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SANTRAUKA

Priespienio atskiry bioaktyviy komponenty i$skyrimas ir i§gryninimas yra brangus, sudétingas
ir daug laiko reikalaujantis procesas. Manoma, jog karviy prieSpienio iSrigy baltymy frakcijos,
pasizymincios antioksidacinémis — antimikrobinémis savybémis, galéty biti geresné¢ ekonominé
alternatyva, kuri palengvinty priespienio technologinj perdirbima. Siai problemai spresti buvo
siekiama jvertinti biologiskai aktyviy komponenty isskyrimo i§ karviy prieSpienio galimybes ir
nustatyti jy savybes.

Karviy prieSpienio frakcijos buvo iSskiriamos, panaudojant membraning filtracija bei
proteolitinj fermenta. Visose karvés prieSpienio frakcijose esantys baltymai buvo identifikuoti,
panaudojant baltymy elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje metodg. Karvés priespienio frakcijy
antioksidacinis aktyvumas nustatytas DPPH ir ABTS antiradikaliniais metodais. Karvés priespienio
frakcijy antimikrobinis aktyvumas buvo tirtas agaro difuziniu metodu. Prie$pienio riebaly oksidacijos
stabilumas vertintas oksipreso metodu. Karviy prie$pienis buvo perdirbiamas naudojant mazo na§umo
pilotine jranga.

Tyrimo metu laboratorinémis sglygomis buvo gautos 6 frakcijos — liesas prieSpienis, prieSpienio
riebalai, prieSpienio kazeininé frakcija, prieSpienio iSrligy baltymai, prieSpienio iSrligy retantas ir
permeatas. Visos isskirtos frakcijos mazai skyrési baltymy sudétimi. Nustatyta, kad prieSpienis ir jo
frakcijos pasizyméjo nedideliu antioksidaciniu aktyvumu. Jvertinta, jog didziausiu antimikrobiniu
poveikiu pasizyméjo prieSpienio iSriigy baltymy frakcija. PrieSpienio riebaly frakcija pasizyméjo
didesniu oksidaciniu stabilumu lyginant su pieno riebalais. Po mety Saldymo oksidavosi didzioji dalis
nesoCiyjy riebaly riigd¢iy. Naudojant mazo nasumo piloting jranga, buvo sékmingai atliktas karviy

priespienio perdirbimas.
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SUMMARY

The isolation and purification of the colostrum individual bioactive components is an expensive,
complicated and time-consuming process. It is believed that fractions of cow colostrum with
antioxidative and antimicrobial properties could be a better economic alternative to facilitate
colostrum processing. This problem might be solved by evaluating the possibilities of isolating
bioactive components from cow colostrum and determining their properties.

Cow colostrum fractions were separated by using membrane filtration and the proteolytic
enzyme. Proteins of cow colostrum fractions were identified using polyacrylamide gel
electrophoresis. The antioxidant activity of the cow colostrum fractions was determined by DPPH and
ABTS assays. The antimicrobial activity of the cow colostrum fractions was investigated by the agar
diffusion method. The oxidative stability of colostrum fat was measured by oxipress method. Cow
colostrum was processed using low-efficiency pilot scale equipment.

It was separated 6 fractions: skim colostrum, colostrum fat, colostrum casein fraction, colostrum
whey proteins, colostrum whey retentate and permeate under laboratory conditions. All isolated
fractions did not differ significantly in protein composition. It was found that colostrum and its
fractions have low antioxidant activity. The most important antimicrobial effect was estimated by the
colostrum whey protein fraction. The colostrum fat fraction has a higher oxidative stability compared
to milk fat. After a year of freezing, most of the unsaturated fatty acids were oxidised. Using a low-

efficiency pilot scale equipment, cow colostrum was successfully processed.



SANTRUMPOS

ABTS - 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6- sulfono) riigsties radikalo sujungimo metodas
CLA - Konjuguota linolo ragstis

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo laisvyjy radikaly sujungimo metodas
EGF — epidermio augimo faktorius

HSV-1 — 1 tipo herpes simplex virusas

HSV-2 — 2 tipo herpes simplex virusas

IFN-y — interferonas vy

IGF-1 —j insuling panaSus augimo faktorius 1

IGF-2 — i insuling panaSus augimo faktorius 2

IL-1 — interleukinas 1

IL-1p — interleukinas 1B

IL-1ra — interleukinas 1 receptoriaus antagonistas

IL-6 — interleukinas 6

NSAIDS — nesteroidiniai prieSuzdegiminiai preparatai

PDGF — trombocity kilmés augimo faktorius

TGF-p — transformuojantis augimo faktorius 3

TNF-a — auglio nekrozés faktorius o

U937 — zmogaus mieloidinés leukemijos lastelés

ZIV-1 - 1 tipo zmogaus imunodeficito virusas



JZANGA

Siuo metu didelj susidoméjima tarp biotechnologinés pakraipos jmoniy kelianti Zaliava yra
priespienis dél jame esanciy jvairiy vertingy bioaktyviy junginiy. PrieSpienis — tai unikalus biologinis
skystis, kurj gamina zinduoliy patelés savo naujagimio maitinimui ir jo apsaugojimui nuo infekciniy
ligy. PrieSpienyje randami svarbiausieji komponentai — imunoglobulinai, antibakterinés medZziagos,
augimo faktoriai, citokinai, vitaminai, fermentai, hormonai [1].

Pagal Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) vertinimg, 80 % pasaulio gyventojy remiasi
tradicine medicina ir pirmenybe teikia natiiralioms medziagoms. Vienas i$ tokiy natiiraliy medziagy
Saltiniy yra karvés prieSpienis. PrieSpienio bioaktyvios medziagos yra naudojamos jvairiy ligy
gydyme, papildy, kosmetikos, funkcionaliyjy maisto produkty gamyboje. Siy atskiry bioaktyviy
medziagy i$skyrimui, gryninimui ir charakterizavimui yra naudojami sudétingi procesai
(chromatografija, branduoliy magnetinis rezonansas ir kt.), reikalaujantys daug laiko ir moksliniy
Ziniy [2].

