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SANTRAUKA

Baltymy hidrolizés tyrimai, imituojant in vitro virSkinima, gali apibudinti hidrolizés
produktus, kurie svarbiis Zmogaus organizmui, ypac kai jis yra specialiy poreikiy ar turi mitybos
sutrikimg pvz.: disfagija. Disfagija yra apibréziama kaip negal¢jimas ar sunkumas praryti tirstg ir
tanky maitinimo produkta. Sis sutrikimas gali jtakoti mitybos nepakankamuma. Vienas i§
efektyviausiy budy gydyti disfagija yra modifikuotos tekstiiros maitinimo produktai. Uztikrinti
nepakakamos mitybos prevencijg galima baltyminiu pagrindu paruostais maitinimo produktais.
Naujausi moksliniai straipsniai pasiiilé nauja koncepta, kaip ,.greiti ir ,léti baltymai. Sis
konceptas, paremtas baltymy fermentinés hirolizés grei¢iu virSkinamajame trakte, yra prevencija
raumeny mases, energijos ir fizinés jégos sumazéjimui.

Tyrimo tikslas buvo jvertinti baltymy hidroliz¢, imituojant in vitro vir§kinimo
sistemg pagal INFOGEST COST protokolg (Minekus et.al, 2014 ) skirtingos kilmeés (kiauSiniy,
pieno ir zirniy) ir koncentracijos (10 ir 15%) baltymy pagrindu paruostuose gérimuose. Reikejo
jvertinti ir tir§tiklio Konjac Glucomannan jtaka baltymy fermentinei hidrolizei. Fermentiné
baltymy hidrolizé buvo jvertinta Kjeldalio, Lowry, Fluorescemininiu metodu. Taip pat,
bendradarbiaujant su Manchesterio Universitetu, atlikta SDS-PAGE elektroforezé ir
densitometrijos analizé. Rezultatai parodé, kad, palyginus zirniy baltymus su kiau§iniy ir pieno
baltymais, greiciausiai hidrolizuojami yra Zirniy baltymai. Skirtingy koncentracijy baltymy
hidrolizé buvo panasiy tendencijy. Tirstiklis Konjac Glucomannan baltymy fermentine hidrolize

nezymiai sulétino.
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SUMMARY

Evaluation of protein hydrolysis during in vitro digestion is important as ability to understand
products of hydrolysis. They might be important to people, in particular with special needs or
disorders of eating. In example, dysphagia is a symptom, commonly found in the elderly and
defined as a difficulty or inability to swallow thin fluid foods. Such physical disorder may
contribute to malnutrition due to limited food and liquid intake. The effective treatment of
dysphagia requires that fluid foods are consistently prepared with the correct viscosity. On the
other hand, increasing the protein content in food is an effective way for the prevalence of
malnutrition. Recent studies have proposed new concepts such as the ‘‘slow vs. fast’ protein
concept based on the speed of protein digestion which is a limiting factor for the loss of muscle
mass long with lowered strength and physical endurance.

The purpose of this study was to investigate the digestibility of protein based beverages
containing proteins from different sources (egg, pea and milk) and characterized by different
viscosity. The viscosity of protein based beverages was designed by changing protein
concentration (10 and 15 %) and/or adding polysaccharide Konjac Glucomannan. The
digestibility of proteins was defined by the content of peptides and free amino acids that is
released from beverages in the gastrointestinal tract and thus becomes available for intestinal
absorption. In vitro digestion method proposed by INFOGEST was used to simulate the
conditions in gastrointestinal tract. Kjeldal, Lowry, Fluorescamine assay where used to
determine the nitrogen, peptides, free amino groups and amino acids content in the
gastrointestinal fluids. As well as SDS-PAGE and densitometry was performed in the University
of Manchester. Results of nitrogen and free amino groups content released during digestion
showed that the rate of hydrolysis varied depending on the origin of proteins in the beverages.
The pea proteins have been digested faster than milk and egg proteins. The free amino acids
profiles obtained after digestion of pea, egg and milk proteins are in agreement with the results
about nitrogen content in the gastrointestinal fluids.

It was found that the addition of thickener — Konjac Glucomannan, to the protein based

beverages may effect proteolysis during gastrointestinal digestion.



Santrumpos
DBT — drusky darbiniai tirpalai
DTT - 1,4-Dithiothreitol
DU - analizuojamasis méginys su simuliuojamomis zarnyno sultimis be ferment
D5...120 - analizuojamasis méginys su simuliuojamomis Zzarnyno sultimis ir fermentais,
inhibituotais virskinimo eigoje, tam tikru metu nuo Smin iki 120min
GU — analizuojamasis méginys su simuliuojamomis skrandzio sultimis be fermento
G0.3...120 - analizuojamasis méginys su simuliuojamomis skrandzio sultimis ir fermentu,
inhibituotu virskinimo eigoje, tam tikru metu nuo 30sec iki 120min
KB — kiausSiniy baltymai
KJG —polisacharidas Konjac Glucomannan
PB — pieno baltymai
SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Polyacrilamide Gel Electrophoresis
SGF — simuliuojamosios skrandzio sultys
SIF — simuliuojamosios zarnyno sultys
SSF — simuliuojamosios seiliy sultys
TCA — trichloracto rugstis
7B — Zirniy baltymai



Ivadas

Baltymy hidrolizés tyrimai, imituojant in vitro vir§kinimg, gali apibtidinti hidrolizés
produktus, kurie svarblis Zzmogaus organizmui, ypac, kai jie yra specialiy poreikiy ar turi mitybos
sutrikimg pvz.: disfagija. Disfagija yra apibréziama, kaip negaléjimas ar sunkumas praryti tirstg
ir tanky maitinimo produktg. Literatiros Saltiniy duomenimis, visame pasaulyje kiekvienais
metais 15 milijony zmoniy kencia nuo uZspringimo, i§ kuriy daugiau nei pusé turi disfagijos
sutrikimg [1]. Pagrindinés rizikos, sukeltos disfagijos yra uzspringimas ir nepakankama mityba.
Tokiems pacientams uzspringimo prevencija vykdoma, modifikuojant maitinimo produkto
tekstiira pagal Amerikos Dietikos Asociacijos rekomendacijas[2]. O nepakankamai zmoniy
mitybai iSspresti, viena i efekltyviy priemoniy yra baltymy pagrindu pagamintas maitinimo
produktas [3].

Baltymy maistiné verté yra apibiidinama jy virSkinamumu. Naujausiy moksliniy
tyrimy duomenimis virSkinamumas apibiidinamas ne tik amino riig§¢iy sudétimi ir kiekiu pries ir
po virskinimo, taciau ir kaip bei kokiu grei¢iu jos yra atlaisvinamos vir§kinamajame trakte [4].
Boirie Y.1997, pasitlé baltymy virSkinamumo koncepta, kaip ,,1éti* ir ,,greiti* baltymai, kuris
yra paremtas baltymy hidrolizés greicio kinetika virSkinamajame trakte.

Baltymai yra svarbiausias ir kiekybiskai dominuojantis komponentas visuose
organizmuose [5]. Zmogaus organizmo struktiiriniuose audiniuose, tokiuose, kaip oda ir kraujas,
baltymai sudaro 15% visos masés. Jie jeina ir j Kity, mums gyvybiskai svarbiy organy: smegeny,
Sirdies, kepeny, inksty sudétj [6].

Baltymy nepakankamumas mityboje gali sukelti ligas, tokias, kaip marasmus,
kwashiorkor, jvairaus laipsnio i$sekima, stabdyti augima bei lemti svorio sumazéjimg. Tai jrodo
baltymy svarbg raumeny masei [7]. Chroniskas baltymy deficitas organizme skatina naudoti
raumeny lagstelése esancias amino rligstis gyvybiskai svarbioms komponenty sintezéms, Kuriy
metu susidaro hemoglobinas ar insulinas [8]. Esant psichologim stresui, badavimui, néStumui,
nudegimams, valgymo sutrikimams yra reikalingas padidintas nepakei¢iamy amino riugsciy
kiekis organizme. Sios amino rigSys papildomai sintetina imuninius ir kitus baltymus,
reikalingus greitinti gijimo procesams [9].

Maitinimo produktai vieni nuo kity skiriasi savo sudétimi, jusliniais parametrais bei
technologinémis savybémis. Esant kietai maisto biisenai, virSkinamajame trakte svarbis
veiksniai yra pradinéje virskinimo fazéje t.y. kramtyme, kasnio formavime. Maistas, suvilgytas
seiliy sekretu, suformuoja kohesyvy kasnj, kuris turi buti praryjamas. Tuo tarpu skysto maisto
virskinimas vyksta tolimesniuose etapuose t.y. skrandzio ir Zarnyno fazése. Taciau zmogaus
seiliy sekretas yra vandeningas kompleksas [10]. Jis keicia skysCio parametrus: pH verte,

pavirsiaus jtempj, klampg. Moksliniy straipsniy duomenimis, vienas i$ varijuojamy veiksniy,
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kuris lemia maisto matricos transformavimo laipsnj, jtakojantj virSkinamumg, yra vandens
kiekis. Tai turi jtakos tirpumui ir fermentiniy reakcijy jautrumui virskinamajame trakte [11, 12].

Skirtingos kilmés baltymai pasizymi varijuojamomis technologinémis savybémis.
Todél, priklausomai nuo baltymy tirpumo ir dispersiSkumo vandenyje, tirpalai yra skirtingos
konsistencijos. Jos modifikacija galima, keiciant baltymo koncentracija ir/ar parenkant tirstiklius
[13]. Parenkant tirstinimo medziaga, reikia jvertinti daugelj cheminiy ir technologiniy tirstiklio
savybiy. Minéty produkty tirStinimui gali buti naudojamios tokios medziagos: ksantano,
keragenano, guaro gumos, pektinas ir kt. Literatiiroje randama, kad polisacharidas Konjac
Glucomanann yra linijinis polimeras i§ (1—4)-p-D-gliukopiranozés f-D-manopiranozés, turintis
gliukozés ir manozés santykj 1:1:6 ir maza kiekj C-6 pozicijoje esanéiy acetiliniy grupiy (5-
10%) [14]. Polisacharidas pasizymi gelio sudarymo ar tir§tinimo agento savybémis, kurios yra
termiskai atsparios ir efektyvios modifikuojant klampa [15, 16]. Sio polisacharido naudojimas
produkty tirStinimui yra palankus ir vartotojo sveikatai. Tyrimy duomenys parodé jvairius
biologinius aktyvumus, tarp jy anti-tumorinius, imonoreguliavimo, teigiamus rezultatus zaizdy
gyjimui [17, 18]. Irodytas jo poveikis glikemijos indekso mazinimui, sergant diabetu ar Sirdies
kraujagysliy ligoms[19, 20]. Dél gery tirStinimo savybiy polisacharidas pla¢iai naudojamas
maisto matricos formavimui maisto pramonéje[21, 22].

Zmogaus organizme vir§kinimo metu vyksta fermentiné baltymy hidrolize. Baltymai
hidrolizuojami iki mazesnés molekulinés masés peptidy ir amino riigséiy. Baltymus skaidantys
proteolitiniai fermentai veikia specifiskai, todél skirtingos kilmés baltymai atlaisvina skirtinga
kiekj peptidy ir amino rigs¢iy, kurie gali biti pasisavinami per storojo zarnyno epitelj [23, 24].

Fermentinés baltymy hidrolizés produktai turi teigiamos jtakos ne tik Zmogaus
fiziologiniams procesams, bet ir maisto pramonéje, pagerinant maitinimo produkto skonines ar
tekstiiros savybes, virSkinamuma bei sumazinant alergeny kiekj [9].

Norint jvertinti makrokomponenty kinetika virSkinimo metu, yra plac¢iai naudojami
simuliuojantys in vitro virskinamumo metodai [25]. Tiriamajme darbe statinis Zzmogaus
virSkinamumo modelis yra naudojamas baltymy hidrolizei jvertinti. Vir§kinimo metu svarbis
kriterijai yra elektrolity koncentracija fiziolginése virSkinimo sultyse, fermenty aktyvumas,
substrato koncetracija, pH. Baltymy fermentiné hidrolizé yra vertinama pagal azoto kiekio
pokyt] (bendro baltymy kiekio indikatorius) ir nepakei¢iamy amino rigsciy kieko pokytj
(baltymy kokybés indikatorius) virskinimo metu [10].

Tiriamojo darbo suformuluota hipotezé. Skirtingos kilmés baltymy fermentiné
hidrolizé virskinimo metu j tirpigja virskinimo suléiy frakcijg iSskiria skirtingg kiekj ir skirtingos

molekulinés masés hidrolizés produktus.
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1. Literaturos apzvalga

1.1.Baltymy funkcinés savybés

Baltymy funkcinés savybés priklauso nuo daugybés faktoriy, kurie gali biti
klasifikuojami pagal dvi grupes: vidinius ir iSorinius faktorius. Vidiniai faktoriai yra amino
rigsciy seka ir kompozicija, dydis, forma, santykis tarp hidrofobiskumo/hidrofiliskumo,
konformacija ir reaktyvumas. ISoriniai faktoriai, kurie gali jtakoti funkcines gryno baltymo
savybes, yra pH, joniné jéga, temperatira, konformacija, santykis tarp
hidrofobiskumo/hidrofiliSkumo, ekstrakcijos metodas. Be Siy faktoriy, naudojant baltymy
produktus kaip miltus, koncentratus ar izoliatus reikéty jtraukti keleta papildomy faktoriy tokiy,
kaip pagrindiniy baltymy santykis ir gamybos procesas. Sie parametrai gali turéti didelj poveikj
funkcinéms, o taip pat panaudojimg maisto sistemoms [26].

Priklausomai nuo funkcinés savybés baltymai gali biiti pritaikomi jvairiose maisto

sistemose (Zr. lentelé 1) .

Lentelé 1. Baltymy techologiniy-funkciniy savybiy pritaikymas maisto sistemose [26]

Technologiné-funkciné savybé Veikimo principas Maisto sistema

Tirpumas Baltymy solvacija Gérimai

o Vandens molekuliy suriSimas, ) ) )
Vandends absorbcija ir suri§imas ) ] Meésa, desrelés, duona, tortai
vandens molekuliy apsupimas

Klampa Tir§tumas, vandens suri$imas Sriubos
Gelio formavimas Baltymo matricos formavimas Suris, varske
B B Baltymas elgiasi kaip adhezyvi o
Kohezija-Adhezija ) Pasta, mésa, kepiniai
medziaga

. Hidrofobinis gluteno suriSimas, o
Elastingumas o ) Kepiniai, mésa
dusulfidiniai rysiai gelyje

o Formavimas ir stabilizavimas ) )
Emulsifikacija o B Degrelés, sriubos, tortai
riebalinés emulcijos

Riebaly absorbcija Suri$imas laisvy riebaly ragsciy Desrelés, mésa
. L Adsorbcija, atlaisvinimas, S o
Skonio — suris¢jas ] Simuliuojamos mésos, kepiniai
apsupimas
B Formuoja stabilig plévele ir apsupa o
Putojimas . Plakta grietinélé
dujas

Baltymai yra atsakingi uz skirtingas fizikines struktiiras maisto produktuose -
tekstiirg. pvz.: fibriliné struktiira - mésoje, Zuvyje; poriné strukttira - sojoje ir duonoje; gelin¢ —
Jvairuose pieno ir sojos produktuose. Tekstiiros formavimui yra svarbus baltymy dydis (10-
50kDa). Mazesnio nei 10 kDA dydZio baltymy molekulés pasiZymi silpnomis struktiirinémis
funkcijomis, tuo tarpu didesni nei S0kDA baltymai turi trikuma dél savo didelio klampumo ir

tendencijos sudaryti gelj Sarminése terpése [27, 28].
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Skirtingos kilmés baltymai pasizymi skirtingomis technologinémis savybémis dél
vidiniy ir iSoriniy faktoriy. Amino riigs¢iy seka ir kompozicija pirminéje baltymo molekuléje
itakoja jo antring, treting ir ketvirting strukttira, kaip ir specifines technologines savybes. Taigi,
baltymy izoliato technologinés savybés tokios, kaip grynumas ir konformacija jtakoja fermentine
baltymy hidrolize, tod¢l skirtingy baltymy ar gamintojy baltymy izoliatai pasizymi skirtingomis
technologinémis savybémis [83]. Literatliros Saltiniy duomenimis, zirniy baltymy izoliatai,
priklausomai nuo gamintojo, gali biiti netirps ir tirpais. Taciau, nepriklausomai nuo gamintojo,
pasizymi geru dispersiSkumu ir naudojami gérimy pramonéje [29]. Skirtingos funkcijos tarp
skirtingy tos pacios kilmés baltymy izoliaty pagal mokslininkus Maninder et al. ,2007 ir Barac
et. al, 2010 yra dél pagrindiniy juose esanciy baltymy santykio, kurie gali buti jtakojami
skirtingy genotipy charakteritiky, aplinkos ir gamybos sglygy. Barac et.al., 2015 tyrimas, tos
pacios kilmeés bet skirtingy gamintojy baltymy izoliaty lyginimas tarp skirtingy technologiniy ir
funkciniy savybiy parodé, kad pagrinde jos priklauso nuo pasirinktos izoliato raisies, gamybos
salygy ir pH, prie kurio yra analizuojama technologiné ir funkciné savybé [26]. Bendru atveju,
baltymy ekstrakcija gali bati vykdoma Sarminémis arba riig§tinémis salygomis, atitinkamai
ektrakto nusodinimas gali biti izoelektriniu nusodinimu arba, kaip alternatyva — ultrafiltracija.
Gueguen, J. et al., 1994 tyrimas parodé, kad ultrafiltracijos naSumas yra apie 90-94%, tuo tarpu
izolektrinio nusodinimo nasumas yra apie 85%. Taciau ultrafiltracijos metodu, gali pasikeisti
izoliaty kompozicija. Be globuliny izoliate gali bati kity frakcijy baltymy ir polisacharidy [26].
Wang, J. et. al., 2017 tyrimai jrodé, jog, kuo ilgesnis kiauSiniy baltymy dziovinimo laikas esant
75°C, tuo didesnis yra jy hidrolizés laipsnis virs$kinimo metu [27]. Baltymy funkcionalumas kaip
technologinés savybés gali biiti panaudojamos stebéti elges; virSkinimo metu. Jy sgveika su
skirtingais komponentais maisto matricoje yra daznai naudojama formuojant maitinimo produkto
struktlirg ir maisto teksttirg [28].

Apskritai, kiau$iniy, Zirniy ir pieno baltymai pasizymi geromis putojimo ir gelio
formavimo savybémis [28, 30]. Pieno baltymai reprezentuoja stabily maisto matricos kompleksa,
daznai naudojamg virskinimo ekspermentuose [31]. Taip pat zirniy, kiausiniy ir pieno baltymai
pasizymi emulsifikacijos ir stabilumo savybémis. Zirniy baltymai yra mazo tirpumo, didelio
pavirSiaus hidrofobiskumo ir Zemo pavirSinio kriivio, palyginus juos su kiauSiniy ar pieno
baltymais [32].

Baltymy tirpumas yra viena i§ pagrindiniy technologiniy savybiy maisto pramonéje,
itakojanciy fermenting baltymy hidrolize. Tai yra rezultatas vandens saveikos su pavirsiuje
esan¢iomis hidrofilinémis grupémis. Pagrindinis kriterijus, nustatant baltymy tirpuma, yra pH.
Tirpumas mazéja, pasiekus baltymy izoelektrinj taska. Bendru atveju, baltymai yra maziausiai
tirptis prie pH 4-6, taciau pakyla iki 80-90% pakeitus pH j ragstine ar bazine puses [33]. Tyrimy
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duomenimis, jvairios baltymy sgveikos su kitais komponentais turi jtakos baltymy tipumui, pvz.:
aukStas termininis apdorojimas sumazina zirniy baltymy tirpuma, taciau, esant komplekse su
arabic guma, tirpumas pH 4,2 taske yra didesnis [34]. Pieno ir zirniy baltymuose didziaja dalj
baltymy sudaro globulinai, kurie brinksta vandenyje ir, didéjant jy koncentracijai, sudaro gelj.
Kiausiniy baltymuose didziaja dalj sudaro albuminai, kurie pasizymi tirpumu vandenyje, taciau
klampumui jo koncentracijos kiekis jtakos neturi [35].

