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SANTRAUKA

Magistro baigiamojo darbo tikslas buvo jvertinti Lietuvos senojo genotipo juodmargiy
karviy pieno baltymy kiekybine¢ ir kokybing sudét] bei technologines savybes ir nustatyti i jy
pieno pagaminty baltyminiy produkty biologing vertg.

Istirtas 20—ies Lietuvos senojo genotipo juodmargiy veislés karviy (vietiné galvijy veislé)
pienas, méginius imant kas ménesj metus laiko. Nustatyta pieno sudétis ir technologinés savybés
priklausomai nuo sezono. Pirmg kartg iSanalizuota Sios veislés karviy pieno baltymy kokybiné ir
kiekybiné sudétis. Apskai¢iuotos koreliacijos tarp pieno sudéties ir technologiniy savybiy. Pieno
baltymy virSkinamumas skrandyje bei plonosiose Zarnose in vitro, siekiant nustatyti jy biologing
vertg, buvo vertintas tokiais rodikliais: baltymy hidrolizés laipsniu, baltymy hidrolizés produkty
kokybine sudétimi bei baltymy hidrolizés metu susidariusiy peptidy kokybiné ir kiekybiné
sudétimi.

Nustatyta, jog nuo sezono priklausé Sie Lietuvos juodmargiy karviy pieno rodikliai: kalcio
kiekis, bendras baltymy kiekis, kazeino frakcijy sudétis, fermentinés koaguliacijos trukmé. Kity
rodikliy reikSmeés sezono metu keitési nezymiai, todél jy variacijos nesiejamos su sezoniSkumu.
Nustatytos stiprios koreliacijos tarp Siy sudéties ir technologiniy savybiy rodikliy: riigtinés
koaguliacijos stiprumo ir k— ir B—kazeiny kiekio. Tyrimy rezultatai parodé, kad Lietuvos senojo
genotipo juodmargiy karviy pienas pasizymi geromis koaguliacijos savybémis — i$ tirty 219
bandiniy tik 2 % nesudaré sutraukos per 60 min. nuo traukinancio agento jdé¢jimo pradzios.
Manoma, kad analizuoty karviy pienas labiausiai tinka strio — fermentuoty pieno produkty
gamybai.

Vertinant baltyminiy produkty biologing vertg, nustatyta, kad i§ senojo genotipo Lietuvos
juodmargiy veislés karviy pieno ir i§ HolSteino veislés karviy pieno pagaminty fermentinés bei
ragstinés sutraukos yra puikus bioaktyviy peptidy (daugiausia angiotenzing konvertuojanciy
fermenty inhibitoriy) Saltinis. Peptidai atpalaiduojami ne tik virSkinimo metu, bet ir sutraukos
susidarymo metu. Nustatyta, kad riigstiné sutrauka virSkinama greiciau nei fermentiné, 0 veislé

akivaizdzios jtakos $iy sutrauky baltymy hidrolizés greiciui neturi.
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SUMMARY

The aim of the master project was to study the composition of proteins and technological
properties of raw milk from an individual old genotype Lithuanian Black and White cows and
evaluate the biological value of the products manufactured from the analyzed milk.

Monthly milk samples were obtained from 20 old genotype Lithuanian Black and White
cows (native cattle breed). It is the first study of the fractions of milk proteins of Lithuanian
cattle breed. The interrelationships in physico-chemical properties are determined in this project.
The digestibility and biologic value of milk proteins was evaluated by degree of hydrolysis,
determined by fluorescamin assay, and profile of peptides derived from caseins during gastro-
intestinal digestion in vitro.

Protein, calcium levels, casein concentration and rennet coagulation time demonstrated
seasonal trends, while other properties displayed considerable variations, which apparently
unrelated to season. Some significant interrelations in physico-chemical properties were found:
acid gel strength is influenced by «— ir B—caseins. Old genotype Lithuanian Black and White
cows milk can be characterized as having good coagulation properties. We found that among the
219 milk samples from 20 individual cows only 2 % were noncoagulating (did not formed
rennet/acid induced gel through 60 min.). Lithuanian native cattle breed milk is suitable for
cheese and fermented milk products manufacture.

Peptides profile analysis has showed that acid and rennet gels produced from old genotype
Lithuanian Black and White cows milk and from Holstein cows milk are great source of
bioactive peptides (mostly ACE inhibitors). No evident difference between milk gels made from
different breeds caws milk was observed, while the type of curd has impact: acid gel degrade
faster than rennet gel. Peptides formation starts with technological process (different profiles of
peptides derived from different casein fractions depends on used coagulation agent) and changes

during digestion in simulated gastroduodenal digestion process in vitro.



SANTRUMPOS

A.r. — aminorigstys

ESCh — efektyvioji skys¢iy chromatografija
FKT — fermentinés koaguliacijos trukmé
GDL - gliukono—delta—laktonas

Leu — leucinas

NK — nekoaguliuojantis pienas

RKT — ruigstinés koaguliacijos trukmé
SCh-ESI-MS/MS - skys¢iy chromatografijos — elektrostrauto jonizacijos — tandeminés masiy
spektrometrijos metodas

SDS-PAGE - elektroforezés metodas

VTE — vandenyje tirpus ekstraktas



[ZANGA

Pienas ir pieno produktai vartojami placiai visame pasaulyje. ES pagaminta produkcija
uzima pagrindine pasaulio pieno rinkos dalj. Lietuvoje 2016 m. pieno pramonés gaminiy gamyba
sudaré daugiau nei ketvirtadalj visos maisto ir gérimy pramonés gamybos, o pieno gaminiy
eksportas — apie trecdalj viso maisto ir gérimy pramonés eksporto. Pagrindinis gaminamas
produktas yra siiriai, kuriy eksportas 2016 m. sudaré apie 43 % visos pieno gaminiy eksporto
vertés [1].

Striy gamybai reikalingas pienas, pasiZymintis geromis koaguliacijos savybémis ir gera
fermentinés sutraukos sinereze. Todél pasauliniuose pienininkystés mokslo centruose atlikta
nemazai tyrimy, kurie parodé, kad informacija apie pieno koaguliacijos savybes svarbi tiek stiriy
gamybos iseigai, tieck kokybei. Pieno koaguliacijos savybiy tyrimai atliekami ir laboratoriniu [2]
ir pramoniniu lygmeniu [3, 4].

Kita populiariy pieno produkty grupé — rauginto pieno produktai, kuriy per metus
pasaulyje pagaminama daugiau kaip 25 mln. tony [5]. Lietuvos pieno perdirbéjai gamina jvairy
rauginty pieno produkty asortimentg — jogurtus, rigpien], kefyra, raugintas pasukas bei varske ir
varskés produktus. Gaminant raugintus pieno produktus, svarbiausias technologinis etapas —
pieno fermentacija pienartig§témis bakterijomis, kurios metu mazéja pH, todél kazeino micelése
esantis netirpus kalcio fosfatas ima tirpti, o neigiamai jkrautos kazeino dalelés praranda kriivj.
Kazeino daleliy agregacija prasideda, kai pH pasiekia kazeino izoelektrinj taska (pH 4,6) [6].
Siekiant gauti geresnémis tekstiiros savybémis pasizymincius rauginto pieno produktus, pries
rauginimg pienas apdorojamas aukS$toje temperatiroje, tam kad jvykty p-—laktoglobulino
denatiiracija ir jis galéty sudaryti kompleksus su kazeinu arba agreguotis tarpusavyje. Sis
procesas pagerina ragstinés sutraukos klampa [7]. Yra Zinoma keletas veiksniy, kurie turi jtakos
rigstinés sutraukos susidarymui: pieno sudétis, perdirbimo salygos [6] ir pieno genetiniai
veiksniai [8]. Kol kas néra nustatyty aiSkiy priklausomybiy tarp karviy pieno genetiniy ir jo
technologiniy savybiy, svarbiy riig§tinés sutraukos susidarymui.

62 % visy laikomy pieniniy galvijy Lietuvoje sudaro Lietuvos juodmargiai galvijai, kurie
savarankiska veisle buvo pripazinti 1951m. ir nuo to laiko intensyviai kryZminti su kity veisliy
galvijais [9]. Lietuva, pasirasydama 1992 m. birzelio 11 d. Rio de Zaneire ,,Biologinés jvairovés
konvencija“, isipareigojo iSsaugoti miisy Salies gyvuliy veisliy genetinj fonda. Nacionaliniai
genetiniai iStekliai turi selekcing, ekonomine, moksline, ekologine, kultiiring, istoring reikSmg ir
yra svarbi pasaulinés Zemés tkio jvairovés dalis [10]. Senojo genotipo Lictuvos juodmargiy

galvijy populiacijos dydis pastaraisiais metais didéja, 2016 metais jg sudaré 1975 galvijai.



Manoma, jog vietinés galvijy veislés yra geriausiai prisitaikiusios prie to regiono sglygy ir
ju gaminamas pienas galimai naudingesnis vartotojy sveikatai nei galvijy, nebudingy tam
regionui. Nors yra atlikta tyrimy, kuriuose analizuojama pasaro, holSteinizacijos, laktacijos,
sezono, genotipo jtaka Lietuvos juodmargiy karviy produktyvumui ir kokybés rodikliams, néra
atlikta tyrimy, kuriuose biity gilinamasi j senojo genotipo Lictuvos juodmargiy pieno baltymy
sudétj ir pieno technologines savybes bei jy tarpusavio rySius, kurie svarbiis pieno pramonei bei
galimai vartotojy sveikatai, d¢l pieno produkty virSkinimo metu i$skiriamy bioaktyviy junginiy
1§skirtinumo ir potencialo.

Magistro baigiamojo darbo tikslas — jvertinti Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy
pieno baltymy kiekybine ir kokybing sudétj bei technologines savybes ir nustatyti i$ jy pieno
pagaminty baltyminiy produkty biologing verte tiriant produkty virSkinamuma in vitro bei

nustatant biologiskai aktyviy peptidy atpalaidavima vir§kinamajame trakte.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Lietuvos senojo genotipo juodmargiai galvijai

1.1.1. Pieniniy galvijy istorija ir dabartiné pieno tikio situacija pasaulyje

Pagal sistemating gyviuny Kklasifikacijg galvijai ir jy laukiniai protéviai priskiriami
zinduoliy (lot. Mammalia) klasei, porakanopiy (lot. Artiodactyla) biriui, atrajotojy (lot.
Ruminantia) pobtriui, dykaragiy (lot. Cavicornia) Seimai, stambiyjy raguociy (lot. Bos) genciai
ir galvijy (lot. Taurina) rasiai. Svarbiausias galvijy protévis — tauras [11].

Veislés apibrézimas susijes su daugeliu fenotipiniy pozymiy, tokiy kaip gyvino spalva,
raguotumas, tgis, reprodukcinés savybés, produktyvumas bei pieno cheminés ir technologinés
savybés. Visa tai apibrézia genetinj potencialg [12]. Siekiant pagerinti vietiniy gyviny savybes
galvijy migracija tarp pasaulio Saliy pradéta 19 a. pirmoje puséje. Vietinius galvijus kryZminant
su jveztiniais buvo sukurtos, ir vis dar kuriamos, kultirinés veislés. 20 a. pirmoje pus¢je pradétos
organizuoti gyvuliy parodos, atsirado kilmeés knygos, kuirési asociacijos, kurios skatino selektyvy
veisimg tam tikroms savybéms stiprinti. Yra zinoma, kad vietinés, tipiSkos tam tikram
geografiniam regionui arba Saliai galvijy veislés, yra geriau prisitaikiusios prie esamy gamtiniy
bei aplinkos salygy, veisimo biidy bei auginimo tipo, Sérimo btido bei pasaro sudéties, pasizymi
aukstu atsparumu tai vietovei budingy ligy atzvilgiu [13, 14].

Industrializacija pradéta 20 a. pradzioje kelia grésme vietinéms galvijy veisléms
Europoje. Dél intensyvios ekonominés plétros zemés tkyje, 1989-1995 metais Lenkijoje
auginamy galvijy skai¢ius sumazéjo 30 %, Lietuvoje, Latvijoje bei Estijoje — apie 50 %, o Siose
Salyse laikomy vietiniy galvijy veislés atsidaré ties iSnykimo riba [13]. Jos saugomos ir
auginamos deél regiono ekonomikos, prisitaikymo prie aplinkos salygy, galimybés iSsaugoti
ateities kartoms, moksliniy tyrimy potencialo (viso pasaulio molekulinés genetikos mokslininkai
ieSko tikry geny, daranciy jtaka produktyvumui, pagaminty produkty savybéms, gyviiny
sveikatingumui bei reprodukcinéms savybéms), kultiriniy ir istoriniy priezasCiy, ekologinés
vertés [12, 15].

2015 metais pasaulyje buvo pagaminta 818 milijony tony pieno. 29 % priklauso Azijos
valstybéms, antras pagal produktyvuma zemynas — Europa, ¢ia pagaminta 24 % viso pasaulio
pieno skirto pramonei. Didéjant Zmoniy populiacijai did¢ja ir pieno poreikis (2015 mety
duomenimis vienas Zmogus per metus suvartoja 113,3 kg pieno). Per ateinant] deSimtmet]
pagaminamo pieno kiekis turéty padidéti 12,5 %. D¢l vis augancios pieno paklausos karves
selekcijos budu gerinamos didinant jy produktyvuma [5].
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FAO duomenimis 2016 metais pasaulyje (182 pasaulio Saliy duomenys) buvo registruota
1024 skirtingos galvijy rasys, 18 jy 375 priklauso Europos ir Kaukazo sri¢iai. Kiekviena valstybé
atsako uz savo naminiy gyvuliy genetinius iSteklius ir turi pasiiilyti sistemg nacionalinei,
regioninei ir pasaulinei veiklai Sioje srityje uztikrinti [16].

Viena svarbiausiy priemoniy gyvulininkystés tkiui plétoti, tvarkyti ir racionalizuoti—
tkiniy gyviiny produktyvumo kontrol¢. Lietuvoje kontroliuojama apie 138 tukst. karviy. Tai
sudaro apie 43 % visy melziamy karviy. Daugelyje ES Saliy gyvuliy produktyvumo kontrolei
skiriama ypa¢ daug démesio ir kontroliuojamy karviy yra gerokai daugiau nei Lietuvoje
(Cekijoje kontroliuojama 95 %, Estijoje — 93 %, Danijoje — 90 %, Olandijoje — 89 %, Svedijoje
ir Vokietijoje — 84 %, Slovakijoje ir Slovénijoje — 80 %, Suomijoje — 83 %, Vengrijoje — 68 %,
Austrijoje — 76 %, Latvijoje — 73 % karviy [17].

1.1.2. Lietuvos galvijy genofondo i§saugojimo sistema

Lietuvoje kontroliuojamy karviy mazéja, dél to silpsta veislininkystés sistema — selekcijos
programos igyvendinamos ne taip efektyviai, kyla pavojus, kad nebus iSsaugotas Lietuvisky
veisliy genofondas, mazéja gyvuliy populiacija tikrinamiesiems buliams jvertinti pagal
palikuoniy savybes [17]. Valstybés jmonés Zemes iikio informacijos ir kaimo verslo centro
(ZUIKVC) duomenimis §iuo metu Lietuvoje kontroliuojamos 36 karviy veislés, i§ jy 5 yra
vietiniy galvijy. Daugiausia $alyje auginama juodmargiy veislés galvijy. Sie sudaro apie 62 %
visy laikomy pieniniy galvijy, 32 % — Lietuvos Zalieji [18].

Lietuva, pasiraydama 1992 m. Birzelio 11 d. Rio de Zaneire ,Biologinés jvairovés
konvencijg“ [10], isipareigojo iSsaugoti miisy Salies gyvuliy veisliy genetinj fondg. Nacionaliniai
genetiniai iStekliai, kuriy iSskirtiniai paveldimi poZymiai susiformave Lietuvoje, turi selekcine,
ekonoming, moksling, ekologing, kultiiring, istoring reik§me ir yra svarbi pasaulinés zemés tikio
jvairovés dalis.

Zemés ukio ministro 1996 m. lapkrigio 28d. Jsakymu Nr. 481 patvirtinta ,,Lietuvos senyjy
vietiniy zemés tkio gyviiny genetiniy iStekliy i§saugojimo programa®. Programoje numatyta, jog
turi buti atliekami visapusiSki gyviiny tyrimai, parengiamos vertinimo principy sistemos. 2008
m. patvirtinta , Lietuvos Zemés iikio gyviiny genetiniy iStekliy iSsaugojimo programa.
Saugomos Lietuvos galvijy veislés: Lietuvos $émieji, Lietuvos baltnugariai, senojo genotipo
Lietuvos zalieji, senojo genotipo Lietuvos juodmargiai galvijai [19, 20]. 1993 metais jkurta
Lietuvos juodmargiy galvijy gerintojy asociacija, kuri siekdama efektyvaus esamy Lietuvos

juodmargiy galvijy genetinio potencialo panaudojimo, jy veisliniy ir tkiskai naudingy savybiy
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1$saugojimo ir gerinimo, rengia ir vykdo Lietuvos juodmargiy galvijy veislininkystés selekcijos

programas [21].

1.1.3. Lietuvos juodmargiy galvijy gerinimas

Lietuvos juodmargiy galvijy veislé buvo iSvesta kryZzminat vietinius galvijus, egzistavusius
jau pries 400 mety, i$ pradziy su jvairiy veisliy, o véliau su Olandijos juodmargiais, ostfryzais ir
Svedijos juodmargiais galvijais. Véliau miSriinai buvo veisiami tarpusavyje. Lietuvos
juodmargiy galvijy veislei didele reikSme formuotis turéjo gyvuliy produktyvumo kontrolé
(pradéta 1909 metais), atranka pagal pieninguma ir pieno riebalus, eksterjera, jraSymas j kilmés
knygas. Savarankiska veisle Lietuvos juodmargiai pripazinti 1951 metais. Sie juodmargiai
galvijai buvo nepakankamai produktyviis, liesapieniai, turéjo daug eksterjero tritkumy.
Trikumams paSalinti $eStojo deSimtmecio antroje puséje 1 Lietuvg vél jvezti Olandijos
juodmargiai. Taip intensyvios selekcijos pagrindu, panaudojant Olandijos juodmargius, buvo
suformuotas naujas juodmargiy galvijy genotipas [22].

Globalin¢ Lietuvoje veisiamy juodmargiy galvijy holSteinizacija prasidé¢jo 1982 metais, kai
] respublikg buvo pradéti importuoti holSteinizuoti Vokietijos juodmargiai buliai. Naudojant
Holsteino veislés bulius padidéjo duktery pieningumas, gebéjimas efektyviau naudoti pasarus.
Holsteinai pakankamai stabiliai perduoda palikuonims tikiskai naudingus pozymius. Olandiskas
genotipas buvo nustelbtas ir veislé, nors ir i$laiké Lietuvos juodmargiy pavadinima, suartéjo su
HolSteiny veisle. Vokietijoje auginamy galvijy genofondas tur¢jo, turi ir ateityje turés jtakos
Lietuvoje laikomy juodmargiy galvijy veisliy formavimui ir jsiliejimui ; HolSteiny veislés
masyva [23].

Lietuvoje daugelis atlikty tyrimy buvo sukoncentruoti karviy produktyvumo stebéjimui bei
reprodukcinéms savybéms analizuoti, nes nuo jy priklauso pieniniy galvijy bandos naudingumas.
Primelziamo pieno kiekis ir kokybé yra svarbiis ekonominiai pieno tkio faktoriai. Nustatyta jog
HolSteinai labai pagerina juodmargiy, ypa¢ turin¢iy 1/2 ir daugiau HolsSteiny kraujo dalj,
pieninguma [24]. 1980-1995 m. Lietuvos juodmargiams galvijams gerinti naudoti Holsteino
veislés buliai padidino duktery pieninguma vidutiniskai 76,9 kg, o pieno riebaly produkcija 2,17
kg [25].

Holsteiny ir didele jy kraujo dalj turinCiy buliy gerinamasis efektas bei jy palikuoniy
produktyvumas labai priklauso nuo $érimo pilnavertiSkumo. Moksliniai tyrimai ir ilgameté
tkininky patirtis rodo, kad grynaveisliai ir galvijai, turintys daugiau Holsteiny veislés kraujo, yra
jautresni $érimo pilnavertiskumui. Ukiuose, kuriuose gyvuliy produktyvumas yra mazas dél

prasto $érimo, HolSteiny gerinamasis poveikis biina nedidelis arba nepasireiskia [26].
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Senojo genotipo Lietuvos juodmargiy galvijy populiacijos dydis 2016 metais buvo 1975
galvijai, 1279 i§ jy - veislinés patelés. Suaugusio gyviino duomenys: patino aukstis ties ketera
135-145 cm, gyvasis svoris 800-950 kg, patelés atitinkamai 125-135 cm, 450-550 Kg.
VidutiniS$kai primelziama 5612 kg 4,31 % riebumo ir 3,35 % baltymingumo pieno. Senojo
genotipo Lietuvos juodmargiai galvijai yra stiprios konstitucijos, proporcingo, kompaktisko kiino
sud¢jimo. Dél trumpy kojy, gilios ir placios krutinés, placios keteros, nugaros, juosmens, ilgo ir
plataus uzpakalio bei gerai iSsivysiusiy raumeny jie daznai panaSesni | pieninius—mésinius
galvijus. Prieauglis pasizymi didele augimo energija ir spar¢iu brendimu. Veislés saugojamos ex
situ (uzSaldytos gyviiny genetinés medziagos i$saugojimas) ir krio konservavimo bidais.
Gyvinai laikomi 132 Lietuvos tkiuose [27]. Senojo genotipo Lietuvos juodmargiy galvijy
populiacija didéja. (1 pav.).

Senojo genotipo Lietuvos juodmargiy galvijy popullacijos pokyéial
2500

1975
2000

<4 1652 1706
1500 1426 457
1290
1108
1000
685
503
500 360 28
I 137I 189 225 249
0
2

008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

B Bendras karviy Ir telydly skaldius  ® Pateliy, gauty grynuoju veisimu, skaidius Gauta telytiy
1 pav. Lietuvos senojo genotipo juodmargiy galvijy populiacijos poky¢iai [28]
1.2. Pieno sudétis ir technologinés savybés
1.2.1. Karviy pieno sudétis

Pienas yra sudétinga biocheminé sistema. Tai vandeninis tirpalas, kuriame yra mineraliniy

medziagy, vitaminy, laktozés, tirpiy proteiny, pieno riebaly, kurie pasiskirste laseliais (aliejus
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vandenyje tipo emulsija), bei koloidiniy daleliy — kazeino miceliy. Vidutiné pieno sudétis

pateikta zemiau esancioje lenteléje.

1 lentelé. Pieno kiekybiné sudétis [29]

Komponentas Kiekis, %
Vanduo 87,3
Mineralai 0,8
Laktozé 4.7
Riebalai 3,9
Baltymai 3,3

Mineralai

Mineraliniy elementy kiekis piene néra pastovus — priklauso nuo daugelio faktoriy tokiy
kaip karvés mityba, laktacija, aplinka, sezonas ir pan. Zemiau esanioje lenteléje pateikti

vidutiniai pagrindiniy pieno mineraliniy komponenty kiekiai.

2 lentelé. Piene esancios mineralinés medziagos [30]

Mineralas Kiekis, mg/I|
Natris 530
Kalis 1360

Chloras 970
Kalcis 1120
Fosforas 890
Magnis 110

Piene svarbiausig vaidmenj atlicka kalcis ir fosforas. Kalcis piene egzistuoja dviem
formomis — tirpia ir netirpia. Kalcis istirpes pieno plazmoje sudaro kompleksus su kitais jonais ir
1Srugy baltymais (0,15 % kalcio yra susijunge su o—laktoalbuminu) arba randamas joninéje
formoje, o netirpus kalcis, vadinamas koloidiniu, randamas kazeino micelése, sudares
kompleksus su fosforo anijonais (CCP — koloidinis kalcio fosfatas). 99 % kalcio randama lieso
pieno frakcijoje [31]. 20 % bendro fosforo kiekio piene yra organinio fosfato formos ir
susijunges esteriniu rysiu su kazeinu. 44 % neorganinio fosfato randama kazeino micelése kalcio
fosfato formos (Cag(PO),), 56 % yra tirpios formos, egzsistuojancios kaip fosfato jonai. 35 %
magnio jony prisijunge prie kazeino miceliy (mazdaug pusé sudaro asociatus su koloidiniu
kalcio fosfatu, kita dalis tiesiogiai prisijungusi prie kazeino frakcijy fosfoserino liekany). Likes
magnis yra tirpios formos (40 % magnio citrato, 7 % — magnio fosfato, 16 % laisvy magnio jony
pavidalo) [30]. Ca, Mg, P kiekiai turi jtakos pieno koaguliacijos savybéms. Nustatyta jog

nekoaguliuojanéiame piene jy koncentracija mazesné nei koaguliuojanc¢iame [32, 33].
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Laktoze

Laktozé vadinama pieno cukrumi, sintetinama pieno sekrecijos liauky alveoliy pavirSiuje i$
gliukozés. Apie 70 % karvés kraujyje cirkuliuojancios gliukozés yra paver¢iama laktoze.
Laktozés kiekis yra susijes su pieno iSeiga. Laktozé yra disacharidas, kuris sudarytas i§ D-
gliukozés ir D-galaktozés. Galaktozés aldehiding grupé C1 susijungusi su gliukozés C4 B-1,4—
glikozidiniu ry$iu. Laktoz¢ blogai tirpsta vandenyje (10 °C temp. 13 g/100g, 30 °C temp.
20 g/100 g, 50 °C temp. 30g/100g, kai palyginimui sacharozés tirpts kiekiai 100 g vandens yra
atitinkamai 66, 69, 73 g). Pieno cukraus saldumas mazdaug tris kartus mazesnis uz sacharozés.
Laktoz¢ yra pakankamai stabili ir jos fizikocheminei hidrolizei reikalinga aukSta temperatiira bei
mazas pH. Laktoze¢ iki monomery hidrolizuoja fermentas laktazé (B—galaktozidazés), kurig
iSskiria ragstiniy pieno produkty gamybai naudojamos pienartig§tés bakterijos [34].

