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Annotatsioon

Kilmutamine ja kiilmutatuna sailitamine on (ks viis, kuidas pikendada pagaritoodete sailivusaega
ja seeldbi vahendada toidu raiskamist. Kilmutamisega seotud kvaliteedilanguse piiramise
eesmargil uuritakse jaddga seonduvate valkude moju kiilmutatud toodetele.

Antud magistritoo keskendus Pseudomonas fluorescensi poolt toodetud jadga seonduvale valgule
ning uuris kas ja kuidas see mojutab nii taigna kui ka kiipsetatud saia omadusi kaheksanadalase
ajavahemiku valtel. Eesmargiks oli kaardistada muutusi mida toob kaasa lisatud IBP ning seelabi
saada teada kas sellel valgul oleks potentsiaali parandada pagaritoostuses kiilmutatud toodete
kvaliteeti.

To6 kirjanduse Ulevaates kirjeldati kilmutamisprotsessi ja sellega kaasnevaid probleeme, samuti
kiilmutamise moju pagaritoodetele. Lisaks kirjeldati erinevaid jadga seonduvaid valke ja nende
toimemehhanisme. Praktilises osas madrati valgulahuse jaa rekristallatsiooni inhibeerimise
aktiivsust, parmi ellujadvust, kerkimisvoimet, kipetamis- ja jahtumiskadu, saia erimahtu ja
veeaktiivsus. Viidi 1abi ka tekstuurianaliils ning sensoorne hindamine.

Tulemustes leiti, et kasutades taignas rohkem kui 0,1 mg/kg jadga seonduvat valku, aitas see
sdilitada parmide ellujddvust ja saia kerkimisvGimet. Samuti pusisid saiad pehmemad ja
elastsemad. IBP lisamine ei mdjutanud oluliselt veeaktiivsust, saiade erimahtu ega sensoorseid
omadusi. Saadud tulemused Uhtisid ka kirjandusest leituga, mistottu sobiks Pseudomonas
fluorescensi jaaga seonduv valk kontsentratsioonidel tle 0,1 mg/kg tdistera nisujahust saiade
kvaliteedi sailitamiseks.

T60 koosneb 46 lehekiljest, kus on 27 joonist, kaks tabelit ning kaks lisa.



Abstract
The effect of ice-binding proteins on frozen whole-wheat dough and bread

Freezing and frozen storage are effective methods to reduce food waste by extending the shelf life
of baked goods. To minimize the quality loss associated with freezing, researchers are studying the
effects of ice-binding proteins (IBPs) on frozen products.

This master's thesis focuses on the ice-binding protein produced by Pseudomonas fluorescens and
examines its impact on the properties of both dough and baked bread over an eight-week period.
The aim is to map the changes brought about by the added IBP and determine its potential to
improve the quality of frozen bakery products.

The literature review describes the freezing process and its associated problems, as well as the
effects of freezing on bakery products. It also introduces various ice-binding proteins and their
mechanisms of action. In the practical part, the study measures the ice recrystallization inhibition
activity of the protein solution, yeast survival, rising ability, cooking and cooling loss, bread specific
volume, and water activity. Texture analysis and sensory evaluation are also conducted.

The results show that using more than 0.1 mg/kg of ice-binding protein in the dough helps
maintain yeast survival and the bread's rising ability. The bread also remains softer and more
elastic. The addition of IBP does not significantly affect the water activity, specific volume, or
sensory properties of the bread. These findings are consistent with the literature, suggesting that
the ice-binding protein of Pseudomonas fluorescens at concentrations above 0.1 mg/kg of whole
wheat flour is suitable for maintaining bread quality.

The thesis comprises 46 pages, including 27 figures, two tables, and two appendices.



Lihendid

AFP - antifreeze protein, antifriisvalk

AFGP - antifreezeglycoprotein, antifriisgliikovalk

IBP - ice-binding protein, jadga seonduv valk

INA - ice-nucleation activity, jaa tuuma tekitav aktiivsus
INP - ice-nucleating protein, jaa tuuma loov valk

ISP - ice-structuring protein, jaad struktureeriv valk

K - Kelvin, Sl-siisteemi temperatuurithik

LB - lysogeny broth, lisogeenpuljong

TH - thermal hysteresis, termiline hlsterees



Sissejuhatus

URO 2024.aasta toidujadtmete raporti (Food waste index report) pdhjal tekib maailmas igal aastal
1 miljardi USD vaartuses toidujaatmeid, mis toodavad lagunemisel 10% kasvuhoonegaasidest.
Samal ajal kannatab 29,6% maailma rahvastikust, 783 miljonit inimest, siiani nalga. (United
Nations, 2024)

Nendest jadtmetest 16% moodustasid statistika andmete pagaritooted. Selle numbri
vahendamiseks on mitmeid vdimalusi: tootmismahtude vahendamine, efektiivsemate tootmis- ja
sailitamisvGtete arendamine, toidupankadesse annetamine. (United Nations, 2024) Antud
magistritoos keskendutakse neist vBimalustest kilmutamisele ja kiilmutatuna sdilitamisele, kuna
see vOimaldab hoida tooteid kdlblikuna vaga pikka aega.

Kahjuks kaasneb kilmutamisega ka mitmeid probleeme. Pagaritoodetes vdivad toimuda nii
flusikalised kui keemilised muutused: niiskuskadu, sisemiste struktuuride ja mikrotoitainete
lagunemine, varvuse ja I6hna muutused. Koérvalekalded toote omadustes ja kvaliteedis kajastuvad
aga tarbija sensoorses kogemuses ja vGivad muuta selle tarbijale vastuvéetamatuks.

Toodete kilmutamisel ja kiilmutatuna sailitamisel kvaliteedi languse minimaliseerimiseks on
vOimalik lisada neile jaddga seonduvaid valke, mis aitavad ohjata erinevaid jaakristallide kasvust
tingitud soovimatuid muutusi.

Selles t60s voeti eesmargiks uurida, kas ja kuidas mdéjutab Pseudomonas fluorescensi poolt
toodetav jadga seonduv valk taistera nisujahust valmistatud tainast kiilmutamise ja sulatamise
protsessis. Samuti uuritakse valgu moju taignast kiipsetatud saiale ja selle omadustele.

Kirjanduse Ulevaates kirjeldatakse toidu kilmutamist ning tuuakse valja mitmeid kiilmutamisega
seotud probleeme toiduainetddstuses. Veel puudutatakse (levaates kilmutamise moju
pagaritoodetele ja keskendutakse jadga seonduvate valkude olemusele.

Too praktilises osas kasvatatakse ette Pseudomonas fluorescens bakterikultuur, millest saadakse
jaaga seonduvat valku sisaldav lahus. Maadratakse lahuse jaa rekristallatsiooni inhibeeriv aktiivsus,
mis aitab leida kdige vaiksema lahuse kontsentratsiooni taignas, mille kasutamisel vdiks veel
margata IBP mdju. Uuritakse valgu moju parmi ellujdavusele, kerkimisvéimele, kiipsetamis- ja
jahtumiskadudele, saia erimahule, taigna ja saia tekstuurile, veeaktiivsusele ja sensoorsele
hinnangule kaheksa nadala valtel. Saadud tulemusi analiisitakse, vorreldakse varasemate
kirjandusest leitud andmetega ning arutletakse leitu (le.



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 Toidu kiilmutamine

Kilmutamine on ks vanimaid ja laialdasemalt kasutatavaid toidu sdilitamise meetodeid, mis
vOimaldab sailitada toidu maitset, tekstuuri ja toitevaartust. Kilmutamisprotsessis on mitmeid
soodsaid koosmojusid, mille tulemusena mikroorganismid ei saa kasvada ning keemilised
reaktsioonid ja rakkude ainevahetusreaktsioonid aeglustuvad. (Delgado & Sun, 2001)

Kilmumistemperatuuri defineeritakse kui temperatuuri, mille juures tekib esimene jaakristalli
tuum. Puhta vee kilmumistemperatuur on 0 °C ehk 273 K, kuid toidu kilmutamise protsess on
keerukam, kuna esineb nii vaba kui ka seotud vett. Toidus esinev vesi sisaldab lahustuvaid tahkeid
aineid, mis pd&hjustavad kilmumistemperatuuri languse alla 0 °C. Kllmutamisprotsessi kaigus
suureneb lahustuvate tahkete ainete kontsentratsioon jddtumata vees, mis pohjustab jark-jargulist
kGlmumistemperatuuri alanemist. (Levy, 2007)

1.2 Kiilmutamisega seotud probleemid toiduainetd6stuses

Toiduainete kiilmutamisega kaasnevaid probleeme pd&hjustavad mitmed flilsikalised ja keemilised
muutused. Fidsikalistest muutustest on peamised niiskuskadu, jaa rekristallatsioon ja toote
sisemiste struktuuride lagunemine (Hou, Cheng, Kang, Zhang, & Zhou, 2019). Keemilisteks
muutusteks loetakse valkude ja mikrotoitainete lagunemist, lipiidide okstidatsiooni ning ulelldist
maitse, varvi ja Idhna halvenemist (Neri et al., 2020).

