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Santrauka

Ryziy gérimo gamybos procese susidaro dideli kiekiai $alutiniy produkty — ryziy isspaudy. Si
Salutiné maisto zaliava néra racionaliai panaudojama, dazniausiai naudojama pasarams arba
utilizuojama. D¢l Sios priezasties, technologijy, tokiy kaip Salutiniy produkty valorizavimui j
didesnés pridétinés vertés maisto komponentus kiirimas ir diegimas tampa aktualiu ne tik valstybés
ar regiono, bet ir pasauliniu lygmeniu. Literatiros duomenimis, ryziy iSspaudose yra like vertingy
baltymy, kurie pasizymi maistingumu ir tinka alergiskiems zmonéms. Baigiamojo darbo tikslas —
parinti optimalias ekstrakcijos salygas maksimaliam baltymy iSskyrimui i§ ryziy i$spaudy (RI) ir
jvertinti i8skirty baltymy funkcines ir gelio sudarymo savybes bei sudaryti baltymy izoliaty
gamybos, taikant biotechnologinius metodus, schemg. Darbe parinkti fermentai ir sudaryta fermenty
kompozicija baltymy ekstrakcijai i§ RI padidinti, jvertinta iSgauty baltymy vandens ir aliejaus
absorbciné geba, emulsijos ir puty sudarymo pajégumas ir stabilumas. Geliy sudarymui baltymai
modifikuoti, taikant apdorojimg ultragarsu ir fermentais transgliutaminaze ar proteinaze. Rezultatai
parodé, kad daugiausia baltymy i§ RI galima iSekstrahuoti (2,104 mg/ml), vykdant Sarmine
ekstracijg 60 °C temperatiiroje, esant pH 10 ir sausyjy medziagy ir vandens santykiui 1:4. Baltymy
iSeigg 1§ RI galima padidinti iki 71 %, hidrolizuojant fermenty kompozicija, sudaryta i§ amilazes,
celiulazés ir proteazeés. Hidrolizé fermenty kompozicija neZymiai Sumazino (2,5 %) baltymy puty
tiirio ir stabilumo vertes, lyginant su neapdoroty RI baltymais. Proteazés ir fermenty kompozicijos
panaudojimas RI apdorojimui padidino baltymy aliejaus absorbcing gebg (AAG), atitinkamai 66 %
ir 67,4 %, taCiau apdoroty fermenty kompozicija ir neapdoroty RI baltymai maziau absorbavo
vandenj (VAG atitinkamai 61,1 % ir 63,2 %), lyginant su proteaze apdorotais baltymais (64,3 %).
Atlikus ryziy baltymy koncentrato (RBK) geliy tekstiiros analize, nustatyta, kad naudojant proteaze
baltymy hidrolizei, galima iSgauti kietesnj ir tvirtesnés konsistencijos gelj, nei naudojant
transgliutaminaze (TG). Didziausio klampumo masé¢ ir didziausio kietumo gelis gautas,
hidrolizuojant proteaze 20 % koncentracijos baltymy suspensija. Naudojant TG skirtingomis
fermento ir baltymo koncentracijomis reikSmingy skirtumy tarp rezultaty nenustatyta. Ryziy
baltymy apdorojimas auks$to intensyvumo ultragarsu ir baltymy modifikavimas proteolitiniais
fermentais leido suformuoti stabilesng ir tvirtesne geling struktiirg. Atlikti tyrimai parodé, kad
fermentiné hidrolizeé yra efektyvus biidas iSgauti vertingus baltymus i$ ryZiy iSspaudy, o apdorojima
ultragarsu galima efektyviai panaudoti funkcionaliy maisto produkty gamybai.
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Summary

The production of rice drink produces large amounts of by-products - rice press cake. This by-
product of food is not rationally used, it is usually used for feed or disposed of. For this reason, the
development and implementation of technologies such as the valorisation of by-products into higher
value-added food components is becoming relevant not only at the national or regional level, but
also at the global level. According to the literature, rice cake contains valuable proteins that are
nutritious and suitable for people with allergies. The aim of the final work is to improve the optimal
extraction conditions for maximum protein extraction from rice press cake (RI) and to evaluate the
functional and gel-forming properties of the extracted proteins and to create a scheme for the
production of protein isolates using biotechnological methods. In the final work, the enzymes were
selected and the enzyme composition was formed to increase the protein extraction from RI, the
water and oil absorption capacity, emulsion and foaming ability and stability of the obtained
proteins were evaluated. For gel formation, proteins were modified by sonication and enzymatic
transglutaminase or proteinase treatment. The results showed that most of the protein from RI could
be extracted (2,104 mg/ml) by alkaline extraction at 60 °C at pH 10 and a dry matter to water ratio
of 1:4. Protein recovery from RI can be increased to 71 % by hydrolyzing an enzyme composition
consisting of amylase, cellulase, and protease. Hydrolysis of the enzyme composition slightly (2,5
%) reduced the volume and stability values of the protein foam compared to the crude RI proteins.
The use of a protease and enzyme composition for RI treatment increased the oil absorption
capacity (AAG) by 66 % and 67,4 %, respectively, however, the composition of the treated
enzymes and the control sample absorbed less water (VAG 61,1 % and 63,2 %, respectively)
compared to the protease-treated proteins (64,3 %). Gel texture analysis of rice protein isolate (RBI)
showed that using a protease under optimal conditions could yield a harder and stronger gel than
using transglutaminase. At a protein concentration of 20 % and a protease content of 800 AV/ 100
g, a mass of maximum viscosity was obtained and a gel of maximum hardness was formed. The use
of transglutaminase increased gel cohesion and viscosity index. No significant differences between
results were found with TG at different enzyme and protein concentrations. High-intensity
ultrasonic treatment of rice proteins and modification of proteins with proteolytic enzymes allowed
the formation of a more stable and stronger gel structure. Analysis have shown that enzymatic
hydrolysis is an efficient way to extract valuable proteins from rice bran, and ultrasonic treatment
can be used effectively for the production of functional foods.
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Santrumpy ir terminy sarasas
LRR — laisvosios riebaly rtigstys
DH — hidrolizés laipsnis
PGA - propilenglikolio alginatas
DNS — 3,5-dinitro salicilo riigstis
TE — Trolokso ekvivalentas
RI - ryziy iSspaudos
RBK — ryziy baltymy koncentratas
FK — fermenty kompozicija
VAG — vandens absorbciné geba
AAG — aliejaus absorbcine geba
TG — transgliutaminazé

KI — klampumo indeksas



Jvadas

Baltymy suvartojimas kasmet didéja ir jo paklausa nuolat auga, todél iSkyla poreikis ieskoti
alternatyviy maistingy baltymy $altiniy. Pastaraisiais deSimtmeciais atkreiptas démesys j augalinius
baltymus, kaip alternatyva gyvininés kilmés baltymams dél mazos kainos, gausumo, pigaus
bioaktyviy peptidy Saltinio ir geros maistinés vertés [1].

VW —

Didé¢jant maisto poreikiui, didéja pramonés jmoniy neigiamas poveikis aplinkai, nes gamybos metu
susidaro dideli Kiekiai $alutiniy produkty. Pastarieji daznai panaudojami kaip menkaverté zaliava
pasarams arba utilizuojami, taip didinant klimato kaitos problemas. D¢l Sios priezasties,
technologijy, tokiy $alutiniy produkty valorizacija j didesnés pridétinés vertés maisto komponentus,
kiirimas ir diegimas tampa aktualiu ne tik valstybés ar regiono, bet ir pasauliniu lygmeniu.

Vienos i§ tokiy vertingy augalinés kilmés atlieky yra ryziy perdirbimo Salutiniai produktai — ryziy
iSspaudos po augalinio gérimo gamybos, ir ryziy sélenos — ryziy malimo Salutinis produktas,
turintys maistingy, antikancerogeniniy ir hipoalerginiy baltymy [2]. Produktai, kuriy sudétyje yra
ryziy, tinkami alergiSkiems Zmonéms. RyZiy s¢lenose yra 1,7 % fitaty ir 12 % skaiduliniy medZiagy
[2]. Ryziy sélenose bendras aminortigsciy lizino, treonino ir izoleucino kiekis yra didesnis nei
kitose grudy kulttrose.

Ryziy baltymai paprastai iSgaunami, juos ekstrahuojant Sarmais [3] arba atliekant fermentine
hidrolize, kurios metu naudojama celiulazés ir ksilanazés [4], o baltymy hidrolizatai gaunami,
pridedant proteolitiniy fermenty [5]. Taip pat taikoma apdorojimas ultragarsu. Tai vienas i$
efektyvesniy, greitesniy ir placias panaudojimo galimybes turinéiy apdorojimo buidy [6]. Taikant §j
metoda, gaunama didesné iSeiga ir greitesné ekstrakcijos kinetika [7]. Baltymams ultragarsas
sukelia makroskopinius pokyc€ius, tokius kaip sumazejes klampumas, drumstumas. Taip pat
pakeic¢ia funkcines savybes — gelio sudaryma, tirpuma, putojima [8].

ISgauti ryZiy baltymi panaudojami gelinés strukttiros susidarymui. Gel¢jimas — reiSkinys, susij¢s su
polimery grandiniy susijungimu, kurio metu yra suformuojamas trimatis tinklas. Gelis susidaro,
vykstant daleliy arba makromolekuliy agregacijai, taip pat veikiant fiziSkai (Siluma, slégis) ar
chemiskai (rugstys, jonai, fermentai) [9].

Darbo tikslas: pritaikyti fermenting hidroliz¢ baltymy ekstrakcijai i§ ryziy iSspaudy ir jy
modifikavimui, jvertinant baltymy funkcines ir geliy sudarymo savybes.

Darbo uzdaviniai:

1. Terpés pH ir temperatiros parinkimas baltymy ekstrakcijai i8 ryziy iSspaudy.

2. Ryziy i$spaudy fermentinés hidrolizés amilaze, celiulaze ir proteaze tyrimai ir fermenty
kompozicijos sudarymas efektyviai baltymy ekstrakcijai.

3. I8skirty skirtingomis salygomis baltymy izoliaty funkciniy savybiy jvertinimas.

4. Hidrolizés skirtingais fermentais (transgliutaminaze ir proteaze) salygy nustatymas ryziy
baltymy modifikavimui, jvertinant geliy sudarymo, geliy tekstiiros ir struktiiros savybes.

5. Baltymy produkty gamybos 1§ ryziy i§spaudy proceso schemos sudarymas.



1. Literatuiros apzvalga
1.1. Ryziy cheminés sudéties komponentai

Ryziai (Oryza sativa L.) yra viena svarbiausiy maistiniy kultiry pasaulyje. Maistui daugiausia
vartojamos ryziy kruopos — valyti griidai, be vaisiaus sé€kliniy luobeliy ir gemaly. Ryzius sudaro trys
pagrindinés dalys — endospermas arba baltieji ryziai (~70 %), lukStas/ luobelés (~20 %) ir selenos
(~10 %) [2]. Nesmulkintuose ryZiuose yra 63,6 — 73,2 % angliavandeniy, 1,5 — 2,3 % riebaly, 5,8 —
7,7 % baltymy, 2,9 — 5,2 % peleny. Baltieji ryziai yra daZniausiai vartojami d¢l minkstos tekstiiros
ir prekinés iSvaizdos. Juose randama iki 76,7 % angliavandeniy, o tai yra pagrindinis energijos
Saltinis, ir tik 7,4 % baltymy [2]. Ryziy baltymai yra itin vertingi, nes juose yra visos aminortgstys.
I§ nepakei¢iamy aminoriigiéiy, lizino randama 3 — 4 %, ty. 50 % daugiau nei kviegiuose. Sios
zaliavos baltymy efektyvumo santykis (2,0 — 2,5) yra panasus j pieno kazeino (2,5), o
vir§kinamumas didesnis nei 90 % [2].

Ryziy produkty naudojimas maisto produkty gamyboje vis labiau auga, nes vartotojai labiau domisi
sveikesniais produktais. Produktai, kuriy sudétyje yra ryziy, tinkami alergiskiems Zzmonéms, be to
ryziy iSspaudos, sélenos ir lukstai yra naudojami atitinkamai, kaip energijos $altinis ir polimeriniai
uzpildai. Ryziy iSspaudose yra 1,7 % fitaty ir 12 % skaiduliniy medziagy [2]. Ryziy i$spaudose
bendras aminortigs§¢iy lizino, treonino ir izoleucino kiekis yra didesnis nei kitose griiddy kulttrose.

Ryziy i§spaudos gaunamos po ryziy augalinio gérimo gamybos bei kity galimy procesy metu. Ryziy
iSspaudos yra ryziy sékly dalis, gaunama pasalinant juos i§ krakmolingo endospermo ryziy malimo
procese. Ryziy i§spaudas sudaro nedidelis kiekis ryziy gemalo ir Siek tiek ryziy iSspaudy milteliy,
galinéiy atsirasti malimo metu [10]. Ryziy i$spaudose yra apie 14 — 16 % baltymy, lizino kiekis
sudaro apie 3 — 4 %, tai yra daugiau nei ryziy endosperme [10]. Ryziy sélenose yra gausu
antioksidaciniy medziagy, tokiy kaip tokoferoliai, y-orizanolis bei kity fenoliniy junginiy, kurie
mazina cholesterolio kiekj ir trombocity agregacija kraujyje, pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu

[2].

Ryziy antrinés maisto Zaliavos yra iSmetamos arba naudojamos paSary gamybai [11]. Pastaruoju
metu iSspaudy maistiniai komponentai placiai tyrinéjami, prieinant iSvados, kad jos gali buti
naudojamos kaip maisto ingredientas, nes turi daug maistiniy medziagy. Tac¢iau naudojant sélenas,
o ne ryziy iSspaudas turi biiti stabilizuotos tuoj pat jas pagaminus, dé¢l jose esancios lipazeés —
fermento, kuris greitai hidrolizuoja riebalus iki laisvyjy riebaly ragsciy (LRR) ir glicerolio, o tai
zymiai pablogina ryziy séleny kokybe. Lipolitinj aktyvuma galima pasalinti, taikant pazangias
stabilizavimo technologijas. Tokiu btuidu gauta medZiaga vadinama stabilizuotomis ryZiy sélenomis,
kurios pasizymi geru skoniu, didesniu tirpumu ir ilgesne galiojimo trukme. Pagrindiné ryziy séleny
stabilizavimo priemoné yra fermento veikimo sustabdymas termiskai apdorojant, pavyzdziui,
kaitinant mikrobangomis ar apdorojant ultragarsu. Papildomai fermentuojant probiotiniais
mikroorganizmais, galima pagerinti stabilizuoty ryziy séleny funkcines savybes [11].

Ryziy i§spaudy maistiniai komponentai pasizymi teigiama jtaka sveikatai, todél jos pradétos naudoti
jvairiy maisto produkty praturtinimui ir kaip funkcinis maistas. Ryziy iSspaudos pasizymi
panasiomis savybémis j prebiotiky. Tai nevirSkinamos plonajame Zarnyne medziagos, kurios
storajame zarnyne tampa prebiotiniy bakterijy maisto Saltiniu. Todél ryziy iSspaudos uzkerta kelig
Salmonella bakterijy dauginimuisi virskinamajame trakte [12].
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Ryziy antrinés zaliavos gali bati naudojamos papildy ir baltymy koncentraty gamyboje. Ryziy
iSspaudos yra ideali kepiniy sudedamoji dalis, gaminant daug skaiduly turin¢ius su sumazintu
riebaly kiekiu produktus. Maiste naudojamos maltos ryziy iSspaudos arba baltymy koncentraty
pavidalu. Jos turi buidingg zemés rieSuty aliejaus skonj, kuris naudojamas, gaminant uzkandzius ir
kepinius. Kepti produktai su ryziy isspaudy milteliais, tokie kaip sausainiai, bandelés, pyragaiciais
pasizymi geresne maistine verte, lyginant su kvietiniais miltais. Pakeitus 10 — 20 % ryziy i$spaudy
miltais kvietinius miltus, sausainiuose baltymy kiekis gautas didesnis 0,93 — 3,43 %, lyginant su
sausainiais tik i$ kvietiniy milty [12].

1.2. Ryziy baltymai
1.2.1. Ryziy baltymuy struktira

RyZiy baltymai yra linijiniai polimerai, sudaryti i§ L-a-aminortig§¢iy. Baltymy struktiira skirstoma j
pirming, antring, treting ir ketvirtineg (Zr. 1.1 pav.).
Ketvirtiné
Pirminé Antriné Tretine struktiira
struktiira struktiira struktira

1.1 pav. Baltymo struktiiros [13]

Pirmin¢ baltymy struktiira — linijiné polipeptidiné granding, sudaryta i§ L-o-aminoriig§¢iy, sujungty
tarpusavyje peptidiniais rySiais. Peptidiniu rySiu yra vadinamas stiprusis kovalentinis rysys,
susidarantis tarp vienos aminortgsties o-karboksigrupés ir kitos aminorfigties o-aminogrupés.
Peptidinéje grandinéje CONH- anglies atomas yra sp? hibridizuotos formos. C*,0 ir N atomai yra
vienoje plokstumoje, nes sudaro konjuguotgjg sistema. D¢l Sios sistemos vyksta tam tikri cheminiy
rys$iy poky¢iai. Dvigubasis rySys C=0 pailgéja, o C-N rysys sutrumpéja [13].

Galimi du peptidinés grupés iSsidéstymo buidai plokStumoje — cis- ir trans- konfigtiracija. Kai
peptidinio rySio O ir H atomai yra toje pacioje peptidinés grupés plokstumoje C*-N rysio puséje, jie
uzima cis- padétj, o kai peptidinio rySio O ir H atomai yra prieSingose peptidinése grupés
plokstumose C*-N rysio puséje, tuomet uzima trans- padeétj [13].

