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Santrauka

Sio projekto tikslas — jvertinti kazeino funkciniy savybiy ir in vitro virskinamumo priklausomybe
nuo kazeino biivio, kuris buvo kei¢iamas micelinj kazeing demineralizuojant arba maiSant su kitais
pieno baltymais. Buvo paruosti ir tiriami pieno baltymy produkty vandeniniai tirpalai ir emulsijos.
Didéjant micelinio kazeino demineralizacijos laipsniui, termostabilumas, putojimo geba ir
emulsavimo aktyvumas didéjo, bet puty ir emulsijy stabilumas mazéjo. Tiriant termostabiluma,
buvo nustatytos dvi tendencijos: micelinio kazeino ir kalcio kazeinato termostabilumas didéjo,
didéjant pH, o lieso pieno milteliai ir pieno baltymy koncentratas didziausiu termostabilumu
pasizyméjo, esant pH 6,6 ir 6,8 atitinkamai. SumaiSius micelinj kazeing su liesu pienu, putojimo
geba padidéjo. Taciau pieno baltymy produkty maiSymas su liesu pienu nedaré jtakos baltymy
emulsavimo aktyvumui. Emulsavimo aktyvumas didéjo, didéjant baltymy koncentracijai. Buvo
nustatyta, kad didesnis baltymy kiekis adsorbuojamas aliejus vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje, kai
micelinis kazeinas yra sumaiSytas su liesu pienu, 0 ne naudojamas atskirai.

In vitro virSkinamumo tyrimo rezultatai parodé¢, kad pieno baltymy hidrolizé yra greitesné, Kai jie
adsorbuoti aliejus vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje, o ne biidami vandens tirpaluose. Vandens
tirpaluose micelinis kazeinas buvo vir§kinamas greic¢iau nei demineralizuotas kazeinas, taciau aliejus
vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje demineralizuotas kazeinas buvo virSkinamas greiCiau nei

micelinis kazeinas.
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Summary

The aim of this study was to evaluate relationship between the state of casein and it’s functionality
and in vitro digestibility. State of casein was changed either by demineralizing micellar casein or
blending with other milk proteins. Aqueous solutions and emulsions of dairy proteins were made
and examined. As degree of demineralization of micellar casein increased, thermal stability and
foaming increased, but foam stability and emulsion stability decreased. Two different patterns of
thermal stability were observed: thermal stability of micellar casein and calcium caseinate increased
as pH increased while proteins of skim milk powder and milk protein concentrate exhibited
maximum stability at pH 6,6 and 6,8 respectively. Blending micellar casein with skim milk resulted
in increased foaming. However, blending of proteins had little effect on the emulsifying activity of
proteins. Emulsifying activity increased as a function of protein concentration. It was concluded that
higher amount of protein is adsorbed at the interface when micellar casein is in the mixture with
skim milk than alone.

Analysis of in vitro digested samples revealed that digestion of milk proteins is more efficient when
they are adsorbed at the surface of oil droplet than dispersed in water. Demineralized casein was not
digested as efficient as micellar casein when dispersed in water. However, demineralized casein was

digested faster than micellar casein when adsorbed at the interface of emulsion.



SANTRUMPOS

alv — aliejus vandenyje

dMK1 — demineralizuotas micelinis kazeinas, kurio gamybai naudota 12 mmol/kg trinatrio citrato
dMK2 — demineralizuotas micelinis kazeinas, kurio gamybai naudota 102 mmol/Kkg trinatrio citrato
HL — hidrolizés laipsnis

IBI —iSrtigy baltymy izoliatas

IPUF — imituojamas pieno ultrafiltratas

ISS — imituojamas skrandZzio skystis

IZS — imituojamas plonosios Zarnos skystis

KKN — kalcio kazeinatas

LPM — lieso pieno milteliai

MK — micelinis kazeinas

OFA — o—ftaldialdehidas

PBK — pieno baltymy koncentratas

TSC — trinatrio citratas



1. Ivadas

Pienas visada buvo svarbi zmogaus mitybos dalis, o pirmaisiais gyvenimo metais —
pagrindiné. Tai baltymy, riebaly ir angliavandeniy $altinis, kurio sudétyje taip pat yra mineraly bei
bioaktyviyjy junginiy. Daug mety j piena Zifiréta kaip j Zaliava, naudojama maisto pramongéje. Sis
poziiiris, be abejo, svarbus ir Siandien, tatiau pastaruoju metu pienas vertinamas kaip komponenty,
pasizyminciy unikaliomis savybémis, sistema. Pieno sudedamasias dalis siekama i$skirti, i§gryninti,
istirti funkcines savybes bei pritaikyti Siuolaikinio Zmogaus poreikiy tenkinimui. Nors mokslas apie
pieng ir jo komponentus pradéjo vystytis daugiau nei prieS Simtg mety, besikeiCiantis zZmoniy
poziiiris bei tobul¢jancios analizés technikos suteikia galimybe labiau jsigilinti | pieno komponenty
savybes.

IS visy pieno sudedamyjy daliy daugiausia mokslininky démesio sulaukia baltymai, tiriamos jy
funkcinés savybés bei pokyc€iai biologinése sistemose. Dazniausiai $ios dvi sritys nagrinéjamos
atskirai, taciau Siame projekte sickiama nustatyti rysj tarp pagrindinio pieno baltymo kazeino biivio
terpéje, sgveikos su Kkitais terpéje esanciais komponentais, funkciniy savybiy bei in vitro
virSkinamumo. Projekto rezultaty nauda — gilesnés zinios apie kazeino funkciniy savybiy pokycius,
priklausomai nuo jo buvio terpéje, bei galimybé pritaikyti Sias zinias, kuriant naujus maisto

produktus, atsizvelgiant | virSkinamuma.

Projekto tikslai:

1. jvertinti kazeino funkcines savybes, modifikuojant micelés struktiirg arba maiSant su kitais
pieno baltymais;
2. istirti kazeino in vitro virSkinamumo priklausomybe¢ nuo micelés struktiiros.

Projekto uzdaviniai:

1. nustatyti ir palyginti jvairiy pieno baltymy produkty bei jy miSiniy funkcines savybes;

2. nustatyti kazeino micelés demineralizacijos laipsnio jtaka kazeino funkcinéms savybéms;

3. nustatyti kazeino micelés demineralizacijos laipsnio jtaka kazeino virSkinamumui, imituojant
virskinimo salygas in vitro tyrimu;

4. palyginti pieno baltymy virSkinamumag, kai jie yra vandens tirpale ir adsorbuoti aliejus

vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje.



2. Literatiiros apzvalga
2.1. Kazeino micelés struktiira ir savybés

Pieno baltymus galima suskirstyti j dvi pagrindines frakcijas: kazeing ir iSriigy baltymus.
Kazeinas yra fosfoproteiny grupé, kuri gali biiti iSskiriama nuosédomis pieng riigstinant ir pasiekus
kazeino izoelektrinj taskg pH 4,6 arba paveikus fermentu reninu. Atskyrus riigSting arba fermenting
sutrauka pieno serume lieka iSrtigy baltymai. Kazeinas sudaro apie 80 % pieno baltymy, o iSrigy
baltymai — 20 %.

Kazeino frakcija yra nevienalyté, ja sudaro molekulés, tarpusavyje besiskiriancios molekuline
mase, aminorugS¢iy kiekiu bei seka, fosfato liekany skai¢iumi. Pagal Sias ir kitas savybes
i§skiriamas ag—, as—, f— ir k—kazeinas (Zr. 1 lent.). Sios frakcijos atitinkamai sudaro 38, 10, 35 ir

12 % viso karviy pieno kazeino [1].

1 lent. Kazeino frakcijy savybés [1]

Savybés Ols1 Os2 B K
Molekuliné masé 23612 25228 23980 19005
Aminortigs¢iy skaiéius 199 207 209 169
Koncentracija piene (g/l) | 12-15 3-4 9-11 2-4
Fosfato liekany skaiCius 8-9 10-13 4-5 1-2
Prolino liekany skaicius 17 10 35 20
pl 4,96 5,27 5,20 5,54

Kazeino molekuléms biidinga nevientisa antriné struktiira, dél Sios prieZasties jos pasiZzymi
dideliu lankstumu. Antrinés struktiiros formavimasi trikdo sglyginai didelis aminoriigsties prolino
kiekis (pavyzdziui, f—kazeine 35 1§ 209 aminorigsciy yra prolinas) [1]. Prolinas yra nepoliné
aminorugstis, todeél jjungta j peptiding granding nesudaro vandeniliniy rysiy, palaikanciy antring
struktlirg. Kazeing sudaranéios aminortigStys iSsidésto tokia seka, kad susidaro hidrofiliniai ir
hidrofobiniai regionai, svarbis erdvinés struktiiros formavimuisi.

Aminoriig8¢iy serino ir treonino Soningje grandingje yra hidroksigrupe, prie kurios gali
prisijungti fosfatas. Prijungty fosfato grupiy skai¢ius frakcijose yra nevienodas: os—Kazeine jy yra 8—
13, o k—kazeine tik 1-2. Pagal tai frakcijos yra apibiidinamos kaip jautrios (01—, 0sp— ir f—Kazeinas)
ir nejautrios (k—kazeinas) kalcio jony koncentracijos pokyciui. Esant 6 mM kalcio jony
koncentracijai, jautrios frakcijos tampa netirpiomis, iSkrenta nuosédomis dél besiformuojanéiy
kalcio fosfato tilteliy. Karviy piene kalcio jony koncentracija yra apie 30 mM, taciau jautriy frakcijy
nuosédos nesusidaro, todél daroma prielaida, kad x—kazeinas apsaugo os1—, as;— ir f—kazeing nuo
kalcio jony poveikio. Sis reiskinys pagrjstas koloidiniy daleliy, vadinamy kazeino miceliy,

formavimusi [1].



Kazeino micelés yra sferinés formos dalelés, kuriy skersmuo svyruoja nuo 50 iki 500 nm
(vidutini¥kai apie 120 nm), o masé¢ — nuo 10° iki 3-10° Da (vidutiniskai apie 10° Da). Miceliy
koncentracija karviy piene yra 10*-10" miceliy viename mililitre pieno. Viena nuo kitos $ios
dalelés nutolusios mazdaug 250 nm atstumu. Apie 94 % kazeino micelés sausosios masés sudaro
baltymai, o likusius 6 % — koloidinis kalcio fosfatas [1].

Kazeino micelés struktiirai aprasyti buvo pasiiilyti keli modeliai. Pagrindinés salygos, kurias
turi tenkinti micelés modelis yra Sios: 1) k—kazeinas turi iSsidéstyti tokiu biidu, kad apsaugoty osi—,
as;— ir P—kazeing nuo kalcio jony poveikio; 2) reninas turi specifiSkai ir greitai hidrolizuoti x—
kazeing; 3) kaitinant kazeing su iSriigy baltymais, p— ir k—kazeinas turi sudaryti disulfidiniais rysiais
stabilizuotus kompleksus [1, 2]. Pasalinus koloidinj kalcio fosfata, micelés dydis sumazéja iki 10°
Da, todél kalcio fosfato jtaka micelés struktiros palaikymui akivaizdi. Micelés taip pat suardomos
jas paveikus uréja, 35 % etanoliu (esant 70°C temperatiirai) arba pakei¢iant pH iki daugiau nei 9,
taciau $iais atvejais koloidinis kalcio fosfatas neiStirpsta, 0 tai rodo, kad micelés struktiirg taip pat
palaiko hidrofobinés sgveikos ir vandeniliai rysiai [1]. Atsizvelgiant i Sias sglygas, buvo pasitlyti
micelés struktiiros modeliai, kuriuos galima suskirstyti | tris kategorijas: dangalo—Serdies (angl.
coat—core), subvienety (submiceliy) (angl. subunit (sub-micelles)) ir vidinés struktaros (angl.
internal structure) [3].

Dangalo—serdies modeliui pasitilytos kelios variacijos. Vienos i§ jy atveju og— ir p—kazeino
monomerai, besijungdami ] mazos molekulinés masés kompleksus, sudaro Serdj, stabilizuotg kalcio
fosfatu. og— ir k—kazeinas taip pat formuoja kompleksus, kurie sudaro iSorinj sluoksnj (dangalg), k—
kazeinui orientuojantis j iSorg. Kitu atveju micelés Serdj sudaro tankiai susilanksciusios ag—kazeino
molekulés, prisijungusios prie ne taip tankiai i$sidésciusiy f—kazeino molekuliy (zr. 1 pav.). Micelés
pavirSius padengtas k—kazeinu, tac¢iau Siame modelyje, prieSingai nei aptartame pries tai, kalcio
fosfatas lokalizuotas tiek Serdyje, tieck dangale. Dar viena dangalo—Serdies modelio variacija yra
kazeino micelé, kurios Serdj sudaro ag—kazeino ir koloidinio kalcio fosfato karkasas, prie kurio
hidrofobine sgveika prisijjunges P—kazeinas. Micelés Serd] dengia o— ir k—kazeino kompleksy

sluoksnis, kuriame k—kazeino koncentracija salyginai didelé [3].
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1 pav. Kazeino micelés struktiira pagal dangalo—Serdies model;j [3]

Subvienety (submiceliy) modelyje daroma prielaida, kad micel¢ sudaryta i§ mazesniy daleliy —
submiceliy. Sio modelio variacijos taip pat yra kelios. Vienoje is jy teigiama, kad submiceliy vidiné
dalis sudaryta i§ as— ir p—kazeino polimery, o iSoriné dalis — i$ ag— ir k—kazeino kompleksy (zr. 2
pav. a). Submicelés yra stabilizuotos hidrofobine sgveika ir kalcio kazeinato rySiais, 0 tarpusavyje
submicelés yra sujungtos koloidiniu kalcio fosfatu. Kita teorija teigia, kad submiceléms buidinga
jvairi sudétis kazeino frakcijy atzvilgiu. Pagal tai submicelés skirstomos j sudarytas i§ og— ir
—kazeino ir sudarytas i§ og—, B— ir k—kazeino. Pastarosios i$sidésto micelés iSoréje, nukreipiant
k—kazeing | iSore, o ag— ir f—kazeing j viding dalj. Submicelés, sudarytos tik i§ ag— ir f—kazeino,
sutelktos micelés viduje. Si subvienety modelio variacija paremta hidrofobine ir hidrofiline saveika,
taciau kalcio fosfato jtaka néra aptarta. Labiausiai pripazjstama variacija yra kazeino micelé (zr. 2
pav. b), sudaryta i§ 12—15 nm skersmens sferiniy subvienety. Kiekvieno subvieneto sudétyje yra
20-25 kazeino molekulés, o jy struktiira stabilizuojama hidrofobine sgveika ir kalcio fosfato rysiais.
I$skiriami du submiceliy tipai: pirmasis, kai submicelés sudarytos i§ as— ir f—kazeino, ir antrasis, kai
submicele sudaro as— ir k—kazeinas. Pirmosios pasizymi hidrofobiskumu ir i§sidésto micelés viduje,
o antrosios, labiau hidrofilinés, micelés pavirSiuje. ISsikiSusi hidrofiliné dalis sukuria ,,plaukuota
sluoksnj* (angl. hairy layer), kuris trikdo tolimesn¢ submiceliy agregacijg dél erdvinio i$sidéstymo

ir elektrostatinés stimos jégy [3].
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2 pav. Kazeino micelés struktiira pagal subvienety (submiceliy) model;j [3]

Kazeino micelé, atitinkanti vidinés struktiiros modelj, susidaro vykstant p—kazeino
polimerizacijai. Prie linijinés struktiiros polimero nuosekliai jungiasi ag—kazeinas, o prie pastarojo —
k—kazeinas, kuris apriboja agregato dydj ir yra orientuotas j iSor¢. Koloidinis kalcio fosfatas
sujungia polimerus ir stabilizuoja micele. Kita pasiiilyta §io modelio variacija yra kazeino micelé,
apibiidinama kaip trimatis tinklas, pasizymintis geliui budinga struktira su jame esanciomis
koloidinio kalcio fosfato mikrogranulémis bei j iSor¢ iSsikiSan¢iomis xk—kazeino hidrofilinémis
dalimis, formuojan¢iomis ,,plaukuota sluoksnj“. Dvigubo rySio modelis priskiriamas vidinés
struktiiros modeliy kategorijai (zr. 3 pav.). Pasak $ios teorijos, baltymai kazeino micelése yra susieti
dviejy tipy rysiais — hidrofobine sgveika ir elektrostatine stiima. Hidrofobiné sgveika yra pagrindiné
jéga, lemianti kazeino miceliy formavimasi, o elektrostatiné sttima yra veiksnys, ribojantis agregaty
dydj. ag— ir B—kazeinas jungiasi hidrofobiniais rysiais. Prie fosfoserino liekany jungiasi kalcio jonai.
Tokiu biidu ne tik stabilizuojama micelés stuktiirg, bet ir mazinamos elektrostatinés stiimos jégos,
todél kazeino molekulés dar labiau suartéja. k—kazeinas, neturédamas pakankamai didelio fosfato
liekany skaiciaus, su kitomis frakcijomis sgveikauja tik hidrofobiniais rySiais. Taigi, kazeino micelg
stabilizuoja hidrofobiné sgveika bei rySiai, susidarantys tarp fosfoserino liekany ir kalcio jony, o

k—kazeinas apriboja kazeino micelés dydj. [3]

3 pav. Kazeino micelés strukttira pagal dvigubo rysio modelj [3]
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Kazeino micelés yra labai atsparios terminiam apdorojimui. Jos nesuyra kaitinant 140°C
temperattroje 15-20 minuciy ir esant pH 6,7. Micelés koaguliuoja tik esant aplinkos pokyciams,
pavyzdziui, sumazéjus pH dél laktozés skilimo | ragstis, kazeino defosforilinimo,
glikomakropeptido atskilimo nuo k—kazeino, iSriigy baltymy denatiiravimo ir sgveikos su kazeino
micelémis, tirpaus kalcio fosfato nusédimo ant kazeino micelés [4]. Pieng partigStinus iki ne maziau
kaip pH 5,5, koloidinis kalcio fosfatas istirpsta ir micelés praranda stabilumg, tadiau po to
pakoregavus pH verte iki pH 6,7, kazeino micelés sugrjzta j natyvinj buvj [1].

Kazeino micelés néra suardomos pieng centrifuguojant: susidariusi granulé nesunkiai
grazinama ] pradinj buiv] pamaisius. Micelés struktiiros nepraranda ir pramoninio homogenizavimo
metu. Jos iSlieka stabilios esant iki 200 mM kalcio jony koncentracijai 50°C temperatiiroje. Slégio
padidinimas iki 2-300 MPa lemia micelés didéjimg, taciau esant didesniam slégiui micelés dydis

sumazgja [5].

2.2. Kazeino produktai

Pagrindiniai kazeino produktai yra riigStinis ir fermentinis kazeinas. Jy gamyba atsispindi
pavadinimuose: riigstinis kazeinas gaminamas pariigStinus liesg pieng iki kazeino izoelektrinio tasko
pH 4,6, naudojant pieno, druskos arba sieros riigS§ti, o fermentinis kazeinas — pieng traukiant
fermentu reninu. Susidariusios sutraukos yra kelis kartus perplaunamos 45-60°C temperatiiros
vandeniu, centrifuguojamos ir dziovinamos 50-65°C temperatiiroje iki 12 % drégmés [6, 7]. Siais
buidais pagamintas kazeinas yra netirpus vandenyje.

Micelinis kazeinas yra tirpus vandenyje. Jis gaunamas atliekant lieso pieno mikrofiltracijg ir
diafiltracija, po to iSdziovinant purkStuvinéje dziovykloje. Kitas tirpus kazeino produktas —
kazeinatas. Tai yra kazeino druskos, gaunamos riigstinj kazeing neutralizavus natrio, kalio, kalcio
arba magnio hidroksidais bei i8dZiovinus purkstuvingje dziovykloje. Didziausiu tirpumu vandenyje
pasizymi natrio kazeinatas, sudarydamas klampy koloidin;j tirpala. Kalcio kazeinatas, palyginus su
natrio kazeinatu, maziau tirpus vandenyje, taciau jo tirpalai pasizymi mazZesne klampa. Kalio
kazeinato savybés panaSios j natrio kazeinato, o magnio kazeinato — j kalcio kazeinato [6].

Kiti produktai, kuriuose pagrinding baltymy dalj sudaro kazeinas, yra koprecipitatas, pieno
baltymy koncentratai ir izoliatai, pieno miltai ir lieso pieno miltai. Siuose produktuose, kaip ir piene,
80 % baltymy sudaro kazeinas, o likusius 20 % — iSrtigy baltymai. Koprecipitatai gaunami
pakaitinus liesg piena iki 85-95°C temperatiiros ir jj paveikus kalcio chloridu, o po to i§dZiovinant

purkstuvinéje dziovykloje. Koprecipitatams biidingas geras tirpumas vandenyje [7]. Pieno baltymy
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koncentratai ir izoliatai gaminami taikant ultrafiltracijg ir diafiltracijg bei retentantg iSdziovinant
purkstuvinéje dziovykloje. Pieno baltymy koncentracija pieno baltymy koncentratuose yra 36—85 %,
0 produktai, kuriuose baltymy koncentracija >85 %, vadinami pieno baltymy izoliatais [8]. Pieno

baltymy produkty cheminé sudétis pateikta 2—oje lentel¢je.