Karvés priespienio pavieniy bioaktyviy junginiy i§skyrimas ir panaudojimas pramoniniu biidu
yra ekonomiskai brangus ir komplikuotas procesas. Vis daugéja tyrimy, jrodanciy, jog prieSpienio
iSrugy baltymy frakcijos taip pat pasizymi biologiniu aktyvumu — antibakterinémis,
antioksidacinémis, antihipertenzinémis, imunoduliacinémis savybémis [3]. Manoma, kad prieSpienio
1Srugy baltymy frakcijy panaudojimas pramonéje palengvinty ir atpiginty technologinj perdirbima.
Siuo metu triksta mokslinés informacijos $ioje tematikoje ir néra Lietuvoje jmoniy, kurios perdirbty
prieSpien] j aukStesnés pridétinés vertés produktus. Todél magistrinio projekto tikslas — jvertinti
biologiskai aktyviy komponenty i§skyrimo i§ karviy prieSpienio galimybes ir nustatyti jy savybes.
iam tikslui pasiekti iSsikelti tokie magistrinio projekto uzdaviniai:

PrieSpienio atskyrimas j frakcijas, panaudojant biotechnologinius ir mechaninius budus;
PrieSpienio frakcijy cheminés sudéties nustatymas;
Prie$pienio riebaly frakcijos oksidacijos vertinimas laikymo metu;

PrieSpienio frakcijy antioksidacinio bei antimikrobinio aktyvumo jvertinimas;

G

Priespienio perdirbimas pramoniniu biidu naudojant mazo nasumo technologing gamybos

linija.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. PrieSpienis

Priespienis (lot. colostrum) — tai pirminis pienas, kurj gamina zinduoliy pateliy pieno liaukos,
iSkart po gimdymo [1,4]. PrieSpieniu laikomas pirmos paros ir iki vienos savaités pienas [5].
PrieSpienis stimuliuoja zinduoliy naujagimiy medziagy apykaita, endokrining sistema, stiprina pasyvy
imuniteta, skatina organizmo vystymasi ir kovoja su organizmo svetimkiniais (bakterijomis ir
virusais) [6,7].

PrieSpienio biina maziau nei pagaminamo Zalio pieno, taciau prieSpienyje esanciy bioaktyviy
komponenty koncentracija yra daug didesné nei piene. PrieSpienio cheminé sudétis ir jo savybés
priklauso nuo Zzinduolio rusies, individo bei surinkimo laiko [8]. Jame gausu baltymy, riebaly,
angliavandeniy, mineraliniy medziagy, augimo faktoriy, antikiiny, vitaminy, antibakteriniy ir
biologiskai aktyviy medziagy [9]. PrieSpienio sudétyje yra maziau laktozés, bet daugiau riebaly,
baltymy, hormony, ir kt. medZiagy nei piene [10,11]. Zalio pieno ir prie$pienio vizualiniai skirtumai
yra pateikti 1.1. paveiksle.

PrieSpienis yra rausvai geltonas skystis, kuriam tokig spalva suteikia jame esantys karotenoidai
(trans p-karotenas, cis-13 p-karotenas ir liuteinas) [12, 13]. Karotenoidy koncentracija sumazéja,
kuomet pieno liaukos pradeda gaminti subrendusj pieng. Rausva spalva suteikia j prieSpien] pateke
raudonieji kraujo kiineliai. Taip pat rausva spalva gali atsirasti dél pieno liauky uzdegimo [14].
PrieSpienis yra 2 kartus klampesnis skystis nei Zalias pienas [15]. PrieSpienio pH verté yra Zemesné
nei pieno [16]. Priespienio pH pirmosiomis dienomis po gimdymo biina vidutiniskai apie 6,32, 0 po
dviejy savai¢iy padidéja iki 6,5. Manoma, kad Zemas pH priklauso nuo padidéjusio baltymy, anglies
dioksido, citraty kiekio priespienyje [17].

1.1. pav. Karviy pieno liauky sekrety pavyzdys: a) nattiralus pienas; b) prieSpienis
10



1.2. Ivairiy Zinduoliy prieSpienio cheminé sudétis ir savybés
Priespienyje randama apie 90 skirtingy junginiy [18]. Ivairiy zinduoliy prieSpienio pagrindiniy
junginiy: baltymy, riebaly ir angliavandeniy kiekiai yra pateikti 1.1. lenteléje.

1.1. lentelé. Jvairiy zinduoliy prie$pienio cheminé sudétis [19]

Rasis I\/ch;\tavimo Baltymai Riebalai Laktozé
vienetas
Zmogus g/l 22,9 29,5 57,0
Karvé a/kg 130,0 36,0 31,0
Kupranugaris % 19,2 0,3 59
Ozka a/kg 80,0 90,0 25,0
Arklys a/kg 191,0 7,0 46,0
Suo a/kg 138,0 78,0 27,0
Katé % 4,0 3,4 3,6
Avis a/kg 130,0 124,0 34,0
Triusis a/kg 135,0 147,0 16,0
Ziurké % 8,9 14,7 2,5
Bezdzioné g/100ml 2,3 51 6,8
Banginis % 86,6 4,9 6,3
Dramblys a/kg 21,0 56,0 61,8
Elnias g/dl 95,2 87,0 111
Kiaulé a/kg 180,0 72,0 24,0

Kupranugarés prieSpienis yra ypatingas tuo, kad jo sudétyje néra randama B-laktoglobulino —
pagrindinio baltymo, sukelian¢io vaikams alergija [20]. Taip pat kupranugarés prieSpienis pasizymi
didesniu antimikrobiniy medziagy kiekiu [21]. Kupranugarés priespienyje randama 5 kartus didesnis
laktoferino kiekis lyginant su karvés priespieniu [22].

Karviy priespienio sudétis gerokai skiriasi nuo moters gaminamo prieSpienio [23]. Moters
prieSpienis turi didesn¢ koncentracija augimo faktoriy negu galvijy prieSpienis [24]. Moters
prieSpienyje randama 4 kartus daugiau epidermio augimo faktoriaus (EGF) bei 20 karty daugiau
transformuojancio augimo faktoriaus (TGF-B) lyginant su karvés priespieniu [25,26]. Moters

priespienyje laktoferino randama 7 kartus daugiau lyginant su karvés priespieniu (moters — 700

11



mg/ml, o karvés prieSpienyje — 100 mg/ml) [27]. Karvés prieSpienis turi daugiau IgG (81 %) lyginant
su moters priespieniu — 1gG (2 %) [27,28].
Priespienio bioaktyvius komponentus, pagal atlickama funkcija organizme, galima suskirstyti j

3 kategorijas: mitybos faktoriai, imuninés sistemos faktoriai ir augimo faktoriai (Zr. 1.2. pav.) [24].