1.2.Baltymy mitybinés savybés

Baltymy mitybiné reikSmé yra apibiidinama jy virSkinimamumu, kuris paremtas
baltymy rodikliu pagal amino ragstis PDCAAS (ang.k. Protein digestibility Corrected Amino
Acid Score). Pagal pasaulio sveikatos organizacija 1989m. Sis rodiklis jvertinamas azoto kiekio
nustatymo metodu prie$ ir po virSkinimo, bandymuose su Zmonémis ir gyviinais. Taciau, FAO
Eksperty konsultacijoje apie baltymy kokybés jvertinimus, 2011m. nuspresta $j balg pakeisti
nauju — virSikinamy nepakei¢iamy amino rugsc¢iy rodikliu — DIAAS, ( (ang.k. Digestible
Indispensable Amino Acid Score). Moughan J. Paul et. al, 2012 aprasé, kad baltymai, pirmiausia,
turi biti apibtidinami teorija, nusakanc¢ia jy amino ragséiy virSkinamuma, — t.y. ar baltymai yra
atlaisvinami iki absorbuojamy amino riig§ciy ir peptidy virskinimo metu [36, 37].

Baltymy virSkinimo kinetika yra sutapatinta su tam tikrais fizikocheminiais
rezultatais, kaip ,,greitai” ir ,,Iétai” pasisavinantys baltymai [38]. ,,Greitieji” baltymai padidina
stimuliacijg, sintetinat naujus baltymus, ir amino rtig§ciy oksidacija, lyginant su ,,létaisiais”. Kita
vertus, ,,létieji” baltymai skatina ilgesnj jy skaidyma virSkinamajame trakte ir sotumo jausma
[39]. Maisto vir§kinamumas, pasisavinamumas, specifiniai suvir§kinty komponenty fiziologiniai
atsakai priklauso nuo daugelio faktoriy: Zzmogaus amziaus, laiko, per kiek maitinimo produktas
yra suvartojamas, nuo mikro ir makroelemety kompozicijos, tarpusavio sgveikos, produkty
gamybos proceso [10, 23]. Baltymy hidrolizei virskinimo metu jtakos turi ir baltymy izoliaty
gamybos procesai, tokie, kaip terminis apdorojimas, dziovinimas, daleliy dydis. Priklausomai
nuo baltymy pagaminimo technologijos, skiriasi jy technologinés savybés. O taip pat ir zmogaus
organizmo fiziologija yra kompleksiné ir dinaminé [27].

Baltymai yra polimerai sudaryti i§ L-amino rigs¢iy, sujungty a-peptidiniais rysiais.
Baltymy maistiné kokybé priklauso nuo baltymy hidrolizés virSkinimo metu ir amino riigsciy
kompozicijos [40]. Virskinimo metu baltymai yra hidrolizuojami skrandyje ir zarnyne iki
mazesniy peptidy ir amino riigséiy, toliau di- ir tri-peptidai, amino riig§tys yra absorbuojami per
zarnyno epitelj i kraujg. Pagrinde jie dalyvauja baltymy ir peptidy dariniy sintez¢je. Kai kurios
amino rugstys dalyvauja ir specifinése reakcijose, sintetinant ir nebaltyminius darinius, kaip pvz:

poliaminus, nukleotidus, gliukozaminus, hormonus ir kt. Identifikavimo metodai yra nustatomi
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pagal amino rigSciy kokybines ir kiekybines analizes. Idealiu atveju, Sie rezultatai turéty biiti
kartu su biologiskai paremtais testais, nustatanc¢iais amino ragsciy aktyvumga [41].

Amino rigstys, atsizvelgiant | mitybine¢/fiziologing funkcijas, yra skirstomos i
nepakeiciamas amino riigstis: valinas, leucinas, izoleucinas, fenilananinas, triptofanas, treoninas,
metioninas, histidinas, lizinas ir argininas, kurios zmogaus organizme yra nesintetinamos ir
pakeic¢iamas aminoragstis: prolinas, glicinas, alaninas, serinas, asparaginas, glutaminas, asparto
ir gliutamo ragstys [30].

Literaturos Saltiniy duomenimis, nepakei¢iamy amino riigsciy kiekis yra panasus
gyvuninés ir augalinés kilmés baltymuose ( zr. Lentelé 2). Tac¢iau metionino ir tirozino Zirniy
baltymuose yra salyginai maziausiai. Zirniy baltymuose randamos visos nepakei¢iamos amino
rugstys. Lizino kiekis zirniy baltymuose (7280mg/l) yra didesnis nei kiauSiniy baltymuose
(5337mg/l). Jis svarbus gridais peremtose dietose [21]. KiauSiniy vartojimas yra seniai zinomas
dél savo vertingos mitybinés vertés. Kiausiniy baltymai yra pripazinti kaip vertingas baltymy
Saltinis, turintis visas nepakei¢iamas amino rtigstis, kurios reikalingos zmogaus mityboje [28].
Taip pat kiauSiniy, pieno ir Zirniy baltymuose atitinkamai yra didZiausias leucino kiekis
5997mg/l, 8700mg/I, 8280mg/l, palyginti su kitomis nepakei¢iamomis amino rugstimis. Jis yra
svarbus aktyvatorius mTOR (ang.k. mammalian target pf rapamycin) signalizavimui. mTOR
aktyvumas yra tiesiogiai susij¢s su Sirdies skilvelio hipertrofija ir baltymy sintezés reguliavimu
Sirdies raumenyje [42].

Lentelé 2. Kiau$iniy, pieno ir zirniy baltymy nepakei¢iamy amino riigs§¢iy (NAR) kompozicija [43]*[44] ** [45]***

Kiaus$iniy baltymai * Pieno baltymai** ‘ Zirniy baltymai ***
mg/l

Treoninas 3236 4500 4920
Valinas 5021 4800 5200
Metioninas 4587 1800 690
Izoleucinas 3817 4200 4040
Leucinas 5997 8700 8280
Tirozinas 3305 4500 2290
Fenilalaninas 4489 4800 5400
Histidinas 2410 3000 2630
Lizinas 5337 8100 7280
Argininas 4807 3300 -

I8 viso NAR 43006 47700 40730

Zirniuose nepakei¢iamy amino rugiéiy hidrolizé virskinimo metu yra 63-87% [46].
Arginino hidrolizé yra 87%, lizino — 82%, triptofano — 63%. Taciau zirniy baltymy
nepakeic¢iamy amino riigéiy santykis su bendru amino riig§¢iy kiekiu po virSkinimo yra 41,75% .
Pieno NAR hidrolizé yra didesné — 91-99%. Intensyviausia hidrolizé yra tirozino — 99%,
maziausia glicino — 91% [47, 48]. KiauSiniy baltymy izoliato virSkinamumas yra 86-88%, 0
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hidrolizés laipsnis skrandyje yra 6-8%, i$ kuriy daugiausia atlaisvinama triptofano, leuzino,
fenilalanino, lizino [28].

Baltymai, skaldomi proteoltiniy fermenty, atskelia peptidus, kurie gali pasizyméti
bioaktyvumu. Bioaktyviis peptidai — tai peptidai, pasizymintys savybémis, kurie sgveikomis ar
rySiais susijungia su specifiniais receptoriais pagrindinése lgstelése ir pagerina tam tikra
organizmo fiziologing funkcijg. Sie atitinkamai yra nustatomi pvz.. angiotenzino-poky¢io
fermento inhibicijos (ACE) metodu. Tyrimo metu teigiamas fermento inhibicijos rezultatas
patvirtina peptido funkcijg pries hipertenzija [49].

Pastaraisiais metais padidéjo susidoméjimas maisto poveikio biologiniams atsakams
Zmogaus organizmui, kintant jo cheminei ir fizinei strukttrai virSkinimo metu. Stebima, kad
produkto kompozicija ir stuktiira turi poveikj juslinéms savybéms — tekstiirai, skoniui, aromatui.
Maistiniy elementy absorbcija per storojo zarnyno epitelj priklauso nuo substrato koncentracijos
ir fiziologiniy savybiy [50]. Absorbuoti elementai patenka j specifinj audinj per cirkuliuojamaja
organizmo sistemg [23]. Modeliuojant skirtingas fizikochemines maisto savybes, galima
pagerinti zmogaus organizmo funkcijas [51].

Pieno, Zirniy ir kiau§iniy baltymai (PB, ZB, KB) turi potencialia reik§me sveikatai
del biologiskai aktyviy peptidy. Priklausomai nuo fiziologinés funkcijos pagerinimo, bioaktyviis
peptidai gali buti skirstomi ] antimikrobinius, antiuzdegiminius, mineralus suriSancius,
antioksidacinius [52]. Palyginti su kitais maisto baltymais, pieno baltymai yra pagrindinis
Saltinis biologiskai aktyviy peptidy [53]. Pieno baltymai ir peptidai padidina mineraly ir keletos
elementy, tokiy kaip kalcis, magnis, cinkas, selenas ar gelezis bioaktyvuma [31, 54].

Pieno baltymu bioaktyviis peptidai. Pieno baltymuose susidare bioaktyvis peptidai
dalyvauja insulino gamyboje ir, reguliuodami gliukozés kiekj kraujyje [55], sumazina kraujo
spaudima [56]. Literatiros Saltiniuose yra randama ir daugiau identifikuoty pieno baltymy
peptidy, pagerinan¢iy jvarias funkcijas organizme (zr. Lentel¢ 3) Taciau baltymy kitimas
virskinamajame trakte gali biti siejamas ir su Zalingais Zzmogaus organizmo dariniais, kaip pvz.,

alergenai [59].

18



Lentelé 3.Pieno baltymy peptidai identifikuoti po in vitro virs$kinimo [57]

Peptidas ldentifikuota seka Funkcija organizme Saltinis
b-CN HLPLP Antihipertenzinés savybés (ACE) | Chabance et al., 1998[60]
asl-CN AYFYPEL1 Antihipertenzija veikia lasteles Contreras, Carrén, Montero, Ramos,
HT29-MT, kurios stimuliuoja & Recio, 2009 [61, 62]

iSorinis Zarnyno mucing, pasizymi | Martinez-Maqueda, Miralles,
Cruz-Huerta, & Recio, 2013

Fernandez-Tomé et al., 2016. [56]

opiodiniu aktyvumu

b-Ig IHHAEK Hipochlesteroleminés savybés Nagaoka et al., 2001 [63]

b-lg GLDIQK

b-Ig IPAVF Dipeptidalpeptitazés inhibitorius | Silveira, Martinez-Maqueda, Recio,
& Hernandez-Ledesma,
2013 [64]

Zirniy baltymy bioaktyviis peptidai. Zirniy bioaktyviis peptidai pasizymi
opiatiniu,  imunoreguliaciniu,  antihipertenziniu,  antitrombotiniu,  antioksidaciniu ir
antimikrobiniu aktyvumu. Taip pat turi ir biologiskai aktyviy komponenty, tokiy kaip
antigrybeliniy bioaktyviy peptidy ar sveikata gerinanciy maistiniy lektiny [65, 66]. Kartu su
angliavandeniais zirniy baltymy izoliatai Sumazina gliukozés kiekj kraujyje [67].

Zirniy baltymai fermentinés hidrolizés metu yra suskaldomi iki peptidy, kurie
pasizymi bioaktyviomis antioksidacinémis savybémis laisvyjy radikaly sumazinimui [68].
Vicilinas virSkinimui skrandyje yra atsparus, taCiau Zarnyne, veikiamas fermento tripsino,
atlaisvina peptidus, kurie pasizymi ACE inhibitoriniu aktyvumu ir antioksidacinémis savybémis
[69].

KiauS$iniy baltymy bioaktyviis peptidai. Kiausiniy baltymy atlaisvinti peptidai,
gaunami fermentinés hidrolizés metu i§ ovalbumino, yra aktyvis prie§ Bacillus subtillus,
Escherichia Coli, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas auringenosa, Serratia marcescens,
Candinda albicans [70]. 92-amino ragsciy ovotransferino peptidas OTAP-92 yra pajégus
sunaikinti gram-neigiamas bakterijas, pazeisdamas citoplazming membrang. Taip pat buvo
pademostruotas jo antivirusinis aktyvumas prie§ Mareko ligos virusus kiauSiniy emriony
fibroplaste [70].

Kiausinio baltymy peptidai, gaunami vir§kinimo metu, pasizymi ir anti-adhezinémis
savybés. Adhezija yra pirmas zingsnis mikroorganizmui prisitvirtinti prie audinio ir galimai
sukelti infekcija. Po fermentinio kiausinio virskinimo ovomucinas yra glikoziduojamas taip, kad
sudaryty ovomucino glikopeptidy (OGP), kurie turi Escherichia Coli O157:H7, specifinius

prisitvirtinimo rysius, sudarytus i$ sialiko ragsties. Siy rysiy atradimas patvitina, kad OGP gali
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buti apsauga E.Coli O157:H7 in vivo infekcijai, o taip pat potencialiai naudojamas E. Coli
O157:H7 aptikimui [71].

Keletas kiausinio baltymy ir peptidy pasizymi imunoreguliavimo aktyvumu.
Ovalbumino peptidai yra naudojami pagerinti imuninj atsakg vézio imunoterapijai [72].
Fagocitinis mikrofagy aktyvumas buvo pagerintas su ovalbumino peptidais OA 77-84 ir OA
126-136, gautais i§ ovalbumino virskinimo zarnyne metu [71].

Kiausinio baltymai taip pat pasizymi ir antihipertenziniu aktyvumu. Ovalbumino
peptidas ovokininas (OA 358-365, OA 2-7), gaunamas po chemotripsino reakcijos su
ovalbuminu, pasizymi vasorekelaksaciniu aktyvumu [73, 74]. Abu peptidai pasizymi sistolinio
kraujo spaudimo sumazinimu hipertenzijg turin¢iomis ziurkéms [73]. Keturi ACE-inhibitoriniai
peptidai (ACE - Angiotensin I Converting Enzyme) identifikuoti po virSkinimo fermenty
pepsino ir tripsino ovalbumino proteolizés: OA 183-184, OA 200-218, Arg-Ala-Asp-His-Pro-
Phe-Leu, Tyr-Ala-Glu-Glu-Arg-Tyr-Pro-lle- Leu [75]. Devalos et.al. (2004) teigia, kad
kiau$iniy baltymy fermentiné hidrolizé atlaisvina peptidus, pasizyminc¢ius dideliu antioksidaciniu
aktyvumu. Kombinacijoje su  ACE-inhibitorinémis savybémis peptidai pasizyméty
multifunkcinémis savybémis, kurios apsaugoty nuo Sirdies kraujagysliy ligy ir dalinai nuo
hipertenzijos [76].

1.3. Baltymy fermentiné hidrolizé virSkinamajame trakte

Baltymy fermenting hidroliz¢ atlicka proteoliniai fermentai. Jie hidrolizuoja
peptidinius rysius tarp amino rigs¢iy, sudarydami jvairaus molekulinio dydzio peptidus ir laisvas
amino rugstis. Fermentiné hidrolizé baltymy substratui yra labai Selektyvi. Fermenty
selektyvumas yra kiekybinis parametras, apibiidinantis specifinj fermentinés hidrolizés skilimg ir
mechanizmg. Taip pat daznas parametras, apibiidinantis substrato skilima, yra hidrolizés laipsnis.
Jis proporciskai apibiidina hidrolizuotus peptidinius rySius substrate, taciau nenusako fermenty
specifisko veikimo mechanizmo — selektyvumo [77].

Pagal hidrolizuojamaj; mechanizmg fermentai yra skirstomi j endopepsidazes ir
egzoproteazes. Endopepsidazés hidrolizuoja peptidinius rySius baltymo molekuléje,
sudarydamos didelés molekulinés masés peptidus, tuo tarpu egzoproteazés sistematiskai pasalina
N ar C terminalines amino riigstis hidrolizuodama terminalinius peptidinius rysius [78].

Fermentai yra specifiski. Jie hidrolizuoja substrata specifinése vietose priklausomai
nuo esamos aminortgsties molekuléje. Pvz. Tripsinas skelia baltymo peptidin; rysj esant Lys-X
ar Arg-X amino rigstims, kai X yra bet kuri amino ragstis iSskyrus proling [79]. Fermenty
selektyvumas pagrinde priklauso nuo keturiy pagrindiniy faktoriy. Pirmiausia nuo amino riigsties

kriivio subtrate. Tripsinas yra aktyvus pH 7-10 ir skeliant B-kazeing didinant pH verte,
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aktyvumas skiriasi. Skaldant substratg esant jkrautai Lys amino riig§¢iai, mazéja, tuo tarpu, esant
jkrautai Arg amino rugS¢iai substrate, tripsino aktyvumas iSlicka pastovus [80]. Antras
parametras - temperatira. Literatiiros Saltiniy duomenimis, lyginant B-kazeino skilimg su
glutamyl-endopepsidaze 37°C ir 50°C susidaro skirtingas glutamo ragsties radikaly kiekis.
TreCias parametras, jtakojantis fermenty selektyvuma hidrolizei, yra produkty susidarymas
hidrolizés metu. Po glutamo rtigsties atskélimo subtrate jis trukdo atkelti metioning ir proling
esant P1’ pozicijoje [81]. Ketvirtas parametras — substrato prieinamumas. Hidrolizés kinetika yra
greitesné baltymy agregaty ar neis$sivyniojusiy baltymy, nei linijinés formos substraty [82, 83].

Pagrindiné fermentiné hidrolizé Zmogaus organizme Vyksta virSkinimo metu.
Skirtingy substraty hidrolizé yra stebima in vitro ir in vivo vir§kinimo metu. Baltymy fermentiné
hidrolizé yra vykdoma naudojant pepsina, chymotripsing ir tripsing bei Kkitus proteolitinius
fermentus.  Atlickant virSkinimo tyrimus, fermenty aktyvumas ir fiziologiné drusky
koncentracija yra parenkama remdamasi hormonizuotas protokolais, paremtais in vivo Zzmogaus
studijomis. Taciau vis dar néra tikslaus patvirtinimo, kuris protokolas buty fiziologiskai
priimtinas [84].

Pagrindiniai faktoriai, jtakojantys varijuojant vertinimus jvairiose studijose baltymy
hidrolize in vitro vitr§kinimo metu, yra pH, fermento grynumas ir aktyvumas, fermento ir
substrato santykis, baltyminio substrato grynumas ir konformacijos, inkubacijos laikas. Sie
varijuojami paramentrai yra pagrindiniai veiksniai, trukdantys gauti tikslius duomenis apie
fermentinés baltymy hidrolizés produktus [85, 86].

Fermenty aktyvumas hidrolizés metu. Moksliniy tyrimy duomenimis, skirtingas
fermenty aktyvumas tam paCiam substrato kiekiui turi jtakos produkty susidarymui.
Endopepsidazés (pvz.: pepsinas), esant aukStam aktyvumui, gali save hidrolizuoti ir sudaryti
laisvas amino riigstis ir peptidus, prarasti savo aktyvuma [87]. Wang R. et al., 2017 tyrimo metu
parinko tris fermento pepsino ir substrato santykius. Rezultatai parodé, kad, didéjant pH (nuo 1,2
iki 2,5) ir mazéjant pepsino substrato santykiui (nuo 10U:1ug iki 0.1U:1ug) padidéja hidrolizés
produkty kiekis ir prailgéja pepsino aktyvumas, skaldant substratg [88]. Taip pat, naudojant
mazesnio aktyvumo fermentus tyrimamas, yra didesnis atsikartojamumas, nei naudojant didesnio
aktyvumo fermentus baltymy hidrolizei [87].

Terpés pH jtaka baltymy fermentinei hidrolizei. Terp¢ pH yra vienas svarbiausiy
kriterijy, atliekant fermenting baltymy hidroliz¢. Priklausomai nuo terpés ir temperatiros,
atlaisvinama reaktyvi zona, kuri skaldo substrata tam tikrose vietose. Skrandzio sekrecijoje yra
pepsino pirmtakas pepsinogenazé, kuri, esant rigstinei terpei, vykdo autokatalize ir aktyvuojasi |
pepsing [89]. Irodyta, jog aspartiné proteazé ir pepsino aktyvumas tiesiogiai priklauso nuo pH ir
tirpale esanciy drusky [90]. Esant mazesniam pH nei 2,5, yra pastebétas pepsino aktyvumo
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nuosmukis ir nepilna galimy substraty hidrolizé, gauta i$ rieSuty, ryziy ir iSragy [88, 91, 92].
Siam fermento pokyéiui gali turéti jtakos ir unikalios substrato fizikocheminés savybés, esant
skirtingam pH. Pvz.: HRP (alergenas - horseradish peroxidaze) yra stabilus neutraliose salygose,
bet praranda stabiluma sumazéjus pH iki 4,5 ir pilnai i§sivynioja esant pH 3. Sios konformacijos
turi jtakos fermento jautrumumo sumazéjimui hidrolizuojant HRP [93]. Organizme pH kinetika
yra dinaminé. Moksliniy tyrimy duomenimis, skrandzio pH kitimas yra stebétas bandymuose su
gyvinais: jel pradinis skrandzio pH yra 2, tai, suvartojus maitinimo produkta, jis per 30min
pakyla iki 5 ir stabilizuojasi iki pradinio per keletg valandy. PanaSus tyrimas, Chen, E.P., 2008,
vaizuojantis pH kinetikg virSkinamajame trakte, atliktas ir su Zmonémis [94, 95].

