSmingy skirtumy

nepastebéta.
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3.7 pav. Zirniy produkty tirpiyjy baltymy poky¢iai PRB KF metu

Albuminy ir globuliny frakcijy analizés, taikant SDS — PAGE elektroforezés metoda, tyrimo
rezultatai pateikti 3.8 paveiksle. Eksperimento metu tiriami baltyminiy medZziagy molekulinés

masés pokyciai méginiuose, fermentuotuose KF salygose, naudojant jvairias PRB padermes.

40,000

37,000

33,000

30,000

25,000

20,000

15,000

14,000

K Pa24 Pp24 Ls24 Pa48 Pp48 Ls48 Pa72 Pp72 Ls72 St

3.8 pav. Zirniy produkty baltymy molekulinés masés pokyciai PRB KF metu

K — nefermentuoti Zirniy miltai; St — baltymo standartas SIGMA colorburst ,, Electrophoresis marker .

IS gauty rezultaty matyti, kad Zirniy baltyminiy medziagy molekulinés masés poky¢iai kito
ribose nuo 14,000 Da iki 40,000 Da, i§ kuriy didziausig dalj sudaré smulkios baltyminés frakcijos,
kuriy molekuliné masé yra ~ 15,000 Da. Pradiniame Zirniy milty fermentacijos etape (24 h),
stebima PRB padermés jtaka baltyminiy medziagy molekulinéms maséms: P. acidilactici ir P.
pentosaceus KF méginiuose fiksuotos 14,000 Da — 15,000 Da baltyminés medziagos, kai L. sakei

fermentuotuose méginiuose papildomai be siy frakcijy matomos ir didesnés molekulinés masés
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frakcijos (37,000 Da). Tolimesniame fermentacijos etape (48 h) stebimas mazos molekulinés
masés (14,000 Da) frakcijy didéjimas, kuris iSrySkéjo su visomis PRB padermémis. Po 72 h P.
acidilactici ir P. pentosaceus fermentacijos méginiuose fiksuojami mazesnés molekulinés masés
(20,000 Da) frakcijy hidrolizés procesai. Tokia tendencija buvo stebima ir didesnés molekulinés
maseés (25,000 — 30,000) frakcijose, ta¢iau mazesniu laipsniu. L. sakei fermentuotuose méginiuose,
lyginant su P. acidilactici ir P. pentosaceus, baltyminiy medziagy poky¢iai $io etapo metu buvo
maziausi, iSliekant daugiau jvairiy ir didesnés molekulinés masés frakcijy (nuo 14,000 Da iki
40,000 Da).

Gauti rezultatai lyginti su Kity tyréjy darbais, kuriuose analizuojami bendry ir tirpiyjy
baltymy pokyciai fermentacijos metu [64]. Nustatyta, kad fermentuojant lubiny (Lupinus
angustifolius) baltymus su P. pentosaceus bendras baltymy kiekis mazéjo, o tirpiyjy baltymy
kiekis did¢jo. IS gauty rezultaty matyti, jog didZiausig jtaka lubiny baltymy pokyciams turi
fermentacijos trukmé. Nefermentuotuose lubiny produktuose bendras baltymy kiekis nustatytas
39,8 %, o vandenyje tirpiy baltymy — 18,6 %. Po 24 h fermentacijos bendras baltymy kiekis
nustatytas 38,7 %, o vandenyje tirpiy baltymy — 20,0 %, po 48 h fermentacijos — 36,5 % ir 23,6
%, po 72 h fermentacijos — 32,3 % ir 27,6 %.

Analogiski rezultatai gauti ir tiriant metabolity poky¢ius PRB fermentuojamuose sojos
pupeliy produktuose. Nustatyta, jog 100 % sojos pupeliy pastoje fermentacijos metu bendras
baltymy kiekis mazéjo (6,73 %), 0 tirpiyjy baltymy kiekis didéjo (57,67 %), visais atvejais,
iSskyrus 72 h fermentacija — fermentuotuose 72 h méginiuose fiksuojamas tirpiyjy vandenyje
baltymy kiekio mazéjimas [65].

Taip pat literatliroje pateikti ir sojos pupeliy tirpiyjy baltymy pokyciai méginius
fermentuojant su L. paracasei HII02 paderme. Po 72 h vykusios sojos pupeliy fermentacijos,
tirpiyjy baltymy kiekis padidéjo nuo 4,79 % iki 19,97 % [66]. Analogiskos tenedencijos buvo

stebimos ir $io eksperimento metu.

3.3.2. Baltymy proteaziy inhibitoriy aktyvumo ir virSkinamumo pokyciai PRB kietafazés
fermentacijos metu
Ankstinés kultiiros issiskiria padidintu Kiekiu antimitybiniy faktoriy, kurie maZzina baltymy
pasisavinamuma, tod¢l tikslinga jvertinti jy kitima PRB KF metu. Siame tiriamojo darbo etape
analizuota Zirniy produkty proteaziy inhibitoriy aktyvumo ir baltymy in vitro virSkinamumo
poky¢iai PRB KF metu.
Baltymy in vitro vir§kinamumas. Zirniy milty baltymy in vitro virskinamumo poky¢iai

KF metu naudojant skirtingas PRB padermes pateikti 3.9 paveiksle.
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IS gauty rezultaty matyti, jog PRB KF turéjo teigiamg jtakg Zirniy baltymy in vitro

virskinamumui: po 24 h fermentavimo, lyginant su nefermentuotais zirniy produkty baltymais,

baltymy virskinamumas padidéjo 8,6 %, po 48 h fermentacijos — 9,15 %, po 72 h fermentacijos —

9,86 %.
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3.9 pav. Zirniy produkty baltymy in vitro vir§kinamumo poky¢iai PRB KF metu

Vertinant PRB padermiy jtakg baltymy virSkinamumui, didZiausi pokyciai fiksuojami

méginius fermentuojant su P. pentosaceus, analizuojamas kriterijus, lyginant su nefermentuotais

zirniy produkty baltymais (visais fermentacijos etapais) vidutiniskai padidéjo 9,43 %, o

fermentuojant su P. acidilactici ir L. sakei $is rodiklis nesiskyreé (atitinkamai 9,18 % ir 9,00 %).

