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Santrauka

Siuolaikinés maisto pramongs tikslai yra ne tik pagaminti saugius ir kokybiskus maisto produktus,
bet ir uztikrinti tvarig gamyba. Mikrobiné manitolio gamyba, panaudojant pieno riigsties bakterijas ir
duonos atliekas, galéty biti alternatyva cheminiam gamybos budui, kuris yra brangus ir aplinkai
kenksmingas procesas. Sio darbo tikslas buvo parinkti pieno riigities bakterijas ir pritaikyti duonos
atlickas kaip terpe manitolio gamybai biotechnologiniu biidu bei jvertinti jo, kaip saldiklio,
panaudojimo galimybes miltinés konditerijos kepiniy energinei vertei sumazinti.

Darbo metu jvertinta 17 pieno ragsties bakterijy, priklausanéiy Lactococcus, Leuconostoc ir
Lactobacillus gentims, tinkamumas manitolio gamybai. Nustac¢ius manitolio 2-dehidrogenazés
aktyvuma, atrinktos 6 padermés, pasizyméjusios didZiausiu (0,07-0,24 AV/ml) fermento aktyvumu.
Fermentuojant modeline fruktozés-gliukozés sistema kiekvienos bakterijos augimui optimalioje
temperatitiroje, palaikant pH 5,0, didziausias manitolio kiekis (43,47 g/l) po 72 h susidaré naudojant
Lactobacillus rossiae GL14 paderme.

Tiriant duonos atlieky panaudojimo fermentacijos terpei galimybes, atliktas duonos atliekose esancio
krakmolo konversijos j gliukozg¢ parametry optimizavimas. Nustatyti optimaltis duonos ir fermenty
(a-amilazés ir gliukoamilazés) kiekiai didziausiai gliukozés iSeigai (84,35 % duonos sausyjy
medziagy arba 97,92 % krakmolo) gauti. Optimizavus gliukozés izomerizacijos j fruktozg parametrus
(pH ir fermento kiekj), gautas gliukozés-fruktozés sirupas, kuriame Siy sacharidy santykis 1,4:1.
Panaudojus i§ duonos atliecky pagamintg gliukozés-fruktozés sirupa biotechnologinei manitolio
gamybai, gauta manitolio koncentracija sieké 20,4 g/l, iSeiga — 36 %. Pakoreguotas fruktozés-
gliukozés santykis (2:1) sirupe ir kukurtizy i$§dziovinty daleliy, mangano sulfato bei sojy peptono
priedai turéjo teigiamg jtakg Lb. rossiae GL14 dauginimuisi ir padidino manitolio koncentracijg iki
72,98 g/l, iseiga — iki 51 %.

Keksiuky receptiiroje pakeitus 25 % cukraus manitoliu, su cukrumi gaunamy kalorijy kiekis buvo
sumazintas 10 %, pageréjo kepiniy skonis, kvapas, tokie keksiukai labiau patiko vartotojams.
Tinkamumo vartoti tyrimy metu nustatyta, kad po 12 dieny laikymo polietileninéje pakuotéje Siy
keksiuky drégnis ir tekstiiros parametry vertés isliko didesnés, todél tinkamumo vartoti terminas
galéty buti ilgesnis uz kontroliniy keksiuky be manitolio.
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Summary

The goal of today*s food industry is not only to ensure food safety and quality but also food production
sustainability. Microbial production of mannitol by lactic acid bacteria from bread waste could be an
alternative to the chemical production methods, which are expensive and environmentally unfriendly.
The aim of this study was to select lactic acid bacteria and to use bread waste as a fermentation
medium for biotechnological production of mannitol as well as to evaluate its potential as a sweetener
to reduce calorie intake of sweet bakery products.

17 lactic acid bacteria of the genera Lactococcus, Leuconostoc and Lactobacillus were analyzed to
investigate their suitability for mannitol production. 6 strains with the highest mannitol 2-
dehydrogenase activity (0,07-0,24 U/ml) were selected for fermentation experiments. Fermentation
of the model fructose-glucose system was performed at the optimum growth temperature for each
strain, maintaining pH at 5,0. The highest mannitol concentration (43,47 g/l) was achieved after 72 h
with Lactobacillus rossiae GL14 strain.

Waste bread potential of being a resource for the production of fermentation medium was investigated
by optimization of the conversion parameters of starch from waste bread to glucose. The optimal
loading of bread and enzymes (a-amylase and glucoamylase) were determined to obtain the highest
glucose yield of 84,35 % bread dry matter or 97,92 % starch. After parameters (pH and enzyme
loading) for glucose isomerization to fructose were optimized, the glucose-fructose syrup witha 1,4:1
ratio was obtained. When produced glucose-fructose syrup was used for biotechnological production
of mannitol, mannitol concentration of 20,4 g/l and 36 % yield were obtained. Adjusted fructose-
glucose ratio (2:1) in syrup, the addition of corn steep solids, manganese sulfate and soy peptone had
a positive effect on growth of Lb. rossiae GL14 and increased mannitol concentration up to 72,98 g/I,
yield — up to 51 %.

25 % sugar replacement with mannitol in cupcakes reduced sugar calorie intake by 10 %, the taste
and aroma of these cupcakes as well as the overall acceptance to customers were improved. The shelf-
life studies showed that after 12 days of storage in polyethylene packaging, moisture and texture
parameters of these cupcakes remained higher, therefore the shelf-life could be longer than control
ones without mannitol.
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Santrumpos

ADP — adenozino difosfatas;

AGU — gliukoamilazés kiekis, kuris per 1 min hidrolizuoja 1 umol maltozés;

ATP — adenozino trifosfatas;

AV — aktyvumo vienetai;

CKP — centriskas kompozicinis planas;

CSL — kukurtizy ekstraktas (angl. corn steep liquor);

CSS — kukuriizy i8dZiovintos dalelés (angl. corn steep solids);

DT — i duonos atlieky pagamintas gliukozés-fruktozés sirupas;

DF — 18 duonos atlieky pagamintas gliukozés-fruktozés sirupas su fruktozeés priedu;

DP — i$ duonos atlieky pagamintas gliukozés-fruktozés sirupas su fruktozés, kukuriizy iSdziovinty
daleliy, mangano sulfato ir sojy peptono priedais;

IGIU — fermento kiekis, kuris normaliomis sglygomis pavercia gliukoze j fruktoze 1 umol/min
greiciu;

KNU — (Kilo Novo Units) a-amilazés kiekis, kuris per 1 h suskaldo 5,26 g krakmolo;
KTU MI - Kauno technologijos universiteto Maisto institutas;

KTU MMTK - Kauno technologijos universiteto Maisto mokslo ir technologijos katedra;
LDH — D-laktato dehidrogenazg;

MDH — manitolio 2-dehidrogenazé;

MRS — De Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpe;

NAD — nikotinamido adenino dinukleotidas;

NADH - redukuotas nikotinamido adenino dinukleotidas;

NADPH - redukuotas nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas;

PAM — pavirsiaus atsako modelis;

PRB — pieno riigsties bakterijos;

S. M. — sausosios medziagos;

ST — modeliné fermentacijos sistema (fruktozés-gliukozés misinys 2:1, kukurtizy iSdziovintos
dalelés, sojy peptonas ir mangano sulfatas).



Ivadas

Visuomenés susidoméjimas sveikesniais, maziau kalorijy turin€iais maisto produktais sparciai auga.
Cukrus yra vienas dazniausiy ingredienty maisto produkty gamyboje. Ypac dideli cukraus Kiekiali
naudojami gérimuose, batonéliuose, miltinés konditerijos gaminiuose. Didelis cukraus suvartojamas
siejamas su sveikatos problemomis: nutukimu, danty karieso atsiradimu, padidéjusia rizika susirgti I1
tipo cukriniu diabetu. Siekiant pagaminti maziau kalorijy ir cukraus turin¢ius produktus, neprarandant
vartotojy pageidaujamo saldaus skonio, nuolat ieSkoma naujy saldikliy [1]. Pakeisti cukry néra taip
paprasta, nes cukrus produktams suteikia ne tik saldy skonj, bet ir padidina produkty tirj, suteikia
pageidaujamg iSvaizda, tekstiirg. Viena i$ natiraliy saldikliy grupiy yra cukraus alkoholiai — polioliai.
Polioliai nesukelia karieso, nes jy nemetabolizuoja burnoje esantys mikroorganizmai, taip pat
nesukelia padidéjusio cukraus kiekio kraujyje (hiperglikemijos), jie maziau virSkinami ir
absorbuojami zarnyne, dél to turi mazesn¢ kaloring verte [2].

Daugiausia tirti ir naudojami polioliai yra sorbitolis, ksilitolis, maltitolis, eritritolis ir izomaltas.
Maziau populiarus manitolis, ta¢iau jo paklausa medicinos ir maisto pramonése nuolat auga. Kasmet
suvartojama apytiksliai 150000 t manitolio, kuris sudaro 11 % visy suvartojamy polioliy. Norint
patenkinti vis didéjancig paklausg, reikalingi metodai, leidZiantys pagaminti didel; manitolio kiekj
[3]. Manitolio gamyba cheminiu btidu yra sudétinga ir brangi, todél bandoma pritaikyti
biotechnologinj manitolio gamybos procesg, kuriame naudojama fermentacija pieno ragsties
bakterijomis (PRB). PRB naudojamos nuo pat civilizacijos pradzios ruosiant fermentuotus maisto
produktus i§ pieno, mésos ir darzoviy. Nepaisant jy jprastiniy savybiy suteikti rig§tuma, aromatg ir
tekstiirg, jos taip pat vertinamos kaip greitai augantys nattrallis bioreaktoriai, skirti funkciniy
biomolekuliy ir maisto priedy gamybai. Panaudojus PRB, gali buti gaminami biotirstikliai,
bakteriocinai, vitaminai, bioaktyviis peptidai ir aminortigstys. Nors §iy bakterijy metabolizmas gana
paprastas, riboti biosintezés pajégumai ir nedidelé geny jvairove, tokiuose bioreaktoriuose galima
nesunkiai gauti didesnius kiekius pageidaujamy produkty lyginant su kitais mikroorganizmais —
mielémis ar mikroskopiniais grybais. Prie didelio PRB metabolity saraSo neseniai pridéti mazo
kaloringumo saldikliai (manitolis, sorbitolis, eritritolis, ksilitolis), kurie sulauké didelio mokslininky,
gamintojy ir vartotojy susidoméjimo [4, 5].

PRB fermentacijos metu manitolj gamina i$ fruktozés, todél gamybai sunaudojami dideli fruktozés
kiekiai. Siekiant uztikrinti ekonomiskesne gamyba, ieskoma pigesniy fruktozés Saltiniy. Zemés tikio
bei maisto atliekos daznai yra vertinga Zaliava, kuri gali buti panaudota pridétinés vertés produkty
gamyboje. Duona yra vienas pagrindiniy angliavandeniy $altiniy daugelio Zmoniy mityboje. Dél
Siuolaikiniy gamybos technologijy ir siekio patenkinti vartotojy poreikius, kiekvieng dieng
pagaminami dideli duonos kiekiai. Dél pakankamai trumpo galiojimo laiko apie trecdalis gaminiy
1ISmetama gamybos, transportavimo ar prekybos metu. Tai sudaro vieng didziausiy maisto atlieky dalj
daugelyje pasaulio Saliy. Nustatyta, kad pasaulyje kasmet iSmetama apie 1,2 milijonai tony duonos.
Didzioji dalis atlieky susidaro kepyklose, mazmeninés prekybos metu ir vartotojy namy tkiuose [6].
Duonos atliekose yra disacharidy (pvz., sacharozés) ir polisacharidy (pvz., krakmolo ir skaiduliniy
medziagy polisacharidy), todé¢l, siekiant iSgauti jose esancius cukrus (daugiausia gliukoze ir
fruktoze), gali biiti panaudojamas fermentinis sucukrinimo procesas. Lyginant su tradiciniais atlieky
apdorojimo metodais (kompostavimas, deginimas ir kaupimas sgvartynuose), biokonversija j cukrus
yra aplinkai draugiSka technologija. Gauti cukriis gali buiti panaudoti kaip atsinaujinanti zaliava
biokuro, etanolio, organiniy rugsciy, gliukozés-fruktozés sirupy gamybai [7, 8]. IS duonos atlieky
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pagaminto gliukozeés-fruktozes sirupo pritaikymas biotechnologinei manitolio gamybai leisty ne tik
panaudoti susidariusias duonos atliekas, bet ir pagaminti aukstesnés pridétinés vertés produktus.

Darbo tikslas — parinkti pieno rigsties bakterijas ir pritaikyti duonos atliekas kaip terpe manitolio
gamybai biotechnologiniu badu bei jvertinti jo, kaip saldiklio, panaudojimo galimybes miltinés
konditerijos kepiniy energinei vertei sumazinti.

Darbo tikslui pasiekti sprendziami $ie uzdaviniai:

1) atrinkti pieno rugsties bakterijas, pasizymincias didziausiu manitolio 2-dehidrogenazés aktyvumu;

2) pritaikyti atrinktas pieno riigsties bakterijas manitolio gamybai fruktozés-gliukozés modelinéje
sistemoje ir parinkti gaminancias didziausig $io poliolio kiekj;

3) taikant matematinj eksperimento planavima, optimizuoti rugiy ir kviec¢iy krakmolo hidrolizés bei
gliukozés izomerizacijos parametrus gliukozés-fruktozés sirupo gamybai i§ duonos atlieky;

4) jvertinti i§ pusruginés duonos atliecky pagaminto gliukozés-fruktozés sirupo tinkamuma
biotechnologinei manitolio gamybai, naudojant parinktas pieno riigsties bakterijas;

5) nustatyti manitolio jtakg placiai vartojamy miltinés konditerijos kepiniy — keksiuky — kokybei ir
juslinéms savybéms bei jy pokyciams laikymo metu.
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1. Literatuiros apzZvalga
1.1. Manitolio savybés ir panaudojimas pramonéje
1.1.1. Manitolio fizikinés ir cheminés savybés

D-manitolis (zr. 1 pav.) yra aciklinis 6 anglies atomy cukraus alkoholis. Cheminis pavadinimas pagal
IUPAC nomenklatira (2R,3R,4R,5R)-heksanas-1,2,3,4,5,6-heksolis. Jo empiriné formulé yra
CeH140e ir molekuliné masé — 182,17 g/mol. Grynas manitolis yra bekvapis, sudaro bespalvius arba
baltus adatos ar rombo formos kristalus. Kristalinis manitolis pasizymi mazu higroskopiSkumu ir yra
chemiskai inertiSkas. Saldumas lyginant su sacharoze siekia 50-70 %. Manitolis taip pat pasizymi
mazesniu kaloringumu nei daugelis cukry. Pavyzdziui, priimta manitolio kaloriné verté JAV yra 1,6
kcal/g, o Europoje Sajungoje — 2,4 kcal/g, kai sacharozés — 4 kcal/g. Manitolis, kaip ir kiti polioliai,
chemiskai inertiskas ir nedalyvauja Majaro reakcijose [9, 10, 11].

OH  OH

0

1 pav. D-manitolio struktara [9]

H  OH

Sio poliolio tirpumas vandenyje yra gerokai maZesnis nei sorbitolio ir daugumos kity cukraus
alkoholiy. Esant 14 °C temperatiirai manitolio tirpumas vandenyje yra tik apie 13 %, o 25 °C
temperatiiroje — 18 %. Jis mazai tirpus organiniuose tirpikliuose, tokiuose kaip etanolis ir glicerolis,

ir praktiSkai netirpsta eteryje, ketonuose ir angliavandeniliuose. Lydymosi temperatiira yra 165-168
°C [10, 12].

1.1.2. Manitolio paplitimas

D-manitolis natiiraliai randamas gamtoje. Jo mazais kiekiais yra daugumoje vaisiy ir darzoviy.
Paprastai randama tokiuose augaluose kaip molitigai, salierai, svogiinai, alyvuogés. Optinis izomeras
L-manitolis nattiraliai gamtoje néra randamas [13].

Pirmg kartg manitolis buvo i$skirtas i§ iSdziovinto maninio uosio (lot. Fraxinus ornus), nuo kurio ir
kilo pavadinimas. Maninis uosis pavaizduotas 2 pav. Mana gaunama kaitinant medZio Zieve, jOs
sudétyje gali buti iki 50 % manitolio. Mana buvo pramoninis manitolio $altinis Sicilijoje (Italijoje).
Jary dumbliai, ypa¢ rudieji dumbliai, taip pat turi daug manitolio (10-20 %). Manitolis daznai
randamas ir jvairiy mikroskopiniy gryby grybienoje bei §vieziuose grybuose (apie 1 %). Mazi kiekiai
manitolio yra vyne. Be to, manitolj gamina kai kurios mikroskopiniy gryby ir bakterijy rasys [3, 13].
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2 pav. Maninio uosis (Fraxinus ornus) [14]
1.1.3. Manitolio funkcinés savybés

Mazo kaloringumo saldikliai gali buti suskirstyti ; dvi grupes. Pirmoji grupé susideda i§ labai
intensyvaus saldaus skonio medziagy, kurios naudojamos nedideliais kiekiais, siekiant pakeisti didelj
kiekj cukraus. Tai acesulfamas K, aspartamas, neotamas, sacharinas, sukralozé ir kiti. Sie saldikliai
gaminami panaudojant cheminius metodus. Antroji grupé susideda i$ cukraus alkoholiy — polioliy.
Tai sorbitolis, manitolis, ksilitolis, erititolis, laktitolis, maltitolis. Polioliai turi keleta pranaSumy
lyginant su cukrumi:

1) neskatina danty éduonies;
2) po vartojimo sukelia mazesnj glikeminj atsaka negu krakmolas ir dauguma cukry;
3) turi mazg kaloring verte dél jy menko virskinimo ir absorbcijos [4].

Manitolis — JAV maisto ir vaisty valdybos (angl. Food and Drug Administration) traktuojamas kaip
saugus naudoti maisto produktuose, 0 Europos Sajungoje turi maisto priedo statusa ir Zymimas E421
[3, 4]. Pagal komisijos reglamentg (ES) Nr. 432/2012 [15] dél tam tikry leidZiamy vartoti teiginiy
apie maisto produkty sveikuma, produktus su manitoliu galima Zenklinti tokiais teiginiais: maisto
produkty (gérimy), kuriuose cukrus yra pakeistas manitoliu, vartojimas sukelia mazesnj gliukozés
koncentracijos kraujyje padidéjima ir padeda palaikyti danty mineralizacija. Maisto ir Zemés tkio
organizacijos ir Pasaulio sveikatos organizacijos (FAO / PSO) Jungtinis maisto papildy eksperty
komitetas (JECFA) nustaté, kad 50 mg manitolio/kg kiino svorio per dieng yra saugi doz¢ sveikiems
suaugusiems zmonéms [16]. Didesnis manitolio kiekis gali sukelti pilvo skausma, per didelj dujy
kiekj (pilvo putimg), skystesnes iSmatas ar viduriavimg [17].

Manitolis yra vertingas saldiklis, nes yra netoksiskas, nehigroskopiskas ir nesukelia danty éduonies.
Burnoje tirpstant manitolio kristalams atsiranda vésinimo pojiitis. Toks efektas naudojamas becukriy
kramtomyjy gumy gamyboje. Duonos ir konditerijos pramonéje manitoliS naudojamas tekstarai ir
kokybei gerinti. Manitolis suteikia stabilizuojantj efekta maisto produktams i§ dalies imituodamas
riebalus [18]. Jis gali pratesti produkto galiojimo laikg sumazindamas cukry kristalizacija,
stabdydamas ziedéjimo procesus ir iSlaikydamas drégme. S. Bhise ir A. Kaur [19] tyré duonos,
pagamintos kei¢iant 4 % cukraus nuo milty masés manitoliu, tinkamumo vartoti terming. Lyginant
su kontroliniu kepiniu, po 10 dieny duonoje su manitoliu vandens aktyvumas buvo mazesnis, drégmés
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Kiekis ir bendras priimtinumas — didesnis. Tyrimo metu nustatyta, kad j duonos receptiirg jtraukus
manitolj, jos tinkamumo vartoti terminas gali biti pailgintas nuo 4 iki 10 dieny. A. W. Sahin et al.
[20] tyré 3, 5 ir 10 % ksilitolio, maltitolio ir manitolio panaudojimo galimybes bandeliy gamyboje.
Bandelés su manitoliu pasizyméjo geriausiomis tekstiiros ir juslinémis savybémis, lyginant su Kitais
tirtais cukraus pakaitalais.

Atlikti tyrimai rodo, kad kepiniai su nedideliu manitolio kiekiu pasizymi gera kokybe ir vartotojui
priimtinomis juslinémis savybémis, taciau viso cukraus pakeitimas manitoliu daro neigiamg jtaka. V.
Psimouli’is ir V. Oreopoulou [21] tyré pyrago teSly su jvairiais saldikliais reologines savybes.
Nustatyta, kad pyrago tesSla, kurioje visas cukrus pakeistas manitoliu, pasizyméjo tirS¢iausia
konsistencija. Manitolis taip pat pazemino krakmolo kleisterizacijos temperatiira, kuri Iémé ankstyva
kepinio struktiiros susiformavima. Tokia struktiira slopino oro burbuliuky susidarymg ir sumazino
pyrago iskilimo laipsnj. F. Ronda et al. [22] nustaté, kad pakeitus visa cukry manitoliu gaunami
Sviesesnés spalvos, mazesnio tiirio, kietesni, prastesnés iSvaizdos, maziau saldis ir maziau priimtini
vartotojams biskvitiniai pyragai.

Sis poliolis tik dalinai metabolizuojamas Zmogaus organizme ir nesukelia hiperglikemijos (glikeminis
indeksas 0), todél naudinga diabetu sergantiems zmonéms. Apie 75 % suvartoto manitolio
sufermentuojamas zarnyno mikroorganizmy, o likusi dalis absorbuojama ir i§siskiria su Slapimu [23].
Manitolis gali biiti maiSomas su kitais ingredientais ir saldikliais, kas gali suteikti sinergistinj poveikj
skonio ir saldumo intensyvumui. Maisto pramon¢je daznai naudojamas Sokolado skonio glaisty,
skirty ledams ir saldainiams, gamyboje. D¢l neturéjimo higroskopiniy savybiy jis taip pat naudojamas
gaminiy pavirS§iams apibarstyti siekiant iSvengti jy prilipimo prie jrangos ir pakuociy [17].

Polioliai lastelése atlicka apsaugine funkcijg. Jy veikimas dar néra iki galo iSaiskintas. Buvo
pasitlytos trys apsaugos mechanizmo hipotezes:

1) turgoro palaikymas (esant mazam vandens aktyvumui lgstelés sienelés turgoras atkuriamas dél
susikaupusio manitolio);

2) membranos lipidy ir baltymy stabilizavimas esant mazam vandens aktyvumui;

3) apsauga nuo oksidacinio streso, pasalinant laisvuosius reaktyvius deguonies radikalus. Manitolis
turi antioksidaciniy savybiy, gali veiksmingai sujungti hidroksilo radikalus ir apsaugoti nuo
gaubtinés zarnos vézio vystymosi [11].

Manitolis placiai naudojamas ne tik maisto, bet ir farmacijos, medicinos, chemijos pramonése. Jis
priskiriamas osmosiniams diuretikams. Medicinoje naudojamas siekiant paskatinti $lapimo
susidaryma, kad bty iSvengta iminio inksty nepakankamumo ir paSalintos toksinés medZiagos i$
organizmo. Manitolis taip pat naudojamas galvos smegeny edemai (padidéjusiam smegeny vandens
Kiekiui) ir akispiidziui sumazinti. Jis vartojamas glomeruly filtravimo osmosiniam slégiui keisti
gydant inksty sutrikimus. Farmacijos pramong¢je pritaikomas kramtomyjy tableciy ir granuliuoty
milteliy gamyboje. Jo saldus vésinantis skonis panaudojamas karCiam vitaminy, mineraly, vaisty
skoniui maskuoti [18]. Vienas didziausiy manitolio privalumy table¢iy gamyboje yra jo cheminis
inertiskumas. Sis poliolis yra stabilus ir nereaguoja su kitais ingredientais. Kiti table¢iy ingredientai,
pavyzdziui, laktoze ir dekstrozé, sumaiSyti su laisvaja amino grupe turin¢iomis medZziagomis,
dalyvauja Majaro reakcijose. Sios reakcijos produktai suteikia nepageidaujama spalva. Auksta
manitolio lydymosi temperattira (165—-168 °C) uztikrina, kad spalva isliks nepakitusi [24].
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1.1.4. Manitolio rinka

D¢l didéjancio mazo kaloringumo saldikliy naudojimo prognozuojamas manitolio rinkos augimas
2015-2024 m. Pagrindiniai manitolio rinkos augimo veiksniai yra didéjanti paklausa kepyklose ir
konditerijos pramong¢je. Manitolio paklausa taip pat didéja dél jo vartojimo vietoj cukraus diabetu
sergantiems zmonéms skirtuose maisto produktuose.

2008 m. ,,Aldrich* kataloge manitolio kaina uz kilogramg buvo apie 79 JAV dolerius [25], 2011 m.
,,Sigma“ kataloge manitolis (M4125, D-manitolis 98 % grynumo) kainavo apie 42 [26], o $iuo metu
— 58 JAV dolerius. 2015 m. pasauliné manitolio rinka buvo jvertinta 209,4 min. JAV doleriy. Dél
kintan¢iy mitybos tendencijy ir vartojimo jprociy didéja becukrés kramtomosios gumos gamybos
mastai. Zmoniy populiacijos didéjimas, gyvenimo bido poky¢iai ir kai kuriy ligy daznéjimas turi
teigiama jtaka manitolio rinkai. JAV manitolio, kaip maisto priedo, naudojimas sudaro virs$ 35 % visy
sri¢iy ir prognozuojamas vis didéjantis augimas (zZr. 3 pav.). 2015 m. Azijos regione manitolio rinka
sudaré daugiau nei pus¢ pasaulinés rinkos ir vis dar yra rinkos lyderé. Kinijoje, Japonijoje ir Indijoje
ypac pastebimas did¢jantis Zzmoniy serganciy diabetu skaicius, todél manoma, kad manitolio paklausa
vis augs ir iki 2024 m. pasieks 418,3 mln. JAV doleriy [27].