Skirtinga substrato koncentracijos ijtaka fermentinei baltymuy hidrolizei.
Skirtinga substrato koncentracija jtakoja fermentinés hidrolizés produkty susidarymg. Zhang S.,
2013 tyrimy duomenimis, in vitro virSkinimo metu stebéti skirtingos koncentracijos isriigy
baltymai. Virskinimo metu sufromuoti agregatai mazesnés koncentracijos baltymuose (3% ir
5%) pilnai  suhidrolizuojami iki mazesniy produkty po 30min., tuo tarpu didesnés
koncentracijos ( 7% ir 9%) agregatai yra matomi ir po 2val. imituojamojo virskinimo skrandzio
fazéje. Didesné substrato koncentracija produkte virSkinimo metu padidina laisvy radikaly kiekj
fiziologinése sultyse, todél peptidy ir aminoriigdéiy saveika su kitais joninias komponentais
padidéja, formuodama agregatus. Literattros Saltiniy duomenimis, palyginus 3% ir 9% isrugy
baltymy disociacijg j agregatus, virS8kinimo metu buvo identifikuotas didesnis disulfidiniais
rySiais sujungty peptidy kiekis didesnés koncentracijos baltymuose [96].

Baltymy kilmés ir maisto matricos jtaka fermentinei baltymuy hidrolizei.
Literaturos Saltiniuose randama, kad pilnavert] maistiniy medziagy gavimg jtakoja ne tik
nepakei¢iamy amino riig8¢iy sudétis, bet ir specifiniai spiraliniai i§sidéstymai molekul¢je, kurie
ir sukuria unikaliag molekulés struktiirg, kriivio pasiskirstyma, pavirSiaus hidrofobiSkumg ir
prieinamumg hidrolizuojamiems fermentams. Vir§kinimo metu Sie specifiniai fizikocheminiai
dariniai jtakoja baltymo elgesj skirtingose aplinkose ir reguliuoja virskinimo kinetikg [21]

Nors baltymy kiekis ir amino riig§¢iy seka maitinimo produktuose skiriasi, taciau
mokslininky buvo jrodyta, jog gyvininés kilmés baltymai yra geresnis nepakei¢iamy amino
rugsciy Saltinis palyginti su augalinés kilmés baltymais. Tadiau subalansuotas augalinés ir
gyvininés kilmés baltymy virSkinamumas eksperimentuose su gyviinais yra panasus [97].

Apibendrinimas. Taigi, prilausomai nuo baltymy izoliaty pagaminimo proceso,
terminio apdorojimo, amino riig§¢iy kompocizijos ir konformacijos t.y. iSoriniy ir vidiniy
veiksniy fermentinés hidrolizés metu atlaisvina skirtingg kiekj peptidy ir amino ragsciy, kurie

pasizymi funkcinémis ir bioaktyviomis savybémis.
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Tyrimy tikslas: iStirti skirtingos kilmés baltymy vandeniniy tirpaly hidrolizés

produkty dinamikg modelingje in vitro sistemoje

Tyrimy uzdaviniai:

1. Nustatyti skirtingos kilmés baltymy tirpumo ir klampos pokycius priklausomai nuo pH,

baltymy koncentracijos ir panaudoto polisacharido priedo.

2. Palyginti skirtingos kilmés ir klampos baltymy virSkinamumg in vitro skrandzio ir zarnyno
faziy modelyje, sudarytame pagal COST INFOGEST patvirtinta protokola, panaudojant
kiekybinj baltymy hidrolizés produkty vertinima

2. Medziagos

2.1. Reagentai ir tyrimo medziagos

Tyrimo metu pasirinkti Zirniy (pea protein, “Pulsin”, LOT17045), kiauSiniy (egg
protein “Myprotein”, 1L701602064) ir pieno baltymai (milk protein “Myprotein” ), naudojamas
tirstiklis yra Konjac Glucomannan ( “Bulk” Batch No: KDT-1613 ) polisacharidas.

Tirpumo nustatymui naudojami reagentai: druskos raigstis (HCI), natrio hidroksidas
(NaOH).

Pepsino aktyvumo nustatymui naudoti reagentai: jaucio kraujo Haemoglobinas
(Sigma-Aldrich, H2500), druskos ragstis (6081, J.T.Baker) NaCl (6404, Merck), NaOH (9141,
Merck), trichloracto ragstis (TCA) 99,5 % (Panreac, 131067), ultra grynas vanduo, generuotas
Milli-Q sistemos (tekste minimas, kaip grynas vanduo).

Virskinimo metu naudoti reagentai: kiauliy pepsinas (P7012), pankreatinas is$
kiauliy tulzies (P7545, Sigma), kiauliy tulzies drusky ekstraktas (B631), tripsinas (T4799-5,
Sigma), a-Chymotrypsinas (C4129, Sigma), tulzies a-amilazé¢ (10080, Sigma) kalio chloridas
(Fisher, P/4280/53/, KCI), kalio dihidrofosfatas (Fisher, P/4800/53, KH2POs), natrio
hidrokarbonatas(Fisher, S/0600/53) NaHCOs3), natrio chloridas (Fisher, H/1200/PB17, NaCl),
vandeninis  magnio  chloridas  (Fisher,  M/0600/53, MgCl2(H20)e),  amonio
karbonatas(NH4(CO:s).), kalcio chloridas (Fisher, S/4920/53, CaCl, ), druskos rugstis (HCI),
natrio hidroksidas (NaOH), PMSF (Sigma, CAS Number 329-98-6, phenylmethanesulfonyl
fluoride).

Kjeldalio metodo reagentai: boro ragstis, H2SO4 konc. , natrio hidroksidas (NaOH),
taSiro indikatorius, katalizatoriaus tableté.

Lowry metodo reagentai: Na,COs, CuSO4¢5H-0, folin reagentas, natrio hidroksidas
(NaOH).
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Fluorescencijos metodui naudojami reagentai: TCA (Merck 807, Merck Germany,
CAS no.: 76-03-9.Mw:163.39), HCI: Sigma H1758, (Sigma Aldrich Germany, CAS no.: 7647-
01-0, Mw: 36.46 g/mol), sodium tetraborat (Na2B40O7, 10H20): Merck 6308, (Merck Germany,
CAS no0.:1303-96-4, Mw: 381.37 g/mol), acetone (dried) Merck 299 (Merck Germany, CAS no.:
67-64-01. Mw: 58.08 g/mol);, fluorescamin (4-phenylspiro furan-2(3H), 1’-phthalan -3.3’dione):
Fluka 47614 (Sigma Aldrich, Germany, CAS no0.:38183-12-09, Mw.: 278.3 g/mol), L-Leucine:
Sigma L-8000 (Sigma Aldrich, Germany, CAS no.: 61-90-5, Mw: 131.17 g/mol).

Ekstrakcijos reagentai: Tris-HCI (T5941, Sigma), Urea (U5378, Sigma), Thiourea
(T8656, Sigma), 3-[(3-Cholamidopropyl)  dimethylammonio]-1-propanesulfonate  hydrate
(CHAPS) (C9426, Sigma), 1,4-Dithiothreitol (DTT) (D0632, Sigma).

Elektroforezés SDS-PAGE reagentai: poliakrilamido gelis (NUPAGE 4-12% Bis-Tris
Gel), Running buffer (NUPAGE), LDS (NuPAGE sample buffer(4x), NP000), Comassie G-250
(SimplyBlue™ SafeStain LC6060, Novex).

2.2. Tyrimo objekty paruoSimas

Tyrimuose naudojami Kiausiniy, pieno ir zirniy baltyminiai tirpalai paruosti i§ baltymy
milteliy su ir be tirStikliu Konjac Glucomannan. Prie§ nustatant tyrimo objekty reologines
savybes, atlickamas baltymy milteliy tirpumo nustatymas.

Baltymy vandeniniai tirpalai ruosiami pagal 2 lentele. Vanduo uzvirintas ir atvésintas
iki kambario temperatiros. Tirpalai palikti brinkintis ne maziau 4h 4°C temperatiroje.
Kiekvieno baltyminio tirpalo koncentracija yra 10% ir 15%.

MiSiniai su tirStikliu Konjac Gliucomannan yra ruos$iami ne anksciau nei 24h pries
tyrimus. Konjac Gliucomannan reikiamos koncentracijos yra 0,3% kiausiniy baltymy ir 0,07%
pieno baltymy vandeniniuose tirpaluose. Polisacharido milteliai yra 1val. laikomi UV
spinduliuotéje ir pasveriama 1g (0,0001g tikslumu ADAM PW 184). Tirstiklis yra palaipsniui
maiSomas SU virintu ir atSaldytu iki +20°C temperatiros vandeniu. Tirpalas maisomas ant
magnetinés maisyklés (magnetic stirrer MSH 300) 24 valandas 20 °C temperatiroje. Gautos
koncentracijos tirpalas yra jmaiSomas j baltymy vandeninj tirpalg taip, kad bendra tirpalo
koncentracija buty kiauSinio baltyminiame tirpale 0,3%, o pieno baltyminiame tirpale 0,07%.
Sumaisytas baltymo ir polisacharido tirpalas yra laikomas 4 valandas 4°C ir naudojamas
tolimesniems tyrimams [98]. Baltymy miSiniai yra maiSomi santykiu 1:1. Bendra miSinio

koncentracija yra 10%. Paruosiamas pieno ir zirniy misinio baltyminis tirpalas (zr. Paveikslas 1).
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Paveikslas 1. Tyrimo objekty paruosimo ir tyrimy eksperimento schema

3. Tyrimo metodai

3.1. Tyrimo objekty funkciniy savybiy vertinimas

Priklausomai nuo gamybos proceso, tyrimo objektai pasizymi skirtingomis
technologinémis savybémis. Tyrimo metu nustatytas jy tirpumas prie skirtingo pH. Skirtingas
pH tirpale gali pakeisti prigimtinj kriivi, esantj baltymy tinkle. Jie gali denatiiruotis, pakeisti savo
konformacijg. Baltymams skirtingas pH turi poveikj drusky tilteliams ir vandeniliniams ryS$iams.

Drusky tilteliai yra sujungti joniniu ry$iu tarp teigiamg ir neigiama kriiv] turinCiy
Soniniy amino rigéiy. Pvz: lizino jono -COO- ir asparto riigsties —~NH™ jono. Padidinus pH
baziniu tirpalu —NH*3, jonas virsta neutralia -NH2 grupe. Sumazinus pH riigstiniu tirpalu -COO-,
jonas virsta neutralia —COOH grupe. Bet kuriuo atveju, joniné jéga yra paSalinama ir proteino
struktlira i§sivynioja.

Vandeniliniais rySiais yra susijungusios jvairios Soninés amino rigstys pvz.. du
alkoholiai: serinas, triptofanas ir tirozinas; alkoholis ir aminas:Ser ir Lys; alkoholis ir amidas:
Ser ir Asn; alkoholis ir rugstis: asparto rugstis ir tirozinas; dvi rtgstys: asparto ir glutamo.
Keiciantis pH yra suardomi vandeniliniai rysiai, kurie pakeicia baltymo forma [30].

Kitos technologinés tyrimo objekty savybés tokios, kaip emulsijos sudarymas,
stabilumas, dispersiSkumas nebuvo jvertintos tyrimo metu.

3.1.1. Tyrimo objekty tirpumo nustatymas
Baltymy tirpumas buvo tiriamas zirniy kiauSiniy, ir pieno baltyminiuose tirpaluose
pagal metodikg Liang Han-Ni, 2013 [90], pH jtakai baltymy tirpumui buvo naudojamas
distiliuotas vanduo, kurio pH koreguotas nuo 2 iki 8 su 1M NaOH ir 1M HClI tirpalais (GMH
3530 Digital pH-/mV-/Thermometer ). Baltymai iStirpinti skirtingo pH vandenyje. Galutiné
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baltymy koncentracija yra 1Img/ml (zr. Lentelé 3). Tirpalai purtomi purtykle (Thermo Scientific
415220Q Tube Shaker/Rotator) 2 val. kambario temperatiiroje. Kiekvienas méginys buvo
nucentrifuguotas (Labofuge 200, Thermo Fisher) 5300rpm 20min. Tolimesniems tyrimams
naudoti nupilti supernatantai. Baltymy kiekis bandiniuose nustatytas Lowry metodu [99], pagal
kiausSinio albumino kalibracing kreive. Baltymy tirpumas apskaiciuotas santykiu su pradine jdéta

baltymy koncentracija (1mg/ml) ir gauta koncentracija supernatante:
Cs
Ps =100 (1)
Ps — Baltymy tirpumas, %; Cs — baltymy koncentracija supernatante, mg/ml; Cp — baltymy
koncentracija baltyminiame tirpale, mg/ml.

100% tirpumas yra nustatytas, kai nepastebéta jokiy nuosédy paruostuose tirpaluose po

maiSymo. Nustatymas buvo pakartotas du kartus ir apskaiciuotas standartinis nuokrypis.

Lentelé 4. Baltyminiy tirpaly paruo$imas

Balt Baltymo izoliato Tiriamasis tirpalas
altym - -
Baltymy izoliyat(;! koi:ficientas Skirting pH Baltymo
izoliatas vandends kiekis, koncentracija tirpale,
grynumas, % 1g/baltymo
ml mg/ml

Pieno 80 1,25 10 1

Zirniy 82 1,22 10 1
Kiausiniy 78 1,28 10 1

3.1.2. Tyrimo objektu reologiniy savybiy nustatymas

Klampa jvertinta reometru ,,MCR - 301* (Anton Paar, GmbH), naudojant matavimo
sistemg CC-24, kurios vidinis skersmuo yra 0,02 mm. Klampa nustatyta: T = 20°C; poslinkio
sparta viso matavimo metu buvo pastovi 50 (1/s). Atlikti 29 matavimai ir apskai¢iuotas
standartinis nuokrypis [13].

3.2. Virskinimas in vitro

Imituojamas statinis in vitro virSkinimas atlickamas pagal INFOGEST protokola
Minekus et.al, 2014.

3.2.1. Fermentinis pepsino aktyvumo nustatymas

Pepsino aktyvumo nustatymas atliktas pagal metodika (EC 3.4.23.1), kurio esmé yra

TCA tirpiy peptidy atlaisvinimas 1§ hemoglobino ir aptikimas spektofotometrijos tyrimu 280 nm
(pH 2, 37° C).

Haemoglobinas + H,O P&Si> TCA tirpiis peptidai
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Paruosiamas substratas 2 % (w/v) hemoglobinas. Pasveriama 0,5 g hemoglobino ir
istirpinama 20 ml gryname vandenyje, pH=2 koreguojamas su HCl 300 mM ir praskiedziamas
iki 25 ml grynu vandeniu. ParuoSiamas skirtingos koncentracijos kiauliy pepsinas (fermentas):
15, 20, 25, 30, 35, 40 pug/ml. Tyrimo metu iSmatuojami atlaisvinti peptidai Kiekviename
méginyje su skirtinga fermenty koncentracija po reakcijos (testiniai méginiai) ir atitinkamai
peptidy kiekis kiekviename méginyje su skirtinga fermenty koncentracija be reakcijos (tusti
méginiai). | kiekvieng 2ml epindorfo tabelg jpilama 500 pL hemoglobino tirpalo, jskaitant ir
tus¢ius meéginius. Méginiai inkubuojami 37° C 3-4min, kad susivienodinty temperatira.
Pridedama po 100 pL kiekvienos fermeneto koncentracijos ] atitinkamg méginj (iSskyrus tuscia
méginj). Inkubuojama tiksliai 10min. Reakcija sustabdoma jpylus 1ml 5% TCA tirpalo |
kiekvieng méginj. | kiekvieng tus¢iag méginj atitinkamai jpilamas 100 pL kiekvienos fermento
koncentracijos. Méginiai nucentrifuguoti 5300rpm 30 minutes 20°C, kad atsiskirty dvi frakcijos:
supernatantas ir netirpi frakcija. Supernatantas jpilamas j kvarcing kiuvete ir iSmatuojama
absorbcija, esant 280nm bangos ilgiui. Apskaiciuoti skirtingy koncentracijy fermenty aktyvuma

galima formule:

| A280 Test — A280 Blank| x 1000

(atx X) (2)

Units/mg =

Kur, Units/mg — fermento aktyvumas 1mg

A280 Test — analizuojamo méginio optinis tankis

A280 Blank — tus¢io méginio su fermentu optinis tankis
At: reakcijos laikas, i.e. 10 minutes

X: koncentracija, testuoto fermento méginio (mg/ml)

Istirtas fermentinis pepsino aktyvumas - 200U/mg.
3.2.2. Virskinimo sul¢iy paruosimas

Virskinimo sulciy ruosimas. Statinio vir§kinimo metu simuliuojamyjy sul¢iy paskirtis
yra uztikrinti nekintamg pH ir terpe¢ fermentams veikti. Simuliuojamosios Zarnyno sultys buvo
ruosiamos pagal lentelé 5 duomenis (SSF: simuliuojamos seiliy sultys; SGF: simuliuojamos
skrandzio sultys, SIF: simuliuojamos Zarnyno sultys). Paruosti darbiniai tirpalai yra pasSildomi iKi

37°C pries imituojamajj virskinima. Jie taip pat gali buti paruosti i§ anksto ir laikomi —20°C.
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Lentelé 5. Darbiniy ir baziniy vir§kinimo sul¢iy paruosimas

Darbiniai Vir§kinimo tirpalai
SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7)
DBT Galutiné
Drusky Lo Galutiné _ . | Galutineé DBT
Drusky kiekis DBT Kkiekis o drusky
o tirpaly | drusky konc. ] drusky konc. | kiekis )
baziniai paruosti ) paruo$ti 0.4 | konc. tir-
) ) koncentr tirpale tir-le  (mmol | paruosti
tirpalai (DBT) B 0.4 L L (mL) le (mmol
acija (mmol L—-1) L-1) 0.4L (mL)
(mL) L-1)

SSF(simuliuojamos seiliy sultys), SGF(simuliuojamos skrandzio sultys), SIF( simuliuojamos Zzarnyno sultys).
Koncentracijos yra paskaiciuotos 400ml tiirio tirpalui. Praskiedimas iki 500ml bus po fermento, tuzies drusky ir
CaClx(H20) pridéjimo in vitro viskinimo metu. Reikiamas CaCla(H20)pridedamas | galutinj tirplalg, kad buty

iSvengta nuosédy.

KCI 05 151 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8
KHzPO4 05 37 1.35 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCO; 1 6.8 13.68 125 25 425 85
NaCl 2 — - 11.8 472 96 384
MgClx(H,0)s | 0.15 05 0.15 04 0.12 11 0.33
NH.(CO3)2 05 0.06 0.06 05 05 — —
CaCly(H,0),* | 0.3 — 15 — 0.15 — 0.6

pH koregavimui paruosiami 6M HCI ir 1M NaOH tirpalai.

3.2.3. Virskinimo in vitro modelis

Simuojamasis in vitro virS$kinimo modelis yra vykdomas trimis etapais: burnos,
skrandZio ir Zarnyno fazése. Naudojamas fiksuotas fermenty kiekis, pH, simuliuojamyjy
fiziologiniy sul€iy kiekis ir virSkinimo laikas (zr. Paveiklas 2).