Co )
Baltymai, vitaminai,
Mitvbos mineralai,
faktvnriai angliavandeniai,
riebalai
. Y,

Imuninés 4 A

R IgA, IsG, Ig)d, IsD,
Priespienis ;
[ P “5‘9“1.“5. IgE, laktoferinas,
faktoriai citokinai, lizocimas,

laktoperoksidazé

. f
Augimo EGF, IGF-1, IGF-2,
faktoriai TGF, PDGF

L.

1.2. pav. Priespienio bioaktyviis komponentai. Adaptuota pagal [22]

Mitybos faktoriy grupei priskiriami prieSpienyje esantys angliavandeniai, lipidai, baltymai,

vitaminai ir mineralai. Gyvybiskai svarbios mitybinés medziagos yra reikalingos audiniams augti,
Vystytis ir energijai gauti. PrieSpienyje gausu vitaminy C, A, E, kurie pasizymi antioksidacinémis
savybémis [29,30].

Imunininés sistemos faktoriy grupei priskiriami specifiniai prieSpienyje randami antikiinai,

imunoglobulinai, laktoferinas, prolinu turtingi peptidai, citokinai, lizocimas, laktoperoksidazé,
laktoalbuminai, glikoproteinai ir tripsino inhibitoriai. Pagrindinés imunoglobuliny klasés, esancios
priespienyje, yra IgG: ir 1gG2 [31]. Jie sudaro daugiau kaip 90 % visy imunoglobuliny. Tinkamos
kokybés priespienyje minimali imunoglobuliny koncentracija turéty bati 50 g/1 [32].

Augimo faktoriy grupei priklauso prieSpienyje esantys j insuling panasts augimo faktoriai (IGF-

1 ir IGF-2), epidermio augimo faktorius (EGF), trombocity kilmés augimo faktorius (PDGF) ir
transformuojantys augimo faktoriai (TGF-a ir TGF- B) [33]. Augimo faktoriai stimuliuoja vystimasi,
dalyvauja raumeny, odos, kolageno, kauly, kremzliy atsinaujinime. Daugiausiai randama IGF-1 ir
IGF-2 [34].

Kadangi karviy gaminamo zalio pieno ir prieSpienio kiekiai yra gaunami didziausi lyginant su
kitais zinduoliais, todél karviy prieSpienis yra laikomas vienu i§ vertingiausiy biologiskai aktyviy

junginiy Saltiniu.

12



1.3. Karviy prieSpienio bioaktyviis komponentai

Karviy priesSpienio sudétis priklauso nuo tam tikry salygy: veislés, individo, mitybos, karvés
uztrokinimo trukmés [35]. Remiantis jvairiais $altiniais, karviy prie$pienis pagal jo gaminimo trukmg
skirstomas: iSkart po gimdymo [24], 2 dieny [36], nuo 3 iki 4 dieny [35], huo 5 iki 7 dieny po gimdymo
[9]. PrieSpienyje, surinktam per 24 h po verSiavimosi, yra didesné imunoglobuliny ir augimo faktoriy
koncentracija lyginant su tos pacios karvés prieSpieniu, surinktu 3-Cig dieng po verSiavimosi [38].
Karvés priespienio cheminés sudéties kitimas ilgéjant laktacijos trukmei po verSiavimosi pateiktas
1.2. lenteléje.

1.2. lentelé. Karviy prieSpienio cheminés sudéties kitimas ilgéjant laktacijos trukmei [39]

Valandos po Bendl.’as. . . ) Bendras sausyjy
vertiavimosi azotg)/l:)lekls Riebalai (%0) Laktozé(%) medziagy kiekis (%)

0 17,57 5,10 2,19 26,99

6 10,00 6,85 2,71 20,46

12 6,05 3,80 3,71 14,53

24 4,52 3,40 3,98 12,77

36 3,98 3,55 3,97 12,22

48 3,74 2,80 3,97 11,46

Pagaminamo karviy prieSpienio kiekis yra gerokai mazesnis lyginant su pagaminamo Zzalio
pieno kiekiu, taciau prieSpienyje randami didesni bioaktyviy junginiy kiekiai. Karvés pieno ir
prieSpienio pagrindiniy bioaktyviy junginiy sudéties palyginimas pateiktas 1.3. lentel¢je. Karvés
prieSpienyje randama daugiau imuninés sistemos faktoriy — imunoglobuliny (1gG1, 1gG2, IgA, IgM),
augimo faktoriy (EGF, IGF-1, IGF-2, TGF-B1), citokiny (auglio nekrozés faktorius TNF-a,
interleukinas IL-1, interferonas IFN-y), limfocity. Taip pat prieSpienyje nustatytas didesnis
antibakteriniy medziagy kiekis lyginant su pienu — laktoferinas, laktoperoksidaze, lizocimas. Galvijy
prieSpienyje pastebimi ir didesni iSriiginiy baltymy (a-laktoalbuminas, p-laktoglobulinas,) hormony
(insulinas prolaktinas, kortizolis), fermenty (Sarminé fosfatazé, N-acetil-p-gliukozaminidazé,
gliukozés-6-fosfato  izomerazé, a-manozidoz¢), fermenty inhibitoriy (ol-antitripsinas, -
makroglobinas), mineraly (gelezies, kalcio, natrio, cinko, magnio, kalio, fosforo), vitaminy (A, E, D,

B grupés) kiekiai. Tac¢iau kazeininiy baltymy randama maziau lyginant su pienu [6,34,40,41].
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1.3. lentelé. Karviy pieno ir prieSpienio bioaktyviy junginiy sudétis [42]

Bioaktyvi medziaga Karvés pienas Karvés prieSpienis
Kazeinas (as1, 0s2, B,) (9/L) 28,0 26,0
B-laktoglobulinas (g/L) 3,3 8,0
a-laktoalbuminas (g/L) 1,2 3,0
IgG1 (g L) 0,31-0,40 52,0-87,0
1gG2 (g LY 0,03-0,08 1,6-2,1g
IgM (g LD 0,03 — 0,06 3,7-6,1
IgA (g L) 0,04 - 0,06 32-6,2
Glikomakropeptidas (g/L) 1,2 2,5
Laktoferinas (mgmL™) 0,02-0,75 1,5-5,0
Laktoperoksidazé (mgL™) 13,0 - 30,0 11,0 - 45,0
Lizocimas (mgL™) 0,07-0,6 0,14 -0,7
Serumo albuminas (g/L) 0,3 1,3
EGF (ug.L7h) 155 324
IGF-1 (ug.LY) <10 50 — 2000
IGF-2 (ug.L0) <10 200 - 600
TGF-B1 (pg.Lh) 0,8-35 12-43

a-laktoalbuminas ir B-laktoglobulinas

Pagrindiniai karvés prieSpienyje esantys iSriigy baltymai, pasiZymintys maistine verte. a-
laktoalbuminas ir B-laktoglobulinas yra pirminés medziagos bioaktyviy peptidy (lizino, cisteino,
triptofano) sintezei [43,44]. Taip pat yra nustatyta, jog a-laktoalbuminas pasizymi prieSvézinémis bei

priesvirusinémis savybémis [18].