KF metu buvo fiksuojami ir proteazés inhibitoriu aktyvumo poky¢iai (3.10 pav.). Po 24

h fermentacijos PRB proteazés inhibitoriy aktyvumas, lyginant su kontrole, vidutiniskai padidéjo

1,04 %. Tolesnés fermentacijos metu (48 h ir 72 h), lyginant su kontrole, $io parametro pokyciy

vertés maz¢jo, atitinkamai 5,23 % ir 10,14 %.

26

24

22

20 -
18 -
16 -
14 -
12 -

Proteazés inhibitoriy aktyvumas, %

10

24 48
KF trukmeé, h

-

s

!

S

!

e

R

S R fa e

10,99 1096
' 10,7

I

- EEE

72

OKontrolé
B Pa
mPp9

mLs

3.10 pav. Zirniy produkty baltymy proteazés inhibitoriy poky¢iai KF PRB metu
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Lyginant tarpusavyje atskiras PRB padermes, reikSmingi skirtumai nustatyti tiek po 24 h
fermentacijos, tiek ir po 48 h fermentacijos. Po 24 h fermentacijos didziausias $io parametro
ver¢iy did¢jimas, lyginant su kontrole, buvo fiksuojamas zirniy baltyminiy medziagy P.
acidilactici paderme fermentuotuose méginiuose ir sudaré 2,1 %.

I$ gauty rezultaty matyti, jog Zirniy produkty fermentacija slopino proteazés inhibitoriy
aktyvumg ir didino baltymy in vitro virS§kinamumg. Pagal mokslininkus M. Zwietering, W. M. de
Vos ir kt. toks baltymy virSkinamumo didéjimas siejamas su fermentacijos metu isskiriamais
fermentais, kurie inaktyvuoja antimitybinius faktorius [67].

Analogiski rezultatai gauti ir kity tyréjy darbuose, vertinusiy kitos baltymingos augalinés
zaliavos (lubiny) virS§kinamumo poky¢ius fermentacijos metu [68]. Analizuojant L. luteus lubiny
produktus, didziausias virSkinamumas nustatytas P. pentosaceus fermentuotuose méginiuose
(86,25 £ 1,25%). Tos pacios tendencijos nustatytos L. albus fermentuotuose lubiny méginiuose
— didziausias baltymy in vitro virSkinamumas nustatytas su P. pentosaceus fermentuotuose
méginiuose (87,53 + 1,44%). Taip pat nustatyta skirtingy PRB padermiy jtaka baltymy
virskinamumui: fermentuojant lubinus L. luteus su P. pentosaceus, baltymy vir§kinamumas
padidéjo 18,73 %, kai su P. acidilactici — 17,12 %, su L. sakei — 16,73 %; L. albus
fermentuotuose lubiny méginiuose Sie pokyciai sudaré atitinkamai 17,68 %, 12,15 % ir 14,71 %.

Kity autoriy darbuose taip pat fiksuojama PRB padermiy jtaka Iubiny (L. albus ir L. luteus)
ir sojos pupeliy (Rudoji ir Progress) baltymy virskinamumui. Visais atvejais PRB fermentacija
turéjo teigiamg jtakg analizuojamiems Kriterijams. Didziausi baltymy virSkinamumo pokyciai,
lyginant su kontrole (nefermentuotais lubiny miltais), nustatyti lubiny L. albus méginius
fermentuojant su P. acidilactici, baltymy virskinamumas kito nuo 74,38 % iki 87,53 %. Sojo
pupeliy Progress genotipo méginiuose didziausias baltymy vir§kinamumo padidéjimas, lyginant

su kontrole, taip pat nustatytas fermentuojant su P. acidilactici (nuo 78,2 % iki 89,67 %) [54].

3.3.3. Baltyminiy medziagy funkciniy savybiy poky¢iai PRB kietafazés
fermentacijos metu

Atsizvelgiant j ankstesnius tyrimus ir } tai, kad daugumos augaliniy baltymy izoelektrinis
taskas (pl) vidutiniSkai atitinka 4,5, zirniy produkty baltymy funkcinés savybés (emulsijos
pajégumas ir stabilumas, puty sudarymo pajégumas bei gebéjimas sudaryti gelius) analizuotos
naudojant baltymy suspensijas, ruostas prie pH 4, pH 6 ir pH 8 [69]. Kontrolei naudojami i
zirniy viso daliy malimo sékly i$skirti baltymai be fermentacinio apdorojimo.

Emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas. PRB KF jtakos Zirniy produkty baltymy

emulgavimo savybéms tyrimy rezultatai pateikti 3.11 pav. ir 3.12 pav..
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Atlikus emulsijos sudarymo pajégumo vertinimg (3.11 pav.), nustatyta, kad didziausia
jtaka Sio parametro vertéms tur¢jo terpés pH: esant terpés pH 4, emulsijos sudarymo pajégumas
vidutini$kai sudaro 21,91 %. Sarminant terpe iki pH 6 ir pH 8 emulsijos susidarymo pajégumas
didéjo nuo 33,52 % iki 39,26 %.
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3.11 pav. Zirniy baltymy emulsijos sudarymo pajégumas PRB KF metu

IS gauty rezultaty matyti, kad KF trukmé taip pat turé¢jo jtakos emulsijos sudarymo
pajégumui, Sio parametro vertés didéjo visais PRB KF etapais. Didziausias emulsijos sudarymo
pajégumas, lyginant su kontrole, nustatytas méginiuose fermentuotuose 72 h ( vidutiniskai 9,73
% ), kai po 24 h ir 48 h fermentacijos analizuojamas kriterijus didéjo mazesniu intensyvumu —
3,7%ir 5,79 %.

Lyginant skirtingy PRB padermiy jtaka analizuojamam Kkriterijui, pastebéta, kad
didziausias emulsijos sudarymo pajégumas nustatytas zirniy meginiuose, fermentuotuose 72 h su
P. pentosaceus paderme (34,13 %), 0 maziausias — naudojant P. acidilactici paderme (33,10 %).