Burnos faze (galutinis maisto ir SSF santykis yra 50:50). 5g baltyminio tirpalo buvo
sumaisyta su 4ml pasildytu darbiniu SSF darbiniu virskinimo tirpalu. Tiriamajame darbe a-
amilazé nebuvo naudota dél mazo angliavandeniy kiekio tiriamuosiuose méginiuose. | meginj
buvo jpilta 25ul 0.3M CaClz (H20)2. ir 975ul vandens. Méginys sumaiSomas ir dedamas j

termostatg su purtykle, kurioje palaikoma 37°C. Inkubuojama 2min.
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Skrandzio fazé (galutinis burnos fazes méginio ir SGF santykis 50:50). Po 2min
méginys sumaiSomas su 8ml SGF darbiniu tirpalu, jpilama 5ul 0.3M CaClx(H20)..
Koreguojamas pH iki 3.0 su 6M HCI. Ipilamas 1ml kiauliy pepsino tirpalas (paruostas
vandenyje, galutiniame méginyje pepsino aktyvumas yra 2000 U ml™) ir vandeniu pasiekamas

bendras méginio turis 20ml. Méginys

jdedamas ] purtykle ir inkubuojamas

Burnos Fazé

2val, 37°C. Jvertinti vir§kinamumo eiga

_\'Ifﬂf"'—" skrandzio faz¢je meéginiai buvo iSimami

Sumaifoma 1:dsu
S5F, 2min, pH7

= ' po 0,3min, 5min, 10min, 30min, 60min
Skfrznzfiﬂ ir 120min.  Méginiuose  esantys
E&Eﬂ:i. fermentai inhibituojami Saldymu ir pH

koregavimu iki 7 su 1M NaOH.

Zarnyno Fazé
Sumaifoima 1:1su SIF+
fermentai. 2val,pH 7

—

Fermenty ekstraktas
Pankreatinas [ paremtas
tripsinoaktyvumu 100U mil)
TulZies druskos [10mM)

Individualtis fermentai
Tripsinas [100U/ml)
Chymatripsinas (25 U/ml)
Tulies lipaze (2,000U,/ml)
Tufies amilazé (200 U/ml)

Paveikslas 2. Simuliuojamojo in vitro vir§kinimo schema [10]

Zarnyno fazé ( galutinis skrandzio fazeés ir SIF santykis méginyje 50:50). | skrandZio
fazés méginj jpilama 11ml pasildyto darbinio SIF darbinio virSkinimo tirpalo. Koreguojamas pH
iki 7.0 su NaOH/HCI tirpalu. ] méginj jpilama 40ul 0.3M CaClz2(H20)2. Ipilamas 1ml tulzies
drusky (100ml -1,08g tulzies drusky paruoStame vandeniniame tirpale, kad druskos pilnai
iStirpty, 30 min maisoma ant magnetinés maiSyklés ). Pagal paveiksla 2 galimi du variantai
simuliuoti Zarnyno fazg. Tyrimo metu, kiekybinéms analizéms naudojami méginiai paruosti su
fermenty ekstraktu: j méginj jpilamas 1ml pankreatino miSinys (paruostas SIF baziniame tirpale).
Kokybinei analizei simuliuojamajam vir§kinimui naudojami individualis fermentai: atskirai
paruosti skirtingo aktyvumo tulZies lipazés, amilazes, tripsino ir chymotripsino méginiai SIF
elektrolity tirpaluose, sumaiSomi ir jleidziami j méginius. Pasiekiamas méginio tiris iki 40ml
vandeniu ir dedamas j purtykle 2val, 37°C. Ivertinti virskinamumo eigg Zarnyno fazéje méginiai
buvo i§imami po 5min, 60min ir 120min. Zarnyno fazéje proteaziy fermentai tripsinas ir
chemostripsinas inhibituojamas PMSF. Kiekienas méginys nucentrifuguotas (,,HERAEUS
LABOFUGE 200“ 10000 rpm, 20min, 4°C) surinktas supernatantas, j atskirg mégintuvélj
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surenkama netirpi frakcija, vykdoma ekstrakcija ultragarsu. Analizuojamieji méginiai uzsaldyti

skystu azotu, laikomi -20°C iki analizés (Zr.Paveikslas 3).

GU GO0.3 G110 G30 Ge0 G120 ou D5 De0 D120
Meginys

Meéginys
l[ be fermento J”l be farmenta ]I
- =
Fermentas inaktyvuojamas Fermentas inaktyvuojamas
greitu uZzaldymu ir greitu uzzaldymu ir
pH korekcija iki 7 Inhibitoriumi PMSF
Centrifuguojama 10000rpm 20min 4°C
Surenkamas ™™ -
supernatantas 4%TCA

b

B
Metirpi frakcija surenkama - ‘/

ir wwkdoma ekstrakcija

ultragarso voneléje 15min |
e S —

l Tirpics frakcijos analizucjamasiz Tirpios frakcijos 2% TCA tirpiy peptidy
. meéginys analizucjamasis méginys
T | Laikomas -20C ki analizes Laikemas -20C ki analizes

Metirpios frakcijos

analizuojamasis meéginys .| SDS-PAGE - > Amino grupiy pokytis -
Laikomas -20C iki analizés 7| elektroforeze. (Fluorescemine analize)

Atlaisvintas azotas

(Kieldalis)

Peptidu koncentracija ir
intensyvumas

{Lowry)

¥

Paveikslas 3. Analizuojamyjy méginiy paruosimas analizei. G — skrandZio fazés tiriamieji méginiai; D — Zarnyno
fazés tiriamieji méginiai.

3.3. Baltymy hidrolizés vertinimo metodai

Tiriamajame darbe tiriamieji méginiai po in vitro virskinimo vadinami tirpios ir
netirpios frakcijos analizuojamaisiais méginiais. VirSskinimo metu naudojamos fiziologinés
sultys praskiedzia tiriamuosius objektus, todél skai¢iavimuose yra jvertinamas praskiedimo
faktorius (zr. 3,3.1. skyriy). Vertinant baltymy hidrolizés kitima skirtinguose vir§kinimo in vitro
etapuose, Kjeldalio ir Lowry metodais analizuojamieji méginiai yra frakcijonuojami su 2%TCA.

Atskiriami skirtingo molekulinio dydzio peptidai (zr. 3.3.2. skyriy). Taip pat baltymy fermentiné
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hidrolizé kiekybiskai nustatoma fluoresceminiu ir kokybiniu elektroforezés SDS-PAGE

metodais, iSmatuojama densitometrija.
3.3.1 Analizuojamyjy méginiy praskiedimo faktoriaus skai¢iavimas

Kai koncentruotas méginys yra praskeidziamas, tai galima jvertinti praskiedimo

faktoriumi. Jis iSreiSkiamas santykiu:

pFr=82-" (3)

C; »
Kur, DF- praskiedimo faktorius — tai faktorius pagal kurj tirpalas yra praskiedziamas. Jis gali
bti iSreiSkiamas tario santykiu su pradiniu ir praskiedziamu tariu ir koncentracija.
V1 (arba C1) — tiriamosios medziagos tiiris
V (arba C1) — taris su tiriamaja medZiaga

Virskinimo metu méginiy skrandzio virskinimo fazéje praskiedimo faktorius yra 4, o
zarnyno fazéje 8. Sis faktorius yra jvertintas kiekvieno metodo skaiiavimuose ir galutinése
iSraiskose.

Papildomai praskiedimo faktorius jvertintas, jeigu analizuojamgjj méginj reikia
neutralizuoti Sarmu, rigstimi ar frakcionuoti su trichloracto riig§timi (TCA).

3.3.2. Analizuojamyjy méginiy frakcionavimas

Peptidy frakcionavimas pagal grandinés ilgj atliktas naudojant skirtingos
koncentracijos TCA: tirpios frakcijos analizuojamieji méginiai sumaisyti su 4% TCA tirpalu.
santykiu 1:1. MaiSoma vorteksu (‘“Laboratory equipment” VV 3 S40) 15sek. ir patalpinama j
ledo vonelg 30min 0°C. Méginiai centrifuguojami 5300rpm 20min. Surinktas supernantantas ir
gautas 2%TCA tirpiy peptidy analizuojamasis méginys (zr. Paveikslas 4).

Tirpios frakcijos
analizugjamasis meginys

/. ©

cl .
ci :".\e"n"n:.H il /
+ ] od — - Surenkama
e I — s * y —» iroi frakoii

t
|wairaus = = |supernatantas
molekulinia . -
dydio Maitoma 15sek  Musodinami peptidai Centrifuguajama
a i 5300 42, 20mi
peptidai 0°C, 20min rpm . 30min —

2%TCA tirpiy peptidy
analizuojamasis meginys
Laikomas -20°C iki analizés

Paveikslas 4. 2%TCA tirpiy peptidy analizuojamyjy méginiy paruo§imo schema
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3.3.3. Atpalaiduoto azoto nustatymas

I$ tiriamo produkto virSkinimo metu atlaisvintas azotas nustatytas Kjeldalio metodu
tirpios frakcijos analizuojamuose méginiuose ir 2%TCA tirpiy peptidy analizuojamuose
méginiuose. 1ml tiriamojo méginio, uzpiltas 20ml konc. sieros riigStimi. Tyrimas Kkartotas 2-3
kartus, jvertintas praskiedimo faktorius ir apskaiciuotas azoto atlaisvinimas (%), pagal formule
[100, 101] :

N¢e—Nf

N = (53=2) - 100, % 4)

N — atpalaiduotas azotas kiekviename virskinimo taske skrandzio ar Zarnyno fazése, %

Ntotal

Nt —azoto kiekis kiekviename virskinimo taske skrandzio ar zarnyno fazése (mg)
Nbendras — @Z0t0 Kiekis prie$ virskinimg, mg
N — azoto kiekis virskinimo sultyse, mg

Kjeldalio metodu nustatytas azoto kiekis analizuojamuose méginiuose yra bendras
kiekis mazesnés ir didesnés molekulinés masés polipeptidiniy grandiniy. Frakcionuodami
analizuojamuosius méginius su TCA, priklausomai nuo koncentracijos, yra nusodinami didesnés
molekulinés masés peptidai. TCA tirpiis yra 7-ias ir maZziau amino rugstis turintys peptidai esant
2-12%TCA. [102]. Jvertinant mazesnés molekulinés masés baltymy hidrolizés produkty
susidarymg virSskinimo metu, yra apskaic¢iuojamas 2%TCA tirpiy peptidy kiekis 2%TCA tirpiy
analizuojamuose méginiuose pagal formule [103]:

NI
2%T CAtirpas peptidai =

"ITCA -100,% (5)

NIn
Kur, NInpyc, — atpalaiduotas azotas kiekviename virskinimo taske 2%TCA tirpiy peptidy
analizuojamuose meéginiuose, %
NI,,— atpalaiduotas azotas kiekviename virskinimo taske analizuojamuose méginiuose, %
3.3.4. Peptidy koncentracijos nustatymas

Lowry metodo esmé yra joninio dvivalen¢io vario sgaveika su peptidiniais rysiais,
kurie pavercia jj vienvalen€iu jonu Sarminémis sglygomis. Jis sgveikaudamas su tirozino,
triptofano ir cisteino radikalais ir Folin reagentu sudaro nestabily produkta, kuris redukuojasi }
molibleno/ tungsteno mélj. Analizuojamas méginys yra Sarminamas 1M NaOH iki pH 9.5-10.5.
Tyrimui paimtas 0,2ml Sarmintas analizuojamasis méginys, uzpiltas CuSQOs tirpalu,
palaikytas10min ir uzpiltas folino reagentu. Po 20min iSmatuotas kiekvieno méginio optinis
tankis prie 660nm bangos ilgio. Pagal kiauSinio albumino kalibracing kreive apskai¢iuota
peptidy koncentracija mg/ml [99].
Pagal peptidy koncentracija apskaiciuojamas peptidy intensyvumas, kuris parodo 2%TCA tirpiy

peptidy analizuojamuose méginiuose kitimg skirtinguose virSkinimo taSkuose.
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Peptidy intensyvumas (Ysp — ang.k. soluble peptide yield) apskai¢iuotas pagal
formule [104]:

Ygp = —-100,% (6)

Ctotal

kur, Ct —peptidy koncentracija 2%TCA tirpiy peptidy analizuojamajame méginyje
virskinimo taske skrandzio ir zarnyno fazése, mg/ml

Crotal - peptidy koncentracija analizuojamojo méginio paskutiniame virSkinimo
taske zarnyno fazéje, mg/ml.
3.3.5. Laisvy amino grupiy pagal leucing nustatymas

Laisvy amino grupiy pagal leucing pokytis apskai¢iuojamas pagal fluorescemininio
metodo gautus rezultatus. Fluorescemininio metodo esmé yra, kad fermentinés baltymy
hidrolizés metu susidaro jvairaus molekulinio dydzio peptidai ir jie i§ bandinio nusodinami Su
12%TCA. Fluorescaminas (fluramas) dedamas j supernantg, kuriame yra hidrolizés produktai —
laisvos amino rugstys ir peptidai. Fluramas jungiasi su iSorinémis amino rigstimis, junginys
tampa fluorescensinis ir gali biiti identifikuotas.

75ul analizuojamojo méginio arba standartinio tirpalo ir 75ul 24% TCA sumaiSoma
ependorfo mégintuvélyje vorteksu 15sekundziy. Méginyje esantis 12% TCA nusodina visus
esancius baltymus ir peptidus [30]. Ependorfai talpinami j ledo vonele 30min, nusodinami
baltymai. Bandiniai centrifuguojami 13000rpm/20min/4°C. Atliekami skiedimai su 1mM HCI.
Bandiniy ir standarty po 30ul pilama i 2ml talpos ependorfo mégintuvélj. Pridedama 900ul 0,1M
Na-Borat buferio. Ipilamas 300ul fluramo tirpalas, mégintuvélis gerai sumaiSomas. Bandiniali
matuojami pagal Gene5 protocol: STNY Fluorescamine assay. Programoje yra nurodomi Sie
parametrai: temperattira 25 °C, purtymas : 1sec. exitation wl: 400/30 , emission wl: 485/20.

Amino ragsciy pokytis (leu/mmol) yra apskaiCiuojamas pagal leucino kalibracine
kreive.
3.3.6. Atlaisvinty peptidy kinetika

Elektroforezé — tai makromolekuliy atskyrimas elektrolauke. Tyrimo metu nustatoma
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) tirpios ir netirpios
frakcijos analizuojamuose méginiuose. SDS yra anijoninis detergentas, kurio iStirpusios
molekulés jgauna neigiama kriivj placiame pH diapazone. SDS sutrikdo beveik visg kompleksine
proteino struktiirg ir prisijungia prie teigiamy peptiduose esanciy elektrody elektros lauke.
Poliakrilamido gelio koncentracija nuspredzia proteiny pasiskirstyma elektros lauke. Tyrimo
metu naudojamas 4-12% poliakrilamido gelis.

Elektroforezé atlickama neredukuojanciomis salygomis, nes méginiai yra

analizuojami virSkinimo metu ir stebima fermentiné¢ baltymy hidrolizé. Didesnés molekulinés
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masés baltymai natiiraliai yra sujungti disulfidiniais rysiais, taciau juos nutraukus redukuojanc¢iu
agentu molekuliné proteiny masé gali pasikeisti | mazesng¢ ir biiti neaptikta elektroforezés tyrimo
metu. Tai gali buti netikslu véliau analizuojant baltymus in vivo, nes vir§kinimo skrandyje fazéje
disulfidiniai ry$iai gali bati ir nenutraukti [105].

Skirtingo virskinimo metu iSimti méginiai yra centrifuguojami 13000g 20min 4°C —
atskiriamos dvi frakcijos — tirpi ir netirpi. RuoSiamas netirpios dalies kiekvieno vir§kinimo metu
ir tiriamosios medziagos ekstraktas su chaotropiniu buferiu, kuriame yra redukuojanciy (DTT) ir
ekstrahuojan¢iy medziagy (Urea, Thiourea), kad nustatytume visus tiriamuosiuose ir
analizuojamuosiuose méginiuose esancius baltymus.

Tiriamojo méginio ir virSkinimo taskuose susidariusios netirpios frakcijos
ekstrakcija. 20mg netirpios frakcijos ir tiriamosios medziagos yra uzpilama 0,5ml chaotropiniu
buferiu. Ekstrakcija vykdoma ultragarso voneléje 15min 60°C. Kas Smin méginiai yra vartomi 2-
3 kartus. Po ekstrakcijos méginiai yra centrifuguojami 16000g 20min 4°C. Atskiriama tirpi ir
netirpi frakcijos. Elektroforezei naudojama tirpi frakcija.

Analizuojamyjuy méginiy elektroforezé ir densitometrija. 60ul analizuojamas
méginys sumai$omas su 30 ul LDS. Sildomas 70°C 5min ir centrifuguojamas 16000g Smin
20°C, kad elektroforezés metu proteiny pasiskirstymas gelyje vykty linijingje tieséje.

Meéginiai yra jleidziami j poliakrilamidinio gelio Sulinélj, uzpilama leidziamuoju buferiu ir
vykdoma elektroforez¢ parametrais: 200V, 350mA, 35min.

Gelis iSimamas i§ plokstelés, nuplaunamas 3 kartus po 5min distiliuotu vandeniu ir
uzpilamas dazais Comassie G-250. Dazoma 24val ir plaunama distiliuotu vandeniu 5Sval.

Geliai skanuojami (Typhoon TRIO, GE healthcare, Laser Red (633), PMT 300V) ir
iSmatuojamas linijy intensyvumas densitometrijos analize, naudojant kompiutering programa
ImageQuant TL. Realiatyvus gauty baltymy linijy intensyvumas, pagal kurig galima matyti
peptido virskinimo kitima skirtinguose taskuose, apskai¢iuojamas normalizuojant gautus

intensyvumus pagal kontroling tiriamojo baltymo ekstakto densitometrijg.

Linijos intensyvumas virskinimo taske

Reliatyvus intensyvumas, % = -100 (7

Kontrolinis linijos intensyvumas

Statistinis apdorojimas. Bandymai buvo atlikti 2-3 kartus, gauti duomenys apskaiciuoti ir

1Svedamas vidurkis ir jvertinamas standartinis nuokrypis.
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4. Rezultatai

4.1. Tyrimo objekty savybés

Viena i§ pagrindiniy analiziy, nusakanti baltymy kokybe yra amino riig§¢iy profilio
kiekybin¢ identifikacija. Kiti svarbiis paramentrai yra baltymy virSkinamumas (ang.k.
digestibility) ir bio-prienamumas (ang.k. bio-availability) prie amino riigs¢iy baltymo molekuléje
t.y. baltymy hidrolizavimas ir galimybé absorbuoti susidariusius mazesnés molekulinés masés
peptidus ar amino rigstis [106]. Baltymy virSkinamumas - tai procentiné iSraiska baltymy
absorbcijos po virskinimo, lyginant su bendru zmogaus ar gyviino suvartotu baltymo kiekiu. Sis
parametras yra pagrindinis baltymy kokybés indeksas, nes tam tikras amino rigsciy kiekis
randamas maiste nebutinai gali biti prieinamas ir absorbuojamas virSkinamajme trakte. Taigi
baltymy vir§kinamumas yra parametras, glaudziai susijes su aminorigs§éiy prieinamumu.

Tiriamyjuy objekty amino rigsciy profilis vandeniniame tirpale. Tiriamyjy
méginiy amino rugsciy profilis vandeniniuose tirpaluose (vandens pH 6) ir bendras azoto kiekis

nustatytas Kjeldalio metodu yra parodytas lenteléje 6

Lentelé 6. Bendras aminortigs¢iy kiekis vandeniniuose 10 % baltymy tirpaluose, kai pH 6

Kiausiniy baltymai Pieno baltymai Zirniy baltymai
mg/l

Asparto r. 7878 1437 4808
Serinas 5215 886 2133
Glutamo'r. 10676 3637 8558
Prolinas 2632 1546 1845
Glicinas 2820 486 1859
Alaninas 5825 2457 3316
IS viso PAR 35046 10449 22518
Treoninas 3236 757 1268
Valinas 5021 998 1926
Metioninas 4587 0 0

Izoleucinas 3817 729 1661
Leucinas 5997 1542 2877
Tirozinas 3305 674 1432
Fenilalaninas 4489 723 2021
Histidinas 2410 644 1551
Lizinas 5337 1281 3010
IS viso NAR 43005 8263 19621

Vandeniniuose baltymy tirpaluose buvo rastos Kiausiniy baltymuose 35046mg/I
pakei¢iamos aminoriigstys (PAR), i$ kuriy daugiausia buvo glutamo (10676 mg/l) ir asparto
ragsties (7878 mg/l). Zirniy baltymy amino rug$¢iy profilyje nustatytos 22518 mg/l pakeic¢iamos
amino ragstys i§ kuriy daugiausia buvo glutamo (8558mg/l) ir asparto ragsties (4808 mg/l).
Pieno baltymuose rasta maziausiai PAR — 10449mg/l i$ kuriy daugiausia glutamo r. (3637mg/l)
ir alanino (2457mgl/l).
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Vandeniniuose baltymy tirpaluose buvo rastos Kiausiniy baltymuose 43005 mg/l
nepakeic¢iamos aminortigstys (NAR), i$ kuriy daugiausia buvo leucino (5997 mg/l), lizino (5337
mg/l), valino (5021 mg/l). Hossain M.A. et. al., 2011 tyrimuose nurodyta, kad kiauSiniy
baltymuose yra apie 48550g/ml NAR, i$ kuriy daugiausia, kaip ir tiriamuosuose objektuose,
rasta leucino ir lizino. Arginino rasta dvigubai daugiau nei tiriamojoje medZziagoje, taciau
santykis tap PAR ir NAR yra panasus [43]. Pieno baltymuose rastos 8263 mg/l aminoraigstys, i$
kuriy daugiausia buvo leucino (1542 mg/l), lizino (1281 mg/l), o Zirniy - 19621 mg/l NAR, i$
kuriy daugiausia buvo leucino (2877mg/l), lizino( 3010 mg/l). Pieno ir zirniy vandeniniuose
ekstraktuose nebuvo rasta metionino, tuo tarpu kiauSinio vandeniniame ckstrakte buvo rasta
4587mg/l metionino. Kiausinyje buvo rastos visos nepakei¢iamos ir pakei¢imos amino ragstys,
tuo tarpu pieno ir Zirniy baltymuose nebuvo rasta nepakei¢iamos amino riigSties metionino.
Gyvininiuose baltymuose metionino yra randama 2-4%, o augaliniuose 1-2%. Taciau, jis yra
jautrus oksidacijai ir kar$¢iui, todél daznai prarandamas gamybos procese, dziovinimo metu [30].