Laktoperoksidazé - pagrindinis glikoproteinas, turintis hemo grupe su Fe*. Pastebéta, kad

laktoperoksidazé inaktyvuoja polio virusg, karviy raupus ir 1 tipo Zmogaus imunodeficito virusa (ZIV-
1) in vitro [45].

Lizocimas — raigsciai atsparus hidrolaziy klasei priklausantis fermentas, Kuris pasizymi
antibakteriniu poveikiu [18]. Jo aktyvumas karvés prieSpienyje yra net 5 kartus didesnis lyginant su
pienu [40].

Laktoferinas — tai gelezj prijungiantis glikoproteinas (80 kDa), sudarytas i§ vienos

polipeptidinés  grandinés. Laktoferinas  pasiZymi  prieSvézinémis,  antibakterinémis,
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prieSuzdegiminémis savybémis, bet pagrindinj vaidmen;] atlieka pieno liaukoje apsaugant ja nuo
infekcijy [46,47]. Laktoferinas taip pat pasizymi priesvirusiniu poveikiu — slopina 1 tipo ir 2 tipo
herpes simplex viruso (HSV-1 ir HSV-2) bei citomegalo viruso veikimga in vitro [45,48].

Prolinu turtingi polipeptidai: stimuliuoja uzkrii¢io liauka, reguliuoja imuning sistema [49].

Glikoproteinai ir tripsino inhibitoriai: apsaugo imuninés sistemos faktorius bei augimo faktorius

nuo suirimo virs§kinamaje trakte [18].

Oligosacharidai: prisijungia prie patogeniniy bakterijy ir neleidzia joms patekti j gleiving [50].

Citokinai: atsakingi uz imuninés sistemos reguliavimg [51]. Citokinams priklauso prieS$pienyje
randami interleukinai, interferonas ir auglio nekrozés faktorius. Hagiwara ir bendraautoriai nustate,
kad citokiny (IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-y ir IL-1ra) koncentracijos karvés prieSpienyje yra gerokai

didesnés lyginant su karvés pienu [52].

Bioaktyvios riebaly riigStys: Karvés prieSpienyje randama sociyjy riebaly rugsciy — sviesto
(butano), kaprono (heksano), kaprilo (oktano), kaprino (dekano), lauro (dodekano), miristo
(tetradekano), palmitino (heksadekano), stearino (oktadekano). Karvés prieSpienyje randama ir
mononesoCiyjy riebaly ragsciy — palmitoleino (heksadeceno), oleino (9-oktadeceno), kuriy
koncentracija didesné negu karvés piene. Taip pat randama polinesoCiyjy riebaly ragsc¢iy — linolo
(9,12-oktadekadieno) bei a-linoleno (9,12,15-oktadekatrieno), kurios yra biitinos imuninei sistemai
stiprinti, smegenims  vystytis. Bioaktyvios riebaly ragStys pasiZzymi prieSvézinémis,
prieuzdegiminémis, antihipertenzinémis savybémis [53,54].

Imunoglobulinai: Karvés priespienyje imunoglobulinai sudaro 70 — 80 % visy baltymy kiekio,

o0 piene sudaro tik 1 — 2 % visy baltymy kiekio [47,55]. Karvés prieSpienyje randamos trys pagrindinés
imunoglobuliny klasés — 1gG, IgM ir IgA, kurios yra labai svarbios verselio pasyviam imunitetui
susidaryti [55,56]. Pagrindinis imunoglobulinas karviy prieSpienyje yra IgGs, kuris sudaro daugiau
nei 75 % bendro imunoglobuliny kiekio [57].

Fermentai: PrieSpienyje randama proteinaziy, lipaziy, esteraziy, fosfataziy, ribunokleaziy, y-
glutamiltransferaziy, kuriy koncentracija didesné negu piene [8].

Augimo faktoriai: IGF-1 ir IGF-2 yra kar$¢iui ir riig§¢iai atspariis augimo faktoriai, sudaryti i$

vienos polipeptidinés grandinés (apie 7,6 kDa), kuriy randama didziausia koncentracija prieSpienyje.
Karvés prieSpienio augimo faktoriai atsakingi uz naujagimio organizmo vystimasi, augima bei palaiko

normalig Zarnyno sieneliy gleiving [41].

Vitaminai ir mineralai: Karvés prieSpienyje randama riebaluose tirpiy vitaminy (E, A, D, K) bei

vandenyje tirpiy vitaminy (C, B grupés — pagrinde Bs ir B12) [8]. Karvés prieSpienyje taip pat gausu
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mineraly — kalcio fosforo, natrio, kalio, gelezies, magnio, cinko, vario, kurie dalyvauja medziagy

apykaitoje, palaiko gyvybines organizmo funkcijas [58].
1.4 Karviy prieSpienio savybés

Karvés prieSpienyje gausu jvairiy bioaktyviy junginiy, pasizyminciy skirtingomis savybémis:
antibakterinémis, prieSvirusinémis, prieSvézinémis, prieSuzdegiminémis, imunoduliacinémis [42].
Apibendrintas pagrindiniy karvés priespienio bioaktyviy medziagy biologinis aktyvumas pateiktas

1.4. lenteléje.