2 lent. Pieno baltymy produkty cheminé sudétis [6]

Produktas Baltqu Riebalu L_akt_ozés _Pal_enq D_rég_més
kiekis, % | kiekis, % | kiekis, % | kiekis, % | kiekis, %
Pieno baltymy koncentratas 56 56,0 1,2 30,0 8,0 4,8
Pieno baltymy koncentratas 70 70,0 1,2 16,8 7,6 4.2
Pieno baltymy koncentratas 80 80,0 15 5,8 7,4 4.8
Pieno baltymy izoliatas 90,0 2,0 1,0 2,0 4.3
Micelinis kazeinas 85,0 2,0 <0,5 8,0 5,0
Riigstinis kazeinas 85,2 2,0 <0,5 2,8 10,0
Fermentinis kazeinas 84,0 2,0 1,6 4,2 10,0
Koprecipitatas 89-94 15 15 45 50
Natrio kazeinatas 89,0 2,5 1,0 5,0 4,0
Kalcio kazeinatas 88,0 2,5 1,0 6,0 4,0

Tiesiog sukoncentruojant ir dZiovinant pieng arba liesg pieng, gaunami atitinkamai pieno arba
lieso pieno miltai. Palyginus Siuos produktus su pieno baltymy koncentratais pieno miltuose yra

daugiau laktozés (apie 50 %). Jie gerai tirpsta vandenyje [7].

2.3. Funkcinés savybés ir ju modifikavimo budai
2.3.1. Tirpumas

Dauguma pieno baltymy produkty yra gaminami milteliy pavidalu, todél norint juos efektyviai
panaudoti, visy pirma, reikia iStirpinti, kad susidaryty tikrasis tirpalas arba koloidiné dispersija.
Baltymy tirpumui jtaka daro jvairiis faktoriai: baltymy prigimtis ir struktira, tirpalo pH, joniné jéga,
tirpinimo temperattra, milteliy fizikinés ir cheminés savybés, sandéliavimo trukmé.

Priklausomai nuo vandens sgveikos su baltymais yra iSskiriamos kelios vandens risys.
Suristas vanduo prie baltymy molekuliy hidrofiliniy Soniniy grandiniy jungiasi vandeniliniais
rySiais. Jo kiekis priklauso nuo poliniy grupiy skai¢iaus bei erdvinés baltymo struktiiros, kuri
salygoja su vandeniu sgveikaujanciy grupiy fiziska pasiekiamuma, tai yra dél tam tikros molekulés
konformacijos dalis hidrofiliniy grupiy gali buiti uzmaskuotos molekulés viduje. Tiesiogiai su
baltymais sgveikaujancios vandens molekulés sudaro monosluoksnj, jos nedalyvauja cheminése
reakcijose, negali biti tirpikliu ir neuz$gla. Pavyzdziui, 100 g sauso kazeino vidutiniskai prisijungia
5,6 g vandens monosluoksnyje, o p—laktoglubulino — 6,7 g [9]. Monosluoksnj gaubia dar keletas

sluoksniy vandens molekuliy, kurios sgveikauja su polinémis funkcinémis grupémis, taciau ne taip
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stipriai, kaip esanc¢ios monosluoksnyje. Laivas vanduo néra chemiskai susijes su baltymais, todeél
molekulés gali laisvai judéti visame tirpalo turyje.

Terpés pH lemia baltymy tirpuma. Baltymy molekulés dél Soniniy grandiniy funkciniy grupiy
ir terminaliniy karboksi— bei aminogrupiy gebéjimo jonizuotis gali turéti teigiamg, neutraly arba
neigiamg kruvj, priklausantj nuo terpés pH. pH verté, kuriai esant baltymo molekulés bendras kriivis
yra lygus nuliui, vadinama izoelektriniu tasSku. Susilyginus teigiamy ir neigiamy kruviy kiekiui,
elektrostatinés stimos jégos pasidaro maziausios, todél izoelektriniame taSke baltymy molekulés
suartéja ir baltymai yra maziausiai tirpts. Kazeino izoelektrinis taskas yra pH 4,6. Tolstant nuo
izoelektrinio taSko baltymy molekulés jgyja kriuvj: teigiama, kai pH veté mazesné nei
izoelektriniame tagke, arba neigiama, kai pH veté didesné nei izoelektriniame taske. Siais atvejais
elektrostatinés stiimos jégos sustipréja, baltymy tirpumas padidéja.

Baltymy tirpuma taip pat lemia drusky koncentracija tirpale (tirpalo joniné jéga). Baltymy
molekulése yra poliniy grupiy, kurios sgveikauja tarpusavyje. Padidinus neutraliy drusky kiekj iki
tam tikros koncentracijos baltymy tirpumas didéja, nes druskos mazina elektrostatinés traukos jégas,
egzistuojandias tarp baltymy. Sis reidkinys vadinamas jsidymu. Toliau didinant tirpalo joning jéga,
stebimas baltymy tirpumo sumaZzéjimas — iSsiidymas, nes druskos hidratuojasi ir baltymams
pasiekiamo vandens kiekis sglyginai sumaz¢ja. Rehidratuojant pieno baltymy miltelius drusky
koncentracija tirpale priklauso nuo pradinio mineraly kiekio milteliuose arba papildomai pridedamy
drusky. Mineraly kiekis milteliuose susijgs su gamybos procesu: pieno baltymy koncentratuose,
kuriuose baltymy kiekis 40 %, bendras mineraly kiekis vidutiniSkai 1,5 karto didesnis nei pieno
baltymy koncentratuose, kuriuose baltymy kiekis 80 % [8]. Sis skirtumas susidaro dé¢l taikomos
diafiltracijos. Skirtingi mineralai nevienodais kiekiais paSalinami 1§ retentanto, pavyzdZiui, kalio
sumaz¢jimas yra labiau pastebimas nei kalcio, nes pastarasis yra susijunggs su kazeinu. Mineraly
kiekybe ir kokybe susiejus su pieno baltymy koncentraty tirpumu paaiskéjo, kad méginiai, turintys
mazesnj kalcio, magnio ir fosforo bei didesnj natrio kiekj, pasizyméjo geresniu tirpumu [8]. Siekiant
padidinti baltymy tirpumg pieno baltymy koncentraty gamybos metu kalcio jonai gali buti
pakeiCiami natrio jonais retentantg po ultrafiltracijos perleidZiant per jony mainy koloné¢le [10].
Tirpesni pieno baltymy koncentrato milteliai gaunami pridedant 50-150 mM natrio chlorido
diafiltracijos metu [11].

Padidinus tirpinimo temperatiirg iki 40-50°C pieno baltymy milteliai tirpsta geriau nei esant
kambario temperatiirai [12], nes tokiu budu yra skatinamas vandens molekuliy judéjimas j daleles

[13]. Taciau esant aukStesnei temperatiirai iSyra nekovalentiniai rySiai ir suardomi disulfidiniai

14



tilteliai, todél iSrtigy baltymai denatiiruoja, sgveikaudami tarpusavyje ir (arba) su kazeinu bei
sudarydami netirpias nuosédas. Be to, mazesnés baltymy koncentracijos milteliai yra tirpesni nei
didelés baltymy koncentracijos [8].

Pieno baltymy produkty tirpumui jtakg daro milteliy pavirSiaus ypatybés. Dalelés, turincios
lygy pavirsiy, tirpsta pras¢iau nei tos, kuriy pavirsSius grublétas. Tai gali buti paaiskinta tuo, kad
grubléty daleliy pavirSiaus plotas yra didesnis, todél ir sgveika su vandeniu yra intensyvesné.
Taikant tuos pacius dziovinimo parametrus pieno baltymy koncentrato gamybos metu dalelés
pasizymi lygiu pavirSiumi, o dziovinant liesg pieng — grublétu. Milteliy daleliy pavirSiaus ypatybés
taip pat susijusios su dZiovinimo temperatiira, pavyzdZiui, pasildzius org iki 77°C ir juo dZiovinant
sukoncentruotus pieno baltymus gaunamos lygaus pavirSiaus dalelés, o esant pradinei temperatiirai
178°C — grubléto [14]. Taikant sglyginai zema dZiovinimo temperatiirg kazeinas sukoncentruojamas
daleliy pavirSiuje. Esant aukStesnei dziovinimo temperatiirai kazeinas tolygiai pasiskirsto dalelés
taryje [15].

Pastebéta, kad ilgéjant sandéliavimo trukmei pieno baltymy koncentrato milteliy tirpumas
mazéja, o esant didesnei sandéliavimo temperatiirai gebéjimas tirpti prarandamas greic¢iau. Laikant
miltelius 20°C temperatiiroje tirpumas mazai pakinta per 60 pary, tadiau, esant sandéliavimo
temperatiirai 50°C per 10 pary tirpumas sumazéja iki 5 karty lyginant su pradiniu. Nepriklausomai
nuo sandéliavimo temperatiiros iSskiriamos trys tirpumo praradimo fazés: pirmoji, kai tirpumas
nekinta keleta pary (kuo didesné temperatiira, tuo Sis skai¢ius mazesnis), antroji, kai tirpumas
staigiai sumazéja, bei trecioji, kai pasiekus tirpumo minimumg jis i§lieka pastovus (apie 20 % nuo
pradinio tirpumo). Tirpumo sumaZzéjimas siejamas su gretimy kazeino molekuliy hidrofobine
sgveika. Kazeinui sgveikaujant tarpusavyje milteliy dalelé tarsi pasidengiama pluta, kuri veikia kaip
barjeras ir trikdo sgveikg su vandeniu. Antroji tirpumo praradimo fazé prasideda tik tuomet, kai
dalelés yra visiSkai padengiamos kazeino aglomeraty tinklu. Milteliy dalelés yra nevienodo dydzio,
kazeinas mazesniy daleliy pavirSiuje greiciau sudaro ,,pluta“, todél stebimas nuoseklus tirpumo
maz¢jimas. Kadangi kazeino ir iSrtigy baltymy kiekis pieno baltymuose yra 80 % ir 20 %
atitinkamai, tai ir minimalus tirpumas siejamas su iSriigy baltymais, kurie sandéliavimo metu

tirpumo nepraranda [13].
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2.3.2. Gebé¢jimas formuoti gelj

Maisto pramonéje svarbi baltymy savybé yra geb¢jimas sudaryti geli, dar vadinama
zelatinizacija. Gelis — nepertraukiama tridimensiné struktiira, kurios karkasg sudaro tarpusavyje
sgveikaujantys baltymai, ertmése sulaikydami skystaja faz¢ (dazniausiai vandenj su jame
istirpusiomis medZiagomis arba disperguotais riebaly rutuléliais). Zelatinizacija jvyksta dél poveikio
fermentais, terpés pH, joninés jégos ar temperatiiros pokyc¢io. Bendruoju atveju gelio susidaryma
galima suskirstyti | dvi fazes: pirmosios fazés metu baltymy molekulés iSsilankstydamos
denatiiruoja, o antrosios — denatiiravusios molekulés agreguojasi, sudarydamos tinklg. Kadangi
kazeinas ir iSriigy baltymai pasizymi skirtingomis savybémis, tai ir jy gelio susidarymo
mechanizmai skiriasi. Kazeinas yra reikalingas fermentinio ir ragstinio gelio susidarymui, o i$riigy
baltymy poky¢iai aktualiis susidarant geliui aukstoje temperatiiroje.

Paveikus pieng fermentu reninu, suardomas micelés pavirSiuje esancio k—kazeino peptidinis
rySys tarp 105 ir 106 aminortigs¢iy fenilalanino ir metionino, atpalaiduojant para—x—kazeing ir k—
kazeino glikomakropeptida. Sumazéjus kazeino micelés erdviniam stabilumui, atveriamos
hidrofobinés ir kalcio jony poveikiui jautrios zonos. Kazeino micelés tarpusavyje jungiasi per kalcio
fosfato tiltelius ir sudaro gelj. Gelis pradeda formuotis, kai atpalaiduojama 85-90 % xk—kazeino
glikomakropeptido [16, 17]. Sis skai¢ius vadinamas gelio susidarymo kritine verte [17]. Kritiné
verté pasiekiama nevienodu greiciu skirtingos kokybés ir kiekybés mineraly tirpaluose, pavyzdziui,
pieno baltymy koncentratg iStirpinus piene ir paveikus reninu, k—kazeinas skyla greiiau nei tuo
atveju, kai vietoj pieno naudojamas vanduo su pridétais kalcio jonais. Be to, pieno baltymy
koncentrato vandeniniame tirpale hidrolizé taip pat vyksta greiCiau nei vandeniniame tirpale su
pridétais kalcio jonais. Tai reiSkia, kad ne visas k—kazeinas pasiekiamas fermentams, tod¢l daroma
prielaida, kad dalis k—kazeino jsiterpia j kalcio kazeinato agregatus [17]. Svarbu paminéti, kad
tirpaly pH vertés buvo vienodos, todél hidrolizés greiciui jtakos skirtingy méginiy atzvilgiu neturéjo.
Vis délto daug reikSmingesné kalcio funkcija yra antrosios Zelatinizacijos fazés metu. Kai kalcio
chlorido koncentracija tirpale mazesné nei 2 mM, gelis nesusidaro, nepaisant to, kad k—kazeino
hidrolizé jvyko. Esant kalcio chlorido koncentracijai 400 mg/kg, miceliy agregacija prasideda
atpalaidavus 40 % x—kazeino glikomakropeptido. Kuo didesnis netirpaus, miceléje esancio kalcio
kiekis, tuo grei¢iau susidaro gelis, nes skatinamas kalcio fosfato tilteliy formavimasis tarp kazeino
miceliy. Tirpaus kalcio koncentracija reikSminga agregacijos pradzioje — tokiu biidu maZinamos
stimos jégos tarp miceliy [17]. Taip pat nustatyta, kad gelio susidaryma trikdo nemicelinis kazeinas,

nors fermenty aktyvumas nepakinta. Manoma, kad kazeinas sgveikauja su renino paveiktais
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baltymais, todél pakitus erdvinei strukttrai padidéja stamos jégos ir trikdoma agregacija [18]. Taigi,
nemicelinio kazeino poveikis gelio susidarymui yra neigiamas, o tirpaus ir netirpaus kalcio —
teigiamas.

Riigstinis kazeino gelis gaunamas sumazinus pieno pH iki kazeino izoelektrinio tasko, tai yra
pH 4,6. Artéjant prie izoelektrinio tasko kazeino micelés jungiasi | didesnius agregatus, o i$
pastaryjy formuojasi tridimensinis tinklas. Izoelektriniame taske susilyginus teigiamy ir neigiamy
kruviy skaiCiui, koloidinis kalcio fosfatas atskyla nuo micelés, suyra k—kazeino hidrofilinis
sluoksnis, todél stabilumg praradusios molekulés jungiasi tarpusavyje hidrofobine sgveika ir sudaro
gelj [19]. Iprastas pH mazinimo biidas yra laktozés rauginimas pienartigS§¢iy bakterijy kultiiromis,
susidarant pieno rugsciai. Taip pat pienas gali buti paveikiamas riigStinanciais agentais, pavyzdziui,
gliukono &-laktonu, kuris vandenyje virsta gliukurono ragstimi [20]. Naudojant rigstinancius
agentus iSvengiama galimy pienartig§¢iy bakterijy kultiry kokybés skirtumy, tai yra gamybos
procesas gali biiti lengviau kontroliuojamas.

Pieno baltymy tirpalg paveikus kar$¢iu gali susidaryti gelis, priklausomai nuo baltymy
sudéties, koncentracijos, kaitinimo temperatiiros ir trukmeés. Kadangi kazeinas yra termostabiliy
baltymy frakcija, geliui sudaryti reikalingi iSrGgy baltymai, ypa¢ P-laktoglobulinai, kurie
negrjztamai denatiiruoja aukStesnéje nei 70°C temperatiiroje [21]. Kaitinant i3riigy baltymy
molekulés iSsilanksto, prarasdamos treting ir antring konfigiiracijg bei atverdamos reaktingas
sulfhidrilo grupes. Joms reaguojant tarpusavyje susidaro disulfidiniai tilteliai tarp gretimy
molekuliy, todél sudaro dideli agregatai. Sulfhidrilo grupiy kiekis isrigy baltymuose didesnis nei
kazeine, taciau keletas jy yra kai kuriose kazeino frakcijose (os— ir x—kazeine) [1]. Dél Sio
priezasties kazeinas gali dalyvauti susidarant geliui dél poveikio kars¢iu. Gelis gaunamas Sildant 12—
20 % lieso pieno milteliy vandeninj tirpalg pridéjus drusky [22]. Esant didesnei milteliy
koncentracijai, gaunamas tvirtesnis gelis dél didesnio kiekio susidaranciy disulfidiniy rysiy. Kalcio
jonai taip pat skatina tvirtesnio pieno baltymy gelio susidarymg. ISrtigy baltymy koncentrato
vandeninio tirpalo gelis susidaro esant 7,5 % baltymy koncentracijai, kaitinant 100°C temperatiiroje
10 min ir esant pH 7. I8rtigy baltymy gelio savybés labai priklauso nuo terpés pH bei joninés jégos.
Kai pH verté mazesné uz 7, gaunamas standus gelis. Esant pH 9, isriigy baltymy zelatinizacijos
savybés pageréja, nes suyra disulfidiniai rysiai ir skatinamas molekulés iSsilankstymas, todél gelis
susidaro grei¢iau ir tam reikalinga Zemesné temperatira. Taciau didinant pH nuo 9 iki 11, gelio
tvirtumas maze¢ja, o Sildant vienodos pH vertés iSrigy baltymy tirpalus didéjant temperatiirai 80—

110°C ribose, buvo gautas tvirtesnis gelis [22]. Kai j iSrligy baltymy tirpalg pridedama druskos,

17



pavyzdziui, 0,2 M natrio chlorido, gelis pasizymi standumu. Pakeitus kalcio jonus natrio jonais,
gaunamas tvirtesnis gelis, taCiau zelatinizacija trunka ilgiau [22]. Susidarant geliui svarbu, kad
agregacija vykty léc¢iau nei molekuliy issilankstymas. Kai agregacija vyksta pakankamai létai,
gaunamas tvarkingos, nuoseklios struktiiros gelis, pasizymintis didesniu tvirtumu ir vandens

sulaikymo geba.

2.3.3. Gebéjimas putoti

Pieno baltymai svarbiis sudarant maisto putas, kurios gaminamos ] baltymy tirpala
inkorporuojant oro burbuliukus. Pieno baltymy molekulése yra hidrofiliniai ir hidrofobiniai regionai,
todél joms biidingos pavirSiaus aktyviy medziagy savybés. Kad susidaryty putos, baltymai turi biiti
tirplis, gebéti greitai migruoti tirpale ir orietuotis tarpfazyje taip, kad padengty oro burbuliuky
pavirsiy, sudarydami plévele. Hidrofiliniai molekulés regionai orientuojasi j vandens faze, o
hidrofobiniai — j oro. Tirpale baltymy hidrofobiniai regionai jprastai biina uzmaskuoti, taiau
veikiant tirpala mechaniskai, molekulés i§ dalies denatliruoja, issilanksto, atveria hidrofobinius
regionus, kurie orientuojasi oro burbuliuky kryptimi. Per daug intensyvus mechaninis poveikis gali
salygoti baltymy koaguliacijg ir taip sumazinti puty stabilumg. Didesne putojimo geba pasizymi tie
baltymai, kuriy molekulés greiciau iSsilanksto, tai yra jiems nebtidinga nuosekli antriné struktiira.
Pavyzdziui, B—kazeinas pasizymi netvarkinga konfigiiracija, sudaryta i§ tiesiy atkarpy, kilpy ir
atsikiSusio N-terminalinio molekulés galo, tode¢l tarpfazyje orientuojasi greiiau nei o—
laktalbuminas, globulinis baltymas, kuris denattiruoja ne taip intensyviai dél egzistuojanc¢iy vidiniy
kovalentiniy ry$iy [23]. Taciau stabilesnes putas sudaro antrinés ir tretinés konfigiiracijos baltymai,
nes mechaninio poveikio metu jie geba iSlaikyti didzigjg dalj savo struktiros, todél formuoja
tvirtesnes pléveles, palyginus su neapibréztos konfigiracijos baltymais [22]. Oro burbuliukus
gaubianti baltymy plévelé atskiria juos tarpusavyje dél vyraujanciy elektrostatiniy stimos jégy. Tarp
baltymais stabilizuoty oro burbuliuky yra plonas skysc¢ios ruozas. Tai dar vienas faktorius, lemiantis
puty stabilumg: mazos klampos skysciai, veikiami gravitacijos, i§ §io ruozo iSteka greifiau nei
didelés klampos. Kita vertus, klampesné vandeniné fazé trikdo baltymy migravima tarpfazio link,
putos formuojasi léciau. Atsiskiriant vandeninei fazei nuo oro, burbuliukai suartéja, plévele
suplonéja ir jvyksta koalescencija [22].