Tiriamyjuy objekty tirpumo nustatymas. Baltymy prienamumas ir jautrumas
fermentui priklauso nuo jo struktiiros (pirminés, antrinés, tretinés, ketvirtinés) [81]. Vienas i
technologiniy baltymy parametry jtakojanciy baltymo denaturacijg ir konformacija yra baltymy
tirpumas. Baltymy tirpumas kinta keiCiantis pH ir temperatiirai. Temperatiira tyrimo metu
nebuvo jvertinta, taciau ji galé¢jo pakeisti tyrimo objekty baltymy konformacijg ir jtakoti
fermenting baltymy hidrolize. Nustatytas tiriamyjy objekty tirpumas prie skirtingo pH parodytas
lenetléje 7.

Lentelé 7. Skirtingy baltymy tirpumo (%) priklausomybé nuo skirtingo pH

pH Pieno baltymai,% | KiauSiniy baltymai,% | Zirniy baltymai, %

2 95+11,3 704243 32+0,9
3 54+£1,7 62+4,7 6+0,7

4 65+3,1 72+7,3 25+43,6
5 65+2,5 80+8,0 37+2,8
6 7143,7 80+9,9 37+6,7
7 70+6,6 83+11,3 54+0,8
8 75+17.,6 82+15,9 60+14,6

Pieno baltymy tirpumas yra didziausias, kai pH 2. Tai galima buvo pamatyti ir
baltyminiame tirpale, jame nebuvo matyti nuosédy po centrifigavimo [90]. Baltymai yra
daugiau tirpas arba Zemame (rtigstiname), arba aukStame (Sarminiame) pH tirpale, nes tame
paciame lygmenyje yra daugiau kraviy, kurie sukelia molekuliy atstimima, taip padidindami jy
tirpumg. Didéjant pH tirpumas sumazéjo nuo 95% iki 55%. Literatiiros Saltiniy duomenimis,
baltymy tirpumas yra maziausias pasiekus jy izoelektrinj taska. Kazeino izoelektrinis taSkas yra
4,6. Tyrimo metu maziausias pieno baltymy tirpumas buvo kai pH yra 3-4 (55%) [26, 107, 108].
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Kiausinio baltymy tirpumas didziausias taskuose pH 5-8: jis siekia 82%. Kiausiniy
tirpumas didéja kylant pH. Literattros Saltiniy duomenimis, kiauSiniy tirpumas didéja 34 - 80%
nuo pH 3 iki 9 [109]. KiauSiniy baltymo ovalbumino ir ovomucino izoelektrinis taSkas — 4,5.
Izoelektriniame taSke elektrosatinés jégos molekuléje yra maziausios ir vandenyje silpnai
sgveikauja su baltymais [108, 110].
Zirniy baltymy tirpumas i$ trijy skirtingy kilmiy baltymy santykinai buvo maziausias 6-
60%. Maziausias tirpumas, kai pH 3 — 6%. Literatiiros Saltiniy duomenimis Zzirniy baltymy
izoelektrinis taskas yra 4,5, taciau tyrimo metu naudot baltymy izoliato tirpumas Siame taske yra
35% - didesnis nei prie pH 3 [26]. Didziausias tirpumas, kai pH 8 — 60%. TeoriSkai Zzirniy
baltymy izoliato tirpumas yra 60-80%, kai pH 2-3, netirpus, kai pH 5 ir didéjant pH didéja
tirpumas iki 80%. Distiliuotame vandenyje, kai pH 6, Zirniy baltymy izoliato tirpumas paprastai
yra 70% [32].
Vandens, naudojamo tiriamojo objekto paruoSimui (pH 6) kiauSiniy baltymy tirpumas

yra apie 80%, pieno baltymy 71%, zirniy baltymy — 40%.
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Paveikslas 5. Skirtingy baltymy tirpumo priklausomybé nuo skirtingo pH

Tiriamyjy objekty reologinés savybés. Tos pacios koncentracijos baltymy tirpalai
pasizymi labai skirtingomis klampomis. Baltymy tirpalai pagal klampg buvo susikirstyti pagal
Amerikos dietologijos asociacijos rekomenduojama klasifikacija, kuria remiasi rijimo sutrikimg
turintys vartotojai: I. Skystas (ang. k. thi ) (0,001-,0,050 Pa-s); Il. Nektaro klampumo ( ang. k.
nectar-like ) (0,051-0,350 Pa-s); I1l. Medaus klampumo ( ang. k. honey-like ) (0,351-1,750 Pa-s);
IV. Prie Sauksto prilimpantis ( ang. k. spoon-thick )( 1,750 Pa-s) . 10% ir 15% baltymy
vandeniniy tirpaly klampa nustatyta skirtinga (lentelé 8).
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Lentelé 8. Skirtingy baltymy koncentracijy ir jy mi$iniy klampos nustatymas ir klasifikacija (Pieno baltymai —PB;
Zirniy baltymai — ZB, Kiausiniy baltymai KB)

Pieno baltymai (PB) | KiauSiniy baltymai (KB) | Zirniy Baltymai (ZB) PB:ZB (1:1) ‘
Koncentracija (%) 10 ‘
Klampa (Pa-s) 0,312+-0,028 0,009+-0,006 1,423+-0,012 1,143+-0,001
Kategorija 1 | I ]|
Koncentracija (%) 15 |
Klampa (Pa-s) 2,311+0,02 0,010+-0,004 7,640-0,073
Kategorija v | v

Lenteléje 8 matoma, kad 10% pieno baltymy vandeninis tirpalas pasieké Il kategorija pagal
Amerikos Dietology Asociacijos rekomenduojamas klampumo kategorijas t.y. — 0,312 Pa-s, tuo
tarpu zirniy pasieké III kategorija (1,423 Pa-s), padidinus baltymy koncentracija iki 15%, pieno
tirpalo klampa padidéjo iki 2,311 Pa-s, 0 zirniy iki 7,640 Pa:s.

Skirtingos koncetracijos 10% pieno ir Zirniy baltyminiai tirpalai priklauso II-I11
klampos kategorijai, o0 15% pieno ir zirniy baltyminiai tirpalai priklauso 1V kategorijai pagal
klampg. Tiriamyjy objekty baltyminiy tirpaly pH buvo skirtingas. 10% kiausiniy baltyminio
tirpalo pH — 6,7; 10% pieno baltyminio tirpalo toks pat kaip ir kiauSiniy pH — 6,7; o Zirniy pH —
7,5.

15% pieno baltyminio tirpalo klampa yra 3 kartus mazesné nei 15% zirniy
baltyminio tirpalo. Tuo tarpu 10 % pieno baltyminio tirpalo klampa yra 2 kartus mazesné nei
10% zirniy baltyminio tirpalo. Zirniy baltymy milteliuose pagal sudétj yra 1,4g/100g skaiduly,
kurios turi jtakos tekstiiros susidarymui ir stabilumui. Siy skaiduly neturi gyvininés kilmeés
baltymy milteliai.

Baltymy vandeniniy tirpaly klampa apsprendZia baltymy tirpumas. Zirniy
baltymuose 65-80% sudaro globulinai: leguminas ir vicilinas. Legumino dydis yra apie 40-
21kDa, o vicilinas yra apie 50kDa. Subvienetai gali susijungti ir sudaryti didesnius oligomerus
iki 150kDa, todél jie pasizymi didesniu klampumu [26]. Apskritai, zirniy ir pieno baltymuose yra
globuliny, kurie vandenyje susijungia vandeniliniais rySiais | ketvirting baltymy struktiira,
sudarydami stambesnius darinius. Todél, didéjant baltymy koncentracijai, formuojama tekstira.
Globuliniai baltymai issivynioja nutraukdami intramolekuliniy jégy jungtis. Taip suformuojamos
prailgintos proteiny grandinés, kurios saveikoje su kitomis, Salia esanciomis grandinémis,
stabilizuojasi. Did¢jant baltymy koncentracijai, didéja stabilumas, vandens suriSimas ir didéja
klampa [111, 112].

Tuo tarpu kiausinio baltymo pagrindas yra albuminas — fibrilinis linijinis baltymas

[30]. Didéjant koncentracijai, jie nesudaro stabilaus komplekso ir klampa islieka nepakitusi
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(0,009-0,010 Pa-s) Bendrai vandenyje vyksta baltymy hidrolizé, skyla jy peptidiniai rysiai,
prisijundami vandens molekules. Vanduo yra polinis junginys turintis dvi teigiamas polines ir
dvi neigiamas polines grandines. Susidaro tarpmolekuliniai vandeniliniai rysiai tarp peptidy ir
vandens [113].

Taigi, atlikus tirpumo ir reologijos matavimus, pastebéta tendencija, kad, kuo
didesnés molekulinés masés globulinai yra baltymuose, tuo baltymai maziau tirpls ir yra

klampesni vandeniniuose tirpaluose. Taip pat pastebéta skaiduly jtaka klampai ir stabilumui.
4.2. Baltymy hidrolizés jvertinimai in vitro vir§kinimo metu

Baltymy prognozuojamas pasisavinumas in vitro virskinimo metu yra nagrinéjamas
baltymy hidrolizés jvertinimo metodais: atpalaiduoto azoto jvertinimu, 2% TCA tirpiy baltymy
(pagal azotg) nustatymu, peptidy koncentracijos nustatymu, aminortigciy kiekio pagal leucing
analize, elektroforeze skirtinguose vir§kinimo etapuose skrandzio ir zarnyno fazése. Vir§kinimo
eigoje organizmas absorbuoja trumpas peptidines grandines ir amino ragstis [58]. Gauty
rezultaty duomenimis galima prognozuoti baltymy pasisavinamumg ir virSkinamuma, fermenty
prieiga prie peptidiniy grandiniy, esant skirtingai maisto tekstiiros matricai.

Tyrimo metu buvo analizuojami skirtingos koncentracijos (10% ir 15%) gyvininés ir
augalinés kilmés baltymai, taip pat 10% pieno ir kiauSiniy baltyminiai tirpalai miSinyje su
tirStikliu Konjac Glucomannan, bei 10% pieno ir Zirniy misinio baltyminis tirpalas. Lyginimo ir
aptarimo rezultatai yra pateikti pagal tris kategorijas :

1. Skirtingos kilmés jtaka baltymy hidrolizei in vitro virskinimo metu.
2. Skirtingos koncentracijos jtaka baltymy hidrolizei in vitro vir§kinimo metu.
3. Polisacharido Konjac Glucomannan jtaka baltymy hidrolizei in vitro

virskinimo metu.

4.2.1.Skirtingos kilmés baltymu hidrolizés vertinimas

Simuliuojamojo in vitro viskinimo metu hidrolizuojami skirtingos kilmés tiriamieji
objektai. Skirtinga amino ragsciy seka ir baltymo struktiira turi jtakos hidrolizés produkty
susidarymui. Kiekybinés ir kokybinés analizés leidZia prognozuoti hidrolizés produkty
susidarymo tendencijas skirtingos kilmés baltymuose.

Atlaisvinto azoto jvertinimas pagal Kjeldalio metoda. Paveiksle 6 matomi
analizuojami méginiai hidrolizés in vitro metu skrandzio ir zarnyno fazése. Atlaisvinto azoto
kiekis galutiniame tirtame Zzarnyno fazés virSkinimo taske D120 yra gyvininés kilmés
baltymuose: kiauginiy (48%) ir pieno (56%). Zirniy baltymy analizuojamuose méginiuose
atlaisvinto azoto yra maziau (41%) (zr. Paveikslas 6 ).Tai gali jtakoti augalinés kilmés zaliavose
esancios skaidulos ir proteaziy inhibitoriai — lipoksigenazé [26]. Taciau pradiniame vir§kinimo
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taske skrandyje GO0.3 atlaisvinto azoto kiekis analizuojamuose méginiuose maziausias yra zirniy
baltymuose — iki 5%, pieno 13%, o kiausiniy 18%. Virskinimo skrandyje pabaigoje G120 taske
atlaisvinto azoto kiekis didziausias buvo pieno baltymy analizuojamuose méginiuose — 50%,
Kiausiniy — 42%, zirniy - 38%. Viso virskininimo metu atlaisvinto azoto kiekis analizuojamuose
méginiuose didéjo. Zirniy analizuojamuose méginiuose didZiausias atlaisvinto azoto pokytis
buvo tarp G0.3 ir G60 etapo. Jis padidéjo 5 kartus. Pieno baltymy analizuojamuose méginiuose
atlaisvinto azoto kiekis, taip pat kaip ir zirniy, padidéjo nuo GO0.3 iki G60 etapo.Tuo tarpu
kiauSiniy baltymy atlaisvinto azoto kiekis padidéjo vélesniame virskinimo skrandyje etapo metu
(nuo G60 iki G120). Virskinimo Zarnyne metu visy baltymy analizuojamyjy méginiy atlaisvinto
azoto kiekis tolygiai didéjo.

Analizuojamieji méginiai sumaisyti su 4% TCA tirpalu, bendrame méginio turyje
TCA koncentracija - 2%. Sioje koncentracijoje yra tirplis peptidai, kuriuos sudaro 1-7
aminortigStys. Priklausomai nuo baltymy kilmés — didesni peptidai, kuriuos sudaro 7-30
aminoragstys, gali biti tirpts, netirpts arba dalinai tirpts. Peptidai, kurie sudaryti i§ daugiau nei
30 aminortigs¢iy yra nusodinami [114]. Tyrimo metu vidutiniskai kiekviename virskinimo taske
buvo nusodinti apie 2-30% 2% TCA netirpiy peptidy. IS paveikslo 6 matoma, kad pieno
baltymy 2%TCA tirpiy peptidy susidarymas buvo didZiausias (44% G120), lyginant su kiauSiniy
(40.2%-D120) ir zirniy baltymais (31,03% — D120 ).
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Paveikslas 6. Pieno (PB), zirniy (ZB) ir kiauginiy (KB) baltymy analizuojamyjy méginiy (tamsioji ir §viesioji dalys
stulpelyje) ir 2% TCA tirpiy peptidy analizuojamyjy méginiy (stulpelio $viesioji talis) atlaisvinto azoto kiekis (%)
kiekviename virS§kinimo taske skirtingu laiku (G — skrandZio fazéje, D — Zarnyno fazéje) .

2%TCA tirpus peptidai yra apskaiciuoti proporcingai kiekviename vir§kinimo taske
esancio atlaisvinto azoto (%) be 2%TCA (zr. Lentelé 9) Virskinimo pradiniame taske GO.3
gyviininés kilmés analizuojamuose méginiuose yra 82-97% 2%TCA tirpiy peptidy, o augalinés
kilmés baltymuose - 26% 2% TCA tirpiy baltymy. Didesnis gyviininés kilmés tirpiy peptidy
skaicius rodo, kad gyviininés kilmés analizuojamuose meéginiuose yra didesnis kiekis mazesnés

molekulinés masés peptidy ir amino riigsciy, nei augalings.
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Lentelé 9. Skirtingos kilmés 2% TCA tirpiy peptidy kiekis (%) analizuojamuose méginiuose (PB-pieno baltymai,

KB- kiuasiniy baltymai, ZB — Zirniy baltymai).

Simuojamojo in vitro .
10%PB 10%ZB 10%KB
vir§kinimo etapas

GO0.3 97,94+6,21 | 26,14+7,18 | 93,60+0,00
G60 92,86+5,64 | 88,94+2,60 | 88,80+0,00
G120 87,85+2,25 | 76,99+7,31 | 82,38+9,12

D5 82,26+5,58 | 70,52+9,44 | 81,58+0,00
D120 78,42+4,85 | 73,97+5,60 | 82,86+9,51

TCA peptidy tirpumas priklauso nuo skirtingy baltymy charakteristiky. Pagrindiniai
parametrai yra peptidy molekulinis dydis (aminortigsciy skai¢ius molekul¢je), hidrofobiskumas
ir kriivis esant ragstiniam pH. Kuo didesnis peptidy dydis, tuo maziau jie yra tirpiis pvz.: -
kazeino peptidai 193-209, 192-209,191-209 ir 190-209 2%TCA tirpale yra tirpas 95%, 77%,
44%, ir 0%. Taciau hidrofobiskumas nekoreliuoja su TCA tirpumu dél skirtingy peptidy
konformacijy, baltymo struktiiros. Taip pat TCA peptidy tirpumas gali sumazéti dél padidéjusios
peptidy [114]. Tyrimo metu, pastebéta, kad virskinimo eigoje G60 augaliniai baltymai pasieké
89% peptidy tirpuma, tolimesniame virskinimo etape G120 sumazéjo iki 77% ir zarnyno fazéje
buvo apie 70-74% 2%TCA tirpiy peptidy analizuojamuose méginiuose. Gyvininés kilmés
tirpumas kiekvieno virSkinimo etapo metu maz¢jo. Pieno baltymy analizuojamuose meéginiuose
sumaz¢jo nuo GO0.3 taske esaniy 97,94% tirpiy peptidy iki D120 taSke esanciy 78% tirpiy
peptidy. Kiausiniy baltymy analizuojamuose méginiuose nuo GO0.3 taske esancéiy 93% tirpiy
peptidy sumazejo iki 82% tirpiy peptidy D120 taske. Pagrindinés saveikos tarp TCA ir peptidy
yra prigimtinés elektrostatinés sgveikos, dazniausiai su paprastomis amino rtgtsimis (valinas,
alaninas ir kt.), vandeniliniy rySiy sgveikos su Soninémis polinémis amino ragstimis [114]. Ir,
nors chloro atomai (TCA molekuléje) turi hidrofobiskumo charakteristiky, Sie rysiai gali atsirasti
tarp TCA ir peptidy [114]. Taigi analizuojamajame méginyje atsiranda vandens ir TCA
konkurencija, kuri jtakoja sumazéjusj peptidy nusodinimg vir§kinimo metu.