Antriné baltymy struktiira yra pirminés baltymo strukttiros iSsidéstymas erdvéje, ja stabilizuoja
vandeniliniai rysiai. Sios baltymy struktiiros grandinés gali bati i§déstyta dvejopai — sudaryti o
spirale arba B klostyta struktiirg. a spiralé dazna baltymo struktiira, kurig stabilizuoja vandeniliniai
ry$iai, esantys visose peptidinése grupése ir lemiantys spiralés stabilumg. Baltymuose paprastai
randama deSinioji a spiralé, kuri yra daug stabilesné negu kairioji. Desinioji a spiralé sukasi pagal
laikrodzio rodyklg (i8 kairés j deSing) ir tai lemia L-aminoriigs¢iy radikaly iSsidéstymas [13].
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Baltymy B klostyta struktiira yra gana iStesta, jg taip pat stabilizuoja tarpmolekuliniai vandeniliniai
rySiai arba vidiniai molekuliniai vandeniliniai rySiai.  klostyta struktiira skirstoma j lygiagrecia ir
antilygiagrecig. LygiagrecCioje polipeptidiniy grandiniy N-galai nukreipti | tg pacig pusg, o
antilygiagrecioje — j prieSingas puses [13].

Tretiné baltymy struktira yra polipeptidinés grandinés antrinés strukttiros elementy iSsidéstymas
erdveje. Pakitus tretinei struktiirai, kinta baltymo biologinis aktyvumas. Tretinés struktiiros baltymo
molekulés skirstomos j globulines ir fibrilines. Globuliniai baltymai dazniausiai yra elipsoido
formos, o fibriliniai — iStjsusios formos. Baltymo treting struktiirg stabilizuoja vandeniliniai,
elektrostatiniai rysiai, hidrofobiné sgveika ir kovalentiniai rysiai [13].

Baltymai, kurie sudaryti i§ dviejy ir daugiau polipeptidiniy grandiniy, tarpusavyje sujungty
nekovalentiniais rySiais, turi ketvirting struktiirg. Formuojantis ketvirtiniai struktiirai, baltymai
1§saugo pagrinding tretinés strukttiros konfigiiracija. Susiformavus §iai baltymo struktiirai, padid¢ja
stabilumas, sumaz¢ja santykinis pavirSius, turis. Ketvirting struktiirg turintys baltymai atsparesni
fermenty proteaziy ir temperatiiros poveikiui, denattracijai [13].

RyZiuose yra dviejy risiy baltymai — biologiSkai aktyviis (fermentai) ir biologiSkai neaktyviis
(atsarginiai baltymai), taip pat randama keliy tipy lipaziy. Be lipaziy yra amilaziy, katalaziy,
askorbo riigSties oksidaziy, citochromo oksidaziy, lipoksigenaziy, polifenolio oksidaziy,
dehidrogenaziy ir esteraziy. BiologiSkai neaktyviis baltymai yra ryziy azoto, anglies ir sieros
atsargos. Ryziuose pastebimi du morfologiskai skirtingi baltymy kiinai: sferinis su koncentruotais
sluoksniais (SBK) ir netaisyklingos formos tankus baltymo kinas (NBK), kuris kaupiasi, vystantis
ryzio gradui. SBK su koncentruotais sluoksniais yra sudarytas i§ prolaminy, o Kkristaliniuose
baltymuose yra gluteliny ir globuliny. Jy dydis svyruoja nuo 2 — 3 um skermens Kristalinio baltymo
iki 1 — 2 um skermens sferinio baltymo kiino. NBK daznai vadinami kristaliniais baltymy kiinais
dél baltymo matricoje pastebimos gardelés [14].

Fabian ir Ju (2011) tyrimai parodé, kad ryziy i$spaudy baltymai yra aukstos kokybés ir svarbiis
maisto ir farmacijos tikslams. Tai yra augalinis baltymas, kurj galima gauti i§ ryZiy iSspaudy,
gausus ir pigus Zemés tikio Salutinis produktas. Baltymy kiekis ryziy iSspaudy yra apie 10 — 15 %,
juos sudaro 37 % vandenyje tirpiy, 31 % druskos tirpale tirpiy, 2 % alkoholyje tirpiy ir 27 %
Sarmuose tirpiy baltymy. Dél unikaliy hipoalerginiy savybiy ir priesvézinio aktyvumo, juos galima
placiai pritaikyti. Jau prie§ kelis deSimtmecius buvo kalbama apie ryziy iSspaudy baltymy
ekstrahavima ir ryziy baltymy izoliaty gamyba [15].

1.2.2. Ryziy baltymy funkcinés savybés

Ryziy séleny baltymai laikomi vertingais, nes jie yra bespalviai, Svelnaus skonio, turi daug
nepakeic¢iamy aminoriig§¢iy, yra hipoalergiski ir hipocholesterolemiski [10]. Be to, ryziy iSspaudy
baltymy fizikinés, cheminés ir biologinés savybés pranasesnés uz sojy, bulviy krakmolo, Zemes
rieSuty, pupeliy baltymy [2]. Taciau, norint juos naudoti maistui, pageidautina, kad jie pasizyméty ir
kitomis savybémis, tokiomis kaip puty, geliy ir emulsijy sudarymo pajégumas.

Baltieji ir rudieji ryziai naudojami baltymy koncentraty, kuriy hidrolizés laipsnis 3,89 — 4,16 %,
gamybai. Optimali tokiy baltymy koncentraty proteolizé gauta, naudojant endoproteolitinius
fermenty preparatus ir kombinuotus endoproteolitinius bei egzopeptidazinius preparatus [16].
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Baltymy koncentratai, gauti i§ baltyjy ryziy, pasizymi geresnémis savybémis, nei koncentratai i$
rudyjy ryziy. Baltyjy ryziy baltymy puty sudarymo pajégumas nustatytas 5 — 6 kartus didesnis nei
rudyjy ryziy baltymy. Baltymy koncentratai pagaminti fermentinés hidrolizés biidu pasizymi
didesnémis tirpumo ir geresnémis vandens suri§imo ir puty sudarymo pajégumu. Taciau riebaly
absorbcijos savybés gautos mazesnés nei baltymy koncentraty, i§ nepaveiktos fermentais zaliavos.
Baltyjy ryziy baltymy koncentraty putojimo pajégumas artimas kiau$iniy albumino puty sudarymo
gebai. Ryziy baltymy funkcinés savybés priklauso nuo pasirinkto modifikavimo metodo,
proteolizés salygy ir ryziy tipo. Sios salygos uztikrina, kad baltymy koncentraty funkcinémis
savybémis buty galima stabilizuoti technologinj gamybos procesa bei pagerinti maisto kokybe [16].

1.3. Baltymy ekstrakcijos metodai ir priemonés jos efektyvumui padidinti
1.3.1. Osborno klasifikacija ir baltymy iSgavimas

Nesmulkinty ryziy griduose randama jvairiy rasiy baltymy, kurie remiantis Osborno klasifikacija,
skirstomi pagal frakcijos tirpumg j glutelinus (32,5 %), albuminus (30,9 %), globulinus (24,9 %) ir
prolaminus (11,6 %). Siy baltymy frakcijy pasiskirstymas ryziy i§spaudose priklauso nuo ryziy
veislés [2].

Gliutelinai yra pagrindiné ryziy baltymy sudedamoji dalis, ryziy i§spaudose jy randama 22,7 — 40,2
%. Sie baltymai mazai tirplis vandenyje dél disulfidiniy jungéiy ir hidrofobinés saveikos [2].
Sunkiai i§gaunami i§ iSspaudy dél savybés agreguoti, t.y. sudaryti stambius molekulinius darinius.
Gliutelinai yra netaisyklingos formos ryziy baltymai, geriausiai tirpsta, esant pH < 3 ir > 10 [14].
Gliutelinai pasizymi didziausia molekuline mase, lyginant su kitomis ryziy iSspaudy baltymy
frakcijomis, ir yra sudaryti i§ dviejy riSiy molekuliy subvienety. RugStiniams baltymams
priskiriami 30 — 39 kDa dydzio subvienetai, o baziniams — 19 — 25 kDa molekulinés masés
subvienetai. Rigstiniai ir baziniai subvienetai yra sujungti tarpmolekuliniais disulfidiniais rySiais,
taip susidarant gliuteliny molekuléms, kuriy bendra molekuliné masé svyruoja nuo 64 kDa iki 500
kDa [2]. Gliutelinai sunkiai hidrolizuojami, taciau naudojant stipresnj Sarmy tirpalg, gaunami o-
polipeptidai, kuriy molekuliné masé 34 — 39 kDa, ir B—polipeptidai, kuriy molekuliné masé 21 — 23
kDa [14].

Albuminai — tirptis vandenyje baltymai, koaguliuoja kaitinant; ryziuose jy randama 6,24 — 9,73 %,
molekuliné masé ~100 kDa. Cao ir kt. (2009) nustaté, kad albuminai sudaryti i§ 10 iki 20 kDa
molekulinés masés polipeptidy [2]. Wei ir kt. (2007) teigia, kad 16 kDa ryziy albuminai pasizymi
antioksidaciniu aktyvumu [17]. Gryno albumino iSskyrimas i§ ryziy i$spaudy yra sudétingas,
nepaisant to, kad jis lengvai iS§gaunamas, ekstrahuojant vandeniu kambario temperatiiroje. Taip yra
todél, kad augaluose randamos tam tikros druskos, todél albuminai ir globulinai visada yra
ekstrahuojami kartu. Norint isgauti gryna albumina, reikia taikyti ultrafiltracijg arba dialize [14].

Globulinai — druskos tirpaluose tirpts baltymai, savo struktiiroje turintys sieros. Ryziy iSspaudose
globuliny randama 12,5 — 24,9 % [2]. Siame baltyme néra lizino, tatiau yra dideli cisteino ir
metionino kiekiai [14]. Globuliny polipeptidiné grandiné yra stabilizuota disulfidiniais rysiais.
Ryziy endosperme esantys globulinai skirstomi j keturias subfrakcijas, kuriy molekuliné masés gali
svyruoti nuo 16 iki 130 kDa [2]. Ryziy globulinai nepasizymi geromis antioksidacinémis
savybémis, ta¢iau hidrolizuojant pepsinu, susidar¢ peptidai turi antioksidacinj poveikj [14]. Sie
peptidai yra sudaryti i§ 6 — 30 aminortgs¢iy liekany, kuriy molekuliné masé svyruoja nuo 6,7 iki 36
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kDa, o peptidai, turintys N-gale tirozino lickang, pasizymi didziausiu antioksidaciniu aktyvumu
[14].

Prolaminai — alkoholyje tirptis baltymai, dazniausiai ekstrahuojami 70 % etanoliu arba 50 %
propanoliu. Jie netirpsta arba beveik netirpsta vandenyje, bet lengvai tirpts riigstyse ar Sarmuose
[22]. Ryziy iSspaudose Siy baltymy yra 3,24 — 11,6 %, jy molekuliné masé 23 kDa. Cao ir kt. (2009)
nustaté, kad prolaminai sudaryti i$ trijy subvienety, kuriy molekulinés masés yra 10, 13 ir 16 kDa
[1]. Sie prolaminy subvienetai turi pana$y aminorag$éiy kiekj, yra daug glutamo ragsties, alanino,
glicino ir arginino, kiek mazesnis kiekis randamas lizino ir histidino [22].

Taikant Osborno frakcionavimg ryziy séleny baltymy iSgavimui, naudojant vandenj, NaCl tirpala,
60 % etanolj ir 0,1 M NaOH, galima iSgauti daugiau nei 90 % baltymy. Pramoniniu mastu,
naudojant kelis gavybos etapus, galima prarasti dalj produkto, tai reiskia mazesne iSeigg ir mazesnj
gamybos proceso efektyvuma [14].

Kitos medziagos taip pat gali biiti naudojamos kaip pagalbinés priemonés ryziy iSspaudy
baltymams ekstrahuoti. Plovikliai, riebaly riig8c¢iy druskos, reduktoriai (merkaptoetanolis,
ditiotreitolis), silpnos riigstys (acto, pieno) ir karbamidas, turintis stipry ardomajj poveikj
vandenilinéms jungtims. Taciau tirpikliai, turintys karbamido, acto rtigsties ir aliuminio laktato néra
pakankamai veiksmingi ryziy baltymams ekstrahuoti, o plovikliai nepasizymi pakankama tirpinimo
geba [14]. Kita vertus, naudojant disulfidinius rySius redukuojancius agentus kartu su natrio
laurilsulfatu, galima isgauti iki 80 % baltymy. Pagal Cynthia ir Yi [14], naudojant acto riigsties,
karbamido ir cetiltrimetilamonio bromido misinj, iSgauto baltymo kiekis sieké ~ 90 %, taciau Sis
misinys ir baltymy iSgavimo biidas néra tinkamas, jei norimg baltyma panaudoti maisto produkty
gamybai.

1.3.2. Baltymy ekstrakcija Sarmais

Didelio grynumo baltymus galima iSgauti, taikant ekstrahavimg S$armais, tac¢iau ekstrahuojant
cheminiais reagentais, keiciasi baltymy struktiira ir funkcinés bei bioaktyvios savybés. Esant didelei
Sarmy koncentracijai, vyksta nepageidaujamos baltymy modifikacijos: baltymy denatiiracija,
cheminiai amino rugsciy poky¢iai, suyrant aminortigS§tims ir vykstant jy racemizacijai, baltymy —
angliavandeniy saveikos (Mailardo reakcija), susiformuojant tamsiems pigmentams, taip pat
sumazinama maistiné verté dél toksiSky junginiy susidarymo, tokiy kaip lizinoalaninas [3].
Sarminés ekstrakcijos metu pakei¢iama baltymy antriné struktiira, t.y. susilpnéja a spiralés ir
B klostinés struktiiros [18].

Wang ir kt. (2015) nustaté, kad esant 0,03 M Sarmo tirpalo koncentracijai, baltymy tirpumas
padidéja, o baltymy pavirSiaus hidrofobiSkumas sumaz¢ja. Didesnés nei 0,03 M Sarmo
koncentracijos sukelia Sarming¢ denatiiracija, kurig daugiausia nulemia o spiralés struktiiros
suirimas. Vykdant baltymy ekstrakcija Sarmais, sumazéja nepakei¢iamy aminoragsciy kiekis, tokiy
kaip treoninas, cisteinas ir lizinas. Nepaisant to, Sis metodas placiai naudojamas pramonéje,
gaminant augalinés kilmés baltymy izoliatus [3].
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1.3.3. Nusodinimas izoelektriniame taske

Baltymy nusodinimui izoelektriniame taske didelés jtakos turi tokie parametrai, kaip pH, joninés
sgveikos stiprumas, baltymo konformacija, kruvio tankis ir polimery koncentracijos. Tirpale
sumaiSius du prieSingy kriiviy polimerus, vyksta jy susijungimas ir nusodinimas.

Naudojant polisacharidus, gali biiti nusodinamas didesnis baltymo kiekis. Baltymas, kurio kriivis
yra teigiamas, gali jungtis su neigiamai jkrautu polisacharidu, tuomet baltymo izoelektrinis taskas
tampa mazesnis, ir baltymas nusodinamas [19]. Alginatas ir karageninas, du anijoniniai
polisacharidai, dazniausiai naudojamai maisto produktuose kaip tirStikliai, stabilizatoriai ir
medziagos, gerinancios gelio struktiiros susidarymg. Pagal Betschart ir kt. [20], polisacharidai
pasizymi skirtinga geba nusodinti tam tikra baltymy kiekj, esant pH 2 — 4. Naudojant alginata ir
karagening, esant pH 4, iSkrinta pana$us kiekiai baltymy. Tai paaiSkinama tuo, kad esant §iam pH,
ryziy baltymai turi labai mazai kriviy, kurie gali sgveikauti su polisacharidais. Ryziy iSspaudy
baltymy izoelektrinis taSkas yra tarp pH 4,0 ir 5,5. Remiantis Velings ir Mestdagh [21] tyrimais,
alginatas jgauna kruvj, tik esant pH > 2. Neigiamas alginato kravis padidéja, didinant pH, tuo atveju
padidéja ir nusodinamy baltymy kiekis. Kita vertus, kadangi ryziy i$spaudy baltymy izolektrinis
taskas yra arti pH 4, teigiamas baltymo kriivis turi tendencija mazéti. Karageninas yra stiprus
anijonas, suteikiantis neigiama krtvj. Todél atsiranda nedidelis polisacharido kriivio pokytis, esant
pH 2 — 3,5. Didziausias baltymy nusodinimas jvyksta, esant tam tikram pH ir polisacharido/
baltymo kiekio santykiui. Taip yra todél, kad polisacharido kiekis parodo, kiek polisacharidy
molekuliy yra tirpale, o tirpalo pH nusako gryngjj jonizuoto polisacharido kriivj tirpale. Naudojant
karagenina, didziausia gauta baltymy iSeiga i§ ryziy iSspaudy ekstrakto yra 95 %, kai pH 3,5 ir
karagenino/ baltymo santykis 2:1, o naudojant alginata, maksimali baltymy iseiga — 93 %, kai pH
3,5, 0 alginato/ baltymo santykis 1:1 [19].

Be to, baltymy ir polisacharidy kompleksas gali biiti naudojamas mikrokapsuliy, naujy biomedZiagy
ir maisto pakuociy gamyboje [19].

Amonio sulfatas — taip pat vienas labiausiai naudojamy reagenty baltymams nusodinti. Didelis
druskos kiekis nusodina didelj kiekj baltymy, skatindamas jy susijungimag ] stambias molekules

(agregacija) [2].
1.4. Priemonés baltymy ekstrakcijai padidinti ir jy funkcinéms savybéms modifikuoti
1.4.1. Fermentiné hidrolizé

Fermentinés hidrolizés buidu padidinamas baltymy kiekis 1§ ryziy iSspaudy, pridedant proteolitiniy
fermenty. Si efektyvinimo priemoné yra pigi, specifiska, padeda isskirti biologikai aktyvius ir
antioksidacinius peptidus bei sumazina baltymy alerginj potencialg. Baltymai, iSskirti fermentinés
hidrolizés biidu, grei¢iau absorbuojami virSkinamajame trakte, naudingos medziagos nukreipiamos ]
kraujg ir organus, taip sustiprinama imuniné sistema [22].