Fermentinio stirio gamybos metu praktiskai visa laktozé pereina j iSriigas. Naudojant
pienartgstes bakterijas pagamintuose produktuose laktozés kiekis yra mazdaug trigubai mazesnis

nei Zaliame piene, nes mikroorganizmai dalj laktozés pavercia | pieno rugstj [35].

CH;OH CH;OH
OH U : L. OH
o OH A0 K. OM P
OH OH

2 pav. Laktozé

Lipidai

Pieno riebalai pasiskirste sferinémis globulémis piene sudaro riebalai vandenyje tipo
emulsijg. Globuliy diametras svyruoja nuo 0,1 iki 20 um (vidutiné reikSmé 3—4 um). Jy dydis
priklauso nuo gyvulio riSies, veislés, sveikatos biiklés, laktacijos, sezono ir kt. 1 ml pieno
randama apie 15x10°globuliy, kuriy bendras paviriaus plotas siekia 1,2-2,5 m® Pieno lipidy
(daugiau nei 95 % yra trigliceridai) globuliy pavirSius apsuptas membranos, Kurioje yra
emulsuojan¢iomis savybémis pasizyminéiy proteiny (jie sudaro 20-65 % membranos maseés),
taip padidinimas jy atsparumas agregacijai, sumazinamas pavirSiaus jtempis. Pagrindiniai
membrany baltymai — mucinas, ksantino dehidrogenazé—oksidazé, bei glikoproteinai. Pieno
riebaly laseliai yra mazesnio tankio nei pieno serumas, todé¢l pradeda kilti | pavirSiy praéjus vos

20 min. nuo melzimo pabaigos [36].
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Baltymai

Baltymai piene sudaro vidutiniskai 3,3-3,5 %. Pagal funkcijas jie skirstomi j penkias
pagrindines grupes — kazeinas, iSriigy baltymai, lipidy globuliy membrany baltymai, fermentai ir
Kiti minoriniai baltymai. Daugiau nei 95 % pieno baltymy yra uzkoduoti 6 struktiiriniais genais.
Zinomi keturi kazeino genai CNI1S1, CSN2, CSN1S2, CSN3, lokalizuoti 6 chromosomoje,
literatiiroje vadinami atitinkamai og—Kkazeinu, B—kazeinu, as—kazeinu, x—kazeinu. Du
pagrindiniai iSriigy baltymai koduojami LAA ir LGB genais, kurie lokalizuoti atitinkamai 5 ir 11
chromosomose (atitinkamai a—laktoalbuminas ir B—laktoglobulinas) [37]. Sie baltymai piene
pasiskirste santykiu 1:3. Taip pat prie iSriigy baltymy priskiriami mazais kiekiais aptinkami:
serumo albuminas, penkios imunogolobuliny klasés (IgG, IgM, IgA, IgE, IgD). Fermenty grupei
priskiriama daugiau nei 60 skirtingy fermenty, kuriy bendras kiekis nesiekia 1 % bendro pieno
baltymy kiekio (pvz. katalazé, laktoperoksidazé, ribonukleazé, gliukozaminaze ir kt.). Penktai
baltymy grupei, kuriy randami mazi kiekiai, taciau junginiai atlieka tam tikrg biologin¢ funkcija,
priskiriami: transferinas, laktoferinas, laktolinas, kininogenas ir kt. [38]. Piene taip pat gali buti
randama nebaltyminiy azotiniy medziagy — laisvyjy aminorig§éiy, peptidy. Siy baltymy skilimo
produkty koncentracija priklauso nuo somatiniy lasteliy kiekio piene (teigiama koreliacija) [39].

1.2.2. Kazeinas

Kazeinas yra svarbiausias pieno baltymas kiekybiniu, technologiniu ir mitybiniu aspektais.
Jo aminortigs¢iy sekoje randamos visos devynios nepakei¢iamosios aminoriigStys —
fenilalaninas, valinas, treoninas, triptofanas, metioninas, leucinas, izoleucinas, lizinas, histidinas.
Kazeinas sudaro apie 80 % visy pieno baltymy, os—, os—, p—, Ir k—frakcijos pasiskirs¢iusios
atitinkamai santykiais 4:1:4:1 [40].

Kazeinas vadinamas ,,létuoju* baltymu, kadangi patekes  virSkinimo sistemg rtgstinéje
terpéje jis koaguliuoja, tuo tarpu iSriigy baltymai lieka skystos formos ir su skysCiy srautu
nuneSami j zarnyng daug grei¢iau [41].

Kazeino frakcija apibiidinama kaip frakcija, kuri koaguliuoja ir iSkrinta nuosédomis zalig
liesg pieng partigStinus iki pH 4,6 20 °C temperatiiroje. Frakcijos tarpusavyje (kokybin¢ analiz¢)
atskiriamos pagal skirtingg judrumg elektros lauke elektroforezés (SDS—PAGE) metodu ant

poliakrilamido gelio arba krakmolo gelio su uréja [42,43].
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1.2.2.1. Kazeino frakcijos

asi—kazeinas

as;—kazeino frakcija sudaro apie 40 % visy kazeino frakcijy. as—kazeino etaloninis tipas
B8P sudarytas i§ 199 a.r., molekuliné masé — 23 615 Da. Zinomi 8 skirtingi as;— kazeino
genetiniai variantai, kurie tarpusavyje skiriasi tam tikrais a.r. pakeitimais 53, 59, 66, 192
pozicijose, ar neturi biidingos grandinés ties 14—26 bei 51-59 padétimis. Tyrimais nustatyta, jog
tam tikras genetinis variantas koreliuoja su pieno sudéties ir technologinémis savybémis.
Frakcija neatspari Ca** jonams — visiskai nusodinama, susidarant kalcio druskoms, 6 mM Ca?*
tirpalu kai pH 7,0 [42].

as—kazeinas

as;—kazeino frakcija sudaro apie 10 % bendro kazeino kiekio. Dominuojanti frakcijos forma
pasizymi disulfidiniais rySiais, kuriy kiekis kinta priklausomai nuo fosforilinimo laipsnio. Tai
labiausiai fosforilinta kazeino frakcija. Zinomi 4 skirtingi genotipai, dazniausiai pasitaikan¢io A—
11P genotipo baltymo grandiné sudaryta i§ 207 a.r., molekuliné masé — 25 226 Da. Tarp cisteino
molekuliy esanciy 36 ir 40 padétyse susidaro disulfidiniai rySiai. Jie formuojasi tiek toje pacioje
molekuléje, tiek lygiagre€iai su Salia esancia, sudarydami antring struktiirg. as;—kazeino frakcija
yra pati hidrofiliskiausia i§ visy kazeino frakcijy bei maZiausiai atspari Ca®" jonams. Frakcija

visi§kai nusodinama, susidarant kalcio druskoms, 2 mM Ca** tirpalu, kai pH 7,0 [42].

6-kazeinas

B—kazeino frakcija deél natiiralaus piene esanCio fermento plazmino veiklos yra
kompleksiné. Plazminas suskaido B—kazeing j y1, y2, y3 — kazeinus (29-209, 106-209, 108-209
B—kazeino grandinés fragmentai atitinkamai). Pagrindiné B—kazeino frakcijos forma AZ-5P
sudaryta i§ 209 a.r., molekuliné masé 23 983 Da. Zinoma 12 B—kazeino genetiniy varianty. Tai
hidrofobiskiausia kazeino frakcija. Esant Zemesnei nei 4 °C temperatiirai rySiai palaikantys

frakcijg micelés viduje susilpnéja ir f—kazeinas iSsiskiria i§ micelés [44, 42].

k—kazeinas

Tai vienintelé kazeino frakcija, kurio triptofano liekanos biina glikolizuotos. Molekuléje
yra cisteino liekany, Kuriy Sieros turinios grupés sudaro disulfidinius rySius formuojancius
antring baltymo struktiirg. Kaip etaloniné¢ forma apraSymuose naudojama neglikolizuota A—1P

forma, kuria sudaro 169 a.r., molekuliné masé — 19 037 Da. Zinoma 11 genetiniy varianty, i3
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kuriy 2 pagrindiniai A ir B. Si kazeino frakcija atspari Ca®* jonams, dengdama kity kazeino
frakcijy aglomeratg jas apsaugo nuo kalcio tokiu budu palaikydama kazeino micelés stabiluma
piene. k—kazeinas neatsparus proteolitinio fermento renino poveikiui — jautriausia jungtis esanti
ties fenilalaninu (Phe) ir metioninu (Met) (105-106) suskaldoma, atskylant hidrofobiniam para—
k—kazeinui (1-105) ir hidrofiliniam peptidui glikomakropeptidui (106-169) [42].

3 lenteléje pateikta kiekybiné ir kokybiné a.r. sudétis kazeino molekulése. Kazeino frakcijy
a.r. sekos pateiktos 4 lenteléje.

3 lentelé. Pagrindiniy kazeino frakcijy aminoragsciy sudétis[45]

Amino riigitis 3raidziy | 1 raidés kagesﬁlas kaze?aze;s A B-kazzeinas k-kazeinas
trumpinys | trumpinys B-8P 11p A°-5P A-1P

Asparto r. Asp D 7 4 4 3
Asparagininas Asp N 8 14 5 8
Treoninas Thr T 5 15 9 14
Serinas Ser S 8 6 11 12
Fosfoserinas Ser(P) 8 11 5 1
Glutamorr. Glu E 25 24 19 12
Glutaminas Gln Q 14 16 20 14
Prolinas Pro P 17 10 35 20
Glicinas Gly G 9 2 5 2
Alaninas Ala A 9 8 5 15
Cisteinas Cys C 0 2 0 2
Valinas Val Vv 11 14 19 11
Metioninas Met M 5 4 6 2
Izoleucinas lle I 11 11 10 13
Leucinas Leu L 17 13 22 8
Tirozinas Tyr Y 10 12 4 9
Fenilalaninas Phe F 8 6 9 4
Triptofanas Trp wW 2 2 1 1
Lizinas Lys K 14 24 11 9
Histidinas His H 5 3 5 3
Argininas Arg R 6 6 4 5
Oksiprolinas Pro(O) 0 0 0 1
Aminortigeiy 199 207 209 169
skaiCius
Molekulinis
svoris 23 614 25 230 23 083 19 007
(skaiCiuotas),
Da
Vidutinis
hidrofobiskumas 4.90 4.64 5,59 5,12
(kJ/mol
liekanai)
Koncentracija 10,25 2,75 10,5 35
piene g/l
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4 lentelé. Kazeino aminortgs$ciy sekos (naudojami 1 raidés trumpiniai) [42]

B-kazeinas
'RELEELNVPG EIVESpLSpSpSpE ESITRINK | KI EKFQSpEEQQQ TEDELQDKIH

*IPFAQTSLVY PFPGPIPNSL PQNIPPLTQT PVVVPPFLQP EVMGVSKVKE
YIAMAPK | QK |EMP FPKYPVEPFT ESQSLTLTDV ENLHLPLPLL QSWMHQPHQP
B PPTVMFPPQ SVLSLSQSKYV LPVPQKAVPY PQRDMPIQAF LLYQEPVLGP
2L/RGPFPIIV

asp-kazeinas

'KNTMEHVSpSpSp EESIISpQETY KQEKNMAINP SpKENLCSTFC KEVVRNANEE
>l EYSIGSpSPSPEE SAEVATEEVK ITVDDKHYQK ALNEINQFYQ KFPYLQYLY
Y1QGPIVLNPWD QVKRNAVPIT PTLNREQLSpPT SpEENSKKTVD MESTEVFTKK
BITKLTEEEKNR LNFLKKISQR YQKFALPQYL KTVYQHQKAM KPWIQPKTKV
2l pYVRYL

as1-kazeinas

'RPKHPIKHQG LPEVLNENL LRFFVAPFPE VFGKEKVNEL SKDIGSpESpTE
*'DQAMEDIKQM EAESpISpSpSpEE IVPNSpVEQKH IQKEDVPSER YLGYLEQLLR
101) KKYKVPQLE IVPNSpAEERL HSMKEGIHAQ QKEPMIGVNQ ELAYFYPELF
BIRQFYQLDAYP SGAWYYVPLG TQYTDAPSFS DIPNPIGSEN SEKTTMPLW

k-kazeinas

'QEQNEQPIR CEKDERFFSD KIAKYIPIQY VLSRYPSYGL NYYQQKPVAL
*INNQFLPYPY YAKPAAVRSP AQILQWQVLS NTVPAKSCQA QPTTMARHPH
WpHLSF|MAIPP KKNQDKTEIP TINTIASGEP TSTPTIEAVE STVATLEASPP
BIEVIESPPEIN TVQVTSTAV

Sp — fosfoserinas; S, T — fosforilinta kituose genotipuose; | — jungtys jautriausios fermentinei
hidrolizei

1.2.2.2. Kazeino frakcijy hidrofobiskumas

as;—kazeino frakcija turi tris hidrofobinius regionus — 1-44, 90-113, 132-199. Regionas
41-80 yra labai polinis dél to, jog jame yra fosfato grupe turi 7 serino, 8 glutamo, 3 asparto a.r.

asp;—kazeinas turi daugiausiai fosfoserino ir lizino molekuliy, bei dvi cisteino molekules 36
ir 40 pozicijose. Tai antra pagal hidrofiliSkumg frakcija, kurios poliniai regionai — 7-31, 55-66,
129-143, hidrofobiniai — 90-120, 160-207.

B—kazeinas — hidrofobiskiausia kazeino frakcija, kurioje néra cisteino, ir randama daug
hidrofobinio prolino (35 molekulés). N—terminalinis 21 a.r. ilgio segmentas turi auks$tg neigiamag

kriivy, likusi molekulés dalis yra hidrofiling ir kriivio neturi.
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k—kazeinas — hidrofiliskiausia kazeino frakcija. N—terminalinis segmentas kurj sudaro 1-95
a.r. jkrautas teigiamai, yra labai hidrofobinis ir sudaro stipry ry$i su kitomis kazeino
molekulémis. C—terminalinis segmentas (113-169 a.r.) jkrautas neigiamai, jame yra daugiau

poliniy a.r. nei nepoliniy, jis lemia molekulés hidrofiliSkuma [46, 42]

Ogy-Ccasein B-casein
F)

Hydrophobic interface
(go-Casein K-casein
p
5 p
s M5 5

3 pav. Kazeino (angl. casein) frakcijy hidrofobiskumo iliustracija ant hidrofobinio pavir§iaus

(angl. Hydrophobic interface). B — hidrofobinis segmentas, P — hidrofilinis segmentas. k-

kazeinas hidrofiliskiausias, asy—kazeinas, ag—kazeinas, B—kazeinas hidrofobiskiausias [46]

1.2.2.3. Kazeino micelé

Kazeino frakcijos yra susijungusios } didelius molekulinius kompleksus vadinamus
kazeino micelémis [41]. Micelés viduje iSsidésCiusios auksto fosforilinimo laipsnio frakcijos
(01, 02, B) per fosfoserino liekanas kalcio—fosforo tilteliais susijungusios tarpusavyje ir su K—
kazeinu [47]. Nuo agregavimosi kazeing miceliy viduje saugo jvairios hidrofobinés ir
elektrostatinés sgveikos, kuriose dalyvauja kalcio—fosforo kompleksai (vidutinis spindulys 2,3
nm), vandeniliniai rysiai [48]. Kazeino micelés nuo flokuliacijos yra apsaugomos neigiamai
jkrauty k—kazeino grandiniy [49]. Galutiné miceliy struktiira néra pilnai Zzinoma, nors atlikta
daug tyrimy ir siiloma keletas modeliy. Kol kas visi tyr¢jai sutinka, jog kazeino micelés yra
polidispersinés, koloidinés, sferinés daleles, kuriy diametras svyruoja nuo 50 iki 600 nm,
vidutinis diametras yra 200 nm. Jy dydis priklauso nuo jvairiy faktoriy, tokiy kaip pH (teigiama
koreliacija) ar mineraliniy elementy (Mg ir K kiekis koreliuoja neigiamai su kazeino micelés

dydziu). Dydziui jtakos turi sezonas (vasaros metu micelés yra mazesnés lyginat su ziemos
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sezonu), individualios karvés mityba, genotipas. Mazesnés kazeino micelés suformuoja stipresne

pieno sutrauka [50].
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4 pav. Kazeino micelés schema. Oranziné spalva vaizduoja as— ir f—kazeinus sgveikaujancius su
kalcio-fosforo kompleksais Cag(PO4)s (pilki rutuliai) stabilizuodamos vidinj tinklg. Kai kurios
—kazeino molekulés (mélyna spalva) hidrofobine sgveika jungiasi su kitomis kazeino
molekulémis. k—kazeino hidrofobiné dalis (N—terminalin¢) lokalizuota micelés pavirSiuje (zalios
dalelés), hidrofiliné k—kazeino dalis kazeinomakropeptidas (juoda spalva) nukreiptas nuo

micelés j pieno terpe ir sudaro elektrostatinius rySius su gretimai esan¢iomis micelémis [51]

1.2.3. Pieno technologinés savybés

Europos sajungos Salys pirmauja pasaulyje pagal eksportuojamo siirio kiekj. Fermentiniai
striai uzima labai didelé pieno pramonés dalj. I§ 100 kg pieno pagaminama apie 8—16 kg siirio.
Surio iSeigos optimizavimas yra labai Svarbus procesas pieno pramonei [52]. Pieno
koaguliavimo savybés yra svarbus faktorius siiriy gamybos kokybiniu ir kiekybiniu poziiiriais.
Joms jtakos turi kazeino frakcijy kiekybiné sudétis, riebaly kiekis, riebaly ir baltymy santykis,
joninio kalcio kiekis. Kazeino koaguliacija gali biiti pasiekiama dviem budais — rigstiniu ir
fermentiniu. RiigStinés koaguliacijos procesas naudojamas riigS€iy pieno gaminiy gamybai —
jogurtui, kefyrui bei varskés suriams ir kt. Kiekvienais metais pagaminama daugiau nei 25
milijonai tony fermentuoty pieno produkty [50]. Pieno tinkamumui perdirbti j produktus svarbios

ir fizikochemingés savybés, tokios kaip termostabilumas, buferiné talpa.
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1.2.3.1. Pieno koaguliacijos savybés

Pieno koaguliacijos savybés gali biiti nustatomos naudojant kompiuterizuotus mechaninius
ir optinius prietaisus kurie fiksuoja kaip keiciasi sutraukos tvirtumas bégant laikui. Pagrindiniai
trys parametrai apibréziantys pieno fermentinés koaguliacijos savybes yra koaguliacijos trukmé,
parodanti per kiek laiko nuo fermento jdéjimo pradzios susidaro gelis, sutraukos sutvirt&jimo
laikas, parodantis per kiek laiko nuo traukinancio agento jdéjimo j pieng gelio tvirtumas pasiekia
tam tikrg verte (20 mm), sutraukos tvirtumas pra¢jus 30 min. nuo fermento jdéjimo j badinj
pradzios. Braizomos koaguliacijos diagramos. Metodas, skirtas matuoti pieno bandiniy klampos
did¢jima nuo agento jdéjimo j bandinj pradzios, palaikant pastovig temperatiirg, vadinamas
laktodinamografija [53]. Kitas tiesioginis metodas skirtas pamatuoti chimozino indukuojamo
gelio susidarymo savybes — matavimas reometru, veikian¢iu dinaminiu mazo periodo
deformavimo rezimu. Koaguliacijos pradzia (trukmé) nustatomas kaip G*(elastingumo) ir G**
(klampumo) moduliy susikirtimo taskas, arba kai G pasiekia 1 Pa verte [54].

Nekoaguliuojancio (NK) pieno grupei priskiriamas pienas kuris nesudaro gelio per 60 min.
nuo chimozino pridéjimo pradzios, gerai koaguliuojanéiu pienu laikomas tas pienas, kuris sudaro
sutraukg per maziau nei 10 min. analizuojant reometru, veikian¢iu dinaminiu mazo periodo
deformavimo rezimu. Silpnai koaguliuojantis pienas apibréziamas kaip sudarantis silpng gelj,
kurio G* reik§mé maza (<350 Pa). | gerai koaguliuojantj pieng jpylus blogai koaguliuojancio
pieno, susidariusio gelio kokybé yra blogesné [55], o tai labai svarby siiriy gamybos iSeigoms.

NK pieng mokslininkai tyriné¢ja nuo 1920—yjy mety [56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66]. Tokio pieno priezastys néra suprastos iki galo, dél to, kad dar néra iSaiSkinta kazeino
micelés struktiira ir pieno koaguliacijos proceso kompleksiskumas, kuris priklauso nuo daugelio
veiksniy. Buvo pripazinta, kad NK pienas, kuris dazniausiai budingas vélyvos laktacijos [67, 68]
arba mastitu sergan¢ioms karvéms [62, 68], yra paplites ir tarp sveiky, vidutinés laktacijos karviy
[60, 69]. Taigi, Sis reiskinys priklauso ne tik nuo aplinkos veiksniy. Nustatyta, jog veisliniai
buliai, kuriy dukterys gamina NK piena, skiriasi genetiskai. Buvo identifikuoti du genai, galimai
susij¢ su NK pieno gamyba [69]. Taciau genetinis polinkis gaminti NK pieng nepaneigia didelés
aplinkos bei sudéties veiksniy jtakos pieno koaguliacijai. Paskelbti duomenys, kad padidinus
kalcio kiekj galima sugrazinti koaguliacijos savybe NK pienui, tiesa, pasiekti gerai

koaguliuojancio pieno savybiy nepavyko [70].
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Fermentiné koaguliacija

Fermentiné koaguliacija yra pagrindinis zingsnis siirio gamybos procese. Fermentinis gelis
susidaro trimis etapais (5 pav.). Pirmo etapo metu aktyvus proteolitinis fermentas destabilizuoja
kazeino micele suskaldydamas k—kazeino peptiding jungtj tarp fenilalanino ir metionino, esancia
105-106 padétyje, | neigiamai jkrautg para—k—kazeing ir glikomakropeptidg. Frederiksen ir Kkt.
[55] atliko kazeino makropeptido aptikimo testa. Junginys atpalaiduojamas prasidéjus gelio
susidarymo procesui. Tiek koaguliuojanciame, tiek NK piene po fermento jdéjimo kazeino
makropeptidas identifikuotas, taigi jrodyta, jog nekoaguliavimo priezastimi néra k-kazeino
skaldymo procesas. Suardzius 85-90 % miceliy k—kazeino apvalkalo tarp daleliy labai sumazéja
elektrostatinés atostiimio jégos ir dispersiné sistema pasidaro nestabili. Prasideda antras etapas —
kazeino miceliy agregacija, kurios rezultatas — gelio susidarymas tarp kazeino fragmenty
atsirandant elektrocheminiams rySiams ir tinklo struktiiroj inkorporuojant vandening pieno terpg
su iStirpusiais elementais bei riebaly globulémis. Fermentiné pieno sutrauka yra kondensacinés
struktiiros. Micelés agreguojasi, procesas trunka 0,5-2 val. Jei gelio susidarymo laikas yra ilgas,
dél chimozino ar kity natyviniy pieno proteolitiniy fermenty veikimo gali buti sukeltas sinerezés

procesas, dél kurio gaunama silpnesné pieno fermentiné sutrauka [48,71].
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5 pav. Fermentinio gelio susidarymo schema

Veiksniai, lemiantys pieno fermentinio koaguliavimo savybes
Laikas, per kurj susidaro gelis, ir gelio stiprumas priklauso nuo daugelio tiesioginiy ir
netiesioginiy faktoriy (6 pav.), tokiy kaip baltymy (kazeino frakcijy sudétis) sudétis ir kiekis,

temperatiira, pH, tatiau manoma, kad didziausig jtaka turi k—kazeino genetinis variantas [72].
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6 pav. Tiesioginiai ir netiesioginiai veiksniai, darantys jtaka pieno koaguliavimo

savybéms [53]

Fermentinés sutraukos susidarymo laikui ir stiprumui jtakos turi kazeino miceliy dydis —
mazesnés micelés sudaro stipresnj geli per trumpesnj laiko tarpg. Nustatyta, jog geresnémis
fermentinio gelio susidarymo savybémis pasizymi B genetinis k—kazeino variantas, §io tipo
piene kazeino micelés yra mazesnés [72]. Zinoma, jog pH koreliacija su kazeino miceliy dydziu
teigiama, 0 mikroelementy Mg ir K neigiama [50]. Didesnis kalcio kiekis sutrumpina gelio
susidarymo trukme, sutrauka gaunasi tvirtesné. Joninés formos kalcio koncentracijai didéjant
nuo 2,5 mMol iki 5 mMol para—kazeino pavirSius jsikrauna ir todél didéja agregacijos
tempas [73]

Nustatyta, jog kazeino frakcijy genotipas turi jtakos pieno technologinéms savybéms. Tiek
Danijos holsteiny tiek Dzersiy veislés karviy NK piene ogs—, p—, k—kazeiny genotipai atitinkamai
yra BB-A?A%-AA. Blogai koaguliuojantis ir NK pienas turi maziau fosforilntos as—kazeino
frakcijos formos os—CN 8P. bei maziau glikolizuoto k—kazeino palyginus su bendru k—kazeino
kiekiu [32]. Poulsen ir kt. [74] taip pat jrodé, jog genetinis polimorfizmas turi didele reikSme
sutraukos susidarymo greiciui ir tvirtumui — CSN1S1-C, CSN2-B, CSN3-B aleliai turi teigiama
poveikj, CSN2-A? — neigiamg. Tyréja padaré iSvada, jog selekcijos budy turéty biti veisiamos
karvés su tam tikrais kazeino genais, kad biity galima gauti maksimalias strio iSeigas. Hallen ir
kt. [75] nustaté, kad k—kazeino B alelis turi teigiamg poveikj gelio stiprumui, k—kazeino AE
genotipas neigiamg; f-kazeinas A?A? variantas siejamas su silpnesnio gelio susidarymu.
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Prastomis koaguliavimo savybémis pasizymin¢iame piene yra sglyginai mazas k—kazeino
kiekis, arba mazas k—kazeino santykis su bendru kazeino kiekiu. Nustatyta, jog k—kazeino kiekis
didesnis B genotipo k—kazeino frakcijoje nei A genotipo. Padaryta iSvada, jog stirio gaminimo ir
1Seigos savybés galéty biiti pagerintos atrenkant gamybai pieng, kuriame yra didelé og1—, p— ir k—

kazeiny koncentracija [66].

