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Annotatsioon

Kilmutamisega kaasneva soovimatu kvaliteedi languse (ihe potentsiaalse lahendusena uuritakse
jddga seonduva valgu kasutamist erinevates kiilmutatud toiduainetes.

Kaesoleva magistritoé eesmargiks oli uurida, kas ja kuidas mdjutab bakteri Pseudomonas
fluorescens poolt toodetav jadga seonduv valk kilmutatud nisujahutaigna kvaliteeti parast
Ulessulatamist ja saia klipsetamist. Samuti oli eesmargiks tuvastada, millised on olulisemad
muutused, mida IBP-de kasutamine nisutaignast valmistatud pagaritoote puhul parandab. Sel viisil
saab teada, kas Pseudomonas fluorescens poolt toodetav jaddga seonduv valk sobib kasutamiseks
kiilmutatud pagaritoodetes ja millises kontsentratsioonis, andes eelise ka kvaliteediomaduste
parandamiseks.

Antud to0 koosneb kirjanduse Ulevaatest, kus kasitleti kilmutamist ja sellega kaasnevaid
probleeme ning anti (ilevaade jaadga seonduvatest valkudest, nende struktuurist, toimimise
mehhanismist, leidumisest ja toidus kasutamisest. Eksperimentaalses osas anallisiti kultiveeritud
supernatandi jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsust, parmi elujéulisust ja ellujddamist, taigna
tekstuuri, saia klipsetamis- ja jahtumiskadu, erimahtu, saia tekstuuri, vee aktiivsust ja teostati
sensoorne analiiis.

Tulemustena leiti, et kdrgema kui 1/16 IBP lahuse kontsentratsiooni lisamine taignapartiisse aitas
kaheksa nadala jooksul sailitada parmi elujéulisust, kiipsetamiskadu oli madalam ning erimaht
langes vahem, taigen ja sellest kiipsetatud saiad pUsisid pehmemad, taigna elastsus pusis tGhtlane
ning sailis poorsus. IBP lahuse kasutamine taignapartiides ei mdjutanud oluliselt jahtumiskadu,
saiade elastsust, taastuvust, kohesiooni ja vee aktiivsust. Enamus saadud tulemusi Uhtis ka
kirjanduses leiduvaga. Seega voib 6elda, et bakteri Pseudomonas fluorescens poolt toodetav IBP
sobib nisujahutaignast valmistatud pagaritoodete omaduste parandamiseks, kui selle
kontsentratsioon on kérgem kui 1/16.

To6 koosneb 49 lehekdljest, 32 joonisest, 2 tabelist ja 2 lisast.



Abstract

Effect of ice-binding proteins on the characteristics of frozen wheat dough and bread

Freezing can extend the shelf life of foods, reducing food waste and food shortages to feed a
growing population. However, freezing can cause an undesirable loss of quality. One potential
solution to this is the use of ice-binding proteins. They can be added to various frozen foods and
have the potential to improve quality properties.

This master's thesis aimed to investigate whether and to what extent the ice-binding protein
produced by Pseudomonas fluorescens affects the quality of frozen wheat flour dough after thawing
and baking. The aim was also to identify the most important changes that the use of IBPs in a bakery
products made from wheat dough will improve. In this way, it is known whether the ice-binding
protein produced by Pseudomonas fluorescens is suitable for use in frozen bakery products to
improve their quality properties.

In the experimental part, the effect of the ice-binding protein produced by Pseudomonas
fluorescens on frozen wheat flour dough and bread made from it in different concentrations (1x,
1/2, 1/4, 1/8, 1/16) was studied. Dough batches were stored at -18 °C for eight weeks, analyzes
were performed every two weeks, and the results were compared to the control batch. Ice
recrystallization inhibition activity of the IBP solution, yeast viability and survival, dough texture,
bread baking and cooling loss, specific volume, texture, and water activity were analyzed and
sensory analysis was performed.

Based on the results, the addition of IBP solution with a concentration higher than 1/16 to the
dough batch helped to maintain the viability of the yeast, the baking loss was lower, the dough and
the baked bread were softer, and the elasticity and the porosity of baked bread remained. The use
of IBP solution in the dough batches did not significantly affect the cooling loss, specific volume,
bread elasticity, recoverability, cohesion and water activity. On the downside, sensory bitterness
and saltiness were observed, probably due to the yeast extract which was used in cultivation. In
addition, breads with 1x and 1/2 IBP concentrations were found to have an unpleasant intense off-
flavor.

In the course of this work, it was found that IBP produced by the bacterium Pseudomonas
fluorescens is suitable for improving the properties of bakery products made from wheat flour
dough if its IBP concentration is higher than 1/16. In the future, it would be interesting to examine
whether the results obtained remain the same over a longer period or whether any other trends
can be seen.



Lihendite loetelu

AFGP (antifreeze glycoproteins)- kiilmumisvastased gliikoproteiinid
AFP (antifreeze proteins)- kilmumisvastased valgud

EMAFP (enzyme modified antifreeze proteins)- ensiiimiga modifitseeritud kilmumisvastased
valgud

IBP (ice-binding proteins)- jadga seonduvad valgud
INA (Ice nucleation activator)- jadgtuuma aktivaator
INP (ice nucleation proteins)- jadtuuma valgud

IRI (ice recrystallization inhibition)— jaa rekristalliseerumise inhibeerimine



Sissejuhatus

Toidu nappus on lks peamisi slivenevaid probleeme, mis on seotud {iha kasvava rahvastikuarvuga.
URO Keskkonnaprogrammi andmetel raisatakse aastas umbes 1,3 miljardit tonni toitu, mis
moodustab ligikaudu kolmandiku toodetud toidust (UNEP, 2021). Isegi, kui vaid neljandiku praegu
maailmas raisatud toidust 6nnestuks paasta, piisaks sellest 870 miljoni nalgiva inimese toitmiseks
(UNEP, 2021). Selleks, et vahendada toidu raiskamist otsitakse viise, kuidas pikendada toitude
sailivust. Uheks populaarseks variandiks on toitude kiilmutamine ja stigavkiilmas siilitamine. Sel
viisil on vBéimalik toite tarbida aastaid hiljem, kui tavaparane sailitamine seda vdoimaldaks.

Samas kaasnevad kilmutamisega ka mitmed probleemid, naiteks lipiidide oksiidatsioon, valkude
denaturatsioon, vitamiinide ja pigmentide lagunemine ning vee kadu ja migratsioon, mis vdivad
muuta nii toote flusikalisi kui ka sensoorseid omadusi. Suurte muutuste korral on I6pptoode
vastuvOetamatu kvaliteediga. Selleks, et seda ei juhtuks, otsitakse alternatiive, mis aitaksid
vdhendada kvaliteedi langust pdhjustavate probleemide esile kerkimist. Uheks variandiks on jaiga
seonduvate valkude kasutamine toiduainetes, mida soovitakse kiilmutatuna séilitada. Tegemist on
Usna uue teemaga ning on alles uurimisjargus, kuidas erinevate elusorganismide poolt
ekspresseeritavad jadga seonduvad valgud kaituvad kiilmutatuna sailitamisel.

Antud magistritoo eesmargiks on uurida, kas ja kuidas mojutab bakteri Pseudomonas fluorescens
poolt produtseeritav jadga seonduv valk kilmutatud nisutaigna kvaliteeti parast Glessulatamist ja
saia klpsetamist. Samuti on eesmargiks tuvastada, millised on olulisemad muutused, mida IBP-de
kasutamine nisutaignast valmistatud pagaritoote puhul parandab. Sel viisil saab teada, kas
Pseudomonas fluorescens poolt toodetav jaddga seonduv valk sobib kasutamiseks kilmutatud
pagaritoodetes, andes eelise ka kvaliteediomaduste parandamiseks.

To0 kirjanduse Ulevaate osas kasitletakse kiilmutamise protsessi ja sellega kaasnevaid probleeme.
Lisaks antakse (ilevaade jadga seonduvatest valkudest, nende struktuuridest, toimimise
mehhanismist, leidumisest ja toidus kasutamisest.

Eksperimentaalses osas kultiveeriti antud bakterit, mille tulemusena saadi lahused, mis sisaldasid
IBP-sid. Maarati nende lahuste jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsused, mille alusel leiti
suurim lahjendusaste, mille kasutamine nisutaignas viks jaa rekristalliseerumist takistada. Lisaks
uuriti kaheksa nadala jooksul kiilmutatuna sailitamisel elus ja surnud parmirakkude osakaalu,
elujoulisust, moddeti taignate ja saiade tekstuure, saiade kipsetamis- ja jahtumiskadusid,
erimahtu, vee aktiivsust ning teostati sensoorsed anallilisid. Saadud tulemusi anallusiti ning
arutleti nende p&hjuseid.



1 Kirjanduse llevaade

Jargnevas kirjanduse Ulevaate osas kasitletakse kilmutamise protsessi ja sellega kaasnevaid
probleeme. Lisaks antakse llevaade jadga seonduvatest valkudest, nende struktuuridest, toimimise
mehhanismist, leidumisest ja toidus kasutamisest.

1.1 Kilmutamine

Vett esineb laialdaselt enamikes toiduainetes ning see on tihedalt seotud toidu sailivusaja,
kvaliteediomaduste ja bioloogiliste funktsioonidega (Zhu et al., 2019). Toiduainete pikaajaliseks
sdilitamiseks on (ks levinumaid ja tdhusamaid meetodeid kriiosailitustehnoloogia, mis kasutab
madalaid temperatuure, et aeglustada keemilisi reaktsioone ja mikroobide kasvu (Chen et al.,
2020). Mikroobide kasvu takistab kiilmutamise kdigus veeaktiivsuse vahenemine, mis on tingitud
jaakristallide tekkest vaba vee arvelt (Sun, 2011). Siiski jatkuvad mitmed protsessid ka kilmutatuna
sailitamisel (Sun, 2011). Peamisteks keemilisteks reaktsioonideks, mis kiilmutamisel ja kiilmutatuna
sdilitamisel esinevad on ensliimaatilised reaktsioonid; valkude denaturatsioon ja okslidatsioon;
lipiidide, pigmentide, maitse- ja Idhnalihendite lagunemine ning vitamiinide kadu (Sun, 2011).

Vee kilmumine ja jadkristallide moodustumine on looduses universaalne nahtus, mis koosneb
kahest protsessist: tuuma moodustumine ja jadkristallide kasv (Sun, 2011). Temperatuuri
langemisel kilmumispunktini, hakkavad veemolekulid ihinema, moodustades korraparaseid
jddosakesi ehk jaatuuma (Liu et al., 2016). Tavaliselt toimub toidu kilmutamisel heterogeense
tuuma moodustumine, mis tahendab, et kiilmumisprotsessi jooksul agregeeruvad vee molekulid
kristallideks heljuva pinnakihi, vo6rosakeste voi tuuma moodustavate ainete peal (Zhu et al., 2005).
Jaakristallide kasvufaasis tuumaosakeste suurus kasvab veemolekulide korraparase lisandumise
teel (Liu et al., 2016). Loplik jaakristalli morfoloogia soéltub lahustunud ainest, temperatuurist,
lahuse jadkristallide kasvukiirusest ning kasvukiirusest erinevate jaakristallide pindadel (Sun, 2011).
Naiteks kiirklilmutamisel tekib rohkem vaikseid jaakristalle, kuna jaakristallide kasvust vabanev
latentne soojus eemaldatakse t6husamalt (Chen et al., 2020). Peamiselt mojutab jaakristallide
suurust vaba vee sisaldus toidus ja jaa rekristalliseerumine (Sun, 2011). J4a rekristalliseerumine on
pohjustatud temperatuurikdikumisest kiilmutamise ja sulatamise ajal (Kong et al., 2016). Selle
tulemusena moodustuvad vaiksemate liitumisel suuremad jaakristallid, vaheneb jaadkristallide arv
ja nende kogupind (Kong et al., 2016).

Jaakristallide kuju, suurus ning nende paiknemine rakus voi viljaspool rakku mdojutab oluliselt
kiilmutatud toiduainete fiusikalisi ja tekstuurseid omadusi (Chen, Cai, et al., 2019). Seega on
sobivate tehnikate ja koostisosade vialjatédtamine kilmutatud toiduainete tootjate jaoks (iks
peamisi valjakutseid (Chen et al., 2020). Naiteks alates 1960-ndatest aastatest on pagaritoodete
sdilivusaja pikendamiseks kasutatud erinevad kiilmutamistehnikaid, mis on muutumas uha
populaarsemaks (Ustun, Turhan, 2015; Poikalainen et al., 2017). Nende abil on vdimalik
optimeerida tootmist, logistikat, tagada toodete stabiilne kvaliteet ning vahendada kulusid ja praaki
(Poikalainen et al., 2017). Samas tuleb kilmutatud toodete puhul arvestada ka madalate
temperatuuride mdjuga toote kvaliteedile (Poikalainen et al., 2017).



