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Anotacija

Didé¢janti beglitiminiy duonos gaminiy paklausa vercia ieskoti naujy gamybos bdy. Norint jg iSspresti, ieSkoma
naujy strategijy, kaip pasalinti kenksmingg glitima i§ kvie€iy, rugiy bei mieziy ir pagaminti subalansuotus produktus,
turindius geras juslines savybes. Siame straipsnyje jvertintas tam tikry augaly sul&iy ir ekstrakty efektyvumas, naudojant
jas kaip glitimo imunogeniSskumo Sumazinimo priemones. Tirtas glitimo kiekis kvie¢iy sélenose ir kvie¢iy krakmole,
pries ir po fermentacijos su natiraliais augaly ekstraktais. Glitimo kiekis kvie¢iy krakmole po fermentacijos su Kiviy,
papajy ir ananasy sultimis gautas 15—18 mg/kg, po apdorojimo juodgriidés ekstraktu — 28 mg/kg. Sios priemonés
glitimo kiekj sélenose sumazino iki 530-3500 mg/kg. Taigi augaly ekstraktai pasalino kvie¢iy krakmolo
imunogeniskumg ir sumazino imunoreaktyviy peptidy kiekj kvieciy perdirbimo Salutinése frakcijose, kuriose pradinis
glitimo kiekis yra didesnis, ta¢iau nepasieké saugios ribos, leistinos beglitiminiy produkty gamyboje.

Reik§miniai ZodZiai: celiakija, kvieciai, glitimas, imunogeniskumas, hidrolizé.

Abstract

The increasing demand for gluten free bread makes it necessary to look for new ways of producing. To address
this, new strategies are being sought to eliminate harmful gluten from wheat, rye and barley, and to produce balanced
products with good organoleptic properties. This article evaluates the efficacy of certain plant juices and extracts as a
measures of reducing the immunogenicity of gluten. The gluten content of wheat bran and wheat starch before and after
treatment with natural plant enzymes was investigated. The gluten content established in wheat starch after
fermentation with kiwi, papaya and pineapple juice was 15-18 mg/kg, after treatment with Nigella sativa extract - 28
mg/kg. These measures reduced the gluten content in bran to 530-3500 mg/kg. Thus, plant extracts eliminated the
immunogenicity of wheat starch and reduced the amount of immunoreactive peptides in wheat processing byproducts
with a higher initial gluten content but remaining above the safe limit allowed for production of gluten-free products.
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Ivadas

Kvieciai — viena 1§ labiausiai paplitusiy griidiniy kultiiry pasaulyje, kai kuriose Salyse i§ jy
gaunama iki pusés visos dienos energijos, taciau didéjant kvieciy suvartojimui, pasaulyje plinta su
glitimo netoleravimu susij¢ susirgimai: alergija kvieciams ir celiakija (Navarro ir kt., 2017).
Asmenims, sergantiems $iomis ligomis, paskiriama visg gyvenima trunkanti dieta be glitimo, kuri
populiari ir tarp sveiky asmeny, kurie siekia bendros naudos sveikatai. Tyrimais jrodyta, kad
beglitiminé mityba yra nesubalansuota, joje didesn¢ procenting dalj sudaro kalorijos i$ riebaly ir
mazesng — i$ angliavandeniy, kadangi nevartojamos gradinés kulturos, dietoje nustatytas mazas ne
krakmolo polisacharidy kiekis (Vici ir kt., 2016; Wild ir kt., 2010). Sie polisacharidai, kuriy
didziausig dal; sudaro arabinoksilanai, yra svarbiis mazinant létiniy ligy, tokiy kaip Sirdies ir
kraujagysliy ligy ir tam tikry vézio rasiy (Lovegrove ir kt., 2017) rizikos veiksnius, pagerina
zarnyno mikrobiotos bikle (Makki ir kt., 2018; Mendis ir kt., 2016). Duonos gaminiai, pagaminti i$
natliraliai glitimo neturin¢iy Zaliavy: grikiy, ryziy, kukuriizy, sorgo, burno¢iy milty arba 18§
krakmoly ir hidrokoloidy, daznai pasiZymi prastesnémis tekstiiros ir juslinémis savybémis, palyginti
su atitinkamais glitimo turin¢iais produktais (Hager ir kt., 2012; Miranda ir kt., 2014; Nagash ir kt.,
2017). Naudojant kepiniams be glitimo isvalyta kvie¢iy krakmolg, gamyboje nenaudojami isoriniai
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grido sluoksniai (s¢lenos), nors Sie turi didelj mitybos potencialg: juose yra daug mikroelementy,
fitocheminiy medziagy, skaiduly ir pan. (Hemery ir kt., 2011), taciau yra ir santykinai daug glitimo.