Analizuojant KF jtakg emulsijy sudarymo stabilumui (3.12 pav.), pastebéta, jog ilgesné
fermantacijos trukmé jtakojo geresnj; emulsijos sudarymo stabilumg: po 24 h fermentacijos,
lyginant su kontrole, emulsijos stabilumo poky¢iai buvo statistiS8kai nereikSmingi, tuo tarpu po
48 h fermentacijos buvo stebimas §io parametro verciy did¢jimas ir jis sudare 4,02 %. DidZiausi
analizuojamo kriterijaus poky¢iai nustatyti fermentuojant méginius 72 h (10,24 %).

Terpés pH taip pat turéjo jtakos emulsijos sudarymo stabilumui: esant terpés pH 4
emulsijos sudarymo stabilumas sudaré vidutiniSkai 23,78 %, Sarminant terp¢ iki pH 6 ir pH 8
analizuojamo kriterijaus vertés didéjo nuo 34,67 % iki 37,27 %.

Lyginant skirtingy PRB padermiy jtakg analizuojamam kriterijui, pastebéta, kad
didziausias emulsijos sudarymo stabilumas po 72 h fermentacijos, nustatytas zirniy meginiuose,
fermentuotuose su P. pentosaceus paderme (35,71 %), 0 maziausias — su P. acidilactici paderme
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(34,86 %).
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3.12 pav. Zirniy baltymy emulsijos sudarymo stabilumas PRB KF metu

Literattroje pateikiama informacija apie fermentacijos jtaka kukurtizy baltymy emulsijos

sudarymo pajégumui. Nustatyta, jog ilgéjant fermentacijos trukmei (nuo 12 h iki 48 h) did¢ja

tiriamojo kriterijaus verté: kontroliniame méginyje emulsijos sudarymo pajégumas nustatytas 57

%, po 12 h fermentacijos — 59 %, po 24 h fermentacijos — 61 %, po 36 h ir 48 h fermentacijos

.

atitinkamai 62 % ir 66 %. Sis emulsijos sudarymo pajégumo pokytis Siejamas su fermentacijos

metu didéjanciu baltymy tirpumu [70].

Kity tyréjy darbuose taip pat buvo nustatyta pH jtaka emulsijy sudarymo stabilumui:

lubiny méginius Sarminant nuo pH 6 iki pH 8, emulsijos sudarymo stabilumas didéja nuo 45,2 %

iki 50,2 % [66].

ty sudarymo pajégumo tyrimo rezultatai pateikti

Ziagy pu

v

$skirty baltyminiy med

v

§ Zirniy 1

3.13 pav.

I

IS gauty tyrimo rezultaty matyti, kad didziausig jtaka Zirniy baltyminiy medziagy puty

ty

kuriuose terpés pH 8 (vidutiniskai 31,66 %),

Ziausias pu

tur¢jo terpés pH. Did

taip pat kaip ir emulsavimo savybéms,

2

sudarymo pajégumui

meéginiuose,
94 %).

3

susidarymo pajégumas nustatytas

2

t terpés pH 4 (11

Mmaziausias — esan

Taip pat analizuojama ir PRB KF jtakg puty sudarymo pajégumui. Fermentuojant Zirniy

(lyginant su kontrole) analizuojamo kriterijaus didé¢jimas,

baltymus 24 h ir 48 h, fiksuojamas

kuris vidutiniS§kai sudaré 2,56 % ir 2,28 %. Paskutiniame fermentacijos etape (po 72 h) nustatytas

2 %.

¢iy mazejimas —

tro ver

Sios parame

Lyginant tarpusavyje jvairias PRB padermes, didziausias puty sudarymo pajégumas

nustatytas su P. acidilactici 24 h fermentuotuose (esant terpés pH 8) méginiuose (36 %),

L.sakei fermentacijos atveju (31,50 %).

maziausias —
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3.13 pav. Zirniy baltymy puty sudarymo pajégumas PRB KF metu

Gauti rezultatai, kaip ir pateikti kity tyréjy darbuose, jrodo pH ir fermentacijos trukmés
jtakg puty sudarymo pajégumui [66]. Fermentuojant lubiny produktus 24 h, esant terpés pH 6
puty sudarymo pajégumas didéjo nuo 25 % iki 38 %, 0 esant terpés pH 8 — nuo 37 % iki 50 %.
Fermentuojant lubiny méginius 48 h esant terpés pH 6 ir pH 8 analizuojamas kriterijus, lyginant
su kontrole, didéjo atitinkamai 12 % ir 18 %.

Analizuojant zirniy baltymy (iSskirty i§ zirniy milty) funkcines savybes, papildomai tirtas
geliy sudarymo pajégumas (3.1 lentelé). Nustatyta, kad didziausig jtakg geliy formavime turi
baltymy koncentracija: 2 % ir 6 % baltymy suspensijos kiekis buvo nepakankamas baltyminiy
geliy formavimuisi ir sudaré skysta konsistencija. Didinant baltymy koncentracijas iki 12 %,
buvo iSgaunamas optimalios konsistencijos gelis. Tarpinés geliy tekstiiros savybés susiformavo
ruoSiant gelius su 10 % baltymy koncentracija. Skirtingos PRB padermés ir KF trukme geliy
formavimui jtakos netur¢jo.