1.2 Kilmutamisega kaasnevad probleemid

Kilmutatud toidu tekstuuri ja sensoorsete omaduste sdilitamine toote kvaliteedi tagamiseks on
véljakutse, millega toiduainetédstused ning teadlased pidevalt tegelevad (Kong et al., 2016).
Kilmutatud toidu fuusikalised muutused avalduvad sailitamise ajal peamiselt pragunemise,
rekristalliseerumise, vee kao ja migratsioonina (Zhu et al., 2019). Keemilised muutused hdlmavad
maitse halvenemist, lipiidide okslidatsiooni, valkude denaturatsiooni ning vitamiinide ja pigmentide
lagunemist (Kashyap et al., 2020).

Uheks probleemiks, mis kilmutamisega kaasneb on jd3 rekristalliseerumine, mist&ttu
moodustuvad suured jaakristallid. Need pd&hjustavad fldsikalisi kahjustusi kudedes ja
rakustruktuurides, sealhulgas rakuseina kokkuvarisemist. Selle tulemusena halveneb |3pptoote
kvaliteet, tekstuur, vahendab veehoidmisvéime ja suureneb veekadu sulamise ajal. (Elliott et al.,
2017)

Tuntuimaks kilmutatud piimatooteks on jaatis, mille puhul on eelistatud Ghtlane tekstuur, kus
jadosakeste suurus on 15-20 pum. Uldjuhul k&igub nii transportimiseks kui ka kodumajapidamises
kasutatavate siigavkiilmikute temperatuur, mistdttu tekivad jaa rekristalliseerumisel tle 40 pum
suurused jaakristallid. Need halvendavad tekstuuri ja annavad tarbimisel ebameeldiva teralise
suutunde. (Damodaran, Wang, 2017)

Kudedest koosnevate toiduainete, puu- ja koogiviljade, kiilmutamisel pohjustab suurte rakuvaliste
jadkristallide moodustumine kudedele olulisi kahjustusi (Kiani, Sun, 2011). Seevastu peenete
kristallide moodustumine, mis on Ghtlaselt jaotunud nii rakkude sees kui ka valjaspool, tagab toote
kvaliteedi parema sdilimise tdnu vaiksematele kudede kahjustustele (Kiani, Sun, 2011).
Kilmumiskiirus ja temperatuurikdikumised on kaks peamist tegurit, mis mdjutavad puu- ja
koogiviljades jaakristallide moodustumist ja rekristallatsiooni (Ramlov, Friis, 2020).
Temperatuurivahemikus -7 °C kuni 0 °C (maksimaalne jaakristallide moodustumise tsoon) on
rekristalliseerumiskiirus  kdige suurem, mistottu ei ole see kilmutamiseks eelistatav
temperatuurivahemik (Ramlov, Friis, 2020). Uldiselt on puu- ja kddgiviljade kiilmutamisel suurimaks
probleemiks tilkumiskadu, struktuuri halvenemine ja toitainete kadu (Ramlov, Friis, 2020).

Pagaritoodete kilmutatuna sailitamise, ladustamise ning transportimise ajal toimub samuti
temperatuurikdikumine, mis pShjustab kvaliteedi langust. Naiteks toimub taignas vee migratsioon,
jadkristallide teke ja rekristallisatsioon (Cao et al. 2020). Need protsessid mdjutavad negatiivselt
parmirakkude eluvdoimet ja aktiivsust, taigna reoloogilisi omadusi ning valmistoodete kvaliteeti
(Poikalainen et al., 2017; Wang et al., 2017). Parmirakkude hukkumise tottu suurendatakse taigna
tegemisel parmi kogust 4-10 %, mis tOstab toote kulusid ning mdjutab negatiivselt sensoorseid
omadusi ja tekstuuri (Jgrgensen et al. 2008). Kasvavad jaakristallid kahjustavad gluteenivérgustiku
struktuuri ning hairivad veemolekulide ja valkude vahelisi vastastikmdjusid, mille tulemusena
vabaneb valkudega seotud vesi (Ding et al., 2015). Parmirakkude aktiivsuse vahenedes ei teki
kaaritamisprotsessis  piisavalt gaasi ning gluteenivdrgustiku kahjustumisega ei saili
gaasihoidmisvdime, mille tulemuseks on kiipsetiste ebasoovitav lame kuju, vahenenud maht ja
tihenenud tekstuur (Baier-Schenk et al., 2005; Yi et al., 2009). Kvaliteedi langust aitab ennetada
kiirklilmutamine, sest see soodustab vaiksemate jaakristallide teket, mis kahjustavad vihem toote
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mikrostruktuuri (Poikalainen et al., 2017). Seet&ttu tekib kiilmutatud toote sulatamisel vaiksem
veekadu, sailivad konsistents ja organoleptilised omadused (Poikalainen et al., 2017).

Lisaks kiirkiilmutamisele on jaa rekristalliseerumise parssimine oluline tegur, mis v&ib aidata
sailitada kiilmutatud toiduainete tekstuuri ja sensoorseid omadusi (Kong et al., 2016). Seet&ttu on
rekristalliseerumiskiirust vahendava aine lisamine atraktiivne vdimalus toidutédstusele
(Kontogiorgos et al., 2008). P&hjalikult on uuritud krioprotektantide (etiileengliikool, glitserool ja
dimettulsulfoksiid) kasutamist nii rakkude kilmsailitamiseks meditsiinivaldkonnas kui ka
bioloogilistes slsteemides (Yu, Quinn, 1994; Taylor et al., 1983). Nende kriprotektantide
kasutamine toiduainetddstuses on piiratud, sest neid kasutatakse kontsentratsioonides, mis
toiduainetes kasutamisel vGivad olla toksilised, muuta toidu loomulikku varvust, maitset ja tekstuuri
(Kong et al., 2016). Uheks alternatiiviks on eeltédtlemine jadga seonduvate valkudega, millel on
vOime pidurdada jaakristallide kasvu ja vahendada vee kiilmumistemperatuuri juba vaga madalates
kontsentratsioonides (Kong et al., 2016). Naiteks kalaveres langetavad AFP-d juba millimolaarsetes
kontsentratsioonides (»10-20 mg/ml) kiilmumistemperatuuri umbes 0,5-1,0 °C vdrra ning pinnale
adsorptsiooni téttu on jaadkristallide kasv parsitud (Scotter et al., 2006). Seega saaks neid kasutada
loodusliku jadkonditsioneerina mitmesugustes kilmutatud toodetes ning neil on suur
kasutuspotentsiaal kiilmutatud toiduainete sailitamisel (Chen et al., 2020).

1.3 Jaaga seonduvad valgud (IBP)

Jaaga seonduvad valgud on aktiivsed valgud, mis on laialt levinud kdigis bioloogilistes slisteemides
(Davies 2014). Jadga seonduvaid valke leidub erinevates organismides, mistdttu jagatakse neid
soltuvalt paritolust kala, putukate, taimede, bakterite ja seente IBP-deks (Davies, 2014; Liu et al.
2016). Jaaga seonduvate valkude erinevatele toimimise viiside alusel voib neid omakorda jagada ka
kiilmumisvastasteks valkudeks (AFP), jaatuuma valkudeks (INP) ja ensdimiga modifitseeritud
kiilmumisvastasteks valkudeks (EMAFP), millest on edaspidi tapsemalt juttu (Chen et al., 2020).

1.3.1 Kiilmumisvastased valgud (AFP)

Kdlmumisvastased valgud avastati esmakordselt Antarktikas elavate kalade vereseerumist, kui
vereanallilsi kaigus selgus, et naatriumkloriidi ja teiste elektrollitide mdju kalaplasma
kiilmumistemperatuuri alandamisele moodustas vaid umbes 40-50% (DeVries, Wohlschlag, 1969).
Ulejaanud kiilmumistemperatuuri languse pdhjustasid viikesed seerumis olevad valgud (DeVries,
Wohlschlag, 1969; Cao et al. 2016). Need valgud vdivad markimisvaarselt alandada kalavere
kiilmumispunkti merevee kiilmumispunktist madalamale ilma plasma osmootset réhku oluliselt
muutmata (Cao et al.,, 2016; Liu et al., 2016). Sellest ajast alates on tuvastatud kilmadest
piirkondadest parinevatest kaladest, putukatest, mikroorganismidest ja taimedest erineva
struktuuriga kiilmumisvastaseid valke, mis kdik vahendavad kehavedelike kiilmumistemperatuuri
ilma sulamistemperatuuri mojutamata (Cao et al. 2016; Raymond et al., 2007). Kiilmumisvastaseid
valke vdib jagada glikoproteiinideks (AFGP) ja mittegliikoproteiinideks (kutsutakse AFP) séltuvalt
sellest, kas need on seotud sisivesikutega v6i mitte (Chen et al.,, 2020). AFGP peamiseks
aminohappeks on leitud olevat alaniin, mida on leitud ligikaudu 67 % ulatuses AFP perekondades
(Chen et al., 2020).
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1.3.2 Jaatuuma valgud (INP)

Jaa tuuma aktivaator (INA) on vGdrosake, mis soodustab jadtuuma teket kiilmumise ajal. See on
vajalik esimeseks sammuks jadkristallide moodustumiseks. Tavaliselt eritavad jaatuuma valke
jddtuuma aktivaatoriga bakterid. Jddtuuma moodustumine saavutatakse veemolekulide
paigutamisega piki aminohapetest koosnevat korduvat domeeni. Jda tuuma aktivaatoritega
bakterite Ulesandeks on vahendada (lejahutuspunkti ja katalllsida jadtuuma teket. Koige
levinumad jaatuuma aktivaatoriga bakteriteks on Erwinia, Pseudomonas ja Xanthomonas
perekonnad. Esindajaid on leitud ka seentes ja hallitustes (Rubiolo 2000). Need valgud soodustavad
jadkristallide teket temperatuuril -2..-3 °C, pohjustades paljudele pdllukultuuridele
kiilmumiskahjustusi. Jadtuuma aktivaatoriga bakteritel on potentsiaalseid rakendusi kiilmutatud
toiduainetoostuses ja naditena saab tuua jadtuuma aktivaatoriga bakterite lisamise tahketele
mudeltoitudele (Zhang et al., 2010). Seeldbi on voimalik vdhendada kilmumisaega ja parandada
kiilmutatud toodete kvaliteeti (Zhang et al., 2010). (Kawahara, 2002)

1.3.3 Ensiiiimiga modifitseeritud kiilmumisvastased valgud (EMAFP)

Zelatiini ensiimaatilisel modifitseerimisel proteaasiga spetsiifilises enstilimi Idikamiskohas saadakse
hidroliiisi teel kiilmumisvastaste omadustega valgud (Damodaran 2007). Zelatiin on ainulaadne
looduses rikkalikult leiduv valk, mis on vees lahustuv ja mitmefaasiline segu kdrge molekulmassiga
valkudest. Seda hidroluisitakse kollageenist ning koosneb peamiselt glitsiinist (33%) ja
proliinist/htdrokstproliinist  (33%). Enamikel teadaolevatel ensiiimiga modifitseeritud
kiilmumisvastastel valkudel on spetsiifiline aminohappejarjestuse pikkus ja nende molekulmass on
Gldiselt vaiksem kui 3000 Da. Neid iseloomustab kérgem kilmumisvastane aktiivsus tdendoliselt
seetottu, et vdiksemate molekulaarsete ahelatega EMAFP vdivad moodustada tugevama kolloidse
heeliksi, mis seostub téendolisemalt jadtuuma hapnikuaatomitega jadtuuma prisma kiiljel. Lihidalt
oeldes moodustab spetsiifilise aminohappe pikkuse ja struktuuriga kollageeniga kiilmumisvastane
peptiid jaakristalli prisma pealispinna veemolekulidega vesiniksidemeid, mille kaudu seonduvad
peptiidid jaatuuma pinnaga. Samal ajal vdivad kiilmumisvastased peptiidid, mis on rikkad alkiil-
korvalahelate proliini ja alaniini jaddkidega, pakkuda osalist mittepolaarset keskkonda (Wu et al.
2015). Need stabiliseerivad vesiniksidemete vahelist interaktsiooni ja voitlevad vesiniksideme
vastasmdjude konkurentsiga jadkristallide ja vee vahel, avaldades markimisvdaarset mdéju jaa
rekristalliseerumise inhibeerimise (IRI) aktiivsusele (Wu et al. 2015). (Chen et al., 2020)

1.3.4 Struktuur

Jaidga seonduvaid valke iseloomustab lai strukturaalne mitmekesisus (Davies, 2014; Voets, 2017).
IBP-de kristallstruktuurid hdlmavad o-heelikseid (punane), nelja-heeliksi kimpe (roheline), erineva
ristldikega Uksikuid B-solenoide (hall), Il tiitpi poliproliini spiraalseid kimpe (sinine) ja Ca®* -ioone
(kollane) (joonis 1).