Peamised tegurid, mis md&jutavad kiilmutatud toote kvaliteeti, on jadtuuma moodustumise koht,
kiirus ja temperatuur, mille juures tuuma moodustumine toimub. Jaakristallid tekivad, kui
veemolekulid Gihinevad jadatuuma moodustamiseks. See tuum toimib Umbritseva vee jaatumise
initsiatsioonipunktina ning moodustab kristallvére. Homogeenne tuuma moodustumine vdib
toimuda spontaanselt vaga puhastes vedelikes madalatel temperatuuridel (alla -40°C). (Chen et al.,
2020)

Jaakristallide kasvukiiruse maarab peamiselt faasisiirde kaigus eralduva latentse soojuse
eemaldamise kiirus ja lahuse massililekande kiirus. Kui jaakristallide kasvust vabanev latentne
soojus eemaldatakse téhusamalt, siis jaadkristallide kasv kiireneb. On teada, et toiduainete
kiirkilmutamise kaigus tekib suur hulk vdikseid jaakristalle, kuid isegi sama jahutuskiiruse korral on
erinevates kiilmutatud toiduainetes tekkivate jaakristallide suurused erinevad. Selle pdhjuseks on
peamiselt erinev vaba vee sisaldus erinevates toiduainetes (Petzold & Aguilera, 2009; Chen et al.,
2020).

Kdrgematel temperatuuridel toimub heterogeenne jadtuuma moodustumine, mida kataltitsivad
tolm, soolad, orgaanilised molekulid vdi bakterid, millel on jadtuuma tekitamise aktiivsus (INA-
ice-nucleation activity). (Pearce & Fuller, 2001)

Kilmutamisega seotud probleemiks on ka jad rekristalliseerumine, mille valtel moodustuvad
sailitamise ajal suuremad jaakristallid vaiksemate arvelt. Vaiksemad kristallid ei suuda oma pinnal



olevaid veemolekule sama kindlalt siduda kui suuremad kristallid, kuna need on vaiksema
[abim66du tottu kumeramad ja neil on suurem pinnapealne vaba energia. Seetdttu migreeruvad
vaikeste kristallide pinnal olevad veemolekulid suuremate kristallide pinnale, mis omakorda viib
suuremate kristallide kasvu ja vaiksemate kristallide kadumiseni. (Hagiwara, Hartel & Matsukawa,
2006; Rahman et al, 2019)

1.2.1 Killmutamise moju pagaritoodetele

Kilmutatud taigna tehnoloogia on pagaritoodete industrialiseerimisel oluliselt edasi arenenud,
kuid seisab silmitsi valjakutsetega, mis tulenevad taigna kvaliteedi langusest kilmutatuna
ladustamise ajal. (Liu et al., 2018) Kiilmutamisel on suur m&ju taignale, peamiselt jadkristallide
tekke tottu, mis I6huvad gluteenimaatriksit ning pdhjustavad muutusi taigna mikrostruktuuris ja
tekstuuris (Marshall, Fletcher, & Davies, 2004). Gluteenvalgud, gluteniin ja gliadiin, on taigna
struktuuri ja elastsuse jaoks vdga olulised, kuna gluteenivérgustiku halvenemine on kvaliteedi
languse peamine tegur. (Liu et al., 2018) Sarnane mdju gluteenimaatriksile on ka jaa
rekristalliseerumisel, mis toimub kilmutatuna sailitamise ajal, sest kasvab suurte jaakristallide arv
taignas (Marshall, Fletcher, & Davies, 2004).

Kilmutamise ja kilmutatuna sdilitamise tulemuseks on ka tarklisegraanulite vorgustiku
purunemine ja gaasihoidmisvGime vdhenemine kerkimise véltel (Wang, Jin, & Xu, 2015).
Jaakristallide kasv kahjustab taignas olevaid parmirakke, vahendades nende elujéulisust ja
mojutades taigna kerkimisvGimet (Shi, Yu, Jin, & Lee, 2013; Liu et al., 2018). Lisaks, erituvad
kahjustatud ning surnud parmirakkudest (ihendid, mis pdhjustavad gluteenivorgustiku
depoliimerisatsiooni (Nguyen et al., 2018). Seega voib kiilmutamine negatiivselt mdjutada taigna
kvaliteeti ja omadusi. Optimaalsete kilipsetustulemuste saavutamiseks tuleb mdista
kiilmutamisprotsessi ja selle mojusid. (Nguyen et al., 2018).

Lisandite, naiteks erinevate jaad struktureerivate valkude, lisamine vdib aidata leevendada
moningaid kiilmutamise negatiivseid mojusid taignale (Xu et al., 2009). Erinevates organismides
leiduvad jadga seonduvad (IBP-d) ja antifriisvalgud (AFP-d) on vGimelised parssima jaakristallide
kasvu ja rekristalliseerumist ning seeldbi kaitsma gluteenivorgustikku, tarklise osakesi ja
parmirakke. (Liu et al., 2018)

1.3 Jaaga seonduvad valgud

Kilmades keskkondades elavad organismid toodavad jaatumisvastaseid valke (ice-binding
proteins, IBPsid), et valtida kilmakahjustusi. Need valgud avastati esmakordselt arktiliste kalade
veres, kuid sarnaseid valke on hiljem leitud erinevates organismides, naiteks taimedes, seentes,
putukates ja mikroorganismides. (Oude Vrielink, Aloi, Olijve, & Voets, 2016)

Algselt nimetati tuvastatud valgud jaatumisvastasteks valkudeks (antifreeze proteins, AFPd), nende
termilise huistereesi (TH) aktiivsuse ehk jaatumispunkti alandamisvéime tottu. Moned IBPd
parsivad jaa rekristalliseerumist vOi soodustavad jaile kinnitumist. Termin IBP h&lmab kaiki
nimetatud aktiivsusi omavaid valke, mis on joonisel 1 jagatud: (A) jadtuuma valkudeks (INP-d), mis
soodustavad jaakristallide moodustumist nullindhedasel miinustemperatuuril, ja (B—E)
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antifriisvalkudeks (AFP), mis vdhendavad organismide kehavedelike kilmumispunkti. (Bar Doley,
Braslavsky, & Davies, 2016; Biatkowska, Majewska, Olczak, & Twarda-Clapa, 2020)
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Joonis 1. Jaad siduvate valkude (IBP) klassifikatsioon, toimemehhanismid ja allikad. Antifriisvalkudele on
omased erinevas vahekorras (B) termiline histerees (TH; M, tahistab sulamistemperatuuri, F, —
kilmumistemperatuur) ja (E) jaa rekristalliseerumise inhibeerimine (IRl). IBP-d visualiseeritakse oranzide
tappidega paneelidel (A—E), vesi on sinine ja jaa halli varvi. (Biatkowska, Majewska, Olczak, & Twarda-Clapa,
2020)

Toidutdostuses kasutatakse IBPde jaoks terminit "jaad struktureeriv valk" (ice structuring protein,
ISP), mis viitab valkude voimele m&jutada jaakristallide kuju ja suurust tootes (Mangiagalli, Brocca,
Orlando, & Lotti, 2020).