3.1 lentelé. Zirniy baltymy gelio sudarymo pajégumas PRB KF metu

Baltymy 24 h 48 h 72h
suspensija, PRB Gelio Gelio Gelio
% padermés | formavimas | Konsistencija | formavimas | Konsistencija | formavimas | Konsistencija
Pa7 - skysta - skysta - skysta
2% Pp9 - skysta - skysta - skysta
Ls - skysta - skysta - skysta
Pa7 - skysta - skysta - skysta
6 % Pp9 - skysta - skysta - skysta
Ls - skysta - skysta - skysta
Pa7 -/+ klampi -/+ klampi -/+ klampi
10 % Pp9 -I+ klampi -[+ klampi [+ klampi
Ls -/+ klampi -/+ klampi -/+ klampi
Pa7 + gelis + gelis + gelis
12% Pp9 + gelis + gelis + gelis
Ls + gelis + gelis + gelis
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V. Raikos, M. Neacsu, W. Russell ir kt. [71] nagrinéjo Zaliyjy Zirniy funkcines savybes, i$
kuriy ypatingas démésys buvo skiriamas geliy sudarymo pajégumui. Vykdyto eksperimento
metu iSryskéjo baltymy koncentracijos jtaka geliy sudarymui: méginiai, ruosti su 12 % baltymy
koncentracija formavo gelj, kai tuo tarpu méginiai su mazesniu baltymy kiekiu (10 %) sudaré
silpng gelj, o méginiuose su 2 %, 4 %, 6 %, 8 % baltymy koncentracija gelis nesusiformavo.

Literatiiroje pazymima, kad baltymy kiekis néra vienintelis veiksnys, nuo kurio priklauso
geliy formavimasis [72]. Pagal Adebowale ir kt., geliy sudarymui jtakos turi angliavandeniai,
kurie didina sgveiky tarp baltymy molekuliy susidaryma, tokiu bidu pagerinant gelio sudarymo
pajégumg [73], [74]. Gelio sudarymo procesui taip pat turi jtakos pH, jei pH vertés yra
nutolusios nuo izoelektrinio tasko, baltymy pavirSiaus jkrova padidéja ir tai slopina baltymy
molekuliy gebéjimg tarpusavyje sgveikauti ir sudaryti stipresnius rysius [75], [76].

3.14 paveiksle pateikti PRB KF zirniy milty vandens absorbcijos tyrimy rezultatai.
Analizuojant gautus rezultatus, matyti, kad PRB KF turé¢jo neigiamos jtakos zirniy milty vandens
absorbcijai. Ilgéjant fermentacijos trukmei, blogéjo zZirniy milty savybé jgerti vandenj: po 24 h
fermentacijos, lyginant su kontrole, vandens absorbcija sumazéjo 0,20, po 48 h fermentacijos —
0,32, po 72 h fermentacijos — 0,76.
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3.14 pav. Zirniy milty vandens absorbcijos poky¢iai PRB KF metu

Vertinant skirtingy PRB padermiy jtaka analizuojamam kriterijui, matoma, kad didZiausios
Sio parametro vertés (visais fermentacijos etapais) nustatytos méginius fermentuojant su P.
pentosaceus paderme (vidutiniSskai sumazéjo 0,32). Maziausiai vandenj absorbavo L. sakei
fermentuoti miltai (0,54).

Literatiiroje apraSoma KF jtaka sojy milty cheminei sudéciai ir funkcinéms savybéms.
Vertinant vandens absorbcija, nustatyta, kad didziausig jtakg Sio parametro vertéms tur¢jo KF

trukmé. Nefermentuotuose sojy miltuose vandens absorbcija nustatyta 142,0 g/ml.
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Fermentuojant méginius 24 h nustatytas vandens absorbcijos mazéjimas — iki 137,0 g/ml.
Tolesnés fermentacijos metu (48 h, 72 h ir 96 h) Sio parametro pokyciy vertés taip pat mazéjo
atitinkamai iki 136,0 g/ml, 131,0 g/ml ir 121,0 g/ml. Didziausias vandens absorbcijos mazéjimas
nustatytas méginius fermentuojant 120 h (113,0 g/ml) [34].

J.C. Onweluzo ir C.C. Nwabugwu nustaté, kad fermentuotuose tikrojo kajano (Cajanus
cajan) miltuose vandens absorbcijai jtakos taip pat turéjo fermentacijos trukmé. Kontroliniame
méginyje vandens absorbcija nustatyta 2,19 g/g. Po 24 h fermentacijos, lyginant su kontrole,
vandens absorbcija sumazéjo 0,05 g/g, po 48 h fermentacijos — 0,15 g/g, po 72 h fermentacijos —

0,45 g/g. Maziausia vandens absorbcija pasizyméjo méginiai fermentuoti 96 h (0,77 g/g) [77].

3.4. Geliy klampos analizé PRB kietafazés fermentacijos metu
Tyrimo metu tirtas ultragarsinés jrangos panaudojimas zirniy baltymingy geliy (i$skirty i$
Zirniy izoliato) susidarymui, kontroliuojamam akustiniu klampos fiksavimo prietaisu (3.13 pav.).
Nustatyti reikSmingi skirtumai, tarp iSmatuoto atstumo “h”, kurj penetruoja laisvai
krisdamas kiinas per laiko vieneta, priklausomai nuo KF trukmés. Didesnés “h“ vertés rodo

didesnj laisvojo kritimo objekto greitj ir maZesne gelio konsistencijg bei klampa.
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3.15 pav. Zirniy i3 izoliaty geliy klampumas PRB KF metu

Kontroliniame méginyje (be PRB KF) gelio klampumas nustatytas 31,22 mm, Kkai
fermentuotuose méginiuose kito vidutiniskai nuo 30,66 % iki 25,79 %. 1§ gauty rezultaty matyti,
jog geliy klampumui daugiausia jtakos turi fermentacijos trukmé. Per pirmgsias fermentacijos
valandas geliy klampumas vidutiniskai padidéjo 1,79 %, po 48 h fermentacijos — 10,63 %.
Didziausi geliy klampos poky¢iai nustatyti méginius fermentuojant 72 h (17,39 %). Vertinant
PRB jtaka geliy klampumui, pastebéta, jog KF naudotos skirtingos PRB padermés neturéjo

jtakos analizuojamam kriterijui.
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3.5. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy produkty sudéciai ir technologinéms savybéms
PRB KF salygose

Norint uZztikrinti optimaly PRB dauginimgsi ir norimy metabolizmo produkty
susidaryma, biitina debakterizuoti substratg. [vertinant tai aktualu ieskoti efektyviy ir pramon¢je
naudotiny augalinés zaliavos debakterizacijos biudy. Viena i§ galimybiy bty ultragarsinio
apdorojimo taikymas Zaliavos debakterizacijai. Si priemon¢ padeda efektyviau vykdyti
fermentacijos procesus, kurie yra svarbiis maisto kokybés gerinimui. Be to, ultragarsas yra
placiai taikomas atliekant Siy procesy steb&jima [82].