12



IJJJJJJJ SISSSI s F5558 EARDS
) (Dl

B) © g~ @
(8) o,

Joonis 1. Jadga seonduvate valkude struktuurid (Davies, 2014)

Joonisel 1 A-D struktuurid on iseloomulikud kaladele, E taimedele, F-I putukatele ja J-K
mikroorganismidele. Uksikud a- ja B- heeliksid on stabiliseeritud suure hulga ahelasiseste
vesiniksidemetega, mis kulgevad paralleelselt spiraalse teljega. Bakteriaalseid IBP-sid
stabiliseerivad Ca®* -ioonide sisemine rida siidamiku tihel kiiljel (joonis 1 K). (Davies, 2014)

Bakterite, putukate, taimede ja seente jddga seonduvate valkude struktuurid on sageli rikkad B-
solenoidide ja siiditaoliste solenoidide poolest. Putukate IBP-del on oluliselt kdrgem termilise
hlstereesi vaartus (5 °C voi kdrgem) ja kiilmumisvastane aktiivsus (10-100 korda kérgem kui kalade
AFP-del). Suurem aktiivsus vdib olla seotud putukate IBP-des esinevate disulfiidsidemetega, mis
aitavad valtida struktuurset kokkuvoltimist madalatel temperatuuridel. (Voets, 2017)

Kilmumisvastaseid gliikoproteiine (AFGP) liigitatakse suuruse jargi 8 klassi, millest suurim on 33,7
kDa ja vaikseim 2,6 kDa. AFGP-d sisaldavad 4 kuni 50 tripeptiidi kordust (Ala-Ala-Thr, monel juhul
on asendatud Pro-Ala-Thr-iga AFGP-des 6-8 korda), mille iga treoniini kiilge on kinnitatud galaktoos-
N-atsetlitilgalaktosamiin. Kirjeldatud Ghikus moodustab sisivesikute osa umbes 60% massist.
Kdikides 8 klassis sisaldub ka mitu isovormi. Uldist sekundaarset struktuuri on kirjeldatud kui Il tiipi
poliproliini heeliksit, kuid ainult madalatel temperatuuridel. Sellises konfiguratsioonis teeb iga
kolmik (Ala-Ala-Thr) spiraalis (he poorde ja susivesikute Uhikute tulemuseks on korraparane
paigutus molekuli Ghel kiiljel. See annab molekulile tildise amfipaatilise iseloomu, kus valgu karkass
koos alaniin-mettilrihmaga on hiidrofoobsem ja sisivesikute pool on hidrofiilsem. Samuti on
teatatud erakordselt suurest (150 kDa) AFGP-st Pleuragramma antarcticum'is. See on ka ainus
AFGP, mis teadaolevalt on hiperaktiivne. (Voets, 2017)

Hiljuti on ilmnenud, et AFP-d erinevates organismides vdivad taita erinevaid rolle, mis hélmavad
kilmumiskindlust, jaa struktureerimist ja jaa adhesiooni, mis lahevad kaugemale organismi
kiilmumise valtimise algsest funktsioonist. IBP-de funktsionaalne osa on jadga seondumie koht, mis
on tavaliselt tasane, ulatuslik ja suhteliselt hiidrofoobne. IBP-de darmusliku mitmekesisuse t&ttu
on raske tuvastada, millised struktuurilised tunnused on neil ja4dga seondumiseks (ihised. Uldiselt
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on IBP-del tks kuni kaks jadga seondumiskohta. Samuti on joutud jareldusele, et jaa kasvu
inhibeerimise voti on treoniini (Thr) jadkide hea joondumine intervallidega, mis sobivad jaavorega.
(Davies, 2014)

IBP-de jadle kinnitumise mehhanism pdhineb veemolekulide organiseerimisel jaataolisesse
mustrisse jadga-seondumiskoha lahedal. Erinevad seondumskohad on kujutatud joonisel 2, kus
slisiniku aatomid on rohelised, hapniku aatomid punased, lammastiku aatomid sinised ja lilejdanud
osakesed, mis ei ole seotud jaa seondumiskohaga, hallid. (Ramlov, Friis, 2020)
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Joonis 2. Jadga seondumiskohadsaidid IBP-del (Ramlov, Friis, 2020)

Tekkiv jaataoline muster meenutab jaapinna koérval olevat kvaasivee kihti. Kui need kaks kihti
Uhinevad, kilmuvad IBP-d jadpinnale sulamistemperatuurist madalamal temperatuuril. Teised
tegurid, mis voOivad IBP jadga adhesioonis osaleda on van der Waalsi interaktsioonid,
vesiniksidemed ja hiidrofoobsed jéud. (Davies, 2014)

1.3.5 Toimimise mehhanism

IBP-d on pdlvinud palju tdhelepanu nende parssiva moju tottu jaadkristallide kasvule ja
rekristalliseerumisele ning nende rollile organismi ellujadmises, sealhulgas tivirakkude ja
vererakkude kaitses kiilmas keskkonnas (Lee et al., 2018). Uheks kiilmumistaluvuse mehhanismiks
on jaa rekristalliseerumise inhibeerimise (IRI) aktiivsus, mis takistab suuremate jaskristallide kasvu
vaiksemate arvelt ning kaitseb kudesid dehiidratsiooni ja struktuursete kahjustuste eest (Raymond
et al., 2007; Davies, 2014). Jaa rekristalliseerumise inhibeerimiseks on vaja kdigest mikromolaarset
kontsentratsiooni (Davies, 2014). IRl aktiivsust on leitud paljudes kiilmuvate muldade ja Antarktika
vete bakterites (Raymond et al., 2007).

Jaaga seonduvate valkude adsorbeerumisel jadkristallide pinnale suureneb jaapind, mistottu lahuse
kiilmumistemperatuur langeb, kuid sulamistemperatuur tduseb veidi (Knight, 2000). Seda nahtust
kutsutakse termiliseks hiistereesiks. Joonisel 3 on ndidatud jaakristallide kasv ja sulamine.
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Joonis 3. Termiline hiisterees (modifitseeritud Davies, 2014)

Joonisel 3 vertikaalsest temperatuuriskaalast vasakul on ndidatud olukord, kus kiilmumisvastased
valgud (AFP) puuduvad ja kilmumistemperatuur (FP) on sama, mis sulamistemperatuur (MP).
Jaakristallid (helesinised kettad) kahanevad v&i kasvavad Ule selle tasakaalutemperatuuri.
Parempoolne kilg illustreerib AFP-de (punaste punktide) voimet langetada kilmumistemperatuuri
ja tosta sulamistemperatuuri pinnale adsorbeerumise teel. J43 kasvu suund FP-st allpool on
nadidatud moodukate ja hiperaktiivsete AFP-de juuresolekul nende kristallide c-telje suhtes.
(Davies, 2014)

Jaa aururdhk on madalam kui vee aururdhk. Seetdttu kanduvad veemolekulid
sulamistemperatuurist madalamal temperatuuril kasvavale jaale. IBP-de juuresolekul on aga jaa ja
vee vaheline aururdhk tasakaalus. On naidatud, et IBP-d ei muuda vee aururéhku rohkem kui teised
lahustuvad ained. Seega IBP-d tdstavad jaa aururohku tasemele, mis vastab Umbritseva lahuse
aururdhule. Aururdhu erinevus jaa ja vee vahel suureneb, kui temperatuur langeb alla tasakaalulise
sulamistemperatuuri, mistdéttu peab IBP-de moju jad aururdohule temperatuuri langedes
suurenema. (Ramlov, Friis, 2020)

Jaakristallide kasvu parssimise ldtunnustatud mehhanism ja sellega kaasnev termiline hiisterees
pbhineb Kelvini efektil (Knight, 2000). Prof William Thomson (kellest hiljem sai parun Kelvin I) tdi
valja, vedelike tdusu ja langust kapillaartorus arvesse vottes, et vee aururdhk ndgusal pinnal peab
olema madalam ja kumeral pinnal kdrgem kui tasasel veepinnal (Ramlov, Friis, 2020). See on
tingitud sellest, et kdverale jadpinnale on termodiinaamiliselt raskem lisada vett kui tasasele
pinnale (Knight, 2000). Arvatakse, et jddga seonduvate valkude molekulaarsed agregaadid
seonduvad tihedalt jadpinnaga, mistdttu saab jaavore kasvada ainult jadga seonduvate
valgumolekulide vahelises ruumis (joonis 4) (Liu et al., 2016).
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Joonis 4. Kilmumisvastaste valkude adsorbeerumine jadpinnaga ja jaakristalli kasvu parssimine
(modifitseeritud Kar and Bhunia 2015)

Nende tsoonide kasv peatub, kui nad saavutavad kumeruse, mille raadius vastab sellel
temperatuuril kriitilisele raadiusele, mille puhul séilib veel aururéhu tasakaal (Ramlov, Friis, 2020).
Seega ei saa Ukski pind muutuda kumeramaks kui poolkera (Ramlov, Friis, 2020). Lisaks
adsorbeeruvad jadga seonduvad valgud spetsiifiliselt jaa prismaatilistele pindadele, mis muudab jaa
kasvu ja morfoloogiat (Hudait et al., 2019). Seetottu kutsutakse neid ka jaad struktureerivateks
valkudeks (Raymond et al., 2007). Teadlased on arvamusel, et kiilmumisvastaste valkude sidumine
jadkristallidega toimub kahes etapis: AFP molekulid seotakse jadpinnaga uUksikult madalatel
kontsentratsioonidel ning nende maksimaalne kilmumisvastane funktsioon avaldub
molekulidevahelises koost66s suurtes kontsentratsioonides (Bayer-Giraldi et al. 2018).

1.3.6 Leidumine

Looduses toodavad teatud kalaliigid (polaarkalad), putukad, seened, taimed ja bakterid
kiilmumisvastaseid gliikoproteiine ja pollpeptiide, mis véimaldavad neil oma looduslikus elupaigas
kiilmumistemperatuuri tle elada (Kong et al., 2016). Samas on ka leitud erinevaid jaa sees elavaid
mikroorganisme (diatomid, vetikad, seened, parmid, bakterid), mis sekreteerivad IBP-sid, et hoida
Umbritsevas jaas veekanalid avatuna ning seeldbi vGimaldades neil hingata, toitaineid omastada,
jaguneda ja elada (Raymond, 2011). Ule 50 aasta tagasi avastati esmakordselt jiidga seonduvad
valgud polaarkaladest: antarktika notothenioidist ja talvisest lestast (DeVries, Wohlschlag, 1969).
Kaladele on oluline jaa kasvu parssimine, mitte tuuma moodustumise takistamine, kuna on leitud,
et osa kaladest sisaldab jaakristalle, mis vaatamata llejahtumisele ei kasva (DeVries, Cheng, 1992).
Nildseks on teada palju erinevaid taimi ja elusorganisme, kes toodavad IBP-sid. Naiteks erinevad
mardikalised, enamus maismaa lilijalgseid (dmblikud, lestad, putukad), palju mitmeaastased
talvituvad taimeliigid (Ustun, Turhan, 2015). Taimeliikide puhul on leitud IBP-sid erinevates osades,
nagu seemnetes, vartes, koortes, oksades, pungades, lehtedes, lilledes, marjades, juurtes ja
mugulates (Ustun, Turhan, 2015).

1.3.7 Toidus kasutamine

Jadga seonduvatele valkudele on pikka aega otsitud vdimalusi, kuidas neid saaks kasutada
kiilmutatud toiduainete to6tlemisel ja sailitamisel toiduainetdostustes. IBP-de jaakristallide kasvu
inhibeerimise ja jaa rekristalliseerumise vahendamise t6ttu on need muutunud populaarseks , kuna
vOimaldavad parandada toiduainete toitevaartust ja kvaliteeti. (Chen et al., 2020)
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Tanu sellele, et jadga seonduvad valgud paiknevad rakuvilistes kudedes, saab neid mehaaniliste
meetoditega, nditeks segamise, leotamise, sukeldumise, slistimise, vaakumi infiltratsiooni kaudu
kanda otse toitu (Zhang et al. 2016). See voimaldab IBP-sid lisada erinevatesse rakupdhistesse ja
mitterakupdhistesse toiduainetesse (Liu et al., 2018). Lisaks vdib IBP-sid rakku viia geeni
Ulekandega, slinteesida geneetiliste voi keemiliste meetoditega ja lisada toidule (Liu et al., 2018).
Naiteks puu- ja koogiviljade puhul on geenililekanne kdige sobivam rakendus IBP-de rakku
viimiseks, sest omadus parandub transgeensete taimede jarglastele, mis vahendavad kulusid
vorreldes teiste meetoditega (Ramlov, Friis, 2020).