(=71
o

Min. JaV doleriy

2014 2014 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

W Maisto priedai M Vaistai  m Paviriiaus aktyviosios medZiagos

Pramonés tikslai mKita
3 pav. Numatomas manitolio rinkos augimas pagal sritis JAV [27]

1.2. Manitolio gamyba
1.2.1. Cheminis hidrinimas

Manitolis pramoniniu biidu gaminamas hidrinant fruktozés-gliukozés vandeninio tirpalo miSinj
aukstame slégyje (100-150 bar), 120-160 °C temperatiroje, SU Renéjaus nikelio katalizatoriumi ir
vandenilio dujomis. Vykstant Siai reakcijai galimos dvi hidroksilo grupés, esancios prie antrojo
fruktozés molekulés anglies atomo, orientacijos. a-Fruktozé paver¢iama manitoliu, B-fruktozé —
sorbitoliu ir gaunami vienodi abiejy junginiy kiekiai. pH pakeitimas j Sarming pusg Siek tiek padidina
manitolio iSeiga. Reakcijos metu gliukozé veréiama tik sorbitoliu. Dél mazo nikelio katalizatoriaus
selektyvumo, i$ 50:50 fruktozés ir gliukozés misinio gaunama apytiksliai 25:75 manitolio ir sorbitolio
misinio. Atskirti manitolj nuo sorbitolio gana sunku. Perskyrimas dar labiau padidina gamybos kastus
ir sumazina iSeigas. Jei sacharozé naudojama kaip pradiné medZiaga ir hidrinimas atliekamas esant
Sarminiam pH, manitolio gali buti gaunama iki 31 %. Grynos fruktozés hidrinimo metu gaunama
manitolio iSeiga — 48-50 % [28].
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Krakmolas yra pigesné zaliava nei cukrus, taciau $iuo atveju manitolio gamybos procesas yra
sudétingesnis. Pirmajame etape hidrolizuojant krakmolg gaunamas 94-96 % dekstrozés sirupas, kuris
izomerizuojamas naudojant imobilizuota gliukozés izomerazés fermentg. Tokiu budu gaunamas
sirupas, kuriame yra apie 42 % fruktozés. Hidrinant $j sirupa didziausia galima manitolio iSeiga siekia
tik 21-22 %, todél prie§ tai naudojamas chromatografinis gryninimo etapas ir fruktozés kiekis
sukoncentruojamas iki 90-95 % [29].

F. Devos’as [30] pasitlé fruktozés sirupa, turintj maziau nei 15 % gliukozés, izomerizuoti su manozés
izomeraze iki fruktozés-manozés-gliukozés sirupo. Po chromatografinio atskyrimo manozés frakceija,
turinCig didelius fruktozés kiekius, panaudojo hidrinimui. I§ manozés buvo gautas manitolis, o i$
fruktozés — manitolio ir sorbitolio misinys. Fruktozés frakcija buvo sukaupta izomerizacijos kolonélés
virSuje ir i§ naujo panaudota procese. Jei naudojama gryna fruktozé, manitolio iSeiga gali siekti iki
70 %, taciau procesas yra sudétingas, fruktozés frakcija reikia perdirbti kelis kartus, o manitolj
iSgryninti. Be to, manozés izomeraz¢ néra komerciSkai gaunama.

1.2.2. Fermentiné gamyba

Manitolis gali biti gaminamas panaudojant fermentus. D-fruktozés redukcijai ; manitolj reikalingas
nuo redukuoto nikotinamido adenino dinukleotido (fosfato) (NAD(P)H) priklausomas fermentas
manitolio 2-dehidrogenaz¢ (MDH) [31]. MDH pagal tarptauting biochemijos ir molekulinés
biologijos sajungos (IUBMB) nomenklattirg zymima EC 1.1.1.67. Fermentu katalizuojamos reakcijos
lygtis pavaizduota 4 pav.

NAD(P)H NAD(PY*
OH 0 OH OH
/\/'\,)K/ ' T
OH /\\/W oH
HO . HO _

: i MDH : |
OH OH OH OH
D-fruktoze D-manitolis

4 pav. Fruktozés vertimas manitoliu katalizuojant manitolio 2-dehidrogenazei [31]

MDH fermentas buvo i$skirtas i§ Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Saccharomyces
cerevisiae, Rhodobacter sphaeroides, Torulaspora delbruckii, Pseudomonas fluorescens, Caloglossa
leprieurii, Aspergillus parasitius, Zymomonas mobilis, Gluconobacter suboxydans [32]. Manitolio
gamyba fermentais pramonéje néra taikoma dél reakcijg ribojanéio MDH kofaktoriaus. NADH ir
ypa¢ NADPH yra labai brangiis, todél tokio proceso panaudojimas néra praktiskas [11]. Kofaktorius
gali buti regeneruotas panaudojant metano rigsties dehidrogenaze arba gliukozés dehidrogenaze,
taCiau praktikoje vis dar iSlieka keletas problemy: fermenty atskyrimas nuo produkty, naudojant
specialias membranas, susidariusiy produkty atskyrimas ir stipri MDH inhibicija susidariusiais
produktais [32].

1.2.3. Mikrobiné gamyba
Cheminiai ir fermentiniai procesai reikalauja specialiy salygy ir brangiai kainuojanciy

chromatografiniy gryninimo etapy, be to, gaunamos mazos galutinio produkto iSeigos. Dél Siy
trikumy siekiama pritaikyti biotechnologing manitolio gamybg. Biotechnologiné gamyba, pagrjsta
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mikrobine fermentacija, yra saugesnis ir aplinkai draugiSkesnis procesas. Nustatyta, kad kai kurios
mielés, mikroskopiniai grybai ir bakterijos gamina manitolj.

Mielés gali gaminti jvairius cukraus alkoholius. Torulopsis versatilis ir T. anomala gali gaminti
manitolj i§ jvairiy anglies $altiniy: gliukozés, fruktozés, manozés, galaktozés, maltozés, glicerolio ir
ksilitolio. Torulopsis mannitofaciens gamina manitolj i§ gliukozés ir glicerolio. Zygosaccharomyces
rouxii i$ gliukozés gamina etanolj, glicerolj, arabitolj ir manitolj. Candida magnoliae buvo atrinkta
kaip manitolj gaminanti mieliy rasis tiriant daugiau kaip 1000 mikroorganizmy. C. lipolytica
produkuoja manitolj kaip pagrindinj cukraus alkoholj. Nustatyta, kad C. petrovorus, C. aliphatica ir
C. zeylanoides taip pat i$skiria manitolj [32, 33, 34].

Kai kurios mikroskopiniy gryby rasys terp¢je esant angliavandeniams taip pat isskiria manitolj kaip
savo veiklos produktg. Aspergillus candidus gamina manitolj i§ gliukozés. Gliukozé pirmiausiai
paveréiama fruktozés 6-fosfatu ir redukuojama iki manitolio 1-fosfato esant NADH, po to specifinés
fosfatazés hidrolizuojamas iki manitolio. Penicillum genties mikroskopiniai grybai produkuoja
manitolj ir glicerolj terpéje esant sacharozés [34]. I. EI-Kady et al. [35] Aspergillus, Eurotium ir
Fennellia priskyré didziausig manitolio kiekj gaminan¢ioms mikroskopiniy gryby gentims.

Nors mielés ir mikroskopiniai grybai gali gaminti manitolj, taciau jy produktyvumas yra per mazas,
kad biity pritaikytas pramoninei gamybai. Dauguma S$iy mikroorganizmy pagaminta manitolj greitai
sunaudoja, tod¢l gamybos procesa sunku kontroliuoti. Produkty gryninima, ypac¢ fermentuojant
mielémis, gali apsunkinti terpéje esancios didelés glicerolio koncentracijos. Be to, Siy
mikroorganizmy tinkamumas maisto pramonei yra abejotinas [32].

Pieno riigsties bakterijos (PRB) yra pla¢iausia zinoma bakterijy grupé gaminanti manitolj. Jos taip
pat turi ilga ir saugig vartojimo istorija fermentuoty maisto produkty ir gérimy gamyboje. Nustatyta,
kad keletas homofermentiniy PRB gamina nedidelius kiekius intralgstelinio manitolio. Daugiau
7adanti strategija — heterofermentiniy PRB panaudojimas. Sios bakterijos turi fermenta MDH, kuris
katalizuoja fruktozés konversijg j manitolj [4].

Homofermentinés ir heterofermentinés PRB turi skirtingus heksozés metabolizmo bidus [13, 36].
Kai kurios homofermentinés PRB (Streptococcus mutants ir Lactobacillus leichmanii) gamina
nedidelius manitolio kiekius i§ gliukozés. Gliukozés metabolizmas ir manitolio gamyba pavaizduota
5 pav. Homofermentinéms PRB priklauso Lactobacillus T ir II grupés bakterijos, Enterococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus ir Vagococcus riisiy bakterijos. Sios
bakterijos fermentuoja heksozes vykstant glikolizei pagal Embden-Meyerhof-Parnas schemg. I§
gliukozés susidaro fruktozés 1,6-difosfatas, kurj aldolazé¢ suskaldo j gliceraldehido 3-fosfatg ir
dihidroksiacetono fosfata. Toliau susidaro piruvatas, o i§ jo — pieno ragstis. Esant tam tikroms
salygoms, glikolizés metu gali susidaryti tokie galutiniai produktai kaip acetatas, etanolis, diacetilas,
acetoinas, 2,3-butandiolis ir kai kuriais atvejais — manitolis. Manitolio biosintezé prasideda susidarant
tarpiniam junginiui — fruktozés 6-fosfatui. Sis redukuojamas ir, katalizuojant manitolio fosfatazei,
verCiamas | manitolj [11, 37].
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5 pav. Homofermentiniy PRB metabolizmas [11]

A. R. Neves et al. [38] nustate, kad homofermentinése PRB trikstant L- ir D-laktato dehidrogenazés
(LDH), jos gamina manitolj kaip galutinj gliukozés katabolizmo produkta. Didelés manitolio iSeigos,
panaudojant $iy ruSiy PRB, buvo pasiektos taikant jvairias geny inZinerijos strategijas. Sustiprinta
dviejy geny, koduojan¢iy manitolio 1-fosfato dehidrogenazg ir manitolio 1-fosfataze, ekspresija leido
pasiekti Zymiai didesnes manitolio 1Seigas (0,27 g manitolio/g gliukozés) lyginant su nemodifikuota
paderme (<0,003 g manitolio/g gliukozés) [13]. Kadangi homofermentinés PRB pasibaigus gliukozei
gali pagamintg manitolj panaudoti kaip anglies Saltinj, ieSkoma biidy kaip to iSvengti [18]. P. Gaspar
et al. [39] pasalino genus, atsakingus uz manitolio transportavima, tai padidino manitolio iSeigg iki
0,33 g manitolio/g gliukozés. LDH geno panaikinimas dar labiau padidino manitolio iSeigg — iki 0,42
g manitolio/g gliukozés.

Heterofermentinéms PRB priklauso Leuconostoc, Oenococcus ir Lactobacillus 111 grupé (obligatinés
heterofermentinés). Jos fermentuoja heksozes kombinuotu 6-fosfogliukonato ir fosfoketolazés budu.
Tam tikros heterofermentinés PRB gamina manitol;j tiesiogiai i§ D-fruktozés. Be manitolio Sios
bakterijos gali gaminti pieno rugst], acto rugstj, anglies dioksidg ir etanolj. Heterofermentiniy
bakterijy metabolizmas ir manitolio gamyba pavaizduota 6 pav. Procesas paremtas PRB savybe
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panaudoti fruktoze kaip elektrony akceptoriy ir redukuoti ja j manitolj. Sia reakcija katalizuoja MDH
fermentas [28].

NADH+H* NAD*

Gliukozé Fruktoze « -/, Manitolis
ATP ~ ATP -
ADPA>1 ADPj
Gliukozés 6-fosfatas +— Fruktozés 6-fosfatas
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CO, o 4~ NADH+H*

Ribuliozés 5-fosfatas

Ksiluliozés S-fosfatas

P,
ADP  ATP
% Acetatas
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2 NADH+H*
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ATP
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~ NADH-+H*
NAD*

Laktatas

6 pav. Heterofermentiniy PRB metabolizmas [11]

B. C. Sahair L. K. Nakamura [40] nustaté, kad 9 heterofermentiniy PRB padermés (L. brevis B-1836,
L. buchneri B-1860, L. cellobiosus B-1840, L. fermentum B-1915, L. intermedius B-3693, Leu.
amelilibiosum B-742, Leu. Citrovorum B-1147, Leu. mesenteroides subsp. dextranicum B-1120 ir
Leu. paramesenteroides B-3471) gamina manitolj i§ fruktozés. IS jy L. intermedius B-3693 buvo
atrinkta kaip perspektyviausia PRB manitolio gamybai. Fermentuojant 37 °C temperatiroje ir
palaikant pH 5,0, per 136 h i§ 300 g/l fruktozés gauta 198 g/l manitolio. Fermentacijos laikas gali buiti
sutrumpintas nuo 136 iki 92 h, panaudojant periodinj su pamaitinimu (angl. fed-batch) procesa. W.
Soetaert’as et al. [41] tyré periodinj su pamaitinimu procesg manitolio ir pieno riigSties gamybai su
Leu. pseudomesenteroides. Po 24 h fermentacijos manitolio koncentracija sieké 90 g/l, o fruktozés
konversijos efektyvumas buvo 94 %.

Nustatyta, kad trecdalis fruktozés gali biiti pakeista kitais substratais: gliukoze, maltoze, manoze,
galaktoze, krakmolu su gliukoamilaze. Du tre¢daliai fruktozés taip pat gali buti pakeisti sacharoze.
Terpéje esant fruktozés-gliukozés santykiui 2:1, lyginant su fermentacija esant tik fruktozei, PRB
pagamina labai panasius manitolio, pieno ir acto riigsties kiekius. Siuo atveju gliukozé paveréiama
pieno ir acto rigstimis, o fruktozé — manitoliu [40]. G. J. Grobben’as et al. [42] nustaté, kad Leu.
pseudomesenteroides gamina manitolj terpéje esant fruktozés. Manitolj gaminanti padermé nuo
negaminancios skyrési dviem fiziologiniais aspektais: MDH aktyvumu ir gebéjimu tuo paciu metu
naudoti fruktoze ir gliukoze. B. C. Saha [43] tyré inulino kaip substrato panaudojimg manitolio
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gamybai su L. intermedius B-3693. Inulinas yra homopolisacharidas, sudarytas i§ D-fruktopiranozés
liekany, sujungty B-2,1-glikozidiniu rysiu, redukuojanciame gale turintis gliukozés liekang. Po 72 h
fermentacijos i$ 300 g/l inulino, sucukrinto inulinaze, buvo gauta 207 g/l manitolio. Fermentacijos
laikas gali baiti sutrumpintas nuo 72 iki 62 h, panaudojant fruktozés ir inulino misinj santykiu 1:1. B.
C. Saha [44] taip pat nustaté, kad panaudojus melasos ir fruktozés sirupg santykiu 1:1 L. intermedius
B-3693 pagamina 104,4 g/l manitolio. Tokiame sirupe fruktozés kiekis yra apie 120 g/, gliukozés —
30 g/l (fruktozés-gliukozés santykis 4:1). J. W. Yun’as ir D. H. Kim’as [45] i8skyré Lactobacillus sp.
Y-107 ir Leuconostoc sp. Y-002 i§ kimchi (koréjie¢iy fermentuoto maisto produkto). Sios padermés
manitolio gamybai kaip substratg naudojo fruktoze ir sacharoze. DidZiausias manitolio kiekis, gautas
fermentuojant Lactobacillus sp. Y-107 ir Leuconostoc sp. Y-002, buvo atitinkamai 73 ir 26 g/1i$ 100
g/l fruktozés, o iSeiga 86 ir 65 % nuo sunaudotos fruktozés. N. von Weymarn’as et al. [46] tyré
manitolio gamybg 8 heterofermentinémis PRB (L. brevis ATCC-8287, L. buchneri TKK-1051, L.
fermentum B-1932, L. sanfranciscensis E-93491, Lactobacillus sp. (B001) BP-3158, Leu.
mesenteroides ATCC-9135, Leu. pseudomesenteroides ATCC-12291 ir O. oeni E-9762). Nustatyta,
kad tinkamiausia manitolio gamybai L. fermentum. I8 fruktozés (20 g/1) ir gliukozés (10 g/I) miSinio
gautos manitolio iSeigos buvo 86, 89 ir 94 mol % atitinkamai fermentuojant esant 25, 30 ir 35 °C
temperattrai. Vélesniuose N. von Weymarn’o et al. [47] tyrimuose su Leu. mesenteriodes ATCC-
9135 buvo nustatyta, kad didinant fruktozés koncentracija terpéje nuo 100 iki 120 ir 140 g/1, manitolio
iSeiga mazéja dél dideliy substrato ir galutinio produkto koncentracijy. C. Fontes et al. [48] tyré
manitolio gamybag i§ anakardziy vaisiy sulCiy, kuriy sudétyje buvo 50 g/l redukuojanciy cukry, tarp
ju 28 g/l fruktozés. Fermentuojant su Leu. mesenteroides B-512F susidaré 18 g/l manitolio, 0
fruktozés konversija sieké 67 %. F. Carvalheiro et al. [49] tyré 8 manitolj gaminancias PRB (Leu.
citreum ATCC 49370, L. mesenteroides subsp. cremoris ATCC19254, L. mesenteroides subsp.
dextranicum ATCC 19255, L. ficulneum NRRL B-23447, L. fructosum NRRL B-2041, L. lactis
ATCC 19256, Lactobacillus intermedius NRRL 3692 ir L. Reuteri DSM 20016) saldziyjy ceratonijy
sirupo terpéje. Sirupo cukry, kuriuos sudaré fruktozé, gliukozé, sacharozé ir pinitolis, koncentracija
buvo apie 200 g/l. L. fructosum NRRL B-2041 issiskyré didziausiu pagamintu manitolio kiekiu (43,7
g/l), o konversijos i$ fruktozés | manitolj efektyvumas sieké 100 %. M. E. Ortiz et al. [50] kaip pigy
anglies $altinj manitolio gamybai su L. reuteri CRL 1101 panaudojo cukranendriy melasa. Didziausia
manitolio koncentracija (38,4 g/l) po 24 h buvo gauta panaudojus 7,5 % melasos sirupo. Manitolio
gamybai naudojamy PRB suvestiné pateikta 1 lenteléje.

Jei kaip anglies Saltinis naudojama tik fruktoze, ji reakcijoje dalyvauja tiek kaip substratas, tiek kaip
elektrony akceptorius. Proceso metu trecdalis fruktozés oksiduojama j pieno ir acto riigStis. Tada
teoriné konversijos lygtis yra [11]:

3 fruktozé = 2 manitolis + pieno riigstis + acto rugstis + COo.

H. Erten’as [51] nustaté maZesne manitolio i$eiga fermentuojant su Leu. mesenteroides. Siuo atveju
lygtis yra:

3 fruktoz¢ = manitolis + 2 pieno riigstis + 0,5 acto rugstis + 1,5 etanolis + 2 CO..

Fruktozé¢ yra daug brangesné uz gliukoze, todel gliukozés kaip anglies Saltinio panaudojimas
manitolio gamybai yra ekonomiskesnis variantas. Siuo atveju fruktozé veréiama tik j manitolj. Buvo
nustatyta, kad manitolio gamybai panaudojant fruktozés-gliukozés miSinj, kurio santykis 2:1,
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apytiksliai 1 mol gliukozés ver¢iamas j COg, pieno ir acto riigstj, o 2 mol fruktozés — j manitolj.
Konversijos lygtis [11]:

2 fruktozé + 1 gliukozé — 2 manitolis + pieno riigstis + acto rigstis + COo.

1 lentelé. PRB panaudojimas manitolio gamybai

Mikroorganizmas Substratas (g/l) Manitolis (g/l) Saltinis
Lactobacillus sp. Y-107 F (100) 73 J.W. Yun ir D. H. Kim [45]
LaCtObaC'"luforle“te” CRL 1 s(65)+F(6)+ G (4) 38 M. E. Ortiz et al. [50]
F (300) 198 B. C. Saha ir L. K. Nakamura [40]
Lactobacillus intermedius B- | (300) 207 B. C. Saha [43]
3693 F (120) + G (30) 104 B. C. Saha [44]
F (250) 161 B. C. Saha ir F. M. Racine [52]
"aCtObaC'”‘i;;%rme“t”m B- F (100) + G (50) 90 N. von Weymarn et al. [46]
Leuconostoc sp. Y-002 F (100) 26 J. W. YunirD. H. Kim [45]
Leuconostoc
pseudomesenteroides F (100) + G (50) 90 W. Soetaert et al. [41]
Leuconostoc mesenteriodes
ATCC-9135 F (100) + G (50) 91 N. von Weymarn et al. [47]
LeuconostocsnleZsFe nteroides B- F (28) + G (21) 18 C. Fontes et al. [48]
Leuconostoc fructosum B- F (45) + G (48) + S (6) + .
2041 pinitolis (8) 44 F. Carvalheiro et al. [49]

F — fruktozeé, G — gliukozé, I — inulinas, S — sacharozé

Fermentacijos metu susidariusios organinés riigstys mazina terpés pH ir stabdo manitolio susidaryma,
todél jos turi biti neutralizuotos. Paprastai pH palaikymui naudojamas NaOH [53]. Manitolio
gamyboje i§ fruktozés-gliukozés misinio kaip maistiniy medziagy Saltinis PRB dauginimuisi
dazniausiai naudojamas MRS terpés priedas. Brangiausi komponentai Sioje terpéje yra
bakteriologinis peptonas ir mieliy ekstraktas. Siekiant sumazinti manitolio gamybos kaing, ieSkoma
ekonomiskesniy azoto ir kity maistiniy medziagy Saltiny. B. C. Saha [54] atlikti tyrimai jrodé, kad
kukuriizy ekstraktas (CSL) kartu su sojy peptonu yra geras azoto, vitaminy ir mineraly Saltinis, kuriuo
gali buti pakeisti Sie MRS terpés komponentai. Kai kurie metaly jonai yra biitini norint uztikrinti
efektyvig manitolio gamybg. Manganas yra laktato dehidrogenazés ir kai kuriy fermenty,
dalyvaujanciy gliceraldehido 3-fosfato konversijoje j piruvatg, kofaktorius. Magnis yra fruktokinazés,
fosfoketolazés ir acetatkinazés kofaktorius, uztikrinantis didZiausia manitolio i$eiga. Sie metaly jonai
svarbiis fruktozés transportavimui ir redukcijai [3]. B. C. Saha [55] tyré drusky (amonio citrato, natrio
fosfato, magnio sulfato ir mangano sulfato) jtaka manitolio fermentacijai su L. intermedius. Nustatyta,
kad tik mangano sulfatas yra svarbus komponentas, padidinantis manitolio iSeiga.

Siekiant gauti dar didesnes manitolio iSeigas pasitelkiami geny inZinerijos metodai. Bandoma kurti
naujas padermes, kurios gaminty didelj manitolio kiekj arba negaminty Salutiniy produkty [56]. N.
von Weymarn’as [32] panaudojo LDH inaktyvacija Lactobacillus fermentum bakterijose. Po
inaktyvacijos manitolio i$eiga padidéjo nuo 60 iki 68 %. M. Papagianni ir M. Legisa [56] nustaté,
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kad manitolio iSeiga padidéja nuo 10 iki 56 g/l j Lactobacillus reuteri jterpiant sutrumpintg 6-
fosfofrukto-1-kinaze koduojancio geno versija i§ Aspergillus niger. M. Helanto et al. [57] cheminés
mutagenezés biidu sukiiré Leu. pseudomesenteroides padermes, neturinéias fruktokinazés aktyvumo.
Daugiausiai Zadanti buvo BPT143 padermé, turinti tik 10 % pradinio fruktokinazés aktyvumo. Si
padermé greiciau augo ir gamino maziau Salutiniy produkty (rtigséiy, COo, etanolio) ir didesnis Kiekis
fruktozés buvo verc¢iamas manitoliu. Manitolio iSeiga padidéjo nuo 74 iki 86 mol %.

Biotechnologiné manitolio gamyba turi keletg privalumy lyginant su cheminiu budu. Visy pirma, D-
fruktozé visiSkai paverciama | D-manitolj ir proceso metu nesusidaro sorbitolis. Taip pat yra gana
paprastos gamybos sglygos (nenaudojamas didelis slégis, auksta temperatara) ir nereikia labai gerai
iSgryninty substraty. Manitolio gamyba heterofermentinémis bakterijomis pagrista jy geb¢jimu
naudoti D-fruktoze kaip alternatyvy elektrony akceptoriy ir paversti jj D-manitoliu vienos pakopos
fermentinés reakcijos metu, Katalizuojant MDH. Pasitelkiant biotechnologinius metodus, siekiama
padidinti manitolio iSeiga sumazinant Salutiniy produkty, pieno ir acto rugsties, susidarymag ir
palengvinant NADH, Kkuris reikalingas fruktozés-6-fosfato vertimui j manitolj, regeneracija.
Pagamintas manitolis gali buti sunaudojamas kaip anglies Saltinis, tod¢l manitolio asimiliacijos
prevencija padidinty susidariusio manitolio kiekj [13].

1.2.4. Manitolio gryninimas

Pasibaigus fermentacijai terpéje licka PRB lastelés, nesunaudotos maistinés medziagos, jvairlis
fermentacijos produktai: manitolis, pieno ir acto ragstis, CO2, etanolis. Manitolis gali biiti i§grynintas
i§ fermentacijos terpés kristalizacijos biidu. W. Soetaert’as et al. [53] manitolio gryninimui pasitilé
tokig schema:

1) PRB lastelés pasalinamos centrifuguojant (500 rpm, 30 min), taip gaunamas skaidrus, gelsvas
arba Sviesiai rudas supernatantas;

2) supernatantas iSgarinamas rotaciniu garintuvu ir manitolis sukoncentruojamas iki 250 g/1;

3) sukoncentruotas tirpalas maisant atvésinamas iki 20 °C;

4) j atvésusj tirpalg jberiamas kristalinis manitolis siekiant suzadinti kristalizacija;

5) tirpalas nuolat maiSant vésinamas iki 0—5 °C ir i§laikomas apie 15 h. Véstant tirpalui iSkrenta
smulks, balti, adatos formos manitolio kristalai;

6) mazdaug po 24 h nuo kristalizacijos pradzios kristalai gali buiti atskirti nuo tirpalo vakuumine
filtracija. Siekiant pasSalinti priemaiSas, manitolio kristalai perplaunami Saltu etanoliu ir
i8dziovinami vakuume kambario temperatiiroje.

Vietoj filtravimo manitolio kristaly atskyrimui gali biiti taikomas centrifugavimas. Manitolio kristaly
iSeiga gali siekti mazdaug 40 %, priklausomai nuo manitolio kiekio tirpale. Tinkamai parinkus
salygas, tokiu metodu gautas manitolio grynumas yra apie 99 %. Didesnés manitolio iSeigos gali baiti
gautos pirmiausia i§ fermentacijos terpés pasalinant organines riigstis elektrodializés biidu, véliau
sukoncentruojant garinant ir auSinant.

