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SANTRUMPOS

ACET — acetogenezé

ATP —adenozin 5' trifosfatas

aw — vandens aktyvumas

D-GPT — D-glutamato-piruvato transaminazé
D/L — D(-)- ir L(+)- pieno rugsties izomery santykis
DNS - 3,5-dinitrosalicilo riigsties reagentas
DPR — D(-)-pieno rugsties izomeras

EA — emulsavimo aktyvumas

ES — emulsijos termostabilumas

FC — putojimo geba

FLM — fermentuoty lubiny priedas

FS — putojimo stabilumas

J — naSumas

KF — kietafazé fermentacija

KSV — kolonijas sudarantys vienetai

Lb — Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus
LM — lubiny miltai

LPI — lubiny baltymy izoliatas

LPR — L(+)-pieno rugsties izomeras

Ls — Lactobacillus sakei KTU05-6

MET — metanogenezé

MRS — de Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpé
NF — nanofiltracija

NLM — nefermentuoty lubiny priedas

ONPG — o-nitrofenil g-D-galaktopiranozidas
OSM - organiné spiralinés konfigiiracijos membrana
Pa — Pediococcus acidilactici KTUQ5-7

pl — izoelektrinis taskas

Pp8 — Pediococcus pentosaceus KTU05-8

Pp9 — Pediococcus pentosaceus KTU05-9

PR — pieno riigstis

PRB — pieno riigsties bakterijos

RO — atvirkstinis osmosas

TMP — transmembraninis slégis

TS — bendrosios sausosios medziagos

VCF — koncentravimo faktorius

VS — organinés medZziagos

Qp - srauto greitis



IVADAS

Temos aktualumas

Kintantis zmoniy poziiiris | sveika mityba ir Svaresnés aplinkos kiirima skatina
vis daugiau démesio skirti sveikatai palankiy maisto produkty kiirimui naudojant
baltymingas augalines zaliavas. AnkStiniai javai uZima antrg vieta pasaulyje pagal
visg gridiniy kultiiry auginimui skiriama zemés plota. Neseniai atlikti tyrimai parodé,
kad gausesnis ankstiniy javy pritaikymas maisto pramonéje leisty sumazinti tokias
pasaulio problemas kaip globalinis atsilimas, eutrofikacija ir vandenyny ragstéjimas.
Sojos pupeliy produkcija yra viena gausiausiy pasaulyje, 0 jy baltymy pritaikymas
maisto pramonéje yra labai platus. Taciau $i zaliava yra brangi ir vyrauja priestaringos
nuomonés dél sojos poveikio zmoniy sveikatai: jos sudétyje yra palyginti didelis
fitoestrogeny ir tripsino inhibitoriy kiekis. Be to, sojos pupeléms auginti dazniausiai
naudojamos genetiskai modifikuotos séklos. Todél vis daugiau démesio susilaukia ir
kitos ankstiniy javy rasys — pupelés, Zirniai, taip pat ir lubinai. Sios augaly rasys yra
paplitusios miisy $alyje, o jy séklos yra turtingos biologiskai aktyviomis medziagomis
ir gali bati naudojamos baltymams isskirti bei jvairiy maisto produkty pridétinei vertei
didinti.

Iki Siol lubiny séklos Lietuvoje buvo naudojamos kaip paSaras dél jose esancio
didesnio alkaloidy kiekio. Taciau dél vertingos maistinés sudéties, kai kurios lubiny
veislés gali biiti pritaikomos ir zmoniy mitybai. Norint padidinti lubiny panaudojimo
maisto pramonéje galimybes, iSlieka daugybé sprestiny klausimy. Lubiny, kaip ir
daugumos ankstiniy augaly, baltymai turi maZesnj virSkinamuma, o paciose séklose
gali biiti antimitybiniy junginiy, maZinan¢iy baltyminiy medziagy pasisavinima. Be
to, Siy javy sékly panaudojimg mazina ir galimas nepageidaujamy skonio ir kvapo
junginiy susidarymas maisto gamybos metu. Dalj antimitybiniy faktoriy galima
sumazinti taikant terminj apdorojima, taciau tai gali turéti neigiamos jtakos kitoms
sudétinéms dalims, pvz., baltymy funkcionalumui.

Fermentacija — kitas svarbus procesas, plac¢iai naudojamas perdirbant soja ir
siekiant sumazinti antimitybinius faktorius. Taikant tokj bioprocesa galima padidinti
perdirbamos Zaliavos maisting vertg, o parinkus bakteriocinus gaminancius
mikroorganizmus, pailginti realizacijos trukme ir suteikti produktui naujg skonj,
aromata bei tekstiiros savybes. Maisto pramonéje fermentacijos procesuose placiai
taikomos starterinés pieno riigSties bakterijy (PRB) kultdros, kuriy iSskirtinis
privalumas — GRAS statusas. Priklausomai nuo PRB genotipo bei kultivavimo salygy
produktui galima suteikti norimy technologiniy savybiy. Pastaruoju metu didelio
susidoméjimo sulauké antimikrobinj aktyvuma turin¢ios PRB ir jy panaudojimas
maisto saugai didinti. Literatiiroje pateikiama duomeny apie tai, kad PRB gali biiti
kultyvuojamos kietafazés fermentacijos (KF) sglygomis ir naudojamos ankstiniams
javy griidams perdirbti. Siuo metu kietafazé fermentacija (drégnis < 50 %) jgauna vis
didesnj pranasuma nei tradicing, nes yra ekonomiskesné dél mazesniy energijos ir
vandens sgnaudy. Laboratorinémis salygomis vykdant PRB KF, taikomas
fermentuojamo substrato autoklavavimas, kurj realizuoti gamybinémis sglygomis,
vykdant augalinés zaliavos perdirbimg, biity sudétinga. Tampa aktuali naujy
technologiniy sprendimy paieska, leidzianti mazinti zaliavos mikrobiologing tar$g ir
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uztikrinti stabilig fermentacijos proceso eiga su pageidaujamy metabolizmo produkty
sinteze. Siuo pozidriu vis didesnio susidoméjo sulaukia ultragarsas, kuris gali biiti
naudinga priemoné fermentacijos proceso efektyvumui didinti.

Paminétina, kad apdorotos bioprocesy metu lubiny séklos galéty bati naudinga
zaliava baltymams iSgauti, taikant sarminés ekstrakcijos biida. Po baltymy isskyrimo
gautus didelius lignoceliuliozinés Zaliavos Kiekius, taikant Siuolaikinj biorafinavimo
principa, buty tikslinga perdirbti j pieno rigstj (PR) ir / ar biodujas. Kadangi pieno
rugsties poreikis pastaraisiais metais ypac¢ padidéjo dél plataus taikymo maisto,
farmacijos ir bioplastiky pramonéje, svarbu jvertinti Sios riigsties (L(+)- ir D(-)-pieno
ragsties izomery) gamybos galimybes i§ lignoceliuozinés lubiny sé¢kly biomasés bei
laktozés turin¢iy Salutiniy striy gamybos produkty, fermentacijai naudojant
Pediococcus spp. padermes, iSskirtas i$ lietuvisky ruginiy duonos raugy. Be to,
aktualu isbandyti membranines technologijas pieno ragséiai iSgauti ir gryninti, nes sis
PR gamybos etapas sudaro net iki ~ 70 % gamybos islaidy.

Darbo tikslas

Siauralapiy lubiny sékly ir striniy iSriigy beatliekis perdirbimas j baltyminius
priedus kvietiniams kepiniams ruosti, biodujas ar pieno rugstj, tam naudojant
kietafaze fermentacijg pieno riigsties bakterijomis (PRB) ir apdorojimg ultragarsu.

Darbo tikslui pasiekti suformuoti Sie uZdaviniai:

1. jvertinti kietafazés fermentacijos pieno raigsties bakterijomis panaudojima
lubiny sékly milty perdirbimui j pagerinty funkciniy savybiy baltymus;

2. istirti apdorojimo ultragarsu jtaka lubiny sékly milty Kietafazei fermentacijai
pieno riigsties bakterijomis ir baltymy funkcinéms savybéms;

3. jvertinti fermentuoty pieno ragsties bakterijomis lubiny sékly milty
panaudojimg geresnés kokybés kvietinei duonai ruosti;

4. istirti lubiny sékly biomasés perdirbimg j biodujas, taikant vienapakopj ir
dvipakopj anaerobinj skaidyma,

5. istirti ir parinkti fermentinius preparatus ir PRB kulttiras lignoceliuliozinés
lubiny sékly biomasés biokonversijai j pieno riigsties izomerus;

6. istirti sOriniy iSrugy perdirbima j pieno riigsti, fermentacijai naudojant
Pedioccocus spp. padermes;

7. jvertinti membraniniy technologijy taikyma pieno rigsciai igauti ir gryninti
i$ fermentacijos terpés.

Mokslinio darbo naujumas

Taikant PRB kietafaze fermentacija kartu su ultragarsu, pagerintos siauralapiy
lubiny sékly baltymy funkcinés savybés: emulsavimas, putojimas ir geliy formavimas.
Pagerintas lubiny baltymy in vitro virSkinamumas ir reikSmingai sumazintas tripsino
inhibitoriaus aktyvumas. Ultragarsas tur¢jo teigiama poveikj augalinés zaliavos
mikrobiologinei tar$ai mazinti ir fermentiniams aktyvumams valdyti. Lubiny sékly
baltymy geliy tekstiiros vertinimui panaudotas akustinis klampos matuoklis.



Praktiné darbo verté

Parinktos priemonés lubiny sékly baltymy funkcinéms savybéms pagerinti ir
pridétinés vertés baltymams isgauti. PRB kietafazés fermentacijos salygomis, taikant
apdorojimg ultragarsu, pagaminti malty lubiny sékly produktai pritaikyti kvietinés
duonos kokybei pagerinti. Nustatytos pieno riigSties susidarymo galimybés i
skirtingos kilmés substraty (lubiny sékly biomasés ir siiriniy isrtigy), fermentacijai
naudojant Pediococcus kultiras. Pieno riig§¢iai iSgauti i§ fermentacijos terpés
panaudota dviejy etapy membraninio filtravimo sistema. Biodujy gamybai atrinktas
dvipakopis gamybos budas (acetogenezé ir metanogenez¢), kuriuo iSgaunamas
didziausias metano kiekis ir susidariusiy biodujy grynumo laipsnis. Panaudota
,FaceReader* programiné jranga kvietiniams kepiniams su lubiny sékly milty priedu
priimtinumui jvertinti.

Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Lubiny sékly baltymy funkcinés savybés pageréja naudojant kietafaze
fermentacija pieno rugsties bakterijomis kartu su pirminiu Zzaliavos
apdorojimu ultragarsu.

2. Metano iSeiga biodujose, gautose i§ lubiny sékly biomasés, padidéja
naudojant dvipakopj anerobinj skaidymg (acetogeneze, incijuotg L. sakei, ir
metagoneze).

3. L(+)-pieno rigsties gamybos i siriniy iSrigy efektyvumas padidéja
naudojant riig§¢iai atsparias Pediococcus spp. padermes.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Lubiny paplitimas ir cheminé sudétis

Lubinai auginami jau nuo seno, ta¢iau platesniu jy pritaikymu maisto pramonéje
susidométa tik dabar. Lubinai (lot. Lupinus) priklauso pupiniy (Fabaceae) arba
ankstiniy (Leguminosae) augaly Seimai (1). Tai vienmeciai ir daugiameciai augalai,
sukraunantys jvairiaspalvius ziedus, o véliau formuojantys ankstis su séklomis (zr. 1.1
pav.). Lubinai kile i§ keliy viety — Vidurzemio jiiros regiono ir Piety Amerikos (2).
Lubinai gerai auga skirtingo klimato zonose ir jvairios sudéties dirvozemyje, todél
dabar lubinai paplite Centringje ir Vakary Europoje, Australijoje, Afrikoje, Vakary
Azijoje, 0 kai kurios rasys auga Aliaskoje ir Islandijoje (3).

Pasaulyje zinoma daugiau nei 400 skirtingy lubiny rasiy (4). Pagrindinés
kultivuojamos lubiny raSys yra Lupinus albus L. (baltieji lubinai), Lupinus
angustifolius L. (mélynieji / siauralapiai / saldieji lubinai), Lupinus luteus L.
(geltonieji lubinai) ir Lupinus mutabilis (Andinis / perlamutrinis lubinas) (zr. 1.1
lent.). Pirmosios trys raSys yra kilusios i§ Vidurzemio juros regiono, o Lupinus
mutabilis — i§ Piety Amerikos (5). 2000-2013 m. lubinai Europoje auginti vis
daugiau, todél is Sios zemyno dalies gauti lubinai sudaré¢ iki 17,6 % bendros lubiny
produkcijos pasaulyje (Zr. 1.2 pav.) (6). Lubinai auginami dél keleto pagrindiniy
priezasCiy: pasarams, kaip ,,zalioji” trasa dirvozemio derlingumui gerinti ir maisto
reikméms. Lietuvoje lubinai pradéti auginti nuo XIX a., o pagrindinis genotipas buvo
geltonziedziai pasariniai lubinai. 1995 m. pradéta auginti nauja lubiny rasis —
siauralapiai lubinai (L. angustifolius). Si lubiny riis, lyginant su kitomis lubiny
rusimis, yra labiau atspari grybinéms ligoms, trumpu vegetacijos periodu, pakankamai
dideliu sé¢kly derliumi ir zaliosios masés kiekiu. Siauralapiai lubinai iSskirtiniy
morfologiniy savybiy neturi, taiau turi mazesnj alkaloidy kiekj. Traky Vokés filiale
1995-2010 m. sukurti siauralapiy sideraciniy lubiny genotipai ,,Derliai* ir ,,Ugniai*
bei pasariniy lubiny genotipai ,,Vilniai* ir ,,Antaniai, kurie tinkami auginti visuose
Lietuvos regionuose.

Lubiny séklos yra vertingas maistiniy medziagy Saltinis. Palyginti su
dazniausiai zmoniy mitybai naudojamais ankstiniais augalais, lubiny séklos turi
daugiausia baltymy, kuriy kiekis svyruoja nuo 28 iki 48 % ir priklauso nuo lubiny
risies bei kultivavimo sglygy (klimato sglygy ir dirvoZzemio tipo) (4).



1.1 lentelé. Lubiny risiy botaniné variacija (7, 8)

. - Augalo 5. Séklos svoris,
Rusis Tipas aukitis, m Ziedy spalva mg
- . . Meélyna, kartais rausva, balta 30—
L. angustifolius vienmetis 02-15 (kultiiriné forma) 240
Balta, Sviesiai rausva, Sviesiai
L. albus vienmetis 0,4-2 mélyna, mélyna (var. 120-870
graecus)
L. luteus vienmetis 04-15 GelFon.a,. "?”@'?.b alta 50-150
(hibridinés linijos)
L. mutabilis vienmetis 1-2 Violetine, E;elgna, rozine, 80-280
L. arboreus daugiametis 15-25 Geltona 30-100
L. polyphyllus daugiametis 1-15 Melyna, hibridiniy linijy 20-70

spalvos jvairios

Bihr ir kt. (9) jvertino jvairiy ra$iy lubiny, Zirniy ir sojos pupeliy cheming sudétj
ir nustaté, kad vidutinis baltymy kiekis lubinuose buvo beveik dvigubai didesnis nei
zirniuose, taCiau tam tikros lubiny rusSys turéjo mazesnj baltymy kiekj nei sojos
pupelés. Lubiny séklos, lyginant su zirniais ir sojos pupelémis, taip pat turéjo didesn;j
skaiduliniy medziagy kiekj.

Pagal Osborno

250 500 klasifikacija, lubiny sékly
baltymus galima suskirstyti |
albuminus, globulinus,
150 300 prolaminus ir gliuteninus (10).
H L Globuliny frakcija, kuri
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leguminu) ir B-konglutino (7S,
=IPlotas.ha ~—+—Produkcija.t ViCiIinaS, konViCiIinaS) bei
1.2 pav. Lubiny kultivavimo plotai ir produkcija ~ Savity baltyminiy medziagy,
Europoje budingy tik Iubinams — y-
konglutino  (10S) ir  &-
konglutino (2S siera turtingo albumino). Lubiny konglutinai skiriasi tarpusavyje
molekuline mase, aminortig§¢iy sudétimi, disulfidiniy rySiy kiekiu ir jy struktiira.
Balty lubiny séklose esanéio a-konglutino molekuliné masé gali svyruoti nuo 330 iki
430 kDa, B-konglutino — 143-260 kDa, y-konglutino — 200 kDa ir 8-konglutino — 13
kDa. Analizuojant baltyjy lubiny a-konglutino aminortigs¢iy sudétj, daugiausia rasta
leucino (7,5 %) irizoleucino (5,8 %), B-konglutino — leucino (7,3 %) ir fenilalanino
(4,9 %), y konglutino — leucino (9,4 %) ir treonino (7,4 %) ir 6-konglutino — leucino
(8,8 %) ir cisteino (6,5 %) (11). Specifiné globuliny frakcijos sudétis salygoja savitas
jos savybes, pvz., didesnj baltymy tirpuma, turintj teigiamos jtakos technologinéms
baltymy savybéms.
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Lubiny sékly baltymy aminoriigs§¢iy sudétis yra gerai subalansuota, juose yra
nemazas kiekis lizino, taciau lubinai stokoja sierg turin¢iy aminortigsciy (metionino
ir cisteino) ir valino bei triptofano (10). Lizino, izoleucino, leucino, fenilalanino ir
tirozino kiekiai lubinuose yra panasiis | pateikiamus Maisto ir Zzemés iikio
organizacijos (FAO) standartuose, apibrézianciuose suaugusiems rekomenduojamus
idealiy baltymy aminortigs¢iy kiekius (12). Grela ir kt. (13) analizavo jvairiy ankstiniy
augaly sékly aminortigséiy sudétj. Didziausias glutamino kiekis (~22 %) ir CSmet+cys
indeksas (54 %) nustatytas geltonuosiuose ir Andiniuose lubinuose, o glutaminas ir
asparaginas buvo dominuojantys tarp pakei¢iamy aminortig§¢iy visose tirtose lubiny
raSyse (Lupinus albus L., Lupinus angustifolius L., Lupinus luteus, Lupinus
mutabilis). CSmet+cys indeksas mélyniesiams ir baltiesiams lubinams buvo atitinkamai
37 % ir 39 %. Lubiny baltymai turéjo mazesnj nepakei¢iamy aminoriig§éiy indeksa
(EAAI) nei kiti tirti anks$tiniai augalai, kuriy buvo 62—70 %.

Lubiny séklose gausu skaiduliniy medziagy, kuriy kiekis gali bati iki 40 %, o
tai yra daug daugiau nei randama kituose ankstiniy javy griidduose (9). Krakmolo
kiekis lubinuose svyruoja nuo 5 % iki 12 %, priklausomai nuo rtsies. Toks krakmolo
kiekis yra pakankamai mazas palyginti su randamu kvietiniuose miltuose. Ivertinant
tai galima teigti, kad lubiny séklos maistiniu poZidiriu yra visavertés (14). Taip pat
lubiny séklose yra tiamino, niacino, riboflavino ir tokoferoliy bei tokiy mineraliniy
medziagy kaip gelezis, cinkas ir manganas (12).

Vertinant lubiny sékly naudg sveikatai nustatyta, kad lubiny séklos gali maZinti
cholesterolj, turéti antihipertenziniy, hipoglikeminiy, prieSuzdegiminiy ir
antioksidaciniy savybiy (11, 15, 16). Lima ir kt. (17) nustaté, kad lubiny séklose yra
mazos molekulinés masés polipeptidy — MMP-9 inhibitoriy, stabdanciy storosios
zarnos vézio vystymasi. Tyrimo rezultatai parodé, kad Siy inhibitoriy efektyvumas
lubiny séklose yra didziausias, lyginant su Kkitais tirtais ankStiniais augalais
(avinzirniais, sojos pupelémis, l¢Siais, Zirniais ir paprastosiomis pupelémis).

Taigi, lubiny séklos iSsiskiria i§ kity ankStiniy javy sékly vertingomis
baltyminémis ir skaidulinémis medziagomis ir turi teigiamg poveikj sveikatai turin¢iy
biologiskai aktyviy junginiy. Jos galéty bati pigi ir genetiskai nemodifikuota zaliava
augaliniy baltymy i$skyrimui ir panaudojimui maisto pramonéje. Taciau lubiny sekly
vartojimg maistui riboja antimitybiniai junginiai ir mazesnis baltymy pasisavinimas,
o platesnj pritaikyma naujy maisto produkty kiirimui — ribotos baltymy funkcinés
savybés. Ivertinant tai, svarbiu klausimu islieka antimitybiniy faktoriy mazinimas
lubiny sékly perdirbimo metu ir baltymy funkciniy savybiy gerinimas, taikant
tinkamus vartotojui ir maisto pramonei bioprocesus.

1.2. Antimitybiniai faktoriai lubiny séklose ir ju maZinimo budai

Antimitybiniai faktoriai yra viena i§ pagrindiniy priezas¢iy, ribojanti ankStiniy
augaly, jskaitant lubinus, panaudojimg zmoniy mitybai. Palyginus antimitybinius
faktorius, esancius lubiny séklose ir sojos pupelése, nustatyta nemazai skirtumy.
Lubiny séklose, skirtingai nei sojoje, néra lektiny, kuriy sojos pupelése randama apie
100 pg/g. Fitaty lubinuose randama 0,5 %, o tai yra dvigubai maziau nei sojose.
Saponiny kiekis komercinése L.angustifolius veislése gali bati iki 570 mg/kg (18).
Taniny, kurie turi neigiamg jtaka baltymy sgveikoms su kitais komponentais, kiekis
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lubinuose ir sojos pupelése yra panasus — sudaro iki 0,3 % (8). Cianogeniniai
glikozidai, kuriy kiekiai kituose ankstiniuose augaluose yra palyginti dideli, lubinuose
randami nedidelémis koncentracijomis. Lubinuose, skirtingai nei kity ankstiniy javy
séklose, daugiau randama alkaloidy. Pagal jy kiekj lubinai skirstomi j du tipus: kartieji
ir saldieji (19). Karciyjy lubiny rasys negali biti tiesiogiai naudojamos maistui ar
pasarams, nes turi didesnj kiekj chinolizidino alkaloidy, tokiy kaip sparteinas ir
lupaninas, kurie gali sukelti kvépavimo sutrikimus ir kepeny pazeidimus (20).
Alkaloidai nesukelia toksinio efekto, jei jy koncentracijos lubinuose yra mazos.

Literatiiroje aprasytos technologinés priemonés, skirtos sumazinti alkaloidy
kiekj lubinuose (2). Viena i$ labiausiai praktikoje taikomy budy — lubiny sékly
mirkymas. Daugelis lubiny séklose esanciy alkaloidy yra tirptis vandenyje, todél jy
kiekis mirkymo metu (vandenyje ar drusky tripaluose) ar verdant gali biiti sumazintas
nuo 0,54 % iki 0,04 %. Taip pat gali biiti iSvedamos saldziyjy lubiny hibridinés
linijos, turincios labai mazg alkaloidy kiekj (0,008— 0,012 %) (2). Siauralapiai lubinai,
kuriy genotipai yra sukuri Traky Vokéje, turi maza alkaloidy kiekj ir yra tinkami
maistui ruosti.

Mokslingje literatiroje pateikiama nemazai duomeny ir apie fermentacijos
nauda siekiant sumazinti antimitybinius faktorius ankstiniy javy séklose. Daugiausia
fermentuojamos sojos pupelés gaminant tokius tradicinius Azijos Saliy produktus,
kaip sojy padazas, tempe, tofu ir miso (21). Sojos pupeliy Rhizopus oligosporus
fermentacija gali sumazinti stachiozés ir fito rugsties kiekj, o Lactobacillus brevis,
Aspergillus oryzae GB-107 — rafinozés kiekj ir tripsino inhibitoriaus aktyvuma (22,
23, 24). Pateikiama ir keletas tyrimy apie fermentacijos jtakg lubiny antimitybiniams
faktoriams. Fritsch‘as ir kt. (25) nustaté, kad lubiny sékly fermentacija su
Bifidobacterium animalis subsp. lactis reikSmingai sumazino dujy kaupimasi
skatinanciy oligosacharidy kiekj, o Lactobacillus plantarum fermentacijos metu vyko
dalinis fito rugsties skilimas. Bartkienés ir kt. (26, 27, 28) atlikti tyrimai parodé, kad
baltyjy ir geltonyjy lubiny L. sakei, P. pentosaceus 10 ir P. acidilactici fermentacija
leido sumazinti akrilamino formavimasi ir biogeniniy aminy susidaryma
fermentuotuose produktuose, 0 mélynyjy lubiny genotipo ,,Vilniai“ 24 val. trukusi
PRB fermentacija padidino baltymy virSkinamuma.

1.3. Baltymy funkcinés savybeés ir jy modifikavimas

Pagrindinis maisto komponentas — baltymai — yra reikSmingi didinant ne tik
produkty maisting verte, bet ir turi ypatingos svarbos maisto produkty
fizikocheminéms ir juslinéms savybéms. Norint uztikrinti maisto produkto
tinkamuma vartotojui, augaliniai baltymai turi turéti tam tikry funkciniy savybiy,
kurios vertinamos pagal tokius parametrus: tirpuma, vandens suri§ima, riebaly
absorbcija, emulsavima, putojima, geliy sudaryma (Zr. 1.2 lent.). Nuo Siy augaliniy
baltymy savybiy priklauso jy sgveikos su Kkitais maisto matricoje esanciais
komponentais, kas svarbu kuriant naujus produktus ir suteikiant jiems savity fizikiniy
ir jusliniy savybiy.
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1.2 lentelé. Baltymy funkcinés savybés ir pritaikymas maiste(29)

Funkciné savybé Apibiidinimas Mechanizmas Pritaikymas

Tirpumas Geba istirpti tirpiklyje ~ HidrofiliSkumas Gérimai

Vandens suriSimas Baltymy saveika su Vandeniliniai rySiai; Mésa, desros, tortai,
vandeniu, vandens duona;
suriSimas, brinkimas;

Riebaly absorbcija Skonio ir kvapo Hidrofobiné sgveika; Kepiniai, jogurtas,
junginiy saveika / Zuvies, meésos
Skonio ir kvapo produktai;

junginiy fiksavimas ir
riebaly sulaikymas;

Geliy sudarymas Gelio formavimas; Tinklinés struktiiros Meésa, desros,
formavimas; makaronai, kepiniai

Putojimas Baltymy adsorbcija Tarpfaziné adsorbcija, Kremai, tortai,
pavirsiuje, oro plévelés formavimas; morengai, putos;
burbuliuky
padengimas;

Emulsavimas Baltymy adsorbcija Tarpfaziné adsorbcija, Saloty padazai,
pavirSiuje, aliejaus plévelés formavimas. sriubos.

laseliy padengimas.

1.3.1. Baltymy funkciniy savybiy Kriterijai

Dauguma maisto baltymy turi tam tikra funkcionalumg dél globuliniy struktiiry
tirpumo ir baltymy savybés formuoti tinkline struktira, kuri padeda sudaryti jvairius
gelius ir pléveles, suriSti vandenj, absorbuoti lipidus, turéti putojimo ir emulsavimo
savybiy bei tirpti esant skirtingoms terpés pH vertéms (27, 29). Sios savybés taikomos
sriuby, gérimy, kremy gamyboje, taip pat ekstruzijos procese ir jvairiems kepiniams
ruosti.

Baltymy tirpumas. Tirpumas, kuris apibtdinamas medZziagos savybe tirpti
tirpiklyje, yra viena i§ pagrindiniy baltymy charakteristiky vertinant jy pritaikyma
maisto ir gérimy gamyboje. Baltymy tirpumui jtaka turi aminortig§¢iy seka ir jy
kompozicija, molekulés dydis, konformacija, poliniy ir krivio neturinCiy
aminorugséiy santykis, joniné jéga, tirpiklio tipas, pH verté ir temperatira (30).
Maziausias baltymy tirpumas yra juy izoelektriniame taske (pl) (31). Daugumos
augaliniy baltymy tirpumas ir geba formuoti emulsijas rigstinéje terpéje yra
sumazeéjes ir tai riboja jy taikymg maisto pramonéje. Jvairts perdirbimo procesai,
kuriy metu didéja molekulés elektrinis kriivis, kinta aminoriigséiy iSsidéstymas
molekulés pavirSiuje bei izoelektrinis taskas, turi jtakos ir baltymy tirpumo Kitimui.
Aryee ir Boye (30) analizavo skirtingy perdirbimo metody (sauso malimo, virimo ir
nusodinimo izoelektriniame taSke) jtaka lesiy baltymy maistinéms, fizikocheminéms
ir funkcinéms savybéms. Tyrimas parodé¢, kad baltymy tirpumas gali biiti sumazintas
taikant sausg malimg ir padidintas naudojant nusodinimg izoelektriniame taske. Taip
pat baltymy tirpumas yra glaudziai susijes su emulsavimo, putojimo ir geliy
formavimo savybémis.

Vandens surisimo geba ir riebaly absorbcija. Vandens suri§imo geba (WHC)
parodo, kiek vandens gali absorbuoti vienas gramas baltymy milteliy. Tyrimai parode,
kad lesiy baltymy vandens suriSimo geba padidéjo taikant kaitinima ir nusodinima
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izoelektriniame taske (30). Baltymai, turintys maza WHC, sudaro mazai hidratuotus
gelius, turinius netvirta tekstira (32).

Baltymy savybé absorbuoti riebalus (FAC) svarbi produkto skonio ir kvapo
formavimuisi. Tam, kad augaliniai baltymai turéty didelg riebaly absorbcijos geba,
juose turi buti kuo daugiau nepoliniy aminortgs¢iy. FAC vertei jtakos turi baltymy
kilmé, dydis, koncentracija, kriivio neturin¢iy aminortigs¢iy kiekis, perdirbimo budas
ir baltymy-riebaly saveika. Mazos molekulinés masés ir mazo tankio baltymai gali
absorbuoti ir sulaikyti daugiau riebaly nei didelés masés ir tankio baltymai (30).

Emulsavimas ir putojimas yra dvi pagrindinés baltymy funkcinés savybés,
svarbios gérimy, ledy, padazy, putésiy, kremy ir margariny gamyboje. Dél amfifilinés
prigimties, baltymai elgiasi kaip emulsikliai, kurie padengia aliejaus laselius ar oro
burbuliukus, formuoja stabilias pléveles ir stabilizuoja jvairias dispersijas.
Emulsavimo savybes galima vertinti dviem kriterijais: emulsijos aktyvumo indeksu
(EAI) ir emulsijos stabilumo indeksu (ESI). EAI parodo aliejaus kiekj, kurj gali
emulsuoti vienas baltymy vienetas, o ESI matuoja emulsijos stabilumg saugant tam
tikrg laika. Putojimo savybés vertinamos pagal puty tiirio, putojimo gebos ir puty
stabilumo rodiklius, kurie priklauso nuo baltymy struktiiros ir kompozicijos.
Mohamed‘as ir kt. (33) teigé, kad didelis avizy baltymy puty stabilumas yra susijes su
dideliu baltymy kiekiu ir hidrofobiskumu. Avizy baltymy izoliato, turin¢io daugiau
nei 85 % baltymy, puty stabilumas po 15 min. buvo 31 % didesnis, lyginant su avizy
milty (baltymy < 20 %). Padidéjes emulsijos stabilumas siejamas su disulfidiniy rysiy
formavimusi tarp adsorbuoty baltymy, o sumazéjes stabilumas — su elektrostatine
stimos jéga tarp adsorbuoty molekuliy (34). Augalinés kilmés baltymams budinga
kompakti$ka struktiira ir ribotos putojimo savybés. Augaliniy baltymy frakcijos,
kuriose yra daug albuminy (frakcijos i§ zirniy ir lubiny), turi geras putojimo savybes,
panasias | kiausinio baltymo (35). Lyginant su kitais augaliniais baltymais, sojos
baltymy putojimo savybés yra geriausiai iStyrinétos, 0 duomeny apie siauralapiy
lubiny baltymy putojimo savybes yra nedaug. g-konglicininas turi geresnes putojimo
savybes nei glicininas, nes g-konglicinino molekulé yra mazesné ir turi lankstesne
struktiirg. Manoma, kad papildant naujus maisto produktus S-konglicininu, galima
pakeisti pieno baltymus (36). Tam, kad augaliniai baltymai bty aktyvis putojimo
agentai, butinos struktiirinés modifikacijos keiciant pH verte arba taikant fermenting
hidrolize.

