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Santrauka

Duonos kepiniai $iuo metu gaminami, taikant greitas technologijas, kuriose ilgas raugy fermentacijos
procesas, naudojant pieno ragsties bakterijas, yra visiskai pakei¢iamas cheminiais priedais. Sioje
technologijoje gridy komponentai, pavyzdziui, baltymai, gamybos proceso metu néra suskaidomi,
dél to susidaro maziau virskinamy daleliy, kurios gali sukelti jvairias alergines reakcijas. Siame
projekte tirtos bakterinés kilmés proteolitiniy fermenty ir ultragarso panaudojimo galimybés
efektyviam glitimo baltymy kiekio sumazinimui javy griiddy produktuose. Darbe pilno griido kvietiniy
milty apdorojimui taikyta fermentacija skirtingomis pieno rugsties bakterijomis, vertinant terpés
ragstingumo pokyc¢ius, bakterijy proteolitinj aktyvuma bei tirpiyjy baltymy susidaryma fermentacijos
terp¢je. Pieno riigsties bakterijy fermentinés sistemos aktyvinimui ir zaliavos apdorojimui naudotas
37 kHz daznio (intensyvumas 100%, galingumas 70 W) ultragarsas. Eksperimento metu vertinta
apdorojimo ultragarsu jtaka mikroorganizmy proteolitiniam aktyvumui ir kompleksinio apdorojimo
ultragarsu ir fermentacijos pieno ruigsties bakterijomis poveikis kvie¢iy glitimo frakcijy baltymy
poky¢iams bei taikyty priemoniy jtaka teSlos teksttiros parametrams. Tiriamojo darbo metu atrinkti
didziausiu proteolitiniu aktyvumu pilno griido kvietiniy milty terpéje pasizymintys mikroorganizmai
ir parinktos optimalios fermentacijos salygos. Nustatyta, kad pilno griido kvietiniy milty terp¢je
didZiausiu proteolitiniu aktyvumu po 24 h fermentacijos pasizyméjo Lactobacillus brevis LUHS140
(0,011 AV/ml). Apdorojimas 30 min ultragarsu Lactobacillus brevis LUHS140 proteolitinj aktyvuma
padidino 2 kartus. Vertinant pieno riig§ties bakterijy proteolizés ir ultragarso jtakg glitimo baltymy
frakcijy pokyc¢iams, nustatyta, kad, fermentuojant gryng glitimg Lactobacillus brevis LUHS140,
gliadiny kiekis sumazéjo 2,3 karto, lyginant su neapdorotu méginiu, o papildomas apdorojimas
ultragarsu leido sumazinti gliadiny kiekj 6,3 karto. Ultragarso ir fermentacijos pieno rugsties
bakterijomis taikymas leido sumazinti gliadiny kiekj tesloje 3,8 karto, o kompleksinis ultragarso,
pieno rugsties bakterijy ir Saccharomyces cerevisiae mieliy panaudojimas gliadiny kiekj papildomai
sumazino 50 % (iki 0,16 mg/g). Kokybiné gliadiny analizé patvirtino, kad ultragarso ir pieno rugsties
bakterijy proteolitiniy fermenty poveikyje gryno glitimo gliadiny frakcija yra pilnai
suhidrolizuojama. PrieSingai nei gliadinai, visais atvejais gliuteninai nebuvo taip efektyviai paveikti
taikomy priemoniy. Taikytos biotechnologinés priemonés ir apdorojimas ultragarsu blogino teslos
tekstliros parametrus, taciau tai tik patvirtina efektyvig prolaminy hidroliz¢. Tiriamajame darbe
pateikta technologija gali biiti pritaikyta fermentuoty produkty be glitimo ar su sumazintu glitimo
kiekiu gamybai.
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Summary

Bread bakery products are currently produced using rapid technologies, where the long fermentation
process with lactic acid bacteria is completely changed by chemical additives. In this technology,
grain components, such as proteins, are not degraded during the production process resulting in less
digestible food components that can cause various allergic reactions. In this project, the possibilities
of using proteolytic enzymes of bacterial origin and ultrasound for efficient reduction of gluten
protein in cereal products were investigated. For the treatment of whole grain wheat flour,
fermentation with different lactic acid bacteria was used evaluating the changes in the acidity of the
medium and lactic acid bacteria proteolytic activity and formation of soluble proteins in the
fermentation medium. An ultrasound of 37 kHz frequency (intensity 100%, power 70 W) was used
for the activation of lactic acid bacteria enzyme system and raw material treatment. The effect of
ultrasound treatment on lactic acid bacteria proteolytic activity and the effect of complex ultrasound
treatment and lactic acid bacteria fermentation on wheat gluten fraction protein changes and the
influence of applied measures on the parameters of dough texture were evaluated. During the
experiment, microorganisms with highest proteolytic activity in whole grain wheat flour medium as
well as optimal fermentation conditions were selected. It was found that Lactobacillus brevis
LUHS140 had the highest proteolytic activity (0.011 AV/ml) in tested medium after 24 h of
fermentation. Also, Lactobacillus brevis LUHS140 proteolytic activity increased two times after 30
min of ultrasound treatment. Evaluating the effect of lactic acid bacteria proteolysis and ultrasound
on changes in gluten protein fractions provided the findings showing that by fermenting pure gluten
with Lactobacillus brevis LUHS140 it is possible to decrease the amount of gliadins 2,3 times in
comparison to an unprocessed gluten. Additional ultrasound treatment reduced the gliadins 6,3 times.
Combined application of ultrasound and lactic acid bacteria fermentation allowed to reduce the
amount of gliadins 3,8 times. Combined application of ultrasound, lactic acid bacteria fermentation
and Saccharomyces cerevisiae yeast reduced the amount of gliadins by further 50 % (till 0,16 mg/g).
The qualitative analysis of gliadins confirmed that ultrasound and lactic acid bacteria proteolytic
enzymes affected the full hydrolysis of the gliadin fraction of pure gluten. In all cases, glutenins were
not affected as much by the applied measures as gliadins. Applied biotechnological measures and
application of ultrasound lowered the texture parameters of the dough, which proves a high degree of
hydrolysis of prolamins. This technology may be applied to produce fermented products without
gluten or with a smaller gluten amount.
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Ivadas

Pastaruoju metu susirgimy celiakija, kurig sukelia jvairiy griidy baltymai, apibtidinami kaip gliutenas,
nustatoma mazdaug 0,5 — 2 % visy gyventojy daugelyje Europos Saliy ir JAV. D¢l didelio glutamino
kiekio ir specifiniy seky modeliy glitimo prolaminai yra atspariis virskinimo trakto proteolitiniams
fermentams ir taip veikia Zarnyno pralaiduma [1]. Siuo metu vienintelis efektyvus ligos gydymas yra
dieta be glitimo, ta¢iau $i dieta negali bati laikoma sveikos mitybos pavyzdziu, kadangi produktai be
glitimo daZnai yra gaminami i§ krakmolo ar rafinuoty milty, kuriems budingas mazas skaiduliniy
medziagy kiekis [2]. Pagal Pasaulio sveikatos organizacijos komisijos ir FAO rekomendacijas,
i§skiriami maisto produktai be glitimo, kuriy sudétyje glitimo lygis yra <20 ppm ir produktai su
sumazintu glitimo kiekiu, kai glitimo lygis yra <200 ppm [3]. Siai dienai vartotojai jau gali jsigyti
maisto produkty be glitimo, taciau vis dar nepakankamai atlikta tyrimy ir sukurta technologijy,
gerinanciy tokiy produkty kokybe ir mazinanciy kaing, kadangi tokie produktai yra kur kas brangesni,
lyginant su jprastiniais.

Duonos kepiniy gamybai Siuo metu taikomos greitos technologijos, kuriose ilgas raugy fermentacijos
procesas, naudojant proteolitines pieno riigsties bakterijas ir Saccharomyces cerevisiae mieles, yra
visiskai pakei¢iamas cheminiais priedais. Sioje technologijoje griidy komponentai, pavyzdziui,
baltymai, gamybos metu néra suskaidomi, dél to atsiranda maziau virSkinamy maisto produkty, kurie
gali sukelti jvairias alergines reakcijas [4]. Maisto ir biotechnologijos pramonés daro labai didele
pazangg, siekiant pagerinti glitimo netoleruojan¢iy zmoniy kasdienybe. Fermentuoti pieno riigSties
bakterijomis raugai gali buiti pritaikomi maisto produkty be glitimo gamyboje, siekiant pagerinti Siy
produkty tekstiira, maistines ir juslines savybes. Sio biotechnologinio proceso efektyvuma galima
padidinti, atrenkant mikroorganizmus, gebancius efektyviai hidrolizuoti vandenyje netirpius
baltymus, tokius kaip gliadinai, taip sumazinant jy toksiska poveikj, ir parenkant optimalias
fermentacijos sglygas. Taip pat fermentacijos efektyvumag galima padidinti ultragarso kavitacija.
Pastaruoju metu ultragarso panaudojimu paremtos technologijos yra pripaZintos kaip efektyvus ir
aplinka tausojantis pirminio apdorojimo biidas, pagerinantis ne tik baltymy hidrolizés laipsnj, bet ir
jtakojantis bakterijy augimo intensyvumg [5]. Vis délto tyrimy duomenys parodé, kad bitina
optimizuoti apdorojimo ultragarsu salygas procesui kontroliuoti.

Darbo tikslas: jvertinti bakterinés kilmés proteolitiniy fermenty ir ultragarso panaudojimo galimybes
efektyviam glitimo baltymy kiekio sumaZinimui maisto produktuose.

Darbo uzdaviniai:

1. Pieno rugsties bakterijy (PRB), pasizyminéiy proteolitiniu aktyvumu kvietiniy milty terpéje,
parinkimas:
a) PRB proteolitinio aktyvumo nustatymas;
b) baltymy poky¢iy fermentacijos terpéje jvertinimas;
c¢) fermentacijos sglygy parinkimas.

2. Ultragarso kavitacijos jtakos mikroorganizmy bioaktyvumui jvertinimas:
a) optimaliy apdorojimo ultragarsu salygy parinkimas, jvertinant PRB proteolitinj aktyvuma;
b) terpés pH ir bendro titruojamojo riigS§tingumo jvertinimas.

3. Apdorojimo ultragarsu ir fermentacijos atrinktomis PRB jtakos glitimo baltymy frakcijy
hidrolizei jvertinimas:
a) gliadiny ir gliuteniny iSskyrimas i§ fermentacijos terpés;



b) kiekybiné gliadiny analiz¢;

c¢) kokybin¢ gliadiny ir gliuteniny analiz¢, taikant molekuliniy siety chromatografija, natrio
dodecilsulfato — poliakrilamido gelio elektroforeze ir kapiliaring elektroforeze.
Biotechnologiniy priemoniy ir ultragarso jtakos kvietinés teslos teksttiros savybéms jvertinimas
ir rekomendacijy pateikimas.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Kbvie€iy griidy pagrindiniai sudéties komponentai

Kvie€iai yra labiausiai pasaulyje paplitusi grady rasis. Duonos kvie€iai (lot. Triticum aestivum)
gamina vienaséklius vaisius, kurie yra vadinami gridais arba branduoliais. Triticeae grupéje yra
penkios gentys, t. y. Aegilops, Elymus, Hordeum, Secale ir Triticum. Laukinés rasys yra diploidal,
pavyzdziui, genomo pavadinimas AA (Triticum monococcum), DD (T. tauschii) ir SS (T. speltoides);
tetraploidai, pavyzdziui, genomo pavadinimas AABB (T. turgidum) arba AAGG (T. timopheevi) [6].
Pasaulyje daugiausia auginami ir naudojami heksaploidiniai kviec¢iai yra Triticum aestivum, genomas
AABBDD, o chromosomy rinkinj sudaro 42 chromosomos [6].

Kvieciy grudy pagrindiniai sudéties komponentai yra polisacharidai (60 — 75 %) , lipidai (2 %) bei
baltymai (10 — 18 %) [6,7]. Be paminéty, maZesniais kickiais yra aptinkama ir fitino ragsties, ferulo
rugsties, vitamino E, betaino, cholino, niacino, pantoteno rtigsties, riboflavino, biotino, tiamino,
piridoksino, liuteino, glutationo, cinko, gelezies, mangano bei seleno [8]. Krakmolas yra svarbiausias
daugelio grudy atsarginis polisacharidas. Kvieciuose krakmolo daugiausia aptinkama gridy
endospermose. Jj sudaro gliukozes polimerai, amiloz¢ ir amilopektinas. Lipidy kvie€iy griiduose yra
randama nedaug. Pagrindiniai lipidai, jeinantys j griidy sudétj, yra palmitino ir linolo ragstys,
riebaluose tirplis vitaminai bei fitosteroliai [6]. Tyréjas Osbornas teige, kad augaly audiniuose esantys
baltymai yra keturiy pagrindiniy tipy: albuminai (tirpiis vandenyje ir praskiestuose buferiuose),
globulinai (tirpiis druskos tirpaluose), gliadinai (tirpts 70 — 90 % etanolyje) ir gliuteninai (tirpiis
praskiestose riigStyse ar Sarmy tirpaluose) [6]. Kvieciy griiddy baltymai taip pat gali biiti suskirstyti |
strukttrinius ir rezervinius baltymus. Struktiiriniai arba metaboliniai baltymai susideda i§ albumino,
globulino ir amfifiliniy! baltymy. Glitimo baltymai yra pagrindiniai kvie¢iy rezerviniai baltymai ir
sudaro mazdaug 75 — 80 % visy kvieciy baltymy [9]. KvieCiy rezerviniai baltymai atlieka svarby
vaidmen] formuojant stiprig tesla, kuri uzlaiko CO2 dujas ir galima i$ jos gaminti purius kepinius. Dél
Siy savybiy kvieciai tinka daugeliui maisto produkty — duonos, makarony, sausainiy, pyragy ir kity
maisto produkty gaminimui.

1.1.1. Glitimo baltymai

Kvieciy rezerviniai baltymai yra bendrai vadinami prolaminais, nes jie turi didelj aminortigsciy —
prolino ir glutamino kiekj. Pagal kita klasifikavimo sistemg prolaminai yra suskirstyti j tokias tris
grupes: turinCius daug sieros, turin¢ius mazai sieros ir didelés molekulinés masés gliutenino
subvienetus. Daug sieros turintys prolaminai yra f-, y- gliadinai bei mazos molekulinés masés
gliuteninai. Mazai sieros turintys prolaminai yra o-gliadinai [6].

Glitimo baltymai yra brandziy griidy endosperme, kur aplink krakmolo granules susidaro nuolatiné
matrica. Glitimo sudétyje yra Simtai baltymy komponenty, kurie yra arba monomerai, arba sujungti
tarpusavyje disulfidinémis jungtimis kaip oligopolimerai. [vairiy glitimo baltymy tipai ir jy savybés
apibendrinti 1.1 lenteléje [10].

L Amfifilinia baltymai — tai tokie baltymai, kurie turi hidrofiling ir hidrofobine dalis.
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1.1. lentelé. Kvieciy glitimo baltymy klasifikacija ir savybés

Grupé Struktira Bendra dalis, % Molekuliné Aminorugs$ciy sudétis,
masé, Da mol %
Didelés molekulinés | Polimeriné 6-10 65 — 90000 30-35GlIn
masés gliuteninai 10 — 16 Pro
15-20Gly
0,5-15Cys
0,7-1,4Lys
Mazos molekulinés Polimeriné 70-80 30 — 45000 30-40GlIn
masés gliuteninai 15 — 20 Pro
2-3Cys
<lLys
a-Gliadinai Monomeriné 70-80 30 — 45000 30-40GlIn
B-Gliadinai Monomeriné 15— 20 Pro
v-Gliadinai Monomeriné 2-3Cys
<1.0 Lys
o-Gliadinai Monomeriné 10-20 40 — 75000 40 - 50 GIn
20 - 30 Pro
8 — 9 Phe
0 Cys
0-0,5Lys

Glitimo aminoragsciy sudétyje cisteino kiekis yra gan mazas, taciau labai svarbus glitimo strukttirai
ir funkcionalumui. Cisteinas (oksiduota forma) paprastai sudaro disulfidines jungtis tarp vidiniy ir
iSoriniy baltymy grandziy [11].

Gliadinai yra monomeriniai baltymai, sudaryti i§ vienos polipeptidy grandinés. Jie sudaro nuo 30 iki
40 % viso milty baltymy kiekio. Gliadinai yra 70 % alkoholyje tirpiy baltymy polimorfinis miSinys
[12]. Gliadinuose susidariusios jungiamosios grandinés — tai cisteino disulfidiniai tilteliai.
Gliadinuose gausu prolino ir glutamino, tac¢iau mazai randama jkrauty aminoriigséiy. Gliadiny
molekuliné masé svyruoja tarp 30 — 80 kDa ir jie yra suskirstyti j keturias: a, f3, vy ir @ grupes, remiantis
poliakrilamido gelio elektroforezés rezultatais. Pagal Wieser [13] gliadinai grupuojami j tokias
klases: m5-, o1-ir 2, a/ - ir y-gliadinus. Sis suskirstymas pagrjstas aminortigi¢iy sekomis ir sudétimi
bei jvairiy klasiy gliadiny molekulinémis masémis. a, f ir y gliadinai turi tarp grandinés disulfidiniy
jungéiy, o w-gliadinai neturi cisteino. a-gliadiny N-galinis domenas susideda i§ penkiy liekany ir
centrinis domenas i$ 113 — 134 aminortgs¢iy liekany [14]. a- ir y- gliadiny C-galinis domenas yra
sudarytas i$ 150 aminoriig§¢iy liekany. Hidratuoti gliadinai yra mazai elastingi. Jie daugiausia jtakoja
teslos sistemos klampuma ir pakilima.