Rugstiné koaguliacija

Riigstiné sutrauka gaunama sumazg¢jus terpés pH iki kazeino izoelektrinio tasko pH 4,6. pH
maze¢ja dél pienariigS¢iy mikroorganizmy iSskiriamy organiniy rigSciy, kurios gaunamos
fermentuojant pieno cukry laktoze. Kazeino izoelektrinis taskas pasiekiamas kai terpéje susidaro
vienodas teigiamy ir neigiamy kriiviy kiekis. Tokioje aplinkoje vyksta baltymy makromolekuliy
konformaciniai pokyciai, miceliy viduje esanciy organiniy kalcio ir fosforo junginiy tirpumas
sumazgja, organinio kalcio—kazeino kompleksas demineralizuojasi, micelin¢ struktiira suyra
Kazeino micelés disperguojasi ir sudaro vandenyje netirpius agregatus, kurie sudaro erdvinj
tinkla. Procesas, priklausomai nuo naudojamy mikroorganizmy kultiiry, gali uztrukti iki 15 val.
Pagal kazeino miceliy tarpusavio jungCiy pobidi riigS§tiné¢ pieno sutrauka yra koaguliacinés
struktiiros [73].

Imituoti pienartig§¢iy bakterijy iSskiriamy riugsciy efekta pieno baltymy sistemos
koaguliavimui  tyrimuose naudojamas gliukono-delta-laktonas (GDL). Vandeninéje terpéje
laktonas skyla j riigstj, létai isskirdamas H* jona j terpe, taip palaipsniui maZindamas pieno

sistemos pH iki kazeino izoelektrinio tasko (pH 4,6) [76].

Veiksniali, lemiantys riigstinés koaguliacijos savybes

Ragstinio gelio stiprumas ir klampumo bei elastingumo savybés geresnés, kai sutrauka
gaminama i$ termiSkai apdoroto pieno. Pieng pakaitinus iki 90-95 °C temperatiros denatiiruoja
iSrigy baltymai ir nuséda ant kazeino miceliy, sudarydami hidrofobines ir sulfidines sgveikas su
micelés pavirSiumi, taip pradédami formuoti gelio struktiirg [7].

Pieno baltymy genetinio polimorfizmo jtaka ragstinés koaguliacijos savybéms kol kas néra
nustatyta. Atlikti tyrimai rodo, jog nei B—kazeino nei x—kazeino genetiniai variantai neturi
reikSmés ruigstinés sutraukos susidarymo laikui ir gelio stiprumui, tac¢iau gaminant varske ir kitus
fermentuotus pieno produktus i$ tokiy karviy pieno, kurios turi k—kazeino AB ir B-
laktoglobulino BB genetinius tipus, produkty iSeiga padidéja iki 7 %, pageréja skonio savybés ir
konsistencija. [77].
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1.2.3.2. Termostabilumas

Termostabilumas yra pieno, grietinélés, sterilizuoty sutirStinty produkty, koloidiniy
sistemy savybé¢ iSlaikyti baltymy stabilumg, esant aukstai temperatiirai, be matomy koaguliacijos
pozymiy. Siluminé pieno koaguliacija yra laikoma sudétingu reiskiniu, kuriam jtakos turi keletas
sgveiky ir salygy vienu metu. Termostabilumo nebuvimas yra laikomas technologine problema,
kurig butina spresti ir kuri daZzniausiai pasitaiko, gaminant konservuotus pieno produktus.
pieno perdirbimas ne tik paveikia galutinio produkto kokybe, bet yra zalingas ir technologiniuose
procesuose naudojamai jrangai.

Pieno termostabilumui nustatyti taikomas S$iluminio atsparumo metodas, kai pienas
kaitinimas 140 °C temperatiiroje. Siuo metodu pieno termostabilumas vertinamas pagal baltymy
terminio koaguliavimo trukme. Pieno terminé koaguliacija prasideda, kai kaitinimo metu
denatiiruoja iSrtigy baltymai ir nuséda ant kazeino miceliy sudarydami specifinius disulfidinius
ry$ius su jos pavirSiuje esanCiomis para—k—kazeino cisteino molekulémis. Manoma, jog
kaitinimo metu keiciasi ir salyginai karSciui atsparios kazeino micelés pavirSinio sluoksnio
iSsidéstymas arba struktiira, kadangi neaiSku, kokiu kitu mechanizmu B-laktoglobulino
molekulés galéty ,,prasibrauti pro hidrofilinj makropeptidy sluoksnj iki para—«k—kazeino
grandinés [78]. Pieno stabilumg kaitinimo metu mazinantys veiksniai — pH sumazéjimas,
koloidinio kalcio fosfato persigrupavimas micelés viduje, iSriigy baltymy asociacija su kazeinu,
kazeino defosforilinimas, kazeino hidrolizé, kovalentiniy rysiy susiformavimas. Veiksniai, kurie
pailgina pieno terminio stabilumo trukme¢ — joninio kalcio aktyvumo sumazinimas, kazeino

jautrumo kalcio jonams sumazinimas, laktozés produkty skilimas [79].

1.2.3.3. BuferiSkumas

pH sumazéjimas piene gali sukelti jo nepageidaujamus fizikocheminius pokycius, tokius
kaip kazeino micelés demineralizavimas, tirpumo sumazéjimas. Galimi pH poky¢iai kaitinimo
metu gali biiti jvertinti matuojant buferiSkuma. | pieng jpylus tam tikrag kiekj rtgsties ir palaikius
1 val. nustatomas pieno pH pasikeitimas similiarus pH poky¢iui kaitinant pieng nuo 20 °C iki
120 °C [80]. Buferiskumas priklauso nuo pieno sudéties — mazais kiekiais randamy komponenty
(neorganinio fosfato, citrato, organiniy riigs¢iy) ir pieno baltymy (kazeino ir iSrigy baltymy)
koncentracijos bei veislés, laktacijos, gyviino sveikatos btklés. Nustatyta, jog Dzersiy veislés
karviy pienas, kuriame yra didesnis baltymy ir fosforo kiekis, pasizymi didesne buferine talpa

nei Holsteiny veislés [81, 82].
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1.3. Pieno baltymy biologiné kokybé

Maisto baltymai, peptidai ir aminoriigstys atlieka daug fiziologiniy funkcijy, tokiy kaip
baltymy sintez¢ organizme, dalyvauja virSkinimo sistemos veiklos palaikyme bei metabolizmo
procesuose, ACE inhibitorinémis savybémis apsizymintis baltyminés kilmés junginiai reikalingi
normaliam kraujospudziui palaikyti ir kt. [83]. Pagal mitybos specialisty rekomendacijas
baltymai turi sudaryti apie 30 % dienos raciono. Baltymy biologiné verté nustatoma analizuojant
ne tik nepakei¢iamy aminorags$ciy kiekj atpalaiduojamg dél proteolizés virSkinimo metu, bet ir
biologiskai aktyviy peptidy susidarymg. Pagal Sias savybes galima prognozuoti baltymy
pasisavinamuma. Bioaktyviy peptidy fiziologinis poveikis pasireiskia jiems patekus i kraujg pro
zarny epitelio sieneles. Atlickama daug tyrimy, siekiant iStirti bioaktyviy peptidy susidarymo ir

veikimo sistemas [84] nuo kuriy priklauso maisto baltymy biologiné kokybé.

1.3.1. Virskinamumas

Zmogaus virskinamajame trakte maisto produkty skaidymas iki monomery vyksta keliais
etapais. Burnoje produktas pirmiausia apdorojamas mechaniskai, t.y. sukramtomas, padidinamas
pavirSiaus plotas. Seiliy liauky iSskiriami fermentai maltazé ir amilazé pradeda krakmolo
skaidyma, c¢ia pH 7,5-8. Skrandyje pradedamas baltymy virSkinimas, susidaro peptidai,
aminoragstys. Pagrindinis proteolitinis agentas — pepsinas. Sis fermentas aktyvus tik riigi¢ioje
terpéje (skrandzio pH 2,0+0,2 nulemia esancios druskos riigSties koncentracija). Virskinimo
skrandyje faz¢je baltymai nesuskaidomi iki galo. Baltymai visiSkai hidrolizuojami Zzarnyne,
kuriame terpés pH 7, veikiant pankreatino peptidazéms, tripsinui, chimotripsinui. Kasos
i§skiriamose sultyse yra lipazes, kuri skaido tulzies drusky emulguotus riebalus iki glicerolio ir
riebiyjy rugsciy, maltazes, suskaidancios krakmolo amilolitinio skilimo produktus iki gliukozés
ir proteolitinio fermento tripsino. Mazamolekulius junginius organizmas pasisavina pro zarny
sieneles [85].

Maisto produkty virSkinamumui tirti naudojami jvairls modeliai. DaZniausiai taikomas
virSkinamumo tyrimas modifikuotoje in vitro sistemoje naudojant dirbtines arba natiiralias
Zzmogaus virSkinamojo trakto sultis. Bandiniai imami tam tikrais laiko intervalais ir analizuojami.
Metodas leidzia jvertinti skirtumus tarp substraty virSkinamumo, virSkinimo produkty
pasisavinamumo ir naudingumo bei kt. Sistemos parametrai, fermentai, jy aktyvumai ir
elektrolitai parenkami tokie, kad gauta visuma buty kuo artimesné fiziologiniam procesui,
pavyzdziui peristaltiniai virSkinamojo trakto judesiai imituojami bandinj maiSant, eksperimenty

metu palaikoma temperatiira artima zmogaus vidinei temperatarai — 37 °C [86].
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Maisto produktai, turintys tokig paciag cheming¢ sudét] gali turéti skirtingg struktirg bei
maistine verte. Zinios apie maisto komponenty fizikinj elgesj vir§kinimo metu leidzia i$tobulinti
produkty apdorojimo metodus taip, jog individo organizmas pasisavinty maksimaly kiek]

naudingy medziagy per optimaly laika.
1.3.1.1. Pieno baltymy virskinimas

Baltymai visiSkai hidrolizuojami Zarnyne, kuriame terpés pH 7, veikiant pankreatino
peptidazéms, tripsinui, chimotripsinui. Pieno baltymy hidrolizés produktai — aminoragstys ir
peptidai naudingi ne tik mitybiniu atzvilgiu, bet ir dél bioaktyviy peptidy, kurie Zmogaus
organizmu turi teigiamg biofunkcing nauda (5 lentelé). 6-8 aminortigsciy ilgio peptidy grandinés
daznai atsparios tolimesnei hidrolizei ir gali biiti pasisavintos per zarny epitelio sieneles [87, 88].

Atlikta daug tyrimy, kuriuose analizuojama tam tikry pieno produkty virSkinamumas.
Zinoma, jog skirtingi virskinimo rezultatai gaunami tiriant skirtingo riebumo piena [89]
virSkinimui jtakos turi substraty mikrostruktiira [83], baltymy proteolizé skirtinga lyginant
skystus ir pusiau skystus produktus [90], virskinimo dinamika priklauso nuo kazeino ir iSriigy
baltymy santykio [91]. Barbe ir kt. [41] atliko tyrima, kuriame tyré i$ to paties pieno pagaminty
skirtingy sutrauky virskinamumo skirtumus (ta pati cheminé sudétis ir panasios reologinés
savybés) — baltymy proteoliz¢ ir aminoriig§¢iy absorbcija. Rezultatai parodé, jog virSkinimo
skirtumai yra labai akivaizdiis. Fermentiné sutrauka virSkinama lé¢iau, i§ jos atpalaiduojama
maziau aminortig§¢iy, nei i§ ragstinés sutraukos [41].

Tai, kad rugstiné sutrauka yra virSkinama daug greiciau akivaizdziai matomas Zemiau
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7 pav. Rugstinio ir fermentinio gelio virSkinimo méginiy nuotraukos darytos elektroniniu
mikroskopu. Riigstinis gelis (angl. Acid gel) veikiamas pepsino (angl. Pepsin) hidrolizuojamas
greiciau nei per 60 min, tuo tarpu fermentinio gelio hidrolizé yra Iétesné ir nesibaigia per 120

min. [41]
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Pieno baltymy hidrolizés tyrimai vir§kinimo metu atliekami kaip substratg naudojant ne tik
jvairius pieno produktus, bet ir iSgrynintus baltymus arba jy frakcijas — p—laktoglobuling, B—

kazeing, k—kazeing [44, 48].

1.3.2.2. Virskinimo fermentai

Proteolitiniai vir§kinimo fermentai skirstomi j dvi pagrindines grupes — egzopeptidazes ir
endopeptidazes. Egzopeptidazés neturi specifinio veikimo, hidrolizuoja baltyminj substratg
atskeldamos po vieng aminortigs§tj nuo grandinés krasto. VirSkinimo fermentai pepsinas,
tripsinas, chimotripsinas yra endopeptidazés ir hidrolizuoja tik peptidines jungtis tarp tam tikry
aminortgsciy atskeldamos peptidy grandines. Tripsinas ardo jungtis tik tarp lizino ir arginino
(nuo C—terminalinés pusés), chimotripsinas hidrolizuoja jungtis tarp hidrofobiniy aminortgsciy —
fenilalanino, tirozino, triptofano, taip pat tarp leucino ir metionino (8 pav.) [92]. Pepsinas
galihidrolizuoti sglyginai visas peptidines jungtis, taciau pirmiausia substratu tampa jungtys tarp

hidrofobiniy aminorig§¢iy ir su leucinu sujungty aromatiniy aminortgs$ciy [93].

Chimotripsinas

N -ala —ser —phe—pro—lys —gly—gly —arg —irp —asp —glu —lys —cys C
Tripsinas

8 pav. Virskinimo fermenty veikimas

1.3.2. Bioaktyviis peptidai

Zmogaus mitybai baltymy hidrolizés produktai svarbiis ne tik kaip mitybiniy elementy
Saltinis, bet ir kaip bioaktyvis junginiai arba prekursoriai. Peptidy aktyvumas priklauso nuo
biidingy aminoriig§¢iy sudéties ir sekos. Biidingas bioaktyviy peptidy aminortigsciy sekos ilgis
yra nuo 3 iki 20. Mazi peptidai (2-3 a.r. ilgio) greiiau absorbuojami, per Zarnyno membranas
juos pernesa aktyvios pernasos sistemos. Didesni vir§kinimo metu susidarantys peptidai taip pat
gali biti perneSti pro membranas esant tam tikroms aplinkybéms, pavyzdziui uzdegiminéms
ligoms [93]. Po virskinimo atpalaiduoti tiek dipeptidai, tripeptidai, tiek kazeinomakropeptidas
(64 a.r. grandiné, 8000 Da) randami zmogaus kraujo plazmoje, serume, piene [94].

Bioaktyviis peptidai naudingi ligy, ypa¢ neuzkre¢iamy, tokiy kai nutukimas, diabetas,

vézys prevencijai. Zinomos jy funkcijos pateiktos 5 lenteléje [95].
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5 lentelé. IS pieno baltymy gaunamy bioaktyviy peptidy funkcijos [95]

Funkcija Peptidy grupé
Virskinimo sistemos gerinimas Antimikrobiniai
Imunomoduliatoriai
Opioidai
Sirdies ir kraujotakos sistemos gerinimas ACE inhibitoriai (ACE - angiotensing

konvertuojantys fermentai)
Antitrombotiniai

Anti cholesteroliniai

Anti hipertenziniai

Imuniné apsauga Imunomodulaitoriai
Citomoduliatoriai

Nervy sistemos stiprinimas Opioidai

Kauly sveikata Kalcj suriSantys peptidai
Laktoferinas

Svorio reguliavimas Sotumg sukeliantis glikomakropeptidas
Opioidai

Bioaktyviis peptidai i§ pieno baltymy gali biiti gauti tokiais biidais: pieno fermentacija
proteolitinémis startinémis kultliromis, proteolitiniais mikrobiologinés ar augalinés kilmés
fermentais arba fermentiné hidrolizé vir§kinimo fermentais [96].

Nustatyta, jog kazeino virSkinimo imitavimo metu gaunamas panasus fosfopeptidy profilis
kaip ir po kazeino hidrolizés tripsinu. Fosfopeptidai tampa salyginai atspariis tolimesnei
hidrolizei, manoma, jog jie apsaugo metaly jonus nuo nusédimo $armingje terpéje Zarnyne, todél
yra naudingi mineraliniy medziagy pasisavinimui. Daugiausia fosfopeptidy gaunama i§ og—
kazeino frakcijos 43-59, 45-55, 59-79, 6674, 60—74, 106-119, p—kazeino frakcijos 1-25, 30—
50, 1-28, as,—kazeino 2-21, 56-70, 55-75, 126-136, 138-149 a.r. seky regiony [97, 98]

Pastaraisiais metais atlikta nemazai tyrimy kuriuose nustatyt ir riigstinio gelio produkty
vir§kinimo metu susidarantys peptidai (jogurto) [99, 100] bei i§ fermentiniu badu traukinto pieno
pagaminty striy virSkinimo metu susidariusiy bioaktyviy junginiy profiliai bei savybés: ACE
inhibitoriai (B—kazeino 108-113, 114-121, 177-183, 193-202, 193-198 a.r. sekos fragmentai,
as;—kazeino frakcijos 90-94, 143-149 a.r. sekos fragmentai, as,—kazeino 89-95 a.r. sekos
fragmentas) [ 101, 102, 103] opioidai p—kazomorfinai (B—kazeino 60—66 a.r. sekos fragmentas)
[104] bei jy antagonistai (as—kazeino frakcijos 90-95, 90-96, 91-95 a.r. sekos fragmentai, x—
kazeino — 35-41, 58-61, 25-34, 158-164 a.r. sekos fragmentai) [102], antioksidacinémis
savybémis pasizymintys peptidai (B—kazeino 1-25 a.r. sekos fragmentas) [105, 106].
Antimikrobinémis savybémis pasizymi i§ k—kazeino atskeliami peptidai (106-116, 106-112,
113-116, 103-111 a.r. sekos fragmentai) [102].
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2. TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Lietuvoje saugomos vietinés galvijy veislés — Lietuvos senojo genotipo juodmargiy galvijy
populiacija, didéja [27]. Yra atlikta tyrimy, kuriuose analizuojama selekcijos jtaka (Holsteino
kraujo dalies didinimas) Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy produktyvumui, sudéties
rodikliams bei eksterjerui, [13, 107], taciau iki Siol netyrinétos Vietinés galvijy veislés pieno
technologinés savybés. Pasaulyje atliekami tyrimai, Kkuriais siekiama iSsiaiSkinti, kokiems
produktams gaminti yra tinkamiausias tam tikros galvijy veislés pienas. Zinoma, kad pieno
technologinés savybés priklauso nuo jo sudéties rodikliy, daugiausiai jtakos joms turi kalcio
koncentracija bei kazeino kokybiné sudétis ir genotipas [55, 66, 74]. Priklausomai nuo baltymy
sudéties ir apdorojimo budo, skiriasi jy virSkinamumas, o tuo paciu ir potenciali nauda
vartotojui, dél bioaktyviy medziagy atpalaidavimo baltymy hidrolizés metu [41].

Apzvelgus literatirg matoma, jog Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno
sudéties, technologiniy savybiy ir i§ jo pagaminty baltyminiy produkty virSkinamumo tyrimai
néra atlikti, taciau reikalingi, kad biity galima parinkti visapusiskai geriausig vietinés galvijy
veislés gaminamo pieno perdirbimo buda.

Tyrimy tikslas — jvertinti Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno baltymy
kiekybing ir kokybing sudétj bei technologines savybes ir nustatyti i§ jy pieno pagaminty
baltyminiy produkty biologing vertg, tiriant produkty virSkinamumg in vitro bei nustatant
biologiskai aktyviy peptidy atpalaidavima virS§kinamajame trakte.

Tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:

1. Nustatyti Lietuvos senojo genotipo juodmargiy galvijy pieno baltymy kiekybine ir
kokybine sudétj bei kity pieno sudéties komponenty kiekj ir jvertinti sezono jtaka Siems
rodikliams.

2. Nustatyti Lietuvos senojo genotipo juodmargiy galvijy pieno technologines savybes ir
jvertinti sezono jtakg Siems rodikliams.

3. Nustatyti koreliacinj rysj tarp Lietuvos senojo genotipo juodmargiy galvijy pieno sudéties
ir technologiniy rodikliy.

4. Jvertinti i§ Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno ir i§ HolSteino veislés
karviy pieno pagaminty fermentinés bei rigstinés sutrauky virSkinamumag in vitro
metodu.

5. Nustatyti i§ Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno ir i§ Holsteino veislés
karviy pieno pagaminty fermentinés bei riigstines sutrauky vir§kinimo metu susidaranciy

bioaktyviy peptidy profilj ir jvertinti jy potencialig jtaka vartotojy sveikatai.
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3. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
3.1. Tyrimy medziagos

Tyrimui naudoti individualiy Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno méginiai.
Tyrimui buvo atrinkta 20 karviy, auginamy Alytaus rajone 5 tikiuose. Kiekvienos karvés rytinio
melzimo pieno méginiai buvo surenkami kas ménesj (nuo 2016 m. balandzio iki 2017 m.
balandzio mén.). I§ viso surinkta ir iStirta 219 pieno méginiy.

Pieno bandiniams konservuoti naudotas konservantas ,Broad Spectrum Microtabs®
(Advanced Instruments, Inc; Masacusetsas, JAV). Koaguliacijos savybiy tyrimams naudoti:
mezofilinis raugas (Yo-Flex®, "BalvitaLT".), fermentas chimozinas (Chr. Hansen, Danija) ir
GDL (G4750, Sigma-Aldrich). Kazeino kokybinei analizei naudoti standartai (f—kazeinas i$
galvijy pieno, 250 mg, ag—kazeinas i§ galvijy pieno — >70 % as,—kazeino pagrindas, liofilizuoti
milteliai, 250 mg, k—kazeinas i§ galvijy pieno — >70 % k—kazeino pagrindas, liofilizuoti milteliai
100 mg) bei cheminiai reagentai bandiniams paruosti, pirkti i§ UAB "Labochema LT".
Virskinamumo imitavimui in vitro naudotos medziagos: fermentai (Pepsin A, 601 U/mg, P7000,
Pancreatin, 4xUSP, P1750, Bile, B8381 ) pirkti i§ "Sigma-Aldrich" (Vokietija); NaCl (Chempur,
Pekarai, Lenkija); Na;HCOs; (Lach-ner, Neratovice, Cekijos Respublika). Fluoresamininés
analizés reagentai: TCA; HCI; natrio tetraboratas; bevandenis acetonas; fluramas; L-Leucinas;
bei SCh-ESI-MS/MS analizés reagentai TEAB, DTE, IA pirkti i§ "Sigma-Aldrich" (Vokietija).

Elektroforezei naudotos medziagos ir reagentai pirkti i§ "Fisher-scientific” (JAV).

3.2. Pieno méginiy paruo$imas sudéties ir technologiniy savybiy analizei ir tyrimo

organizavimas

Ryte pamelZto pieno méginiai atSaldomi iki +4 °C temperatiiros ir padalinami j dvi dalis. |
vieng dalj pieno jdedama konservanto ir ji vezama | VI ,Pieno tyrimai®“. | kita dalj pieno
konservanto nededama, pienas vezamas j KTU Maisto mokslo ir technologijos katedra.

VI ,,Pieno tyrimai“ buvo nustatomi Sie pieno méginiy sudéties ir kokybés rodikliai:
baltymy kiekis, riebaly kiekis, laktozés kiekis, ur¢jos kiekis, somatiniy Iasteliy kiekis.

KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje buvo nustatomi Sie pieno bandiniy sudéties,
kokybés ir technologiniy savybiy rodikliai: pieno baltymy kokybiné ir kiekybiné sudétis: [—
laktoglobulinas, ag;—kazeinas, os,—kazeinas, [p—kazeinas, k—kazeinas, kalcio kiekis, pH,
fermentinés koaguliacijos savybés, ragstinés koaguliacijos savybés, termostabilumas,
buferiSkumas.
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3.3. Pieno sudéties nustatymo metodai

Baltymy, riebaly, laktozés ir uréjos kiekis

Siy pieno sudedamyjy daliy kiekiai nustatomi i§ to paties pieno méginio. Prie§ tyrima
pieno méginiai pasildomi vandens voneléje iki 40 °C ir pavartomi, kad vienodai pasiskirstyty
riebalai. Riebaly, baltymy ir laktozés kiekiai nustatomi rutininiu metodu infraraudonyjy
spinduliy prietaisu Lactoscopu ,,LactoScope FTIR” (FT 1.0. 2001; Delta Instruments, Olandija).
Tiriant matuojama kiekvieno komponento (riebaly, baltymy, laktozés) vidutiniy infraraudonyjy
spinduliy specifinio bangy ilgio absorbcija. Pagal sugertos energijos kiekj ir yra skai¢iuojamas

Siy pieno sudedamyjy daliy kiekis (LST ISO 9622:2000).

Kazeino frakcijy kokybiné ir kiekybiné sudétis chromatografiniu metodu

Kazeino frakcijy ESCh analizé atlikta pagal modifikuota Bonizzi ir kt. [40] metodika
apraSyta zemiau. Kiekvienos frakcijos atitinkamas kiekis istirpintas 10 ml denatiiruojancio ur¢jos
tirpalo (tirpalg sudaran¢iy komponenty koncentracijos: 8 M ur¢ja, 165 mM Tris, 44mM natrio
citratas, 0,3 % t/t B-merkaptoetanolis). IS paruosty frakcijy tirpaly gaminti skirtingy
koncentracijy standartiniy tirpaly miSiniai. Pagrindinis standartinis tirpalas paruostas sumaiSant
po 1 ml kiekvienos frakcijos tirpalo ir pridedant 2 ml denatiruojancio tirpalo. Paskiedimo
laipsnis kiekvienai frakcijai Siame etape yra lygus 5. IS Sio standarto tirpalo paruosti keturi
skirtingy skiedimy standarty tirpalai. Skiedimo schema ir kazeino frakcijy koncentracijos

praskiestuose tirpaluose nurodytos 6 lenteléje.