Jadga seonduvate valkude kasutamine kilmutatud toiduainetes on tdendoliselt tarbijate poolt
heaks kiidetav, kuna need koosnevad looduslikest aminohapetest, mis on ka osa inimese
normaalsest toitumisest (Chen et al., 2020). Lisaks on USA Toidu- ja Ravimiamet ning Euroopa
Toiduohutusamet kinnitanud, et arktilisest kaladest périt IBP-d on allergiavabad ja mittetoksilised
toidu lisaained (European Food Safety A., 2008).

Kirjanduses leidub mitmeid paljutéotavaid ndited jadga seonduvate valkude kasutamisest
kiilmutatud toiduainetes kvaliteedi parandamiseks ja sdilivusaja pikendamiseks. Naiteks jadga
seonduvate valkudega t6ddeldud lihas tekkisid kiilmutamisel vdiksemad jaakristallid ja vahenesid
koekahjustused tlessulatamisel, mille tagajarjeks oli vdaiksem toitainete kadu (Payne et al., 1994).
Cai ja kolleegid (2019) uurisid nanoosakestega kombineeritud jadga seonduvate valkude mdju latika
kvaliteedile ning tulemused naitasid, et latika leotamine IBP lahuses enne kilmutamist aitas
vahendada tilkumiskadu ja sailitada latikaliha kiu mikrostruktuuri.

Kidlmutatud piimatoodetes nagu jaatises on jaakristallide moodustumise ja rekristalliseerumise
kontrollimine vadga oluline stabiilsuse sdilitamiseks (Soukoulis, Fisk, 2014). Jaakristallide
moodustumine madrab jadkristallide kasvu kilmutatud piimatoodete tahenemise ja sailitamise
ajal, mis modjutab jaatise tekstuurseid omadusi nagu kreemisus, karedus, niiskus ja kdvadus
(Soukoulis, Fisk, 2014). Jaaga seonduvate valkude lisamine voimaldab kontrollida jadtuuma suurust,
parssida jaakristallide kasvu sahharoosilahuses ja parandada toote stabiilsust ebastabiilsetes
sailitustingimustes (Soukoulis, Fisk, 2014). Kaleda ja kolleegid (2018) leidsid, et kdigest 3 mg/mL
IBPde lisamisel jaatisesse suureneb oluliselt jaatise kdvadus ja stabiilsus sulamise ajal. Lisaks leidsid
Damodaran ja Wang (2017), et enstimiga modifitseeritud kiilmumisvastaste valkude lisamisel
jaatisesse toimub markimisvaarne jaa rekristalliseerumise parssimine. Teostatud uuringutele
tuginedes voiks IBP-sid kasutada jaatise loodusliku jadkonditsioneerina, et vdhendada kiilmumisest
ja temperatuurikdikumistest pd&hjustatud kvaliteedi halvenemist ja parandada kilmutatud
piimatoodete stabiilsust (Chen et al., 2020).

Samuti on IBP-de kasutamine puu- ja koogiviljades ndidanud paljutdotavaid tulemusi. Naiteks jadga
seonduvate valkude kasutamine koogiviliades véimaldab ennetada jaakristallide kasvu ja
rekristallisatsiooni, mis markimisvaarselt vahendavad kiirkiilmutamisega kaasnevaid kulusid ning
sailitavad miinuskraadidel toidu kvaliteedi ja toitainelisuse (Jgrgensen et al. 2008). Kong koos
teadlastega (2016) leidsid, et porgandiproovide kastmine AFP lahusesse enne kiilmutamist aitas
sailitada kulmutatud porgandil varske porgandi sarnase maitse, vahenes tilkumiskadu ja
kiilmumiskahjustused olid minimeeritud. Selle pdhjuseks on AFP-de vOime takistada suurte
rakusiseste jaakristallide teket, mille tulemuseks on porgandi rakulise struktuuri sailimine
kiilmutamise ajal. Sukeldusaja pikenemine vdimaldas AFP-del paremini porgandiproovidesse
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hajutada, suurendades oluliselt AFP rakenduse kasulikku md&ju, kuid pikk sukeldumisaeg voib
suurendada toidu okslidatsiooni, lagunemise ja bakterite kasvu riski (Kong et al., 2016). Kong
kolleegidega (2017) uurisid, kuidas mojutab kirsside puhul AFP-de kasutamine. Tulemusena leidsid
nad, et AFP eeltdotlus vahendas tilkumiskadu ja sailitas kilmutatud kirsside varvust, struktuuri,
tekstuuri, antotsdaniini, fenoolsete ihendite ja antiokstidantide sisaldust.

Pagaritoodetes havitavad kasvavad jaakristallid kiilmutamise kaigus gluteenivorgustiku struktuuri,
mis toob kaasa kiilmutatud taigna kvaliteedi halvenemise (Chen et al., 2020). IBP-sid v&ib kasutada
kiilmutatud taignates kasuliku lisandina (Chen et al., 2020). IBP-de kasutamisel kilmutatuna
sailitatud taignas paranes margatavalt taigna kiipsetuskvaliteet, muutes nende fiilisikalis-keemilisi
(Liu et al., 2018), tekstuurilisi (Zhang et al., 2008) ja veejaotusomadusi (Xin et al., 2018). Naiteks
suurenes erimaht ning vdhenes kooriku tugevus (Xu et al., 2009). Hiina teadlased (Zhang et al.,
2008) leidsid, et jadga seonduvate valkude kasutamisel paranes sailitamisel leiva maht ning taigen
oli kovaduselt lihtlasem ja pehmem kui kontrollriihmal, mis vdis olla tingitud madalamast
kiilmumisvee sisaldusest. Samas leiva sensoorse kvaliteedi ja tekstuurprofiil analiitsi tulemused
péarast jddga seonduvate valkude lisamist olid sarnased kontrollrihma omadega (Zhang et al., 2008).
Chen ja kolleegid (2017) leidis, et jadga seonduvate valkude lisamine vdhendab kilmutamisel-
sulatamisel vee liikuvust, méjutab vee jaotumist kiilmutatud taignas ja parandab taigna veehoidmis
vGimet. Jia ja kolleegid (2014) leidsid, et IBP-de lisamisel paranes fermentatsioonivéime, gaasi
tootmine ja gaasi hoidmisvdime ning aeglustus elastsusmoodulite ja viskoossusmoodulite
vahenemine kiilmutatuna sailitamisel.

Siiski on jadga seonduvate valkude laialdane kasutamine kilmutatud toiduainetes piiratud. Selleks
on mitmeid pdOhjuseid, esiteks on looduslikult esinevate jadga seonduvate valkude hulk vaga
piiratud ja nende puhastamine darmiselt kulukas protsess. Teiseks keemiliselt slinteesitud jaaga
seonduvate valkude probleemiks on kdrge hind ja toiduohutus, mis on pdhjustatud endotoksiini
sisaldamisest. Kolmandaks, sarnaselt enamikule valkudele, seisavad geenitehnoloogia abil
valmistatud jadga seonduvad valgud silmitsi madala ekspressiooni ja aktiivsuse kadumise
probleemidega. (Chen et al., 2020)
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2 Too eesmark

Antud t00 eesmargiks oli uurida, kuidas mdojutab laboritingimustes kultiveeritud bakteri
Pseudomonas fluorescens poolt ekspresseritav jadga seonduv valk kiilmutatud nisutaigna kvaliteeti
parast Glessulatamist ja saia kiipsetamist. Saadud tulemuste p&hjal on naha, kuidas ning millises
kontsentratsioonis mojutab jadga seonduv valk nisujahutaigna ja sellest kiipsetatud saiade omadusi
vorreldes kontrollpartiiga, mis sisaldas ainsa vedelikuna vett. Saadud tulemuste pdhjal selgub, mis
viisil antud t606 kaigus saadud tulemused Uhtivad kirjanduses leiduvaga ning kas antud bakterist
eraldatud jaaga seonduv valk sobib kasutamiseks kiilmutatud nisutaignast valmistatud saia
omaduste parandamiseks.
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3 Eksperimentaalne osa

3.1 Materijalid

Bakterikultuur Pseudomonas fluorescens saadi sailituskultuurina ettevottelt Lallemand. Ettevdte oli
eelnevalt kogunud 60 psihrofiilset bakterikultuuri Antarktika vetest, millest isoleeriti (iks, mille
kultuurivedelikust tuvastati jaa rekristallisatsiooni inhibeeriv toime.

Saiataigna tegemiseks kasutati nisujahu Kalew T550 (Tartu Mill), Vilma kiipsetusmargariini (Orkla),
pressparmi (Jastbolaget AB), soola Ekstra (Mozdrsol) ja suhkrut (Dan Sukker). Toorained olid
soetatud Eesti jaeketipoodidest.

Kultiveerimisel kasutati llisogeenpuljongi agarséodet (LabM), triptilist sojapuljongi sdddet
(Neogen), pulbrilist parmiekstrakti (LabM) ja glitserooli (Lach-Ner). Analiilisides kasutati veel
vedelat [ammastikku (AGA) ja metiileensinist.

3.2 Meetodid

3.2.1 Kultiveerimine

Jadga seonduva valgu saamiseks kasvatati esmalt Ules stigavkilmutatud bakterite sailituskultuur.
Selleks valmistati lisogeenpuljongi agarsodde vastavalt tootja juhendile (40 g pulberkontsentraati
lahustati 1 L destilleeritud vees), autoklaaviti 121 °C 15 min. Lisogeenpuljong valiti, kuna see sobib
hasti bakterite kiireks kasvatamiseks. Sailituskultuur kiilvati tardunud lisogeenpuljongi s66tmega
tassile ning kasvati inkubaatoris 30 °C juures lks 66paev. Seejdrel voeti tassilt tiks koloonia ja viidi
aseptiliselt 20 ml vedelasse autoklaavitud triptilisse sojapuljongi (TSB- Tryptic Soy Broth, 30 g/L)
sootmesse. Bakterikultuuri kasvatati inkubaatoris 30 °C juures 24 tundi. Peale kasvatamist asetati
proovid kilmkappi 4 °C juurde kuni kasutamiseni.

Edasiseks kultiveerimiseks voeti neli 2 L koonilist kolbi ja valmistati kdikidesse 400 ml s66det. Selleks
kaaluti parmiekstrakti kontsentratsiooniga 20 g/L, glitserooli 20 g/L ja lisati 400ml destilleeritud
vett. S66tmed steriliseeriti Systec DX-90 autoklaavis 15 min 121 °C juures. Seejarel jahutati so6tmed
toatemperatuurini ning lisati 20 ml TSB s66tmetes lleskasvatatud bakterikultuurid.

Inokuleeritud s66tmed kasvatati loksutil Innova 43 Incubator Shaker Series 25 °C juures 72-96 h,
pooretel 120 rpm. Peale kasvatamist tsentrifuugiti lahused Beckman J6-HC tsentrifuugiga pooretel
4000 rpm 10 min 10 °C juures. Peale tsentrifuugimist dekanteeriti pealt lahus dra ilma pdhjas
olevate rakkude kaasa kandmiseta. Alles jaanud rakud resuspendeeriti, kas 200 ml eelnevalt 121 °C
15 min autoklaavitud s66tmes (parmiekstrakt 20 g/L + glUtserool 20 g/L+ dest. vesi) vdi madalama
parmiekstrakti kontsentratsiooniga samadel tingimustel autoklaavitud s66tmes (parmiekstrakt 10
g/L + glitserool 20 g/L+ dest. vesi). Seejarel kasvatati loksutil Innova 43 5 °C juures 72 h ning
tsentrifuugiti pooretel 4000 rpm 10 min 10 °Cjuures. Peale tsentrifuugimist dekanteeriti pealt lahus
ja kasutati edasistes katsetes saadud supernatanti.
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3.2.2 Jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsuse maaramine

Jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsuse maaramiseks kasutati kiirjahutusplaadiga (Linkam PE
120) mikroskoopi Nikon Eclipse E 200. Proovi ettevalmistamiseks tehti alustuseks 70 %-line
sahharoosi lahus. Edasise lahjendamise jaoks tehti ka 35 %-line sahharoosi lahus. Valmis lahuseid
hoiti jaa peal kiilmas. Proovi jaoks pipeteeriti 1,5 ml-sesse eppendorfi 25 pl 70 %-list sahharoosi
lahust ja 25 ul uuritavat proovi ning segati Vortexiga. Seejarel pipeteeriti 3,5 pl valmis lahust
mikroskoobi klaasile, asetati tilgale katteklaas ja vajutati kergelt puhta pipetiotsaga Uhtlase kihi
saamiseks. Katteklaasi dared kaeti silikoondliga, valtimaks proovi aurustumist. Proov kiirkilmutati
5 sekundit vedelas lammastikus ja asetati mikroskoobi kiirjahutusplaadile. Seade oli eelnevalt
programmeeritud kuuest intervallist koosnevale reZiimile, mille parameetrid on ndahtavad tabelis 1.