Gliuteninai yra polimeriniai baltymai. Gliuteninai ir gliadinai turi labai panasig aminortigséiy sudétj
— gliuteninai pasizymi dideliu glutamino ir prolino kiekiu ir turi mazai jkrauty aminorigsciy [15].
Kvietiniy milty teSlos savybés labai priklauso nuo gliuteniny molekulinés masés pasiskirstymo.
Gliuteninai dazniausiai jtakoja glitimo elastinguma [15]. Be to, jie gali sudaryti didziausius ir
sudétingiausius gamtoje esancius baltyminius polimerus, kuriy molekuliné masé gali siekti ir 10
milijony daltony. Kvieciuose yra dvi gliuteniny pagrindinés grupés: didelés molekulinés mases ir
mazos molekulinés masés gliuteninai, kurie yra isskiriami skaidant disulfidines jungtis su

12



redukuojanciais agentais ir véliau identifikuojami elektroforezés metodu [15]. Remiantis molekuliy
elektroforetiniu judriu, gliutenino subvienetai dar yra suskirstyti j keturis pogrupius, t. y. A, B, C ir
D. Nustatyta, kad pogrupis A yra DMM-GS (didelés molekulinés masés gliutenino subvienetai), 0
pogrupiai B, C ir D vadinami MMM-GS (mazos molekulinés masés gliutenino subvienetai) [6].
Didelés molekulinés masés gliuteniny struktiiros modelis pavaizduotas 1.1 paveiksle. Stresinémis
salygomis gliutenino susipynusi ir nekovalentiSkai susieta struktura suteikia atsparumg deformacijai,
kuri pasireiskia padidéjusiu elastingumu [16].

1.1. pav. Gliutenino B-spiralinis modelis. Atomai yra pavaizduoti spalvomis: balta (anglis), mélyna (azotas),
raudona (deguonis) ir pilka (vandenilis)

Glitimo baltymai suteikia produktams i§ kvie¢iy milty unikalias elastingumo ir puikias technologines
savybes. Glitimo baltymy tinklas atlicka svarby vaidmenj islaikant anglies dioksidg fermentacijos
metu ir pradiniame kepimo etape [15]. Dujy sulaikymo pajégumas lemia kepinio tarj ir strukttira. Be
to, Sie baltymai apsprendzia ir optimaliai sumaisytos teslos reologines savybes (1.2 pav.) [17].

Duonos gaminiy kokybé

‘ Teslos reologinés savybeés ‘

_— —

| Glitimo baltymy savybés | » Glitimo I}alt\-'rm.! savybés
f S Pl
‘ Gliading kokybe ‘ Gliadimy Liekis | Gliteniny kickis | | Glintening kok) o
[
Gliadimy/glivtening
santylkis
Daug sieros Mazai sieros
turintys gliadinai turintys gliadinai Gliuteniny Gliuteniny Gliuteniny
koloybé/kiekis koloybé kiekis molekuliy dydis strukdtiira sudétis
P
\ / DMM-GS MMM-GS
Daug sieros turingiy kolybékielkis kokybékiekis
gliadiny/'maZai sieros T T
turinéiy gliading DMM-GSMMS—GS
santykis santykis

1.2 pav. Kvieciy teslos reologines savybes lemiantys veiksniai
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Mokslininkas Goesaert ir kt. istyré [15], kad du pagrindiniai veiksniai, lemiantys kepiniy kokybeg i$
kvieciy milty, yra Sie:

e Pirmasis veiksnys yra glitimo ir gliutenino kiekiy santykis. Didelés gliuteniny molekulés
sudaro istisg tinkla, uztikrinantj stipruma (atsparumg deformacijai) ir teslos elastinguma. Taip
pat manoma, kad monomeriniai gliadinai veikia gliutenino polimering sistema kaip
plastifikatoriai ir taip suteikia plastiSkumo / klampumo milty teslai.

e Antrasis veiksnys yra gliuteniny kokybé. Duonos kepimo rezultatg lemia gliuteniny sudétis,
struktiira bei molekuliy dydis. Gliuteniny sudétis turi jtakos cheminéms sgveikoms, kurios
lemia teslos elastinguma. Yra zinoma, kad daugiau nei 20 skirtingg DMM-GS ir daugiau nei
40 skirtingy MMM-GS iki $iol buvo aptikti jvairiy veisliy kvieciuose ir tai paaiskina didziulj
gliuteniny sudéties skirtumg tarp skirtingy kvieciy veisliy, todél galime teigti, kad ne visos
veislés pasizymi labai gera glitimo kokybe. Struktiiros skirtumai atsiranda dél grandiniy
Sakotumo laipsnio, o molekuliy dydzio skirtumai dél DMM-GS ir MMM-GS santykio bei
skirtingo cisteino likuciy kiekio, kadangi Sis dalyvauja skersiniy rySiy susidaryme ir yra
svarbus polimero dydziui [16].

1.2. Glitimo sukeltos ligos ir toksiskumas

Kvie¢iy baltymo glitimo netoleravimas gali pasireiksti trimis formomis: autoimunine celiakija,
alergija kvieCiy baltymams ir ne celiakininiu jautrumu glitimui [18]. Alergija kvieCiams apibréziama
kaip imunoglobulino E (IgE) sukelta imunologiné reakcija kvieCiy baltymams. Ji gali pasireiksti
jkvépus milty ar dulkiy ir yra pripazinta kaip viena i§ dazniausiy profesinés astmos formy [18].

Neceliakinis jautrumas glitimui pasireiskia skrandzio ir Zarnyno sutrikimais. Taip pat raumeny, kauly
skausmu, nuovargiu ir neurologiniais sutrikimais. Atlikti tyrimai parodé, kad hiperjautrumo glitimui
sukelti simptomai atsiranda grei€iau nei celiakijos simptomai ir jau po trijy dieny maisto produkty su
glitimu vartojimo pacientai jaué¢ia didelius pilvo skausmus [19]. Glitimg pasalinus i$ dietos simptomai
greitai iSnyksta. Hiperjautrumu glitimui sergantys Zmonés neturi nei alergijos kvieciams, nei
celiakijos, todél nustatant hiperjautruma kity ligy buvimas turi biiti patikrintas ir atmestas.

1.2.1. Celiakija

Celiakija yra plonosios Zarnos liga, kuriai budingas kvie¢iy, mieziy ir rugiy baltymy lemiamas
gleivinés paZzeidimas bei sutrikusi maisto medziagy absorbcija [20]. Plonyjy zarny gleivinés pakitimai
uzfiksuoti kapsuline endoskopija ir pateikti 1.3 paveiksle. Daugiau kaip tre¢daliui pacienty, kuriems
diagnozuota celiakija, nustatyti dvylikapirStés zarnos gleivinés pokyciai [18]. Celiakija yra
apibiidinama kaip sisteminé autoimuning liga, pasireiskianti genetiskai jautriems asmenims, kurie turi
ZLA haplotipy zymenis DQ2 / DQ8. Klasikiniai celiakijos pazeidimai pasizymi limfocity infiltracija
epitelyje ir po juo esanciu jungiamojo audinio sluoksnyje (lot. lamina propria), zarny gaureliy atrofija
bei kripty hiperplazija. Sie visi pazeidimai nustatomi biopsijos bidu.
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1.3 pav. Iprastos (kairiosios) ir celiakijos pazeistos atrofinés (desinés) zarnyno gleivinés skerspjivis

Glitimo baltymai i$provokuoja T limfocity autoimuninj atsaka. Sie baltymai néra galutinai
suskaidomi virskinimo fermenty, todél prasiskverbia pro Zarnyno sienele. Cia skaidomi audiniy
transglutaminazés iki glutamo riigiciy. Pastarosios turi savybe jungtis su specifiniais ZLA
receptoriais, esanciais antigeng pateikianciy lasteliy pavirsiuje. Taip organizme sukeliama uzdegimo
reakcija. Celiakija sukelia zarny, odos, kepeny, sgnariy, gimdos, Sirdies, smegeny ir kity organy
pazeidimus [20]. Klasikiniai su celiakija susij¢ simptomai vaikams yra viduriavimas, pilvo plitimas
ir nesugebéjimas sutelkti démesio [21]. Paaugliai bei suaugusieji kankinasi nuo viduriavimo, viduriy
uzkietéjimo, svorio netekimo, silpnumo, pilvo skausmo ir vémimo. Be klasikiniy simptomy,
suaugusieji kenc¢ia ir nuo mineraly bei vitaminy trikumo, ko pasekoje iSsivysto anemija, Opinis
stomatitas, kauly skausmai ir luziai, osteoporozé, danty emalio suplonéjimas, augimo sutrikimas,
nemiga, nevaisingumas [1,18,21]. Be to, nedidelis skaicius pacienty turi ir tokius neurologinius ar
psichikos sutrikimus kaip depresija, nerimas, periferiné neuropatija, migrena ar epilepsija [18].
Celiakija yra susijusi ir su viena dermatito forma, lotyniskai vadinama Dermatitis Herpetiformis
[18,21]. Nors tai ir nedazna odos liga, kuri paveikia apie 10 — 20 % pacienty, serganciy celiakija,
taCiau sukelia labai stiprius odos pazeidimus, t. y. niezulj, pusles, bérimus, kurie daZniausiai
aptinkami ant alkiiniy, keliy, sédmeny, nugaros, ta¢iau gali buti paplite ir visose kitose kiino vietose
(1.4 pav.) [18].

1.4 pav. Ligos Dermatitis Herpetiformis odos pazeidimai
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Taip pat apie 20 % pacienty, serganciy celiakija, pasireiskia ir glitimo ataksija [18]. Glitimo ataksija
yra neurologinis sutrikimas, pasireiskiantis nevalingy galtiniy valdymu bei eisenos sutrikimais.

Seniau manyta, kad celiakija pasireiskia tik vaikams, ta¢iau mokslininkai nustaté, kad jvairaus
amziaus zmonés yra Sioje rizikos grupéje. Naujausi tyrimai parodé, kad Europoje celiakija pasireiskia
mazdaug 0,5 — 2 % visy gyventojy, panasiai kaip ir JAV [4]. Paplitimas Siuo metu $ios ligos labai
iSaugo, bet tai gali biti susije su geresniu ligos ir su ja susijusiy sutrikimy identifikavimu [21,22].
Rizikos grupéms susirgti celiakija priskiriami: ligoniy pirmojo laipsnio giminaiciai; zmonés, turintys
Dauno sindromg; autoimuninémis ligomis sergantieji, pavyzdziui, pirmojo laipsnio cukriniu diabetu
ar autoimuniniu tiroiditu [22,23]. I8 viso apie 30 % suaugusiyjy celiakija serganéiy pacienty turi vieng
ar daugiau autoimuninj sutrikimg [22].

Plonosios zarnos gleivinés atrofijos laipsnio nustatymas yra pagrindiné diagsnotika taikoma nustatant
celiakijg [20]. Taciau yra taikomi ir serologiniai neinvaziniai metodai celiakijos atpazinimui. Tai biity
tokie kaip IgA klasés cirkuliuojanciy antikiiny, t. y. AGA — gliadino, ARA — retikulino ir EmA —
endomiziumo, TGA — audiniy transgliutaminazés, aptikimas kraujo serume tuo metu, kai taikoma
dieta su glitimu, ir jy iSnykimas dietos be glitimo metu [20]. Efektyviausiai liga aptinkama naudojant
EmA ir TGA Kkartu, kadangi tada tyrimo jautrumas yra 98 — 100 % [21]. Pradéjus placiau taikyti
gliadino, endomiziumo ar audiniy transgliutaminazés antikiing tyrimus sergantiesiems
autoimuninémis ligomis, galima tikétis, kad pasaulyje vis daZzniau bus diagnozuojamos
mazasimptomes ir latentinés ligos formos [21].

1.2.2. Glitimo baltymy toksiskumas

Zalingu poveikiu plonosios Zarnos gleivinei pasizymi kvieéiy baltymo glitimo gliadiny frakcija ir
panasiy griudiniy kultiiry baltymai — mieziy hordeinas, rugiy sekalinas ir avizy avidinas [24,25]. D¢l
didelio glutamino kiekio ir specifiniy seky modeliy prolaminai yra atspariis virSkinimo trakto
proteolitiniams fermentams ir veikia zarnyno pralaiduma [26]. Gliadinai vir§kinamajame trakte
pasiekia prieigg prie bazinio epitelio pavirSiaus ir tiesiogiai veikia imuning sistemg [26]. Dauguma
imunoreaktyviy o-5 gliadiny frakcijy yra pagrindiniai alergenai, sukeliantys anafilaksija, t. y. alergija
kvieciams [27]. Gliadinai ®-1,2 yra beveik tokie pat toksiski kaip ir ®-5. Tarp skirtingy nustatyty
glitimo epitopy o-gliadiny epitopai yra laikomi labiausiai imunogeniski [27]. Pagal Rocher ir kt.
tyrimy duomenis [26], skirtingi a- ir y- tipo gliadinai, iSekstrahuoti metanoliu i$ kviec¢iy endospermos,
identifikuoti kaip celiakija sukeliantys baltymai. Sie komponentai identifikuoti NDS — PAGE kaip
markerj naudojant celiakinj serumg (TGA IgA). Jy molekuliniai svoriai pagal jy N-galing
aminorugsciy seka: a-gliadinai (31, 35, 38, 45 kDa) ir y-gliadinai (31, 40, 50 kDa). a-gliadinas, kurio
seka yra sudaryta i§ 33 aminoriigs¢iy, yra vienas i§ virSkinimui atspariy glitimo peptidy [27]. Jame
yra persidengianciy T lasteliy epitopy, o Sio glitimo baltymo deamininta forma yra stiprus T lgsteliy
stimuliatorius, generuojantis glutamo riigsties lickanas, biitinas prisijungti prie ZLA — DQ2 zymens.
Bitent dél Sio baltymo atsiranda histologiniai poky¢iai plonosios zarnos gleivingje, kurie yra dar
kitaip vadinami malabsorbcijos sindromu [28]. Kitas a-gliadino baltymas, susidedantis i§ 19
aminortigsciy, sukelia zarny gaureliy atrofija [9]. Kiti toksiski glitimo gliadiny baltymai ir jy
aminoragsciy sekos pateiktos 1.2 lenteléje, o aminortags$ciy Sifravimas — prieduose [29].
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1.2 lentelé. Sveikatos sutrikimus sukeliantys gliadiny baltymai ir jy aminortigs¢iy sekos

Aminoriigsciy seka Gliadiny tipas
QLQPFPQPQLPY a-gliadinai
QLQPFPQPQLPYPQPQPF a-gliadinai
LQLQPFPQPQLPY a-gliadinai
LQLQPFPQPQLPYPQPQPF a-gliadinai
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF | a-gliadinai
VRFPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL a-gliadinai
LPFPQQPQQPFPQPQ v-gliadinai
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL a-gliadinai
PSSQVQWPQQQPVPQ v-gliadinai
NMQVDPSGQVQWPQQQPF v-gliadinai
QNPSQQQPQEQVPLVQQQ a-gliadinai

1.2.3. Dieta be glitimo

Siuo metu vienintelis moksliskai jrodytas celiakijos gydymas yra griezta dieta be glitimo. Visy maisto
produkty ir vaisty, kuriy sudétyje yra glitimo, turi buti atsisakyta, nes netgi mazi glitimo kiekiai gali
buti zalingi. Mokslininkai nustaté, kad 70 % pacienty sveikata pageréjo jau po dviejy savaiciy dietos
be glitimo [23]. Daugiausia glitimo yra griiduose ir jy produktuose, taciau jis yra randamas ir
prieskoniuose, padazuose, marinatuose, sriuby kubeliuose, jvairiuose maisto pakaitaluose. Laikantis
beglitimés dietos reikia atsisakyti Siy produkty ir daugiau vartoti pieno, sviesto, siirio, §vieziy arba
konservuoty vaisiy ir darzoviy, $viezios mésos, zuvies, kiausiniy, sékly, rieSuty, kukuriizy ir ryziy.
Pasaulyje vyksta diskusijos dél frazés ,,be glitimo* Zyméjimo ant maisto etike¢iy. Tyrimais nustatyta,
kad produktuose be glitimo nejmanoma i$vengti visisko glitimo nebuvimo, todél dauguma Europos
Saliy priimta, kad glitimo kiekis beglitiminiuose produktuose neturéty virSyti 20 mg/kg, o tuose
maisto produktuose, kurie yra su sumazintu glitimo kiekiu, glitimo kiekis neturi virSyti 200 mg/kg
[21,23].

Kadangi kvieciy griidai yra svarbus angliavandeniy, B grupés vitaminy, mineraly ir mikroelementy
Saltinis, todéel jy visai atsisakyti nederéty. Be to, kvieCiy gruduose yra gausu nepakeiCiamyjy
aminortgsciy, tokiy kaip lizinas, treoninas, fenilalaninas, izoleucinas, leucinas, valinas, histidinas ir
metioninas [30]. Dél maistiniy ir antioksidaciniy savybiy kvie¢iy gridy vartojimas siejamas su
sumaz¢jusia letiniy Sirdies ir kraujagysliy ligy atsiradimo rizika. Kvieciy antioksidantai yra
karotinoidai, tokoferoliai, flavonoidai ir fenolinés riigStys. Daugelis suaugusiyjy pacienty,
serganciyjy celiakija, atidziai yra gydomi beglitime dieta kelerius metus ir po to pasireiskia vitaminy,
tokiy kaip folio ruigsties, B6 ir B12, ir mineraly (gelezZies, kalcio) trikumas [31,32,33]. D¢l Sios
priezasties mokslininkai deda pastangas, kad biity jmanoma pasalinti glitima i$ kvieciy ir juos toliau
biity galima naudoti maisto produktuose.
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1.3. Biotechnologiniai glitimo baltymy detoksikacijos biidai

Fermentiné hidrolizé daZniausiai yra taikoma glitimo detoksikacijai. Daugelis organizmy, t. V.
bakterijos, grybai, augalai, turi proteolitinius fermentus [14]. Keletas peptidaziy, gebanciy skaidyti
gliadiny baltymus, buvo isskirtos i$ sudygusiy grady (Hordeum vulgare L., Triticum aestivum L.),
bakterijy (Flavobacterium meningosepticum, Sphingomonas capsulate, Myxococcus xanthus) bei
gryby (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae) [14]. Glitimg taip pat labai efektyviai hidrolizuoja
proteazés, randamos Lactobacilli riisies pieno riigsties bakterijose [14].