1.3.1 Antifriisvalgud (AFP)

Antifriisvalkudel (AFP-del) on mitu erinevat toimemehhanismi. Esiteks alandavad need
kilmumispunkti, mdjutamata markimisvaarselt sulamispunkti. See protsess on tuntud kui
termiline hiisteerees. (Avanov, 1990) Teiseks mdjutavad need jaakristallide kasvu, pohjustades
vaiksemate ja ebastandardsete kujudega, naiteks bipliramidaalsete vGi lapiku kuusnurkse diski
kujuliste, jaakristallide teket (Li, Trinh, & Hew, 1991). Kolmandaks, v&ivad AFP-d j&aa
rekristalliseerumise peatada, kuna need muudavad jaa sulamistemperatuuri jaapinnale
adsorbeerudes. Piisab, kui tOsta veidi vaikeste ja langetada suuremate kristallide
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sulamistemperatuuri, et kompenseerida nende sulamistemperatuuri erinevust. Kui koigi
jaakristallide raadiused ehk kdverused on vérdsed, rekristallatsioon peatub. (Ramlgv ja Dennis
Steven Friis, 2020)

Erinevalt traditsioonilistest antifriisihenditest nagu etiileengliikool ja sool (NaCl), toimivad AFP-d
mittekolligatiivse mehhanismi kaudu, vdhendades nende m&ju osmootsele réhule (Avanov, 1990).
Nende efektiivsus on mooli alusel hinnanguliselt 200-500 korda suurem kui NaCl-il ning suudavad
jaakristallide kasvu parssida ka vaga madalate kontsentratsioonide juures (Li, Trinh, & Hew, 1991,
Olijve et al., 2016).

AFP-d kogunevad peamiselt vee ja jaa kokkupuutepiirile, mdjutades kristallide kasvu. Erinevatest
organismidest parit AFP-d eelistavad spetsiifilisi kristalli tasapindu (Barrett, 2001), mis on naha
joonisel 2. AFP-d saab suuruse ning struktuuri alusel jagada nelja gruppi (AFP I-1V), lisaks on eraldi
grupp antifriisgliikoproteiine (AFGP) (Ramlgv & Dennis Steven Friis, 2020). Molekulaarsel tasandil
vOivad nende interaktsioonimehhanismid jaaga olla erinevad. Tulp | AFP-de seondumist jaaga
arvati alguses tuginevat vesiniksidemetele (Avanov, 1990), kuid hilisemad uuringud viitavad
hidrofoobsetele interaktsioonidele (Harding, Ward, & Haymet, 1999; Zhang & Laursen, 1998).
Vastupidideslt soltuvab tiip Il kalade AFP-de seondumine jaaga hiidrofiilsetest interaktsioonidest
(Li, Trinh, & Hew, 1991).
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Joonis 2. Antifriisvalkude struktuur, eelistatud kinnitumistasapind ning moodustatav kristallvére. Valku
tootev organism (vasakult paremale): DAFP-1, pdrnikas Dendroides canadensis; MpAFP, Antarctic bacterium
M. primoryensis; AFGP1-5, erinevad Antarktilised Notothenioid kalade liigid; AFP-1ll, Ameerika emakala
(Zoarces americanus); ssAFP1, nolgus (Myoxocephalus scorpius); wfAFP1, talvine lest ehk mustselg
(Pseudopleuronectes americanus). (Olijve et al., 2016)

Jadga seonduvatele valkude struktuuris on iseloomulik piirkond, mis kinnitub jaa pinnale. Selle
jadaga kokkupuutuva valgu pinna tasasus on tlUdp Il AFP-de jaoks darmiselt oluline, kuna on
tuvastatud suurt aktiivsuse langust selle piirkonna mutatsioonide puhul (DeLuca, Davies, Ye, & Jia,
1998). Taheldatud on ka, et termilise hlisteereesi vaartuse ja jaa rekristalliseerumise inhibitsiooni
aktiivsuse vahel puudub korrelatsioon, mida illustreerivad mdningad AFP-d, millel on madal
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termiline hiisteerees, kuid tugev rekristalliseerumise inhibeerimise véimekus (Sidebottom jt, 2000;
Barrett, 2001).

1.3.2 Jdatuuma loovad valgud (INP)

Jadtuuma loovad valgud (INP-d) on jadga seonduvate valkude (IBP) alamliik, mis aitab kaasa jaa
kristalliseerumisele nullildhedastel temperatuuridel (vahemikus 0 kuni —3 °C). Need valgud
toimivad, paigutades oma jaa sidumiskohtadesse vabu veemolekule, mis toimivad jaakristallide
moodustumisel kristallituumadena (Kawahara, 2017).

INP-sid leidub erinevates organismides, naiteks bakterites, taimedes ja putukates, kus need valgud
kontrollivad jad moodustumise asukohta organismis ja tagavad kaitse kiilmumise eest (Bar Doley,
Braslavsky, & Davies, 2016). Kuigi INP-de jadtuumade moodustumise mehhanismid pole taielikult
teada, on teada, et need seonduvad jaakristallidega samamoodi nagu kristallid omavahel.
Kilmumisvastased valgud (AFP-d) voivad INP-sid deaktiveerida nendega seondudes, parssides
potentsiaalselt t6husamalt jadkristallide kasvu. Siiski on INP-de taielik iseloomustamine keeruline,
kuna need on suure molekulmassiga, neil on kalduvus valesti voltida ja jaa tuumade
moodustumise aktiivsuse médtmismeetodid on keerukad (Kawahara, 2017).

Bakterites ja seentes leidub mitmesuguseid biogeenseid jaatuuma moodustavaid (ihendeid
(Davies, 2014; Kawahara, 2002). Suurima aktiivsusega neist on INA bakterite jadtuuma loovad
valgud (Kawahara Citation 2002). INA bakteri funktsioon on alajahutuspunkti alandamine ja
jaatuuma moodustumise katalliisimine. INP-de lisamine vdib markimisvdarselt vahendada
alajahutuspunkti ja jaa tuuma moodustumise aega, lihendades seega kilmumisaega. Kdige
levinumad INA-d tootvad bakterid kuuluvad perekonddesse  Erwinia, Pseudomonas ja
Xanthomonas. INA-sid leidub ka m&nedes seenetiivedes (Rubiolo, 2000).
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2. Praktiline osa

Antud magistriastme |Gput60 praktilise osa eesmargiks oli uurida Pseudomonas fluorescensi poolt
ekspresseeritud jadga seonduva valgu mdju taisteranisujahust saia kvaliteedile taigna eelneval
kilmutamisel ja slgavkilmas sailitamisel. Uurimuse pé&hjal saab naha, kuidas erinevad
valgukontsentratsioonid taignas mojutavad nii taigna kui saia erinevaid omadusi, vorreldes
kontrollpartiiga, mille retseptis puudusid jadga seonduvad valgud. Saadud tulemusi vorreldakse
kirjandusest leituga, misjarel selgub kas ja kuidas on vdimalik kasutada ekspresseeritud valku
kiilmutatud taignast valmistatud saia kvaliteedi parandamiseks.

2.1 Materjalid

Jaaga seonduvat valku tootva Pseudomonas fluorescensi bakterikultuur saadi ettevottelt
Lallemand. Bakterikultuuri ettekasvatamiseks kasutati LB (lUsogeenpuljong)-agarit (LabM) ja
kultiveerimiseks parmiekstrakti (LabM) ja gliitserooli (Lach-Ner).

Taigna valmistamiseks kasutati tdisteranisujahu (Tartu Mill, lot 137060), kuivparmi (Kitchen Mood),
paevalilledli (Olivia), 2,5% piima (Valio), soola (Santa Maria) ning suhkrut (Extra Line). Tooted
osteti Eesti toidupoodidest.

2.2 Meetodid

2.2.1 Kultiveerimine

Jadga seonduvat valgu sisaldava supernatandi saamiseks kultiveeriti Pseudomonas fluorescensi
bakterikultuuri vedelsé6tmes. Nelja 2 L koonilisse kolbi segati 400 ml vedels6ddet, mis koosnes
parmiekstraktist (10 g/L), glutseroolist (20 g/L) ja destilleeritud veest. Kolbe koos sd6tmega
autoklaaviti 121 °C juures 15 minutit Systec DX-90 autoklaavis. Parast s66tmete jahtumist
toatemperatuurini, lisati igasse kolvi 20 ml eelkasvatatud bakterikultuuri.

So6tmeid kasvatati Innova 43 Incubator Shaker Series loksutil 72 h (30 °C, 160 rpm). Lahuseid
tsentrifuugiti, kasutades selleks Beckman J6-HC tsentrifuugi 10 min (10 °C, 4000 rpm), seejirel
eemaldati vedelik ja jarelejadanud rakud segati 400 ml eelpool mainitud meetodil valmistatud
vedelsddtmega. Uus segu kasvatati Innova loksutil 72 h (5 °C, 160 rpm) ning tsentrifuugiti
Beckman tsentrifuugis 10 min (10 °C, 4000 rpm). Saadud supernatant eraldati rakkudest ning seda
kasutati taignate valmistamisel.