Putojimo gebai ir puty stabilumui jtakg daro tokie veiksniai kaip baltymy koncentracija,
tirpalo pH ir joniné jéga, pirminio terminio apdorojimo temperatiira bei temperatiira puty gamybos

metu [22, 24]. Liesame piene baltymy koncentracija (3 %) yra pakankama stabiliai putai sudaryti.
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Liesg pieng praskiedus 4 kartus, putojimo geba ir puty stabilumas nepakinta [24]. Naudojant lieso
pieno milteliy tirpala puty gamybai, pastebéta, kad didinant sausyjy medziagy kiekj tirpale, puty
tiris mazgja, o stabilumas — didéja [25]. Tai aiSkinama didesne tirpalo klampa, kuri salygoja
baltymy migravimo tarpfazio link trikdyma ir létesnj vandens fazés atsiskyrimg. Pavyzdziui, 5 %
baltymy koncentracijos lieso pieno milteliy tirpalo puty tiiris buvo didesnis nei tirpalo, kuriame
baltymy koncentracija buvo 10 % [26]. Putojimo geba ir puty stabilumas islieka nepakite, esant pH
67 [24]. Sumazinus pH iki 5,6, puty tiris padidéja, nes B—kazeinas disocijuoja nuo micelés ir
greiCiau padengia tarpfazj [27]. Esant pH 4,5-5,0, pieno putojimo geba yra maziausia, nes kazeinas
izoelektriniame taSke koaguliuoja [28]. Taciau kai kurie baltymai, pavyzdziui, o—laktalbuminas,
izoelektriniame taSke nekoaguliuoja, nes yra hidratuoti, ir sudaro patvariausias pléveles dél to, kad
baltymy tarpusavio saveika yra stipriausia. Kai pH verté yra didesné nei 7, puty taris iSlieka
pastovus, tadiau stabilumas padidéja. Tai siejama su daliniu kazeino micelés suyrimu ir klampos
did¢jimu [27]. Kazeino micelé taip pat gali biiti suardoma kei¢iant mineraly balansg: miceléje
esantis kalcis 1§ jos paSalinamas | tirpalg pridéjus citrato arba heksametafosfato jony,
etilendiamintetraacto raigsties. Siuo atveju padidéja nemicelinio kazeino kiekis tirpale ir jis grei¢iau
adsorbuojasi vandens ir oro saglyCio vietoje [24]. Padidinus tirpalo joning¢ jéga, putojimo geba
padidé¢ja, nes baltymai jsiidomi ir elektrostatinés stiimos jégos sumaz¢ja, plévelé susidaro greiciau
[22]. Temperatiiros jtaka putojimo gebai ir puty stabilumui gali biti nagrinéjama dviem aspektais —
pirminio terminio apdorojimo ir puty gamybos. Palyginus pasterizuoto pieno putojimg su ultra
aukSta temperatiira apdoroto pieno putojimu, Sie rodikliai tarpusavyje mazai skiriasi [29].
Priklausomai nuo pieno pH terminio apdorojimo metu iSrigy baltymai denattiruodami jungiasi su
kazeinu (pH 6,2-6,5) arba sudaro agromeratus pieno serume (pH 6,7-7,0) [30]. Pastarieji trikdo
baltymy plévelés formavimasi tarpfazyje, todél puty stabilumas mazéja [24]. Nustatyta, kad didinant
temperatlirg puty gamybos metu puty tiris didéja, nes aukStesné temperatiira lemia mazesn¢ pieno
klampa ir lengvesnj baltymy migravima bei adsorbcija tarpfazyje [30]. Stabiliausios putos
gaunamos, kai pieno temperatiira yra 45°C. Sis reiskinys siejamas su iSriigy baltymy erdvinés
konfigtiracijos iSsaugojimu (nepakankamu denatiiravimu) bei plévelés, sudarytos i§ kazeino,

formavimusi [30].

2.3.4. Emulsavimo savybés
Pieno baltymai stabilizuoja jvairias dispersines sistemas, tai yra ne tik putas, bet ir emulsijas.

Emulsijai sudaryti reikalingi trys komponentai: du vienas kitame netirpstantys skysciai (pavyzdziui,
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vanduo ir aliejus) bei medZiaga, pasizyminti pavirSiaus aktyvumu. Pastarosios savybes atitinka
pieno baltymai. Kaip ir puty stabilizavimo atveju, sudarant emulsijas svarbiis hidrofiliniai ir
hidrofobiniai baltymo molekulés regionai, atitinkamai besiorientuojantys | vandens ir aliejaus fazes.
Isskiriami du emulsijy tipai: aliejus vandenyje (a/v) ir vanduo aliejuje (v/a). Pienas yra a/v tipo
emulsija, kurioje riebaly rutuléliai, apgaubti i§ poliniy lipidy (fosfolipidy, sfingolipidy) ir minoriniy
baltymy (mucino, ksantino dehidrogenazés arba oksidazés, adipofilino, butirofilino) sudaryta
membrana [31], pasiskirst¢ vandens fazéje. Homogenizuojant pieng riebaly rutulélio pavirSiuje

adsorbuojasi ir kiti pieno baltymai — kazeinas ir iSrtgy baltymai (Zr. 4 pav.).

ISragy baltymai
/ Kazeino micelés
Membrana

Kazeino micelés fragmentai

4 pav. Homogenizuoto pieno riebaly rutulélis [23]

Baltymy adsorbcijos tarpfazyje pagrindiné varomoji jéga yra hidrofobiniy radikaly,
pakeicianciy vandens molekules faziy saly¢io zonoje, pasalinimas i§ vandens fazés. Adsorbcijg taip
pat skatina baltymy i$silankstymas del mechaninio poveikio ir natyvinés strukttiros persitvarkymas.
Siy procesy metu mazéja sistemos laisvoji energija ir tarpfaziné jtemptis [32]. Lankstiis baltymai,
turintys didesnj kiekj nepoliniy grupiy, yra efektyvesni tarpfazinés jtempties mazinimo atzvilgiu uz
baltymus, kuriems biidinga antrin¢ ir tretiné konfigliracija ir maZesnis nepoliniy grupiy skaicius
[33]. Pieno baltymai pavirSiaus aktyvumo mazéjimo tvarka iSsidésto taip: [—kazeinas,
monodispersinés kazeino micelés, serumo albuminas, a—laktalbuminas, as—kazeinas, k—kazeinas, —
laktoglobulinas [32]. Mazesnés molekulinés masés medziagos (pavyzdziui, peptidai) tarpfazio link
migruoja ir plévele sudaro grei¢iau, taciau emulsijos stabilumas néra uztikrinamas dél pavirSiaus
aktyviy medZziagy tarpusavio sgveikos stygiaus tarpfazyje, tai yra susidariusios plévelés néra
patvarios. Kazeinu arba lieso pieno milteliy baltymais stabilizuotose emulsijose gali vykti kazeino
proteolizé, kurig katalizuoja plazminas, todél susidarantys peptidai mazina emulsijos stabilumg [22].

Pagrindiniai parametrai, apibréziantys emulsiklio, $iuo atveju pieno baltymy, savybes yra
emulsavimo geba, emulsavimo aktyvumas ir emulsijos stabilumas. Emulsavimo geba yra

didziausias aliejaus kiekis, kuris gali biiti disperguojamas baltymy vandeniniame tirpale iki tol, kol
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jvyksta faziy inversija. Emulsavimo aktyvumas — Zinomos koncentracijos baltymy tipalo

stabilizuotas tarpfazio pavirSiaus plotas. Emulsavimo aktyvumas ireiskiamas m?/g. Emulsijos

stabilumas yra laiko trukmé, per kurig jvyksta faziy inversija [34]. Emulsijos stabilumas yra
salyginis — sakoma, kad emulsija yra stabili, jei faziy atsiskyrimas néra pastebimas produkto
galiojimo laikotarpiu. Emulsija praranda stabiluma d¢l fiziniy ir cheminiy veiksniy. Pastariesiems
priskiriami procesai, kuriy metu kinta emulsuoto riebaly rutulélio cheminé sudétis, pavyzdziui,
vyksta oksidacija ir hidrolizé [35]. Fizinis nestabilumas susij¢s su riebaly rutuléliy erdviniu
i§sidéstymu arba dydzio pasiskirstymu. Fizinio nestabilumo atvejai (zr. 5 pav.) yra flokuliacija,
koalescencija ir riebaly laseliy iSkilimas j emulsijos pavirSiy (angl. creaming). Pastarojo proceso
metu riebaly laSeliai dél gravitacijos ar centrifugavimo kyla | pavirSiy, taciau tarpusavyje
nesusijungia, jy dydis nepakinta. Koalescencija yra riebaly rutuléliy didéjimas dél baltymy plévelés
plongjimo ir rutuléliy jungimosi. Riebaly rutuléliy suartéjimas vadinamas flokuliacija [32]. Sie

reiskiniai gali vykti ir atskirai, ir kartu.

a) b) c)
5 pav. Emulsijy fizinio nestabilumo atvejai: a) riebaly laseliy iSkilimas |
emulsijos pavirsiy; b) flokuliacija; ¢) koalescencija [23]

Emulsijy stabilumas priklauso nuo daugelio faktoriy (tirpalo pH, joninés jégos, baltymy
koncentracijos ir kt.), kuriy poveikis analogiskas dujy vandenyje dispersinéms sistemoms (putoms).
Esant nepakankamai baltymy koncentracijai, emulsijos netrukus po homogenizacijos suyra, nes
aplink riebaly rutulélius nesusidaro vientisa baltymy plévelé [22, 32]. Kai tirpalo pH verté yra
artima baltymo izoelektriniam taskui, baltymy molekuliy tarpusavio sgveika yra stipriausia, todél ir
plévelé pasizymi patvarumu [22]. Vis délto kazeinas izoelektriniame taske koaguliuoja, tampa
netirpus ir yra prastas emulsiklis [23], taciau kei¢iant pH (riigStinant arba Sarminant) elektrostatinés
stimos jégos padidéja ir baltymy plévele padengti riebaly rutuléliai nesuartéja, emulsija islieka
stabili [32]. Padidinus tirpalo joning jéga, elektrostatinés stimos jégos bei emulsijos stabilumas

sumazéja [22]. Temperatiiros poveikis emulsijoms priklauso nuo jas stabilizuojanciy baltymy,
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pavyzdziui, kazeinu stabilizuotose emulsijose koalescencija nejvyksta jas pakaitinus iki 120°C
temperatiiros, o emulsijos, stabilizuotos lieso pieno milteliy baltymais (kazeinu ir iSrigy baltymais),
suyra arba sudaro gelj dél isriigy baltymy denatiiravimo, priklausomai nuo baltymy koncentracijos
[22]. Be minéty veiksniy emulsijos kokybei jtaka daro homogenizavimo jranga ir parinkti
parametrai (rotoriaus sukimosi greitis, homogenizavimo trukmeé ir temperatira).

Taigi, pieno baltymy funkcinés savybés, visy pirma, priklauso nuo cheminés sudéties, baltyma
sudaranc¢iy aminorigs¢iy kokybés ir kiekybés, nes biitent aminortig§¢iy Soniniy grandiniy funkcinés
grupés lemia geb¢jima dalyvauti tam tikrose reakcijose, molekulés iSsidéstyma erdvéje bei fizinj
patvarumg. Keiciant jvairius parametrus (pH, joning¢ jéga, temperatiirg ir kt.), Kinta baltymo

molekulés natyvinis biivis, todél modifikuojamos jo funkcinés savybés.

2.4. Kazeino biologiné verté

Pienas yra svarbi Zzmogaus mitybos dalis, o kiidikiy — pagrindiné. Pieno baltymai Zzmogaus
organizmui suteikia energija bei nepakei¢iamas aminortigstis, reikalingas kiino audiniy sintezei ir
regeneracijai. Siomis dienomis aktuali ne tik aminoriigi¢iy kokybé, bet ir pieno baltymy
virSkinamumas, susidarantys metabolitai, jy absorbcija ir poveikis Zmogaus organizmui. Baltymy
hidrolizés produktai — peptidai ir laisvos aminortigstys. Kai kurie peptidai pasizymi bioaktyvumu,
tai yra atlieka specifing funkcija organizme. Bioaktyviis peptidai gaminami kaip maisto papildai in
vitro bidu, taciau gali susidaryti in vivo Zmogaus organizme virS$kinimo metu. Pastarieji fiziologing
funkcija atlicka, kai yra absorbuojami vir§kinamajame trakte arba biuidami tiesiog jame [23].
Proteolitiniai fermentai Zmogaus organizme skirstomi ] endogeninius, gaminamus virSkinamojo
trakto organy, ir egzogeninius, kuriuos i$skiria Zarnyno mikroorganizmai [36]. Dél fermenty gausos
ir galimai skirtingos vir§kinimo eigos in Vivo proteolizés produktai gali skirtis, nepaisant to, kad
vir§kinamas tas pats substratas [23].

Bioaktyviesiems kazeino peptidams biidingos antihipertenzinés, antioksidacinés bei
imunomoduliatorinés savybés. [vairts kazeino frakcijy fragmentai yra angiotenzing konvertuojancio
fermento inhibitoriai. Sie peptidai trikdo angiotenzino I virsma angiotenzinu Il. Pastarasis skatina
kraujagysliy sieneliy susitraukimg ir kraujospiidZio didéjima, o tai susij¢ su Sirdies kraujagysliy
ligomis, todél kazeino bioaktyvieji peptidai svarbiis jy prevencijai [37]. Antioksidacinés peptidy
savybés grindZiamos jy gebéjimu neutralizuoti laisvuosius radikalus ir prisijungti metaly jonus.
Palyginus su nehidrolizuotais baltymais arba laisvomis aminoriigS§timis, bioaktyvieji peptidai

pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu. Tam tikros funkcinés grupés aktualios
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antioksidaciniam poveikiui, pavyzdziui, histidino imidazolo grupé gali prisijungti metalo jonus ir
neutralizuoti aktyvias deguonies formas, cisteino sulthidrilo grupé saveikauja su laisvaisiais
radikalais [23]. Laisvos aminortigStys néra lygiavertés kazeinui kaip antioksidacinés medziagos, o
tai reiSkia, kad antioksidaciniam poveikiui svarbi pirminé kazeino molekuliy strukttra [38]. Serino
fosforilintos lickanos, esancios kazeino sudétyje, bei jy budinga seka (—SerP—SerP—SerP—Glu-Glu)
yra efektyvi prisijungiant katijonus ir sudarant kompleksus su kalciu, gelezimi ir cinku. Oksidacinis
stresas organizme skatina Alzheimerio ligos, aterosklerozés, diabeto, vézio vystymasi, todél
antioksidacinés kazeino peptidy savybés gali buti taikomos S$iy ligy rizikos mazinimui [38].
Imunomoduliatoriniai peptidai veikia imuning sistemg, reguliuodami citokiny ir antikiiny sintezg. Jie
gaunami i§ ag—, P— ir x—kazeino frakcijy, veikiant proteolitiniais fermentais [36]. Bioaktyviy

kazeino peptidy pavyzdziai pateikti 3—oje lenteléje.

3 lent. Kazeino bioaktyviis peptidai [36—38]

Funkcija Fermentas l:rZT(ecli?g Fragmentas Peptido aminortigsciy seka
Tripsinas Olsy 194-199 Thr—Thr—Met-Pro—-Leu-Trp
Antihipertenziné Tripsinas B 177-183 Ala—Val-Pro-Tyr-Pro-GIn-Arg
Pepsinas Oy 89-95 Tyr—GIn-Lys—Phe—Pro-GIn-Tyr
Tripsinas B 169-176 Lys—Val-Leu—Pro—Val-Pro-Glu-Lys
Antioksidaciné Tripsinas B 98-105 Val-Lys-Glu-Ala—Met-Ala—Pro-Lys
Pepsinas Olsy 144-149 Tyr—Phe-Tyr—Pro-Glu-Leu
Pepsinas/ B 193-209 Tyr-GIn-GIn-Pro—-Val-Leu-Gly—Pro—
chimozinas Val-Arg—Gly-Pro—Phe—Pro—lle-lle-Val
Imunomoduliatoriné Tripsinas B 60-70 ;g:]__PSr:r__T_Zi_PrO_G ly—Pro-{le-Pro-
Tripsinas K 38-39 Tyr-Gly
Tripsinas K 17-21 Phe—Phe—Ser—Asp-Lys

Taigi, kazeino biologinei vertei svarbi ne tik kokybiné aminortigdéiy sudétis, bet ir jo
vir§kinamumas zmogaus organizme. Fermentai specifiskai veikia substrata, todél kazeino hidrolizés
intensyvumas priklauso nuo molekulés biivio maiste, tai yra pakitus erdvinei struktirai galimi
virSkinamumo poky¢iai. Tai reiskia, kad nuo kazeino biisenos priklauso susidarantys metabolitai ir

ju kiekis, o nuo pastaryjy — poveikis sveikatai.
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2.5. Kazeino virSkinamumui jtaka darantys faktoriai

Baltymy hidrolizé vyksta dalyvaujant biologiniams katalizatoriams fermentams. Kad vykty
fermentiné reakcija, yra reikalingas substratas, ji skaidantis fermentas bei tam tikros terpés salygos.
Baltymai virskinami skrandyje bei plonojoje Zarnoje. Skrandyje pagrindiné proteaz¢ yra pepsinas, o
plonojoje zarnoje — tripsinas ir chimotripsinas. Fermentai yra baltyminés medZziagos, todél jy
aktyvumas priklauso nuo terpés parametry, i§ kuriy svarbiausi temperattira, pH ir joniné jéga. Minéti
faktoriai daro jtaka fermety erdvinei konfigliracijai, o nuo to priklauso aktyviyjy centry, prie kuriy
jungiasi substratas, i1§sidéstymas ir galimyb¢ katalizuoti fermentine reakcija.

Fermentai pasizymi specifiSkumu — jie skaido tik tam tikrus substratus. SpecifiSkumas susijes
tiek su fermento, tiek su substrato savybémis, tai yra fermento ir substratos erdvinis i$sidéstymas
turi biti suderintas taip, kad pastarasis galéty jungtis prie fermento aktyviojo centro. Fermenty
specifiSkumo laipsnis gali skirtis. I§ Zmogaus proteaziy maziausiu specifiSkumu pasizymi pepsinas,
kuris skaido peptidinius rySius, esancius tarp jvairiy aminortgs$¢iy [39]. Didesnis specifiskumas
bidingas tripsinui. Sis fermentas katalizuoja peptidinio rysio, kuriuo sujungtas argininas arba
lizinas, skilimg. Chimotripsinas skatina baltymy hidroliz¢ peptidinio rysio, jungianc¢io aminorigstis,
kuriy sudétyje yra aromatinis ziedas, vietoje [39].

Fermentai yra baltymai, todél jie jautriis terpés pokyciams. Visy pirma, fermenty aktyvumas
priklauso nuo temperatiiros. Optimali temperatira fermentinéms reakcijoms, katalizuojamoms
7mogaus organizmo fermentais, vykti yra apie 37°C, tai yra lygi Zmogaus kiino temperatiirai.
Mazéjant temperatiirai, fermentiniy reakcijy greitis taip pat mazéja [40]. Daugeliui fermenty
biidinga ketvirtineé struktiira, tod¢l jie yra termolabiliis: fermentus paveikus auksta temperattira (78—
80°C), jie negrjiztamai denatiiruoja ir nebegali katalizuoti fermentinés reakcijos [39]. Fermenty
aktyvumui taip pat svarbus terpés pH. Jam kintant keiCiasi elektrostatiné saveika tarp fermentg
sudaranc¢iy subvienety. PavyzdZiui, elektrostatinei saveikai susilpnéjus, subvienetai gali disocijuoti
ir tokiu biidu prarasti aktyvuma, o elektrostatinei saveikai sustipréjus, subvienetai gali suartéti ir
uzmaskuoti aktyviuosius centrus. Terpéje esantys elektrolitai taip pat daro jtaka fermentinei veiklai.
Saveikaudami su iSor¢je esanciomis polinémis funkcinémis grupémis, jonai gali keisti molekuliy
kruvj. Pasikeitus kraviui, kinta erdviné konfigiiracija, o jos pokyciai gali lemti fermento aktyvumo
praradima [41].

Nors terpés parametry jtaka fermentams labai reikSminga, Zmogaus organizme jie yra
pastovis. Atsizvelgiant | tai aiSku, kad baltymy hidrolizés efektyvumas zmogaus organizme labiau

priklauso nuo substrato savybiy, o ne terpés parametry. Baltymy skaidymas prasideda skrandyje,

24



taciau substrato smulkinimas burnoje yra svarbus, nes kramtant maistg didéja jo pavirSiaus plotas,
taigi, ger¢ja fermento ir substrato salyCio galimybés, o tai skatina hidroliz¢. Skrandyje baltymai yra
veikiami druskos rigstimi (pH ~ 2), todél denatiruoja, atveria pries tai molekulés viduje
uzmaskuotus regionus. D¢l Sios priezasties pepsinas gali efektyviau skaidyti baltymus. Dazniausiai
baltymai j skrandj patenka jau denatirave maisto gaminimo metu, taikant terminj apdorojima,
mechaninj poveikj ar dél saveikos su kitais komponentais. Taciau kartais labiau denatiirave baltymai
gali buti virSkinami 1é¢iau, pavyzdziui, sterilizuoto pieno baltymy hidrolizé yra létesné nei
pasterizuoto pieno [42]. Baltymy skaidymas pepsinu yra svarbus tolimesnei hidrolizei plonojoje
zarnoje: kuo didesnis hidrolizés laipsnis pasiekiamas skrandzio fazés metu, tuo greiCiau vyksta
proteolizé, katalizuojama tripsino [43]. Skirtingos konfigiiracijos baltymai virSkinami nevienodai,
pavyzdziui, P-laktoglobulinas, kuriam budinga vientisa antriné struktiira, pepsinu in Vitro
vir§kinamas 1é¢iau nei f—kazeinas, kuriam vientisa antriné struktiira néra budinga [44]. Be to, Kiti
maisto komponentai gali daryti jtaka baltymy virSkinamumui: skaidulinés medziagos (kvieciy
sélenos, pektinas, ligninas) trikdé kazeino hidroliz¢ [45].