1.3.1. Proteolitiniy fermenty vartojimas su maistu

Glitimo baltymai, pateke ;] Zmogaus virSkinamajj trakta, yra labai silpnai virSkinami fermenty dél
juose esanCio nejprastai didelio prolino ir glutamino kiekio, todél pasitilytas geriamasis
endopeptidaziy misinys kaip alternatyva dietai be glitimo [34]. Siy fermenty misinj sudaro prolil-
oligopeptidazés, isskiriamos i§ Flavobacterium meningosepticum, Sphingomonas capsulate ir
Myxococcus xanthus. Sie fermentai hidrolizuoja glitimo baltymus ir yra atsparis virskinamojo trakto
fermentams [34]. Taciau patekes fermenty misinys j skrandj gali biti inaktyvuojamas netinkamo
skrandzio suléiy pH, todél daZniausiai yra naudojamas kapsulése. Sio glitimo detoksiksikacijos
metodo triikumai yra mazas efektyvumas, kadangi, norint pasiekti aukstg glitimo suskaidymo laipsnj,
reikia naudoti dideles dozes preparato.

Efektyvesnis budas glitimo detoksikacijai yra endoproteaziy, i$skirty i§ grybelio Aspergillus niger,
panaudojimas. Nustatyta, jog $iy fermenty optimalus pH atitinka skrandyje esantj ir jis yra atsparus
pepsino hidrolizei [35,36]. Be to, §ios endoproteazés glitimo baltymus pradeda skaidyti jau skrandyje,
todél dvylikapirste Zarng pasiekia Zymiai smulkesnés molekulés. Sios proteazés yra prieinamos ir
pramoniniu mastu.

Efektyviausias budas glitimo suskaidymui dar skrandyje yra vartojimas dviejy skrandyje aktyviai
veikanéiy fermenty, kurie yra sudaryti i§ glutamino specifinés proteazés (cistino endoproteazés),
gautos 1§ daiginty mieziy sékly, ir specifinés prolil-endopeptidazés, gautos i labai retos bakterijos
Sphingomonas capsulata [34]. Veikiant Siam fementy kompleksui, visy pirma hidrolizuojamas
glitimo tinklas j smulkesnius oligopeptidus, taciau dar toksiskus, o po pirminés proteolizés vyksta
antriné, kurios metu Sphingomonas capsulata fermentai atskelia prolino liku¢ius taip sudarydami
netoksiSkus junginius. Praktinis Sios detoksikacijos pranasumas yra fermenty stabilumas ir didelis
aktyvumas skrandyje. Sie fermenty preparatai gali bati vartojami kaip liofilizuoti milteliai arba
tableciy pavidalu.

1.3.2. Mikroorganizmy panaudojimas glitimo suskaidymui maisto gamybos grandinéje

Kita alternatyva glitimo detoksikavimui yra mikroorganizmy fermenty panaudojimas kvietiniy
duonos raugy gamybos metu [34]. Nustatyta, kad raugy fermentacijos metu vykstanti baltymy
proteolizé yra Zymiai efektyvesné nei neapdorotoje tesloje [37]. Mikrobiologiniai tyrimai parodé¢, kad
daugiau kaip 50 PRB rusiy ir daugiau kaip 25 mieliy rasiy, ypac priklausanéiy Saccharomyces ir
Candida gentims, aptinkama ilgai brandintuose rauguose. IS PRB aptinkamos Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus ir  Weissella.  Svarbiausios  fakultatyvinés — gram-teigiamos
heterofermentinés PRB, isskiriamos i§ raugy, yra Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus paralimentarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pontis, Lactobacillus
sanfranciscensis [37].
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Proteoliz¢ ir endogeniniy fermenty aktyvinimas, kurig atlicka PRB ir miel¢s, teigiamai veikia bendrg
kepiniy kokybe [4]. Terpés rugstingumo didéjimas skatina kvieciy proteolitiniy fermenty aktyvuma,
ko pasekoje yra pagerinamos ir kepiniy funkcinés savybés. Daugiausia kvieciai turi endogeniniy
fermenty, tokiy kaip aminopeptidazé, karboksipeptidazé ir endopeptidazé [38]. llga fermentacija PRB
teigiamai veikia visus kepiniy kokybés aspektus — tekstiirg, aromatg, maistines savybés ir galiojimo
laikg [4]. Didesnis terpés ragstingumas padidina teslos strukttrg sudaran¢iy komponenty, tokiy kaip
glitimo, krakmolo, arabinoksilany ir kt., tirpuma [4]. Fermentacijos PRB metu susidaro didesnis
biologiniy junginiy (fenoliy, aminortigs¢iy) kiekis, lyginant su procesu, kuriame naudojamos tik
mielés, o tai jtakoja specifinj kepiniy skonj ir aromata. Taip pat PRB sukelia fitaty degradacija, dél
ko padidéja mineraliniy medziagy biologinis pricinamumas [4]. Be to, PRB padidina ir magnio bei
fosforo kiekj, kurie yra duonos p-gliukano, kuris zmogaus organizme veikia kaip stiprus imuninés
sistemos stimuliatorius ir uzkerta kelig daznoms infekcijoms, apsauginiai faktoriai [39]. Organinés
ragstys, kurios susidaro fermentacijos metu, mazina duonos glikemijos indeksg [4]. Raugy
naudojimas slopina ir Bacillus sp. augimg ir spory formavimasi. PRB iSskiria ir bakteriocinus, kurie
slopina kity mikroorganizmy dauginimgsi bei mazos molekulinés masés antibiotikus, tokius kaip
reutericiklinas. PRB sintetina ir antigrybinius metabolitus, t. y. acto riigstj, skruzdziy ragstj, kaprilo
ragst], ciklinius peptidus, kurie apsaugo maisto produktus nuo gedimo (duong galima islaikyti 21-28
dienas) [4].

Fermentacijos PRB ir mielémis reik§mé duonos maistinei kokybei pateikta 1.5 paveiksle [40].

Keiéiasi kiekis,
Fenoliai //J lengvesnis
/ 1S15AVINUTAsS
Sterolia1
L Padidéjes
Vitaminai tirpumas
Fermentacyja ) )
PRB ir mielemis »  Mineralai / F—
Skaidulos peptidai
Riebalai _,_/"J Glitimo
Proteinai hidrolize
Krakmolas |———0 Lédian
virikinamas

1.5 pav. Fermentacijos jtaka duonos maistinés kokybés gerinimui

Moksliniai tyrimai parodé, jog raugai, pagaminti kvietinius miltus fermentuojant PRB, gali biti
naudojami pramonéje duonos be glitimo gamyboje [4]. Tokie fermentuoti skysti kvie¢iy produktai
(raugai), pasalinus drégme liofilizuojant ar iSpurskiant, gali biiti panaudoti duonos su sumazintu
glitimo kiekiu gamybai kombinacijoje kartu su kitais glitimo neturin€iais augalinais produktais,
naudojant kepimo mieles ir struktiirizavimo agentus, tokius kaip ksantano guma [4]. Struktiirizavimo
agentai yra butini, kadangi glitimo tinklas biina visiSkai suardytas.

Pagal Nionelli ir Rizzello [4] atliktus tyrimus, naudojant grybinés kilmés proteazes i§ Aspergillus
niger ir A. oryzae ir PRB, pasizymincias dideliu proteolitiniu aktyvumu, ilgos fermentacijos metu
pilnai hidrolizuojami albuminai, globulinai ir gliadinai, ko pasekoje glitimo kiekis sumazéjo iki <20
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mg/kg, kaip ir reglamentuojama produktams be glitimo. Pagrindiniai tokiy produkty privalumai yra
aukStas laisvyjy aminoriig§¢iy kiekis, geresnis baltymy virSkinamumas, mazas krakmolo hidrolizés
laipsnis ir geresnés technologinés duonos savybés, lyginant su §iuo metu parduodamais komerciniais
produktais be glitimo. Taip pat reikia paminéti, kad tokiy kepiniy vitaminy, mineraly ir maistiniy
skaiduly kiekiai yra panasiis j glitimo turin¢ios kvietinés duonos [4].

Daugelis cheminiy tyrimy ir €X vivo bandymai su zmogaus lasteliy kultiromis patvirtino visiska
glitimo detoksikacija tokios fermentacijos metu [41]. Di Cagno [42] eksperimentas jrodé¢, jog
Lactobacilli genties PRB per 24 h fermentacijos laikotarpj rauguose, pagamintuose i$ kvietiniy,
grikiy, avizy ir sory milty, geba hidrolizuoti mazos molekulinés masés alkoholyje tirpius peptidus ir
kvieciy gliadinus, susidedancius i§ 33 aminortig§¢iy, kurie yra pripazinti labiausiai imunoreaktyvis.
Analogisku poveikiu pasizymi PRB ir bifidobakterijy miSinys [4]. Yra zinoma, kad probiotikai turi
ir teigiamg poveikj zmogaus sveikatai — gerina Zarnyno mikrobiotg, padidina epitelio barjerg ir
atsparuma, skatindami mucino sekrecijg epitelio lastelése. Di Cagno ir kt [43] duonos be glitimo
gamybai taip pat naudojo Lactobacillus sanfranciscensis LS40 ir LS41 bei Lactobacillus plantarum
CF1 padermes. Eksperimento metu kvietiniy milty fermentacija vyko dviem etapais: ilga
fermentacija (16 h) ir greita fermentacija (1,5 h), naudojant ankstesnj fermentuota rauga kaip
inokuliata su mieles Saccharomyces cerevisiae. Sis biidas leido pradinj glitimo kiekj (400 mg/kg)
sumazinti iki <20 mg/kg raugintoje tesloje. Pries kepant duong nustatytas fitazinis aktyvumas be
glitimo tesloje 6 kartus virSijo fitazinj aktyvuma, nustatyta kontrolinéje teSloje tik su mielémis
Saccharomyces cerevisiae. Sio proceso privalumas yra ir tai, kad, esant didesniam fitaziniam
aktyvumui, susidaro daugiau laisvy Ca®*, Zn** ir Mg?* jony. Taip pat Sios fermentacijos metu
padidéjo laisvy aminoriig§¢iy koncentracija. Tokia kvietiné duona be glitimo maistine verte (1.3
lentelé) lenkia rinkoje esanc¢ius produktus be glitimo, kadangi kepiniuose nustatyti didesni baltymuy,
skaiduliniy medziagy ir mazi angliavandeniy kiekiai [43].

1.3 lentelé. Beglitimés duonos maistiné verté 100 g produkto

Maistingumo deklaracija 100 g

Energetiné verté 1022 kJ/ 242 kcal
Riebalai 6,89

I8 kuriy soc¢iyjy riebaly ragsciy | 0,67 g
Angliavandeniai 40,59

I8 kuriy cukry 2,39

Skaidulinés medziagos 79

Baltymai 4,89

Kaip minéta anks¢iau, nesuvirskinti glitimo baltymai praeina pro zarny sieneles ir yra skaidomi
audiniy transglutaminazés iki glutamo riigS§¢iy. Pastarosios turi savybe jungtis su specifiniais
ZLA-DQ2/DQ8 molekuliniais Zymenimis, tokiu biidu sustiprindamos T lasteliy aktyvacija.
Remiantis Sia prielaida, mokslininkas Gianfrani [44] pasitlé imunogeniniy peptidy epitopy
inaktyvacija miltuose deamininimo bidu, apdorojant Kkvietinius miltus su mikrobine
transglutaminaze ir lizino metilesteriu. Mokslininkai teigia, jog lizinu modifikuoti gliadino peptidai
beveik visiskai prarado gebéjima prisijungti prie ZLA-DQ2 Zymens.
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1.3.3. Kiti detoksikacijos budai

Hoffmann ir kt. [45] atrado blokuojancius sintetinius peptidus, giminingus glitimui, mazinancius
gliadiny apdorojimg transglutaminaze. Vidutinis transglutaminazés aktyvumas, lyginant su kontrole
be blokuojanéiy peptidy, buvo sumazintas 36 %. Tyrimai in vitro parodé, kad Sie peptidai turi glitimo
detoksikacijos potencialg ir gali buti vertinami kaip alternatyva kuriant naujus maisto produktus
glitimo netoleruojantiems pacientams.

Pasauliniu mastu atliekami tyrimai, kuriais siekiama sukurti kvieciy veisles su sumazintu glitimo
kiekiu. Tuo tikslu pasitlyta kvieCiy mutagenezé, kurios metu jvykdyta heksaploidiniy kvieciy
Triticum aestivum transformacija j kviecius, kuriuos mokslininkai pavadino ,,Butte 86 [46].
Nustatyta, kad $i transformacija neturi jokios jtakos kepiniy kokybei. Jos metu visiskai nuslopinama
w-gliadiny geny ir visy kity likusiy gliadiny sudedamyjy daliy raiska [47]. Dél Sios priezasties buvo
pradétos gaminti transgeninés kvie€iy linijos, turin¢ios labai mazg toksiskumo lygj celiakija
sergantiems pacientams.

Kvie¢iy genomas modifikuojamas ir siekiant pagerinti teslos kokybe. Taciau skirtingos modifikacijos
gali jvesti Zinomus arba kliniskai susikryZminusius alergenus j genomg. Todél pasiiilyta naudoti
bioinformatikos jrankius, kad buty uzkirstas kelias tokiam alergeny jvedimui j genomg ir jvertintas
modifikuoty paséliy saugumas ir alergiSkumas, naudojant iSsamig duomeny baze [48].

1.4. Ultragarso kavitacijos taikymas biotechnologiniy procesy valdymui

Siais laikais ultragarso pritaikymas yra labai platus: medicinoje naudojamas diagnostikai ir gydymui,
biologijoje — Iasteliy membrany suardymui, inZinerijoje — matavimui, filtravimui, valymui, porétyjy
maziagy ir nanostruktiiry formavimui. Vis dazniau ultragarsas yra taikomas ir chemingje sintezéje,
medziagotyroje bei maisto biotechnologijoje.

Ultragarsu yra vadinamos bangos, kuriy daZnis yra didesnis nei 20 kHz [49]. Ultragarsas yra
skirstomas j zemo daznio (20 — 100 kHz) ir auksto daznio (didesnis nei 100 MHz). Ultragarso
poveikis yra pagrjstas kavitacijos reiSkiniu, t. y. gary ar dujy burbuly susidarymu skystyje.
Sklisdamos bangos sukuria suslégima ir iSretinima, galintj nutraukti tokias jungtis kaip Van del Valso,
kurios palaiko vandens sukibima, t. y. kohezija. Kada slégio kaita yra didelé, tada skyscio slégis
tampa mazesnis nei jo gary slégis ir atsiranda vakuuminiy burbuliuky, kurie didéja tol, kol yra
vir§ijama jy vidiné pusiausvyra [49]. Kai slégio pusiausvyra yra virSijama, vanduo staiga suspaudZia
Siuos burbuliukus ir jie kolapsuoja, sukurdami daugybe mazy burbuliuky, kurie yra vadinami ,,karstu
tasku“. Sio proceso metu yra ilaisvinama labai didelé energija, sukaupta burbuliukuose [49]. Proceso
metu absorbuota energija paver¢iama ] karstj, todél bandinys turi biiti auSinamas.

Molekuliniu lygmeniu ultragarsas gali slopinti arba skatinti mikroorganizmy veikla, keisdamas
fermenty, substraty ir reakcijy savybes [50]. Mikroorganizmy gyvybingumo aktyvacija arba
pasyvinimas priklauso nuo [51]:

e ultragarsiniy bangu amplitudés;

e poveikio arba kontakto trukmés;

e apdorotos terpés kiekio;

e terpés sudéties;

e temperaturos;
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e mikroorganizmy tipo, formos, lgstelés skersmens.

Tyrimais jrodyta, jog didesnés lastelés yra jautresnés nei mazos dél jy didesnio pavirSiaus ploto.
Gram-teigiamos bakterijos yra atsparesnés nei gram-neigiamos dél jy storesnés lastelés sienelés, kuri
suteikia geresne apsauga ultargarso bangoms [51,52]. Taip pat tai gali buti susije su tvirtesniu
peptidoglikano sluoksniu iSorinéje gram-teigiamy bakterijy plazminés membranos puséje.
Mikroorganizmai, kuriems yra budinga koky forma, yra labiau atspariis nei lazdelés formos
mikroorganizmai dél lastelés pavirSiaus ir turio santykio. Be to, ultragarsa naudojant kaip
sterilizavimo jrankj, sporos yra labai sunkiai sunaikinamos, lyginant su vegetatyvinémis lgstelémis,
kurios yra augimo fazéje [51]. Taciau tyrimais jrodyta, jog Staphylococcus aureus, Pseudomonas
fluorescens, Listeria monocytogenes ir E. coli veiksmingai inaktyvuojamos, veikiant ultragarsu
vandeniniuose ir fosfatiniuose buferiuose ir maisto produktuose, pavyzdziui, piene. Ultragarsas,
norint atlikti efektyvig sterilizacijg ar pasterizacijg, dazniausiai yra taikomas su kar$to oro srautu ar
dideliu slégiu.