2.2.2 Jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsuse maaramine

Jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsust maarati kasutades kihilist modifitseeritud sahharoosi
meetodit vastavalt eelnevalt kirjanduses kirjeldatule (Kaleda et al., 2018). Proovide analiilisiks
kasutati Nikon Eclipse E 200 mikroskoopi ja Linkam PE 120 kiirjahutuskambrit. Aktiivsuse
madramiseks segati kokku 25 pl supernatanti ja samas koguses eelnevalt valmistatud 70%
sahharoosilahust. Valmis segust pipeteeriti katseklaasile 3,5 pl, kaeti katteklaasiga ning proovi
aurustumise valtimiseks lisati katteklaasi servadesse silikoondli.
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Proovi kilmutati vedelas Ilammastikus

5

sekundit, misjarel asetati see mikroskoobi

kiirjahutusplaadile. Plaadil kasutatud reZiim on vilja toodud tabelis 1. J43 rekristalliseerumisest
tehti Motic Images 3.0 abil pildid parast neljandat ja kuuendat intervalli.

Tabel 1. Kiirjahutusplaadi reZiim.

Intervall Temperatuur, °C Aeg, s Temperatuuri muutmise 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

Edasiselt lahjendati olemasolevat proovi 1:1 suhtes 35% sahharoosi lahusega ning korrati

kiirjahutusplaadil mikroskopeerimist. Proove lahjendati analoogselt edasi, kuni mikroskoobi all

rekristalliseerumise inhibeerimist enam ei tdheldatud. Tehtud piltidel mdddeti jaakristallide

suurused, kasutades pilditootlusprogrammi Image J. MO66tmete alusel arvutati Ostwaldi valemiga

(valem 1) valja jaakristallide kasvukiirus (Rahman et al. 2019). Proovide lahjendustest ja arvutatud

kasvukiirustest koostati graafik, kus lahendusaste asus x-teljel ning kasvukiirus y-teljel. Graafiku

alusel lahendati ruutvérrand, mille tulemusena saadi lahjendus, kus jaakristallide kasvukiirus oli

50% maksimaalsest kasvukiirusest.
3 3 3 3
ro=r + kt, k=0 — ro)/t, kus

r = keskmine jaakristallide raadius katse I6pus, um
ro= jadkristallide raadius katse alguses, um

k = kristallide kasvukiirus, pm3/min

t = aeg, min

2.2.3 Taignate valmistamine

(valem 1)

Taignate valmistamiseks kasutati katseliselt optimeeritud tdisteranisujahu baasil retsepti.

900 g taisteranisujahu
15 g kuivparmi

120 g suhkrut

22,5 g peensoola

375 g piima (2,5%)

48 g paevalilledli
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Vastavalt retseptuurile arvutati valja iga taignapartii puhul kasutatav valgulahuse ja negatiivse lahuse
kogused ning need kanti tabelisse 2. Samuti arvutati valja igas taignas sisalduva valgu
kontsentratsioon Lowry valgu maaramise metoodikaga (Shen, 2023). Toorainete nimistus véljatoodud
lahuse all on mdéeldud kultiveerimise protsessi 16pus saadud supernatanti. Negatiivse lahuse puhul
on moeldud jahutamata bakterikultuuri supernatant, milles jadaga seonduva valgu aktiivsus puudub.

Tabel 2. Taignasse lisatava katselahuse kogused.

Kontsentratsi 0,45 0,1 0,05 0,03 0,02 0
oon (mg/kg)

Tooraine (g)

lahus 375 75 375 25 18.75 0
negatiivne 0 300 337.7 350 356.25 375
lahus

KGik koostisosad kaaluti eelnevalt valja ning segati kokku Kitchen Aid Heavy Duty 5KPM5 lauamiksris,
kasutades esmalt 2 minutit kiirust 1 (60 rpm) ning seejarel 3 minutit kiirust 2 ( 95 rpm). Igast taignast
vormiti 80+2 g pallid, mis pakendati toidukilesse. Seejarel kiilmutati taignapalle analoogselt Zhang et
al. 2008 aasta artikliga kiirkiilmutis Foster Surf Navigation 3 tundi, temperatuuril -18 °C. Edasi silitati
taigapalle samal temperatuuril siigavkiilmas, analiiiisimiseks sulatati neid 15 tundi 4 °C juures
kiilmkapis. Proovide anallilis sooritati iga kahe nddala tagant, kokku kestis katse kaheksa nadalat.

2.2.4 Parmi ellujaamise maaramine

Parmi ellujdgamise madramiseks kasutati Zhao et al. (2022) artiklis kirjeldatud metoodikat. Sulatatud
taignast kaaluti 20,0 g, lisati 180 g destilleeritud vett ning segati magnetsegajal Munnpncop CCKP
MM3M ja MM-5 30 minutit. Segu jaeti seejarel 15 minutiks settima.

Eppendorfidesse pipeteeriti 0,4 ml eelnevalt valmistatud suspensiooni ning 0,4 ml metileensinise
lahust (kontsentraat lahjendatud destilleeritud veega, vahekorras 1:5). Proovid segati Vortexil ning
jaeti 10 minutiks toatemperatuuril seisma. Igast taignasuspensioonist tehti kolm paralleeli.

Mikroskopeerimiseks pipeteeriti 10 pul proovi Birkeri kambrisse. Vaatlemisel kasutati Nikon Eclipse E
200 mikroskoopi 10x suurendusega ja pildil otsiti Ules Birkeri kambri keskmine tihedam ruudustik.
Kasutades Motic Images 3.0 programmi, lisati rakkude loendamiseks mikroskoobi pildile ruudustik
ning salvestati pildid, mis hiljem prinditi varviliselt. Piltidelt loeti kolmes ruudus nii elusad kui surnud
parmirakud ja arvutati parmi ellujagamise protsent. Elus parmirakud olid tuvastatavad kui varvumata
rakud, surnud rakud olid varvunud Uleni siniseks.

2.2.5 Kergitusvoime madramine

Parmi kergitusvdime maaramiseks asetati 80 g taignapallid vdiga maaritud kiipsetusvormidesse ja
mo&ddeti joonlauaga nende kdrgused. Seejarel pandi need Metos System Rational HCPC ahju 45
minutiks kerkima (32 °C, dhuniiskus 80%) ja mdddeti kdrgused pérast kerkimist (Zhao et al., 2022).
Taignapalle kiipsetati samas ahjus 200 °C 15 minutit (Bhuniiskus 50%) ja mé&deti saiade 18plik
korgus. Iga partii kohta tehti m&6tmistele kaheksa paralleeli.
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2.2.6 Saia kiipsetamis- ja jahtumiskao maaramine

Kiipsetamis- ja jahtumiskao leidmiseks, kaaluti taignapallid parast 45 minutit Metos System Rational
HCPC ahjus kergitamist 0,01 g tapsusega, kasutades selleks Radwag WLC 6/A2 kaalu. Vormide massid
olid eelnevalt fikseeritud. Seejirel kiipsetati taignapallid 200 °C juures 15 minutit (8huniiskus 50%)
ja saiad kaaluti koheselt parast ahjust valjavGtmist 0,01 g tdpsusega samal kaalul. Saiadel lasti
vormides 1,5 tundi jahtuda ja kaaluti uuesti. Kdigi partiide puhul tehti kaheksa paralleeli.

2.2.7 Saia mahu ja erimahu mdaramine

Erimahu leidmiseks kasutati Sharadanant ja Khan (2003) artiklis kirjeldatud metoodikat. Esmalt
kaaluti 1,5 h jahtunud saiad 0,01 g tapsusega kaalul Radwag WLC 6/A2. Saiade mahu maaramiseks
kasutati spetsiaalseid silikageelist graanuleid, mille diameeter oli 0,5 cm. Selleks taideti 1 L
keeduklaas mootjooneni graanulitega ning tasandati. Keeduklaasist kallati % graanulitest 500 mi
mahuga mootesilindrisse, keeduklaasi asetati varasemalt kaalutud sai. Sai kaeti valjakallatud
graanulitega mdo6tjooneni, tasandati ning kirja pandi mootesilindrisse llejadvate graanulite maht, mis
on vordne mdddetava saia mahuga.