Taigi, nekeiciant hidrolizés salygy (temperatiiros, pH, joninés jégos, fermento aktyvumo ar
koncentracijos), jos eiga priklauso nuo substrato savybiy — pavirSiaus ploto, sgveikos su Kkitais

komponentais, denattiravimo laipsnio, tai yra faktoriy, susijusiy su erdviniu molekuliy i§sidéstymu.

2.6. Apibendrinimas

Pagrindinis pieno baltymas — kazeinas — sudarytas is os;—, osz—, p— ir k—kazeino molekuliy. Jos
tarpusavyje skiriasi aminorigi¢iy sudétimi, kiekiu bei seka. Sie i§ pirmo Zvilgsnio nedideli
skirtumai lemia esmines kazeino frakcijy savybes. Priklausomai nuo aminortig§¢iy serino ir treonino
kiekio molekuléje, kazeino frakcijos skirstomos j kalcio jonams jautrias (oas—, as;—, p—kazeinas) ir
nejautrias (k—kazeinas). Kalcio jony koncentracijos poky¢iui jautrios molekulés, esant kalcio jonams
aplinkoje, tarpusavyje jungiasi kalcio fosfato rySiais ir koaguliuoja. Piene kalcio jony koncentracija
pakankama vykti minétam procesui, taciau nuosédos nesiformuoja dél ypatingo kazeino molekuliy
i§sidéstymo: k—kazeinas apsaugo os;—, as— ir p—kazeing nuo kalcio jony poveikio, sudarant kazeino
micelei. Kazeino micelés funkcinés savybés skiriasi nuo atskiry kazeino frakcijy savybiy, o $ios néra
vienodos tarp skirtingy frakcijy.

Pieno baltymai maisto pramongje yra svarbiis funkciniai ingredientai. Kazeino molekulés
neturi vientisos antrinés struktiiros, tod¢él yra lanksCios ir termostabilios. Be to jas sudarancios

aminortgstys iSsidésto taip, kad susiformuoty hidrofiliniai ir hidrofobiniai regionai, o tai svarbu
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baltymy plévelés fromavimui puty ir emulsijy gamybos metu. Piene taip pat yra globuliniy iSrigy
baltymy, pasizyminiy termolabilumu ir létesne nei kazeino adsorbcija tarpfazyje. Kazeino
funkcinés savybés priklauso nuo terpés parametry bei sgveikos su joje esanciais komponentais.
Keic¢iant kazeino micelés struktiirg, funkcinés savybés taip pat kinta. Suardzius micele, | terpg
patenka kazeino monomerai, kuriems biidingos visai kitokios savybés nei miceliniam kazeinui.

Micelés struktiiros pokyciai gali buti reikSmingi ne tik funkcinéms savybéms, bet ir
virSkinamumui. Kadangi fermentai yra specifiski, tai baltymy erdvinés struktiiros pokyciai gali turéti
jtakos proteolizés efektyvumui.

Sio projekto tikslai — jvertinti kazeino funkcines savybes, modifikuojant micelés struktiirg arba
maisant su kitais pieno baltymais bei istirti kazeino in vitro virskinamumo priklausomybe nuo
micelés struktiiros. Siems tikslams pasiekti buvo suformuluoti projekto uzdaviniai: nustatyti ir
palyginti jvairiy pieno baltymy produkty bei jy miSiniy funkcines savybes, nustatyti kazeino micelés
demineralizacijos laipsnio jtaka kazeino funkcinéms savybéms, nustatyti kazeino micelés
demineralizacijos laipsnio jtaka kazeino virSkinamumui, imituojant virS$kinimo salygas in Vvitro
tyrimu, palyginti pieno baltymy virSkinamuma, kai jie yra vandens tirpale ir adsorbuoti a/v
tarpfazyje.
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3. Medziagos ir tyrimuy metodai
3.1. Medziagos

Micelinis kazeinas (MK), kuriame pagal gamintojo kokybés sertifikata yra 74 % baltymy, 6 %
angliavandeniy, 1,5 % riebaly, kalcio kazeinatas (KKN), kuriame pagal gamintojo kokybés
sertifikata yra 88 % baltymy, 0,2 % angliavandeniy, 1,2 % riebaly, ir pieno baltymy koncentratas
(PBK), kuriame pagal gamintojo kokybés sertifikatg yra 80 % baltymy, 5 % angliavandeniy, 1,5 %
riebaly, buvo pirkti i§ ,,MyProtein“ (Jungtiné Karalysté), lieso pieno milteliai (LPM) i$
,Marijampolés pieno konservy“ (Lietuva), kuriuose pagal gamintojo kokybés sertifikatg yra 34 %
baltymy, < 4 % drégmés, 50-54 % laktozés ir 4 % peleny, i$rigy baltymy izoliatas (IBI) Lacprodan
DI-9213 i§ ,,Arla Foods Ingredients Group* (Danija), kuriame pagal gamintojo kokybés sertifikatg
yra 88,5 % baltymy, < 6 % drégmés, 0,1 % laktozés, < 1 % riebaly. ,,Obeliy* rapsy aliejaus tieckéjas
»Rukola“ (Lietuva), sacharozés — ,,Nordic Sugar Kédainiai* (Lietuva). Naudoty analitinio grynumo
cheminiy reagenty gamintojai ,,Sigma—Aldrich* (JAV): NaOH, HCI, ur¢ja, KCl, KH,PO,4, NaHCO3,
NaCl, MgCly(H20)s, (NH4),COs, ,,Pefabloc® SC*, K,SO4 K,COs, CaCly2H,0, H,S04 H3BOs,
trishidroksi—-metilaminometanas, p—merkaptoetanolis, trifluoracto rugstis, acetonitrilas, Tris—Cl,
ditiotreitolis, trometamolis, natrio tetraboratas, o—ftaldialdehidas, hidroksipropilmetilceliuliozé, 3—
morfolino propano sulfoniné ragstis, etilendiamintetraacto rugsties dinatrio druskos dihidratas,
citrinos rugstis, acto rtigstis, natrio acetatas; ,,Merck KGaA* (Vokietija): glicinas, CaCly,, glicerolis;
»Reachem® (Slovakija): NaH,PO42H,0O, NaNs, trinatrio citratas, kalio citratas, trinatrio citrato
dihidratas; ,,Carl Roth* (Vokietija): natrio dodecilsulfatas. Fermentai kiauliy kasos pankreatinas ir
pepsinas i§ kiauliy skrandzio gleivinés gauti i§ ,,Sigma—Aldrich* (JAV). Tirpaly gamybai naudotas

distiliuotas vanduo arba ultra grynumo vanduo.

3.2. Méginiy ruoSimas

3.2.1. Pieno baltymy produkty funkciniy savybiy tyrimams skirty méginiy ruosSimas

Funkciniy savybiy tyrimams buvo naudojami vieno pieno baltymy produkto tirpalai arba
pagaminti maisant keliy pieno baltymy produkty tirpalus. Pirmuoju atveju méginiai buvo paruosti
tirpinant MK, KKN, PBK, IBI ir LPM distiliuotame vandenyje 50°C temperatiiros vandens voneléje
Grant JB Nova JBN5 20 min ir maisant. Buvo pagaminti 2 %, 3 % ir 8 % baltymy koncentracijos
tirpalai. MiSiniy gamybai, visy pirma, buvo paruostas 3,3 % baltymy koncentracijos LPM
vandeninis tirpalas (baltymy koncentracija atitinka baltymy kiekj zaliame piene), j kurj pridéta vieno
i§ baltymy produkty — MK, KKN, PBK, IBI arba LPM - tiek, kad baltymy koncentracija tirpale buty

27



8 % (baltymy i§ LPM ir baltymy i$ antrojo produkto santykis 3,3:4,7). Milteliai buvo tirpinami 50°C
temperatiiros vandens voneléje maisant 20 min. AnalogiSkai buvo pagaminti tirpalai, kuriuose
bendra baltymy koncentracija 1,2 % arba 2 %, 0 baltymy i§ LPM ir baltymy i§ antrojo produkto
santykis 3,3:4,7. Iki tyrimy tirpalai laikyti $aldytuve (4°C).

3.2.2. Demineralizuoty kazeino miceliy tirpaly funkciniy savybiy tyrimams skirty méginiy
ruoSimas

Kazeino demineralizavimas buvo atliktas, remiantis Lazzaro ir kt. aprasyta metodika [46],
naudojant dializés membrang. Siuo atveju donorinis (tiriamasis) tirpalas buvo MK tirpalas,
apdorotas trinatrio citratu (TSC), o akceptorinis tirpalas — NaH,PO,4-2H,0 (0,005 mol/kg) ir CaCl,
(0,005 mol/kg) tirpalas. Visi tirpalai buvo ruoSiami ultra grynumo vandenyje.

Donoriniy tirpaly ruosimas. I 8 % MK vandenin; tirpalg pridéta natrio azido (1,6 g’kg). MK
tirpalas laikytas 6 val. vandens voneléje su maisymo galimybe GFL 1092, esant 40°C temperatiirai ir
120 rpm. Po to tirpalas maiSytas 16 val. magnetine maiSykle Biosan MSH 300 kambario
temperatiiroje (18-20°C). ] MK tirpalg jpiltas skirtingas kiekis 0,85 M TSC tirpalo. Gauti du tirpalai:
MKZ1, kuriame TSC koncentracija 12 mmol/kg, ir MK2, kuriame TSC koncentracija 102 mmol/Kkg.
Toliau abiejy tirpaly apdorojimas buvo atlickamas taip pat. Tirpalai buvo maisyti 30 min magnetine
maiSykle 18-20°C temperatiiroje. Po 12 val. laikymo 3aldytuve (4°C) tirpaly pH pakoreguotas iki
pH 7, naudojant 1 M NaOH arba 1 M HCI. Taip diafiltravimui paruosti kazeino tirpalai buvo supilti
] celiuliozés membranos dializés vamzdelius D9652—100FT, kuriy vidinis skersmuo 33 mm, ir
patalpinti j akceptoriniu tirpalu uZpildyta talpa.

Akceptorinis tirpalas buvo ruoSiamas ultra grynumo vandenyje tirpinant NaH,PO4-2H,0
(0,005 mol/kg) ir CaCl, (0,005 mol/kg). Kazeino tirpaly diafiltravimg sudaré du etapai. Pirmasis
etapas truko 48 val., jo metu donorinio ir akceptorinio tirpaly tdriy santykis buvo 1:44. Pirmojo
etapo metu akceptorinis tirpalas buvo pakeistas 4 kartus, mazdaug kas 12 val. Antrasis etapas truko
15 val., donorinio ir akceptorinio tirpaly tiriy santykis buvo 1:11. Demineralizuoti méginiai dMK1

ir dMK2 iki tyrimy buvo laikomi $aldytuve (4°C) arba liofilizuoti.

3.2.3. Micelinio kazeino ir demineralizuoto kazeino méginiy ruo$imas imituojamame pieno
ultrafiltrate
MK, dMK1, dMK2 buvo tirpinami imituojamame pieno ultrafiltrate (IPUF), esant baltymy

koncentracijai 24 mg/ml. IPUF buvo pagamintas maisant 20 ml tirpalo A (distiliuotame vandenyje
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iStirpintos druskos: KH,PO,4 (79 g/l), kalio citratas (60 g/l), trinatrio citrato dihidratas (89,6 g/l),
K2SO4 (9 g/l)), 20 ml tirpalo B (distiliuotame vandenyje istirpintos druskos: K,COj3 (15 g/l), KCI (30
g/l)) ir 20 ml tirpalo C (distiliuotame vandenyje istirpintos druskos: CaCl,-2H,O (66 g/l),
MgCl,-6H20 (32,6 g/l)) su 940 ml distiliuoto vandens.

3.3. Tyrimo metodai
3.3.1. Baltymy produkty sudéties vertinimas

Baltymy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Meéginys (apie 1 g) buvo dedamas j kolbg, pilama 20 ml koncentruotos H,SO, ir dedama
katalizatoriaus tableté, sudaryta i§ K,SO4, CuSO4-5H,0, TiO,. Kolba buvo kaitinama krosneléje
Behrotest InKjel 635 M 90 min 400°C temperatiiroje, kol jos turinys tapo skaidrus, melsvai Zalsvo
atspalvio. Méginys buvo distiliuojamas distiliavimo aparate Behrotest Behr S3: | mineralizata
automatiskai jpiltas koncentruotas NaOH, distiliatas surinktas kolboje 3 % boro rugsties tirpale.
Distiliatas buvo titruojamas 0,1 N HCI, naudojant TaSiro indikatoriy, kol tirpalo spalva i§ zalios
pakito j violeting. Azoto kiekis (N) méginyje apskaiciuotas pagal formule:

— 14-n-(V1—V0) % (1)
1000m ' 7

¢ia: n — titravimui naudojamos HCI normaliné koncentracija, ekv/l, V; — HCI kiekis, sunaudotas
méginiui nutitruoti, ml, Vo — HCI kiekis, sunaudotas tu$¢iam méginiui nutitruoti, ml, m — méginio
mase, g.
Baltymy kiekis (B) milteliuose apskai¢iuojamas, jvertinus koeficientg 6,37, pagal formulg:
B=N-637,% (@)
¢ia: N — azoto kiekis meéginyje, %.
Baltymy kiekis nustatytas analizuojant du lygiagrecius bandinius, o rezultatai pateikiami kaip

dviejy matavimy vidurkis.

Kazeino frakciju nustatymas efektyvigja skysciy chromatografija

Meéginiai buvo sumaisyti su denatiiruojanciu buferiu, kurj sudaré 8 M S§lapalo, 165 mM Tris
buferio, 44 mM natrio citrato ir 0,3 % p—merkaptoetanolio, santykiu 1:5. Méginiai buvo filtruoti per
0,45 um pory dydZio celiuliozés membraninj filtrg Chromafil RC-45/25 ir analizuoti naudojant
Shimadzu Prominence chromatografing jrangg (Shimadzu Corp., Japonija) su diody matricos
detektoriumi ir automatiniu méginiy jvedimo jrenginiu, LC Solutions programing jrangg, atvirksciy
faziy kolon¢le Vydac 218TP C18 (pory dydis Sum 300A, 250x4,6mm, Grace Alltech, JAV). Buvo
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nustatytas bangos ilgis 220 nm, kolonélés temperatiira 35°C, tekéjimo greitis 1 ml/min. Judriosios
fazés binarinis gradientas buvo sudarytas i§ eliuento A 0,1 % trifluoracto riigsties vandenyje ir
eliuento B 0,07 % trifluoracto ragsties acetonitrile. Gradiento programa: 0-5 min izokratiné eliucija
4 % B, 5-15 min linijinis gradientas B nuo 4 iki 25 %, 15-29 min linijinis gradientas B nuo 25 iki
45 %, 29-32 min linijinis gradientas B nuo 45 iki 90 %, 32 — 35 min izokratiné eliucija 90 % B, 35—
40 min linijinis gradientas j pradines salygas 4 % B. Injekcijos taris 20 pl. Kazeino frakcijy
pasiskirstymas meéginiuose apskaiciuotas pagal piko plota, o kiekybiskai kazeino frakcijos jvertintos

remiantis gradavimo grafikais.

3.3.2. Baltymy produkty funkciniy savybiy nustatymas

Daleliy dydZio nustatymas

Daleliy dydis buvo nustatytas naudojant lazerio $viesos difrakcijos daleliy dydzio analizatoriy
MasterSizer 2000. Rezultatai gauti kaip daleliy dydzio pasiskirstymo grafikai bei D[3,2] (dalelés
skersmuo, apskaiciuotas jvertinus pavirSiaus plotg). Buvo taikytas daleliy refrakcijos indeksas 1,53,

0 vandens — 1,33. Daleliy dydis jvertintas atlikus tris lygiagrecius matavimus.

Termostabilumo priklausomybés nuo pH jvertinimas

Meéginiai (po 5 ml mégintuvélyje) buvo kaitinami aliejaus voneléje WiseBath WB6 140°C
temperatiiroje, kol mégintuveliy turinys koaguliuodavo. Termostabilumas apibréziamas laiko
trukme, reikalinga méginiui koaguliuoti. Bandymas atliktas tiriant du lygiagrecius meginius, o

rezultatai pateikti grafiskai vaizduojant koaguliavimo trukmeés priklausomybg¢ nuo pH.

Putojimo gebos ir puty stabilumo nustatymas

10 ml méginio buvo jpilta j graduota 50 ml tirio mégintuvélj, mai§yta maiSykle VWR VV3 5
min kambario temperatiiroje. Méginiy tiris buvo fiksuojamas iskart po mai§ymo, praéjus 5, 10 ir 30
min po mai§ymo. Putojimo geba (PG) apskaiciuojama pagal formule:

PG =27 100, %; 3)
Vi

0
¢ia: Vo — meéginio tlris prie§ maiSyma, ml, Vp — méginio tiiris iSkart po maiSymo, ml.

Puty stabilumas (PS) apskai¢iuojamas pagal formule:

ps =227 100, %; (4)

pr—Vo
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¢ia: Vo — méginio tiris prie§ maiSyma, ml, Vy, — méginio tiiris iSkart po maiSymo, ml, Vyap — méginio
taris po 30 min po maiSymo, ml.

Buvo atlikti du lygiagretiis bandymai. Rezultatai pateikiami kaip dviejy matavimy vidurkis.

Emulsijy gravitacinio stabilumo jvertinimas

Emulsijos buvo gaminamos rapsy aliejy ir baltymy tirpalus maiSant santykiu 3:7, naudojant
homogenizatoriy T18 basic ULTRA-TURRAX (24000 rpm 5 min). Emulsijos buvo supiltos j
graduotus 30 ml tario mégintuvélius. Atsiskyrusios vandens fazés tiris buvo fiksuojamas 21 parg
kiekviena diena, esant kambario temperatiirai (18-20°C). Emulsijy gravitacinis stabilumas (ES)
apskaiciuojamas pagal formulg:

ES = 2214100, %; (5)

pr
¢ia: Vyang — atsiskyrusios vandens fazés tiiris, ml, Vp, — pradinis emulsijos tiiris, ml.
Emulsijy gravitaciniam stabilumui jvertinti buvo stebimi du lygiagretiis bandiniai, o rezultatai

pateikiami kaip dviejy matavimy vidurkis.

Emulsijy tarpfazio baltymy kiekybinis ir kokybinis jvertinimas

Emulsijos buvo gaminamos rapsy aliejy ir baltymy tirpalus maiSant santykiu 3:7, naudojant
homogenizatoriy T18 basic ULTRA-TURRAX (24000 rpm 5 min). 44 ml emulsijos buvo sumaisyta
su 5 g sacharozés 50 ml centrifugavimo mégintuvéliuose. Mégintuvéliai buvo centrifuguojami 20
min 200 g 4°C temperatiiroje centrifuga MPW-260 RH. Susidares riebaly sluoksnis buvo atskirtas.
Riebalai buvo perkelti j kita centrifugavimo mégintuvélj, disperguoti 15 ml 4 % natrio
dodecilsulfato tirpale. Méginiai buvo centrifuguojami 20 min 1500 g 4°C temperatiiroje. Tarpfazyje
neadsorbuoty baltymy kiekis buvo nustatytas vandens fazéje, susidariusioje po pirmojo
centrifugavimo, o adsorbuoty baltymy kiekis — po antrojo centrifugavimo. Baltymy kiekis buvo
nustatytas Kjeldalio metodu. Baltymy kiekis, padenges riebaly rutulélio pavirSiy, (Cpari)
apskaiciuojamas pagal formulg:

Mads

Coare = =g, mg/m’; (6)

¢ia: mygs — tarpfazyje adsorbuoty baltymy kiekis, mg, S, — emulsijos riebaly rutuléliy bendras
pavirsiaus plotas, m%.
Tarpfazyje adsorbuoty baltymy kiekis (Mags) apskai€iuojamas pagal formule:

Maas = Mpair * Yqas» MY; (7)

31



¢ia: Mpgr — baltymy kiekis emulsijoje, mg, %,4s — tarpfazyje adsorbuoty baltymy dalis.
Emulsijos riebaly rutuléliy bendras pavirsiaus plotas (Sp) apskai¢iuojamas pagal formule:

S, =S, % m?; (8)
¢ia: Sq — riebaly rutulélio pavirSiaus plotas, m? Va — riebaly tiris emulsijoje, m®, Vg — riebaly
rutulélio taris, m’.

Riebaly rutulélio pavirSiaus plotas (Sq) apskai¢iuojamas pagal formulg:

Sq=m-d?, m (9)
0 riebaly rutulélio taris (Vg) apskai¢iuojamas pagal formule:

Vg=z-m-d® m’ (10)
¢ia: d — riebaly rutulélio skersmuo, m.

Kazeino frakcijos tarpfazyje identifikuotos, taikant efektyvigjg skys¢iy chromatografijg pagal

anksciau apraSytg metoda.