6 lentelé. Standarty koncentracijos frakcijy tirpaly miSiniuose, reikalinguose kalibracinéms
kreivéms sudaryti

Skiedimo Skiedimo schema Galutinés koncentracijos, g/l
Nr. Pagrindinis | Uréjos o dor
standartinis | tirpalas, k-CN B-CN as—CN L 2
. CN CN
tirpalas, mi mi
1 0,4 1,6 0,28 0,98 0,70 0,56 0,14
2 0,8 1,2 0,56 1,96 1,40 1,12 0,28
3 1,2 0,8 0,84 2,94 2,10 1,68 0,42
4 1,6 1,6 1,12 3,92 2,80 2,24 0,56

 — 01 ir 0sp kazeiny koncentracijos apskai¢iuotos i§ os —CN, Zinant, kad jy santykis atitinkamai
4:1

Analizei naudoti atSildyti kambario temperatiiroje lieso pieno méginiai. 400 pl
analizuojamo pieno maiSoma su 1600 pl denatiiruojancio ur¢jos tirpalo (sudétis apraSyta
auksciau). Pieno bandinys filtruojamas per 0,45 um pory celiuliozin} membraninj filtrg tiesiai |

chromatografinés analizés meégintuvél] ir analizuojamas.
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ESCh jranga: (Shimadzu, Japonija): du siurbliai (LC-30AD), automatinis bandinio
paéméjas (SIL-30AC), termostatas (CTO-20AC), diody matricos detektorius (SPD—M20A).
Naudota atvirks¢iy faziy kolonele C18 (Vydac 2018TP, 5 pm 250 mm x 4,6 mm) ir prieskoloné
C18 (Vydac 2018TP, 5 um 7,5 mm x 4,6 mm). Analizé atlikta pric 220 nm bangos ilgio.
Naudota kompiuteriné programa — LabSolution. Eliuentas A — 0,1 % tario TFA vandenyje, B —
0,07 % TFA acetonitrile. Eliuenty tekéjimo programa: 0 min 4 % eliuento B, 15 min. 25 %
eliuento B, 29 min. 45 % eliuento B, 32 min. 90 % eliuento B, 40 min. 4 % eliuento B.

Kalcio kiekio nustatymas

Kalcio kiekis piene buvo nustatytas atominés absorbcinés spektrinés analizés metodu.
Analizé atlikta spektrometru (Perkin Elmer AAnalyst 400). Kalcio atomizacijai panaudota
liepsna, gauta deginant acetileno ir oro miSinj (C,H, — 2,7 I/min, oras — 10 I/min).
Elektromagnetinés spinduliuotés Saltinis — tusSCiavidurio katodo kalcio lempa, kurios
spinduliuotés absorbcija nesuzadintais kalcio atomais buvo matuojama esant 422,67 nm bangos
ilgiui. Kalcio koncentracija bandiniuose buvo nustatoma gradavimo grafiko metodu, paruoSiant
0,5-2 mg/l etaloninius kalcio tirpalus ir iSmatuojant jy optinj tankj. Standartiniu tirpalu buvo
naudotas Jenway 1000 ppm Kkalcio tirpalas. Pieno bandiniai buvo ruoSiami 100 ml matavimo
kolbose, jpilant po 100 pl kambario temperattiros pieno (bandiniai prie§ analiz¢ buvo uzsaldyti -
20°C temp.) ir praskiedziant iki matavimo ribos. Kiekvieng kartg ruosiant bandinius jpilta 100 pl
pieno dozé buvo pasveriama, kad tiksliai suzinoti jos mas¢, reikalingg kalcio kiekiui
perskaiciuoti ] mg/100 g. Kad liepsnoje nesusidaryty kalcio ir fosforo junginiai ir nesumazéty
kalcio signalo intensyvumas, ruoSiant pieno bandinius buvo pridedamas 10 ml 1 %
koncentracijos lantano priedas. AnalogiSkas lantano priedas buvo naudotas ir ruoSiant etaloninius

bei lyginamajj tirpalus.

3.4. Pieno technologiniy savybiy nustatymo metodai

Buferiskumas

Pieno buferiSkumo nustatymui imama 25 ml pieno ir pH-metru iSmatuojamas pieno
aktyvusis rugstingumas pH. Po to ] pieng jpilama 4 ml 0,1 M HCI tirpalo. Pienas iSmaiSomas ir
laikomas kambario temperattroje. Po 1 h iSmatuojamas pieno pH. ISmatuotas pH skirtumas pries§

valanda ir po 1 valandos atitinka pieno pH kritima kaitinant pieng nuo 20 °C iki 120 °C [80].
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Termostabilumas

Termostabilumui nustatyti naudojamas Siluminio atsparumo metodas. Glicerinu uZpildytas
termostatas (WiseBath Oil bath 61, max. temp. 250°C, Witeg, Vokietija ) jjungiamas ir
ikaitinamas iki (140 £ 1) °C temperatiros. Kai termostate pasiekiama reikiama temperatiira
pienu uzpildyti (apie 10 ml) mégintuvéliai, gerai uzsuktais kamsteliais, atsargiai panardinami |
ikaitusj glicering ir jjungiamas laikmatis. Kas 3 min mégintuvéliai iStraukiami ir stebima baltymy
koaguliacija. Po 10 min bandiniy kaitinimo, mégintuvéliuose esantis pienas analizuojamas kas 1
min. Mégintuvéliai su pienu negali buti iStraukiami i§ termostato ilgiau kaip 0,5 min. Pastebéjus
baltymy koaguliacijg (baltymy dribsnius), fiksuojamas laikas, kuris ir yra pieno termostabilumo
rodiklis.

Fermentinés koaguliacijos savybés

Pieno méginiai atvésinami iki 4 °C temperatiiros ir po 50 ml supilami i centrifugavimo
mégintuvélius. Centrifuguojama 5000 aps/min. grei¢iu, 20 min, 4 °C temperatiiroje. Po
centrifugavimo nuimamas iSsiskyres grietinélés sluoksnis ir likes liesas kaitinamas 60 °C
temperattiroje 30 min. Po kaitinimo pienas atvésinamas iki 4—-6 °C temperatiiros. Atvés¢ pieno
meéginiai toliau analizuojami kitag dieng. Liesas pienas paSildomas iki 30 °C temperatiros ir
laikomas 10 min. | paSildyta méginj jdedama §vieziai paruosto fermento chimozino. tirpalas
paruostas taip, kad j pieno méginj jo biity jdedama 0.04 IMCU/1 ml pieno. ISmaiSytas méginys
supilamas ] reometro analizavimo cilindrg. Matavimai buvo atlikti Physica MCR 301 (Anton
Paar, Messtechnik, Vokietija) reometru naudojant cilindras—cilindras geometring sistemg
(vidinio cilindro skersmuo — 25 mm). Reologiniy rodikliy matavimo sglygos: analizés trukmé —
60 min; temperattra 30 °C; daznis — 1 Hz; deformacija — 0,003. Reologiniai rodikliai — klampos
bei elastingumo moduliai G* ir G, nustatomi kas 1 min. Fermentinés koaguliacijos trukme
(FKT) fiksuojama, kai G‘=G*. Fermentinés sutraukos stiprumas nustatomas kaip G* verté

pragjus 40 min po fermento jdéjimo j piena.

Riugstinés koaguliacijos savybés

Pieno méginiai atvésinami iki 4 °C temperatiiros ir po 50 ml supilami j centrifugavimo
mégintuvélius. Centrifuguojama 5000 aps/min. grei¢iu, 20 min., 4 °C temperatiroje. Po
centrifugavimo nuimamas iSsiskyres grietinélés sluoksnis ir likgs liesas kaitinamas 95 °C
temperatiiroje 5 min. Po kaitinimo pienas atvésinamas iki 4-6 °C temperatiiros. Atvés¢ pieno
meéginiai toliau analizuojami kita dieng. Liesas pienas paSildomas iki 30 °C temperatiiros ir
laikomas 10 min. | pasildyta méginj jdedama 3 % atsverto GDL, i§maiSoma. ISmaiSytas méginys

supilamas j reometro analizavimo cilindrag. Matavimai buvo atlikti Physica MCR 301 (Anton
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Paar, Messtechnik, Vokietija) reometru naudojant cilindras-cilindras geometring sistemg (vidinio
cilindro skersmuo — 25 mm). Reologiniy rodikliy matavimo salygos: analizés trukmé — 60 min;
temperatiira 30 °C; daznis — 1 Hz; deformacija — 0,003. Reologiniai rodikliai — klampos bei
elastingumo moduliai G* ir G, nustatomi kas 1 min. Rigstinés koaguliacijos trukmé (RKT)
fiksuojama, kai G‘=G*‘. Rugstinés sutraukos stiprumas nustatomas kaip G* verté praéjus 40 min

po fermento jdéjimo i pieng.
3.5. Statistin¢ analize
SezoniSkumo jtaka pieno sudéties ir technologiniams rodikliams bei koreliacijos tarp jy
apskaiciuotos naudojant SAS 9.4 statistin] paketg. SezoniSkumo jtaka, apskaiciuota naudojant
Mano-Vitnio-Vilkoksono sumy kriterijy palyginimo metoda, laikyta reik§minga kai P<0,05.
3.6. Méginiy paruosimas pieno baltymy virskinamumo analizei ir tyrimo organizavimas
Eksperimentui atrinktas geromis koaguliavimo savybémis ir dideliu x—kazeino Kiekiu
pasizymintis Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pienas bei palyginimui paimtas
Holsteino veislés juodmargés karvés pienas, pasizymintis analogiSkomis savybémis. Tolesniems

tyrimams naudoto pieno sudétis pateikta 7 lenteléje (pavasario ir vasaros sezony duomenys).

7 lentelé. Ruigstinés ir fermentinés koaguliacijos sutrauky gamybai atrinkto pieno duomenys

Lietuvos senojo genotipo HolSteinio veislés juodmargés
juodmargés karvés pienas karvés pienas
Rodikliai
Vidurkis SD Vidurkis SD
FKT, min. 16,40 3,13 16,80 4,32
G*ry, Pa 65,25 12,26 70,16 10,84
RKT, min. 23,50 2,89 24,1 3,52
G‘rag, Pa 70,35 9,15 69,17 11,53
K 2,92 0,41 3,07 0,34
Kazeino as 1,79 0,24 1,63 0,43
frakcijos, 051 7,92 0,72 7,17 0,45
g/l B 18,36 1,90 17,73 136
bendras kiekis 31,00 3,02 29,61 2,28
Ca, mg/100g pieno 124,16 3,32 105,76 6,74
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IS Sio pieno imituojant pramongje vykstancius procesus pagaminta po dvi rigstinés ir
fermentinés koaguliacijos sutraukas [108]. Jose nustatyti sausy medziagy ir baltymy kiekiai,
naudojant standartinius metodus. Like¢ sutrauky bandiniai uzSaldyti -20 °C iki baltymy
virSkinamumo tyrimy. Tolesniems tyrimams naudoty pieno sutrauky sudétis pateikta 8 lenteléje.

Fermentinés koaguliacijos sutraukos gamyba

Fermentinés koaguliacijos sutrauka gaminta j 1,0 1 kiekvienos karvés pieno jdéjus
pienariig§¢iy bakterijy, inkubuota 30 °C temperatiiroje apie 2 val. (pH-6,5), tada jdétas reikiamas
kiekis fermento. Praéjus 30 min. nuo fermento jdéjimo pradzios pieno gelis buvo visiSkai
susidargs. Siekiant atskirti iSrligas sutrauka buvo pjaustyta 35 °C temperatiroje 35 min.,

susiformave varskés griideliai supilti j sirmais] ir palikti i$rligy nuvarvéjimui 1,5 val.

Riigstinés koaguliacijos sutraukos gamyba

Rigstinés koaguliacijos sutrauka gaminta j 1,0 | kiekvienos karvés pieno jdéjus reikiamg
kiekj mezofilinio raugo. Inkubuota 28 °C temperatiroje. Praéjus 14 val. nuo pienartigsciy
bakterijy idéjimo pradzios pieno gelis buvo visiSkai susidares (pH—4,5). Siekiant atskirti iSriigas
sutrauka buvo pjaustyta keliant temperatiira nuo 28 °C iki 55 °C per 1,5 val., susiformavg

varSkeés grudeliai supilti j sirmai$j ir palikti iSrigy nuvarvéjimui 1,5 val.

8 lentelé. Riigstinés ir fermentinés sutraukos bandiniy sudéties rodikliai

Riig§tiné sutrauka is: Fermentiné sutrauka is:

Lietuvos senojo HolSteino veislés Lietuvos senojo Hol$teino
genotipo juodmargés genotipo veislésjuodmargés
juodmargés karvés pieno juodmargés karvés pieno
Rodiklis karvés pieno karvés pieno

Drégmé, % 66,93 67,00 59,36 59,47
Baltymai, % 13,98 14,54 13,75 14,40
Baltymai

sausojoje 42,26 44,07 33,84 35,53

medZiagoje, %

Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno ir i§ HolSteino veislés karvés pieno

pagaminty fermentinés bei rugstinés sutrauky virSkinamumo tyrimy in vitro metodu bandiniy

schema pateikta 9 paveiksle.

Vir§kinamumo imitavimo in vitro procesas, fluoresamininis aminoriig§éiy ir peptidy

nustatymas bei baltymy proteolizés produkty kokybiné analizé SDS-PAGE metodu atlikti
Lietuvoje. Peptidy identifikavimas SCh-ESI-MS/MS metodu atliktas ERASMUS+ praktikos
cheminés analizés

laboratorijoje (FOOD) (Aarhus University, Campus Foulum, Blichers Alle20, 8830 Tjele,

metu Danijoje, Arhuso universitete, maisto mokslo departamente,

Denmark).
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Pienas

Lietuvos senojo genotipo Holitei isle
juodmragiy veislés karvés o'steino velsies
(%) karvés (HV)

Fermentinés
sutraukos (F)
vandenyje tirpus
ekstraktas (VTE) (1)

Ragstinés sutraukos Fetrmel?ltneFS
(R) vandenyje tirpus Sudrau.oi_( )
ekstraktas (VTE) (2) vanaenyje tirpus

RUgstinés sutraukos
(R) vandenyje tirpus

ekstraktas (VTE) (3) ekstraktas (4)

Po 30 min. virSkinimo
skrandyje (S1) (1-1)

Po 1 val. virskinimo
skrandyje (S2) (1-2)

Po 2 val. virskinimo
skrandyje (S3) (1-3)

Po 30 min .virskinimo
Zarnyne (Z1) (1-4)

Po 1 val. virskinimo
arnyne (Z2) (1-5)

Po 2 val. virskinimo
arnyne (Z3) (1-6)

Po 30 min. vir§kinimo
skrandyje (S1) (2-1)

Po 1 val. virskinimo
skrandyje (S2) (2-2)

Po 2 val. virskinimo
skrandyje (S3) (2-3)

Po 30 min. virskinimo
arnyne (1) (2-4)

Po 1 val. virskinimo
arnyne (Z2) (2-5)

Po 2 val. virskinimo
arnyne (Z3) (2-6)

Po 30 min. virskinimo
skrandyje (S1) (3-1)

Po 1 val. virskinimo
skrandyje (S2) (3-2)

Po 2 val. virskinimo
skrandyje (S3) (3-3)

Po 30 min .virskinimo
7arnyne (Z1) (3-4)

Po 1 val. virskinimo
7arnyne (Z2) (3-5)

Po 2 val. virskinimo

Po 30 min. virskinimo
skrandyje (S1) (4-1)

Po 1 val. virskinimo
skrandyje (S2) (4-2)

Po 2 val. virskinimo
skrandyje (S3) (4-3)

Po 30 min. virskinimo
jarnyne (Z1) (4-4)

Po 1 val. virskinimo
arnyne (Z2) (4-5)

Po 2 val. virskinimo

7arnyne (Z3) (3-6) arnyne (Z3) (4-6)

9 pav. I$ Lietuvos senojo genotipo juodmargeés karvés pieno ir i§ HolSteino veislés karvés pieno
pagaminty fermentinés bei rigstinés sutrauky virSkinamumo in vitro metodu méginiy schema

(zalia spalva pazyméti méginiai, kuriy tyrimai atlikti Arhuso universitete)
3.7. Pieno baltymy vir§kinamumo tyrimas in vitro metodu

Dirbtiniy skrandzio ir Zarny sulciy paruoSimas

Kiekvieno individo fermenty aktyvumas burnos, skrandzio ar zarnyno sekretuose skiriasi,
todél tyréjai eksperimentuose taip pat naudoja jvairios sudéties dirbtines virskinimo sultis. Siame
darbe dirbtinéms sultimis pagaminti naudojami tokie fermenty kiekiai, kad jy proteolitinis ir

lipolitinis aktyvumai atitikty vidutines natiiraliy suléiy aktyvumy reik§mes, nustatytas ankstesniy
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tyrimy metu, naudojant in vitro modelius su natiiraliomis Zmoniy virSkinimo sultimis [109].

Dirbtiniy sul¢iy cheminé sudétis pateikta 9 lentel¢je.

9 lentelé. Virskinimo tirpaly sudétis bei jy fermenty aktyvumas [109]

DSST (Dirbtinés skrandzio DPZST (Dirbtinés plonosios Zarnos
sultys) sultys)
F:rrrr;ﬁg}ali;ir 6,9 g pepsino 1,36 g pankreatino
pag . 7 9 PEp 10,8 g tulzies drusky
komponentai

174,2 ml 0,9 % NacCl
82,6 ml 0,15 M HCI

Fiziologinio  skyscio 29 NaCl 17,4 ml 2,0 M HCI
komponentai 7 ml HCI 400,77 ml 0,15 M
Hgo NaHCO;:,
280 ml d. H,O
H20
Kiekis 1000 ml 1000 ml
pH 2 7
Proteolitinis
36+0,5 U/ml 1740,2 U/ml
aktyvumas
Lipazés aktyvumas - 800+0,9 U/ml

DSST gaminimas: 2 g natrio ir 7 ml druskos rtigsties istirpinta 1 litre distiliuoto vandens ir
pridéta 6,9 g pepsino. pH koreguotas iki 2, naudojant 2,0 M HCI. Pagamintas DSST laikytas
4 °C temperatiiroje. Tokio tirpalo proteolitinis aktyvumas 36+0,5U/ml.

DPZST gaminimas: sumaisyta 174,22 ml 0,9 % NaCl, 82,58 ml 0,15 M HCI, 17,42 ml
2,0 M HCI, 400,7 ml 0,15 M Na,HCOs3, 278,75 ml H,0 ir pridéta 1,36 g pankreatino bei 10,8 g
tulzies rugsc¢iy drusky. pH koreguotas iki pH 7, naudojant 4,0 M NaOH, vandens pripilta iki 1 I.
DPZST proteolitinis aktyvumas 17+0,2 U/ml, lipazés aktyvumas 800+0,9 U/ml.

Sviezi DSST ir DPZST tirpalai buvo ruosti kiekvieng kartg prie§ pradedant sutrauky
vir§kinimo procesa.

Vandenyje tirpis fermentinés ir riigStinés sutrauky vandenyje tirpts ekstraktai (VTE)
paruosti remiantis Adt ir kt. [98]. 6 g var§kés homogenizuota su 12ml vandens 10 min. kambario
temperatiroje. VTE gautas nucentrifugavus (4 °C temp., 5000g, 20 min.) homogenizata.

Fermentinés ir rugstinés sutrauky virSkinimas atliktas in vitro remiantis Fang ir kt. [110]
aprasyta metodika. VirSkinimo proceso trukmé — 4 val. 2 val. imituojamas virskinimas
skrandyje, likusias 2 val. — Zarnyne. Bandiniai imami praéjus 30 min., 60 min., 120 min.
(S1,82,83 atitinkamai) po virskinimo skrandyje bei po 30 min., 60 min., 120 min. (Z1,72,73

atitinkamai) po virskinimo Zarnyne (9, 10 pav.).
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Imitacinis varskeés kqsnis

'

Invitro virikinimas skandyje pH 2-3, 37 *C, 100rpm, 2val
& 30min (51) 1val (82), 2val (83)
Invivo virikinizas Zamyne pH 6.7, 37 *C, 100rpm, 2val

} 30min (Z1), tval (22), 2val (23)

Balgymy degradacijos ir
peptidy profilio analizés

10 pav. Virskinimo imitavimo in vitro metodu schema

In vitro virskinimo imitavimo procesas atliktas mégintuvélius su substratu ir dirbtinémis
vir§kinimo sultimis bei 1,00+0,05 g stikliniy rutuliuky (maiSymo elementai) patalpinus vandens
vonioje su purtykle (GFL 1092, Vokietija), kurioje palaikoma 37 °C temperatiira, purtoma 100
aps/min grei¢iu. Procesas imituojamas palaikant 1:2 substrato:fermento tirpalo santykj skrandzio
fazéje bei 1:4 zarnyno fazéje. Imitacinio substrato kasnio dydis — 6,00+0,02¢, vir§inimo suléiy
(DSST) kiekis pradzioje 8 ml, po 1 val. jpilta dar 4 ml (imituojamas skrandzio sul¢iy dinaminis
i§siskyrimas zmogaus virskinimo sistemoje). VirSkinimo skrandyje metu bandiniy pH 2-3.
Virskinimas Zarnyne imituotas j bandinius po 2 val. virSkinimo skrandyje jpylus po 12 ml
dirbtiniy Zarny suléiy (DPZST), pH 6-7.

Bandiniuose fermenty veikla nutraukta nedelsiant neutralizuojant NaOH/HCI iki pH 7 ir
atSaldant iki 4 °C temperatiiros. Nesuvirskintos medziagos pasalintos bandinius nucentrifugavus
(4 °C, 5000 g, 20 min.). Supernantai uzsaldyti iki tolimesniy proteolizés greitj ir dyd;j leidzianciy
jvertinti rodikliy nustatymo, t.y. laisvy aminortg$ciy ir peptidy kiekio nustatymo fluoresaminiu
metodu bei baltymy proteolizés produkty kokybinés analizés SDS-PAGE metodu. Bandiniai,
kurie buvo veZzami j FOOD laboratorija prie§ uzSaldyma papildomai centrifuguoti 10K filtrais
(Milipore, Cork, Ireland) (11 pav.). Tokiu btdu i$ sistemos paSalinti fermentai ir uZztikrintas

biocheminiy reakcijy sustabdymas.

o8 VIE 40¢ RY upemama..
. o § % 1

Flimi vanden: % €0 min - Peptidy identifikavimas

L LC-ESI-MS/MS metodu
Sowadk 68 Supsnzama..
/ = miDsT] e DSSTT % %wmm l | FOOD laboratorijoje

- . 23 ah .S'upemarzxm

=
\ ™ SmiDsT wstsT\ i-—l 2capenst | T % M@wmln

11 pav. Bandiniy paruos$imas analizei FOOD laboratorijoje (Arhuso universitete)
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3.8. Pieno baltymy vir§kinamumo jvertinimui naudoti analizés metodai

Fluoresamininis aminorigsciy ir peptidy nustatymas

I virSkinimo sultis i$siskyrusiy baltymy hidrolizés produkty kieckybiné analizé atlikta pagal
Zhao ir kt. [48] aprasyta metodikg atliekant fluoresamininj aminoraigs§éiy ir peptidy nustatyma.
Metodo esmé — fluoresaminas (fluramas) dedamas j bandinj kuriame jungiasi su laisvy
aminoriigsciy ir peptidy pirminémis amino grupémis sudarydamas fluorescuojantj junginj.

75 wl virSkinamo bandinio centrifugato sumaiSyta su 75 pl 24 % trichloracto rigsties (24 g
TCA/100 ml vandens) ir laikyta ledo voneléje 30 min., kol nusédo baltymai. Nusodintas misinys
centrifuguotas 4800 rpm 20 min. 4 °C temperatiiroje. Supernantai buvo praskiesti ImM HCI
tirpalu (skrandzio fazés bandiniy skiedimas 1:50, zarnyno — 1:100). 30 pl skiesto bandinio
sumaisyta su 900 ul 0,1 M borato buferio (pH 8) ir 300 pl fluramo tirpalo (0,2 mg fluramo
bevandeniame acetone). 250 pl bandinio pilta j baltos nepermatomos matavimo lékstelés (Costar
3912) Sulinélius. Analizé buvo atlikta praéjus 40 min. nuo fluramo tirpalo jpylimo pradzios
lekstele patalpinus j spektrofluorometrinj skaitytuvg (FLUOstar Omega reader BMG Labtech,
Offenburg, Germany), (eksitacija 355 nm, emisija 460 nm). Kiekybiné analizé buvo atlikta
naudojant Leu standarting kreive i$ 0,1 M Leu tirpalo (32,75 mg Leu istirpinta 25 ml 1 mM HCI)
paruosiant 6 skirtingy koncentracijy (0,5 — 3 mM) tirpalus, kurie buvo analizuoti lygiai taip pat
kaip virSkinimo bandiniai. Laisvy aminortigséiy ir peptidy pirminiy amino grupiy kiekis

iSreiSkiamas mMol Leu ekvivalentais.

Baltymy hidrolizés produkty kokybiné analizé elektroforezés metodu

I virskinimo sultis iSsiskyrusiy baltymy hidrolizés produkty kokybiné analizé buvo atlikta
elektroforezés metodu skirstant junginius natrio dodecilsulfato (SDS) poliakrilamido gelyje
(PAGE). Bandiniai buvo praskiesti iki 0,7 mg/ml koncentracijos su li¢io dodecilsulfato (LDS)
buferiu. Paruosti bandiniai buvo centrifuguoti 15 s. 13400 rpm greiciu ir pakaitinti 70 °C temp.
10 min. Atvésinti bandiniai buvo dar kartg centrifuguoti ir patalpinti ] NuPAGE 4-12 % Bis-Tris
elektroforezés mini gelio (Invitrogen, Kalifornija, JAV) Sulin¢lius (5 pg). Elektroforezé buvo
vykdyta naudojant XCell Il Mini-Cell (Novex, Kalifornija, JAV) sistema, uzpildyta MOPS SDS
buferiniu tirpalu, esant 200 V jtampai, srovei pirmas 30 min esant 70mA, likusias 30 min. —
40 mA iki kol dazo linija pasiekia frakcionuojancio gelio apacia.