2.2.8 Taigna ja saia tekstuuranaliiiis

Tekstuuranalllis viidi labi, kasutades TA-XT2i Stable Micro Systems tekstuurianallisaatorit ja
tulemuste |abi tootamiseks programmi Texture Expert Exceed. Nii taigna kui saia puhul tehti igal
mootmispdeval neli paralleelset m&6tmist.

Taigha m&otmiseks kasutatavad seadme parameetrid vOeti analoogselt Rodriguez-Sandoval et al.
(2008) artiklis kirjeldatuga. Taignast vormiti silinder |dbim66du ja korgusega 10 mm, mida
deformeeriti 30%, kahe deformatsiooni vahel oli ooteaeg 10 s ja md&tmiskiirus 1 mm/s. M&6tmiseks
kasutati silindrilist (d = 25 mm) moG6tepead P25.

Saia puhul kasutatud seadme parameetrid pShinevad Zhao et al. (2022) artiklil. Analtilsimiseks
IGigati eelnevalt 1,5 h jahtunud saia keskosast 25 mm paksune viil. Saiaviilu deformeeriti 40%, kahe
deformatsiooni vaheline ooteaeg oli 5 s ning modtmiskiirus 1 mm/s. Saia modtmisteks kasutati
silindrilist (d = 36 mm) m&G6tepead P36R.

2.2.9 Saia veeaktiivsuse maaramine

Veeaktiivsuse maaramiseks kasutati AACC kiipsetamise metoodikat (Cereals & Grains Association,
2024). Mootmiste labiviimiseks kasutati veeaktiivsusanallisaatorit Aqualab S3 (Mettler Toledo)
toatemperatuuril. Seadme analllsitops taideti pooleldi samal paeval kiipsetatud ning jahtunud
saiaga. Tops asetati m06tmiseks seadmesse ning iga saiapartii puhul korrati médtmisi kolm korda.

2.2.10 Saia sensoorne hindamine

Sensoorse anallilisi labiviimisel kasutati 1,5 cm paksuseid viile samal paeval kipsetatud ja 1,5 h
jahtunud saiadest. Referentsina oli kasutusel Eesti Pagari taisterasepik, mis oli soetatud eelneval
paeval kaubandusketist. Uuritavad saiad margistati kolmekohalise koodiga ja asetati koos referentsiga
taldrikule, mis on ndhtav joonisel 3.
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Joonis 3. Sensoorsel hindamisel kasutatud valjapanek taldrikul. Vasakult-paremale: kolm IBPd katse kaigus
kiipsetatud saia, mis on margistatud juhusliku kolmekohalise koodiga ja referenstiks kasutatav sai.

Sensoorse hinnangu andsid assessorid saiade vialimusele, struktuurile, aroomile ning maitsele.
Proove hinnati skaalal 1 - 10, oma hinnangud pandi kirja hinnangulehele, mis on vélja toodud lisas 1.

2.2.11 Statistiline andmete analiiis

Too praktilises osas saadud tulemusi anallisiti Microsoft excelis, kus arvutati k&igi tulemuste
aritmeetilised keskmised ning standardhdlbed. Kerkimise, parmi ellujdavuse ja kadude puhul arvutati
ka erinevuse protsent.

Kiipsetamiskao arvutamisel kasutati valemit 2 (Poikalainen et al., 2017), kus K, - kiipsetuskadu (%), m,
- mass vahetult enne kiipsetamist (g) ja m, - mass vahetult parast kiipsetamist (g).

(ml_mz)

Kk = T - 100% (valem 2)

Jahtumiskao arvutamiseks kasutati valemit 3 (Poikalainen et al., 2017), kus K; - jahtumiskadu (%), m, -
mass vahetult parast saia kiipsetamist (g) ning m, - mass peale 1,5 h jahtumist (g).

K = (m1_m2)

) - 100% (valem 3)
j m,

Tekstuurprofiilanaliilisi labiviimisel kasutatud programmist Texture Expert Exceed saadi programmi
poolt arvutatud piikide suuruste tabel, mida kasutati Excelis tekstuuri parameetrite vilja
arvutamiseks, kasutades valemeid 4-10. (Laos, n.d.)
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Tugevus = F2 (valem 4)

LZ

Taastuvus = —— (valem 5)
1
. AZ
Kohesioon = - (valem 6)
1
A4
Elastsus = - (valem 7)
3
Kleepuvus = A5 (valem 8)
AZ
Kummisus = - F2 (valem 9)
1

L
Sitkus = (—2 . Fz) = (valem 10)
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3. Tulemused ja arutelu

3.1 Jaa rekristallatsiooni inhibitsiooni aktiivsus

Inhibitsiooni aktiivsuse leidmiseks koostati mikroskopeerimise tulemuste p&hjal joonis 4. Jooniselt
saadud ruutvorrand lahendati ja leiti, et jaa rekristallatsioon on 50% inhibeeritud vastavalt 35-kordse
lahjenduse juures.

100%
90%
80%
70%
60%

50%

Aktiivsus, %

40%

30%

20%

10%

0%
0 10 20 30 40 50 60 70

Lahjendus, 1/x

Joonis 4. Jaakristallide kasvukiirus soltuvalt IBP kontsentratsioonist lahuses.

Taignate valmistamisel otsustati lahjendada valgulahust vedelikus maksimaalselt 20 korda. Selle
lahjenduse korral oli valgukontsentratsioon taignas 0,02 mg/kg, mis oli minimaalne kontsentratsioon,
mille puhul taheldati taignas ja saias valgu jaa rekristallatsiooni inhibeerivat toimet.

3.2 Parmide ellujdamine

Parmide ellujgdmise arvutamiseks loendati mikroskoobi piltidelt elus ja surnud rakud.
Protsentuaalsete tulemuste saamiseks leiti elus rakkude osakaal kdigist loetletud rakkudest ning
need kanti joonisele 5.
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Joonis 5. Parmi ellujadvus erinevates taignapartiides. Punase punktiirjoonega on vilja toodud kilmutamata
kontrolltaigna tulemus (85% + 4%).

Graafikul on visualiseeritud, kuidas kdrgemate valgulahuse kontsentratsioonidega (0,05 mg/kg, 0,1
mg/kg ja 0,45 mg/kg) taignates pisis parmide ellujaamise protsent katse IGpuni sarnasel tasemel.
Viiksemate kontsentratsioonidega taignapartiides (0,03 mg/kg, 0,02 mg/kg ja 0 mg/kg) langes
parmide ellujdavus aga kaheksa nadala jooksul keskmiselt 10% vorra.

Vorreldes kiilmutamata taignaga, oli tulemus siiski madalam, mis viitab sellele, et P. fluorescensi jaaga
seonduvad valgud ei kaitse parmirakke esialgse kilmutamise kaigus tekkinud jaakristallide poolt
tekitatud kahjustuste eest. IBP-de efekti on ndaha kiilmutatuna sailitamise ajal, mille kdigus toimub
peamine kvaliteedi langus jaa rekristallisatsiooni tottu. Esialgse parmirakkude ellujdavuse langusega
saab korreleerida ka madalamaid tulemusi teistes analiilsitud parameetrites.

Sarnased tulemused saadi ka Nguyen et al. (2018) artiklis, kus taheldati oluliselt suuremat parmi
ellujaavust jadga seonduva valgu lisamisel. Kui kontrollgrupis maarati neljandal nddalal ellujaavuseks
48,5%, siis rohkem kui 0,3 mg/kg valgu lisamisel oli ellujaavuse maksimum 71,5%.

3.3 Kergitusvoime

Kerkimine nadalal O ja nddalal 8 on ndhtav joonistel 6a ja 6b, kus on visuaalselt margata
kergitusvGime langemist taignates katseperioodi jooksul.
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Joonised 6a ja 6b. Kerkimine nadalal 0 (vasakul) ja nddalal 8 (paremal).

Kerkimisel on oluline gaasitootva parmi ellujaavus ning gluteenivdrgustiku véime hoida tekkinud
gaase taignas (Chiotellis & Campbell, 2003). Graafiliselt valja toodud tulemustest (joonis 7) on naha,
et nii negatiivse (0 mg/kg) kui ka kdigi IBPd sisaldavate tainaste kerkimine langes kaheksa nadala
jooksul keskmiselt 25%. Kuigi olulist erinevust partiides ei tdheldatud, hakkas negatiivsel
kontrollproovil kerkimisvoime langema neljandal nadalal, samas kui IBP-d sisaldavatel partiidel
kuuendal ja kaheksandal nadalal. Kill aga ei olnud Ukski tulemus oluliselt erinev kiilmutamata taigna
kerkimisvGimest, mis jdi vahemikku 140 + 20 %.
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Keskmine O Keskmine 2 Keskmine 4 Keskmine 6 Keskmine 8

®0mg/kg @0.45mg/kg @O0.1 mg/kg 0.05 mg/kg 0.03 mg/kg 0.02 mg/kg

Joonis 7. Taignate kerkimine (%) ja muutus katse jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud kiilmutamata
taigna kerkimise keskmine vahemik (140 + 20 %).