Siame tyrimo etape vertinta ultragarsinio apdorojimo jtaka tiek augalinés Zaliavos
mikrobiniam uzterS§tumui (pagal BMS tyrimy rezultatus), tiek ir baltyminiy medziagy bei jy
funkciniy ir antimitybiniy savybiy pokyc¢iams. Ypatingas démesys skirtas, siekiant nustatyti
optimalig ultragarsinio poveikio trukme, salygojancia tikslinga technologiniy procesy eiga,

jskaitant ir substrato debakterizavima.

3.5.1. Ultragarsinio apdorojimo jtaka mikrobiologinés tar§os maZinimui

Ultragarsinio poveikio, esant skirtingai trukmei, jtaka Zirniy sékly BMS pavaizduota 3.16

pav.
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3.16 pav. Ultragarso jtaka bendram mikroorganizmy kiekiui zirniy séklose

Kontroliniame zirniy milty méginyje BMS nustatytas 50000 KSV/g. Ilgéjant ultragarsinio
apdorojimo trukmei, augalingje Zaliavoje esantis mikroorganizmy skai¢ius mazéjo: po 20 min.
ultragarso taikymo iki 26000 KSV/g, po 40 min. — iki 17000 KSV/g, po 60 min. — iki 9000
KSV/g, po 80 min. — iki 8600 KSV/g. Didziausias BMS mazéjimas pasiektas po 60 min.

ultragarsinio apdorojimo (apie 5 kartus), todél tolimesniuose eksperimento etapuose §j laika

buvo veikiami visi Zirniy méginiai.
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Kity tyréjy darbai taip pat jrodo, kad ultragarsas gali biiti naudojamas siekiant sumazinti
mikrobing zirniy daigy tars$g ir padidinti Zirniy sékly daiguma bei jy kokybe. Sékly daigai yra
jautriis pasalinei mikroflorai, todél labai svarbu, kad jiems biity naudojamas veiksmingas
sanitarinis apdorojimas. Pagal K. Y. Chiu, J. M. Sung (2014) atliktg ultragarso poveikio jtakos
trijy Zirniy genotipy daigy mikrobinei saugai ir sékly fermenty inhibicijai tyrimg, nustatyta, kad
ultragarsas ne tik pagerino daiguma (nuo 83 % iki 97 %), bet ir sumazino sékly daiguose bendra
aerobiniy mikroorganizmy skaic¢iy iki 2,21 log'® CFU g*. Tuo tarpu kiti cheminiai biidai nebuvo
Siuo pozitiriu pakankamai efektyvis. Ultragarsu taip pat buvo padidintas Zirniy daigy Kiekis iki
301,83 g/10 g sékly [79].

Pagal K. Y. Chiu (2015) atliktg ultragarsu paveikty sékly daigumo ir augaly mikrobinio
saugumo tyrimg, nustatyta, jog apdorojimas ultragarsu sumazino mélynziedés liucernos, mungo
pupeliy, zirniy ir ridikéliy daiguose bendrg aerobiniy mikroorganizmy skaiciy ir bendra
kolibakteriniy mikroorganizmy skai¢iy iki < 3 log?® CFU g? lygio. Mélynziedés liucernos,
mungo pupeliy, zirniy ir ridikéliy daigai, paveikti ultragarsu, turéjo atitinkamai 88 %, 25 %, 73
% ir 56 % didesnj derliy nei daigai, kurie nebuvo apdoroti ultragarsu [80].

Tuo remiantis galima teigti, kad ultragarsas turi placias pritaikymo galimybes ir gali bti

s¢kmingai naudojamas zirniy daigy paSalinés mikrofloros mazinimui.

3.5.2. Ultragarsinio poveikio jtaka proteaziy aktyvumy poky¢iams PRB KF salygose
Ultragarsinio apdorojimo jtakos PRB KF zirniy proteaziniam aktyvumui tyrimy rezultatai
pateikti 3.17 pav.
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3.17 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy baltymy proteaziniam aktyvumui PRB KF salygose

Zirniy miltuose, kurie nebuvo apdoroti ultragarsu, proteazinis aktyvumas nustatytas 13,16
PV/g. Paveikus juos ultragarsu, analizuojamas kriterijus sumazéjo iki 6,56 PV/g (apie 2 kartus).
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Si tendencija isry§kéjo visais PRB KF etapais: po 24 h fermentacijos analizuojamas kriterijus
nustatytas 23,34 % mazesnis nei méginiuose apdorotuose vien tik PRB KF, po 48 h
fermentacijos — 35,10 %, po 72 h fermentacijos — 25,92 %.

3.5.3. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy produkty baltyminiy medziagy, funkciniy
savybiy ir antimitybiniams poky¢iams PRB KF salygose

3.5.3.1. Ultragarsinio poveikio jtaka baltyminiy medziagy pokyciams PRB KF salygose
Zirniai ypatingai vertinami kaip baltymy Saltinis ir yra lyginami su mésos baltymais. D¢l
Sios priezasties tikslinga jvertinti ultragarsinio poveikio jtaka Zzirniy baltyminiy medziagy
pokyciams. Atskirai tirtas ultragarsinio apdorojimo poveikis PRB KF fermentuotiems Zirniy

baltymy méginiams, palaikant pastovig 60 min. trukme.
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3.18 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka bendram ir tirpiyjy baltymy kiekiui

IS pateikty rezultaty (3.18 pav.) matyti, jog taikant ultragarsinj apdorojima, baltymy kiekis
zirniuose pakito neZymiai: po 80 min. apdorojimo ultragarsu bendras baltymy kiekis nustatytas
1,94 % maZesnis nei méginyje be ultragarsinio apdorojimo.