Geliy formavimas yra kita svarbi baltymy funkciné savybé, kuri panaudojama
gaminant zelé, pudingus ir mésos produktus. Be to, §i savybé reikSminga vertinant
produkto tekstiirg, pvz., elastinguma. Geba sudaryti gelius vertinama pagal maZiausia
baltymy koncentracija, reikalinga sudaryti geli. Baltymy gelio susidaryma gali sukelti
temperatira (32, 37), cheminis apdorojimas (38) ar fermenty poveikis (39). Skirtingy
mikrostruktiiry, didesnio funkcionalumo ir pagerinty jusliniy savybiy geliai gali biti
gaunami tiek i§ baltymy, tiek i§ baltymy ir polisacharidy kompleksy (37). Geliy
struktliros ypatybés nulemia ir kitas baltymy funkcines savybes, pvz., dideles poras
turintys geliai pasizymi mazu WHC (29). Geliams susidaryti jtakos turi baltymy
molekuliné masé, temperatira, pH ir joninés jégos. Naudojant fermentinius preparatus
baltymy geliams sudaryti, atsirad¢ po fermentinés hidrolizés mazesni baltymy ar
peptidy fragmentai jungiasi tarpusavyje hidrofibiniais rySiais ir formuoja geliy
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struktiirg (39). Dviejy pagrindiniy ankstiniy augaly baltymy 118 glicinino (legumino)
ir 7S konglutino (vicilino) geba formuoti gelius yra nevienoda, todél Sie baltymai
formuoja skirtingy savybiy (tvirtumo, elastingumo) ir struktiros gelius. f-
konglicinino gelio sudarymo temperattira yra mazesné nei glicinino ir labiau priklauso
nuo baltymo koncentracijos (40). 7S baltymo gelio susidarymo metu svarbiausias
vaidmuo tenka vandeniliniams rySiams ir hidrofobinei saveikai kartu su kovalentiniais
disulfidiniais rySiais, o 11S baltymui sudarant gelj, vyrauja tik disulfidiniai ry$iai (35).
Lubiny baltymai formuoja i§ esmés silpnesnius gelius nei sojos baltymai. Batista ir kt.
(41) tyrinéjo sojy, zirniy ir lubiny baltymy savybes geliams sudaryti. Sojos baltymai
formavo stiprius gelius, o lubiny baltymy geliai buvo silpnesni dél nevisiskos baltymy
molekuliy denatiiracijos. Panasius duomenis gavo ir Berghout‘as ir kt. (42), kurie
nustaté mazesnj lubiny baltymy daleliy brinkimg gelio viduje lyginant su sojos
baltymais.

1.3.2. Baltymy funkcinéms savybéms jtakos turintys iSoriniai faktoriai

Baltymy funkcionalumui gali turéti jtakos iSoriniai (maisto komponentai, pH,
temperattira, maisto perdirbimas) ir vidiniai (fizikocheminés savybés, struktira,
konformacija, aminoriig§¢iy sudétis, hidrofobiskumas, hidrofiliskumas) faktoriai
(zr.1.3 pav.) (29).

ISoriniai faktoriai gali keisti baltymo chemine struktiira, todél kinta ir baltymy
funkcinés savybés. Tretiné ir ketvirtiné baltymo struktira priklauso ne tik nuo
pirminés struktiiros, jungian¢ios aminortgstis kovalentiniais rySiais, bet ir nuo
daugelio kity nekovalentiniy sgveiky, galimy pacioje baltymo molekuléje ar tarp
baltymy ir kity komponenty (pvz., vandens). Sios molekulinés jégos gali stabilizuoti
/ destabilizuoti baltymo struktara, turéti jtakos molekuliniam lankstumui, dydziui,
formai bei lemti baltymo fizikochemines ir funkcines savybes. Hidrodinaminés /
reologinés, pavirSiaus, hidratacinés ir biologinés maisto baltymy savybés turi jtakg
baltymy funkcionalumui maisto sistemose.

Maisto komponentai. Baltymy cheminés savybés lemia jy saveikg su Kitais
maisto komponentais: vandeniu, Kitais baltymais, lipidais, angliavandeniais,
druskomis, metaly jonais, skonj ir kvapa formuojanciais junginiais, fenoliniais
junginiais. Vandens molekulés, prisijungusios vandeniliniais rySiais prie baltymo
molekulés, yra labai svarbios baltymo struktiiros stabilizavimui. Pusiausvyra tarp
baltymy-vandens ir baltymy-baltymy saveiky svarbi tokioms funkcinéms savybéms
kaip brinkimas, vandens suriSimas, tirpumas ir geba formuoti geliuose, plévelése ir
putose tinklines struktaras (43). Manoma, kad tokios druskos kaip natrio sulfatas,
fosfatas ir fluoridas stabilizuoja baltymus, sustiprindamos vandenilinius ry$ius, o
jodido, bromido ir perchlorato — destabilizuoja ir denatiruoja baltymus (44).
Polisacharidy-baltymy saveika turi jtaka maisto baltymo stabilumui perdirbimo metu,
kai naudojamas terminis apdorojimas, dehidratacija, Saldymas (45). Susidarant
emulsijoms, nepolinés polipeptidinés grandinés dalys yra atsakingos uz hidrofobing
saveika su aliejaus-vandens pavirSiuje esanciomis lipidy molekulémis. Tarp baltymy
ir kvapo / skonio junginiy daZniausiai vyrauja hidrofobin¢ saveika. Siy junginiy
polinés grupés gali su baltymais formuoti tiek vandenilinius, tiek elektrostatinius
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rySius (46). Tam jtakos turi molekulés dydis, nes didesnés molekulinés masés
fenoliniai junginiai labiau linke¢ sudaryti kompleksus su baltymais, nei mazesnés (47).

Perdirbimo procesai ir jy parametrai. DaZzniausiai baltymy denatiiracija siejama
tik su antrinés, tretinés ir ketvirtinés struktiros pokyciais, nepakei¢ant pirminés
baltymo struktiros (48). Baltymy struktiira gali biti kei¢iama kintant pH,
temperatirai, pridedant oksiduojanciy ar redukuojanciy junginiy, veikiant druskoms
bei kitiems fiziniams veiksniams. Baltymy savybés taip pat keiiasi priklausomai nuo
maisto perdirbimo metu naudojamy operacijy. Ne visi baltymy poky¢iai yra
pageidaujami, todél, siekiant optimalaus varianto, svarbu kontroliuoti proceso
parametrus.

Kiti procesai. Baltymy savybes keicia ir tikslinga jy modifikacija cheminiais,
biologiniais ir fiziniais metodais. [vairiy technologijy ar jy kombinacijy pritaikymas
gali pagerinti specifines baltymy funkcines savybes ir praplésti jy panaudojima
daugelyje maisto sistemy.

Maisto _ Malst(_J.perdlrblmo_ Kiti procesai
komponentai procesai ir parametrai
e Vanduo; e Angliavandeniai; e pH; ¢ Cheminé
e Druskos; e Lipidai; o Temperatiira; derivatizacija;
e Ragstys; e Fenoliniai o Slégis; o Fermentinés
e Metaly junginiai; o Slyties jega; modifikacijos;
jonai; e Skonio ir
armomato g 0 {Z
junginiai; ... .
Prigimtinés savybés

Aminoriig§¢iy sudétis;

Erdviné struktiira;
HidrofiliSkumas/hidrofobiskumas;
Forma, dydis;

U

[ Funkcinés savybés J

[ Hidrodinaminés/reologiné J [ Pavirsiaus J [ Hidratacijos J

e Elastingumas; e Emulsavimas; e Tirpumas; e Fermenting;

e Klampumas; e Putojimas; e Drégmés iSlaikymas; e Hormoning;

¢ Geliskumas; e Skonio/aromato e Dispersiskumas; ¢ Antibakteriné;

e Koaguliacija; sulaikymas; e Brinkimas; ¢ Antihipertenzing;
o Plévelés formavimas; ¢ Riebaly absorbcij: o TirStumas; e Antioksidaciné;

e Lipnumas. e Pigmenty suriSim: e Vandens suri§imas. e Mineralus surisanti.

1.3 pav. Funkcinéms maisto baltymy savybéms jtaka turintys faktoriai (29)

16



1.3.3. Baltymy funkciniy savybiy modifikavimui taikomi metodai

Cheminiai metodai. Dauguma augaliniy baltymy turi daug glutamino ir
asparagino riugsciy, kurios mazina baltymy pavirSiaus aktyvuma ir tirpumg vandenyje
esant neutraliai pH vertei (35). Baltymy savybés gali bati pakeistos naudojant
cheminius modifikavimo metodus. Teorinéje literatiiroje minimi tokie cheminiai
metodai: aminogrupiy acilinimas (acetilinimas, sukcinilinimas) arba alkilinimas;
karboksigrupiy esterifikacija arba amidinimas; fenolgrupiy acilinimas arba
elektrofilinis pakeitimas; tiolo-, imidazolo- ir indologrupiy oksidacija arba alkilinimas
(43, 49). Deamininimas yra vienas i§ bidy, galintis pakeisti baltymy pavirSiaus kriivio
pasiskirstymg ir taip padidinti jy tirpuma bei pagerinti funkcines savybes. Proceso
metu aminoriigSties Soniné amino grupé atskyla arba kovertuojama j kitg funkcine
grupe, pvz., rugsting. Dél to molekulé tampa amfifiline ir turi geresnj tirpuma
vandenyje bei didesnj pavirSiaus aktyvuma (esant neutraliam pH) (50). Deamininima
galima atlikti taikant ragstinj apdorojima arba veikiant fermentu transglutaminaze. Sis
metodas buvo taikytas kvieciy glitimo, ryziy, kukuriizy, mieziy ir sojy baltymy
funkcinéms savybéms gerinti (50, 51, 52, 53, 54). Acetilinimas ir sukcinilinimas taip
pat gali buti taikomi norint padidinti augaliniy baltymy pavirSiaus hidrofobiSkuma
(50). Kraus‘as ir kt. (55) nustaté, kad $iy metody taikymas turéjo reikSminga jtakg
geltonyjy lubiny sékly baltymy izoliaty reologinéms savybéms. Sukcinilinimas
zymiai padidino baltymy dispersijos klampa, o acetilinimas tur¢jo jtakos stipresnio
gelio, turin¢io mazZesne, klampiai elastinga sritj, formavimuisi. Taciau, maisto
pramongje cheminé baltymy modifikacija vertinama nepalankiai, nes dauguma
cheminiy metody yra nepatvirtinti ir netinkami baltymy, skirty Zzmoniy vartojimui,
funkcionalumui didinti (43). Sie metodai gali sumazinti baltymy maisting verte ir
sukelti toksisky aminoriig§¢iy junginiy susidaryma.

Biologiniai metodai. Fermentiné modifikacija yra $velnesnis ir specifis$kesnis
budas, lyginant su cheminiu, galintis padidinti augaliniy baltymy funkcionaluma, nes
susidaro daug mazesni nepageidaujamy $alutiniy junginiy kiekiai (56). Dazniausiai
naudojami proteolitiniai fermentai, kuriais galima kontroliuoti baltymy hidrolizés
laipsnj. Proteazés katalizuoja peptidiniy jungCiy skilimg susidarant maZesnés
molekulinés masés peptidams, kurie turi didesn;j tirpuma ir amfifiliskuma (35). Sis
metodas buvo taikomas kvieciy glitimo (57), sojy (58), zirniy (59), rapsy (60) ir ryziy
(61) baltymy modifikacijai. Sumazéjusi molekuliné masé ir padidéj¢s hidrolizuoty
polipeptidy hidrofobiskumas pagerina baltymy emulsavimo ir putojimo savybes.
Svarbu parinkti proteazes ir kontroliuoti hidrolizés laipsnj, nes per didelé baltymy
hidrolizé gali turéti atvirkStine jtaka baltymy funkcionalumui bei suteikti kartaus
skonio pojttj (62).

PRB fermentacijos poveikis baltymy funkcionalumui. Fermentacijos metu
zaliavoje  vykstantys biocheminiai procesai, kuriuos katalizuoja jvairiis
mikroorganizmai (mielés, grybai ir bakterijos), gali turéti jtakos baltymy funkcinéms
savybéms. Fermentacijos metu terpés pH mazéja dél susidariusiy organiniy ragsciy,
0 mikroorganizmy iSskirti proteolitiniai fermentai hidrolizuoja baltymus j peptidus ir
laisvasias aminoriigstis. Daugelyje fermentacijos procesy PRB atlieka pagrindinj
vaidmen] ir jau ilgg laikg yra taikomos fermentuoto maisto ir gérimy gamyboje. PRB
priklauso gramteigiamy bakterijy Seimai: Carnobacterium, Enterococcus,
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Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ir Weissella (63). Sie mikroorganizmai yra katalazei
neigiamos, spory neformuojancios aerobinés ar fakultatyviai anaerobinés lazdelés, ar
kokai (64). Paminétina tai, kad PRB negali sintetinti porfirino ir citochromy, todél
negeneruoja ATP (65). Daugumos PRB vidutiné augimo temperatiira svyruoja nuo
20 iki 45 °C, taciau, priklausomai nuo rasies, ji gali blti Zemesné ar aukstesné.
Pasauliné sveikatos organizacija daugumai $iy bakterijy suteiké GRAS statusa (angl.
Generally regarded as safe) (63). KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje taip
pat yra sukaupta kolekcija bakteriocinus gaminanc¢iy PRB padermiy, isskirty i$
spontaniniy ruginiy duonos raugy: L. sakei KTUO05-6, P. acidilactici KTUO05-7, P.
pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTUO05-10.

PRB fermentuoja angliavandenius skirtingais biidais, todél galima homo-,
hetero- ir misriy ragsc¢iy fermentacija (Zr. 1.4 pav.) (66). Homofermentacija vyksta
pagal Embden—Meyerhof-Parnas schema ir susidariusi pieno ragstis yra vienintelis
galutinis gliukozés metabolizmo produktas. Pagal fosfoketolazés schema,
heterofermentacijos metu i$ gliukozés susidaro vienodas PR, anglies dioksido,
etanolio ar acetato moliy skaicius. Etanolio ir acetato santykis priklauso nuo terpés
redokso potencialo. Fakultatyvios heterofermentinés bakterijos (pvz., Lb. casei) tokiu
budu fermentuoja pentozes, o obligatinés heterofermentinés bakterijos (pvz.,
Leuconostoc),taip fermentuoja heksozes ir pentozes.

Esant gliukozés trikumui, sumaZé&jus temperatirai ar padidéjus pH vertei,

homofermentinés bakterijos, pvz., Lactococci, sintetina jvairiy rags§ciy misinj.
Etanolis, acetatas ir skruzdziy ragstis sintetinama Kartu su PR. Tokia fermentacija
vyksta pagal homofermenting schema, tacCiau skirtumai atsiranda piruvato
metabolizmo metu. Piruvatas naudojamas ne tik PR sintezei, bet ir skruzdziy rtgsties
bei acetilo kofermento A (acetyl-CoA) susidarymui, veikiant piruvato-skruzdziy
rugsties liazei. Esant deguoniui S§is fermentas inaktyvuojamas ir piruvato
metabolizmas vyksta katalizuojant piruvatdehidrogenazei bei susidarant anglies
dioksidui, acetyl-CoA ir NADH.
PRB fermentacijos metu susidaro ir kiti metabolitai: aromato ir skonio junginiai,
egzopolisacharidai, bakteriocinai (67). Junginiy susidarymas priklauso nuo
mikroorganizmy rusies ir substrato sudéties. Tokiu biidu, PRB fermentacija leidzia
pailginti produkto galiojimo laika, padidinti jo mikrobiologinj sauguma, suteikti
gaminiui naujy tekstiiros ir jusliniy savybiy. Literatiroje nurodoma, kad PRB
fermentacija lubiny sékloms apdoroti naudota norint pakeisti zaliavos juslines
savybes. Kaczmarska ir kt. (68) nustaté, kad Lactobacillus delbriieckii subsp.
bulgaricus ir Streptococcus thermophillus fermentacija pakeité lubiny milty aromato
profilj, nes jos metu susiformavo specifiniai kvapo junginiai, primenantys grybus,
rieSutus ir zaluma. Schindler‘is ir kt. (69) analizavo PRB fermentacijos galimybes
mazinant lubiny baltymy izoliato nepageidaujama kvapa, kuris atsiranda lubiny
baltymy izoliaty laikymo metu. Nustatyta, kad Lactobacillus plantarum L1047 ir
Pediococcus pentosaceus P113 fermentacija reikSmingai pakeité lubiny baltymy
izoliato aromato profilj, o nemalonus ank$tiniy augaly kvapas buvo sumazintas ar
uzmaskuotas naujai susidariusiy kvapo junginiy.
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1.4 pav. PRB angliavandeniy fermentacijos biidai. Homofermentiné (A),
heterofermentiné (B), misriy riigs¢iy (C) fermentacija. ¢ia — LDH — laktatdehidrogenazeé,
PFL — piruvato-skruzdziy rugsties liazé, PDH — piruvatdehidrogenazé (66)

Mokslingje literatiiroje pateikiama keletas fermentacijos budy. Kietafazé
fermentacija (KF) pastaraisiais metais tapo patikima ir vis dazniau pramoniniuose
procesuose taikoma biotechnologija. KF yra heterogeninis procesas, susidedantis i$
trijy faziy — kietos, skystos ir dujinés, ir sudarantis palankias sglygas mikroorganizmy
kultivavimui ir jvairiy metabolity sintezei (70). Proceso metu a, substrate yra
palyginti mazas, taciau pakankamas reikiamy mikroorganizmy vystymuisi. Kadangi
skystoji fazé sudaro nedidele dalj, produkuojami metabolitai yra labiau koncentruoti,
0 tai palengvina jy gryninimo procesus. Tai yra ekonomiSkai naudinga technologija
pramoniniams bioprocesams tobulinti, nes Sio proceso energijos sanaudos yra
mazesnés, sintetinamy produkty iSeiga didesné, naudojamas nedidelis vandens kiekis,
todél, lyginant su skystafaze fermentacija, sumazéja bakterinio uZterStumo rizika
(zr.1.3 lent). KF taikymas biotechnologiniuose procesuose yra platus:
biohidrometalurgija, bioremediacija, jvairiy atlieky biokonversija | biokurg ir kitus
pridétinés vertés produktus, fermenty ir organiniy ragsciy sintezé, funkcionaliyjy
junginiy iSgavimas, fermentuoty maisto produkty gamyba (71, 72). KF yra svarbi
maisto fermenty, kvapiyjy ir skoniniy medziagy gamyboje. Parinkus tinkamas
proceso sglygas ir mikroorganizmus, KF metu sintetinamos o-amilazés, pektinazés,
proteazés, lipazés, tanazés, fitazés, ksilanazés, celiulazés ir hemiceliulazés (73).
Taikant §j buda, galima iSskirtinai sintetinti ne tik aromatg ir skonj formuojancius
junginius kaip laktonai, pirazinai, metilketonai, vanilinas, bet ir natiiralius pigmentus,
kurie gali bati pladiai naudojami maisto pramonéje (74). Bioaktyviyjy fenoliniy
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junginiy gamyba taikant KF, taip pat turi pranasuma lyginant su $iy junginiy chemine
sinteze ar ekstrakcija, nes KF sumazina organiniy tirpikliy sanaudas, reikalingas
junginiams i$ substrato iSgauti (75).

Tradiciné skystafazé fermentacija (SF) taip pat turi savy privalumy. Sis
fermentacijos btidas turi greitesnius Silumos perdavimo srautus bei didesn;j terpés
homogeniskuma (72). Taciau SF metu susidaro didesni atlicky kiekiai, yra didesné
mikrobiologinio uzterStumo galimybé, o tam tikri proceso parametrai gali bati
netinkami specifisko produkto gamybai.

1.3 lentelé. Kietafazés ir tradicinés skystafazés fermentacijos skirtumai (76)
Kietafazé fermentacija (KF) Skystafazé fermentacija (SF)
e Naudojami  mikroorganizmai  (pvz.,
gijjiniai  grybai) kuriy kultivavimui

reikalingas mazesnis vandens kiekis.
e  Substratas (natliralus ar  dirbtinis)
dazniausiai yra kieta medziaga, kuri yra e Procese naudojamos brangios zaliavos.

terpé mikroorganizmams augti.

e  Substrato kiekis yra daug mazesnis nei
vandens.

e Didelis vandens aktyvumas yra
pagrindiné mikrobiologinio uzterSimo
priezastis.

e Naudojami didelés talpos
bioreaktoriai, nes fermentacijos terpé
yra labai praskiesta.

e Didesniam oro slégiui reikia daugiau
energijos sgnaudy, o dujy pernasa
proceso metu yra prasta.

e  Mazesnis mikrobiologinio uzsiterSimo
pavojus dél mazo vandens kiekio.

e  Naudojami mazesnio dydzio
bioreaktoriai.

e Mazesnés energijos sgnaudos aeracijai ir
dujy pernasai.

e  Mikroorganizmy dauginimasi  riboja
sumazgjes maistiniy medziagy
pasiekiamumas.

e Energingas maiSymas palengvina
medziagy difuzija.

e  Galimybé matuoti proceso parametrus

e  Sunkumai matuojant biomasés kiekj ir - .. L
online rezimu, lengvas méginiy

kitus proceso parametrus.

paémimas.

e Lengvesnis, pigesnis ir maziau laiko e D¢l wvandens, galutiniy produkty
reikalaujantis galutiniy produkty i§skyrimas ir gryninimas i§ terpés yra
iSskyrimas ir gryninimas. sunkesnis ir brangesnis.

. . . e Susidaro didelis kiekis skystyjy

e  Nesusidaro skystyjuy atlieky. atlieky.

Kiti metodai. Ekstruzija, apdorojimas dideliu slégiu bei ultragarsas taip pat
gali bati taikomi norint pakeisti baltymy savybes. Ekstruzijos technologija
modifikuoti sojy baltymai ir augaliniy baltymy misiniai gali biiti naudojami kaip
meésos analogai (77, 78). Tac¢iau Lampart-Szczapa ir kt. (79) nustaté, kad ekstruzija
nebuvo tinkamas metodas norint pagerinti lubiny baltymy savybes. Ekstruzija
sumazino lubiny baltymy vandens absorbcijg bei pablogino emulsavimo savybes.
Didelio slégio technologija taip pat naudojama kaip efektyvus ir saugus metodas
baltymy struktarai modifikuoti (80). Apdorojimas dideliu slégiu (>400 MPa) sukelia
baltymy konformacijos pokycius, kurie nulemia padidéjusj baltymy pavirSiaus
hidrofobiskumg. Taikant Svelnesnes apdorojimo salygas, nustatytas nekovalentiniy
ry$iy silpnéjimas, tadiau tolimesnis cheminiy rySiy susidarymas galimas didéjant
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slégiui. Taikant §j metoda, buvo atlikta keletas tyrimy modifikuojant kvieciy glitimo
(81, 82) ir sojy (83) baltymy struktiirg bei funkcines savybes. Chapleau ir de
Lamballerie-Anton‘as (84) vertino $io metodo jtaka lubiny baltymy agregacijai ir
emulsavimo savybéms. Nustatyta, kad apdorojant 400 MPa slégiu, denatiravo 11S
(a-konglutino) frakcija, o baltymy tirpumas sumazéjo. Dideliu slégiu (400 MPa)
apdoroti baltymai, lyginant su kontroliniais méginiais, sudaré emulsijas, turinéias
didesn;j dispersiskumg ir mazesnj flokuliacijos indeksa.

Ultragarso panaudojimas baltymy funkcionalumui didinti. Garso bangos yra
saugios, netoksiskos ir nedaro zalos aplinkai, todél jy panaudojimas maisto
pramonéje, lyginant su kitomis technologijos, turi daugiau privalumy (85). Dél to kyla
vis didesnis susidoméjimas ultragarso pritaikymu siekiant pagerinti fizikines,
chemines ir funkcines maisto savybes. Ultragarsas — tai mechaninés bangos, kuriy
daznis yra didesnis nei 20 kHz (2r.1.5 pav.).

20 Hz 20 kHz 1 MHz
..-'/\ ;/\, ,-”\.,
ll.' .."I "'. _."I ".II
\Jf ‘Jf "\/fl
= P | Ultragarsas
Infragarsas Zmogaus girdimas | | :
garsas Firikiniai it | Diagnostika

cheminiai pokyciai
1.5 pav. Garso spektras (86)

Galimas mazo (1 W/cm?) ir didelio (10-1000 W/cm?) intensyvumo ultragarsas,
kurio daznis yra atitinkamai 1-10 MHz (didelis daznis) ir 20—100 kHz (mazas
daznis) (87, 88). Ultragarsas naudojamas chemijos, bioprocesy, maisto, farmacijos ir
medicinos pramongje (87, 89). Didelio daznio ultragarsas yra mazo galingumo, kurio
nepakanka sukelti akustinés kavitacijos efekta, taciau jis sukelia minimalius
cheminius ir fizikinius medziagos, per kurig jis sklinda, poky¢ius (90). Dél to jis
taikomas maistui tirti ir bekontaktei kokybés kontrolei. Mazo daZnio ultragarsas
sukelia stiprias Slyties bei mechanines jégas ir taikomas jvairiems procesams
intensyvinti (85).

Kai maZzo daznio ultragarsas sklinda skystyje, dél slégiy skirtumo susidaro
kavitaciniai burbuliukai (91). Sie burbuliukai charakterizuojami pagal virpéjimy
dinamika, maksimalig temperatirag ir slégj, kuriuos jie pasiekia suirdami (92).
Teigiama, kad ultragarsui sklindant skystoje terpéje, ultragarsinés bangos, skystis ir
iStirpusios dujos sukuria nejprastg reiskinj, vadinamg akustine kavitacija. IStirpusiy
dujy branduoliai virpa dél akustinio lauko poveikio ir kintancio aplink juos slégio.
Virpéjimy metu istirpusios dujos ir tirpiklio garai difunduoja i§ kavitaciniy burbuliuky
ir j juos. Dél difuzijos dujy / gary kiekis, patenkantis j burbuliukus i$siplétimo fazéje,
yra didesnis nei difunduojantis i§ burbuliuky suspaudimo fazéje. Tai lemia burbuliuky
didéjimg iki rezonansinio dydzio. Kai pasiekiama rezonansiné sritis, burbuliukai
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did¢ja iki maksimalaus galimo dydZio ir tuomet plysta, smarkiai padidindami terpés
temperatiirg (93). Tokiu btidu ultragarsas gali paspartinti masiy pernasos procesus ir
lasteliy pralaiduma bei turéti jtakos mikroorganizmy, trikdanciy fermentacijos
procesus, inaktyvavimui. Ultragarso poveikis daugiausia tirtas pieno ir sojy
baltymams. Jambrak-as ir kt. (94) analizavo mazo (500 kHz) ir didelio (20 kHz ir 40
kHz) intensyvumo ultragarso jtakg iSriigy baltymy funkciniy savybiy pokyciams.
Ultragarsas padidino baltymy tirpuma tik iSrtigy baltymy izoliate ir hidrolizate, bet ne
baltymy koncentrate. Nustatyta, kad 20 kHz ir 40 kHz ultragarsas pagerino baltymy
putojimo savybes, o mazo intensyvumo ultragarsas neturéjo jtakos baltymy
funkcinéms savybéms. Giilseren‘as ir kt. (95) bei Glizey ir kt. (96) nustaté, kad didelio
intensyvumo ultragarso taikymas galvijy serumo albuminui sukélé laisvyjy
tiologrupiy, daleliy dydzio, pavir$iaus hidrofobiskumo ir antrinés baltymo struktiiros
poky¢ius. PanasSius rezultatus gavo Hu ir kt. (97), kurie pastebéjo, kad po ultragarso
taikymo sojy baltymuose padidéjo laisvyjy tiologrupiy skaiéius ir pageréjo baltymy
tirpumas. Liofilizuojant tokie baltymai formavo didesnius agregatus nei neapdoroti
ultragarsu. Arzeni ir kt. (98) tyré didelio intensyvumo ultragarso poveikj (20 min.)
iSrigy, sojy ir kiauSinio baltymams. Apdorojimas ultragarsu padidino pavirSiaus
hidrofobiskuma ir turéjo jtaka daleliy dydziui, taciau reikSmingai padidino tik sojy
baltymy tirpuma. Kito tyrimo metu, O'Sullivan‘as ir kt. (99) nustaté, kad didelio
intensyvumo ultragarso poveikis sumazino zirniy ir sojy baltymy izoliaty daleliy dydj,
o i§ ultragarsu paveikty zirniy baltymy izoliaty pagaminty emulsijy dispersiskumo
laipsnis buvo didesnis nei nepaveikty. Kity moksliniy tyrimy metu nustatyta, kad
ultragarsinis apdorojimas padidino fermentinj sojy baltymy skaidyma, reikSmingai
pakeite specifinj laidumg ir reologines savybes, padidino tirpumg ir emulsavimo
aktyvumg (100, 101). Morales‘as ir kt. (102) nustaté, kad mazo daznio ultragarso
taikymas pagerino sojy baltymy putojimo gebg dél baltymy daleliy dydzio
sumazgéjimo, taciau Sis apdorojimas neturéjo jtakos puty stabilumui. Tyrimo metu taip
pat nustatyta, kad ultragarso taikymas aukstoje temperatiiroje (70, 80 ir 85 °C) turéjo
sinergetinj poveikj putojimo gebai, kuri, lyginant su kambario temperatiiroje
ultragarsu apdorotais méginiais, padidéjo 20 %. Qin‘as ir kt. (103) tyré sojy baltymo
gelio, formuoto naudojant trangliutaminazes, savybes. Eksperimento metu sojy
baltymy izoliatas (prie$ sudarant gelj) papildomai paveiktas didelio intensyvumo
ultragarsu. Ultragarsui veikiant sumazéjo baltymy daleliy dydis, pageréjo pavirSiaus
hidrofobiskumas bei laisvyjy tiologrupiy kiekis. Ultragarsas sustiprino gelj, vandens
suriSimo geba, todél susiformavo tankesnés ir homogeniskesnés struktiiros gelis.
Taigi, literatiroje teigiama, kad taikant ultragarsg baltymy molekulése formuojasi
nauji rysiai, kinta molekuliy strukttira ir funkcinés savybés, taciau ultragarso poveikis
baltymy funkcinéms savybéms labai priklauso nuo baltymy kilmés ir ultragarsinio
apdorojimo parametry, todél kiekvienai tiriamajai medziagai jis gali pasireiksti
skirtingai.

Atsizvelgiant | moksling literatiirg, svarbu jvertinti minéty metody taikyma
lubiny sékly baltymy funkcionalumui gerinti.
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1.4. Ultragarso taikymas mikrobiologinei tar$ai mazinti ir fermenty aktyvuamui
reguliuoti

Ultragarso poveikis apdorojant augaling zaliavg gali pasireiks$ti ne tik
baltymams, bet ir zaliavoje esantiems mikroorganizmams bei fermentams.
Apdorojimas ultragarsu gali biti naudingas norint sumazinti pasaliniy
mikroorganizmy jtaka PRB fermentacijos proceso efektyvumui. Ultragarsas taip pat
gali slopinti arba stiprinti fermenty veikla tiek pradinéje zaliavoje, tiek
fermentuotuose produktuose.