1.4. lentelé. Karviy prieSpienio bioaktyviy junginiy savybés [42]

Bioaktyvi medzZiaga Biologinis aktyvumas

Bioaktyviy peptidy $altinis, pasizymi imunoduliacinémis,

Kazeinas (0st, 0s2, B,K) YVIL pepticy Saltinis, pasizymi imu .
antioksidacinémis, antihipertenzinémis savybémis

B-laktoglobulinas Antioksidacinés savybés
a-laktoalbuminas Imunoduliacinés savybés, kalcio perneSimas
19G: Apsaugo nuo infekcijy, neutralizuoja toksinus
19G2 Neutralizuoja toksinus
IgM Pasizymi antibakterinémis savybémis
IgA Apsaugo gleivines nuo patogeny

Glikomakropeptidas SkrandZio hormony reguliacija, antimikrobings, probiotinés

savybes

Slopina lipidy peroksidacija, surisa ir pernesa gelezj,
Laktoferinas biologiskai aktyviy peptidy pirminis junginys,
antimikrobings, antioksidacings, prie§vezinés savybés

Sinergistinis efektas su imunoglobulinais, lizocimu ir

Laktoperoksidaze ) o )
laktoferinu, antimikrobinés savybes

Antimikrobinés savybés, sinergistinis efektas su
imunoglobulinais, laktoperoksidaze ir laktoferinu

Lizocimas

Serumo albuminas

Biologiskai aktyviy peptidy pirminis junginys

EGF Stimuliuoja odos lasteliy augima ir atsinaujinima
IGF-1 Stimuliuoja DNR, RNR sintezg ir atsinaujinima.
IGF-2 Skatina lgsteliy augima

TGF-p1 Stimuliuoja jungiamojo audinio proliferacija
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1.4.1 PrieSpienio antioksidacinés savybés

Oksidacinis stresas — tai biisena, kai organizme sutrinka pusiausvyra tarp destruktyviy laisvyjy
radikaly susidarymo ir jy pasalinimo [59]. Laisvieji radikalai — tai nestabilios, reaktyvios deguonies
turinc¢ios molekulés, kurios turi vieng ar daugiau nesuporuoty elektrony. Laisvieji radikalai pazeidzia
lastelés membranos lipidus ir baltymus, fermentus, DNR struktiirg [60,61].

Antioksidantai — tai medziagos, kurios neutralizuoja laisvuosius radikalus ir apsaugo nuo
oksidacijos. Priespienyje gausu fermentiniy ir nefermentiniy antioksidanty. Fermentiniams
antioksidantams priklauso laktoperoksidazé, katalazé, superoksido dismutazé ir glutationo
peroksidazé. Nefermentiniams antioksidantams priklauso vitaminai E, A, C, laktoferinas, selenas,
varis, cinkas, cisteinas [62,63]. Karvés prieSpienyje randamy antioksidanty funkcijos pavaizduotos
1.5. lenteléje.

1.5. lentelé. Karviy priespienyje randami antioksidantai ir jy funkcijos [46]

Antioksidantas Funkcija
Fermentiniai
Laktoperoksidazé Katalizuoja tiocianato oksidacija
Katalazé Katalizuoja vandenilio peroksido skilima
Superoksido dismutaze Katalizuoja superoksido virsma vandenilio peroksidu
Glutationo peroksidaze Redukuoja vandenilio peroksida

Nefermentiniai

Laktoferinas Apsaugo lipidus nuo gelezies sukeltos peroksidacijos
Selenas Apsaugo Igsteles nuo oksidacinés pazaidos poveikio
Varis Biitinas antioksidaciniy fermenty tinkamam
aktyvumui
Cinkas Biitinas antioksidaciniy fer_mentq tinkamam
aktyvumui
Cisteinas Reikalingas glutiationo susidarymui
Vitaminas A Mazina laisvyjy radikaly kiekj, apsaugo nuo mastito
Vitaminas E Apsaugo Igsteliy membranas nuo laisvyjy radikaly
zalingo poveikio
Vitaminas C Perduoda elektronus vitamino E radikalams

Manoma, kad kazeinas ir priespienio iSriigy baltymai taip pat pasizymi antioksidacinémis

savybémis, mazindami gelezies jony chelatinius gebéjimus ir lipidy peroksidacija [64]. Pastebéta, kad
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priespienyje esantis kolostrinas (prolino turintys polipeptidy kompleksas) taip pat mazina reaktyviyjy
deguonies risiy kiekj [46]. Irodyta, jog karvés prieSpienio papildai gali biiti naudingi atletams
mazinant oksidacinj stresg raumenyse, dél sukelto intensyvaus fizinio kriivio [65]. Manoma, jog
karvés priespienis, dél savo antioksidaciniy savybiy, galéty biiti naudojimas sepsio, nekrozinio
enterokolito, bronchopulmoninés displazijos, retinopatijos bei periventrikulinés leukomalacijos
gydyme [66].

1.4.2 PrieSpienio antimikrobinés savybés

PrieSpienyje esantys antimikrobiniai faktoriai suteikia naujagimiui pasyvy imunitetg ir apsaugo
nuo infekcijy per pirmasias gyvenimo savaites [67]. Antimikrobiniu poveikiu pasizymi prieSpienyje
randamos bioaktyvios medziagos: laktoferinas, lizocimas, laktoperoksidazé, imunoglobulinai [46].

Laktoferinas: nustatyta, jog laktoferinas slopina tokiy mikroorganizmy augima, kaip
Escherichia coli [68,69], Salmonella typhimurium, Shigella dysenteria [70], Listeria monocytogenes
[71], Streptococcus mutans [72], Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis [73,74,75]. Manoma,
kad laktoferino bakteriostatinis veikimas pagrjstas geba prijungti gelezj, kuris yra svarbus patogeniniy
bakterijy augimui. Laktoferino bakteriocidinis aktyvumas siejamas su jo geba prisijungti prie poriny,
esanciy Escherichia coli, Salmonella typhimurium iSorinéje membranoje ir taip sutrikdo membranos
pralaidumg [76,77]. Laktoferino receptoriai randami Zarnyne, monocituose, makrofaguose,
neutrofiluose, limfocituose [78]. Laktoferinas yra aktyvus neutraliame pH ir esant bikarbonatams
[79,80].

Lizocimas: Sio fermento substratas yra peptidoglikano sluoksnis, esantis bakterijy sienelése.
Lizocimas hidrolizuoja B-1,4 glikozidinius rySius, kas lemia bakteriniy lgsteliy irima [73,78,81].
Nustatyta, jog lizocimo antibakterinis aktyvumas priklauso ne tik nuo jo fermentinio aktyvumo, bet ir
nuo jo katijoniniy bei hidrofobiniy savybiy [82]. Laktoferinas sinergistiSkai padidina lizocimo
antibakterinj aktyvuma pries E. coli [83].