Be to, ultragarsas $iuo metu pradétas vis dazniau naudoti, siekiant suaktyvinti mikroorganizmy veikla
ir pagreitinti fermentacija. Maisto produkty mikrobinés fermentacijos trukmés sumazinimas yra viena
i§ perspektyviausiy sri¢iy ultragarso taikyme [53]. Fermentacijos laiko sumaZinimas padeda
sumazinti gamybos laika ir kaing. Guoping ir kt. [53] teigia, jog ultragarso salygomis, 20 kHz 100 W
15 min 37 °C temperattiroje, apdorojus nugriebta pieng su Bifidobacterium sp. fermentacijos laikas
sumazéja 11 — 26 %. Nustatyta, jog ultragarsas pagerina ir bakterijy membrany pralaiduma.
Sonoporacija jtakoja laipsniSkg membranos prasiverimg dél susidariusios mikroburbuliuky
kavitacijos. Mikroburbuliukai sukuria stiprig Slyties jéga, kuri nutraukia chemines jungtis Igsteliy
membranose ir taip yra sukuriamos membranos poros. Tokiu biudu yra lengviau isskirti
vidulgstelinius fermentus, tokius kaip cisteino proteazeés, j terpe [53]. Bakterinés Igstelés, apdorotos
padidéjusia ultragarso amplitude, ta¢iau trumpesne ultragarso trukme, parodé gerokai paspartéjusia
endofermenty veikla, o didesné amplitudé ir ilgesné trukmé palankesné egzofermenty aktyvumui
[53]. Taip pat Sioks toks temperatiiros kilimas dél §ilumos, gaunamos i§ ultragarso absorbcijos, taip
pat gali aktyvinti PRB ir taip sutrumpinti fermentacijos laika [54]. Tyrimais jrodyta, jog veikiant PRB
ultragarsu, paspartéja pieno rtgsties ir kity metabolizmo produkty gamyba, grei¢iau pradedamas
vartoti substratas, suaktyvéja fermenty veikla, padidéja specifinis augimo greitis ir pailgéja ,,log*
fazés trukmé [53]. Tai jrodo ir Dahroud ir kt. [55] atliktas eksperimentas, kurio metu iSsiaiskinta, jog
mazo intensyvumo ultragarsas pagreitina Lactobacillus casei augima ir prailgina ,,log* fazés trukmg
MRS terpé¢je. Siekiant sukelti stresinj PRB atsaka, didinantj B-gliukozidazes aktyvuma, kuris gali biiti
naudojamas gliukozidy biotransformacijai j izoflavonus sojy piene, Lactobacillus acidophilus
paveikta ultragarsu (20 kHz ir 20 % amplitudé sglygomis) stacionarioje augimo fazéje 2 min ir po 24
h pakartotinai. Tai leido padidinti fermenty aktyvumg 1,82 karto, lyginant su nustatytu pries
ultragarsg. Taip pat ultragarsu paveikta L. acidophilus, naudojant sojy pieno fermentacijai, i$ viso
izoflavony kiekis padidintas nuo 21,8 % iki 97,9 % per 24 val [56]. B-galaktozidazés fermento
aktyvumas, kuris katalizuoja B-D-galaktozido hidrolize | galaktozg, taip pat sékmingai buvo
padidintas, taikant ultragarso kavitacijg [53]. Atlikti tyrimai parodé, kad ultragarso poveikis PRB
augimui ir bioaktyvumui priklauso ir nuo PRB padermés [53].

Didelio intensyvumo ultragarsas yra taikomas siekiant modifikuoti baltymy fizikochemines savybes,
tokias kaip tirpumas, drumstumas, emulgavimas, daleliy dydis, hidrolizés laipsnis ir kitas panasias
savybes. Baltymy struktiira ir funkcijos pasikeicia dél jy pokyciy baltymy molekulése ir ultragarso
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gebéjimo nutraukti kovalentinius rySius [57]. Be to, ultragarsas sukelia baltymy molekuliy dalinj
i$sisklaidymg ir mazina baltymy tarpusavio sgveika, o tai rodo laisvos sulfhidrilo grupés kiekio
padidéjimas ir pavirSiaus hidrofobiskumas, dél kurio Zymiai pageréja baltymy tirpumas. Ultragarsinis
apdorojimas taip pat zymiai sumazina daleliy dydj [57]. Taip pat sumazéja ir terminis stabilumas, ko
pasekoje baltymai denatiruoja. Nustatyta, kad ultragarso poveikis priklauso nuo ultragarsinio
prietaiso tipo ir galios [57].

Tyrimais jrodyta, jog zaliavos apdorojimas prie§ fermentacija ultragarsu palengvina fermenting
hidrolize [58]. Jin ir kt. [59] atlikti tyrimai parodé, kad dél ultragarsinio poveikio padidéja kvieciy
glitimo laisvosios sulfhidrilo grupés Kiekis. Taip pat nustatyta, kad kvieCiy glitimo struktira,
apdorojus ultragarsu, buvo suskaidyta ir lengviau pasiekiama fermentams. Be to, ultragarsas salygoja
dideliy peptidy frakcijy kiekio sumazéjimg ir santykinj mazy peptidy frakcijy padidéjima
hidrolizatuose, lyginant su kontrole. Mokslininkai teigia, jog kvieCiy glitimo netirpiy baltymy
struktiiros poky¢iai yra pagrindiné fermentinés hidrolizés savybiy pageréjimo priezastis [59]. Pagal
Li ir kt. [60], kurie tyré ryziy baltymy apdorojima prie§ fermentacijg, ultragarsas yra nebrangi ir
aplinkai visiskai nekenksminga technologija, kuri gali buti panaudota ir visy kity baltymy
apdorojimui pries fermentacija. Ultragarsas yra taikomas ir bioaktyviy peptidy, kurie yra naudojami
vaisty pramonéje, gamybai i§ baltymy, pavyzdziui, iSrugy [61].

Be paminéty ultragarso taikymo privalumy, ultragarsas skatina sgveikg tarp fermento ir substrato,
susidarant jy kompleksui. Ultragarsiné kavitacija sukelia baltymy konformacijos pokycius, todél
veikia fermentinj aktyvuma, atskleidziant aktyvyjj centra ir iSskleidZiant polipeptiding granding [62].
Be to, ultragarso bangos gali jtakoti reakcijos stabilumg. Atliktas tyrimas parodé, jog
poligalakturonazés, apdorotos ultragarsu, aktyvumas prad€¢jo mazéti po 50 min, kai tuo tarpu
neapdorotos ultragarsu aktyvumas pradéjo mazéti po 30 min [63]. Nustatyta, jog ultragarsu apdoroty
fermenty antrinés ir tretinés struktiiros yra pakeiCiamos skirtingais laipsniais. Be to, fermento
poky¢€iai yra negriztami. Daugelis eksperimentiniy rezultaty parode¢, kad skirtingi fermentai turi
skirtingg tolerancijos ultragarsui laipsnj [62]. Ultragarso jtaka fermentinés hifrolizés procesui
pavaizduota 1.6 paveiksle [62].
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1.6 pav. Ultragarso jtaka fermentinés hidrolizés reakcijoms

Fermentai taip pat gali atlaikyti didesnio intensyvumo ultragarsa, jei yra naudojami priedai. Fermenty
inaktyvavimuisi sustabdyti j terp¢ galima pridéti ir tokiy stabilizatoriy kaip Tween 80 (apsaugo
tripsing nuo dideliy ultragarso pazeidimy), polioliy (padidina natiraliy baltymy stabiluma),
polietilenglikolio (lipazés i§ Chromobacterium viscosum stabilizavimui) ir kt. [63].

Apibendrinant, ultragarsas yra placiai naudojamas jvairiuose fermentinés hidrolizés reakcijos
etapuose, siekiant padidinti reakcijos greitj ir produkto iSeiga. Ultragarsu galime apdoroti substrata,
mikroorganizmus ar jau i$skirtus i$ jy fermentus bei visg miSinj kartu, taciau labai svarbu yra parinkti
tinkamas ultragarso salygas [64].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Medziagos ir mikroorganizmai

Substratas. Eksperimentui atlikti naudoti viso griido kvietiniai miltai (drégnis 12,8 %, baltymai 10,3
%, riebalai 1,8 %, pelenai 0,6 %, skaidulos 11,16 %), pagaminti UAB ,,Malsena“. Taip pat grynas
glitimas (dréegme 6,6 %, baltymai 77,40 %), pagamintas AB , Roquette Amilina® (Panevézys,
Lietuva).

Mikroorganizmai. Viso griido kvietiniy milty ir glitimo Zaliavos fermentacijai naudotos pieno
rugsties bakterijos: Lactobacillus paracasei LUHS244, Lactobacillus uvarum LUHS245,
Pediococcus pentosaceus LUHS22 ir LUHS100, Lactobacillus plantarum LUHS18 ir LUHS135,
Pediococcus acidilactici LUHS236 ir LUHS29, Lactobacillus brevis LUHS140 ir LUHS173, gautos
i§ LSMU Maisto saugos ir kokybés katedros kolekcijos. Prie§ eksperimentg, bakterijos padaugintos
sterilioje MRS terpéje su Tween 80 (Biolife, Italija), inkubuojant jas 48 h 35 °C temperatiiroje
anaerobinémis sglygomis [42].

2.2. Aparatiira

% Spektrofotometras ,,Genesys 10UV

+ pH matuoklis ,,Hanna instruments*

+»» Termostatas ,,Memmert*

s Termostatuojama vandens vonel¢ ,,Biosam*

% Centrifuga ,,Universal 320 R“ ir ,,Orto alresta*

% Autoklavas ,,Certoclav

¢ Termostatuojama purtyklé ,,Biosan ES-20*

% Laminaras ,, Telstar BV-100*

¢ Ultargarso vonelé ,,Ultrasonic proclean 3.0DSP*

¢+ Chromatografas ,, THERMO Ultimate 3000-2

« Kapiliarinés elektroforezes sistema ,,Agilent 2100 Bioanalyzer*
¢ Teksturos analizatorius ,, TA.XT* (Stable Micro Systems, Godalmingas, JK)

% Vertikalios elektroforezés jranga ,,Cleaver scientific CVS10
2.3. Tyrimo metodai
2.3.1. Fermentacija pieno rigsties bakterijomis

Fermentacijos tyrimui kvietiniy milty méginys (100 g) sterilizuotas autoklave 121 °C 20 min.
Atvésinus iki 30 °C temperatiiros, méginys sumaiSytas su steriliu distiliuotu vandeniu (150 ml) ir 2
% (9/100g) grynos bakterijy suspensijos. Fermentacija vykdyta 96 h laikant méginius termostate 35
°C temperatiiroje anaerobinémis saglygomis. Méginiai tirti kas 24 h pH, BTR, tirpiy baltymy kiekiui
bei bakterijy proteolitiniam aktyvumui jvertinti. Kiekvienas méginys analizuotas du kartus. Atrinkus
proteolitiniu aktyvumu kvietiniy milty terpéje pasiZymincias PRB, pastarosios naudotos gryno
glitimo baltymy hidrolizei.

25



2.3.2. pH ir bendro titruojamojo riigstingumo nustatymas

Meéginiy pH nustatytas pagal LST EN ISO 10523:2012 standartg [65]. Tyrimui pasverta 5 g Zzaliavos
ir uzpilta 50 ml vandens, gautas miSinys homogenizuotas 20 min ant magnetinés maiSyklés. Gauta
masé nufiltruota per kaproninj filtrg ir matuotas tirpalo pH tiesiogiai pH-metru.

Meéginiy bendras titruojamasis ragstingumas (BTR) nustatytas pagal LST 1553:1998 standartg [66].
RiigStingumas iSreikStas Neimano laipsniais (°N), t. y. 1 N Sarmy tirpalo ml skai¢iumi, reikalingu
nutitruoti rugstis, esancias 100 g produkto. Rugstingumui nustatyti méginys analogiskai ruoSiamas
kaip ir pH nustatymui. Du lygiagretis méginiai po 50 ml titruoti 0,1 N NaOH tirpalu, naudojant
indikatoriy 1 % fenolftaleing, iki avietinés spalvos, neiSnykstancios 1 min. Terpés bendras
titruojamasis ragstingumas (BTR) apskaiciuotas pagal formule:

BTR=2-a-k 2.1)

¢ia: a — NaOH tirpalo Kkiekis sunaudotas méginio titravimui (ml); kK — NaOH tirpalo titro pataisos
koeficientas (k = 1).

2.3.3. Baltymy kiekio nustatymas spektrofotometriniu metodu

Tirpiyjy baltymy kiekis pilno grido kvietiniy milty fermentacijos terp¢je jvertintas
spektrofotometriniu metodu [67]. Sio metodo principas remiasi baltyminiy tirpaly gebéjimu
absorbuoti UV spindulius, esant bangy ilgiams 280 ir 260 nm. Aminortigstys, kurios turi aromatinj
ziedg, absorbuoja UV spindulius, esant bangos ilgiui 280 nm. Absorbcija, esant 260 nm, jvyksta dél
peptidiniy jungciy [67].

Tyrimui pasverta 5 g méginio ir uzpilta 10 ml dist. vandens. MiSinys maiSytas magnetine maisykle
15 min ir centrifuguotas (10 min 4500 aps./min). Po centrifugavimo paimta 300 pl méginio ir
praskiesta su 2700 ul vandens. Véliau matuotas tirpaly optinis tankis spektrofotometru, esant 280 nm
ir 260 nm bangos ilgiui. Baltymy koncentracija tirpale X (mg/ml) apskaiciuota pagal formule:

X (mg/ml)=(1.55-A280)-(0.76-A260)  (2.2)

Cia: Azgo— baltymy tirpalo sugertis, esant bangos ilgiui 280 nm; Azeo — baltymy tirpalo sugertis, esant
bangos ilgiui 260 nm.

2.3.4. Proteolitinio aktyvumo nustatymas

Proteolitiniy fermenty aktyvumas pilno griido kvietiniy milty terpéje ir gryname glitime nustatytas
pagal Sigma — Aldrich proteazés aktyvumo jvertinimo metodikg, naudojant kazeing kaip substratg
[68]. Kaip standartas naudotas tirozino tirpalas. Vienas proteazés aktyvumo vienetas iSreiskiamas
umol tirozino ekvivalento, atskelto nuo kazeino substrato reakcijos salygomis (37 °C pH 7,5) per
minute.

Proteaze
Metodo esmé: Kazeinas + HHO ———»  Aminoriigétys

Tyrimui atsverta 5 g fermentuoto meéginio ir sumaiSyta su 10 ml dist. vandens. MiSinys maiSytas
magnetine maiSykle 15 min ir centrifuguotas 10 min 4500 aps./min. Supernatantas naudotas kaip
fermenty tirpalas proteolitiniam aktyvumui jvertinti. Tyrimui atlikti papildomai paruosiamas 0,65 %
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kazeino tirpalas (0,05 M Na;HPO4 buferyje, kurio pH 7,5), 110 mM TCA ragstis, 0,5 M natrio
karbonato tirpalas. Paimama Folino — Kiokalto reagento 10 ml ir praskiedziama iki 100 ml. Reakcijai
atlikti, substratas (2,5 ml) sumaiSomas su fermenty ekstraktu (0,5 ml) ir inkubuojamas 30 min 37 °C
vandens vonioje. Lygiagrec¢iai ruosiamas kontrolinis méginys, j kurj pradZioje nededamas fermentas.
Eksperimentas atliekamas seka, aprasyta 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Bakterijy proteolinio aktyvumo jvertinimas

Testas Tus¢ias
Kazeinas 2,5ml 2,5ml
Fermento ekstraktas 0,5 ml -
Patalpiname mégintuvélius | 37 °C vandens vonele 30 min. Tada pilame:
TCA 2,5ml 2,5ml
Fermento ekstraktas - 0,5 ml

Patalpiname mégintuvélius | 37 °C vandens vonele 10 min. Nuosédos filtruojamos per 0,45 pm filtrinj popieriy ir
toliau filtratag naudojame spalvinés reakcijos paieskoms:

Testo filtratas 1ml -
Tuscio filtratas - 1ml
Natrio karbonatas 2,5ml 2,5ml
Folino-Kiokalto reagentas 0,5ml 0,5ml

Patalpiname mégintuvélius i 37 °C vandens vonele 30 min. Paskui leidziama atSalti iki kambario temperatiiros ir
matuojama tirpaly absorbija, esant 660 nm bangos ilgiui.

Kalibravimo kreivés sudarymas. Standartinio 1,1 mM tirozino tirpalo kiekiai (0,05; 0,10; 0,20; 0,40
ml) sumaiSyti su dist. vandeniu, bendras tiiris mégintuvéliuose 2 ml. | § tirpalg jpilta 1 ml

Folino—Kiokalto reagento ir 5 ml natrio karbonato tirpalo. Sumaisyta ir inkubuota kambario
temperatiiroje. Po poros minu¢iy matuota $viesos sugertis, esant 660 nm bangos ilgiui. Kalibraciné

kreivé pateikta 2.1 paveiksle.

Absorbcija 660 nm

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

y =8,1299x + 0,0079
R?=0,9975

0,01

0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Tirozino kiekis, umol

2.1 pav. Tirozino kiekio priklausomybe nuo Sviesos sugerties
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Proteolitinis aktyvumas apskaiciuotas pagal formules:

AA660nm = A66Onm testas A66Onm blankas (2-3)

a-Vv
V, -t-v

U(AV /ml) = (2.4)

Cia: a — tirozino tirpalo koncentracija i§ kalibracinés kreivés, pmol; V — visas tirpalo tiris; Vi —
pradinis fermento tiiris, ml; t — bandymo laikas, min; v — filtrato tiiris, ml, naudotas kalorimetrinéje
analizéje.