Poveikis mikroorganizmams. Mikroorganizmy inaktyvavimas ultragarsu
naudotas pieno ir suléiy pasterizavimui bei mieliy lasteliy lizés paspartinimui viename
i§ vyno gamybos etapy (104, 105, 106). Ultragarso efektas mikrobinéms lgsteléms
priklauso nuo daugelio faktoriy: mikroorganizmy risies, terpés tipo ir sudéties,
ultragarso parametry (intensyvumo ir daznio), veikimo trukmés, pH vertés ir
temperataros (107). Norint suprasti ultragarso poveikio mechanizmg yra pasitlyta
keletas teorijy. Teigiama, jog gramteigiamos bakterijos yra atsparesnés ultragarso
poveikiui nei gramneigiamos tikriausiai dél to, kad gramteigiamy bakterijy lasteliy
sienelés yra storesnés ir stipresnés (108). Ultragarsas gali turéti tiek teigiamos, tiek
neigiamos jtakos bakterijy lasteléms, priklausomai nuo sonoporacijos lygio.
Sonoporacija — tai laikiny ertmiy ar pory formavimasis lgsteliy membranoje dél
ultragarsinio poveikio. Kavitaciniy mikroburbuly sgveika su membrana jau seniai
domina mokslininkus, todél yra pasitilyta keletas galimy sonoporacijos mechanizmy.
Mokslininkai pateikia (zr.1.6 pav.) membranos suardymo mechanizmus: membranos
vientisumo suardymas dél ,,stimimo* arba ,,traukimo* efekto, susidarancio stabiliai
virpanc¢iy mikroburbuly plétimosi ar traukimosi fazéje (A); akustinés radiacijos jégos
nulemia mikroburbuly judéjimg ir prispaudzia juos prie Iastelés membranos, todél
jvyksta jos suardymas, o mikroburbulai netgi gali biiti jstumiami per membranos
dvigubaji lipidy sluoksnj j lastele (B); stabilis mikroburbuly virpesiai sukuria
mikrosroves supancioje aplinkoje, Igstelés membranoje formuojasi poros dél
mechaninio jtempio jégos (C); dél mikroburbuly plySimo sukeltos smiiginés bangos
padidéja lastelés membranos jtempis ir ji suardoma (D); mikroburbulo plySimas prie
membranos pavirSiaus yra asimetriskas, todél formuojasi skystas piltuvo formos
darinys, kuris praduria lastelés membrang ir suformuoja pora (E) (109, 110).
Nustatyta, kad Zemo lygio sonoporacija pagerina medziagy ir reagenty pernesimo
procesus abipus lgstelés membranos ir paSalina lgstelés metabolizmo Salutinius
produktus bei pagerina mikroorganizmy dauginimasi. Pitt‘s ir Rossas (111) teigé, kad
ultragarsas padidino deguonies ir maistiniy medziagy, reikalingy lgsteléms daugintis,
perneSimo greitj bei antriniy produkty Salinima, todél lastelés dauginosi sparciau.
Taciau didesnio laipsnio negriztama sonoporacija gali sukelti citoplazmos turinio
iStekéjima ir lipidy peroksidacija, dél kurios atsiranda fiziniai paZeidimai ar pakitimai
lastelés membranos dvigubame lipidy sluoksnyje ir jvyksta lastelés mirtis (90).
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1.6 pav. Galimi sonoporacijos mechanizmai suardant bakteriniy lasteliy membranas (109)

Wau ir kt. (112) analizavo ultragarso poveikj lasteliy sieneléms ir membranoms
naudojant skirtinga ultragarso intensyvuma (10, 24 and 39 W/cm?). Tyrimas parodé,
kad esant mazam akustiniam intensyvumui (10 W/cm?), Igsteliy sieneliy
polisacharidai buvo atpalaiduojami greic¢iau nei lastelés viduje esantys baltymai.
Taciau didesnio intensyvumo ultragarsas (nuo 24 iki 39 W/cm?) turéjo priesingg
efekta. Nustatyta, kad temperatiiros padidéjimas veikiant ultragarsu silpnina lgsteliy
sieneles ir sukelia viduje esanéiy baltymy denatiiracija. Terminis apdorojimas kartu
su ultragarsu yra dar efektyvesnis budas mikroorganizmams inaktyvinti nei
kiekvienas metodas atskirai. Ciccolini ir kt. (113) tyré temperatiros, kartu su mazo
daznio ultragarsu, jtaka S. cerevisiae gyvybingumui vandenyje. Nustatyta, kad vien
tik ultragarso bangos nesunaikino mieliy lgsteliy, kuriy pazeidimai jvyko tik didinant
temperatiirg. Guerrero ir kt. (114) analizavo mieliy atsparumg ultragarsui (20 kHz)
35, 45 ir 55 °C temperaturose ,,Sabouraud® sultinyje (pH 3,0 ir 5,6). Tyréjai
neuzfiksavo jokiy struktariniy skirtumy tarp lasteliy apdoroty ultragarsu (55 °C) ir
termi$kai paveikty lgsteliy. Taciau apdorojimas ultragarsu 45 °C temperattroje (95,2
um bangos amplitude) sukélé plySimus sienelgje ir citoplazmos turinio iStekéjima.
Marx‘as ir kt. (115) tyré terminio apdorojimo ultragarsu jtaka S. cerevisiae. Visiska
mieliy inaktyvacija jvyko tokiomis saglygomis: 400 W, 24 kHz, 120 pm amplitudé, 60
°C ir 30 min. Skenuojamoji elektroniné mikroskopija parodé pory formavimasi
membanoje, lastelés lize dél vidulasteliniy komponenty iStekéjimo ir membranos
fragmenty pasiskirstyma ant kity Iasteliy.

Ultragarso poveikiui jtakos turi mikroorganizmy rasis. Yamamoto ir kt. (116)
tyré skirtingo daznio (20, 585, 864,1146 kHz) ir intensyvumo ultragarso jtaka
Chlamydomonas concordia ir Dunaliella salina. Mikroorganizmy skaicius mazéjo
priklausomai nuo ultragarso daznio ir intensyvumo. Didelio daznio ultragarsas buvo
efektyvesnis abiems mikroorganizmy ra§ims. Nustatyta tokia ultragarso daZnio jtaka
pazeidimy efektyvumui: C. Concordia — 20 < 580 < 864 < 1146 kHz , o Dunaliella
salina — 20 < 580 = 864 = 1146 kHz. Tai rodo, kad tinkamiausio daznio parinkimas
priklauso nuo mechaniniy Igstelés savybiy. Gao ir kt. (117) tyré didelio intensyvumo
ir mazo daznio ultragarso jtaka bakterijy gyvybingumui suspensijose. Apdorojimas

24



ultragarsu sukélé Enterobacter aerogenes ir Bacillus subtilis lasteliy zitj, taciau
Staphylococcus spp. nebuvo paZeista. E. aerogenes buvo jautresnés ultragarsui
eksponentingje augimo fazéje nei stacionarioje. Tyrimas parodé, kad mikrobai su
storesne ir minkStesne kapsule yra atsparesni inaktyvuojanciam ultragarso poveikiui.

Poveikis fermenty aktyvumui. Mokslinéje literatiiroje nurodoma, kad,
molekuliniu lygmeniu, ultragarsas gali turéti dvejopa efekta fermentams, substratams
ir jy tarpusavio sgveikai (118). Priklausomai nuo intensyvumo ir kity parametry,
ultragarsas skatina fermenty veikimg arba, priesingai, mazina jy aktyvuma ar visiskai
inhibuoja (91). Vieni mokslininkai teigia, kad akustiné kavitacija, sukelta ultragarso
bangy, fiziSkai ir chemiskai veikia fermentus, taCiau kiti tyréjai nurodo, kad
ultragarsas neturi jokio poveikio fermentams. Kai kurie tyrimai parod¢, kad $velnios
ultragarso taikymo sglygos ir tinkamai parinkti parametrai gali pagreitinti
fermentinius procesus (91). Bartonas ir kt. (119) tyrinéjo ultragarso poveikj o-
amilaziy, amilogliukozidaziy ir invertaziy aktyvumams. Visais atvejais nustatytas
aktyvesnis fermenty veikimas taikant ultragarsa ir esant didelei substrato
koncentracijai, pazymint reik§mingg invertazés aktyvumo padidéjimg ir sacharozés
hidrolizés inhibicijos sumaz¢jimg. To priezastimi gal¢jo biiti efektyvesnis reakcijos
komponenty maiSymas ir difuzija dél ultragarso jtakos, 0 invertaziy atveju ultragarsas
galéjo turéti jtakos geresnei tarpmolekuliniy rySiy saveikai tarp substrato ir vandens.
Seneris ir kt. (120) padidino laktozés hidrolizés laipsnj piene taikydami 20 W
ultragarsa.

Ultragarsas, naudojamas kartu su aukSta temperatiira (termoapdorojimas
ultragarsu), slégiu ar kombinuojant visus kartu, yra efektyvi priemoné maisto
fermentams inaktyvuoti pieno ir sul¢iy gamyboje (91). Apdorojimas ultragarsu
sumazin0  sojy pupeliy lipoksigenaziy, krieny peroksidaziy, apelsiny
pektinmetilesteraziy (121), paprastojo réziuko peroksidaziy (122), polifenoloksidaziy
ir kity lipaziy bei proteaziy (123, 124) aktyvumg. Dazniausiai inaktyvacijai jtakos
turéjo fizinés (kavitacija, mechaninis efektas) ir cheminés priezastys (laisvyjy
radikaly formavimasis sonocheminiy reakcijy metu), o jos lygis labai priklausé nuo
terpés, kurioje yra fermentai. Dauguma tyrimy patvirtino, kad fermenty inaktyvacijai
reikalinga ilgesné veikimo ultragarsu trukme, kai naudojamas didelio intensyvumo
ultragarsas (91). Ultragarso veikimo principas, inhibuojant fermentus, yra panasus j
mikroorganizmy inaktyvacija (125). Veikimo mechanizmas daugiausiai susijes su
baltymy denatiiracija, kurig sukelia laisvyjy radikaly formavimasis vandenyje ar
kavitaciniy mikroburbuly susidarymas ir plysimas (126). Ozbek‘as ir Ulgen‘as (127)
teigé, kad inaktyvuojantis ultragarso poveikis yra specifiskas kiekvienam fermentui ir
priklauso nuo aminortigs¢iy sudéties bei fermenty konformacijos. Pavyzdziui, aukstos
temperatiiros, slégio ir apdorojimo ultragarsu kombinacija inaktyvuoja peroksidazes,
atskeldama prosteting hemogrupe, ta¢iau lipoksigenazés tampa neaktyvios dél
laisvyjy radikaly susidarymo ir baltymy denattiracijos. Kai kurie fermentai, pvz.,
katalazés, mieliy invertazes ar pepsinas yra atsparis ultragarsui (128).

1.5. Baltymy iSskyrimo metodai

Baltymams isskirti naudojami sausieji arba Slapieji biidai (129). Priklausomai
nuo pasirinkto biido i$gaunami baltymy koncentratai arba izoliatai. Pastarieji
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labiausiai vertinami maisto pramonéje, nes juose baltymy kiekis gali bati didesnis nei
90 %. Izoliaty naudojimas gali padidinti baltymy kiekj tiek tradiciniuose, tiek naujai
kuriamuose produktuose. Koncentratuose baltymy kiekis sudaro daugiau nei 65 %.
Skirtingi iS$skyrimo metodai ir procesy parametrai (temperatira, trukmé, milty ir
tirpiklio santykis, baltymy tirpumas ir kt.) turi jtakos galutinio produkto iSeigai ir
grynumui (130).

Slapieji baltymy is augalinés Zaliavos isskyrimo metodai. Plaéiausiai naudojama
ekstrakcija tirpikliu, kaip viena efektyviausiy technologijy (131). I§ jy Sarminé
ekstrakcija ir nusodinimas izoelektriniame taske (nusodinimas riig§timis) yra
dazniausiai taikomas metodas, kuris pagristas skirtingu baltymy tirpumu ir
nusodinimo salygomis bei turi maziausia jtaka aminoragsciy sudéciai (zr. 1.7 pav.).
Pradzioje baltymai istirpinami esant terpés pH 8-12, po to terpés pH verté mazinama
iki 4-5 — daugelio augaliniy baltymy izoelektrinio tasko. Jayasena ir kt. (131) nustaté,
kad nusodinimas izoelektriniame
taske, esant skirtingai pH vertei (ribos (
nuo 4,4 iki 5,0), neturéjo statistiskai {
reik§mingos jtakos L. angustifolius :
baltymy kiekiui ir izoliaty iSeigai. t Malimas ‘
Ragstiné ekstrakcija yra panasi |
Sarmine, taCiau remiasi tuo, kad
augaliniai baltymai tirpsta esant labai
zemai terpés pH vertei (< 4). Tokios
terpés pH vertés taikomos baltymams ’

ANKSTINIU JAVU GRUDAI \

Nuriebinimas
(priklausomai nuo riebaly kiekio)

coar e C .. . . Milty suspensija
iStirpinti  prieS  jy  nusodinimg miltai:vanduo: 1:5 - 1:20

izoelektriniame taske, Saldant ar

naudojant membraninj filtravima. -
Wische ir kt. (132) taiké Sarmine ir Sarminé ekstrakcija
rugstine ekstrakcijas lubiny pH 8-11, 30-180 min., 25-65°C

baltymams isskirti. Pirmuoju btdu
gautuose lubiny baltymy izoliatuose (
buvo 98-100 % baltymy, i§ kuriy {
daugiausia didelés molekulinés masés
a- ir B- konglutiny, o izoliatuose, Nusodinimas izoelektriniame
gautuose po rigstinés ekstrakcijos ir taSke pH 4,5
membraninio filtravimo, baltymy

kiekis buvo 84-90 %, tarp jy - {
konglutinas buvo vyraujanti baltymy

frakcija. Rugstinés ekstrakcijos buidas

Centrifugavimas ‘

Centrifugavimas ‘

taikomas rediau nei  Sarminé { Liofilizacija J
ekstrakcija.

Ankstiniy javy gridy baltymy { BALTYMU IZOLIATAI J
isskyrimui galima  taikyti ir

ekstrakcija Vandepiu, . taciau S$iuo 1.7 pav. Ankitiniy javy griidy baltymy
metodu gaunami tik bal'ty.mut i§skyrimo procesas taikant 3arming ekstrakcija
koncentratai. Naudojant nusodinima ir nusodinimg izoelektriniame taske (130)
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druskomis, galima baltymus sukoncentruoti iki 80-90 %, priklausomai nuo Zaliavos
rasies (130). Muranyi ir kt. (133) analizavo skirtingos baltymy i$skyrimo technikos
jtaka L.angustifolius L. genotipo ,,Vitabor® baltymy pasiskirstymui ir kiekiui.
Nustatyta, kad Sarminés ekstrakcijos metu baltymy iSeiga buvo didesné nei taikant
nusodinimg druskomis ar derinant abu metodus. Daugiausia skirtumy nustatyta
albuminy frakcijoje, kurioje a- ir y-konglutiny kiekiai po nusodinimo druskomis buvo
didesni nei po Sarminés ekstrakcijos.

Sausasis metodas baltymams isskirti realizuojamas naudojant frakcionavima
sietais ir oru (130). Ankstiniy javy griiddai smulkiai sumalami ir, naudojant oro srauta,
miltai skirstomi j smulkig (baltymy) ir stambig (krakmolo ir skaiduliniy medziagy)
frakcijas. Sio metodo trikumas tas, kad baltymai sunkiai atsiskiria nuo krakmolo
griudeliy net ir po pakartotinio malimo. Be to, galutinéje smulkioje frakcijoje baltymy
kiekis vis tiek yra mazesnis nei taikant Slapiuosius baltymy iSskyrimo metodus.
Taikant sausgjj metoda gaunami koncentratai, kuriuose baltymy kiekis yra 60—75 %.

1.6. Lubiny produkty panaudojimas maisto pramonéje

Vartotojai teikia pirmenybe kvietiniams kepiniams, turintiems puikia i$vaizda
ir juslines savybes. Jiems gaminti naudojami kvietiniai miltai savo sudétyje turi
baltymy gliadino ir gliutenino, kurie formuoja glitima, padedantj gauti pageidaujama
produkto tekstiira, savitajj tarj ir skonines savybes (134). Taciau Kvietiniai miltai yra
mazesnes maistinés vertés, nes perdirbimo metu praranda nemaza kiekj skaiduliniy ir
fitocheminiy medziagy, vitaminy bei mineraly (14). Be to, kvie¢iy baltymai stokoja
lizino ir metionino. Taigi ankstiniy javy gridai, tarp jy ir lubiny séklos, gali biti gera
alternatyva i§ dalies pakeisti kvietinius miltus ne tik tokiems kepiniams gaminti,
taciau taip pat pagerinti ir jy maisting verte. Paminétina tai, kad tokiy misriy milty
naudojimas kepiniams ruosti turi ir keletg trakumy. Antonas ir kt. (135) nustaté, kad,
didinant pupeliy milty kiekj, padidéjo fitortigsties kiekis ir tripsino inhibitoriy
aktyvumas kvie¢iy-pupeliy milty misinyje. Kvietiniy ir ankstiniy javy griidy milty
santykis taip pat turi jtakos teSlos reologinéms savybéms ir galutinio produkto
teksttirai, kuri yra labai reikSminga priimtinumui ir konkurencingumui rinkoje (136).
Gana didelé dalis (15-50 %) kvietiniy milty gali biiti pakei¢iami ankstiniy javy
miltais gaminiuose, kuriuose glitimo funkcionalumas néra labai svarbus, t. V.
gaminant tortus, sausainius ar makaronus (35). Taciau lubiny, kaip ir kity ankstiniy
javy grudy, priedo naudojimas kvietinés duonos gamyboje yra gan sudétingas, nes
glitimas yra pagrindinis veiksnys, lemiantis teslos reologines savybes. Pablogéjus
kepinio iSvaizdai ar kitoms juslinéms savybéms, sumazéja ir jo priimtinumas
vartotojams. Apibendrintai galima teigti, kad naudojant kitos rusies miltus kvietinei
teslai ruosti, keitési teSlos strukttra: silpnéjo glitimas, didéjo vandens absorbcija,
mazéjo stabilumas. Tac¢iau reikia paminéti, kad poveikio dydis priklausé nuo ankstiniy
javy rusies ir kiekio (137, 138). Lubiny sékly priedas taip pat gali turéti jvairy poveikij
galutinio produkto kokybei: savitajam tariui, teksttirai ir juslinéms savybéms, 0 pats
priedo Kiekis — gaminio spalvai ir minkstimo tekstaros savybéms (136). Literatiiroje
nurodoma, kad iki 10 % rafinuoty kvietiniy milty gali biiti pakeisti lubiny miltais,
kartu nepabloginant duonos kokybés (139, 140). Lubiny sékly milty priedas gali
pabloginti teslos savybes dél keliy priezas¢iy: didesnis tiologrupiy kiekis gali sukelti
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teslos skystéjima; lubiny sékly baltymai silpnina kvie¢iy glitimo savybes, sukeldami
,praskiedimo efekta; lubiny sékly miltuose esantys baltymai ir skaidulinés
medziagos gali sugerti daugiau vandens nei kvietiniai miltai (139). Taciau 20-30 %
lubiny sékly priedas neturéjo neigiamos jtakos kepiniy be glitimo juslinéms savybéms
ir priimtinumui (141, 142, 143). Teoringje literatiiroje pateikiama duomeny apie
lubiny milty ir jy frakcijy panaudojima keleto rasiy kvietiniy kepiniy (duonos,
sausainiy, pyragy, keksy ir makarony) gamyboje ir jy jtaka baltymy bei skaiduliniy
medziagy kiekiui galutiniame produkte (zr. 1.4 lent.). Kadangi lubiny séklos neturi
glitimo, jos yra tinkamas funkcinis ingredientas beglitiminés duonos gamyboje.
Taciau dauguma tokiy produkty yra priimtini nedaugeliui vartotojy, nes kepiniai su
lubiny séklomis yra gaminami ir pateikiami tik uzsienio rinkose (12). Pastaruoju metu
maisto pramonéje pradéta dométis lubiny baltymy izoliaty panaudojimu mésos
gaminiams ruosti, pvz., desroms ir Frankfurto desreléms, taip pat ir pieno pramongéje
ledams ir kitiems fermentuotiems pieno produkty gaminti (144, 145, 146). Dél
geltonos spalvos ir funkciniy savybiy (emulsavimo) lubiny baltymai gali pakeisti
kiausinio trynj brioche ar gali biti naudojami glaziiry gamyboje (4, 147).

1.4 1entelé. Kvietiniy milty pakeitimas lubiny sékly miltais kepiniuose — jtaka baltymy
ir skaiduliniy medziagy kiekiui (12)

Lubiny Padidéjimas, %
Lubiny Kiekis .
Lubiny rasis frakcija (% nuo Kepinys Skaiduliniy Nuoroda
kvietiniy Baltymy med¥iag
milty) 4
Neminima Miltai 40 Duona 110 106 (148)
30 Sausainiai 352 211
L. albus Viso griado 10, 20, Pyragas be 26-103 (143)
miltai 30, 40 glitimo
Neminima Miltai 40 Duona 108 346 (149)
Neminima Miltai 40 Duona 108 341 (150)
Neminima Miltai 40 Duona 65 252 (152)
L. Miltai 10 Duona 14 112 (152)
angustifolius
60 Keksali 46 294
28 Sokoladi- 51 316
niai
sausainiai
L. albus Miltai, 3,6,9, 12 Duona 11-53 7-44 (139)
baltymy
koncentratai
ir izoliatai
L. albus cv. Nenurieba- 3,6, 9, 12 Duona 20-23 (153)
Multolupa linti miltai

Siekiant padidinti lubiny sékly ir jy frakcijy taikyma maisto pramonéje, svarbu
ieSkoti priemoniy, leidzian¢iy pagerinti lubiny sékly baltymy funkcionaluma ir
pagerinanéiy jy panaudojima Kuriant naujus maisto produktus.

28



1.7. Lignoceliuliozinés Zaliavos ir Salutiniy pieno perdirbimo produkty
panaudojimas bioprodukty gamybai

Augalinés zaliavos perdirbimo metu susidaro nemazi kiekiai Salutiniy produkty,
todel, siekiant plétoti / tobulinti beatlicke lubiny sékly perdirbimo technologija,
tikslinga taikyti biorafinavimo metodus. Lubiny sékly biomasé, likusi po baltymy
iSskyrimo, turi daug polisacharidy ir gali bati priskiriama lignoceliuliozinei zaliavai.
Tokios rasies biomasé, kuriai perdirbti taikomi jvairGs biologiniai / cheminiai
metodai, gali buti bioenergijos Saltiniu ir zaliava vertingiems cheminiams junginiams
sintetinti (154). Lignoceliulioziné biomasé naudojama pieno rugsties sintezei, o
termocheminiy ir biocheminiy procesy metu i$ $ios biomasés gaminamas skystasis
(etanolis) ir dujinis (metanas) kuras bei elektros energija. Siuo metu i§ jvairios risies
biomasés pagamintos bioenergijos kiekis pasaulyje siekia tik 10,2 % (155). Zemés
tkio sektoriaus atliekos (energetiniai paséliai, augalinés atliekos ir Salutiniai
produktai) bei maisto atliekos sudaro tik 20 % S$ios biomasés. Dazniausiai biomasés
perdirbimo procesai yra gan sudétingi, o zaliavos tiekimas néra pastovus. Be to,
kintant lignoceliuliozinés Zaliavos cheminei sudéciai ir fizikinéms savybéms,
taikomos skirtingos perdirbimo technologinés schemos (156).

1.7.1. Biodujy gamyba i§ lignoceliuliozinés biomasés

Biodujy gamyba panaudojant jvairias organines medziagas, taip pat ir
lignoceliuliozing biomase, susilaukia vis daugiau démesio. Siuo metu apie 88 % visos
pasaulyje sunaudojamos energijos iSgaunama i$ iskastinio kuro, kuris yra pagrindinis
faktorius, lemiantis Siltnamio efekta sukelian¢iy dujy kiekio atmosferoje didéjima
(157). Biodujos yra atsinaujinantis energijos Saltinis, kuris gali pakeisti iskastinj kura.
Biodujy gamyba padeda sumazinti dirvos ir vandens uzterStuma, o anglies dioksido
kiekis, susidarantis biodujy gamybos metu, yra gerokai maZzesnis, lyginant su
iSkastinio kuro iSgavimu. Biodujy gamybai daZniausiai taikoma vienpakopé
anerobinio substrato skaidymo schema, kai visas procesas vyksta viename
bioreaktoriuje (158). Toks metodas néra efektyvus norint padidinti biodujy iSeiga ir
grynumg. Tikeétina, kad anaerobinio skaidymo proceso suskirstymas j dvi pakopas
galéty turéti teigiamg jtakg metano iSeigai ir grynumo laipsniui.

Biocheminis procesas. Biodujy gamyba vyksta anaerobinio skaidymo biidu,
kuris yra vienas efektyviausiy ir Svariausiy bioenergijos gavybos metody. Metano
fermentacija yra kompleksinis procesas, kurj galima suskirstyti j keturis pagrindinius
etapus: hidrolizé, acidogenez¢, acetogenezé / dehidrogenezé ir metanogenezé (zr. 1.8
pav.) (159). Hidrolizés metu, fakultatyviniy ar obligatiniy anaerobiniy bakterijy
iSskirti egzofermentai skaido tokius netirpius junginius kaip celiulioze, baltymai ir
riebalai j maZesnius, vandenyje tirpius monomerus. Siame etape cheminiy reakcijy su
vandeniu metu vyksta kovalentiniy ry$iy sklilimas. Angliavandeniy hidrolizé gali
vykti keleta valandy, o baltymy ir lipidy skaidymas gali testis ir keleta dieny.
Lignoceliulioz¢ ir ligninas skyla 1étai ir dazniausiai ne iki galo (160). Fakultatyviis
anaerobiniai mikroorganizmai naudoja vandenyje iStirpusj deguonj ir mazina redokso
potencialg, kuris tinkamas obligatiniams fakultatyviniams mikroorganizmams.
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Angliavandeniy skaidymas j mazesnés molekulinés masés sacharidus ir baltymy
hidrolizé ] aminortigstis taip pat vyksta Sios fazés metu.

Acidogenezés metu jvairios bakterijos skaido monomerus, susidariusius
hidrolizés metu, j trumpos grandinés organines rugstis, C:—Cs molekules (sviesto,
propiono, acto rugstis, acetatas), alkoholius, vandenilj ir anglies dioksida (159).
Vandenilio jony koncentracija turi jtakos fermentacijos metu susidarantiems
produktams. Kuo didesnis vandenilio dalinis slégis, tuo maziau susidaro
redukuojanciy junginiy (pvz., acetato). Taigi Sios fazés metu cukry monomerai,
riebaly rugstys ir aminortig§tys konvertuojamos j organines rtigstis ir alkoholius (161).

Metabolitai, susidar¢ acidogenezés metu, yra substratas kitoms bakterijoms
treCiame biometano gamybos etape. Acetogenezés metu, homoacetogeniniai
mikroorganizmai pastoviai konvertuoja H, ir CO; | acto rugstj. Nustatyta, kad
acetogeninés bakterijos sudaro simbioze su metana gaminan&iomis bakterijomis. Sios
fazés metu organinés rugstys ir alkoholiai verCiami | acetata, kuris yra substratu
metano bakterijoms. Sioms bakterijoms taip pat reikalingas ir vandenilis metanui
sintetinti.

Tam, kad susidaryty metanas, metogenezés metu reikalingos grieztos
anaerobinés salygos. Ne visos metano bakterijy rusys gali skaidyti visus substratus.
Vienos bakterijos gamina metang i$ acetaty, kitos i§ metanolio, tre¢ioS — i$ vandenilio
ir anglies dioksido (162). Metano bakterijos katalizuoja unikalius vandenilio
oksidavimo ir anglies dioksido redukcijos mechanizmus. Anglies dioksida jos naudoja
kaip galutinj elektrony aceptoriy ir metanui sintetinti (163).

Anaerobiniai mikroorga-

Kompleksinis organinis substratas nizmai yra aktyviis ir gali augti
(angliavandeniai, riebalai, baltymai) mezofilinés (35—42 °C) ir termo-

filinés (45-60 °C) temperatiiros
salygoms (164), todél metano
sintezés trukmé priklauso nuo

Monomerai ir temperatiros. Dauguma metang

= oligomerai (cukrai, = gaminanéiy bakterijy yra

aminorugstys, ll_govs mezofilinés ir tik keletas priklauso
grandingés riebaly ragstys) . . ..

termofilinéms. Psichrofilinés

metano bakterijos veikia 20 °C

temperatiiroje skaidydamos

Lakiosios nedidelius  kiekius  bioskaidziy

riebaly lakiyjy medziagy ir sudarydamos

rigstys Il labai mazus biodujy kiekius (159).

Mezofilinés bakterijos pradeda
m veikti temperattrai pakilus iki 20—
45 °C, o metano gamyba pasiekia
o maksimumg esant apie 35°C

Biodujos _ ..
CH4+CO, temperatiirai (165). Termofilinés
proceso salygos suteikia privalumy
norint sumazinti hidrolizés trukme,
patogeny skaiiy ir padidinti dujy

1.8 pav. Biometano sintezés etapai (159)
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iSeiga, taCiau tokj procesag yra sunkiau kontroliuoti. Tam, kad specifinés
mikroorganizmy grupés islikty aktyvios ir daugintysi, reikalingi tam tikri makro- ir
mikroelementai (166). Tokiy makroelementy kaip anglis, fosforas ir siera reikia labai
mazai, nes jy pakankamai galima rasti ir pacioje biomasgje. Gelezis, nikelis, kobaltas,
selenas, molibdenas ir volframas yra svarbtis mikroorganizmy dauginimuisi ir turi baiti
pridéti j fermentuojamg substrata (167). Nikelis reikalingas visoms, metang
gaminanéioms bakterijoms, nes dalyvauja metanui susidaryti reikalingo lasteliy
komponento kofaktoriaus Fiso sintezeje. Optimaliam bakterijy dauginimuisi svarbaus
korinoidinio faktoriaus 111 sintezei taip pat reikalingas kobaltas. Seleno, molibdeno ir
volframo jtaka néra iki galo iStirta. Paminétina tai, kad nuo $iy elementy priklauso tik
keliy metano bakterijy aktyvumas. Reikalinga mikroelementy koncentracija yra labai
maza ir svyruoja nuo 0,05 iki 0,06 mg/l, tik gelezies reikia Siek tiek daugiau — nuo 1
iki 10 mg/l (157).

Ivairiy rusiy biomasé, turinti angliavandeniy, baltymy, riebaly, celiuliozés ir
hemiceliuliozés, gali biiti substratu biodujoms gaminti. Literatiiroje nurodoma, kad
potenciali metano iSeiga i$ lignoceliuliozinés kukurtizy, kvieciy, ryZiy ir cukranendriy
biomasés gali Kisti nuo 0,14 iki 0,4 m*/kg VS (159). Lehtomiki’o ir kt. (168) tyrimy
metu nustatyta, kad metano iSeiga i§ lubiny biomasés yra 0,31-0,40 m®/kg VS.
Jensenas ir kt. (169) teigia, kad naudoti vien tik ankstiniy javy biomas¢ biodujoms
gaminti néra optimalus variantas, nes gan didelis azoto kiekis gali nulemti sparty NHy
susidaryma bioreaktoriuje ir stabdyti anaerobinio skaidymo procesa. Biodujy sudétis
ir metano iSeiga priklauso nuo substrato kilmés, organiniy medziagy kiekio ir
anaerobinio skaidymo sistemos parametry (170). Skaidant riebalus gaunama
didziausia biodujy iSeiga, taciau jy biologinis skaidymas yra létas, todél reikia daugiau
laiko dujoms susidaryti. Angliavandeniai ir baltymai konvertuojami daug lengviau,
bet gaunama mazesné biodujy iSeiga. Tam, kad biodujy gamyba vykty efektyviai,
substrate neturéty biti patogeny ar kity mikroorganizmy, nes, Kitu atveju, reikalinga
substrato pasterizacija ar sterilizacija prie§ fermentacijg. Siekiant padidinti substraty
skaidymo greitj, galima taikyti mechaninj, terminj, cheminj apdorojimg arba hidrolize
fermentais (171). Substrato skaidymas vyksta greiciau, jei jis susmulkinamas |
mazesnes daleles, taciau tai nebitinai uZztikrina didesn¢ metano iSeiga (172).
Hidrolizei naudojant auks$tg temperatirg ir slégj (230 °C, 20-30 bar), organiniai
polimerai skaidomi ] trumpesnés grandinés junginius, kurie tampa biologiskai
lengviau prieinami, todél biodujy iSeiga gali padidéti (173). Hidrolitiniy fermenty
taikymas padidina polisacharidy skilimg j mazesnius junginius, todél biodujy iSeiga
gali padidéti iki 20 % (174). Tyrimai su zaligja kvieciy biomase atskleidé¢, kad
hidrolizuojan¢iy fermenty naudojimas turéjo reikSmingg jtaka biodujy gamybai,
taciau anaerobinio perdirbimo pabaigoje nei metano iSeiga, nei substrato hidrolizé
reikSmingai nepadidéjo (175). Fermenty veikiama substrato klampa bioreaktoriuje
stipriai sumazéja, todél pavyksta iSvengti sluoksniy formavimosi misinyje. Taciau,
fermenty aktyvumas gali smarkiai sumazéti dél anaerobiniy mikroorganizmy
i§skiriamy proteaziy veiklos (176).
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1.7.2. Pieno ragsties gamyba

Pieno riigstis (2-hidroksipropan rigstis, CHs—CH(OH)-COOH) (zr. 1.9 pav.)
yra natirali organiné rtgstis, kuri naudojama maisto ir kitose pramoneés srityse,
iskaitant kosmetikos ir farmacijos preparaty, oksiduojanc¢iy chemikaly, augaly augimo
stimuliatoriy ir specialios paskirties tarpiniy chemijos produkty gamybg (177, 178,
179, 180). Visame pasaulyje pagamintos pieno rugsties (PR) apytikslis panaudojimas
yra toks: 35 % skiriama maisto ir gérimy pramonei, 39 % — polimery gamybai, 13 %
— tirpikliy gamybai ir kitoms pramoninéms reikméms, 13 % — asmenininiam
naudojimui (181). PR turi GRAS statusg ir maisto pramonéje naudojama kaip
rigStinanti medziaga ir konservantas duonos, saldumyny, kepiniy, gaiviyjy gérimy,
alaus, dZemy, majonezo ir pieno produkty gamyboje (182). Pieno riigstis egzistuoja
optiskai aktyviy D(-) ir L(+) izomery pavidalu, kuriy poveikis zmogaus organizme
yra skirtingas. D(-)-pieno rugsties izomeras Zmogaus organizme metabolizuojamas
sunkiau, todél yra labiau zalingas nei L(+). Per didelis Sio izomero kiekis gali sukelti
metabolitinius pakitimus, dél kuriy atsiranda acidozé ir kalcio triikumas (183). L(+)-
pieno riigsties izomeras gyvuose organizmuose yra randamas dazniau nei D(-).
Susitraukiant raumenims zmogaus kiine gaminasi L(+)-pieno rigstis. Maisto
pramongje ir medicinoje pirmenybé teikiama biitent Siam izomerui, nes jis yra
panasiausias | Zmogaus organizme sintetinamus junginius bei sukelia maziau
problemy, susijusiy su pakitusiu medziagy metabolizmu, alergija ar netoleravimu

(181).