N. von Weymarn’as et al. [58], tirdami manitolio atskyrimo nuo fermentacijos terpés ir gryninimo
procesg, nustaté koreliacinj rysj tarp auSinimo greicio ir kristaly grynumo. AuSinant 10 ir 2 °C/h
greiCiu, iSskirto manitolio grynumas buvo atitinkamai 81,8 ir 98,6 %. Didesniam grynumui, kuris
buvo pasiektas auSinant Iétesniu greiciu, galéjo turéti jtakos susidare didesni manitolio kristalai, kurie
palengvino kristaly atskyrimo nuo tirpalo procesa. Ausinimo greitis neturé¢jo jtakos manitolio iSeigai.
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Manitolio koncentracijos didinimas tirpale nuo 200 iki 300 g/l padidino tiek iSeigg (nuo 47,6 iki 64,4
%), tiek grynuma (nuo 63,5 iki 97,9 %). M. Slatner’is et al. [59] nustaté, kad fermentiniu budu
pagamintas manitolis i§ fermentacijos terpés gali biiti i§grynintas pirmiausiai ultrafiltracija pasalinant
fermentus. Gautas permeatas garinant buvo sukoncentruotas mazdaug iki pusés pradinio tiirio ir
manitolis iSkristalizuotas 4 °C temperatiiroje pridéjus izopropanolio. Po centrifugavimo likgs
alkoholis i§ manitolio kristaly i$garintas kambario temperatiiroje. Tokiu biidu gautas manitolis, kurio
grynumas ne mazesnis kaip 97 %.

1.3. Duonos atlieky perdirbimas j aukstesnés vertés produktus

Maisto atlieky susidarymas yra viena i$ dabartiniy pasauliniy aplinkosaugos problemy (klimato kaita
ir gamtiniy iStekliy iSeikvojimas). Mazdaug trec¢dalis visy Zmoniy maistui skirty produkty yra
prarandama dél jvairiy priezasCiy. Maisto atlickos susidaro visuose etapuose — nuo gamybos iki
perdirbimo, paskirstymo ir galutinio vartojimo [60]. Duona yra kasdieninio vartojimo produktas
daugelyje pasaulio Saliy. Dél dideliy produkcijos masty ir trumpo tinkamumo vartoti termino susidaro
dideli kiekiai duonos atlieky. Atlikti tyrimai rodo, kad Europos Sajungoje duonos atliekos sudaro
daugiau nei 7 % visos pagaminamos produkcijos, mazdaug 1,3 mln. tony per metus [61]. Remiantis
tyrimy duomenimis, Jungtingje Karalystéje iSmetama 407000 tony duonos atlieky kiekvienais metais,
kas sudaro apie 15 % visos duonos produkcijos [62]. P. Brancoli’io et. al. [63] atlikti tyrimai apie
Svedijos prekybos centro maisto atlieky susidaryma patvirtina, kad duonos atliekos sudaro didesne
maisto atlieky dalj nei kity kategorijy produktai (zr. 7 pav.). Naujojoje Zelandijoje duonos atliekos
sudaro apie 10 % visy maisto atlieky (20575 tony per metus) [6]. Turkijoje kas dieng pagaminama
apie 120 mlIn. duonos kepaly, i§ kuriy apie 10 % néra suvartojami. Per metus tai sudaro nuostoliy
mazdaug uz 700 min. JAV doleriy [64]. PanasSios tendencijos pastebimos Visose pasaulio salyse.

Duona, kaip ir kiti griidy produktai, genda daug greiciau nei neperdirbti griidai. Duonos kepimo metu
krakmolas absorbuoja vanden;j ir kleisterizuojasi. Taciau kleisterizuotas krakmolas néra stabilus,
vyksta krakmolo kristalizacija ir retrogradacija. ISkeptos duonos kepala sudaro du skirtingi
sluoksniai. ISorinis sluoksnis — Kieta pluta, vidinis — minkstas ir purus minkstimas. Pluta suteikia
apsauginj sluoksnj, kuris neleidzia i§ minkstimo iSgaruoti drégmei. Nepaisant to, duonos galiojimo
laikas gana trumpas. Duonos laikymo metu vyksta jvairiis fizikiniai ir cheminiai poky¢iai: minkstimo
kietéjimas, skonio, aromato, vandens absorbcijos ir tirpaus krakmolo kiekio kitimas. Sie pokydiai
sukelia duonos gedimg, vadinamg Ziedéjimu [65]. Suziedéjusi duona praranda geras juslines savybes
ir tampa nepriimtina vartotojui, nors dar yra saugi ir maistinga. Pagrindiniai ziedé¢jimo metu
vykstantys poky¢iai yra drégmés Kiekio praradimas ir krakmolo retrogradacija. Drégmé prarandama
dél jos migracijos i§ minkStimo ] pluta. MinkStimas tampa sausesnis, o pluta — minkS$tesné ir
elastingesné. Krakmolo retrogradacija — procesas, kurio metu krakmolas i§ amorfinés biisenos pereina
118 dalies kristaling [66]. Retrogradacija priklauso nuo laiko ir temperatiiros. Grei¢iausiai vyksta esant
Zzemai temperatiirai, tod¢l duonos laikymas Saldytuve, lyginant su laikymu kambario temperatiiroje,
pagreitina ziedéjimo procesa [67].
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7 pav. Maisto atlieky pasiskirstymas pagal frakcijas prekybos centre [63]

Sviezia duona turi didelj dréegmés kiekj ir vandens aktyvuma (0,94-0,97). Tokia terpé labai palanki
mikroorganizmams daugintis, todél paprastai duonos tinkamumo vartoti terminas yra 3—7 dienos.
Mikrobiologinis gedimas yra pagrindiné problema dél kurios prarandama apie 1-5 % produkto,
priklausomai nuo produkto tipo, naudojamy zaliavy ir gamybos biido. Konservanty (propiono, sorbo,
benzoinés riugsties) panaudojimas pailginty duonos galiojimo laika, taciau vartotojams priimtinesni
duonos gaminiai be $iy priedy [68]. Duonos mikrobiologinis gedimas daznai susijes su kietos fazés
fermentacija mikroskopiniais grybais, pavyzdziui, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Mucorales, Neurospora genéiy. [64]. Sis natiiralus fermentacijos procesas gali biiti panaudojamas
vertingiems produktams gaminti, o ne tam, kad duonos atlickos biity iSmestos j sgvartynus, paverstos
anglies dioksidu ir metanu. Remiantis duomenimis, pateiktais N. Espinoza-Orias et al. [69], i8
kiekvieno iSmesto 800 g duonos kepalo susidaro 977—-1244 g klimato kaitos dujy COz ekvivalentu.
Vienas i§ budy panaudoti duonos atliekas yra fermentacija pagrista pridétinés vertés produkty
gamyba.

Fermentacijos procesai atliekoms apdoroti vertinami dél ekonomiskumo ir aplinkai draugiskos
technologijos. Duona yra tinkama zaliava fermentacijos terpei, nes susideda i§ subalansuoto anglies,
azoto Saltiniy ir kity maistiniy medziagy [64, 70]. A. S. Demirci’is et al. [71] optimizavo duonos
atliecky fermentinés hidrolizés | gliukozés sirupa procesa, kuris yra daugumos pridétinés vertés
produkty gamybos zaliava. C. C. J. Leung et al. [72] panaudojo duonos atliekas gintaro ragsties
gamybai fermentuojant Actinobacillus succinogenes mikroorganizmais. Gauta iSeiga, lyginant su
pries tai atliktais tyrimais fermentuojant maisto atliekas, buvo didziausia — 0,55 g gintaro riigsties/g
duonos. T. Doi’us et al. [73] tyré duonos atlieky panaudojimo galimybes biovandenilio gamybai.
Fermentacijos tyrimai atlikti su i§ ryziy augaly rizosferos iSskirta mikroflora. Nustatyta, kad
tinkamiausi vandenilio gamybai Clostridium sp. mikroorganizmai. Parinkus optimalias salygas,
pagamintas vandenilio kiekis sieké 1,30 mol Hz/ mol heksozés. W. Han’as et al. [74] nustaté, kad i§
1 g duonos atlieky galima pagaminti 109,5 ml vandenilio. Y. Oda’as et al. [75] tyré pieno riigsties
gamyba i§ duonos atlieky. Fermentacijai buvo naudotos PRB Lactobacillus amylovorus,
pasizyminc¢ios amilolitiniu aktyvumu. Tyrimas iSsiskyré i§ kity, nes krakmolo konversijai | pieno
rigsti nebuvo naudojami papildomi krakmola skaldantys fermentai. Fermentuotos suspensijos
filtratas buvo panaudotas duonos gamybos procese. J. V. Kumar’as et al. [76] kepiniy atliekas, kurias
sudaré duona, sausainiai, bandelés ir pyragai, panaudojo etanolio gamybai. ISdZiovintos atlickos buvo
susmulkintos, sumaiSytos su vandeniu ir fermentais (a-amilaze ir gliukoamilaze). Gautas hidrolizatas
fermentuotas iki etanolio alkoholio gamybai naudojamomis sausomis mielémis Saccharomyces
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cerevisiae. Etanolio iSeiga sieké 93 % nuo gliukozés kiekio hidrolizate. J. Kawa-Rygielska ir W.
Pietrzak’as [77] taip pat tyré duonos gaminiy tinkamuma etanolio gamybai Saccharomyces cerevisiae
mielémis. Gauta didziausia etanolio iSeiga buvo 36,6 g/100 g s. m. arba 54,1 g/100 g krakmolo. P.
Daigle et al. [78] tyré duonos atlicky fermentacijg aromato junginiy gamybai. Misinys, kurj sudaré
35 % duonos minkstimo ir 65 % vandens, buvo fermentuotas mielémis Geotrichum candidum ATCC
62217. Buvo gauti vaisiy, ananasy kvapo aromatiniai junginiai. M. Asghar’as et al. [79] otimizavo
duonos terpés fermentacijos Arachniotus sp. parametrus a-amilazés gamybai. W. Lam’as et al. [80]
tyrimy metu nustate, kad kepykly atliekos gali biiti panaudotos gliukoamilazés gamybai kietos fazés
fermentacijos budu su Aspergillus awamori. Suvestiné apie duonos atlieky panaudojimo galimybiy
tyrimus pridétinés vertés produkty gamybai pateikta 2 lenteléje.

2 lentelé. Duonos atlieky panaudojimas pridétinés vertés produkty gamybai

Mikroorganizmas Produktas Saltinis
Biggé‘i;i'Iilzgeggirlr;;fiﬁijﬁﬁ?’ Gliukozés sirupas A. S. Demirci at al. [71]
Actinobacillus succinogenes Gintaro riigstis C.C.J. Leungetal. [72]
Clostridium sp. Biovandenilis T. Doi et al. [73]
Aspergillus awamori, A. oryzae Biovandenilis W. Han et al. [74]
Lactobacillus amylovorus Pieno rigstis Y. Oda et al. [75]
Saccharomyces cerevisiae Etanolis J. V. Kumar et al. [76]
Saccharomyces cerevisiae Etanolis J. Kawa-Rygielska ir W. Pietrzak [77]
Geotrichum candidum ATCC 62217 Aromato junginiai P. Daigle et al. [78]
Arachniotus sp. a-amilazé M. Asghar et al. [79]
Aspergillus awamori Gliukoamilazé W. Lam et al. [80]

IS duonos atlieky siekiant pagaminti pridétinés vertés produktus daugeliu atveju duonoje esantis
krakmolas pirmiausiai turi bati suskaldytas iki gliukozés. Krakmolo fermentiné hidrolizé iki
gliukozés taikoma nuo 1960-yjy vidurio, kai buvo pradétas naudoti amilogliukozidazés fermentas
[81]. Krakmolo ir duonos hidrolizé skiriasi dél struktariniy poky¢iy, vykstan¢iy duonos gamybos
proceso metu nuo teslos paruo$imo iki kepimo. TeSlos ruo$imo metu susiformuoja glitimo tinklas,
kuris gali apsaugoti kai kurias krakmolo grandines nuo fermenty poveikio. Majaro reakcijy metu dalis
duonoje esanciy cukry gali biiti sujungti su aminortigstimis [82]. Duonos kepimo metu vyksta svarbiis
krakmolo poky¢iai. Krakmolas kleisterizuojasi ir dalinai depolimerizuojasi. Tokie pokyciai gali
palengvinti tolimesng hidrolize [77]. Norint pasiekti dideles fermentuojamy sacharidy iSeigas, butina
parinkti optimalias sglygas. Visy pirma reikia parinkti tinkamus substrato, vandens ir fermenty
kiekius. Duonos atliekose esanciam krakmolui suskaldyti j fermentuojamus cukrus (gliukoze)
naudojamas fermentinés hidrolizés procesas, kuris susideda i§ dviejy etapy. Pirmajame etape, siekiant
suskystinti krakmolg ir gauti dekstrinus bei mazus gliukozés kiekius, naudojama o-amilazé [83]. Si
reakcija turi biti vykdoma esant aukstai temperatiirai (85-95 °C), kad fermentai galéty lengvai
paveikti krakmolo granules, todél naudojama termostabili a-amilazé. Siekiant iSvengti maltuliozés
(4-O-a-D-gliukopiranozil-D-fruktozés) susidarymo, pH turéty biiti Zemesnis nei 6,3. Maltuliozés
fermentai negali paversti gliukoze ir jos susidarymas sumazina gliukozés iSeigas [84]. Suskystintas
krakmolas naudojamas antrame (sucukrinimo) etape. Sucukrinimo metu fermentas gliukoamilazé
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skaldo susidariusius dekstrinus iki gliukozés. Buvo nustatyta, kad abu etapai yra susij¢ tarpusavyje,
todél siekiant gauti dideles gliukozés iSeigas reikalingas optimalus suskystinimo laipsnis [83].

C. C. J. Leung et al. [72] ir W. Han’as et al. [74] gliukozés sirupo gamybai i§ duonos atlieky
panaudojo Aspergillus awamori ir Aspergillus oryzae mikroorganizmus, kurie i$skyré duonos
krakmolo hidrolizei reikalingus amilolitinius ir proteolitinius fermentus. J. Kawa-Rygielska ir W.
Pietrzak’as [77] panaudojo termostabilig a-amilaz¢ (Termamyl SC), gliukoamilaze¢ (Spiryzyme Fuel)
ir hemiceliuliaz¢ (Optimash BG) bei fermentinius preparatus Ceremix 2XL (a-amilazé, B-gliukanazé
ir proteazé¢) ir Ceremix 6X MG (a-amilazé, B-gliukanazé, proteazé, pentozanazé ir celiuliazé).
Nustatyta, kad fermentiniai preparatai padidino proceso efektyvuma: buvo suardytas glitimo tinklas,
kas padidino fermentams prieinamo krakmolo kiekj. J. V. Kumar’o et al. [76] atlikti duonos atlieky
hidrolizés tyrimai su skirtingais fermentais parodé, kad didziausios gliukozés iSeigos gaunamos
naudojant auksStose temperatiirose aktyvig a-amilaze (High T) ir fermenty miSinj (Allcoholase II),
kurj sudaro a-amilazés, amilogliukozidazés, proteazés ir celiuliazés. A. S. Demirci’is et al. [71]
gliukozés gamybai panaudojo tik du fermentus: termostabilia a-amilaze (Termamyl 120 L) ir
amilogliukozidaze (AMG 300 L). Parinkus optimalius duonos ir fermenty kiekius, gauta gliukozés
1Seiga sieké 86 % nuo duonos atlieky.

Siuo metu jau yra duonos atlieky biotechnologinio perdirbimo pavyzdziy vandenilio, etanolio, o-
amilazés, gliukoamilazés, pieno ir gintaro rugSties gamybai. Nauja perspektyva galéty buti
nepatogeniniy mikroorganizmy panaudojimas pridétinés vertés produkty gamybai: polioliy,
aromatiniy junginiy, vitaminy, bioaktyviy peptidy, antimikrobiniy medziagy. IS daugybés potencialiy
mikrobiniy $altiniy, PRB yra svarbiausi pramon¢je naudojami mikroorganizmai. Nustatyta, kad
fermentacijos metu be organiniy rags¢iy PRB gali i$skirti didelj kiekj jvairiy antriniy metabolity, tarp
juy manitolj, sorbitolj, inuling, laktonus, esterius, diacetilg, vaniling, alaning, arginina, lizina, peptidus,
vitaminus E, D, K, B1—Bs, B12, folio ragstj ir kitus [7].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimy kryptys

Manitolj gamina kai kurios mielés, mikroskopiniai grybai ir PRB. Tyrimy metu pasirinkta nagrinéti
mikrobing manitolio gamyba, kuri pagrista fermentacija PRB. Bakterijy veiklos produktai skiriasi
priklausomai nuo jy padermiy, todél svarbu parinkti mikroorganizmus, gaminancius kuo didesnj
tikslinio produkto (manitolio) kiekj. Manitolio iSeiga taip pat priklauso nuo fermentacijos salygy:
bakterijy gyvybingumo, optimalios temperatiiros ir pH, trukmés, tinkamai parinkty substraty, jy
kiekio ir santykio.

Sis mokslinis tyrimas buvo vykdomas trimis etapais.

Pirmas etapas skirtas PRB atrinkimui manitolio gamybai. Buvo tirta 17 PRB padermiy: nustatytos jy
augimo kreivés, parinktos salygos, kuriy metu lastelés yra metaboliskai aktyvios, nustatytas lastelése
esan¢io MDH fermento aktyvumas. Pagal fermento aktyvuma atrinktos perspektyviausios manitolio
gamybai PRB, kurios toliau tirtos gliukozés-fruktozés substrato fermentacijos metu. Pagal
susidariusio manitolio kiekj atrinkta daugiausiai manitolio gaminanti PRB.

Antrame etape tirti duonos atlieky hidrolizés ir izomerizacijos procesai, siekiant juos panaudoti
gliukozés-fruktozés sirupo gamybai. Optimaliy salygy parinkimui naudotas matematinis
eksperimento planavimas. Pagamintas sirupas panaudotas kaip substratas fermentacijai atrinkta PRB,
jvertinant terpés tinkamuma manitolio gamybai.

Trec¢iame etape analizuotos manitolio, kaip cukraus pakaitalo, panaudojimo galimybés keksiuky
gamyboje. Jvertinta skirtingy manitolio kiekiy jtaka teSlos tekstiiros savybéms ir kepinio kokybei
(spalvai, formai, teksttiros rodikliams, galiojimo trukmei, jusliniy savybiy priimtinumui).

2.2. Tyrimo objektai
2.2.1. Mikroorganizmai

Tyrimui naudota 17 pieno rugsties bakterijy kultiry, gauty i§ KTU Maisto instituto (MI) ir KTU
Maisto mokslo ir technologijos katedros (MMTK) kolekcijy (3 lentelé).

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis bakterijy kultiiros kultivuotos steriliame piene, o
po to inokuliuotos | MRS mitybing terpe. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar acetoinicus ir
paracitrovorus kulttiros laikytos suSaldytos —75 °C ir atgaivintos MRS mitybinéje terpéje. Likusios
bakterijos laikytos suSaldytos —72 °C temperatiiroje 50 % glicerolio tirpale ir atgaivintos MRS
mitybinéje terpéje. MRS mitybinés terpés (Biolife, Italija) viename litre yra 10 g peptono, 10 g
jautienos ekstrakto, 5 g mieliy ekstrakto, 20 g gliukozés, 2 g dikalio hidrofosfato (K2HPOg), 5 g natrio
acetato, 2 g amonio citrato, 0,2 g magnio sulfato (MgSQa4), 0,05 g mangano sulfato (MnSQOys) ir 1 ml
Tween 80. PRB kulttiros iki paruoSimo analizei laikytos 2 °C temperatiiroje. Prie§ atliekant tyrimus
bakterijos kultivuotos MRS mitybinéje terpéje, optimaliose augimo temperatiirose 24 h.
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3 lentelé. PRB charakteristikos

Mikroorganizmo pavadinimas B
Kolekcija Optimali temperatira, °C
Rusis Padermé
149/11
; ie hi 768/5
Lactococcus chtls subsp. lactis biovar KTU MI 30
diacetylactis 130
57
i ic bi 88/25
Lactococcus lactis _su_bsp. lactis biovar KTU MI 30
acetoinicus T/15
A230
; ie hi A241
Lactococcus Iact|§ subsp. lactis biovar KTU MI 30
paracitrovorus A212
A211
GL14
Lactobacillus rossiae KTU MMTK 37
M2
Lactobacillus frumenti H10 KTU MMTK 30
Leuconostoc mesenteroides 242 KTU MMTK 30
MR29 30
Lactobacillus sanfranciscensis MW15 KTU MMTK -
W2

2.2.2. PRB kultiiry paruosimas MDH aktyvumo nustatymui

Terpé MDH aktyvumo nustatymui ruosta pagal modifikuotus S. Parmentier et al. [85] bei F. M.
Racine et al. [86] metodus. 1 1 vandens istirpinta 55,2 g MRS mitybinés terpés (sudétis pateikta 2.2.3
skyriuje) ir 15 g D-fruktozés (Reachem, Slovakija). Terpé sterilizuota 121 °C temperatiiroje 15 min.
Lasteliy optinio tankio matavimui ir MDH aktyvumo nustatymui j 100 ml sterilios terpés inokuliuota
0,5 ml bakterijy padermes.

2.2.3. Modelinés fruktozés-gliukozés sistemos fermentacija

Fermentacija vykdyta 1 L fermenteryje ,,Minifor (LAMBDA Instruments GmbH, Switzerland) (Zr.
8 pav.) pagal modifikuota F. M. Racine et al. [86] metodika. Taikytas periodinés fermentacijos
procesas. Fermentacijos terpé paruosta istirpinant 28 g kukuriizy i§dziovinty daleliy (CSS) (Sigma-
Aldrich, Vokietija), 40 mg mangano sulfato (grynumas 99 %, Alfa Aesar, Vokietija) ir 2,2 g sojy
peptono (azoto kiekis 9-11 %, Liofilchem, Italija) 550 ml distiliuoto vandens. 120 g fruktozés ir 60
g gliukozés (Reachem, Slovakija) istirpinta 250 ml distiliuoto vandens, supilta j terpe ir sterilizuota
fermenteryje 121 °C temperatiiroje 15 min. Paruosti 4 N NaOH ir 1 N H>SOq tirpalai sterilizuoti
atskirai.

Fermentacija vykdyta esant optimaliai Kiekvienai bakterijai augimo temperaturai, palaikant terpés
pH 5,0 ir pastoviai maiSant 2,5 Hz greiciu. Oras j fermenterj nebuvo tiekiamas. Nusistovéjus terpés
parametrams, j fermenterj inokuliuota 25 ml PRB padermés, pries tai kultivuotos 24 h MRS terpéje
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su fruktozés priedu. Fermentuota 72 h, tam tikrais laiko intervalais (po 6, 24, 32, 48, 56 ir 72 h) buvo
imti méginiai, kurie iki analizés laikyti -20 °C temperatiiroje.

8 pav. ,,LAMBDA Minifor* laboratorinis fermenteris
2.2.4. Duonos atliekos

Tyrimams naudota UAB ,,Baltasis pyragas* pusruginé duona, pagaminta i$ ruginiy ir kvietiniy milty,
vandens, cukraus, joduotosios druskos, mieliy ir kmyny, kurios tinkamumo vartoti trukmé buvo
pasibaigusi. Duonos riekelés supjaustytos 1-2 cm kubeliais ir i8dZiovintos, siekiant iSvengti jos
mikrobiologinio gedimo. IsdZiovinti duonos kubeliai sumalti laboratoriniu malanu ,,Mlynek WZ-1¢
(Zaklad Badawczy Przemyslu Piekarskiego Sp. z 0.0, Lenkija) ir iki naudojimo laikyti -20 °C
temperattiroje. Duonos atlieky cheminé sudétis (drégnis, baltymy, riebaly, angliavandeniy, krakmolo,
mineraliniy medZiagy kiekiai) nustatyta standartiniais metodais.

2.2.5. Fermentiniai preparatai
Duonos atlieky biokonversijai naudoti Novozymes A/S (Danija) fermentiniai preparatai.

Termostabili a-amilazé (EC 3.2.1.1, Liquoflow®), pagaminta i§ genetiSkai modifikuotos Bacillus
atmainos. Fermento aktyvumas 240 KNU/g (KNU (Kilo Novo Units) = a-amilazés kiekis, kuris per
1 h suskaldo 5,26 g krakmolo). Gamintojo specifikacijoje nurodytas rekomenduojamas fermento
kiekis yra 100-200 g/tonai krakmolo, optimali fermento veikimo temperatiira — 85-95 °C, pH — 5,4—
5,8.

Gliukoamilazé (EC 3.2.1.3, Saczyme® Plus 2X), gauta i§ Aspergillus niger mikroorganizmy.
Fermento aktyvumas 1500 AGU/g (AGU = gliukoamilazés kiekis, kuris per 1 min hidrolizuoja 1
umol maltozés). Gamintojo specifikacijoje nurodytas rekomenduojamas fermento kiekis yra 250-400
g/tonai krakmolo, optimali fermento veikimo temperatiira — 65 °C, pH — 3,8-4,3.

Gliukozés izomeraz¢ (EC 5.3.1.5, Sweetzyme® IT) — imobilizuotas fermentas, gautas i§
Streptomyces murinus padermés. Fermentas katalizuoja D-gliukozés izomerizacija | D-fruktozg.
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Fermento aktyvumas 400 IGIU/g (IGIU = fermento kiekis, kuris normaliomis sglygomis pavercia
gliukoze i fruktozg 1 pmol/min grei¢iu). Rekomenduojamos fermento veikimo salygos, nurodytos
gamintojo specifikacijoje, yra 55-60 °C ir pH 7,5-7,8.

2.2.6. Duonos atlieky hidrolizé ir jos planavimas

Siekiant gauti didziausias gliukozés iSeigas, sunaudojant optimaly duonos ir fermenty kiekj, atliktas
duonos atlieky hidrolizés optimizavimo procesas. Hidrolizés parametry optimizavimui parinktas
pavirsiaus atsako modelis (PAM) ir centriSkas kompozicinis planas (CKP), panaudojant ,,.Design-
Expert 7.0.0 statisting kompiuteringe programa (Stat—Ease Inc., Minneapolis, JAV). Optimizuojama
trijy veiksniy sistema, kurios nepriklausomi kintamieji — duonos atlieky kiekis (11,34-28,66 masés
%), a-amilazés kiekis (0,013-0,047 KNU/g duonos) ir gliukoamilazés kiekis (0,23-0,57 AGU/g
duonos). Fermenty kiekiai parinkti remiantis gamintojo rekomendacijomis. Duonos atlieky kiekis
parinktas remiantis A. S. Demirci’io et al. [71] gautais rezultatais. Eksperimento metu atliekamy
bandymy skaicius apskaiciuojamas pagal (1) formule:

N =2/ +2f +¢; (1)

¢ia: f — kintamyjy skaicius;
¢ — centriniy tasky skaicius.