Laktoperoksidazé: Laktoperoksidazé katalizuoja tiocianato (SCN") oksidacija ir vandenilio

peroksido (H202) redukcijg [84]. Nustatyta, jog laktoperoksidazé apsaugo pieno liaukas nuo
bakteriniy infekcijy, vienas i§ pavyzdziy — nuo patogenininiy Streptococcus spp [85]. Pastebéta, kad
laktoperoksidazé slopina tiek gram-teigiamias, tiek gram-neigiamas bakterijas — Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus bakterijy augimg [86,87,88].

Imunoglobulinai: galvijy patelés imunoglobulinai neperduodami per placentg vaisiui, todél

verSeliai gimsta su maZomis serumo imunoglobuliny koncentracijomis. Karvés prieSpienis yra
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svarbus imunoglobuliny $altinis, todél jy jsisavinimas naujagimiui yra bitinas siekiant uztikrinti
pasyvy imuniteta po gimdymo. Sie antikiinai apsaugo ver$elius nuo infekciniy Zarnyno ir kvépavimo
ligy, kurios yra pagrindinés verseliy mirtingumo priezastys [89]. PrieSpienio imunoglobulinai geba
prisijungti ir agliutinuoti svetimkiinius, patekusius j Zarnyng (tokius kaip grybai, parazitai, virusai,

bakterijos) bei paSalinti juos nespéjus jiems sukelti infekcijos ar ligos [90].
1.5. Karviy prieSpienio technologinis perdirbimas

Karvés prieSpienio technologinis perdirbimas yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy, lemianciy
prieSpienio sudétj bei kokybe. Priespienis turi biiti gaunamas ekologiskas — karvés turi buiti auginamos
ekologiskose sglygose be pesticidy, herbicidy, antibiotiky, anaboliniy hormony [91]. PrieSpienis yra
perdirbamas esant zemam slégiui ir Zemai temperatiirai tam, kad nebiity prarastos bioaktyvios
medziagos ir nepakisty jy biologinis aktyvumas [92]. Komerciniams tikslams naudojamas prie$pienis
pirmiausia yra pasterizuojamas, véliau dziovinamas ir gaunamas milteliy pavidalu. Milteliuose yra
mazas vandens kiekis, todél mikroorganizmai nesivysto. DZiovinant pailgéja prieSpienio galiojimo
terminas, sumazg¢ja jo masé bei tiiris, todél yra taip sumazinamos produkto transportavimo ir laikymo
iSlaidos. PrieSpienis dziovinimas $al¢iu (liofilizacija) arba kar$¢iu (purskiamasis dziovinimas). Karvés
prieSpienis komerciskai yra gaminamas tableciy, kapsuliy, milteliy pavidalu [93].

Pastaruoju metu vienas i§ karvés prieSpienio perdirbimo buidy yra prieSpienio baltymy
hidrolizaty gamyba. Dauguma augaliniy ir gyvininiy baltymy hidrolizaty naudojimas placiai
pripazintas kosmetikos ir sveikatos prieziuros srityje. Karvés prieSpienio baltymy hidrolizaty
produktai gali biiti naudingi Zmoniy sveikatai gerinti [94].

Karvés prieSpienio baltymuy hidrolizatai

Baltymy hidrolizatai gaminami 1§ i§gryninto baltymy Saltinio, kaitintant rtigStimi arba pridedant
proteolitiniy fermenty. Baltymy hidrolizaty gamyba pavaizduota 1.3. paveiksle. Baltymy hidrolizatas
yra trumpy peptidiniy grandiniy miSinys kartu su laisvosiomis aminorfig§timis [94]. Baltymy
hidrolizatus sudaro proteazes, peptonai, peptidai ir laisvosios amino rtigstys. Nustatyta, jog baltymy
hidrolizatai dazniausiai sudaryti 1§ dipeptidy, tripeptidy ir laisvyjy aminortig§ciy, kurie turi auksta
maisting bei terapeuting verte [95]. Priklausomai nuo fermento specifiSkumo ir hidrolizés laipsnio,
galima pagaminti jvairius hidrolizato produktus su sustiprintomis arba sumazintomis savybémis [96].
Baltymy isrigos hidrolizuojamos jvairiais fermentais — tripsinu, pepsinu, alkalaze, proteaze N.

Pastaryjy tyrimy duomenimis yra nustatyta, jog karvés priespienio baltymy hidrolizatai turi tam

tikry savybiy: antioksidacinis poveikis [64], U937 lgsteliy augimo slopinimas ir imunoduliacinis
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poveikis [97], slopina angiotenzing I kovertuojantj fermentg bei mazina riebaly raigséiy sinteze

kepenyse [98], slopina mazo tankio lipoproteiny oksidacija ir mazina oksidacinj stresg [99].

Baltymy Zaliava

| Tirpas baltymai (iSragos) | | Tirpus baltymai (iSrugos) |
Optimali temperatiira, pH Optimalus slégis, temperatiira
| Proteolitinis fermentas | | Rugstis arba Sarmas |
1 Kontrolivojama hidrolizé Kontrolinojama hidrolizé 1
| Hidrolizés pabaiga | | Hidrolizés pabaiga |
L—{ Filtracija, ultrafiltracija |-J
]

| Pasterizavimas, purkstuvinis I
dZiovinimas

| Pakavimas I

1.3. pav. Baltymy hidrolizaty gamyba.
1.6. Karviy prieSpienio panaudojimas

Karvés priespienio sudétyje yra randama daug vertingy komponety, kurie atlicka svarby
vaidmenj jvairiy ligy gydyme. XX amziuje prie$ iSrandant peniciling ir kitus antibiotikus, prieSpienis
buvo naudojamas kovojant su bakterinémis infekcijomis [18]. Siuo metu yra daugiau nei 2000
straipsniy, kurie patvirtina prieSpienio vartojimo saugumg ir veiksminguma bei néra pastebéta jokiy
pasaliniy poveikiy vartojant prieSpienj. PrieSpienis yra naudojamas maisto pramonéje, kosmetikos,
gyvuliy paSary gamyboje, bet daZniausiai papildy gamyboje bei medicinoje. Karviy prieSpienio
bioaktyviy junginiy Klinikinis pritaikymas pavaizduotas 1.4. paveikslélyje.