Peptidu koncentracijos nustatymas pagal Lowry metoda. Analizuojamuose
méginiuose buvo jvertinta peptidy koncentracija skirtinguose vir§kinimo taSkuose (zr. Paveikslas
7). Augalinés kilmés peptidy koncentracija buvo maziausia pradiniame virskinimo taske G0.3 -
4mg/ml, taciau G120 taske padidéjo iki 14 mg/ml. Pasikeitus virskinimo terpés pH, elektrolity
Kiekiui ir pradéjus veikti proteazéms tripsinui ir chymotripsinui analizuojamame méginyje
padidéjo iki 32mg/ml. Tuo tarpu pieno baltymy analizuojamuose méginiuose peptidy
koncentracija tolygiai didéjo kiekvieno virskinimo etapo metu. G0.3 taske koncentracija buvo
4mg/ml, G60 padidéjo iki 12mg/ml, véliau susistovéjo ir pasieke 15mg/ml G120 taske. Peptidy
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koncentracija padid¢jo virskinimo zarnyne metu ir D120 taske pasieké 26mg/ml. KiauSiniy
baltymy analizuojamuose méginiuose pradiniame virSkinimo taSke GO0.3 buvo didZiausia
koncentracija — 12mg/ml, palyginus su zirniy ir pieno analizuojamyjy méginiy peptidy
koncentracija. Taciau vélesniuose virskinimo etapuose skrandyje peptidy koncetracija nepakito ir

pagrindiné fermentiné¢ hidrolizé prasidéjo virSkinimo Zarnyne metu, kur D120 taske pasieke

20mg/ml.
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Paveikslas 7. Skirtingos kilmés peptidy ir baltymy koncetracija virskinimo in vitro metu

Nors peptidy koncentracija augalinés kilmés analizuojamuose meéginiuose buvo
didesné, taciau 2%TCA tirpiy peptidy susidarymo intensyvumas buvo didesnis gyviininés kilmés
baltymuose. Augalinés kilmés analizuojamuose méginiuose didZiausias intensyvumas buvo
paskutiniame virskinimo taske D120 ir sieké 40%, tuo tarpu gyvvininés kilmés analizuojamieji
méginiai §j intensyvuma pasieké jau G60 taske (Zr. Paveikslas 8). Tai rodo, jog gyviininiuose
baltymuose susidaro daugiau mazesniy peptidy, kurie gali biiti grei¢iau ir lengviau pasisavinami

virs$kinimo metu.
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Paveikslas 8. Skirtingos kilmés peptidy intensyvumas (%) pagal 2% TCA tirpiy peptidy koncentracijg, skirtinguose
vir§kinimo in vitro taskuose

Peptidy koncentracijos nustatymas pagal Lowry metodg skirtingos Kkilmés
baltymy miSinyje. Tyrimo metu analizuojamas 10% pieno ir zirniy baltymy miSinys. Peptidy

koncentracija pradiniame virSkinimo GO0.3 taske skrandzio fazéje yra didziausia pieno ir Zirniy
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baltymy misinio 17mg/ml, tuo tarpu Zirniy ir pieno baltymy analizuojamuose méginiuose buvo
4mg/ml. Iki vir§kinimo skrandZio pabaigos pieno ir zirniy baltymy misinio peptidy koncentracija
buvo didesné, nei kiekvieno baltymo atskirai ir G120 taSke visy analizuojamyjy méginiy
koncdentracija buvo 15mg/ml. Prasidéjus fermentinei hidrolizei zarnyno fazé¢je, zirniy baltymy
peptidy koncentracija padidéjo D5 taske iki 33mg/ml ir stabilizavosi iki D120. Pieno baltymy
peptidy koncentracija padidéjo iki 26mg/ml D120 taske. Didziausias kiekis paskutiniame

virskinimo zarnyno taske buvo pieno ir zirniy baltymy misinio — 40mg/ml.
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Paveikslas 9. Skirtingos kilmés baltymy miSinio (10% pieno ir Zirniy) peptidy koncentracija (mg/ml) skirtinguose
virskinimo in vitro taskuose

Apskaiéiavus peptidy intensyvuma pastebéta (zr. Paveikslas 10), kad pieno ir zirniy
misinio analizuojamuose méginiuose peptidy intensyvumas yra didesnis, nei kiekvieno baltymo
atskirai. I§ visy susidariusiy peptidy simuliuojamojo in vitro virS§kinimo metu pieno ir Zirniy
misinyje apskaiciuotas 90% peptidy intensyvumas D120 taske, tuo tarpu pieno baltymy peptidy
intensyvumas D120 taske siekia 60%, o Zirniy 30%.
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Paveikslas 10. Skirtingos kilmés baltymy misinio (10% pieno ir zirniy) peptidy intensyvumas (%) skirtinguose
vir§kinimo in vitro taskuose

Taigi pieno ir zirniy baltymai turi sinergistinj poveikj ir fermentinés hidrolizés metu
susidaro daugiau hidrolizés produkty, kurie pagal apskai€iuota peptidy intensyvuma galéty buti
absorbuojami virskinimo metu.
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Amino grupiy pokytis in vitro vir§skinimo sistemoje. Baltymy hidrolizé gali bati jvertinta
laisvy amino grupiy pagal leucing pokycCiu fluoresceminine analize (zr. Paveikslg 11).
Simuliuojamojo virskinimo metu, visuose virSkinimo etapuose skrandyje ir zarnyne, augalinés
kilmés baltymuose amino grupiy pokytis didesnis (nuo 30,92 leu/mmol iki 448,84leu/mmol), nei
gyvininés kilmés (pieno baltymy amino grupiy pokytis yra nuo 4,96leu/mmol iki
252,18leu/mmol, o kiausiniy baltymy nuo 34,44leu/mmol iki 252,18leu/mmol). Nepriklausomai
nuo kilmés didziausias pokytis yra nuo G120 iki D5 t.y. virSkinimo fazes skrandyje keicia
vir§kinimo Zarnyno fazés. Zirniy baltymy amino grupiy pokytis buvo didZiausias - nuo
145,011eu/mmol iki 361,21 leu/mmol, pieno baltymy amino grupiy pokytis nuo 35,01leu/mmol
iki 224leu/mmol, o kiausiniy baltymy amino grupiy pokytis panaSus kaip pieno baltymy- nuo
91,91leu/mmol iki 216leu/mmol.

Galima pamatyti pieno ir kiauSiniy baltymy tendencija, kad juos sudarantys baltymai yra
atspariis pepsino hidrolizei ir yra pagrinde hidrolizuojami zarnyno fazés pradzioje. Literatiiros
Saltiniy duomenimis, ovalbunas yra atsparus pepsino hidrolizei skrandzio fazéje kaip ir pieno

baltymuose esantys kazeinai [71, 100].
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Paveikslas 11. Skirtingos kilmés analizuojamy méginiy amino grupiy pagal leucing pokytis in vitro vir§kinimo
taskuose

Virskinimo metu pagrinding baltymy hidroliz¢ skrandyje atlieka endopepsidazé
pepsinas. Jis yra virskinimo sistemos fermentas, kuris yra i$skiriamas skrandyje. Jo funkcija yra
suskaidyti baltymus iki peptidy ir aminortgéiy. Pepsinas atliecka proteolize specifiskai
skaldydamas proteing | mazesnes grandines. Priklausomai nuo aminorfigsties pozicijos
polipeptidinéje grandingje pepsinas skaldo peptidinius rySius baltymo molekuléje. Literatiiros
Saltiniy duomenimis, aminoragsciy pozicijos polipeptidinéje grandiné Zymimos Pn — kai amino

rugstis yra j kair¢ nuo galimo peptidinio rysio skilimo (pvz.: link N-terminalinés galiinés) ir Pn’,
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kuomet amino ragstis yra j kair¢ nuo galimo peptidinio ry$io skilimo vietos (pvz. link C-
terminalinés). Didziausias pepsino aktyvumas, nutraukiant peptidinius rySius, yra apie 14% is
visy galimy peptidiniy rysiy. Fermentas aktyviausias yra skaidymo pradzioje. P1-P1 pozicijoje,
tai yra baltymo viduryje, jo aktyvumas siekia (40-30%), nutraukiant peptidinius rysius j deSine (
link C-terminalinés pusés) kai pozicijoje yra leucino, fenilalanino, metionino radikalai.

Pepsino aktyvumas mazéja atsiradus joniniy histidino, lizino, prolino, arginino
radikaly pepsinas tampa maziau aktyvus. Taip pat, jis tampa imobilizuotu ir po alifatiniy -
Sakoty amino ragsciy, tokiy kaip izoleuzinas, valinas, susidarymo. Skaldydamas peptidines
grandines pepsinas atlaisvina jvairios molekulinés peptidus ir amino riigstis.

Pepsino aktyvumui turi jtakos ir polipetidinés grandinés dydis. Kuo didesnis
polipetido amino riigsciy skai¢ius (400 ir daugiau amino riigséiy), tUO Zemesnis pepsino
aktyvumas (10-15%), lyginant su mazesnémis polipetidinémis grandinémis (100-400 amino
ragsciy), kurio aktyvumas siekia 15-25% [115, 116].

Vykstant fermentinei baltymy hidrolizei, skirtingos kilmés baltymai yra sudaryti i$
skirtingos aminortgsciy sekos, todél fermentinés hidrolizés produktai yra skirtingi. Tyrimo metu

analizuojamas aminortig§¢iy profilis skirtingos kilmés baltymuose( zr. Paveikslus 12,13) .
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Paveikslas 12. Skirtingos kilmés analizuojamy méginiy pakei¢iamy aminorigséiy profilis skirtinguose in vitro
vir§kinimo taSkuose

Pakei¢iamy aminoriigséiy profilis G120, D5 ir D120 simuliuojamojo in vitro
virskinimo etapuose parodytas paveiksle 12. Zirniy baltymy analizuojamuose méginiuose yra
pastebétas serino padidé¢jimas virSkinimo skrandyje Zarnyne metu nuo G120 iki D120.
Didziausias kiekis tiek gyvuninés tiek augalinés kilmés baltymy analizuojamuose méginiuose

yra alanino, jo zirniy baltymy analizuojamame méginyje D5 taSke yra 1000mg/1, tuo tarpu pieno

45



— 760mg/1, kiauSiniy — 710mg/l. Taip pat zirniy baltymuose randamas prolinas, kuris pieno ir
kiauSinio baltymy analizuojamuose méginiuose néra pastebimas.

Paveiksle 13 matomas nepakei¢iamy aminoriigs¢iy profilis G120, D5 ir D120
simuliuojamojo in vitro virskinimo etapai Grafike 13 matomos pakei¢iamy aminortig§éiy kiekis
yra didesnis augalinés kilmés baltymuose. Taciau metioninas yra randamas tik kiauSinio
baltymuose, kaip ir vandeniniame tirpale, o histidinas tik zirniy baltymuose. Vandeniniuose
tirpaluose histidinas buvo randamas visuose baltymuose, taciau virskinimo skrandyje metu jis

yra randamas tik augalinés kilmés baltymuose skrandzio fazéje.
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Paveikslas 13. Skirtingos kilmés analizuojamy méginiy pakei¢iamy aminoriigsciy profilis skirtinguose in vitro
virskinimo taskuose

Kitos edopeptidazés kaip tripsinas ir chemotripsinas veikia labai specifiskai.
Tripsinas skaldo peptidines grandines esant teigiamai jkrautam radikalui R n.1 argininui ar
lizinui, taciau R, esant Prolinui skaidymas nevyksta. Chymotripsinas skaldo esant
hidrofobiniams radikalam Rys.1 fenilanalinui, triptofanui, tirozinui taciau R, esant prolinui
skaidymas nevyksta [79]. Zirniy baltymuose amino riigi¢iy nustatymo metu gautas didZiausias
arginino kiekis (551,28mg/ml), butent ties Siuo radikalu amino rigsc¢iy grandinéje yra
aktyviausias chymotripsinas Zarnyno fazéje.

Fermentiné hidrolizé kiekvienam baltymui vyksta skirtingai ir priklausomai nuo

baltymy amino riig8ciy sekos gali susidaryti jvairaus dydzio peptidy ir amino riig§ciy.
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Paveikslas 14. Skirtingos kilmés baltymy misinio (10%pieno ir zirniy) analizuojamy méginiy amino grupiy pagal
leucing pokytis in vitro vir§kinimo taskuose

Amino grupiy pokytis zirniy ir pieno misinyje vir§kinimo pradzioje buvo tolygus
pieno baltymy virskinimui nuo G0-G60 ( amino grupiy pokytis ZB:PB buvo 22,14 leu/mmol —
43,51 leu/mmol, o PB — 4,96ley,mmol — 31,11 leu/mmol. Nuo G60 iki G120 amino grupiy
pokytis buvo didesnis ( nuo 43,51 leu/mmol iki 350,39 leu/mmol )nei pieno ( nuo 32,11
leu/mmol iki 35,01 leu/mmol ) ar zirniy ( nuo 136,35 leu/mmol iki 145,01 leu/mmol ) baltymy
atskirai. Nuo virskinimo Zarnyne pradZios pieno ir zirniy baltymy miSinio analizuojamojo
méginio amino grupiy pokytis D5 taske stabilizavosi ir kito nezymiai (nuo 350 leu/mmol iki
400leu/mmol). Tuo tarpu zirniy baltymy amino grupiy pokytis padidéjo iki 396,45 leu/mmol, o
pieno baltymy amino grupiy pokytis iki 252,18leu/mmol vir§kinimo Zarnyne pabaigoje D120.
Stabilizavimasis pieno ir zirniy baltymy miSinio zarnyno fazéje gali buiti dél augalinés kilmés
baltymuose esanciy proteaziy inhibitoriy ir/ar fermenty kinetikos, nes fermentai aktyvis tam
tikram kiekui substrato ir véliau stabilizuojasi [29].

Atlaisvinty peptidy kinetika pagal elektroforeze SDS-PAGE ir densitometrijos
analize!. Skirtingos kilmés ir miSinio kokybiné baltymy analizé kiekvieno vir§kinimo etapo
metu atlikta SDS-PAGE elektroforoze ir jvertintas baltymy Kitimas densitometrijos analize.
Kontrolinis baltymy dydis pasirinktas pagal tiriamojo objekto ekstrakta. Simuliuojamojo
virSkinimo metu surinktos dvi frakcijos: tirpi ir netirpi. VirSkinimo metu skrandZio fazéje
fermentinés hidrolizés sustabdymui naudojamas NaOH. Terpés pokytis i§ 3 iki 7 pakeicia
elektrolity kiekj analizuojamuose méginiuose. Tyrimo metu pastebéta, kad gyvininés kilmés

baltymuose, ilgéjant fermentinés hidrolizés laikui ir keiCiantis terpés pH, netirpios frakcijos

! Tyrimas atliktas Mancesterio Universitete, Jungtiné Karalysté
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nelieka, tuo tarpu augalinés kilmés baltymuose netirpi frakcija yra matoma ir gali biiti surinkta ir
iSekstrahuoti baltymai tolimesnei analizei.

SDS-PAGE nustatytas molekulinis baltymy dydis (kDA). Tyrimo metu naudotas
standartas Mark 12 Unstained standart (NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel ).

Elektroforezés geliuose yra matomi fermenty molekuliniai dydziai. Pepsino
molekulinis dysis yra 36 kDA, trypsino — 23,3kDA, chymotripsino — 25kDA, kasos amilazés —
51-53kDA, prigimtinés lipazés molekulinis dydis yra 41,7kDA [105].
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Paveikslas 15. 10% kiausiniy baltymy tirpios(A) ir netirpios(B) frakcijy neredukuojan¢iomis sglygomis SDS-PAGE
rezultatai skirtinguose in vitro virskinimo taskuose skrandyje (GU, GO, G10, G30,G60,G120) ir Zarnyne (DU, D5,
D60, D120). C- kiau$iniy baltymy ekstraktas (kontrolé)

10% kiauSiniy baltymy virSkinimo metu matomas pagrindinis kiauSinio baltymas —
ovalbuminas (~41kDA\) ir jo kitimas virSkinimo metu. Ovalbuminas gelyje yra persidenggs su
pepsinu, taiau jo kitimas skrandzio fazéje yra nezymus, kiekvieno virSkinimo etapo metu jo
molekulinis dydis didéja, tai gali rodyti jo atsipalaidavimg ir iSsivyniojimg (ang.k.
solubilization). Kad ovalbumino reliatyvus linijos intensyvumas didéja tirpioje frakcijoje
nustatyta densinometrijos analize (zr. Paveikslas 16). Densitometrijos analizés tikslas nustatyti

proporcingg molekulinio dydzio kitimg analizuojamuose méginiuose virskinimo metu [106]. IS
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elektroforezés rezultaty galima matyti, kad pagrindiné ovalbumino hidrolizé¢ vyksta zarnyno
fazéje ir yra atspari pepsino hidrolizei. Pradiniame virskinimo Zzarnyne D5 taske jis yra
ryskiausias, tac¢iau vélesniuose virSkinimo taSkuose D60 ir D120 matoma daugiau mazesniy
molekulinio dydzio fragmenty. Netirpioje analizuojamyjy méginiy frakcijoje DU ir D5
virSkinimo taSkuose ryskiai matomi ~14kDa dydzio fragmentai, kurie gali buti ovalbumino
peptidas arba lizosimas [104]. DU yra skrandzio fazés méginys be fermenty, todél skirtinga
elektrolity koncentracija taip pat gali turéti jtakos baltymy hidrolizei ir denatiiracijai [24]. Taciau
taip pat gali buti, jog ovalbumino peptidai susidaré ir skrandzio fazéje, todél matomi ir DU
virSkinimo taske. Literatiiros Saltiniy duomenimis, vieno i§ kiauSinio baltymo ovalbumino
nustatymas redukuojan¢iomis ir neredukuojanciomis salygomis skiriasi nezymiai, nes
ovalbuminas turi 1 sufidinj rysj [104].

Taip pat tirpioje analizuojamyjy meéginiy frakcijoje nuo virSkinimo skrandyje
pradzios GO0.3 yra pastebimas ovamukoido fragmentas — 26.1kDA. Jis yra nepastebimas
kiausinio baltymy ekstrakte. Tai gali biiti, nes jis yra glikoproteinas ir savo sudétyje turi
sacharidy [30]. Sacharidai trukdo proteiny elektrolitinei pernasai elektroforezés gelyje, taciau
ovamucoido fragmentas matomas kiekvieno virSkinimo etapo metu ir tai rodo jo atsparuma
pepsino hidrolizei. Taip pat virSkinimo metu matomi ovatransferino ir lizosimo atsparumas
pepsino hidrolizei. Taciau jie visi yra hidrolizuojami zarnyno fazéje, esant tripsino ir

chymotripsino hidrolizei.
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Paveikslas 16. 10% kiausinio baltymo tirpios frakcijos densinometrijos analizés vir§kinimo metu. A — vir§kinimas
skrandyje, B — vir§kinimas Zarnyne.

Grafikas 16 vaizduoja trijy pagrindiniy kiausinio baltymy kitimg virS§kinimo metu:
ovotransferino (72kDa), ovalbumino (41kDa) ir lizosimo (14,4kDA). Ovalbuminas ir
ovatransferinas yra atplaiduojamas iki 10min virskinimo skrandyje, lizosimas iki 60min.
Ovalbuminas nuo 10min islieka stabilus iki 120min. Ovatranferinas yra hidrolizuojamas pepsin
iki 120min, o lizosimas nuo 60 minutés iki 120min iSlieka stabilus. Pagrindinis jy hidrolizavimas

fermento tripsino ir chymotripsino yra zarnyno fazéje per pirmasias Smin.
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Paveikslas 17. 10% pieno baltymy tirpios(A) ir netirpios(B) frakcijy neredukuojanéiomis salygomis SDS-PAGE
rezultatai skirtinguose in vitro virskinimo taskuose skrandyje (GU, GO, G10, G30,G60,G120) ir Zarnyne (DU, D5,
D60, D120). C- kiau$iniy balmyby ekstraktas (kontrolé)

10% pieno baltymuose virskinimo in vitro metu (zr. paveiklas 17) matomas kazeiny ir
iSriigy baltymy Kitimas. Kazeiny kitimas virskinime skrandyje yra stabilus nuo G10 vir§kinimo
tasko. GO taske matomi didesnio molekulinio dydZio linijos, o jau G10 minut¢ matomas jy
padaugéjimas — mazesné koncetracija didesnio molekulinio dydzio peptidy analizuojamuose
meéginiuose. ISrigy baltymo o-lg sumazé¢jimas matomas G10 taSke, B-lg iSlieka stabilus
virskinimo skrandyje fazéje. Mandalari, G et.al , 2009, taip pat patvirtina, kad B-lg yra atsparus
simuliuojamoje in vitro virskinimo sistemoje. Literattros $altiniy duomenimis, B-lg yra ~15kDA,
a-lg — 12kDa, k-kazeino ~20kDA, asl-kazeino ~27kDA ir B —kazeinas yra tarp jy [107,108].
Nustatyti i§ elektroforezés gelio molekuliniai dydziai yra panasis: asl-kazeino ~32kDA os2-
kazeino ~26kDA , B —kazeinas — 28kDA, «-kazeino ~20— 19kDa ir y -kazeinas — 19kDA.
Densitometrijos analizé i§ gelio nustatyta, kad pagrindinis kazeiny ir dalies isrligy baltymy
virSkinimas iki mazesnés molekulinés masés prasideda virSkinimo Zzarnyne metu. D5-D120
virSkinimo taskuose matomas didesnis kiekis mazesnio molekulinio dydzio peptidy.