Eksperimentg sudaré 18 bandymy (2 lentelé), kurie kartoti du kartus. Eksperimentinis planas
sumodeliuotas pagal centrinj kompozicinj modelj imant 4 centrinius taSkus. Rezultatams jvertinti kaip
atsakas naudotas susidares gliukozeés kiekis (%).

Gauti rezultatai analizuoti dispersinés analizés (ANOVA) metodu ir pritaikytas geriausiai rezultatus
atitinkantis matematinis modelis. Statistinis modelio tinkamumas nustatytas jvertinant individualiy
regresijos koeficienty reiksmingumga (p < 0,05), Fiserio verte (F) ir determinacijos koeficientg (R?).

Duonos atlieky hidrolizé atlikta pagal modifikuota A. S. Demirci’io et al. [71] metodika. Pirmajame
hidrolizés (suskystinimo) etape duonoje esantis krakmolas fermento o-amilazés suskaldomas |
oligosacharidus, a-amilazei hidrolizuojant krakmolo (1,4)-a-D-glikozidinius rySius. Fermentiné
hidrolizé vykdyta 250 ml kiiginése kolbose. Jose susmulkintos duonos atliekos (11,34-28,66 g/100 g
suspensijos) sumaisytos su atitinkamu distiliuoto vandens kiekiu, reikalingu apie 90 g suspensijos
gauti. Gautos masés pH sureguliuotas iki 5,6 naudojant 1 N NaOH tirpala. Kolbos uzdengtos
aliuminio folija ir iSlaikytos 20 min 45 °C temperataros vandens vonioje (GFL 1092, Vokietija)
maisant 150 aps./min grei¢iu. Po t0 temperatiira pakelta iki 60 °C, pridéta termostabili a-amilazé
(0,013-0,047 KNU/g duonos) ir distiliuotu vandeniu bendras suspensijos svoris pakoreguotas iki 100
g. Kolbos toliau kaitintos 60 min 90 °C temperatiiroje dziovinimo krosneléje ,,Nahita 631 Plus*
(Auxilab, Ispanija). ISimtos i$§ krosnelés ir atvésintos iki 50 °C.

Susidare oligosacharidai antrame hidrolizés (sucukrinimo) etape toliau hidrolizuoti iki gliukozés
panaudojant fermentg gliukoamilaze. Méginiy pH pakoreguotas iki 4,3 naudojant 1 N H2SO4 tirpala
ir pridétas atitinkamas gliukoamilazés kiekis (0,23-0,57 AGU/g duonos ). Kolbos laikytos 65 °C
temperattiros vandens vonioje 24 h, maisant 150 aps./min greiciu.

Hidrolizés metu tam tikrais laiko intervalais (po 1, 5, 21 ir 25 h) imti méginiai, kurie iki gliukozés
analizés laikyti -20 °C temperatiiroje.
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2.2.7. Gliukozés konversija | fruktoze ir jos planavimas

Optimizavus duonos atlieky hidrolizés procesa ir parinkus optimalius duonos (18,64 masés %), a-
amilazés (0,03 KNU/g duonos) ir gliukoamilazés (0,43 AGU/g duonos) kiekius, atliktas gliukozés
konversijos | fruktoze optimizavimas Design-Expert programa. Svarbiausi gliukozés inversijos
parametrai yra fermento kiekis ir pH. Sie parametrai optimizuoti pritaikant PAM ir CKP. Pagal
pateiktas gamintojo rekomendacijas parinktas fermento gliukozés izomerazés kiekis kito nuo 2,59 iki
5,41 1GIU/g sirupo, o0 pH — nuo 6,79 iki 8,21. Eksperimentg sudaré 12 bandymy (3 lentelé), kurie
kartoti du kartus. Planas sudarytas pagal centrinj kompozicinj modelj imant 4 centrinius taskus.
Rezultatai analizuoti pagal 2.3 skyriuje apraSytg metodikg. Jiems jvertinti kaip atsakas naudotas
susidares fruktozes kiekis (%).

Gliukozés konversija | fruktozg vykdyta pagal modifikuota M. H. Gaily et al. [87] metoda. Po
hidrolizés etapo suspensija nufiltruota per sietelj ir supilstyta j 250 ml kiigines kolbas po 100 ml.
Reikiamas pH (6,79-8,21) sureguliuotas 1 N NaOH ir pridétas atitinkamas imobilizuoto fermento
gliukozés izomerazés kiekis (2,59-5,41 IGIU/g gliukozés sirupo). Visos kolbos uzdengtos aliuminio
folija, jdétos j 65 °C vandens vonig (GFL 1092, Vokietija) ir laikytos 30 h, maiSant 125 aps./min
grei¢iu. Tam tikrais laiko intervalais (po 6, 24 ir 30 h) imti méginiai, kurie iki gliukozés ir fruktozés
analizés laikyti -20 °C temperatiiroje.

2.2.8. Duonos atlieky fermentacija

Fermentacija vykdyta kaip apraSyta 3.2.3. skyriuje. Fermentacijos terpé inokuliuota 25 ml PRB
Lactobacillus rossiae GL14, kuri prie$ tai kultivuota MRS terpéje su fruktozés priedu 37 °C
temperattiroje 24 h. Lactobacillus rossiae GL14 atrinkta pagal modelinés fruktozés-gliukozés
sistemos tyrimo rezultatus kaip tinkamiausia manitolio gamybai. Vertinant duonos atlieky
tinkamuma perdirbimui j manitolj, analizuotos 3 skirtingos terpes.

1. Kaip fermentacijos terpé naudota 800 g i§ duonos atlieky pagaminto gliukozés-fruktozés sirupo
(DT), kuriame gliukozés-fruktozés santykis artimas 1:1.

2. Siekiant uztikrinti optimaly manitolio gamybai gliukozés-fruktozés santykj 1:2, j duonos atlieky
sirupg papildomai pridéta 75 g fruktozés (DTF).

3. Siekiant padidinti maistiniy medziagy kiekj, j duonos atlieky sirupg su fruktozés priedu
papildomai pridéta 22,4 g CSS, 32 mg mangano sulfato monohidrato ir 1,75 g sojy peptono
(DTP).

Manitolio gamybos i§ duonos atlicky schema pateikta 9 pav.
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Duonos atlieky suspensijos paruosSimas
(18,64 ¢/100 g)

A

Parengiamasis etapas
pH 5,6 (1 N NaOH), 45 °C, 20 min

A
Suskystinimas
a-amilazé (0,035 KNU/g duonos)
90 °C, 60 min, 2,5 Hz

A
Sucukrinimas
gliukoamilazé (0,43 AGU/g duonos)
pH 4,3 (1 N H2S04), 65 °C, 24 h, 2,5 Hz

| Filtljacija |

A
Izomerizacija
gliukozés izomeraze (4,98 IGIU/g sirupo)
pH 7,7 (2 N NaOH), 65 °C, 30 h, 2 Hz

A
Fermentacija
Lactobacillus rossiae GL14
pH 5,0 (1 N H;SQ,), 37°C, 72 h, 2,5 Hz

9 pav. Manitolio gamybos i§ duonos atlicky schema
2.2.9. Keksiuky gamyba su manitoliu

Kepimai atlikti siekiant jvertinti manitolio jtaka kepiniy kokybei ir juslinéms savybéms. Keksiuky
teSla ruosta pagal receptiiras, pateiktas 4 lenteléje. 25, 50 arba 75 % cukraus receptiiroje pakeista
manitoliu (grynumas 98 %, Sigma-Aldrich, Vokietija).

Keksiuky tesla ruoSta sumaisant visus birius ingredientus: kvietinius miltus, kiauSiniy miltelius, pieno
miltelius, cukry, manitolj, kepimo miltelius ir druska. Po to supiltas aliejus, vanduo ir tesla iSmaisyta
iki vienalytés konsistencijos. Tesla supilstyta j 5 cm skersmens formeles po 40 g, keksiukai kepti
kepimo krosnyje ,,Condo® (MIWE, Vokietija) 190 °C temperatiroje 18 min. ISkepe keksiukai
atvésinti iki kambario temperatiros. Atvése keksiukai iki analizés laikyti polietileniniuose
maiseliuose kambario temperatiiroje. Manitolio jtaka keksiuky gamybos technologiniam procesui
vertinta pagal teSlos reologines savybes ir gatavo kepinio kokybés rodiklius: spalva, kepinio aukstj,
dregmes kiekj, tekstiiros ir juslines savybes. Papildomai vertinti keksiuky drégmés kiekio ir tekstiiros
poky¢iai 12 dieny laikymo metu.
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4 lentelé. Keksiuky receptiiros

Manitolio kiekis (%6)

Ingredientai () Kontrolé (0) 25 50 75
Kvietiniai miltai 200,0 200,0 200,0 200,0
Kiausiniy milteliai 20,0 20,0 20,0 20,0
Aliejus 100,0 100,0 100,0 100,0
Pieno milteliai 12,0 12,0 12,0 12,0
Cukrus 120,0 90,0 60,0 30,0
Manitolis 0,0 30,0 60,0 90,0

Kepimo milteliai 5,0 50 50 5,0

Druska 1,3 1,3 1,3 1,3
Vanduo 158,0 158,0 158,0 158,0

2.3. Tyrimo metodai
2.3.1. Lasteliy augimo Kkreivés nustatymas

Lasteliy augimas iSmatuotas remiantis P. Mall et al. [88] metodika pagal optinj tankj, esant 600 nm
bangos ilgiui. MRS terpé be PRB naudota kaip kontrolinis méginys. Lasteliy optinis tankis
spektrofotometru ,,GENESYS 10 UV* (Thermo Fisher Scientific, JAV) matuotas 13 h, kas 1 h
uzrasant rezultatus. [Smatavus nubrézta kreivé — optinio tankio priklausomybé nuo laiko.

2.3.2. Manitolio 2-dehidrogenazés aktyvumo nustatymas

Manitolio 2-dehidrogenazés (MDH) aktyvumas nustatytas pagal modifikuotg S. Parmentier et al. [85]
metodikg. PRB augintos iki logaritminés fazés, nustatytos pagal Iasteliy augimo kreive. Pasiekus
logaritming faze, jos centrifuguotos (6000 g, 15 min) ir du kartus praplautos 0,05 M acetatiniu buferiu
(pH 6,0). Lastelés suspenduotos tame paciame buferyje ir suardytos ultragarsu. Suardymui naudota
ultragarsiné vonelé ,,Ulsonix* (Ultrasonic cleaner Proclean 3.0DSP, Lenkija). Suardytos Igstelés
atskirtos centrifuguojant (6000 g, 15 min) ir supernatantas naudotas MDH aktyvumui nustatyti.

MDH aktyvumas iSmatuotas spektrofotometru ,,GENESYS 10 UV* 25 °C temperatiiroje, esant 340
nm bangos ilgiui pagal NADH sunaudojimo greitj, naudojant D-fruktoze kaip substrata. Reakcijos
misinj sudare 240 pl 0,025 M acetatinio buferio (pH 5,35), 200 ul 1,5 M D-fruktozés, 100 ul 0,003
M NADH ir 100 pl supernatanto. Acetatiniai buferiai ruosti natrio acetata istirpinant ledinéje acto
rugstyje, praskiedziant iki reikiamo turio ir pakoreguojant pH. NADH reagentas visada ruostas
Svieziai. Kontroliniame méginyje vietoj fruktozés naudotas distiliuotas vanduo. Absorbcija matuota
5 min, rezultatus uzraSant kas 30 sekundziy.

MDH aktyvumas nustatomas pagal reakcija:

Manitolio 2—dehidrogenazé

D—fruktozé + B—NADH D—manitolis + B—NAD;

¢ia: B-NADH — B-nikotinamido adenino dinukleotidas, reduktuota forma;
B-NAD - B-nikotinamido adenino dinukleotidas, oksiduota forma.
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MDH aktyvumas apskaic¢iuotas pagal (1) formule [89]:

A_V fermento = (AA3z40nm/min — AA340nm/ min tuscias) - Vi - pr _ Q)
ml 6,22 Vierm

)

¢ia: AV — aktyvumo vienetai;
Vi — bendras reakcijos miSinio ttris, ml;
pr — praskiedimo koeficientas;
6,22 — milimoliarinis B-NADH nykimo koeficientas ties 340 nm bangos ilgiu;
Vferm — naudojamo fermento tirpalo tiiris, ml
AAszsonmmin — didziausias absorbcijos pokytis per 1 min.

2.3.3. Manitolio kiekio nustatymas

Manitolio kiekis méginiuose nustatytas naudojant fermentinj D-manitolio/L-arabitolio testa
(Megazyme International Ireland Limited, Airija). Metodo esmé — nustatymo metu vykstanti D-
manitolio oksidacijos nikotinamido-adenino dinukleotidu (NAD+) reakcija j D-fruktoze,
katalizuojama MDH, susiformuojant NADH. Susiformavusio NADH kiekis yra ekvivalentiskas
méginyje esan¢iam D-manitolio kiekiui.

Pagal gamintojo rekomendacijas paruostas tiriamojo méginio vandeninis tirpalas taip, kad manitolio
kiekis méginyje buty tarp 0,05 ir 0,75 g/l. Gerai sumai$ytas tirpalas nufiltruotas. | 3 ml kiuvete jpilta
0,1 ml paruosto tiriamojo tirpalo, 2 ml distiliuoto vandens, 0,1 ml Tris/HCI buferio su natrio azidu
(pH 9,0) ir 0,1 ml NAD*+ tirpalo. Tirpalai sumaisyti ir po 2 min iSmatuota absorbcija (A1)
spektrofotometru ,,GENESYS 10 UV, esant 340 nm bangos ilgiui. Po to pridétas 0,02 ml MDH
tirpalo, gerai sumaisyta ir reakcijos pabaigoje (mazdaug po 4 min) iSmatuota absorbcija (A2).
Apskaiéiuojamas absorbcijos skirtumas AAtsir. = Az - A1. Tus¢io méginio absorbeijos skirtumas AAuse.
iSmatuotas taip pat, tik vietoje tiriamojo méginio jpilta 0,1 ml distiliuoto vandens. D-manitolio
koncentracija (g/l) apskaiciuota pagal (2) formulg:

V-MW 2
= A
e-d-v

Cc

¢ia: V — galutinis tirpalo kiekis, ml;
MW — D-manitolio molekulinis svoris, g/mol,
¢ — NADH ekstinkcijos koeficientas esant 340 nm bangos ilgiui (6300 I/mol-cm);
d — Sviesos kelias, cm;
vV — méginio kiekis, ml;
AA — absorbcijos skirtumas (AA = AAtir. - AAwse).

Gautg rezultatg padauginus i§ praskiedimo faktoriaus, D-manitolio kiekis (g/100 g) apskaiciuotas
pagal (3) formulg:

q= ; 100; (3)

mméginio

¢ia: Mueginio — analizuojamo meéginio kiekis, g/1.
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2.3.4. Duonos atlieky cheminés sudéties analizé
Drégmés kiekio nustatymas

Dreégnis nustatytas pagal LST 1492:2013 [90], dziovinant méginj 105 °C temperattiroje iki pastovios
masés. Drégmeés kiekis (%) apskaiciuotas pagal (4) formulg:

(m; —m,) - 100 @)

)

X =
(my —m)

¢ia: m — biukso svoris, g;
m1 — biukso svoris su méginiu iki dziovinimo, g;
m2 — biukso svoris su méginiu po dZiovinimo, g.

Riebaly kiekio nustatymas

Tyrimui pasverta 3£0,001 g tiriamojo méginio ir suvyniota j filtrg. Riebaly ekstrakcija i§ méginio
vykdyta Soksleto aparate, kaip tirpiklj naudojant chloroformg. Pasibaigus ekstrakcijai méginys
i8dziovintas iki pastovaus svorio. Méginio riebaly kiekis (%) apskaic¢iuotas pagal (5) formule:

(= (2= 0)-100. (5)

)

m

¢ia: a — suvynioto ] filtra méginio svoris prie$ ekstrakcija, g;
b — suvynioto ] filtrg méginio svoris po ekstrakcijos, g;
m — analizei paimto méginio mase¢.

Baltymu kiekio nustatymas

Baltymy kiekis nustatytas Kjeldalio metodu pagal standartinj metodg AOAC 950.36 [91]. Proceso
metu atliktas tiriamojo méginio (1+0,001 ¢g) mineralizavimas koncentruotoje sieros ragstyje,
naudojant katalizatoriaus tabletg (K2SO4; CuSO4%x5H,0; TiO). Pagal titravimui sunaudotos HC1
kiekj apskai¢iuotas NHj3 kiekis ir atitinkantis jj azoto kiekis. Azoto kiekis (%) apskai¢iuotas pagal (6)
formulg:

_0,0014-4
- m

(6)

X 100;

¢ia: A— 0,1 N HC1 kiekis, sunaudotas titruojant méginio distiliatg, ml;
m — méginio SVOris, g;
0,0014 — azoto kiekis, ekvivalentiskas 1 ml 0,1 N HC1.

Azoto kiekis perskaiciuotas j baltymus, padauginant gautg reikSme i perskai¢iavimo koeficiento 5,7
[92].

Mineraliniy medziagy kiekio nustatymas

I iki pastovaus svorio iSkaitintg tiglj pasverta 3+0,001 g tiriamojo méginio. Bendras mineraliniy
medziagy (peleny) kiekis nustatytas i§ peleny kiekio, gauto sudeginus mégini 500 — 600 °C
temperatiiroje. Peleny kiekis (%) apskaiciuotas pagal (7) formule:
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(m; —m) - 100 (7)

)

X =
(my —m)

¢ia: m — tiglio svoris, g;
m; — tiglio svoris su méginiu, g;
my — tiglio svoris su pelenais, g.

Krakmolo kiekio nustatymas

Krakmolo kiekis méginiuose nustatytas naudojant fermentinj bendro krakmolo kiekio ,,K-TSHK*
testg (Megazyme International Ireland Limited, Airija). Metodo esmé — nustatymo metu vykstanti
krakmolo hidrolizés reakcija. Jos metu termostabili a-amilazé suskaido krakmolg j tirpius Sakotus ir
neSakotus maltodekstrinus. Véliau amilogliukozidazé hidrolizuoja maltodekstrinus iki D-gliukozés.
D-gliukozé, veikiant heksokinazei ir adenozino-5°-trifosfatui (ATP), fosforilinama ir susiformuoja
gliukozés-6-fosfatas ir adenozino-5’-difosfatas (ADP). Veikiant fermentui gliukozés-6-fosfato
dehidrogenazei, gliukozés-6-fosfatas oksidinamas nikotinamido-adenino dinukleotido fosfatu
(NADP+) j gliukonato-6-fosfata, susiformuojant redukuotam NADPH. Susidariusio NADPH kiekis
yra ekvivalentiSkas méginyje esan¢iam D-gliukozés kiekiui.

I mégintuvélj pasverta 100 mg tiriamojo méginio, jpilta 0,2 ml 80 % vandeninio etanolio tirpalo ir
sumaisyta. Po to jpilta 2 ml 2 M KOH, kuris stabdo gumuléliy susidarymg ir iStirpina atspary
krakmola. Méginys 20 min i§laikytas ledo/vandens vonioje, maisant magnetine maiSykle MSH 300
(BioSan, Latvija). | mégintuvélj jpilta 8 ml 1,2 M natrio acetato buferio (pH 3,8), iSkart pridéta 0,1
ml termostabilios a-amilazés ir 0,1 ml amilogliukozidazés, gerai iSmaisyta ir i§laikyta 30 min 50 °C
temperattiros vandens vonioje, retkar¢iais pamais$ant. Suspensija i§ mégintuvélio pernesta j 100 ml
matavimo kolbg ir praskiesta distiliuotu vandeniu iki Zymés. Suspensija centrifuguota 10 min 3000
rpm greiéiu ir nufiltruota. Krakmolo kiekio nustatymui naudotas skaidrus, nepraskiestas filtratas. |
mégintuvelj jpilta 0,1 ml filtrato, pridéta 3 ml GOPOD reagento ir laikyta 20 min 50 °C temperatiiros
vandens vonioje. GOPOD reagentas sudarytas i§ p-hidroksibenzoinés rugsties buferio su 0,095 %
natrio azidu (pH 7,4), gliukozés oksidazés, peroksidazés ir 4-aminoantipirino. Lygiagrediai tirtas
tus¢ias méginys, sudarytas i§ 0,1 ml distiliuoto vandens ir 3 ml GOPOD reagento. Papildomai
analizuotas D-gliukozés kontrolinis tirpalas, sudarytas i§ 0,1 ml D-gliukozés standartinio tirpalo (1
mg/ml) ir 3 ml GOPOD reagento. Absorbcija iSmatuota spektrofotometru ,, GENESYS 10 UV* esant
510 nm bangos ilgiui. Krakmolo kiekis (%) apskaic¢iuotas pagal (8) formule:

F (8)
K=AA-—-FV-0,9;
w

¢ia: AA — absorbcijos skirtumas;
F — 100/ 100 pg gliukozés absorbcija (konversija i$ absorbcijos i pg);
FV — galutinis tirpalo kiekis, ml;
W — analizuojamo méginio svoris, mg;
0,9 — korekecija 1§ laisvos D-gliukozés j anhidro D-gliukozg (kokia yra krakmole).

Krakmolo kiekis sausosiose medziagose apskaiciuotas pagal (9) formulg:

100 )
100 — drégmés kiekis (%)’

Ksm =K
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2.3.5. Gliukozés ir fruktozés kiekio nustatymas

Gliukozes ir fruktozés kiekis méginiuose nustatytas naudojant fermentinius D-gliukozés ,,K-
GLUHK* ir D-fruktozés/D-gliukozés ,,K-FRUGL* testus (Megazyme International Ireland Limited,
Airija). Metodo esmé — nustatymo metu vykstanti gliukozés ir fruktozés fosforilinimo reakcija,
katalizuojama fermento heksokinazés ir ATP, | gliukozés-6-fosfatg ir fruktozés-6-fosfatg kartu
susiformuojant ADP. Esant gliukozés-6-fosfato dehidrogenazei, susidares gliukozés-6-fosfatas
oksiduojamas NADP+ ] gliukonato-6-fosfatg susiformuojant NADPH. Susiformavusio NADPH
kiekis yra ekvivalentiSkas méginyje esanciam D-gliukozés kiekiui. Fosfogliukozés izomerazé
fruktozés-6-fostafg pavercia gliukozés-6-fosfatu. Gliukozés-6-fosfatas reaguoja su NADP+
sudarydamas gliukonato-6-fosfata ir NADPH, kas lemia absorbcijos padidéjima. Sis absorbcijos
padidéjimas yra lygus fruktozés kiekiui méginyje. Nustatymo metu spektrofotometrisSkai iSmatuotas
NADPH absorbcijos padidéjimas esant 340 nm bangos ilgiui.

Pagal gamintojo rekomendacijas paruostas tiriamojo méginio vandeninis tirpalas taip, kad gliukozés
ir fruktozés kiekis méginyje bty tarp 0,04 ir 0,8 g/1. Tirpalas nufiltruotas, j 3 ml kiuvete jpilta 0,1 ml
filtrato, 2 ml distiliuoto vandens, 0,1 ml imidazolo ir magnio chlorido buferio su natrio azidu (pH 7,6)
ir 0, ml NADP+/ATP tirpalo. Tirpalai sumaiSyti ir po 3 min iSmatuota absorbcija (A1)
spektrofotometru ,,GENESYS 10 UV®, esant 340 nm bangos ilgiui. Po to pridéta 0,02 ml
heksokinazés ir gliukozés-6-fosfato dehidrogenazés suspensijos, gerai sumaiSyta ir reakcijos
pabaigoje (mazdaug po 5 min) iSmatuota absorbcija (A2). Gliukozés nustatymui apskaiciuotas
absorbcijos skirtumas AAgdtir. = Az - As.

D-fruktozés nustatymui papildomai pridéta 0,02 ml fosfogliukozés izomerazés, sumaisyta ir reakcijos
pabaigoje (mazdaug po 8-10 min) iSmatuota absorbcija (Asz). Tus¢io méginio absorbcijos skirtumas
AAws. 18matuotas taip pat, tik vietoje tiriamojo méginio jpilta 0,1 ml distiliuoto vandens. Fruktozes
nustatymui apskaiciuotas absorbcijos skirtumas AArtir. = Az - Az.

D-gliukozés ir D-fruktozés koncentracija (g/1) apskai¢iuota pagal (10) formule:

oo V-MwW A (10)
e-d-v
¢ia: V — galutinis tirpalo kiekis, ml;
MW — D-gliukozeés arba D-fruktozés molekulinis svoris, g/mol;
¢ — NADPH ekstinkcijos koeficientas esant 340 nm bangos ilgiui (6300 I/mol-cm);
d — Sviesos kelias, cm;
vV — méginio kiekis, ml;
AA — absorbcijos skirtumas (AA = AAaciir. - AAwse. arba AAFtir- AAwse).

Gautas rezultatas padaugintas i$ skiedimo faktoriaus. D-gliukozés ir D-fruktozés kiekis (g/100 Q)
apskaiciuotas pagal (11) formule:

q=——"100; (11)

Mmeginio

¢ia: Mueginio — analizuojamo meéginio kiekis, g/1.
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2.3.6. Pieno riigsties kiekio nustatymas

Pieno rugsties kiekis méginiuose nustatytas naudojant fermentinj D-/L-pieno rugsties ,,K-DLATE*
testa (Megazyme International Ireland Limited, Airija). Metodo esmé — nustatymo metu vykstancios
dvi fermentinés reakcijos. Pirmaja reakcija katalizuoja D-laktato dehidrogenazé ir D-pieno riigstis
oksiduojama j piruvata, esant NAD+. Kita reakcija naudojama norint pasalinti susidariusj piruvatg ir
uztikrinti, kad reakcija netapty grjztamgja. Katalizuojant D-glutamato piruvato transaminazei ir esant
dideliam D-glutamato pertekliui, piruvatas paver¢iamas D-alaninu ir 2-oksoglutaratu. Reakcijos
metu susidargs NADH kiekis yra ekvivalentiSkas D-pieno riigSties kiekiui. Tokios pat reakcijos
vyksta kai L-pieno ragstis oksiduojama iki piruvato, katalizuojant L-laktato dehidrogenazei. NADH
absorbcijos padidéjimas iSmatuojamas spektrofotometriskai, esant 340 nm bangos ilgiui.