Vertinant ultragarso jtaka tirpiyjy baltymy pokyc¢iams fiksuojamos kitos tendencijos:
ilgéjant ultragarsinio apdorojimo trukmei stebimas analizuojamo kriterijaus didéjimas: po 15
min., 30 min., 60 min., ir 80 min. ultragarsinio apdorojimo, lyginant su ultragarsu nepaveiktais
méginiais, Zirniy tirpiyjy baltymy kiekis padidéjo atitinkamai 0,92 %, 1,75 %, 1,86 %, 1,98 %.

Ultragarsinio apdorojimo jtakos PRB KF zirniy baltyminéms medziagoms tyrimy
rezultatai pateikti 3.19 ir 3.20 pav.

I§ gauty rezultaty matyti, kad veikiant zirniy baltymus ultragarsu pries PRB KF (ULT +

KF), taip pat kaip ir netaikant ultragarsinio apdorojimo, stebimas bendryjy baltymy mazéjimas
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ir tirpiyjy baltymy didé¢jimas ir Sis pokytis fiksuojamos visais fermentacijos etapais.

Taikant ultragarsinj apdorojimg Zirniy produktams prie§ PRB KF (ULT + KF), bendras

baltymy kiekis nustatytas vidutiniskai 3,47 % mazesnis nei taikant vien tik PRB KF. (3.19

pav.).
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3.19 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka bendram baltymy kiekiui PRB KF salygose

Tyrimai rodo (3.20 pav.), kad ultragarsu paveiktuose Zirniy produktuose pries PRB KF

tirpiyjy baltymy kiekis nustatytas vidutiniskai 2,43 % didesnis nei PRB KF méginiuose be

ultragarsinio apdorojimo. Si tendencija isryskéjo visais PRB KF etapais: po 24 h fermentacijos

tirpiyjy baltymy kiekis nustatytas 2,83 % didesnis nei méginiuose apdorotuose vien tik PRB KF,

po 48 h fermentacijos — 2,20 %, po 72 h fermentacijos — 2,12 %.
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3.20 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka tirpiyjy baltymy kiekiui PRB KF salygose
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Gautus rezultatus patvirtina ir kity mokslininky tyrimai, kuriy metu nustatytas ultragarsinio
apdorojimo poveikis sojos baltymy izoliatams: veikiant méginj 20 kHz ultragarsu po 15 min.
tirpiyjy baltymy kiekis, lyginant su méginiu, kuris buvo be ultragarsinio apdorojimo, padidé¢jo 5
%, 0 po 30 min. — 9 % [81].

Taip pat paskelbti tyrimy rezultatai, kuriuose ultragarsinis poveikis (20 kHz) padidino
zirniy baltymy tirpuma: méginyje be ultragarsinio apdorojimo tirpiyjy baltymy kiekis sudaré
8,17 %, kai méginyje apdorotame ultragarsu (5 min.) analizuojamo kriterijaus verté padidéjo

47,63 % [82].

3.5.3.2. Ultragarsinio poveikio jtaka baltymy virskinamumo ir proteaziy inhibitoriy
aktyvumui PRB KF salygose

Vykdant eksperimentg analizuota ultragarso jtaka PRB KF Zirniy baltyminiy medziagy
virS§kinamumui ir proteazés inhibitoriy aktyvumui (3.21 ir 3.22 pav.).

Lyginant su 3.3.2 skyriuje gautais rezultatais (3.9 pav.), nustatyta, jog zirniy baltyminiy
medziagy in vitro virSkinamumui jtakos turi tik PRB KF. Vien tik ultragarsu apdorotame
meéginyje (Zirniy miltai + ULT) baltymy virSkinamumas nustatytas 27,77 % mazesnis nei Zirniy
baltymy meéginyje be PRB KF ir ULT. Tai jrodo, jog ultragarsinis poveikis analizuojamam
kriterijui jtakos neturi.

Vertinant PRB KF jtakg baltymy virSkinamumui, nustatyta, kad visais fermentacijos
etapais analizuojamo kriterijaus vertés, lyginant su kontrole, didé¢jo (po 24 h fermentacijos — 8,6
%, po 48 h — 9,15 %, po 72 h — 9,86 %), kai méginiuose apdorotuose ultragarsu prie§ PRB KF

Sio parametro vertés nustatytos atitinkamai 33,26 %, 32,97 %, 30,93 % mazesn¢s.
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3.21 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka zirniy baltymy in vitro virSkinamumui PRB KF salygose
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Analogiskos tendencijos stebimos ir vertinant ultragarsinio poveikio jtakg PRB KF Zirniy
produkty proteazes inhibitoriy aktyvumui (3.22 pav.).

IS gauty rezultaty matyti, jog ultragarsinis apdorojimas neturéjo jtakos analizuojamam
Kriterijui. Proteazés inhibitoriy aktyvumas zirniy PRB KF méginiuose apdorotuose ultragarsu
buvo 1,46 % mazesnis, nei méginiuose, kuriuose ultragarsinis apdorojimas nebuvo taikomas. Sio
tyrimo metu iSryskéjo tik PRB KF teigiamas poveikis analizuojamam Kriterijui, kuris kito

priklausomai nuo fermentacijos trukmés (3.3.2 skyrius, 3.10 pav.).
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3.22 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka zirniy baltymy proteazés inhibitoriy aktyvumui PRB KF salygose

Siekiant pagerinti zirniy baltymy pasisavinamuma, zirniy produktus tikslinga fermentuoti
72 h, naudojant P. pentosaceus paderme. Siuose tiriamuose méginiuose nustatytos didziausios
baltymy in vitro virSkinamumo (79,45 %) ir maziausios proteazés inhibitoriy aktyvumo vertés

(10,00 %).

3.5.3.3. Ultragarsinio poveikio jtaka baltyminiy medzZiagy funkcinéms savybéms PRB KF
metu

Siame eksperimento etape vertinta ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy baltyminiy medziagy,
iSskirty i§ zirniy milty, funkcinéms savybéms: emulsijos pajégumui (3.23 pav.) ir stabilumui
(3.24 pav.), puty sudarymo pajégumui (3.25 pav.) bei gebé&jimui sudaryti gelius (3.27 pav.).

Emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas. IS gauty rezultaty matyti, kad ULT
poveikis tur¢jo reikSmingos jtakos tiek emulsijos sudarymo pajégumui, tiek stabilumui.

Stebima tendencija, kad apdorojant zirniy baltymines medZziagas ultragarsu prieS PRB KF,
emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas, lyginant su méginiais, kurie buvo apdoroti vien tik

PRB KF (3.3.3 skyrius, 3.11 ir 3.12 pav.) padidéjo visais fermentacijos etapais, o ypac iSryskéjo
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po 72 h fermentacijos: emulsijos sudarymo pajégumas ir stabilumas padidéjo vidutiniskai 10,28

% ir 11,26 %, kai taikant vien tik PRB KF — atitinkamai 9,37 % ir 10,24 %.
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3.23 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy baltyminiy medziagy

KF salygose

Vertinant ultragarsinio poveikio jtaka tiek emulsijos sudarymo pajégumui, tiek stabilumui

taip pat iSryskéjo ir pH jtaka Siy parametry vertéms: didziausias emulsijos sudarymo pajégumo ir

stabilumo didéjimas nustatytas esant terpés pH 8 (visais fermentacijos etapais) ir sudaré
vidutini$kai 8,95 % ir 9,89 %, kai taikant vien tik PRB KF — atitinkamai 7,8 % ir 8,31 %.
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3.24 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy baltyminiy medziagy emulsijos sudarymo stabilumui PRB

KF salygose

Tokiu budu, utragarsinj apdorojimg tikslinga naudoti 72 h fermentuoty Zzirniy baltymy

emulsijy ruoSimui ir §j procesg taikyti Sarminéje terpéje (pH 8).

Literattroje pateiki tyrimy rezultatai, kuriuose analizuojama ultragarsinio apdorojimo jtaka
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zirniy baltymy emulsavimo savybéms. Nustatyta, jog ultragarsu apdoroti zirniy baltymai
pasizyméjo gereresnémis analizuojamo kriterijaus savybémis, nei baltymai, kuriems ultragarsinis
apdorojimas nebuvo taikomas [83].

Puty sudarymo pajégumas. Nustatyta, jog apdorojant Zzirniy baltymines medziagas
ultragarsu prie§ PRB KF, kaip ir méginiuose apdorotuose PRB KF be ultragarsinio poveikio
(3.3.3 skyrius, 3.13 pav.), puty sudarymo pajégumas didéjo pirmuose fermentacijos etapuose (24
h ir 48 h) ir buvo vidutiniskai 0,92 % didesnis nei taikant vien tik PRB KF.

Vertinant ultragarsinio poveikio jtakg puty sudarymo pajégumui taip pat iSrySkéjo ir pH
itaka $io parametro vertéms: didziausias puty sudarymo pajégumo didé¢jimas nustatytas esant
terpés pH 8 (pirmaisiais fermentacijos etapais) ir vidutiniskai sudaré 1,81 %, kai taikant vien tik

PRB KF - 1,25 %.
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3.25 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka zirniy baltyminiy medziagy puty sudarymo pajégumui PRB KF
salygose

IS gauty rezultaty matyti, jog ultragarsinis apdorojimas prie§ fermentacijg gali biiti
taikomas zirniy baltyminiy medziagy puty sudarymo pajégumo gerinimui.

Siuos rezultatus patvirtina ir kity mokslininky tyrimai, kuriuose nustatytas teigiamas
ultragarsinio apdorojimo poveikis puty sudarymo pajégumui priklausomai nuo ultragarsinio
apdorojimo trukmés: po 10 min. ultragarsinio analizuojamas Kkriterijus, lyginant su méginiais,
kurie nebuvo apdoroti ultragarsu, padidéjo 76 %, po 20 min. — 128 %, po 30 min. — 150 %. Tokia
pati tendencija nustatyta ir vertinant puty stabilumg — ilginant ultragarsinio apdorojimo trukme
analizuojamas kriterijus kito nuo 71 % iki 86 %.

Ultragarsinio poveikio jtakos vandens absorbcijai tyrimo rezultatai pateikti 3.26 pav.

Skirtingas zirniy apdorojimas neturéjo statistiSkai reikSmingos jtakos analizuojamam Kkriteriui:
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tieck PRB KF méginiuose apdorotuose ultragarsu, tiek méginiuose, kuriuose ultragarsinis

apdorojimas nebuvo taikomas, vandens absorbcija mazéjo.
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3.26 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy produkty vandens absorbcijai PRB KF salygose

Vertinant ultargarsinio poveikio jtakg vandens absorbcijai (lyginant su kontrole), nustatyta,

kad ilg¢jant fementacijos trukmei, zirniy milty savybé jgerti vandenj mazéjo: po 24 h

fermentacijos vandens absorbcija vidutiniskai sumazéjo 1,22, po 48 h fermentacijos — 1,10, po

72 h fermentacijos — 0,66, kai PRB KF méginiuose neapdorotuose ultragarsu $ios vertés buvo
atitinkamai 0,17, 0,34 ir 0,43.

Analizuojant ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy baltymy (i8skirty i§ zirniy milty)

funkcinéms savybéms, papildomai tirtas geliu sudarymo pajégumas (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. Ultragarsinio poveikio jtaka zirniy baltymy gelio sudarymo pajégumui PRB KF metu

Baltymy 24 h 48 h 72h
suspensija, PRB Gelio Gelio Gelio
% padermés [ formavimas | Konsistencija | formavimas | Konsistencija | formavimas | Konsistencija

Pa7 - skysta - skysta - skysta

2% Pp9 - skysta - skysta - skysta
Ls - skysta - skysta - skysta
Pa7 -1+ klampi -/+ klampi -+ klampi

6 % Pp9 -/+ klampi -[+ klampi -/+ klampi
Ls -+ klampi -/+ klampi -+ klampi
Pa7 + gelis + gelis + gelis

10 % Pp9 + gelis + gelis + gelis
Ls + gelis + gelis + gelis
Pa7 + gelis + gelis + gelis

12% Pp9 + gelis + gelis + gelis
Ls + gelis + gelis + gelis

Ivertinus 3.3.3 skyriuje gautus tyrimo rezultatus (3.1 lentel¢), nustatyta, kad apdorojant

ultragarsu zirniy baltymines medziagas, geliy susidarymui reikalinga mazesné baltymy
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koncentracija (10 %) nei PRB KF méginiuose, ruostuose be ultragarsinio apdorojimo (12 %). Tai
jrodo, jog ultragarsinis baltyminiy medziagy apdorojimas salygoja gelio klampio didé¢jima.