OH HO " Pasta_truoju metu PR

/ \ paklausa iSaugo, nes tai
O—-;, 5-—0 yra pagrindiné Zaliava
- biopolimero polilaktidui

OH HO (PPR) gaminti. Naujos

- N kartos biopolimerai yra

H CHs HC H gera alternatyva

plastikams, i§gaunamiems
i naftos produkty, nes
PPR yra  biologiSkai
skaidus, o jo gamyba ir utilizavimas nekenkia aplinkai. Polilaktidy fizikinés savybés
priklauso nuo PR izomery sudéties. Grynieji D(-) ir L(+) izomerai yra vertinami labiau
nei raceminis miSinys DL, nes kiekvienas PR izomeras turi specifinj pritaikyma
pramongje. L(+)-pieno riigsties izomerai naudojami sintetinti didelés molekulinés
masés poli-L(+)-laktidus (PLPR) (184). PLPR yra pusiau kristalinis, skaidrus ir
biologiskai skaidus polimeras, daugiausia naudojamas pakavimo medziagoms
gaminti. Taip pat D(-)-pieno rugsties izomeras naudojamas poli-D(-)-laktidams
(PDPR) gaminti. Grynieji polimerai yra jautris temperatirai, taéiau PLPR ir PDPR
stereokompleksai turi 50 °C aukstesng lydimosi temperattirag nei grynieji izomerai ir
yra lengviau biologiskai skaidomi (185, 186). D(-) ir L(+) izomery santykis taip pat
lemia PPR irimo savybes.

Nors PR natiiraliai randama augaluose, mikroorganizmuose ir gyvinuose ji gali
biiti gaminama chemings sintezés metu i$ anglies, naftos produkty ir dujy (187) (zr.
1.10 pav.). Cheminé sintezé yra sudétinga tiek techniniu, tiek ekonominiu poZitiriu ir
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1.9 pav. Pieno riigsties izomery cheminé struktiira (182)



labiau priklauso nuo kity pramonés sri¢iy Salutiniy produkty, susidaran¢iy naudojant
iSkastinj kura ar tiekimo (182). Be to, naudojant §j metoda visada susidaro raceminis
PR izomery miSinys.

Kitas biidas sintetinti PR — angliavandeniy fermentacija, kurios metu jvairiis
mikroorganimai sintetina PR i$ atsinaujinanciy energijos Saltiniy. Taikant §j metoda
galima ir optiskai grynyjy PR izomery sintezé (188) (Zr. 1.10 pav.). Fermentacijos
metodas turi ir daugiau privalumy, nes naudojami pigiis substratai, o proceso energijos
sanaudos ir temperatiira yra mazesnés. Siuo metu 90 % PR pasaulyje sintetinama
mikrobinés fermentacijos biidu.

CHEMINE SINTEZE J FERMENTINE SINTEZE J

Naftos produktai t Atsinaujinantys $altiniai J

Lygiagregiai vykdoma Polisacharidy hidrolizé

hidroliz¢ ir fermentacija (rﬁzgstiné hidrolizé .ir/ar

Acetaldehidas ) veikimas fermentais)

Fermentuojami angliavandeniai
(pentozeés, heksozés)

HCN ir katalizatorius

Laktonitrilas

J Mikrobiné fermentacija
Hidrolizé su H2SO4

t Fermentacijos terpé J

[ Tik raceminis D/L miSinys J

I$skyrimas ir gryninimas

Galimybé gauti optiskai
grynus D/L izomerus

1.10 pav. PR sintezés budai

Fermentiné sintezé. Pagrindiniai mikroorganizmai, sintetinantys PR, yra
grybeliai (Rhizopus) ir PRB (189). Rhizopus aerobiniu biidu skaido gliukozg ir
sintetina PR, taCiau tokios fermentacijos metu reikalinga nuolatiné terpés aeracija.
Daugiausia informacijos pateikiama apie pieno riigSties Sintez¢ naudojant PRB,
priklausancias Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ir Enterococcus Seimoms
(190). Literatiiroje nurodoma, kad Lactococcus lactis (191), Lactobacillus delbrueckii
(192), L. helveticus (193) ir L. casei (194) yra vienos pagrindiniy homofermentiniy
PRB pieno riigsciai gaminti. PR susidaro fermentuojant angliavandenius pagal
jvairias schemas, btdingas PRB paderméms. Gliukozé¢ metabolizuojama pagal
Embden—Meyerhof schema (zr. 1.4 pav.), 0 D-galaktozé — pagal tagatozés 6-fosfato
arba Leloir schema (zr. 1.11 pav.) (195). Piruvo rugsties, kuri yra galutinis $iy procesy
produktas, konversijai j laktatg jtakos gali turéti PRB fermentai L-laktatdehidrogenazé
ir D-laktatdehidrogenazé, todél PR stereospecifiSkumas priklauso nuo
mikroorganizmy rasies, kuriy fermentai dalyvauja PR sintezéje.
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PTS i Permeazé l

‘ D-galaktozés 6-fosfatas ’ D-galaktozé
i i ATP
ADP

‘ Tagatozés 6-fosfatas ’

| D-galaktozés 1-fosfatas

Sy I

| Tagatozés 1,6-difosfatas ’ 1 D-gliukozés 1-fosfatas

T !

D-gliceraldehido Dihidroksiacetono 1 D-gliukozés 6-fosfatas
fostatas — fosfatas
l Glikolize l Glikolize

. Piruvatas
Piruvatas

1.11 pav. D-galaktozés fermentacija PRB. Tagatozés 6-fosfato (A) ir Leloir (B) schemos

PRB fermentacijos metu intensyviai gaminamos organinés raigstys, todél po tam
tikro laiko, terpés pH verté labai sumaZéja. Zema pH verté turi inhibicinj efekta
mikroorganizmy lasteliy metabolizmui ir PR sintezei. Dauguma PRB yra
tolerantiskos Zzemesnei terpés pH vertei ir gali iSgyventi esant pH 5 ir maziau.
Lactobacillus optimaliai dauginasi esant pH vertei apie 5,7 ir toleruoja Zemesn¢ pH
verte nei Lactococci (181). Norint palaikyti optimalig terpés pH verte naudojami
neutralizacijos agentai: kalcio karbonatas ir hidroksidas, natrio bei amonio
hidroksidas (196). Tokiu biidu fermentacijos terpéje dalis PR yra paverciama laktatu,
turin¢iu mazesnj tirpuma nei PR, todél sumazéja rigséiy sukeltas inhibicinis efektas.
Taciau, naudojant neutralizavimo agentus, susidaro nemazi kiekiai Salutiniy produkty
(pvz., kalcio sulfatas), kurie apsunkina PR i§skyrimg i$ fermentacijos terpés, o proceso
metu atsirandanéias atliekas reikia papildomai utilizuoti. Jvertinant tai, svarbiu
klausimu islieka naujy PRB padermiy, turin¢iy atsparumga ragsciai terpei, paieska ir
panaudojimas fermentinés PR sintezés procesuose.

PR sintezei angliavandeniy Saltiniu gali biiti grynas cukrus (pvz., gliukozé,
fruktozé, laktozé), cukry turinti terpé (melasa, iSrligos, cukranendrés) arba
krakmolingos medziagos (bulvés, tapijoka, kvieciai, mieziai) (197). Geriausios
kokybés PR gaunama i8 iSgryninto cukraus (cukranendriy ar cukriniy runkeliy), taciau
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tokia zaliava yra brangi, 0 gamyba neekonomiska (181). Todél daug démesio Siuo
metu susilaukia lignoceliulioziné biomasé i§ maisto pramonés ir Zemeés tikio antriniy
produkty bei atlieky (166). Sis angliavandeniy 3altinis turi nemaZai privalumy
ekonominiu ir aplinkosaugos atzvilgiu. Tai nuolat atsinaujinanti, nebrangi ir daug
polisacharidy turinti zaliava, kurios pasaulyje generuojami dideli kiekiai ir Kkuri
dazniausiai licka neutilizuota. Si 7aliava daugiausiai sudaryta i§ celiuliozés,
hemiceliuliozés ir lignino, kurie kartu sudaro 90 % visos biomasés (198, 199).
Pagrindinis augaly biomasés komponentas, t. y. celiuliozé, yra homopolisacharidas,
kurj sunku suardyti dél papildomy vandeniliniy jungciy ir specifinio kity jungciy
i§sidéstymo. Hemiceliuliozé yra heterogeninis polimeras, sudarytas i§ pentoziy
(ksilozés ir arabinozés) ir heksoziy (galaktozés, gliukozés ir manozés), hidrolizuojama
daug grei¢iau nei celiuliozé (200). Ligninas yra aromatinis polimeras, sintetinamas i$
fenilpropanoido pirmtaky. Lignino makromolekulé yra didelio poliariSkumo, nes turi
jvairiy funkciniy grupiy (hidroksil-, metoksil- ir karbonil-) (201). Lignino
fermentacija yra sudétinga, nes ji apsunkina cheminj ir biologinj biomasés skaidyma
(171).

Nepaisant lignoceliuliozinés biomasés privalumy ir tvarumo, PR gamyba i$ Sios
zaliavos yra pakankamai sudétinga (202). Monomeriniams cukrams (gliukozés,
ksilozés, manozés ir arabinozés) susidaryti, kurie véliau gali buti fermentuojami
jvairiy PRB padermiy, reikalinga keliy etapy biocheminé konversija. PR gamybg i§
lignoceliuliozinés biomasés galima skirstyti j §iuos pagrindinius etapus (196):

o pirmiausiai zaliava apdorojama mechaniniu bidu — suardoma
lignoceliulioziné struktura;

o hidrolizé fermentiniais preparatais, depolimerizuojant lignoceliuliozing masg
i fermentuojamus mazesnés molekulinés masés komponentus;

o Susidariusiy monomery fermentacija (PRB, mikroskopiniai grybai) j PR;

o PR isSskyrimas i§ fermentacijos terpés ir gryninamas taikant jvairias
technologijas.

Lignoceliuliozinis substratas gali biiti pirmiausia hidrolizuojamas, o tik véliau
fermentuojamas, taciau polisacharidy hidrolizé ir fermentacija gali vykti ir vienu metu
(190). Redukuojanciy cukry koncentracija hidrolizate turi jtakos fermentacijos
efektyvumui, nes PR sintezé gali biti slopinama esant didelei cukry koncentracijai.
Proceso trikumas yra tas, kad, dél papildomo fermenty ir cheminiy medziagy
naudojimo, gamybos islaidos padidéja, 0 cheminés hidrolizés metu susidaro
inhibitoriniai junginiai, stabdantys mikroorganizmy veikla fermentacijos metu (181).
Be to, hidrolizés metu susidaro ir nemazai pentoziy, kurias fermentuoja nedaugelis
mikroorganizmy (200).

Tokiy zemés tkyje ir maisto pramonéje susidaranciy antriniy produkty kaip
kvie¢iy séleny (WB), Zliaugty (DGS) ir salyklojaus (BSG) panaudojimo galimybés
PR gamybai taikant bioprocesus, buvo jvertintos Juodeikienés ir kt. (203) atliktuose
tyrimuose. Rezultatai parodé, kad PRB padermé ir substrato tipas turéjo statistiskai
reik§mingos jtakos PR iSeigai (p < 0,05). Didziausias PR kiekis nustatytas WB ir BSG
terpése P. pentosaceus9 fermentacijos metu ir sieké atitinkamai 38 g/kg ir 27 g/kg L.
sakei daugiausiai PR (36 g/kg) produkavo WB terpé¢je, o P. acidilactici — BSG terpéje
(20 g/kg). PRB padermé turéjo jtakos ir susidariusiy izomery sudééiai: L. sakei
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i§skirtinai produkavo tik L(+)-pieno rugsties izomera, D/L izomery santykis
fermentuotose su P. acidilactici terpése svyravo nuo 0,06 (WB) iki 0,12 (BSG ir
DGS), o fermentuotose su P. pentosaceus9 — nuo 0,18 (WB ir BSG) iki 0,23 (DGS).
Fermentiniy preparaty taikymas prie§ PRB fermentacija padidino PR kiekj terpése
nuo 1,9 iki 2,4 karto (WB), nuo 2 iki 3 karty (DGS) ir nuo 1,7 iki 2 karty (BSG). Kity
tyréjy duomenimis, fermentuojant augalinés kilmés zaliava, nustatyti tokie PR kiekiai:
kukurtizy biomasé — 96 g/l (204), cukranendriy biomasé — 11 g/l (205), baltyjy ryziy
séleny hidrolizatas — 82 g/l (206).

Pataruoju metu pieno pramongéje taip pat generuojami dideli kiekiai antriniy
produkty (207). I8riigos yra strio gamybos Salutinis produktas, kurio netinkamas
utilizavimas daro neigiama poveikj aplinkai, nes kei¢ia dirvos chemin¢ sudétj ir
fizikines savybes bei mazina istirpusio deguonies kiekj vandens telkiniuose. ISrigose
yra laktozés, baltymy, lipidy, mineraliniy medziagy, todél susidaro palankios salygos
PRB fermentacijos procesui (208). Laktozés fermentacijai dazniausiai naudotos Lb.
delbrueckii spp. bulgaricus, Lb. helveticus ir Lb. casei, taciau kai kurios PRB (S.
thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis, and L.
acidophilus) geba metabolizuoti gliukoze tik po laktozés hidrolizés (209, 210, 211,
212).

Pieno riigsties iSskyrimas ir gryninimas membraninémis technologijomis.
Galutinio produkto i§skyrimas ir gryninimas yra vienas svarbiausiy ir brangiausiy PR
sintezés etapy, sudarantis 40-70 % visy gamybos iSlaidy (213). Klasikinis PR
gryninimo procesas susideda i§ nusodinimo, filtravimo, riig§tinimo, adsorbcijos
anglimi, i$garinimo, kristalizavimo bei kity etapy, kurie lemia galutinio produkto
kokybe ir kaing (214). Apie pramonéje naudojamg PR i$skyrimo ir gryninimo
technologijg pateikiama nedaug duomeny (215). Taciau literatiiroje nurodoma, kad
PR gryninimui naudojamas nusodinimas, ekstrakcija tirpikliais, jony mainy
chromatografija arba membraninio filtravimo procesai (198). Visos gryninimo
technologijos turi nemazai trilkumy. Taikant nusodinimg reikalingi brangts reagentai,
o kokybiskam produktui iSgauti reikalingi keletas gryninimo etapy (198). Dél
susidariusiy nemazy Salutiniy produkty kiekiy, PR gamyba turi neigiama poveikj
aplinkai. Ekstrahuojant tirpikliais reikalinga brangi jranga, o tokie tirpikliai daznai
biina toksiski fermentacijoje naudojamiems mikroorganizmams.

Membraninés technologijos jau kuris laikas taikomos biotechnologiniuose
procesuose bioproduktams isskirti ir gryninti, taip pat daznai naudojamos ir pieno
pramongje susidariusioms nuotekoms perdirbti (216). Membraninéms technologijoms
galima priskirti mikrofiltracijg, nanofiltracijg, atvirkstinj osmosa, ultrafiltracijg ir
elektrodialize (214). Sios membraninés technologijos gali biti efektyvios atskiriant
nuo susidariusios PR mikrobines Igsteles, baltymus, maistines medziagas,
nemetabolizuotus monosacharidus ir vandenj. Mikrofiltracijos membranos turi
didziausias poras (0,1-0,2 um), todé¢l gali lengvai atskirti mikrobines lasteles i§
fermentacijos terpés. Ultrafiltracijos membrany poros yra gerokai mazesnés nei
mikrofiltracijos, todél gali sulaikyti ne tik Igsteles, bet ir baltymus. Atvirkstinio
osmoso (RO), kuris veikia difuzijos principu, ir nanofiltracijos (NF) metu nuo PR
atskiriamos druskos, kitos maistinés medziagos ir nesuskaidyti cukrai.
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Timmeris ir kt. (217) integravo j fermentatoriy spiralines NF ir RO membranas
ir nustaté, kad PR atskyrimo rodikliai buvo geresni naudojant NF membranas nei RO,
taCiau abiejy procesy metu buvo matomas greitas membrany pory uzsikimSimas.
Bouchoux‘as ir kt. (218) taip pat integravo NF membrang j fermentatoriy, kuriame
gliukozé buvo naudojama PR sintezei. Nustatyta, kad gliukozés sulaikymas
membranomis maz¢jo, didéjant natrio laktato kiekiui, todél atskirti gliukoze i$ terpés
buvo vis sunkiau. Li ir kt. (219) pirmieji pasitilé PR atskyrimui ir gryninimui taikyti
NF ir RO membranas. Jie naudojo penkias skirtingas NF (CK, DK, DL, HL ir GE) ir
dvi RO (DS 11 AG ir ADF) membranas, kurias testavo esant skirtingam slégiui.
Didziausias laktozés (97 +1%) ir PR (43,7 %) sulaikymas pasiektas su HL NF
membrana (nasumas 33,0 L/m?h?). 100 % PR sulaikymas gautas esant 5,5 MPa
slégiui, naudojant ADF RO membrang. Visais atvejais membrany pavirsiai taip pat
greitai uzsiterSdavo. Taigi, optimalaus metodo PR iSskirti ir gryninti mokslin¢je
literatliroje dar néra pateikta, ta¢iau membraniniy procesy taikymas islieka vienu
paZangiausiy.

1.8. Literatuiros apZvalgos apibendrinimas ir darbo tikslo pagrindimas

Augalinés kilmés baltymai tampa vis svarbesni Zmoniy mityboje ir neretai jais
kei¢iami gyviininés kilmés baltymai arba kuriami nauji maisto priedai, funkciniai
maisto produktai. Baltymai, kaip sudétiné maisto dalis, formuoja produkto struktiirg
ir juslines savybes bei yra svarbiis didinant produkty maistine vert¢. Maisto pramonéje
labai svarbu, kad baltymai pasizyméty geromis funkcinémis savybémis, kas uztikrinty
maisto produkto i§vaizda, teksttirg bei skonines savybes, priimtinas vartotojui. Todél
geresnés maistinés vertés ir pagerinty funkciniy savybiy augaliniy baltymy gamyba
visada iSlieka svarbi maisto pramonéje.

Europos valstybés yra labai priklausomos nuo sojos pupeliy importo, sudarancio
70 % augaliniy baltymy poreikj, dél tam tikry prekybos susitarimy ir kokybés
standarty. Taciau tai nebetenkina nei gamintojy, nei vartotojy lukesciy. Todél
pastaraisiais metais iSaugo susidoméjimas Kkitomis baltyminémis augalinémis
zaliavomis, kurios biity pigios ir saugesnés vartototi. Tokia zaliava galéty bati lubinali,
kurie Europoje auginami nuo seno, taCiau jy uzauginama ne tiek, kad pavykty
uztikrinti stabilig pasitila maistui ir paSarams gaminti. Lietuvoje auginami mélynieji,
geltonieji ir gausialapiai lubinai dazniausiai naudojami kaip pasaras gyvuliams arba
kaip ,,zalioji* traSa dirvozemiui gerinti. Lubiny séklosissiskiria i§ kity ankstiniy javy
grudy dideliu vertingy baltymy bei skaiduliniy medziagy kiekiu. Tac¢iau lubiny sékly,
kaip ir kity ankStiniy augaly, tinkamuma maistui riboja mazesnis baltymy
virskinamumas ir antimitybiniai faktoriai. Be to, augaliniy baltymuy, tarp jy ir lubiny,
funkcinés savybés ne tokios geros kaip gyviininiy, todél jy pritaikymas maisto
produktams yra sudétingesnis. Baltymy savybéms modifikuoti literattiroje pateikiama
daug metody, taciau ne visi vertinami palankiai, pvz., cheminé baltymy modifikacija
yra efektyvi, taciau néra tinkama baltymy, skirty zmonéms vartoti, funkcionalumui
didinti.

Lubiny sékly produkty funkcionalumui didinti galéty bati taikoma fermentacija
pieno rugsties bakterijomis (PRB). PRB, turin¢ios GRAS statusa, iki Siol iSlicka
svarbios fermentacijos procesuose naudojant skystaja terpe. Kietafazé fermentacija
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turi nemazai privalumy pries skystafaze, nes tai aplinka tausojantis metodas, kuriam
budingos mazesnés energijos sgnaudos, mazesnis bakterinés tarSos pavojus ir
paprastesnis produkto gryninimas. Derinant proceso parametrus ir mikroorganizmy
rasis, galima isgauti skirtingus strukttrinius ir cheminius poky¢ius fermentuojamoje
zaliavoje. Remiantis literataros duomenimis, PRB fermentacija taikyta siekiant
pakeisti lubiny sékly juslines savybes, sumazinti akrilamino ir biogeniniy aminy
susidaryma lubiny produktuose (25, 26, 27, 28, 68, 69), taiau jos jtaka baltymy
funkcinéms savybéms — néra jvertinta. Todél biity tikslinga jvertinti bakteriocinus
gaminanciy ir i§ lietuvisky ruginiy raugy isskirty PRB (L. sakei P. acidilactici, P.
pentosaceus) fermentacijos jtaka lubiny baltymy funkcinéms savybéms.

Ultragarsas yra saugus ir netoksiSkas, todél jo jtaka augalinés Zzaliavos
mikrobiologinei tarsai mazinti bei augaliniy produkty funkcionalumui didinti taip pat
turéty bati jvertinta. Priklausomai nuo ultragarso daznio ir intensyvumo bei sukeliamo
akustinés  kavitacijos efekto, ultragarsas gali turéti skirtingg poveikj
mikroorganizmams, fermentams ir baltymy struktiriniams pokyéiams. Ultragarsas
gali paspartinti masiy pernaSos procesus ir padidinti bakteriniy lasteliy pralaiduma,
formuoti naujus rySius baltymo molekuléje bei aktyvinti arba inhibuoti fermentus.

Sprendziant ekologines problemas biity svarbu jgyvendinti beatliekj perdirbimag
ir jvertinti lignoceliuliozinés lubiny sékly dalies panaudojima bioprodukty gamybai.
Lignoceliuliozin¢ Zzaliava gali biiti substratu anaerobinio skaidymo budu
gaminamoms biodujoms, galin¢ioms pakeisti iSkastinj kurg. Biodujoms gaminti
dazniausiai taikoma vienpakopé anerobinio skaidymo schema, taciau svarbu jvertinti
ir daugiapakopj procesa, galintj turéti teigiamos jtakos biodujy iSeigai ir grynumui.
Pastaruoju metu padidéjusi pieno ragsties paklausa skatina optimizuoti Sios rugsties
sintezg, tam panaudojant jvairius substratus ir mikroorganizmus. Todél daug démesio
Siuo metu susilaukia lignoceliulioziné biomasé, susidaranti kaip atlieka maisto
pramongéje ir zemés tkyje (166). Tai atsinaujinanti, nebrangi ir daug polisacharidy
(celiuliozés, hemiceliuliozés ir lignino) turinti zaliava, kurios pasaulyje generuojami
dideli kiekiai, ta¢iau utilizuojama tik nedidelé dalis (198, 199). Taip pat svarbu
jvertinti ir atspariy rugstinei terpei Pediococcus padermiy, isskirty i§ ruginiy duonos
raugy, panaudojimo galimybes pieno riigSties sintezei ir i§ kity substraty, pvz.,
Salutiniy stiriy gamybos produkty.
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2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI

2.1. Tyrimy objektai

MedZiagos ir mikroorganizmai tyrimy objektams ruosti

Lubiny séklos. Mazai alkaloidy turin¢ios (<0,01 %) siauralapiy lubiny séklos
(Lupinus angustifolius L., hibridiné linija Nr.1682(2015)) gautos i§ Lietuvos agrariniy
ir misSky mokslo centro (LAMMC) Vokés filialio Trakuose. Nustatyta lubiny sékly
cheminé sudétis (%): 39,8 = 0,9 baltymy, 6,5+ 0,4 riebaly, 42,0+ 0,1 angliavandeniy,
2,8+ 0,3 peleny. Pries tyrimus séklos sumaltos laboratoriniu maliinu (Biihler-Miag,
Brunswick, Germany) iki 0,5-2,0 mm dydzio daleliy. Galutinis viso griido lubiny
sékly milty drégnis — 8,9 %.

Suriy gamybos Salutiniai produktai. Stirinés iSruigos ir iSruigy permiatas gauti i§
,»Rokiskio pienas® (Lietuva) ir pieno tyrimy laboratorijos ,,Aula de Productos
Lacteos™ (Ispanija). Cheminé sudétis pateikta 2.1 lenteléje. Pries PRB fermentacija,
méginiai sterilizuoti 121 °C 15 min.

2.1 lentelé. Striy gamybos Salutiniy produkty cheminé sudétis

Objektai Baltymai, % Riebalai, % Laktozé, g/l pH
Surinés isriigos 9,5+ 0,4 0,65+ 0,09 35,2+ 0,5 6,3+ 0,3
ISriigy permiatas 0,34+ 0,08 0,25+ 0,07 43,7+ 0,6 6,2+ 0,2

Fermentai. Lubiny biomasés polisacharaidy hidrolizei naudoti amilolitiniai ir
ksilanolitiniai fermentai: bakteriné a-amilazé i§ Bacillus subtilis AlphaStar PLUS
(1200 AV/ml) ir ksilanazé CeluStar XL (15000-17500 AV/ml) (DYADIC
International, JAV). Laktozés hidrolizei naudota B-D-galaktozidazé i$ Kluyveromyces
lactis (Lactozyme 2600L) (2600 AV/mI) gauta i§ Sigma Chem. Co. (St.Louis, MO,
JAV)

Pieno rugsties bakterijos. PRB fermentacijai pasirinktos KTU Maisto mokslo ir
technologijos katedroje saugomos bakteriocinus gaminancios PRB: Pediococcus
acidilactici KTUO05-7, Pediococcus pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 padermés,
Lactobacillus sakei KTU05-6, kurios pries§ tai buvo iSskirtos i§ lietuvisky ruginiy
duonos raugy.

2.2 lentelé. PRB ruosimo substraty fermentacijai salygos

Kultivavimo

PRB PRB temperatiira Kultivavimo  Terpé  Koncentracija,
kodas P oC > trukmé, val  (skysta) log KSV/mI

Pediococcus acidilactici
KTUO5-7 Pa 3542 36 MRS 9,3+0,4
Pediococcus pentosaceus
KTUO5-8 Pp8 25+2 36 MRS 9,2+0,2
Pediococcus pentosaceus
KTUO5-9 Pp9 2542 36 MRS 9,2+0,3
Lactobacillus sakei
KTUO5-6 Ls 3042 36 MRS 9,2+0,5
Lactobacillus delbrueckii Lb 4249 36 MRS 9.440.2

spp. bulgaricus
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Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus gauta i§ KTU Maisto instituto. PRB
ruoSimo tolimesniems tyrimams salygos pateiktos 2.2 lenteléje.

Dumblas biodujy gamybai. Dumblas, gautas i§ Kédainiy cukraus fabriko, iki
tyrimy pradzios laikytas 4 °C temperatiiroje. Dumblo charakteristikos: pH — 6,9,
31 g/1 sausyjy medziagy (TS), 22 g/l organiniy medziagy (VS).

Tyrimy schema pateikta 2.1 paveiksle.

2.1.1. Fermentuoty lubiny sékly milty ruosimas

Sumaltoms lubiny sékloms taikyta PRB kietafazé fermentacija (KF), kurios
metu fermentuojamos Zaliavos drégnis yra ne didesnis nei 50 %. SvieZiai paruosty
PRB suspensija, kurioje bakterijy skaicius yra 9,2-10,4 log KSV/ml (2 % nuo bendros
méginio masés) sumaiSoma su steriliu vandeniu ir uzpurSkiama ant lubiny sékly milty
bei gerai sumaiSoma. Lubiny sékly miltai laikomi termostate 72 val. atitinkamoje
temperatiiroje, kuri priklauso nuo pasirinkty PRB padermiy kultivavimo salygy. Po
24, 48 ir 72 val. fermentacijos lubiny sékly milty méginiuose nustatyta pH verté, PRB
skaiCius ir tirpiyjy baltymy kiekis.

2.1.2. Lubiny sékly baltymy izoliaty paruoSimas

Baltymams isskirti i§ nefermentuotos ir fermentuotos zaliavos naudotas
Sarminés ekstrakcijos ir nusodinimo izoelektriniame taske budas pagal Jayasena ir
kt. (220) metodika. Lubiny miltai sumaiSyti su distiliuotu vandeniu santykiu 1:10 ir,
naudojant NaOH (1 mol/l), tirpalo pH verté padidinta iki 9,0. MaiSant tirpalas
laikomas 3 valandas, po to 20 min. centrifuguojamas 3000 aps./min. greic¢iu 8 °C
temperattiroje. Supernatantas surenkamas ] atskirg kolba, o nuosédos pakartotinai
ekstrahuojamos ir centrifuguojamos. Surinkty supernatanty pH verté sumazinama ikKi
4,5 naudojant 1 mol/l HCI. Méginiai 20 min. centrifuguojami 3000 aps./min. greiciu
8 °C temperatiiroje. Nuséde baltymai atskiriami, liofilizuojami (Sublimator 3x4x5
Zirbus technology, GmbH, Vokietija) ir toliau naudojami funkcinéms savybéms tirti.

2.1.3. Ultragarsu apdoroty lubiny sékly milty ruo§imo salygos

Lubiny sékly miltai yra apdoroti ultragarsu naudojant zemo daznio ultragarsing
vonele PROCLEAN 3.0DSP (Ulsonix, Vokietija). Ultragarsinés vonelés parametrai:
37 kHz, 160 W. Tyrimy metu voneléje buvo 20-25 °C vandens temperatira. Lubiny
sékly miltai, priklausomai nuo véliau atliekamy tyrimy (mikrobiologinés tarSos,
fermentacijos parametry, baltymy funkciniy savybiy, baltymy virSkinamumo,
inhibitoriy aktyvumo ir fermenty aktyvumo), veikti nuo 10 iki 60 min., o lubiny
baltymy izoliatui (geliy savybiy tyrimams) taikytas ultragarsinis apdorojimas nuo 10
iki 30 min.