Pagal gamintojo rekomendacijas paruostas tiriamojo méginio vandeninis tirpalas taip, kad pieno
rugsties kiekis méginyje bty tarp 0,005 ir 0,3 g/1. Tirpalas nufiltruotas, j kiuvete jpilta 0,1 ml filtrato,
1,5 ml distiliuoto vandens, 0,5 ml glicilglicino buferio (pH 10) su D-glutamatu ir natrio azidu (0,02
%), 0,1 ml NAD+ tirpalo ir 0,02 ml D-gliutamato piruvato transaminazés suspensijos. Tirpalai
sumaisyti ir po 3 min iSmatuota absorbcija (A1) spektrofotometru ,,GENESYS 10 UV*, esant 340
nm bangos ilgiui. Po to pridéta 0,02 ml D-laktato dehidrogenazés suspensijos ir 0,02 ml L-laktato
dehidrogenazés suspensijos, gerai sumaisyta ir reakcijos pabaigoje (mazdaug po 10 min) iSmatuota
absorbcija (A2). Apskai¢iuojamas absorbcijos skirtumas AAtsir. = Az - A1. Tus¢io méginio absorbcijos
skirtumas AAwse. iSmatuotas taip pat, tik vietoje tiriamojo méginio jpilta 0,1 ml distiliuoto vandens.

Pieno riigsties koncentracija (g/1) apskaiciuota pagal (12) formule:

_V-MW
T eed-v

A4, (12)

¢ia: V — galutinis tirpalo kiekis, ml;
MW — pieno rugsties molekulinis svoris, g/mol;
& — NADPH ekstinkcijos koeficientas esant 340 nm bangos ilgiui (6300 I/mol-cm);
d — Sviesos kelias, cm;

v — meginio kiekis, ml;
AA — absorbcijos skirtumas (AA = AAtir. - AAwse).

2.3.7. Kepiniy kokybés ir juslinio vertinimo metodai
Keksiuky auks$¢io nustatymas

Atvésusiy keksiuky aukstis iSmatuotas nuo apacios iki auksc¢iausio taSko. IS kiekvienos partijos
atsitiktinai iSmatuoti 8 keksiukai ir apskaiciuota vidutiné jy aukscio verte.

Spalvos matavimas

Keksiuky vidinés dalies spalva iSmatuota spalvos sulyginimo matuokliu ,,Croma Meter CR-410%
(Konica Minolta, Japonija). Rezultatai isreiksti CIE L*a*b* spalvy apibiidinimo sistemos
koordinatémis. L* vert¢ rodo Sviesumg, kur 100 yra balta ir 0 yra juoda. a* teigiama verte
reprezentuoja raudong spalva, neigiama — zalig (skaléje nuo + 60 raudonai iki — 60 Zaliai). b* teigiama
verté reprezentuoja geltong spalva, neigiama — mélyng (skaléje nuo + 60 geltonai iki — 60 mélynai).
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Tekstaros matavimas

Teslos ir kepiniy tekstiiros rodikliai nustatyti matuojant tekstiiros analizatoriumi ,, TA.XT.plus*
(Stable Micro System, Jungtin¢ Karalysté) su ,,Texture Exponent® programine jranga.

Teslos reologinéms savybéms iSmatuoti naudotas 20 mm skersmens cilindrinis kiinas (smigimo gylis
5 mm, greitis 1 mm/s). Tyrimams atsverta po 20 g teslos. I§ ,,jégos-laiko kreiviy (zr. 10 pav.)
nustatytos teslos savybés: kietumas, konsistencija ir ri§lumas. Kietumas nustatytas pagal teigiamos
kreivés smailés virSang, konsistencija — pagal plotg po teigiama kreive, rislumas — pagal neigiamos
kreivés smailés virsiing.

léga

Kietumas

~ Konsistencija
P ]

/| Laikas

\\ Q//.

Rislumals

10 pav. Teslos tekstiiros profilio analizés ,,laiko-jégos™ kreivés pavyzdys

Keksiuky tekstiiros profilio analizé atlikta praéjus 24 h po kepimo. Keksiuky méginiai analizei ruosti
horizontaliai nupjaunant keksiuky virStines ir apacig. Nupjovus Sonus gautas staciakampis gretasienis,
kurio auks$tis — 22 mm, ilgis — 37 mm, plotis — 33 mm. Tekstiros profilio analizé atlikta taikant
dvigubg spaudimo testa, kurio metu suspaudziama 50 % méginio auks$c¢io naudojant 100 mm
skersmens kompresing plokstele (P/100). Kiino judéjimo greitis 1 mm/s su 5 s pauze tarp dviejy cikly.
I§ gauty ,,jégos-laiko* kreiviy (zr. 11 pav.) nustatyti tekstiiros parametrai:

1) kietumas —jéga (N), kurios reikia pasiekti reikiama (50 %) méginio deformacija, nustatoma pagal
jégos smailés virSung pirmo spaudimo ciklo metu (K1);

2) elastingumas — méginio sugebéjimas grizti j pirmykste forma, nustojus veikti deformuojanciai
jégai, nustatomas pagal ilgiy santykj (L2/L1);

3) sukibimas — méginio atsparumas antrajai deformacijai, lyginant su pirmaja, nustatoma pagal ploty
santykj (A2/A1);

4) lipnumas — deformacijos laipsnis, kurio reikia méginj suardyti iki tinkamo nuryti,
apskai¢iuojamas kaip kietumo ir sukibimo sandauga (K1x(A2/Al));

5) kramtomumas — deformacijos laipsnis, kurio reikia méginj sukramtyti iki tinkamo nuryti,
apskaiciuojamas kaip kietumo, sukibimo ir elastingumo sandauga (K1x(A2/A1)x(L2/L1));

6) gebéjimas atsistatyti — méginio pasiprieSinimas spaudimui, siekiant grjzti j pirmykste forma,
nustatomas pagal ploty santykj (A5/A4).

Keksiuky tekstiiros parametrai papildomai nustatyti po 5, 8 ir 12 dieny laikymo polietileniniuose
maiSeliuose kambario temperatiiroje.
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Pirmas suspaudimas Antras suspaudimas
Zemyn Aukstyn Pauze Zemyn Aukstyn

Kietumas K1

Kietumas K2

Jéga

Plotas
Al

Plotas
A4 AS! A2

Y R
llgis L1 Plotas llgis L2 \/
A3

Laikas

11 pav. Teksturos profilio analizés ,,laiko-jégos* kreivés pavyzdys [93]

Jusliné analizé

Kepiniy kokybé buvo vertinama ir pagal jy juslines savybes. Analizé buvo atlikta praéjus 24 h po
kepimo. Keksiukai su skirtingu manitolio kiekiu supjaustyti vienodo dydzio gabaliukais ir pazyméti
atsitiktiniy trizenkliy skai¢iy kombinacijomis. Juslinéje analizéje dalyvavo 15 vertintojy, kurie buvo
supazindinti su juslinio vertinimo metodika. Tiriamosios savybés (spalva, akytumas, kvapo
intensyvumas, saldumas, bendras skonis, lickamasis skonis, kietumas, trapumas ir drégnumas)
vertintos 7 kategorijy intensyvumo skaléje, remiantis LST I1SO 4121:2004 [94]. Sudarytas vertinty
jusliniy savybiy sgrasas ir jy apibuidinimas pateiktas 5 lenteléje.

5 lentelé. Vertinamy jusliniy savybiy apibiidinimai

Jusliné savybé Skalé AprasSymas
ISvaizda
Spalva Balta — Gelsva Spalvos intensyvumas nuo baltos iki gelsvos
Akytumas Mazas — Didelis | Méginyje matomy akuc¢iy gausumo laipsnis
Kvapas

Bendras kvapo intensyvumas | Silpnas — Stiprus | Méginio kvapo intensyvumas

Tekstuira

Kietumas Mazas — Didelis Apvlbufhr.la jéga, rgkahngq atkasti méginj ir ji suspausti tarp
liezuvio ir gomurio

Trapumas Mazas — Didelis | Apibudina jéga, reikalingg suardyti gaminj j trupinius

Drégnumas Mazas — Didelis Aplbu(.ilqa méginio Qregnumo lalps.ng, kurio reikia sudrékinti
seilémis iki buklés, tinkamos nuryti

Skonis

Saldumas Silpnas — Stiprus | Saldaus skonio intensyvumas

Bendras skonio intensyvumas | Silpnas — Stiprus | Skonio, biidingo keksiukams, intensyvumas

Liekamasis skonis Silpnas — Stiprus | Skonio, kuris licka burnoje nurijus méginj, intensyvumas

Keksiuky pirmumo seka buvo nustatyta pagal rikiavimo metoda LST I1SO 8587:2007/A1:2015 [95].
Tyrime dalyvavo 10 vertintojy. Kiekvienam vertintojui buvo pateikta skirtinga méginiy kombinacija,
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pazyméta atsitiktiniy trizenkliy skai¢iy kombinacijomis. Rikiavimo metu méginiai vertinti skaléje
nuo 4 iki 1, kur labiausiai patikes méginys pazymétas ,,4“, maziausiai — ,,1 “. Rezultatai apdoroti
pagal Friedmano testa (zr. 6 lentele). Siekiant nustatyti, ar tarp tiriamyjy méginiy yra reik§mingas
skirtumas, apskaiciuotas Friedmano Kriterijus pagal (13) formule:

1 (13)
Frost. = ———— (R? + R} + -+ RE) — 3j(p + 1);
test. pp+ 1 1 2 M JANY

¢ia: j — vertintojy skaicius;

p — méginiy skaicius;

R1, Rz, ..., Rm — rikiavimo numeriy, priskirty visy vertintojy kiekvienam méginiui, sumos.
Gauta Friedmano kriterijaus verté lyginta su 6 lenteléje pateikta kritine verte.

6 lentelé. Friedmano testo kritinés vertés [95]

Tiriamyjy méginiy skaicius (p)
Vertintojy skai€ius (j) (reik§Smingumo lygis 0,05)
3 4 5
7 7,14 7,80 9,11
8 6,25 7,65 9,19
9 6,22 7,66 9,22
10 6,20 7,67 9,25
11 6,55 7,68 9,27
12 6,17 7,70 9,29
13 6,00 7,70 9,30
14 6,14 7,71 9,32
15 6,40 7,72 9,33

Jei Fest>F, daroma iSvada, kad tarp méginiy yra reikSmingas skirtumas. Siekiant nustatyti, ar yra
reikSmingas skirtumas tarp dviejy tiriamyjy meéginiy pory, dviejy lyginamyjy méginiy rikiavimo
numeriy sumy modulis lygintas su kritine verte. Kritiné verté apskai¢iuota pagal (14) formulg:

: (14)
jp(p +1)

KV = 1,960
6

Priimama, kad tarp dviejy lyginamyjy méginiy yra reikSmingas skirtumas, jei dviejy lyginamyjy
meéginiy rikiavimo numeriy sumy modulio verté yra didesné arba lygi apskaiCiuotai kritinei vertei.

Keksiuky mikrobiologinio gedimo jvertinimas atliktas laikymo polietileninéje pakuotéje metu
vizualiai apZilrint ir jvertinant atsiradusias mikroorganizmy kolonijas plutelés pavirSiuje.

2.3.8. Rezultaty matematiné — statistiné analizé

Eksperimentiniai duomenys pateikti atlikus ne maziau kaip du lygiagrecius tyrimus. Gauti rezultatai
apdoroti Microsoft Excel programa. Pateikti tyrimy rezultaty aritmetiniai vidurkiai ir prie jy nurodyti
standartiniai nuokrypiai. Skirtumy tarp méginiy reikSmingumas jvertintas pagal Dunkano kriterijy (p
<0,05), naudojant IBM SPSS Statistics 23 kompiutering programing jrangg. Optimizavimo uzdaviniy
statistiné analizé atlikta naudojant vienfaktoring dispersing analiz¢ (one-way ANOVA). Statistinis
rezultaty patikimumas vertintas pagal Fiserio (F) kriterijy, pasirenkant reik§mingumo lygmenj 0,05
(sprendimo teisingumas bent 95 %).
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Pieno rugsties bakterijuy parinkimas manitolio gamybai

Fermentacijos metu PRB gamina jvairius junginius, kurie priklauso nuo bakterijy rasies ir padermés.
Skiriasi ne tik galutiniai produktai, bet ir jy kiekiai. Siekiant jvertinti kurios i§ tiriamy PRB
tinkamiausios manitolio gamybai, yra svarbu parinkti kiekvienai bakterijai optimalias augimo
salygas ir nustatyti susidariusius tikslinio produkto kiekius. Tam buvo sudarytos bakterijy augimo
kreivés, nustatytas MDH aktyvumas ir atlikti fermentacijos tyrimai.

3.1.1. Manitolio 2-dehidrogenazés aktyvumo jvertinimas

PRB augimo MRS terpéje (optimalioje kickvienai tirtai bakterijos padermei temperatiiroje) kreivés,
pavaizduotos pagal optinio tankio priklausomybe nuo laiko, pateiktos 12 ir 13 pav. Bakterijy optinis
tankis po 24 h buvo labai skirtingas, svyravo nuo 0,488+0,045 iki 1,801+0,031. Lactobacillus ir
Leuconostoc genties bakterijos greiciau prisitaiké naujoje terpéje, jy latentine fazé buvo trumpesné
nei Lactococcus genties bakterijy, o augimo greitis ir lgsteliy tankis po 24 h buvo didesnis.
Lactococcus genties bakterijy logaritminé fazé prasidéjo mazdaug po 6 h nuo eksperimento pradzios,
0 Lactobacillus ir Leuconostoc — po 5 h. Daugumos PRB augimo greitis sulétéjo po 11-12 h nuo
tyrimo pradzios. Vertinant gautus rezultatus, labiausiai i$siskyré L. lactis A212 padermés augimo
kreivé. Sios padermés logaritminé fazé truko Zymiai ilgiau nei kity L. lactis riisies bakterijy. Praéjus
24 h nuo eksperimento pradzios L. lactis A212 padermés optinis tankis sieké 1,263+0,062 ir buvo
didesnis nei tai paciai rusiai priklausanciy bakterijy. Leu. mesenteroides 242 ir Lb. rossiae M2
padermés pasizyméjo greiciausia prisitaikymo faze ir didZiausiu optiniu tankiu, atitinkamai
1,801+0,033 ir 1,748+0,027. Po 24 h tik dviejy L. lactis padermiy (T/15 ir 149/11) optinis tankis
nesiekeé 0,6, jy reiksmés buvo 0,488+0,024 ir 0,562+0,047.

.13
212 L. lactis 768/5
© 11 —eo—L. lactis 149/11
1 L. lactis 130
0.9 L. lactis 57
83 —o—L. lactis A241
06 —o—L. lactis A211
0.5 —o—L. lactis A212
0.4 —o—L. lactis A230
0.3 —o—L. lactis 88/25
0.2 —o—L. lactis T/15
0.1
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Trukme, h

12 pav. Lactococcus lactis bakterijy augimo kreivés
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'C—) 1.8 —o—Lb. sanfranciscensis
16 MW15 _
—@ —0®—| cu. mesenteroides
14 242
12 Lb. sanfranciscensis
' MR29
1 Lb. sanfranciscensis
W2
0.8 —o—Lb. rossiae M2
0.6
—0—Lb. frumenti H10
0.4
0.2 —e—LDb. rossiae GL14
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Trukmé, h

13 pav. Lactobacillus ir Leuconostoc bakterijy augimo kreivés

Remiantis gautomis bakterijy augimo kreivémis, pasirinkta nustatyti MDH aktyvuma logaritminéje
fazéje, kai lgstelés sparCiai auga ir gamina fermentus. Kiekvienos padermés MDH aktyvumas
nustatytas esant optiniam tankiui mazdaug 0,6 (po 7—11 h nuo eksperimento pradzios, priklausomai
nuo tiriamos PRB, i§skyrus L. lactis T/15 ir 149/11 padermes).

Pagal 1 formulg apskaic¢iuotos MDH vertés pateiktos 14 pav.

Lb. rossiae GL14
Lb. frumenti HI0 Il a
Lb. rossiae M2
Lb. sanfranciscensis W2
Lb. sanfranciscensis MR29 [IE- a
Leu. mesenteroides 242 - a
Lb. sanfranciscensis MW15 [l a
L. lactisT/15 a
L. lactis 88/25 W a
L. lactis A230 I e
L. lactis A212 W a
L. lactis A211 I d
L. lactis A241 IS b
L. lactis 57 [N+ a
L. lactis 130 W a
L. lactis 149/11 R a
L. lactis 768/5 W a

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
MDH aktyvumas, AV/ml

—

O|
o

14 pav. Skirtingy PRB padermiy manitolio 2-dehidrogenazés aktyvumas (skirtingos raidés, rodo, kad yra
statistiSkai reikSmingi skirtumai, esant 95 % tikimybés lygiui)

Tyrimo rezultatai parodé, kad i§ visy PRB didziausiu fermento aktyvumu pasizyméjo Lb.
rossiae GL14 ir L. lactis A230, atitinkamai 0,24+0,013 ir 0,190,016 AV/ml. Mazesnj aktyvuma
turéjo L. lactis A241, A211, Lb. sanfranciscensis MR29 ir W2. Kitos padermés MDH aktyvumo
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neturéjo arba jis buvo nezymus. Nustatyta, kad i§ Lactococcus genties tik Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar paracitrovorus padermés, iSskyrus A212, pasizyméjo didesniu MDH aktyvumu. Tokie
rezultatai galéjo buti dél L. lactis A212 padermés létesnio augimo tyrimo pradzioje ir ilgesnés
logaritminés fazés. IS Lactobacillus genties bakterijy didziausig fermento aktyvuma turéjo Lb.
rossiae GL14 ir dvi Lb. sanfranciscensis padermés (MR29 ir W2). Tirta Leuconostoc genties
bakterija reikSmingesniu MDH aktyvumu nepasizymejo.

S. Parmentier et al. [85] tyré Leu. pseudomesenteroides ATCC 12291 savybes ir panaudojimo
galimybes fermentinei manitolio gamybai. Tyrimo duomenimis MDH aktyvumas kito nuo 0,1 iki 0,7
AV/ml, priklausomai nuo pH ir augimo laiko. DidZiausias fermento aktyvumas nustatytas po 6,5 h
nuo fermentacijos pradzios, esant pH 6,5 ir lgsteliy optiniam tankiui (OT 600 nm) Siek tiek virs 1. Po
6,5 h MDH aktyvumas pradéjo mazéti. Eksperimento metu tirtos padermés augo lé¢iau, todél,
atsizvelgiant j tiriamo fermento aktyvuma, nustatyta ties optiniu tankiu 0,6 (OD 600 nm), straipsnyje
pateiktos vertés 0,18-0,25 AV/mI sutampa su tyrimo metu gautomis didziausiomis $io rodiklio
vertémis (0,19+0,016 ir 0,24+0,013 AV/ml). Kitos apskai¢iuotos MDH aktyvumo vertés buvo
mazesnés nei pateiktos straipsnyje. Tokius rezultatus galé¢jo lemti létesnis bakterijy augimas ir
skirtingos padermiy savybés. M. Zhang’as et al. [96] iskélé hipotezg, kad didinant intralgstelinj
NADH kiekj padidéty manitolio iSeiga. NADH kiekiui padidinti buvo pasirinkta nikotino riigstis.
Fermentuojant su Leu. pseudomesenteroides CTCC G123 nustatyta didziausia MDH verté (0,249
AV/ml), gauta pridéjus 50 mg/l nikotino rugsties, buvo 3,5 karto didesné nei kontrolinés grupés. 50
mg/1 nikotino riigities priedas manitolio koncentracija padidino nuo 64,6 iki 88,1 g/I. Sio darbo metu
nustatyta didziausia MDH verté¢ (0,24+0,013 AV/ml) sutampa su didziausia verte, pateikta
straipsnyje, o kity bakterijy MDH aktyvumai buvo mazesni. Taip galéjo buti dél nepakankamo
intralastelinio NADH kiekio, kuris nukreipia reakcijos lygtj manitolio susidarymo kryptimi.

Remiantis literatiros duomenimis ir gautais rezultatais, kai kurios i§ tirty padermiy galéty buti
pritaikytos manitolio gamybai. Tolimesniems tyrimams atrinktos 6 didziausiu MDH aktyvumu
pasizyméjusios padermés: Lb. rossiae GL14, L. lactis A230, A241, A211, Lb. sanfranciscensis MR29
ir W2. Jos naudotos fermentacijos eksperimentuose, siekiant parinkti didziausig manitolio kiekj
gaminanc¢ig bakterij.

3.1.2. Manitolio susidarymas fermentuojant pieno riigsties bakterijomis

Mikroorganizmai manitol} gamina 1§ fruktozés, taciau dél nemaZos fruktozés kainos ieSkoma
alternatyviy anglies Saltiniy. Remiantis analizuotos literatiiros duomenimis, trec¢dalis fruktozés gali
biiti pakeista kitais anglies Saltiniais, i§ kuriy populiariausias yra gliukozé. Taip pat dvi dalys gali biti
pakeistos sacharoze. Abiem atvejais fruktozés ir gliukozés santykis yra 2:1. Nustatyta, kad naudojant
fruktozés-gliukozés misinj 2:1, gaunami labai panasiis manitolio, pieno ir acto riigsties kiekiai, kaip
ir fermentuojant tik su fruktoze. PRB augimui reikia ne tik anglies, bet ir azoto $altinio, todél
dazniausiai PRB kultivavimui naudojama MRS terpé, kurios sudétyje yra visos bakterijy augimui
reikalingos maistinés medziagos. CSL kartu su sojy peptonu panaudojimas nustatytas kaip
ekonomiSkesnis biidas pakeisti MRS terpe ir uZtikrinti reikiamy maistiniy medziagy kiekj, 0 mangano
sulfato priedas dar labiau padidina manitolio iSeigas. D¢l Siy priezas¢iy fermentacijos tyrimams kaip
modeliné sistema (ST) pasirinktas fruktozés-gliukozés misinys 2:1, CSS (alternatyva CSL), sojy
peptonas ir mangano sulfatas.
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Fermentacijos eksperimenty rezultatai pavaizduoti 15 pav. Atlikus eksperimentg nustatyta, kad
didziausias manitolio kiekis gautas fermentuojant su Lb. rossiae GL14 (43,47 g/1), maziau manitolio
susidaré fermentuojant su L. lactis A230 ir A211, atitinkamai 31,66 ir 17,24 g/I. Likusiy 3 bakterijy
(Lb. sanfranciscensis MR29, W2 ir L. lactis A211) fermentacijos produktuose reik§mingesnio
manitolio kiekio nebuvo nustatyta. Manitolio susidarymo greitis per pirmasias 6 h did¢jo nezymiai,
sparciausiai kito tarp 24 ir 56 h, o po to vél sulétéjo. Tarp 24 ir 56 h manitolio susidarymo greitis
buvo didziausias Lb. rossiae GL14 fermentacijos terpéje ir sieké 1,04 g/1/h, Lb. rossiae A230 ir A211
terpése mazesnis — 0,88 ir 0,48 g/l/h. Lyginant su MDH aktyvumo nustatymo rezultatais, Lb. rossiae
GL14 padermé issiskyré tiek didziausiu MDH aktyvumu, tiek didziausia manitolio koncentracija
fermentacijos terpéje. Mazesnis fermento aktyvumas bei pagaminto manitolio kiekis nustatytas tiriant
L. lactis A230. L. lactis A241 bakterijos fermentacijos terpéje nustatytas nemazas manitolio kiekis
(17,24 g/1), tatiau MDH aktyvumas buvo mazesnis nei Lb. sanfranciscensis MR29, W2 ir L. lactis
A211 padermiy. Sios padermés nors ir pasizyméjo nemazu fermentiniu aktyvumu, bet po 72 h
fermentacijos nustatyti manitolio kiekiai buvo nezymiis (nesieké 2 g/l).
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15 pav. Manitolio kiekio kitimas fermentuojant PRB fruktozés-gliukozés (2:1) substratg

J. W. Yun’as ir D. H. Kim’as [45] lygino manitolio gamyba dvejomis skirtingomis PRB. Po
fermentacijos Lactobacillus sp. Y-107 i$ 180 g/ fruktozés susidaré 80 g/l manitolio, o Leuconostoc
sp. Y-002 — apie 30 g/l. Atliktas eksperimentas parodé¢, kad manitolio susidarymo efektyvumas labai
priklauso nuo jo gamybai parinktos PRB. N. von Weymarn’as [32], tirdamas skirtingas
heterofermentines PRB, nustaté, kad i§ 20 g/l fruktozés ir 10 g/l gliukozés susidaro nuo 15,8 iki 19,5
g/l manitolio. Lb. sanfranciscensis ATCC-27651 padermé beveik visg fruktoze¢ paverté manitoliu,
taCiau manitolio susidarymo greitis sieké tik 0,78 g/l/h. Tolesniems tyrimams buvo atrinktos L.
mesenteroides ATCC-9135, L. pseudomesenteroides ATCC-12291, Lb. brevis ATCC-8287 ir Lb.
fermentum NRRL-B-1932 padermés, kuriomis fermentuojant manitolio susidarymo greitis
atitinkamai 1,53, 1,44, 1,47 ir 1,45 g/l/h. Manitolio susidarymo greitis priklauso nuo Igsteliy augimo
greiCio, taciau net padermiy, pasizyminciy panasiu augimo grei¢iu, manitolio produktyvumas
skyrési. Nustatyta, kad daugumoje tirty padermiy dalis fruktozés buvo nukreipta fosfoketolazés
kryptimi susidarant acto, pieno riigsciai, etanoliui ir CO2. C. Rodriguez et al. [97] nustaté, kad tomis
paciomis salygomis fermentacijai naudojant skirtingas PRB, gaunamas skirtingas manitolio kiekis.
Fermentuojant su Lactobacillus reuteri CRL 1101 ir Lactobacillus fermentum CRL 573, i§ 65 g/l
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fruktozeés ir 10 g/l gliukozés gautas didziausias manitolio kiekis, atitinkamai 22 g/l ir 56 g/l (per 24
h 37 °C temperatiiroje, esant pH 5,0,). IStyrus $iy bakterijy metabolizma buvo nustatyta, kad Lb.
reuteri CRL 1101 fruktoze naudojo kaip alternatyvy elektrony akceptoriy arba kaip elektrony
akceptoriy ir kaip anglies $altinj, priklausomai nuo pH. Lb. fermentum CRL 573 fruktoze naudojo
kaip elektrony akceptoriy ir kaip anglies Saltinj, nepriklausomai nuo terpés pH.

Atsizvelgus | gautus ir literatiiroje pateiktus rezultatus, galima teigti, kad fermentuojant tirtomis
padermémis susidares manitolio kiekis priklauso ne tik nuo fermentacijos sglygy, bet ir nuo
naudojamos PRB metabolizmo skirtumy. Analizuotuose straipsniuose manitolio gamybai pla¢iausiai
naudotos Lb. intermedius, Lb. fermentum ir Leu. mesenteriodes padermés. Lb. rossiae GL14, atrinkta
tolimesniems tyrimams kaip daugiausiai i§ tirty PRB manitolio gaminanti paderme, pries tai
analizuota nebuvo. Deja, lyginant su literatiiroje pateiktomis didziausia manitolio kiekj
gaminanc¢iomis PRB, ji pasiZyméjo mazesniu produktyvumu fruktoz¢ ver¢iant manitoliu.