3.4 Kiipsetamis- ja jahtumiskadu

Kiipsetamise kaigus toimuv massikadu on enamjaolt kuumusega aurustuv vesi ning vahesel maaral
erinevad muud hendid, naiteks CO, ja orgaanilised happed. (Poikalainen et al., 2017)
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Joonis 8. Saiade kiipsetamiskadu (%). Punase punktiiriga varskest kiilmutamata taignast tehtud saia tulemus
(3,37 £ 0,49%).

Joonisel 8 on ndha saiade kiipsetamiskaod kogumassist kaheksa nadala IGikes. Kdigi saiapartiide
puhul jai kaoprotsent 2,38% + 0,27% ja 4,42% * 0,32% vahele. Vorreldes tulemusi kiilmutamata
taignast kipsetatud saiaga (kadu 3,37 + 0,49%), suuri erinevusi ei leitud, kuna kilmutatud taignast
saiade kaod langesid varske saiaga samasse vahemikku. Markimist vaarib muutus 0 mg/kg
kiilmutatud saias, mille kiipsetamiskadu langes juba neljandal nadalal kogu katse miinimumini.

Saiade jahtumiskadu kogumassist on kujutatud joonisel 9. Kuigi trend joonisel nditab méargatavaid
muutusi jahtumiskaos, siis tegelikult oli muutus keskelt 13bi 1%, mis ei ole mddtmiste tdpsust
arvestades statistiliselt oluline.

3,0

2,5

Jahtumiskadu (%)

0,0
N&dal 0 N&dal 2 Nadal 4 Nadal 6 N&dal 8

e0mg/kg ©0.45mg/kg e 0.1 mg/kg 0.05 mg/kg 0.03 mg/kg 0.02 mg/kg
Joonis 9. Saiade jahtumiskadu (%). Punase punktiiriga varskest kiilmutamata taignast tehtud saia tulemus (1,24

+0,28%).

23



3.5 Saia erimaht

Saiade erimahu arvutamiseks jagati saia ruumala tema massiga ning tulemused kanti joonisele 10.
Olulisi muutusi kaheksa nadala jooksul erimahus ei toimunud. See on kooskdlas eelnevalt taheldatud
langenud kerkimisvGime ja suurenenud jahtumiskadude tulemustega, mis muutusid Uksteisega
sarnases suhtes.
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Nédal 0 Né&dal 2 Né&dal 4 Nédal 6 Nidal 8
m 0 mg/kg 0.45 mg/kg 0.1 mg/kg 0.05 mg/kg m0.03 mg/kg m0.02 mg/kg

Joonis 10. Saiade erimaht (cm?/g) nadalate Idikes.

3.6 Tekstuuranaliiiis

Tekstuuri omadused on oluline osa sensoorsest kogemusest toote tarbimisel. Toidu s6omisel
mangivad suurt rolli nditeks tunnetus suus, kleepumine suuddnde, narimise lihtsus selles, kuidas
tarbija tootesse suhtub. Tekstuuranaliilis aitab prognoosida tarbijapoolset arvamust uuest tootest
enne sensoorse analllsi ldbi viimist ning sailitada juba turul oleva toote kvaliteeti. (Chen &
Rosenthal, 2015; Kadam, Tiwari, & O’Donnell, 2015). Tekstuurprofiilanaliilisi tulemuste pd&hjal
koostati joonised taigna ja saia seitsmele pohilisele tekstuuri omadusele: tugevus, kleepuvus,
elastsus, taastuvus, kohesioon, kummisus ja sitkus.

3.6.1 Taigna tekstuur

Taignate tugevuse madramisel ei margatud vadiksemate valgukontsentratsioonide puhul olulisi
muutusi katseperioodi valtel. Joonisel 11 on nadha, et kaks suurema valgu kontsentratsiooniga
taignapartiid (0,1 mg/kg ja 0,45 mg/kg) pusisid kuni kuuenda nidalani tugevamana, siis hakkas
téendoliselt taignas sisalduva valgu aktiivsus langema, mis p&hjustas omakorda tugevuse languse
taigna partiis.
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Joonis 11. Taignate tugevus kaheksa nadala valtel. Punase punktiirjoonega on vilja toodud varske taigna
tulemus (0,13 + 0,01 N). Sinise ja pruuni trendijoonega on naha vastavalt 0 mg/kg taigna ja 0,45 mg/kg taigna
tugevuse muutusi kaheksa nadala jooksul.

Taignate kleepuvus parast kilmutamist ja sulatamist tousis aja jooksul kdigis partiides ning
anallisitulemused toodi valja joonisel 12. Suurim muutus, toimus 0,45 mg/kg taignas, mis saavutas
kuuendal nadalal suurima kleepuvuse (-0,47 £ 0,06 N*s). Teiste IBPd sisaldavate partiide muutused
sarnanesid IBP-vabale kontrolltaignale, varieerudes vahemddtmiste tulemustes, kuid saavutades
kaheksandaks nadalaks sarnase suurusjargu negatiivse kontrolltaignaga.

0,6

Kleepuvus, -N*s

N&dal 0 Nadal 2 Nadal 4 Nadal 6 Nadal 8
-0,1

m 0 mg/kg 0,02 mg/kg 0,03 mg/kg 0,05 mg/kg mO0,1mg/kg mO0,45 mg/kg

Joonis 12. Taignate kleepuvus (-N*s) katse valtel. Punase punktiirjoonega on vilja toodud véarske kiilmutamata
taigna tulemus ( -0,11 = 0,01 N*s). Sinise ja pruuni trendijoonega on niha vastavalt Omg/kg taigna ja 0.45
mg/kg taigna kleepuvuse muutusi kaheksa nadala jooksul.
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Elastsus taignates plisis kogu katse jooksul le 6%, mis on kujutatud joonisel 13. Erinevus esines kdige
kontsentreeritumas IBP taigna (0,45 mg/kg) puhul, mille elastsus oli maksimaalselt 6,68% ning aja
jooksul langevas tendentsis. See voib olla seotud jadga seonduvate valkude lisamisega taigna
koostisesse, mille tagajarjel langeb gluteeni osakaal taignas (Paraskevopoulou, Provatidou, Tsotsiou,

& Kiosseoglou, 2010).
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m 0 mg/kg 0,02 mg/kg 0,03 mg/kg 0,05mg/kg mO0,1mg/kg mO0,45 mg/kg

Joonis 13. Taignate elastsus (%) kaheksa nadala viltel. Sinise ja pruuni trendijoonega on naha vastavalt 0 mg/kg
taigna ja 0,45 mg/kg taigna muutusi kaheksa nadala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud vérske

kGlmutamata taigna tulemus (10 + 2 %).

Taastuvus nditab taigna vGimet taastada kuju ja ruumala, mida see omas enne deformatsiooni.
Md&6tmistulemused kaheksa nddala jooksul on toodud joonisel 14. Jddga seonduvat valku sisaldavate
tainaste puhul oli taastuvus stabiilselt umbes 90%, mis on sarnane kiilmutamata taigna tulemustele.
Negatiivse kontrolltaigna tulemus nadalal 0 ja 0,1 mg/kg taigna tulemus teisel nadalal olid
markimisvaarselt madalamad, kuid jadvad vea piires samasse suurusjarku.
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Joonis 14. Taignapartiide taastuvus (%) kaheksa nadala valtel. Sinise ja pruuni trendijoonega on nédha vastavalt
0 mg/kg taigna ja 0.45 mg/kg taigna muutusi kaheksa nadala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud
varske kiilmutamata taigna tulemus (92 + 2 %).

Sarnaselt taastuvusele plsis varske taignaga samas vahemikus ka kdigi IBPd sisaldavate tainaste
kohesioon, mis on ndha joonisel 15. Kohesioon naitab taignas leiduvate sisemiste sidemete tugevust.
Kuigi tulemustes oli maéargata viaikest langust kohesioonis 0,1 mg/kg ja 0,45 mg/kg
kontsentratsioonide mddtmise kaheksandal nadalal, ei ole see piisavalt suur, et olla statistiliselt
oluline.