Tabel 1. Kiirjahutusplaadi reZiim

Intervall | Hoidmise Hoidmise aeg, s Temperatuuri
temperatuur, °C muutumise kiirus,
°C/min
1 -10,0 30 20
2 -7,0 15 10
3 -9,0 15 10
4 -6,8 60 10
5 -8,0 5 10
6 -6,8 180 10

Tabelist 1 on naha, et reziimi valtel toimus korduvalt temperatuuri muutus jaa rekristalliseerumise
tekitamiseks. Neljanda ja kuuenda intervalli Idpus tehti programmiga Motic Images 3.0 pildid.
Edasiste lahjendatud proovide jaoks vBeti eelmisest lahjendatud proovist pipetiga 25 il proovi uude
eppendorfi, lisati sellele 25 pl 35 %-list sahharoosi lahust ja segati. Saadi kaks korda suurema
lahjendusega uus proov. Lahjendamist korrati kuni rekristallatsiooni parssimist enam ei toimunud.
Pilditootlusprogrammiga Image J moddeti piltidelt jaakristallide suurused ja arvutati Ostwald’i
valemi (valem 1) alusel jaa kristallide kasvukiirus (Rahman et al. 2019). Saadud andmed kanti
joonisele, kus x-teljel oli lahjenduse aste ja y- teljel kasvukiirus. Joonise pdhjal saadud ruutvorrand
lahendati ning selle kaudu leiti lahjenduse aste, kus 50% maksimum kasvukiirusest oli jaa
rekristalliseerimine inhibeeritud.

r3=rd+kt,k=03-1d)/t, (valem 1)

kus r= keskmine jaa kristallide raadius katse 16pus, um
ro= jaa kristallide raadius katse alguses, um
k= jaa kristallide kasvukiirus, pm3/min

t= aeg, min.
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3.2.3 Taigna ettevalmistamine

Taigna retseptuur on vGetud juhendist Laos, Traksmaa (2016) ning need valmistati vastavalt tabelis
2 valja toodud retseptidele. Taignate kiilmutamise osa teostati vaikeste modifikatsioonidega Zhao
et al. (2008) artikli pohjal.

Tabel 2. Retseptuurid

1x 1/2 1/4 1/8 1/16
valgulahuse | valgulahuse | valgulahuse | valgulahuse | valgulahuse
Kontroll | kontsentra- | kontsentra- | kontsentra- | kontsentra- | kontsentra-
Tooraine (veega) | tsioon tsioon tsioon tsioon tsioon
Nisujahu, g 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Parm, g 33 33 33 33 33 33
Sool, g 17 17 17 17 17 17
Suhkur, g 47 47 47 47 47 47
Klpsetus-
margariin, g | 33 33 33 33 33 33
Vesi, g 527 0 263 395 461 494
Valgulahus, g | O 527 263 132 66 33

Toorainena tabelis 2 nimetatud valgulahus oli kultiveerimisel saadud supernatant, mis sisaldas

jddga seonduvaid valke. Veena kasutati kraanivett. Kokku oli 6 erinevat taignapartiid ja Ghest
partiist valmistati 45 taignapalli. Jooniselt 5 on ndha Uihe partii kogus.

Joonis 5. Taignapartii enne kiirklilmutamist

Alustuseks segati parm suhkruga ning 2/3 taigna valmistamiseks ettendhtud toasooja vedelikuga.
Taigna valmistamiseks lisati valjakaalutud nisujahule eelnevalt valmistatud parmi-suhkru-vedeliku
segu, sool, toasoe vedel kiipsetusmargariin ja lilejadnud vedelik. Taignamass segati taignasegajaga
Kitchen Aid Heavy Duty 5KPM5 esimesel kiirusel (60 rpm) 2 minutit ja seejarel teisel kiirusel (90
rom) 3 minutit. Jargnevalt jagati taigen 80 + 0,2 g patsideks, vormiti pallikesteks, pakendati
toidukilesse ja kilmutati kiirkGlmutis Foster Surf Navigation -18 °C juures 3 tundi. Seejarel tosteti
taignapallid -18 °C stigavkilma ja sdilitati seal kuni anallilisimiseni. Katse kestvus oli 56 paeva ja
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proove analllsiti iga kahe nadala tagant. Enne anallisimist sulatati taignapallid 4 °C -ses kiilmkapis
15 tundi.

3.2.4 Parmi elujoulisuse maaramine

Taigna kerkimise parameetrid parmi elujoulisuse maaramiseks voeti artiklist Zhao et al. (2022). 80-
grammine Ulessulatatud taignatikk pandi vormi ning asetati ahju Metos System Rational HCPC 32
°C ja 80 % ohuniiskuse juurde 45 minutiks kerkima. Parmi elujdulisuse maaramiseks mdddeti
vormides taigna korgus joonlauaga enne ahju kerkima panekut ja péarast kerkimist. Iga partii
mootmise ajapunkti kohta teostati 6 paralleeli.

3.2.5 Pdrmi ellu jadmise maaramine

Taigna ettevalmistus parmi ellu jadmise maaramiseks teostati artikli Zhao et al. (2022) alusel. 20,0
g Ulessulatatud taignale lisati 180 ml destilleeritud vett ja segati magnetsegajaga mmHnpubop cccp
MM3M ja MM-5 30 minutit. Seejdrel lasti segul 15 minutit settida. Eelnevalt lahjendati
metlleensinise kontsentraat destilleeritud veega vahekorras 1:5. Jargnevalt pipeteeriti 1 ml
eppendorfi 0,4 ml taignasuspensiooni ja 0,4 ml lahjendatud metiileensinist ning segati Vortexiga 10
minutit. Iga taignapartii m&6tmise kohta teostati 3 paralleeli.

Mikroskoobiga vaatlemiseks kasutati Burkeri kambrit, kus 10 pl eelnevalt valmistatud lahust
pipeteeriti katteklaasiga kaetud Birkeri kambrisse nii, et lahus voolas Blirkeri kambri ja katteklaasi
vahele. Saadud lahust vaadeldi mikroskoobis 10x suurendusega. Mikroskoobis vaadeldes otsiti Ules
selline koht, kus asus Biirkeri kambri keskmine ruudustik (joonis 6).

s
a8
H
H

Joonis 6. Burkeri kamber (Thermo Fisher Scientific, 2022)

Motic Images 3.0 programmi abil tehti pildid, mis prinditi varviliselt. Kasitsi loendati suure
ruudustiku sees oleva kolmes vaikses ruudustikus elus ja surnud rakud. Surnud rakud olid sinised ja
elusad varvitud.
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3.2.6 Saia kiipsetamis- ja jahtumiskao leidmine

Peale taignapallide kerkimist ahjus Metos System Rational HCPC 32 °C 80 %-se dhuniiskuse juures
45 minutit, kaaluti kerkinud taignapallid koos vormiga kaaluga Radwag WLC 6/A2 0,01 g tdpsusega.
Seejarel kiipsetati neid samades vormides Metos ahjus 12 minutit 210 °C ja 50 % dhuniiskuse juures.
Koheselt parast kiipsetamist kaaluti saiad uuesti 0,01g tdpsusega koos vormiga. Peale kaalumist
lasti saial jahtuda vormis 1,5 h ja korrati kaalumist. Eelnevalt kaaluti ara ka vorm eraldi ning fikseeriti
tulemused. Iga saia partii kohta moddeti mootmispaeval 4 paralleeli.

3.2.7 Saia mahu ja erimahu leidmine

Saiade erimaht madrati vastavalt Sharadanant ja Khan (2003) artiklile. Enne m66tmist lasti 1,5 tundi
saiadel jahtuda. Saiad kaaluti kaaluga Radwag WLC 6/A2 tapsusega 0,01 g. Saia mahu maaramiseks
kasutati spetsiaalseid 0,5 cm diameetriga silikageeli graanuleid. Mahu maaramiseks taideti 1-liitrine
keeduklaas graanulitega kriipsuni ja tasandati. Seejarel kallati % graanulitest teise anumasse.
Allesjaanud graanulitele asetati moddetav sai, valati peale graanulid ja tasandati kuni kriipsuni.
Ulejaanud graanulid kallati 1-liitrisesse md&tsilindrisse ja leiti nende maht, mis naitabki saia mahtu.
Iga saia partii kohta méddeti mddtmispaeval 5 paralleeli.

3.2.8 Taigna ja saia tekstuuri mootmine

Taigna ja saia tekstuuri mdddeti tekstuuranallisaatoriga TA-XT2i Stable Micro Systems ning tulemusi
analtusiti programmiga Texture Expert Exceed. Taigna modtmise parameetrid voeti artiklist
Rodriguez-Sandoval et al. (2008). Taigna tekstuuri madramiseks vormiti tlessulanud taignast 10 mm
|labimoodu ja kdrgusega silindrikujuline taignatiikk. Tekstuuranallsaatoriga mootmiseks kasutati 25
mm labim6dduga silindrikujulist modtepead P25. Taignatlikki deformeeriti 30 %, kahe
deformatsioonivaheline aeg oli 10 s ja testi kiirus oli 1 mm/s. Iga taignapartii kohta médtmisp&eval
teostati 5 paralleeli.

Saia mOOGtmise parameetrid voeti artiklist Zhao et al. (2022). Saia tekstuuri maaramiseks |oigati
sama pdaeval kiipsetatud ning eelnevalt 1,5 h jahtunud saiakukli keskmisest osast 25 mm paksune
viil. Tekstuuranaliisaatoriga mddtmiseks kasutati 36 mm labimddduga silindrikujulist mo6tepead
P36R. Saiatlikki deformeeriti 40 %, kahe deformatsiooni vaheline aeg oli 5 sekundit ja testi kiirus 1
mm/s. Iga saia partii kohta teostati m&&tmispaeval 5 paralleeli.

3.2.9 Veeaktiivsuse maaramine

Veeaktiivsuse madramise aluseks oli AACC (2000) metoodika. Saia veeaktiivsust maarati
veeaktiivsus anallsaatoriga Aqualab S3 (Mettler Toledo) toatemperatuuril. Pool analiisitopsikust
taideti samal pdeval kiipsetatud ja eelnevalt 1,5 h jahtunud uuritava saiaga ning asetati seadmesse
mOoGtmiseks. lga saia partii kohta teostati mo6tmispaeval 5 paralleeli.

3.2.10 Saia sensoorne analiilis

Saiade sensoorseks anallilisiks 10igati samal paeval kiipsetatud ja eelnevalt 1,5 h jahtunud saia
keskmisest osast 1,5 cm paksune saiaviil. Referentsiks kasutati eelneval paeval kaubandusketist
ostetud Leiburi Kirde saia. Sensoorse anallilsi taldrik on kujutatud joonisel 7, kus uuritavad saia
partiid on margitud kolmekohalise koodiga ja kdige parempoolne on referents sai.
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Joonis 7. Sensoorse analiisi taldrik

Sensoorse analliUsi kdigus hindasid assessorid proovide valimust (sisu varvust, poorsust), aroomi
(aroomi intensiivsust, haput, parmiaroomi), struktuuri (elastsust, pudenevust, pehmust,
kleepuvust, niiskust) ning maitset (maitse intensiivsust, haput, morut, soolast). Proove hinnati
individuaalselt 10 palli skaalal. Hindamisleht on toodud lisas 1 ja varviskaala lisas 2. Assessoriteks
olid Tallinna Tehnikallikooli Toidutehnoloogia osakonna tudengid ja dppejoud. Assessoreid oli 6-8,
need olid iganadalaselt samad ja saiade sensoorne analiilis toimus iganddalaselt samal kellaajal.

3.2.11 Statistiline anallilis

Eksperimentaalse t66 kdigus saadud tulemusi toodeldi Excelis ning arvutati tulemuste aritmeetiline
keskmine ja standardhédlve. Tulemuste piltlikustamiseks on need esitatud t66s graafikutena.
Graafikute tegemisel kasutati trendline’i, et visualiseerida paremini tendentsi, kuhu poole saadud
tulemused liiguvad.