Papildy gamyboje: manoma, kad karvés prieSpienis padeda sportininkams padidinti jégg ir

iStverminguma, deginti kiino riebalus bei sutrumpinti organizmo atsistatymo laika po fizinio krivio.
Karvés prieSpienyje esantis IGF-1 skatina baltymy sinteze ir raumenis gali augti nepriklausomai, todel
priespienis tinka atletams, kultiiristams, kurie nori uzsiauginti kiino mase [24]. Karvés prieSpienio IgG
naudojami kiidikiy imuning sistemg stiprinanc¢iy papildy gamyboje [90]. Lietuvos vaistinése galima
jsigyti skandinavisky pastiliy gerklei su antikiinais i§ karviy prieSpienio.

Autoimuniniy ligy gydyme: prieSpienyje esantys prolinu turtingi peptidai slopina per didele

limfocity ir T Iasteliy gamybg bei mazina skausmg, tinimg ir infekcijg. PrieSpienyje esantis

laktoferinas mazina virusines ir bakterines infekcijas, palaiko zarnyno pralaiduma [100].
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Vézio gydyme: laktoferinas apsaugo nuo Zarnyno, Slapimo pislés, liezuvio, stemplés, plauéiy
vézio [101]. Konjuguota linolo riigstis (CLA), esanti prieSpienyje, turi priesvéziniy savybiy. Nors
CLA mechanizmas dar néra visiskai iStirtas, taciau yra manoma, kad konjuguota linolo riigstis
stimuliuoja limfokiny ir interleukino 2 gamyba, tuo paciu padidindama imunoglobuliny lygj. CLA
dalyvauja karcinogenezéje indukuodama apoptoze, kuri slopina eikozanoidy sinteze [102].

Virskinamajam traktui: déka prieSpienyje esanciy augimo faktoriy ir hormony, yra greitai

atstatomas zarnyno sieneliy vientisumas, kurias pazeidzia jvairts vaistai, kaip NSAIDS. Yra atlikta
tyrimy, kad prieSpienis kontroliuoja skrandzio opa sukelian¢ios bakterijos H. pylori aktyvuma.
PrieSpienis padidina zarnyno gleivinés pavirSiaus plotg, dél to pasekoje pageréja mitybiniy medziagy
absorbcija [24].

Kita: pastebéta, kad prieSpienis naudingas reumatoidinio artrito, diabeto, virSutiniy kvépavimo

taky - sinusito, pneumonijos gydyme [8].

Alzheimerio liga Epilepsija
* Prolino turtingi * a-laktoalbuminas
peptidai

Hashimoto tiroiditas
* Prolino turtingi

Plaucdiu véZys

* Laktoferinas

?? peptidai
Hepatitas C q Hipertenzija
* Laktoferinas e * Kazeino peptidai

v

Slapimo taky
infekcija

* Oligosacharidai

SkrandZio opaligé
* Laktoferinas
« IgA

~

Zarnyno véZys
* Laktoferinas

1.4. pav. Karviy priespienio bioaktyviy junginiy panaudojimas zmoniy ligy gydyme [103]
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1.7. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

PrieSpienis — unikalus savo sudétimi biologinis skystis, kuriame gausu vertingy bioaktyviy
junginiy. Prie$pienio atskiry bioaktyviy junginiy i$skyrimui, gryninimui ir charakterizavimui yra
naudojami sudétingi, brangis, daug laiko ir moksliniy ziniy reikalaujantys procesai. Manoma, jog
prieSpienio frakcijos taip pat pasizymi biologiniu aktyvumu — antibakterinémis, antioksidacinémis,
antihipertenzinémis, imunoduliacinémis savybémis.

Siuo tyrimu buvo siekiama i$skirti i§ karvés prie$pienio baltymy frakcijas, kurios pasizyméty
antioksidacinémis — antimikrobinémis savybémis ir taip atpiginti bei pagreitinti prieSpienio

technologinj perdirbima.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
2.1 Tyrimy objektai
Tiriamojo darbo objektai: 1-os dienos karvés priespienis, lieso priespienio frakcija, prieSpienio
riebaly frakcija, prieSpienio isriigy baltymy frakcija, prieSpienio iSriigy retantas ir prieSpienio isrigy
permeatas. Eksperimentai buvo atlickami laboratorinémis sglygomis (Zr. 2.1. pav.) ir pramoniniu

biidu, naudojant mazo nasumo technologing gamybos linija (Zr. 2.2. pav).

[ PrieSpienis ]

—» I Cheminés sudéties analize |
> I Riebalu pasalinimas |
| Liofilizacija |
> I Elektroforeze |
| Antimikrobinis tyrimas |
Lb | Antioksidacinis tyrimas |
~
[ PrieSpienio riebaly frakcija } Lieso prieSpienio frakcija }
%
Liofilizacija | <+ —>| Kazeino pasalinimas |
Duju chromatografija <+ > | Liofilizaciia |
Oksidacinis stabilumas <] > | Elektroforezé |
Jodoskaitius <« . o
odoskaitius > Antimikrobinis tyrimas
Peroksidy skai¢ius <+ S, S :
—> Antioksidacinis tyrimas
Apmuilinimo skaicius | 1 ¢
PrieSpienio kazeininé PrieSpienio iSriigy baltymy
frakcija frakcija
—> I Ultrafiltracija |
> | Liofilizaciia |
- | Elcktroforezé |
> | Antimikrobinis tyrimas |
Ly l Antioksidacinis tyrimas I

. .

t PrieSpienio iSrigy ] [ Priespienio iSriigy retantas J

permeatas
I Liofilizaciia | —> I Liofilizaciia I
| Elektroforeze | —> I Elektroforeze |
| Antimikrobinis tyrimas |4— I Antimikrobinis tyrimas |
| Antioksidacinis tyrimas | | Antioksidacinis tyrimas |

2.1. pav. Tiriamojo darbo metu vykdyty eksperimenty schema laboratorinémis sglygomis
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L PrieSpienis ‘

‘ Riebaly kiekio nustatymas

| Liofilizacija

‘ Separavimas

| FT — NIR analizé

-

v

Prieipienio riebalu frakecija

Lieso prieipienio frakeija

—> ‘ Ultrafiltracija
—> ‘ Liofilizaciia
’ ‘ FT — NIR analizé

:

-

Lieso prieipienio permeatas
1

| Baltymuy kiekio nustatymas ‘

| Liofilizaciia ‘4—

‘ FT - NIR analize ‘4*

Lieso prieipienio retantas
1

—» ‘ Baltyny kiekio nustatymas

‘ Mikrofiltracia

‘ Liofilizaciia

‘ FT — NIR analizé

.