0,9

0,8

o
<
~N

Kohesioon
e o e e o @
o = N w H [%,] (-}
1
1
1
1
——
1
1
1
1
1
1
| |
—t
1
|
—
\
A
A
1
1
1
I
1
I
1

N&dal 0 Nadal 2 Nadal 4 Nadal 6 Nadal 8
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Joonis 15. Taignapartiide kohesioon kaheksa nddala valtel. Sinise ja pruuni trendijoonega on naha vastavalt 0
mg/kg ja 0,45 mg/kg taigna muutusi kaheksa nddala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud varske
kGlmutamata taigna tulemus (0,66 * 0,05).

Joonistel 16 ja 17 on toodud valja taignate kummisus ja sitkus. Mdlema parameetri puhul on ndha, et
0 mg/kg partii vaartus nadalate valtel kuni 0,07 N*s Madalamate IBP-de kontsentratsioonide juures
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(0.02-0.05 mg/kg) on kummisuse ja sitkuse tulemused stabiilsemad, samas kdrgemate
kontsentratsioonidega IBPsid sisaldavate partiide tulemused varieeruvad maksimaalselt kuni

kuuenda nadalani, mil nii kummisus kui sitkus langevad. Mdlemad parameetrid soltuvad otseselt
taigna tugevusest, mis korreleerub alltoodud tulemusega.
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Joonis 16. Taignapartiide kummisus kaheksa nadala valtel. Sinise ja pruuni trendijoonega on ndha vastavalt 0

mg/kg ja 0.45 mg/kg taigna muutusi kaheksa nddala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud varske
kiilmutamata taigna tulemus (0,08 + 0,01 N*s).
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Joonis 17. Taignapartiide sitkus kaheksa nddala viltel. Sinise ja pruuni trendijoonega on niha vastavalt 0 mg/kg

ja 0,45 mg/kg taigna muutusi kaheksa nadala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud varske
kilmutamata taigna tulemus (0,08 = 0,01 N*s).
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3.6.2 Saia tekstuuranaliiiis

Saiade tugevuste (N) vaartused on kujutatud joonisel 18, kus on margata nii negatiivse kontrollsaia
kui ka kahe lahjema IBP kontsentratsiooniga saiade tugevuse jark-jargulist tdusu parast neljandat
nadalat. Suurema IBP kogusega (0,05-0,45 mg/kg) saiade puhul plsib tugevus vdiksemana, mis thtib
ka Liu, Liang, Zhang et al. (2018) artikli saadud tulemustega.

Jaatumine on vdimalik vaba vee ja norgalt seotud vee puhul. IBP seob vett tugevamalt teiste
molekulidega, mistottu vaheneb jadtuva vee hulk. Vdiksemat ja stabiilsemat tugevuse vaartust IBP
saiades saab p&hjendada madalama jaatuva vee hulgaga saias. (Liu, Liang, Zhang, et al., 2018)
Seetdttu on ka suurema IBP kontsentratsiooniga saiadel madalam tugevuse tulemus.
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Joonis 18. Saiapartiide tugevus kaheksa nadala viltel. Sinise ja pruuni trendijoonega on ndha vastavalt 0 mg/kg
saia ja 0.45 mg/kg saia tugevuse muutusi kaheksa nddala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud
varske kiilmutamata taignast kiipsetatud saia tulemus (12,43 + 0,77 N).

Saiade kleepuvus (joonis 19.) tdusis katseperioodi jooksul markimisvaarselt alates neljandast
nadalast. Suurim muutus toimus 0,05 - 0,45 mg/kg saiade puhul. IBP lisamisel vihenes saiade
koostises parmi protsentuaalne osakaal, kuna koostisesse lisatakse juurde valku. Parmi osakaalu
vahenemise koosmadju kilmutamise tagajarjel vahenenud veehoidmisvoimega pohjustab suurenenud
kleepuvust saiades (Singh, Jha, Chaudhary, & Upadhyay, 2012).
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Joonis 19. Saiapartiide kleepuvus (-N*s) kaheksa nadala véltel. Sinise ja pruuni trendijoonega on nédha vastavalt
0 mg/kg saia ja 0,45 mg/kg saia muutusi kaheksa nadala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud
varske kilmutamata taignast kiipsetatud saia tulemus (-0,03 = 0,01 N*s).

Elastsus langes kaheksa nadala jooksul nii kontrollpartii kui IBP saiade puhul, mis on kujutatud
joonisel 20. Seda tdheldati ka Nguyen et al. (2018) katsetes, kus pérast nelja nddalat oli kontrollsaia
elastsus langenud ligi 30%. Lisades 0,3 mg/kg IBP, vihenes saiase elastsus ainult 15%. (Nguyen et al.,
2018)
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Joonis 20. Saiade elastsus (%) kaheksa nadala viltel. Sinise ja pruuni trendijoonega on niha vastavalt 0 mg/kg
saia ja 0.45 mg/kg saia muutusi kaheksa néddala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud varske
kGlmutamata taignast kipsetatud saia tulemus (38 + 2 %).

Saiapartiide taastuvus ajas muutus langevas tendentsis, kuigi kdigi partiide puhul on margata

suuremat langust alates neljandast nadalast (joonis 21). Vorreldes tulemusi kiilmutamata taignhast
saiaga, on taastuvus katsepartiidel kaheksandaks nadalaks 5-15% madalam. Taastuvuse langust
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pohjustavad jaakristallid, 16hkudes pikemal silgavkilmas sailitamisel aina rohkem
gluteenivdorgustikku.
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Joonis 21. Saiade taastuvus (%) kaheksa nadala viltel. Sinise ja pruuni trendijoonega on naha vastavalt 0 mg/kg
saia ja 0,45 mg/kg saia muutusi kaheksa n&dala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud vérske
kiilmutamata taignast kiipsetatud saia tulemus (81 + 2 %).

Nagu eelnevalt mainitud, I6huvad kasvavad jaakristallid pikemal kilmutatuna sailitamisel taigna
sisemisi sidemeid. Seetdttu on ndha langust ajas ka saiade kohesiooni tulemustes, mis on toodud
joonisel 22. Varske saia kohesiooni tulemuseks saadi 0,69 + 0,01 ning veel teisel nadalal olid IBP
saiade vaartused sarnasel tasemel. Alates neljandast nadalast, toimus saiades sisemiste sidemete
suurem lagunemine, mis viitab IBP efektiivsuse langemisele.
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Joonis 22. Saiade kohesioon kaheksa nadala viltel. Sinise ja pruuni trendijoonega on naha vastavalt 0 mg/kg ja
0.45 mg/kg saia muutusi kaheksa nidala jooksul. Punase punktiirjoonega on vélja toodud varske kiilmutamata
taignast klipsetatud saia tulemus (0,69 + 0,01).
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Saiade kummisus ja sitkus soltuvad oluliselt méddetud tugevusest, mist6ttu on ndha sarnaseid
muutusi joonisel 23 ja 24 nagu eelnevalt tugevust illusteerinud joonisel. M&lema omaduse puhul
vOib tdheldada, et suurema koguse IBP lisamisel pusisid tulemused stabiilsemad. Seda kinnitavad ka
kirjandusest leitud tulemused, kus 0,3 mg/kg IBP lisamisel oli kummisuse tulemus neljanda nadala
mootmisel 30% vaiksem kui kontrollsaial. (Nguyen et al., 2018)
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Joonis 23. Saiade kummisus kaheksa nadala valtel. Sinise ja pruuni trendijoonega on ndha vastavalt 0 mg/kg ja
0,45 mg/kg saia muutusi kaheksa nidala jooksul. Punase punktiirjoonega on vélja toodud varske kiilmutamata
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taignast kiipsetatud saia tulemus (8,62 + 0,57 N*s).
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Joonis 24. Saiade sitkus kaheksa nidala valtel. Sinise ja pruuni trendijoonega on niha vastavalt 0 mg/kg ja 0.45
mg/kg saia muutusi kaheksa nddala jooksul. Punase punktiirjoonega on vilja toodud virske kilmutamata
taignast klipsetatud saia tulemus (7,01 + 0,58 N*s).
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3.8 Saia veeaktiivsus

Veeaktiivsus saiades naitab saia aururéhu ja puhta vee aururShu suhet, mille jargi saab hinnata
mikroobidele kattesaadava vee hulka. Puhtal (destilleeritud) veel on veeaktiivsuse vaartus 1,
nisujahust saial on see keskmisel 0,96 (AACC, 1989). Joonisel 25 on kujutatud katse valtel saadud
mootmistulemused. Kaheksa nadala jooksul k&ikusid kdigi saiapartiide veeaktiivsused vahemikus
0,93 kuni 0,98, kusjuures ei esinenud olulisi erinevusi partiide vahel.