Parmi ellu jaamise maaramiseks leiti loendatud andmete alusel Excelis surnud ja elusate rakkude
osakaalud protsentuaalselt. Koostati graafik, kus vaadeldi elusrakkude osakaalu muutumist
md&tmisperioodi jooksul, kus 0-punktiks vBeti 80 %.Saia erimaht leiti saia mahu (cm?) ja massi (g)
suhte kaudu.

Kipsetamiskadu leiti valemi 2 abil, kus Kiips — kiipsetuskadu, %; Giaigen — taignatiiki kaal vahetult
enne ahju panemist, kg; Gieib — valmisleiva kaal peale kiipsetust, kg. (Poikalainen et al., 2017)

CARR £
K =( taigen Ierb) 'IOO%

kiips
taigen

(Valem 2)

Jahtumiskadu leiti valemi 3 abil, kus Kjahtumis — jahtumiskadu, %; Gruum — kuuma toote kaal, kg; Gjahtunud
—jahtunud toote kaal, kg. (Poikalainen et al., 2017)

(Ghmm = Gjafrmnud)

Jjahtumis = G
ke

K -100%

(Valem 3)
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Tekstuuri mddtmisel arvutas programm Texture Expert Exceed vidlja piikide suurused. Saadud

andmete alusel arvutati Excelis joonisel 8 vilja toodud valemite pdhjal uuritavad parameetrid:

tugevus, taastuvus, kohesioon, elastsus, kleepuvus, kummisus ja sitkus. Elastsuse ja taastuvuse
tulemused tehti Umber protsentideks.
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Taastuvus — L,/L4
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Kleepuvus — As
Kummisus — (Az/A1)*F4

Sitkus- [(A2/A1)*F1]*(Lo/L4)
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Joonis 8. Tekstuuri tulemuste mddtmise joonis ja arvutamise valemid

3.3 Tulemused ja arutelu

3.3.1 Jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsuse madramine

Jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsuse leidmiseks joonestati saadud tulemuste alusel joonised

9 ja 10. Lahendati ruutvérrandid, kus leiti, et 10 g/L parmiekstraktiga lahuse jaa rekristallatsioon oli

inhibeeritud 50 % ulatuses 17 kordse lahjenduse korral (ndha joonisel 9) ja 20 g/L parmiekstrakti

puhul 15 kordse lahjenduse korral (ndha joonisel 10).
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Joonis 9. 10 g/L parmiekstraktiga jaa rekristallisatsiooni aktiivsus

26

y =-0.0535x2 + 5.4184x - 26.364

70



120

..........
.............
.o .
......

100

y =-0.0495x% + 4.951x - 13.057

Aktiivsus, %

0 10 20 30 40 50 60 70

Lahjendusaste

Joonis 10. 20 g/L parmiekstraktiga jaa rekristallisatsiooni aktiivsus

Kultiveerimisel saadud lahused segati kokku, kuna suurt erinevust lahuste vahel ei taheldatud.
Taignapartiis kasutamisel otsustati saadud tulemuste pdhjal, et 16-kordne valgulahjendus on
maksimaalne, mis nisujahutaigna ja kiipsetatud saiade puhul vdib veel jaa kristalliseerumist
inhibeerida.

3.3.2 Parmi elujoulisus

Parmi elujoulisuse maaramisel mdddeti vormides olevate taignapallide kdrgus enne ja peale
kerkimist (joonis 11 ja 12) ning arvutati nende vahe. Jooniselt 11 on naha, et enne kerkimist olid
taignapallid vormi asetades madalamad vormi servast ja parast kerkimist (joonis 12) vormi servast

kdrgemad.

Joonis 11. Vormides olev taigen enne kerkimist

27



Joonis 12. Vormides olev taigen parast kerkimist

Saadud tulemused kanti joonisele 13, kus on naha, et kéikide proovide kerkimisvéime langeb
kaheksa nadala jooksul.

5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

Taigna kerkimine, cm

0 2 4 6 8
Aeg, nadal
AKontroll ®@1x ©1/2 @1/4 @1/8 1/16

Joonis 13. IBP kontsentratsiooni mdju saiataigna kerkimisele sailimisel

Suurimad langused kaheksa nadala jooksul toimusid kontrollproovil (3,68 + 0,74 cm-It 1,38 + 0,74
cm-ni) ja kdige vaiksema (1/16) valgulahuse kontsentratsiooniga proovil (3,88 + 0,34 cm-It 1,46 +
1,38 cm-ni). Ulejaanud valgukontsentratsioonidega proovid kerkisid sarnaselt ning nende vahel
suuri erinevusi ei taheldatud. 1x valgulahuse kontsentratsiooniga proovi puhul oli ndha 0,2-0,6 cm
vBrra madalamat kerkimist vorreldes 1/2, 1/4, 1/8 valgulahuse kontsentratsioonide puhul, mis vdis
olla tingitud 1x valgupartiiga taigna kleepuvusest ja toidukile kilge kinni jddmisest. Vaadates
tulemusi on naha, et kdrgemate valgukontsentratsioonide puhul on kaheksa nadala jooksul
kerkimise langus vdiksem ning alates 1/16 valgulahuse kontsentratsioonist saiataignas on
tulemused sarnasemad kontrollproovile. Seega saab 6elda, et kdrgema kui 1/16 IBP lahuse
kontsentratsiooni kasutamine taignapartiis aitab sdilitada parmi elujoulisust sailimisel.
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3.3.3 Parmi ellujaamine

Parmi elus ja surnud rakkude maaramisel loendati rakud manuaalselt ning elus parmirakkude
osakaal kogu parmirakkude hulgast on nahtav joonisel 14.
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Joonis 14. IBP kontsentratsiooni mdju saiataigna elus parmirakkude osakaalule sailimisel

Jooniselt on naha, et suurimad elus parmirakkude osakaalu langused kaheksa nadala jooksul
toimusid kontrollpartiil (14 £ 7 %), 1/16 valgulahuse kontsentratsiooniga partiil (21 + 8 %) ja 1/8
valgulahuse kontsentratsiooniga partiil (22 + 11 %). Arvestades muutuste standardhalvetega saab
Oelda, et teiste taignapartiide elus parmirakkude osakaal jai kaheksa nadala jooksul samaks. Saadud
tulemused naitavad, et suurem kui 1/8 valgulahuse kontsentratsioon taignapartiides kaitseb
parmirakke kilmumise eest ja seet6ttu jadb kilmununa sailitamisel rohkem rakke ellu.

3.3.4 Saia kiipsetamiskadu

Saia klpsetamiskadu on tingitud vee valjaaurumisest, CO, ja lenduvate orgaaniliste Ghendite
(aldehtitidid, lenduvad orgaanilised happed jt.) eraldumisest kiipsetamisel (Poikalainen et al.,
2017). Optimaalseks kiipsetuskaoks loetakse 6-14%, mis on seotud aurustumise pindala suurusega
(Poikalainen et al., 2017). Kipsetatud saiad on kujutatud joonisel 15, kus on ndha 1/2, 1/4 ja 1/8
valgulahuse kontsentratsiooniga saiasid. Pildilt on ndha, et saiad on kerkinud Gsna Uhtlaselt, kuid
esineb ka paar kehvemalt kerkinud saia, mis pohjustavad tulemustes suurema standardhalbe.

29



Joonis 15. Kiipsetatud saiakesed

Jooniselt 16 on naha, et kaheksa nadala jooksul jaid kiipsetamiskao tulemused vahemikku 3,20 +
0,41 % kuni 9,24 + 2,31 %. Saadud tulemused on optimaalses vahemikus vdi madalamad ning selle
p&hjuseks vois olla vaike aurustumise pind voi kdrgem kiipsetuskambri suhteline 6huniiskus (50%).
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Joonis 16. IBP kontsentratsiooni moju saiapartiide massikaole kiipsetamisel sdilimise jooksul

Jooniselt 16 on naha, et algselt oli suurim massikadu 1/16 valgulahuse kontsentratsiooniga partiil
(9,24 + 2,31 %) ja kontrollpartiil (8,26 + 1,75 %). See vdis olla tingitud asjaolust, et kiilmutamisel
kasvasid jadkristallid, mis pohjustasid gluteenivorgustiku rebenemine, mistéttu sulatamisel ei liigu
vesi tagasi oma algsesse kohta gluteenivérgustikus, vaid eraldub kipsetamisel (Hua-Neng et al.
2009). 1/16 valgulahuse kontsentratsiooniga partii algne suurem massikadu v&ib olla seotud ka 0-
punktis suurema kerkimisega (joonis 13), mistdttu oli suurem pind aurustumiseks. See pole siiski
p&hiline massikao pdhjus, kuna sel juhul oleks ka kaheksanda nadala méotmisel 1/16 valgulahuse
kontsentratsiooniga partiil ja kontrollproovil tunduvalt vaiksem massikadu vorreldes teiste
proovidega, aga nii see polnud. Uldiselt toimus kdikide saiapartiide puhul kaheksa nidala jooksul
massikao vahenemine, mis vGis olla tingitud madalamast kerkimisest (joonis 13) ja seetdttu oli
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vaiksem pind aurustumiseks. Vaadates joonis 16 tulemusi voib jareldada, et jadga seonduva valguga
proovid, kus on kérgem kui 1/16 valgulahuse kontsentratsioon tekivad vdiksemad jaakristallid, mis
ei kahjusta gluteenivérgustikku ja seet6ttu aurustub nende puhul kiipsetamisel vahem vett.

3.3.5 Saia jahtumiskadu

Saia jahtumiskadu néitab jahtumisel vee ja muude lihendite eraldumist. Seda mdjutavad mitmed
faktorid nagu toote niiskus, toote pind, kooriku paksus, mahajahutamise kiirus (Poikalainen et al.,
2017). Mida suurem on toote niiskus ja pind, seda suurem on jahtumiskadu (Poikalainen et al.,
2017). Samas, mida paksem on koorik ja kiirem mahajahutamine, seda vdiksem jahtumiskadu
(Poikalainen et al., 2017). Joonisel 17 on kujutatud saiapartiide massikadu jahtumisel, kus on naha,
et erinevate partiide vahel suuri erinevusi ei ole.
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Joonis 17. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide massikaole jahtumisel sailimise jooksul

Jooniselt 17 on naha, et vdikseim massikadu jahtumisel oli 0,72 + 0,48 % ja suurim massikadu 1,52
+ 0,10 %. Seega jadga seonduva valguga lahuse lisamine saiataignasse ei mdjuta oluliselt saia
massikadu jahtumisel.

3.3.6 Saia erimaht

Saia erimahu tulemused on leitavad joonisel 18, kust on ndha, et 1/2 ja 1/4 valgulahuse
kontsentratsioonidega saiapartiide puhul ei toimunud ajas erimahu vdhenemist (vastavalt 3,00
0,11 cm3/g-It 3,00 £ 0,15 cm?3/g-ni ja 2,98 + 0,19 cm?/g-It 2,95 + 0,31 cm?3/g-ni). Teiste puhul on ndha
mdoningast erimahu vahenemist kaheksa nadala jooksul.
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Joonis 18. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide erimahule sailimise jooksul

Tulemustest selgub, et kaheksanda né&dala 18puks on kontrollproovil ja 1/16 valgulahuse
kontsentratsiooniga proovil vBrreldes teistega madalam erimaht, olles vastavalt 2,21 + 0,33 cm®/g
ning 2,28 + 0,84 cm3/g. Teiste jadga seonduva valguga saiapartiide erimaht jaab vahemikku 2,60 +
0,20 cm?/g...3,00 + 0,15 cm3/g. Kiipsetatud proovide erimahu vidhenemine on tingitud kasvavate
jaakristallide norgendavast mojust gluteenivorgustikule, mistottu ei toimu piisav gaasi kinni
hoidmine (Hua-Neng et al. 2009). Kokkuvdttes on ndha, et kontrollproovil ja 1/16 valgulahuse
kontsentratsiooniga proovil on veidi madalam erimaht vorreldes korgema valgulahuse
kontsentratsiooni saiapartiidega, kuid suuri muutusi valja ei tulnud.

3.3.7 Taigna tekstuur

Taigna tekstuuri moGtmise (heks probleemiks oli taigna kleepuvus. Seetbttu kasutati
taignasilindrite valmistamisel lisajahu, mis mojutas kleepuvuse andmeid. Siiski saab 6elda, et mida
suurem valgulahuse kontsentratsioon oli taignapartiis, seda kleepuvam see oli. Seega vajavad jaiga
seonduva valguga taignapartiid retsepti kohandamist, millesse tuleks lisada suurem kogus jahu.