2.3.5. Fermentacijos terpés apdorojimas ultragarsu

PRB fermentinés sistemos aktyvinimui taikytas apdorojimas 37 kHz daznio (intensyvumas 100%,
galingumas 70 W) ultragarsu. Eksperimentui atlikti glitimo (10 g) ar kvietiniy milty (20 g) méginys
sumaiSytas su dist. vandeniu, atitinkamai santykiu 1:6 ir 1:2. | gauta terpe jmaisius 2 % grynos
bakterijy suspensijos, méginiai homogenizuoti ir supilstyti j sandarius polietileninius maiSelius.
Maiseliai su méginiais patalpinti j ultragarso vonele ir apdoroti ultragarsu, kei¢iant trukme (10, 20 ir
30 min) ir palaikant pastovig temperatiirg (35 °C). Po apdorojimo ultragarsu, méginiai inkubuoti
termostate 48 h, o paskui ir 96 h 35 °C temperattroje. Kas 24 h jvertintas terpés pH, BTR, PRB
proteolitinis aktyvumas ir paimti méginiai gliadino baltymy iSskyrimui ir jy kiekio jvertinimui. Kaip
kontrolé naudoti neapdoroti ultragarsu méginiai.

2.3.6. Glitimo baltymy ekstrakcija
Glitimo baltymy ekstrakcija atlikta pagal Dhaka [69] pateikta metodika.

Gliadiny frakcijos iSskyrimas. 1 g fermentuojamosios terpés ekstrahuojama 5 ml 70 % vandeninio
etanolio tirpalo, maisant ant magnetinés maiSyklés. Gautas tirpalas centrifuguojamas (4500 aps./min
30 min), supernatantas nupilamas ir i§saugomas (I gliadiny frakcija). Procediira kartojama du kartus
ir nuosédos i§saugomos [69]. Gautuose tirpaluose nustatyta baltymy koncentracija Bradfordo metodu.

Gliuteniny frakcijos iSskyrimas. Ant pirmajame etape gauty nuosédy uzpilama 5 ml 50 % 1-
propanolio + 1 % DTT ir maiSoma 30 min, kas 10 min vartant. Méginiai laikomi vandens vonioje 60
°C 90 min, kas 15 min vartant. Véliau méginiai centrifuguojami, supernatantas nupilamas ir nusodinti
gliuteninai istirpinami 5 ml 50 % 2-propanolio + 0,08 M Tris—HCI (pH 7,5) + 1 % DTT + 2 M
karbamido tirpale [69].

2.3.7. Baltymy kiekio nustatymas Bradfordo metodu

Bradfordo metodas pagrjstas baltymy sgveika su specifiniu reagentu — Coomasee briliantinio mélio
dazikliu, su kuriuo baltymai sudaro mélynos spalvos junginj (spalvos intensyvumas tiesiogiai
priklauso nuo baltymy koncentracijos) [70]. Bradfordo reagentas ruosiamas i§ 100 mg Coomasee
briliantinio mélio G-250, 50 ml 95 % etanolio ir 100 ml 85 % fosforo rugsties. Kai dazai iStirpsta,
tirpalas skiedziamas su dist. vandeniu iki 1 litro. Tyrimui atlikti 100 pl gliadiny baltymy tirpalo
sumaiSoma su 3 ml Bradfordo reagento. Tirpalai inkubuojami 40 min kambario temperatiiroje.
Matuojamas tirpaly optinis tankis spektrofotometru, esant bangos ilgiui 595 nm [70]. Bendras
baltymy kiekis X (mg/g) apskaiciuotas pagal formulg:
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a-
n-

X =

<<

[N

(2.5)

a — baltymo koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg/ml; V — baltymy ekstrakto ttris, ml; Vi —
pradinis ekstrakto tiiris, paimtas praskiedimui, ml; n — pradin¢ Zaliavos masé¢, g.

Tirozino kalibravimo kreivés sudarymas. Kalibracinei kreivei sudaryti reagentai supilstyti pagal 2.2
lentele. Kalibracinei kreivei sudaryti naudotas 2 mg/ml koncentracijos jau¢io serumo albumino
tirpalas. ] visus mégintuvélius jpilama 3 ml Bradfordo reagento, inkubuojama 40 min kambario
tempratiiroje ir matuojama Sviesos sugertis, esant 595 nm bangos ilgiui.

2.2 lentelé. Kalibracinés kreivés sudarymas Bradfordo metodui

Eil.Nr Galutiné Pradinio albumino Vandens kiekis
koncentracija (mg/ml) tirpalo tiiris (pl) praskiedimui (nl)
1 0 0 100
2 0,2 10 90
3 0,4 20 80
4 0,6 30 70
5 0,8 40 60
6 1,0 50 50
7 1,5 75 25

Gliadiny koncentracija (mg/ml) apskai¢iuojama i§ kalibracinés tiesés lygties, pavaizduotos 2.2

paveiksle.

Absorbcija 595 nm

0,5 -
0,45 4

0,35 A
0,3 -
0,25 A
0,2
0,15 4
0,1 -
0,05 -

y =0,3221x - 0,0125
R?=0,9855

0,2 0,4 0,6

0,8 1 1,2 14 1,6

Albumino koncentracija, mg/ml

2.2 pav. Absorbcijos priklausomybé nuo baltymy koncentracijos tirpale

2.3.8. Baltymy elektroforezé natrio dodecilsulfato—poliakrilamido gelyje

Baltymy molekuliy pokyc¢iams jvertinti taikyta baltymy NDS — PAGE, naudojant vertikaliosios
elektroforezés jranga. Sis metodas yra taikomas biomolekuléms atskirti ir identifikuoti.
Elektroforezés metu jkrautos baltymy molekulés juda elektriniame lauke. lkrautos molekulés
judrumas elektriniame lauke priklauso nuo jos dydzio ir formos, krivio ir cheminés prigimties,
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elektrinio lauko stiprumo ir gelio pory dydzio [71]. Elektroforezei atlikti naudoti tirpalai, pateikti 2.3

lenteléje.

2.3 lentelé. Elektroforezés tirpalai ir jy ruosimas

Tirpalo pavadinimas

Ruosimas

30 % akrilamido / 0,8 % N,N-metilenbisakrilamidas

Istirpinama 30 g akrilamido ir 0,8 g N,N-
metilenbisakrilamido ir pilama H2O iki 100 ml

4x TRIS-HCI / NDS buferis pH 8,8 (1,5 M TRIS-HCI,
0,4 % NDS)

36,4 g TRIS istirpinama 110 ml H2O. | gauta tirpala
pilama 8 ml 10 % NDS. Lasinama 1 N HCI, kol tirpalo
pH bus 8,8. PraskiedZiama iki 200 ml

4x TRIS-HCI / NDS buferis pH 6,8 (0,5 M TRIS-HCI,
0,4 % NDS)

12,12 g TRIS istirpinama 110 ml H,O. | gauta tirpala
jpilama 8 ml 10 % NDS. Lasinama 1 N HCI, kol tirpalo
pH bus 6,8. PraskiedZiama iki 200 ml

4x TRIS—glicino buferis—NDS

57,6 g glicino ir 12 g TRIS istirpinama 1 1 H,O

1x TRIS—glicino buferis—NDS (elektroforezés buferis)

Sumai$oma 750 ml 4xTRIS—glicino buferio—NDS su 30
ml 10 % NDS ir pilama H2O iki 3 |

10 % amonio peroksosulfatas

0,1 g istirpinamas 1 ml

TEMED

4x méginius denatiiruojantis buferis

4 ml glicerolio, 2 ml 2—merkaptoetanolio, 1,2 g NDS, 5
ml 4xTRIS-HCI / NDS pH 6,8 buferio, 0,03 g
bromfenolio mélio sumaiSoma, iSpilstoma i Ependorfo
mégintuvelius ir laikyta Saldytuve -20 °C

Baltymy tvirtinimo tirpalas

25 ml izopropilo alkoholio, 10ml acto rugstiesties ir 65
ml vandens

Dazas Coomassie mélis

10 ml acto rugsties, 0,006 g Coomassie mélio G-250, 90
% vandens

Dazo iSplovimo tirpalas 10 % acto rtigstis

10 ml acto rugsties skiedziama iki 100 ml

Baltymy iSskirstymui ruoStas 12 % akrilamido gelis. Skirstomojo ir kencentruojamojo geliy

receptiiros pateiktos 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Skirstomojo ir koncentruojamojo gelio ruosimas

Skirstomasis gelis

Koncentruojamasis gelis

Tirpalas Kiekis (ml) Tirpalas Kiekis (ml)
30 % akrilamido / 0,8 % 4 30 % akrilamido / 0,8 % 17
N,N-metilenbisakrilamidas N,N—metilenbisakrilamidas '
4XTRIS-HCI / NDS buferis 25 4 x TRIS-HCI / NDS 25
pH 8,8 ' buferis pH 6,8 '
H-0 3,4 H,0 5,7
10 % amonio 0.1 10 % amonio 01
peroksosulfatas ’ peroksosulfatas '
TEMED 0,004 TEMED 0,01
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Elektroforezés eiga. Paruostu skiriamuoju tirpalu pripildoma elektroforezés aparato gardelé ir 40 min
laukiama, kol jvyks polimerizacija. Koncentruojamasis tirpalas supilamas tarp stikly ant skiriamojo
gelio ir jdedamos Sukos. Laukiama, kol jvyks polimerizacijos reakcija 35 min. Tiriamojo baltymo
tirpalo praskiedziama santykiu 1:1 su baltymus denattruojanciu buferiu ir 5 min miSinys kaitinamas
verdanc¢io vandens vonioje. I$ elektroforezés aparato iSimamos Sukos. Po to i Sulinélius po 20 pl
jpilami paruosti baltymo pavyzdziai. | kontrolinj Sulinélj jpilama 10 ul etaloninio baltymo miSinio.
Molekulinei masei jvertinti naudoti elektroforezés baltymy standartai (Sigma — Aldrich), sudaryti i$
zinomos molekulés masés baltymy, t. y. 200 kDa, 116 kDa, 97 kDa, 66kDa, 55 kDa, 45 kDa, 45 kDa,
36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14,2 kDa ir 6,5 kDa. | elektroforezés aparata pripilama
elektroforezés buferio. Elektroforezés aparatas prijungiamas prie pastoviosios elektros srovés (220
V, 40 A) saltinio ir baltymy i$skirstymo procesas vykdomas 60 min.

Gelio daZymas. Po elektroforezés gelis jdedamas j plastiking vonelg ir fiksuojamas baltymo tvirtinimo
tirpalu apie 1 h. Véliau uzpilama Coomassie mélio dazo tirpalas. Vonelé 1étai siibuojama apie 6 h
kambario temperatiiroje, kol baltymo juostelés nusidazo norimo rySkumo mélyna spalva. Dazo
tirpalas i$pilamas ir uzpilama 10 % acto rugsties tirpalo, kad i§ gelio iSsiplauty dazas, nesusirises su
baltymu.

2.3.9. Baltymy kapiliariné elektroforezé

Glitimo gliadiny frakcijos baltymy poky¢iai prie§ ir po apdorojimo ultragarsu ir mikroorganizmais
analizuoti kapiliarinés elektroforezés metodu. Sis metodas yra efektyvesnis nei NDS — PAGE,
kadangi simtai komponenty i$skiriami tuo pa¢iu metu ir yra automatizuotas. Analizei atlikti naudotas
»Agilent 2100 bioanalyzer* aparatas (Agilent Technologies, JAV) ir ,,Agilent Protein“ rinkinys
(Agilent Technologies, JAV). Sis rinkinys yra skirtas analizuoti baltymus, kuriy molekuliné masé yra
5 — 80 kDa ir gali biiti naudojamas analizuoti lasteliy lizatus, kolonéliy frakcijas ir iSgrynintus
baltymus. Kiekvienas ¢ipas turi viduje sujungtus mikrokanalélius, kurie ,,sijoja* baltymus pagal dydj,
kol Sie juda kanaluose elektroforezés principu.

Kapiliarinés elektroforezés tirpalai ir eiga. Visy pirma ruo$iamas méginio buferis pagal 2.5 lenteléje
pateikta receptiira.

2.5 lentelé. Méginio buferio paruo$imas

Méginio buferis (pH=8,8) 2x méginio buferis (100 ml)
2 M karbamidas 24 g karbamido

15 % glicerino 30 ml glicerino

0,1MDTT 3,1gDTT

0,1 M Tris/HCI 3,1 g Tris/HCI

Tyrimui atlikti 100 ul gliadiny tirpalo uzpilama 75 pl 2x méginio buferio ir 75 pl dejonizuoto
vandens. Mégintuvéliai jdedami j 25 °C ultragarsing vonele 15 min. Po to centrifuguojami 5 min
12200 aps./min mikrocentrifugoje. Supernatantas surenkamas ir naudojamas elekroforezei atlikti kaip
meéginys. Méginys (4 pl) sumaiSomas su 2 pl denatiiruojancio tirpalo 0,5 ml mégintuvélyje.
Denatiiruojantis  buferis ruoSiamas pridedant merkaptoetanolio j méginio buferj (7 pl
merkaptoetanolio j 200 pl méginio buferio mégintuvélj). Méginiy mégintuvéliai ir mégintuvéliai su
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6 ul komerciniu baltymy markeriu patalpinami j verdanc¢io vandens vonele 5 min. Po virimo méginiai
atvésinami ir centrifuguojami 5 s, kad meéginys susirinkty meégintuvélio dugne. Pridedama 84 pl
dejonizuoto vandens ] méginio ir markerio mégintuvélius ir supurtoma.

Baltymy analizés ¢ipas (2.3 pav) uzpildomas 12 pl dazais (Sulinélis G), 12 ul dazy i$plovimo tirpalu
(Sulinélis DS), 6 ul méginiu j kiekvieng Sulinélj (1-10), 6 ul markeriu j Sulinélj, pazyméta
kopetélémis. Kiekvienas $ulinélis turi biti uzpildytas (méginiu arba markeriu). Cipas jstatomas j
»Agilent 2100 bioanalyzer* aparatg ir analizé pradedama i§ karto.

7 Y
6 pl méginio

]
]
2

2

=2
-=

[]
2
™
5
3

~"12 pl DS

.

Sizing / Analysi 6 pl markerio

2.3 pav. ,,Agilent 2100 bioanalyzer* aparato ¢ipas
2.3.10. Molekuliniy siety chromatografija

Molekuliniy siety chromatografija yra skys€iy chromatografijos procesas, kai néra sgveikos tarp
skiriamyjy junginiy ir sorbento, jony mainy ar kity giminingumo reiSkiniy. Molekuliniy siety
chromatografijoje dvi fazes sudaro tas pats tirpiklis. Stacionariaja faz¢ sudarantis tirpiklis yra kietyjy
poringy daleliy, kurios yra netirpios eliuente ir inertiSkos jo bei skiriamyjy medziagy atzvilgiui viduje,
o0 judrigjg faze sudaro tas pats tirpiklis, esantis $iy daleliy iSor¢je [72]. Pasiskirstymas vyksta dél
junginio difuzijos, kurig lemia skirtinga koncentracija junginio judrioje ir stacionarioje fazéje.
Molekuliy atskyrimas pagal jy dyd;j ir forma grindziamas molekulinio sieto principu: molekulés
atskiriamos tam tikro dydzio poras turiciais nesikliais. Kolonélé pripildoma gelio grudeliy,
suspenduoty judriosios fazés buferyje. Didelés molekulés is kolonélés eliuojamos pirmiausia, nes jos
nepatenka j nesiklio poras ir i§ kolonélés yra isstumiamos. Mazesnés molekulés pasiskirsto
atitinkamo dydzio gelio porose ir is kolonélés eliuojamos pagal dyd;j viena paskui kita [71].

Glitimo gliuteniny frakcijos baltymy struktiiros poky¢iai pries ir po ultragarso ir mikroorganizmy
apdorojimo analizuoti ,,THERMO Ultimate 300022% chromatografu (Thermo Fisher Scientific,
JAV). Chromatografinés analizés salygos pateiktos 2.6 lentel¢je. Tyrimui atlikti baltymy tirpalas
filtruotas pro 0,45 um mebraninj filtrg ir naudotas analizei.
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2.6. lentelé. Chromatografinés analizés atlikimo parametrai

Paskirtis | Srautas, | Slégis, bar | Temperatiira, | Eliuentas Trukmeé, | Injekcijos
ml/min °C min taris, pl
30%
Darbinis | 0.3 490 -570 | 30 acetonitrilas | 3q 5
/0,1% TFA

70% vanduo
Naktinis | 0.01 5 30 10,1% TFA | 5

Analizei atlikti naudotos chromatografinés kolonéles:
e Kkolonéle ,,Waters BEH200 SEC 125A* 4,6 x 150 mm. Uzpildo daleliy dydis 1,7 um;
e Kolonélé ,,Waters Protein BEH SEC 125A* 4,6 x 300 mm. Uzpildo daleliy dydis 1,7 pm.

2.3.11. Teslos tekstiiros parametry nustatymas

Meéginiy paruosimas. Teslos tekstliros parametrai vertinti prie$ ir po fermentacijos PRB bei
apdorojimo ultragarsu, naudojant tekstiros analizatoriy TA.XT (Stable Micro Systems,
Godalmingas, JK). Viso grado kvietiniai miltai (50 g) sumaiSomi su distiliuotu vandeniu santykiu
1:1. Dalis méginiy apdoroti ultragarsu, kita dalis — apdoroti ultragarsu ir fermentuoti atrinktomis
PRB. Fermentacija vykdyta optimaliomis sglygomis (24 h 35 °C). Po fermentacijos, j dalj méginiy
jdéta 2 g/100g mieliy ir papildomai fementuota papildomai 1 h 35 °C. Kaip kontrolinis méginys tirtas
kvietiniy milty pusgaminis, ruostas i§ pilno griiddo kvietiniy milty ir distiliuoto vandens santykiu 1:1.