3.3.3. Baltymuy vir§kinamumo nustatymas

Kazeino virskinamumo in vitro tyrimas

Virskinimo in vitro biidu procediira atlikta pagal literatiiroje pateiktg apra§yma [47]. Baltymy
virskinamumo tyrimui buvo pagaminti MK, dMK1, dMK2 vandeniniai tirpalai, kuriuose baltymy
koncentracija buvo 24 mg/ml, o LPM — 30 mg/ml. LPM pasirinkti kaip kontrolinis méginys.
Baltymy koncentracija méginiuose skiriasi, nes siekiama uZztikrinti, kad kazeino kiekis méginiuose
bty vienodas (LPM sudétyje 80 % baltymy yra kazeinas, 20 % — iSriigy baltymai). MK ir LPM
tirpalai ruosti 50°C temperatiiros vandens voneléje maisant 20 min, o dMK1 ir dMK2 tirpalai
Sildomi nebuvo.

In vitro virskinimg sudaré dvi fazés — skrandzio ir plonosios Zarnos. VirSkinimas seiliy
fermentais burnoje nebuvo atliekamas, nes Sioje fazéje virSkinami angliavandeniai, veikiant o—
amilazei, o tiriamuose méginiuose §io fermento substrato néra, be to, tyrimo tikslas yra jvertinti
baltymy virSkinamuma. PradZioje buvo paruosti Zinomo aktyvumo fermenty kiauliy skrandzio
gleivinés pepsino (aktyvumas 1716 U/mg) ir kiauliy kasos pankreatino (aktyvumas pagal tripsing
6,68 U/mg) tirpalai, fermentus sumaiSius atitinkamai su imituojamu skrandzio skys€iu (ISS) ir
imituojamu plonosios Zarnos skys¢iu (IZS). ISS sudaré vandenyje istirpinti komponentai: KCI (6,9
mmol/l), KH,PO, (0,9 mmol/l), NaHCO3 (25 mmol/l), NaCl (47,2 mmol/l), MgCl,(H,0)s (0,1
mmol/l), (NH4),CO3 (0,5 mmol/l). IZS sudaré vandenyje istirpinti komponentai: KCI (6,8 mmol/l),

KH,PO, (0,8 mmol/l), NaHCO3; (85 mmol/l), NaCl (38,4 mmol/l), MgCl,(H20)s (0,33 mmol/l).
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Fermenty koncentracija ISS arba IZS parenkama taip, kad sumai$ius su méginiu pepsino aktyvumas
buty 2000 U/ml, o pankreatino pagal tripsing — 100 U/ml.

Skrandzio fazés pradzioje | 5 mégintuvélius pilama po 1 ml méginio, 800 pl ISS su istirpintu
pepsinu ir 5 pl 0,3 M CaCl,. Naudojant 0,1 M HCI koreguojamas pH iki pH 3. Tuomet jpilama
distiliuoto vandens, kad méginio tiiris biity 2 ml. Méginiai sumaisomi maiSykle VELP Scientifica
ZX3. ] mégintuvélius jdedami magnetai. Mégintuvéliai dedami j 37°C temperatiiros vandens vonele
su imersiniu kaitinimo cirkuliatoriumi JULABO ir po vonele esanfia magnetine maiSykle IKA
Labortechnik RCT basic, kuri virSkinimo metu jjungiama. Po 60 min vir§kinimo iSimamas vienas
meégintuvélis, reakcija stabdoma j jj pilant 1 M NaHCOs3, kol pasiekamas pH 7, méginys nedelsiant
dedamas j 3aldiklj (-18°C) ir jame laikomas iki tyrimy. Like¢ 4 mégintuvéliai iSimami po 90 min
virskinimo, i§ kuriy viename reakcija stabdoma anks¢iau aprasytu budu, o kiti trys paruoSiami
virskinimui plonosios zarnos fazéje. | §iuos mégintuvélius pilama po 1600 ul IZS su jame istirpintu
pankreatinu ir 5 pl 0,3 M CaCl,. Naudojant 0,1 M NaOH koreguojamas pH iki pH 7. Tuomet
ipilama distiliuoto vandens, kad méginio turis biity 4 ml. Méginiai sumaiSomi maiSykle, dedami }
vandens vonele ir virSkinami tokiomis paciomis salygomis kaip ir skrandzio fazés metu.
Meégintuvéliai po vieng iSimami po 5, 30 ir 120 min virSkinimo, reakcija juose stabdoma pridéjus 5
mM proteinazés K inhibitoriaus ,,Pefabloc® SC, méginiai nedelsiant dedamas j $aldiklj (-18°C) ir

jame laikomi iki tyrimy. Buvo atlikti du lygiagretiis to paties méginio virSkinimai.

Natrio dodecilsulfato — poliakrilamido gelio elektroforeze

Méginiai, suvirSkinti in vitro biidu, bei nevirSkinti méginiai buvo praskiesti iki vienodos
kazeino koncentracijos (6 mg/ml) ir sumaisyti su méginio buferiu, sudarytu i§ 0,125 M Tris—Cl, 4 %
natrio dodecilsulfato, 20 % glicerolio, 2 % 2—merkaptoetanolio ir 31 mg/ml ditiotreitolio, santykiu
1:1. Emulsijos prie§ maiSyma su méginio buferiu buvo centrifuguotos 5 min 5000 g kambario
temperattroje centrifuga IEC Micromax, tyrimams naudota vandens fazé. Méginiai buvo kaitinami
5 min krosnelé¢je Thermolyne Type 17600 Dri-Bath 95°C temperatiiroje. Elektroforezé buvo
vykdoma naudojant Bio—Rad jranga (Bio—Rad Laboratories, JAV). Elektroforezés indas Bio—Rad
Mini-PROTEAN Tetra System buvo uzpildytas elektrody (tekéjimo) buferiu, sudarytu i§ 0,0025 M
trometamolio, 0,0192 M glicino, 0,01 % natrio dodecilsulfato. | elektroforezés inde patalpinto gelio
Mini-PROTEAN TGX Stain—Free Sulinélius buvo laginamas standartas Bio—Rad Precision Plus
Protein (5 ul) bei méginiai (10 ul). Elektroforezé buvo vykdoma apie 40 min, esant elektrinei

jtampai 200 V, naudojant maitinimo S$altinj Bio—Rad Power Pac Basic. Pasibaigus elektroforezei
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geliai buvo isimti i§ déklo, perplauti distiliuotu vandeniu ir nuskaityti geliy vaizduokliu Bio—Rad

Gel Doc EZ. Gelio paveikslas gautas naudojant programing jrangg Image Lab.

Baltymuy hidrolizés laipsnio nustatymas spektrofotometru

Suvirskinti bei nevirskinti méginiai buvo praskiesti 3 kartus, po to méginiai po skrandzio fazés
papildomai praskiesti 2 kartus, o po plonosios zarnos fazés — 5 kartus. Méginiai buvo sumaiSyti su
o—ftaldialdehido (OFA) buferiu, kurj sudaré 50 mM natrio tetraborato, 1 % natrio dodecilsulfato, 6
mM OFA, 28,5 mM p-merkaptoetanolio, santykiu 1:4 300 pl tdrio polipropileno 96 Sulinéliy
mikrolékstelése. Spektrofotometru SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, JAV) buvo iSmatuota
absorbcija, esant 340 nm bangos ilgiui. Rezultatai buvo pateikti leucino ekvivalentais, jvertinus
fermenty jtaka bei tus¢ig méginj (vanduo sumaisytas su OFA buferiu be OFA santykiu 1:4). Leucino
ekvivalentai apskaiCiuoti remiantis gradavimo grafiku. Taip pat apskaiciuotas hidrolizés laipsnis
(HL) pagal formulg:

HL =2%.100, %; (11)

ny
¢ia: Ny — hidrolizuoty peptidiniy rysiy skaicius, vnt., ny — peptidiniy rySiy skaicius pries hidrolize
(priimama, kad vidutiniskai n,=200, nes hidrolizuojamus baltymus sudaro baltymy, turinCiy
skirtingg kiekj aminoriig§¢iy, misinys), vnt.

Hidrolizuoty peptidiniy rysiy skai¢ius (np) apskaiciuotas pagal formule:
n, :l.(FLAh_M),%; (12)

€ Ch Cnh

&ia: ¢ — molinis absorbcijos koeficientas (¢=4412 M*cm™, apskaiGiuotas remiantis literatiira [48] ir
jvertinus analizuojamo tirpalo stulpo aukstj), M™cm™®, Fy, — hidrolizuoto meéginio skiedimo
koeficientas, jvertinantis papildoma skiedimg bei skiedimg sumaisSius su OFA buferiu, A, —
hidrolizuoto méginio absorbcija, C, — hidrolizuoto méginio moliné baltymy koncentracija po
pirmojo skiedimo (apskaiCiuota priémus, kad hidrolizuojamy baltymy molekuliné masé 20000
g/mol), M, F,, — nehidrolizuoto méginio skiedimo koeficientas, Ann — nehidrolizuoto méginio
absorbcija, Cyn — nehidrolizuoto méginio moliné baltymy koncentracija po pirmojo skiedimo, M.

Absorbcija 1Smatuota dviejy lygiagreciy virSkinimy metu gautuose méginiuose, i§ kiekvieno
paruoS$iant tris bandinius, tai yra, vieno virSkinimo vienas meéginys buvo tirtas trimis lygiagreciais
matavimais, o teoriSkai vienody méginiy skaiCius spektrofotometrinés analizés metu buvo Sesi.

Rezultatai pateikti kaip Sesiy matavimy vidurkis.
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Kapiliarine elektroforeze

Meéginiai buvo praskiesti iki vienodos kazeino koncentracijos (6 mg/ml) ir sumaiSyti su
méginio buferiu, sudarytu i§ 6 M S$lapalo, 0,83 mg/ml hidroksipropilmetilceliuliozés, 42 mM 3—
morfolino propano sulfoninés riigsties, 167 mM trometamolio, 67 mM etilendiamintetraacto riigsties
dinatrio druskos dihidrato ir 7,9 mg/ml ditiotreitolio, santykiu 2:3. Méginiai buvo sumaisyti
maisykle VELP Scientifica ZX3, 1 val. maiSomi orbitaline mai§ykle BOECO OS-10, esant 150
rpm, ir centrifuguoti 5 min 5000 g kambario temperataroje centrifuga IEC Micromax. Méginiai
filtruoti per 0,45 um pory dydzio polietersulfono membraninj filtrg (Millex, Airija). Méginiai buvo
analizuojami naudojant Agilent kapiliarinés elektroforezés jrangg (Agilent Technologies, JAV) bei
Agilent ChemStation programing jrangg (versija B.03.02(341)), suderinta su temperatiiros
reguliavimo jranga Minichiller (Huber, Vokietija). Atskyrimas buvo atliktas naudojant silikagelio
kapiliarg, kurio vidinis skersmuo 50 um, o ilgis 56 cm, esant 45°C temperatiirai ir linijiniam jtampos
gradientui nuo 0 iki 25 kV 0-3 min, 0 po to — pastoviai 25 kV jtampai. Méginiai injektuoti 20 s,
esant 34,5 mbar slégiui. Ultravioletiniy spinduliy detekcija buvo vykdoma, esant 214 nm bangos
ilgiui. Kapiliaras buvo plautas 5 min 0,1 M NaOH, po to 20 min teké&jimo buferiu, sudarytu i§ 6 M
Slapalo, 0,83 mg/ml hidroksipropilmetilceliuliozés, 20 mM natrio citrato, 0,19 M citrinos ragsties.

Rezultatai vaizduojami elektroferogramose.

Nekazeininio azoto kiekio nustatymas

Vandeniniai baltymy tirpalai (baltymy koncentracija 24 mg/ml) buvo pasildyti iki 35°C
temperatliros ir sumaiSyti su acetato buferiu, sudarytu i§ 0,67 % acto riigSties ir 0,067 M natrio
acetato, santykiu 2:3. Méginiy pH pakoreguotas 0,1 M HCI iki pH 4,6. Méginiai centrifuguoti 20
min 3000 g kambario temperattiroje. Azoto kiekis supernatante nustatytas Kjeldalio metodu.
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4. Rezultatai ir juy aptarimas
4.1. Baltymy produkty sudéties tyrimai

Pirmajame tyrimy etape buvo nustatyti tyrimams parinkty pieno baltymy produkty sudétis.
Kadangi tolimesniuose tyrimuose reikia ruosti pieno baltymy produkty tirpalus su Zinomu baltymy
Kiekiu, reikia Zinoti tiksly baltymy kiekj produktuose.

Nustatytas baltymy kiekis produktuose pagal bendra azoto kiekj pateiktas 4—oje lenteléje.
Gauti rezultatai mazai skyresi (iki 2 %) nuo nurodyty baltymy kiekiy gamintojy pateiktose produkty
specifikacijose, i§skyrus MK, kurio nustatytas baltymy kiekis buvo 7,5 % didesnis nei nurodytas
specifikacijoje.

4 lent. Baltymy kiekis pieno baltymy produktuose

Meéginys Baltymy kiekis, %
MK 81,50+ 0,75
KKN 89,90 + 0,89
PBK 79,16 + 0,84
IBI 89,70+ 0,30
LPM 33,80+ 0,97

Kadangi pieno baltymai gali zenkliai skirtis pagal atsikry kazeino frakcijy sudéti, svarbu Zinoti
ne tik bendra baltymy kiekj produkte, bet ir jy kokybine sudéti. Atlikus tyrima, buvo nustatyta,
kokig dalj kazeine sudaro skirtingos frakcijos (Zr. 5 lent.). Visuose méginiuose daugiausia buvo p—
kazeino (59,5-63,4 %), o maziausia — os,—kazeino (1,7-5,5 %). Pasiskirstymas tarp og—, osp—, p— ir

k—kazeino frakcijy vidutiniSkai buvo 24, 3, 61 ir 12 % atitinkamai.

5 lent. Kazeino frakcijy pasiskirstymas pieno baltymy produktuose

. Frakcijos Kiekis kazeine, %
Meéginys
(151 a’SZ B K
MK 26,7 2,8 59,5 11,1
KKN 26,3 2,8 63,4 7,4
PBK 27,2 1,7 61,5 9,6
LPM 16,2 5,5 60,3 18,0

Literattroje nurodyta, kad as;—, as;—, p— ir k—kazeino frakcijos karviy piene atitinkamai sudaro
38, 10, 35 ir 12 % viso karviy pieno kazeino [1], taciau kituose Saltiniuose teigiama, kad frakcijy
pasiskirstymas yra 20, 17, 38 ir 25 % atitinkamai [49]. Skirtinga frakcijy sudétis priklauso nuo

karviy veislés, jy $érimo biido ir sezono jtakos [50], todél jvairiuose méginiuose gali kisti.

36




4.2. Pieno baltymy produkty funkcinés savybés
Kazeino daleliy dydis

Buvo nustatytas kazeino daleliy dydis pieno baltymy produkty tirpaluose, priklausomai nuo
terminio tirpaly apdorojimo ir pH. Tuo tikslu pieno baltymy produkty vandeniniai tirpalai buvo
apdoroti termiskai 90°C temepartiiroje 1 min. Taip pat buvo keistas tirpaly pH nuo 6,2 iki 7,0.

IS 6-ame paveiksle pateikty grafiky, kuriuose pavaizduotas kazeino daleliy dydzio
pasiskirstymas, matyti, kad termiskai neapdorotas MK tirpalas buvo polidispersiné sistema, kurioje
vyravo 0,04—1 pum dalelés ir buvo 4-240 um dydzio daleliy. Pastaryjy nebuvo aptikta termiskai
apdorotame MK tirpale, dauguma daleliy buvo 0,05-0,4 pum. Terminis apdorojimas zenkliai
nepakeit¢ KKN daleliy dydzio pasiskirstymo, jos Siek tiek sumazéjo. PrieSingai KKN, termiskai
neapdoroto PBK tirpalo dalelés sumazéjo nuo 3—275 um iki 0,04-1,2 um. Tokia daleliy mazéjimo
tendencija, pastebima po terminio apdorojimo, gali biti susijusi su suteikiama Silumine energija,
kuri skatina daleliy rehidratavimagsi [51]. IBI atveju stebimas prieSingas procesas: po terminio
apdorojimo susidaro 20-2200 um dydzio aglomeratai, nes denatiirave iSriigy baltymai koaguliuoja.
Kazeinas, dominuojantis MK, KKN ir PBK, yra termostabiliy baltymy grupé, kuri pasirinktomis
terminio apdorojimo sglygomis nekoaguliuoja. Sig kazeino savybe lemia miceliné struktiira ir
hidrofilinis apvalkalélis, sudarytas i§ k—kazeino. TermiSkai neapdoroty LPM daleliy dydis buvo
0,04-1 pum. Siy daleliy kiekis po terminio apdorojimo sumaZzéjo, nes susidaré 2—120 pm dydzio
aglomeratai. Sj procesa lémé isrigy baltymy denatiiravimas ir saveika tarpusavyje bei su kazeino
molekulémis. Termiskai apdorotame PBK tirpale taip pat yra 15-55 um daleliy, kurios gal¢jo
susidaryti deél i8riigy baltymy cheminiy pokyc¢iy arba likti dél nepakankamos rehidratacijos.

Daleliy dydzio pasiskirstymui jtakos neturéjo tai, kad 1 méginius buvo pridéta LPM, tai yra
pieno baltymy produkty vandeniniy tirpaly ir miSiniy vandeniniy tirpaly daleliy pasiskirstymo
grafikai atrod¢ identiSkai. LPM smailés, vaizduojancios 0,05-1 pum daleles, galéjo persidengti
misSiniuose su MK, PBK ir IBI daleliy smailémis, taciau $io dydzio dalelés nebuvo uzfiksuotos KKN
tirpale. LPM ir KKN baltymy santykis tirpale 3,3:4,7 atitinkamai, todél KKN dalelés galéjo tapti
dominuojanciomis, o LPM daleliy analizatorius nenustaté. Tirpalo pH jtaka daleliy dydZiui buvo
ivairi priklausomai nuo produkto ir terminio apdorojimo (zr. 6 lent.). Termiskai nepadorotuose MK
tirpaluose, esant pH 6,2—6,4, 0,04-1 pum daleliy buvo daugiau nei 4-240 um daleliy, o kai pH 6,5—
7,0 — atvirksc¢iai. Pavyzdziui, esant pH 6,2, 0,2 um skersmens daleliy buvo 5,5 %, 0 40 um — 3 %, 0
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6 pav. Daleliy dydzio pasiskirstymas termiskai neapdorotuose (—) ir apdorotuose (--)
pieno baltymy produkty vandeniniuose tirpaluose (8%)

kai tirpalo pH buvo 6,9, 0,2 um skersmens daleliy buvo 3,25 %, 0 40 um — 3,8 %. Termiskai
apdoroto MK tirpalo daleliy pasiskirstymo grafikas buvo tapatus 6—ame paveiksle pavaizduotajam ir
nesikeitei, kintant pH. PrieSinga tendencija pastebima KKN tirpaluose: termiskai neapdoroti
méginiai pasizyméjo monodispersiSkumu (daleliy dydis 4-240 pm), nepriklausomai nuo pH, o
termiskai apdorotiems méginiams pH jtaka buvo reikSminga. Visy termiskai apdoroty KKN tirpaly
daleliy dydzio pasiskirstymo grafikuose yra dvi smailés, reprezentuojancios 0,04—1 um ir 1-160 um
daleles, iSskyrus tirpalg, kurio pH 6,9. Pastarajame vyrauja tik 1-160 pm dalelés, i$ jy daugiausia
(7,3 %) 105 um daleliy. Svarbu paminéti, kad Sio tirpalo pH koregavimui buvo sunaudotas
maziausias rugsties/Sarmo kiekis, kuris galimai buvo nepakankamas daleliy rehidratacijai skatinti.
Siuos skirtumus galéty paaiskinti skirtinga milteliy tirpinimo trukmé, tadiau tai neatitinka méginiy
ruosimo metodikos. Remiantis kity mokslininky atliktais tyrimais [52], KKN tirpaluose yra 0,1-2
pm ir 2-90 um dalelés. Pastaryjy kiekis mazéja ilgéjant tirpinimo trukmei, o mazesniy daleliy
susidaro daugiau. Taigi, siekiant, kad KKN tirpale susidaryty maZesnés nei 1 pm skersmens dalelés,

bitina optimizuoti tirpinimo procesg.
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6 lent. Pieno baltymy produkty vidutinis daleliy dydis (um), priklausomai nuo terminio apdorojimo
ir pH

Termiskai neapdoroti

Produktas pH

6,2 6,3 6,4 6,5 6,6 6,7 6,8 6,9 7,0

MK 0,2 0,3 0,3 0,4 0,5 0,1 0,4 0,5 0,3
+0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

KKN 31,3 34,9 31,8 33,0 35,4 33,3 32,6 34,8 39,0
+1,1 +15 +0,9 +1,0 +1,2 +1,1 +0,9 +0,6 +1,1

PBK 43,9 40,9 53,6 45,8 58,3 55,5 51,4 32,5 38,2
+21 +272 +28 +25 +2,6 +1,8 +24 +14 +19

IBI 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
+0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

LPM 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

+0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

TermiSkai apdoroti

Produktas pH
6,2 6,3 6,4 6,5 6,6 6,7 6,8 6,9 7,0
MK 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
+0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0
KKN 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 99,1 0,2
+0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,9 +0,0
PBK 124,3 63,2 72,1 55,6 23,4 0,2 0,1 0,1 0,1