Taigna tekstuuri médtmise tulemused on valja toodud joonistel 19-22. Joonisel 19 on naha, et
esimesel mootmisel olid taigna tugevused vahemikus 0,14 + 0,03...0,28 + 0,08 N ning kaheksanda
nadala méodtmisel vahemikus 0,12 £ 0,02...0,20 £ 0,02 N. Seega voib Oelda, et taigna tugevused aja
jooksul oluliselt ei muutunud. Ainuke erinevus on see, et valgulahuse kontsentratsiooniga
taignapartiide tugevus kaheksa nadala jooksul plsis tGhtlasena v&i langes naiteks 1/4 valgulahuse
kontsentratsiooniga partii puhul 0,28 £ 0,08 N-lt 0,13 + 0,02 N-nini, kuid kontrollpartiil taigna
tugevus tousis 0,16 + 0,02 N-It 0,20 + 0,02 N-nini. Antud tulemused naitavad, et jadga seonduva
valgu lisamine taignasse aitab hoida sailimisel tainast pehmemana, mistottu on seda kergem hiljem
vormida.
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Joonis 19. IBP kontsentratsiooni mdju taignapartiide tugevusele sailimise jooksul

Joonisel 20 on kujutatud taigna elastsust, kus on naha dldiselt, mida suurem oli jddga seonduva
valgulahuse kontsentratsioon taignapartiis, seda vahem elastsem tainas oli. 1/16 valgulahuse
kontsentratsiooni ja kontrollproovi puhul on ndha kaheksa nadala jooksul véikest elastsuse tousu
vastavalt 8 £ 1 %-It 10 £ 2 %-ni ja 11 £ 1%-It 15 + 3 %-ni. Teiste puhul jadb elastsus kaheksa nadala
jooksul samaks voi langeb. Tainaste puhul on kdrgem elastsus pigem hea omadus, sest see
kergendab vormimist ja vahendab aukude teket rullimisel. Antud IBP taignapartiide puhul, kus on
kdrgem kui 1/16 valgulahuse kontsentratsioon, saaks elastsust parandada algsesse taignapartiisse
lisajahu lisamisega. Sel viisil oleks tekkiv gluteenivdrgustik tugevam ning ka tainas elastsem.
Suurema kui 1/8 valgulahuse kontsentratsiooniga taignapartiide eeliseks oli elastsuse thtlane
plsivus kaheksa nadala jooksul.
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Joonis 20. IBP kontsentratsiooni mdju taignapartiide elastsusele sailimise jooksul
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Joonisel 21 ja 22 on ndha taigna taastuvuse ja kohesiooni tulemused kaheksa nadala jooksul.
Taastuvus naitab katsekeha vOimet taastada oma esialgset kuju ja ruumala pdrast esimest
deformatsiooni ja kohesioon néitab sisemiste sidemete tugevust.

100%
90% i

80%
ol
60% F————————
50%
40%
30% ¢
20%
10%
0%

0 2 4 6 8

Aeg, nadal

A Kontroll @ 1x 1/2 e1/4 @1/8 1/16

Taastuvus

Joonis 21. IBP kontsentratsiooni mdju taignapartiide taastuvusele sailimise jooksul
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Joonis 22. IBP kontsentratsiooni mdju taignapartiide kohesioonile sailimise jooksul

Taastuvuse ja kohesiooni tulemustest on nadha, et kontrollproov ja 1/16 valgulahusega proov
kaituvad sarnaselt, jaddes kaheksa nadala jooksul samaks voi tdustes veidi ning suurema IBP
kontsentratsiooni puhul tulemused langevad. O-punkti md&d&tmisel oli 1x valgulahuse
kontsentratsiooniga taignapartii madalaim taastuvus, olles kdigest 28 + 3 % ja kohesioon 0,25 +
0,02. Teiste taignapartiide tulemused olid O-punktis suhteliselt sarnased. Kaheksanda nadala
mootmisel selgus, mida suurem on IBP lahuse kontsentratsioon taignapartiis, seda madalam
taastuvus ja kohesioon. Suurema IBP lahuse kontsentratsiooniga taignapartiide madalamate ja
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kehvemate tulemuste pdhjuseks vois olla kleepuvam tainas ning taigna tegemisel kehvem
gluteenivdrgustiku tekkimine.

3.3.8 Saia tekstuur

Saiapartiide tekstuuri mootmise tulemused on nahtavad joonistel 23-26. Suurimad erinevused olid
tugevuses (joonis 23).
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Joonis 23. IBP kontsentratsiooni moju saiapartiide tugevusele sadilimise jooksul

Tugevuse puhul on ndha, et esimesel médtmisel olid tulemused sarnased, kuid teistest veidi
tugevama tekstuuriga olid kontrollpartii saiad (9,04 + 3,32 N) ja 1/16 valgulahuse
kontsentratsiooniga saiad (8,32 + 3,64 N). Kaheksa nadala jooksul nende saiapartiide tugevused
téusid tunduvalt vérreldes lilejdanud partiidega. Kontrollpartii saiade tugevus oli katse I6puks 16,40
+ 8,74 N ja 1/16 valgulahuse kontsentratsiooniga partiil 17,40 £ 9,12 N. Teiste kérgema valgulahuse
kontsentratsiooniga saiapartiide tulemused tdusid kaheksa nadala jooksul vdga vahe. Seega
Uldiselt, mida kdrgem IBP lahuse sisaldus saiapartiis, seda pehmemad piisivad saiad séilivusel. Selle
pOhjuseks voib olla jadkristallide kasvu takistamine IBP-de poolt, mistdttu sailib gluteenivorgustik
ja paraneb gaasihoidmisvoime.

Saia elastsuse, taastuvuse ja kohesiooni tulemused on kujutatud joonistel 24-26, kus on naha, et
koikide partiide O-punkti tulemused on sarnased. Kaheksa nadala jooksul toimub saiapartiide
elastsuse, taastuvuse ja kohesiooni tulemustes vdike langus, kuid tulemused piisivad Uhtlased kdigi
partiide puhul. Seega IBP lahuse lisamine taignapartiisse saiade elastsusele, taastuvusele ja
kohesioonile mdju ei avalda.
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Joonis 24. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide elastsusele sdilimise jooksul
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Joonis 25. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide taastuvusele sdilimise jooksul
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Joonis 26. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide kohesioonile sailimise jooksul

3.3.9 Saia vee aktiivsus

Kaheksa nadala jooksul méddetud saiade vee aktiivsuse tulemused on ndha joonisel 27.
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Joonis 27. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide vee aktiivsusele sdilimise jooksul

Nullpunktis oli 1x valgulahuse kontsentratsiooniga saiapartii vee aktiivsus teistest tunduvalt
madalam (0,91 + 0,02). Algne madalam vee aktiivsus vois olla tingitud asjaolust, et jddga seonduv
valk seob paremini vett, mistottu ei ole suurema valgulahuse kontsentratsiooniga partiis vesi nii
kattesaadav. Samas madalamate valgulahuse kontsentratsioonide puhul sellist tendentsi ei
taheldanud. Kaheksa nadala jooksul toimub 1x valgulahuse kontsentratsiooniga saiapartii puhul vee
aktiivsuse kasv ja teiste puhul vaike langus. Kaheksandal nadalal oli tulemused partiide I5ikes vaga
sarnased, jaddes vahemikku 0,94 + 0,01 kuni 0,95 + 0,01. Saadud vee aktiivsuse tulemused on
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kdrged ning toatemperatuuril sdilitades on sobilikud mikroorganismide arenguks, sest enamus
baktereid eelistavad kasvamiseks vee aktiivsust tle 0,91 ja hallitused le 0,70 (FSMA, i.a).

3.3.10 Saia sensoorne analiils

Saiade sensoorse analiisi hindamisleht on vélja toodud lisas 1 ja saadud tulemused on kujutatud
joonistel 28-32. Joonisel 28 on kujutatud k&ik hinnatud sensoorse analiilisi parameetrid ning
erinevate saiapartiide tulemused O-punktis. Parameetrite taha on sulgudesse pandud, kas on
hinnatud valimust (V), aroomi (A), struktuuri (S) voi maitset (M). Jooniselt 28 on néha, et valgu
lahuste lisamine taignapartiidesse mojutas enim saiade sisu varvust, poorsust, kibedust ja

soolasust.
Sisu varvus (V)
Soolasus (M) 10 Poorsus (V)
8
Kibedus (M) 6 Aroomi intensiivsus (A)
Hapusus (M) Hapusus (A)
Maitse intensiivsus (M) Parmi aroom (A)
Niiskus (S) Taastuvus (S)
Kleepuvus (S) Pudenevus (S)
Pehmus (S)
e KONTrOl|  cm— 1 x 1/2 1/4 1/8 1/16

Joonis 28. Amblikdiagramm IBP kontsentratsiooni mdjust sensoorse analiilisi parameetritele 0-
punkti hindamisel

Joonisel 29 on ndha assessorite poolt hinnatud sisu varvuse tulemusi. Sisu varvuse hindamiseks oli
kasutusel varviskaala (lisa 2). Uldiselt on ndha kdikide saiapartiide puhul, et kaheksa nidala jooksul
muutus sisu varvus heledamaks. Selle p&hjuseks vdis olla jarjestikustel nadalatel vahenenud
kerkimisvime (joonis 13), mist&ttu kiipsetamisel Maillard’i reaktsioon ei olnud nii t8hus. Uldiselt
vOib ka valja tuua, et mida suurema valgulahuse kontsentratsiooniga olid saiapartiid, seda tumedam
oli nende sisu varvus. Selle pGhjuseks vdis olla valguga lahuse enda tumedam varvus vGi ka
kiipsetamisel intensiivsem Maillard’i reaktsioon.
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Joonis 29. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide sisu varvusele sdilimise jooksul

Joonisel 30 on kujutatud saiapartiide poorsuse muutus kaheksa nadala jooksul.
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Joonis 30. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide poorsusele sdilimise jooksul

Jooniselt 30 on ndha, et kontrollpartiil ja 1/16 valgulahuse kontsentratsiooniga saiapartii puhul
langeb kaheksa néddala jooksul poorsus kdige rohkem. Kontrollpartii puhul 4,4 + 1,1-st 2,7 + 0,8-ni
ja 1/16 valgulahuse kontsentratsiooniga partii puhul 6,3 + 0,5-st 4,0 + 0,8-ni. Selle pdhjuseks vbis
olla jarjestikustel nadalatel vahenenud kerkimisvGime (joonis 13), mis oli pd&hjustatud
gluteenivorgustiku rikkumisest kasvavate jaakristallide t&ttu. Kérgemate kui 1/16 valgulahuse
kontsentratsioonide puhul oli kaheksa naddala jooksul ndha poorsuse stabiilsust. See naitab, et
kdrgem kui 1/16 IBP lahuse kontsentratsioon aitab sailitada kaheksa nddala jooksul kiilmutatuna
sailitamisel gluteenivorgustikku, mistottu plsib parem gaasi kinnihoidmine saiapartiides.
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Joonisel 31 on kujutatud saiapartiide kibedus kaheksa nadalase sailivuse jooksul.
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Joonis 31. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide kibedusele sdilimise jooksul

Uldiselt pusivad kibeduse tulemused kaheksa niddala jooksul iihtlased. Viike tdus v&ib olla
pdhjustatud tajutava soolasuse kasvust, mis vdimendab kibedust. Uldiselt on kibeduse tulemused
madalad, jaades kaheksa naddala valtel vahemikku 0,7 + 0,8 kuni 3,0 £ 1,1. Kdrgema valgulahuse
kontsentratsiooniga partiidel olid kdrgemad kibeduse tulemused, mis vdis olla pdhjustatud
parmiekstraktist, mida kasutati bakteri kultiveerimisel.

Joonisel 32 on kujutatud saiapartiide soolasuse tulemused.
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Joonis 32. IBP kontsentratsiooni mdju saiapartiide soolasusele séilimise jooksul

Kaheksa nadala jooksul on ndha kdikide saiapartiide puhul méningast soolasuse kasvu. Suurimat
soolasuse kasvu taheldati kontrollproovi puhul, kus soolasus tousis 1,3 + 1,3-It 3,1 £ 1,1-ni. Tajutava
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soolasuse tous vois olla tingitud asjaolust, et jarjestikustel nadalatel vahenes kerkimisvGime,
mistdttu sama soola kogus jagunes vidiksema pindala peale. Uldiselt tajuti kdrgema valgulahuse
kontsentratsiooniga saiapartiide puhul kdrgemat soolasust, mis oli pShjustatud parmiekstraktist,
mida bakteri kultiveerimisel kasutati.