2.1.4. Kvietinés duonos su lubiny sékly milty priedu ruo§imas

Baziné duonos receptira (1 kg kvietiniy milty): §viezios mielés — 30 g, druska
—1,5g, vanduo — 600 ml.
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Beatlieké lubiny perdirbimo

technologijos koncepcija
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Kvietinés duonos su lubiny sékly priedu gamyba
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Kokybés tyrimai (tekstiros ir jusliné analizé)

2.1. pav. Tyrimy schema



Tiriamosios duonos paruoStos pakeiciant dalj (3 ir 6 %) kvietiniy milty
nefermentuotais ir fermentuotais lubiny miltais. Visi komponentai sumaisyti
maiSykléje (SP25 Diosna, Dierks & Sohne GmbH, Osnabriick, Vokietija) 3 min.
létuoju ir 6 min. greituoju rezimu. Tesla rauginama 60 min. 28 °C temperatiiroje, esant
80 g/100 g santykiniam drégniui. Po to formuojami 400 g teSlos ruoSiniai ir Kildinami
45 min. 35 °C temperatiroje. Duona kepama krosnyje (MIWE Condo, MichaelWenz
GmbH, Armstead, Germany) 25 min. 210 °C temperatiiroje. Duonos kokybés tyrimai
atliekami po 24 val.

2.1.5. Biodujuy gamybos iS lignoceliuliozinés lubiny sékly biomasés sistemos
paruosimas

Biodujy gamybai naudotos lubiny sékly biomasés cheminé sudétis (%) nustatyta
tokia: 77,3+1,2 sausyjy medziagy (TS), 70,4+1,4 lakiyjy medziagy (VS), 9,1£0,3
baltymuy, 5,9+0,1 riebaly.

Biodujy gamyba, taikant vienapakopj ir dvipakopj budus, atlikta pagal
Juodeikienés ir kt. (221) aprasyta metodika, atlikus keleta pakeitimy (zr. 2.2 pav.).

Lubiny sékly biomasé

SEER T T T T R T T T TV TV P :
: < 'l PRB fermentacija :

+ mikroelementy tirpalas

[ pH sureguliavimas (iki 7,1-7,2) ]

ﬂ, + Anaerobinis dumblas
Metanogenezé

Anaerobinis skaidymas, 50 °C temp., 18 dieny

J

Biodujy matavimas

2.2 pav. Biodujy gamybos is lubiny sé¢kly biomasés schema. Vienapakopis budas —
metanogenezé (== == =), dvipakopis — acetogenezé ir metanogenezé (====== )

Vienapakopé biodujy gamyba (metanogenezé). 5 g méginio sumaisyta su 100
ml distiliuoto vandens, 400 ml anaerobinio dumblo ir supilta j 1 1 stiklinius butelius.
Naudojant Na,COs, pH vert¢ padidinta iki 7,1-7,2. MiSinys papildytas 1 ml/l
mikroelementy tirpalu (1,5 g/l nitrilotriacto ragstis; 3,0 g/l MgSO, 7 H,0; 0,5 g/l
MnSO,-H,O; 1,0 g/l NaCl; 0,1 g/l FeSO,-7H,0; 0,18 g/l CoSO,7 H,0O; 0,1 g/l
CaCl,-2 H,0; 0,18 g/l ZnSO,-7 H,0; 0,01 g/l CuSO,-5 H,0; 0,02 g/l KAI(SO,), 12
H,0O; 0,01 g/l H;BO,; 0,01 g/l Na,Mo0O,-2 H,0; 0,03 g/l NiCl,-6 H,0; 0,3 mg/l
Na,SeO; 5 H,0; 0,35 g/l K:HPO4; 0,23 g/l KH2PO4,). Dumblo produkuojamam
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metano kiekiui jvertinti pagal ta paciag metodika paruostas ir tus¢ias méginys — be
substrato (lubiny sékly biomasés). Anaerobinés salygos sudarytos | butelius
prileidziant N. dujy. Metanogenezé vykdyta 50 °C temperatiiroje 18 dieny. Biodujy
gryninimui naudotas 6 mol/l NaOH.

Dvipakopé biodujy gamyba (acetogenezé ir metanogenezé). Pimajame etape
lubiny sékly biomasé fermentuojama su atrinkta PRB paderme (pagal susidariusiy
lakiyjy ragsciy kiekj) jai optimaliomis kultivavimo salygomis (acetogenezé).
Antrajame etape metanogenezé vykdyta pagal vienpakopés biodujy gamybos
(metanogenezéS) schema.

2.1.6. Lignoceliuliozinés lubiny sékly biomasés, skirtos pieno riigsties gamybai,
paruos§imas

Prie§ vykdant lubiny biomasés, likusios po baltymy isskyrimo, PRB
fermentacija Zaliava sterilizuota 121 °C 15 min., 0 po to taikyta fermentiné hidrolizé.
Polisacharidy hidrolizei naudota bakteriné a-amilazé i§ Bacillus subtilis AlphaStar
PLUS (40, 80, 120, 140 AV/100 g biomasés) ir ksilanazé CeluStar XL (1000, 1800,
2400, 3200 AV/100 g biomasés). Hidrolizé vykdyta 55-57 °C (CeluStar XL) ir 66—
68 °C (AlphaStar PLUS) temperatiiroje 60 min. Atlikus susidariusiy redukuojanciy
sacharidy analize, parenkami optimaliis fermentiniy preparaty aktyvumai. Atvésintai
hidrolizuotai biomasei toliau taikyta PRB kietafazé fermentacija su pasirinktomis
PRB kultiiromis joms optimalioje temperatiiroje 48 val, kaip ir ruosiant fermentuotus
lubiny produktus. Po 12, 24, 36 ir 48 val. fermentacijos, méginiuose nustatyta pH
verté ir susidare PR izomerai.

2.1.7. Suiriy gamybos Salutiniy produkty, skirty pieno riigsties gamybai,
paruosSimas

I sturines iSriigas ir iSriigy permiatg inokuliuota MRS terp¢je padauginty PRB
lasteliy (9,2-9,4 log KSV/ml, 2 % nuo méginio masés) ir, naudojant optimalig
kiekvienai PRB padermei temperatiira, fermentuota 72 val. Po 24, 48 ir 72 val.
fermentacijos méginiuose nustatytas PRB skaicius, pH verté ir pieno riigsties izomery
kiekis. Atrinktos PRB padermés toliau naudotos PR i$skyrimo ir gryninimo
membraninémis technologijomis tyrimams.

2.1.8. Pieno rugsties iSskyrimo ir gryninimo sistemos paruoSimas

Eksperimentas vykdytas APLTA laboratorijoje (Ispanija). PRB fermentacija
vykdyta 150 1 fermentacijos talpyklose, turin¢iose Sildymo garais ir vandens ausinimo
sistemas (Pierre Guerin, France). Pieno rugsties gamybos schema, pritaikant
membranines technologijas, pateikta 2.3 pav. PR isskirti i§ fermentacijos terpés
naudota tangentinio filtravimo sistema su 3838/3840 dimensijy organinémis
spiralinés konfigliracijos membranomis (OSM), skirtomis nanofiltracijai ir
atvirkStiniam osmosui (zr. 2.3 lentelé¢). Po 12, 24, 36 ir 48 val. fermentacijos,
méginiuose nustatyta pH verté, PRB skaicius, laktozés ir PR stereoizomery kiekis,
kuris taip pat nustatytas po kiekvieno filtravimo etapo retentate ir permiate.
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Fermentacijos terpé

1 Fermentai

Koncentruota PR

Reten-
tatas

Fermentacijos talpa

RO Membrana

Permia-
tas

2.3 pav. PR gamyba, naudojant membranines technologijas, 1 — temperatiros matuoklis; 2 —
pH elektrodas; 3 — voztuvas; 4 — siurblys; 5 — manometras; NF — nanofiltracija; RO —
atvirkstinis osmosas

2.3 lentelé. Membrany parametrai

Parametrai NF OSM RO OSM
Aktyvus pavir§ius, m? 7,5 7,5
Maksimalus darbinis slégis, bar 54,8 54,8
Maksimali darbiné temperatira, °C 50 50
pH darbinis rezimas 3-10 2-10
pH rezimas valymo operacijy metu (max. 50° C) 1-115 1-115
Laisvojo chloro koncentracija, ppm 0,1 0,1

NF — nanofiltracija, RO — atvirkstinis osmosas, OSM — organiné¢ spiralinés konfigiiracijos membrana

2.2. Tyrimy metodai

2.2.1. Lubiny sékly ir siiriy gamybos Salutiniy produkty cheminés sudéties
jvertinimas

Drégmés kiekis lubiny séklose nustatytas kaitinant méginius 105+£2°C
temperattiroje iki pastovios masés pagal ICC standartinj metoda Nr. 109/01:1976.

Bendras baltymy kiekis lubiny séklose nustatytas Kjeldalio metodu pagal ICC
standartinj metoda Nr. 105/2:2001, taikant perskai¢iavimo koeficiento vertg 5,7.

Lubiny séklose esantis riebaly kiekis nustatytas ekstrahuojant heksanu
,»o0ksleto* aparate pagal ICC standartinj metoda Nr. 136:1984.
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Peleny kiekis lubiny séklose nustatytas iSdeginant méginj 900 °C pagal ICC
standartinj metodg Nr. 104/1:1990.
Angliavandeniy kiekis (9/100 g) lubiny séklose apskai¢iuotas taikant (2.1)
formule:
Angliavandeniai = 100 — (B+ R + D + P), (2.1)

Cia: B —baltymy kiekis, g/100 g; R —riebaly kiekis, g/100 g; D — drégmés kiekis, g/100
g; P — peleny kiekis, g/100 g.

Laktozes kiekis suiriy gamybos Salutiniuose produktuose nustatytas fermentinés
analizés metodu, naudojant Megazyme K-LACGAR Laktozés | Galaktozés testa.
Analizé pagrista tuo, kad p-galaktozidazés katalizuojama laktozés ar / ir D-galaktozés
hidrolizé yra tiesiogiai proporcinga susidariusio nikotinamido adenino dinukleotido
(NADH) kiekiui.

2.2.2. pH vertés, PRB gyvybingumo ir tirpiyjuy baltymy nustatymas lubiny
sékly fermentacijos metu

pH vertés nustatymas. Lubiny sékly milty méginys (5 g) sumaiSomas su 50 ml
steriliu distiliuotu vandeniu ir filtruojamas per ,,Whatmano* filtro popieriy Nr. 1.
Filtrato pH verté matuojama tiesiogiai pH metru (PP-15, Sartorius, Goettingen,
Germany).

Mikrobiologiné analizé. 10 gramy fermentuoto méginio uzpilama 90 ml 0,9 %
NaCl tirpalu ir homogenizuojama. | léksteles su MRS agaru (Liofilchem, REF
610024) pilama po 1 ml pradinés suspensijos ar skiedinio. LékStelés anaerobinémis
salygomis laikomos termostate 72+3 val. PRB kultivavimo temperatiiroje. PRB
skaicius iSreiskiamas log KVS/g méginio.

Tirpiyjy baltymy nustatymas. 5 g méginio sumaiSoma su 20 ml distiliuoto
vandens ir 2 ml 10 % NacCl tirpalo ir palickama 10 min. Filtruojama per vata, o likusios
nuosédos dar kartag uzpilamos 20 ml distiliuoto vandens ir vél filtruojama. Filtratai
surenkami i 50 ml kolba, praskiedziami vandeniu iki zymés ir 20 ml gauto méginio
naudojama baltymams nustatyti Kjeldalio metodu.

2.2.3. Baltymy funkciniy savybiy jvertinimas

Pagal Jayasena ir kt. (220) aprasyta metodika, nustatytos tokios lubiny sékly
baltymy izoliato funkcinés savybés: emulsavimo aktyvumas, emulsijos
termostabilumas, putojimo geba ir puty stabilumas. Funkciniy savybiy tyrimams
paruostos 1 g/100 ml baltymy suspensijos vandenyje, kuriy pH verté 6,0 ir 8,0 gauta
pridedant 0,1 mol/l NaOH tirpalo.

Nustatant  emulsijos  aktyvumg, lubiny sékly baltymy suspensija
homogenizuojama su homogenizatoriumi (IKA T 25, Staufen, Vokietija) 10 min., po
5 min. po truputj supilamas rapsy aliejus (100 ml) ir toliau vienodai maiSoma. Gauta
emulsija 10 min. centrifuguojama 3000 aps./min. greiéiu.

Emulsijos aktyvumas (EA, %) apskaiciuotas taikant (2.2) formule:
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emulsuoto sluoksnio turis,ml
EA =

bendras suspensijos turis,ml

x 100, (2.2)

Emulsijos termostabilumas nustatomas taip pat gauta emulsija su rapsy aliejumi
kaitinant 85 °C temperatiiroje 30 min. ir vésinant 5 min. po tekanéiu vandeniu iki
kambario temperatiiros (20 + 2 °C). Méginiai 10 min. centrifuguojami 3000 aps./min.
grei¢iu. Emulsijos termostabilumas (ES, %) apskaiciuotas taikant (2.3) formulg:

emulsuoto sluoksnio turis,ml
ES =

bendras suspensijos turis,ml

x 100, (2.3)

Nustatant méginiy putojimo savybes, lubiny baltymy suspensijos plakamos 5
min. rankiniu plakikliu ir po to greitai perpilamos j 1000 ml matavimo cilindra.
Putojimo geba (FC, %) apskaiciuota taikant (2.4) formulg:

FC = puty tiris,m! x 100. (2.4)

bendras suspensijos turis,ml

Lubiny sékly baltymy puty stabilumas matuojamas 90 min., fiksuojant rodmenis
kas 30 min. Puty stabilumas (FS, %) apskaiéiuotas taikant (2.5) formule:

puty turis po tam tikro laiko,ml

FS =

x 100. (2.5)

pradinis puty turis,ml

Maziausia lubiny baltymy koncentracija reikalinga geliui sudaryti nustatyta
pagal Sun‘o ir Arntfield‘o (222) aprasyta metodika, atlikus keleta pakeitimy.
Paruosiamos 8-36 % koncentracijos lubiny baltymy suspensijos distiliuotame
vandenyje (5 ml) ir kaitinamos 90 °C temperatiiroje 30 min. Méginiai vésinami 1 val.
kambario temperattiroje ir palickami 24 val. 4 °C temperattiroje. Maziausia baltymy
koncentracija geliui sudaryti nustatoma pagal tai, kai atvertus mégintuvélj jo turinys
neisteka.

2.2.4. Lubiny sékly baltymuy geliy klampos jvertinimas

Lubiny sékly baltymy geliy reologinés savybés vertintos reometru Physica MCR
502 (Anton Paar, Messtechnik, Stutgartas, Vokietija), taikant ploksté-ploksté
geometrijos sistema (PP-25/P2), 25°C temperattiroje ir didinant poslinkio greitj nuo 1
iki 100 s*. Rezultatai iSreiksti klampos priklausomybe nuo poslinkio greicio.

Geliy klampa taip pat vertinta naudojant akustinj klampos matuoklj (SME
»Matmuo®, Kaunas, Lietuva), sukurta KTU MTEPI projekto GelFix metu. [renginys
matuoja atstumg bekontakéiu budu, matuodamas akustinio aidolokacinio signalo
sklidimo trukme nuo ultragarsinio siuntiklio-émiklio iki méginio poveikio modulio
virSutinés plokStumos ir atgal. Apskaifiavus signalo sklidimo grei¢io verciy
vidurkius, gaunamas vidutinis atstumas (h), kuris parodomas prietaiso indikatoriuje ir
kompiuterio ekrane. Parametras h — tai i$matuotas atstumas, kurj kiinas nukrenta per
laiko vieneta. Matuojama milisekundés (ms) tikslumu. Metodo patikimumas
jvertintas tiriant jvairias modelines gelines sistemas. Tyrimui atlikti 20 g lubiny
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baltymy gelio jdedama j matavimo lékstele (skersmuo — 90 mm, aukstis — 12 mm), 0
parametro h kitimas matuojamas 300 ms.

2.2.5. Mikroorganizmy skaiciaus nustatymas

Debakterizuojantis ultragarso poveikis lubiny miltams jvertintas nustatant
bendra mikroorganizmy skai¢iy pagal LST EN ISO 4833:2003.

2.2.6. Baltymuy in vitro vir§kinamumo ir tripsino inhibitoriy nustatymas

Baltymy in vitro virSkinamumo jvertinimas atliktas pagal Lqari ir kt. (223)
apraSyta metodika. Lubiny sékly milty méginys, turintis 62,5 mg baltymy,
sumaiSomas su 10 ml distiliuoto vandens ir, naudojant 0,1M NaOH, tirpalo pH verté
padidinama iki 8,0. Fermentinis tirpalas, sudarytas i§ 1,6 mg/I tripsino (18 AV/mg),
3,1 mg/1 a-chimotripsino (40 AV/mg) ir 1,3 mg/l peptidazés (50 AV/mg) sumaiSomas
su lubiny sékly milty méginiu santykiu 1:10. Tirpalo pH verté iSmatuota po 10 min.,
o baltymy in vitro virskinamumas (%) apskaiciuotas taikant (2.6) formulg:

in vitro baltymy virSkinamumas = 210,464 — 18,103 X pH, (2.6)

¢ia: pH — reakcijos tirpalo pH verté, iSmatuota po 10 min.; formuléje pateikti skaiéiai
yra regresijos lygties koeficientai.

Tripsino inhibitoriy aktyvumas nustatytas pagal Lgari ir kt. (223) apraSyta
metodika. Vertinimui naudotas eksperimentinis misinys, sudarytas i$ 1 ml fosfatinio
buferio (0,1 M, pH =7,6), 0,5 ml proteazés tirpalo (1 mg/ml 1 mN HCI), 0,5 ml 1 mN
HCl tirpalo, 2 ml kazeino tirpalo (2 % fosfatiniame buferyje, 0,1 M, pH =7,6) ir 1 ml
inhibitorinio tirpalo fosfatiniame buferyje (0,1 M, pH = 7,6), laikytas 30 min.
kambario temperattroje. Po to dedamas kazeino tirpalas ir misinys laikomas 20 min.
37 °C temperatiiroje. TuS¢ias méginys paruoSiamas pridedant trichloracto rugsties
pries proteazes tirpalo jpilimg. Kontrolinis méginys ruosiamas be inhibitorinio tirpalo.
Reakcija substabdoma pridedant 6 ml 5 % trichloracto riigSties. Méginiai filtruojami
per ,,Whatmano* Nr. 1 filtra, o iSsiskyres tirozino kiekis filtratuose nustatomas
kolorimetriniu metodu pagal Lowry‘so ir kt. (224) aprasyta metoda. Tripsino
inhibitoriy aktyvumas jvertinamas pagal tirozino kiekio skirtumg tarp kontrolinio ir
eksperimentinio méginiy.

2.2.7. Tiriamosios duonos su lubiny priedais kokybés analizé

Duonos minkstimo akytumas nustatytas pagal LST 1442:1996 ,,Duona ir pyrago
kepiniai. Akytumo nustatymas®. Specifinis duonos turis jvertinantas pagal i§stumta
tiriamojo kepinio, biraus uZpildo (sory kruopy) tarj (AACC metodas Nr. 10-05.01).
Duonos tekstiiros savybés jvertintos tekstiiros analizatoriumi TA.XT2 (Stable Micro
Systems Ltd, Godalming, Surrey, Didzioji Britanija). Taikytas tekstdiros profilio
analizés (TPA) metodas. Analizei naudoti cilindrinés formos duonos méginiai
(diametras — 2 cm, aukstis — 3 cm). Matavimams naudota 80 mm plokstelé, kurios
leidimosi greitis 1 mm/s, suspaudimas 8 mm.

Duonos jusliné analizé atlikta pagal ISO 6658 metoda. Vertinime dalyvavo 50
vertintojy. Vertintas tokiy jusliniy savybiy kaip spalvos, kvapo, skonio ir riigs§tingumo

47



intensyvumas 7 baly skaléje. Duonos priimtinumas vertintas 7 baly hedoninéje skaléje
tradiciniu juslinés analizés metodu bei emocijy vertinimo programine jranga
,,FaceReader5“ (Noldus Information Technology, Vageningenas, Nyderlandai), kuri
naudojama ir maisto produktams analizuoti (225, 226, 227). Vertintojui ragaujant
duonos meéginius, jis yra filmuojamas vaizdo kamera (Microsoft Corporation,
Redmond, Vasingtonas, JAV), o gauti jrasai véliau analizuojami ,,Facereader5
programa, kuri fiksuoja Zzmogaus veido iSraiskas ir priskiria jas SeSioms pirminéms
(bazinéms) emocijoms: laimingas, piktas, liidnas, nustebgs, i$sigandgs, pasibjauréjes.
Emocijos intensyvumas isreiskiamas skaléje nuo 0 (0 %) iki 1 (100 %).

2.2.8. Fermenty aktyvumo nustatymas

Nustatant ultragarsinio apdorojimo jtaka nefermentuoty ir PRB fermentuoty
lubiny fermentiniam aktyvumui, jvertinti proteolitinio, amilolitinio ir ksilanolitinio
aktyvumo pokyciai. Fermenty aktyvumas isreikStas gramui lubiny sékly.

Proteolitinis aktyvumas nustatytas pagal Sigma-Aldrich SSCASEO01.001
protokolg (228). Metodo esmé: veikiant proteazei, kazeinas suskaldomas ki
aminorugséiy ir jy kiekis nustatomas kolorimetriniu metodu. Po reakcijos su Folin-
Ciocalteu fenoliniu reagentu, iSmatuota 660 nm monochromatinio spindulio sugertis
spalvotame tirpale.

Amilolitinis aktyvumas nustatytas modifikuotu krakmolo / jodo metodu pagal
Nguyeno ir kt. (229). Metodo esme: veikiant o-amilazei tirpus krakmolas
hidrolizuojamas iki jvairios molekulinés masés dekstriny. Likusio nehidrolizuoto
krakmolo kiekis nustatytas kolorimetriniu metodu. Sureagavus krakmolui su jodu,
iSmatuota 670 nm monochromatinio spindulio sugertis spalvotame tirpale.

Ksilanolitinis aktyvumas nustatytas modifikuotu Millerio  kolorimetriniu
metodu (230), naudojant 3,5-dinitrosalicilo ragsties reagentg (DNS). Metodo esmé:
veikiant ksilanazei vyksta ksilano hidrolizé iki redukuojanciy sacharidy, daugiausia
ksilozés, kurie su DNS stipriai Sarminéje aplinkoje sudaro spalvotus junginius. Jy
kiekis nustatytas kolorimetriniu metodu, iSmatuojant 540 nm monochromatinio
spindulio sugertj spalvotame tirpale.

PRB laktazinis aktyvumas modelinése sistemose nustatytas pagal i§ o-nitrofenil
f-D-galaktopiranozido (ONPG) atlaisvintg 0-nitrofenolio kiekj, iSmatuojant 405 nm
monochromatinio spindulio sugertj spalvotame tirpale (231). 10 ml fermentuoto
meéginio filtruojama per filtro popieriy, filtrato pH verté padidinama / sumazinama iKi
4,5. Reakcijos miSinys, sudarytas i§ 1,7 ml 100 mM natrio acetato buferio (pH 4,5),
0,2 ml filtrato ir 0,1 ml 20 mM ONPG, gerai sumaiSomas. Reakcija sustabdoma jpilant
2,0 ml 1,0 M natrio karbonato tirpalo, o issiskyres o-nitrofenolio kiekis matuojamas
spektrofometriniu bidu.

2.2.9. Sausyjy ir organiniy medZiagy nustatymas lubiny sékly biomaséje

25 g méginio dziovinama krosnyje 103-105 °C temperattroje 12 val. iki
nekintan¢ios masés, méginys atvésinamas ir pasveriamas.
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Sausosios medziagos (TS, %) apskai¢iuojamos taikant (2.7) formule:

Wp—We
Win—W

TS = £ % 100, 2.7)

¢ia: Wy — i8dziovinto méginio ir tiglio masé¢, mg; W;— tiglio masé, mg; Wm — méginio
pries dziovinimg ir tiglio masé, mg.

I8dZiovintas méginys toliau 2 val. iSdeginamas 550 °C temperattroje mufelinéje
krosnyje iki pastovios masés, atvésinamas ir pasveriamas. Organinés medZziagos (VS,
%) apskaiciuojamos taikant (2.8) formule:

Wp—W,
Wp— Wt

VS = » % 100, (2.8)

¢ia: Wy — i8dZiovinto méginio ir tiglio masé, mg; W;— tiglio mas¢, mg; Wy, — méginio
ir tiglio masé po iSdeginimo, mg.

2.2.10. Acto riigsties kiekio nustatymas lubiny biomasés PRB fermentacijos
metu

PRB padermei ir fermentacijos trukmei acetogenezés etape jvertinti,
pirmiausiai nustatytas kiekvienos padermés lakiyjy rtigsciy sintezés efektyvumas.
Lakigsias rugstis daugiausia sudaro acto ragstis, kurios kiekis isreiskiamas 1 M NaOH
kiekiu (ml arba cm?®), sunaudotu 100 g (arba 100 cm?) produkte esan¢ioms lakiosioms
rigstims neutralizuoti. PRB fermentacija atlikta pagal ta pacia metodika, Kaip ir
ruosiant fermentuotus lubiny produktus. Méginiai imti po 24, 48 ir 72 val. 20 g
fermentuoto méginio sumaiSoma su 100 ml distiliuoto vandens, centrifuguojama ir
filtruojama. 10 ml filtrato sumaiSoma su 3 ml 5 % H>SOs4. Méginys distiliuojamas
,Behr S4 distiliatoriumi (Lab Unlimited UK, Behr, Frimley, DidZioji Britanija).
Distiliatas titruojamas 0,1 M NaOH tirpalu, jlasinus 3—4 lasus fenolftaleino.

Bendras lakiyjy rigsciy kiekis (laipsniais) apskaiCiuojamas taikant (2.9)
formulg:

XKX100
X === (2.9)
rx20

¢ia: a — 0,1 mol/l NaOH tirpalo kiekis, sunaudotas titravimui, ml; K — NaOH titro
pataisos koeficientas; r — méginio kiekis, g.

Acto rigsties kiekis (g/100g) apskaic¢iuojamas bendrg lakiyjy rugséiy kiekj
padauginant i$ koeficiento 0,06.

2.2.11. Bioduju sudéties tyrimai

Biodujy sudétis matuota anaerobinio proceso pabaigoje analizatoriumi Optima
7 Biogas Analyser (MRU Messgerite fiir Rauchgase und Umweltschutz GmbH,
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Neckarsulm, Vokietija). Matuoklis matuoja metano (%), anglies dioksido (%),
deguonies (%) ir vandenilio sulfido (ppm) kiekj dujose.

2.2.12. Redukuojanciy cukry Kiekio hidrolizuotoje lubiny sékly biomaséje
nustatymas

Meéginio paruosimas analizei. 5 g méginio sumaiSyta su 20 ml distiliuoto
vandens ir 15 min. centrifuguota 5000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas kaitintas 10
min. 90 °C temperatiiroje baltymy denattracijai ir filtruotas per ,,Whatmano* 42 filtra
(Whatman, Kent, UK). Filtratas (2,5 ml) sumaisytas su 7,5 ml acetonitrilu ir filtruotas
naudojant 0,45 um PVDF membraninj filtrg (Millex; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany). Paruosti etaloniniai maltozés, gliukozés, ksilozés ir
arabinozés (Sigma—Aldrich) tirpalai (0,01-2 mg/ml) kalibracinei kreivei sudaryti.

Naudota aparatira. Tyrimai atlikti KTU Maisto instituto laboratorijoje.
Redukuojanciy cukry (maltozés, gliukozés, ksilozés ir arabinozés) kiekybiné analizé
lubiny sékly biomasés hidrolizés metu atlikta naudojant Shimadzu Prominence
LC20AD chromatografing jrangg su garinanciu $viesos iSbarstymo detektoriumi
»ELSDLTII* ir ,Lab Solutions* programine jranga. Junginiams atskirti naudota
kolonélé ,,YMC-Pack Polyamine 11* 250 x 4,6 mm, 5 um (YMC Co., Ltd., Japonija).
Chromatografinés salygos: eliuentas — 75 % acetonitrilas ir 25 % vanduo; eliuento
tekéjimo greitis — 1,2 ml/min.; injekcijos tiiris — 20 pl; kolonélés temperatira — 28 °C.

2.2.13. Pieno riigsties stereoizomery nustatymas

Meéginio paruosimas. Fermentuota lubiny sékly biomasé: 5 g lubiny sékly
méginio sumaiSoma su 20 ml distiliuoto vandens ir nuolat maisant ant magnetinés
maiSyklés iSlaikoma 15 min. Méginys 10 min. centrifuguojamas 5000 aps./min.
greiciu. Supernatantas praskiedziamas distiliuotu vandeniu iki 50 ml, filtruojamas per
filtro popieriy ir naudojamas analizei. Fermentuotos strinés iSriigos ir iSriigy
permiatas: 1 ml méginio skiedziamas iki 50 ar 100 ml distiliuotu vandeniu,
filtruojamas per ,,Whatmano* Nr.1 filtro popieriy ir naudojamas analizei.

Metodas. L(+)- ir D(-)-pieno riigSties izomery susidarymas lubiny biomasés
PRB fermentacijos metu jvertintas fermentiniu Megazyme K-DLATE testu
(Megazyme International, Airija). D(—)-pieno riigsties izomero kiekiui nustatyti reikia
dviejy fermentiniy reakcijy. Katalizuojant D-laktato dehidrogenezei ir esant NAD+,
vyksta D(-) PR izomero oksidacija iki piruvato. Antrosios reakcijos metu,
katalizuojant D-glutamato-piruvato transaminazei (D-GPT), i§ piruvato ir D-
gliutamato susidaro D-alaninas ir 2-oksigliutaratas. Abiejy reakcijy metu susidares
NADH kiekis yra proporcingas D(-)-pieno rtigsties izomero Kiekiui ir yra nustatomas
iSmatavus 340 nm monochromatinio spindulio sugertj tiriamajame tirpale. Tokios pat
reakcijos vyksta ir nustatant L(+)-pieno riigsties izomero kiekj, tik jas katalizuoja L-
laktato dehidrogenezé ir D-GPT.

2.2.14. Statistiné duomeny analizé

Eksperimentai kartoti maZiausiai tris kartus. Rezultaty vidurkiai ir standartiniai
nuokrypiai apskaiciuoti ,,Microsoft Excel* programine jranga. Matematin¢ statistiné
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duomeny analizé atlikta ,,SPSS Windows XP V15.0“ (2007; SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) programa, taikant vieno faktoriaus ir dviejy faktoriy dispersinés analizés
(ANOVA) metodus. Skirtumai tarp méginiy jvertinti taikant Dunkano kriterijy.
StatistiSkai reikSmingais skirtumai tarp méginiy yra tada, kai reiksmingumo lygis p <
0,05.
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1. Lubiny sékly milty panaudojimo kepiniy ruosimui tyrimai

3.1.1. Kietafazés fermentacijos pieno riigsties bakterijomis jtaka lubiny sékly
baltymy funkcinéms savybéms

Netradiciniy augaly panaudojimas funkcionaliyjy ingredienty iSgavimui ir
didesnés pridétinés vertés maisto produkty kiirimui susilaukia vis didesnio démesio ir
tampa populiaria tendencija kuriant funkcionalyji maista. AnkStiniai javai yra
vertingas baltymy Saltinis ir gali i§ dalies pakeisti gyviininés kilmeés baltymus, taciau
§iy augaly tinkamuma zmogaus mitybai daznai riboja mazas baltymy virS§kinamumas
ir antimitybiniai faktoriai. Pastarieji veiksniai yra glaudziai susij¢ su sumazéjusiu
baltymy proteolizés laipsniu (232). Kity tyréjy moksliniai tyrimai rodo, kad
pienariigsté fermentacija gali sumazinti neigiamg antimitybiniy faktoriy jtaka ir taip
padidinti ankstiniy augaly pritaikymg mitybai (27, 233). Pieno ruigsties bakterijos
(PRB), kurioms dazniausiai priskiriamos Lactobacillus, Lactococcus ir Pediococcus
genciy bakterijos, turi antimikrobinj aktyvumau ir gamina antimikrobinius peptidus —
bakteriocinus, kurie uztikrina fermentuojamy produkty mikrobiologinj stabilumag
(234). Lyginant su tradicine fermentacija, kietafazés fermentacijos (KF) metu
substrato vandens aktyvumas yra daug mazesnis, todél sumazéja mikrobiologinés
tarSos pavojus (235). Be to, kietafazé fermentacija yra energijg tausojantis metodas,
kurio metu susidaro mazesni antriniy atlieky kiekiai (236). Atsizvelgiant j tai, Siame
darbo etape wvertintas kietafazés fermentacijos pieno rigSties bakterijomis
panaudojimas lubiny sékly baltymy funkciniy savybiy gerinimui.