Didéjanti aukstos kokybés beglitiminiy duonos gaminiy paklausa veria ieSkoti naujy
beglitiminés duonos gamybos biidy. Norint jg iSspresti, ieSkoma naujy strategijy, kaip pasalinti
kenksmingg glitimg i§ kvieciy, rugiy ir mieziy ir pagaminti subalansuotus produktus, turin¢ius geras
juslines savybes. Dieta turi biiti ne tik be glitimo, bet ir sveika, kad bty iSvengta maistiniy
medziagy, vitaminy ir mineraliniy medziagy trikumo ar pertekliaus. D¢l Sios priezasties labai
svarbu istirti kvieciy imunogeniskumo paSalinimo ar Sumazinimo priemones.

Glitimas turi didelj kiekj amino riig$¢iy glutamino ir prolino, todél jis yra labai atsparus
zmogaus virskinimo trakto fermentams (pepsinui, chimotripsinui, tripsinui). D¢l Sios priezasties
baltymy fragmentai (peptidai), kuriy ilgis yra devynios ar daugiau aminorigsciy, lieka nesuskaidyti.
Jie prasiskverbia per plonosios zarnos gleiving ir kartu su audiniy transglutaminazés receptoriais ir
HLA-DQ2 ir HLA-DQ8 antigenais inicijuoja jungiamojo audinio, esancio po epiteliu (Lamina
Propria) antigeniniy lgsteliy imuninj atsaka (Cinova ir kt., 2007; Arentz—Hansen ir kt., 2002). Jei
glitimas suskaidomas taip, kad susidaro peptidai i§ maziau nei devyniy aminorigsciy liekany, jie
nesijungia prie receptoriy ir imuninis atsakas nevyksta. Todé¢l bet kuris fermentas, galintis
suskaidyti glitimg j tokius mazus peptidus, teoriSkai yra tinkamas glitimui pasalinti i§ gridiniy
kultiry (Gallagher E., 2009). Tam gali buti naudojami jvairtis fermentai: endogeniniai grudy
fermentai, bakteriniai, mikroskopiniy gryby, augalinés ir gyvininés kilmés. Vieni i§ jy hidrolizuoja
glitima, kiti blokuoja toksiniy baltymy fragmenty poveik].