Baltymy i$skyrimui naudojant fermenting hidroliz¢, gaunamos geresnés baltymy funkcinés savybés
— tirpumas, emulsijy ir puty sudarymo pajégumas, taip pat pasikei¢ia baltymo molekuliné masé.
Baltymo struktiiros pakitimai fermentinés hidrolizés metu leidzia geriau sulaikyti aliejy ir vanden;.
Sios hidrolizés metodo efektyvumas priklauso nuo fermento tipo, pH, temperatiiros, reakcijos laiko
ir fermento koncentracijos [22].
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Amilaze gamina daugybé gyviny, augaly, bakterijy, gryby ir pelésiy, taciau biotechnologijy srityje
daugiausiai naudojamos bakterinés ir grybinés kilmés o-amilazés. Daznai a-amilaziy gamybai
naudojamos jvairios Bacillus spp. rasys [23]. Naudojant a-amilazg [23], hidrolizuojamas krakmolas
ir iSlaisvinami baltymai, taip pagerinamas ekstrahavimo efektyvumas ir padidindamas laisvyjy
baltymy tirpumas. Naudojant o-amilaze ir fitaze, padidinama baltymy ekstrakcija, slopinant
baltymy sgveikg su krakmolu ir fitatais iSspaudose, kurie trukdo baltymy ekstrakcijai [14].
Apdorojant o-amilazémis ryziy iSspaudas (pH 6,5; 95 °C, 45 min.) ir efektyviai paSalinus likusj
krakmola ir Kitas priemaisas, baltymy iSeiga galima padidinti iki 13,4 % [14].

Kumagai ir kt. (2006) istyré virSkinamuma ryziy baltymy, iSgauty taikant Sarming ekstrakcijg ir
krakmolo hidroliz¢ a-amilaze. Rezultatai parodé, kad iSskirty Siais dviem biidais baltymy kiekis
sudare, atitinkamai 84,7 % ir 78,2 %, taip pat, aminoriig§¢iy atzvilgiu abi baltymy grupés tur¢jo
gana panaSias kompozicijas, nors cisteino ir metionino po Sarminés ekstrakcijos nustatyti mazesni
kiekiai. Tiriant virSkinamumg Su pepsinu ir pankreatinu imituotomis in vitro saglygomis, baltymy
struktiiros analizé parod¢, kad Sarminiu biidu iSskirty baltymy virSkinamumas didesnis, nei
iSekstrahuoty, atlikus krakmolo hidroliz¢ amilaze. Baltymy elektroniné mikroskopija parodé, kad
Sarminiu bidu iSekstrahuoti gliutelinai buvo transformuoti | mazas, amorfiskas granules, o po
hidrolizés a-amilaze iSlaiké daling baltymy struktiira. Tuo metu prolaminai, nors ir islaiké savo
struktiirg, taciau sudaré dvigubus sluoksnius, tai parodo, kad prolaminai yra jautris Sarminei
aplinkai. Baltymy vir§kinimg lemia prolaminy ir gliuteliny struktiiriniai poky¢iai, kuriuos sukelia
ekstrahavimas Sarminiu biidu [24].

Ryziy produktas, kuriame yra 65 % baltymy, gali biti gaunamas, jprastus ryziy miltus apdorojant
Termamyl 120 L a-amilaze 90 °C temperatiiroje, 30 min [25]. Tokiu biidu isskirto baltymo fizikinés
ir cheminés savybés iSlieka nepakitusios. Papildomas angliavandeniy skaidymas hidrolizuojanciais
fermentais gali padidinti ne tik baltymy kiekj iki 70 %, bet taip pat padidinti krakmolo hidrolizg iki
DE > 15. Procediira yra veiksminga krakmolo hidrolizei, taciau ne tokia efektyvi celiuliozés ir
hemiceliuliozés hidrolizei. Taigi tokioje netirpioje frakcijoje, be baltymy, yra nemazas Kiekis
netirpiy skaiduly [25].

Baltymy hidrolizei taip pat placiai naudojamos mikrobinés kilmés egzoproteazés ir endoproteazés
[8]. Naudojant proteazes ryziy iSspaudy baltymy hidrolizei, galima padidinti baltymy tirpuma ir
ekstrakcijos efektyvumg. Egzoproteazés atskelia atskiras aminortigstis i§ abiejy peptidinés
grandinés galy, o endoproteazés suskaido peptidinius rySius polipeptidinés grandinés viduje. Pagal
Cynthia ir Yi (2011) [14], naudojant endoproteaziy ir egzoproteaziy misinj, galima iSgauti iki 87,6
% baltymy, 0 naudojant alkalazes ir endoproteazes — iki 81,4 % baltymy (ekstrakcijos salygos — pH
8 ir 50 °C). Remiantis Hamada atliktais tyrimais [26], baltymy iSeiga i§ ryziy iSspaudy galima
padidinti iki 92 %, padidinus baltymy hidrolizés laipsnj (DH) iki 10 %. Ryziy i$spaudy baltymus
taip pat galima efektyviai iSekstrahuoti, naudojant proteolize iki 2 % DH su Na>SOs ir (arba) NDS
(0,2 mmol/g baltymy). Baltymy iSeiga tuo atveju padidéja nuo 74 % iki 84 %, atitinkamai naudojant
Na;SOs, NDS ir abi medziagas kartu. Naudojant reagentus atskirai, gaunami plataus spektro
vidutinio dydzio peptidy baltymy hidrolizatai, kuriuose 78 % baltymy molekuliné¢ masé yra 11 — 68
kDa ribose [26].

Proteaziy naudojimas gali biiti veiksmingas biidas iSgauti auksStos kokybés ir pridétinés vertés
ingredientus skirtus maistui i$ ryziy iSspaudy. Naudojant bakterinés kilmés (Bacillus licheniformis
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LBA 46) ir komercing (Alcalase 2,4 L) proteazes, ryziy baltymy hidrolizatai pasizyméjo
bioaktyvumu, iSreiSkus Trolokso ekvivalentu, atitinkamai 18,78 (TE) ir 19,31 TE umol/g [27].

Kadangi celiuliozé ir hemiceliuliozé sudaro didzigjg dalj ryZiy iSspaudy angliavandeniy, naudojant
hemiceliulazes (65 °C; pH 4), galima isgauti iki 46 % baltymy, 0 naudojant tik celiulazes,
iSgaunama iki 35 % baltymy. Naudojant fermentus, hidrolizuojancius ksilang, gaunamas didesnis
baltymy ekstrakcijos i$ ryziy iSspaudy efektyvumas — baltymy iSgaunama iki 55 % [14]. Pagal Guan
ir Yao (2008) [1], kad karbohidraziy, tokiy kaip arabanazé, celiulazé, hemiceliulazé ir ksilanazé
kompozicija, gali veiksmingai nutraukti jungtis polisacharidy matricoje ir taip iSlaisvinti daugiau
tarplasteliniy baltymy. Naudojant fermenty kompozicija, esant 50 — 65 °C temperatarai ir pH 3,8,
baltymy iSgaunama iki 57 %.

1.4.2. Apdorojimas ultragarsu

Ultragarsas yra viena i§ greity, plafias panaudojimo galimybes turin¢iy ekologisky technologijuy,
pastaraisiais metais naudojamy maisto pramonéje. Apdorojimas ultragarsu naudojamas jvairiose
maisto technologijy srityse kristalizavimui, ekstrahavimui, dziovinimui, filtravimui, emulsijy
sudarymui, sterilizavimui ir kt. Ultragarso kavitacija yra viena i§ inovatyviy priemoniy, taikomy
jvairiy augaliniy substraty stabilizavimui, struktirizavimui, mikroorganizmy fermentiniy sistemy
aktyvinimui ir vertingy ingredienty efektyvesniam i§gavimui [6].

Ultragarsas — tai specialaus tipo garso bangos, kurios paprastai sukuriamos nuo 20 kHz iki 100
MHz diapazone. Sklisdamos garso bangos sudaro suslégimo ir iSretinimo zonas, galin¢ias nutraukti
Van der Valso jégas. Kai slégio kitimas pakankamai didelis, tada skyscio slégis tampa mazesnis nei
jo gary sleégis, ir atsiranda vakuuminiy burbuliuky, kurie didéja tol, kol vir§ijama jy vidiné
pusiausvyra. Vir$ijus Sig pusiausvyrg, vanduo staiga suspaudZzia Siuos burbuliukus ir jie suyra,
susidarant daug mazy burbuliuky, vadinamy ,,karstu tasku® (Zr. 1.2 pav.) [28].
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1.2 pav. Kavitacijos burbuliuko dinamika [28]

Efektyviam junginiy iSgavimui jtakos turi bandinio susmulkinimo laipsnis, drégmés kiekis, daleliy
dydis ir tirpiklis. Pagrindiniai parametrai, taikant ultragarsa, yra intensyvumas, pH, temperatiira,
daznis, trukmé, tirpiklio koncentracija ir tirpiklio bei kietos medziagos santykis. Tirpiklio rasis taip
pat daro didel¢ jtaka ekstrahavimo efektyvumui. DaZniausiai naudojami tirpikliai yra metanolis,
acetonas ir etanolis. Pagal Mason [29], ultragarsas turi keleta savybiy, kurios gali padidinti
komonenty ekstrahavimo efektyvuma, pavyzdziui, didesné difuzija, didesnis masés perdavimas,
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augalinés Zaliavos lasteliy suskaidymas, didesnis tirpiklio jsiskverbimas j medziagg ir ultragarso
kapiliarinis poveikis.

Taikant Zaliavos komponenty ekstrakcijai ultragarsa, gaunama didesné iSeiga ir greitesné
ekstrakcijos kinetika. Ekstrahavimo efektyvumo padidéjimas yra priskiriamas kavitacijos reiskiniui,
kurj tirpiklyje sukuria praeinanti ultragarso banga. Ultragarsas veikia mechaniskai, suskaidydamas
matricg ir sukeldamas mazesniy daleliy susidaryma, tokiu biidu padidinamas ekstrakcijos tirpiklio
pavirSiaus plotas [7]. Taip pat procesas leidzia sumazinti temperatiira, sudarant salygas termolabiliy
junginiy iSgavimui [30].

Didelio intensyvumo ultragarsas kei¢ia baltymy struktiiros konformacija, paveikdamas
vandenilinius rysius ir hidrofobines sgveikas dél kavitacijos reiskinio. Baltymams ultragarsas
sukelia makroskopinius pokycius, tokius kaip sumazéjes klampumas, drumstumas. Taip pat
pakei¢ia funkcines savybes — gelio sudaryma, tirpumg, putojima [8]. Apdorojimas ultragarsu
padidina tirpiy baltymy i$skyrimg i8 ryziy j vandenj, dél kavitacijos reiskinio [31].

Nustatyta, kad apdorojimo ultragarsu temperatiira jtakoja baltymy ekstrakcijos efektyvumg. Pagal
Li ir kt. [31], keliant temperatiira, padidéja tirpiy baltymy iSeiga, tai paaiSkinama termodinaminiu
poveikiu: auks$tesné temperatiira pagreitina zaliavos suminkstéjima ir iSsiptitima, padidina difuzijg ir
ekstrahuojamy junginiy tirpumag [31]. Taip pat, ultragarso panaudojimas efektyviai pagerina
fermenting hidroliz¢ ir reik§mingai padidina ryziy sélenose esanciy tirpiy baltymy iSeigg ir jtakoja
ryziy baltymy strukttros poky¢ius [31].

O ryziy sélenose yra fermento lipazés, kuris daro jtaka riebaly hidrolizei iki laisvyjy riebaly riigsciy
(LRR) ir glicerolio, o tai reik§mingai sumazina ryziy séleny kokybe, todél norint sé¢lenas panaudoti
kaip vertinga maisto ingredienta, jos turi biti stabilizuotos [11]. Sie triikumai gali biiti pasalinti,
naudojant pazangias stabilizavimo technologijas. Tokiu biudu gauta medZziaga vadinama
stabilizuotomis ryziy sélenomis, pasizyminciomis priimtinu skoniu, didesniu komponenty tirpumu
ir ilgesne galiojimo trukme. Pagrindiné ryziy séleny stabilizavimo priemoné yra fermento lipazés
deaktyvavimas, hidrotermiskai apdorojant, pavyzdziui, ultragarsu.

1.5. Ryziy baltymy geliy charakteristika
1.5.1. Ryziy baltymy izoliaty, hidrolizaty ir koncentraty charakteristika

Ryziy baltymy koncentratas — gryniausias, kokybiSkiausias baltymas, nes yra mazai apdorotas.
Sudétyje turintis nedidelj kiekj angliavandeniy ir lipidy. Aukstos kokybés baltymai iSgaunami
Zemoje temperatliroje, mazo rugstingumo salygomis, vengiant baltymo denattiracijos (pazeidimo),
atliekant ultrafiltracijos (UF) procesa. Fizikinio atskyrimo metodu, naudojant slégj per mikroporine
membrang atskiriami baltymai. Taip gaunama pagrindiné zaliava — ryziy baltymy koncentratas,
kuriame baltymo koncentracija yra nuo 70 % iki 80 % baltymy [56].

Ryziy baltymy koncentratai, kuriuose baltymy kiekis sausoje fazéje yra didesnis nei 90 %, vadinami
ryziy baltymy izoliatais (RBI). Izoliatai gaminami naudojant jony keitimo metoda, turi didziausig
baltymy kiekj viename grame. Pazangesni izoliaty gamybos budai — mikrofiltracija (MF),
ultrafiltracija (UF), kryzminio srauto filtracija (CFM), kurie leidzia baltymy koncentracija padidinti
iki 95 %. Siy gamybos metody privalumas, kad nevyksta baltymy denatiiracija, todél yra
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iSsaugomas baltymy tirpumas [57]. Todél Sie budai leidzia gamintojui pagaminti geros kokybés ir
aukstos biologinés vertés produkta.

Hidrolizatai — fermentinés hidrolizés badu gauti baltymai. Kokybiskiausi hidrolizatai — gaminami is
ultra ir mikrofiltruoto izoliato, naudojant proteolitinius fermentus. Hidrolizés proceso metu,
baltymy molekulés, veikiamos specifiniy fermenty, suskaidomos j mazesnés molekulinés masés
junginius: di ir tri peptidus, taip pat gaunama ir laisvos aminorigstys [58]. Siais budais iigauti
baltymai yra panaudojami praktiskai formuojant jvairaus stabilumo gelines struktiras.

1.5.2. Ryziy baltymy geliy susidarymas ir savybés

Geléjimas yra reiSkinys, susij¢s su polimery grandiniy susijungimu, kurio metu yra suformuojamas
trimatis tinklas, kuris sulaiko ir imobilizuoja vandenj, kad susidaryty standi struktiira. Gelio
susidarymas yra savaiminis procesas i$ polimero dispersijos arba daleliy suspensijos, veikiant
termiSkai ar keic¢iant pH. Gelis susidaro, vykstant daleliy arba makromolekuliy agregacijai, kurios
metu sukuriamas tinklas, apimantis visg ttrj. Geliai gali susidaryti, vykstant fiziskai (Siluma, slégis)
ar chemiskai (rogstys, jonai, fermentai) sukeltoms gelinimo reakcijoms. Gelio sudarymas labiausiai
priklauso nuo: temperatiiros, slégio, pH, fermenty, tirpiklio kokybés, gelinimo agento
koncentracijos, molinés masés/ polimerizacijos laipsnio [9]. Didelis angliavandeniy kiekis ryziy
iSspaudose gali sukelti mazg ryziy baltymy geliy grynumg. Jie gali biti pasSalinami, naudojant
angliavandenius hidrolizuojancius fermentus — a-amilazg, hemiceliulaze ir celiulaze [33].

Terminis budas, naudojamas baltymy geliy sudarymui, yra labiausiai paplitgs buidas. Proceso
pradzioje vyksta molekuliy i$siskyrimas ir atsipalaidavimas dél terminio poveikio. Véliau vyksta
molekuliy agregacija, susidaro didelés molekulinés masés kompleksai. Pirmasis etapas yra
griZtamasis, o antrasis — negrjztamas procesas. Pagrindiné funkcija atitenka disulfidiniams (-S-S-)
rySiams ir hidrofobiniai sgveikai. Aukstas slégis suteikia galimybe modifikuoti funkcines molekuliy
savybes, palaikomos reakcijos, dél kuriy sumazéja bendras sistemos turis, kuris sukelia vandens
sumazéjima, o esant dideliam slégiui, terpés pH mazéja. Geliy, gauty naudojant slégj ir Silumg
teksttra ir reologinés savybeés skiriasi. pH pokyciai dél rugsciy pridéjimo keicia molekulés grynajj
kraivj, todél keiCia sgveikg tarp molekuliy ir tirpiklio, tai yra, hidratacines savybes. Be to, drusky
tirpumas kinta, priklausomai nuo pH, dél ko susidaro gelis. Fermenty sukeltas geléjimas pagrjstas
kovalentiniy kryZminiy jungéiy susidarymu. Fermentai, naudojami gelio struktorai sudaryti, yra
transgliutaminazés, peroksidazés, proteazés ir polifenolio oksidazés. Gelis susidaro, tik virSijant
minimalig baltymo koncentracija [34].

Yra du geliy daleliy susidarymo mechanizmai: nuolatinis faziy susidarymas ir disperguoty faziy
susidarymas (zr. 1.3 pav.). Metodai skiriasi proceso etapy tvarka, o tai lemia skirtingas gelio daleliy
savybes. Nuolatinis faziy susidarymas jvyksta tada, kai pirmiausia susidaro gelis, o véliau
suskaidomas ] maZesnes daleles. Disperguoty faziy susidarymo metodas pagrjstas, kad pirmiausia
susidaro laseliai, kuri véliau virsta gelio dalelémis [34].