Gelis buvo nudazytas poliakrilamido gelio dazu 0,1 % Coomassie briliantinis mélis R-250
(2 % konc. fosforo r., 15 % amonio sulfato, 17 % etanolio, 0,1 % Coomassie briliantinio mélio)
25°C temp. nuolat purtant 12 val. Po nudazymo gelis buvo blukintas ultrafiltruotame vandenyje

1-1,5 val. ir nufotografuotas.
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Peptidy identifikavimas SCh-ESI-MS/MS metodu

Peptidy profilio analiz¢ atlikta pagal metodg aprasyta Le ir kt. [111]. Peptidy analiz¢ atlikta
bandiniams prie$ virskinimg (VTE), po 2 val virskinimo skrandyje (S3) ir po 2 val virs§kinimo
7arnyne (Z3) imitavimo bei liofilizuotam pienui i3 kurio buvo pagamintos pieno sutraukos. VTE,
S3 ir Z3 méginiai paruosti tam tikra kiekj (teoriné baltymy koncentracija prie$ virskinimag —
20mg/ml) skiedziant su 40mM TEAB tirpalu iki 100ul. Méginiai redukuoti jpilant 20ul DTE
tirpalo (20mg istirpinta 1 ml 40 mM TEAB) ir inkubuojant 60 °C temperatiiroje 10min.
Kambario temperatiiroje atvésinti méginiai alkilinti jpilant 20 pl IA (50 mg isStirpinta 1 ml 40mM
TEAB), inkubuojant 37°C temperatiiroje tamsoje. Kambario temperatiiroje atvésinti méginiai
pariigstinti iki pH 2—3 su 20 pl 10 % skruzdziy rugsties. Pieno méginiai paruosti rehidratuojant
liofilizuotus pieno miltus (10 % pieno milteliy vandenyje). 40 pl rehidratuoto pieno atskiesta su
160 pl 40 mM TEAB, redukavimo bei alkilinimo procediiros atliktos identisSkai kaip virSkinimo
bandiniams, vietoj 20 ul agenty jpylus po 10 ul. 3 pl 10 % skruzdziy ragsties jpilta nusodinti
kazeinui (pH ne maziau kaip 4,6). Nuosédos pasalintos centrifuguojant, 15 000 g 10 °C 10 min.
Visi méginiai centrifuguoti (14 000g, 4 °C, 10 min.) filtravimo mégintuvéliuose (Milipore, Cork,
Ireland), tokiu biidu pasalinti didesni nei 3 kDa baltymy fragmentai. ParuoSti meéginiai uzsaldyti
ir laikyti iki analizés -20 °C temperatiiroje.

Meéginiai analizuoti naudojant Aeris peptidy kolonéle C18 (250 mm x 21 mm, daleliy
dydis 3,6 um), (Phenomenex, Torrance, CA, USA) Agilent 1200 serijos skys¢iy chromatografu,
kuris tiesiogiai sujungtas su HCT jony gaudykle (Bruker Daltonics, DE). Analizei naudoti
eliuentai — tirpiklis A (0,1 % skruzdziy rugstis) bei tirpiklis B (90 % acetonitrilo, 0,1 %
skruzdziy ragstis). Jy gradiento programa: 0-40 % B pirmas 80 min. ir iSauga iki 80 % per
sekancias 15 min., tékmés greitis 200 pl/min. Méginio analizés trukmé 110 min, injekcijos tiris
— 5Sul. Masiy spektrometras skenavo junginius kuriy m/z (moliné masé padalinta i§ peptido
krtivio) buvo nuo 250 iki 1800, MS/MS — nuo 100 iki 1200 m/z. MS/MS. Spektry analizavimui
naudotos DataAnalysis (4,0 versija) ir Biotools ( 3,1 versija) programos (Brucer Daltonic,
Bremen, DE) bei Mascot (Matrix Science, MA, US) duomeny bazé. Peptidy paieskos ir
identifikavimo kriterijai: Bos Taurus, jokiy modifikacijy ir fermenty skaldymo specifikacijy,
oksiduoty ir fosforilinty formy atpazinimas. Identifikuoti peptidai kiekvienai kazeino frakcijai
atskirai, junginiai kuriy atitikimo baltymo aminortig§éiy sekai balas pakankamas (P<0,05)
priimti kaip teigiamas rezultatas automatiskai, kity peptidy spektrai analizuoti ir atrinkti rankiniu

budu.
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4. REZULTATAI

4.1. Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno sudéties jtaka jo technologinéms

savybéms

Pieno sudéties ir technologiniy savybiy tyrimy rezultatai suskirstyti pagal sezoniSkuma.
Ziemos sezonui priskirti sausio ir vasario ménesiai, pavasario — kovo, balandZio ir geguzés
ménesiai, vasaros — birzelio, liepos ir rugpjicio ménesiai, rudens — rugséjo, spalio ir lapkricio.
10-18 lentelése nurodytos didziausios (max) ir maziausios rodikliy reik§més (min), gautos
iStyrus tam tikro sezono bandinius, pateikti rodikliy reik§miy vidurkiai, standartiniai nuokrypiai
(SD) ir analizuoty bandiniy skai¢ius (n). Sezono jtaka sudéties ir technologiniy savybiy

rodikliams nurodyta stulpeliuose skirtingomis raidémis (P<0,05) ties vidurkiy reik§mémis.

4.1.1. Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno sudétis priklausomai nuo sezono

Kalcio, baltymy, riebaly, laktozés ir uréjos kiekis
10 lenteléje pateikta Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy Zalio pieno cheminé

sudétis atskirose pieno méginiy grupése, suskirstytose pagal sezona.

10 lentelé. Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy zalio pieno cheminé sudétis
priklausomai nuo sezono

Sudéties rodikliai
T Ca
Rodikl ' ) . .
Sezonas odiklis mg/100g Riebalai, % Baltymai, % Laktozé, % | Ur¢ja, mg %
pieno
min 101,20 2,88 2,69 4,14 0,00
max 145,00 7,42 4,18 5,00 44,00
Pavasaris vidurkis 113,15° 4,882 3,36% 4,45% 18,182
SD 10,61 1,09 0,35 0,17 8,65
n 52 54 54 52 51
min 100,27 2,08 2,91 3,87 4,00
max 168,05 7,13 4,06 459 44,00
Vasara vidurkis 115,69% 4,68° 3,51% 4,35° 19,36°
SD 17,03 1,12 0,31 0,16 10,42
n 49 38 38 33 33
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10 lentelé. Tesinys

Sudéties rodikliai
- Ca_,
Sezonas Rodiklis mg/100g Riebalai, % Baltymai, % Laktoze, % | Ur¢ja, mg %
pieno
min 100,36 1,74 2,83 3,88 0,00
max 149,90 7,96 5,23 4,66 45,00
Ruduo vidurkis 118,30 4,58° 3,73° 4,34 20,07°
SD 13,85 1,18 0,49 0,16 8,98
n 50 56 56 55 55
min 102,40 2,60 2,92 3,27 0,00
max 137,70 6,38 4,71 4,81 40,00
Ziema vidurkis 121,13° 4,72 3,63° 4,33 11,93°
SD 9,75 0,89 0,42 0,28 10,52
n 30 29 29 29 29

Misy tyrime nustatytas vidutinis kalcio kiekis pavasario sezono metu buvo lygus
113,15+10,61 mg/100 g, palaipsniui didéjo vasaros, rudens sezonais, o didziausia koncentracija,
kuri statistiSkai patikimai (P<0,05) didesné uz pavasario ir vasaros sezono koncentracijas, buvo
nustatyta ziemos sezono pieno bandiniuose — 121,13+9,75 mg/100 g pieno. Rezultata galima
palyginti su Frederiksen ir kt., [55] tirty Danijos holsteiny veislés karviy pienu. Jis pasizymi
geromis koaguliavimo savybémis, 0 vidutiné bendro kalcio koncentracija siekia 134,9 mg/100g
(n=193). Bandiniuose, kuriy FKT buvo nuo 20 iki 60 min. (vidutinio grei¢io koaguliacija),
bendras kalcio kiekis lygus 121,0 mg/100g (n=119) ir sutampa su didZiausia miisy nustatyta
koncentracija [55]. Kita mokslininky grupé, Jensen ir kt., [29], nustaté, jog Dzersiy veislés
karviy piene randama didesné kalcio koncentracija, Danijos holSteiny veislés karviy piene
silpnomis koaguliavimo savybéms pasizyminéiame piene bendras kalcio kiekis siekia 145,8
mg/100g, o geromis koaguliavimo savybémis pasizyminc¢iame piene — net 163,2 mg/100g [29].

Didziausias riebaly kiekis, kurj nustatéme, rastas Lietuvos senojo genotipo juodmargiy
veislés karviy vasaros sezono pieno bandiniuose (4,68+1,12 %), tafiau sezonas Siam rodikliui
statistiSkai reikSmingos jtakos neturi ir sezono metu kinta nezymiai (10 lentelé).

DidZiausias baltymy kiekis, kurj nustatéme, priklauso ziemos (3,63+0,42 %) ir rudens
(3,73+0,49 %) sezony pieno bandiniams. Sios baltymy koncentracijos statistiskai patikimai
(P<0,05) didesnés uz pavasario sezono pieno bandiniy baltymy koncentracijg (3,36+0,35 %).
Rudens sezono pieno baltymingumas statistiskai patikimai didesnis (P<0,05) uz uz vasaros
sezono pieno baltyminguma (3,51+0,31 %). Misy gauti rezultatai sutampa sutampa su Jungtiniy
tauty statistika [80] ir priestarauja Chen ir kt. [80] gautiems rezultatams — i§ mokslininky tirty
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pieno meginiy (jvairiy veisliy pieniniai galvijai) didziausia baltymy koncentracija buvo nustatyta
vasaros ir pavasarios sezony meginiuose.

Savo gautus rezultatus galime palyginti su Lietuvos tyréjy duomenimis. Juozaitiené ir kt.
[112] nustaté Lietuvos pagrindiniy veisliy — juodmargiy, Zalmargiy bei Zalyjy, karviy pieno
riebaly ir baltymy kiekj. Ji gavo, jog bendras visy tirty karviy riebaly vidurkis yra 4,73+0,80 %,
0 Lietuvos juodmargiy karviy veislés pieno bendras riecbumas mazesnis (4,65+0,74 %) uz bendra
vidurkj. Panasy kiekj riebaly mes nustatéme vasaros sezono Lietuvos senojo genotipo
juodmargiy karviy piene (4,6+=1,12 %). Tyréjy [112] nustatytas vidutinis baltymy kiekis —
3,58+0,48 %. Mes gavome, jog Lietuvos senojo genotipo juodmargiy pienas turi panasy kiekj
baltymy — vidutiniskai 3,57 %. Kita Lietuviy mokslininky grupé, Pauliukas ir kt. [113], nustaté,
jog Lietuvos juodmargiy karviy pienas 2002—2003 mety laikotarpiu turéjo vidutiniSkai 4,53 %
riebaly ir 3,27 % baltymy. Sie rodikliai yra maZesni uz miisy gautus rezultatus. Rezultatai gali
skirtis dél jvairiy priezas¢iy: pieno sudéties rodikliy koncentracijoms jtakos turi melziamo
gyvulio laktacijos periodas (visy veisliy baltymingumas maziausias biina pirmais trimis
laktacijos ménesiais [114]), gyvuliy S$érimas (visus metus laikomy tvartuose karviy pienas
pasizymi geresniais sudéties rodikliais nei ganomy karviy pienas [114]).

Nustatéme, jog laktozés kiekis peno bandiniuose priklausomai nuo sezono skiriasi labai
nezymiai — 4,37+0,05 %. Uréjos kiekis svyruoja nuo 0 iki 45 mg % (rudens sezono bandiniuose
nustatytas didZiausias vidutinis kiekis, kuris lygus 20,07+8,98 mg %) (10 lentel¢). Sio junginio,
kitaip vadinamo karbamidu, koncentracija piene parodo ar gyvulio mitybos racione yra
pakankamai baltyminiy medziagy. Kity tyréjy duomenimis karviy piene, priklausomai nuo
laktacijos, uréjos kiekis svyruoja nuo 20 iki 40 mg% [115]. Lietuvos juodmargiy karviy piene
randama vidutinisSkai 20,37+0,37 mg% ur¢jos, o Lietuvos zalyjy ir juodmargiy piene nustatytas

kiekis 2004—2005 mety laikotarpiu — 26,14 mg% [112].

Pieno baltymy frakcijy sudétis priklausomai nuo sezono

Toliau detaliau panagrinésime pieno baltymy frakcijy sudétj. Kazeino frakciy ir
B-laktoglobulino kiekis senojo genotipo Lietuvos juodmargiy veislés karviy piene nustatytas
pirma kartg, naudojant ESCh metoda. Frakcijos skirstytos naudojant atvirkséiy faziy C18 (Vydac
2018TP, 5 um 250 mm x 4,6 mm) koloné¢lg. Hidrofiliskiausios kazeino frakcijos k-kazeino
sulaikymo trukmé koloné¢léje trumpiausia — junginys iSstumiamas ir identifikuojamas diody
matricos detektoriumi (A=220 nm) vidutinis§kai po 25 min. Po 26 min. chromatogramose
matomas as;—kazeino pikas, og— ir f—kazeinai identifikuoti praéjus 28,5 ir 29,6 min. atitinkamai
nuo bandinio injekcijos pradzios. Pagrindinis iSrigy baltymas p-laktoglobulinas yra
hidrofobiSkesnis uz visas kazeino frakcijas, jo sulaikymo kolonéléje trukmé — apie 31 min. (12
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pav.). Sie miisy gauti chromatografijos rezultatai sutampa su kity tyréjy duomenimis [38, 40,
41]. Junginiy sulaikymo trukmé priklauso nuo frakcijy genetinio varianto [37, 55]
eksperimenty salygy.

IS duomeny apie bendra kazeino frakcijos kiekj (11 lentel¢) matome, kad maziausiai
kazeino nustatéme ziemos sezono bandiniuose (31,64+3,07 g/l), o daugiausiai vasaros sezono
bandiniuose — 35,50+5,59 g/l. Ziemos sezono metu gautas statistiskai reik§mingas (P<0,05)
mazesnis kazeino kiekis nei vasaros ar rudens sezonais. Vasaros sezono pieno bandiniy kazeino
koncentracija didesné uz pavasario sezono koncentracija. Mes nustatéme, jog Lietuvos senojo
genotipo juodmargiy karviy piene vidutinis kazeino kiekis visy sezony metu yra didesnis uz 30
g/l. Si kazeino koncentracija didesné uz Bonizzi ir kt. [40] darbe gauta bendra kazeino

koncentracijg, kuri buvo 25,74 g/1 (tirti jvairiy veisliy pieniniai galvijai).
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12 pav. Pieno baltymy chromatograma (A=220nm)

Misy tyrime gauta didziausia k—kazeino frakcijos koncentracija vasaros (3,45+0,97 g/l) bei
rudens sezonais (3,32+0,85 g/l). Vasaros sezono pieno k—kazeino koncentracija statistiskai
patikimai (P<0,05) didesné uz pavasario ar ziemos sezony pieno k—kazeino koncentracija.
Svarbu, kad piene biity pakankamai k—kazeino — mazas k—kazeino kiekis siejamas su prastomis
pieno koaguliacijos savybémis [66]. Analizuodami Lietuvos senojo genotipo juodmargiy veislés
karviy pieng radome keleta bandiniy, kuriy x—kazeino koncentracija mazesné uz 2,00 g/l. Misy
gauta rezultata galima palyginti su Bonizzi ir kt. [40] nustatytais duomenimis. Mokslininkai

istyre Italijos fryzy (n=200) veislés karviy pieng ir gavo, jog vidutinis k—kazeino frakcijos kiekis
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yra 3,26 g/l. Si verté yra panasi j miisy nustatytas vertes, todél galima teigti, jog Lietuvos senojo
genotipo juodmargiy karviy pienas turi pakankamai didel¢ k—kazeino koncentracija.

Toliau paanalizuosime kity kazeino frakcijy koncentracijas, nustatytas Siame darbe.
Lietuvos senojo genotipo juodmargiy pieno a—kazeiny kiekiai, kuriuose nustatéme, yra panasas j
Italijos fryzy veislés karviy piene esanCius kiekius. Didziausias skirtumas lyginant savo
rezultatus su Italijos fryzy veislés karviy pieno rezultatais matomas B—kazeino frakcijos
koncentracijos atzvilgiu. Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy piene maziausia vidutiné
B—kazeino koncentracija (18,69+1,80 g/1), kurig nustatéme ziemos sezono metu, Zenkliai didesné
uz Bonizzi ir kt. [40] nustatyta koncentracijg (tik 11,38 g/I). Ha ir kt. [116] atliko tyrima,
kuriame tyré¢ Dzersiy veislés karviy pieno baltymy frakcijy sudéti. Mokslininkas gavo Zenkliai
didesn;j kiekj as—kazeino frakcijos (21,24+0,34 g/l) nei nustatéme mes Lietuvos Senojo genotipo
juodmargiy veislés karviy piene. Didziausia koncentracija (9,05+1,35 g/1), kurig gavome rudens
sezono metu. Bonizzi ir kt. [40] nustatyti as—, asy—kazeiny 9,55, 1,56 g/1.

Mes nustatéme, jog Lietuvos senojo genotipo juodmargiy veislés karviy piene viduting
pagrindinio isriigy baltymo B—laktalbumino koncentracija priklausomai nuo sezono svyruoja nuo
7,04 iki 8,00 g/l. Gauta koncentracija yra Siek tiek mazesné uz Bonfatti ir kt. [38] nustatytg B-
laktalbumino vidutine koncentracija — 8,58+0,09 g/l [38].

Literatiroje nurodoma [38] jog vidutiniskai piene gaunamas ags—, os—, p—, k—kazeiny
santykis lygus atitinkamai 4:1:4:1. IStyrus senojo genotipo Lietuvos juodmargiy karviy pieng
gavome jog frakcijy santykis lygus apytiksliai 5:1:10:2. Literatiroje nurodomas [38] PB-
laktoglobulino santykis su bendru kazeino kiekiu — 1:3, tiriamojo darbo rezultatai parodé, jog
Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno B—laktoglobulino santykis su bendru kazeino

kiekiu yra apytiksliai 1:4.

11 lentelé. Baltymy frakcijy kiekybiné sudétis priklausomai nuo sezono

Baltymu frakcijos
Sezonas | Rodiklis N Os2— Gs1 B Bendras -
kazeinas | kazeinas | kazeinas | kazeinas | kazeino laktoglobulinas

g/l g/l g/l g/l kiekis g/l g/l

Min 1,70 0,91 6,16 14,73 24,78 4,85

Max 4,44 2,82 10,40 23,47 39,73 11,03

Pavasaris | Vidurkis 2,96° 1,83 8,65 19,28" 32,72° 7,70°
SD 0,60 0,41 1,06 1,95 3,35 1,44

n 51 51 51 51 51 51
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11 lentelé. Te¢sinys

Baltymy frakcijos
el K— Oso— Os1— — Bendras —
Sezonas Rodiklis kazeinas kazfezinas kaz:inas kaz[iinas kazeino Iaktogl%bulinas
g/l g/l g/l g/l kiekis g/l g/l
Min 1,90 1,40 5,03 9,81 23,62 476
Max 7,10 4,64 12,37 28,65 48,66 10,59
Vasara | Vidurkis 3,45" 2,22 9,04° 20,79° 35,50° 8,00
SD 0,97 0,68 1,45 3,70 5,59 1,25
n 49 49 49 49 49 47
Min 2,11 1,54 5,91 13,14 26,05 0,76
Max 5,45 4,73 12,78 28,37 48,61 13,42
Ruduo | Vidurkis 3,32 2,13 9,05° 20,30° 34,73 7,86°
SD 0,85 0,59 1,35 3,12 5,20 1,84
n 50 50 50 50 50 50
Min 2,07 1,01 7,07 15,50 26,76 5,36
Max 5,09 2,00 11,76 23,59 42,35 8,57
Ziema | Vidurkis 2,90 1,50° 8,55 18,69° 31,64° 7,04°
SD 0,72 0,23 0,89 1,80 3,07 0,81
n 30 30 30 30 30 30

Pieno kokybés rodikliai priklausomai nuo sezono

ES Zaliame karviy piene reglamentuojamas somatiniy lasteliy skaiCius tikst./ml, ne
daugiau kaip 400 [117].Lietuvos senojo genotipo juodmargiy veislés karviy piene radome
didelius kiekius somatiniy lgsteliy, kurie virSija normg net iki 20 karty (santykis paskaiciuotas
pagal rudens, ziemos sezony maksimalias vertés). Nustatéme, jog visy sezony pieno bandiniy
somatiniy lasteliy vidurkiai buvo didesni uz 400 tukst./ml. (12 lentelé). Tirty karviy grupé
galimai genetiSkai linkusi gaminti somatinj pieng, nes yra maziau atspari infekcijoms. Somatiniy
lasteliy skaiCiui sezonas jtakos neturi. Kity tyréjy publikacijose, pavyzdziui Frederiksen ir kt.
[55], somatiniy Igsteliy skai¢ius karviy piene 398,75 (x1000 vnt./ml).

Misy tirto pieno pH vidutinés reik§més yra panasios (6,8—6,9) ir sutampa su kity tyréjy
duomenimis: Frederiksen ir kt. [55] tirty Danijos holsteiny veislés karviy pieno vidutinis pH —
6,71, Gustavsson ir kt. [31] tirty Svedijos raudonyjy veislés pieno vidutinis pH — 6,8.

StatistiSkai apskai¢iave sezono jtaka pH rodikliui gavome, jog pavasario sezono pieno
bandiniy pH reikSmingai (P<0,05) mazesnis uz rudens ir vasaros sezony pieno bandiniy pH,
rudens sezono pieno pH didesnis uz Ziemos sezono pieno pH. Sie rezultatai yra priesingi Chen ir

kt. [80] gautiems rezultatams.
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12 lentelé. Pieno kokybés rodikliai

Sezonas Rodiklis Kokybés rodikliai
pH Somatiniy lasteliy skaicius, tiikst./ml

Min 6,56 6
Max 7,10 7434
Pavasaris | vidurkis 6,77° 680°
SD 0,08 1547

n 51 51

Min 6,59 13
Max 6,96 3498
Vasara vidurkis 6,81° 437°
SD 0,08 642

n 48 33

Min 6,58 25
Max 7,09 7880
Ruduo vidurkis 6,87° 5042
SD 0,11 1101

n 50 55

min 6,58 12
max 7,05 9144
Ziema vidurkis 6,77° 891°
SD 0,10 1776

n 30 29

4.1.2. Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno technologinés savybeés priklausomai

nuo sezono

Koaguliacijos savybés

Technologinés savybés, ypatingai svarbios stiriy ir varskés gamintojams — pieno baltymy
ragstinés ir fermentinés koaguliacijos savybés. Jas vertinome dviem rodikliais — FKT, RKT ir
susidariusios fermentinés/rugstinés sutraukos stiprumu (G*4).

Sutraukos stiprumas kai kuriose studijose fiksuojamas pra¢jus 60 min. nuo fermento
jdéjimo [29, 118], taciau remiantis Frederiksen ir kt. [55] bei Gustavson ir kt. [31] nusprendéme
fiksuoti sutraukos stipruma praéjus 40 min. nuo fermento jdéjimo pradzios. Pagal Siuos
mokslininkus geromis koaguliacijos savybémis pasizyminc¢io pieno grupei priskiriamas pienas,
kurio sutraukos stiprumo verté praéjus 40 min. nuo eksperimento pradzios didesné uz 350 Pa.
Miisy darbe koaguliacijos kriterijumi pasirinkta laikyti tik koaguliacijos trukme. Pagal Jensen ir
kt. [29] NK pienu laikomas tas, kuris nesudaro sutraukos per 60 min, 0 G*4 lygi 0 Pa. Gerai
koaguliuojanc¢iu pienu laikomas tas, kuris sudaro sutraukg per 20 min.ar maziau.

Nustatéme, kad fermentiné sutrauka susidaro greiCiausiai vasaros Sezono pieno
bandiniuose (18,84+6,58 min.). Pavasario pieno FKT (23,90+9,77min.) trumpesné uz rudens
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(29,88+10,07 min.) (P<0,05) ar Zziemos (27,97+10,55 min.). Miisy duomenimis RKT trumpesné

pavasario ir ziemos sezonais (atitinkamai 25,14+3,02 min ir 25,504+4,05 min.) nei vasaros

(27,33£12,13 min.) ar rudens (29,64+7,19 min.). Statistinis duomeny apdorojimas parodé, kad

sezonas Siam rodikliui statistiSkai patikimos jtakos neturi.

Koaguliacijos savybés gali priklausyti ne tik nuo sezono, bet ir nuo veislés — Dzersiy

veislés karviy tiek gerai koaguliuojantis tiek léciau koaguliuojantis pienas sudaro stipresng

sutrauka nei Holsteiny—fryzy veislés karviy pienas [29].

Lietuvos juodmargiy karviy pieno sutraukos stiprumas (G'r4o it G'rao) miisy duomenimis

yra zenkliai mazesnis uz vidutines kity autoriy publikuojamas Sio rodiklio reik§mes. Frederiksen

ir kt. [55] nustaté, jog silpnai koaguliuojancio pieno sutraukos stiprumas vidutiniskai lygus

234,38+424,38 Pa, Gustavson ir kt. [31] tyrime nustatytos sutraukos stiprumo reik§més kinta nuo

0 (NK pienas) iki 312,7 Pa, vidurkis 90,9+70,5 Pa. Siame darbe tirto pieno sutraukos stiprumas

varijuoja nuo 0 iki 105 Pa. 13 lenteléje pateiktos G'4o vertés, net jei jos buvo lygios 0 (pienas

nesudaré sutraukos per 40 min.). Apskai¢iavome, kad S$iam rodikliui Sezonas statistiSkai

patikimos jtakos neturi.