Augaly fermentai jau daug mety naudojami kai kuriy maisto produkty: sirupy, alkoholiniy
gérimy, pieno produkty, kepiniy ir kt. gamyboje (Meshram ir kt., 2019). Ankstesni tyrimai (Sun ir
kt., 2016) parodé, kad augalai turi didelj neiSnaudotg potencialg kaip augalinés kilmés proteaziy
gamybos Zaliava. Proteaziy daugiausia randama vaisiuose, tokiuose kaip papajos, ananasai, figos ir
kiviai. Be to, aukS$tas proteaziy aktyvumas aptiktas brokoliuose, imbieruose, poruose ir
raudonuosiuose pipiruose. Papaino fermentiné hidrolizé buvo naudota hidrolizatams gaminti i§
kvieciy glitimo ir nustatyta, kad po apdorojimo papainu baltymy molekuliné masé buvo mazesné
(Wang ir kt., 2007). Bromelinas buvo naudojamas kvie¢iy milty alergiskumui sumazinti (\Watanabe
ir kt., 2000). Tyrimai in vitro su zaliyjy kiviy vaisiy aktinidinu, Kuris yra zinomiausias kiviy
fermentas (Larocca ir kt., 2010; Kaur ir kt., 2010), jvairius maisto baltymus, taip pat ir grudy
glitima inkubuojant su kiviy ekstraktu arba be jo ir imituojant zmogaus virskinimo traktg, parodé,
kad kiviy ekstraktas turéjo jtakos glitimo virSkinimui. Aktinidinas pagerino glitimo suvirskinima ir
atliekant bandymus su ziurkémis (Rutherfurd ir kt., 2011). Li ir kt. (2016) jrodé proteolitinj papaino
poveikj, 0 Taga ir kt. (2017) nustaté, kad imbiero proteazés gali efektyviai hidrolizuoti glitima.
Ypac stiprus glitimo detoksikacijos pajégumas nustatytas Nepenthes pitcher, egzotisko mésingo
augalo syvuose, kurie turi virskinimo fermenty, taip pat proteazés nepentesino (Ravee ir kt., 2018;
Schrader ir kt., 2016).

Glitimg skaidanciy peptidaziy gali turéti ir augaly séklos. Bell ir kt. (2014) tyrimo duomenys
parodé, kad Nigella sativa (dar zinomos kaip juodgriidés séklos arba juodieji kmynai) taip pat turi
proteaziy, kurios gali bati naudojamos maisto pramonéje (Osman ir kt., 2010). Panaudoti kumynai
(Cuminum cyminum L.), jy tirpalai ar karSto vandens ekstraktai pasizymi aktyvia proteaziy veikla ir
vaidina svarby vaidmenj vir§kinimo fermenty aktyvumo didinimo procese (Milan ir kt., 2008).
Tyrimo rezultatai parodé, kad kumyny peptidai gali padidinti baltymy virSkinamuma iki 400 %.
Kumyno sékly ekstraktas padidino pepsino proteolitinj aktyvumg (Siow ir kt., 2016), taciau
eksperimentai su glitimu nebuvo atlikti.

Taigi yra nemazai tyrimy, kurie parodo, kad augaliniai fermentai turi stipry proteolitinj
poveikj, taCiau néra istirta, ar jie gali visiskai suskaidyti glitimg kvieciy perdirbimo produktuose
(krakmole ir sélenose) iki saugios ribos, tai leisty juos panaudoti beglitiminés visavertés duonos
gamybai.
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Tyrimo tikslas — istirti augaly sul¢iy ir ekstrakty efektyvumag naudojant juos kaip glitimo
imunogeniskumo pasalinimo ar sumazinimo priemones.

Tyrimo metodika

Tyrimai buvo atlikti Klaipédos valstybinés kolegijos Mikrobiologijos ir chemijos
laboratorijose. Kvieciy Salutiniy frakcijy méginiai, gauti po sauso ir $lapio frakcionavimo: sélenos ir
krakmolas, buvo gauti i§ AB ,,Roquette Amilina®.

Kvieciy $alutiniy produkty sudéties fizikiné ir cheminé analizé

drégmés kiekis nustatytas drégmés matavimo prietaisu Kern MLS 50-3HA 160N;

pH buvo matuojamas pH matuokliu ORION 3STAR,;

baltymy kiekis nustatytas Kjeldalio metodu (LST EN ISO 20483).

Méginiy paruoSimas

Tyrimui naudotos Kiviy vaisiy, ananasy ir papajy sultys bei juodgriidés ekstraktas. SvieZi
vaisiai sutrinti strypiniu maiSytuvu, iSspaustos sultys. Juodgriidés ekstraktui paruosti juodgriidés
séklos sumaltos buitiniu kavos maliinéliu, uzpiltos 40 °C temperatiiros distiliuotu vandeniu (imant 5
g juodgradeés ir 45 g distiliuoto vandens), palaikius 0,5 val. masé papildomai homogenizuota ir
i$filtruota.