Gauti tyrimy rezultatai sutampa su kity mokslininky literattiroje paskelbtais duomenimis,
kuriuose teigiama, jog ultragarsinis apdorojimas sumazina baltymy daleliy dydj todél
susiformuoja tvirtesné gelio strukttra [82]. Taip pat paskelbti tyrimo rezultatai, kuriuose didelio

intensyvumo ultragarsinis poveikis jtakojo tvirtesniy kazeino geliy formavimasi [84].

3.5.4. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy baltyminiy medziagy geliy klampumui PRB KF
salygose
Atlikus zirniy baltyminiy medziagy (iSskirty i§ zirniy izoliato) klampumo analiz¢ (3.27
pav.), nustatytas teigiamas ultragarsinio apdorojimo poveikis PRB KF fermentuotiems Zirniy

produktams.
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3.27 pav. Ultragarsinio poveikio jtaka Zirniy baltyminiy medziagy gelio klampumui PRB KF salygose

Ultragarsu paveiktuose zirniy produktuose prie§ PRB KF geliy klampumas nustatytas
vidutinigkai 3,02 % didesnis nei PRB KF méginiuose be ultragarsinio apdorojimo. Si tendencija
i1Sryskéjo visais PRB KF etapais (ULT + KF): po 24 h fermentacijos geliy klampumas nustatytas
2,57 % didesnis nei méginiuose apdorotuose vien tik PRB KF, po 48 h fermentacijos — 4,51 %,

po 72 h fermentacijos — 1,86 %.
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ISvados

. Vietinése salygose auginamy s¢jamyjy zirniy baltymy kiekis, priklausomai nuo genotipo
(Lincoln, Progress 9, Gloriosa), kito ribose nuo 17 % iki 25 % ir atitinkamai nustatytas
17 %, 20 %, 25 %.

Frakcionuojant zirniy malinj pagal geometrinius pozymius iSgautos 5 frakcijos, kurios
skyrési savo granuliometrine sudétimi ir baltymy kiekiu. DidZiausias baltymy kiekis
(23,94 %) nustatytas smulkiausioje frakcijoje (V frakcija), kurioje daleliy dydis vyravo
iki @ < 0,5 mm, stambiausioje frakcijoje (I frakcija @ > 2 mm) baltymy kiekis nustatytas
21 %. Vidurinése frakcijose, (Il 2 mm <@ < 1,6 mm), Il (1,6 mm <@ <1 mm) ir IV (1
mm < @ < 0,5 mm), baltymy kiekis nustatytas apie 22 %.

. Didinant zirniy milty ultragarsinio apdorojimo (37 kHz) trukme nuo 15 min. iki 80 min.
bendras mikroorganizmy skai¢ius méginiuose sumazejo ~5 kartus. DidZiausias BMS
pokytis buvo pasiektas apdorojant Zirniy miltus 60 min.

. Nustatyta, kad PRB kietafaz¢ fermentacija (KF) kombinacijoje su ultragarsu (ULT)
turéjo reikSmingos jtakos zirniy produkty baltyminéms medziagoms ir proteaziniui
aktyvumui:

4.1. Zimiy produkty PRB KF metu bendras baltymy kiekis, lyginant su kontrole,
sumazéjo vidutinisSkai 3 %, 0 tirpiyjy baltymy kiekis padidéjo 2 %; proteazinis aktyvumas
did¢jo 2 kartus.

4.2. Ultragarsu paveiktuose zirniy produktuose prie§ PRB KF bendry baltymy kiekis
nustatytas vidutiniskai 3 % mazesnis, o tirpiyjy baltymy kiekis 2 % didesnis, nei PRB KF
méginiuose be ultragarsinio apdorojimo; proteaziy aktyvumas nustatytas 2 kartus
mazesnis.

Ivertinus PRB KF kombinacijoje su ULT jtaka Zzirniy produkty antimitybiniams
faktoriams, nustatyta:

5.1. PRB KF, lyginant su kontrole, padidimo zirniy baltymy in vitro virSkinamuma
vidutiniSkai 13 %, 0 proteaziy inhibitoriy aktyvumag sumazino 5 %.

5.2. Ultragarsinis poveikis siems poky¢iams jtakos neturéjo.

. Nustatyta, kad tieck PRB KF, tiek ULT tur¢jo teigiamos ijtakos zirniy produkty
funkcinéms savybéms:

6.1. PRB KF pagerino emulgavimo, puty ir geliy sudarymo pajéguma.

6.2. ULT poveikis tai pat gerino emulgavimo ir puty sudarymo pajéguma, taciau geliy,
ruoSiamy 1§ ultragarsu apdorotos Zaliavos, susidarymui reikéjo maZesnés baltymy
koncentracijos (10 %), skirtingai nei PRB KF zirniy méginiuose be ultragarsinio

apdorojimo (12 %).
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7. Nustatyta, kad tiek PRB KF, tiek ULT turéjo reikSmingos jtakos Zirniy geliy klampumui.
7.1. Didziausias geliy klampos did¢jimas PRB KF metu nustatytas zirniy meéginius
fermentuojant 72 h (17 %).

7.2. Ultragarsu paveiktuose zirniy produktuose prieSs PRB KF geliy klampumas

nustatytas vidutiniSkai 3 % didesnis, nei PRB KF meéginiuose be ultragarsinio

apdorojimo.
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