3.2. Duoneos atlieky panaudojimas manitolio gamybai

Biotechnologinei manitolio gamybai be fruktozés-gliukozés terpés buvo tirti alternatyviis substratai.
Tinkamiausi nebrangiis substratai mikroorganizmy kultivavimui yra Zemés tikio ir maisto produkty
atliekos. Nors atliekos fermentacijos procese naudojamos vis daZzniau, ta¢iau didzioji dalis publikuoty
straipsniy yra apie jy panaudojima etanolio ir organiniy riig§¢iy gamybai. Manitolio biotechnologinei
gamybai su PRB jau buvo panaudotas inulinas, anakardziy vaisiy sultys, saldziyjy ceratonijy sirupas,
cukranendriy melasa. Siame darbe buvo tirtos duonos atlieky panaudojimo fermentacijos terpei
galimybés. Duonos atliekos pasirinktos dél didelio krakmolo kiekio, i§ kurio gali biiti pagamintas
gliukozés-fruktozés sirupas, bei dél kity jose esanciy maistiniy medziagy (baltymy, mineraliniy
medziagy), reikalingy bakterijy dauginimuisi. Kaip modeliné duonos atlieky sistema pasirinktos
pusruginés duonos atliekos, jvertinant esamg duonos riisiy jvairove, kurios gamybai daugiausia
naudojami kvietiniai ir ruginiai miltai.

3.2.1. Fermentinés duonos atlieky hidrolizés optimizavimas

Siekiant jvertinti pusruginés duonos atlieky hidrolizés iki gliukozés potenciala, atlikta jy cheminés
sudéties analizé. Duonos atlieky drégnis buvo 8,77+0,12 %. Baltymai sudaré 7,65+0,10 % s. m.,
riebalai — 2,42+0,06 % s. m., mineralinés medziagos — 1,19+0,12 % s. m., angliavandeniai —
88,72+0,06 % s. m. Nustatytas krakmolo kiekis 85,58+0,69 % duonos s. m.

Duonos atlieky hidrolizés tikslas yra suskaldyti krakmolo molekules ir gauti gliukozg. Svarbiausi
proceso parametrai, siekiant gauti didziausig gliukozés iSeiga, yra substrato (duonos) kiekis ir
fermenty — a-amilazes ir gliukoamilazés — kiekiai. Gamintojo pateiktose fermenty specifikacijose
nurodomas optimalus fermenty kiekis, taciau $is intervalas gana platus ir pritaikytas krakmolo, o ne
duonos atlieky hidrolizei. Duonoje krakmolas yra pakites, nes kepant krakmolo granulés brinksta,
Kleisterizuojasi ir tampa dalinai tirpiomis vandenyje [28]. Duonos sausyjy medziagy kiekis (substrato
koncentracija) hidrolizés metu taip pat turéty bati optimalus. Esant mazai substrato koncentracijai
bus gaunama nedidelé gliukozés iSeiga, o esant per didelei koncentracijai masé bus per tirsta, gerai
nesimaisys ir fermentai negalés suskaldyti viso duonoje esancio krakmolo [34, 89].

Sio eksperimento metu hidrolizés parametry optimizavimui sudarytas PAM ir CKP. Rezultatai
pateikti kaip atsaka nurodant gauta gliukozés kiekj. Proceso parametrai, eksperimentiniai ir
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prognozuojami gliukozeés kiekiai pateikti 7 lenteléje. Atlikto eksperimento rezultatai parode, kad
hidrolizés metu gauta gliukozés iSeiga kito nuo 56,40 iki 84,32 % duonos s. m. arba nuo 65,47 iki
97,89 % duonoje esancio krakmolo kiekio. Didelis gliukozés iSeigy intervalas rodo, kad tinkamas
parametry parinkimas duonos atlieky hidrolizei yra reikSmingas.

7 lentelé. CentriSko kompozicinio plano parametry vertés duonos atlieky hidrolizés optimizavimui ir gautos
atsako — gliukozés kiekio — vertés

Optimizuojami parametrai Gliukozés iSeiga, Gliukozés iSeiga,
% duonos s. m. % krakmolo
Eil. Duonos | a-amilazés | Gliukoami-
nr. kiekis kiekis, lazés kiekis, | Eksperimenti- | Prognozuo- | Eksperimenti- | Prognozuo-
(masés KNU/g AGU/g nis jamas nis jamas
%) duonos duonos
1 15,00 0,02 0,30 66,52+1,22¢ 66,29 77,22+1,43 76,96
2 25,00 0,02 0,30 57,08+1,032 56,84 66,26+1,20% 65,99
3 15,00 0,04 0,30 77,821,779 77,58 90,34+2,079 90,06
4 25,00 0,04 0,30 64,60+1,92°¢ 64,37 74,99+2,44b¢ 74,73
5 15,00 0,02 0,50 73,49+0,44°f 73,25 85,31+0,51°¢ 85,04
6 25,00 0,02 0,50 66,00+2,40°¢ 65,77 76,62+2,810¢ 76,35
7 15,00 0,04 0,50 80,19+0,61¢" 79,96 93,09+0,72%" 92,83
8 25,00 0,04 0,50 71,01+1,92% 70,77 82,44+2,24% 82,16
9 11,34 0,03 0,40 68,99+1,52¢ 69,31 80,09+1,77¢ 80,46
10 28,66 0,03 0,40 65,39+1,09%¢ 65,70 75,91+1,28% 76,27
11 20,00 0,013 0,40 62,57+0,86° 62,89 72,64+1,00° 73,01
12 20,00 0,047 0,40 83,38+0,14" 83,70 96,80+0,17" 97,17
13 20,00 0,03 0,23 56,40+1,58? 56,72 65,47+1,84% 65,85
14 20,00 0,03 0,57 77,50+0,86% 77,81 89,97+1,001 90,33
15 20,00 0,03 0,40 83,53+0,58" 83,45 96,97+0,68" 96,88
16 20,00 0,03 0,40 84,32+1,37" 83,45 97,89+1,60" 96,88
17 20,00 0,03 0,40 83,96+0,43" 83,45 97,47+0,50" 96,88
18 20,00 0,03 0,40 81,52+0,299 83,45 94,64+0,349" 96,88

Vidutiniy ver¢iy reik§més, pazymétos skirtingomis raidémis, rodo, kad tame paciame stulpelyje yra statistiskai reikSmingi
skirtumai, jvertinti pagal Dunkano kriterijy (p <0,05)

Duonos atlieky hidrolizés proceso kinetikos tyrimai parodé, kad gliukozes kiekis didéjo palaipsniui
ir priklausé nuo duonos bei abiejy fermenty kiekiy. Gliukozeés kiekio priklausomybé nuo hidrolizés
trukmes pavaizduota 16 pav. Gliukozés kiekis vandeninéje duonos suspensijoje prie§ eksperimentg
svyravo nuo 0,53 iki 0,60 %. Nuo eksperimento pradzios iki antrojo hidrolizés etapo (sucukrinimo)
gliukozés kiekis (0,70-1,0 %) beveik nepadidéjo, nes a-amilazé suskaldé krakmolo molekules iki
dekstring. Po 300 min (4 h nuo antrojo etapo pradzios) nustatytas staigus gliukozés kiekio
padidéjimas, jos kiekis iSaugo iki 19,79-38,22 % (mazdaug 3040 karty). Gliukozés susidarymo
greitis sieké 4,69+1,56 %/h. Tesiant hidrolize toliau, gliukozés kiekis taip pat sparciai didéjo ir,
praéjus 20 h nuo gliukoamilazés pridéjimo, sieké 48,85—77,86 %, o gliukozés susidarymo greitis buvo
3,13%0,72 %/h. Per paskutines 4 hidrolizés valandas (20—24 h nuo antrojo etapo pradzios) nustatyta,
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kad gliukozeés susidarymas sulétéjo arba jos kiekis beveik nebekito ir gliukozés susidarymo greitis
sumazgjo iki 1,47+1,15 %/h. Didziausia gliukozés iSeiga iSsiskyré 12, 15-18 variantai. Juose duonos
kiekis sudaré 20 masés %, gliukoamilazés — 0,40 AGU/g duonos, o a-amilazés — atitinkamai 0,047 ir
0,03 KNU/g duonos. 15-18 variantuose gliukozés kiekis didéjo mazdaug panaSiai, 0 12 variante —
Siek tiek greiCiau. 12 variantas iSsiskyré didesniu a-amilazés kiekiu. Maziausia gliukozés iSeiga
(56,40 %) ir léciausias gliukozés kiekio augimas gautas 13 variante, kuriame buvo maziausias
gliukoamilazés kiekis (0,23 AGU/g duonos).
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16 pav. Gliukozés kiekio priklausomybé nuo hidrolizés trukmeés

ISanalizavus visus rezultatus, nustatyta tendencija, kad, didéjant fermento kiekiui iki tam tikro lygio
(a-amilazei iki 0,047 KNU/g duonos ir gliukoamilazei iki 0,55 AGU/g duonos), didéjo gliukozés
1Seiga ir hidrolizés procesas vyko grei¢iau. Didesni fermenty a-amilazés ir gliukoamilazés kiekiai
(daugiau nei 0,047 KNU/g duonos ir 0,55 AGU/g duonos) didelés jtakos iSeigai netur¢jo. Nustatyta,
kad didziausios gliukozés iSeigos pasiektos, kai duonos kiekis 15-20 masés %. Toliau didéjant
duonos kiekiui suspensijoje hidrolizés procesas léteja ir ilgeja.

Parinkto modelio adekvatumui nustatyti naudota vienfaktoriné dispersiné analizé (ANOVA),
jvertinta klaidos tikimybeé, individualiy regresijos koeficienty reikSmingumas (p < 0,05), FiSerio
kriterijus (F) ir determinacijos koeficientas (R?) (zr. 8 lentel¢). Remiantis eksperimento metu
gautomis vertémis buvo sudarytas matematinis modelis. Regresijos modelio analizé parode, kad
atsizvelgiant | Stjudento testa (p = 0,0005, F = 67,33) pats modelis reikSmingas, o klaidos tikimybeé —
nereikSminga (p > 0,05), jos p-reik§mé lygi 0,5191. Remiantis gautais rezultatais nustatyta, kad
gliukozés iSeigai duonos atlieky hidrolizés metu reik§mingg jtaka turéjo 5 veiksniai (p < 0,05): B (a-
amilazés kiekis), C (gliukoamilazés kiekis), A? (A — duonos kiekis), B?, C2. Gliukoamilazés kiekis
(Fiserio kriterijus F = 128,86) tur¢jo Siek tiek didesne jtaka gliukozes iSeigai nei a-amilazés kiekis (F
=125,38). Kiti kintamieji gali biiti i§déstyti taip: C? (F = 231,80) > A? (F = 224,98) > B? (F = 91,33).
Duonos sausyjy medziagy Kiekis yra nereik§mingas modelio veiksnys (p > 0,05), o tai reiSkia, kad
duonos krakmolo hidrolizé daugiausia priklauso nuo fermenty kiekio ir jy saveikos. Modelis,
apibtidinantis ry$j tarp priklausomy ir nepriklausomy kintamyjy (A, B, C), aprasomas lygtimi:
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ISeiga (%) =83,45—-1,04 - A+ 6,01 - B+ 6,09 - C—0,68 - AB+0,75 - AC—0,89 - BC —5,32 - A?
—339-B?>-5,40-C24+0,26 - ABC—2,19 - A2B—-3,01 - A’C-3,88 - AB>

8 lentelé. Duonos atlieky hidrolizés optimizacijos regresijos parametry dispersiné analizé

Kintamieji K‘;i(g;t“ Iailp;z;siz(i; f) I\ifg::ig’ F — kriterijus p-reik§meé
Modelis 1511,72 13 116,2861 67,33463 0,0005*
Duogfasslg;ec!;:; (A, 6,487643 1 6,487643 3,756622 0,1246%*
(gjaé“,\iﬁgs dﬁ‘g;‘éss) 216,5225 1 216,5225 125,3758 0,0004*
Gliukoamilazés
kiekis (C, AGU/g 2225368 1 222,5368 128,8583 0,0003*
duonos)
AB 3,73221 1 3,732211 2,16111 0,2155%*
AC 4,474801 1 4,474801 2,501101 0,1828**
BC 6,3049 1 6,3049 3,650807 0,1286%*
A 388,5401 1 388,5401 224,9813 0,0001*
B2 157,7227 1 157,7227 91,32817 0,0007*
c? 400,3164 1 400,3164 231,8003 0,0001*
Liekana 6,90795 4 1,726988
Klaidos tikimybé 1,037901 1 1,037901 0,530439 0,5191%*
Klaida 5,870052 3 1,956684
Bendra suma 1518,628 17

F — FiSerio kriterijus; jei p-reikSmé — <0,05, tai kintamasis yra statistiSkai reikSmingas (* — reikSmingas, ** —
nereik§mingas).

Gliukozés kiekio vertés, gautos atlikus eksperimenta, buvo palygintos su prognozuojamomis vertémis
(zr. 17 pav.).
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17 pav. Prognozuojamy ir eksperimentiniy gliukozés kiekiy palyginimas

Tasky i$sidéstymas nedideliu atstumu nuo linijos reiskia, kad tiriamajame verciy intervale faktinés
iSeigos labai gerai koreliavo su prognozuojamomis. Modelio adekvatuma patvirtino ir determinacijos
koeficientas (R% = 0,9955), kuris rodo sudaryto matematinio modelio atitikima eksperimento metu
gautiems rezultatams. Rys$j tarp parametry ir iSeigos apibiidina koreguotas (R? = 0,9807) ir
prognozuojamas (R? = 0,8480) determinacijos koeficientai. Nelabai didelis koeficienty skirtumas
patvirtino modelio tinkamumg numatyti optimalias eksperimento vertes (jy vertés neturi skirtis
daugiau nei 0,2). Palyginamojo tikslumo santykine verté (23,28), kuri lygina prognozuojamy verciy
diapazong projektavimo taske su vidutine prognozavimo paklaida, buvo didesné nei 4, o0 tai rodo, kad
signalas tinkamas modeliuojant plano erdvg.

3D ir 2D grafikai vaizduoja skirtingy parametry (duonos, a-amilazes ir gliukoamilazés kiekiy) jtaka
gliukozés iSeigai (zr. 18 pav.). Grafikai sudaryti vieng parametrg laikant konstanta, jo kiekis Siame
grafike iSlicka pastovus, o kiti du parametrai kinta ir prognozuoja atsaka. 18A pav. pavaizduota
duonos ir a-amilazes kiekio jtaka, esant pastoviam gliukoamilazés kiekiui (0,40 AGU/g duonos).
Rezultatai parode, kad tiek duonos, tiek ir a-amilazés kiekis lemia galuting gliukozés iSeiga.
Didziausia gliukozés iSeiga gauta, kai duonos kiekis kinta nuo 15 iki 22 masés %, o a-amilazés kiekis
yra didesnis nei 0,032 KNU/g duonos. Duonos kiekis, didesnis nei 22 masés %, gliukozés iSeigai
tur¢jo neigiamg jtaka. Siekiant gauti didziausias gliukozes iSeigas, maziausias fermento a-amilazés
kiekis sunaudojamas, kai duonos kiekis yra tarp 18,5 ir 20,5 masés %. 18B pav. grafiskai pateikta
duonos ir gliukoamilazés kiekio jtaka gliukozés iSeigai, esant pastoviam a-amilazés kiekiui (0,03
KNU/g duonos). Rezultatai parode, kad Siuo atveju tiek gliukoamilazés, tiek duonos kiekis turé¢jo
itakos galutinei gliukozés iSeigai. DidZiausia gliukozés iSeiga gauta, kai gliukoamilazés kiekis buvo
didesnis nei 0,38 AGU/g duonos, o duonos kiekis kito nuo 16,5 iki 23 masés %. Esant mazesniam
nei 16,5 ir didesniam nei 23 masés % duonos kiekiui, gliukozés iSeiga mazéjo. 18C pav. vaizduojama
a-amilazés ir gliukoamilazés kiekio jtaka gliukozés iSeigai, kai duonos kiekis pastovus — 20 masés
%. Pateiktuose grafikuose aiSkiai matoma, kad abiejy fermenty kiekiai labai svarbiis galutinei
gliukozés iSeigai. Didéjant a-amilazés ir gliukoamilazeés kiekiams, did¢ja gliukozés iSeiga. Abiejy
fermenty jtaka gliukozés kiekiui labai panasi, nes panasios ir dispersinés analizés regresijos parametry
vertés. M. Fujii’is et al. [98] tirdami krakmolo hidrolizés kinetikg nustaté, kad o-amilazé ir
gliukoamilazé krakmolo molekules veikia sinergistiskai, todél fermenty panaudojimas optimaliomis
koncentracijomis suteikia didZiausig efektyvuma. Tyrimo metu didziausios gliukozés iSeigos gautos,
kai a-amilazés kiekis buvo didesnis nei 0,027 KNU/g duonos ir gliukoamilazés kiekis — nei 0,36
AGU/g duonos. Taigi, didziausig gliukozés kiekj galima pasiekti, naudojant hidrolizei didesnius
abiejy fermenty kiekius ir optimaly duonos kiekj.

Remiantis gautu matematiniu modeliu, nustatytos optimalios hidrolizés sglygos, kurias pritaikius
galima gauti didZiausig gliukozés iSeiga, naudojant maziausius fermenty kiekius: duonos kiekis —
18,64 masés %, a-amilazés — 0,035 KNU/g duonos ir gliukoamilazés — 0,43 AGU/g duonos.
Pritaikius pakoreguotus kintamyjy kiekius, apskai¢iuota prognozuojama gliukozés iSeiga — 86,09 %
duonos s. m. Atlikus eksperimenta Siomis saglygomis, gauta gliukozés iSeiga 84,35+0,47 % duonos
s.m. ir 97,92+0,92 % krakmolo kiekio. Tai rodo, kad sudarytas modelis gana tiksliai prognozuoja
atsaka ir gali biiti pritaikytas §io proceso optimizavimui.
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A. Duonos ir a-amilazés kiekio jtaka, kai gliukoamilazés kiekis 0,40 AGU/g duonos
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18 pav. Atsako pavirSiaus 3D ir 2D plotai vaizduojantys parametry (duonos, a-amilazés ir gliukoamilazés
kiekio) jtakg gliukozés iSeigai
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Eksperimento metu buvo nustatyta, kad didesnis duonos kiekis nei 23 masés % mazina gliukozés
iSeiga. Panasi tendencija nustatyta F. Ebrahimi et al. [82], tiriant kvietinés duonos atlieky hidrolizg ir
gauto hidrolizato panaudojimg etanolio gamybai. Nustatyta, kad duonos suspensija, kurioje yra
daugiau nei 20 % s. m., pasizymi tir$ta konsistencija ir dé¢l to negalima uztikrinti tolygaus maiSymo
suskystinimo metu. Didesnei duonos suspensijos koncentracijai gauti buvo panaudotas periodinis su
pamaitinimu procesas, kurio metu suskystinimas buvo pradétas esant mazesnei duonos suspensijos
koncentracijai, o po to koncentracija palaipsniui buvo didinama iki 35 masés %. Suskystinimui
naudota a-amilazés 0,8 ml/kg duonos s. m., sucukrinimui — amilogliukozidazés 0,8 ml/kg duonos
s. m. Gauta gliukozés iSeiga sieké 80 % nuo duonos s. m. A. S. Demirci’is et al. [71], tirdami kvietinés
duonos atlieky hidrolizg | gliukozés sirupa, optimizavo hidrolizés parametrus. Nustatyta didziausia
gliukozes iSeiga (86 % duonos s. m.) buvo gauta hidrolizuojant 11 masés % duonos atlieky substratg
a-amilaze i§ Bacillus licheniformis (0,08 KNU/g duonos) ir gliukoamilaze is Aspergillus sp. (2,91
AGU/g duonos). Siame darbe gauta panasi gliukozés iseiga (84,35 % duonos s. m. arba 97,92 %
krakmolo), panaudojus mazesnius fermenty kiekius (0,035 KNU/g duonos ir 0,43 AGU/g duonos),
bet didesnj duonos kiekj (18,64 masés %) galéjo buti dél skirtingos duonos ir fermenty panaudojimo.
Tokie rezultatai rodo, kad, parinkus optimalias salygas, pusruginés duonos atliekos yra gera zaliava
gliukozés sirupui gaminti fermentiniu btidu, panaudojus termostabilig a-amilaze i§ Bacillus sp. ir
gliukoamilazg i§ Aspergillus niger.

3.2.2. Gliukozés konversijos i fruktoze optimizavimas

PRB manitolj gamina i§ fruktozés, dél to, norint pritaikyti duonos atliekas manitolio gamybai, po
krakmolo hidrolizés etapo reikalinga gliukoze izomerizuoti j fruktoze. Si reakcija yra griztamoji ir
vyksta tik iki pusiausvyros tasko, tod¢él pagaminamas gliukozés-fruktozés sirupas. Fermentiné
izomerizacijos technologija gliukozés inversija apriboja iki 42 % [99]. Didesnés fruktozés
koncentracijos sirupuose gali biiti gautos selektyviai paSalinant gliukoze arba pritaikius
daugiapakopius chromatografinius atskyrimo metodus. Gliukozés izomerizacija j fruktoze yra placiai
naudojamas procesas maisto pramonéje: konditerijoje tokie sirupai naudojami kaip saldikliai ar
uzpildai, didinantys maisto produkty tiirj, 0 gérimy gamyboje naudojami dél jy stabilumo.

Gliukozés izomerizacijai pasirinktas fermentinis biidas, panaudojant imobilizuotg gliukozés
1izomerazg. Gliukozés konversijos ] fruktoze efektyvumas labiausiai priklauso nuo fermento kiekio ir
pH. Sie parametrai buvo optimizuoti pritaikant PAM ir CKP, atsaku pasirinktas susidares fruktozés
kiekis. Optimizavimas atliktas analogiskai kaip ir duonos krakmolo hidrolizés etape. Sio proceso
parametrai, eksperimentiniai ir prognozuojami fruktozes kiekiai pateikti 9 lentel¢je.

Gliukozeés izomerizacijos ] fruktoz¢ metu gliukozés kiekis maz¢ja did¢jant fruktozes kiekiui
meéginiuose. Gliukozés kiekio mazéjimas laiko atZvilgiu pavaizduotas 19 pav., fruktozés didéjimas —
20 pav. Pragjus 6 h nuo izomerizacijos pradzios, gliukozés kiekis sparciai mazéjo, o fruktozés didéjo
3,56£1,13 %/h grei¢iu. ISmatavus monosacharidy kiekius po 24 h, pastebimas izomerizacijos
sulétejimas (fruktozes susidarymo greitis — 0,55+0,19 %/h). Po 30 h gliukozés ir fruktozés kiekis
daugumoje méginiy beveik nebekito arba kito 1é¢iau (0,43+0,27 %/h greiciu). Nustatyti galutiné
gliukozés iSeiga 59,57-65,82 %, o fruktozés — 32,68-40,32 %. Pradiniame etape léciausiai
izomerizavosi méginys, kurio pH buvo 7,5 ir gliukozés izomerazés kiekis maziausias (2,59 1GIU/g
sirupo). Méginiai, kuriy pH buvo maziausias (pH 6,79) arba didziausias (pH 8,21), taip pat
pasizymejo mazu konversijos grei¢iu ir maza fruktozes iSeiga, todél galima teigti, kad per mazas ir
per didelis pH reakcijg slopina. Didziausia iSeiga (40,32 %) gauta, kai pH 7,5 ir naudojamas
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didZiausias fermento kiekis (5,41 IGIU/g sirupo). Didelé fruktozés iSeiga (39,86 %) taip pat gauta
naudojant Siek tiek mazesnj fermento kiekj (5,00 IGIU/g sirupo), bet esant didesniam pH (pH 8).

9 lentelé. Centrisko kompozicinio plano parametry vertés gliukozés izomerizacijos proceso optimizavimui ir
gautos atsako vertés

Optimizuojami parametrai Fruktozés kiekis, %

Eil.

nr. GliUkozléé Iié(;;nseirrzzpéos kiekis, pH Eksperimentinis Prognozuojamas
1 30 7,0 32,68+0,27% 32,40
2 50 7,0 37,02+0,89 36,92
3 3,0 8,0 36,45+0,71° 36,47
4 50 8,0 39,86+0,44% 40,07
5 2,59 7,5 34,31+0,182 34,48
6 541 75 40,32+0,80° 40,23
7 4,0 6,79 32,771,078 33,02
8 4,0 8,21 38,31+0,10°d 38,13
9 4,0 75 38,73+0,71¢de 38,68
10 4,0 75 39,02+0,27% 38,68
11 4,0 7,5 38,82+0,18% 38,68
12 4,0 7,5 38,15+0,11bcd 38,68

Vidutiniy ver¢iy reik§més, pazymétos skirtingomis raidémis, rodo, kad tame paciame stulpelyje yra statistiskai reikSmingi
skirtumai, jvertinti pagal Dunkano kriterijy (p <0,05)
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19 pav. Gliukozés kiekio kitimas izomerizacijos metu
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20 pav. Fruktozés kiekio kitimas izomerizacijos metu

Sio optimizavimo eksperimento dispersiné analizé (ANOVA) pateikta 10 lenteléje. Tiriamo modelio
analizé parod¢, kad pagal Stjudento testg (p < 0,0001, F = 131,84) pats modelis yra reikSmingas, o
klaidos tikimybé — nereikS§minga (p > 0,05), jos p-reiksmé lygi 0,6375. Egzistuoja tik 0,01 %
tikimybé, kad toks didelis F kriterijus gautas dél trikdziy. Determinacijos koeficientas (R? = 0,9910)
patvirtino sudaryto modelio adekvatuma. Eksperimento planui prognozuota R? verté lygi 0,9651 ir
beveik lygi koreguotai R? vertei (0,9835). Todél galima teigti, kad modelis yra tinkamas optimalioms
vertéms numatyti. Palyginamojo tikslumo santykiné verté (23,71) taip pat didesné nei 4 ir rodo
signalo tiksluma. Abu nepriklausomi Kintamieji yra reikSmingi, o i$ viso modelyje yra 4 reikSmingi
veiksniai (p < 0,05), turintys jtakos fruktozés iSeigai gliukozés konversijos j fruktozg procese: A
(gliukozés izomerazés kiekis), B (pH verté), A2, B2 I§ nepriklausomy kintamyjy gliukozés
izomerazés kiekis turi didesng jtaka fruktozés iSeigai nei pH. Jy FiSerio kriterijus atitinkamai 288,03
ir 227,60. Po to issidésto priklausomi kintamieji B2 (F = 134,40) ir A2 (F = 24,61).