Tyrimui atlikti po 1 g tiriamos medziagos (krakmolo arba séleny) perkelta j 15 ml
mégintuvélius, jpilta po 5 ml augaliniy ekstrakty ir 5 ml distiliuoto vandens. Mégintuvéliy turinys
gerai iSmaiSytas naudojant purtykle (30 min.) ir stovas su mégintuvéliais patalpintas j inkubatoriy.

Méginiai buvo inkubuoti 37 °C temperattiroje. Po 12 ir 24 valandy buvo iSmatuotas pH ir
glitimo imunoreaktyviy liku¢iy Kiekis substratuose.

Glitimo kiekio nustatymas ELISA G12 metodu

Glitimo likuciai kvie¢iy produktuose nustatyti ELISA metodu (AACCI metodas 38-52.01),
naudojant AgraQuant® Gluten G12 imunosorbenty ploksteles (prekés Zenklas: RomerLabs) pagal
gamintojo instrukcijas. Glitimo koncentracijos buvo nustatytos remiantis kalibravimo kreive,
pateikta ,,Romer Labs“ ir patikslinta pagal standartiniy tirpaly optinius tankius. Mikroploksteliy
optiniams tankiams nuskaityti naudotas Multiscan EX mikroploksteliy skaitytuvas su 450 nm
absorbcijos filtru.

Tyrimo rezultatai ir jy aptarimas

Kvie¢iy krakmolo ir séleny frakcijos turéjo skirtingg drégmés kiekj ir skirtingg bendrg
baltymy kiekj bei prading glitimo koncentracija (Zr. 1 lentelg).

1 lentelé. Kvieciy perdirbimo Salutiniy produkty charakteristikos
Table 1. Characteristics of samples of wheat processing by-products

Kvieciy produktai Drégmeés kiekis, % Bendras baltymy kiekis, % Glitimo kiekis, mg/kg
Sélenos 13,43+0,20 16,90+0,02 33750,00+945,00
Krakmolas 10,78+0,20 0,32+0,02 85,00+2,00

“Glitimo kiekis Elisa G12 metodu nustatytas tik atlikus keturis 1:10 skiedimus.

Drégmés kiekis tiek sélenose, tiek krakmole nustatytas nedidelis. Po glitimo atskyrimo
kvieciy krakmolo frakcijoje licka labai nedaug baltymy, taip pat ir glitimo, o kvieCiy sélenose
baltymai sudaro net 16,9 procento. Didziausia dalis i§ jy tenka albuminams ir globulinams, taciau
kaip parodé Elisa antikliniy tyrimai, jose yra ir santykinai didelis glitimo kiekis — net 33750,00
mg/kg, kai beglitiminiuose produktuose jo gali buti tik iki 20 mg/kg (Standartas Nr. 118-1979).
Todél gaminant produktus, skirtus dietai be glitimo, batina imtis priemoniy, kurios suardyty
likutinius glitimo peptidus ir pasalinty glitimo imunoreaktyvuma.
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Augaliniai ekstraktai (zr. 1 pav.) buvo paruosti pagal anksciau pateikta metodika.
Fermentavimui pasirinkta 37 °C temperatira, kadangi §i temperatiira yra optimali daugumos
fermenty aktyvumui (Li ir kt., 2016; Kaur ir kt., 2010).