Tiriant ryziy baltymy geliy struktiirg elektroniniu mikroskopu, nustatyta, kad jy struktiira panasi |
lesiy. Sie baltymai sukuria tvirtesnj, tankesnj trimatj tinkla [35]. Ryziy i§spaudy baltymus sumaisius
su iSriigy baltymy koncentratu, susidaro baltymy agregatai, ta¢iau mazesnés ir rutuliSkos formos
baltymai susijungia plonais fibriliniais sitleliais. Padidinus iSspaudy baltymy ir iSriigy baltymy
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santykj (1:2), tinklas tampa smulkesnis. Susidariusi tokia struktiira suteikia galimybe vandeniui
sulaikyti ir geliui formuotis [35].

Polimeriné
grandiné

\_’QZS\ tirpale

Laseliy
formavimasis
Susijungimo

Zonos

Laseliy
sumazéjimas
Gelio
suskaidymas

o /8 Drégmeés
] 'l/ sumazéjimas
1.3 pav. Gelio struktiiros susidarymo mechanizmas [34]

Baltymy geliy tekstiiros ir funkcinés savybés gali skirtis, priklausomai nuo apdorojimo salygy.
Ryziy iSspaudy baltymy geliai naudojami jvairiuose maisto produktuose, tokiuose kaip kavos
balinimo priemonés, priedai, gérimai, konditerijos, mésos ir duonos gaminiai. Ryziy baltymy geliai
kartu su polisacharidu pululanu naudojami valgomosioms pléveléms gaminti, Kurios pasizymi geru
atsparumu tempimui. Pridedant propilenglikolio alginato (PGA) ir aliejaus, sukuriamas atsparumas
vandens garams ir sudaromos hidrofobinés salygos. KryZminis aminortiigs¢iy ir PGA sujungimas
pagerina plévelés stiprumg per kovalentinj rysj, esant aukstam terpés pH [34, 36].

Atsizvelgiant | ryziy iSspaudy baltymy kokybe, jie vis placiau naudojami maisto produktams
praturtinti. Be to, sparciai did¢jant augaliniy baltymy paklausai, jie i§ rinkos i$stumia gyviininés
kilmeés baltymus. Taciau ryziy séleny naudojimas maistui yra ribojamas dél riebaly hidrolizes,
laisvyjy riebaly riig§¢iy susidarymo. Véliau §is procesas turi jtakos pasalinio skonio susidarymui dél
riebaly oksidacijos. Prie§ naudojant ryziy s€lenas kaip maisto ingredientg arba gaminant ryziy
séleny baltymy gelius, naudojama lipazé riebalams pasalinti [33].

1.5.3. Ryziy baltymuy geliy funkcinés savybés

Didel¢ dalis maisto produkty turi gelio struktiira, pvz: uogienés, zelé, konditerijos gaminiai,
desertai, vaisiy ir darzoviy pagrindu paruosti produktai. Norint pasiekti gelio forma, visada
naudojamas vienas ar keli gelinimo agentai. Dazniausiai hidrokoloidai gaunami i$ natiiraliy Saltiniy,
savo sudétyje turinéiy daug polisacharidy ir baltymy. Sie junginiai suteikia vandeninéms
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dispersijoms tirStuma ir gelio formg, padidina puty stabilumg, emulsijy sudarymo gebg, mazina
sinereze ir taip pat padidina vandens sulaikyma [9].

Kadangi gelio susidarymas i§ esmés yra zolio (skysé¢io) transformacija j gelio (kieto kiino) biisena,
jos metu keiciasi klampumo ir elastingumo savybés. Gelis yra tarpiné fazé tarp kietos ir skystos
disperinés fazés, pasizymintis elastingumu ir tekéjimo savybémis. Kitaip tariant, formuojant gelj
vyksta nepertraukiamy ir nenutriikstamy faziy mainai. Todél atsiranda poreikis matuoti reologines
gelio (produkto) charakteristikas. Reologinés savybés nustatomos, esant dideléms deformacijoms,
tai yra matuojamos lazio, plySimo charakteristikos, tokios kaip jtempimas. Reologinés savybés
priklauso nuo gelio molekulinio tinklo [9].

Baltymy geliy funkcinés savybés — vienas i§ pagrindiniy kriterijy, kuris nulemia baltymy
Jsisavinimg ir priimtinumg. Baltymy funkcinés savybés apibréziamos pavirSiaus hidrofobiSkumu,
tirpumu ir emulgavimo savybémis. Baltymo funkcines savybes daugiausiai nulemia fizikings,
cheminés bei struktiiros savybés [33]. Ryziy baltymy geliai pasizymi geru emulsijy sudarymo
pajégumu ir emulsijy stabilumu, Sios savybés rodo, kad juos galima naudoti kaip riebaly
emulsiklius.

Tirpumas yra viena pagrindiniy funkciniy savybiy, kuris nulemia baltymo panaudojimo galimybes.
Adebiyi ir Ogawa [33] teigia, kad baltymy tirpumas glaudZziai susij¢s su emulsijy sudarymo ir
putojimo savybémis. O pavirSiaus hidrofobiSkumas koreliuoja su pavirSiaus, tarpsluoksniy
jtempimu ir emulsijos stabilumu. Taciau baltymy tirpuma gali pakeisti tokie veiksniai, kaip pH,
druskos koncentracija, tirpiklio dielektrin¢ konstanta ir temperatiira. Siy salygy poky¢iai skatina
elektrostatinés ir hidrofobinés sgveikos pokycius baltymy struktiroje, dél ko atsiranda naujos ir
kintancios struktiiros konformacijos, turinCios jtakos ryziy baltymy geliy funkcinéms savybéms

[33].

Ryziy i8spaudy baltymy geliai geriau tirpsta, esant aukStesniam pH. Pagal Bera ir Mukherjee [37],
ryziy iSspaudy baltymy geliai geriausiai tirpsta (> 75 %), esant pH 9,0 — 10,5, ir maziausiai (~ 13
%), esant pH 4,5 — 5,5. Tai susij¢ su azoto tirpumo padidéjimu vir§ ir Zemiau ryziy iSspaudy
baltymy izoelektrinio tasko (pH 4,5). Esant riigStiniam pH, §is padidéjimas yra neZymus, nes jtakos
turi fitatai, kurie su baltymais sudaro netirpius kompleksus. Pagal Gnanasambandam ir
Hettiarachchy [38], didziausias azoto tirpumas (82 ir 57 %) nustatytas, esant pH 10, o maziausias (8
ir 5 %) — esant pH 4 [14].

1.5.4. Ryziy baltymy geliy bioaktyvios savybés

Vis didéja susidoméjimas maisto produktuose naudojamy baltymy bioaktyviomis savybémis.
Antioksidantai uzima svarbig vieta kasdieninéje zZmoniy mityboje, nes laisvieji radikalai nuolat
gaminasi zmogaus metabolizmo metu ir gali sukelti rimty sveikatos problemy bei pakenkti
organinéms biomolekuléms, kurios skatina DNR poky¢ius. Antioksidantai — medziagos,
apsauganc¢ios nuo laisvyjy radikaly susidarymo pertekliaus [39]. Tyrimai nustatyta, kad baltymy
hidrolizatai ir peptidai pasiZymi aukStu antioksidaciniu pajégumu ir veikia kaip nattraliis
antioksidantai. Peptidai, turintys antioksidaciniy savybiy ir kuriy aminortigséiy dydis svyruoja nuo
2 iki 10 vienety, slopina biologiniy makromolekuliy oksidacijg [49].
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Dawidowicz ir Olsszowy [40] nustaté, kad ryziy iSspaudy nehidrolizuoty baltymy geliai pasizymi
maziausiu antioksidaciniu aktyvumu, esant pH 2. Padidinus pH iki 6,5 ir 8,0, DPPH radikalo
antioksidacinis aktyvumas padidéja. Lyginant su hidrolizuoty 25 ir 120 min., esant pH 2,0; 6,5; 8,0,
ryziy baltymy geliy antioksidacinj aktyvuma, pastebéta, kad ilgesné hidrolizés trukmé padidina
antioksidacinj aktyvuma [39].

1.6. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Literaturos apzvalgoje pateikta ryziy cheminés sudéties komponentai, baltymy struktiira, funkcinés
savybés. Nurodyta baltymy ekstrakcijos metodai, priemonés baltymy ekstrakcijai padidinti ir
funkcinéms savybéms modifikuoti bei iSnagrinéta ryziy baltymy geliy charakteristikos.

Ryzius sudaro trys pagrindinés dalys — endospermas arba baltieji ryziai (~70 %), lukstas/ luobelés
(~20 %) ir s¢lenos (~10 %) [2]. Nesmulkintuose ryziuose yra 63,6 — 73,2 % angliavandeniy, 1,5 —
2,3 % riebaly, 5,8 — 7,7 % baltymy, 2,9 — 5,2 % peleny [2]. Ryziy baltymai yra linijiniai polimerai,
sudaryti i§ L-a-aminoriig§ciy. Baltymy struktiira skirstoma i pirming, antring, treting ir ketvirting.

Baltymy isskyrimui naudojant fermentine hidrolizg, gaunamos geresnés baltymy funkcinés savybés
— tirpumas, emulsijy ir puty sudarymo pajégumas, taip pat pasikei¢ia baltymo molekuliné masé.
Baltymo struktiiros pakitimai fermentinés hidrolizés metu leidzia geriau sulaikyti aliejy ir vanden;.
Sios hidrolizés metodo efektyvumas priklauso nuo fermento tipo, pH, temperatiiros, reakcijos laiko
ir fermento koncentracijos [22]. Taikant zaliavos komponenty ekstrakcijai ultragarsa, gaunama
didesné iSeiga ir greitesné ekstrakcijos kinetika. Didelio intensyvumo ultragarsas kei¢ia baltymy
struktiros konformacija, paveikdamas vandenilinius rySius ir hidrofobines sgveikas dé¢l kavitacijos
reiSkinio. Baltymams ultragarsas sukelia makroskopinius pokycius, tokius kaip sumazgjes
klampumas, drumstumas. Taip pat pakeicia funkcines savybes — gelio sudaryma, tirpuma, putojima
[8]. Apdorojimas ultragarsu padidina tirpiy baltymy i$skyrimg i§ ryziy j vandenj, dél kavitacijos
reiSkinio [31].

Gelis susidaro, vykstant daleliy arba makromolekuliy agregacijai, kurios metu sukuriamas tinklas,
apimantis visg tiirj. Geliai gali susidaryti, vykstant fiziSkai (Siluma, slégis) ar chemiskai (ragstys,
jonai, fermentai) sukeltoms gelinimo reakcijoms. Gelio sudarymas labiausiai priklauso nuo:
temperatiiros, slégio, pH, fermenty, tirpiklio kokybés, gelinimo agento koncentracijos, molinés
masés/ polimerizacijos laipsnio [9]. Daziausiai geliniai struktirai susidaryti naudojami fermnetais
yra transgliutaminazés, peroksidazeés, proteazes ir polifenolio oksidazés. Gelis susidaro, tik virSijant
minimalig baltymo koncentracijg [34]. Taciau didelis angliavandeniy kiekis ryziy iSspaudose gali
sukelti maza ryziy baltymy geliy grynuma. Jie gali buti paSalinami, naudojant angliavandenius
hidrolizuojanc¢ius fermentus — o-amilaze, hemiceliulaze ir celiulaze [33]. Fermenty sukeltas
geléjimas pagrjstas kovalentiniy kryZzminiy jungéiy susidarymu. ISnagrinéty straipsniy metodikos,
gauti rezultatai, vyraujancios tendencijos pritaikytos atliekant baigiamajj darba ir aprasSant
rezultatus.

22



2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimo objektai

Zaliava. Ryziy i$spaudos (RI) gautos i§ jmonés X (Beckum, Vokietija) po ryziy augalinio gérimo
gamybos (18 kHz ultragarsu 2 min., 60 °C, 4.8 kW) (2.1 lentel¢). Eksperimentui atlikti, RI
i8dziovintos 35 °C temperatiroje iki 14 % drégnio ir sumaltos laboratoriniu maltinu. Méginiai
laikyti 4 °C temperatiiroje Saldytuve.

2.1 lentelé. Pagrindiniai ryziy i$spaudy (RI) cheminés sudéties komponentai

. L. . Skaidulinés . .
Medziaga | Drégnis, g/ 100 g | Baltymai, g/ 100 g medziagos, g/ 100 g Riebalai, g/ 100 ¢
RI 14,00 £1,41 21,93 0,26 45,34 + 1,64 9,93+0,93

Pramoninis baltymy koncentratas (RBK), jsigytas i§ jmonés MyProtein (Northwich, JK) (2.2
lentelé), naudotas baltymy geliy gamybos eksperimente.

2.2 lentelé. Pagrindiniai ryziy baltymy koncentrato (RBK) cheminés sudéties komponentai

.. L. . Skaidulinés . .
Medziaga | Drégnis, g/ 100 g | Baltymai, g/ 100 g medZiagos, g/ 100 g Riebalai, g/ 100 g
RBI 2,47 £0,23 78,00+ 0,39 8,00+0,34 2,10 £ 0,26

Fermentai. Ryziy iSspaudy fermentinei hidrolizei naudoti pramoniniai fermenty preparatai:
AlphaStar PLUS (0-amilazé) ir CeluStar XL (celiulazé/ ksilanazé) (Dyadic International Inc., JAV)
bei SQzyme PS-NL (neutrali proteazé) (Suntaq International Limited, Kinija) (2.3 lentel¢). Baltymy
modifikavimui parinkti du skirtingo veikimo fermentai: transgliutaminazé (Franken Biochem Co,
Kinija) ir neutrali proteazé¢ (SQzyme PS-NL). Eksperimentui ruosti darbiniai fermenty tirpalai,
praskiedus fermenty preparatus distiliuotu vandeniu santykiu 1:100.

2.3 lentelé. Fermenty preparatai ir jy charakteristikos

_ . Optimali
Aktyvumas, AKktyviis . . . | Optimalus _
Preparatas . Mikroorganizmai temperatiira,
Viml fermentai pH o
AlphaStar PLUS 12000 a-amilazé Bacillus subtilis 6.0-7.0 65— 75
> 45000 Celiulaze/ i
CeluStar XL e Trichoderma 3575 3560
> 34000 Ksilanazé reesel
SQzyme PS — NL 10000 Proteinazé Bacillus subtilis 6.0-75 30-65
. N . .. | Streptoverticillium
Transgliutaminazé | 100 —-120 | Transgliutaminazé spp 6.0-8.0 40 -50
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2.2. Tyrimo metodai
2.2.1. Cheminés analizés metodai

Ryziy i$spaudy cheminé sudétis nustatyta AOAC [41] standartiniais metodais. Baltymy kiekis
nustatytas Kjeldalio metodu pagal azoto kiekj (AOAC metodas 920.152). Baltymy Kkiekis
apskaiciuotas, azoto kiekj dauginant i§ koeficiento 5,95 (ryziams). Riebaly ekstrakcijai (heksanas, 3
val.) naudotas Soksleto metodas (AOAC metodas 996.01). Drégnis nustatytas gravimetriniu
metodu, dziovinant méginj (5 + 0,001 g) 105 °C temperatiiroje iki pastovios masés (AOAC metodas
1999).

2.2.2. Redukuojan¢iyjy sacharidy nustatymas

Metodo esmé: redukuojantys sacharidai su 3,5-dinitrosalicilo rtigstimi stipriai Sarminéje aplinkoje
sudaro spalvotus junginius (Zr. 2.1 pav.). Pagal susidariusios spalvos intensyvumg kiekybiskai
nustatomas redukuojanciy sacharidy kiekis.

OH O OH O
ON OH JL HN OH Jq

NO, NO,

2.1 pav. 3, 5-dinitrosalicilo ragsties redukcija, susidarant 3-amino-5-nitrosalicilo rugsc¢iai

DNS reagentas ruostas i§ 1 g 3,5-dinitrosalicilo rugsties ir 20 g natrio-kalio tartrato, istirpinto 100
ml 0,4 M NaOH. Tyrimui atlikti 0,5 ml ryziy i$§spaudy vandeninio ekstrakto (5 g medziagos uzpilta
20 ml dist. vandens ir maiSyta 30 min. magnetine maisykle) sumaisyta su 0,5 ml DNS reagento ir 1
ml dist. vandens. Tirpalai kaitinti 5 min. 100 °C laipsniy temperatiiros vandens vonioje. PO
kaitinimo méginiai atvésinti ir praskiesti iki 10 ml distiliuotu vandeniu. Matuotas tirpaly optinis
tankis spektrofotometru, esant bangos ilgiui 540 nm [42].

Gliukozés kalibracinés tiesés sudarymas. Redukuojanciy sacharidy kiekiui nustatyti, sudaryta
gliukozés kalibraciné tiesé. Tam ruoStas darbinis 10 mg/ml koncentracijos gliukozés tirpalas. Ruosti
skirtingos koncentracijos gliukozés tirpalai (0 — 2 mg/ml), j juos jpilta po 0,5 ml DNS reagento ir 1
ml dist. vandens, méginiai kaitinti 5 min 100 °C temperatiiroje. Po kaitinimo méginiai atvésinti ir
praskiesti iki 10 ml tiirio distiliuotu vandeniu. Matuotas tirpaly optinis tankis spektrofotometru,
esant bangos ilgiui 540 nm.

Redukuojanciy sacharidy kiekis isreikstas gliukozés Kiekiu, kurios koncentracija (mg/ml) tirpale
apskaiciuota i3 kalibracinés tiesés lygties (y = 0,2104x + 0,0043, R? = 0,9905).