Tulemuste pdhjal ei leitud IBP-de mdju veektiivsusele, mis Ghtib kirjanduse andmetega. Chen, Wu, Li,
& Wang (2016) andmetel mdjutab IBP lisamine ndrgalt seotud vee ja tugevalt seotud vee suhet
tootes, mis ei kajastu veeaktiivsuses, mis nditab vaba vett. IBP seob vee tootes veelgi tugevamalt,
mistdttu on sellel vdiksem vdimalus jaatuda. (Chen, Wu, Li, & Wang, 2016)
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Joonis 25. Saiade veeaktiivsus katse viltel.

3.9 Saia sensoorne hinnang

Tarbija vaatepunktist on IBP lisamisel k&ige olulisemad saia sensoorsed omadused (Kadam, Tiwari, &
O’Donnell, 2015). Igal modtmispdeval anti hinnang saiade valimusele, tekstuurile, maitsele ja
aroomile, kasutades sensoorse analtitsi hinnangulehte (Lisa 1). Tulemused negatiivse kontrollsaia ja
0,45 mg/kg saia sensoorsel hindamisel on toodud joonistel 26a ja 26b ning 27a ja 27b.

Negatiivse kontrollsaia (IBP 0 mg/kg) valimuse ja tekstuuri puhul toimusid suurimad muutused saia
pehmuse ja elastsuse hinnetes. Kui katse alguses hinnati mdlemat omadust keskmiselt kaheksa
punktiga, siis parast kaheksat nadalat said need hindeks kuus punkti. Aroomi- ja maitseomadused
olid kontrollsaial kdige tugevamad teisel nadalal, kui aroomi intensiivsus sai hindeks keskmiselt
kaheksa punkti ning maitse intensiivsus seitse punkti. Katse [6puks langes aroomi intensiivsus neljale
punktile ning taheldati rohkem hapukat aroomi.
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Joonis 26a ja 26a. 0 mg/kg saia sensoorse hindamise tulemused.
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saiade tulemused stabiilsemad.
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Kokkuvote

Kilmutamine ja kiilmutatuna sailitamine on (ks viis, kuidas vdhendada toidu raiskamist, pikendades
pagaritoodete sailivusaega. Paratamatult pdhjustavad kilmutamise ja sadilitamise kaigus erinevad
probleemid toote omaduste muutusi, mis langetavad selle kvaliteeti. Nende probleemidega
vOitlemiseks saab lisada tootesse jadga seonduvaid valke, mis vdivad hoida jaakristallide poolt
tekitatud kvaliteedilangust kontrolli all.

Antud magistritod keskendus Pseudomonas fluorescensi poolt toodetud jadga seonduvale valgule
ning uuris kas ja kuidas see mojutab nii taigna kui ka kipsetatud saia omadusi kaheksanadalase
ajavahemiku valtel. Eesmargiks oli kaardistada muutusi, mida toob kaasa lisatud IBP ning seeldbi
saada teada, kas sellel valgul oleks potentsiaali parandada pagaritoostuses kiilmutatud toodete
kvaliteeti.

Praktilise to6na kasutati Pseudomonas fluorescensi poolt toodetud jadga seonduva valgu lahust
taistera nisujahust taignate valmistamisel erinevates kontsentratsioonides: 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg,
0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg ja 0,45 mg/kg. K&ik erinevad taignapartiid kiilmutati ja sailitati -18 °C juures
kaheksa nddalat. Analllsimiseks sulatati iga kahe nadala jarel osa taignapartiidest, mille tulemusi
vorreldi samadel tingimustel valmistatud ja sailitatud kontrollpartiiga. Labi viidi valgulahuse jaa
rekristallatsiooni inhibeerimise aktiivsuse, parmi ellujddvuse, kerkimisvdime, kiipetamis- ja
jahtumiskao, saia erimahu ja veeaktiivsuse madramised. Lisaks veel tekstuurianallilis ning sensoorne
hindamine.

Tulemustes leiti, et kasutades taignas rohkem kui 0,1 mg/kg jadga seonduva valgu lahust, aitas see
sdilitada parmide ellujddvust ja saia kerkimisvéimet. Samuti pusisid saiad pehmemad ja elastsemad.
IBP lisamine ei mojutanud oluliselt veeaktiivsust, saiade erimahtu ega sensoorseid omadusi. Saadud
tulemused Uhtisid ka kirjandusest leituga, mistdttu sobiks Pseudomonas fluorescensi jaaga seonduv
valgu lahus kontsentratsioonidel Gle 0,1 mg/kg tdistera nisujahust saiade kvaliteedi sdilitamiseks.
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Tanuavaldused

Soovin tdnada oma juhendajat, Onnela Luhilat kogu 18putdé ldbiviimise juhendamise eest. Samuti
tema vaartusliku ndu eest keelelise abi ja kommentaaride naol.

Tahan tdnada ka Karinat, kes aitas eksperimentaalse osa labiviimisel ning koiki kaheksal nadalal
jooksul osalenud assessoreid: Atefe, Anna, Katrin, Tiina, Kristel ja Evelyn.

Viimasena soovin saata suurimad tdnud oma perele ja |dhedastele toetuse eest kogu t606 kirjutamise
valtel.
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Lisad

Lisa 1. Sensoorse analiiiisi hinnanguleht

Name:

Date:

APPEARANCE

Color of the inside

Porosity

AROMA

Intensity of aroma

Sour aroma

SENSORY ANALYSIS

Scale: 0...10

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

e Reference=5

175 728 027

Assess the porosity on the scale, dense — porous.

e Reference=7

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=5

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=3

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=8

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=2

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=3

175 728 027

42



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=4

175 728 027

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

e Reference=2

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. Sensoorse hindamise tulemused

0 mg/kg, valimus ja tekstuur

Viérvus
100
8,0
Mahlasus Poorsus
Klee puvus Elastsus
Pehmus Rabedus

0,02 mg/kg, valimus ja tekstuur

Vérvus
100

8,0

Mahlasus Poorsus

Kleepuvus Elastsus

Pehmus Rabedus

0,03 mg/kg, valimus ja tekstuur

Vérvus
10,0

Mahlasus Poorsus

Kleepuvus Elastsus

Pehmus Rabedus

0,05 mg/kg, vilimus ja tekstuur
Varvus

100

Mahlasus Poorsus

Kleepuvus Elastsus

Pehmus Rabedus

0 mg/kg, aroom ja maitse

Aroomi intensiivsus

100
Soolasus Hapuldhn
Marudus Pérmi I6hn
Hapukus Maitse intensiivsus

0,02 mg/kg, aroom ja maitse

Aroomi intensiivsus

100
8,0
Soolasus Hapuldhn
Marudus Parmi [6hn
Hapukus Maitse intensiivsus

0,03 mg/kg, aroom ja maitse

Aroomi intensiivsus

8,0
Soolasus Hapu I8hn
Mérudus Parmi I5hn
Hapukus Maitse intensiivsus

0,05 mg/kg, aroom ja maitse

Aroomi intensiivsus

100
8,0
Soolasus Hapulshn
Mér udus Parmi [5hn
Hapukus Maitse intensiivsus
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0,1 mg/kg, védlimus ja tekstuur

Poorsus

Kleepuvus Elastsus

Pehmus Rabedus

0,45 mg/kg, valimus ja tekstuur

Vérvus
100

8,0

Mahlasus Poorsus

Kleepuvus Elastsus

Pehmus Rabedus

0,1 mg/kg, aroom ja maitse

Aroomi intensiivsus

100
Soolasus Hapuldhn
Mérudus Pérmi [5hn
Hapukus Maitse intensiivsus

0,45 mg/kg, aroom ja maitse

Aroomi intensiivsus

100
Soolasus Hapulshn
Marudus P&rmi l6hn
Hapukus Maitse intensiivsus
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