+8,9 +3,0 +1,9 +7,3 +2,7 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

376,3 393,4 428,4 352,5 390,9 416,0 308,1 199,0 0,2

B 1166 | +282 | £247 | £91 | £156 | +128 | +83 | +440 | +00

63,3 55,6 50,4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1

LPM +37 | +04 | £34 | 00 | £00 | 00 | +00 | £00 | =00

Termiskai neapdorotuose PBK tirpaluose daleliy dydis buvo 5-210 um, daugiausia (8 %) buvo
50 pum daleliy. Siems méginiams pH poky¢iai jtakos neturéjo, tadiau méginius apdorojus termiskai
tarp skirtingo pH méginiy skirtumai akivaizdis. Nekoreguotas PBK tirpalo pH 6,8, kuriam esant ir
didé¢jant iki 7,0, tirpale buvo 0,04—1 pm dalelés. Sumazinus pH iki 6,7, pradéjo formuotis 2—240 um
dalelés, kuriy santykis su mazomis dalelémis (0,04—1 pum) i$silygino, pasiekus pH 6,6. Esant pH
6,2-6,5, tirpale liko tik 2-240 pum skersmens dalelés. PBK tirpalui analogiskas LPM atvejis, kai
méginiai yra termiSkai apdoroti. Esant pH 6,6-7,0, LPM tirpale yra 0,04-1 um dalelés. Kai pH 6,5,
pradeda formuotis 1,5-10 um dalelés. Sumazinus pH iki 6,4 Sios dalelés dominavo, 0,04—1 um
daleliy tirpale nebeliko. Esant pH 6,2—6,3 daleliy dydis buvo 3—720 um, i$ kuriy daugiausia (6,7 %)
40 pm skersmens daleliy. Kaip ir termiskai neapdorotiems PBK tirpalams, pH nedaré jtakos
termiSkai neapdoroty LPM daleliy dydZiui, taciau, prieSingai nei PBK, LPM tirpaluose vyravo 0,04—
1 um dydzio dalelés, i§ kuriy daugiausia (10 %) 0,14 um skersmens daleliy. Taigi, galima teigti, kad
milteliy gamybos biidas bei baltymy koncentracija produkte labai susijusi su rehidratacinémis

savybémis: didesnés baltymy koncentracijos milteliai pasizymi blogesniu tirpumu vandenyje [53].
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Nepriklausomai nuo pH poky¢io, termiskai neapdoroty IBI tirpaly daleliy dydis nekito (0,04—1 um).
Termiskai apdorotuose IBI tirpaluose Sio dydzio dalelés egzistavo tik esant pH 7,0. Mazéjant pH
dalelés did¢jo: i§ pradziy susidaré monodispersiné sistema (pH 6,9), kurioje vyravo 2—-720 um
dalelés, i§ jy daugiausia (5,2 %) 120 um skersmens, o pH pasiekus 6,8 ir toliau maz¢jant, daleliy,
kuriy dydis 10-160 um, kiekis taip pat mazéjo, susidarant 160-1100 um skersmens aglomeratams,
1§ kuriy daugiausia (10 %) 480 um daleliy. Apibendrinant pH jtakg daleliy dydziui, aisku, kad
termiSkai apdorotos dalelés yra jautresnés pH pokyc¢iams, jeigu milteliy sudétyje yra iSriigy baltymy,
pasizyminciy termolabilumu. Dél gautos Siluminés energijos molekulés denattiruoja, kei¢ia erdving
struktiirg, todél pH pokytis lemia ne tik iSoréje esanciy poliniy funkciniy grupiy kriivio kaita, bet ir
ty, kurios iki terminio apdorojimo buvo uzmaskuotos molekulés viduje. Kriivio pokyciai salygoja
molekuliy tarpusavio sgveika bei didesniy daleliy susidarymg. Tokia tendencija néra pastebima MK
ir KKN tirpaluose, nes Sie baltymai yra termostabiliis, o didesniy daleliy buvimas susijes su

rehidratacinémis savybémis.

Termostabilumas

Pieno baltymy produkty vandeniniy tirpaly termostabilumas, esant pH 6,2—7,0, pavaizduotas
7—ame paveiksle. Maziausiu termostabilumu pasizyméjo IBI tirpalas, nepriklausomai nuo pH.
Baltymai koaguliavo grei¢iau nei per 1 min, nes buvo suardyta antrin¢ konfigtiracija bei susidaré
nauji kovalentiniai ryS$iai tarp gretimy molekuliy sulthidrilo grupiy, tai yra susidaré disulfidiniai

rysiai.
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7 pav. Pieno baltymy produkty termostabilumo priklausomybé nuo pH: MK (......),
KKN (= =), PBK (—), IBI (— —) ir LPM (—)
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PBK ir LPM baltymy sudétis teoriSkai nesiskiria (80 % visy baltymy sudaro kazeinas, o 20 %
— iSrugy baltymai), todél pastebima tokia pati tendencija: tirpalai stabiliausi, esant nekoreguotam
arba mazai koreguotam pH (PBK tirpalo pradinis pH 6,81 bei termostabilumo maksimumas — 6,80,
0 LPM tirpalo — 6,57 ir 6,60 atitinkamai), o jj kei¢iant baltymai koaguliuoja grei¢iau. DidZiausias
termostabilumas stebimas tada, kai prie kazeino micelés pavirSiuje esancio k—kazeino disulfidiniu
ry$iu prisijungia iSrigy baltymas p-laktoglubulinas ir, tarsi, sudaro apvalkalg, tokiu budu
apsaugodamas micele nuo temperatiiros poveikio. Tesiant kaitinima, vyksta defosforilinimas,
susidaro nauji kovalentiniai rySiai, tod¢l micelés stabilumas prarandamas ir baltymai koaguliuoja
[54, 55]. Mazéjant pH, PBK ir LPM tirpalai koaguliavo grei¢iau. Su tuo susijusi B—laktoglubulino
savybé sujungti kalcio jonus: kuo pH mazZesnis uz pH, kuriam esant stebimas termostabilumo
maksimumas, tuo maziau kalcio jony sujungia f—laktoglubulinas, tuo daugiau jy lieka tirpale, todél
yra skatinama koaguliacija [54]. Termostabilumo maZzéjimas PBK ir LPM tirpaluose, kai pH
didesnis uz pH, kuriam esant tirpalai termostabiliausi, aiSkinamas tuo, kad k—kazeinas disocijuoja
nuo micelés, todél netenkama ,,apsauginio sluoksnio®, baltymai koaguliuoja [54]. MK ir KKN
tirpaly pradinés pH vertés buvo 6,79 ir 6,80 atitinkamai. Padidinus pH, méginiy termostabilumas
padidé¢jo, o mazinant pH — maz¢jo. Mazinant pH, elektrostatinés stimos jégos mazg¢ja, todél kazeino
micelés grei¢iau agreguojasi ir koaguliuoja. Be to, MK ir KKN tirpaluose nebuvo isriigy baltymy,

kurie yra labiau susij¢ su terminiu nestabilumu.

Putojimo savybés

Geros putojimo savybés budingos ty baltymy tirpalams, kurie geba greitai iSsilankstyti bei
padengti vandens ir oro sgly¢io vieta, o puty stabilumas susijgs su baltymy gebéjimu iSsilaikyti
tarpfazyje, sudarant patvarig plévele. Pieno baltymy produkty putojimo savybiy tyrimo rezultatai
pateikti 7—oje lenteléje. Didziausia putojimo geba pasizyméjo PBK (92,5 %), maziausia — IBI (47,5
%). MK ir KKN putojo geriau (77,5 %) negu LPM (70 %). Nors PBK ir LPM baltymy kokybiné
sudétis tokia pati, LPM sudétyje be baltymy dar yra laktozés, kuri tirpdama vandenyje didina
klampa, tod¢l putojimo geba sumazéja. Be to, PBK sudétyje yra emulsiklio sojy leticino, kuris
gal¢jo daryti jtakg bandymo rezultatams. Sojy leticino taip pat buvo MK ir KKN méginiuose, todel
Siuos meéginius galima palyginti su PBK, nepaisant leticino jtakos. Kazeino molekulés pasizymi
lankstumu, o isrtigy baltymams biidinga globulés forma. Globuliniams baltymams iSsilankstyti
reikalinga papildoma energija, todé¢l teoriSkai didesne putojimo geba turéty pasizyméti MK ir KKN

meéginiai nei PBK, tafiau gauti rezultatai yra prieSingi. Jdomu tai, kad j méginius pridé¢jus LPM,
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putojimo geba padidéjo. IBI atveju $is pokytis (IBI putojimo geba 47,5 %, IBI misinio — 132,5 %)
gali buti aiskinamas kazeino pridéjimu ir greita jo migracija tarpfazio link, taciau putojimo geba taip
pat padidéjo MK ir KKN atveju, kai kazeino kiekis méginyje salyginai sumaz¢jo. Kiti mokslininkai
taip pat pastebéjo, kad ] liesg pieng pridéjus iSriigy baltymy arba natrio kazeinato putojimo geba
padidéjo, nepriklausomai nuo to, kad vienu atveju kazeino ir iSriigy baltymy santykis sumazéjo, o

kitu — padidéjo [56].

7 lent. Pieno baltymy produkty putojimo geba ir puty stabilumas

Méginys Putojimo geba, % Puty stabilumas, %
MK 775+2,5 16,1 +£4,2
KKN 775+2,5 0,00+ 0,0
PBK 925+2,5 0,00+ 0,0
IBI 475425 78,9+1,1
LPM 70,0+£0,0 3,60+3,6
MK miSinys 85,0+4,1 11,8+2,5
KKN mi$inys 85,0+4,1 0,00+£0,0
PBK miSinys 82,56+3,1 3,00+2,7
IBI misinys 132,5+2,0 189+2.8
LPM miSinys 70,0+£0,0 3,50+2,9

Stabiliausias putas sudaré IBI (puty stabilumas 78,9 %) arba IBI miSinys (18,9 %). Antrine
iSrugy baltymy konfigtracijg stabilizuojantys vandeniliniai rySiai lemia patvaresnés plévelés
formavimasi, todél ir globuliniy baltymy tirpaly putos yra stabilesnés uz putas, kuriy tarpfazj sudaro
antrine struktiira nepasiZymintys baltymai (kazeinas). Sis désningumas apraSomas literatiiroje:
putos, kuriose dominuoja kazeinas, yra maziau stabilios uz putas, kurias stabilizuoja iSriigy baltymai

[57].

Emulsavimo savybés

Siame darbo etape baltymy emulsavimo savybés buvo jvertintos keliais rodikliais: emulsijy
riebaly rutulély dydziy, emulsijy gravitaciniu stabilumu laikymo metu bei baltymy kiekiu, kuris
geba adsorbuotis tarpfazyje a/v.

Pagaminus emulsijas a/v, kuriy vandenine faze sudaré pieno baltymy produkty vandeniniai
tirpalai (baltymy koncentracija 2 %) ir misiniy vandeniniai tirpalai (baltymy koncentracija 1,2 % ir 2
%), buvo nustatyta, kad visos jos — monodispersinés sistemos, tai yra riebaly rutuléliy dydis
pasiskirsté mazame regione. Vidutinis riebaly rutuléliy skersmuo DJ[3,2], nustatytas pagal pavirSiaus

plota, pateiktas 8—oje lenteléje.
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8 lent. Emulsijy, kuriy vandening faze sudaré¢ pieno baltymy produkty vandeniniai tirpalai, riebaly
rutuléliy dydis

Méginys D[3,2], esant tam tikrai baltymy koncentracijai vandeninéje fazéje, um
gy Baltymy koncentracija 1,2 % Baltymy koncentracija 2 %
MK — 8,0+0,10
KKN — 8,7+0,03
PBK — 9,0+0,02
IBI — 9,8+0,05
LPM — 8,1+ 0,02
MK miSinys 16,1 + 0,09 8,5+ 0,20
KKN misinys 16,5+ 0,25 9,3+0,02
PBK miSinys 20,3+ 0,01 8,4+0,01
IBI miSinys 20,2 + 0,07 10,0 = 0,02
LPM miSinys 20,6 £ 0,02 8,1+0,01

Daleliy dydis buvo nustatytas iSkart po emulsijy gamybos, tod¢l mazesnés dalelés rodo didesnj
pavir$iaus aktyviosios medziagos, $iuo atveju — baltymo, emulsavimo aktyvuma. Tai yra kuo
mazesnés dalelés, tuo didesnis bendras jy pavirSiaus plotas, tuo tarpfazj sudarantis baltymas yra
lankstesnis ir efektyviau padengia riebaly rutulélio pavir$iy. Maziausios dalelés (8,0 um) susidaré
emulsijoje, stabilizuotoje MK baltymais. IBI baltymais stabilizuotos emulsijos riebaly rutuléliai
buvo didziausi (9,8 pm). MiSiniuose MK ir KKN emulsijy daleliy dydZziai buvo maziausi (16,1-16,5
um), esant baltymy koncentracijai 1,2 %. Siek tiek didesnés dalelés (20,2—20,6 um) buvo nustatytos
PBK, IBI ir LPM baltymais stabilizuotose emulsijose (baltymy koncentracija 1,2 %). MK ir KKN
sudaro kazeinas, o PBK ir LPM yra iSriigy baltymy. Kazeino molekulés neturi konkrec€ios antrinés
struktiiros, todél veikiami mechaniSkai grei¢iau iSsilanksto ir adsorbuojasi tarpfazyje. ISrligy
baltymai yra globulés formos, jy konfigiiracijg stabilizuoja vandeniliniai rySiai, kuriems nutraukti
reikalinga energija. Taigi, esant tokioms pacioms energijos sgnaudoms, kazeino adsorbcija
tarpfazyje yra greitesné negu iSriigy baltymy. Dél Sios prieZasties IBI emulsijos riebaly rutuléliai
buvo didesni (IBl — 9,8 um, IBI misinio — 10,0 um) nei kity méginiy (8,0-9,3 um), kai baltymy
koncentracija buvo 2 %. Lyginant tais paciais baltymais stabilizuotas emulsijas, taciau skiriantis
baltymy koncentracijai, aiSku, kad esant didesnei koncentracijai baltymai gali padengti didesnj
pavir$iaus plota, todél gaunami maZesni riebaly rutuléliai. Padidinus baltymy koncentracijg nuo 1,2
% iki 2 %, riebaly rutuléliai sumazéjo 1,8-2,5 karto.

Emulsijy stabilumas, vertintas kaip atsiskyrusios vandens fazés dalis, pavaizduotas 8—ame
paveiksle. Visos emulsijos buvo nestabilios, nes jau po 1 paros daugiau nei 50 % vandeninés fazés
atsiskyré. Su tuo gali biiti susijusi nepakankama baltymy koncentracija (1,2 % vandeninéje fazéje).

Mokslininkams iStyrus baltymy koncentracijos ijtaka emulsijy stabilumui, buvo gauti jvairis
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rezultatai, priklausomai nuo produkto, pavyzdziui, tiriant tos pacios baltymy koncentracijos PBK,
didziausias emulsijy stabilumas buvo stebimas, esant 2—4 % arba daugiau nei 5 % baltymy [58].
Taigi, baltymy emulsavimo savybés priklauso ne tik jy koncentracijos, bet ir kity faktoriy (gamybos

budo, milteliy rehidrataciniy savybiy, mineraly kiekio bei kokybés ir pan.).
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8 pav. Emulsijy, stabilizuoty MK (......), KKN (-~ =), PBK (—),
IBl (— —) ir LPM (—) baltymais, gravitacinis stabilumas

MK ir KKN baltymais stabilizuotose emulsijose matomas stabilumo mazéjimas 2—4 paromis,
0 5—3j3 para emulsijos buvo visiSkai iSsisluoksniavusios. Emulsijy, kuriy sudétyje buvo PBK arba
IBI, stabilumas per 21 parg mazai kito: PBK atsiskyrusios vandens fazés dalis padidéjo nuo 56,6 %
iki 56,8 %, o IBI — nuo 55,5 % iki 56,9 %. LPM baltymais stabilizuotoje emulsijoje galima isskirti
dvi fazes: pirmaja, trukusia 12 pary nuo emulsijy pagaminimo, kurios metu atsiskyrusios vandens
fazés dalis nekito, ir antragja (12-21 para), kai buvo stebimas emulsijos stabilumo mazéjimas.
Emulsijy, kaip ir puty, stabilizavimui svarbi baltymy savybé sudaryti patvarig plévele, o su tuo
susijusi antriné struktiira. Méginiuose, stabilizuotuose PBK, IBI ir LPM, buvo i8riigy baltymy, todél
Siy emulsijy stabilumas didesnis nei emulsijy, stabilizuoty MK ir KKN baltymais, kuriems
nebudinga antriné struktiira. Emulsijos, kurios sudétyje buvo LPM, didéjantj nestabiluma po 12 pary
galima paaiSkinti mikrobine veikla, nes eksperimentas vykdytas ne aseptinémis sglygomis kambario
temperatiiroje (18-20°C). Vykstant baltymy hidrolizei, plévelé¢ suyra, aliejaus ir vandens fazés

atsiskiria.
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Baltymu adsorbsija tarpfazyje a/v

Nustacius skirtingag baltymy produkty ijtaka emulsijy faziy iSsisluoksniavimui, rezultaty
paaiskinimui reikéjo nustatyti, koks kiekis i§ vandens fazéje esanciy baltymy adsorbavosi a/v
tarpfazyje. Sio rodiklio nustatymo rezultatai pateikti 9-oje lentel¢je. Daugiausia baltymy
adsorbavosi LPM stabilizuoty emulsijy tarpfazyje (34,50 % visy méginyje esanciy baltymy), o
maziausia — IBI (12,98 %). Sie rezultatai rodo, kad LPM baltymai adsorbuojasi grei¢iau nei IBI
baltymai, esant parinktoms homogenizavimo salygoms. IBI baltymai yra globuliniai, o LPM jie
sudaro tik 20 % visy baltymy, o like 80 % baltymy (kazeinas) neturi antrinés struktiiros, todel yra
lankstesni ir grei¢iau adsorbuojasi vandens ir aliejaus sgly¢io vietoje. Kadangi tiek emulsijose, tiek
putose pagrindiniai komponentai yra hidrofiliné¢ ir hidrofobin¢ fazés bei pavirSiaus aktyvioji
medziaga, tai S$iy sistemy savybés yra panasios. Taigi, ty pafiy méginiy baltymy adsorbcija
tarpfazyje, nepriklausomai nuo to, ar hidrofobiné fazé buvo aliejus ar oras, vyko analogiskai: IBI
meéginiai pasizymeéjo tiek mazesne putojimo geba, tiek mazesniu emulsijos tarpfazyje adsorbuoty
baltymy kiekiu, palyginus su LPM arba tokios pacios baltymy sudéties PBK. Tai yra minéty
bandymy rezultatai tarpusavyje koreliuoja.

9 lent. Baltymy, adsorbuoty a/v tarpfazyje, kiekis, kai emulsijos buvo gamintos su skirtingais pieno

baltymy produktais
Méginys Tarpfazyje adsorbuoty baltymy kiekis, %

MK 25,07 + 0,47
KKN 22,27 + 0,59
PBK 27,27 +0,22
IBI 12,98 + 0,67
LPM 34,50 + 0,58
MK misinys 37,41 £ 0,35
KKN misinys 35,59 + 0,55
PBK miSinys 47,93+ 0,94
IBI miSinys 40,33 +£0,72
LPM miSinys 35,31+ 0,81

MK ir KKN meéginiuose dominavo kazeinas, taciau tarpfazyje adsorbavosi maziau baltymy
(25,07 % ir 22,27 % atitinkamai) nei PBK ir LPM méginiuose (27,27 % ir 34,50 % atitinkamai),
kuriy baltymuose kazeino buvo 80 %. Jdomu, kad analogiSki rezultatai gauti ir putojimo gebos
nustatymo tyrime. Tai reiSkia, kad ne vien baltymo lankstumas yra svarbus adsorbcijos greiciui, bet
ir jo saveika su Kkitais terp¢je esanciais baltymais. SumaiSius pieno baltymy produktus su LPM, buvo
nustatyta, kad visuose méginiuose tarpfazyje adsorbuoty baltymy kiekis padidéjo 1,5-3,1 Kkarto,
1$skyrus LPM, nes LPM yra tapatus LPM miSiniui, tod¢l Sie méginiai gali biiti naudojami kaip

kontroliniai. Tokia pati tendencija buvo pastebéta nustatant putojimo geba.
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Toliau buvo apskaiCiuotas riebaly rutulélio pavirSiy padengusiy baltymy kiekis emulsijoje.
Rezultatai pateikti 10—oje lenteléje. Didziausias riebaly rutulélio pavir$iy padengusiy baltymy kiekis
nustatytas emulsijose, stabilizuotose LPM baltymais (31,04 mg/m?), o maZiausias — 1Bl baltymais
stabilizuotose emulsijose (9,89 mg/m?). Didesnis riebaly rutulélio pavir§iy padengusiy baltymy
kiekis buvo PBK baltymais stabilizuotoje emulsijose (19,09 mg/m?) nei MK ir KKN (15,60 mg/m?
ir 15,07 mg/m? atitinkamai). Nepriklausomai nuo pagrindinio komponento, visuose misiniuose
riebaly rutulélio pavirSiy padengusiy baltymy kiekis padidéjo 1,7-3,2 karto (iSskyrus LPM),
palyginus su riebaly rutulélio pavir$iy padengusiy baltymy kiekiu emulsijose, kurios buvo
stabilizuotos atskiry pieno baltymy produkty baltymais. Didziausias skirtumas yra tarp IBI ir IBI
miSinio, kuriuose riebaly rutulélio pavirsiy padengusiy baltymy kiekis tarpfazyje 9,89 mg/m? ir
31,61 mg/m? atitinkamai.