2.2.3. Baltymy ekstrakcija i ryziy iSspaudu

Ryziy i$spaudy méginys (5 g) sumaisytas su distiliuotu vandeniu skirtingu santykiu (1:2; 1:4 ir 1:6)
ir maisytas magnetine maisykle, esant skirtingai temperatiirai (30 °C ir 60 °C), po to centrifuguota
(8000 aps/min; 10 min). Parinkus optimalig ekstrakcijos temperatiirg ir sausy medziagy ir vandens
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santykj, vertinta pH jtaka baltymy ekstraktyvumui, keiciant terpés pH (3; 4; 6; 7; 8; 9; 10). Visais
atvejais gautuose ekstraktuose nustatyta tirpiy baltymy koncentracija (mg/ml) Bradfordo metodu.

2.2.4. Baltymy kiekio nustatymas Bradfordo metodu

Bradfordo metodas pagrjstas baltymy saveika su specifiniu reagentu — Coomasee briliantinio mélio
dazikliu, su kuriuo baltymai sudaro mélynos spalvos junginj (spalvos intensyvumas tiesiogiai
priklauso nuo baltymy koncentracijos) [43]. Bradfordo reagentas ruoStas i§ 100 mg Coomasee
briliantinio mélio G-250, 50 ml 95 % etanolio ir 100 ml 85 % fosforo riigsties, praskiedziant tirpalg
iki 1000 ml dist. vandeniu. Tyrimui atlikti, 100 ul ryziy i§spaudy baltymy ekstrakto sumaisyta su 3
ml Bradfordo reagentu. Tirpalai inkubuoti 30 min kambario temperatiiroje, po to matuotas tirpaly
optinis tankis spektrofotometru, esant bangos ilgiui 595 nm. Bendras baltymy kiekis apskaiciuotas
i§ tiesinés priklausomybés tarp jaucio serumo albumino koncentracijos (mg/ml) tirpale ir
absorbcijos lygties.

Kalibracinés tiesés sudarymas. Kalibracinei tiesei sudaryti naudotas 2 mg/ml koncentracijos jaucio
serumo albumino tirpalas, kurio skirtingi kiekiai sumais$yti su 3 ml Bradfordo reagentu, etaloniniai
tirpalai inkubuoti 30 min kambario temperatiiroje, po to iSmatuota tirpaly $viesos sugertis, esant 595
nm bangos ilgiui. Nubraizyta tiesiné absorbcijos priklausomybé nuo jaucio serumo albumino
koncentracijos (mg/ml) tirpale (y = 0,6469x + 0,0897, R? = 0,9562).

2.2.5. Fermentiné hidrolizé

Fermentinei hidrolizei RI méginys (5 g) sumaiSytas su distiliuotu vandeniu santykiu 1:4. Méginiy
pH sureguliuotas naudojant 0,1 M NaOH ir HCI tirpalus. Zaliava hidrolizuota, naudojant atskirus
fermentus: amilazg (144 AV/ 100 g, 55 °C, 90 min., pH 6,5), celiulaze (300 AV / 100 g, 55 °C, 90
min., pH 7) ir proteaze (150 AV/ 100 g, 55 °C, 90 min., pH 7) bei fermenty kompozicija, sudarytg i§
amilazes, celiulazés ir proteazés (aktyvumy santykis 1:2:1), hidrolize vykdant 120 min., 55 °C
vandens vonioje su purtykle. Hidrolizuoti méginiai centrifuguoti (8000 aps/min., 10 min.), gautame
centrifugate nustatytas tirpiy baltymy kiekis Bradfordo metodu.

2.2.6. Ryziy baltymy ekstrakcija

Ryziy baltymy taikyta ekstrakcija, esant skirtingam terpés pH, ir nusodinimas rigstimi jy
izoelektriniame taSke [32]. Méginiams paruosti, 5 g ryziy iSspaudy sumaiSyta su 20 ml dist.
vandeniu, terpés pH (6,5; 7 ir 10) sureguliuotas atitinkamai 0,1M HCI ar 0,1M NaOH. Baltymy
nusodinimui, méginiai maiSyti magnetine maiSykle 30 min. 60 °C temperatiiroje, pilant 0,1 M HCI
tirpalg iki tirpalo pH 4,3. Iskritusios baltymy dalelés nusodintos centrifuguojant (8000 aps/min; 10
min). Supernatantas atskirtas, o nuosédos liofilizuotos (MAXI dray lyo, Danija) 12 valandy -110 °C
temperatiiroje. Gauti baltymy milteliai laikyti 4 °C Saldytuve sandarioje pakuotéje.

2.2.7. Ryziy baltymy izoliaty funkciniy savybiy nustatymas
Vandens ir aliejaus absorbcijos geba. Baltymy funkcinés savybés vertintos pagal Kumar‘o ir kt.

metodika [44]. Tyrimui atlikti 0,15 g liofilizuoty baltymy milteliy sumaisyta su 1,5 ml distiliuoto
vandens ar rapsy aliejaus. Méginiai iSmaiSyti stikline lazdele ir laikyti 20 min. kambario
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temperattroje, po to centrifuguoti (3000 aps./min., 20 min.). Supernatantas pasalintas, o nuosédos
pasvertos. Vandens (VAG) ir aliejaus (AAG) absorbciné geba apskaiciuota pagal formule:

Ax—Aq

Az—Ag

VAG/AAG (%) = x 100, (1)

¢ia - Ao — mégintuvélio masé, g; A1 — pradinio méginio su mégintuvéliu masé, g; A2 — méginio po
centrifugavimo masé (su mégintuvéliu), g.

Puty sudarymo pajégumas. Baltymy puty sudarymo pajégumas vertintas pagal Jarpa-Parra ir kt.
metodika [45]. Liofilizuoty RI baltymy méginys (0,5 g) sumaisytas su 12,5 ml distiliuoto vandens,
po to méginiai homogenizuoti (IKA T50 digital Ultra-Turrax, Vokietija) (9500 aps/min; 3 min.).
Puty sudarymo pajégumas isreikstas susidariusiy puty turiu, kuris apskaiciuotas pagal formulg:

Puty taris (%) = ~—= X 100, )
1

¢ia - V; — méginio tiiris prie§ homogenizavima, ml; V, — méginio tiiris po homogenizavimo, ml.

Puty stabilumas nustatytas, iSlaikius bandinj 30 min. kambario temperatiiroje (25 °C). Puty
stabilumas apskai¢iuotas pagal formule:

Puty stabilumas (%) = % x 100, (3)
1

¢ia - S; — méginio tiris pries homogenizavima, ml; S, — méginio tiris po i§laikymo, ml.

2.2.8. Baltymuy elektroforezé

Baltymy izoelektrinio tasko ir molekulinés masés nustatymui taikyta elektroforezé poliakrilamido
gelyje, naudojant natrio dodecilsulfatg. Analizei naudota vertikaliosios elektroforezés sistema
OMNI PAGE (Cleaver Scientific Ltd., JK). Elektroforezei ruosti tirpalai ir jy receptiiros pateikti 2.4
lenteléje.

2.4 lentelé. Tirpalai ir jy ruo$imas

Eil. .
Nlr Tirpalas Ruosimo procediira
1 2 3
1 30 % akrilamidas/ 0,8 % N, N°— | Istirpinama 30 g akrilamido ir 0,8 g N, N’-metilenbisakrilamido
" | metilenbisakrilamidas ir skeidziama vandeniu iki 100 ml.
. 6,05 g TRIS istirpinama 40 ml vandens. Jgauta tirpala jpilama
2. 4l_>|<6T§IS HCL/NDS buferis, 1N HCI, kol tirpalo pH pasiekia 6,8 ir pripilama vandens iki 100
PH®, ml.
3 4 x TRIS-HCL/NDS buferis, 91 g TRIS istirpinama 300 ml vandens. [gauta tirpala pilama 1 N
" | pH8,8 HCI, kol tirpalo pH pasiekia 8,8 ir pripilama vandens iki 500 ml.
25 ml 4 x TRIS HCL/ NDS buferis pH 6,8, 20 ml glicerolio, 4 g
4. | Baltymy denatiiravimo buferis | NDS, 2 ml 2 — merkaptoetanolio, 1 mg bromfenolio mélynojo ir
pripilama vandens iki 100 ml.
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2.4 lentelés tesinys. Tirpalai ir jy ruo$imas

ﬁll!. Tirpalas Ruosimo procediira
1 2 3
5. | 10 % amonio peroksisulfatas 0,1 g medziagos istirpinamas 1 ml vandens.
6. | TEMED -
7. Elektroforezés buferis 3,02 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS istirpinama 1000 ml
vandens.
8. . . 25 ml izopropilo alkoholio, 10 ml acto ragstiesties ir 65 ml
Baltymy tvirtinimo tirpalas
vandens.
9. Dazo Coomassie mélio tirpalas 10 ml acto riigsties, 0,006 g Coomassie mélio G-250, iStirpinama
90 % vandens.
10. | 10 % acto rugstis 10 ml acto rugsties skiedziama iki 100 ml.

Skiriamojo ir  koncentruojamojo  poliakrilamido geliy  paruo$imas.  Skiriamojo ir
koncentruojamojo geliy receptiros pateiktos 2.5 lenteléje. Skiriamajame gelyje galutiné akrilamido
koncentracija — 12 %.

2.5 lentelé. Skiriamojo ir koncentruojamojo gelio ruoSimas

Skiriamasis gelis Koncentruojamasis gelis
Pradiniai tirpalai
Kiekis, ml Kiekis, ml

30 % akrilamidas/ 0,8 % N, N’- 4 17
metilenbisakrilamidas ’

4 x TRIS-HCL/ NDS buferis, pH 8,8 2,5 -

4 x TRIS-HCL/ NDS buferis, pH 6,8 - 2,5
H.O 34 57
10 % amonio peroksisulfatas 0,1 0,15
TEMED 0,004 0,01

Baltymy molekulinés masés identifikavimui naudotas 10 — 203 kDa molekulinés masés baltymy
standartas (MPAGE MES SDS, Merck, Vokietija).

Analizei atlikti tiriamasis baltymy tirpalas (1 mg/ml) sumaiSytas su baltyma denatiiruojanciu
buferiu santykiu 1:1 (2.4 lentelé, Nr. 4), méginys 5 min. kaitintas verdancio vandens vonelgje. Po to
atvésintas ir centrifuguotas mini centrifugoje. Analizei naudota 10 pl baltymy standaro tirpalo, ir po
20 pl kiekvieno analizuojamo baltymy tirpalo. Elektroforezés salygos: 220 V, 40 A, trukmé 40 min.
Atlikus elektroforeze, geliai laikyti 30 min. baltymy tvirtinimo tirpale (2.4 lentelé, Nr. 8), po to
dazyti Coomassie mélio tirpalu (2.4 lentelé, Nr. 9), iSlaikant 12 val. Po dazymo, geliai plauti 10 %
acto rugsties (2.4 lentelé, Nr. 10) tirpalu, dist. vandeniu ir nufotografuoti.
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2.2.9. Baltymy suspensijy ruosimas ir struktiirizavimas ultragarsu

Optimizuojant fermentinés hidrolizés sglygas ryziy baltymy geliy susidarymui, ruostos skirtingos
koncentracijos (12, 14, 16, 18 ir 20 %) ryziy baltymy koncentrato (RBK) suspensijos distiliuotame
vandenyje, tirpalo pH sureguliuojant 0,1 M NaOH tirpalu. Baltymy modifikavimui naudoti du
skirtingo veikimo fermentai, skirtingais kiekiais: transgliutaminazé (2,4; 4,8; 7,2 ir 9,6 AV/ 100 g),
esant terpés pH 8, ir proteazé (200, 400, 600 ir 800 AV/ 100 g), esant terpés pH 7. Méginiai
hidrolizuoti 90 min. 50 °C temperatiiros vandens vonioje su purtykle, po to apdoroti ultragarsu gelio
susidarymui.

Apdorojimas ultragarsu. Eksperimentui atlikti 50 g méginio plastikiniame maiSelyje apdorota
ultragarsu (UG): 37 kHz, galia 70 W, intensyvumas 120 %, islaikant 30 min, 60 °C temperatiroje
ultragarso voneléje (Proclen 3.0 DSP, Vokietija). Po apdorojimo, méginiai patalpinti j plastikinius
indelius, atvésinami ir islaikomi 24 val., 4 °C temperatiroje gelio susidarymui. Po islaikymo,
vizualiai vertintas gelio susiformavimas, méginiy konsistencija akustiniu klampos matuokliu,
tekstiira tekstiiros analizatoriumi ir optiniu mikroskopu. Dalis méginiy liofilizuoti ir analizuoti
skenuojanciu mikroskopu.

2.2.10. Ryziy baltymuy geliy tekstairos jvertinimas

Baltymy geliy tekstiiros parametrai vertinti akustiniu prietaisu (MATMUO, Lietuva) ir teksttiros
analizatoriumi TA.XT plus (Stable Micro Systems, Godalmingas, JK).

Akustinis prietaisas matuoja bekontak¢iu budu garso sklidimo atstumg, remiantis akustinio
aidolokacinio signalo sklidimo trukme nuo ultragarso siuntiklio — émiklio iki méginio poveikio
modulio virSutinés plokStumos iki atgal. ISvedus signalo sklidimo greicio reikSmiy vidurkj,
gaunamas vidutinis atstumas — parametras h (mm), kurj nukrenta kiinas analizuojamoje gelio
maséje per laiko vieneta. Analizei atlikti gelis (méginio masé 50 g) plastikiniame indelyje
(skersmuo 50 mm, sluoksnio storis 10 mm) analizuotas, naudojant metalinj plunzerj (svoris 30,255
g, plokstelés skersmuo 10 mm, storis 1 mm). Matavimo trukmé — 300 sekundziy. Skirtumams tarp
méginiy jvertinti, analizuotos parametro h vertés po 150 s matavimo.

Kritimo greicio pokytis geliuose jvertintas po 200 sekundziy ir apskaiciuotas pagal formule:

__An

Av = —,
At

(4)
Cia - Av — kritimo grei¢io pokytis, mm/s; Ah — Kritimo atstumo pokytis, mm; At — kritimo laiko
pokytis, s.

Tekstiuros analizatoriumi vertintas geliy kietumas (N), konsistencija (N-s), kohezija (N) ir
klampumo indeksas (N-s). Tekstiiros vertinimui naudotas 20 mm skermens cilindrinis plunzeris
(penetracijos greitis 1 mm/s, penetracijos gylis 5 mm). Parametrai nustatyti i§ jégos — laiko kreivés.
Darbinio kiino judéjimas pateiktas (Z». 2.2 pav.). Kietumas nustatytas kaip didziausios suspaudimo
jégos smailé. Klampumo indeksas jvertintas kaip neigiamos jégos smailés plotas. Kohezija
nustatyta kaip didZiausia neigiama jéga, atitinkanti darba, reikalingg darbiniam kiinui iStraukti i$
gelio.
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2.2 pav. Geliy tekstiiros kreivé

2.2.11. Ryziy baltymy geliy mikroskopiné analizé

RBI geliy méginiy struktiira analizuota elektroniniu mikroskopu (Nikon Eclipse, JAV). Tiriamoji
medziaga uztepta ant objektyvinio stiklelio plonu sluoksniu ir uzdengiama dengiamuoju stikleliu.
Analizuoti trys lygiagretiis méginiai, didinimas 10x.

2.2.12. Ryziy baltymy geliy skenuojamoji elektroniné mikroskopija (SEM)

Liofilizuoti geliy méginiai analizuoti skenuojanciu elektroniniu mikroskopu (FEI Quanta 200 FEG,
JAV), didinimas 500x. SEM turi elektrony $altinj, i§ kurio elektronai yra paleidziami j méginio
pavirSiy. Elektrony pluostas i bandinj krenta sufokusuotas iki keliy nanometry dydzio skersmens, o
ju padétj ant bandinio valdo nukreipimo rité. Surinkta informacija skaitmenizuojama ir rodoma
ekrane [51].

2.2.13. Duomeny matematiné statistiné analizé

Tirtyjy rodikliy vidutinés vertés ir standartinio nuokrypio vertés apskaiciuotos, naudojant MS Excel
programin]j paketa. RySio tarp matuojamy rodikliy stiprumui nustatyti naudota dvinaré koreliaciné
analizé ir grafiné duomeny iSraiSka. Skirtumy tarp matuojamy parametry vidurkiy reikSmingumui
jvertinti, analizuojant fermentinés hidrolizés jtakg baltymy iSgavimui ir jy funkcines savybes,
taikyta vieno faktoriaus dispersiné analizé (ANOVA), naudojant statistinés programos SPSS
Statistics (25 ver., IBM Corp., JAV) paketg. Faktoriaus reikSmingumo lygmuo nustatytas, esant
patikimumui 95 %.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Ekstrakcijos salygu parinkimas efektyviai baltymy iSeigai

Pirmajame etape buvo parinktos optimalios sglygos baltymy ekstrakcijai, keifiant terpés pH,
temperatiirg ir sausyjy medziagy/ vandens santykj, ekstrakcijos trukmé laikyta pastovi — 30 min.

Tyrimo rezultatai parodé, kad atliekant baltymy ekstrakcijg 30 °C temperattroje ir didinant terpés
pH nuo 3 iki 10, kai medziagos ir vandens santykis 1:2, tirpiy baltymy koncentracija ekstrakte
didéjo nuo 0,032 mg/ml iki 0,804 mg/ml (Zr. 3.1 A pav.).

Atliekant baltymy ekstrakcija 60 °C temperatiiroje, kei¢iant terpés pH nuo 3 iki 10, baltymy iSgauta
nuo 0,130 mg/ml iki 2,104 mg/ml (zr. 3.1 A pav.). Didziausias baltymy kiekis gautas, esant pH 10
ir 60 °C temperatirai (2,104 mg/ml).
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3.1 pav. Baltymy ekstrakcijos efektyvumo priklausomybé nuo terpés pH, esant sm/ v santykiui 1:2 (A), 1:4
(B) ir 1:6 (C).