Lisaks kommentaaridena toodi vilja, et 1x ja 1/2 valgulahuse kontsentratsiooniga saiade puhul
tdheldati intensiivset kdrvalldhna ja -maitset, mis ei ole nisujahust saiale omane, vaid pigem
ebameeldiv.
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3.4 Jareldused

Antud eksperimentaalse t60 kdigus selgus, et Pseudomonas fluorescens poolt produtseeritud jadga
seonduv valk mdojutas kilmutatud nisujahutaigna ja sellest valmistatud saia tulemusi kui
taignapartiis kasutatava valgulahuse kontsentratsioon oli suurem kui 1/16. 1/16 valgulahuse
kontsentratsioon taignapartiis kaitus vaga sarnaselt kontrollpartiiga ehk nende puhul suuri
erinevusi ei tdaheldatud. Parmi ellujdgamise tulemustes oli ndha, et parmi elusrakkude osakaal
kaheksa nadala jooksul siilis alates 1/4 valgulahuse kontsentratsiooniga taignapartii puhul.

Suurema kui 1/16 IBP lahuse kontsentratsioon taignapartiides aitas sailitada kaheksa nidala jooksul
kiilmutatuna sailimisel parmi elujoulisust ja ellujddamist, kiipsetamiskadu oli madalam, saiade
erimaht langes vdahem, taigen ja sellest kiipsetatud saiad pisisid pehmemad, taigna elastsus plsis
Uhtlasena ning sailis poorsus.

IBP lahuse kasutamine taignapartiides ei mojutanud oluliselt jahtumiskadu, saiade elastsust,
taastuvust, kohesiooni ja vee aktiivsust. Negatiivse poolena tdheldati sensoorikas kibedust ja
soolasust, mis oli ilmselt tingitud kultiveerimisel kasutatud parmiekstraktist. Lisaks toodi vilja, et 1x
ja 1/2 valgulahuse kontsentratsiooniga saiadel oli ebameeldiv intensiivne kdrvalldhn ja -maitse.
Kibedust, soolasust ja kérvallGhna ning -maitset saaks minimeerida IBP lahusest valjapuhastamise
teel.

Saadud tulemused osaliselt Ghtisid kirjanduses leiduvaga, naiteks Zhang kolleegidega (2007 ja 2008)
ning Liu kolleegidega (2018) leidsid samuti, et IBP lisamine taignapartiisse parandas taigna
kdarimisvéimet, suurendas parmi ellujagdmist, langetas vdahem saiade erimahtu ning kiipsetatud
saiad olid sailimisel pehmemad ja tihtlasemad. Zhao kolleegidega (2022) leidsid lisaks veel, et saiad
olid poorsemad vorreldes kontrollpartiiga, mis ka antud t66 puhul tuli sensoorses analiisis valja.
Lisaks Liu kolleegidega (2018) t6id oma tulemustes valja, et saiade kohesioon ja elastsus olid
kontrollpartiist kdrgemad, kuid antud t66 raames saadud tulemustes IBP lahuse mdju saiade
elastsusele ja kohesioonile ei olnud margata.

Antud t66 tulemusi vdis mojutada see, et (ihte taignapartiid ei saadud teha korraga, vaid pidi
kolmes osas. Seet6ttu hakkasid esimese portsuna tehtud taignapallikesed kerkima juba teise portsu
tegemise ajal. Kontrollproovi ja 1/16 valgulahuse kontsentratsiooniga taignapallid olid terve aja
laua peal kuni kogu partii sai valmis (umbes 1 h), ilejadnud partiide taignapallid asetati vahepeal +4
°C-sesse kiilmkappi, kus sellele vaatamata oli ndaha kerkimist. See ilmselt mdjutas ka parmi
ellujgdmise tulemusi, kuna tulemuste kéikumine oli vdaga suur, mis oli tingitud eelkdige erinevast
loetud parmirakkude arvust. Paremad tulemused oleks saanud ilmselt, kui (he taignapartii oleks
saanud teha korraga ning igast mikroskoobis vaadeldud paralleelist oleks véetud lhe pildi asemel
kolm pilti erinevast kohast.

Samuti oli probleemiks saiade kiipsetamisel saiade kooriku alla tekkiv dhuvahe See tekkis just
eelkdige jadga seonduva valgulahusega saiapartiide puhul. Uldjuhul vdis tiheldada tendentsi, et
mida suurem valgulahuse kontsentratsioon, seda suurem dhuvahe tekkis. Suurem dhuvahe tekkis
ka esimestel nadalatel, kui kerkimine oli suurem. Uheks dhuvahe tekkimise p&hjuseks vis olla
kerkimisel vGi klpsetamisel liiga vahene 6huniiskus ahjus (Hawkins, 2016). Pealmine koorik
moodustab tavalisest paksema kooriku, kuna see on paigale kinni jddnud ja alumine tainas ei suuda
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selleni joudmiseks piisavalt Ules kerkida, mistdttu tekibki Ulejaanud taigna ja kooriku vahele
Ohutasku (Hawkins, 2016). Samas vdis ka kerkimisel taigen pealt dra kuivada, mistGttu ei saanud
gaas sealt vilja, vaid jai kinni ja tekitas Shutasku (Hawkins, 2016). Uheks pdhjuseks vdib olla liiga
vahene sdtkumine v&i ebapiisav pinge vormimisel, mille tulemuseks on nork gluteenivorgustik, mis
ei hoia piisavalt stsihappegaasi kinni (The Bread Guide, 2022). Kokkuvéttes saab siiski 6elda, et
vaikeste parendustega retseptis, on Pseudomonas fluorsecensi poolt toodetav jadga seonduv valk
sobiv kilmutatud nisutaigna ja sellest valmistatud saia kvaliteedi parandamiseks.
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Kokkuvote

Kilmutamise kaudu on voimalik toiduainete sailivusaega pikendada, mis véimaldab vdahendada
toidu raiskamist ja toidunappust kasvava rahvastiku toitmiseks. Seevastu kiilmutamisega kaasneb
teatav ebasoovitav kvaliteedi langus. Uheks alternatiivseks lahenduseks on leitud jadga seonduva
valgu kasutamine erinevates kiilmutatud toiduainetes, mis on ndidanud potentsiaali
kvaliteediomaduste parandamiseks.

Kédesoleva magistritod0 eesmargiks oli uurida, kas ja kuidas mdjutab bakteri Pseudomonas
fluorescens poolt toodetav jadga seonduv valk kilmutatud nisujahutaigna kvaliteeti parast
Ulessulatamist ja saia kilpsetamist. Samuti oli eesmargiks tuvastada, millised on olulisemad
muutused, mida IBP-de kasutamine nisutaignast valmistatud pagaritoote puhul parandab. Sel viisil
saab teada, kas Pseudomonas fluorescens poolt toodetav jadga seonduv valk sobib kasutamiseks
kiilmutatud pagaritoodetes, andes eelise ka kvaliteediomaduste parandamiseks.

Antud eksperimentaalses osas uuriti Pseudomonas fluorescens poolt toodetava jddga seonduva
valgu moju kilmutatud nisujahutaignale ja sellest valmistatud saiadele erinevates
kontsentratsioonides (1x,1/2, 1/4, 1/8, 1/16). Taignapartiisid sailitati -18 °C juures kaheksa nadalat,
anallilise teostati iga kahe nadala tagant ning tulemusi vorreldi kontrollpartiiga. AnallUsiti
kultiveeritud proovi jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsust, parmi elujéulisust ja ellujdamist,
taigna tekstuuri, saia kiipsetamis- ja jahtumiskadu, erimahtu, tekstuuri, vee aktiivsust ja teostati
sensoorne analiis.

Tulemustena leiti, et kdrgema kui 1/16 kontsentratsiooniga IBP lahuse lisamine taignapartiisse aitas
kaheksa nadala jooksul sailitada parmi elujoulisust, kiipsetamiskadu oli madalam, erimaht langes
vahem, taigen ja sellest kiipsetatud saiad pusisid pehmemad, taigna elastsus piisis Ghtlane ning
sailis poorsus. IBP lahuse kasutamine taignapartiides ei mdjutanud oluliselt jahtumiskadu, saiade
elastsust, taastuvust, kohesiooni ja vee aktiivsust. Negatiivse poolena tdheldati sensoorikas
kibedust ja soolasust, mis oli ilmselt tingitud kultiveerimisel kasutatud parmi ekstraktist. Lisaks
toodi vilja, et 1x ja 1/2 valgulahuse kontsentratsiooniga saiadel oli ebameeldiv intensiivne
korvalldhn ja -maitse.

Antud t60 kaigus selgus, et bakteri Pseudomonas fluorescens poolt toodetav IBP sobib
nisujahutaignast valmistatud pagaritoodete omaduste parandamiseks, kui selle kontsentratsioon
on kdrgem kui 1/16. Edaspidi oleks p&nev uurida, kas saadud tulemused pikemal sailimisel jaavad
samaks vGi on ndaha mingeid teisi tendentse.
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Tanuavaldused

Tahaksin tidnada t66 juhendajat Onnela Luhilat eksperimentaalse osa juhendamise ning osavdtmise
ja abistamise eest. Lisaks kommentaaride ja keelelise korrektsiooni teostamise eest.

Veel tahaksin tanada kaasjuhendajat Katrin Laost eksperimentaalse osa meetodite kokku panemise,
[6putdo struktuuri ja keelelise korrektsiooni teostamise eest. Samuti nduannete eest, mida antud
166 puhul muuta ning taiustada. Lisaks tahaksin tdnada oma teist kaasjuhendajat Anna Traksmaad
eksperimentaalse osa nduannete ja 10putdo keelelise korrektsiooni eest.

Samuti ei saa jatta avaldamata ténu t606 sensoorse anallilisi assessoritele korraliku osavotmise eest
ning oma perele toetuse ja abipakkumise eest.
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Lisa 1. Sensoorse analiilisi hindamisleht

Name:

Date:

SENSORY ANALYSIS

Scale: 0...10
APPEARANCE

Color of the inside

Porosity

AROMA

Intensity of aroma

Sour aroma

Assess the color of the inside of the bread according to the scale,
light- dark.

e Reference = color scale

175 728 027

Assess the porosity on the scale, dense — porous.

e Reference=5

175 728 027

Characteristic wheat bread aroma, low intensity — high intensity.

e Reference=7

175 728 027

Intensity of the sour aroma, low intensity — high intensity.

e Reference=2

175 728 027
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Yeast aroma

STRUCTURE

Recovery

Crumbling

Softness

Adhesiveness

Intensity of the yeast aroma, low intensity — high intensity.

e Reference=1

175 728 027

Recovery of the bread on the scale, no recovery — fast recovery;
assess 5 sec after applying pressure on the bread.

e Reference=9

175 728 027

Crumbling of the bread on the scale, no crumbling — lots of
crumbling; assess the number of particles that fall out after tearing
the bread.

e Reference=1

175 728 027

Bite through the soft inside of the bread and assess the force
needed; scale hard — soft.

e Reference=8

175 728 027

Assess the adherence of the bread by chewing a 1.5x1.5 cm piece
of bread 5 times and feeling how much of the bread gets stuck on
the teeth; scale low adherence — high adherence

e Reference=4

175 728 027
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Moisture

TASTE

Intensity of taste

Sour taste

Bitter taste

Salty taste

Assess the moistness of the bread; scale dry — moist.

e Reference=5

175 728 027

Characteristic wheat bread taste, low intensity — high intensity.

e Reference=6

175 728 027

Intensity of the sour taste, low intensity — high intensity.

e Reference=2

175 728 027

Intensity of the bitter taste, low intensity — high intensity.

e Reference=1

175 728 027

Intensity of the salty taste, low intensity — high intensity.

e Reference=3

175 728 027

Additional comments (regarding off-flavors or any other distinguishable differences between

samples):
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Lisa 2. Sensoorsel analiiiisil kasutatud varviskaala
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Lihtlitsents I6put6o lildsusele kattesaadavaks tegemiseks ja reprodutseerimiseks

Mina Kairit Kruusimagi (stinnikuupdev: 13.05.1996)

1. Annan Tallinna Tehnikadlikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose
Jadga seonduvate valkude moju kiilmutatud nisujahutaigna ja sellest valmistatud saia
omadustele,

mille juhendaja on: Onnela Luhila ja kaasjuhendajateks: Katrin Laos, Anna Traksmaa

1.1 reprodutseerimiseks siilitamise ja elektroonilise avaldamise eesmargil, sealhulgas TTU
raamatukogu digikogusse lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja
[6ppemiseni;

1.2 Uldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tallinna Tehnikaltilikooli veebikeskkonna kaudu,
sealhulgas TTU raamatukogu digikogu kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja
Idppemiseni.

2. Olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jaavad alles ka autorile.

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta kolmandate isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest ja teistest digusaktidest tulenevaid digusi.

allkiri

kuupaev
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