10 lentelé. Gliukozés konversijos optimizacijos regresijos parametry dispersiné analizé

Kintamieji K‘;ﬁ?:;tq Iailp;zsl;si‘slé(?d f) If/:’;g:lztsq F — kriterijus p-reikSmé
Modelis 75,53691 5 15,10738 131,8359 <0,0001*
Gliuk"z‘a’igm@rams 33,00547 1 33,00547 288,0252 < 0,0001*
pH (B) 26,08133 1 26,08133 227,601 < 0,0001*
AB 0,216225 1 0,216225 1,886907 0,2187**
A2 2,81961 1 2,81961 24,60558 0,0026*
B2 15,40081 1 15,40081 134,3965 <0,0001*
Liekana 0,687554 6 0,114592
Klaidos tikimybé 0,268954 3 0,089651 0,642508 0,6375**
Klaida 0,4186 3 0,139533
Bendra suma 76,22447 11

F — FiSerio kriterijus; jei p-reikSmé — <0,05, tai kintamasis yra statistiSkai reikSmingas (* — reikSmingas, ** —
nereik§mingas).
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IS rezultaty ir statistinés analizés matyti, kad atsakas geriausiai aprasomas kvadratiniu modeliu. Pagal
tai sudaryta proceso lygtis:

ISeiga (%) =38,68 +2,03- A+ 1,81 -B—-023- AB—-0,66 - A>—1,55 - B%
Fruktozés iSeiga, gauta eksperimento metu, buvo palyginta su prognozuojamomis jos kiekio vertémis

(zr. 21 pav.). Taskai i$sidéste netoli nuo linijos, vadinasi, faktinés ir prognozuojamos iSeigos gerai
koreliuoja tarpusavyje.

Prognozuojamas fruktozeskiekis, %
5
[
|

I I I I I
3240 423 3536 2234 4032

Eksperimento metu gautas fruktozés kiekis, %

21 pav. Prognozuojamy ir eksperimentiniy fruktozés kiekiy palyginimas

Siekiant i$siaiskinti rysj tarp nepriklausomy kintamyjy (gliukozes izomerazés kiekio ir pH) ir atsako
(fruktozés kiekio), buvo sudaryti proceso atsako pavirSiaus 3D ir 2D modeliai (zr. 22 pav.).
Nepriklausomy kintamyjy vertés vaizduojamos X ir Y aSyse, o atsako — Z aSyje. Grafikuose pateikti
rezultatai rodo, kad fermento kiekis ir pH yra reikSmingi parametrai galutinei fruktozés iSeigai.
Didziausia fruktozés iSeiga gauta, kai gliukozés izomerazés kiekis buvo didesnis nei 4,25 1GI1U/g
sirupo, o pH tarp 7,4 ir 8,0.
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22 pav. Atsako pavirSiaus 3D ir 2D plotai, vaizduojantys parametry (gliukozés izomerazés kiekio ir pH)
itaka fruktozés iSeigai
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Atsizvelgiant ] Design-Expert 7.0.0 programoje sitllomus fruktozés iSeigos optimizavimo
sprendimus, gliukozés izomerazés kiekis turéty bati tarp 4,84 ir 5,00 1GIU/g sirupo, o pH — 7,69-
7,87. Esant Sioms optimizavimo parametry vertéms, teorinés fruktozés iseigos turéty siekti 40,32—
40,42 %. Pakartojus eksperimentg su pasirinktomis vertémis 4,98 IGIU/g sirupo ir pH 7,71, gautas
fruktozés kiekis (40,35+0,21 %) buvo artimas prognozuotam (40,42 %).

M. Gaily [87], tirdamas gliukozés izomerizacijos parametry jtakg fruktozés iSeigai, nustaté, kad
parinkus tokius izomerizacijos parametrus: 10 % gliukozés sirupas, pH 7,5, 60 °C temperatira, 0,5 ¢
gliukozés izomerazés (1,8 1GIU/g sirupo), galima pasiekti 40,9 % gliukozés konversijg. Didinant
fermento kiekj nuo 0,5 iki 1,5 g, izomerizacijos laikas sutrumpéjo nuo 60 iki 40 h. Sio eksperimento
metu buvo gauta panasi fruktozés iseiga (40,35+0,21 %) per trumpesnj laikg (30 h), naudojant
mazesn] fermento kiekj (4,98 IGIU/g sirupo) ir didesnj pH (7,71). Tokius rezultatus galéjo lemti
aukstesné temperatira ir didesnis pH. Aukstesnéje temperatiiroje reakcija vyksta greiiau dél
didesnés aktyvacijos energijos. pH didéjant iki 8,0, gliukozés izomerazés aktyvumas didéja, taciau
stabilumas maz¢ja, todél parinktas optimalus pH leidZia gauti didesne gliukozés iSeiga, panaudojant
mazesnj fermento kiekj [100].

Optimizavus hidrolizés ir izomerizacijos parametrus i§ duonos atlieky gautas gliukozés-fruktozés
sirupas, kuriame yra 58,28+0,58 % gliukozés ir 40,35+0,21 % fruktozés. Sudaryta duonos atlieky
perdirbimo ] gliukozés-fruktozés sirupg technologija galéty buti panaudota kuriant beatliekés duonos
gamybos technologijas, o tuo paciu vystant darnigsias maisto sistemas.

3.2.3. Duonos atlieky fermentacija

Duonos atlieky hidrolizés ir izomerizacijos metu gautas gliukozés-fruktozés sirupas pritaikytas
manitolio gamybai naudojant Lb. rossiae GL14. Duonos atlieky tinkamumas perdirbimui j manitolj
vertintas analizuojant 3 skirtingas terpes.

1. IS duonos atlieky pagamintg gliukozés-fruktozés sirupa, kuriame gliukozés-fruktozés santykis
1,4:1 (DT).

2. I8 duonos atlieky pagamintg gliukozés-fruktozeés sirupa su fruktozés priedu, kuriame gliukozés-
fruktozés santykis 1:2 (DTF) (literattiros duomenimis optimalus manitolio gamybai [11, 28]).

3. I8 duonos atlieky pagamintg gliukozés-fruktozeés sirupg su fruktozés priedu, kuriame gliukozés-
fruktozeés santykis 1:2 ir maistiniy medziagy (CSS, sojy peptono ir mangano sulfato) priedu
(DTP) (8iy maistiniy medziagy priedas literatiiros duomenimis uztikrina azoto kiekj, reikalingg
bakterijy dauginimuisi, o mangano sulfatas padidina manitolio i$eiga [44, 55]).

Palyginamiesiems tyrimams naudota gliukozés-fruktozés modeliné sistema, kurioje fruktozes-
gliukozeés santykis 2:1 (ST).

Manitolio koncentracijos didéjimas fermentacijos metu pavaizduotas 23 pav. Per pirmasias 8 h,
bakterijy prisitaikymo fazés metu, manitolio kiekis didéjo neZymiai. Manitolio susidarymo greitis
buvo 0,12+0,04 g/I/h. Staigus manitolio kiekio augimas pastebimas tarp 8 ir 56 h, §iuo metu manitolio
susidarymo greitis ST, DTF ir DTP atitinkamai sieké 0,88+0,11, 1,03+0,04 ir 1,41+0,05 g/l/h, DT
buvo Zymiai mazesnis — 0,41+£0,05 g/l/h. Per paskutines 8 h manitolio koncentracijos augimas
sulétéjo ir susidarymo greitis sieké 0,2740,15 g/l/h. Didziausia manitolio koncentracija (72,98+4,89
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g/) buvo gauta fermentuojant DTP, po to maz¢jimo tvarka i$sidésto DTF, ST ir DT (atitinkamai
26,5, 40,4 ir 70,1 % maziau).
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23 pav. Manitolio kiekio kitimas fermentacijos metu

Fermentacijos terpése nustatyti gliukozeés ir fruktozés pokyciai pateikti 24 pav. Fermentacijos metu
didéjant manitolio kiekiui mazéjo gliukozés ir fruktozés kiekiai. Gliukozés kiekis eksperimento
pradzioje visose fermentacijos terpése buvo panasus, svyravo nuo 73,31 iki 76,51 g/l. Fruktozés
kiekiai eksperimento pradzioje zenkliai skyrési, ST, DTF ir DTP buvo atitinkami 150,56, 145,01 ir
143,95 g/l (fruktozés-gliukozés santykis apytiksliai 2:1), DT — 55,38 g/l (1,4:1). Praéjus 72 h po
fermentacijos, tiek gliukozeés, tiek fruktozés kiekiai sumazéjo. Gliukozeés kiekiai sumazéjo 1,55+0,16
kartus, i8skyrus DTP, kurioje sumaz¢jo 3,45 kartus. Fruktozés kiekiai sumaZzéjo dar labiau —
1,84+0,09 Kkartus. Manitolio iSeiga buvo apskai¢iuota nuo pradinio fruktozés kiekio terpéje. ISeiga
DTP buvo didziausia ir sieké 51 %, DTF, ST ir DT mazesné — atitinkamai 37, 29 ir 36 %.
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24 pav. Gliukozés ir fruktozés kiekiai fermentacijos pradzioje ir pabaigoje (skirtingos raidés, rodo, kad yra
statistiSkai reikSmingi skirtumai, esant 95 % tikimybés lygiui)
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G. E. Otgonbayar’is et al. [101] lygino manitolio gamybg 9 Leuconostoc genties bakterijomis: Leu.
mesenteroides ATCC9135, Leu. mesenteroides ATCC8293, Leu. mesenteroides NRRL B-512F, Leu.
mesenteroides KCTC3719, Leu. mesenteroides NRRL B742C, Leu. mesenteroides D1, Leu.
mesenteroides MU3, Leu. citreum KACC 91348P ir Leu. pseudomesenteroides AJ. Priklausomai nuo
PRB, manitolio susidarymo greitis, MRS terp¢je, esant fruktozés-gliukozes santykiui 2:1, sieké 0,98—
1,27 g/l/h, o supaprastintoje terpé&je (10 g/I triptono, 5 g/l mieliy ekstrakto, 2 g/l KoHPO4, 0,2 ¢/l
MgSOs, 0,01 g/l MnSOs4, 0,02 g/l CaCl; ir 0,02 g/l NaCl) — 0,63-1,09 g/I/h. Leu. citreum KACC
91348P pasizyméjo didziausiu manitolio susidarymo grei¢iu abejose terpése, o manitolio
koncentracija sieké atitinkamai 30,4 ir 26,0 g/l. Lyginant su aptartais literatiros duomenimis, $io
eksperimento metu manitolio susidarymo greitis buvo panasus (0,60-1,01 g/I/h), i8skyrus DT,
kurioje buvo zymiai mazesnis. Literatiiroje pateikti ir didesni manitolio susidarymo greiciai. F.
Carvalheiro et al. [49] nustaté, kad 8 skirtingy PRB manitolio susidarymo greiciai buvo didesni nei
1,31 g/l/h, o manitolio iSeiga daugiau nei 0,70 g manitolio/g fruktozés (70 %). Didesnis manitolio
susidarymo greitis ir didesné iSeiga buvo gauta fermentuojant su tomis PRB, kurios greiciau
sunaudojo didesnj gliukozeés kiekj. Tai gali biiti paaiSkinta skirtingu PRB metabolizmu, nes
fermentuojant su padermémis, kurios 1é¢iau naudojo gliukoze, buvo nustatytos didesnés acto riigties
koncentracijos.

B. C. Saha ir F. M. Racine [52] fermentuojant terpg, kurioje buvo 250 g fruktozés, su Lactobacillus
intermedius NRRL B-3693 gavo 160,7 g manitolio ir nustaté 4,0 g/I/h manitolio susidarymo greitj.
Tyrimo metu gauta manitolio iSeiga sieké 64 %. N. von Weymarn’as et al. [46] nustaté dar didesn;j
manitolio susidarymo greitj (7,6 g/l/h), kuris buvo gautas fermentacijai naudojant Lb. fermentum.
Fermentacijos metu buvo sunaudota 193,6 g fruktozés ir pagaminta 175,3 g manitolio (iSeiga 90,5
%). Didelé manitolio iSeiga galéjo biiti gauta dél greito bakterijy augimo fermentacijos terpéje, kurig
sudaré 100 g/l fruktozes, 50 g/l gliukozés, 10 g/l triptono, 10 g/l mieliy ekstrakto, 2 g/l K;HPO4, 0,4
g/l MgSQg, 0,02 g/l MnSO4. Didziausias manitolio susidarymo greitis buvo nustatytas tarp 4 ir 10 h,
tuo tarpu Sio eksperimento metu — tarp 8 ir 56 h. Vadinasi, manitolio i$eigos priklauso tiek nuo
fermentacijos terpés, tiek nuo naudojamos PRB metabolizmo.

Literatiros duomenimis manitolio iSeigos gali biiti labai jvairios: nuo labai mazy iki dideliy, kurios
virsija net 90 %. Atrinkta Lb. rossiae GL14 padermé nors ir buvo perspektyviausia is tirty padermiy,
taciau nepasieké literatiiroje pateikty didziausiy iSeigy.

Manitolio biotechnologinés gamybos su PRB metu i§ fruktozés susidaro manitolis, o gliukozé
naudojama kaip anglies $altinis ir ver¢iama ] pieno ir acto rugstis [11]. Pieno raigsties kiekis
fermentacijos terpése buvo tirtas siekiant nustatyti gliukozés jtaka fermentacijos produkty
susidarymui. Fermentacijos metu nustatytas pieno riigsties koncentracijos kitimas pavaizduotas 25
pav. Fermentacijos pabaigoje didziausias pieno rugsties kiekis (37,2 g/l) susidaré DTP. DTF, ST ir
DT atitinkamai 22,6, 25,4 ir 47,6 % maziau. DT susidaré maziausiai pieno riigsties, tatiau Sioje
terpéje buvo maziausias gliukozés pokytis po 72 h. Fermentacijos pradZioje pastebimas staigus pieno
rugsties kiekio didéjimas fermentacijos terpése. Per pirmasias 8 h pieno riigSties susidarymo greitis
apytiksliai buvo 1,25+0,18 g/I/h. Véliau visose fermentacijos terpése susidarymo greitis sumazéjo iki
0,28+0,08 g/I/h. Gautas pieno raigsties kiekis panasus su nustatytu B. C. Saha ir L. K. Nakamura [40]
tyrimo metu. Straipsnyje pateiktose diagramose matyti, kad, fermentacijos pradzioje terpéje esant
150 g/l fruktozés, pasibaigus eksperimentui susidaro apie 28 g/l pieno rugsties. Maziausias pieno
ragsties kiekis gautas 50 g/l fruktozés pakeitus galaktoze (16,7 g/l), o didziausias — pakeitus
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arabinoze (41,1 g/l). F. Carcalheiro et al. [49] pateikti rezultatai taip pat panaSiis su gautais
eksperimento metu. Straipsnyje nurodyta, kad Lactobacillus genties bakterijos pagamino 14,9-27,0
g/l pieno riigsties, kai terpéje buvo 92 g/l gliukozés ir fruktozés misinio. Autoriai nustaté, kad daugiau
pieno ragsties susidaré kai PRB sunaudojo didesnj gliukozés kiekj. Sio tyrimo metu gauti pieno
rezultatai taip pat koreliuoja su sunaudotu gliukozés kiekiu, todél galima teigti, kad susidares pieno
ragsties Kiekis priklauso nuo fermentacijos terpés sudéties ir PRB dauginimosi, kuriam jtakos turi
maistiniy medziagy kiekis terpéje.
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25 pav. Pieno riigsties kiekio kitimas fermentacijos metu

I$ visy fermentacijos terpiy labiausiai iSsiskyré DT, kurioje manitolio susidarymo greitis bei galutiné
koncentracija buvo maziausia (22,4 g/l). Si terpé skyrési gliukozés ir fruktozés santykiu, joje
fruktozés koncentracija buvo daugiau nei 2,5 karto mazesné negu kitose terpése. Sioje terpéje
gliukozés koncentracija terp¢je iSliko didziausia — 56,09 g/l. Nedidele manitolio koncentracija DT
léemé mazesnis fruktozés kiekis (iSeiga nuo fruktozés — 36 %). Maziausias susidariusios pieno riigsties
kiekis koreliuoja su didziausia gliukozés koncentracija fermentacijos pabaigoje, i§ kurios susidaro
pieno riigstis. Zymiai didesnés manitolio koncentracijos gautos fermentacijos terpéje esant gliukozés
ir fruktozés santykiui 2:1. Duonos atlieky terpéje su fruktozeés priedu gauta manitolio iSeiga (37 %)
panasi kaip ir DT, taciau didesné koncentracija buvo gauta dél didesnio pradinio fruktozés kiekio.
Nepaisant to, kad manitolio koncentracija ST sieké 43,47 g/, fruktozés konversija | manitolj buvo
maziausia (29 %) ir vyko efektyvesné konversija j pieno riigstj. Sie tyrimai rodo, kad duonos terpé
yra tinkamesné manitolio gamybai nei modelinés sistemos terpé dél didesniy manitolio ir maZesniy
pieno riigsties iSeigy.

Didziausia manitolio koncentracija (72,98 g/1) ir iSeiga (51 %) gauta DTP, kurioje taip pat buvo
sunaudotas didziausias fruktozés ir gliukozés kiekis. Manoma, kad didziausias pieno rtigsties Kiekis
susidaré dél grei¢iausio PRB augimo. DidZiausia gauta iSeiga terpéje, kuri buvo papildyta sojy
peptonu, CSS ir mangano sulfatu, rodo maistiniy medziagy svarbg bakterijy augimui. Fermentacijos
pabaigoje visose terpése likusj nesufermentuoty sacharidy kiekj galéjo lemti per maza bakterijy
augimui reikalingy maistiniy medziagy koncentracija, nes PRB pacios negali pagaminti daugelio
butiny medziagy, reikalingy lasteliy augimui (aminortgsciy, vitaminy) [44].
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Literatiroje pateikti atvejai, kai fermentacijos metu PRB gali sunaudoti beveik visg gliukozés ir
fruktozés kiekj [40, 52, 86, 101]. Tokiu atveju gaunama didesné galutiné manitolio koncentracija.
B. C. Saha ir F. M. Racine [52] atlikti tyrimai rodo, kad fermentacijos terpé turi didelés jtakos
galutinei manitolio iSeigai. Tyrimams naudotos 3 fermentacijos terpés skyrési tik kukurtizy ekstrakto
gamintojais. IS 250 g/l fruktozés, naudojant skirtingas fermentacijos terpes, buvo gauta 124,1+6,0,
43,520,6, ir 15,5+0,2 g/l manitolio. Paskutinése dvejose terpése net po 134 h atitinkamai liko
46,0+1,3 ir 130,8+0,5 g/1 fruktozés. Tokius didelius skirtumus 1émé terpése esancios aminoragstys.
Nustatyta, kad mazesnés iSeigos gautos terpéje, kuriose buvo riboti asparto rugsties, glutamino,
tirozino, histidino, triptofano ir tirozino kiekiai arba $iy aminortgs$¢iy i$ viso nebuvo. Manoma, kad
ir su Siame eksperimente naudota PRB galéty biiti gauta didesné manitolio iSeiga, parinkus
alternatyvy azoto Saltinj arba padidinus fermentacijos terpéje reikiamy aminortig§¢iy koncentracija.

IS duonos atlieky pagaminta terpé néra pirmasis bandymas manitolio gamybai panaudoti maisto
pramongs atliekas, turin¢ias didelj cukry kiekj. B. C. Saha [43] tyré inulino, i§gauto i$ paprastosios
trilkazolés Sakny, panaudojimg manitolio gamybai. Fermentuojant su L. intermedius B-3693 MRS
terpéje, kurioje peptonas buvo pakeistas 5 g/l sojy peptonu, o mieliy ekstraktas 50 g/l kukuriizy
ekstraktu, i§ 300 g/ inulino, sucukrinto inulinaze, buvo gauta 207 g/l manitolio. B. C. Saha [44]
manitolio gamybai panaudojo Salutinj cukranendriy perdirbimo produkta — melasg. Melasos terpéje
bendras cukry kiekis sieké 150 g/1 (116,1 g/l sacharozés, 17,7 g/l fruktozés ir 16,2 g/l gliukozés), o
terpé buvo papildyta 10 g/l bakteriologiniu peptonu ir 50 g/l kukurtzy ekstraktu. Tokig terpe
fermentuojant su L. intermedius B-3693 pagrindinis produktas buvo pieno riigstis. Pakoregavus
fruktozés-gliukozés santykj (3:1) panaudojant melasos ir fruktozés sirupa, i§ 120 g/l fruktozés buvo
gauta 104,4 g/l manitolio. M. E. Ortiz et al. [50] kaip pigy anglies $altinj manitolio gamybai su L.
reuteri CRL 1101 taip pat panaudojo cukranendriy melasa. Didziausia manitolio kocentracija (38,4
g/l) po 24 h buvo gauta fermentuojant MRS terpe, papildyta 7,5 % melasos sirupo. Konversijos
efektyvumas 82 %. C. Fontes et al. [48] manitolio gamybai pritaiké anakardziy vaisiy sultis, kuriy
sudétyje buvo 50 g/l redukuojanciy cukry, tarp jy 28 g/l fruktozes. Bakterijy augimui uZtikrinti buvo
naudota po 20 g/l mieliy ekstrakto ir kalio fosfato. Fermentuojant su Leu. mesenteroides B-512F
susidaré 18 g/l manitolio (fruktozés konversija 67 %). F. Carvalheiro et al. [49] tyré saldziyjy
ceratonijy sirupo terpés tinkamumg manitolio gamybai. Sirupo cukry, kuriuos sudaré¢ fruktoze,
gliukoz¢, sacharozé ir pinitolis, koncentracija buvo apie 200 g/l. Terpé buvo papildyta MRS
maistinémis medZiagomis, i§Skyrus amonio citratg, kuris buvo pakeistas 50 mM natrio citrato buferiu
(pH 6,2). Fermentuojant su L. fructosum NRRL B-2041 manitolio koncentracija sieké 43,7 g/l, o
fruktozés konversija buvo artima 100 %. Gautos manitolio iSeigos labai priklausé nuo fermentacijai
parinktos PRB ir naudoty maistiniy medziagy, todél lyginant maisto pramonés atlieky, tarp jy ir
duonos, tinkamumg manitolio gamybai teisingiausia bty vertinti pagal i§ jy pagamintoje terpéje
esancios fruktozés kiekj. Kadangi i§ duonos atliekose esan¢io krakmolo buvo gauta 84,35 %
gliukozés, o 18 jos 40,35 % fruktozés, fermentais apdorotos duonos atliekos taip pat yra tinkama terpé
manitolio gamybai.

3.3. Manitolio jtaka kepiniy kokybei ir juslinéms savybéms

Vienas svarbiausiy ingredienty saldziy kepiniy gamyboje yra cukrus. Jis prisideda prie teslos
klampos, stabilizuoja emulsijy ir puty sistemas, didindamas disperguoty laseliy tankj. Cukrus taip
pat suminkstina kepinius, stabdo krakmolo retrogradacija ir padidina gaminiy ttrj. Nepaisant to,
dideli suvartojamo cukraus kiekiai siejami su nutukimu ir padidéjusia rizika susirgti diabetu. Cukraus
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kiekio sumazinimas kepiniuose tampa vis didesniu prioritetu d¢l diabetinio maisto gamybos poreikiy
ir maziau kalorijy turin¢iy maisto produkty paklausos. Polioliai yra potencaliis cukraus pakaitalai,
nes turi mazg glikeminj indeksa, dél ko nesukelia greito cukraus kiekio padidéjimo kraujyje, o jy
kaloringumas 40 % maZesnis nei cukraus. Buvo nustatyta, kad kai kurie polioliai pasiZzymi savybe
i8laikyti produkty drégme, pagerina tekstiirg ir stabdo ziedéjimo procesus. Daugelis mokslininky tyré
polioliy, kaip saldikliy ir produkty tiirj didinan¢iy medziagy, panaudojimg kepiniuose: pyraguose,
sausainiuose, duonoje, bandelése [19, 20, 102, 103, 104]. Siame darbe manitolis isbandytas vieny
populiariausiy miltinés konditerijos kepiniy — keksiuky gamyboje, siekiant nustatyti jo jtaka kepiniy
kokybei ir tinkamumo vartoti trukmei. Keksiuky receptiiroje 25, 50 ir 75 % cukraus kiekio buvo
kei¢iama manitoliu. Nustatyta manitolio jtaka kepiniy kokybei, juslinéms savybéms ir parinktas
tinkamiausias manitolio kiekis tirty kepiniy gamybai.

3.3.1. Manitolio jtaka keksiuky kokybei

Vertinant manitolio panaudojimo galimybes keksiuky gamybai, analizuota jo jtaka gaminio auks¢iui,
spalvai, teslos ir kepinio tekstiiros parametrams (nustatytiems tekstiiros analizatoriumi) bei juslinéms
savybéms.

Keksiuky su skirtingu manitolio kiekiu auks¢io pokyciai pateikti 26 pav. Didziausiu aukséiu
pasizyméjo kontrolinis kepinys be manitolio, jo aukstis — 39,45+0,07 mm. Manitolio kiekiui
kepiniuose didéjant, o cukraus kiekiui mazé¢jant, keksiuky aukstis mazéjo. Pakeitus 25 % cukraus
manitoliu, keksiuky aukstis sieké 37,65+0,11 mm, o 50 ir 75 % — kepiniy aukstis buvo dar mazesnis,
atitinkamai 36,15+0,11 ir 35,70+0,12 mm. Manitolio kiekiui didéjant kas 25 %, keksiuky aukstis
sumazéjo 4,6, 4,0 ir 1,3 %. S. Martinez-Cervera et al. [105] tyringjo kity polioliy (sorbitolio,
maltitolio, izomalto ir eritritolio) jtaka keksiuky aukséiui. Visy saldikliy panaudojimas sumazino
keksiuky aukstj lyginant su kontroliniu kepiniu. Toks efektas galéty buti paaiSkintas cukraus
stabilizuojancia savybe. Kepimo metu sacharozé sulétina glitimo formavimasi, padidina kiausiniy
baltymy denatiiracijos ir krakmolo keisterizacijos temperatiira. Tai padeda teSloje iSlaikyti oro
burbuliukus, pailgina jy iSsiplétimo laikotarpj, dél ko gaunami didesnio tario kepiniai [104].
Manitolio ir kity polioliy stabilizuojantis efektas mazesnis, todél kepiniy aukstis, tiiris ir akytumas
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26 pav. Manitolio jtaka keksiuky auks¢iui (skirtingos raidés, rodo, kad yra statistiSkai reikSmingi skirtumai,
esant 95 % tikimybés lygiui)
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Keksiuky su skirtingu manitolio kiekiu drégnis pateiktas 27 pav. Kepiniy drégmés kiekis skyrési
priklausomai nuo pakeisto cukraus kiekio. Maziausias drégnis nustatytas keksiukuose be manitolio
(19,93+0,13 %). Didéjant manitolio kiekiui iki 25, 50 ir 75 %, keksiuky drégnis padidéjo atitinkamai
10,8, 15,5 ir 19,7 %. Didesnis keksiuky su manitoliu drégnis gautas dél manitolio humektantiniy
savybiy, gebéjimo sulaikyti drégme [106].
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27 pav. Manitolio jtaka keksiuky drégniui (skirtingos raidés, rodo, kad yra statistiskai reik§mingi skirtumai,
esant 95 % tikimybés lygiui)

Vertinant tiek vizualiai, tiek ir instrumentiniu metodu, nustatyti skirtumai tarp kepiniy su skirtingu
manitolio kiekiu spalvos (zr. 28 pav.). Didéjant manitolio kiekiui, plutelés ir minkstimo spalva
Svieséjo, maz¢éjo geltonos spalvos intensyvumas.