Lubiny sékly milty kietafazé fermentacija atlikta naudojant Pediococcus
pentosaceus KTUO05-9 (Pp9) paderme. Fermentacijos eiga ir efektyvumas stebimas
pagal terpés pH vertés ir PRB skai¢iaus pokycius, todél tyrimo metu vertinta jy
priklausomybé nuo fermentacijos trukmés. Lubiny sékly milty pH verté fermentacijos
metu sumazéjo nuo 5,2 iki 3,1 (Zr. 3.1 lentel€). Spar¢iausias pH vertés mazéjimas (~21
%) fiksuotas per pirmajj lubiny sékly milty fermentacijos perioda (24 val.), tolimesnés
fermentacijos metu pH vertés kitimas sulétéjo (~13 %). IS pH tyrimy rezultaty matyti,
kad fermentuojant lubiny sékly miltus vyksta intensyvus organiniy ragsciy
susidarymas. Vertinant PRB dauginimagsi, didziausias PRB lasteliy skaicius,
nustatytas po 48 val. lubiny sékly milty fermentacijos, buvo 7,6 log KVS/g.

3.1 lentelé. Kietafazés fermentacijos trukmés jtaka terpés pH vertei ir PRB (Pp9)
skai¢iui fermentuotuose lubiny sékly miltuose

Fermentacijos trukmé, val pH verté PRB skaicius, log KSV/g
0 5,21+0,029 3,2+0,62
24 4,11£0,01° 3,5+0,32
48 3,60+0,02° 7,6+0,4°
72 3,110,032 7,10,3°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés +StN; a, b, ¢, d— vidurkiai, pazyméti skirtingomis
raidémis tame paciame stulpelyje statistiSkai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).
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Toliau ilginant fermentacija — PRB skai¢iaus maz¢éjo. Siam tyrimui naudota Pp9
padermé yra i$skirta i§ ruginiy duonos raugy, kuriuose pH verté gali biiti 3,2—4,2, todél
ji geba daugintis ir islikti gyvybinga esant zemai fermentuojamos terpés pH vertei
(237, 238).

Tirpiyjy baltymy Kiekis. Lubiny sékly milty kietafazés fermentacijos metu
nustatytas statistiSkai reikSmingas (p < 0,05) tirpiyjy baltymy kiekio padidéjimas (zr.
3.2 lentel¢). Maziausi Sio parametro veréiy pokyciai, lyginant su nefermentuotais
lubiny miltais, nustatyti po 24 val. ir sudaré 8 %. Tgsiant fermentacija iki 48 val.,
tirpiyjy baltymy kiekis padidéjo 27 %, o pats didziausias prieaugis fiksuotas po 72
val. — 49 %.

3.2 lentelé. Fermentacijos trukmés jtaka tirpiyjy baltymy kiekiui fermentuotuose
lubiny sékly miltuose
Fermentacijos trukmé, val Tirpieji baltymai, %

0 18,6+0,6%
24 20,0+0,7
48 23,6+1,4°
72 27,6+1,8°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés =£StN; a, b, ¢, d—
vidurkiai, pazZyméti skirtingomis raidémis tame paciame stul-
pelyje statistiskai reikSmingai skiriasi (p < 0,05).

Si tendencija atsispindi ir kity tyréjy darbuose (26, 239). Baltymy poky¢iai
fermentacijos metu sietini su PRB ir fermenty, esanciy Zaliavoje, veikla. Baltymy
proteolizé gali vykti dél kompleksisko jvairiy veiksniy, tokiy kaip terpés riig§téjimas
ar padidéjes proteaziy aktyvumas, poveikio (240). Proteolizés metu susiformavusios
laisvosios aminoriigstys ir peptidai reikalingi pieno riigsties bakterijy dauginimosi
procesams ir organiniy rugséiy sintezei. Fermentuojamos terpés pH vertés mazéjimas
taip pat turi poveikj baltymy tirpumui ir polipeptidy hidrolizei (241, 242). Atlikus
statisting analize, rasta stipri atvirkstiné priklausomybé tarp tirpiyjy baltymy kiekio
ir pH vertés poky¢iy lubiny sékly milty fermentacijos metu (r = —0,90; p < 0,05).

3.1.1.1. Lubiny sékly baltymy funkciniy savybiy poky¢iai

Atsizvelgiant | ankstesnius tyrimus ir | tai, kad, daugumos augaliniy baltymy
izoelektrinis taskas (pl) vidutini$kai atitinka 4,5, lubiny sékly baltymy funkcinés
savybés analizuotos naudojant baltymy suspensijas, ruostas esant pH vertéms 6 ir 8
(243). Nefermentuoti ir fermentuoti pieno riigsties bakterijomis lubiny sékly baltymy
izoliatai (LPI) ruosti naudojant Sarming ekstrakcija ir nusodinima izoelektriniame
taske. Si baltymy iskyrimo technika leidzia uztikrinti produkte viena didziausiy
baltymy koncentracijy (apie 90 %). LPI emulsuojancios savybés jvertintos pagal rapsy
aliejaus vandenyje emulsijy, kurioms ruosti naudotas lubiny s¢kly baltymy izoliatas,
savybes.

LPI emulsavimo aktyvumo (EA), emulsijos stabilumo (ES) ir putojimo gebos
(FC) tyrimy rezultatai pateikti 3.3 lentel¢je. Lubiny sékly milty kietafazé fermentacija
pieno rugsties bakterijomis turéjo statistiskai reikSmingos jtakos (p < 0,05) LPI
funkciniy savybiy poky¢iams. 24 valandas fermentuotas LPI, kai suspensijos pH buvo
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6, turéjo 14 % didesnj EA bei 11 % didesnj ES nei kontrolé (LPI be fermentacijos).
Ilgesné fermentacijos trukmé (72 val.) netur¢jo reikSmingos jtakos $iy funkciniy
savybiy pokycCiams.

Bendru atveju, visy LPI méginiy putojimo geba did¢jo, didéjant baltymy
suspensijos pH vertei (nuo 6 iki 8). Kietafazé fermentacija su Pp9 statistiSkai
reik§mingai (p < 0,05) padidino LPI putojimo geba. 68 % didesné FC, lyginant su
nefermentuotu méginiu, nustatyta 48 val. fermentuotam LPI (suspensijos pH verté 6).

3.3 lentelé. Kietafazés fermentacijos su Pp9 trukmés jtaka lubiny sékly baltymy
izoliato funkcinéms savybéms

Fermentacijos pH Emulsavimo Emulsijos Putojimo
trukmé, val verté aktyvumas, % termostabilumas, % geba, %
0 46,1+1,22 46,6+2,22 25+3,22
24 6 50,8+1,8° 51,5+1,2° 38+2,0°
48 50,3+1,3P 46,0+2,8?2 42+3,2°¢
72 47,0+1,92 45,242,72 32+1,2°

0 48,3+1,32 55,243,1P 37+3,28
24 8 55,0+1,2° 55,5+2,9° 50+2,0¢
48 55,0+2,1° 49,6+2,22 55+2,3¢
72 50,9+1,72 50,2+3,12 4442,1°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés +StN; a, b, ¢, d — vidurkiai, pazymeéti skirtingomis
raidémis tame paciame stulpelyje statistiSkai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).

Kietafazés fermentacijos trukmés jtaka lubiny sékly baltymy izoliaty puty
stabilumui (FS) pateikta 3.1 paveiksle. FS vertintas, praéjus 30, 60 ir 90 min. nuo puty
susidarymo pradZios. Lubiny sékly milty kietafazé fermentacija su Pp9 statistiskai
reik§mingai (p < 0,05) pagerino FS vertes. Didziausias puty stabilumas, lyginant su
pradine verte, uzfiksuotas po 30 min. nuo puty susidarymo pradzios tuose LPI
méginiuose, kurie buvo fermentuoti 24 val. (suspensijos pH verté 8) ir 48 val.
(suspensijos pH verté 6). Po 90 min. nuo puty susidarymo pradzios, 24 ir 48 val.
fermentuoty LPI méginiy FS vertés, lyginant su nefermentuotais meéginiais, isliko
25,6 % (suspensijos pH vertée 8) ir 28,3 % (suspensijos pH verté 6) didesnés.

Atlikus statisting analiz¢ nustatyta, kad suspensijos pH verté turéjo reikSminga
jtaka emulsavimo aktyvumui (F(9,099)=42,667; p=0,008), emulsijos termostabilumui
(F(123,910)=169,602; p<0,001), putojimo gebai (F(276,391)=737,042; p<0,001) ir
puty stabilumui po 60 min. (F(20,61)=17,65; p<0,001). Fermentacijos trukmé taip pat
turéjo reikSmingg jtaka pries tai i§vardintoms LPI funkcinéms savybéms (atitinkamai:
F(6,793)=31,854; p=0,004; F(33,545)=45,914; p<0,0001; F(106,391)=283,708;
p<0,0001; F(174,40)=149,35; p<0,0001). Nustatyta reikSminga abiejy faktoriy (pH
vertés ir fermentacijos trukmés) saveikos jtaka emulsijy stabilumui (F(5,491)=7,516;
p<0,0001), putojimo gebai (F(22,47)=59,93; p<0,0001), puty stabilumui po 30 min.
(F(301,22)=184,99; p<0,0001), po 60 min. (F(470,73)=403,11; p<0,0001) ir po 90
min. (F(534,34)=311,88; p<0,0001).

Lubiny sékly baltymy emulsavimo ir putojimo savybiy pageréjimas sietinas su
baltymy pokyciais augalinés Zaliavos fermentacijos pieno riigsties bakterijomis metu.
Veikiant mikroorganizmy iSskirtiems fermentams ir susidarant organinéms rtigstims,
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vyksta baltymy proteolizé ir dél to Zaliavoje padidéja tirpiyjy baltymy kiekis. Sie
baltymai turi reik§mingg jtakg baltymy funkcinéms savybéms (emulsavimo, putojimo,
geliy sudarymo), nes pasizymi didesniu dispersiSkumu ir geresnémis koloidinémis
savybémis (244). Baltymy funkciniy savybiy poky¢iai taip pat priklauso ir nuo
fermentacijos trukmés, nes per didelis baltymy hidrolizés laipsnis gali pabloginti
baltymy funkcines savybes (29).

30 - 30 min @60 min @90 min 80 - B30min @60 min 090 min

c

Puty stabilumas (%)
Puty stabilumas (%)
=y
o

0 | el
Kontrolé 24 val 48 val 72 val b Kontrolé 24 val

a 48 val ’ 72 val
3.1 pav. Kietafazés fermentacijos su P.pentosaceus KTUO5-9 trukmés jtaka lubiny sékly
baltymy izoliaty (suspensijos pH verté 6 (2) ir suspensijos pH verté 8 (b)) puty stabilumui
(po 30, 60 ir 90 min. i§laikymo); Cia kontrolé — nefermentuota Zaliava; Pastaba: a, b, ¢, d—
vidurkiai, esant tam paciam puty stabilumo intervalui, pazyméti skirtingomis raidémis
statisti$kai reik§mingai skiriasi (p < 0,05)

3.1.2. Ultragarso panaudojimas lubiny sékly milty kietafazéje fermentacijoje
pieno riigsties bakterijomis

Ruosiant fermentuotus produktus, zaliavoje jau esancios ar specialiai j jg jdétos
pieno rigsties bakterijos ir mielés yra vyraujantys mikroorganizmai, kurie atsakingi
ne tik uz pageidaujamas galutiniy produkty juslines savybes, bet ir uz mikrobiologing
sauga (245). Pradinéje zaliavoje esanti paSaliné mikroflora gali mazinti kietafazés
fermentacijos efektyvuma, todeél svarbu sudaryti kuo palankesnes salygas PRB
vystymuisi ir kartu uztikrinti norimy metabolizmo produkty susidaryma. Ultragarsas,
kuris dar jvardijamas kaip aplinkai draugiska ,,zalioji“ technologija, galéty biti
naudinga priemoné mazinant augalinés zaliavos mikrobiologing tar$a ir pagerinant
fermentacijos proceso stabiluma (246).

Apdorojimo ultragarsu trukmés jtaka mikroorganizmy skaiciui lubiny sékly
miltuose pavaizduota 3.2 pav. Po 15, 30, 45 ir 60 min. apdorojimo ultragarsu, lyginant
su neapdorota zaliava, lubiny sékly milty mikrobiologiné tarSa sumaz¢jo atitinkamai
18 %, 32 %, 33 % ir 34 %. StatistiSkai reikSmingas (p < 0,05) didZiausias
mikroorganizmy skaiCiaus sumazéjimas gautas po 30 min. apdorojimo ultragarsu,
todeél $i trukmé taikyta tolimesniuose tyrimuose fermentuojant lubiny sékly miltus.

Mikrobiologinés tarSos sumazejima lubiny miltuose galima paaiskinti tuo, kad
ultragarsas pazeidzia mikroorganizmy lasteliy sieneles, citoplazming membrang,
bakterijy kapsules ir vidulastelinius komponentus (118). Mikroorganizmy
inaktyvacija jvyksta dél skystoje fazéje esanciy kavitaciniy burbuliuky formavimosi,
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augimo ir plySimo, kuris jvyksta dél mechaninio poveikio ir sonocheminiy reakcijy
(ultragarso cheminio efekto) (247). Atlikta nemazai moksliniy tyrimy, kuriuose
analizuojamas ultragarso poveikis mikroorganizmams. Siais tyrimais jrodyta, kad
ultragarsas neigiamai veikia Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, E. aerogenes, B. subtilis ir mieles Saccharomyces cerevisiae (117, 247, 248,
249, 250). Juodeikiené ir kt. (251) nustate, kad ultragarsinis apdorojimas sumazino
Silybum marianum L. s¢kly mikrobiologing tarsa.

C

Mikroorganizmy skaicius,
log KSV/g
E=N

0 15 30 45 60
Ultragarso taikymo trukmé, min

3.2 pav. Apdorojimo ultragarsu trukmés jtaka mikroorganizmy skaiéiui lubiny sékly
miltuose. a, b, ¢ — vidurkiai, paZyméti skirtingomis raidémis statistiskai reik§mingai skiriasi
(p<0,05)

3.1.2.1. PRB skaic¢iaus, pH vertés ir tirpiyju baltymu kiekio poky¢iai lubiny
sékly milty kietazés fermentacijos su Pp9 metu

Kitame tyrimo etape tirta ultragarsu apdoroty lubiny sékly milty kietafazé
fermentacija su Pp9 ir vertintas PRB lasteliy dauginimasis bei pH vertés kitimas
méginiuose (zr. 3.4 lentelé). StatistiSkai reikSmingi skirtumai neuzfiksuoti tarp
ultragarsu apdoroty ir neapdoroty lubiny sékly milty pH vertés ir PRB skaiciaus
fermentacijos metu. Didziausias PRB lgsteliy skai¢ius (7,9 log KSV/g) nustatytas
ultragarsu apdorotuose ir 48 val. fermentuotuose su Pp9 lubiny sékly milty
méginiuose. Lyginant su neapdorotais ultragarsu méginiais, Zemesnés pH vertés
fermentacijos su Pp9 metu gautos ultragarsu paveiktuose lubiny sékly miltuose.

Nustatyta, kad apdorojimas ultragarsu statistiS$kai reik8mingai (p < 0,05)
padidino lubiny sékly miltuose tirpiyjy baltymy kiekj (Zr. 3.5 lentel¢). Taip pat
nustatyta, kad ultragarsas ir kietafazé¢ fermentacija pieno rtigsties bakterijomis veiké
sinergetiskai, didindama tirpiyjy baltymy kiekj lubiny sékly miltuose. Lyginant su
fermentuotais méginiais, kuriems ultragarsinis apdorojimas nebuvo taikytas, po 72
val. fermentacijos su Pp9, ultragarsu apdorotuose lubiny sékly miltuose nustatyta 27
% daugiau tirpiyjy baltymy.
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3.4 lentelé. Apdorojimo ultragarsu (30 min.) jtaka PRB skaiciui ir pH vertei lubiny
sékly miltuose kietafazés fermentacijos su Pp9 metu

PRB skaicius,

Meéginys log KSV/g pH verté
LM - 5,5 £0,2°
LM + 24 val. KF 3,3+0,38 4,4+0,3°
LM + 48 val. KF 7,4+0,4° 3,9+0,4%
LM + 72 val. KF 7,2+0,3P 3,7+0,32
Ultragarsu apdoroti LM - 5,6+0,2¢
Ultragarsu apdoroti LM + 24 val. KF 3,7+0,42 4.2+0,4°
Ultragarsu apdoroti LM + 48 val. KF 7,9+0,3P 3,6+0,32
Ultragarsu apdoroti LM + 72 val. KF 7,4+0,4° 3,4+0,42

Nurodytos vidutings trijy pakartojimy vertés £StN; a, b, ¢, d — vidurkiai, pazymeéti skirtingomis
raidémis tame paciame stulpelyje statistiSkai reik§mingai skiriasi (p < 0,05); Cia LM — lubiny
miltai, KF — kietafazé fermentacija.

3.5 lentelé. Apdorojimo ultragarsu (30 min.) jtaka tirpiyjy baltymy kiekiui
nefermentuotuose ir fermentuotuose lubiny sékly miltuose

Meéginys Tirpieji baltymai, %
LF 20,3+0,32
Ultragarsu apdoroti LM 27,840,3¢
24 val. 22,1+0,3%
LM fermentacija su Pp9 48 val. 24,2+0,4°
72 val. 27,240,4°
.. 24val. 29,0-+0,4¢<
gjlt;a;)ggarsu apdoroty LM fermentacija 48 val. 31.340.5¢
72 val. 32,040,4¢

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés £StN; a, b, ¢, d — vidurkiai, pazyméti skirtingomis
raidémis tame padiame stulpelyje statistiskai reik§mingai skiriasi (p < 0,05); Cia LM — lubiny
miltai, Pp9 — Pediococcus pentosaceus KTUO05-9.

PRB dauginimuisi reikalingos tam tikros maisto medziagos, nes $iy bakterijy
galimybés sintetinti B vitaminus ir aminortigstis yra ribotos (212). Ultragarsu
paveikus fermentuojamg zaliavg, galima padidinti tirpiyjy baltymy kiekj, o tai
palengvina PRB dauginimuisi reikalingy aminortgséiy prieinamumg. Tirpiyjy
baltymy kiekio padidéjimas yra susijgs su baltymy molekuliniais poky¢iais, kurie
atsiranda dél ultragarso poveikio. Mazo daznio ultragarsas turi jtakos laisvoms
sulfhidrilogrupéms, baltymy daleliy dydziui ir pavirSiaus hidrofobiskumui bei
globulinei baltymo struktiirai (252). Apdorojant ultragarsu keiciasi globuliné baltymo
konformacija ir struktiira, didesnis kiekis hidrofiliniy aminortgs¢iy daliy tampa labiau
prieinamos vandens molekuléms, todél baltymy-vandens sgveika intensyvéja (241,
253). Baltymy molekuliné masé sumazéja, padidéjes jy pavirSiaus plotas gali buti
prieinamas vandens molekuléms. Siame tyrime gauti rezultatai patvirtina ir kity tyréjy
pateikiamus duomenis apie ultragarso poveikj baltymy tirpumui. Jambrakas ir kt. (94)
nustaté, kad 40 kHz ultragarsas, kuris buvo taikomas 15 min., gali padidinti i$rigy
baltymo tirpuma. Sojos ir juodujy pupeliy baltymy tirpumas taip pat didéjo, didéjant
ultragarso intensyvumui ir taikymo trukmei (252, 254). Baltymy tirpumo padidéjimas
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yra labai svarbus maisto gamybos procesuose, nes nusako baltymy bukle ir yra
glaudziai susijes su funkcinémis baltymy savybémis, tokiomis kaip putojimas ar
emulsavimas (255). Sio tyrimo rezultatai taip pat leidzia manyti, kad tolimesnei
proteolizés eigai jtakos gali turéti ir pH mazé&jimas fermentuotoje zaliavoje bei PRB
proteolitinis aktyvumas (256).

3.1.2.2. Ultragarso ir Kkietafazés fermentacijos pieno riigSties bakterijomis
poveikis lubiny sékly baltymy in vitro vir$kinamumui ir funkcinéms
savybéms

Apdorojimas ultragarsu ir kietafazé fermentacija su Pp9 turéjo statistiSkai
reik§mingg jtaka lubiny sékly baltymy in vitro vir§kinamumui (p < 0,05) (Zr. 3.6
lentelé). Baltymy virSkinamumas apdorojant lubiny sékly miltus ultragarsu padidéjo
12 %, o pritaikius kietafaze fermentacija pieno riigSties bakterijomis — 16-28 %.
llgesné fermentacijos trukmeé nulémé geresnj lubiny sékly baltymy virSkinamuma.

Nustatyta, kad tripsino inhibitoriy aktyvumas lubiny sé¢kly miltuose mazéjo tiek
juos fermentuojant, tiek apdorojant ultragarsu (Zr. 3.6 lent.). Tripsino inhibitoriy
slopinimas priklausé nuo fermentacijos trukmés. Lyginant su nefermentuotais lubiny
sékly miltais, po 72 val. kietafazés fermentacijos su Pp9, inhibitoriaus aktyvumas
buvo 60 % mazesnis. Lyginant su pradine Zaliava, ultragarsu apdorotuose lubiny sékly
miltuose taip pat nustatytas 47 % maZesnis tripsino inhibitoriy aktyvumas.

3.6 lentelé. Apdorojimo ultragarsu (30 min.) ir kietafzés fermentacijos su Pp9 jtaka
baltymy in vitro virSkinamumui ir tripsino inhibitoriy aktyvumui

. . Baltymy in vitro Tripsino inhibitoriy
Méginys vir§kinamumas, % aktyvumas, %
LM 70,3+0,62 29,4+0,4°¢
Ultragarsu apdoroti LM 78,9+0,7° 15,7+0,7°
i i 24 val. 82,120,6 21,240,5¢
Ppo ermentactja su 48 val. 88,5+0,5° 13,6+0,6%
72 val. 90,2+0,7°¢ 11,8+0,62

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés =StN; Cia LM — lubiny miltai; Pp9 — Pediococcus
pentosaceus KTUOQ5-9; a, b, ¢ — vidurkiai, pazyméti skirtingomis raidémis tame paciame
stulpelyje statisti§kai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).

Emulsavimo ir putojimo savybiy jvertinimas. Ultragarso poveikis
nefermentuoty ir fermentuoty lubiny baltymy izoliaty emulsavimo savybéms ir
putojimo gebai pateiktas 3.7 lentel¢je. Ultragarsu apdoroty nefermentuoty lubiny
sékly baltymy emulsavimo aktyvumas (EA), emulsijos termostabilumas (ES) ir
putojimo geba (FC) nustatyta atitinkamai 11 %, 12 % ir 26 % didesné nei kontrolinio
meéginio (neapdoroty ir nefermentuoty lubiny sékly baltymy izoliato). Lubiny sékly
milty apdorojimas ultragarsu ir tolimesné méginiy kietafazé fermentacija pieno
rigsties bakterijomis turéjo statistiSkai reik§minga jtakg (p < 0,05) lubiny sékly
baltymy funkcionalumui. Lyginant su kontrole nustatyta, kad ultragarsu apdoroty ir
48 val. fermentuoty su Pp9 lubiny sékly baltymy EA, ES ir FC vertés buvo didesnés,
atitinkamai: 21 %, 20 % ir 50 %.
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Ultragarso jtaka nefermentuoty ir fermentuoty LPI puty stabilumui (FS)
pavaizduota 3.3 paveiksle. Visuose méginiuose buvo stebimas mazesnis gauty puty
stabilumas saugant nuo 30 iki 90 min. Gauti rezultatai leidzia teigti, kad, lyginant su
kontrole, apdoroto ultragarsu nefermentuoto LPI putos po 90 min. saugojimo buvo
32 % stabilesnés. Apdorojimas ultragarsu ir tolimesné méginiy kietafazé fermentacija
su Pp9 padidino LPI puty stabiluma, kuris priklausé ir nuo fermentacijos trukmés. Po
90 min. saugojimo, 48 val. fermentuoty LPI putos buvo 59 % stabilesnés nei
kontrolinio méginio.

3.7 lentelé. Apdorojimo ultragarsu jtaka nefermentuoty ir fermentuoty su P.
pentosaceus KTUQ5-9 lubiny sékly baltymy emulsavimo savybéms ir putojimo gebai

Méginvs Emulsavimo Emulsijos Putojimo geba,
gy aktyvumas, %  termostabilumas, % %

Kontrolé 45,1+1,2¢8 45,4+1,28 34,5+1,42
Ultragarsu apdoroti LPI 50,2+1,2° 50,7+1,1° 43,5+1,2°
Fermentuoti su Pp9

Ultragarsu apdoroti ir 24 b b c
val. KE LPI 49,3+1,2 51,1+1,1 47,1+1,1
Ultragarsu apdoroti ir 48 c b q
val. KE LPI 54,5+1,1 54,6+1,3 51,8+1,1
Ultragarsu apdoroti ir 72 b b c
val. KE LPI 50,2+1,4 49,1+1,1 47,2+1,5

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés £StN; Cia kontrolé — lubiny sékly baltymai, LPI
— lubiny sékly baltymy izoliatas, KF — kietafazé fermentacija, Pp9 — Pediococcus pentosaceus
KTUO05-9; a, b, ¢, d — vidurkiai, pazyméti skirtingomis raidémis tame paiame stulpelyje
statistiSkai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).
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3.3 pav. Apdorojimo ultragarsu (30 min.) jtaka nefermentuoty ir fermentuoty su P.
pentosaceus KTU05-9 lubiny baltymy puty stabilumui; Cia kontrolé — lubiny sékly baltymai;
AU - apdorojimas ultragarsu; PRB — pieno riigsties bakterijos, KF — kietafazé fermentacija;
LPI — lubiny sékly baltymy izoliatas. Pastaba: a, b, ¢, d— vidurkiai, esant tam paciam puty
stabilumo intervalui, pazyméti skirtingomis raidémis statisti§kai reik§mingai skiriasi (p<0,05)

I$ gauty rezultaty matyti, kad Zaliavos apdorojimas ultragarsu prie$ fermentacija
gali pagerinti lubiny sékly baltymy funkcines savybes. Rezultatai patvirtina
literatiiroje pateikiamg informacija apie tai, kad ultragarsas gali sukelti
konformacinius poky¢ius baltymo globulinéje struktiiroje, aktyvuoti baltymy-
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vandens sgveikg ir padidinti baltymy tirpuma (94, 246, 252). Baltymy emulsavimo ir
putojimo savybés priklauso nuo hidrofobiskumo ir baltymo struktiiros konformaciniy
kitimy. Tirpiyjy baltymy kiekis turi reikSmingg jtaka baltymy emulsavimo ir putojimo
savybéms, nes palaiko riebaly laseliy struktiirg ir stabilizuoja jy pasiskirstyma (220).
Atlikta nemaZzai tyrimy, kuriuose analizuojama ultragarso jtaka augalinés kilmés
baltymy funkcinéms savybéms, tokioms kaip putojimas, gebé¢jimas formuoti gelius,
vandens suriSimas ir emulsavimas. Hao ir kt. (254) nustaté, kad Zemo daznio
ultragarsas padidino sojy baltymy izoliato laisvyjy sulfhidrilogrupiy kiekj, pavirSiaus
hidrofobiskuma ir baltymy tirpuma. Jambrakas ir kt. (100) nustaté, kad 20 kHz
ultragarsas padidino sojy baltymy tirpuma ir emulsavimo aktyvumga bei turéjo jtakos
specifiniam laidumui. O’Sullivanas ir kt. (257) analizavo ultragarso jtakg gyviininés
ir augalinés kilmés baltymy emulsavimo savybéms ir nustaté, kad, lyginant su
ultragarsu neapdorotais méginiais, ultragarsu paveiktos kiausinio ir zirniy baltymy
emulsijos pasiZzyméjo mazesniu laseliy dydziu.

Geliy susidarymo vertinimas. Norint jvertinti lubiny baltymy kiekio jtaka gelio
susiformavimui, buvo paruosti skirtingy koncentracijy baltymy tirpalai (zr. 3.8
lentelé). Nustatyta, kad geliui sudaryti reikalinga mazesné¢ fermentuoty lubiny
baltymy koncentracija (16 %) nei nefermentuoty (20 %). Tai sietina su padidéjusiu
tirpiyjy baltymy kiekiu fermentacijos metu. Dél PRB proteolitinio aktyvumo ir pH
vertés pokyCiy susidaro mazesni baltymy ar peptidy fragmentai, palengvinantys geliy
struktiiros formavimasi. Didinant LPI kiekj iki 28 % ir daugiau, gelis nebesiformavo,
nes vandens kiekis buvo pakankamas baltymy hidratacijai.

3.8 lentelé. Baltymy kiekio jtaka gelio formavimuisi
Gelio formavimasis*

Nefermentuotas LPI Fermentuotas LPI
8 - -
12 -
16 -
20 +
24 +
28 +

32 - -

36 - -
*Vertinama vizualiai: apvertus mégintuvelj, tirpalas neturi iStekéti; LPI — lubiny sékly
baltymy izoliatas; ,,+” — gelis susiformavo; ,,— — gelis nesusiformavo.