Kad iSriigy baltymai yra grei¢iau suskaidomi fermento pepsino skrandZio fazéje, jrodoma
ir netirpios frakcijos elektroforezés gelyje. ISriigy baltymy molekulinio dydZio fragmentai
pranyksta G10 taske. Tuo tarpu, GU virSkinimo taSke be fermento ir GO taske su fermentu
matomi kazeinai, Kkurie netirpioje frakcijoje proporcingai blankéja G30 ir G60 taskuose

sudarydami daugiau jvairaus molekulinio dydzio peptidus. ISrtigy baltymai yra priskiriami
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“greitiesiems baltymams”, o kazeinai “létiesiems baltymams” [76]. Netirpioje 10% pieno
baltymy frakcijoje a - 1g kiekis tirpioje frakcijoje virskinimo skrandyje metu mazéjo GO, G10
fazése ir G30 virSkinimo metu jis néra aptinkamas. Netirpioje frakcijoje jis jau néra aptinkamas
G10 virskinimo fazéje. Taip pat pradinéje virSkinimo fazéje be ir su [117]fermentu GU ir GO
yra matomi kazeinai. Galimai asl-kazeinas, B-kazeinas yra tirpioje frakcijoje (Zitréti paveikla
9), o dalis k-kazeinas yra matoma G10 ir G30 virSkinimo skrandyje metu. Taciau lyginant su
tirpia frakcija galimai k-kazeinas yra nematomas G30 taske, bet randamas netirpioje frakcijoje.
Tai rodo jo vélesne fermenting hidrolize virSkinimo metu. Literatiros Saltiniy duomenimis,
kazeinai yra skaidomi skrandzio fazéje, taciau fiksuotas pH ir aukStas pepsino:substrato santykis
gali turéti jtakos pepsino atsparumui substratui [83]. Taip pat pieno baltymy gamintojy apraSyme

yra akcentuota, kad Sis produktas yra 1étai virSkinamas ir kazeinai jame sudaro 78% .
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Paveikslas 18. 10% zirniy baltymy tirpios(A) ir netirpios(B) frakcijy neredukuojandiomis sglygomis SDS-PAGE
rezultatai skirtinguose in vitro virskinimo taskuose skrandyje (GU, GO, G10, G30,G60,G120) ir zarnyne (DU, D5,
D60, D120). C- kiausiniy balmyby ekstraktas (kontrol¢)

10% Zirniy baltymy ekstrakte matomi jvairaus molekulinio dydZio baltymai, kurie skrandzio
faz¢je yra suskaldomi. Pepsinui atspariis viso virSkinimo skrandyje fazéje yra tik Convicilino

subvientetas ir legumas. Tai rodo zirniy baltymy greitesn¢ baltymy hidrolize palyginti su pieno ir
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kiauiniy baltymais skrandZio fazéje. Zarnyno fazéje vykstanti tolimesné baltymy hidrolizé

suskaldo visus didelio molekulinio dydzio peptidus.
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Paveikslas 19. 10% Zirniy baltymy tirpios frakcijos densinometrijos analizé virskinimo skrandyje metu.

Zirniy baltymy densitometrijos analizéje matomas legumino ir konvicino subvieneto
atsparumas pepsin hidrolizei viso vir§inimo skrandyje metu (120min). Jy kitimas yra nepastovus.
Iki 10min legumino ir konvicilino reliatyvus intensyvumas sumazéjo atitinkamai 15% ir 5%, iki
30min atinkamai padidéjo 15% ir 12% ir atsipalaidavo. ki 60 minutés luguminas ir konvicilino
subvientas sumaz¢jo — vyko fermentiné hidrolizé. Nuo 60min leguminas stabilizavosi, o
konvicinino subvieneto reliatyvus intensyvumas padidéjo.

Leguminas yra kars§Ciui atparus, ketvirtinés struktiiros baltymas. Nors jis yra stabilus
esant 90C, jo ketvirtiné struktiira yra jautresné pH ir drusky koncentracijai. Zirniy leguminas yra
heksameras, kai pH yra 7 (Zarnyno fazéje), bet disocijuoja kai pH yra apie 3 — 2,4 (skrandzio
fazéje) [25]. Pana$i pepsino reakcija buvo apraSyta su baltymu HRP (zr. skyrelj 1.3).
Elektroforezés gelio (zr. Paveikslas 18) skrandZio fazés méginiuose fragmenty néra. Tai rodo jy

hidrolize veikiant tripsinui ir chymotripsinui.
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Paveikslas 20. 10% pieno ir zirniy baltymy mi$inio tirpios(A) ir netirpios(B) frakcijy neredukuojanciomis
salygomis SDS-PAGE rezultatai skirtinguose in vitro virskinimo taskuose skrandyje (GU, GO, Gl0,
G30,G60,G120) ir zarnyne (DU, D5, D60, D120). C- kiausiniy baltymy ekstraktas (kontrolé)

10% pieno ir zirniy baltymuose matomi kazeinai, - lagtoglobulino atsparumas
pepsino hidrolizei skrandzio fazéje. Taciau pieno baltymy fragmenty intensyvumas néra toks
intensyvus kaip atskirai hidrolizuojamy pieno baltymy skrandzio fazéje, todél gali buti, kad jie
atlaisvinami intensyviau skrandzio fazéje. Taciau analizuojamame méginyje yra naudota
mazesné koncentracija pieno ir kiausiniy baltymy — 5% kiekvieno, todél ir yra matomi maziau

intensyvus fragmentai.
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Paveikslas 21. 10% pieno ir Zirniy baltymy miSinio tirpios frakcijos densinometrijos analizés virSkinimo metu.

Legumino ir konvicilino subvienetas yra panaSus | atskirai hidrolizuoty zirniy
baltymy (zr. Paveikslas 19). Konvicilinas, leguminas ir B-lg yra atpalaiduojami iki 30min
virSkinimo skrandyje metu ir jy reliatyvus intensyvumas mazéja iki 60min. Nuo 60min iki
120min stabilizuojasi. B-kazeino intensyvumas sumazéjo iki 10min 11% ir stabilizavosi iki
virskinimo skrandyje pabaigos.

Pieno ir zirniy miSinio baltymy hidrolizé yra panasi kaip ir kiekvieno baltymo
atskirai. Pieno baltymai pagrinde yra hidrolizuojami vir§kinimo Zzarnyne metu, o Zirniy —
skrandyje, todél tai yra ,.lety“ ir ,,greity* baltymy Saltinis.

4.2.2. Skirtingos koncentracijos baltymu hidrolizés vertinimas

Stimuliuojamojo in vitro vir§kinimo metu pasirinktos skirtingos baltymy koncentracijos
(10% ir 15%). Tai yra skirtingas substrato kiekis fermentinei baltymy hidrolizei vykti. Pagal
Michaelis-Mentel fermenty kinetika nustatoma kaip substrato koncentracija jtakoja fermentinés
reakcijos greitj. Bendru atveju, fermentas, turintis tam tikrg kiekj substrato jj veikia tam tikra
laikg ir véliau stabilizuojasi [ 65 ].

Atlaisvinto azoto jvertinimas pagal Kjeldalio metoda. Analizuojami méginiai
buvo augalinés ir gyvininés kilmés 10% ir 15% baltymy koncentracijos (zr. Paveikslus
22,23,24). Apskaiciuotas atlaisvinto azoto kiekis pagal Kjeldalj tirpios frakcijos analizuojamuose
meéginiuose ir 2%TCA tirpiy peptidy analizuojamuose méginiuose. Taip pat porporciskai
jvertintas 2% TCA tirpiy peptidy Kiekis Kiekviename virskinimo etape skrandZzio ir Zarnyno
fazése. Atlaisvinto azoto grafikuose matomas stulpelis su Sviesesne spalva ir tamsesne spalva.
Sviesesné spalva yra 2%TCA tirpiy peptidy atlaisvinto azoto kiekis analizuojamame méginyije.
Sviesesnés ir tamsesnés spalvos suma stulpelyje parodo bendra atlaisvinta kiekj analizuojamame

meéginyje kiekvieno virSkinimo etapo metu.
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Paveikslas 22. Pieno baltymy ir jy 2%TCA tirpiy peptidy hidrolizés laipsnis kiekviename vir§kinimo taske skirtingu
laiku (G — skrandZio fazgje, D — Zarnyno fazéje)

10% ir 15% pieno baltymy analizuojamuose méginiuose pagal atlaisvintg azota
tendencija matoma panas$i skrandZzio ir Zarnyno fazése. Tai paaiSkina Michael-Mentel fermenty
kinetikos teorijg, kad fermentas yra aktyvus tam tikram substrato Kiekiui ir pasiekia stabilumg -
plateu.
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Paveikslas 23. 10% ir 15% zirniy baltymy ir jy 2%TCA tirpiy peptidy hidrolizés laipsnis kiekviename vir§kinimo
taske skirtingu laiku (G — skrandzio fazéje, D — Zarnyno fazéje) .

G0,3 virskinimino skrandyje etape atlaisvinto kiekis(%), didesnis yra 15% zirniy
baltymuose (6,2%), nei 10% zirniy baltymuose (4,56%). Taciau G60 ir G120 virskinimo
skrandyje taSkuose atlaisvinto azoto tendencija iSliecka — proporcingai atsilaisvina azotas.
Zarnyno fazéje 15% Zirniy baltymy atlaisvinto azoto kiekis D5 etape yra didesnis (54%), nei
10% zirniy baltymy (39%). Tai rodo, kad veikiant endopepsidazéms, tripsinui ir chymotripsinui,
zarnyno fazéje substrato kiekis 10% zirniy baltymuose yra nepakankamas palyginti su 15%

Zirniy baltymais.
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Paveikslas 24. Kiausiniy baltymy ir jy 2%TCA tirpiy peptidy hidrolizés laipsnis kiekviename virS$kinimo taske
skirtingu laiku (G — skrandzio fazgje, D — zarnyno fazéje) .

Kiausiniy baltymy atlaisvinoto azoto kiekis yra proporcingai didesnis mazesnés
koncentracijos analizuojamuose méginiuose skrandZio fazéje nuo GO,3 iki G120 etapo.
Virskinimo Zarnyne tendencija pana$i j zirniy baltymy. Didesnis atlaisvinto azoto kiekis yra
didesnés koncentracijos kiausiniy baltymuose. D120 virskinimo etape 10% analizuojamuose
méginiuose atlaisvinto azoto kiekis sieké 49%, tuo tarpu 15% analizuojamuose méginiuose -
21%. Jvertinus atlaisvino azoto analizuojamuosius méginius, patvirtinama fermenty kinetikos

teorija, kad substrato koncentracija turi jtakos fermenty aktyvumui ir produkty sudarymui [65].

10%PB,% | 15%PB,% 10%ZB,% 15%ZB,% 10%KB,% 15%KB,%

G0.3 97,94+6,21 | 81,65+9,53 26,14+7,18 72,74+8,66 93,60+0,00 56,01+5,55
G60 92,86+5,64 | 89,60+7,14 88,94+2,60 82,1445,21 88,80+0,00 86,92+0,00
G120 87,85+2,25 | 90,11+2,49 76,99+7,31 69,3548,57 82,3849,12 74,61+1,94
D5 82,26+5,58 | 80,95+4,46 70,52+9,44 70,32+1,94 81,58+0,00 79,5845,15
D120 78,42+4,85 | 74,96+0,00 73,97+5,60 68,31+7,31 82,86+9,51 72,28+7,31

Lentelé 10. Skirtingos koncentracijos 2% TCA tirpiy peptidy kiekis pagal hidrolizés laipsnj analizuojamuose
méginiuose kiekviename virskinimo taske laiku (G — skrandzio fazéje, D — zarnyno fazéje).

Skirtingos koncetracijos augalinés ir gyvininés kilmés analizuojamose medziagose
buvo jvertintas prporcingas 2% TCA tirpiy peptidy kiekis procentais pagal atlaisvinta azota
kiekviename virskinimo etape. Gyvininés kilmés skirtingos koncentacijos (10% ir 15%)
analizuojamuose méginiuose matomas didesnis 2%TCA tirpiy peptidy kiekis, nei skirtingos
koncentracijos  augalinés kilmés analizuojamuose meéginiuose. Gyvininés  kilmés
analizuojamuose méginiuose 2% TCA tirpiy peptidy kiekis didziausias buvo GO,3 etape ir
mazéjo kiekvieno etapo metu iki D120 tasko (72-78% nepriklausomai nuo koncentracijos).
Augalinés kilmés 10% ir 15% analizuojamuose méginiuose 2% TCA peptidy kiekis didéjo iki
G60 tasko skrandyje ir sumazéjo viskinimo Zarnyno fazéje iki 68-74%.

Atlaisvintas azotas parodo skirtingos koncentracijos pieno, kiauSiniy ir zirniy

baltymuose, kad to paties aktyvumo fermentas (2000U/ml) proporcingai skaido substratg iki
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produkto skrandzio fazéje. Todél gaunamas proporcingai mazesnis atlaisvintas azotas didesnés
koncentracijos analizuojamuose baltyminiuose méginiuose. Zarnyno fazéje ta pati tendencija
galioja pieno baltymuose, taCiau skirtingos koncentracijos zirniy ir kiausSiniy baltymuose
gaunamas didesnis atlaisvinto azoto kiekis didesnés koncentracijos analizuojamuose méginiuose.
2% TCA tirpiy peptidy kiekio susidarymas nepriklausomai nuo koncentracijos did¢jo kiekvieno
virskinimo metu tomis paciomis tendencijomis. Taigi, koncentracijos jtaka vir§kinimo metu
atlaisvinto azoto kiekiui turéjo zirniy ir kiausiniy zarnyno fazése ir susidariusiy 2%TCA tirpiy
peptidy kiekis buvo nezymiai didesnis 15% procenty analizuojamuose méginiuose D120
virskinimo etape: 10% PB- 78, 15%PB — 74%; 10%ZB — 73%, 15%ZB — 68%; 10% KB — 82%,
15%KB — 72%.

Peptidu koncentracijos nustatymas pagal Lowry metoda. Skirtingos
koncetracijos analizuojamuose méginiuose buvo nustatyta peptidy koncentracija ir jvertintas jy

peptidy intensyvumas pagal 2% TCA tirpius peptidus.

=4=10% Pieno baltymai  =l=15% Pieno baltymai
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m%ml
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Paveikslas 25. Gyviininés kilmés skirtingos koncentracijos analizuojamyjy méginiy peptidy koncetracija vir§kinimo
in vitro metu.

15% ir 10% pieno ir kiauSiniy baltymy tendencija peptidy koncentracijos atzvilgiu yra panasi
kaip ir atlaisvinto azoto kiekio analizuojamuose meéginiuose. Pieno baltymy skirtingos
koncentracijos analizuojamuose méginiuose skrandzio ir Zzarnyno fazése tendencija panasi, o
kiau$iniy baltymy 15% analizuojamuose méginiuose peptidy koncentracija padidéjo Zarnyno
fazéje. Tai rodo, kad peptidy susidaré daugiau nei 10% KiauSiniy baltymy analizuojamuose
méginiuose (zr. Paveikslas 25).
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Paveikslas 26. Augalinés kilmés skirtingos koncentracijos analizuojamyjy méginiy peptidy koncetracija vir§kinimo

in vitro metu.

15% ir 10% zirniy baltymy peptidy koncentracijos tendencija yra panasi skrandzio ir

zarnyno fazgje, taciau skrandzio G120 ir Zarnyno D5 etape skirtumas tarp 15% ir 10% sumazéja,

todél tendencija panasi kaip ir atlaisvinto azoto kiekio zirniy baltymuose.
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Paveikslas 27. Skirtingos koncentracijos analizuojamyjy méginiy peptidy intensyvumas (%) pagal 2%TCA tirpiy
peptidy koncentracija, skirtinguose virskinimo in vitro tagkuose
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Proporcingai 2% TCA tirpiy peptidy susidaré 10% ir 15% koncentracijos
analizuojamuose méginiuose. Tai jvertinama peptidy intensyvumu (Zr. Grafikas 28). 10% pieno
ir kiausiniy analizuojamuose méginiuose peptidy intensyvumas paskutiniame vir§kinimo etape
(D120) yra 50-53%. Tai yra 1,7-2,1 karto daugiau, nei 15% pieno ir Kiausiniy analizuojamuose
meéginiuose, kuriy peptidy intensyvumas yra 23-30%. Taip pat ir Zirniy baltymy analizuojamuose
méginiuose mazesnés koncentracijos méginiuose paskutiniame virskinimo taske (D120) peptidy
intesyvumas 1,8 karto didesnis, nei 15% zirniy baltymy analizuojamuose méginiuose. Kadangi
fermento aktyvumas buvo toks pat, analizuojamuose méginiuose yra apskai¢iuotas proporcingas
peptidy intensyvumas skirtingos koncentracijos méginiuose.

Gauti rezultatai patvirtina ir atlaisvinto kiekio pagal Kjeldalj iSvadas, kad fermentas
yra aktyvus tam tikram substrato kiekiui.

Amino grupiy pokytis in vitro vir§kinimo sistemoje. Amino grupiy pokytis pagal
leucing buvo nustatytas fluorescemininiu metodu skirtingos koncentracijos analizuojamuose
méginiuose ( zr. Paveikslas 28, 29, 30). Analizuojamuose méginiuose didesnio molekulinio
dydzio peptidai nusodinami 12%TCA ir surinktas supernatantas, kuriame yra peptidai, pagrinde

sudaryti i$ 1-7 amino ragsciy.
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Paveikslas 28. Skirtingos koncentracijos pieno baltymy analizuojamy méginiy amino grupiy pagal leucing pokytis
in vitro virskinimo taskuose

Pieno baltymy amino grupiy pokytis skirtingos koncentracijos baltymuose skrandzio
fazéje buvo nezymiai didé¢jantis. Taciau proporcingai atlizvelgiant j susidariusiy amino grupiy
skai¢iy pagal substrato ir fermento santykj yra pastebimas didesnés koncentracijos baltymuose.
Zarnyno fazéje maZesnés koncentracijos baltymuose amino grupiy pokytis proporcidkai panasus

kaip ir didesnés koncentracijos baltymy analizuojamuose méginiuose.
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Paveikslas 29. Skirtingos koncentracijos Zirniy baltymy analizuojamy méginiy amino grupiy pagal leucing pokytis
in vitro virSkinimo taskuose

Zirniy baltymy skirtingos koncentracijos analizuojamuose méginiuose amino grupiy
pokytis skrandzio fazéje yra panasios tendencijos. Susidariusiu amino grupiy pokyris néra didelis
(10%ZB - 145 mmol/leu ir 15%ZB - 44mmol/leu), nes pepsinas skaldo baltymo molekule jo
viduryje ir sudaro didesnius nei 7 aminoriig§¢iy peptidus, kurie néra nusodinami su 12%TCA.
Zarnyno fazéje, veikiant tripsinui ir chymotripsinui, susidaro didesnis amino grupiy pokytis ir

skirtingos koncentracijos amino grupiy pokytis yra panasus.
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Paveikslas 30. Skirtingos koncentracijos kiau$iniy baltymy analizuojamy méginiy amino grupiy pagal leucing
pokytis in vitro virS§kinimo taSkuose

Kiausiniy baltymy amino grupiy pokytis skrandzio fazéje yra panaSus, taciau
atsizvengiant j substarto ir fermetno santykj analizuojamuose méginiuose galima teigti, kad
didesnis amino grupiy pokytis proporcingai susidaré daugiau didenés koncentracijos baltymuose
skrandzio fazéje iki G120 etapo. Nuo virSkinimo zarnyne pradZios amino grupiy pokytis
i§siskyre, ir tencencija fermenty skaidymo yra panasi.

Aminoriigs¢iy pokytis mazesnés koncentracijos analizuojamuose meéginiuose yra
didesnis virskinimo zarnyno fazéje, nei didesnés koncentracijos analizuojamuose méginiuose.
Taciau gyvuninés kilmés skirtumas tarp koncentracijy iSrySkéjo paskutiniame virSkinimo
skrandyje etape (G120), o zirniy baltymy aminoriig§¢iy pokytis jau i$siskyré nuo G60.