10 lent. Riebaly rutulélio pavirSiy padengusiy baltymy kiekis, kai emulsijos buvo gamintos su
skirtingais pieno baltymy produktais

Méginys Riebaly rutulélio pavirsiy padengusiy baltymy kiekis, mg/m’
MK 15,60 + 0,55
KKN 15,07 £ 0,23
PBK 19,09 + 0,74
IBI 9,89 + 0,48
LPM 31,04 + 0,63
MK misinys 38,54 £ 0,59
KKN misinys 25,04 + 0,61
PBK miSinys 45,85+ 0,73
IBI miSinys 31,61 + 0,55
LPM miSinys 32,28 + 0,49

Apskaiéiuotas baltymy kiekis, padenggs riebaly rutulélio pavirsiy, yra didesnis nei nurodytas
literatliroje. PavyzdZiui, kiti autoriai nustaté, kad riebaly rutulélio pavir§iy padengusiy baltymy
kiekis emulsijose, stabilizuotose jvairiy PBK baltymais, buvo 1-14 mg/m? [58], o p—kazeino kiekis
riebaly rutulélio pavirsiuje buvo 2—3 mg/m? [59]. Ivairiy bandymy salygos (baltymy koncentracija
vandeningje fazéje, aliejaus ir vandeninés fazés santykis, emulsijy gamybos jranga bei temperattira)
skyrési, o nuo jy priklausé rezultatai.

Efektyviosios dujy chromatografijos rezultatai parodé¢, kad po pirmojo centrifugavimo visas
kazeinas buvo paSalintas nuo riebaly rutulélio pavirSiaus, nepriklausomai nuo meéginio. LPM
vandeninéje fazéje, gautoje po antrojo centrifugavimo, buvo identifikuotas tik p—laktoglobulinas.
Tai reiskia, kad pastarasis baltymas geriau adsorbuojasi tarpfazyje nei kazeinas. Sie rezultatai
nepriesStarauja literatliroje aprasomai teorijai, kad globuliniai baltymai sudaro patvaresnes pléveles

nei baltymai, kuriems nebiuidinga antriné struktiira (pavyzdziui, kazeinas) [60].
46



4.3. Micelinio kazeino demineralizacijos jtaka funkcinéms savybéms

Daugelis pieno baltymy funkciniy savybiy aiskinama pagrindinio baltymo — kazeino —
miceline struktiira ir jos ypatumais, todél Kitame tyrimy etape buvo siekiama i§ dalies suardyti
kazeino miceles, iStirpinant jy struktiirg palaikantj kalcj, ir nustatyti demineralizuoto kazeino
funkcines savybes. Micelinj kazeing apdorojus skirtingu TSC kiekiu, buvo gauti demineralizuoto
kazeino tirpalai su skirtingu demineralizavimo laipsniu — dMK1 ir dMK2, kurie buvo naudoti
tyrimuose. Kuo didesniu TSC kiekiu paveikiamos kazeino micelés, tuo daugiau kalcio i§ jy
pasalinama. Kadangi kalcio fosfatas jungia kazeino molekules, tai jj pasalinus molekuliy tarpusavio
rysiai susilpnéja, o kazeino monomerai gali disocijuoti nuo micelés ir patekti j terpe. Taigi, dIMK 1
atveju terpéje dalis molekuliy yra disocijavusios nuo micelés, o dMK?2 tirpale disocijavusiy

molekuliy kiekis yra didesnis nei dMK1 tirpale.

Demineralizuoto kazeino baltymuy kiekybinis jvertinimas

Visy pirma buvo jvertintas baltymy kiekis dMK1 ir dMK2 vandeniniuose tirpaluose bei
milteliuose. Rezultatai pateikti 11—oje lenteléje. Vandeniniuose dMK1 ir dMK2 tirpaluose, gautuose
po diafiltracijos, baltymy kiekis maZesnis nei prie§ diafiltracija (8 %). Sis sumazéjimas gali biti
paaiSkintas osmosinio slégio i$silyginimu abipus membranos, tai yra vanduo praskied¢ membranoje

esant] tirpala, todel baltymy kiekis salyginai sumazgjo.

11 lent. Baltymy kiekis demineralizuotame kazeine

Meéginys Baltymy kiekis, %
dMK1 (vandeninis tirpalas) 5,09 + 0,55
dMK2 (vandeninis tirpalas) 4,12 £0,69
dMK1 (milteliai) 86,26 + 0,99
dMK2 (milteliai) 80,36 + 0,45

Baltymy kiekis dMK1 yra didesnis nei dMK2, nors jy gamybai buvo taikyta ta pati procediira,
tac¢iau dMK2 gamybos metu buvo naudotas 8,5 karto didesnis TSC kiekis, taigi, jo koncentracija
membranos viduje buvo didesné, o tai 1émé intensyvesni vandens molekuliy verzimasi i

membranoje esantj tirpala.

Demineralizuoto kazeino daleliy dydis

Vandeniniy dMK1 ir dMK2 tirpaly, gauty po diafiltracijos, daleliy dydzio pasiskirstymas
pavaizduotas 9 paveiksle. Abiems méginiams budingos 5-210 um dalelés, kurios taip pat buvo

pastebétos MK vandeniniame tirpale. Jy buvimas susij¢s su nepakankama rehidratacija. Skirtumas

47




tarp dMK1 ir dMK2 yra tas, kad dauguma daleliy dMK1 yra sglyginai stambios (160—1500 um), 0
dMK2 — smulkios (0,06-0,7 um). Demineralizuojant kazeing, i§ micelés pasalinamas kalcis, todél
micelés struktiira destabilizuojama. Kuo daugiau | tirpalg pridedama TSC, tuo daugiau kalcio
pasalinama i§ micelés. Atsiskyrus k—kazeinui, hidrofobinés og—, os,— ir f—kazeino frakcijos gali
sgveikauti ir sudaryti didelius (160-1500 um) agregatus, kurie stabilizuojami likusiu kalcio fosfatu
ir hidrofobine sgveika. Padidinus TSC kiekj, likgs kalcis taip pat pasalinamas, todél hidrofobiniy
kazeino frakcijy agregatus stabilizuoti gali tik hidrofobiné sgveika.

Pasiskirstymas, %

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Daleliy dydis, um

9 pav. Kazeino demineralizavimo jtaka daleliy dydzio pasiskirstymui:
MK (...), dMK1 (—) ir dMK2 (--)

Vis délto paSalinus kalcj i§ micelés, kazeinas tirpale egzistuoja monomery ir kazeino
nanodaleliy pavidalu [61]. Agregaty suyrima gali lemti ne tik kalcio trikumas, bet ir fermento
plazmino poveikis: stabilios struktiiros neteke ir iSsidéstyma erdvéje pakeite baltymai dalyvauja
hidrolizés procesuose [62]. Gautus rezultatus taip pat galima paaiskinti, jei méginio paémimas buvo
netikslus, tai yra dideli agregatai gal¢jo ne tik egzistuoti AMK2 tirpale, bet ir nusésti ant indo dugno,

todeél analizuojamos buvo tik dispersinéje terpéje pasiskirs¢iusios dalelés.

Termostabilumas

IStyrus demineralizacijos jtakg termostabilumui, paaiskéjo, kad dMKI1 ir dMK2 tirpaluose
stebima tendencija analogiskai MK tirpalui (Zr. 10 pav.), tai yra didé¢jant pH, termostabilumas
did¢jo. MK termostabilumas buvo mazesnis uz abiejy meéginiy (dMK1 ir dMK2) termostabiluma, o
dMK2 buvo termostabilesnis nei dMK1. Praéjus 30 min nuo kaitinimo pradzios, daugiau nei pusé
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dMK2 meéginiy nebuvo koaguliave, todél analizés laikas pratgstas iki 60 min. Vis délto dMK2
méginai, kuriy pH buvo 6,8—7,0, nekoaguliavo.
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10 pav. Kazeino demineralizavimo jtaka termostabilumo priklausomybei nuo pH:
MK (...), dMK1 (=) ir dMK2 (--)

Kaip ir MK atveju, termostabilumo mazéjimas mazéjant pH dMK1 ir dMK2 méginiuose
susijes su mazéjancia elektrostatine stiima ir miceliy agregavimusi. Didesnj dMK2 stabiluma,
palyginus su dMKI1, lemia maZesnis koloidinio kalcio fosfato kiekis dél didesnio $io tirpalo
demineralizacijos laipsnio. Kalcio fosfato rySiai yra svarbiis baltymy koaguliavimui. Tokie patys

désningumai aprasomi literatiiroje [63, 64].

Putojimo savybés

Demineralizuoto kazeino putojimo geba ir puty stabilumas pateiktas 12—oje lenteléje. Méginio
dMK1 putojimo geba (25 %) buvo mazesné nei dMK2 (40 %), tac¢iau dMK1 sudaré stabilesnes
putas nei dMK2 (10 % ir 0 % atitinkamai). Demineralizuojant kazeing, monomerai disocijuoja nuo
micelés, todél grei¢iau pasiekia tarpfazj puty gamybos metu. Taigi, kuo daugiau kalcio paSalinta i$

micelés, tuo didesné putojimo geba [65].

12 lent. Kazeino demineralizavimo jtaka putojimo gebai ir puty stabilumui

Meéginys Putojimo geba, % Puty stabilumas, %
MK 77,5 (£ 2,5) 16,1 (£ 4.,2)
dMK1 25,0 (= 0,0) 10,0 (+2,0)
dMK2 40,0 (+ 0,0) 0,00 (+ 0,0)
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Vis délto disocijavus k—kazeinui, hidrofobinés frakcijos gali agreguotis, sudaryti nuosédas,
kurios nedalyvauja puty stabilizavime. D¢l Sios priezasties MK putojimo geba yra didesné nei
dMK1 ir dMK2. Be to, baltymy koncentracija MK (8 %) buvo didesné nei dMKL1 ir dMK2 (5,09 %
ir 4,12 % atitinkamai), o tai susij¢ su putojimo savybémis [57]. Neatsizvelgiant | baltymy
koncentracijos skirtumus bei frakcijy tirpumg, pastebima tendencija, kad mazéjant koloidinio kalcio
fosfato kiekiui, puty stabilumas taip pat mazéja: MK — 16,1 %, dMK1 — 10 %, dMK2 — 0 %. Kalcio
jonai reikSmingi micelés stabilizavimui. Kuo daugiau kalcio jony, tuo daugiau rysiy, lemianciy

plévelés patvaruma bei puty stabiluma.

Emulsavimo savybés

Emulsijose, pagamintose naudojant dMK1 ir dMK2 vandeninius tirpalus, kuriuose baltymy
koncentracija atitinkamai buvo 5,09 % ir 4,12 %, daleliy dydis buvo placiai pasiskirstes (zr. 11
pav.). Riebaly rutuléliai dMK1 emulsijoje buvo 1,7-830 pum dydzio, o dMK2 — 1,5-420 pm.
Pastarojoje emulsijoje daleliy dydZio moda buvo 25 pm, 0 dMK1 — 180 um. Sie rezultatai rodo, kad
pasalinus daugiau kalcio i§ micelés ja sudarantys baltymai grei¢iau adsorbuojasi tarpfazyje, nes

tarpusavyje néra sujungti kalcio fosfato rysiais ir tirpale egzistuoja kaip monomerai [46, 61].
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11 pav. Kazeino demineralizavimo jtaka daleliy dydZzio pasiskirstymui emulsijose, kuriy
stabilizavimui naudoti MK (...), dMK1 (=) ir dMK2 (--)
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Nors Sie désningumai pastebimi tarp dMK1 ir AMK2 emulsijy, palyginus su MK, pastarajame
meéginyje susidaré mazesni riebaly rutuléliai (8,5 um, esant baltymy koncentracijai 2 %). Taigi,
dMK1 ir dMK2 emulsijose nustatytos didelés dalelés (420—-830 pum) galéjo biiti tirpumg praradusiy
kazeino frakcijy agregatai.

Emulsijy, pagaminty naudojant dMK1 ir dMK2, stabilumas pavaizduotas 12—ame paveiksle.
Meéginiy stabilumas tyrimo metu nuosekliai mazéjo, staigaus stabilumo pokycio, kuris buvo
uzfiksuotas MK atveju, nebuvo. Palyginus emulsija, stabilizuota MK, su emulsijomis,
stabilizuotomis dMK1 arba dMK2, pastaryjy issisluoksniavimas jvyko ne taip greitai ir ne taip
intensyviai. Sis skirtumas gali bati susijes su skirtingomis baltymy koncentracijomis vandens fazéje:
MK - 1,2 %, dMK1 — 5,09 % ir dIMK2 — 4,12 %.

Atsiskyrusios vandens fazés kiekis emulsijoje, stabilizuotoje dMK1, per 21 parg padidéjo nuo
7,7 % iki 30,8 %, 0 dAMK2 — nuo 27,3 % iki 44,5 %. Taigi, dJMKI1 emulsija buvo stabilesné nei
dMK2. Daugiau koloidinio kalcio fosfato turintis dMK 1 sudar¢ patvaresne plévele nei AMK2. Tokie
désningumai aprasomi literatiroje ir aiSkinami elektrostatinés stimos maz¢jimu tarp kazeino
molekuliy dél susidaranciy rysiy tarp kalcio ir fosfoserino liekany [66]. Su emulsijy stabilumo
skirtumu gali biiti susijgs ir baltymy tirpumas: esant didesniam demineralizavimo laipsniui,
hidrofobinés frakcijos labiau agreguojasi, praranda tirpumg ir negali adsorbuotis tarpfazyje, todél

dMK2 emulsijos stabilumas maZesnis nei dMK1.
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12 pav. Kazeino demineralizavimo jtaka emulsijy, stabilizuoty MK (...),
dMK1 (—) ir dMK2 (--) baltymais, stabilumui
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Nors kalcio kiekis MK micelése buvo didziausias, emulsija, stabilizuota MK baltymais,
iSsisluoksniavo daug greiciau nei dMK1 ar dMK2 emulsijos, taciau koloidinio kalcio fosfato jtaka
emulsijy stabilumo skirtumui tarp S$iy méginiy vertinti sudétinga dél skirtingos baltymy

koncentracijos.

Demineralizuoto kazeino adsorbsija tarpfazyje a/v

Demineralizuotu kazeinu stabilizuoty emulsijy tarpfazyje adsorbuoty baltymy kiekis bei
riebaly rutulélio pavir$iy padengusiy baltymy kickis pateiktas 13-oje lenteléje. Emulsijos,
stabilizuotos dMK1, alv tarpfazyje adsorbavosi maziau baltymy (62,54 %) nei emulsijos,
stabilizuotos dMK2 (66,21 %). Didesnis micelés disagregavimo laipsnis lemia didesnj kazeino
monomery kiekj terpéje, kurie geba greiiau adsorbuotis tarpfazyje. Palyginus MK su
demineralizuotais méginiais, gauti rezultatai patvirtino, kad emulsavimo savybés pageréja, pasalinus
koloidinj kalcio fosfata. Siuo atveju hidrofobiniy kazeino frakcijy jtaka nebuvo pastebéta, kaip
putojimo gebos analizéje (MK putojo geriau nei dMKI1 ar dMK2). Tokius rezultatus galima
paaiskinti energijos sgnaudy skirtumu gaminant putas ir emulsijas: emulsijy gamyboje Slyties jéga

galéjo skatinti kazeino adsorbcijg tarpfazyje.

13 lent. Demineralizuoto kazeino adsorbsija tarpfazyje

Méginys Tarpfazyje adsorbuoty baltymy kiekis, % R1ebalqbz?;ﬁléokfealzfilsis;;gl;zrléizengus1q
MK 25,07 = 0,47 15,60 + 0,55
dMK1 62,54 + 0,54 1638,54 + 1,60
dMK2 66,21 + 0,66 772,96 + 0,99

Dide¢jant baltymy koncentracijai vandeningje fazéje, adsorbuoty baltymy kiekis taip pat didéja
[46]. Butent tai pastebima tirtuose méginiuose, juos lyginant su méginiais, apraSytais literatiiroje,
arba tarpusavyje, pavyzdziui, baltymy koncentracija dMK1 vandeningje fazéje 5,09 %, dMK2 —
4,09 %, 0 MK — 2 %, bei riebaly rutulélio pavirsiy padengusiy baltymy kiekis 1638,54 mg/m?,
772,96 mg/m? ir 15,60 mg/m? atitinkamai. Didelis riebaly rutulélio pavirSiy padengusiy baltymy
kiekis aiskinamas daugiasluoksniy struktiry formavimusi: i§ pradziy susiformuoja baltymy
monosluoksnis, prie kurio po to jungiasi kiti baltymai [23, 67]. Sio proceso varomoji jéga yra
baltymy molekuliy nepoliniy Soniniy grandiniy pasalinimas i§ vandeninés fazés [67]. Ypac didelis
riebaly rutulélio pavir§iy padengusiy baltymy kiekis dMK1 ir dMK2 atveju galéjo biti susije¢s Su
placiu daleliy dydzio pasiskirstymu, dél ko parinkti vidutinj daleliy skersmenj sudétinga.
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4.4. Micelinio kazeino demineralizacijos jtaka vir§kinamumui

Sio darbo etapo tikslas buvo jvertinti kazeino demineralizacijos jtaka jo virskinamumui. Buvo
atliktas micelinio kazeino bei demineralizuoto kazeino virSkinimas in vitro modelinéje sistemoje,
imituojandioje salygas dviejuose virskinamojo trakto etapuose — skrandZio ir Zarnyno. Siame
kazeino virSkinamumo tyrime lieso pieno milteliai buvo naudojami kaip kontrolinis méginys.
Baltymy virskinamumas buvo nustatytas periodiskai imant virSkinamy baltymy méginius (kaip
nurodyta 3.3.3.1. skyriuje) ir vertinant jy kokybinés sudéties pokycius geliy elektroforezés, laisvy
amino grupiy kiekj leucino ekvivalentais ir kapiliarinés elektroforezés metodu.

Geliy elektroforezés metu gautuose paveiksluose (zr. 13 pav.) pavaizduoti vandeniniy tirpaly
baltymai ir jy hidrolizés produktai jvairiy in vitro virSkinimo stadijy metu. Nevirskintame LPM
vandeniniame tirpale (zr. 13 pav. a) matomos os—, B— ir k—kazeino frakcijos, p—laktoglobulinas ir a—
laktalbuminas. Tai pagrindiniai pieno baltymai, juos identifikuoja ir kiti autoriai [68, 69]. Po 60 min
virskinimo skrandZio fazéje kazeinas buvo suskaidytas | mazesnés molekulinés masés junginius:
matomos blyskios juostos, reprezentuojancios 20-25 kD molekules bei molekules, mazesnes nei 10
kD. Sioje fazéje esantios ~ 60 kD molekulés yra fermentas pepsinas [70], kuris aktyviai skaidé
kazeing, taciau mazai veiké o—laktalbuming ir B—laktoglobuling. Pastarasis buvo suskaidytas per
pirmgsias 5 min virSkinimo plonosios zarnos fazéje, veikiant fermenty miSiniui pankreatinui.
Pankreating sudaré keletas fermenty, todél plonosios zarnos fazéje matomos ~ 75 kD, 25-35 kD
molekules reprezentuojancios juostos. Palyginus nevirskintg LPM vandenin;j tirpalg su MK (zr. 13
pav. b), pastarajame néra o—laktalboumino, o B-laktoglobulino juosta ne tokia ryski. Sie baltymai
pasalinami MK gamybos metu. Nevirskintame MK vandeniniame tirpale aiSkiai matomos kazeing
reprezentuojancios juostos. Kaip ir LPM atveju, virSkinant MK 60 min skrandzio fazéje, kazeinas
buvo suskaidytas j mazesnés molekulinés masés junginius. Skrandzio ir plonosios zarnos fazése taip

pat matomos biidingos pepsino ir pankreatino juostos.
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13 pav. Baltymai ir jy hidrolizés produktai jvairiose in vitro virskinimo stadijose LPM (a), MK (b),
dMKI1 (c¢) ir dMK2 (d) vandeniniuose tirpaluose; ¢ia: ST — standartas, NV — nevirSkintas méginys,
S60 ir S90 — skrandzio fazés méginiai, atitinkamai virskinti 60 ir 90 min, Z5, Z30 ir 2120 —
plonosios zarnos fazés méginiai, atitinkamai virSkinti 5, 30 ir 120 min, PN — pankreatinas, PE —
pepsinas, os—K, p—K, k—K — atitinkamai as—, p— ir k—kazeinas, p—Lg — p—laktoglobulinas, a—La — a—
laktalbuminas
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Demineralizavus kazeing, jo kiekis méginiuose mazéjo, didéjant demineralizavimo laipsniui,
nepriklausomai nuo to, kad baltymy kiekis meéginiuose buvo vienodas. Kazeino frakcijas
reprezentuojancios juostos nevirskintame dMK1 meginyje (zr. 13 pav. c) yra rySkesnés nei dMK2
(zr. 13 pav. d), ta¢iau labiau i$blyskusios nei MK. Siuos rezultatus galima pagristi tuo, kad suardzius
micele hidrofobinés frakcijos praranda tirpuma, sudaro nuosédas, todél stebimas jy kiekio
sumazéjimas. Palyginus nevirSkintg dMK1 méginj su dMK2, matyti, kad demineralizavimui
jautresnis ir galimai labiau prarades tirpumg yra p—kazeinas nei os—kazeinas, tai yra didéjant
demineralizavimo laipsniui, p—kazeing reprezentuojancios juostos rySkumas sumazéja daug labiau
nei vaizduojanc¢ios os—kazeing. Vandeniniy dMK1 ir dMK2 tirpaly skrandzio vir§kinimo fazése
matomos blySkios juostos, reprezentuojancios ~ 20 kD ir mazesnes nei 10 kD molekules,
susidarancias kazeino hidrolizés metu. Abiejy méginiy skrandzio ir plonosios zarnos fazése taip pat
matomos budingos fermenty juostos. Micelés disagregavimo jtaka virSkinamumui geliy
elektroforezés metodu vertinti sudétinga, nes susiduriama su tirpumo problema, o naudojami
fermentai yra labai aktyvis ir per greitai hidrolizuoja baltymus, kad buty galima uzfiksuoti
pokycius.