13 lentelé. Lietuvos senojo genotipo karviy pieno koaguliacijos savybés priklausomai nuo

Sezono
Sezonas Rodiklis . Koaguliavimo rodikliai-
RKT, min G'Rao, Pa FKT, min G'ry0,Pa
min 22 17,20 7 0
max 31 99,70 60 105,00
Pavasaris vidurkis 25,14° 60,94° 23,90° 18,77°
SD 3,02 25,83 9,77 27,09
n 7 7 51 22
min 14 0,02 8 14,9
max 60 0,11 46 88,8
Vasara vidurkis 27,33° 0,07% 18,84 40,57°
SD 12,13 0,04 6,58 41,80
n 15 3 49 3
min 22 0,259 17 0
max 43 33,46 60 113
Ruduo vidurkis 29,64° 11,86° 29,88° 16,62°
SD 7,19 18,72 10,07 31,37
n 11 3 50 24
min 21 39,80 15 0
max 36 97,70 60 94,40
Ziema vidurkis 25,50° 64,83° 27,97° 17,03%
SD 4,05 18,94 10,55 23,39
n 14 6 30 29
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Suskirste skirtingy sutrauky susidarymo trukme pagal sezong gavome, jog tarp Lietuvos
senojo genotipo juodmargiy veislés karviy pieno NK pieno bandiniy buvo tik 2 % (14 lentelé).
Vasaros sezono metu visas tirtas pienas sudaré sutraukg greic¢iau nei per 60 min., 60 % bandiniy
koaguliavo greiciau nei per 20 min. Rudens ir ziemos sezonais nustatyta statistiskai reik§mingai
daugiau pieno bandiniy kurie nekoaguliuoja per 20 min. — atitinkamai 14 % ir 23 %. Kity Saliy
autoriy publikacijose taip pat randame duomeny apie nekoaguliuojantj pieng. Jensen ir kt. [29]
tyrimo duomenimis Danijos holsteiny—fryzy veislés karviy 52 % pieno bandiniy pasizymi
geromis koaguliavimo savybémis, ir net 12 % pieno yra NK.

Danijos mokslininkai pristaté studijg apie trijy karviy veisliy: Dzersiy, Danijos zalyjy ir
Danijos holsteiny pieno koaguliacijos savybes. Tarp Dzersiy veislés karviy pieno nebuvo rasta
NK pieno, o Danijos holsteiny grupéje toks pienas sudaré 3 %, kai tuo tarpu Danijos zalyjy
grupéje NK pieno buvo net 17 % [55]. Kita Danijos mokslininky grupé tyré trijy senojo genotipo
veisliy karviy pieno koaguliacijos savybes. Nustatyta, kad i§ 28 Danijos Zalyjy veislés karviy
pieno bandiniy 4 bandiniai nekoaguliavo, o i§ 23 Svedijos kalny veislés karviy pieno bandiniy
nekoaguliavo 1 bandinys. Visi Jutlandijos veislés karviy pieno bandiniai koaguliavo; jy buvo

tirta 12 [74].

14 lentelé. Lietuvos senojo genotipo karviy pieno bandiniy FKT pasiskirstymas pagal sezong

Sezonas
Pavasaris | Vasara | Ruduo | Ziema

<20 min

23vnt. (45 %) | 29wt (59%) | 7wnt(14%) | 7vnt (23%)

20-60 min

27 vnt. (53 %) | 20wt (41%) | 41wnt(82%) |  22vnt (73 %)

>60 min
1 vnt. (2 %) | 0 vnt. | 2wt (4%) | 1vnt (4%)

Miisy tyrimas parodé, kad riigstinés sutraukos nesudaré tik vienas vasaros sezono Lietuvos
senojo genotipo juodmargiy veislés karviy pieno bandinys (atvirks$¢iai fermentinés sutraukos
sudarymo tendencijoms pagal sezong — vasaros metu nebuvo né¢ vieno nekoaguliuojancio pieno
bandinio). Nustatéme, kad daugiausia bandiniy nepriklausomai nuo sezono riigsting sutraukg
sudaro per 2060 min. Rudens sezono metu pienas rugsting sutraukg sudaro per ilgesnj laika.
Geromis koaguliavimo savybémis pasizyminc¢io pieno buvo 21 % vasaros sezono metu, tik 5 %
rudens sezono metu ir né vieno pavasario ar vasaros sezonais (15 lentelé). Palyginimui Svedijos
raudonyjy veislés (n=377) karviy ragstinés koaguliacijos laikas kinta nuo 5,7 min. iki 66,9 min.,
vidutiné reikSmé — 28,2+10,5 min., taigi yra pieno, kuris nesudaro riigstinés sutraukos per 60
min. [66].
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15 lentelé. Lietuvos senojo genotipo karviy pieno RKT pasiskirstymas pagal sezona.

Sezonas

Pavasaris | Vasara | Ruduo | Ziema
<20 min

0 vnt.(0 %) | 3wt@0%) | 1wt 5% | ovnt. (0%)

20-60 min
7 vnt. (100 %) | 11wt (3%) | 19vnt(95%) | 14 vnt. (100 %)

>60 min

0 vnt.(0 %) | 1 vnt. (7 %) | 0 vnt. (0 %) | 0 vnt. (0 %)

Termostabilumas ir buferiskumas

Termostabilumas ir buferiSkumas yra svarbios technologinés savybés, kurios turi jtakos
terminiu biidu apdorojamy pieno produkty gamybai.

Masy tirto pieno buferiskumo talpa, iSreiksta pH pokyciu po valandos, | pienag ipylus
druskos rtigsties, buvo apytiksliai lygus 0,70 vasaros, Ziemos ir rudens sezonais (16 lentelé).
Pavasario sezono bandiniuose nustatéme, jog buferiSkumo talpa kity sezony atzvilgiu yra
statistiSkai patikimai mazesnis (0,51+0,15). Chen ir kt. [80] nustaté, jog Anglijos karviy (jvairiy
veisliy) vidutiné visy mety pieno bandiniy buferiskumo talpa lygi 0,84+0,02. Manoma, jog
buferiSkumas priklauso nuo mineraly kiekio ir baltymy pasiskirstymo skystoje pieno fazeje
[119].

Zinoma, kad termostabilumui jtakos turi p—laktoglobulino kiekis bei uréjos koncentracija. |
pieno, kurio pH 6,3-6,7 jdéjus 25 mg% uréjos arba B-laktoglobulino termostabilumas
pagerinamas reikSmingai [120, 121]. Misy tyrime nustatyta, kad pavasario, vasaros ir rudens
sezonais termostabilumas yra atitinkamai 14,20+5,02 min, 14,35+4,03 min., 14,34+5,71 min.,
Ziemos sezonu termostabilumo reik§mé Siek tiek didesné — 15,10+4,89 min. (16 lentelé), taciau
statistiSkai nereik§mingai. Termostabilumas yra svarbus pieno, kuris bus naudojamas
sterilizacijai, UAT pasterizavimui ar garinimui parametras. Tai aktuali problema pieno
pramonéje, nors Singh [122] nustaté, jog tarp blogy (<15 min.) termostabilumo savybiy ir
komercinio sterilizavimo proceso koreliacija yra silpna. Donato ir Guyomarc‘h [121] jrodé, jog
pieno pakaitinimas nulemia tvirtesnés rigstinés sutraukos susidarymo savybe, palyginus su

nekaitintu pienu.
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16 lentelé. Lictuvos senojo genotipo karviy pieno buferiskumas ir termostabilumas priklausomai

Nnuo sezono
Sezonas Rodiklis Technologiniai rodikliai
ApH TC
min 0,32 4
max 0,91 20,00
Pavasaris vidurkis 0,51 14,20°
SD 0,15 5,02
n 51 49
min 0,5 5
max 0,82 20
Vasara vidurkis 0,70 14,35
SD 0,08 4,03
n 48 48
min 0,3 4
max 0,85 20
Ruduo vidurkis 0,70 14,34°
SD 0,10 5,71
n 50 50
min 0,16 4
max 1,27 20
Ziema vidurkis 0,70 15,10
SD 0,15 4,89
n 30 30

Pagal pieno atsparumo Kkaitinimui trukme¢ bandinius suskirstéme | tris grupes —

koaguliuojantys per maziau 15 min., atsparts kaitinimui 15-20 min., bei termostabilas 20 ir

ilgiau min. (ties 20 minute bandymai nutraukti) (17 lentelé). Gavome, jog po 20 % pavasario ir

ziemos bandiniy iSlieka termostabiltis 20 ir daugiau min., vasaros ir rudens bandiniy — po 15 %.

Vasaros ir rudens sezonais buvo daugiausia jautresniy kar$¢iui bandiniy, sudaran¢iy nuosédas

grei¢iau kaip per 15 min. veikimo 140 °C temperatiira (atitinkamai 52 ir 54 %). Nors Ziemos

sezono bandiniai pasiZymi ilgesiu termostabilumo laiku, juose nei uréjos nei B—laktoglobulino

kiekiai néra didziausi (10, 11 lentelés).

17 lentelé. Lietuvos senojo genotipo karviy pieno termostabilumo pasiskirstymas pagal sezong

Sezonas
Pavasaris ‘ Vasara ‘ Ruduo ‘ Ziema
<15 min.
23 vnt. (47 %) | 25wt (52%) | 21vnt (54%) | 11vnt (37 %)
15-20 min.
16 vnt. (33 %) | 16wt (33%) | 12wt (31%) | 13 vnt (43 %)
>20 min.

10 vnt. (20 %)

| 7wt (15%) | 6vnt. (15%)

|

6 vnt. (20 %)
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4.1.3. Koreliacijos tarp pieno sudéties ir technologiniy rodikliy.

Apskaiciuotos koreliacijos bei jy reikSmingumo lygmuo (P<0,05 reikSmé zymima *,

P<0,01 reikSmé zymima **, P<0,001 reikSmé Zymima ***) tarp Lietuvos senojo genotipo

juodmargiy karviy pieno sudéties ir technologiniy rodikliy. Rezultatai pateikti 18 lentel¢je.

Stipria koreliacija laikoma ta, kurios reiksmé 0,7-1,0 (raudona spalva), vidutine — 0,5-0,7 (zalia

spalva), silpna 0,2-0,5 (geltona spalva), jei reiksmé <0,2 — koreliacijos néra (nekoreliuojantys

rezultatai j lentele nedéti). IS skai¢iavimy imties paSalinti nekoaguliuojancio ir daugiau kaip 500

takst./ml somatiniy Igsteliy turin¢io pieno méginiy rezultatai.

18 lentelé. Koreliacinis rySys tarp Lietuvos juodmargiy galvijy pieno sudéties ir technologiniy

rodikliy
" Technologinis o Sudéties Technologinis L
Sudaties rodiklis | Koreliaca | i rodiklis Koreliacija
k—kazeinas g/l 0,57*** k—kazeinas g/l -0,26**
as;—kazeinas g/l 0,48** B—kazeinas g/l -0,24**
B—kazeinas g/l 0,40** Kazelglol suma -0,21*
B— FKT, min.
laktoglobulinas | RKT, min. 0,35* cazei - -0,25%*
gl azeinas:suma
* pH 0,24%*
kazeinas:suma :
Ca, Si"grﬁ(l)oog x—kazeinas g/l 0,33%*
«—kazeinas g/l “Sl_kg""/zle'”as 0,29
as,—kazeinas g/l B—kazeinas g/l 0,34**
i G'ra0, P2
o.1—kazeinas g/ Kaze'g;’l suma Fo, 0,30
| i K= *
p—kazeinas g/l kazeinas:suma 0,34
Kazeino suma Ca, mg/100g
g/l pieno U
_ G'rao, Pa .
laktoglobulinas “sz‘kglzle'”as 0,25%*
g/l
K— pH
kazeinas:suma U, mg/proc. e
Ca, mg/100g L, proc. -0,25**
pieno
oH e pH ApH 0,42***
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Remdamiesi kity mokslininky atlikty tyrimy duomenimis, kéléme hipoteze, jog bus gautos
stiprios koreliacijos tarp tokiy rodikliy: FKT arba RKT ir k—kazeino koncentracijos, as,—kazeino
koncentracijos, k—kazeino Kkiekio santykio su bendru kazeino Kkiekiu, kalcio kiekio (Ca,
mg/100g), baltymy (B, %), riebaly (R, %) koncentracijy piene [29, 80, 118]; termostabilumo ir
uré¢jos kiekio, pieno pH, kalcio kiekio, B-laktoglobulino koncentracijos [120, 122]; buferiSkumo
(ApH) ir somatiniy lgsteliy skai¢iaus (SLS, tiikst./ml), kalcio kiekio, bendro baltymy kiekio (B,
%) [29, 119].

Atlike skai¢iavimus radome stipriy, vidutiniy ir silpny koreliacijy. Stiprios koreliacijos
nustatytos tarp k—kazeino kiekio, p—kazeino kiekio, bendro kazeino kiekio ir ragstinés sutraukos
stiprumo. Vidutinio stiprumo Kkoreliacijos nustatytos tarp k—kazeino kiekio bei kalcio kiekio ir
RKT; as—, asi—kazeiny, B—laktoglobulino, kalcio kiekiy bei pH ir riigS§tinés sutraukos stiprumo.
Silpnos koreliacijos taip pat nustatytos tarp $iy rodikliy: ag—kazeino, B—kazeino kiekio bei B—
laktoglobulino ir RKT; as,—kazeino kiekio, uréjos koncentracijos bei laktozés kiekio ir pH; pH ir
buferiskumo (ApH). Tarp termostabilumo ir sudéties rodikliy koreliacijy nenustatéme.

Tarp fermentinés koagulacijos ir sudéties rodikliy miisy darbe nustatytos tik silpnos
koreliacijos. Didéjant k—kazeino, B—kazeino bei bendro kazeino kiekiui, FKT trumpéja, didéjant
pH FKT ilgé¢ja. Fermentinés sutraukos stiprumui teigiamos jtakos turi k—kazeino, 3—kazeino, os;—

kazeino bei bendro kazeino kiekiai, kalcio koncentracija.

4.2. Pieno baltymy virskinamumo tyrimai

Pieno baltymy biologiné verté jprastai iSreiskiama jy aminortigi¢iy sudétimi. Zinoma, kad
didesnis nepakei¢iamyjy aminortigsciy kiekis lemia aukstesne Siy baltymy biologing verte,
lyginant su kitais, ypa¢ augalinés kilmés, baltymais. Taciau baltymy biologinés vertés
nustatymui ne maziau svarbu yra zinoti, kaip greitai zmogaus organizmas gali pasisavinti
baltymus, t.y. koks yra jy biologinis prieinamumas.

Siame tyrimy etape lyginome senojo genotipo karviy ir Holiteino veislés karviy pieno
baltymy biologing vertg, atlikdami jy bei 1§ jy pagaminty riig§tinés ir fermentinés sutraukos
vir§kinamumo tyrimus in vitro. Tuo tikslu imitavome pieno baltymy virskinimg skrandyje bei
plonosiose Zarnose ir skirtingais virSkinimo etapais vertinimo tokius rodiklius: baltymy
hidrolizés laipsnj fluoresamininiu metodu, baltymy hidrolizés produkty kokybine sudétj SDS-
PAGE metodu bei baltymy hidrolizés metu susidariusiy peptidy kokybing ir kiekybine sudéti
SCh-ESI-MS/MS metodu.
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4.2.1. Pieno baltymy hidrolizés laipsnio jvertinimas virskinimo in vitro etapuose

IS senojo genotipo ir Holsteino veislés karviy pieno pagaminty ragstinés bei fermentinés
sutrauky proteolizés laipsnis virSkinimo metu jvertintas naudojant fluoresamining analize, Kuria
nustatomas laisvy aminortigsciy ir peptidy pirminiy amino grupiy kiekis, iSreik§tas mMol Leu
ekvivalentais. Nustatéme, kad visy méginiy virSkinimo metu laisvy aminoriigséiy ir mazos
molekulinés masés peptidy koncentracija palaipsniui didéja veikiant proteolitiniams virskinimo
fermentams (13 pav.). Virskinimo skrandyje metu (S1, S2, S3 bandiniai atitinkamai paimti po 30
min., 60 min., 120 min. virskinimo skrandyje imitavimo) abiejy veisliy karviy pieno produkty
hidrolizavimo tendencijos panasSios. Akivaizdus skirtumas atsiranda prasidéjus virSkinimo
Zarnyne etapui (Zl, 72, 73 bandiniai atitinkamai paimti po 30 min., 60 min., 120 min.
vir§kinimo Zarnyne imitavimo). Nustatéme, jog po 4 valandy virSkinimo imitavimo in vitro
sistemoje (Z3) daugiau (500 mMol Leu ekvival.) mazos molekulinés masés junginiy buvo
atskelta nuo baltymy grandinés rigstiniu biidu gamintoje sutraukoje nei nuo baltymy fermentiniu
budu gamintoje sutraukoje (350-400 mMol Leu ekvival.). Barbe ir kt. [41] aprasé tyrima, kurio
metu nustatyta, jog pieno ragstiniai ir fermentiniai geliai pasizymi skirtinga virskinimo kinetika.
Irodyta, jog pieno baltymy koaguliavimo procesas turi jtakos pieno produkty mitybinei vertei
atpalaiduojamy aminoriigs¢iy atzvilgiu. VirSkinant fermentiniu biidu gautg pieno sutrauka i
kraujo plazmg patenka Zzenkliai mazesni kiekiai aminortigSciy nei virSkinant ragstinés
koaguliacijos biidu gauta pieno sutraukg. Toks skirtumas aiskinamas tuo, jog fermentiniu bidu
koaguliavusio pieno kazeino micelés pH yra aukstesnis nei rigstiniu bidu (pH 4,6), todél praeina
ilgesnis laikas, kol pepsinas pradeda hidrolizuoti baltymus (pepsinolizé prasideda kai terpés pH
2). Taip pat hidrolizés skirtumai gali atsirasti dél skirtingos sutrauky makrostrukttiros. Tik 25 %
kazeino aminortigs¢iy pavidalu aptinkama kraujo plazmoje praéjus 12 valandy po vir§kinimo
pradZzios, kai tuo tarpu pasisavinama 90 % rigstiniu biidu koaguliavusiy pieno baltymy [83,
110].

Tiek i§ Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés veislés pieno, tiek i§ Holsteino veislés
karvés pieno pagamintos rigstinés sutraukos vir§kinimo tendencijos mazos molekulinés masés
junginiy susidarymo atZzvilgiu panaSios (atitinkamai LV-R ir HV-R kreivés). PrieSingai Siai
tendencijai, akivaizdus skirtumas matomas tarp i§ skirtingy karviy veisliy pieno pagamintos
fermentinés sutraukos vir§kinimo — nuo fermentinés sutraukos, pagamintos i$ holSteinizuotos
veislés karviy pieno, atskeliamas didesnis kiekis laisvy aminortigsciy ir peptidy (skirtumas apie
50 mMol Leu ekvival.).
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Lyginant pieno baltymy koaguliacijos jtakg laisvy aminortig§éiy susidarymui, matoma, jog
didesnis laisvy aminorigsciy ir peptidy kiekis randamas fermentinés sutraukos (LV-F, HV—F)

nei rugstinés sutraukos (LV-R, HV-R) VTE bandiniuose (14 pav.)

550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

——LV-F-
—=-LV-R-
~#—HV-F-
HV-R-

Laisvuamino grupiu kiekis, mmol
Leu ekvivalentais

VIE S1 S2 S3 71 72 73

Bandimiai

13 pav. Laisvy amino grupiy skaicius ( isreikstas mMol Leu ekvivalenty koncentracija
bandinyje) kitimas pieno baltymy virskinimo metu: LV—F — fermentiné sutrauka, pagaminta i$
senojo genotipo karviy pieno, LV-R — riig§tiné sutrauka, pagaminta i$ senojo genotipo karviy

pieno, HV—F — fermentiné sutrauka, pagaminta i$ Holsteino veislés karviy pieno, HV-R —
rugstiné sutrauka, pagaminta i§ HolSteino veislés karviy pieno. Bandiniy skiedimas,

nepriklausomai nuo virSkinimo etapo, normalizuotas pagal maZiausig skiedima.

—_
o

B
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= 8

-

:_2 /

% 6
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=
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= 1

S0 : :

LV-F- LV-R- HV-F- HV-R-
Bandiniai

14 pav. Laisvy amino grupiy skaicius, iSreikStas mMol Leu ekvivalentais, skirtingu biidu gauty

sutrauky vandenyje tirpiuose ekstraktuose
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Pieno bandiniuose laisvy aminoriigs¢iy kiekis buvo toks mazas, kad identifikuoti
nepavyko. Zinoma, jog sveiky karviy piene baltymy skilimas nevyksta. Baltymy skilimo
produkty daugéja didéjant somatiniy Igsteliy skai¢iui (SCC) karviy uzkrésty S. Uberis piene [39].

4.2.2. Pieno baltymy proteolizés produkty kokybinis jvertinimas jvairiuose vir§kinimo in vitro

etapuose

Anksciau aptartus rezultatus apie mazos molekulinés masés baltymy skilimo produkty
did¢jimo tendencijas virSkinimo metu patvirtina ir baltymy hidrolizés produkty kokybinés
analizés rezultatai, kuriuos gavome SDS-PAGE metodu. Zinoma, kad kazeino frakcijy
molekuliné masé yra 11+25 kDa. 15 paveiksle matoma, jog vir§kinimo pradzioje visy sutrauky
bandiniuose vyrauja didesnés molekulinés masés azoto junginiai (kazeino frakcijos). Tai rodo,
jog baltymai néra pilnai suvirSkinami skrandyje. Svarbiausias baltymy virSkinimo ir
pasisavinimo etapas — proteolizé, jvyksta Zarnyne [83]. Prasidéjus virSkinimo plonosiose Zarnose
etapui tiek fermentinés tiek ragstinés sutraukos virSkinimo sultyse matoma, jog
stambiamolekuliai junginiai yra visiskai hidrolizuoti iki mazos molekulinés masés (<11 kDa)
azoto junginiy (kazeino frakcijos hidrolizés produkty).

Abiejy veisliy karviy pieno sutrauky vandens ekstrakty (VTE) profiliai yra panasas. Ant
poliakrilamido gelio matomas vandenyje iStirpes kazeinas bei galimai p—laktoglobulinas (18
kDa) [42] (Sis baltymas teoriSkai turéjo biiti paSalintas iSriigy atskyrimo metu (zr. 3.6 skyriy),
taciau likuciai galimai liko prikibe prie kazeino miceliy aglomeraty iki iSplovimo vandeniu —

VTE paruosimo.

O S VIE St 322 8 2 BB 3 VIE S 82 B AU D B S GTE S 28 2D B oYES NN DN

LV-R- LV-E- "R- | | E-

15 pav. Sutrauky baltyminiy medZiagy kitimo profiliai vir§kinimo metu, nustatyti elektroforezés

metodu (SDS-PAGE)
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4.2.3. Baltymy virskinimo in vitro metu susidariusiy peptidy profilis

Peptidy profilio analizé¢ SCh—ESI-MS/MS metodu atlikta skirtingy karviy (Lietuvos senojo
genotipo juodmargés karvés veislés LV, Holsteino veislés karvés HV) skirtingais budais
(fermentiniu F ir ragstiniu R) pagaminty sutrauky vandeniniams ekstraktams (VTE) ir
méginiams po 2 val. virskinimo skrandyje (S3) ir 2val. virskinimo Zarnose (Z3). Gauti peptidai
identifikuoti naudojant Mascot duomeny bazg ir priskirti tam tikros kazeino frakcijos (B, asi, os2
arba ) proteolizés produktams.

BiologiSkai aktyviis peptidai gali susidaryti dviem keliais: paciuose pieno produktuose,
priklausomai nuo jy gamybos salygy ir baltymy skilimo procesy bei Zmogaus organizme,
virSkinant pieno baltymus. Tyrimo metu identifikuoti bioaktyviis peptidai, susidare tiek
technologinio proceso, tiek virS$kinimo imitavimo in vitro sistemoje metu.

Analizuodami duomenis radome peptidy, kurie atskelti ne tik nuo kazeino bet ir nuo B—
laktoglobulino baltymo molekulés. Kad rigstinés ir fermentinés Sutrauky bandiniuose galimai
yra p—laktoglobulino parod¢ ir elektorforezés rezultatai (15 pav).

Peptidy, atskelty nuo isriigy baltymo p—laktoglobulino radome tik bandiniuose po sutrauky
2 val. virskinimo skrandyje. Pasibaigus vir§kinimo zarnyne imitavimo procesui f—laktoglobulino
hidrolizé buvo jvykusi pilnai. Abiejy tiriamy karviy pieno sutrauky i§ p—laktoglobulino pepsino
atskelty peptidy profilis panaSus (8 lentelé). Literatiroje pazymima, jog natyvinis p—
laktoglobulinas yra atsparesnis virSkinimui skrandzio fermentais nei kazeinas dél savo antrinés
struktiiros [48], taCiau Pinto ir kt. [123] nustaté, jog B-laktoglobulinas tampa jautresnis
virs§kinimo fermentams po kaitinimo ir yra visiSkai suvir§kinamas po 40 min. veikimo pepsinu

(aktyvumas 3800 U/mg).