Al B c D

28 pav. A — keksiukas be manitolio (kontrol¢), B — keksiukas su 25 % manitolio, C — keksiukas su 50 %
manitolio, D — keksiukas su 75 % manitolio

Keksiuky minks§timo spalvos parametry vertés pateiktos 11 lenteléje. L*, a* ir b* vertés apibudina
$viesuma, raudonumg ir geltonuma. Sviesiausias mink$timas nustatytas keksiukuose su 50 %
manitolio (79,85+0,07). Nustatyta, kad manitolio kiekiui didéjant nuo 0 iki 50 %, keksiuky
minksStimas $vieséjo, 0 toliau peréjo j pilka atspalvj (L* vertés didziausios). Gautos a* vertés artimos
0, ta¢iau minusinés vertés rodo, kad minkStimo spalva artimesné zaliai nei raudonai spalvai.
Daugiausia zalio atspalvio nustatyta keksiukuose su 75 % manitolio, maziausiai — su 50 %.
Kontrolinio kepinio ir keksiuky su 25 % manitolio a* vertés buvo vienodos. Gautos b* vertés rodo,
kad didéjant manitolio kiekiui mazé&jo geltonos spalvos intensyvumas. Geltoniausi buvo kontroliniai
keksiukai be manitolio, kuriy b* vert¢ — 27,1840,19. Jvertinus gautus rezultatus nustatyta, kad
keksiukai su 25 % manitolio panaSiausi j kontrolinius kepinius. J. N. Kim et al. [107] straipsnyje
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pateikti pyrago su ryziy miltais spalvos matavimo rezultatai, kuriuose lyginamas kontrolinis kepinys
ir kepiniai su 25, 50, 75 ir 100 % manitolio, rodo analogiskas tendencijas: pyrago minkstimo geltonos
spalvos intensyvumas maz¢jo didéjant manitolio kiekiui. V. Psimouli’io ir V. Oreopoulou [21]
straipsnyje, tiriant jvairiy saldikliy jtaka pyragy kokybei, nustatyta tokia pati manitolio jtaka kepinio
spalvai. Autoriai nurodé, kad pakeitus visg cukry manitoliu, kepinio spalva patamséjo ir geltonos
spalvos intensyvumas sumaz¢jo. Gautus rezultatus galima paaiskinti kepimo metu vykstan¢ia Majaro
reakcija. Majaro reakcija vyksta tarp redukuojan¢io sacharido glikozidinio hidroksilo ir
aminoragsciy, peptidy ar baltymy amino grupiy, susidarant rudos spalvos pigmentams -
melanoidinams. Polioliai neturi redukuojancios aldehidinés ar ketoninés grupés ir nedalyvauja
Majaro reakcijose, todél didéjant manitolio kiekiui kepiniuose, mazéjo susidaranciy rudos spalvos
junginiy [108].

11 lentelé. Manitolio jtaka keksiuky mink§timo spalvai

Spalvy sistemos koordinatés
Manitolio kiekis, %
L* a* b*
0 82,57+0,24° -1,33+0,01° 27,180,194
25 80,64+0,27° -1,33+0,01° 26,94+0,09°
50 79,85+0,072 -0,53+0,02¢ 23,54+0,09°
75 83,96+0,09¢ -1,37+0,01% 22,86+0,08%

Vidutiniy ver¢iy reik§més, pazymétos skirtingomis raidémis, rodo, kad tame paciame stulpelyje yra statistiSkai reikSmingi
skirtumai, jvertinti pagal Dunkano kriterijy (p <0,05)

Keksiuky teslos su skirtingu manitolio kiekiu tekstiiros parametry tyrimo tekstiiros analizatoriumi
rezultatai pateikti 12 lenteléje. Nustatytas rySys tarp manitolio kiekio ir teslos konsistencijos.
Manitolio kiekiui didéjant teslos konsistencijos vertés didéjo nuo 83,27+0,64 iki 106,98+0,46 g.s.
Konsistencija yra susijusi su medziagos tir§tumu ir klampa. Kontroliné tesla buvo skysciausia,
manitolio kiekiui didéjant teSla tir§téjo. Maziausias Kietumas ir rislumas nustatytas kontrolinéje
tesloje, atitinkamai 0,22+0,01 ir -0,16+0,01 N. Teslos su manitoliu pasizyméjo didesniu kietumu ir
rislumu. V. Psimouli’io ir V. Oreopoulou [21] straipsnyje aprasytos panasios tendencijos. Tyrimy
metu buvo nustatyta, kad cukry pakeitus manitoliu, pyrago teslos konsistencija tapo tirStesné, o
takumas sumaz¢jo. E. Zoulias et al. [103], tirdami cukraus pakeitimg polioliais ir acesulfamu-K
nustaté, kad sausainiy tesla su manitoliu buvo kieciausia ir ja buvo sunkiausia formuoti. Cukraus ir
manitolio savybiy skirtumai léme tirStesne, kietesne tesSlos su manitoliu tekstiirg. Cukrus maiSymo
metu padidina oro kiekj teSloje ir uztikrina jos stabilumg, taciau manitolio kiekiui didéjant oro
burbuliuky kiekis tesloje mazéja ir gaunama tirStesnés konsistencijos tesla [109].

12 lentelé. Keksiuky teslos su skirtingu manitolio kiekiu tekstiiros parametrai

Manitolio kiekis, % Kietumas, N Konsistencija, g.s RiSlumas, N
0 0,22+0,012 83,270,642 -0,16+0,01¢
25 0,28+0,01° 100,13+1,24° -0,31+0,02?
50 0,26+0,02° 101,11+1,45P -0,25+0,02°
75 0,36+0,01¢ 106,98+0,46° -0,32+0,01°

Vidutiniy verciy reik§més, pazymétos skirtingomis raidémis, rodo, kad tame paciame stulpelyje yra statistiSkai reikSmingi
skirtumai, jvertinti pagal Dunkano kriterijy (p <0,05)
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Tekstuaros parametrai, nustatyti analizuojant keksiuky minkstima praéjus 24 h po kepimo, pateikti 13
lentel¢je. Manitolis netur¢jo reikSmingos jtakos keksiuky kietumui. Visy keksiuky kietumas buvo
labai panasus, kito nuo 0,106+0,002 iki 0,110+0,002 N. Kitoms tekstiiros savybéms jo jtaka buvo
reikSminga. Elastingumas, sukibimas, lipnumas, kramtomumas ir gebéjimas atsistatyti mazéjo
did¢jant manitolio kiekiui. Keksiukai, kuriuose 25 % cukraus buvo pakeista manitoliu, maziausiai
skyrési nuo kontrolinio kepinio, jy savybés buvo panasSiausios. Pakeitus 75 % cukraus, keksiuky
minkstimo elastingumas sumazéjo 34,2 %, sukibimas — 24,4 %, lipnumas — 26,7 %, kramtomumas —
52,9 %, gebéjimas atsistatyti — 34,6 %. Panasios tendencijos nustatytos J. N. Kim et al. [107] tyrimy
metu. Pyrago su ryziy miltais receptiiroje pakeitus cukry polioliais nebuvo reikSmingo skirtumo tarp
pyragy kietumo, o elastingumas, sukibimas ir kramtomumas maz¢jo didéjant manitolio kiekiui.
Tokie poky¢iai aiskinami skirtinga cukraus ir manitolio geba suristi vandenj ir sgveikauti su
krakmolu, kas turi jtakos krakmolo retrogradacijai.

13 lentelé. Keksiuky minksStimo tekstliros parametrai

m:gii;?!,i/g Kietumas, N | Elastingumas Sukibimas Lipnumas Kramtomumas st?g:tl;t‘is
0 0,110+0,0022 | 0,754+0,003 | 0,406+0,009° | 0,045+0,001¢ 0,034+0,001° 0,133+0,003¢
25 0,110+0,004% | 0,719+0,003¢ | 0,390+0,001°¢ | 0,042+0,001" 0,031+0,001° 0,123+0,001°¢
50 0,105+0,006% | 0,527+0,010° | 0,350+0,003° | 0,037+0,002% 0,020+0,0022 0,102+0,001°
75 0,106+0,002* | 0,496+0,010* | 0,307+0,015% | 0,033+0,003% 0,016+0,0012 0,087+0,0042

Vidutiniy ver¢iy reik§més, pazymétos skirtingomis raidémis, rodo, kad tame paciame stulpelyje yra statistikai reikSmingi
skirtumai, jvertinti pagal Dunkano kriterijy (p <0,05)

3.3.2. Manitolio jtaka keksiuku juslinéms savybéms

Juslinés produkto savybés yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy, lemiancéiy vartotojy nuomong ir
produkty pasirinkimg. Cukraus pakeitimas saldikliais turi jtakos kepiniy iSvaizdai, skoniui ir
teksttrai, todél gali buti nepriimtinas vartotojui. Keksiuky juslinéms savybéms jvertinti pasirinkti
vertinimo pagal skale ir rikiavimo metodai. Vertinimo pagal skale metodu nustatyti jusliniy savybiy
intensyvumai, kurie lyginti su kontroliniu méginiu. Rikiavimo metodas taikytas keksiuky pirmumui
nustatyti.

Ivertinus keksiuky juslinés savybes ir jy intensyvumus, sudarytas juslinis profilis, pateiktas 29 pav.

AI7<ytuma5
Dréenumas 6 Bendras kvapo
& S AL intensyvumas
3
1
Trapumas ( 0 Saldumas

)

Bendras skonio

Kietumas -
intensyvumas
Liekamasis skonis

Manitolio kiekis: —&—0 % 25% 50 % 75 %

29 pav. Keksiuky su skirtingu manitolio kiekiu juslinis profilis
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Atlikus rezultaty analiz¢ nustatyta, kad didesnis manitolio kiekis sumazino kepinio akytuma.
Intensyviausias kvapas ir saldumas nustatytas keksiukuose su 25 % manitolio. Bendro ir liekamojo
skonio intensyvumas vienodai jvertintas tiek kontroliniuose, tick kepiniuose su 25 % manitolio. Tarp
manitolio kiekio ir kietumo nebuvo nustatyta reikSmingy skirtumy. Trapesniais ir maziau drégnais
jvertinti keksiukai su 50 ir 75 % manitolio.

Pritaikius rikiavimo metods, nustatyta reik§minga manitolio jtaka keksiuky priimtinumui (zr. 14
lentelé). Pagal bendrg priimtinuma keksiukai su 25 % manitolio surinko 35 rangus, kontrolé — 33
rangus, keksiukai su 50 ir 75 % manitolio atitinkamai 19 ir 13 rangy. Apskai¢iavus Friedmano
kriterijy Frest., gauta verté (20,64) buvo didesné uz 5 lenteléje pateiktg kriting verte (7,67), esant 10
vertintojy ir 4 méginiams. Taigi, esant paklaidos tikimybei mazesnei arba lygiai 5 %, tarp méginiy
buvo reikSmingas skirtumas. Taip pat buvo nustatyta, kad reik§mingas skirtumas yra tarp 4 i§ 6
tiriamyjy méginiy pory. ReikSmingo skirtumo nebuvo nustatyta tik tarp keksiuky pory su 0 ir 25 %
bei su 50 ir 75 % manitolio. Remiantis rikiavimo testo rezultatais, galima daryti iSvada, kad keksiuky
gamyboje vartotojams priimtinas cukraus pakeitimo manitoliu Kiekis yra iki 25 %.

14 lentelé. Keksiuky su skirtingu manitolio kiekiu rikiavimo testo rezultaty suvestiné

Meéginiai
Vertintojas A B C D Rangy suma
(kontrolé¢) (25 % manitolio) | (50 % manitolio) | (75 % manitolio)
1 2 4 1 3 10
2 4 3 2 1 10
3 3 4 1 2 10
4 3 4 2 1 10
5 4 3 2 1 10
6 3 4 2 1 10
7 4 2 3 1 10
8 3 4 2 1 10
9 4 3 2 1 10
10 3 4 2 1 10
Rangy suma 33 35 19 13 100
megimniams

A. W. Sahin et al. [20] vertino 0, 3, 5 ir 10 % (nuo visy produkty masés) manitolio jtakg bandeliy
juslinéms savybéms. Nustatyta, kad didéjant manitolio kiekiui iki 5 %, didéjo aromato intensyvumas,
0 po to sumaz¢jo. Skonio ir saldumo intensyvumas didZiausias bandelése su 3 % manitolio, didinant
manitolio kiekj Sie parametrai maz¢jo. S. Bhise ir A. Kaur [19] tyré 0, 2, 4 ir 6 % glicerolio, sorbitolio
ir manitolio jtakg duonos priimtinumui. Juslinei analizei buvo naudota 9 kategorijy intensyvumo
skalé. Kontrolinis kepinys buvo jvertintas 7,87, o geriausiai jvertinta duona su 4 % manitolio (8,45).
Didinant manitolio kiekj iki 6 %, duonos priimtinumas vartotojams sumazéjo. V. Psimouli’is ir V.
Oreopoulou [21] ir E. 1. Zoulias et al. [103] tyré cukraus pakeitimg jvairiais saldikliais. Nustatyta,
kad pakeitus visa cukry manitoliu, pyrago ir sausainiy juslinés savybés buvo maziausiai priimtinos
vartotojams. Kepiniy su manitoliu saldumas, skonis ir bendras priimtinumas buvo jvertinti
maziausiais balais. Remiantis literatiroje pateiktais ir eksperimento metu gautais rezultatais, galima
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daryti iSvada, kad kepiniy su manitoliu juslinés savybés pageréja pakeitus nedidele cukraus dalj,
taciau pakeitus visg cukry gaminys tampa nebepriimtinas vartotojui.

3.3.3. Manitolio jtaka keksiuky poky¢iams laikymo metu

Siekiant nustatyti manitolio jtaka keksiuky kokybéms pokyc¢iams laikymo metu, atlikti minkstimo
tekstliros ir drégmés kiekio tyrimai po 5, 8 ir 12 dieny kepiniy laikymo polietineninéje pakuotéje
kambario temperaturoje (zr. 30 pav.).

A 0120 B 080
0.115 % 0.75 A\ﬂ’,__‘———‘.
0.70
_ 0110 @
5 N £ 060
3 0.100 % o
X 0.095 : w
0.50
0.090 0.45
0.085 0.40
1 2 3 45 6 7 8 9 101112 1 2 34506 7 8 9 1011 12
Laikymo trukmé, dienomis Laikymo trukmé, dienomis
Cc 045 p 0050
0.40 \ 0.045
0.040
,, 035 o
g € 0035
= 030 g
Q2 o
2 S 0.030
é 0.25 -
' 0.025
0.20 0.020
0.15 0.015
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 1 2 3 45 6 7 8 9101112
Laikymo trukmé, dienomis Laikymo trukmé, dienomis
g 0040 014
0.035 013 AN
0.030 \ 2 0.12
3 3
g 0025 ‘Z 011
> <
£ 0.020 z 0.10
£ £
£ 0015 :Z, 0.09
@ 2
X
0.010 & 008
0.005 0.07
0.000 0.06
1 23 456 7 8 9 101112 1 2 3 45 6 7 8 9 101112
Laikymo trukmé, dienomis Laikymo trukmé, dienomis

30 pav. Manitolio kiekio (A — 0 % (kontrolé); ® — 25 %; ©¢— 50 %; 1 — 75 %) jtaka keksiuky tekstiiros
pokyciams laikymo metu: kietumo (A), elastingumo (B), sukibimo (C), lipnumo (D), kramtomumo (E) ir
gebéjimo atsistatyti (F)
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Poliolio jtaka minkstimo kietumo ir elastingumo poky¢iams laikymo metu nebuvo vienareik§mé. Kiti
keksiuky tekstliros parametrai: minkStimo sukibimas, lipnumas, kramtomumas ir gebéjimas
atsistatyti maz¢jo ilgéjant laikymo trukmei. Didziausi $iy parametry verCiy pokyciai, iSskyrus
lipnuma, nustatyti kontroliniame kepinyje (atitinkami 42,7, 46,3 ir 34,59 %). Nustatyta, kad ilgéjant
laikymo trukmei keksiukuose su manitoliu minkstimo savybés kito maziau nei kontrolinio kepinio.
Pakeitus cukry manitoliu kepiniy minkstimo sukibimo vertés maz¢jo 1éCiau nepriklausomai nuo
manitolio kiekio (atitinkamai 34,0, 38,6 ir 33,9 %). Lipnumas visuose keksiukuose sumazéjo beveik
tolygiai (39,15+1,81 %). Kramtomumas sumaz¢jo didéjant pakeisto cukraus kiekiui atitinkami 35,9,
35,5 ir 28,13 %, gebéjimas atsistatyti — 17,9, 27,1 ir 21,3 %. Atsizvelgus j gautus rezultatus, galima
teigti, kad, pragjus 12 dieny po kepimo, keksiuky, kuriuose pakeista 25 % cukraus, teksttros
parametry vertés iSliko didZiausios.

Keksiuky minkstimo drégmés Kiekio poky¢iai laikymo metu pavaizduoti 31 pav. Ilgéjant keksiuky
laikymo trukmei, visy kepiniy minkstimo drégmés kiekis mazéjo. Iki 8 dienos pastebimas nedidelis
dregmes kiekio sumaz¢jimas, kuris mazejo did¢jant pakeisto cukraus kiekiui (atitinkamai 10,1, 7,5,
7,3, 4,1 %). Nuo 8 iki 12 dienos keksiukuose su 50 ir 75 % manitolio drégmés kiekis staigiai sumazéjo
(19,9 ir 27,1 %). Tuo tarpu kontroliniuose ir su 25 % manitolio drégmés Kiekio kitimo greitis isliko
pastovus (0,26+0,04 %/dieng). 12 dieng po kepimo didziausiu drégmés kiekiu i$siskyré keksiukai su
25 % manitolio, juose drégmés kiekis sieké 19,89+0,11 %. Kituose keksiukuose drégmés kiekis buvo
Zymiai mazesnis (17,53+0,29 %). S. Bhise ir A. Kaur [19] lygino duonos su skirtingais polioliais
tinkamumo vartoti trukme. Duona su manitoliu, sorbitoliu ir gliceroliu pasizyméjo didesniu drégmés
kiekiu nei kontrolinis kepinys. Po 10 dieny duonoje su 4 % manitolio drégmés kiekis sumazéjo, taciau
iSliko didesnis nei kontrolinéje duonoje, 0 su 4 % sorbitolio — padidéjo. Abu polioliai yra humektantai
ir pasizymi savybe iSlaikyti produkto drégme, taciau sorbitolis turi didesnj higroskopiskumg ir
pradeda absorbuoti drégme, kai santykinis aplinkos drégnis pasiekia 65 %, tuo tarpu manitoliui
santykinis drégnis turéty buti didesnis nei 90 % [110].

25
24
23
22
21
20
19
18
17
16
15

Drégmés kiekis, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Laikymo trukmé, dienomis

31 pav. Manitolio kiekio (A— 0 % (kontrolé); ® — 25 %; ¢ — 50 %; = — 75 %) jtaka keksiuky drégmés kiekio
pokyc¢iams laikymo metu

A. W. Sahin et al. [20], tirdami ksilitolio, manitolio ir maltitolio panaudojimg kepiniuose, nustaté,
kad manitolio savybés skyrési nuo kity cukraus alkoholiy. Did¢jant manitolio kiekiui bandelése,
didéjo vandens aktyvumas. Manitolis yra nehigroskopiskas, todél nesgveikauja su vandeniu. Dél Sios
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priezasties susidaro didesnis laisvojo Vvandens Kkiekis. Vandens aktyvumas siejamas su
mikrobiologiniu gedimu, todé¢l kepiniuose rekomenduojamas maksimalus manitolio kiekis yra 50 %
nuo bendro cukraus kiekio. Buvo tiriamos bandeliy, kuriose 3, 5 ir 10 % cukraus pakeista polioliais,
tinkamumo vartoti trukmeés. Ilgiausia bandeliy tinkamumo vartoti trukmé nustatyta j kepinj pridéjus
5 % manitolio, kuri buvo panasi kaip ir pridéjus 10 % cukraus. Didéjant manitolio kiekiui, tinkamumo
vartoti trukmé trumpéjo. Tokie rezultatai panaSts j nustatytus keksiuky tyrimo metu. llgiausia
tinkamumo vartoti trukme pasizyméjo keksiukai su 25 % manitolio: jy drégmés Kiekio ir teksttiros
parametry vertés iSliko didziausios, 0 mikrobiologinio gedimo pozymiy nenustatyta. Keksiukuose su
50 ir 75 % manitolio po 12 dieny atsirado pilkos ir melsvos spalvos mikroorganizmy kolonijos.
Prasidéjes mikrobiologinis gedimas gali biiti susijes su didesniu vandens aktyvumu kepiniuose,
apraSytu literatiroje.

Pakeitus 25, 50 ir 75 % cukraus manitoliu, keksiukuose sumazéjo su cukrumi gaunamy kalorijy kiekis
atitinkamai 10, 20 ir 30 %. Atsizvelgus | tyrimy metu gautus rezultatus, rekomenduojamas cukraus
pakeitimas manitoliu keksiukuose ir kituose saldziuose miltiniuose kepiniuose iki 25 % nuo bendro
cukraus kiekio receptiiroje. Toks poliolio kiekis yra priimtinas vartotojui, net pagerina produkto
juslines savybes, sumazina kalorijy kiekj bei pailgina tinkamumo vartoti terming.
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ISvados

Istyrus manitolio 2-dehidrogenazés, atsakingos uz manitolio gamyba, aktyvumag 17-0je pieno
rugsties bakterijy padermiy, priklausanciy Lactococcus, Lactobacillus ir Leuconostoc gentims,
didZiausiu $io fermento aktyvumu (0,07-0,24 AV/ml) issiskyré Lb. rossiae GL14, L. lactis subsp.
lactis biovar paracitrovorus A230, A241, A211, Lb. sanfranciscensis MR29 ir W2.

. Atlikus fermentacijos eksperimentus modelinéje sistemoje, kurioje fruktozés-gliukozés santykis

2:1, nustatyta, kad tinkamiausia manitolio gamybai yra Lb. rossiae GL14 padermé. Fermentuojant

Siomis bakterijomis gautas didziausias manitolio kiekis (43,47 g/1), maziau manitolio susidaré

panaudojant L. lactis subsp. lactis biovar paracitrovorus A230 ir A211, atitinkamai 31,66 ir

17,24 g/1. Likusiy bakterijy fermentacijos produktuose reikSmingesnio manitolio kiekio nebuvo

nustatyta.

Nustatytos optimalios pusruginés duonos atlieky fermentinio apdorojimo parametry vertés

didZiausiai gliukozés-fruktozés iSeigai gauti:

a) duonos krakmolo hidrolizés parametrai: duonos atlieky kiekis substrate — 18,64 masés %, a-
amilazés — 0,035 KNU/g duonos ir gliukoamilazés — 0,43 AGU/g duonos. Pritaikius $ias
vertes gauta gliukozés iSeiga 84,35 % duonos sausyjy medziagy arba 97,92 % krakmolo;

b) gliukozés izomerizacijos parametrai: gliukozés izomerazés kiekis 4,98 1GIU/g sirupo ir pH
7,71. Pritaikius Sias parametry vertes, gauta fruktozés iseiga 40,35 %.

Fermentuojant Lb. rossiae GL14 gliukozés-fruktozés sirupa, pagamintg i§ duonos atlieky,

manitolio koncentracija (20,4 g/l) buvo mazesné nei modelinéje gliukozés-fruktozés sistemoje

(43,47 gll). Fruktozés priedas iki optimalaus fruktozés-gliukozés santykio (2:1) leido pasiekti

62 % didesn¢ manitolio koncentracijg. DidZiausia manitolio koncentracija (72,98 g/1) ir iSeiga

(51 %) buvo gauta papildzius terp¢ maistinémis medziagomis (kukurtizy iSdziovintomis

dalelémis, mangano sulfatu ir sojy peptonu). Tai rodo, kad duonos atliekos gali biiti panaudotos

manitolio gamybai biotechnologiniu biidu.

Nustatyta, kad 25 % cukraus pakeitimas manitoliu keksiuky receptiiroje turéjo teigiamg jtaka jy

kokybei ir juslinéms savybéms: suteiké vertintojams priimting skonj, intensyvesnj kvapa, didesnj

produkto drégnj, o laikymo metu tekstiiros parametrai pakito maziausiai. Vertintojams labiausiai
patiko kontroliniai keksiukai ir keksiukai su 25 % manitolio, toliau didinant manitolio kiekj iKi

75 %, jy priimtinumas maz¢jo, todél rekomenduojamas manitolio kiekis keksiuky gamybai iki

25 %.
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Padéka

Nuosirdziai dékoju darbo vadovei doc. dr. Loretai Basinskienei uz magistro baigiamojo darbo idéja,
patarimus, pasitilymus, skatinimg tobuléti ir pagalbg tobulinant darba. Taip pat noriu padékoti doc.
A. Sipailienei ir doc. M. Syrpas uz patarimus ir konsultacijas tyrimy metu iskilusiais klausimais.

Dékoju KTU Maisto institutui uz tyrimams suteiktas pieno rigsties bakterijas.

Dékinga jmonei Novozymes A/S (Danija) uz suteiktus moksliniam tyrimui reikalingus fermentinius
preparatus.

Dékoju Lietuvos mokslo tarybai uz mokslinio tyrimo finansavima Europos socialinio fondo 1éSomis
pagal priemong Nr. 09.3.3-LMT-K-712 ,,Mokslininky, kity tyréjy, studenty mokslinés kompetencijos
ugdymas per prakting moksling veiklg“, projekto Nr. 09.3.3-LMT-K-712 , Duonos atlieky
biokonversija i gliukozés fruktozés sirupg aukstesnés vertés produktams gaminti®.
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