Ta pati tendencija pastebéta, didinant medziagos ir vandens santykj (zr. 3.1 B, C pav.). Vertinant
sausyjy medziagy ir vandens (Sm/v) santykio jtaka baltymy ekstraktyvumui, nustatyta, kad didinant
sm/v nuo 1:2 iki 1:4 ir vykdant ekstrakcija 60 °C temperatiroje, baltymy koncentracija galima
padidinti, atitinkamai nuo 7,2 iki 25,1 karto (zr. 3.1 A, B pav.). Taciau padidinus vandens kiekj
(sm/v santykis 1:6), gautas zymus (p > 0,05) baltymy kiekio sumazéjimas (30 %) (zr. 3.1 C pav.).

30



Apibendrinant, baltymy ekstrakcijos padidéjimui reikSmingos jtakos turéjo terpés pH ir ekstrakcijos
temperatira ir Sm/v santykis. Didziausias baltymy kiekis (2,422 mg/ml) gali baiti iSgautas, atliekant
baltymy ekstrakcijg 60 °C temperatiiroje, esant pH 10 ir sm/v = 1:4 (3.1 A, B pav.).

Regresiné analizé parodé (1 priedas), kad terpés pH ir turi reik§mingos jtakos (R? = 0,724 — 0,975,
p < 0,05) baltymy koncentracijos padidéjimui ekstrakte. Didinant terpés pH nuo 3 iki 10, baltymy
koncentracija ekstrakte didéja eksponentine (30 °C) arba polinomine (60 °C) priklausomybe, kai
sm/v santykis 1:2 ir 1:6 (atitinkamai R? = 0,9259 ir 0,7241; ir R = 0,9751 ir 0,8873), tai parodo, kad
baltymy ekstrakcija 30 °C temperatiroje didéja tolygiai, didinant pH, o 60 °C temperatiiroje
baltymy kiekis ekstrakte didesnis, esant mazoms arba aukstoms pH vertéms.

Didesné pH jtaka baltymy ekstraktyvumui temperattirose, nustatyta, esant Sm/v santykiui 1:2 ir 1:6
(atitinkamai R? = 0,9259 — 0,9751 ir R? = 0,9058 — 0,9506), 0 esant sm/v = 1:4, nustatyta maZesné
pH (atitinkamai R? = 0,7242 — 0,8873), patvirtinant didesne temperatiiros jtaka.

Siekiant optimizuoti baltymy ektrakcija, papildomai vertinta temperatiiros jtaka, keiciant ja nuo
30 °C iki 60 °C, esant terpés pH 10 ir optimaliam sm/v santykiui (1:4) (zr. 3.2 pav.). Tyrimas
parodé, kad didinant ekstrakcijos temperatiirg nuo 30 iki 60 °C, baltymy iSeiga padidéjo 2,4 karto
(nuo 0,901 iki 2,173 mg/ml) (3.2 pav.).
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3.2 pav. Baltymy koncentracijos priklausomybé nuo temperatiiros (SM/V santykis 1:4, pH 10).

Regresiné analizé parodé, kad ekstrakcijos temperatiira turi reik§mingos jtakos (R? = 0,9231, p <
0,05) baltymy koncentracijos padidéjimui ekstrakte. Didinant temperatiirg, baltymy koncentracija
ekstrakte didéja polinomine priklausomybe, kurig galima aprasyti regresijos lygtimi: y = — 0,1301x?
+ 1,0317x — 0,087) ir kuri parodo, kad baltymy ekstrakcija yra efektyvesné temperatiirose nuo
40 °C iki 50 °C, taciau efektyvumas Sumazéja, esant 50 — 60 °C temperatiiriniam rezimui (3.2 pav.).
Pagal literattirg [1, 14], esant ektrakcijos temperatairai 50 — 65 °C, galima isgauti 35 — 57 % baltymy
1§ augalinés Zaliavos.

Siame etape gauti rezultatai yra svarbis, nustatant optimalias baltymy i$gavimo i3 ryziy perdirbimo
atliecky salygas: terpés pH, temperatiira ir sm/v santykj. Tolimesniame eksperimente baltymy
ekstrakcijai naudotos salygos: trukmé 30 min., terpés pH 10 ir sm/v santykis 1:4, ekstrakcijos
temperattira 60 °C.
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3.2. Fermenty kompozicijos sudarymas baltymuy i§gavimui i ryZiy zaliavos

Sio tyrimo tikslas buvo parinkti fermentus ir sudaryti fermenty kompozicija efektyviai baltymy
ekstrakcijai, vertinant tirpiy baltymy poky¢ius ekstrakte (zr. 3.3 pav.).

Tyrimo rezultatai parodé, kad skirtingy fermenty ar jy kombinacijy panaudojimas turi reik§mingos
jtakos baltymy koncentracijai ekstrakte (p < 0,05) ir baltymy iseigai (p < 0,05). Ryziy i$spaudas
apdorojus proteaze, gauta 25 % daugiau baltymy, lyginant su kontroliniu méginiu (2,6 mg/ml) (3.3
pav.). Apdorojus RI amilaze ir celiulaze, ekstrakte nustatytas 30 % didesnis baltymy kiekis,
lyginant su neapdorotu méginiu, ir 6 % didesnis, lyginant su méginiu apdorotu proteaze.
Didziausias baltymy kiekis nustatytas, RI apdorojus fermenty kompozicija (amilazé/ celiulazé/
proteazé). Siuo atveju gauta 6 % daugiau baltymy, nei naudojant tik amilaze ir celiulaze, ir 35 %
daugiau baltymy, lyginant su nehidrolizuotu méginiu (Rlk).
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3.3 pav. Fermentinés hidrolizés (90 min., 55 °C), naudojant atskirus fermentus ir fermenty kompozicija,
jitaka baltymy kiekiui ekstrakte. Rlx — neapdorotos RI (kontrolé); Rlac— Rl apdorotas amilaze / celiulaze;
Rlp — Rl apdorotos proteaze; Rlrk — apdorotos fermenty kompozicija.

Vertinant baltymy iSeigg i§ RI galimybes (Zr. 3.4 A pav.), apskaiciuota, kad didziausia iSeiga gauta
RI apdorojus, naudojant fermenty kompozicija (15,7 %), mazesné baltymy iSeiga nustatyta, RI
hidrolizuojant tik proteaze (13,0 %) ar amilaze/ celiulaze (14,7 %). Maziausia baltymy iSeiga
(10,2 %) kontroliniame méginyje.

Vertinant baltymy ekstrakcijos efektyvuma (Zr. 3.4 B pav.), nustatyta, kad daugiausia baltymy i§ RI
iSgauta, naudojant fermenty kompozicija (71 %), mazesnis baltymy iSgavimo efektyvumas
nustatytas, RI hidrolizuojant amilaze/ celiulaze (67 %) ir proteaze (59 %). MazZiausias baltymy
iSgavimas (47 %) nustatytas kontroliniame méginyje. Remiantis literatura, didZiausias galimas
baltymy isgavimas 65,9 % i§ ryziy iSspaudy buvo gautas, naudojant amilaze ir proteaze Kkartu, o
baltymy iSgavimas i§ nehidrolizuoto méginio sudaré 47 % [14].
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3.4 pav. Fermentinés hidrolizés jtaka baltymy iSeigai (A) ir iSgavimo efektyvumui (B). Rlk — neapdorotos RI
(kontrolé); RIac— RI apdorotas amilaze/ celiulaze; Rlp — RI apdorotos proteaze; Rlgx — apdorotos fermenty
kompozicija.

Pagal literatiroje pateiktus duomenis [23], a-amilazé hidrolizuoja krakmola, ir taip iSlaisvinami
baltymai, pagerinamas ekstrahavimo efektyvumas ir padidindamas baltymy tirpumas. Pagal Cynthia
[14], apdorojant a-amilazémis ryziy sélenas (pH 6,5; 95 °C, 45 min.) ir efektyviai paSalinus
krakmola ir kitas priemaiSas, baltymy iSeigg galima padidinti iki 13,4 %, o apdorojant ryziy
iSspaudas celiulaze (65 °C; pH 4), galima iSgauti iki 35 % baltymy. Pagal Guan ir Yao [1],
karbohidraziy, tokiy kaip celiulazé, hemiceliulazé ir ksilanazé, kompozicija gali veiksmingai
nutraukti jungtis polisacharidy matricoje ir taip iSlaisvinti daugiau tarplgsteliniy baltymy. Naudojant
fermenty kompozicija 50 — 65 °C temperatiiroje ir esant pH 3,8, baltymy iSgauta iki 57 %.
Naudojant proteazes ryziy baltymy hidrolizei, galima padidinti baltymy tirpuma ir ekstrakcijos
efektyvumg [14]. Pagal Sumantha ir Deepa [47], proteazés efektyviai veikia, esant terpés pH 7,
temperatiirai 55 °C, hidrolizés trukmei 72 min.

Atlikto tyrimo atveju daugiausiai baltymy iSgauta (71 %), RI apdorojus fermenty kompozicija,
sudaryta 1§ amilazes, celiulazés ir proteazés. Mazesnis baltymy iSgavimo efektyvumas nustatytas,
RI hidrolizuojant amilaze/celiulaze (67 %) ar proteaze (59 %).

3.3. Neapdoroty ir hidrolizuoty ryzZiy iSspaudy (RI) baltymy funkciniy savybiy palyginamasis
jvertinimas

Sio etapo tikslas — jvertinti ryziy Zzaliavos apdorojimo salygy jtaka iSekstrahuoty baltymy
funkcinéms savybéms. Tyrimo rezultatai pateikti 3.5 ir 3.6 paveiksluose.

Rezultatai parodé, kad baltymy ekstrakcijos sglygos turi reikSmingos jtakos baltymy tirpumui,
emulsijy ir puty sudarymo gebai, vandens ir aliejaus absorbciniam pajégumui.

3.3.1. Vandens ir aliejaus absorbciné geba

Tyrimo rezultatai rodo (Zr. 3.5 pav.), kad baltymai, iSekstrahuoti i§ neapdoroty Rl pasizyméjo
didziausia aliejaus absorbcine geba (AAG) (70,4 %), lyginant su baltymais, iSgautais i§ apdoroty
proteaze (66 %) ir fermenty kompozicija (67,4 %) RI. PanaSia AAG verte (68,9 %) pasizyméjo
pramoninis ryziy baltymy koncentratas (RBK).
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Taip pat, neapdoroty ir apdoroty proteaze RI baltymai maziau absorbavo vandenj (VAG atitinkamai
63,2 % ir 64,3 %). Maziausia vandens absorbciné geba (61,1 %) nustatyta baltymy, iSskirty i§
apdoroty fermenty kompozicija RI. DidZiausia vandens aborbcine geba (67,4 %) pasizyméjo
pramoninis ryziy baltymy koncentratas (RBK) (zr. 3.5 pav.)
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3.5 pav. Ryziy baltymy vandens (VAG) ir aliejaus (AAG) absorbciné geba. Méginiai: Rlk — neapdorotos RI
(kontrol¢); Rlp — RI apdorotos proteaze; Rlex — Rl apdorotos fermenty kompozicija; RBK — pramoninis ryziy
baltymy koncentratas.

Remiantis literattiros duomenimis, baltymy izoliatai, gauti i$ baltyjy ryziy, pasizymi geresnémis
absorbcinémis savybémis, nei izoliatai i§ rudyjy ryziy [16]. Pagal Coa ir Wen [48], rudyjy ryziy
baltymy izoliaty vandens absorbciné geba yra 1,96 ml/g, aliejaus absorbciné geba — 2,93 ml/g.
Autoriai nustaté, kad baltyjy ryziy baltymy izoliaty vandens absorbcijos geba yra 1,5 karto didesné,
0 aliejaus absorbciné gebéa yra 1,8 karto didesné nei rudyjy ryziy baltymy.

3.3.2. Puty sudarymo pajégumas

Skirtingai apdorotos Zaliavos baltymy izoliaty ir koncentrato puty sudarymo pajégumo ir stabilumo
tyrimy rezultatai pateikti 3.6 paveiksle.
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3.6 pav. Baltymy puty tiiris ir puty stabilumas. Méginiai: Rlk — neapdorotos RI (kontrol¢); Rlp — Rl
apdorotos proteaze; Rlrx — apdorotos fermenty kompozicija; RBK — ryziy baltymy koncentratas.
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Rezultatai parodé, kad baltymai, i$skirti i§ neapdoroty RI, pasizyméjo didZiausiu puty tariu (34,7
%) ir puty stabilumu (21,3 %). Baltymy i$ hidrolizuoty fermenty kompozicija RI puty tirio ir
stabilumo vertés nustatytos nezymiai (2,5 %) mazesnés, lyginant su neapdoroty RI baltymais.
Maziausias puty tiris (6,9 %) ir puty stabilumas (2,7 %) gauti apdoroty proteaze RI baltymy.
Rezultatai rodo, kad baltymai iSgauti fermentinés hidrolizés biidu, pasizyméjo geru puty sudarymo
pajégumu.

Baltymy funkciniy savybiy pokyciai gali buti susije su baltymy molekuliy dydziu ir tirpumo
savybémis, todé¢l baltymo struktiiros pakitimai, jvyke fermentinés hidrolizés metu, leido geriau
sulaikyti aliejy ir vandenj. Pagal literatiirg [16], hidrolizés jtaka baltymy funkcinéms savybéms
priklauso nuo zaliavos rusies, fermento tipo, pH, temperatiros, reakcijos laiko ir fermento
koncentracijos. Proteazés ne tik iSlaisvina suri$tus baltymus, bet ir suskaido j maZzesnés molekulinés
masés peptidus, kurie pasizymi didesniu tirpumu ir mazesne vandens ar riebaly absorbcija [22].
Kolpakova ir kt. [16] teigia, kad baltyjy ryziy baltymy puty sudarymo pajégumas yra 5 — 6 kartus
didesnis nei rudyjy ryziy baltymy. Baltyjy ryziy baltymy koncentraty putojimo pajégumas artimas
kiausiniy albumino puty sudarymo gebai. Pagal autorius, puty tiiriui ir stabilumui jtakos turi terpés
pH, didinant terpés pH nuo rigstinio (pH 3,0) iki Sarminio (pH 9,0), ryziy baltymy puty tiris
padidéja [16].

Elektroforezé poliakrilamido gelyje parodé skirtumus tarp iSekstrahuoty i$ neapdoroty ir apdoroty
fermentais RI baltymy komponenty (zr. 3.7 pav.). Analizuojant baltymy elektroforetinj gelj,
nustatyta, kad neapdoroty RI baltymus sudaro komponentai, kuriy molekuliné masé 116 — 97 kDa,
55 kDa, ir 20 — 14,2 kDa.

Std RIk RlIac RIp Rlrk RIa RBK

200 [ 200
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3.7 pav. Ryziy isspaudy baltymy elektroforetinis frakcionavimas poliakrilamidiniame (12 %) gelyje.
Meéginiai: Std — baltymy standartas; Rlk — neapdorotos RI (kontrolé); Rlac — RI apdorotas amilaze/
celiulaze; Rlp — RI apdorotas proteaze; Rlrx — RI apdorotas fermenty kompozicija; Rla — Rl apdorotos
amilaze; RBK — ryziy baltymy koncentratas.

Baltymy i§ apdoroty amilaze/ celiulaze RI elektroforetiniame gelyje nustatyti mazesni nei 36 kDa
molekulinés masés komponentai, taciau gautos linijos neryskios dél galimai maZesnés baltymy
koncentracijos méginiuose. Ryziy iSspaudy, apdoroty proteaze, amilaze ir fermenty kompizicija,
baltymy elektroforegramoje nustatyti 30 — 36 kDa ir 10,5 — 14,2 kDa peptidai. Tai patvirtina, kad
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fermentai hidrolizavo baltymus, padidindami mazos molekulinés masés peptidy kiekj. Didelés
molekulinés masés baltymy (> 120 kDa), juosty intensyvumas nezymus, tai rodo, kad fermentai i$
dalies hidrolizavo ryziy i$spaudy baltymus.

Remiantis literatiiros duomenimis, gliutelinai sunkiai hidrolizuojami, susidarant a-polipeptidams,
kuriy molekuliné masé 34 — 39 kDa, ir B-polipeptidams, kuriy molekuliné masé 21 — 23 kDa [14].
Si baltymy frakcija pasizymi didZiausia molekuline mase, lyginant su kitomis ryZiy séleny baltymy
frakcijomis. Albuminai sudaryti i§ 10 iki 20 kDa molekulinés masés polipeptidy [2]. Ryziy
endosperme esantys globulinai skirstomi j keturias subfrakcijas, kuriy molekuliné masés gali
svyruoti nuo 16 iki 130 kDa [2]. Ryziy sélenose prolamino baltymy yra 3,24 — 11,6 %, jy
molekuliné masé 23 kDa. Pagal Cao ir kt. (2009), ryziy prolaminai sudaryti i§ subvienety, kuriy
molekulinés masés yra 10, 13 ir 16 kDa [1].

Pagal Mundi [54] globuliny aliejaus ir vandens absorbciné geba yra mazesné nei albuminy, dél
baltymo rutuliSkos struktiiros, disulfidiniy jungciy bei hidrofobinés saveikos, kuri riboja saveika su
aliejumi ir vandeniu. Albuminai pasizymi atviresne, lankstesne struktiira ir gali absorbuoti didesnj
kiekj aliejaus ir vandens. Taciau lyginat globulino ir albumino puty tiir] ir puty stabiluma,
globulinai pasizymi didesniu puty stabilumu. Tai jtakos turi didesnis pavirSiaus hidrofobiskumas,
kuris palengvina baltymy sgveika nei esanti sgveika tarp albumino polipeptidy [54]. Prolaminai
pasizymi mazesne vandens, aliejaus absorbine gebe ir puty stabilumu nei globulinai ir albuminai.
Sioms savybéms jtakos turi prolamino hidrofobinés liekanos, kurios randamos baltymo Serdyje
[55].