Analizé. Teksturos analizatoriumi jvertintas méginiy kietumas, konsistencija, kohezija ir klampumo
indeksas. Tekstiiros jvertinimui naudotas 20 mm skersmens cilindrinis plunZeris, penetracijos greitis
1 mm/s, penetracijos gylis 10 mm. Parametrai nustatyti i$ jégos — laiko kreivés (2.4 pav.). Kietumas
jvertintas pagal didZiausig teigiama jéga, konsistencija jvertinta kaip didziausias teigiamas plotas,
kohezija jvertinta kaip didziausia neigiama jéga, 0 klampumo indeksas jvertintas kaip didZiausias
neigiamas plotas.
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Joga, W Darbinio kino judéjimas
Zemyn 1 Aukityn 1 Pauzé Zemyn 2 Aunkitn 2
Kietumas
K
Kietumas
E2
~
Plotas
Al
Konsistencija
Kohezija
o ' Plotas
| A2
Tigis 11 | 7| Tgis 12
+ + Plotas A3 Laikas

Flampumo indeksas

2.4 pav. Teslos tekstiiros kreivé
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Pieno ruagsties bakteriju gyvybingumo kvietiniy milty terpéje jvertinimas

Sio etapo tikslas — atrinkti PRB, pasizymingias proteolitiniu aktyvumu kvietiniy milty terpéje,
siekiant jas panaudoti kvie¢iy prolaminy suskaidymui, taip sumazinant jy toksiskuma. Eksperimente
pilno griido kvietiniy milty apdorojimui taikyta fermentacija skirtingomis PRB 35 °C temperatiiroje
96 h. Fermentacijos kokyb¢ vertinta pagal terpés rugstingumo pokycius, o bakterijy aktyvumas

vertintas pagal juy proteolitinj aktyvuma ir tirpiy baltymy susidarymg fermentacijos terp¢je.

3.1.1. Terpés rugstingumo Kitimas fermentacijos metu

Tyrimo rezultatai rodo, kad fermentuojamosios terpés pH mazéjo beveik visg fermentacijos
laikotarpj, priklausomai nuo naudotos PRB. Intensyviausiai organinés riigstys kaupési per pirmasias
48 h, o sekancias 24 h rigStingumas didé¢jo l1éciau (3.1 pav.).
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3.1 pav. pH kitimo priklausomybé nuo fermentacijos trukmés. PRB: L. paracasei LUHS244, L. uvarum
LUHS245, P. pentosaceus LUHS22 ir LUHS100, L. plantarum LUHS18 ir LUHS135, P. acidilactici

B

LUHS236 ir LUHS29, L. brevis LUHS140 ir LUHS173

IS gauty rezultaty matyti, kad P. pentosaceus LUHS22 ir LUHS100 per 96 h fermentacijos periodo
organiniy riig§¢iy gamino daugiausiai. P. pentosaceus LUHS100 pH kito nuo 5,24 iki 3,32, o tuo
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metu P. pentosaceus LUHS22 pH kito nuo 5,31 iki 3,53. Po 48 h fermentacijos $iy abiejy padermiy
terpés pH buvo maziausias i§ visy, atitinkamai 3,66 ir 3,72. Maziausios pH vertés po 24 h
fermentacijos nustatytas L. paracasei LUHS244 ir L. uvarum LUHS245 fermentuotoje terpéje. L.
paracasei LUHS244 pH kito nuo 5,21 iki 3,78, o L. uvarum LUHS245 nuo 5,17 iki 3,89 ir, toliau
fermentuojant, isliko pastovus. Efektyvus riigs¢iy susidarymas stebimas ir L. brevis LUHS140 bei P.
acidilactici LUHS29 fermentuotoje terpéje. L. brevis LUHS140 fermentuotoje terpéje per 48 h pH
pakito nuo 5,18 iki 3,77, o P. acidilactici LUHS29 — nuo 5,25 iki 3,75, tadiau tolimesniu
fermentacijos periodu terpés pH vertés didéjo. Silpniausiai rigstys kaupési L. plantarum LUHS18 ir
P. acidilactici LUHS236 fermentacijos terpése (pH sumazéjimas nustatytas tik 19,2 % ir 14,6 %,
lyginant su pradinémis pH reik§mémis).

3.1.2. Pieno rugsties bakteriju proteolitinio aktyvumo jvertinimas fermentacijos terpéje

PRB proteolitinio aktyvumo (PA) pilno grido kvietiniy milty terpéje tyrimo rezultatai pateikti 3.2
paveiksle.
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3.2 pav. PRB proteolitinio aktyvumo kitimas viso grido kvietiny milty terp¢je, fermentuojant 96 h
skirtingomis padermémis: P. pentosaceus LUHS22 ir LUHS100, L. brevis LUHS140 ir LUHS173 (A); L.
paracasei LUHS244, L. uvarum LUHS245, L. plantarum LUHS18, P. acidilactici LUHS236 ir LUHS29 (B)
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IS gauty rezultaty matyti, kad P. pentosaceus LUHS22 ir LUHS100 bei L. brevis LUHS140 ir
LUHS173 padermés pasizyméjo proteolitiniu aktyvumu visu 96 h fermentacijos periodu (3.2 pav).
Didziausias PA nustatytas po 24 ir 48 h, priklausomai nuo fermentacijai naudotos PRB padermés.
Didziausias PA po 24 h fermentacijos nustatytas L. brevis LUHS140 (0,011 AV/ml) fermentuotoje
terpéje, taip pat P. pentosaceus LUHS22 (0,006 AV/ml) méginiuose, kuriy PA po 48 h padidéjo iki
0,007 AV/ml. MazZesnis aktyvumas nustatytas P. pentosaceus LUHS100 fermentuotoje terpéje —
pragjus 24 h aktyvumas sieké 0,004 AV/ml (3.2 A pav.). Maziausias i§ pastaryjy PA nustatytas L.
brevis LUHS173 — praéjus 48 h sieké 0,001 AV/ml ir toliau beveik nebekito.

Kai kurios padermés pasizyméjo proteolitiniu aktyvumu tam tikru fermentacijos momentu.
Pavyzdziui, L. plantarum LUHS18 didziausias proteolitinis aktyvumas nustatytas po 96 h ir sieké
0,009 AV/mlI (3.2 B pav.). L. uvarum LUHS245 didziausios PA vertés nustatytos pradiniu momentu
(0,003 AV/ml). L. paracasei LUHS244 aktyvumas po 24 h sieké 0,002 AV/ml, o po 72 h padidéjo
iki 0,006 AV/ml. Sios padermés proteolitinis aktyvumas po 48 h fermentacijos nenustatytas.
Priezastis gali biti tokia, kad Sios bakterijos pasizyméjo 1éta adaptacija tiriamojoje terpéje ir silpnu
jos komponenty skaidymu, taip pat galéjo jsivelti eksperimento paklaida. Tyrimas taip pat parodé,
kad sios PRB padermés — P. acidilactici LUHS236 (0,0003 AV/ml po 24 h) ir LUHS29 (0,0001
AV/ml po 72 h) — pasizyméjo labai mazu proteolitiniu aktyvumu, o L. plantarum LUHS135 jis visai
nenustatytas.

3.1.3. Tirpiuyju baltymu poky¢iy jvertinimas fermentacijos terpéje

Tirpiyjy baltymy pokyciai gali buti tiesiogiai susij¢ su PRB adaptavimusi terpéje ir jy gebéjimu
skaidyti baltymines medziagas, ko pasekoje susidaro didesni tirpiyjy baltymy kiekiai [37]. Tirpiyjy
baltymy poky¢iai pilno griido kvietiniy milty terpéje, vykdant fermentacijg 96 h skirtingomis PRB
padermémis, pateikti 3.3 paveiksle.
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3.3 pav. Tirpiyjy baltymy kitimas fermentacijos terpéje, fermentuojant 96 h. PRB: P. pentosaceus LUHS22
ir LUHS100, L. brevis LUHS140 ir LUHS173 (A); L. plantarum LUHS18, P. acidilactici LUHS236 ir
LUHS29 (B); L. paracasei LUHS244, L. uvarum LUHS245, L. plantarum LUHS135 (C)

IS gauty rezultaty matyti, kad pilno grido kvietiniy milty terpéje geriausiai adaptavosi L. brevis
LUHS140 ir P. pentosaceus LUHS173, tirpiy baltymy kiekis po 48 h fermentacijos padidéjo,
atitinkamai 48,7 % ir 47,7 %, lyginant su pradine koncentracija (1,54 ir 1,36 mg/ml) (3.3 A pav.).
Taip pat gerai Sioje terp¢je adaptavosi P. pentosaceus LUHS22, tirpiyjy baltymy kiekis po 24 ir 72 h
fermentacijos padidéjo 28,3 % ir 41,1 %, lyginant su pradine baltymy koncentracija (1,82 mg/ml)
(3.3 A pav.). Be to, gerai Sioje terpéje adaptavosi ir P. pentosaceus LUHS100 ir LUHS173 padermés:
tirpiyjy baltymy kiekiai po 48 h fermentacijos LUHS100 padidéjo nuo 38,8 % (pradiné koncentracija
1,72 mg/ml), o LUHS173 — iki 47,8 % (pradiné koncentracija 1,36 mg/ml) (3.3 A pav.).

Eksperimento metu nustatyta, kad silpniau viso griido kvietiniy milty terpéje adaptavosi L. plantarum
LUHS135 ir LUHS18, L. paracasei LUHS244 bei L. uvarum LUHS245 padermés. Maziausias
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susidariusiy tirpiyjy baltymy kiekis nustatytas po 24 h ir 48 h fermentacijos L. plantarum LUHS135
(1,42 mg/ml), kuris nuo pradinés vertés padidéjo atitinkamai tik 5,9 % ir 17,6 % (3.3 C pav.).

IS gauty ragStingumo ir tirpiyjy baltymy susidarymo tendencijy matyti, kad PRB proteolinis
aktyvumas isties priklauso nuo jy gebéjimo adaptuotis tiriamojoje fermentacijos terpéje. 48 h
fermentacijos laikotarpiu, didéjant P. pentosaceus LUHS22 proteolitiniam aktyvumui nuo 0,0054
AV/ml iki 0,0070 AV/mlI (3.2 A pav.), tirpiy baltymy kiekis terpéje taip pat didéja nuo 1,82 iki 2,95
mg/ml (3.3 A pav.), o pH vertés mazéja nuo 5,31 iki 3,72 (3.1 A pav.). Tendencijos atsikartoja ir
fermentuojant L. brevis LUHS140 ir LUHS173 bei P. pentosaceus LUHS100.

Siame etape gauti rezultatai yra svarbis proteolitiniu aktyvumu pilno griido kvietiniy milty terpéje
pasizymin¢iy PRB atrinkimui, kurios gebéty hidrolizuoti kvieciy glitimo gliadiny frakcija. Atrinkti
du didziausiu proteolitiniu aktyvumu pasiZymintys ir gebantys adaptuotis pilno grado kvietiniy milty
terpéje mikroorganizmai, t.y. P. pentosaceus LUHS22 ir L. brevis LUHS140, kurie naudoti
eksperimente, analizuojant ultragarso kavitacijos jtaka PRB bioaktyvumui.

3.2. Ultragarso kavitacijos jtaka mikroorganizmy bioaktyvumui

Sekantis darbo etapas skirtas ultragarso (UG) kavitacijos panaudojimui PRB bioaktyvumui padidinti,
siekiant optimizuoti PRB fermentacijos salygas efektyviai kvieciy baltymy degradacijai.

3.2.1. Kyvieciy terpés apdorojimo ultragarsu jtaka mikroorganizmy bioaktyvumui

Kvie¢iy terpés apdorojimo ultragarsu (daznis 37 kHz, temperatira 35 °C) trukmés jtakos PRB
proteoliniam aktyvumui tyrimo rezultatai pateikti 3.4 paveiksle.
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3.4 pav. P. pentosaceus LUHS22 (A) ir L. brevis LUHS 140 (B) proteolitinio aktyvumo priklausomybé nuo
fermentacijos trukmés, apdorojus kvieciy terpe ir PRB 10, 20 ir 30 min ultragarsu. KK — kvieéiy terpé be
apdorojimo ultragarsu, tik fermentacija PRB; M — neapdoroti pilno grido kvietiniai miltai

Tyrimas parodé, kad apdorojimo ultragarsu trukmé turéjo reikSmingos jtakos PRB proteolitiniam
aktyvumui, kuris priklausé ir nuo fermentacijos trukmés. P. pentosaceus LUHS22 proteolitinis
aktyvumas po 24 h fermentacijos, prie$ tai méginj paveikus 20 min ultragarsu, padidéjo 2,4 karto,
lyginant su kontroliniu méginiu (be apdorojimo ultragarsu) po 24 h fermentacijos, tadiau ilgesnis
ultragarsu apdorojimas (30 min) Sios PRB proteolitinio aktyvumo vertes mazino (padidéjimas,
lyginant su ultragarsu neapdorotu méginiu, 1,7 karto). Po 48 h fermentacijos P. pentosaceus LUHS22
aktyvumas ultragarsu apdorotuose 10, 20 ir 30 min méginiuose padidéjo nezymiai, atitinkamai 5,7
%, 5,9 % ir 8,6 %, lyginant su ultragarsu neapdorotu méginiu (3.4 A pav).

I$ gauty rezultaty matyti, kad L. brevis LUHS 140 proteolitinis aktyvumas po 24 h fermentacijos, prie$
tai méginj paveikus 30 min ultragarsu, padidéjo 2 kartus, lyginant su kontroliniu méginiu po 24 h
fermentacijos (3.4 B pav). Nepaveiktuose ultragarsu méginiuose po 48 h fermentacijos analizuojamy
PRB proteolitinio aktyvumo vertés sumazéjo 31 %, lyginant su vertémis po 24 h fermentacijos, kaip
ir visuose kituose méginiuose po 48 h, ta¢iau ultragarsu paveiktuose méginiuose PRB proteolitinio
aktyvumo nustatytos vertés ir po 48 h islicka didesnés nei kontroliniuose méginiuose — tai parodo,
kad proteolitinis aktyvumas priklauso ir nuo PRB padermés (3.4 B pav ).

Mokslingje literatliroje raSoma, jog gram-teigiamy bakterijy, tokiy kaip Pediococcus pentosaceus
LUHS22 ir Lactobacillus brevis LUHS 140, Igsteliy sienelés yra atsparesnés ultragarso bangoms ir jy
fermenty veikla galima suaktyvinti, taiau gram-neigiamy bakterijy lastelés yra jautrios ir vyksta jy
destrukcija [52]. Be to, Pitt ir Ross nustaté, kad maZo intensyvumo (<2 W/cm?) ir Zemo daZnio
ultragarsas (70 kHz) didina bakteriniy lgsteliy augimo greitj, lyginant su augimu be ultragarso [5].