18 lentelé. Riugstinés ir fermentinés sutrauky virSkinimo in vitro skrandzio etapo pabaigoje
susidare peptidai, kuriy prekursorius iSrigy baltymas B—laktoglobulinas

Identifikuota | Teoriné Padétis Peptidas S3 bandinys
masé masé grandinéje LV-F LV-R HV-F | HV-R
901,508 901,502 12-19 IQKVAGTW + + + +
955,502 955,509 33-41 DAQSAPLRV + + + +
1068,636 | 1068,593 | 3241 LDAQSAPLRV + + + +
1104,559 | 1104585 | 02-11 IVTQTMKGLD + + + +
1129,581 1129,613 10-19 LDIQKVAGTW +
1488,641 | 1488,735 | 4254 | YVEELKPTPEGDL + + +

Atlike bandiniy chromatografing analize, kaip detektoriy naudojant masiy spektroskopa, ir
iSanalizave duomenis duomeny bazéje Mascot (Matrix Science, MA, US) identifikavome 317

skirtingus peptidus, atskeltus fermentinés ir ragstinés sutrauky technologinio proceso metu, arba
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Siy sutrauky virskinimo in vitro metu, veikiant proteazéms (pepsino, tripsino, chimotripsino ir
kt., esan¢ioms virskinimo sul¢iy sudétyje. Nustatéme, kad 151 peptidas buvo atskeltas nuo p—
kazeino molekulés, 81 peptidas nuo ag—kazeino molekulés, 25 — nuo asp—kazeino molekulés ir
60 — nuo k—kazeino molekulés. IS viso identifikavome 317 skirtingy peptidy (i jy 10
fosfopeptidy), kuriy prekursorius yra pagrindinis pieno baltymas kazeinas. Kazeinas sudaro apie
80 % visy pieno baltymy, og—, as—, B—, ir k—kazeiny frakcijos pasiskirs¢iusios atitinkamai
santykiais 4:1:4:1 [40]. Musy tyrimo duomenimis gauty peptidy kokybinis pasiskirstymas
apytiksliai lygus 3:1:6:2. Schmelezer ir kt. [124] atliko B—kazeino frakcijos riig§ting hidrolizg su
HCI bei hidrolize pepsinu ir identifikavo 125 skirtingus peptidus. Zhao ir kt. [48] atliko
iSgryninto B—kazeino virSkinamuma in vitro sistemoje ir identifikavo tik 14 peptidy. Kai kurie i$
Jy rasti ir Sio tiriamojo darbo bandiniuose (fragmentai 193-209, 193-207, 129-142, 177-189,
164-176).

Peptidy, gauty i§ tam tikros pieno baltymy frakcijos pasiskirstymas bandiniuose
pavaizduotas 16 paveiksle.

120
100 1)

Peptidu skaicius

16 pav. Peptidy, gauty i$ sutrauky skirtingy kazeino frakcijy technologinio proceso ir

vir§kinimo metu, kiekybinis pasiskirstymas

Diagramoje matoma, jog daugiausiai peptidy tiek technologinio proceso metu tiek
virskinimo skirtinguose etapuose metu buvo atskelta nuo f—kazeino grandinés, nes tai didziausia
kazeino frakcija. Svarbu pazyméti, kad Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno
fermentinés sutraukos proteolizés profilis pasizymi didziausiu skirtingy peptidy Kiekiu.

Identifikuoti peptidai sudaryti i§ maziausiai 5 (rasta visuose bandiniuose), daugiausiai 25

aminortgsciy (identifikuotas peptidas atskeltas nuo Holsteino veislés karvés pieno riigstinés
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sutraukos B-kazeino frakcijos po 2 val. virskinimo skrandyje) (Zr. 1 priedas). Bioaktyviis
peptidai, gaunami i§ pieno baltymy, paprastai biina sudaryti i§ 2-20 aminortagsciy [87]. Mazos
molekulinés masés peptidams priskyréme peptidus, kurie sudaryti i§ 3—9 aminortagsciy [88].
Mazy — dideliy peptidy pasiskirstymas bandiniuose pavaizduotas 17 pav.

Fermentinés ir rugstinés sutrauky vandeniniuose ekstraktuose (VTE bandiniai) nustatytas
mazesnis bendras peptidy kiekis (ypa¢ mazos molekulinés masés), nei ty paciy sutrauky
bandiniuose po virSkinimo. Abiejy sutrauky virskinimo metu atskeliamy nuo baltymy grandinés
peptidy skaiGius didéja: po 2 val. virskinimo Zarnyne (Z3 bandiniai) bendras peptidy skai¢ius yra
didesnis nei po 2 val. virSkinimo skrandyje (S3 bandiniai). 17 paveiksle matoma, jog po

virskinimo plonosiose zarnose daug¢ja didesniy peptidy, o mazos molekulinés masés peptidy

skai¢ius neZymiai maze¢ja.

120
» 100
3 80
=
g2
= 00 L iy
= m Peptidai sudaryti is
= 40 daugiaunei 9
A 20 aminoragsiciu

B 3-9 aminoragsciu
peptidai

Bandiniai

17 pav. Peptidy, gauty i$ sutrauky skirtingy kazeino frakcijy technologinio proceso ir

virskinimo metu, kKiekybinis pasiskirstymas bandiniuose pagal aminortigs¢iy kiekj
4.2.4. Baltymy skilimo ir peptidy susidarymo skirtumai fermentinéje bei riigstinéje sutraukoje

Tiek fermentinéje, tiek rugstinéje sutraukoje peptidai pradeda formuotis pieno
technologinio apdorojimo metu. Pienariig§tés raugo bakterijos, naudojamos rugstinés sutraukos
gamyboje kaip pagrindinis technologinis veiksnys bei fermentinés sutraukos gamyboje pH
sumazinimui iki fermento renino optimalaus pH (6-6,6), isskiria fermentus, kurie pradeda
baltymy hidrolize.

[Ssanalizave VTE peptidy atskelty nuo B—Kkazeino grandinés profilius gavome, kad i§ 55
skirtingy peptidy tik 4 rasti visuose bandiniuose (18 pav.). 20 peptidy radome tik abiejy veisliy
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karviy pieno fermentiniy sutrauky vandeniniuose ekstraktuose, 5 peptidai buvo identifikuoti tik
Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno fermentinéje sutraukoje. Abiejy analizuojamy
karviy pieno riigstinése sutraukose rasti 9 peptidai, 7 peptidai identifikuoti tik Lietuvos senojo
genotipo juodmarges karvés riigStinés sutraukos VTE, peptidy biidingy tik HolSteino veislés
karvés pieno ragstinei ar fermentinei sutraukai nerasta. IS x—kazeino grandinés fermentinés
sutraukos gamybos metu buvo atskelta maziau peptidy nei rigstinés sutraukos gamybos metu
(19 pav.). Identifikavome 5 peptidus (vienas i$ jy pasizymi bioaktyvumu), kurie biidingi abiejy
tirlamy veisliy karviy pieno fermentinéms sutraukoms. 3 i§ $iy 5 peptidy rasti ir ragstiniy
sutrauky vandeniuose ekstraktuose. Riigstinés sutraukos vandeniuose esktraktuose rasta i§ viso
20 peptidy, i kuriy 8 buidingi tik Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno rigstinei
sutraukai, 3 — Holsteino veislés karvés pieno rigstinei sutraukai. 45 % peptidy budingi abiejy
veisliy karviy rtugstiniy sutrauky vandeniniams ekstraktams. 1§ ag,—kazeino riig§tinés sutraukos
gamybos metu neatskeltas né vienas peptidas, rasti 3 peptidai, kurie budingi abiejy tiriamy
karviy veisliy pieno fermentiniy sutrauky vandeniniams ekstraktams. og—kazeino grandiné
technologinio proceso metu suskaldyta taip, kad 9 % peptidy rasti visuose tirtuose bandiniuose,
41 % peptidy budingi tik fermentiniy sutrauky vandeniniams ekstraktams, 14 % identifikuota tik
rugstiniy sutrauky vandeniniuose ekstraktuose (i§ viso 21 peptidas). 3 peptidai budingi tik
Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno fermentinei sutraukai, tuo tarpu 2 peptidai
rasti tik HolSteino veislés karvés pieno fermentinés sutraukos vandeniniame ekstrakte. 1 peptidas
budingas tik HolSteino veislés karvés pieno ragstinei sutraukai, Lietuvos senojo genotipo
juodmargés karvés pieno rigstinéje sutraukoje nerasta peptidy, kurie bty badingi tik jai vienai.
Gauta tendencija, jog didesnis skirtingy peptidy kiekis rastas fermentinés sutraukos
bandiniuose prie§ virSkinimg. Fluoresamininés analizés, kurios metu nustatytas laisvy amino
grupiy kiekis, iSreikStas mMol Leu ekvivalentais, rezultatai parodé, jog daugiau mazos
molekulinés masés junginiy yra bandiniuose, kurie pagaminti naudojant pienartigtes bakterijas
ir fermenta, o ne vien pienartigStes bakterijas (17 pav). Renino poveikis labiausiai pasireiskia
167-209 B—kazeino grandinés fragmente. Cia akivaizdZiai atskelta daugiau skirtingy peptidy nuo
fermentinés sutraukos vandeniniy ekstrakty (LV—F ir HV-F kreivés), nei nuo ragstinés sutraukos
vandeniniy ekstrakty (LV-R ir LV-F kreivés). Rugstinés sutraukos p—kazeino 41-81 regionas

jautresnis hidrolizei nei fermentinés sutraukos 18 pav.
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18 pav. Vandenyje tirpiy ekstrakty (VTE) B—kazeino frakcijos hidrolizés produkty profilis

Fermentinés sutraukos gamybos metu hidrolizuotas as;—kazeino grandinés galas — 166-195
regionas. Kai tuo tarpu as1—kazeino grandinés hidrolizés produkty rasta daugiausiai atskelty nuo
grandinés pradZios.

Fermentinés sutraukos gamyboje k—kazeino suskaldymas ties jautriausia jungtimi (105—
106) yra svarbiausias zingsnis fermentinés sutraukos susidarymo procese [55]. ISanalizavus
fermentiniy sutrauky VTE gautas 1 peptidas atskeltas nuo para—«—kazeino grandinés (96-105),
like 4 yra glikomakropeptido hidrolizés produktai. Glikomakropeptido grandinés galinés grupés
neatsparios hidrolizei, 3 peptidai rasti ir rugsStiniy sutrauky vandeniniuose ekstraktuose. Kiti
peptidai, identifikuoti riigstiniy sutrauky bandiniuose atskelti nuo 21-85 k—kazeino grandinés

daliy.
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19 pav. Vandenyje tirpiy ekstrakty (VTE) k—kazeino frakcijos hidrolizés produkty profilis

Kartieji peptidai

Karciyjy peptidy susidarymas priklauso nuo gamybai naudojamy pienartig§ciy bakterijy. Jy
pagrindiniai prekursoriai os;—ir f—kazeinai. Sie peptidai turi jtakos galutinio produkto skoniui.
Sutrauky VTE bandiniuose nustatéme Kartyjj peptida atskelta nuo p—kazeino grandinés (176182
fragmentas, KAVPYPQ) [125].

4.2.5. Peptidy profilio kitimas pieno fermentings ir rigstinés sutrauky virSkinimo in vitro metu

B—kazeino hidrolizé
50 % bendro skirtingy peptidy atskelty nuo B—kazeino grandinés identifikuoty po 2 val.
virskinimo skrandyje imitavimo in vitro sistemoje budingi abiejy tiriamy karviy pieno abiejy tipy
sutrauky S3 bandiniams, i§ jy 16 % pasizymi bioaktyvumu. 10 % bioaktyviy peptidy atsparts
tolimesnei hidrolizei ir rasti Z3 bandiniuose po virskinimo Zarnyne imitavimo in vitro sistemoje.
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1 peptidas badingas tik Holsteino veislés karvés pieno abiejy tipy sutrauky Z3 bandiniams.
Skirtumy tarp sutraukos tipo virskinimo zarnyne peptidy profilio atzvilgiu daugiau — rasta 3 ir 2
peptidai biidingi tik atitinkamai fermentiniy ir riigstiniy sutrauky Z3 bandiniams nepriklausomai
nuo karvés veislés. 13 peptidy rasti tik viename kazkuriame Z3 bandinyje i3 4 (6 peptidai — LV—
F-S3 bandinyje, 2 — LV-R-S3, 2 - HV-F-S3, 3 - HV-R-S3). Po 2 val. vir§kinimo Zarnyne rasti
44 skirtingi peptidai, 8 i§ jy pasizymi bioaktyviomis savybémis, 5 i§ jy budingi abiejy tiriamy
karviy abiejy tipy sutrauky Z3 bandiniams. 35 % peptidy rasty Z3 bandiniuose buvo rasti ir S3
bandiniuose. 50 % bendro skirtingy peptidy skai¢iaus identifikuoti visuose Z3 bandiniuose, 1
peptidas biidingas tik senojo genotipo Lietuvos juodmargés karvés pieno abiejy tipy sutrauky Z3
bandiniams, 3 — Holsteino veislés karvés pieno abiejy tipy sutrauky Z3 bandiniams, 1 i3 jy
pasizymi biologiniu aktyvumu (VYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQT 59-80 fragmentas)

os1—kazeino hidrolize

58 % skirtingy peptidy atskelty nuo og—kazeino grandinés identifikuoty po 2 val.
virskinimo skrandyje imitavimo in vitro sistemoje buidingi abiejy tiriamy karviy pieno abiejy tipy
sutrauky S3 bandiniams, i§ jy 18 % pasizymi bioaktyvumu, 36 % peptidy yra atspariis tolimesnei
hidrolizei ir Zarnyno fermenty veiklai, todél randami ir bandiniuose po 2 val. virskinimo Zarnyne
(Z3 bandiniai). 4 peptidai yra badingi tik Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno
sutraukos proteolizés skrandyje produktams (1 peptidas budingas tik riigStinés sutraukos S3
bandiniui, 1 — tik fermentinés sutraukos S3 bandiniui), 5 peptidai budingi tik HolSteino veislés
karvés peno sutraukos proteolizés skrandyje produktams (3 i$ jy budingi tik riig§tinés sutraukos
bandiniui po virSkinimo (S3)). 2 peptidai biidingi abiejy tiriamy karviy riigstiniy sutrauky S3
bandiniams, kai tuo tarpu tik fermentiniy sutraukos S3 bandiniui biidingy peptidy nerasta.
Bandiniuose po 2 val. virskinimo Zarnyne imitavimo in vitro sistemoje radome 38 skirtingus
peptidus, 42 % identifikavome visuose Z3 bandiniuose. 2 peptidai buvo identifikuoti tik
fermentiniy sutrauky Z3 bandiniuose, 1 peptidas tik riigstiniy abiejy karviy veisliy pieno
sutrauky Z3 bandiniuose. Peptidy, bidingy tik vienos kazkurios veislés abiejy tipy sutrauky Z3

bandiniams nenustatéme.

aso—kazeino hidrolize

40 % bendro skirtingy peptidy atskelty nuo as;—kazeino grandinés identifikuoty po 2 val.
virskinimo skrandyje imitavimo in vitro sistemoje skaiciaus budingi abiejy tiriamy karviy pieno
abiejy tipy sutrauky S3 bandiniams. Abiejy veisliy karviy pieno sutrauky S3 bandiniai
tarpusavyje nesiskiria peptidy profiliu, skirtumas yra tik tarp skirtingy sutrauky S3 bandiniy. Visi
peptidai hidrolizuojami iki aminoriigé¢iy per 2 val. virSkinimo Zzarnyne imitavimg in Vvitro
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sistemoje — Z3 bandiniuose nerastas né¢ vienas peptidas, kuris batume nustate ank$¢iau. 41 %
peptidy rasty Z3 bandiniuose biidingas visiems. Radome po 1 peptida, kuris biidingas: tik
Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno abiejy tipy sutrauky Z3 bandiniams; tik
Holsteino veislés karvés pieno abiejy tipy sutrauky Z3 bandiniams; tik fermentiniy sutrauky 73
bandiniams nepriklausomai nuo pieno, bei tik riig§tiniy sutrauky Z3 bandiniams nepriklausomai
nuo pieno. Visuose Z3 bandiniuose rastas bioaktyvumu pasizymintis peptidas (AMKPW 189—
193 fragmentas).

k—kazeino hidrolizé

2 peptidai, kurie buvo budingi rugstiniy sutrauky VTE bandiniams islieka arba atsiranda
visuose bandiniuose po 2 val. virskinimo skrandyje imitavimo in vitro sistemoje, vienas i$ jy
atsparus tolimesnei hidrolizei ir rastas visuose Z3 bandiniuose. 65 % peptidy, kuriuos radome S3
bandiniuose yra budingi visiems keturiems tirtiems S3 bandiniams. Juose nustatéme 2
bioaktyvumu pasizymincius peptidus (VQVTSTAV 162-169 fragmentas, FSDKIAKYIPIQ 18—
29 fragmentas). Rasta po 1 peptida, kuris badingas tik fermentiniy sutrauky Z3 bandiniams
nepriklausomai nuo pieno, bei tik riigstiniy sutrauky Z3 bandiniams nepriklausomai nuo pieno.
Po 2 val. virskinimo imitavimo Zarnyne in Vitro sistemoje nustatéme 3 peptidus, kurie radome ir
bandiniuose po virskinimo skrandyje fazés. I 17 peptidy budingy Z3 bandiniams 6 rasti visuose
bandiniuose nepriklausomai nuo karvés veislés ar sutraukos tipo, 3 peptidai budingi tik

fermentiniy sutrauky Z3 bandiniams, 2 tik rigstiniy sutrauky bandiniams.

4.2.6. Bioaktyvis peptidai, nustatyti pieno fermentinés ir riigstinés sutrauky virskinimo in vitro

metu

Bioaktyviis peptidai i§ pieno baltymy gali bhti gauti tokiais buidais: pieno fermentacija
proteolitinémis startinémis kultliromis, proteolitiniais mikrobiologinés ar augalinés kilmeés
fermentais arba fermentiné hidrolizé vir§kinimo fermentais [126].

Remiantis uZsienio autoriy bioaktyviy peptidy, gaunamy i§ pieno baltymy virSkinimo
metu, tyrimais, iSnagrinétas Lietuvos senojo genotipo juodmargiy veislés karvés ir Holsteino
veislés karvés pieno riigStiniy ir fermentiniy sutrauky bioaktyvumu pasizyminciy peptidy
atpalaidavimo profilis vir§kinimo metu ir prie§ virSkinimg (VTE). Rezultatai pateikti 2 priedo
lentelése.

Tarp bioaktyviomis savybémis pasizymin¢iy peptidy daugiausiai identifikavome ACE
inhibitorinj poveikj turinéiy peptidy: 27 peptidai i§ 30. Sie inhibitoriai sumazina Sirdies,
kraujagysliy ligy rizikg [101, 127]. Pieno baltymy peptidams taip pat budingas antioksidacinis
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veikimas [44] (Zr. 5 lentel¢). Siame tiriamajame darbe neidentifikuotas né vienas antioksidaciniu
veikimu pasizymintis peptidas.

Daugiausia bioaktyviy peptidy radome atskelty nuo p—kazeino frakcijos, i$ viso 14. 11 i$ jy
ACE inhibitoriai, o like trys - imunomoduliatorinis—antmikrobinis peptidas, p—kazoksinas bei
katepsino B inhibitorius. Taip pat daug ACE inhibitoriy atskelta nuo ag—kazeino proteolizés
metu (11 peptidy). Stuknyte ir kt. [101] iStyré peptidus gautus i§ 12 skirtingy rasiy striy
vandeniniy ekstrakty ir po veikimo virSkinimo fermentais, pasizymin¢ius ACE inhibitoriniu
poveikiu. Analizuoty peptidy (B—kazeino 84-86, 7476, 134-138, 133-138 ir as—kazeino 90—
93, 9094, 143-148, 143-149 fragmentai) koncentracija VTE buvo labai placiose ribose — nuo
0,87 iki 331 mg/kg. Mokslininké nustaté, kad peptidy kiekis priklausé nuo gamybos biido ir
brandinimo laiko — siirio laikymo metu daugéja bioaktyviomis savybémis pasizyminciy peptidy.
Miisy darbe analizuoty $vieZiai pagaminty sutrauky VTE bandiniuose anks¢iau minéti peptidai
neidentifikuoti.

Svarbu paminéti, kad akivaizdziy bioaktyviy peptidy profilio skirtumy fermentinése ir
rigstinése  sutraukose nepastebéta. Daugelis bioaktyviy peptidy identifikuoti visuose
bandiniuose. Po Holsteino veislés karvés pieno fermentinés ir ragstinés sutrauky vir§kinimo
zarnyne iSliecka ACE inhibitoriniu poveikiu pasizymintis peptidas buves B—kazeino 59-80
padétyje, kai tuo tarpu po Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno sutrauky
virskinimo Zarnyne jo nelieka (20 pav.). VTE rasti bandiniai neisliko virS$kinimo metu ir buvo
suskaidyti iki aminorigsc¢iy, todél jy potencialus fiziologinis poveikis galimai nepasireiksty

vartotojo sveikatai.
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20 pav. Bioaktyvis peptidai, atskelti nuo p—kazeino grandinés sutraukos gamybos metu (VTE),

po virskinimo skrandyje (S3), po virskinimo Zarnyne (Z3)

67



Po Senojo genotipo Lietuvos juodmargeés karvés pieno abiejy tipy sutrauky virskinimo
skrandyje (LV-F-S3 ir LV-R-S3 bandiniai) identifikuotas ACE inhibitorius, kuris uzémé 25-32
(VAPFPEVF) padétji ag—kazeino molekuléje, nerastas Holsteino veislés sutrauky Z3
bandiniuose po virskinimo zarnyne (21 pav.). Kiti bioaktyvis peptidai, kuriuos identifikavome
po vir§kinimo Zarnyne fazés (ties Z3) rasti visuose bandiniuose. VTE rasti bandiniai taip pat
neisliko vir§kinimo metu ir buvo suskaidyti iki aminortigs¢iy, todél jy potencialus fiziologinis
poveikis galimai nepasireiksty vartotojo sveikatai. Dauguma bioaktyviy peptidy identifikuoty po
virskinimo skrandyje rasti ir bandiniuose po vir§kinimo Zarnyne, taigi bioaktyviis peptidai yra

atsparts tolimesnei hidrolizei.
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21 pav. Bioaktyviis peptidai atskelti nuo as;—kazeino grandinés sutraukos gamybos metu (VTE),

po virskinimo skrandyje (S3), po vir§kinimo Zarnyne (Z3)
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Peptidai po k—kazeino vir§kinimo skrandyje (S3 bandiniai) neidentifikuoti po virskinimo

7arnyne (23 bandiniai) (22 pav.).
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22 pav. Bioaktyviis peptidai atskelti nuo k—kazeino grandinés sutraukos gamybos metu (VTE),

po virskinimo skrandyje (S3), po virskinimo Zarnyne (Z3)

Po agp—kazeino virskinimo skrandyje identifikuotas ACE inhibitoriniu poveikiu

pasizymintis peptidas rastas visuose bandiniuose (23 pav.)

ENTHMEHVFES 1 EESIISQETY 1 FEQEFHNMATNE 3ISKEI\T LCET FC-II EEVVENANEE
1 : 4
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151 161 17 181 19
IPYVRYL
201

23 pav. Bioaktyviis peptidai atskelti nuo as,—kazeino grandinés sutraukos gamybos metu (VTE),

po virskinimo skrandyje (S3), po virskinimo Zarnyne (Z3)
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Fosfopeptidai

Tarp identifikuoty peptidy radome tik 10 peptidy turinciy fosforo. Crus-Huerta ir kt. [97]

atliko tyrima, kurio metu po 1 val. virskinimo skrandyje ir 1val. virskinimo zarnyne imitavimo in

vitro identifikavo 44 peptidus, kuriuose yra fosforo grupe¢ prisijungusio serino. Manoma, kad

fosfopeptidai, turintys grandinéje tris fosforilintas serino molekules, prie kuriy prisijungusios dvi

glutamo riigSties molekulés (fragmentas SpSpSpEE), yra atspariis tolimesnei hidrolizei ir jy

funkcija zarnyne — metaly jony apsaugojimas nuo nusédimo [97].

19 lentelé. Identifikuoti kazeinofosfopeptidai po virskinimo zarnyne (S3 bandiniuose)

d Bandinys
. . Padétis ;
e P B FE|R|-F|R
] FQS-EEQQQTEDE
1 2261,845 | 2264,061 75-93 LODKIHP B + + + +
2 1222,489 | 1222,523 | 110-119 EIVPNS,AEER Ol + + + +

Misy tyrimo rezultatai parodé, jog po virskinimo Zarnyne imitavimo nuo kazeino atskelti tik

2 fosfopeptidai, kurie galimai atspariis tolimesnei hidrolizei ir turi potencialia naudg vartotojo

sveikatai (19 lentelé). Su Crus-Huerta ir kt. [97] gautais duomenimis sutampa tik peptidas Nr. 2.

Fosforg prisijungusiy aminortigs¢iy kiekis priklauso nuo genetinio varianto, ir gali buti skirtingas

skirtingy veisliy ar individy karviy pieno baltymams [37].
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ISVADOS

Pirmg kartg iStirta Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno baltymy frakcijy
kokybiné ir kiekybiné sudétis. Nustatyta, kad ziemos sezono bandiniuose buvo maziausiai
bendro kazeino ir B—laktoglobulino (atitinkamai 31,64+3,07 g/l ir 7,04+0,81 g/l), daugiausiai
— vasaros sezono bandiniuose (atitinkamai 35,50+5,59 g/l ir 8,00+=1,25 g/1). Didziausios k—,
os>—, as1—,B— kazeino frakcijy koncentracijos taip pat nustatytos vasaros sezono méginiuose
(atitinkamai 3,45+0,97, 2,22+0,68, 9,04+1,45, 20,79+3,70 g/l).

Pirmg kartg nustatytos Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy fermentinés sutraukos
savybés parodé, kad i§ 219 istirty pieno bandiniy tik 2 % nesudaré sutraukos per maziau nei
60 min. Taip pat nustatyta, kad fermenting sutraukg greiCiausiai sudaré vasaros pienas —
vidutiniskai per 18,84+6,58 min.