Galima teigti, kad ryziy baltymy funkcines savybes galima reguliuoti, parenkant atitinkamus
fermentus ir ekstrakcijos salygas. Tokiu biidu, modifikuojant baltymy izoliaty funkcines savybes,
bty galima stabilizuoti technologinj gamybos procesa bei pagerinti maisto kokybe [16].

3.4. Ryziy baltymy modifikavimo fermentais jtaka geliy sudarymo pajégumui

Siame etape buvo vertinta fermenty transgliutaminazés ir proteinazés jtaka ryziy baltymy gelio
susidarymo pajégumui (3.1 lentelé). Eksperimentui atlikti naudotas pramoninis ryziy baltymy
koncentratas (RBK).

Rezultatai parodé, kad gelio susidarymas reik§mingai priklausé nuo baltymo koncentracijos ir
fermento specifiSkumo.

3.1 lentelé. Baltymo koncentracijos ir fermento jtaka gelio sudarymui

Baltymo Be fermento SuTG Su proteaze
koncentracija
(%) Gelis Konsistencija Gelis Konsistencija Gelis Konsistencija
12 - Skysta - Skysta - Skysta
14 - Skysta - Skysta - Skysta
16 - Skysta - Skysta - Skysta
18 - Skysta + Silpnas gelis + Silpnas gelis
20 - Skysta + Silpnas gelis + Silpnas gelis

Pastaba: (-) gelis nesusidaré; (+) gelis susidaré; TG — transgliutaminazé.
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Nemodifikuoto RBK suspensijas paveikus tik ultragarsu, gelis nesusidaré visais atvejais. Baltymy
16 — 18 % koncentracijos suspensijas paveikus trangliutaminaze (TG) (2,4 AV/ 100 g) ir proteaze
(200 AV/ 100 g), gauti silpnos konsistencijos geliai. Remiantis literatiira [50], gelio susidarymo
procesas pagreitéja, esant didesnei baltymo koncentracijai dél intensyvesniy tarpmolekuliniy
jungciy. Dél baltymy kryzminio susijungimo susidaro didesnio stiprumo ir stabilumo geliai. Gelinés
struktiiros susidarymas pagrjstas jonine ir hidrofobine sgveika, vandeniliniy jungCiy bei Van der
Valso jégy buvimu tarp molekuliy [50].

Siekiant gauti tvirtos konsistencijos gelius, atliktas eksperimentas, optimizuojant fermenty
proteazés ir TG kiekius (3.2 lentel¢). Rezultatai rodo, kad padidinus iy fermenty kiekius, buvo
reik§mingai pagerintas RBK gelio susidarymo pajégumas: tvirtas gelis susidaré, apdorojant 18 ir 20
% RBK suspensijas 4,8 — 9,6 AV/ 100 g TG ir 400 — 800 AV/ 100 g proteaze.

Pagal literatirg [50], baltymy gelio susidarymo mechanizmas pagristas tuo, kad dalinai
iSsiskleidusiuose baltymy grandinése susiformuoja nesuvynioti polipeptido segmentai, kurie
sgveikauja tarpusavyje ir sudaro trimatj tinklg. Dalinis baltymy i$skyrimas su nedideliais antrinés
struktliros pokyciais yra reikalingas geliui sudaryti [50]. Geliai gali susidaryti, vykstant fiziskai
(Siluma, slégis) ar chemiSkai (riigStys, jonai, fermentai) sukeltoms gelinimo reakcijoms. Gelio
sudarymas labiausiai priklauso nuo temperatiiros, slégio, pH, fermento kiekio, tirpiklio kokybés,
gelinimo agento koncentracijos, molinés masés/ polimerizacijos laipsnio [9].

3.2 lentelé. Transgliutaminazés (TG) ir proteazés jtaka RBK baltymy (20 % ir 18 % koncentracijos) gelio
sudarymui

Fermento kiekis SuTG Su proteaze
Méginys (AV/ 100 g)
Gelis ISvaizda Gelis ISvaizda
TG Proteazé

Baltymo koncentracija 20 %

I 2,4 200 + Silpnas gelis + Silpnas gelis
I 4,8 400 + Tvirtas gelis + Tvirtas gelis
i 7,2 600 + Tvirtas gelis + Tvirtas gelis
v 9,6 800 + Tvirtas gelis + Tvirtas gelis

Baltymo koncentracija 18 %

\ 2,4 200 + Silpnas gelis + Silpnas gelis
VI 48 400 + Tvirtas gelis + Tvirtas gelis
VIl 7,2 600 + Tvirtas gelis + Tvirtas gelis
VIl 9,6 800 + Tvirtas gelis + Tvirtas gelis

Pastaba: (-) gelis nesusidare; (+) gelis susidaré.

Vizualiai vertinant gautus gelius (3.8 pav.), pastebétas drégmés iSsiskyrimas gelio pavirSiuje po 24
valandy i§laikymo. Sis procesas vadinamas sinereze, vykstanéia tarp papildomy tarpmolekuliniy
jungciy atsiradimo, dél ko sumazéja sriCiy, galinciy suristi tirpikl] skaicius, o taip pat
tarpmolekuliniy erdviy dydis, galinCiy sulaikyti tirpiklj.
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3.8 pav. RBK geliai: 1M — 20 % suspensija su TG (4,8 AV/ 100 g); 2M — 20 % suspensija su TG (9,6 AV/

100 g); 3M — 18 % suspensija su TG (4,8 AV/ 100 g); 4M — 18 % suspensija su TG (9,6 AV/ 100 g); 5M —

20 % suspensija su proteaze (400 AV/ 100 g); 6M — 20 % suspensija su proteaze (800 AV/ 100 g); 7TM — 18
% suspensija su proteaze (400 AV/ 100 g); 8M — 18 % suspensija su proteaze (800 AV/ 100 g)

Atlikus analize pirStais, kai gelis padedamas tarp nyksc¢io, smaliziaus ir didZiojo pirSty, jauciamas
glotnus pavirSius, néra kruopétumo. Atliekant lipnumo testg ant pirSty, jauciami gelio likuciai, taip
pat neZymi gelio sinerezé rankoje, palaikius 10 s.

Pastebéta, kad suardzius geliy struktiira maiSant, konsistencija susilpnéja, bet iSlaikius tam tikra
laiko tarpa, vél jgyja pradine konsistencijg. Sj procesa galima paaiskinti traukos ir stiimos jégy
pokyciais tarp koloidiniy daleliy. Pusiausvyra tarp $iy jégy nusistovi, esant tam tikroms sglygoms.
SumaiSius gelj, pusiausvyra tarp daleliy suyra ir gelis pereina j skysta biuiseng. Geliai, kuriems
budinga Si savybé¢, vadinami tiksotropiniais. Remiantis literatiira, gelin¢je sistemoje vykstantys
procesai daznai blina griztamieji, veikiant juos Siluma [59]. Grjztamojo gelio tirpimo temperatiira
daznai bina auks$tené uz gelio susidarymo (sukietéjimo) temperatiira. Sis temperatiiry skirtumas
vadinamas histereze.

3.4.1. Hidrolizés trangsliutaminaze (TG) ir proteaze jtaka ryZiy baltymy tekstiiros savybéms

Siame etape analizuota modifikavimo skirtingais fermentais ir struktiirizavimo ultragarsu jtaka
RBK geliy tekstiiros poky¢iams. Tirti geliai, gauti, baltymo 18 % ir 20 % suspensijas hidrolizavus
skirtingais fermentais (transgliutaminaze ir proteaze) ir paveikus 30 min. ultragarsu (37 kHz,
intensyvumas 120 %) 60 °C temperatiiroje.

Geliy formavimosi procesas prasideda nuo makromolekuliy suspensijos paruoSimo, kurig
apdorojant, susiformuoja erdviné struktiira — gelis. Prie§ susiformuojant geliui, méginys yra takus
skystis, susiformavus geliui, jis tampa klampiai elastingu kiinu.
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Tyrimas atliktas, siekiant nustatyti tinkamiausig fermentg baltymy modifikavimui, optimizuoti
baltymo ir vandens santykj suspensijoje, ivertinant geliy tektiiros parametrus. Tyrimo metu vertintas
geliy kietumas, konsistencija, kohezija ir klampumo indeksas (KI) (Zr. 3.9 — 3.10 pav.).

3 800
700
25 I B
z 5 1 > 600 -
£500
E15 2 400
: " 5
0.5 | md = - = w2 200
~ - 100 |
0 0
48 | 9.6 | 4.8 | 9,6 | 400 | 800 | 400 | 800
AV | AV | AV | AV AV | AV AV | AV
20% 18% 20% 18%
TG proteaze TG proteazé
A B

3.9 pav. Ryziy baltymy (18 % ir 20 % koncentracijos) geliy, hidrolizuoty transgliutaminaze (TG) ir proteaze,
kietumas (A) ir konsistencija (B).

Nustatyta reikSminga (p < 0,05) proteazes itaka gelio kietumui ir konsistencijai. DidZiausiu kietumu
ir konsistencija (atitinkamai 2,4 N ir 664,97 N-s) pasizyméjo gelis, gautas, 20 % baltymy suspensija
apdorojus didziausiu proteazés aktyvumu (800 AV/ 100 g), o dvigubai mazesnis Sio fermento
aktyvumas 9 % sumazino gelio kietumg. MazZesnés koncentracijos (18 %) baltymy suspensijos
atveju, padidinus fermento kiekj nuo 400 iki 800 AV/ 100 g, gautas vidutiniskai 42,5 % didesnio
kietumo ir konsistencijos gelis, lyginant su méginiu, apdorotu mazesniu fermento kiekiu (0,44 N ir
129,78 N-s) (zr. 3.9 A pav.).

Naudojant transgliutaminaze (TG) baltymy modifikavimui, taip pat nustatyti reikSmingi skirtumai
(p < 0,05) tarp skirtingu fermento kiekiu paveikty baltymy geliy kietumo ir konsistencijos. Geliy i$
20 % baltymy suspensijos, kietumo ir konsistencijos vertés kito, atitinkamai 0,55 — 0,7 N ir 157,29
— 194 N-s, 0 18 % koncentracijos baltymo méginiai sudaré¢ 0,59 — 0,65 N kietumo ir 180,37 —
231,34 N-s konsistencijos gelius.

Didziausia konsistencijos verte (664,97 N-s) nustatyta gelio, 20 % baltymy suspensijg apdorojus
didziausiu proteazés kiekiu (800 AV/ 100 g). Sumazinus baltymy koncentracijg iki 18 %, gelio,
hidrolizuoty 400 ir 800 AV/ 100 g proteaze, konsistencijos vertés sumazgjo, atitinkamai 80 % ir
66 % (zr. 3.9 B pav.). Geliai apdoroti trangsliutaminaze, pasizyméjo 53 % mazesnémis
konsistencijos vertémis, lyginant su apdorotais proteaze.

Naudojant trangliutaminaze, baltymai buvo maziau suskaidyti ir suristi, todél kietumo vertés gautos
reik§mingai mazesnés, lyginant su proteaze paveiktais méginiais. Pagal literatirg glutamino ir lizino
likuciai, esantys baltymo struktiiroje turi buti paveikti TG, kad aktyviai vykty baltymy kryzminés
reakcijos. Reakcija tesis, jei Sios dvi aminortigStys bus prieinamos ir erdvéje pasiekiamos fermentui
hidrolizuoti. Vienas i§ pagrindiniy baltymy kryzminés reakcijos rezultaty yra gelio susidarymas. Be
to, sutankéjus baltymy tinklui, galutinio produkto tekstiira tampa kietesné [53].
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IS gauty rezultaty (Zr. 3.10 A pav.) matyti, kad fermento Kiekis turéjo maziau reikSmingg jtaka (p <
0,05) gelio lipnumui. Didziausia kohezija (0,37 N) pasizyméjo gelis, gautas 18 % suspensija
apdorojus TG (9,6 AV/ 100 g). Panaudojus mazesnj fermento kiekj, kohezija sumazéjo 31,4 %.
Baltymy 20 % koncentracijos suspensijos atveju, dvigubai padidinus TG kiekj, gautas 10 %
didesnés kohezijos gelis, lyginant su méginiu, apdorotu mazesniu fermento kiekiu (0,26 N).
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3.10 pav. Ryziy baltymy (18 % ir 20 % koncentracija) geliy, hidrolizuoty transgliutaminaze (TG) ir proteaze,
kohezija (A) ir klampumo indeksas (B).

Naudojant proteaze baltymy modifikavimui, reik§mingy skirtumy tarp tuo paciu fermento kiekiu
paveikty skirtingos baltymy koncentracijos méginiy kohezijos nenustatyta (p > 0,05). Geliy, gauty,
naudojant 20 % baltymy suspensija, kohezijos vertés nustatytos, atitinkamai 0,29 — 0,32 N, 0 18 %
koncentracijos méginiai sudaré 0,28 — 0,32 N kohezijos gelius (zr. 3.10 A pav.).

Rezultatai rodo, kad TG kiekis ir baltymo koncentracija suspensijoje turéjo jtakos gelio klampumui
(zr. 3.10 B pav.) Didziausiu klampumo indeksu (KI) (65,78 N-s) pasizyméjo gelis, gautas 20 %
baltymy suspensijg paveikus didesniu proteazés kiekiu (800 AV/ 100 g). Mazesnis proteazés kiekis
3 % mazino gelio KI vertg. 18 % koncentracijos baltymy suspensijos atveju, didesnis proteazés
kiekis 66 % padidino gelio KI, lyginant su méginiu, apdorotu mazesniu fermento kiekiu (21,69
N-s). Naudojant TG 9,6 AV/100 g baltymy modifikavimui, didZiausias KI (39,51 N's) nustatytas,
naudojant 20 % baltymy suspensija, 0 mazesnis fermento kiekis 53 % sumazino gelio KI (18,61
N-s). Geliy, gauty, naudojant 18 % baltymy suspensijg atveju, KI padidéjo 31 %, esant didesniam
TG kiekiui (9,6 AV/100 g).

Maseés klampuma nulemia cheminis rysys tarp daleles sudaranéiy atomy ir jony, taip pat molekuliy
sgveikos [50]. Baltymo 18 % suspensijg paveikus transgliutaminaze, didesnio 35 % lipnumo gauti
méginiai, paveikti didesniu fermento kiekiu (9,6 AV/ 100 g), mazesnis TG kiekis sumazino gelio
kohezijos vertes 0,24 N. Didesnés koncentracijos baltymy (20 %) geliams fermento kiekis turéjo
maziau reik§mingos jtakos kohezijos vertéms (p < 0,05).

Proteazés panaudojimas ryziy baltymy modifikavimui, reik§mingai padidino klampumo indekso
vertes, lyginant su TG (Zr. 3.10 B pav.) Didesnés koncentracijos (20 % suspensija) baltymy
méginiams, fermento kiekio jtaka nustatyta maziau reik§minga (KI vertés kito nuo 63,84 N-s iki

40



65,78 N-s), o mazesnés koncentracijos (18 % suspensija) baltymy méginiy atveju, fermento kiekio
padidinimas nuo 400 iki 800 AV/ 100 g, padidino 2,98 karto KI vertes.

Apibendrinant ryziy baltymy geliy tekstiiros tyrimo rezultatus, galima daryti i§vada, kad naudojant
proteaze, galima iSgauti kietesnj ir tvirtesnés konsistencijos gelj, nei naudojant TG. Didesnio
kietumo geliai susidaro, esant 20 % baltymo koncentracijai suspensijoje. Optimalus SQzyme PS-
NL proteazés kiekis geliy susidarumui gali biiti rekomenduojamas 400 AV/ 100 g, nes reik§mingy
skirtumy tarp gelio kietumo ir konsistencijos bei lipnumo, naudojant skirtingus proteazés kiekius,
nenustatyta (p > 0,05). ReikSminga fermento kiekio jtaka nustatyta 18 % baltymo koncentracijos
suspensijoms.

Geliy klampumo tyrimai akustiniu prietaisu (zr. 3.11 A, B pav.) patvirtino, kad proteaze apdoroty
baltymy geliy méginiai pasizyméjo tvirtesne struktiira, t.y. parametro h verté 200 s matavimo taske
kito nuo 28,73 mm iki 29,58 mm, o apdoroty TG, kito nuo 28,53 mm iki 30,96 mm. Mazesnés h
vertés parodo, kad méginys yra klampesnis.

Nustatyta, kad baltymy 20 % suspensija apdorojus TG 9,6 AV/ 100 g (2M), susidaré maziausio
klampumo, t.y. silpniausios struktiiros gelis (h = 30,97 mm). Reik§mingai mazesné h verté (29,52
mm) ir stabiliai i$laikoma struktiira pasizyméjo 18 % baltymy méginys, apdorotas TG 9,6 AV/ 100
g (4M). 1 % mazesné h verté (29,25 mm) — 20 % baltymy méginyje gautame panaudojus 4,8 AV/
100 g (1M). Didziausias klampumas, t.y. maziausia h verté (28,53 mm), nustatyta gelio i§ 18 %
baltymy, apdoroty TG 4,8 AV/ 100 g (3M) (zr. 3.11 A pav.).
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3.11 pav. Ryziy baltymy 20 % (1M, 2M, 5M, 6M) ir 18 % (3M, 4M, 7M, 8M), apdoroty transgliutaminaze
(TG) (A) ir proteaze (B) geliai.