Apibendrinant rezultatus galima daryti iSvada, kad ultragarso kompleksinis panaudojimas
fermentacijos terpés ir mikroorganizmy apdorojimui reikSmingai padidina §iy PRB proteolitinj
aktyvuma, kuris rySkiausiai pasireiské 24 h fermentacijos periodu. Parinkus mikroorganizmus ir
apdorojimo ultragarsu salygas, galima sékmingai padidinti visos mikrobinés fermentacijos
efektyvuma.
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3.2.2. Optimaliy apdorojimo ultragarsu salyguy jtaka mikroorganizmy bioaktyvumui

Atrinkty PRB proteolitinis aktyvumas, kultivuojant 96 h P. pentosaceus LUHS22 ir L. brevis
LUHS140 po apdorojimo ultragarsu optimaliomis sglygomis (atitinkamai 20 ir 30 min, 37 kHz, 35
°C), pateiktas 3.5 paveiksle.
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3.5 pav. Apdorojimo ultragarsu jtaka P. pentosaceus LUHS22 (A) ir L. brevis LUHS140 (B) proteolitinio
aktyvumo kitimui viso griiddo kvietiny milty terpéje, fermentuojant 96 h

I$ gauty rezultaty matyti, kad méginiuose su P. pentosaceus LUHS22, apdorotuose ultragarsu,
nustatytas proteolitinis aktyvumas didesnis 6 — 59 % uz nustatyta neapdorotuose ultragarsu
méginiuose visg 96 h fermentacijos laikotarpj. Po P. pentosaceus LUHS22 20 minuéiy apdorojimo
ultragarsu ir 24 h fermentacijos, proteolitinis aktyvumas nustatytas didziausias — 0,015 AV/ml (3.5
A pav). L. brevis LUHS140 méginiuose, apdorotuose ultragarsu, nustatytas proteolitinis aktyvumas
taip pat didesnis 19 — 75 % uZ nustatytg neapdorotuose ultragarsu méginiuose visg 96 h fermenacijos
laikotarpj. Po L. brevis LUHS140 30 min apdorojimo ultragarsu ir 24 h fermentacijos, proteolitinis
aktyvumas nustatytas didziausias — 0,014 AV/ml.
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Riagstingumo pokyciy, fermentuojant kvieciy terpe P. pentosaceus LUHS22 ir L. brevis LUHS140
35 °C temperatiiroje 5 paras po apdorojimo ultargarsu, rezultatai pateikti 3.6 ir 3.7 paveiksluose.
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3.6 pav. Terpés pH ir BTR kitimo priklausomybé nuo fermentacijos trukmés. PRB: ultragarsu apdorota P.
pentosaceus LUHS22

Analizuojant apdorojimo ultragarsu jtaka ragsciy susidarymui fermentacijos terpéje, nustatyta, kad
ragstys intensyviau kaupése terpéje, apdorotoje ultragarsu. Gauti rezultatai parodé, kad paveiktos
ultragarsu P. pentosaceus LUHS22 fermentuotos terpés pH verté po 24 h nustatyta 10 % mazesné nei
ultragarsu neapdoroto méginio (3.1 A pav), 0 terpés BTR nustatytas 2,8 °N, kurio verté po 72 h
padidéjo 39 % (iki 4,6 °N). Pastebéta, kad terpés rigstingumas didéjo 72 h fermentacijos laikotarpiu,
o ilgiau fermentuojant, rugStingumas kito paklaidy ribose.
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3.7 pav. Terpés pH ir BTR kitimo priklausomybé nuo fermentacijos trukmés. PRB: ultragarsu apdorota L.
brevis LUHS140

Analizuojant L. brevis LUHS 140 fermentacijos terpe, nustatyta, kad terpés raigstingumas didéjo visu
fermentacijos laikotarpiu — pH sumazéjo 15,7 %, BTR padidéjo 38 %, lyginant su pradine verte, o po
72 h did¢jo intensyviau — pH sumazéjo 14 %, o BTR vertés padidéjo 22,2 %. Po 24 h L. brevis
LUHS140 fermentuotos terpés, apdorotos ultragarsu, pH verté sieké 4,08, 0 BTR — 3,2 °N, kai tuo
tarpu terpés be apdorojimo ultragarsu nustatyta pH verté 5 % didesné (3.1 A pav).
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Pagal Komen ir kt. [73] tyrimy duomenis, patys kvieCiai taip pat turi endogeniniy proteolitiniy
fermenty, kurie suaktyvéja, esant pH 3,5 — 4. Tiriamajame darbe nustatytas kvieciy proteolitinis
aktyvumas sieké 0,0037 AV/mI (3.4 pav.). Todél galime teigti, kad kompleksiskas biopriemoniy
panaudojimas, t. y. fermentacija bioaktyviomis PRB, jy fermentinio aktyvumo intensyvinimas ir
terpés komponenty skaidymas, taikant ultragarso kavitacija, gali jtakoti efektyvy kvieciy glitimo
gliadiny frakcijos suskaidyma

3.3. Apdorojimo ultragarsu ir fermentacijos pieno riigsties bakterijomis jtaka glitimo
baltymy frakcijuy suskaidymui

Sio etapo tikslas — jvertinti fermentacijos ir ultragarso jtaka glitimo baltymy frakcijy poky¢iams
molekuliniame lygmenyje, taikant molekuliniy siety chromatografija, NDS—PAGE ir kapiliaring
elektroforeze.

Glitimo gliadiny pokyciai. Gliadiny kiekio, iSekstrahuoto i§ neapdoroto glitimo ir glitimo po
apdorojimo ultragarsu ir/ar fermentacijos P. pentosaceus LUHS22 ir L. brevis LUHS140
padermeémis, tyrimo rezultatai pateikti 3.8 paveiksle.
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3.8 pav. PRB fermentacijos ir apdorojimo UG jtaka gliadiny kiekiui. LUHS140 — L. Brevis; LUHS22 — P.
Pentosaceus; UG — ultragarsu apdorotas glitimo méginys; G — glitimo méginys

Tyrimai rodo, kad gliadiny kiekis, gautas 1§ gryno glitimo meéginiy, paveikty 30 min ultragarsu,
sumazéjo 48 %, lyginant su neapdoru glitimo méginiu (12,81 mg/g) (3.8 pav). Pagal literataros
duomenis, glitimo baltymams ultragarsas esminiy pokyc¢iy nesukelia ir jis yra gana atsparus, taciau
ultragarsu galima pagerinti baltymy dispersija ir jy sukibimg } agregatus [74,75]. Skirtumus gali
itakoti tai, kad mokslininky tyrimuose buvo naudotas 24 kHz ultragarsas, o Siame tiriamajame darbe
glitimas apdorotas didesnio daznio (37 kHz) ir intensyvumo ultragarsu — tai ir gal¢jo turéti jtakos
gliadiny hidrolizés laipsniui.
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Gauti rezultatai rodo, kad méginiai, kurie nebuvo apdoroti ultragarsu, bet fermentuoti, turé¢jo didesnj
gliadiny kiekj (3.8 pav), kai tuo tarpu gliadiny kiekis, apdorojus glitima ultragarsu ir 24h fermentacija
L. brevis LUHS140, nustatytas dvigubai maZesnis nei ultragarsu neapdorotame méginyje. Sio
eksperimento metu nustatytas gliadiny kiekis po fermentacijos ir apdorojimo ultragarsu tiek L. brevis,
tiek P. pentosaceus reik§mingai nesiskyré, taciau efektyviau gliadinus suskaidé L. Brevis LUHS140,
nes nustatytas gliadiny kiekis 6,3 karto mazesnis nei kontroliniame méginyje (glitimas be
apdorojimo).

Toliau analizuotas gliadiny baltymy pasiskirstymas pagal molekuling mase PRB fermentacijos ir
ultragarso jtakoje. Apdoroto ultragarsu ir neapdoroto glitimo gliadiny elektroferograma pateikta 3.9
paveiksle. I$ gautos elektroferogramos matome, jog tiriant gryng gliadiny frakcijg uzregistruoti
baltymy pikai, turintys 19, 24, 27, 32, 39, 50, 70, 83, 96, 101, 132 kDa molekulines mases.
Literaturoje teigiama, jog komponentai, kurie pasizymi celiakiniu aktyvumu, yra 31, 33, 35, 38, 40,
45, 50 kDa molekulinés masés gliadiny baltymai [28].
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3.9 pav. Glitimo apdorojimo UG jtaka gliadiny molekulinei sudééiai. Raudona linija — glitimas, apdorotas
ultragarsu; mélyna linija — glitimas be apdorojimo ultragarso

Analizuojant i§ glitimo, apdoroto ultragarsu, iSskirty gliadiny elektroferogramg matome, jog
apdorotoje frakcijoje nebéra didesnés molekulinés masés, t.y. 50, 70, 83, 96, 101, 132 kDa, gliadino
molekuliy. Yra likusios tik pavienés mazos — 17, 20, 25 kDa. Galima teigti, kad gryno glitimo
apdorojimas 37 kHz daZnio ultragarsu efektyviai suskaido gliadiny frakcija.

Vertinant mikrobinés fermentacijos proteolitiniu aktyvumu pasizymin¢iomis PRB jtaka gliadiny
suskaidymui (3.10 pav.), nustatyta, kad fermentuojant glitima L. brevis LUHS140, glitimo gliadiny
frakcija taip pat yra beveik hidrolizuojama.
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3.10 pav. Glitimo apdorojimo PRB jtaka gliadiny molekulinei sudééiai. Raudona linija — glitimas, be
apdorojimo ultragarsu; mélyna linija — glitimas, fermentuojant L. brevis LUHS140; juoda linija- glitimas,
fermentuojant P. pentosaceus LUHS22

I§ gautos elektroferogramos matome, jog fermentuojant L. brevis LUHS 140, glitimo gliadiny frakcija
beveik visiskai suskyla — lieka tik 17, 21, 25 kDa molekulés ir nezymus pikas stebimas ties 76 kDa
(3.11 pav.). PanaSios molekulinés masés baltymai, t.y. 20 — 27 kDa, identifikuoti po 24 h
fermentacijos Lactobacillus PRB Zotta ir kt. [76] tyrimuose.
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3.11 pav. Glitimo apdorojimo PRB ir UG jtaka gliadiny molekulinei sudéciai. Raudona linija — glitimas,
paveiktas ultragarsu ir L. brevis LUHS140; mélyna linija- glitimas, fermentuojant L. brevis LUHS140

Elektroferograma parodé, jog glitimg apdorojus ne tik L. brevis LUHS140, bet ir ultragarsu, yra
visiSkai suskaidomos didesnés molekulinés masés baltymai — Siuo atveju 76 kDa. Taip pat po
ultragarso apdorojimo daugiau molekuliy licka smulkesniy, t. y. po 18 kDa ir 24 kDa ir Siek tiek
maziau po 20 kDa, taGiau jos néra sukeliandios celiakija. Siuos rezultatus patvirtina ir
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chromatografiné analizé, kurioje aiSkiai matosi, kad kontrolés baltymai (gliadinai) yra sulaikomi
kietosios fazés porose zymiai trumpesni laika ir molekulés yra didelés, o tuo tarpu apdorojus L. brevis
LUHS140 ir ultragarsu — mazesnés ir uzlaikymo trukmé kolonéléje didesné. Be to, ir molekuliy
i$¢jimas i$ kolonélés daznesnis dél didesnio molekuliy pasiskirstymo pagal molekuling mase (3.12
pav.).
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3.12 pav. Glitimo, apdoroto ultragarsu ir PRB fermentacija, gliadiny frakcijos chromatograma. 1 —
neapdoroto glitimo gliadinai; 2 — apdoroto ultragarsu ir L. brevis LUHS140 glitimo gliadinai

Panasios tendencijos stebimos P. pentosaceus LUHS22. I§ gautos elektroferogramos matome (3.10
pav), kad fermentuojant glitima su P. pentosaceus LUHS22, glitimo gliadiny frakcija beveik visiskai
suskyla, t.y. lieka tik 18 — 26 kDa molekulés ir vienas pikas stebimas ties 75 kDa (3.13 pav.).

46



® 6: LUHS22+4LV

[Ful |
@& 10: LUns22
1004 fi

01—y i

-504

15 2 4 63 % 150 (kDa]

3.13 pav. Glitimo apdorojimo PRB ir UG jtaka gliadiny molekulinei sudéciai. Raudona linija — glitimas,
paveiktas ultragarsu ir P. pentosaceus LUHS22. mélyna linija — glitimas, fermentuojant P. pentosaceus
LUHS22

IS gauty rezultaty matyti, kad po ultragarso ir P. pentosaceus LUHS22 apdorojimo yra visiskai
hidrolizuojami glitimo gliadiny baltymai. Mazesnés molekulinés masés baltymai i§liko panasis kaip

ir prie§ apdorojima ultragarsu.

Apibendrinant tyrimy rezultatus, galime teigti, jog ultragarso ir proteolitiniu aktyvumu pasizyminéiy
mikroorganizmy, tokiy kaip L. brevis LUHS140 ir P. pentosaceus LUHS22, ijtakoje yra
suhidrolizuojami gliadiny baltymai j maZesnius peptidus, kuriy masé svyruoja tarp 17 — 26 kDa.
Taciau §i0s mases baltymai néra priskiriami gliadiny baltymams (1.1 lentelée).

Glitimo gliuteniny pokyciai. Literatiroje raSoma, kad po 24 h fermentacijos Lactobacillus PRB,
didelés molekulinés masés gliuteninai, kurie sudaro gliutenino makropolimero pagrinda, suskyla |
mazesnius subvienetus suardydami glitimo tinklg ir taip padidindami visy glitimo baltymy tirpuma
[27]. Dvoracek ir kt. [77] eksperimenty metu nustaté, kad gliuteninams badingos tipiskos
elekroferogramos smailés priskirtos tokiems molekulinés masés baltymams: 44, 45, 57, 100, 106 ir

112 kDa.

Glitimo gliuteniny poky¢iai po ultragarso ir fermentacijos PRB vertinti, taikant NDS — PAGE (3.14
pav.).
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3.14 pav. Gliuteniny elektroforetiniai geliai (NDS — PAGE 12 % gelyje ). Méginiai: 1 — L. brevis LUHS140,
UG 30 min; 2 — P. pentosaceus LUHS22, UG 20 min; 3 — glitimas UG 30 min; 4 — L. brevis LUHS140 be
UG; 5 — P. pentosaceus LUHS22 be UG; 6 — kontrolé, t. y. neapdorotas glitimas

IS elektroforetinio gelio matyti, kad méginyje po fermentacijos P. pentosaceus LUHS22 baltymy
pokyc€iy nepastebéta, kai tuo tarpu papildomai apdorojus ultragarsu, didesnés molekulinés maseés
gliuteninai buvo suskaidyti, liko tik 45 kDa komponentas. Méginyje su L. brevis LUHS140,
apdorotame ultragarsu, nustatyti didesnés molekulinés masés (106, 56 kDa) gliuteninai, lyginant su
P. pentosaceus LUHS22 analogiSku méginiu.

Elektroforezés rezultatai rodo, kad, prieSingai nei gliadinai, gliuteninai nebuvo taip stipriai paveikti
taikomy priemoniy, lyginant visus méginius su kontrole. Literatiiroje raSoma, kad fermentuojant
pienartig§témis bakterijomis, gliuteniny frakcija néra visiSkai suhidrolizuojama ir gliuteniny licka ne
maziau 20 %, kas yra labai svarbu duonos kokybés kontroléje, kadangi gliuteninai yra atsakingi uz
teslos elastinguma [41]. Jei visi glitimo baltymai biity pasalinami i§ milty, tai teslos struktiros
pagrindo (karkaso) nebelikty, todél labai svarbu yra iSlaikyti tinkamg santykj tarp glitimo baltymy.
Dél Sios priezasties tolimesniuose tyrimuose pasirinkta L. brevis LUHS 140 padermé.

3.4. Apdorojimo ultragarsu ir fermentacijos pieno riigSties bakterijomis jtaka viso griudo
kvietiniy milty glitimo baltymy frakcijy suskaidymui

Siame etape vertintos ultragarso ir fermentacijos L. brevis LUHS140 panaudojimo galimybeés glitimo
baltymy degradacijai rauguose i§ viso griido kvietiniy milty, perspektyvoje panaudoti Siuos
pusgaminius kepiniy be glitimo ar su sumazintu glitimo kiekiu gamybai.

Viso griido kvietiniy milty glitimo gliadiny pokyciai. Viso grudo kvietiniai (VGK) miltai apdoroti
ultragarsu ir fermentuoti atrinktomis PRB, taikant optimalias saglygas, ir panaudojant mieles
Saccharomyces cerevisiae. Kaip kontrolinis méginys tirti neapdoroti viso grido kvietiniai miltai.
Ivairiy apdorojimo budy jtakos kvietiniy milty gliadiny kiekiui tyrimo rezultatai pateikti 3.15
paveiksle.
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3.15 pav. VGK milty apdorojimo UG ir PRB fermentacijos jtaka gliadiny Kiekiui. K — kontrolé (neapdoroti
pilno griido kvietiniai miltai); UG+M — apdoroti UG ir mielémis; UG+PRP — apdoroti UG ir L. brevis
LUHS140; UG+PRP+M — apdoroti UG, L. brevis LUHS140 ir mielémis

Tyrimo metu nustatyta, kad visos taikytos priemonés reikSmingai mazino gliadiny iSeiga.
Kompleksinis ultragarso ir PRB fermentacijos taikymas sumazino gliadiny kiekj 3,8 karto, lyginant
su kontroliniu méginiu (1,22 mg/g) (3.15 pav.). Kompleksinis ultragarso, PRB ir S. cerevisiae mieliy
taikymas papildomai glaidiny kiekj sumazino dar 50 % (iki 0,16 mg/qg).

Rizzello ir kt. [41] atliktas tyrimas parodé, kad Lactobacilli bakterijy komplekso (L. alimentarius 15
M, L. brevis 14G, L. sanfranciscensis 7A, and L. hilgardii 51B, L. Sanfranciscensis LS3, LS10, LS19,
LS23, LS38 ir LS47) ir kepimo mieliy panaudojimas gali sumazinti glitimo kiekj miltuose net iki 12
mg/kg, fermentuojant 48 h. Mikroorganizmai darbe atrinkti pagal peptidaziy sistemas, gebancias
hidrolizuoti peptidus, turin¢ius daug prolino. Siame tiriamajame darbe gautos gliadiny iSeigos yra
didesnés, taciau tai galéjo lemti ir eksperimenty paklaidos.

I$ ultragarsu ir PRB apdoroty pilno grido kvietiniy milty méginiy iSekstrahuoti gliadiny frakcijos
baltymai analizuoti molekuliniy siety chromatografu, siekiant identifikuoti frakcijg sudaranciy
komponenty pokyc¢ius. Rezultatai pateikti 3.16—3.18 paveiksluose.
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3.16 pav. Neapdoroty ir apdoroty pilno grido kvietiniy milty glitimo gliadiny chromatograma. 1 — pilno
gudo kvietiniai miltai, apdoroti ultragarsu ir mielémis Saccharomyces cerevisiae; 2 — gliadiny frakcija,
i§skirta i§ neapdoroty pilno griiddo kvietiniy milty
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3.17 pav. Neapdoroty ir apdoroty pilno griido kvietiniy milty glitimo gliadiny chromatograma. 1 — pilno
giido kvietiniai miltai, apdoroti L. brevis LUHS140 ir ultragarsu; 2 — gliadiny frakcija, iSskirta i§ neapdoroty
pilno grido kvietiniy milty
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3.18 pav. Neapdoroty ir apdoroty pilno griido kvietiniy milty glitimo gliadiny chromatograma. 1 — pilno
giido kvietiniai miltai, apdoroti L. brevis LUHS 140, ultragarsu ir mielémis Saccharomyces cerevisiae; 2 —
gliadiny frakcija, i$skirta i§ neapdoroty pilno griiddo kvietiniy milty

Kadangi molekuliniy siety chromatografija yra skirta kokybinei, o ne kiekybinei analizei, todél
negalime jdentifikuoti molekuliniy masiy, taciau, remiantis tyrimy rezultatais, matome, kad baltymy
uzlaikymo trukmé ilgiausia ir baltymy pasiskirstymas pagal molekuling mase didZiausias yra
méginyje su L. brevis LUHS 140, ultragarsu ir mielémis Saccharomyces cerevisiae (3.18 pav.) bei L.
brevis LUHS140 ir ultragarsu (3.17 pav.). Be to, Siuose méginiuose nustatytas gliadiny kiekis ir buvo
maziausias (3.15 pav.).