. Apskaiciavus koreliacijos koeficientus tarp Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy
pieno sudéties ir technologiniy savybiy, nustatytos koreliacijos tarp: x—kazeino kiekio ir
rugstinés sutraukos susidarymo trukmeés (0,57, P<0,001); kalcio kiekio ir riig§tinés sutraukos
susidarymo trukmés (0,51, P<0,01); k-kazeino ir ragstinés sutraukos stiprumo (-0,78,
P<0,01); kalcio kiekio ir rtigstinés sutraukos stiprumo (-0,67, P<0,01); k—kazeino kiekio ir
fermentinés sutraukos susidarymo trukmés (-0,26, P<0,01), k-kazeino ir fermentinés
sutraukos stiprumo (0,33, P<0,01); kalcio kiekio ir fermentinés sutraukos stiprumo (0,20,
P<0,01).

Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno baltymy biologine verte jvertinus
baltymy virSkinamumu in vitro sglygomis, nustatyta, kad rigstinés sutraukos baltymy
hidrolizé vyko greifiau nei fermentinés sutraukos baltymy. Po 4 val. vir§kinimo imitavimo
fermentinés baltymy sutraukos bandiniuose laisvy aminortigs¢iy kiekis iSreikStas mMol Leu
ekvivalentais padid¢jo nuo 8 iki 400 mMol Leu ekvivalenty, o riig§tinés sutraukos — nuo 2
iki 500 mMol Leu ekvivalenty.

. Atlikus Lietuvos senojo genotipo juodmargiy karviy pieno bei HolSteino veislés karviy
pieno fermentinés ir riigStinés sutrauky virSkinimag in vitro salygomis, i§ viso identifikuota
317 skirtingy peptidy. 30 1§ jy pasizymi biologinémis savybémis (daugiausiai ACE
inhibitorinémis). Lietuvos senojo genotipo juodmargés karvés pieno fermentinei sutraukai
budingas didziausias skirtingy peptidy kiekis — identifikuoti 109 peptidai. Nustatyta, kad
peptidai pradeda formuotis dar sutrauky technologinio proceso metu (sutraukose

identifikuotas kartusis peptidas — B—kazeino grandinés 176-182 fragmentas KAVPYPQ).
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1 PRIEDAS

Priede pateiktos lentelés, kuriose pavaizduotas peptidy, atskelty nuo tam tikros kazeino

frakcijos i§ Lietuvos senojo genotipo juodmargés veislés karvés pieno (LV) arba Holsteino

veislés karvés pieno (HV) fermentiniy (F) arba rugstiniy (R) sutrauky, profilio kitimas pries

virskinimg (VTE) ir virSkinimo metu (po 2 val. virskinimo skrandyje S3 ir 2 val. virs§kinimo

zarnyne Z3). Peptidai pateikti aminoriigi¢iy grandinés ilgéjimo tvarka ir iddéstyti pagal padétj

grandinéje. Paryskintu Sriftu pateikti bioaktyviomis savybémis pasizymintys peptidai.

1 lentelé. p—kazeino hidrolizés produktai

Pries Po 2 val Po 2 val
S N virdkinima “liSk“;m.lo virdkinimo
Amlnqlﬁgsmq Pad?tl.s. Aminortugsciy seka (VTE) s r(asn3)yje zarnyne (Z3)
skaiCius grandinéje
LV HV LV HV LV HV
FIR|F|R RIFIR|F|R|F|R
a b c d f h k{l|m|njo
5 171-175 LPVPQ + +
5 178-182 | VPYPQ + +
5 203-207 | GPFPI + +
5 205-09 FPIIV + +
6 01-06 RELEEL +
6 22-27 SITRIN + +
6 23-28 ITRINK 2: Ph (ST) +
6 47-52 DKIHPF o B
6 53-58 AQTQSL +
6 120-125 | TESQSL + +
6 126-131 | TLTDVE +
6 161-166 SVLSLS + |+ +
6 170-175 | VLPVPQ + +
6 183-188 RDMPIQ +
6 184-189 DMPIQA 2: Oxid. (M) + + + + + +
6 187-192 IQAFLL +
6 193-198 | YQEPVL + ul
7 46-52 QDKIHPF +
7 47-53 DKIHPFA +
7 169-175 KVLPVPQ +
7 176-182 KAVPYPQ + |+ |ttt +
7 183-189 RDMPIQA + +
7 184-190 DMPIQAF + +
8 7-14 NVPGEIVE + |+
8 120-127 | TESQSLTL +
8 161-168 SVLSLSQS + +
8 168-175 SKVLPVPQ + +
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1 lentelé. Tesinys

a b c elflg]h k p
8 197-204 | VLGPVRGP + +

8 199-206 | GPVRGPFP

9 29-37 KIEKFQSEE 7:Ph(ST) + +

9 38-46 QQQTEDELQ + | Tt

9 44-52 ELQDKIHPF + +

9 69-77 SLPQNIPPL + +

9 93-101 MGVSKVKEA +

9 120-128 | TESQSLTLT + +

9 167-175 | QSKVLPVPQ + +

10 92-101 VMGVSKVKEA +

10 166-175 | SQSKVLPVPQ + |+ Tt

10 183-192 | RDMPIQAFLL + +

10 193-202 | YQEPVLGPVR + + +
10 19-206 VLGPVRGPFP + +

11 194-204 | QEPVLGPVRGP + +

11 197-207 | VLGPVRGPFPI + +

12 57-68 SLVYPFPGPIHN +

12 94-105 GVSKVKEAMAPK + 1+ | T

12 164-175 | SLSQSKVLPVPQ + + ]+

12 193-204 | YQEPVLGPVRGP + +

13 170-182 | VLPVPQKAVPYPQ + +

13 194-206 | QEPVLGPVRGPFP + +

14 75-88 PPLTQTPVVVPPFL +

14 169-182 | KVLPVPQKAVPYPQ + + ]+

14 193-206 | YQEPVLGPVRGPFP + +

15 16 -182 | SKVLPVPQKAVPYPQ + +

17 166-182 | SQSKVLPVPQKAVPYPQ + +

5 125-129 | LTLTD + +
5 185-189 | MPIQA + +

5 191-195 | LLYQE

6 06-11 LNVPGE + + +
6 122-127 | SQSLTL + +

6 124-129 | SLTLTD +

7 157-163 | FPPQSVL + + +
7 192-198 | LYQEPVL + +

7 193-199 | YQEPVLG + + +
8 81-88 PVVVPPFL + +

8 133-140 | LHLPLPLL

9 81-89 PVVVPPFLQ + +

9 132-140 | NLHLPLPLL +

10 46-55 QDKIHPFAQT +

10 49-58 IHPFAQTQSL + +

10 115-124 | PVEPFTESQS +

10 133-142 | LHLPLPLLQS

10 199-208 | GPVRGPFPII +
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1 lentelé. Tesnys

a b c h{jlk|l|m|{n|o|p

10 200-209 | PVRGPFPIIV S T s e A s

11 45-55 LQDKIHPFAQT L

11 130-140 | VENLHLPLPLL S T e B B +

11 132-142 | NLHLPLPLLQS |t

11 199-209 | GPVRGPFPIIV S B B B

12 59-70 VYPFPGPIPNSL S Il

12 81-92 PVVVPPFLQPEV S i i B

12 129-140 | DVENLHLPLPLL + L e B

12 164-175 | SLSQSKVLPVPQ + +

13 45-57 LQDKIHPFAQTQS S I B

13 58-70 LVYPFPGPIPNSL Tt

13 81-93 PVVVPPFLQPEVM S i i B

13 81-93 PVVVPPFLQPEVM13:0x S I B

13 128-140 | TDVENLHLPLPLL + Tt Tt

13 164-176 | SLSQSKVLPVPQK +

13 177-189 | AVPYPQRDMPIQA + Tt

13 193-205 | YQEPVLGPVRGPF S B R B +

14 45-58 LODKIHPFAQTQSL + |t

14 81-94 PVVVPPFLQPEVMG S T R B i

14 127-140 | LTDVENLHLPLPLL + +

14 129-142 | DVENLHLPLPLLQS |t

14 143-156 | WMHQPHQPLPPTVM S B i

14 193-206 | YQEPVLGPVRGPFP + +

14 196-209 | PVLGPVRGPFPIIV S B R B S i

15 128-142 | TDVENLHLPLPLLQS S

16 193-208 | YQEPVLGPVRGPFPII s e

16 194-209 | QEPVLGPVRGPFPIIV +

17 166-182 | SQSKVLPVPQKAVPYPQ +

17 193-209 | YQEPVLGPVRGPFPIIV + L B +

18 192-209 | LYQEPVLGPVRGPFPIIV + + +
PPLTQTPVVVPPFLQPEVM 4: + + |+
Phospho (ST) 6: Phospho (ST) 19:

19 75-93 Oxidation (M)

22 59-80 VYPFPGPIPNSLPONIPPLTQT + Tt Tt

26 164-189 | sLSQSKVLPPQKAVPYPQRDMPIQA +

5 184-188 | DMPIQ +

5 193-197 | YQEPV T+

6 53-58 AQTQSL S B

6 108-113 | EMPFPK s Rl

6 114-119 | YPVEPF L e B B

6 120-125 | TESQSL S B

6 128-133 | TDVENL ittt

6 134-139 | HLPLPL + 1+

6 157-162 | FPPQSV Tt

6 170-175 | VLPVPQ |t

(]
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1 lentelé. Tesinys

a b c minj|o|p

6 177-182 | AVPYPQ s

6 196-201 | PVLGPV +

6 203-208 | GPFPII L N B B

7 120-126 | TESQSLT +

7 170-176 | VLPVPQK + o+ +

7 177-183 | AVPYPQR |t

7 184-190 | DMPIQAF |t +

8 45-52 LQDKIHPF + o+ +

8 49-56 IHPFAQTQ

8 59-66 VYPFPGPI +

8 106-113 | HKEMPFPK Tt

9 58-66 LVYPFPGPI +

9 193-201 | YQEPVLGPV |t

9 199-207 | GPVRGPFPI +

10 59-68 VYPFPGPIPN +

10 114-123 | YPVEPFTESQ +

10 130-139 | VENLHLPLPL + +

10 192-201 | LYQEPVLGPV +

11 58-68 LVYPFPGPIPN +

11 81-91 PVVVPPFLQPE + Tt

11 114-124 | YPVEPFTESQS + +

11 129-139 | DVENLHLPLPL s

12 69-80 SLPONIPPLTQT +

12 108-119 | EMPFPKYPVEPF |t +

12 128-139 | TDVENLHLPLPL Tt +

12 196-207 | PVLGPVRGPFPI t ot +

13 127-139 | LTDVENLHLPLPL ot +

13 128-140 | TDVENLHLPLPLL t ot

14 67-80 HNSLPQNIPPLTQT ot

14 106-119 | HKEMPFPKYPVEPF +

14 126-139 | TLTDVENLHLPLPL + +

15 193-207 | YQEPVLGPVRGPFPI S B B

16 194-209 | QEPVLGPVRGPFPIIV + +
FQSEEQQQTEDELQDKIHPF + |+ |+ |+

20 33-52 3: Phospho (ST)
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2 lentelé. as;—kazeino hidrolizés produktai

Po 2 val

Pries e Po 2 val
inortigsdi " virskinimg | iS00 | yigginimo
Amslg)ilgilﬁ:cm griii?gésje Aminortigs¢iy seka (VTE) (83)yj Zarnyne (Z3)
v | Hv | v | HV | Lv | nv
RIFIR|F|IR|F|R|F|R|F|R
a b c dje|f|g]|h K|{1l|m olp
S 17-21 NENLL +
5 19-23 NLLRF + +
6 14-19 EVLNEN +
6 15-20 VLNENL + +
6 18-23 ENLLRF + + |+
6 25-30 VAPFPE + P
6 56-61 DIKQME P B s
7 10-16 GLPQEVL + +
7 14-20 EVLNENL + +
7 17-23 NENLLRF + ||+ |+
7 24-30 FVAPFPE + +
8 16-23 LNENLLRF + +
9 15-23 VLNENLLRF + +
9 51-59 DQAMEDIKQ +
IVPNSVEQK 5:Phsopho +
9 71-79 (ST)
SAEERLHSM 5:Phsopho + +
9 115-123 (ST)
9 131-139 QKEPMIGVN | F ]+
10 12-21 PQEVLNENLL + +
10 14-23 EVLNENLLRF + +
13 01-13 RPKHPIKHQGLPQ + +
16 01-16 RPKHPIKHQGLPQEVL + +
5 149-153 | LFRQF "
6 144-149 | YFYPEL P R R "
6 159-164 | YPSGAW e
6 174-179 TDAPSF N ERE
7 25-31 VAPFPEV +
7 143-149 AYFYPEL [+ ]+ |+ + |+
7 157-163 DAYPSGA +
7 166-172 YVPLGTQ + |+
7 173-179 YTDAPSF + |+ [+ ]+ ]+
8 24-31 FVAPFPEV R EE ¥+
8 25-32 VAPFPEVF i [ U R s
8 142-149 LAYFYPEL + |+ [+ |+
8 157-164 DAYPSGAW + |+ [+ |+ |+ F |+
8 165-172 YYVPLGTQ |+ ]+ |+
8 166-173 YVPLGTQY + n
9 24-32 FVAPFPEVF R
9 165-173 YYVPLGTQY +
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2 lentelé. Tesinys

a b c hljlk|l{m|{njo]|p

9 165-173 | YYVPLGTQY AT +

10 180-189 | SDIPNPIGSE )

10 190-199 | NSEKTTMPLW Tt

11 25-35 VAPFPEVFGKE APt

11 81-91 IQKEDVPSERY Tt

11 99-109 LRLKKYKVPQL A
EIVPNSAEERL 6: Phospho N I

11 110-120 | (ST)

11 154-164 | YQLDAYPSGAW +

12 24-35 FVAPFPEVFGKE T +

12 165-176 | YYVPLGTQYTDA ul

14 166-179 | YVPLGTQYTDAPSF + +

15 25-39 VAPFPEVFGKEKVNE ul

15 165-179 | YYVPLGTQYTDAPSF A

16 24-39 FVAPFPEVFGKEKVNE R

17 180-196 | SDIPNPIGSENSEKTTM R

20 180-199 | SDIPNPIGSENSEKTTMPLW )t

5 95-99 LEQLL A I I

5 104-108 | YKVPQ sl

5 194-198 | TTMPL T

5 195-199 | TMPLW |

6 104-109 | YKVPQL A

6 173-178 | YTDAPS +

7 165-171 | YYVPLGT )t

7 166-172 | YVPLGTQ +

7 180-186 | SDIPNPI R

8 08-15 HQGLPQEV +

8 84-91 EDVPSERY ]+ +

8 165-172 | YYVPLGTQ + +

8 166-173 | YVPLGTQY +

9 08-16 HQGLPQEVL Tt +

9 24-32 FVAPFPEVF T

9 25-33 VAPFPEVFG + +

9 165-173 | YYVPLGTQY i

10 24-33 FVAPFPEVFG T

10 25-34 VAPFPEVFGK ]+ +
EIVPNSAEER 6: Phospho |+ |+ ]+

10 110-119 | (ST)

10 133-142 | EPMIGVNQEL +

11 24-34 FVAPFPEVFGK Tl

11 25-35 VAPFPEVFGKE o

11 80-90 HIQKEDVPSER Tl

12 80-91 HIQKEDVPSERY Tl

14 180-193 | SDIPNPIGSENSGK L

18 125-142 | EGIHAQQKEPMIGVNQEL Tl
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3 lentelé. as,—kazeino hidrolizés produktai

L Po 2 val Po 2 val
o . ?l?es vir§kinimo | virSkinimo
Aminorags¢i Padetis T Vlr(i/-ll-nél)na skrandyje Zarnyne
y skaicius grandingj Aminortugsciy seka (S3) (Z3)
€ LV | HV | LV | HV | LV | HV
FIR|F|IR|F|IR|F|R|F|R|F|R
5 166-170 | ALPQY + +
6 168-173 | PQYLKT + +
7 189-195 | TKVIPYV
10 166-175 | ALPQYLKTVY +
7 80-86 YQKFPQY A R I
16 91-106 YQGPIVLNPWDQVKRN
YQGPIVLNPWDQVKRNAVP Sl B
21 91-111 [T
YQGPIVLNPWDQVKRNAVPITP + +
24 91-114 TL
5 189-193 | AMKPW It
6 89-94 YQKFPQ i
6 115-120 | NAVPIT L B
6 198-203 | TKVIPY AT
7 89-95 YQKFPQY L
7 107-113 | NPWDQVK it
7 198- 04 TKVIPYV +
8 81-88 ALNEINQF it
8 115-122 | NAVPITPT ot
9 81-89 ALNEINQFI +
9 115-123 | NAVPITPTL it
9 153-161 | LTEEEKNRL +
10 71-80 ITVDDKHYQK +
13 100-112 | YQGPIVLNPWDQV A
14 99-112 LYQGPIVLNPWDQV +
14 100-113 | YQGPIVLNPWDQVK R R
15 99-113 LYQGPIVLNPWDQVK +
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4 lentelé. k—kazeino hidrolizés produktai

Pries§ PO 2 \(al Po 2 val
) . o virskinimg Vll?kuém.m virskinimo
Amlno.rvl'%gscm Pad(?tl.s. Aminortugsciy seka (VTE) > r(asn3)yje Zarnyne (Z3)
skaiCius grandinéje
LV HV LV HV LV HV
FIR|F|R RIFIR|F|R|F|R
a b c die|f|lg|lh|]j|k]]I n p
5 75-79 QWQVL +
5 161-165 TVQVT + +
6 18-23 FSDKIA +
6 80-85 SNTVPA + + +
7 161-167 TVQVTST R
8 21-28 KIAKYIPI + +
8 153-160 IESPPEIN + +
9 33-41 SRYPSYGLN + A AT
9 42- 50 YYQQKPVAL +
9 45-53 QKPVALINN +
9 66-74 AVRSPAQIL
9 132-140 STPTIEAVE +
9 138-146 AVESTVATL +
VATLEDSPE 9: Phospho +
9 143-151 (ST)
9 152-160 VIESPPEIN |t
9 161-169 TVQVTSTAV ittt
10 96-105 ARHPHPHLSF + sl B
11 42-52 YYQQKPVALIN +
11 43-53 YQQKPVALINN
11 61-71 YAKPAAVRSPA + +
STVATLEDSPE 9:
11 141-151 Phospho (ST)
12 42-53 YYQQKPVALINN +
&) 51-55 INNQF +
6 33-38 SRYPSY + |ttt
8 22-29 IAKYIPIQ +
8 31-38 VLSRYPSY + |t F ]t
8 42-49 YYQQKPVA + Tt + |t
8 43-50 YQQKPVAL o B R
8 162-169 VQVTSTAV S
9 22-30 IAKYIPIQY tlH |t
9 42-50 YYQQKPVAL tlr |t
9 67-75 VRSPAQILQ + |||t
9 161-169 TVQVTSTAV +
10 33-42 SRYPSYGLNY tlr |t
10 51-60 INNQFLPYPY |||t
10 67-76 VRSPAQILQW +
10 67-76 VRSPAQILQW |t
11 31-41 VLSRYPSYGLN +
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4 lentelé. Tesinys

a b c h{jlk|Il]|m olp
11 56-66 LPYPYYAKPAA s

12 18-29 FSDKIAKYIPIQ ]t

13 18-30 FSDKIAKYIPIQY S L

13 125-137 IASGEPTSTPTTE + +

16 51-66 INNQFLPYPYYAKPAA L L B

5 25-29 YIPIQ +

5 56-60 LPYPY + +
6 25-30 YIPIQY +

6 61-66 YAKPAA + ]t
6 162-167 VQVTST +
7 17-23 FFSDKIA +
7 18-24 FSDKIAK + +

7 42-48 YYQQKPV L
8 17-24 FFSDKIAK + +
10 77-86 QVLSNTVPAK +
11 76-86 WQVLSNTVPAK + +
12 113-124 NQDKTEIPTINT +
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2 PRIEDAS

Priede pateiktos lentelés, kuriose nurodyti peptidai pasizymintys bioaktyviomis savybémis gauti i$ kazeino frakcijy. 1, 2, 3, 4 — bandiniai vandeniniai
ckstraktai (VTE) atitinkamai senojo genotipo Lietuvos juodmragés veislés karvés pieno fermentinés (F) ir rugstinés (R) sutraukos bei HolSteino veislés
karveés pieno fermentinés (F) ir rtgstinés (R) sutraukos, —2, —4 bandiniai atitinkamai po 2 val. virskinimo skrandyje imitavimo in vitro sistemoje (S3) ir po

2 val. virskinimo Zarnyne imitavimo in vitro sistemoje (Z3). Lentelése taip pat nurodytas bendras boaktyviy peptidy skai¢ius bandinyje ir jy biofunkcijos.

1 lentelé. Bioaktyvis peptidai atskelti nuo f—kazeino grandinés

—kazeinas
. Padétis Bandiniai . .
Nr. Id. masé Teor. masé Peptido seka grandingje | 1 | - | [, [2- [ 2[5 ]3 ]3[4 [+ Biofunkcija Nuoroda
2 | 4 2| 4 2 | 4 2 |4

a b c d e flglh|jlk] Il |m|njo|p]|Tr]|s t u

1 | 829,344 829,445 AVPYPQR 177-183 ¥ ; ' ACE inhibitorius [102]
2 | 1156607 | 1156,624 YQEPVLGPVR 193202 | + " i+ " + | ACE inhibitorius [102]
3 | 747,378 747,363 EMPFPK 108-113 ' ; . + | ACE inhibitorius [94, 102]
4 | 747,339 747,380 YQEPVL 193-198 | + | + v |+ ; ' ACE inhibitorius [102]
5 | 1880132 | 1880,056 YQEPVLGPVRGPFPIIV 193-209 Y Y Y Y 'mgﬁﬁmfkdr‘éﬂ?ﬁ?;' 5 [102]
6 | 755411 755,397 DKIHPF 4752 |+ ¥ ¥ ¥ B-kazoksinas [124]
7 | 628330 627.264 LNVPGE 6-11 o |+ w |+ w |+ + | + | ACE inhibitorius [103]
8 | 787.435 786.314 FPPQSVL 157-163 v |+ v |+ v |+ + | + | ACE inhibitorius [103]
9 | 2300275 | 2300196 | VYPTTCPIPNSLPONIPPLTQ | gq g4 " " o |+ + | + | ACEinhibitorius [103]
10 | 1151604 | 1150628 GPVRGPFPIIV 199-209 ; ; . ¥ ACE inhibitorius [103]
11 | 1094672 | 1093698 PVRGPFPIIV 2002009 v |+ v |+ v |+ + | + | ACE inhibitorius [103]
12 | 995592 994.648 PVVVPPFLQ 81-89 ' v |+ ' ACE inhibitorius [103]




1 lentelé. Tesinys

a b C d e f h k|l {m|n|o r|s t u
13 1300.694 1299.738 VYPFPGPIPNSL 59-70 + + + + ACE inhibitorius [103]
14 | 530.284 530.297 GPFPI 203-207 'fna;fgig‘r‘l’u? [111]
Bendras bioaktyviy peptidy skai¢ius bandinyje 3197 9191288 9|7
2 lentelé. Bioaktyvis peptidai atskelti nuo a;—kazeino grandinés
og—kazeinas
Bandiniai
Nr. Id. masé Teor. masé Peptido seka ggzi?:fésje 1 %2 14 22 24 3 32 :i ‘; A;f Biofunkcija Nuoroda
1 865,358 865,361 DAYPSGAW 157-164 v+ i+ .|+ + | + | ACE inhibitorius [102]
2 763.365 762.363 DIKQME 56—61 ACE inhibitorius [103]
3 1001.520 1000.569 FRQFYQL 150-156 + ACE inhibitorius [103]
4 662.398 661.392 NLLRF 19-23 + + + |+ + ACE inhibitorius [103]
5 831.392 830.298 YFYPEL 144-149 + |+ + |+ + + | + ACE inhibitorius [103]
6 1219.636 1218.654 VAPFPEVFGKE 25-35 + |+ + |+ + |+ + | + ACE inhibitorius [103]
7 902.429 901.373 AYFYPEL 143-149 + | + + + | + + |+ ACE inhibitorius [103]
8 905.477 904.364 FVAPFPEV 24-31 + |+ + | + + |+ + |+ ACE inhibitorius [103]
9 1836.953 1935749 | FYAPFPEVFOREKVI] 94 50 " ; " " ACE inhibitorius [103]
10 905.477 904.479 VAPFPEVF 25-32 + |+ + |+ + + ACE inhibitorius [103]
11 1015.513 1014.427 LAYFYPEL 142-149 + + + + ACE inhibitorius [103]
Bendras bioaktyviy peptidy skaicius bandinyje 1186 915|110 4 9|5
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3 lentelé. Bioaktyviis peptidai atskelti nuo as,—kazeino grandinés

og—kazeinas

. . . Padétis Virskinimo bandiniai . 3
Nr. Id. masé Teor. masé Peptido seka grandinéje | 1] 1- 2 [ o- 3 3- | 3- 4- | 4- Biofunkcija Nuorodas
2 214 2 2|4
1 631,281 631,315 AMKPW 189-193 + ACE inhibitorius [102]
Bendras bioaktyviy peptidy skai¢ius bandinyje 0j0]1 0l1(0j0]1 0|1
4 lentelé. Bioaktyviis peptidai atskelti nuo k—kazeino grandinés
k—kazeinas
_ Padétis Virskinimo bandiniai _ )
Nr. Id. masé Teor. masé Peptido seka grandingje | 1] 1- o [ o- 3 3. [ 3- 4- | 4- Biofunkcija Nuoroda
4 2 | 4 4 2| 4
1 711.944 1422.799 FSDKIAKYIPIQ 18-29 + + + + ACE inhibitorius [103]
2 400.205 1198.623 ARHPHPHLSF 96-105 + | + + + + ACE inhibitorius [103]
3 890.400 890.483 AVESTVATL 138-146 ACE inhibitorius [103]
4 804.404 804.446 VQVTSTAV 162-169 + + + + ACE inhibitorius [103]
Bendras bioaktyviy peptidy skaicius bandinyje 113]0 3/10(0(3]0 3]0
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