Hidrolizés jvertinimas laisvy amino grupiy kiekiu, iSreikstu leucino ekvivalentais, yra
naudingas, kai norima palyginti pieno baltymy virSkinamuma su kitos kilmés baltymy
virSkinamumu. Kadangi pieno baltymai yra placiai iSnagrinéti, Zinoma jy aminortigs¢iy sudétis bei
seka, molekuliné mas¢, tai virSkinamumag tiksliau galima jvertinti, apskaiciavus hidrolizés laipsnj

(HL). Baltymy hidrolizés jvertinimas leucino ekvivalentais ir HL pateiktas 14—ame paveiksle.
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14 pav. Baltymy hidrolizés jvertinimas leucino ekvivalentais (a) ir apskai¢iuotu HL (b) jvairiose in
vitro virskinimo stadijose LPM (—), MK (....), dMK1 (-~ =) ir dMK2 (—) vandeniniuose tirpaluose;
¢ia: NV — nevirskintas méginys, S60 ir S90 — skrandzio fazés méginiai, atitinkamai virskinti 60 ir 90
min, Z5, Z30 ir Z120 — plonosios zarnos fazés méginiai, atitinkamai virskinti 5, 30 ir 120 min
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Hidrolizé prasideda skrandzio fazéje (HL 1,3-5,8 %), o plonosios zarnos fazéje vyksta greitai
(HL 47,4-78,8 %). MK, dMK1 ir dMK2 buvo virSkinami geriau nei LPM visose vir§kinimo
stadijose. Nuo kity méginiy LPM skiriasi tuo, kad juose yra iSrigy baltymy. Be to, geliy
elektroforezés rezultatai parodé, kad p—laktoglobulinas sunkiai vir§kinamas skrandzio fazés metu.
Taigi, apibendrinus $iy dviejy bandymy rezultatus, galima teigti, kad kazeinas yra virSkinamas
greiiau nei iSriigy baltymai, o dé¢l létesnio pastaryjy virSkinimo gaunamas mazesnis LPM baltymy
HL, palyginus su kitais méginiais.

Micelés disagregavimas daro jtakg kazeino virSkinamumui. Vandeniniuose tirpaluose
virSkinamumas blogéjo, didéjant demineralizavimo laipsniui: geriausiai buvo virSkinamas MK
(galutinis HL 78,8 %), o dMK1 ir dMK2 hidrolizé vyko ne taip intensyviai (galutiniai HL 73,7 % ir
71,5 % atitinkamai). Fermentinés reakcijos priklausomos nuo fermento bei substrato erdvinés
strukturos, tai yra ne tik fermente turi egzistuoti aktyvieji centrai, prie kuriy jungiasi substratas, bet
ir substrato erdvinis i$sidéstymas turi buti palankus fermento—substrato komplekso susidarymui
[71]. Vykstant kazeino demineralizacijai, micelés struktiira keiciasi, disocijuojant monomerams.
Atsiskyrus k—kazeinui, hidrofobinés kazeino frakcijos patenka j vandening terpg, todél molekulés
skatinamos suartéti. Sie pokyéiai gali trikdyti fermenty veikla, kuri susijusi su mazesniu dMK1 ir
dMK?2 HL, palyginus su MK. Be to, pienas yra pagrindinis maisto medziagy Saltinis naujagimiams,
galimai d¢l Sios priezasties kazeino virSkinamumas geresnis biitent natyvin¢€je bisenoje, tai yra
tokios formos, kokj naujagimis gauna i§ motinos [72].

Siekiant nustatyti, kurios kazeino frakcijos yra lengviau virSkinamos, Siy frakcijy tyrimui
skirtinguose virSkinimo etapuose buvo pritaikyta kapiliariné elektroforeze. Nevirskinty MK, dMK1
ir dMK2 méginiy elektroferogramose (duomenys nepateikiami), remiantis literatira [73], buvo
identifikuotos aso—, 0s1—, os2—, Pp— (Al ir A2 variantai) ir k—kazeino frakcijos. Nevirskintame LPM
méginyje be minéty baltymy taip pat buvo o—laktalbumino ir B—laktoglobulino, o o ir as,—kazeino
frakcijos nebuvo aptiktos. Méginiy, gauty po 60 bei 90 min virSkinimo skrandZio fazéje,
elektroferogramose nebuvo nei kazeinui, nei iSriigy baltymams biidingy smailiy. Tai reiSkia, kad
baltymai buvo suskaidyti } maZesnés molekulinés masés junginius, kurie elektroferogramose buvo
matomi Kkaip didelis kiekis mazy smailiy jvairiais migracijos laikais. Sie rezultatai yra analogiski
rezultatams, gautiems geliy elektroforezés metu.

Kapiliaring elektroforeze pritaikius MK, dMK1 ir dMK2 vandeniniy tirpaly bei IPUF tirpaly
analizei, paaiSkéjo, kad baltymy tirpumas priklauso nuo tirpale esanciy jony. MK, dMK1 ir dMK2

vandeniniy tirpaly elektroferogramoje (zr. 15 pav. a) matomos biidingos kazeino frakcijy smailés.
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Biidingos kazeino frakcijy smailés taip pat pastebimos IPUF tiraply elektroferogramoje (zr. 15
pav. b). Nors vandeniniai ir [IPUF méginiai buvo ruosti analogiskai, tai yra baltymy koncentracija
juose buvo vienoda, ty paciy frakcijy kiekiai vandeniniuose tirpaluose buvo daug mazesni nei IPUF
tirpaluose. Pavyzdziui, ag—kazeino MK vandeniniame tirpale buvo 2.2 karto maziau nei IPUF
tirpale. Taigi, terpéje sudarius pienui biidingg elektrolity balansa, kazeino frakcijos tampa tirpesnés,
palyginus su jy tirpumu distiliuvotame vandenyje.

Nepriklausomai nuo to, ar milteliai buvo tirpinami distiliuotame vandenyje, ar IPUF, didéjant
demineralizavimo laipsniui, nustatyty kazeino frakcijy kiekis mazéjo. Vis délto koloidinio kalcio
fosfato kiekio mazéjimas nevienodai veikia skirtingas frakcijas: labiausiai sumazéja P—kazeing
iliustruojanc¢ios smailés, o as;—kazeing vaizduojanti smailé pakinta salyginai nedaug. Taikant geliy
elektroforeze, taip pat buvo pastebéta, kad demineralizavimas didesng jtakg daro f—kazeino tirpumui
nei as—kazeino. f—kazeino kiekio mazéjima, didéjant demineralizavimo laipsniui, galima sieti ne tik
Su tirpumo maze¢jimu, bet ir plazmino aktyvumu. Plazminas yra susijes su kazeino micele [74], o ja
suardzius patenka j terpg kartu su kazeino monomerais [75]. Tokiu budu kazeinas tampa labiau
pasiekiamas fermentui plazminui, katalizuojanc¢iam proteoliz¢ [75]. Literattiroje nurodoma, kad i§
visy kazeino frakcijy B—kazeinas yra labiausiai veikiamas plazmino [76, 77], todél Sios frakcijos
kiekio maz¢jimas stebimas, didéjant demineralizavimo laipsniui.

Kapiliarinés elektroforezés rezultatai patvirtino, kad beveik visas kazeinas yra suvirSkinamas
skrandzio fazés metu. Taikant kapiliaring elektroforezeg, taip pat buvo nustatyta, kad elektrolity
balansas svarbus kazeino frakcijy tirpumui, o skirtingy frakcijy tirpumas, esant jony kokybiniams ir
kiekybiniams pokyciams, kinta nevienodai. Micelés suardymas lemia plazmino bei kazeino
monomery patekimg | terpeg, todél skatinama jy proteolize.

Siekiant iSaiSkinti tam tikry kazeino frakcijy kiekio mazéjima nevirSkintuose méginiuose
didéjant demineralizavimo laipsniui, buvo nustatytas nekazeininio azoto kiekis, kuris pavaizduotas
16—ame paveiksle kaip dalis bendro azoto kiekio MK, dMK1 ir dMK2 milteliuose. Didéjant
demineralizavimo laipsniui, nekazeininio azoto kiekis didéjo. MK, dMK1 ir dMK2 milteliuose jo
atitinkamai buvo 1,07 %, 1,99 % ir 2,99 %, o tai sudaré 8,39 %, 14,75 % ir 23,70 % viso milteliuose

esandio azoto.
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Nekazeininio azoto kiekio didé¢jimg galé¢jo nulemti proteolitinio fermento plazmino
aktyvumas. Demineralizuojant kazeing ir jo monomerams patenkant j terpe, plazminas gali greiciau
sudaryti fermento—substrato kompleksg ir taip skatinti baltymy hidroliz¢ [75]. Plazmino aktyvumas
galéty biiti ginCytinas, jei pienas, naudojamas MK gamyboje, biity apdorotas ultra auksta
temperatiira, nes Siomis sglygomis plazminas denatiiruoja, taciau pieng pasterizuojant 72°C
temperattroje 15 sekundziy plazmino aktyvumas sumazg¢ja tik iki 10 % [78]. Proteoliz¢ taip pat gali
skatinti mikrobinés kilmés fermentai. Nors gaminant dMK1 ir dMK2 diafiltracija nebuvo vykdoma
aseptinémis sglygomis, buvo naudojamas natrio azidas, stabdantis mikrobing veiklg, todél baltymy
hidrolize labiau susijusi su plazminu, o ne mikrobinés kilmés fermentais.

Taigi, proteolizé intensyvéjo, did¢jant demineralizavimo laipsniui, o Siuos rezultatus susiejus
su kapiliarinés elektroforezés rezultatais galima teigti, kad didziausig jtakg nekazeininio azoto kiekio

did¢jimui daré f—kazeino hidrolizés produktai.

4.5. Pieno baltymy virS§kinamumo tirpale ir aliejus vandenyje tipo emulsijuy tarpfazyje
palyginimas
Ankstesniuose tyrimuose buvo nustatyta, kad kazeino demineralizacija daro jtaka baltymy
adsorbcijai riebaly rutulélio pavir§iuje, gaminant Siais baltymais stabilizuotas emulsijas. Taip pat
buvo nustatyta kazeino demineralizacijos jtaka baltymy virSkinamumui. Mokslinéje literattitroje yra
duomeny apie skirtingg baltymy virSkinamumg, kai jie yra vandeniniame tirpale ir kai jie
adsorbuojasi tarpfazyje a/v [79]. Todél paskutinio darbo etapo tikslas buvo palyginti jvairiy pieno

baltymy virSkinamumg tirpale bei tarpfazyje a/v.
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Atlikus emulsijy vir§kinimg in vitro badu ir jvertinus tarpfazyje a/v esanciy baltymy hidrolize,
galima pastebéti keleta skirtumy, palyginus su baltymy vandeniniy tirpaly virSkinamumo rezultatais.
Nevirskintame LPM méginyje (zr. 17 pav. a) matomi tie patys baltymai: oas—, p— ir k—kazeinas, p—
laktoglobulinas, a—laktalouminas. Skrandzio fazéje kazeino frakcijos yra hidrolizuojamos, todél
susidaro mazesnés nei 10 kD molekulés, o ~ 25 kD molekules reprezentuojancios juostos yra labai
blyskios. Vandeninio LPM tirpalo skrandzio fazéje 20-25 kD molekuliy buvo daugiau nei LPM
emulsijos, o mazesniy nei 10 kD — maziau. Be to LPM emulsijose skrandzio faz¢je neliko o—
laktalbumino, o B-laktoglobuling reprezentuojancios juostos tapo blySkesnés, palyginus tiek su
nevirskintu meéginiu, tiek su skrandzio fazéje virskintais LPM vandeniniais tirpalais. Tai galéty
reiksti, kad baltymams iSsilanks¢ius ir adsorbavusis tarpfazyje jie pasidaro labiau pasiekiami
fermentams, todél hidrolizé vyksta intensyviau. Nevirskintame MK emulsijos méginyje (zr. 17 pav.
b) identifikuoti biidingieji pieno baltymai, kurie skrandzio fazés metu yra suvirSkinami. Matomos tik
neryskios B—laktoglobulino juostos. Gaminant ir tiriant emulsijas, stabilizuotas dMK1 (Zr. 17 pav. c)
ar dAMK2 (zr. 17 pav. d), nevir§kintuose méginiuose pastebima ta pati tendencija, kaip ir vandeniniy
tirpaly atveju: didé¢jant demineralizavimo laipsniui, nustatytas kazeino kiekis mazéja. Kaip ir prie$
tai, Sis reiSkinys gali biti susijgs su hidrofobiniy frakcijy tirpumo mazéjimu. Visuose méginiuose
buve baltymai visiSkai suvirskinti plonosios Zarnos faz¢je per 5 min. Visy meginiy skrandzio ir
plonosios Zarnos fazése matomos biidingos pepsing ir pankreating reprezentuojancios juostos.

Palyginus baltymy virSkinamuma, iStirtg taikant geliy elektroforezg, vandeniniame tirpale ir
emulsijos riebaly rutulélio pavirSiuje, panasu, kad pastaruoju atveju hidrolize vyksta intensyviau.

Pritaikius spektrofotometring analize emulsijas stabilizuojan¢iy baltymy virSkinamumo
tyrimui, hidrolizé buvo jvertinta leucino ekvivalentais bei HL (Zr. 18 pav.). Remiantis leucino
ekvivalentais (zr. 18 pav. a), pastebéta, kad virSkinimas skrandzio fazéje vyko intensyviau
baltymams esant emulsijos riebaly rutulélio pavirSiuje, o plonosios Zarnos fazéje hidrolizé buvo

greitesné vandeniniuose tirpaluose nei emulsijose.
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17 pav. Baltymai ir jy hidrolizés produktai jvairiose in vitro virskinimo stadijose LPM (a), MK (b),
dMK1 (c) ir dMK2 (d) emulsijose; ¢ia: ST — standartas, NV — nevirskintas méginys, S60 ir S90 —
skrandZio fazés méginiai, atitinkamai virskinti 60 ir 90 min, Z5, Z30 ir Z120 — plonosios Zarnos
fazés méginiai, atitinkamai virSkinti 5, 30 ir 120 min, PN — pankreatinas, PE — pepsinas, os—K, p—K,
k—K — atitinkamai as—, p— ir k—kazeinas, p—Lg — p—laktoglobulinas, a—La — a—laktalouminas
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18 pav. Baltymy hidrolizés jvertinimas leucino ekvivalentais (a) ir apskai¢iuotu HL (b) jvairiose in
vitro virskinimo stadijose LPM (—), MK (....), dMK1 (= =) ir dMK2 (—) emulsijose; ¢ia: NV —
nevirSkintas méginys, S60 ir S90 — skrandzio fazés méginiai, atitinkamai virSkinti 60 ir 90 min, 75,
730 ir 2120 — plonosios Zarnos fazés méginiai, atitinkamai virskinti 5, 30 ir 120 min

Apskaic¢iavus HL, buvo aisku, kad baltymy virSkinamumas priklausé nuo to, ar jie buvo
vandeniniame tirpale, ar emulsijos tarpfazyje. Visais atvejais (iSskyrus MK) baltymai buvo
hidrolizuojami geriau biidami tarpfazyje nei vandeniniuose tirpaluose. Galutiniai LPM, dMK1 ir
dMK2 emulsijy baltymy HL buvo 72,4 %, 92,8 % ir 100 %, o vandeniniuose tirpaluose atitinkamai
— 57,8 %, 73,7 % ir 71,5 %. MK grei¢iau buvo virskinamas vandeniniame tirpale nei emulsijoje,
pavyzdZiui, po 5 min virSkinimo plonosios Zarnos fazéje MK vandeninio tirpalo baltymy HL buvo
68 %, o emulsijos baltymy HL — 51 %. Nepaisant to, galutiniai HL vandeniniame tirpale ir
emulsijoje buvo panasis — 78,8 % ir 79,1 % atitinkamai.

Jdomu yra tai, kad vandeniniuose tirpaluose didéjant demineralizavimo laipsniui,
virSkinamumas mazéjo, o emulsijose — didéjo. Kaip minéta ankséiau, HL mazéjima didéjant
demineralizavimo laipsniui galéjo lemti hidrofobiniy kazeino frakcijy tirpumo maZzéjimas. Gaminant
emulsijas, baltymai veikiami mechaniSkai, todél daromas poveikis jy erdvinei struktaral.
Papildomos energijos sanaudos gali paskatinti baltymy adsorbcijg tarpfazyje, o dél to lengviau
susidaro fermento—substrato kompleksas, todél virskinimas intensyvéja. Literatliroje taip pat
apraSoma greitesné PB-kazeino hidrolizé, jam esant emulsijos riebaly rutulélio pavirSiuje nei

vandeniniame tirpale [79].
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1.

2.

5. ISvados

Nustatyta, kad skirtingi pieno baltymy produktai pasizymeéjo skirtingomis funkcinémis

savybémis, kurioms jtakg daré teminis apdorojimas, pH bei pieno baltymy produkty maiSymas

su liesu pienu:

1.1. kazeino daleliy dydZiui jtakg daré terminis apdorojimas: mazesnés dalelés buvo méginiuose,
kurivose dominavo kazeinas, nes suteikta Siluminé energija skatino rehidratacija;
méginiuose, kuriuose buvo iSrigy baltymy, dél denatiiravimo susidaré baltymy aglomeratai
ir buvo uzfiksuotos didesnés dalelés; pH jtaka daleliy dydziui buvo jvairi priklausomai nuo
produkto ir terminio apdorojimo;

1.2. micelinio kazeino, kalcio kazeinato termostabilumas didéjo, didéjant pH; lieso pieno
milteliy tirpalo termostabilumo maksimumas buvo stebimas, esant pH 6,6, o pieno baltymy
koncentrato tirpalo — pH 6,8; isrtigy baltymai buvo termolabils ir koaguliavo netrukus;

1.3. pieno baltymy produkty maiSymas su lieso pieno milteliais lémé putojimo gebos did¢jima,
nepriklausomai nuo to, ar kazeino ir iSrigy baltymy santykis mazé&jo, ar didéjo; puty
stabilumas buvo susijes su iSrigy baltymy kiekio didéjimu. Emulsavimo aktyvumas didéjo
didéjant baltymy koncentracijai, taciau pieno baltymy produkty maiSymas su lieso pieno
milteliais buvo maziau reik§mingas nei baltymy koncentracijos pokytis;

1.4. emulsijos, kuriy tarpfazyje buvo iSriigy baltymy, buvo stabilesnés uz emulsijas, kuriy
tarpfazj sudare tik kazeinas. Baltymy adsorbcija tarpfazyje buvo skatinama pieno baltymy
produktus sumaiSius su lieso pieno milteliais.

IStyrus micelinio kazeino demineralizacijos laipsnio jtaka jo funkcinéms savybéms, nustatyta,

kad didesnis kazeino micelés struktiiros suardymas skirtingai pakeit¢ kazeino funkcines

savybes: kazeino dalelés i§ pradziy didéjo, po to mazéjo; termostabilumas didéjo; putojimo geba
ir emulsavimo aktyvumas didéjo, o puty bei emulsijy stabilumas mazéjo; taip pat didéjo aliejus
vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje adsorbuoty baltymy kiekis.

Atlikus pieno baltymy vandens tirpaluose ir emulsijy tarpfazyje virSkinamumo in vitro tyrimus,

nustatyta, kad lieso pieno milteliy baltymy ir demineralizuoto kazeino hidrolizé grei¢iau vyko
aliejus vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje nei vandens tirpaluose, o micelinis kazeinas buvo
virSkinamas grei¢iau vandens tirpale nei aliejus vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje.

Nustatyta, kad demineralizuoto micelinio kazeino virSkinamumui jtakg daré o

demineralizacijos laipsnis, kuriam didé¢jant kazeino virSkinamumas vandens tirpale 1étéjo, o

aliejus vandenyje tipo emulsijy tarpfazyje — greitéjo.
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