Baltymu kiekis, %

+ + + +

Kitame etape nustatyta apdorojimo ultragarsu jtaka LPI gelio savybéms. Geliy
klampa jvertinta dviem metodais — reometru (Z». 3.9 pav., a) ir akustiniu matuokliu
(zr.3.9 pav., b). Gauti rezultatai parodé, kad apdorojimas ultragarsu padidino LPI gelio
klampg. DidZiausia klampa pasizyméjo 30 min. ultragarsu apdoroti LPI, tadiau
trumpesné apdorojimo trukmé (10 ir 20 min.), lyginant su neapdorotu LPI, neturéjo
reik§mingos jtakos geliy klampai. Sias tendencijas patvirtina ir akustiniu matuokliu
gautos klampos kreivés. Maziausias plunzerio Kritimo atstumas ,,h “ gautas 30 min.
ultragarsu apdorotam LPI méginiui, kas leidzia teigti, kad Sio méginio klampa buvo
didesné nei kity LPI méginiy.
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Siuos rezultatus patvirtina ir kity mokslininky tyrimai, kuriy metu nustatytas
teigiamas ultragarso poveikis baltymy savybéms formuoti gelius. Didelio
intensyvumo ultragasas turéjo jtakos kazeino geliy tvirtumui, stiprumui, geliacijos
temperatrai ir sinerezei (258, 259). Ultragarsas pagerino sojy baltymy geliy,
formuoty naudojant Ca*? jonus, organines riigstis ir transgliutaminazés fermenta,
savybes (254, 260, 261, 262). Gelio tvirtumas ir didesné klampa ultragarsu
paveiktuose méginiuose siejama su tuo, kad apdorojimas ultragarsu sumazina baltymy
daleliy dydj, todél formuojasi homogeniskesné ir tvirtesné gelio struktiira.
Homogeniskesné struktira sumazina vandens atpalaidavimo galimybg. Taip pat
ultragarsas gali sukelti polipeptidinés grandinés laisvyjy —SH ir kity hidrofiliniy
grupiy lokalizacija baltymo molekulés pavirSiuje, todél susidaro daugiau
tarpmolekuliniy rySiy ir formuojasi tvirtesnés teksttros gelis (103).
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3.4 pav. Klampos priklausomybé nuo poslinkio grei¢io LPI geliuose, taikant skirtingg
apdorojimo ultragarsu trukme (a). Ultragarsu apdoroty LPI geliy klampos kreivés, gautos
akustiniu matuokliu (b); Cia LPI — lubiny sékly baltymy izoliatas, AU — apdorojimas
ultragarsu

3.1.3. Apdoroty ultragarsu ir fermentuoty pieno riigsties bakterijomis lubiny
sékly milty panaudojimo galimybés kvietinés duonos ruoSimui
Norint padidinti produkto maisting vertg, kvietiniai miltai gali bati maiSomi su
didesn;j baltymy kiekj bei geriau subalansuotg aminoriig§éiy sudétj, kurig praturtina
ankstiniy javy séklose esantis lizinas (136). Fermentuojant ankstiniy javy séklas pieno
rugsties bakterijomis, joms suteikiamas naujas skonis, aromatas bei pagerinamas
baltymy jsisavinamumas (232). Tokiy fermentuoty priedy panaudojimas duonos
gamyboje pagerina galutinio gaminio fitocheming sudétj ir juslines savybes, taciau
salygoja tam tikrus technologinius pokycius, kurie keicia teslos reologines savybes.
Javy-ankstiniy javy sékly milty miSiniai skirti pyragams, sausainiams, tortilijoms
gaminti (136). Lubiny sékly miltai, kaip funkcinis priedas, turintis didelj baltymy bei
skaiduliniy medziagy kiekj, gali biiti naudojami pridétinés vertés produktams gaminti.
Be to, bity ypa¢ naudinga taikyti PRB fermentacija, kuri leisty sumazinti
antimitybinius faktorius zaliavoje bei padidinti baltyminiy medZiagy pasisavinima.
Naudojant fermentuotus produktus duonos gamybai, fermenty aktyvumas yra
svarbus rodiklis, nulemiantis technologinio proceso eiga ir galutinio gaminio kokybe
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(263). Amilolitiniy ir proteolitiniy fermenty poveikis pasireiskia glitimo ir krakmolo
polimery strukttiros keitimu. Suintensyvéjes o-amilazés aktyvumas nulemia lipnia
minkstimo tekstlirg ir netaisyklinga kepinio forma (264). Pernelyg aktyvi proteaziy
veikla gali padidinti tirpiyjy baltymy kiek] ir susilpninti glitimo struktiira, dél ko gali
atsirasti nepageidaujami kepiniy teksttiros poky¢iai (265). Atsizvelgiant | tai reikia,
kad fermenty veikla biity kontroliuojama, todél Kitame tyrimy etape jvertintas
ultragarso poveikis lubiny sékly milty fermentiniam aktyvumui.

ir fermentuotuose (48 val., su Pp9) lubiny sékly miltuose, esant skirtingai apdorojimo
ultragarsu trukmei, pateikti 3.9 lenteléje. Pp9 fermentacijos metu proteolitinis,
lyginant su nefermentuotais miltais. Gauta, kad didinant apdorojimo ultragarsu
trukme, fermenty aktyvumas statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) sumazgjo tiek
nefermentuotuose, tiek fermentuotuose lubiny sékly miltuose. Apdorojant ultragarsu
fermentuotus su Pp9 méginius nuo 10 iki 20 min., fermenty aktyvumas sumazéjo 17—
31 % (proteolitinis), 18-40 % (amilolitinis) ir 3-8 % (ksilanolitinis).

3.9 lentelé. Apdorojimo ultragarsu trukmés jtaka fermenty aktyvumui fermentuotuose
lubiny sékly miltuose

Proteolitinis . . .
Méginiai aktyvumas, Amilolitinis Ksilanolitinis
PU/g aktyvumas, AV/g aktyvumas AV/g

LM 2,1+1,20 2,6+0,9° 2,1+0,4°
LM + 10 min. AU 1,5+0,32 0,9+0,42 0,4+0,52
LM + 15 min. AU . . .

LM + 20 min. AU . . .

LM + KF 135,1£1,1f 354,544 3f 24.5+1,1¢
LM + KF + 10 min. AU 112,5+1,58 289,2+3.1¢ 23.8+0,49
LM + KF + 15 min. AU 102,1+1,44 265,9i5,6d 22.,9+0,3°¢
LM + KF + 20 min. AU 92.7+1,7°¢ 211,1+4,4° 22,6+0,3¢

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés +StN; Cia LM — lubiny miltai, KF — kietafazé
fermentacija; AU — apdorojimas ultragarsu; a, b, c, d, e, f — vidurkiai, pazyméti skirtingomis
raidémis tame paciame stulpelyje statistiskai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).

Ultragarsas sukelia konformacinius pokycius baltymo struktiiroje, pakeicia
fermenty aktyvumg ir sgveikg su substratu (118). Fermenty aktyvacijai ar inhibicijali
itakos gali turéti ultragarso intensyvumas ir daznis: mazo intensyvumo ultragarsas gali
padidinti fermenty veiklos aktyvuma ir prieSingai — jei intensyvumas didelis,
ultragarsas gali sukelti molekulés denatiiracija dél kavitacijos proceso (266, 267). Tai
patvirtina ir $io tyrimo rezultatai, nes fermenty aktyvumas lubiny sékly miltuose buvo
sumazintas juos apdorojus didelio intensyvumo ultragarsu. Panasias tendencijas gavo
ir kiti tyréjai. Kadkhodaee ir Povey (268) pastebéjo, kad termoapdorojimas ultragarsu
sumazina a-amilazés aktyvuma. Oliveira ir kt. (269) analizavo Zemo daZnio ultragarso
poveikj jvairioms a-amilazéms, kurios buvo iSskirtos i§ skirtingy mikroorganizmy.
Nustatyta, kad ultragarsas inaktyvavo a-amilazes i§ Aspergillus oryzae ir Bacillus
amyloliquefaciens, 0 o-amilaziy, i§gauty i kity mikroorganizmy, aktyvumas kito
intervale nuo —44 % iki +1657 %. Kity tyrimy metu nustatyta, kad ultragarsas ir jo
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taikymas kartu su kitais metodais tur¢jo jtakos lipaziy, proteaziy, lipoksigenaziy ir
peroksidaziy aktyvumo mazéjimui (123, 270).

3.1.3.1. Duonos su lubiny sékly milty priedais kokybé

Gaminant grudiniy javy-ankstiniy javy sékly misinio duona, lubiny sékly milty
priedo kiekis ir fermentacija yra svarbis faktoriai, galintys turéti jtakos galutinei
kepinio kokybei ir priimtinumui. Kvietinés duonos su nefermentuotu ir fermentuotu
lubiny sékly milty priedu kokybés rodikliai pateikti 3.10 lenteléje. Atlikus statisting
analiz¢ nustatyta, kad lubiny sékly milty priedas (nefermentuotas ir fermentuotas) bei
priedo kiekis (3 g/100 g ir 6 g/100 g) turéjo statistiskai reikSmingg (p<0,0001) jtaka
duonos tekstiiros rodikliams. Nustatyta reikSminga abiejy faktoriy (priedo rasies ir
kiekio) sgveikos jtaka savitajam tariui (F(12,62)=0,05; p<0,0001), minkstimo
akytumui (F(41,49)=61,00; p<0,0001), kietumui (F(31,24)=12,36; p<0,0001),
kramtomumui (F(653,67)=8,89; p<0,0001) ir tamprumui (F(5,22)=0,01; p<0,0001).

3.10 lentelé. Nefermentuoto (NLM) ir fermentuoto (FLM) lubiny sékly milty priedo
jtaka kvietinés duonos kokybés rodikliams
Duona su NLM Duona su FLM

Rodikliai Kontrole == 09 691009 391009 __ 6g/100g
Tekstiiros
Specifinis tiris (cm¥/g) 2,560,022 2,550,022  2,54+0,022  2,63£0,03°  2,80+0,02°
Minkstimo akytumas, % 47+1,30 42+1,12 45+1,3b 51+0,9¢ 54+0,94
Kietumas, N 5,90+0,02¢  7,90+0,01® 6,90+0,024 3,20+0,012 5,50+0,02°
Elastingumas 0,91+0,068  0,95+0,05%  0,95+0,042®  0,96+0,032®  (0,98+0,03°
Kramtomumas, N 4,09+0,02°  540+0,02¢  4,80+0,01°  2,20+0,012  4,30+0,02°
Tamprumas 0,42+0,042  0,47+0,012  0,44+0,032  0,51+0,02°  0,53+0,01°
Jusliniai
Spalva 4,5+0,72 5,0+0,42 5,040,28 5,940,4 6,140,5
Kvapas 5,040,32 5,1+0,22 5,1+0,22 5,7+0,3P 5,9+0,3P
Skonis 5,240,32 5,1£0,52 5,1£0,52 6,140,3P 6,5+0,4°
Riigstingumas 4,740,42 5,1£0,32 5,1+0,22 5,8+0,3P 6,0+0,3P
Priimtinumas 5,040,528 5,2+0,32 4,840,72 5,9+0,2° 5,3+0,22

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés +StN; a, b, ¢, d, e, f— vidurkiai, pazyméti
skirtingomis raidémis toje pacioje eilutéje statistiskai reikmingai skiriasi (p < 0,05); Cia
kontrolé — kvietiné duona be lubiny sékly milty priedo; NLM — nefermentuoty lubiny sékly
milty priedas, FLM —fermentuoty lubiny sékly milty priedas.

Vertinant ry$j tarp duonos tekstiiros rodikliy ir lubiny sékly baltymy funkciniy
savybiy matoma, kad pageréjusios fermentuoto LPI funkcinés savybés (emulsijos
aktyvumas, putojimo geba, puty stabilumas) turéjo jtakos duonos specifinio tiirio,
mink$timo akytumo, elastingumo ir tamprumo reik§miy padidéjimui, Kietumo
sumazéjimui bei kramtomumo padidéjimui.

Fermentuotas lubiny sékly milty priedas ~12 % padidino duonos akytumg ir ~7
% — specifinj tarj, taiau ~27 % sumazino duonos kietumg bei 46 % padidino
kramtomuma, lyginant su kontroline duona. Nefermentuoty lubiny sékly milty priedas
turéjo kitokia jtaka duonos kokybei nei fermentuotas: tiriamyjy kepiniy kietumas
padidéjo ~26 %, 0 kramtomumas sumazéjo ~23 %; minkstimo akytumas, lyginant su
kontroline duona, sumazéjo 11 %.
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Kity autoriy tyrimais nustatyta, kad kvietiniy milty dalies pakeitimas lubiny
miltais ar baltymy izoliatu gali turéti jtakos teslos reologinéms savybéms ir galutinio
produkto kokybei — tariui, kepinio vidinei strukttrai bei tekstrai (223). TeSlos
reologinés savybés, nuo kuriy priklauso produkto kokybé, keiciasi dél glitimo kiekio
sumaz¢jimo tesloje, kuris atsiranda dalj kvietiniy milty pakeitus kitomis baltyminémis
medziagomis, neturin¢iomis ar turin¢iomis maziau glitimo. Tokiems pokyc¢iams
labiausiai jtakos turi ankstiniy javy sékly priedo kiekis. Doxastakio ir kt. (271) tyrimas
parodé, kad 5 % lubiny priedas pagerino teslos reologines savybes, tac¢iau, didinant
priedo kiekj kepinio receptiiroje, gali buti pasiektas prieSingas efektas. Kvietiniy-
ankstiniy javy sékly milty tesla turi didesne vandens absorbcijg ir mazesnj stabiluma
(272). Stabilesnis dujy susidarymas kvietingje teSloje gali biiti gautas panaudojus
lubiny baltymus, nors pastarieji néra tokie elastingi kaip kvieciy glitimas ir salygoja
maziau akyto minkstimo susidaryma (273). Sio tyrimo rezultatai parodé, kad lubiny
sékly milty fermentacija pieno rugsties bakterijomis turi teigiama jtaka kvietinés
duonos kokybei. Baltymy funkciniy savybiy pokyc¢iai, kurie yra svarbiis teslos
vandens absorbcijos didinimui, didzigja dalimi yra nulemti pH kitimo fermentacijos
metu (274). FLM turi geresnes funkcines savybes, stiprina teslos glitimo tinklg ir
sumazina tikimybe praskysti kepiniy ruoSiniams kildinimo metu, dél ko susiformuoja
didesnio akytumo minkstimas. FLM sumazino duonos minks$timo kietuma bei turéjo
kitokig jtaka teksttros savybéms nei nefermentuotas priedas, o tai labiausiai sietina su
fermentacijos metu vykstanciais riig§tingumo bei baltymy pokyciais.

Jusliné analizé. Duonos su LM priedu juslinés savybés vertintos tradiciniu
metodu ir ,,FaceReader programine jranga. Kvietinés duonos su lubiny sékly milty
priedu juslinés analizés rezultatai pateikti 3.10 lenteléje. Atlikus statisting analize
nustatyta, kad lubiny sékly milty priedo risis (nefermentuotas ir fermentuotas) bei
priedo kiekis (3 g/100 g ir 6 g/100 g) turéjo statistiS8kai reik§mingg (p<0,0001) jtaka
duonos jusliniams rodikliams. Nustatyta reikSminga abiejy faktoriy (priedo rasies ir
kiekio) sgveikos jtaka plutos spalvai (F(20,27)=0,74; p<0,0001), kvapui
(F(31,20)=0,52; p<0,0001), skoniui (F(78,0)=1,56; p<0,0001), ragstingumui
(F(33,50)=0,67; p<0,0001) ir priimtinumui (F(36,75)=0,49; p<0,0001). 6 ¢/100 g
FLM priedo turinti duona pasizyméjo intensyviausia spalva, kvapu, skoniu ir
ragstingumu. Kepinys su mazesniu FLM kiekiu (3 g/100 g) buvo priimtinesnis
vartotojams. Vertinant tiriamos duonos su lubiny sékly milty priedu jusliniy rodikliy
ir lubiny sékly baltymy funkciniy savybiy rysj galima teigti, jog tirti jusliniai rodikliai
buvo intensyvesni, kai fermentuotas LPI pasizyméjo didesniu emulsijos aktyvumu,
putojimo geba bei puty stabilumu. Duona su FLM pasizyméjo tamsesne plutos spalva
nei kontroliné duona. Siuos poky¢ius galima paaiskinti tuo, kad, dél padidéjusio
amilaziy ir proteaziy aktyvumo lubiny sékly milty fermentacijos su PRB metu,
fermentuotuose produktuose susidaré didesni redukuojanciy cukry ir tirpiyjy baltymy
kiekiai (275). LM fermentacijos metu, endogeninés proteazés hidrolizuoja baltymus
iki aminortagsciy ir smulkiy peptidy, kurie yra skonio ir kvapo junginiy pirmtakai. Dél
Siy procesy, taip pat ir organiniy riigs¢iy susidarymo lubiny fermentacijos metu, duona
su FLM priedu pasizyméjo stipresniu skoniu, aromatu ir ragstingumu, lyginant su
kontroliniu méginiu ir duona, ruosta su nefermentuotais LM.
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Tradiciniai juslinés analizés metodai, naudojami jvairiems maisto produktams
vertinti dar pries§ jiems patenkant j rinka, daznai néra pakankamai objektyvis, norint
suzinoti gaminio priimtinuma vartotojui (225). Sie metodai yra paremti sgmoningu ir
racionaliu sprendimy priémimo procesu. Taciau produkty priimtinumas / tinkamumas
realiame gyvenime dazniausiai yra nulemtas nevalingo pasirinkimo. Todél vartotojy
emocijy intensyvumo matavimas, vertinant naujus produktus, gali buti perspektyvus
metodas, leidZiantis praplésti gaminiy analizés ribas ir jvertinti ry$j tarp vartotojo
emocijy ir produkto priimtinumo.

,FaceReader* programine jranga fiksuoti vertintojy veido i$raisky intensyvumai
valgant tiriamajg duong pateikti 3.5 paveiksle. Atlikus statisting analiz¢ nustatyta, kad
LM priedo rasis (nefermentuotas ir fermentuotas) bei priedo kiekis (3 g/100g ir 6
0/100 @) turéjo statistiSkai reikS8mingg (p<0,0001) jtakg veido iSraisky
intensyvumui. Nustatyta reik§minga abiejy faktoriy (priedo rtsies ir kiekio) saveikos
jtaka  iSraiskoms ,laimingas“  (F(201,43)=94,01; p<0,0001), ,liddnas“
(F(54,10)=23,41; p<0,0001), ,piktas” (F(218,12)=60,83; p<0,0001) ir ,nustebes*
F(36,20)=26,19; p<0,0001).
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3.5 pav. Veido israisky intensyvumai fiksuoti ,,Facereader* programine jranga vertinant
duong su fermentuotu ir nefermentuotu lubiny sékly milty priedu; Cia kontrolé — kvieting
duona be lubiny sékly milty priedo; NLM — nefermentuoti lubiny sékly miltai , FLM —
fermentuoti lubiny sékly miltai. Pastaba: a, b, ¢, d— vidurkiai, esant tai paciai veido
iSraiSkai, pazyméti skirtingomis raidémis statistiskai reik§mingai skiriasi (p < 0,05)

Veido israiska ,,Jaimingas‘ buvo intensyviausia analizuojant tuos méginius, kurie
pagal juslinés analizes testg vertintojams buvo priimtiniausi. Tiriamyjy méginiy Su 3
% ir 6 % FLM priedu sukeltos veido israisSkos ,,laimingas® intensyvumas buvo
vidutini§kai 2,3 karto didesnis nei vertinant duong su nefermentuotais LM priedais.
Veido israisky ,,piktas* ir ,,nustebes* intensyvumas, vertinant duong su 3 % ir 6 %
NLM priedu, uzfiksuotas atitinkamai 2,6 ir 3,3 karto didesnis nei duonos su
fermentuotu lubiny sékly milty priedu. Nustatyta teigiama priklausomybé tarp
i§raiSkos ,,Jaimingas®“ ir kepinio priimtinumo (r=0,73; p < 0,05) bei neigiama
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priklausomybé tarp israiSkos ,.litidnas* ir kepinio priimtinumo (r = —0,58; p < 0,05).
Gauti rezultatai rodo, kad emocijy analizavimo programinés jrangos taikymas kepiniy
priimtinumo vertinimui gali bati svarbi priemoné norint gauti papildomos
informacijos apie vartotojy pojucius ir taip praplésti juslinio vertinimo ribas.

3.2. Biodujuy gamybos i$ lubiny sékly biomasés

Lubiny sékly perdirbimo metu susidare dideli kiekiai lignoceliuliozinés
biomasés gali bti substratu kitiems vertingiems produktams gaminti. Didziaja dalj
biomasés sudaro sudétiniai angliavandeniai, kuriuos bioprocesy metu
mikroorganizmai gali panaudoti biodujy ar pieno ragsties gamybai. Biodujos, kurios
tampa vis svarbesniu atsinaujinacios energijos Saltiniu, gaminamos anaerobiniu btidu
skaidant jvairius substratus, turin¢ius angliavandeniy, riebaly ir baltymy. Substrato
skaidymo metu visi proceso etapai vyksta viename bioreaktoriuje. Tokios sistemos
efektyvumas gali sumaZzéti, nes dazniausiai substrate yra didelis kiekis organiniy
junginiy, kurie gali turéti jtakos mikroorganizmy veiklai, hidrolizés ir sintezés procesy
greiCiui. Siekiant efektyvesnio biodujy susidarymo ir didesnés metano iSeigos,
proceso iSskirstymas ] keletg etapy galéty suteikti praktinés naudos. Pienariigstés
fermentacijos metu susidaro organinés riigstys, riebaly riigstys, mazos molekulinés
masés peptidai ir anglies dioksidas. Visi Sie junginiai gali toliau dalyvauti
metagenezés procese ir padidinti metano iSeiga. Atsizvelgiant | tai, svarbu jvertinti
keliy etapy biodujy gamybos i§ lubiny sékly biomasés efektyvuma.

PRB fermentacijos sqlygy parinkimas acetogenezés etapui. Lakiosios riigStys
yra svarbios biodujy susidarymo procese, todél Siuo tyrimu parinkta PRB padermé,
intensyviausiai produkuojanti lakigsias ruigstis hidrolizuotoje lubiny sékly biomaséje
(2r. 3.6 pav.). Nustatyta, kad PRB padermé ir fermentacijos trukmé turéjo reikSminga
jtaka acto rugsc¢iai susidaryti.
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3.6 pav. [vairiy PRB padermiy jtaka acto rigsties susidarymui lubiny sékly biomasés
fermentacijos metu. Cia: Pa — P. acidilactici KTU05-7; Pp9 — P. pentosaceus KTUO05-9; Pp8
— P. pentosaceus KTUOQ5-8; Ls — L. sakei KTU05-6. Pastaba: a, b, ¢, d— vidurkiai, esant tai
paciai fermentacijos trukmei, pazyméti skirtingomis raidémis statistiSkai reik§mingai skiriasi
(p<0,05)

Rezultatai rodo, kad efektyviausiai acto riigStis susidaré po 48 val. PRB

fermentacijos. Tuo metu daugiausia acto ragsties nustatyta L. sakei KTU05-6 (LS)

fermentuotoje biomasé¢je (58 mg/100 g), o maziausia — fermentacijos su P.
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pentosaceus KTUO05-8 (Pp8) metu (38 mg/100 g). P. acidilactici KTUO5-7 ir P.
pentosaceus KTU05-9 (Pp9) fermentuotoje lubiny terpéje nustatyta, atitinkamai 17 ir
24 % maziau acto ragsties, lyginant su L.sakei KTUO5-6. Ilgesné PRB fermentacija
(> 48 val.) sumazino acto riigsties susidaryma vidutiniSkai 14 % visose fermentacijos
terpése. Pagal gautus duomenimis, acetogenezés etape lubiny sékly biomasei apdoroti
pasirinkta 48 val. fermentacija su Ls.

Biodujy susidarymas ir sudétis. Biodujy gamybos i$ lubiny sékly biomasés
rezultatai taikant skirtingas technologines schemas pateikti 3.7 pav. I§ biodujy
susidarymo kreiviy matyti, kad vienpakopio ir dvipakopio proceso metu susidaré
atitinkamai: 0,135 ir 0,150 m%kg biodujy, t. y., lyginant su vienpakopiu. Vidutiniskai
11 % didesnis biodujy kiekis susidaré dvipakopio anaerobinio skaidymo metu, taikant
acetogeneze prie§ metanogenze. Tuséiame méginyje, kuris ruostas tik su dumblu be
substrato, biodujy gamyba buvo 0,02 m*/kg ir tai rodo, kad tyrimui naudotas dumblas
gali pats gaminti tam tikra biodujy kiekj. Intensyvesnis biodujy susidarymas buvo
méginiuose po 6-0s anaerobinio skaidymo dienos. Biodujy kiekis palaipsniui didéjo
visuose méginiuose, ta¢iau stabilizavosi skirtingu metu: po 14-0s dienos — taikant
dvipakopj, o po 16-0s — vienpakopi procesa.
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3.7 pav. Biodujy iSeigos i$ lubiny sékly biomasés priklausomybé nuo anaerobinio skaidymo
dieny skaiciaus, taikant jvairias technologines schemas. Cia MET — vienpakopis procesas
(metanogenezé), ACET+MET — dvipakopis procesas (acetogenezé ir metanogeneze).

Vertinant biodujy sudétj anaerobinio skaidymo pabaigoje nustatyta, kad 26 %
daugiau metano susidaré taikant kartu acetogenezés ir metanogenezés procesus (zr.
3.11 lent.). Vienpakopio ir dvipakopio skaidymo metu gautas CO; kiekis buvo
atitinkamai: 8,2 ir 4,5 %, o H>S —190 ir 170 ppm, todél galima teigti, kad didesnis
metano grynumas gali biiti gautas taikant dviejy pakopy technologine schema.
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3.11 lentelé. Technologinés biodujy gamybos schemos jtaka biodujy sudéciai

Sudétis, % MET ACET+MET ™
METANAS 54+2 2° 68+3,1° 18+2,8?
CO2 8,2+1,3° 4,5+1,12 3,141,52
H2S (ppm) 190+4,5¢ 170+4,9 25+2,3%
Kiti komponentai 37,8° 27,52 78,9°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés +StN; Cia MET — vienpakopis procesas
(metanogenezé), ACET+MET — dvipakopis procesas (acetogenezé ir metanogeneze), TM —
méginys be substrato (lubiny sékly biomasés). a, b, ¢,— vidurkiai, pazyméti skirtingomis
raidémis toje pacioje eilutéje statistiskai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).

Atlikti tyrimai leidzia teigti, kad lignoceliulioziné lubiny sékly biomasé,
sudétyje turinti didelj kiekj angliavandeniy, gali buti tinkamas substratas biodujoms
gaminti. Taikant dviejy etapy biodujy iSgavimo technologing schemg, kai
acetogenezes etape vyksta substrato fermentacija su PRB, galima gauti efektyvesng
metano gamyba anaerobinio procesy metu. Biodujy iSgavimas yra kompleksinis
procesas, reikalaujantis subalansuoto sudétiniy etapy vyksmo. Proceso kinetika
apibrézti sudétinga, nes substrato junginiy hidrolizé priklauso nuo daugelio skirtingy
parametry: substrato daleliy dydZio, fermenty aktyvumo, temperatiiros ir pH vertés.
Pritaikius fermentacija su PRB dar acetogenezés etapo metu, galima palengvinti
substrato hidrolizg, lengviau kontroliuoti pH, intensyvinti lakiyjy riig§¢iy susidaryma
acidogenezés metu bei sutrumpinti metano gamybos trukme.

3.3. Pieno rugsties gamyba i§ lubiny sékly biomasés

Fermentiné pieno rugsties gamyba turi daugiau privalumy nei cheminé sinteze,
nes jos metu galima naudoti atsinaujinancios energijos Saltinius bei gauti optiSkai
grynus pieno rigSties streoizomerus (188). Fermentinei PR gamybai gali buti
naudojami jvairlis substratai, kuriy sudétyje yra didelis kiekis fermentuojamy
angliavandeniy. Dazniausiai tokiais substratais gali buti iSrtigos, melasa, krakmolo
produktai ir lignoceliuliozinés medziagos.

Lubiny sékly biomasés hidrolizé amilolitiniais ir ksilanolitiniais fermentais
pries fermentacija su PRB gali padidinti fermentuojamy sacharidy kiekj bei gerinti
fermentacijos efektyvuma. Sioje tyrimy dalyje tirta lubiny sékly biomasés
polisacharidy hidrolizei naudoty fermentiniy preparaty jtaka redukuojanciy cukry
kiekiui (zr. 3.7 pav.). Fermentinés hidrolizés metu lubiny biomaséje, lyginant su
nehidrolizuotu méginiu, daugiausia gliukozés susidaré naudojant 2400 AV ksilanazés
(¢r. 3.7 pav., ). Siuo atveju ksilozés ir arabinozeés susidaré atitinkamai 9 ir 18 karty
daugiau nei be polisacharidy hidrolizés. Taip pat nustatyta, kad lubiny biomaséje,
fermentuotoje su 120 AV bakterine a-amilaze, gliukozés ir maltozés susidaré
atitinkamai 2,5 ir 3 kartais daugiau, palyginus su nehidrolizuotu méginiu (Zr. 3.7 pav.,
b). Didesnis $iy fermenty aktyvumas neturé¢jo reikSmingos jtakos tolimesniam
monosacharidy susidarymui.
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3.7 pav. Ksilanazés (a) ir amilazés (b) priedo jtaka redukuojantiems cukrums susidaryti
lubiny sékly biomaséje

Pieno ragsties susidarymo lubiny sékly biomaséje priklausomybé nuo
fermentacijos trukmés ir naudoty PRB padermiy parodyta 3.8 paveikslo a dalyje. PR
susidarymas didéjo, ilgéjant fermentacijos trukmei. Fermentacijos metu gautas PR
kiekis buvo 182-282 mg/kg. Lyginant su kitomis PRB padermémis, vidutiniskai 38
% didesnis PR kiekis (282 mg/kg) susidaré fermentuotoje su P. pentosaceus KTUOQ5-
9 lubiny sékly biomasgje (Zr. 8 pav., a). Pasirinktos PRB padermés fermentacijos metu
gamino L(+)- ir D(-)-pieno rugsties izomery misinj (Zr. 3.8 pav., b, ¢, d, e). Izomery
susidaryme svarbiausi skirtumai gauti po 12 val. fermentacijos. P. acidilactici
KTUO5-7 intensyviau produkavo D(-)-pieno raigSties izomerg (66 mg/kg), Pp9 —
L(+)-pieno ragsties izomerg (91 mg/kg), o Pp8ir Ls — beveik vienodus abiejy izomery
kiekius (atitinkamai 39 ir 34 mg/kg). Taciau po 24 val. fermentacijos, naudojant Pa ir
Pp9, abiejy izomery kiekiai tapo panasis ir D/L santykis fermentuotoje terpéje buvo
atitinkamai 0,97 ir 0,94. Fermentuotoje su Pp8 ir Ls terpéje intensyviau susidaré L(+)-
pieno rugstis, D(-)-pieno rugsties kiekis fermentacijos metu kito nezymiai, o D/L
buvo atitinkamai 0,46 ir 0,64. Fermentacijos pabaigoje visais atvejais vyravo L(+)-
pieno rigsties izomeras: raceminiame miSinyje jis sudaré 54 % (P. acidilactici
KTUO05-7), 56 % (P. pentosaceus KTUO05-9), 72 % (P. pentosaceus KTUO05-8) ir 74
% (L. sakei KTUO5-6) nuo bendro PR kiekio.

Tyrimas parodé, kad pieno ragsties iSeigai bei L(+)- ir D(-) izomerams
susidaryti jtakos turéjo naudojama PRB padermé ir fermentacijos trukmeé. Pasirinktos
PRB padermés kietafazés fermentacijos salygose gebéjo gaminti pieno riigstj lubiny
sékly biomaséje, likusioje po baltymy i$skyrimo ir daugiausiai gamino vertingg L(+)-
pieno rugsties izomera. Taciau susidariusios PR kiekis buvo mazesnis, lyginant su
kity tyréjy rezultatais, gautais fermentuojant jvairiy rasiy augaling zaliava, pvz., PR
kiekis kukurtizy biomaseés B. coagulans LA204 fermentacijos metu buvo 96 g/l (204),
cukranendriy biomasés Lc. lactis Ol-1 — 11 g/l (205), baltyjy ryziy séleny hidrolizato
Lb. Rhamnosus LA-O4-1—82 g/l (206), kvieciy séleny P. pentosaceus9 — 38 g/l (203).
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3.8 pav. Pieno riigsties (a) ir jos izomery susidarymo lubiny sékly biomaséje priklausomybé
nuo kietafazés fermentacijos trukmés ir PRB padermés: P. acidilactici KTU05-7 (b), P.
pentosaceus KTU05-9 (c), P. pentosaceus KTU05-8 (d), L. sakei KTU05-6 (e); Cia DPR —
D(-)-pieno rugstis, LPR — L(+)-pieno ragstis

3.4. Pieno riigSties gamyba i§ $alutiniy siiriy gamybos produkty

Pieno rtgsties susidarymas tirtas Pedioccocus spp. padermémis fermentuojant
strines iSrligas ir iSriigy permiatg, gauta ultrafiltracijos budu pasalinus baltymus, 0
gauti rezultatai lyginti su daznai pieno pramon¢je naudojama PRB paderme — L.
bulgaricus.