1 pav. Augaliniy ekstrakty paruoSimas
Fig. 1. Preparation of plant extracts

Pamatavus pH ekstraktuose prie$ fermentacijg maziausiai ragstinis pH (6,15+0,02) nustatytas
juodgrudés ekstrakte, labiausiai rugstiné aplinka — Kiviy sultyse (3,56%0,02) ir ananasy sultyse
(3,79+0,02) (zr. 2 pav.). Fermentuojant kvie¢iy krakmolg jvairiuose méginiuose pH kito skirtingai.
Ty méginiy, kur pradinis pH buvo arti neutralaus (kontroliniame méginyje su distiliuotu vandeniu,
su juodgrudeés ekstraktu ir papajy sultimis) po 24 val. fermentacijos krakmolo méginiy terpé
partigstéjo iki pH 4,16-4,45+0,02, po 48 val. iki 3,95-4,25+0,02, o bandiniuose su kiviy ir ananasy
sultimis pH beveik nepasikeité.

7
- Kontrolinis
6.5 ’ méginys
6 : Kiviy sultys
55 5,
T 5 — Ananasy
o
6 sultys
4.5 : 4,25 '
4 ; 4.21 —— Papajy sultys
3.79— 9,00 i
; 361 3,84
3,5 0 362 — Juodgriidés
3 ekstraktas
0 val. po 12 val. K Po 24 val. K Laikas

2 pav. Terpés pH kviec¢iy krakmolo substratuose po 12 ir 24 val. fermentacijos
Fig. 2. pH in samples of wheat starch after fermentation of 12 and 24 h

Siek tiek kitaip kito kvie¢iy séleny méginiy su augaliniais ekstraktais pH fermentacijos metu
(zr. 3 pav.). Méginiuose su pradiniu pH, artimu neutraliam (kontroliniame méginyje, méginiuose su
juodgrudés ekstraktu ir papajy sultimis), po 12 val. fermentacijos krakmolo méginiy terpé
partgstejo iki pH 4,33-4,46+0,02, po 24 val. iki 4,15-4,27+0,02, 0 bandiniuose su Kiviy ir ananasy
sultimis pH po 12 val. padidéjo, po 24 val. sumazéjo, taciau liko aukStesni nei pradiniai méginiy
pH. Tai galima paaiskinti tuo, kad fermentacijos metu iSsilaisvina metaly jonai, turintys teigiama
kravj (Hemdane ir kt., 2016, ) bei susidaro azoto turintys baltymy skilimo produktai, kas nulemia
terpes pasikeitimg i Sarming puse.
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3 pav. Terpés pH kvieéiy séleny substratuose po 12 ir 24 val. fermentacijos
Fig. 3. pH in samples of wheat bran after fermentation of 12 and 24 h

Glitimo kiekis kvie¢iy Salutiniy produkty méginiuose po fermentacijos su augaliniais
ekstraktais nustatytas labai skirtingas. Po 12 val. fermentacijos kviefiy krakmole maZiausias
imunoreaktyviy glitimo peptidy kiekis nustatytas substratuose su ananasy sultimis (20,00+0,56
mg/kg) (Zr. 2 lentele), Siek tiek didesnis — substrate su kiviy sultimis (22,00£0,62 mg/kg) bei papajy
sultimis. Po 24 val. fermentacijos glitimo Kiekis Siuose méginiuose dar sumazéjo ir pasieké riba,
kuri saugi beglitiminiams gaminiams, tik substrate su juodgridés ekstraktu jis iSliko toks pat
(28,00+0,78 mg/kg). Nustatytas panasus poveikis kaip ir ankstesniuose tyrimuose su kvieciy miltais
(Watanabe ir kt., 2000) arba isgrynintu glitimu (Wang ir kt., 2007). Nustatyta tiesioginé
priklausomybé tarp terpés pH reikimés pazeméjimo ir ekstrakty proteolitinio aktyvumo. Si
tendencija buvo pastebéta ir ankstesniuose moksliniuose tyrimuose, kai glitimo hidrolizei buvo
naudojama fermentacija atrinktomis pieno raigsties bakterijomis (Bradauskiené ir kt., 2019), nes

dauguma cisteino proteaziy yra aktyvesnés riigStesn¢je terpéje (Rollan ir kt., 2016).