Analizuojant méginius apdorotus proteaze, pastebéta, kad geliai pasizyméjo didesniu klampumu nei
geliai gauti, apdorojus RBK transgliutaminaze (zr. 3.11 B pav.). Didziausias klampumas, t.y.
maziausia h verté (27,45 mm), nustatyta 20 % baltymy méginyje, apdorotame proteaze (800 AV/
100 g) (6M). Nezymus (2,9 %) h vertés (29,59 mm) padidéjimas nustatytas 20 % baltymy
méginyje, hidrolizuotame 400 AV/ 100 g proteazés (5M). Analizuojant 18 % koncentracijos
baltymo gelius, nustatytas reikSmingas (p < 0,05) méginio h vertés padidéjimas (28,73 mm) (8M).
Didziausia h verte (29,44 mm), o tuo paciu maziausiu klampumu, pasizyméjo 18 % baltymy
méginys (7M), apdorotas mazesniu proteazés kiekiu (400 AV/ 100 g).
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Tikslesniam geliy konsistencijos jvertinimui, apskaifiuotas gelyje krentancio kiino greitis 200 s
matavimo taSke (zr. 3.12 pav.). Didziausias plundzerio kritimo greitis (0,154 mm/s), o tuo paciu
maziausias klampumas, nustatytas 20 % baltymy méginyje, paveiktame didziausiu TG kiekiu (9,6
AV/ 100 g). Sis méginys pasizyméjo ir vizualiai silpniausia gelio struktira.

Mazesnés plunzerio kritimo grei¢io v vertés (vid. v = 0,146 mm/s) nustatytos 20 % ir 18 %
koncentracijos baltymy, paveikty mazesniais TG ir proteazés kiekiais, t.y. Sis méginys sudaré
tviréiausios struktaros gelj (v = 0,137 mm/s). Didesnis TG Kiekis suskystino gelj ir tuo paciu didino
plunZerio kritimo gelyje greitj (v = 0,147 mm/s) (Zr. 3.12 pav.)
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3.12 pav. Ryziy baltymy (18 % ir 20 % koncentracijos) geliy, hidrolizuoty transgliutaminaze (TG) ir
proteaze, plunZerio kritimo grei¢io (V) pokytis.

Geliy tekstiiros analizé akustiniu klampos matuokliu patvirtino, kad tvirtesnei ir stabilesnei gelinei
struktiirai sudaryti, suspensija apdorojant ultragarsu, jtakos turi baltymy koncentracija suspensijoje,
fermenty kiekis ir raisis.

Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad norint gauti tvirtos teksttros ir konsistencijos
ryziy baltymy gelius, rekomenduojama naudoti 20 % baltymy suspensijg. Kadangi reikSmingy
skirtumy tarp geliy, paveikty skirtingu proteazés kiekiu, tekstliros parametry nenustatyta,
ekonomiskumo sumetimais gali biiti naudojamas mazesnis SQzyme PS-NL proteazés kiekis (400
AV/ 100 g baltymo). Paveikty TG baltymy geliai pasizymi reikSmingai (p < 0,05) maZesniu
kietumu ir konsistencija.

3.5. SKkirtingos koncentracijos ryziy baltymy geliy struktiiros tyrimai

Ryziy baltymy geliy struktiiros vertinimo optiniu elektroniniu mikroskopu rezultatai pateikti 3.13
paveiksle. Struktiiros mikroskopiné analizé leido jvertinti gelio mikrodaleliy dydzius ir i$sidéstymo
pobtdi gelyje.

Gautose nuotraukose galima iSskirti mikrodaleles (tankios baltos formos) ir seruma (juodos
spalvos). Geliuose, gautuose 18 — 20 % baltymy suspensijas apdorojus proteaze (400 — 800 AV/
100 g), pastebétos didziausios baltymy globulés, Sie geliai pasizyméjo homogeniska struktira,
matomas didesnis baltymy tinklo vienalytiSkumas (zr. 3.13 pav.).
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Maziau homogeniskesné struktiira nustatyta méginyje (3M), 18 % baltymy suspensijos apdorotos
TG (4,8 AV/ 100 g), tam galimai jtakos turéjo mazesné baltymy koncentracija ir mazesnis fermento
kiekis. Didesnius mikrogriudelius galima pastebéti 20 % ir 18 % baltymy méginiuose, apdorotuose
proteaze (5M ir 8M). Geliuose gautuose 20 % suspensija apdorojus TG (1M ir 2M) stebimas
mikrogrideliy struktiiros homogeniSkumas, tolygus iSsidéstymas bei tinklo vienalytiSkumas (Zr.
3.13 pav.).

M oM ™ LAl

3.13 pav. Geliy, paveikty transgliutaminaze (1M — 4M) ir proteaze (SM — 8M), mikroskopiné analizé (10x

didinimas). Méginiai: 1M, 2M — 20 % RBK geliai (TG kiekis, atitinkamai 4,8 ir 9,6 AV/ 100 g); 3M, 4M —

18 % RBK (TG kiekis, atitinkamai 4,8 ir 9,6 AV/ 100 g); SM, 6M — 20 % RBK geliai (proteaze, atitinkamai
400 ir 800 AV/ 100 g); M, 8M — 18 % RBK geliai (proteazé, atitinkamai 400 ir 800 AV/ 100 g)

M M M M

3.14 pav. RBK geliy analizé skenuojanciu elektroniniu mikroskopu (FEI Quanta 200 FEG, JAV), didinimas
500x. Méginiai: 1M, 2M — 20 % RBK geliai (TG kiekis, atitinkamai 4,8 ir 9,6 AV/ 100 g); 3M, 4M — 18 %
RBK (TG kiekis, atitinkamai 4,8 ir 9,6 AV/ 100 g); 5M, 6M — 20 % RBK geliai (proteazé, atitinkamai 400 ir
800 AV/ 100 g); 7M, 8M — 18 % RBK geliai (proteaze, atitinkamai 400 ir 800 AV/ 100 g)
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Liofilizuoti geliy méginiai analizuoti skenuojanciu elektroniniu mikroskopu (SEM) pavirSiaus
morfologijai jvertinti (Zr. 3.14 pav.). SEM nuotraukose galima iSskirti polipeptidy fragmentus,
jvertinti jy dydj ir atstumg tarp atviro tinklo struktiiry.

Geliai, gauti apdorojus ryziy baltymus TG, pasizyméjo didesniais granuliy fragmentais ir atviresne
tinklo struktiira. Geliy, gauty baltymus apdorojus proteaze, morfologiné struktiira yra tankesné ir
gauti zymiai mazesni baltymo pavirSiaus granuliy fragmentai (méginiai 5M, 6M, 7M, 8M).
Remiantis gautais SEM rezultatais, galima teigti, kad protecazé baltymy molekules suskaidé j
smulkesnés struktiiros junginius ir leido suformuoti stabilesnius gelius, nei apdorojimas TG.

Trangliutaminazé¢ (TG) inicijuoja baltymy tinklo susidarymg, katalizuodama acilo pernesSimo
reakcijg tarp y-karboksilamido grupés ir pirminiy aminy, susidarant y-glutamino-ilizino izopeptido
jungtims [52]. Todél TG naudojamas gelinéms struktiiroms sudaryti dél baltymy ir polisacharidy
komplekso koacervacijos, t.y. sgveikaujant dviems polielektrolitams, kuriuose yra prieSingo zenklo
baltymy su skirtingais izoelektriniais taskais [52]. Naudojant TG, sustiprinama baltymy gelio
struktura ir nejvyksta molekuliy disociacija.

Proteazés suskaido ilggsias baltymy grandines j trumpesnius fragmentus (peptidus) ir galiausiai ]
amino rugstis. Taip pat apdorojimas ultragarsu gali jtakoti baltymy struktiiros konformacija,
paveikdamas vandenilinius rySius ir hidrofobines saveikas dél kavitacijos reiskinio, kuomet yra
pakeic¢iamos funkcinés savybés (gelio sudarymas) [8].

Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad naudojant baltymy hidrolizei proteolitinius
fermentus, galima gauti homogeniskos ir tvirtos tekstiiros gelius. Baltymai apdoroti
transgliutaminaze, sudaré reikSmingai (p < 0,05) mazesnio kietumo ir konsistencijos gelius.
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4. Rekomendacijy dalis

Efektyviam baltymy i$skyrimui i$ ryziy iSspaudy (RI) rekomenduojama taikyti Zaliavos hidrolize
multifermentine kompozicija, sudaryta i§ amilazés (AlphaStar Plus), hemiceliulaziy (CeluStar XL)
ir neutralios proteazés (SQzyme PS-NL), optimizavus baltymy ekstrakcijos i§ RI sglygas: 60 °C
temperatiira, esant terpés pH 10 ir sm/v = 1:4. Siomis salygomis gaunamas maksimalus baltymy
kiekis ekstrakte (2,42 mg/ml), o baltymy iSeiga — 15,7 %.

ISgauty ryziy baltymy modifikavimui ir gelio sudarymo pajégumo padidinimui rekomenduojama
ryziy baltymy izoliatus modifikuoti, hidrolizuojant neutralia proteinaze (SQzyme PS-NL), kurios
optimalus kiekis 400 AV/ 100 g baltymy. Hidrolizés salygos: 90 min., 50 °C temperatira. Baltymy
20 % koncentracijos suspensijy modifikavimas proteaze leidzia iSgauti homogeniska ir tvirta ryziy
baltymy geline struktiira.

RI baltymy produktai, pasizymintys gelio sudarymo pajégumu, gali buti panaudoti jvairiy maisto
produkty, tokiy kaip kavos balinimo priemonés, priedai, gérimai, konditerijos, mésos ir duonos
kepiniy, gamyboje. Ryziy baltymy kombinacijoje su atitinkamais polisacharidais geliai gali buti
panaudojami valgomosioms pléveléms gaminti, kurios pasizymi geru atsparumu tempimui [34].
Pridedant propilenglikolio alginato (PGA) ir aliejaus, gali bati sukuriamas atsparumas vandens
garams ir sudaromos hidrofobinés salygos [34, 36].

Baltymy gelinés struktiiros sudarymui gali buti taikomas apdorojimas ultragarsu (37 kHz,
intensyvumas 120 %) 60 °C temperatiiroje. Apdorojimas auksto intensyvumo ultragarsu keicia
baltymy struktiiros konformacija, paveikdamas vandenilinius rySius ir hidrofobines sgveikas dél
kavitacijos reiSkinio. Reguliuojant apdorojimo ultragarsu salygas, galima modifikuoti baltymy
fizikines, chemines ir funkcines savybes — tirpuma, puty sudarymo pajéguma ir stabiluma bei gelio
sudaryma [8].

Baltymy izoliaty ir modifikuoty baltymy (hidrolizaty) gamybos i§ ryZiy iSspaudy principiné
aparatiiriné gamybos proceso schema pateikta 4.1 paveiksle.
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4.1 pav. Ryziy baltymy izoliaty geliy principiné aparatiiriné gamybos proceso schema

Aparatira: M1 — M4 — maiSyklés, PR1 — PR4 — peristaltiniai siurbliai, IS1 — IS4 — i$centriniai
siurbliai, HR — hidrolizés reaktorius; TV — triSakis voztuvas, C1 — C2 — centriftigos, T1 — T2 —
talpyklos, L — liofizatorius, S — $aldytuvas.

Ryziy iSspaudos (RI) sumaiSomos su geriamuoju vandeniu, aitinkan¢iu HN 24:2017 reikalavimus,
maisykléje (M1) santykiu 1:4. Terpés pH sureguliuojamas iki 10, naudojant 0,1 M NaOH ar 0,1 M
HCI tirpalus. Lygiagraciai Siam procesui (M2) maiSykléje paruoSiama fermenty kompozicija,
sudaryta i$ amilazés, celiulazés ir proteazés (aktyvumy santykis 1:2:1), dozuojant 39 ml/kg masés.
Paruos$ta masé i$ maiSyklés (M1) peristaltiniu siurbliu (PR1) tiekiama j hidrolizés reaktoriy (HR), |
kurj iScentriniu siurbliu (IS1) tiekiamas paruostas fermenty misinys (FK). Zaliavos hidrolizés
reaktoriuje (HR) vykdoma RI fermentiné hidrolizé (120 min., 55 °C). Kontroliuojami parametrai:
temperatiira, baltymy kiekis. Po fermentinés hidrolizés masé i§ reaktoriaus (HR) peristaltiniu
siurbliu (PR2) tiekiama j centrifiiga (C1), kurioje atskiriamos dvi frakcijos — skysta frakcija su
iSekstrahuotais baltymais ir nuosédos (8000 aps/min.), kurios paSalinamos ir surenkamos talpykloje
(T1) arba pakartotinai hidrolizuojamos. Sekantis etapas — baltymy nusodinimas vykdomas
reaktoriuje (M4), kur tiekiamas 0,1 M HCI tirpalas terpés pH sureguliavimui iki pH 4,3 — ryziy
baltymy izoelektrinio tasko. Po baltymy nusodinimo, gautas misinys peristaltiniu siurbliu (PR3)
tiekiamas j centrifiigag (C2) ir baltymy nuosédos atskiriamos nuo skystos frakcijos. Gauta klampi
masé surenkama ] talpykla (T2), 1§ kurios dalimis tiekiama hidrolizato gamybai. Ryziy baltymy
hidrolizato gamybai ruoSiama 20 % koncentracijos baltymy suspensija. Tam baltymy izoliatas
tiekiamas j maidykle (M4), j kurig iScentriniu siurbliu (IS4) tiekiamas vanduo. Suspensijos pH
sureguliuojamas 0,1 M NaOH arba 0,1 HCI tirpalais iki pH 7, tickiama proteazé (400 AV/100 g) ir
vykdoma baltymy hidrolizé 90 min. 50 °C temperattroje. Hidrolizuoty baltymy masé peristaltiniu
siurbliu (PR4) tiekiama j liofilizatoriy (L), kur liofilizuojama -110 °C temperataroje, 12 valandy.
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Dziovinami Saltyje baltymy masé Zemoje temperatiiroje kietéja, skystai fazei pasisalinant dujy
pavidalu, vykstant sublimacijos procesui. Gauti hidrolizuoty baltymy milteliai laikomi 4 °C
Saldytuve sandarioje pakuotéje (S). Isliofilizuotas baltymy hidolizatas gali bati panaudotas kaip
gelius sudarantis priedas jvairiy maisto produkty gamyboje.
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ISvados

Nustatyta, kad daugiausia baltymy i§ RI galima iSekstrahuoti (2,42 mg/ml), vykdant Sarmin¢
ekstracijg 60 °C temperatiiroje, esant terpés pH 10 ir sm/v santykiui 1:4.

. Baltymy i§ RI ekstrakcijos efektyvuma galima padidinti, taikant hidroliz¢ fermenty
kompozicija, sudaryta i§ amilazés, celiulazés ir proteazés (aktyvumy santykis 1:2:1). Tokiu
budu baltymy iSeigg galima padidinti iki 71%, lyginant su hidrolize proteaze (59 %) ar
amilazés ir celiulazés kombinacija (67 %).

. Nustatyta, kad fermentinés hidrolizés panaudojimas baltymy ekstrakcijai mazino
iSekstrahuoty baltymy riebaly (AAG) ir vandens absorbcijos geba (VAG): hidrolizuojant
proteaze AAG ir VAG vertés nustatytos, vidutiniSkai 6,2 % mazesnés, o naudojant fermenty
kompozicijg, vidutiniSkai 4,4 % mazesnés, lyginant su baltymais, iSekstrahuotais iS§
nehidrolizuoty RI (atitinkamai, 70,4 % ir 67,4 %). Zaliavos fermentiné hidrolizé proteaze ir
fermenty kompozicija, neturéjo reikSmingos jtakos baltymy puty sudarymo pajégumui ir
puty stabilumui (sumazéjimas atitinkamai 2,5 ir 0,5 %), lyginant su baltymais i§ neapdorotos
fermentais zaliavos (atitinkamai, puty sudarymo pajégumas 34,7 % ir stabilums 21,3 %).
Rezultatai parodé, kad baltymy koncentracija, fermento specifiSkumas ir kiekis turi
reik§mingg poveikj RI baltymy geliy sudarymui. Tvirtas gelis susidaro (kietumas 2,18 ir 2,4
N, konsistencija 614,49 ir 664,97 N-s), hidrolizuojant ryziy baltymy izoliata neutralia
proteinaze, esant 20 % baltymo koncentracijai. Transgliutaminaze (TG) apdoroti baltymai
sudaré silpnesnés tekstiros gelius (vid. kietumas 0,62 N; vid. konsistencija 190,75 N-s).
Geliy klampumo tyrimas akustiniu prietaisu patvirtino, kad proteaze apdoroty baltymy geliy
méginiai pasizyméjo didesniu klampumu, nei apdoroty TG méginiy: parametro h verté
nustatyta 2,6 % mazesné, lyginant su TG (vid. h = 29,57 mm). Baltymy apdorojimas TG
mazino meéginiy baltymy masés klampuma, o tuo paciu didino krentanc¢io maséje plunzerio
greitj (v = 0,154 mm/s), lyginant su apdorotais proteaze baltymais (v = 0,144 mm/s).
Hidrolizuoty baltymy geliy struktiiros vertinimas elektroniniu mikroskopu parod¢, kad geliy
strukttira priklauso nuo naudoto fermento ir jo kiekio bei baltymo koncentracijos. Optimaliu
proteazés (400 AV/ 100 g) kiekiu apdoroty baltymy geliai pasizyméjo homogeniskiausia
struktiira. Didesnis proteazés kiekis paveiké heterogeniskos struktiiros su didesnémis
globulémis susidaryma, o maZesn¢ baltymy koncentracija turé¢jo jtakos maZiau
homogeniskai gelio struktiirai susidaryti.

. Baltymy koncentraty geliai, apdoroti transgliutaminaze, pasizyméjo didesniais granuliy
fragmentais ir atviresne baltymy tinklo struktira. RBK geliy, gauty apdorojus proteaze,
morfologiné struktiira gauta tankesné su smulkesniy granuliy fragmentais.

. RyZiy baltymy hidrolizaty i§ RI gamybos schema gali biiti panaudota maisto pramonéje
baltymy izoliaty ir/ar jy panaudojimo gelinés struktiiros maisto sistemy gamybai.
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Baltymy koncentracija, mg/ml

1 pav. Baltymy ekstrakcijos efektyvumo priklausomybé nuo terpés pH, esant sm/v santykiui 1:2.
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3 pav. Baltymy ekstrakcijos efektyvumo priklausomybé nuo terpés pH, esant sm/v santykiui 1:6.