Rezultatai rodo, kad, taikant biotechnologines priemones ir ultragarsa, nepavyko visiskai suskaidyti
didelés molekulinés masés baltymy (ties 11 min nustatyti visuose méginiuose), taciau detektorius
gal¢jo identifikuoti didelés molekulinés masés baltymus kaip lasteliy nuolauzas ar priemaisas, kurios
i§siekstrahavo kartu su gliadiny frakcija, kadangi ekstrahuojant i§ gryno glitimo, paveikto L. brevis
LUHS140 ir ultragarsu, nebuvo aptikta didelés molekulinés masés baltymy liekany ir visa glitimo
frakcija buvo hidrolizuota (3.11 pav.). Jtakos rezultaty netikslumams galéjo turéti mazos
iSekstrahuoty gliadiny koncentracijos, todél frakcijos baltymy akivaizdziy poky¢iy ir nepavyko
uzfiksuoti.

Viso griido kvietiniy milty glitimo gliuteniny pokyciai. 1§ viso griido kvietiniy milty méginiy
iSekstrahuoti gliuteniny frakcijos baltymai analizuoti NDS — PAGE, o tyrimo rezultatai pateikti 3.19
paveiksle.
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3.19 pav. Gliuteniny elektroforetiniai geliai (NDS — PAGE 12 % gelyje ). Méginiai: 1 — gliuteniny frakcija,
i$skirta i§ neapdoroty pilno griido kvietiniy milty; 2 — apdorojimas UG ir mielés S. cerevisiae; 3 —
apdorojimas L. brevis LUHS140 ir UG; 4 — apdorojimas L. brevis LUHS140, UG ir mielés S. cerevisiae

Tyrimo metu gauti analogiski rezultatai, kaip ir analizuojant gryno glitimo gliuteniny baltymus (3.14
pav.). Pilno griido kvietiniy milty gliuteniny frakcijos hidrolizé taip stipriai nevyksta, lyginant su
gliadiny frakcija. IS gauto elektroforetinio gelio matyti, kad po kvietiniy milty hidrolizés visuose
méginiuose lieka didesnés molekulinés masés baltymai, taciau gautos linijos neryskios dél galimai
mazos gliuteniny koncentracijos méginiuose.

3.5. Biotechnologiniy priemoniy ir ultragarso jtaka teSlos tekstiiros savybéms

Siame etape analizuoti teslos tekstiiros poky¢iai, apdorojant pilno griido kvietinius miltus: 1)
ultragarsu ir fermentacija mielémis Saccharomyces cerevisiae; 2) ultragarsu ir fermentacija L. brevis
LUHS140; 3) ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis Saccharomyces cerevisiae. Kaip kontrolinis
méginys tirta neapdoroty pilno grido kvietiniy milty tesla.

Fermentacijos PRB ir mielémis metu susidaro jvairios aminortigstys, tokios kaip fenilalaninas,
leucinas ar cisteinas, kurios kepiniams suteikia ypatingas savybes — skonj ir aromatg [78]. Taip pat
labai svarbios yra ir teslos reologinés savybés, nuo kuriy priklauso teslos kokybé. Biotechnologiniy
priemoniy ir apdorojimo ultragarsu jtakos teslos tekstiirai tyrimo rezultatai pateikti 3.20 — 3.24 pav.
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3.20 pav. Biopriemoniy ir UG jtaka teslos kietumui. K — kontrolé (neapdoroti pilno griido kvietiniai miltai);
UG+M - apdorojimas ultragarsu ir mielémis Saccharomyces cerevisiae; UG+PRP — apdorojimas ultragarsu
ir L. brevis LUHS140; UG+PRP+M — apdorojimas ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis
Saccharomyces cerevisiae

I§ gauty rezultaty matyti, kad didziausiu kietumu, t. y. 4,27 N, pasizyméjo kontroliné tesla i$ pilno
grido kvietiniy milty. Apdoroti jvairiomis saglygomis méginiai po 24 h fermentacijos buvo kur kas
minkStesni, atitinkamai sumazéjo 15 ir daugiau karty, lyginant su kontrole. Maziausias kietumas (0,15
N) nustatytas méginyje, apdorotame ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis Saccharomyces
cerevisiae, o tai ir parodo aukstg hidrolizés laipsnj, kadangi suyra peptidinés jungtys ir tesla labai
suskystéja.

Apdorojus méginius ultragarsu, PRB ir mielémis, konsistencijos verté nustatyta 13 karty mazesné nei
kontoléje, o apdorojus ultragarsu ir PRB verté sumaz¢jo 9 kartais. Didziausia konsistencijos verté
nustatyta kontroliniame méginyje (14,11 N-S), o maziausia konsistencijos verte (1,11 N-S)
pasizyméjo teslos méginys, apdorotas ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis.
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3.21 pav. Biopriemoniy ir UG jtaka teSlos konsistencijai. K — kontrolé (neapdoroti pilno griido kvietiniai

miltai); UG+M — apdorojimas ultragarsu ir mielémis Saccharomyces cerevisiae; UG+PRP — apdorojimas

ultragarsu ir L. brevis LUHS140; UG+PRP+M — apdorojimas ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis
Saccharomyces cerevisiae
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3.22 pav. Biopriemoniy ir UG jtaka teslos kohezijai. K — kontrolé (neapdoroti pilno griido kvietiniai miltai);
UG+M - apdorojimas ultragarsu ir mielémis Saccharomyces cerevisiae; UG+PRP — apdorojimas ultragarsu
ir L. brevis LUHS140; UG+PRP+M — apdorojimas ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis
Saccharomyces cerevisiae

Analizuojant méginiy kohezijos ir klampos indekso vertes, nustatyta, kad maziausiai Siuos rodiklius
jtakojo apdorojimas UG ir mielémis, lyginant su kontroliniu méginiu. Kompleksiniy priemoniy
taikymas reikSmingai sumazino teslos kohezija (iki 2,2 karto) (3.23 pav.) ir klampumga (iki 6 karty)
(3.24 pav.). Maziausios §iy parametry vertés 0,18 N ir 0,063 N-s nustatytos tesSloje, apdorotoje
ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis.
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3.23 pav. Biopriemoniy ir UG jtaka teslos klampumui. K — kontrolé (neapdoroti pilno griido kvietiniai
miltai); UG+M — apdorojimas ultragarsu ir mielémis Saccharomyces cerevisiae; UG+PRP — apdorojimas
ultragarsu ir L. brevis LUHS140; UG+PRP+M — apdorojimas ultragarsu, L. brevis LUHS140 ir mielémis

Saccharomyces cerevisiae

Ivertinus gautus rezultatus, galima daryti iSvada, kad taikant kompleksines priemones glitimo
baltymy detoksikacijai pilno grido kvietiniy milty produktuose, t.y. apdorojima ultragarsu ir 24 h
fermentacija proteolitinémis L. brevis LUHS140 pienartigStémis bakterijomis ir S. cerevisiae
mielémis, gaunamas silpnos konsistencijos mazai klampus fermentuotas produktas. Kita vertus,
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taikant Sias biopriemones ir apdorojimg ultragarsu, glitimo kiekj tokiame kvie¢iy produkte galima
sumazinti iki 0,16 mg/g, kaip ir reglamentuojama produktams su sumazintu glitimo kiekiu. Sio
produkto, turtingo jvairiais bioaktyviais komponentais, iki 30 % priedas gali biiti panaudotas be
glitimo ar su sumazintu glitimo kiekiu kepiniy i§ sory, kukurtizy, ryziy, grikiy ar avizy milty gamybai
[79]. Be to, po apdorojimo ultragarsu ir PRB fermentacijos, gautas pilno griido kvietiniy milty raugas
(skystas) taip pat gali biiti panaudotas duonos gamyboje, ruoSiant teslg su mielémis Saccharomyces
cerevisiae ir milty be glitimo, naudojant struktiirizavimo agenta, pavyzdziui, ksantano gumg (maisto
priedas E415), kuri yra natiiralus polisacharidas, susidarantis fermentacijos metu i$§ cukry ir melasos,
naudojant Xanthomonas campestris bakterijas. Tyrimais nustatyta, jog 3 % ksantano ir guaro (maisto
priedas E412) gumy miSinys (santykis 1:1) pagerina ne tik tokiy produkty konsistencija, bet ir ilgiau
iSlaiko produktg Sviezig (iki 72 h) [80].
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Rekomendacijuy dalis

Viso grudo kvieCiy milty produkto, pagaminto taikant apdorojimg ultragarsu ir fermentacijg
proteolitinémis PRB, stabilizavimui ir galiojimo laiko prailginimui gali btiti naudojamas dZziovinamas
purkstuvingje dziovykloje, taip gaunant sausg milteliy pavidalo produkta, kuris gali buti naudojamas
kaip raugas kepiniy be glitimo ar su sumazintu glitimo kiekiu gamybai. Naujausioje mokslinéje
literatiroje teigiama, kad toks raugas ir po 6 ménesiy laikymo sandarioje plastikinéje pakuotéje
iSlieka stabilus (drégmés kiekis < 7,5 %) bei nepraradgs lasteliy aktyvumo, lyginant su raugais, kurie
buvo liofilizuoti vakuume -40 °C temperatiroje [81]. Be to, literatiroje pateiktos raugy
rekomenduojamos iSpurSkimo sglygos yra: jeinan¢io oro temperatiira — 130 °C, iSeinancio oro
temperatiira — 54 °C, suspensijos srauto tékmés greitis — 8 ml/min [81].

Tokiu biidu gauto sauso raugo mikroorganizmy lastelés prieS naudojimg yra tik atgaivinamos
fiziologiniame tirpale (NaCl) su priedais, tokiais kaip viso grado kvietiniai miltai ir pienas, tirpinant
maisykléje 1 h 28 °C temperatiiroje, kol gaunama suspensija.

Sauso raugo su sumazintu glitimo kiekiu gamybos principiné aparatiiriné schema pateikta 1 paveiksle.

‘—

Pino grisdo ki etinisi milsi

&——Tl;g%{u

Vanduo

Loctobocillus brevis suspensija  py

|einants oras

IZ=inantis orms

4.1 pav. Raugo su sumazintu glitimo kiekiu principiné aparatiiriné gamybos schema
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Aparatiira:

1 — autoklavas; 2 — fermentatorius; 3 ir 6 — maisyklés; 4 — ultragarso vonia; 5 — raugo talpykla; 8 —
Sildytuvas; S2—S5 — iScentriniai siurbliai; P1-P4 — peristaltiniai siurbliai; V1-V4 — dviejy keliy
voztuvai; TR1 — trijy keliy voztuvas; purkstuviné dziovykla: 7 — iSpurSkimo kamera; 9 — ciklonas;
10 — milteliy surinkimo talpykla.

Mitybiné terpé (MRS) yra sterilizuojama autoklave (1) 121 °C 20 min. I$ autoklavo peristaltiniu
siurbliu (P2) terpé patenka j fermentatoriy (2), j kurj taip pat atiteka Lactobacillus brevis bakterijy
suspensija (LBB). Fermentatoriuje bakterijos auginamos 35 °C temperatiiroje 48 h. I§ fermentatoriaus
iSleidziama 2 @/100g bakterijy suspensijos j maiSykle (3), j kurig taip pat yra tiekiamas $varus
vandentiekio vanduo ir viso griido kvietiniai miltai (santykiu 2:1). Maisykléje masé sumaiSoma,
palaikant 35 °C temperatiirg. I§ mai$yklés iSleistas LBB—milty miSinys iScentriniu siurbliu tiekiamas
j ultargarso vonig (4), kurioje masé apdorojama 37 kHz daznio ultragarsu 30 min, palaikant 35 °C
temperatiirg. Po apdorojimo ultragarsu masé perkeliama j raugo tanka (5), i kurj taip pat peristaltiniu
siurbliu atiteka 2 g/100g Saccharomyces cerevisiae mieliy suspensija, ir mi$inys fermentuojamas 24
h 35 °C temperatiiroje. Po fermentacijos, gautas raugas tiekiamas j maisykle (6), kurioje su $variu
vandentickio vandeniu yra sumaiSomas santykiu 1:5. Gauta suspensija tiekiama j purkstuvinés
dziovyklos iSpurskimo kamerg (7), kurioje i§ Sono yra paduodamas karstas oras (pakaitintas Sildytuvo
(8) iki 130 °C), kurio pagalba skystis yra i§garinamas. Garai tos pacios oro srovés yra ineSami i$
kameros kartu su kietosiomis dalelémis. Kameros i$¢jimo angoje jtaisytas vamzdis, kuriuo dalelés
patenka j ciklong (9). Ciklone yra atskiriamos kiectosios dalelés ir gauti milteliai surenkami j talpykla.
Véliau raugo milteliai fasuojami j polietileninius sandarius maiselius ir laikomi 4 © temperatiiroje.
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ISvados

1. Nustatyta, kad i$ visy deSimties tirty pieno rtgsties bakterijy didZiausiu pilno grado kvietiniy milty
terpéje proteolitiniu aktyvumu pasizyméjo Pediococcus pentosaceus LUHS22 (0,007 AV/ml) po 48
h fermentacijos ir Lactobacillus brevis LUHS140 (0,011 AV/ml) po 24 h fermentacijos.

2. Apdorojimo ultragarsu trukmé turéjo reikSmingos jtakos pieno riigsties bakterijy proteolitiniam
aktyvumui ir fermentacijos trukmei, priklausomai nuo pieno rugsties bakterijy padermés.
Pediococcus pentosaceus LUHS22, paveikus 20 min 37 kHz daznio bei 70 W galios ultragarsu ir po
24 h fermentacijos, proteolitinis aktyvumas padidéjo 2,4 karto, o Lactobacillus brevis LUHS140,
paveikus 30 min 37 kHz daznio bei 70 W galios ultragarsu ir po 24 h fermentacijos, proteolitinis
aktyvumas padidéjo 2 kartus, lyginant su méginiais be apdorojimo ultragarsu. Apdorojimas ultragarsu
nustatytomis sglygomis leido sutrumpinti Pediococcus pentosaceus LUHS22 fermentacijos trukme
nuo 48 h iki 24 h.

3. Nustatyta, kad efektyviau glitimo baltymus hidrolizavo Lactobacillus brevis LUHS140 padermé.
Fermentuojant 24 h gryng glitimg Lactobacillus brevis LUHS140, gliadiny frakcijos baltymy Kiekis
sumazéjo 2,3 karto, lyginant su neapdorotu glitimo méginiu, 0 papildomas apdorojimas ultragarsu
leido sumazinti gliadiny baltymy kiekj 6,3 karto. Ultragarso ir fermentacijos Lactobacillus brevis
LUHS140 taikymas leido sumazinti gliadiny baltymy kiekj galutiniame produkte (tesloje) 3,8 karto.
Kompleksinis ultragarso, Lactobacillus brevis LUHS140 ir Saccharomyces cerevisiae mieliy
taikymas papildomai gliadiny frakcijos baltymy kiekj sumazino dar 50 % (iki 0,16 mg/g).
Fermentuojant 24 h gryng glitimg Pediococcus pentosaceus LUHS22, glitimo gliadiny kiekis
sumazéjo 2 kartais, o papildomas apdorojimas nustatytomis ultragarso salygomis leido gliadiny kiekj
sumazinti 5,5 karto.

4. Nustatyta, kad 30 min apdorojimas ultragarsu sumazino gliadiny frakcijos baltymy kiekj gryname
glitime 48 %, lyginant su ultragarsu neapdorotu glitimo méginiu.

5. Kokybiné gliadiny analizé patvirtino, kad ultragarso ir Lactobacillus brevis LUHS140 ir
Pediococcus pentosaceus LUHS22 proteolitiniy fermenty poveikyje gryno glitimo gliadiny frakcija
pilnai suhidrolizuojama, nors viso griido kvietiniy milty atveju Sie poky¢iai mazesni. PrieSingai nei
gliadinai, visais atvejais gliuteninai nebuvo taip efektyviai paveikti taikomy priemoniy.

6. Nustatyta, kad taikytos biotechnologinés priemonés ir apdorojimas ultragarsu blogino teslos
tekstiiros parametrus. Apdorojimas ultragarsu ir 24 h fermentacija pieno riigsties bakterijomis
Lactobacillus brevis LUHS140 optimaliomis sglygomis sumazino teSlos kietumg, konsistencijos,
kohezijos ir klampos indekso vertes, atitinkamai 21, 9, 1,3 ir 2 kartais. Kompleksinis apdorojimas, t.
y. 30 min ultragarsu, 24 h fermentacija Lactobacillus brevis LUHS140 bei mielémis Saccharomyces
cerevisiae, sumazino §iuos parametrus, atitinkamai 28, 13, 2 ir 6 kartais, lyginant su kontroliniu
méginiu, taciau tai tik patvirtina aukstg prolaminy hidrolizés laipsnj.

7. Siame tiriamajame darbe sukurta technologija gali bati pritaikyta fermentuoty produkty be glitimo
ar su sumazintu glitimo kiekiu gamybai.
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Priedai

A Alanminas

N Asparaginas

C Cisteinas

E Glutamo riigstis
H Histidinas

L Leucinas

M Metioninas

P Prolinas

T Treoninas

Y Tirozinas

E Argininas

D Asparto rigstis
Q Glutaminas

G Glicinas

[ Izoleucinas

K Lizinas

F Fenilalaninas

5 Serinas

W Triptofanas

V Valinas
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