PRB f-D-galaktozidazés aktyvumas. PRB gali turéti laktazinj aktyvuma, todél
svarbu jvertinti jo jtaka substrate esancios laktozés hidrolizei fermentacijos metu.
PRB laktazinio aktyvumo, fermentuojant israigas, rezultatai pateikti 3.9 paveiksle.
Nustatyta, kad PRB padermés tur¢jo skirtinga aktyvuma, kuris priklausé ir nuo
fermentacijos trukmés (p < 0,05). Vertinant jvairias Pediococcus padermes, po 24 val.
kultivavimo i8rigy terpéje, didZiausias aktyvumas nustatytas P.pentosaceus KTUOQ5-
9 ir P. acidilactici KTUO05-7, kuris buvo atitinkamai: 137,6 U/ml ir 135 U/ml, tadiau
buvo vidutiniskai 24 % mazesnis nei L. bulgaricus. Po 48 val. fermentacijos Pp9

70



turéjo didziausig laktazinj aktyvuma (57 U/ml), taiau visy tirty Pediococcus
padermiy laktazinis aktyvumas buvo 65 % mazesnis nei L. bulgaricus. Ilgéjant
fermentacijos trukmei (>24 val.), visy PRB B-D-galaktozidazés aktyvumas sumazéjo
vidutiniskai 66 %.
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3.9 pav. Laktazinio aktyvumo priklausomybé nuo PRB padermés fermentuojamy isriigy
terpéje. Cia Pp8 — P. pentosaceus KTU05-8; Pp9 — P. pentosaceus KTU05-9; Pa— P.
acidilactici KTUO5-7; Lb — L. bulgaricus. Pastaba: a, b, ¢ — vidurkiai, esant tai paciai

fermentacijos trukmei, pazymeéti skirtingomis raidémis statistiS$kai reik§mingai skiriasi (p <
0,05)

PRB B-D-galaktozidazés aktyvumas yra naudingas norint efektyviau vykdyti
laktozés hidrolize, sumazinti fermentiniy preparaty naudojima bei spartinti
fermentacijos procesus. Sio tyrimo rezultatai parodé, kad tirtos Pediococcus padermés
turi skirtingg laktazinj aktyvuma, taciau jis mazéja ilginant fermentacijos trukmeg.
Chanalia ir kt. (276) isskyré B-D-galaktozidaze i$ P. acidilactici, kuri pasizyméjo
dideliu laktozés hidrolizés laipsniu ir sintetino prebiotinius galaktooligosacharidus.
Schwabo ir kt. (277) tyrimas taip pat patvirtino, kad p-D-galaktozidazés, isskirtos i§
Lactobacillus ir Bifidobacterium, gali efektyviai hidrolizuoti laktoze ir sintetinti
tokius vertingus junginius, kaip galaktooligosacharidai ir heterooligosacharidai.

PRB adaptacija fermentacijos terpése. 18 3.10 paveiksle pateiktos PRB
dauginimosi priklausomybés nuo fermentacijos trukmés matyti, kad Pediococcus
padermés gerai adaptavosi tiek isrtgy, tiek iSriigy permiato terpése. PRB lasteliy
skaiCius i§ pradziy padidéjo, o ilgéjant fermentacijos trukmei émé mazéti. Nustatytas
reik§mingas P. acidilactici KTUOQ5-7 Iasteliy skaic¢iaus padidéjimas po 24 val.
kultivavimo isriigy terp¢je (10,6 log KSV/ml) ir po 48 val. isriigy permiato terpéje
(10,7 log KSV/ml). Didziausias P. pentosaceus KTUO5-9 ir P. pentosaceus KTUO5-
8 lgsteliy skai¢ius gautas po 48 val. fermentacijos ir buvo atitinkamai: 11 ir 9,3 log
KSV/ml (isragy terpéje) bei 11,2 ir 9,7 log KSV/ml (isrigy permiato terpéje). L.
bulgaricus lasteliy daugiausia rasta po 24 val. fermentacijos iSrigy ir permiato
terpése, atitinkamai: 9,5 ir 9,7 log KSV/ml. Tlgéjant fermentacijai (>48 val.), PRB
lasteliy skai¢ius mazéjo vidutiniskai 25 %. I§ gauty rezultaty matyti, kad geriausiai
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abiejose terpése kultivavosi P. pentosaceus KTUOQ5-9 ir P. acidilactici KTUQ05-7
padermés, 0 intensyviau jos dauginosi iSrigy permiato terpéje.

PRB skai¢ius, log KSV/ml
PRB skai¢ius, log KSV/ml

0 1I0 26 36 46 :;0 66 76 80 1‘0 2‘0 3‘0 4I0 5‘0 éO 7I0 80
a Fermentacijos trukmé, val b Fermentacijos trukmé, val
3.10 pav. PRB dauginimosi isrigy (a) ir permiato (b) terpése priklausomybé nuo
fermentacijos trukmés; Cia Pp8 — P. pentosaceus KTUO05-8; Pp9 — P. pentosaceus KTU05-9;
Pa — P. acidilactici KTU05-7; Lb — L. bulgaricus

PH vertés pokyciai siriniy iSriigy ir iSriigy permiato fermentacijos metu. I8
3.11 paveikslo matyti, kad reikSmingas pH vertés sumazéjimas tiek iSriigose, tiek
iSrtigy permiate nustatytas po 48 val. fermentacijos: pH verté sumazéjo 39 %
fermentacijos su P. pentosaceus KTUO05-9 ir P. acidilactici KTUO05-7 metu bei 37 %
— su P. pentosaceus KTUO5-8 ir L. bulgaricus. Ilgesné fermentacija (>48 val.)
neturéjo reik§mingos jtakos pH vertés pokyc¢iams.

@24 val. B48val O72val
6 6 - B24 val. B48val. 072 val

a

3.11 pav. PRB padermiy jtaka pH vertés poky¢iams siiriniy iSriigy (a) ir iSrigy permiato (b)
fermentacijos metu; Cia Pp8 — P. pentosaceus KTU05-8; Pp9 — P. pentosaceus KTU05-9; Pa
— P. acidilactici KTU05-7; Lb — L. bulgaricus. Pastaba: a, b — vidurkiai, esant tai paciai
PRB padermei, pazyméti skirtingomis raidémis statistiSkai reik§mingai skiriasi (p < 0,05)

Sis tyrimas parodé, kad, fermentuojant $alutinius pieno perdirbimo produktus
su Pediococcus padermémis, vyko oOrganiniy rags¢iy gamyba naudojant
fermentuojamus angliavandenius, todél fermentuojamos terpés pH verté sumazéjo.
Literatroje nurodoma, kad pH vertés poky¢ius nulemia PRB padermiy metabolizmo
produktai, kuriy susidarymas labiausiai priklauso nuo terpés sudéties, temperatiiros ir
fermentacijos trukmés (195, 278). Atsizvelgiant | prie§ tai gautus PRB skaiciaus
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kitimo rezultatus (zr. 3.10 pav.) galima teigti, kad pH verté lemia ir tolimesnj PRB
dauginimosi aktyvumg fermentacijos metu, nes labai zema terpés pH verté gali
paveikti mikroorganizmy lasteles dvejopai: sustabdyti fermenty veikla ir taip
sumazinti maisto medziagy patekimg j lastele arba sutrikdyti fermenty, atsakingy uz
naujos protoplazmos, RNR ir kity baltymy sinteze, veikla. pH vertés mazéjimas
ilgéjant fermentacijos trukmei galéjo turéti jtakos ir pries tai tyrime nustatytam PRB
laktazinio aktyvumo mazéjimui (Zr. 3.9 pav.). Panasis rezultatai buvo gauti Daso ir
kt. (279) tyrimo metu. Rezultatai parodé, kad [B-D-galaktozidazés aktyvumas
sumaz¢jo esant pH<5, todél 1étéjo laktozés hidrolizé. Buvo gauta stipri priklausomybé
tarp pH vertés ir angliavandeniy hidrolizés laipsnio.

Pieno riagsties susidarymas. PRB padermés jtaka pieno riigSties izomery
susidarymui siirinése iSriigose ir iSrigy permiate fermentacijos metu pateikta 3.12
lenteléje. Nustatyta, kad, lyginant su siiriniy iSriigy fermentacijos terpe, vidutiniskai
16 % didesnis PR kiekis susidaré fermentuotame iSrugy permiate. PR susidaré
daugiau ilgéjant fermentacijos trukmei, taciau ilgesné nei 72 val. fermentacija
neturéjo statistiSkai reikSmingos (p<0,05) jtakos PR Kiekiui. Pedioccocus spp.
padermé turéjo statistiSkai reikSmingg (p<0,05) jtakg PR susidaryti. DidZiausig PR
kiekj (27-34 g/l) abiejose fermentacijos terpése produkavo P. acidilactici KTU05-7,
nes susidariusios PR buvo vidutini$kai 16 % daugiau nei Pp8 ar Pp9 fermentacijos
metu. Statistiskai reikSmingi skirtumai tarp PR kiekio, gauto su Lb ir Pa
fermentuotose terpése, nebuvo nustatyti. Vertinant rezultatus gauta, kad antrajame
fermentacijos etape (nuo 24 iki 72 val.), esant pH vertéms 3,7-3,9, P. acidilactici
KTUO5-7 produkavo 20 % (striniy i8ragy terpéje) ir 36 % (iSrligy permiato terpéje)
daugiau PR nei L. bulgaricus. Tai leidzia teigti, kad P. acidilactici KTU05-7 gali
efektyviau gaminti PR nei L. bulgaricus esant zemoms pH vertéms. Taip pat nustatyti
statistiskai reik§mingi (p<0,05) skirtumai tarp L. bulgaricus ir Pedioccocus spp.
padermiy sintetinamy PR izomery. Fermentacijos su Pedioccocus padermémis metu
vyravo L(+)-pieno riigsties izomero (LPR) susidarymas. Fermentacijos su Pp9 ir Pp8
metu nustatytas LPR kiekis raceminiame misinyje buvo ~ 70 %. Per 48 fermentacijos
valandas Pa sintetino L(+)-pieno rugsties izomera, o Lb — D(-)-pieno rigsties izomera
(DPR), taciau fermentacijos trukmei pailgéjus iki 72 val., fermentacijos terpése su Pa
gautas DPR (~ 6 % bendrojo PR kiekio), o Lb — LPR (~ 4 % bendrojo PR kiekio).

Rezultatai parodé, kad fermentacijos metu susidariusios PR kiekis kito
priklausomai nuo fermentuojamos terpés, PRB padermés ir fermentacijos trukmés.
PRB sintetinamos organinés raigstys sukelé pH vertés mazéjimg fermentacijos metu,
kuris galéjo turéti jtakos mikroorganizmy dauginimuisi ir PR susidarymo efektyvumui
(280). PR yra silpna rugstis, kuri i§ dalies disocijuoja vandenyje ir gali pasizyméti
inhibiciniu efektu mikroorganizmy lasteliy metabolizmui. Siame tyrime naudotos
Pedioccocus spp. padermés, iskirtos i$ terpés, kurios pH verté 3,2-4,2, i$laiko savo
gyvybinguma esant zemai terpés pH vertei ir, kaip rodo $io tyrimo rezultatai, tokiu
btidu galéjo pagaminti daugiau PR. Naudojant tokias PRB, sumazéty poreikis taikyti
Sarminimo procedira, kurios metu PR su Sarminimo agentais (Ca(OH). ar CaCO:s)
formuoja laktatus, taip mazindami istirpusios riigsties kiekj terpéje. Sarminimas turi
ne tik neigiama poveikj PR i$skyrimo i§ terpés procesams, bet ir sudaro didelius
kiekius atlieky (pvz., gipso), todél pramonéje néra pageidautinas.
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3.12 lentelé. Pedioccocus spp. padermiy jtaka pieno riigSties izomery susidarymui iSrigy ir iSriigy permiato terpése fermentacijos
metu

PRB Pieno rigstis, g/l L(+)-pieno ragstis, g/l D(-)-pieno ragstis, g/l
24 val. 48 val. 72 val. 24 val. 48 val. 72 val. 24 val. 48 val. 72 val.

Strinés i8riigos

Kontroleé 19,1+0,4  26,6+0,5°  27,0+0,3° 0,0 0,0 0,9+0,5%  19,1+0,5°  26,6+0,4° 27,0+0,5°
Pa 17,440,3°  245+0,5°  26,9+0,4°  17,4+0,49 24,5+0,3° 25,0+0,4¢ 0,0 0,0 0,8+0,3?
Pp9 17,340,1°  255+0,6°  26,1+0,5*  13,2+0,1° 16,3+0,4° 16,8+0,4°  4,1+0,1? 9,2+0,2°  9,3+0,3°
Pp8 12,240,12  21,5+0,28  22,9+0,4° 7,1+0,12 12,7+0,2° 13,9+0,4°>  5,1+0,12 9,4+0,3>  8,9+0,5°
Isriigy permiatas

Kontroleé 21,940,5¢  34,1£04°  34,1+0,6° 0,0 0,0 1,5£0,2% 21,9+0,6°  34,0+0,6° 32,6+0,4¢
Pa 17,3+£0,4°  31,8+0,3°  33,9+0,3° 17,3049 31,8+0,5¢ 31,0+0,3¢ 0,0 0,0 2,9+0,32
Pp9 13,9+02%  27,640,3°  28,9+0,5° 11,3+0,3° 222+0,6° 21,940,4°  2,6+0,42 5,4+0,3%  4,440,5°
Pp8 14,4+02%  257+0,4°  26,8+0,3°  10,4+0,3° 21,2+0,4° 21,6+0,2°  3,1+0,42 4,5+0,32  2,8+0,5°

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés £StN; ¢ia Kontrolé — fermentuota su L. bulgaricus, PRB — pieno riigsties bakterijos, Pp8 — P.
pentosaceus KTUO05-8; Pp9 — P. pentosaceus KTU05-9; Pa — P. acidilactici KTUO05-7; a, b, ¢, d — vidurkiai, pazyméti skirtingomis raidémis
tame paciame stulpelyje statistiskai reik§mingai skiriasi (p < 0,05)



Sio tyrimo metu taip pat buvo nustatyta, kad pasirinktos PRB padermés
produkavo L(+)- ir D(-)-pieno riigSties izomery misinj, kuriame atskiry izomery
kiekis kito priklausomai nuo PRB padermés ir fermentacijos trukmés. Literatiiroje
nurodoma, kad fermentuojant angliavandenius, PRB gali gaminti vienos rusies
izomerg arba jy raceminj misinj. PR izomery susidaryma lemia fermento laktato
dehidrogenazés forma (281, 282). Keletas Lactobacilli padermiy fermentacijos metu
sintetina L(+)-izomerus, taiau suaktyvéjgs fermentas racemazé paveréia $iuos
izomerus | D(-)-pieno riigstj kol pasickiama pusiausvyra ir sudaromas raceminis
misinys (282). Priklausomai nuo substrato sudéties ir fermentacijos rezimo, Lb.
delbrueckii gali gaminti vienos rasies izomera arba L(+)- ir D(-)-pieno ragsties
mi$inj, kuriame pastarasis izomeras yra vyraujantis (212). Taigi, raceminio misinio
kompozicijai ir vyraujancio PR izomero kiekiui reik§mingg jtaka turi ir pH pokyciai,
maistinés medziagos, substrato riisis, temperatiira, aeracija ar gamybos proceso tipas
(283, 284).

3.5. Membraniniy technologijuy panaudojimas pieno riig§c¢iai iSgauti

PR iSskyrimas ir gryninimas yra vienas brangiausiy PR gamybos etapy, todél
tam atlikti taikomos jvairios technologijos (214). Ta¢iau dauguma metody reikalauja
keleto PR iSskyrimo etapy, nes negali uztikrinti visiSko mikroorganizmy lasteliy
atskyrimo i§ terpés. Todél Siuo metu daug démesio susilaukia membraninés
technologijos, kurios taikomos norint i§gauti junginius, nes nereikia keisti medziagos
agregatinés biisenos, todél sumazéja energijos sanaudos. Be to, tai ekologiskas
metodas, nereikalaujantis jokio papildomo cheminio terpés paruoSimo. Remiantis
atliktais ekonominiais skaiCiavimais, membraninés technologijos gali gerokai
sumazinti PR gamybos i$laidas, lyginant su Kitais metodais. Vis tik membraninio
filtravimo efektyvumui gali turéti jtakos ne tik membrany parametrai, bet ir
pienartgstés fermentacijos procesy salygos (285). Jvertinant tai, PR isskirti ir gryninti
buvo pasirinkta nanofiltracija ir atvirkstinis osmosas, 0 eksperimentui vykdyti
parinkta isrigy permiato terpé, kuriai papildomai taikyta hidrolizé fermentiniu
preparatu p-D-galaktozidaze, fermentacija su P. acidilactici KTUO05-7 ir L.
bulgaricus, nes sioje terpéje PRB produkavo didziausig pieno rugsties kiekj (Zr. skyr.
3.4).

Eksperimento metu tirta fermentacijos trukmés jtaka PRB dauginimuisi ir pH
vertés pokyc¢iams iSrigy permiato terp¢je (Zr. 3.13 lentel¢). PRB dauginimasis did¢jo,
ilgéjant fermentacijos trukmei, o abiejy PRB dauginimosi greitis terpéje buvo
skirtingas. Po 36 val. fermentacijos su P. acidilactici KTU05-7 lasteliy skai¢ius buvo
4,8 % didesnis nei L. bulgaricus, taciau fermentacijos pabaigoje reikSminiy skirtumy
tarp abiejy PRB padermiy skaiciaus nebuvo nustatyta. Terpés pH verté mazéjo
fermentacijos metu dél PRB produkuojamy organiniy rugscéiy kiekio (Zr. 3.13 lentelé).
Fermentacijos su Pa metu pH verté maz¢jo sparciau nei L. bulgaricus, po 24 val. Pa
terpés riigstingumas buvo 13 % mazesnis nei Lb. Pa ir Lb fermentacijos pabaigoje pH
verté buvo atitinkamai 3,7 ir 3,9.
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3.13 lentelé. Fermentacijos trukmés jtaka PRB skai¢iaus ir pH vertés kitimui
hidrolizuotame isrigy permiate

Fermentacijos trukmé, val

PRB 0 12 24 36 48
PRB skaiius, log KSV/ml
Pa 7,2040,208  7,35+0,15%  7,45+0,35%  7,90+0,15°  8,51+0,102
Lb 7,20+£0,20  7,20+£0,20* 7,254+0,20®°  7,45+0,15*  8,40+0,10?
pH
Pa 6,1+0,42 4,7+0,22 4,1+0,12 3,8+0,22 3,7+0,32
Lb 6,0+0,62 5,0+0,32 4,7+0,2° 4,1+0,22 3,9+0,22

Nurodytos vidutinés trijy pakartojimy vertés £StN; ¢ia PRB — pieno riigsties bakterijos; Pa —
P. acidilactici KTU05-7; Lb — L. bulgaricus.; a, b — vidurkiai, pazymeéti skirtingomis raidémis
tame paciame stulpelyje statistiSkai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).

Komerciniy fermentiniy preparaty panaudojimas laktozés hidrolizei palengvina
fermentuojamo substrato prieinamumg PRB ir kartu intensyvina PR sintez¢. Po
fermentinés iSrtigy permiato hidrolizés B-D-galaktozidaze, pradinis laktozés kiekis
sumazéjo 27 %. Laktozés kiekio mazéjimo PRB fermentacijos metu rezultatai pateikti
3.12 paveiksle. Intensyvesné laktozés hidrolizé vyko pirmajame fermentacijos etape
(24 val.) ir buvo 56 % (Pa) ir 50 % (Lb), o véliau disacharido fermentinis skaidymas
létéjo. Nustatyta, kad po 48 val., fermentuojant su P. acidilactici KTUO5-7 ir L.
bulgaricus, laktozés hidrolizé buvo atitinkamai 71 % ir 74 %. Hidrolizés etapas Siame
tyrime buvo pasirinktas remiantis literatiiroje pateiktais duomenimis apie bioprocesy
taikymg fermentinés pieno rugsties gamybai, kai substrato hidrolizé j lengviau
fermentuojamus monosacharidus atliekama pries PRB fermentacijg arba Sio proceso
metu (212, 286). Be to, tyrime naudotos PRB turéjo tam tikrg laktazinj aktyvuma (Zr.
skyr. 3.4), todél papildomai naudojant apdorojimg fermentiniais preparatais galima
pagreitinti angliavandeniy hidrolizg ir sumazinti fermentacijos trukme (287, 288).

50 4

i HP. acidilactici KTU05-7
2 M L. bulgaricus
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b
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Fermentacijos trukmé, val

3.12 pav. Fermentacijos trukmés jtaka laktozés hidrolizei isragy permiate. Pastaba: a, b
— vidurkiai, esant tai paciai fermentacijos trukmei, pazymeti skirtingomis raidémis
statistiSkai reik§mingai skiriasi (p < 0,05)
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L(+)- ir D(-)-pieno riigsties izomery susidarymas. Pagal pieno riigsties
susidaryma ir jos izomery pasiskirstyma hidrolizuotame isrigy permiate nustatyta,
kad PR kiekis didéjo ilgéjant fermentacijos trukmei, o izomery pasiskirstymui
reikSmingg jtaka turéjo PRB padermé (p < 0,05) (2. 3.13 pav.). PR iSeiga po 48 val.
fermentacijos su P. acidilactici KTUO05-7 ir L. bulgaricus buvo atitinkamai 1,03 g/g
ir 1,05 g/g. Nuo 24 val iki fermentacijos pabaigos P. acidilactici KTUO05-7 produkavo
9,4 % daugiau PR nei L. bulgaricus (zr. 3.13 pav., a). Fermentacijos su Pa metu
nustatytas vidutinis D/L rodiklis — 0,4, kuris rodo vyraujantj L(+)-pieno ragsties
izomero susidaryma, jo kiekis Kito nuo 64 iki 76 %. Fermentuotame su Lb isrigy
permiate daugiausia susidaré¢ D(—)-pieno riigsties, jos kiekis kito nuo 68 iki 86 %, o
nustatytas vidutinis D/L rodiklis buvo 4,5. Fermentacijos pabaigoje, D/L rodiklis buvo
0,3 (Pa) ir 5,7 (Lb) (zr. 3.13 pav., b).
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3.13 pav. Fermentacijos trukmeés jtaka pieno rugsties (a) ir jos izomery (b) susidarymui
isriigy permiate fermentuotame su P. acidilactici KTU05-7 ir L. bulgaricus. Cia D/L — D(-)-
ir L(+)- pieno ragsties izomery santykis. Pastaba: a, b — vidurkiai, esant tai paciai
fermentacijos trukmei, pazyméti skirtingomis raidémis statistiskai reik§mingai skiriasi (p <
0,05)

PR koncentravimas ir gryninimas. PR isskirti i§ fermentacijos terpés panaudota
filtracijos sistema, sudaryta i§ nanofiltracijos ir atvirkStinio osmoso membrany. Prie$
pradedant filtracija nustatyta, kad fermentacija su skirtingomis PRB turéjo jtakos
fermentuoto isrtigy permiato paruoSimui prie§ filtracija.  Vizualiai vertinant
fermentuotus produktus, pastebétos L. bulgaricus permiato pavirsiuje koaguliavusios
baltymy dalelés, kurios nesusiformavo su P. acidilactici KTUOQ5-7 fermentuotame
iSrigy permiate. Manoma, kad baltymai Siose terpése koaguliavo dél smarkiai
sumazejusios pH vertés. Skirtumus, atsiradusius $io tyrimo metu, galé¢jo lemti
nevienodas PRB padermiy proteolitis aktyvumas. Atskiro tyrimo metu jvertinus Lb ir
Pa proteolitinj aktyvumg nustatyta, kad pastaroji padermé pasizyméjo didesne geba
(0,3 PU/mL) hidrolizuoti baltymus, todél jos fermentuotame isrugy permiate nebuvo
pastebétos koaguliavusiy baltymy dalelés. Didelis mikroorganizmy lasteliy ir kity
neiStirpusiy stambiamolekuliy junginiy kiekis, esantis fementacijos terpéje, gali
suformuoti papildoma sluoksnj ant membranos pavirSiaus ir uzkimsti membranos
poras, dél ko sukeliamas srauto slopinimas ir sumazinamas filtravimo naSumas. Todél
prie§ nanofiltracijg baltyminés medziagos atskirtos nuo Lb fermentacijos terpés
filtruojant.
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Nanofiltracijos ir filtracijos atvirkStiniu osmosu jtaka pieno riig§ties izomery ir
laktozés kiekiui retentate ir permeate, filtruojant su Pa ir Lb fermentuotus méginius,
pateikta 3.14 lenteléje. Laktozés sulaikymas nanofiltracijos metu sieké 89 (P.
acidilactici KTUO5-7) ir 85 % (L. bulgaricus). Pieno rtigsties kiekis po nanofiltracijos
P. acidilactic KTUO5-7 i ir L. bulgaricus permeate buvo atitinkamai 55,5 g/L ir 54,9
g/L. Taikant atvirkstinj osmosg, nustatytas koncentruotos PR kiekis Pa ir Lb
retentatuose buvo atitinkamai 4 ir 3 kartus didesnis nei permiatuose po nanofiltracijos,
0 PR sulaikymas buvo 82 % (Pa) ir 80 % (Lb). Po membraninés filtracijos nustatyta
tokia pati pieno rugsties izomery pasiskirstymo tendencija, kaip ir PRB fermentacijos
pabaigoje: didesni L(+)-pieno ragsties izomero kiekiai vyravo RO retentate,
fermentuotame su P. acidilactici KTUO05-7 (D/L=0,3), 0 D(-)-pieno ragsties —
retentate, fermentuotame su L. bulgaricus (D/L=5,6).

3.14 lentelé. Nanofiltracijos ir filtracijos atvirkstiniu 0Smosu jtaka pieno riigsties
izomery ir laktozés kiekiui retentate ir permiate

Mebraniniai procesai P'}?.?_'Sgg?;'m L. bulgaricus
Nanofiltracija:
Retentato kiekis, | 56 45
LPR, g/L 9,7+0,68" 1,740,542
DPR, g/L 3,240,342 10,1+0,24°
Laktozé, g/L 28,940,252 30,7+0,18?
Permiato kiekis, | 94 105
LPR, g/L 42,3+0,27° 8,1+0,542
DPR, g/L 13,240,182 46,8+0,76°
Laktozé, g/L 1,4+0,28 1,6+0,22
AtvirkStinis osmosas:
Retentato kiekis, | 18,4 30
LPR, g/L 176,0+0,97° 23,940,992
DPR, g/L 56,740,982 135,1+0,97°
Permiato kiekis, | 70,6 70
LPR, g/L 7,4+0,18° 1,940,482
DPR, g/L 2,4+0,242 9,040,43°

Nurodytos vidutings trijy pakartojimy vertés +StN; Cia LPR — L(+)-pieno riigities izomeras;
DPR — D(-)-pieno ragsties izomeras; a, b — vidurkiai, pazyméti skirtingomis raidémis toje
pacioje eilutéje statistiskai reik§mingai skiriasi (p < 0,05).

Membraninio filtravimo parametrai (srauto greitis, naSumas, transmembraninis
slégis ir koncentravimo faktorius), gauti filtruojant su skirtingomis PRB fermentuota
terpe, pateikti 3.15 lenteléje. Vertinant Siuos rodiklius nustatyta, kad srauto greitis ir
procesy nasumas mazéjo, o transmembraninis slégis didéjo, ilgéjant filtracijos
trukmei. Esant didesniam srauto greiciui, fermentacijos terpéje esancios molekulés
grei¢iau paSalinamos nuo membranos pavirSiaus ir proceso naSumas did¢ja. P.
acidilactici KTUOQ5-7 fermentacijos terpés nanofiltracijos metu bendras naSumo
sumazéjimas buvo létesnis nei L. bulgaricus filtracijos metu. Taciau atvirkstinio
0smoso metu, didesnis pieno rugsties filtravimo naSumas nustatytas L. bulgaricus
fermentacijos terpés filtravimo metu. Nasumo mazéjimas yra susijes su membrany
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pory uzterSimu ir koncentracijos poliarizacija, kuri vyksta dél padidéjusios junginiy
koncentracijos arti membranos pavirSiaus (289, 290).

3.15 lentelé. Skirtingomis pieno rugsties bakterijomis fermentuoto iSrigy permiato
itaka membraninio filtravimo parametry kitimui

Méginiai (gi‘lr‘nnl‘rf) Qp T™MP  VCF J
Nanofiltracija

0:00 0,15 12,75 1,00 20,00

P. acidilactici KTU05-9 0:20 0,12 14,25 1,00 16,00
1:10 0,05 19,25 2,68 6,67

0:00 0,28 12,75 1,00 37,33

L. bulgaricus 0:20 0,20 12,75 1,00 26,67

1:10 0,04 20,25 3,33 5,33

Atvirkstinis osmosas

- .. 0:00 0,29 14,25 1,00 38,67

P. acidilactici KTU05-9 0:20 0.12 16.25 484 16,00
0:00 0,14 9,25 1,00 38,67

L. bulgaricus 0:10 0,21 13,25 1,00 28,00

0:15 0,17 14,25 16,67 22,67

Cia Qp — srauto greitis (m*h™'); TMP — transmembraninis slégis (bar); VCF — koncentravimo
faktorius; J — nasumas (Lm2h)

Dél uzsikimsSusiy pory ant membranos pavirSiaus formuojasi papildomas
sluoksnis, ta¢iau, kai pasiekiama pusiausvyra tarp sluoksnio formavimosi ir
suardymo, membranos pralaidumas tampa stabilus (291). Membraniniy technologijy
panaudojimas pieno rags¢iai isskirti ir gryninti i§ fermentacijos terpiy leidZia padidinti
gamybos efektyvumg ir yra ekonomiskai naudingas sprendimas. Sios technologijos
néra kenksmingos aplinkai, nes nenaudojami jokie papildomi chemikalai gryninimo
procese (214).
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ISVADOS

1.

80

Lubiny sékly milty kietafazé fermentacija pieno rigsties bakterijomis padidino
tirpiyjy baltymy kiekj ir pagerino baltymy in vitro virSkinamuma, sumazino
tripsino inhibitoriy aktyvumg ir pagerino lubiny sékly baltymy funkcines savybes
(emulsavimo ir putojimo).

Nefermentuoty lubiny sékly milty apdorojimas mazo daznio ultragarsu sumazino
bendra mikroorganizmy skai¢iy, fermenty (amilazinio, proteazinio ir
ksilanazinio) bei tripsino inhibitoriy aktyvuma, padidino baltymy in vitro
vir§kinamumg ir pagerino lubiny sékly baltymy funkcines savybes.

Nustatyta, kad fermentuoti lubiny sékly miltai yra tinkamas priedas kvietinei
duonai ruo$ti. Fermentuotas lubiny sékly milty priedas, palyginti su
nefermentuotu, turéjo statistiskai reikSminga jtaka (p < 0,05) kepinio savitojo
tario ir mink$timo akytumo padidéjimui, kepiniy tekstdrai ir juslinéms
savybéms.

Biodujy gamybai, i§ lubiny sékly biomasés, taikant dvipakopj (acetogenezés ir
metanogenezes) anaerobinio skaidymo procesa, metano susidaro 26 % daugiau
nei vienpakopio proceso metu. Dvipakopis procesas sutrumpina substrato
anaerobinio skaidymo trukmg ir padidina metano grynumo laipsnj. Acetogenezés
procesui parinkta L.sakei padermé, produkuojanti didziausig acto rugsties kiekj
fermentacijos metu.

Pieno riigSties ir jos izomery susidarymas i§ lubiny sékly lignoceliuliozinés
biomasés priklausé nuo PRB padermés ir fermentacijos trukmés. P. pentosaceus
KTUO05-9 produkavo 38 % didesn;j pieno rugsties Kiekj (282 mg/g), lyginant su
kitomis tyrimui naudotomis PRB padermémis. Raceminiame miSinyje vyravo
L(+)-pieno rtigsties izomeras (iki 74 %).

Lyginant su siirinémis iSrigomis, didesné pieno riigsties iSeiga nustatyta iSriigy
permiate, fermentuotame su L. bulgaricus (Lb) ir P. acidilactici KTU05-7 (Pa)
(0,78 g/g). L. bulgaricus spar¢iau pieno riigstj gamino iki 24 fermentacijos
valandos, o P. acidilactici KTU05-7 — tolimesnés fermentacijos metu. P.
acidilactici KTUO05-7, jskaitant ir kitas Pediococcus padermes, daugiau
produkavo L(+)-pieno rigsties izomera, 0 L. bulgaricus — D(-)-pieno rtgsties
izomera.

Ivertintas membraniniy technologijy taikymas pieno riigsciai iSgauti ir gryninti
i§ fermentacijos terpés (iSrtigy permiato). Po nanofiltracijos pieno riigsties kiekis
Pa ir Lb permiate padidéjo atitinkamai: 35 % ir 31 %, 0 po atvirkstinio 0SM0oso
retentate — atitinkamai 4 ir 3 kartais. Pieno rtgsties sulaikymas ant membrany
buvo 82 % (Pa) ir 80 % (Lb). Po filtravimo membranomis didesnis L(+)- pieno
rugsties izomero kiekis vyravo Pa retentate, 0 D(-)- pieno riigsties izomero — Lb.
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