2 lentelé. Glitimo kiekis kvie¢iy Salutiniuose produktuose po fermentacijos
Table 2. Gluten content in wheat by-products after fermentation

Bandiniai Po 12 val. Po 24 val.

Kvieciy krakmolas Kvieéiy sélenos Kvieéiy krakmolas Kvieciy sélenos
Kontrolinis méginys 89,00+2,50 33700,00+944,00 82,00+2,30 30860,00+864,08
Kiviy sultys 22,00+0,62 1750,00+49,00 16,00+0,45 690,00+19,32
Ananasy sultys 20,00+0,56 980,00+27,44 15,00+0,42 530,00+14,84
Papajy sultys 25,00+0,70 1100,00+30,80 18,00+0,50 530,00+14,84
Juodgriidés ekstraktas 28,00+0,78 3500,00+98,00 28,00+0,78 780,00+21,84

Kadangi kvieCiy sélenose pradinis glitimo kiekis gana didelis, po fermentacijos jis
reikSmingai sumazgjo visuose méginiuose, maziausi kiekiai nustatyti po poveikio ananasy ir Kiviy
sultimis, bet glitimo kiekis sélenose nebuvo sumazintas iki ribos, kuri saugi beglitiminiams
gaminiams, t. y. tokia séleny frakcija tiesiogiai negali biiti naudojama duonos ar kity gaminiy, skirty
dietai be glitimo, gamybai. Apibendrinant, galima teigti, kad augaliniai ekstraktai gali pasalinti tik
mazus glitimo kiekius arba gali sumazinti alergiskuma kvieciy $alutiniy produkty, kuriuose pradinis
glitimo kiekis didesnis.

Apibendrinimas

Augalinés kilmés fermentai pasiZzymi ryskiu proteolitinu poveikiu, kuris gali sumazinti
glitimo kiekj salutiniuose kvieciy perdirbimo produktuose. Kviec¢iy Salutiniy produkty fermentacijai
buvo naudota Kiviy vaisiy, ananasy ir papajy sultys bei juodgrudés ekstraktas. Po fermentacijos
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glitimo kiekis kvieciy krakmole sumaz¢jo nuo 85 mg/kg iki 15-28 mg/kg, o sélenose — nuo 30860
iki 530-3500 mg/kg. Naudojant Kiviy, papajy ir ananasy sultis pavyko pasalinti glitimo likucius i$
kvieciy krakmolo, taciau tose kvieCiy perdirbimo Salutinése frakcijose, kuriose pradinis glitimo
kiekis yra didesnis, apdorojant augaliniais ekstraktais, jj pavyko sumazinti, taciau nebuvo pasiekta
saugi riba, leidziama beglitiminiams produktams. Tikslinga testi eksperimentus derinant augaliniy
ekstrakty poveikj su kitomis biotechnologinémis priemonémis bei naudojant i$grynintus augalinius
fermentus — bromelaing ir papaing, bakterinés ir grybinés kilmés fermentus.
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Summary

After removing gluten residues from wheat processing by-products — starch and bran, they could be used for
production of gluten-free products. Various plants and their extracts contain gluten decomposing proteases. For gluten
hydrolysis, based on the previous research data, it was determined to use pineapple, kiwi, papaya juices and Nigella
sativa seeds extract. Wheat starch and brans samples were mixed with these plants based remedies and were fermented
for 24 hours at 37°C temperature. pH in samples and gluten residual derivatives have been measured after 12 and 24
hours. It was determined that these extracts have strong proteolytic effect. After fermentation gluten amount in wheat
starch was reduced to 15-28 mg/kg, while in brans - to 530-3500 mg/kg. The largest proteolytic effect was registered in
pineapple, kiwi and papaya substrates. With these substrates it was able to remove gluten residues from wheat starch,
however in the brans it wasn’t able to achieve safe limit which is allowed for gluten-free products. For this reason the
experiments will be continued by using enzymes of bacterial and fungal origin and pure plants enzymes — bromelin and
papain.
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