Skrandzio fazg¢je aktyvus fermentas pepsinas skaldo peptiding granding jvairiose

vietose, jis priklauso endopeptidazéms ir kaip minéta ankséiau (Zr. skyrelj 4.2.1.3.), proteino
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galimas peptidines jungtis skaido apie 14%, todél susidaro mazesnis kiekis amino ragsciy ir
daugiau jvairaus dydzio peptidy. Zamnyno fazéje veikiandios endopeptidazés tripsinas ir
chymotripsinas skaido susidariusius peptidus iki mazesniy, todél matomas didesnis amino grupiy
pokytis analizuojamuose méginiuose.
4.2.3. Polisacharido Konjac Glucomannan jtaka baltymy hidrolizei

Priimtiniausia klampos kategorija gérimams, disfalgijos sutrikimg turintiems
vartotojams yra II-III pagal Amerikos Dietiky Asocijacijos rekomendacijas (ADA). Baltymy
pagrindu paruoStiems gérimams sutirStinti buvo naudojamas polisacharidas Konjac

Glucomannan ir iSmatuota klampa.

Lentelé 11. 10% Kiausiniy ir pieno baltymy su tir§kliu Konjac Glucomannan jtaka klampai (Pa-s)

Baltymai Kiauginiy baltymai Pieno baltymai
Koncentracija (%) 10 10 10 10
Konjako gliukomananas (%) 0,3 0,07
Klampa (Pa-s) 0,009+-0,006 | 0,101+-0,002 | 0,312+-0,028 | 0,687+-0,03
Kategorija I I I I

Kiausiniy baltymams sutirStinti naudojamas 0,3% Konjac Glucomannan tirpalas.
Tirpalo klampa padidéjo 10 karty: nuo 0,009 Pa-s iki 0,101 Pa-s. Pagal ADA rekomendacijas nuo |
kategorijos pasieké II kategorija pagal rekomenduojamag klampag disfagijos sutrikimg turintiems
pacientams. Tuo tarpu pieno baltymams naudota koncentracija buvo 0,07%. Pieno baltymy tirpalo
koncentracija padidéjo 2 kartus: nuo 0,312 Pa-s iki 0,687 Pa-s. Pagal ADA rekomendacijas nuo Il
kategorijos pasieké Il kategorija. Taigi i§ rezultaty, galima pamatyti, kad polisacharidas Konjac
Glucomannan pasizymi geromis tir§tinimo savybémis [15].

Pasiekus reikiama gérimo klampa yra kei¢iama maitinimo produkto tekstiira, o kartu
ir maisto matrica. Kei¢iantis $iems parametrams keiliasi ir virskinimo kinetika. Saltiniy
duomenimis polisacharido ir proteino tarpusavio sgveika sulétina virSkinimg ir proteiny
fermenting hidrolize, ta¢iau Konjac Glucomannan yra joninis polisacharidas ir jis sgveikos su
baltymais nesudaro ir pasizymi tik tirStinimo savybémis [85].

Peptidy koncentracijos nustatymas pagal Lowry metoda. 10% pieno baltymy
gérimas priklauso II klampos kategorijai. Naudojama polisacharido koncentracija sutirStinti
maitinimo produkta iki III kategorijos yra 0,07%. Atliktas peptidy koncentracijos nustatymas
pagal Lowry ir apskaiCiuotas peptidy intensyvumas pagal 2%TCA tirpius peptidus (zr.
Paveikslus 31,32).
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Paveikslas 31. 10% pieno baltymy su ir be Konjac Gliukomannan baltymy ir peptidy koncentracijos kitimas
vir§kinimo metu.

Peptidy koncentracija yra didesné pieno baltymy su tirStikliu Konjac Glukomannan.
G60 virskinimo skarandyje etape peptidy koncentracija yra vienoda (12,75mg/ml), taciau G120
taske ir zarnyno virSkinimo etapuose D5 ir D120 peptidy koncentracija yra didesné

analizuojamuose méginiuose su tirstikliu.
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Paveikslas 32. 10% pieno baltymy su ir be Konjac Gliukomannan baltymy ir peptidy intensyvumas (%) pagal
2%TCA tirpiy peptidy koncentracija, skirtinguose virskinimo in vitro taskuose

Grafiky pavadinimai vienodi? Kuo skiriasi 31 ir 32 grafiky rodikliai — visur peptidy
intensyvumas? Gal yra ir mazos molekulinés masés peptidy intensyvumas?

Pieno baltymy peptidy intensyvumas kiekviename virskinimo taske yra didesnis be
tirStiklio. G120 taske peptidy intensyvumas analizuojamuose meéginiuose su ir be tirStiklio yra
apie 25mg/ml ir nuo virskinimo Zarnyne pradzios D5 iki pabaigos D120 didesné peptidy
koncentracija yra méginiuose be polisacharido.

Taigi, pagal gautus duomenis tirStiklio jtaka sulétina mazesnio molekulinio dydZzio
peptidy susidarymag pieno baltymuose, simuliuojamojo in vitro vir§kinimo metu skrandzio ir

zarnyno fazeése.
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Paveikslas 33. 10% kiausiniy baltymy su ir be Konjac Gliukomannan baltymy ir peptidy koncentracijos kitimas
virskinimo metu

Kiau$inio baltymy analizuojamuose méginiuose matoma panaSi tendencija kaip ir pieno
baltymy. Peptidy koncentracija su tirStikliu yra didesné (nuo 18mg/ml iki 37 mg/ml) nei
meéginiuose be tirstiklio (10mg/ml — 20mg/ml) kiekvieno vir§kinimo etapo metu. Skrandyje
peptidy koncentracija yra nekintama ir didéja virSkinimo Zarnyne etape iki D120 taSko

(10%PB+KJG — nuo 20mg/ml iki 37mg/ml, 10%PB — 11mg/ml — 20mg/ml).
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Paveikslas 34. 10% kiausiniy baltymy su ir be Konjac Gliukomannan baltymy ir peptidy intensyvumo kitimas
vir§kinimo metu

Peptidy intensyvumas kiauSiniy baltymuose su ir be tirstiklio analizuojamuose
méginiuose yra panaSus, taciau kiauSiniy analizuojamuose baltymuose peptidy intensyvumas
didesnis yra vir§kinimo pradzioje G0,3 — 34mg/ml, o su tirstikliu — 22,04mg/ml, taip pat G120
etape — be tirstiklio — 54mg/ml, o su tirStikliu — 35mg/ml.

Kiausinio ir pieno baltymams tirStiklio jtaka gali bati geresné, atlaisvinant didesnio
molekulinio dydzio peptidus ir sulétinant mazesniy peptidy susidarymg. Taciau Lowry metodo
rezultaty iSkreipimams gali turéti jtakos glikoproteinai, kuriy yra pieno ir kiauSinio baltymuose
pvz.: ovamucinas, ovamukoidas, imunogloblulinai [71, 99].
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Amino grupiy pokytis in vitro vir§kinimo sistemoje. Amino grupiy pokytis pagal
leucing buvo atliktas fluorescemininiu metodu. Tos pacios koncetracijos analizuojamieji
meéginiai su tirStinimo agentu keicia produkto tekstiirg ir maisto matricg. Fermentin¢ hidrolizés

skirtumas, esant skirtingai maisto matricai pateikiami paveiksluose 35, 36.
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Paveikslas 35. 10% pieno baltymy be ir su Konjac Gliukomannan amino grupiy pokytis kiekvieno virskinimo metu
skrandzio ir mazojo Zarnyno fazése.

Pagal amino grupiy pokytj pieno baltymy analizuojamuose méginiuose galima
matyti, kad baltymy hidrolizeé skrandZio faz¢je kito nezymiai. Pieno baltymuose be tirstiklio nuo
4,46leu/mmol GO0,3 etape iki 35,08leu/mmol G120, o su tirstikliu nuo GO0,3 etapo iki G120 tasko
i8liko pastovus 31,00 leu/mmol amino grupiy pagal leucing kiekis. Pieno baltymuose be tirstiklio
amino grupy atlaisvinimas prasideda in vitro zarnyno fazéje ir D120 pasieké 252,18 leu/mmol,
tuo tarpu pieno baltymy su tirStikliu amino grupiy pokytis pasieké 101,01 leu/mmol. Taigi
polisacharido jtaka matoma vir§kinimo Zarnyne metu. Suformuota maisto matrica slopina

fermentine hidrolize [57,60].
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Paveikslas 36. 10% pieno baltymy be ir su Konjac Glucomannan amino grupiy pokytis kiekvieno virskinimo metu
skrandZio ir mazojo Zarnyno fazése.

Kiausiniy baltymy su tirStikliu amino grupiy pokytis buvo mazesnis virskinimo
skrandyje metu iki G120 tasko, kuriame amino grupiy kiekis pagal leucing susilygino —
94,41leu/mmol. Virskinimo Zzarnyne etapuose matoma ta pati tendencija kiauSiniy baltymy
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analizuojamyjy méginiy kaip ir su pieno baltymy analizuojamuose méginiuose. Nuo vir§kinimo
zarnyne pradzios (D5) kiauSinio baltymy virskinimas buvo intensyvesnis, nei fermentinés
hidrolizés su polisacharidu. Kiausinio baltymy amino gupiy pokytis pagal leucing pasieké
233,27lev/mmol, o su tirstikliu — 105,93 leu/mmol. Tai gali biiti dél maisto matricos pokycio,
klampos jtakos ir polisacharido Konjac Glucomannan, kuris slopina baltymy hidroliz¢ [57-60].
Atlaisvinty peptiduy kinetika pagal elektroforeze SDS-PAGE ir densitometrijos
analize?. Polisacharido Konjac Glucomannan jtaka fermentinei baltymy hidrolizei nustatyta
kokybiné elektroforesés analiz¢ kiekvieno virSkinimo etapo metu ir jvertintas baltymy kitimas
densitometrijos analize. Kontrolinis baltymy dydis pasirinktas pagal tiriamojo objekto ekstrakts.
Simuliuojamojo virskinimo metu surinktos dvi frakcijos: tirpi ir netirpi. VirSkinimo metu
skrandzio fazéje fermentés hidrolizés sustabdymui naudojamas NaOH. Terpés pH pokytis i§ 3
iki 7 pakeic¢ia elektrolity kiekj analizuojamuose méginiuose. Skirtingai nei baltymy be
polisicharido, simuliuojamojo in vitro virskinimo metu netirpi frakcija buvo matoma kiekvieno

virskinimo etapo metu skrandyje ir Zarnyne.
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Paveikslas 37. 10% kiauSiniy baltymy su 0.3% Konjac Glucomannan tirpios(A) ir netirpios(B) frakcijy
neredukuojan¢iomis salygomis SDS-PAGE rezultatai skirtinguose in vitro virSkinimo taskuose skrandyje (GU, GO,
G10, G30,G60,G120) ir zarnyne (DU, D5, D60, D120). C- kiausiniy baltymy ekstraktas (kontrolé).

2 Tyrimas atliktas Man¢esterio Universitete, Jungtiné Karalysté
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10% kiau$iniy baltymy su polisacharidu yra panasus j 10%kKiauSiniy baltymy
elektroforezés rezultatus. Ovatranferinas (72,2kDA), ovalbuminas (41kDA), ovamukoidas
(26,1kDA) ir lizosimas yra atspariis pepsino hidrolizei skrandyje ir hidrolizuojami tripsino ir
chymotripsino Zarnyno metu. Ovalbuminas tirpioje frakcijoje yra persidenggs su pepsinu, taciau
netirpioje frakcijoje matomas jo Kkitimas ir stabilumas. Literatiros Saltiniy duomenimis
ovalbuminas yra atsparus pepsino hidrolizei [118].
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Paveikslas 38. 10% kiausiniy baltymy su 0.3% Konjac Glucomannan tirpios frakcijos densinometrijos analizés
vir§kinimo metu.

Densitometrijos analizé parodo ovatranferino, ovalbumino lizosimo kitima
vir§kinimo skrandyje metu. Ovatranferinas yra atpalaiduojamas (ang.k. solubilisated) iki 10
virSkinimo skrandyje minutés ir jo intensyvumas maz¢ja iki 60-tos virSkinimo skrandyje
minutés. Nuo 120 mintés ovatranferinas méginiuose su ir be tirStiklio kinta neZymiai ir i8lieka
stabilus. Méginyje su tirStikliu ovotranferino reliatyvus intensyvumas yra mazesnis, todél jis yra
hidrolizuojamas intensyviau. Ovalbuminas be tirStiklio yra atpalaiduojamas iki 10 virSkinimo
skrandyje minutés ir iSlieka stabilus iki 120 virSkinimo skrandyje minutés. Ovalbuminas
méginyje su tirStikliu atpalaiduojamas iki 30 virSkinimo minutés skrandyje ir hidrolizuojamas
pepsino iki 60minutés. Tki 120 minutés islieka stabilus. Didesnis reliatyvus intensyvumas yra
meéginyje su tirStikliu, tai rodo, kad tirStiklis 1étina fermenting hidrolize skrandyje, taciau yra
hidrolizuojamas fermento pepsino nuo 30 iki 60 minutés. Lizosimas taip pat yra atpaiduojamas
ilgiau méginyje su tirStikliu — iki 60minutés, o méginyje be tirStiklio iki 10minutés, sumazéja
reliatyvus intensyvumas 5% iki 30-tos minutés ir padidéja 32% ties 60-ta virSkinimo skrandyje
minute. Iki virSkinimo skrandyje pabaigos iSlieka stabilus. Tuo tarpu lizosimas méginyje su

tirStikliu i8lieka stabilus nuo 30-tos virSkinimo minutés iki pabaigos.
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Taigi méginiuose su tirstikliu ovalbumino ir lizosimo reliatyvus intensyvumas buvo
didesnis, i$skyrus ovatranfering. Fermentiné hidrolizé ovalbumino intensyvesné su tirstikliu,

taCiau gelyje jis yra persidenggs su pepsinu.
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Paveikslas 39. 10% pieno baltymy su 0.07% Konjac Glucomannan tirpios(A) ir netirpios(B) frakcijy
neredukuojanc¢iomis salygomis SDS-PAGE rezultatai skirtinguose in vitro virskinimo taskuose skrandyje (GU, GO,
G10, G30,G60,G120) ir zarnyne (DU, D5, D60, D120). C- kiauSiniy baltymy ekstraktas (kontrol¢).

Pieno baltymy su Konjac Glucomannan gelyje (zr. Paveikslas 39) yra matomas
kazeiny — a, B ir k stabilumas virSkinimo skrandyje metu. Taciau jy fragmenty intensyvumas
kiekvieno virSkinimo etapo metu palyginti kontroliniu, GU ir G0.3 etapais mazéja, tai rodo jy
peptidy atpalaidavima. Taip pat islieka - laktoglobulino stabilumas virskinimo skrandyje metu.
Literatiiros Saltiniy duomenimis, B-Lg yra aukStos maistinés vertés ir yra stabilus esant Zemam
pH. Taip pat yra labai atsparus proteolitiniam skilimui skrandzio fazéje ir gali pasizyméti

enkapsuliavimo savybémis [119].
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Paveikslas 40. 10% pieno baltymy su 0.07% Konjac Glucomannan tirpios frakcijos densinometrijos analizés
vir§kinimo metu.

Pieno baltymuose realiatyvus intensyvumas didesnis yra p-1g, k-kazeino méginiuose
su tirStikliu. B-kazeino skirtumas yra nezymus. K-kazeinas meéginyje su tirStikliu yra
atpalaiduojamas iki 60 minutés ir hidrolizuojamas iki vir§kinimo skrandyje pabaigos. Tuo tarpu
k-kazeino méginyje be tirStiklio atpalaidavimas yra iki 30-tos vir§kinimo minutés skrandyje ir
iSlieka stabilus iki vir§kinimo skrandyje pabaigos. Ta pati tendencija matoma ir -lg méginyje be
tirstiklio.

I§ elektroforezés ir densitometrijos analizés pieno ir kiausiniy baltymy
analizuojamyjy méginiy galima pamatyti, kad B-lg, x-kazeinas yra didesnio realiatyvaus
intensyvumo. Taciau, ar Konjac Glucomannan létina virskinimg skrandzio fazéje, sunku

pasakyti.
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5. ISvados

1. Jvertinus tiriamy Zirniy, pieno ir kiauSiniy baltymy funkcines savybes nustatyta, kad
rugstingje terpéje pH=3 maziausias baltymy tirpumas 6 % buvo Zirniy baltymy, pieno
baltymy - 54%, o kiau$iniy baltymy tirpumas - 62%. Neutralioje terpéje pH=7 Zirniy
baltymy tirpumas isliko maziausias - 60%, pieno baltymy — 70%, o kiausiniy baltymy -
83%.

2. Atlikti reologiniai analizuojamyjy méginiy matavimai parodé, kad 10% skirtingos
kilmés vandeniniy tirpaly klampa yra skirtinga: maziausia klampa nustatyta kiauSiniy
baltymy (KB) tirpalo - 0,009+0,006 Pa‘s; pieno baltymy (PB) - 0,31+0,03 Pa-s; Zirniy
baltymy (ZB) — 1,42+0,012 Pa-s. Padidinus baltymy koncentracija iki 15% baltymy
vandeniniai tirpalai sutir§téjo skirtingai: PB klampa padidéjo iki 2,311+0,02 Pa-s; labai
zenkliai padidéjo ZB klampa iki 7,640+0,073 Pa-s, o kiauginiy baltymy tirpalo klampa
iSliko nepakitusi  0,010+0,004 Pa-s. Nustatyta, kad nedideli polisacharido
gliukomanano priedai tirStina baltymy vandeninius tirpalus. Jdéjus j 10% PB vandeninj
tirpalg 0,07 % polisacharido gliukomanano prieda tirpalo klampa nustatyta 0,687+0,03
Pa-s; 0 ] 10% KB vandeninj tirpalg 0,3% polisacharido tirpalo klampa 0,101+0,002 Pa-s.

3. Atlikus skirtingos kilmés baltymy hidroliz¢ vir§kinimo in vitro skrandzio (G) ir
zarnyno (D) faziy modelyje pagal COST INFOGEST patvirtintg protokola, tirpioje
virskinimo sul¢iy frakcijoje nustatyta skirtinga tirty baltymy hidrolizés produkty
susidarymo dinamika:

3.1. Atlaisvinto azoto pirmomis skrandzio fazés minutémis (GO0.3), skrandzio fazés
pabaigoje (G120) ir Zarnyno fazés pabaigoje (D120) virSkinant 10 % kiauSiniy
baltymus nustatyta 18%, 20% ir 48%, atitinkamai; 10 % pieno baltymus 14%,
36% ir 55%, atitinkamai; Zirniy baltymus (ZB) - 3%, 28% ir 42%, atitinkamai.

3.2. 2%TCA tirpiy mazos molekulinés masés di-, tripeptidy pirmomis skrandzio
fazés minutémis (GO0.3) virdkinant 10 % baltymy tirpalus nustatyta ZB - 26,1%;
KB - 93,6 %; PB - 97,9%.

3.3. Peptidy koncentracija skrandzio fazés pirmomis minutémis (G0.3), skrandZio
fazés pabaigoje (G120) ir zarnyno fazés pabaigoje (D120) virSkinant 10% Zirniy
baltymus 4mg/ml, 14 mg/ml ir 32mg/ml, atitinkamai; 10% pieno baltymus
4mg/ml, 12mg/ml, ir 26mg/ml, atitinkamai; 10% kiausiniy baltymus GO.3-
12mg/ml, 0 D120 - 20mg/ml.
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3.4.Amino grupiy pagal leucino ekvivalentg (Leu eq) pokytis pirmomis skrandzio
fazés minutémis (GO0.3) ir zarnyno fazés pabaigoje (D120) virskinant 10 %
baltymy tirpalus nustatytas ZB - 30,92 Leu eq/mmol ir 448,84 Leu eq/mmol; PB
- 4,96 Leu eg/mmol ir 252,18 Leu eg/mmol, 0 KB - 34,44 Leu eg/mmol ir 252,18
Leu eq/mmol.

3.5.Elektroforezés ir densitometrijos analizé parodé, kad kiauSiniy baltymuose
ovalbuminas, ovatransferinas ir lizosimas, pieno baltymuose — B — lg, zirniy
baltymuose leguminas ir konvicilino subvientas yra atsparts pepsino hidrolizei
skarandzio fazéje, bet yra hidrolizuojami zarnyno fazéje veikiant fermentams
tripsinui ir chymotripsinui.

3.6.Atlikus 10% ir 15% koncentracijos zirniy, pieno ir kiausiniy baltymy vandeniniy
tirpaly hidroliz¢ nustatyta, kad substrato koncentracija turi jtakos fermenty
aktyvumui ir hidrolizés produkty susidarymui, iSliekant tai paciai produkty
susidarymo  kinetikai. 10% baltymy vandeninio tirpalo sutirStinimas
polisacharidu gliukomananu hidrolizés produkty dinamikg mazina di-, tripeptidy

susidaryma tirpioje vir§kinimo sul¢iy frakcijoje.
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