‘ Lieso prieSpienio permeatas

.

Lieso prieipienio retantas

‘ Baltvmu kiekio nustatvmas |

‘ Liofilizaciia |

2 2
- | Baltymu kiekio nustatvmas
> ‘ Liofilizaciia
> ‘ FT — NIR analizé

‘ FT —NIR analizé ‘

2.2. pav. Tiriamojo darbo metu vykdyty eksperimenty schema naudojant mazo naSumo

technologing gamybos linija



2.2. Medziagos ir reagentai

Tiriamajame darbe naudotos medziagos yra pateiktos 2.1. lenteléje.

2.1. lentelé. Tyrimuose naudotos medziagos ir reagentai

Medziagos, reagentai

Tiekéjas

Bradfordo reagentas
Natrio dodecilsulfatas (SDS)
1 M Tris-HCI, pH 8,0
30% akrilamido/bis-akrilamido tirpalas)
Amonio persulfatas (APS)
Tetrametiletilendiaminas (TEMED)
Baltymy molekulinés masés standartas ,,Wide Range*
Izopropanolis
2,2 — difenil-1-pikril-hidrazilas
2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfoniné rugstis
Mieliy ekstraktas
Triptonas
Agaras

Natrio chloridas

»olgma-Aldrich”, JAV
,,Carl Roth GmbH & Co*, Vokietija
»digma-Aldrich®, JAV
,,Carl Roth GmbH & Co*, Vokietija
,,Carl Roth GmbH & Co*, Vokietija
»Sigma-Aldrich®, JAV
»Sigma-Aldrich®, JAV
»Sigma-Aldrich®, JAV
LAlfa Aesar”, JAV
,Alfa Aesar”, JAV
,,Carl Roth GmbH & Co*, Vokietija
,Liofilchem®, Italija
»Merck, Vokietija
,Merck®, Vokietija

2.3. Tyrimy metodai

2.3.1. Karviy priespienio ir jo frakciju cheminés sudéties analizés metodai

PrieSpienio cheminé analizé

Baltymuy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Baltymy kiekis karvés prieSpienyje buvo nustatytas remiantis 1ISO 8968 — 1:2014 ,,Pienas ir

pieno gaminiai. Azoto kiekio nustatymas. Kjeldalio principas ir zZalio baltymo skai¢iavimas‘ metodu

[104].
Nebaltyminio azoto kiekio nustatymas

Nebaltyminio azoto kiekis frakcijose nustatytas remiantis 1ISO 8968 — 4:2001 ,, Pienas. Azoto

kiekio nustatymas. Nebaltyminio azoto kiekio nustatymas” metodu [105]

Riebaly kiekio nustatymas rugstiniu Gerberio metodu
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Riebaly kiekis karvés prieSpienyje buvo nustatytas remiantis ISO 11870:2009 ,,Pienas ir pieno
gaminiai. Riebaly kiekio nustatymas. Bendrieji butirometriniai metodai* [106].

Laktozés kiekio nustatymas jodometriniu metodu

Sio metodo principas — angliavandeniuose esanéiy laisvy aldehidy grupiy oksidavimas $arminiu
jodo tirpalu. I8siskyres jodas buvo nutitruojamas 0,1 N Na2S203. Laktozés kiekis (L) apskaiéiuotas
pagal 2.1 formule:

L = (Va-V) * 18,01 * 100, [%] (2.1)
500

V1—0,1 N Na»S,03 tiiris, sunaudotas iSsiskyrusiam jodui nutitruoti kontroliniame pavyzdyje, ml; V —
0,IN  NayS,0s tiris, sunaudotas bandinio tirpalui nutitruoti, ml; 18,01 — 0,1 N Na2S203 tirpalo titras pagal
laktoze, mg.

Sausyjy medziagy kiekio nustatymas

PriesSpienyje sausyjy medziagy kiekis nustatytas remiantis ISO 6731:2010 ,,Pienas, grietinélé ir
sutirStintas pienas. Visuminio sausyjy medziagy kiekio nustatymas® metodika [107].

Mineraliniy medziagy kiekio nustatymas

PrieSpienis buvo deginamas porcelianiniuose tigliuose mufelingje krosnyje 825 + 25° C
temperattiroje 30 min ir atSaldomas eksikatoriuje iki kambario temperaturos. PrieSpienio peleny kiekis
(P) apskaiciuotas pagal 2.2 formulg:

P=mi—m,*100, [%] (2.2)

m
m; — tiglio masé su pelenais po sudeginimo, g; my — tuséio tiglio masé, g; m — prieSpienio masé, g.

Tankio nustatymas

Priespienio tankis buvo nustatytas specialiu pieno areometru (padalos verté 1,0 kg/m®).

Titruojamasis rugstingumas

PrieSpienio titruojamasis riigStingumas, iSreikStas Ternerio laipsniais, yra standartinio natrio
hidroksido tirpalo mililitry kiekis, reikalingas 100 ml prieSpienyje esan¢ioms rigstims neutralizuoti.

pH nustatymas

PrieSpienio pH nustatytas naudojant (Inolab pH 720, Vokietija) pH matuokl;.

PrieSpienio frakcijy baltymy kiekybinis nustatymas

Baltymy kiekis tiriamosiose priespienio frakcijose buvo nustatytas Bradfordo metodu. Sis
metodas pagrjstas baltymy saveika su Bradfordo reagentu, kurio metu susidariusio komplekso sviesos

absorbcija nustatoma spektrofotometriskai. Baltymo kiekis yra nustatomas pagal kalibracing kreive,
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sudarytg naudojant standartinius jauc¢io serumo albumino tirpalus. Imama po 120 ul pagaminty
skirtingy standartiniy jaucio serumo albumino tirpaly ir sumaiSoma su tokiu pat kiekiu Bradfordo
reagento, laikoma 5 min 20° C temperatiiroje. Praéjus nustatymam laikui, spektrofotometru
pamatuojama absorbcija, esant 595 nm bangos ilgiui. Gauta kalibraciné baltymy kiekio nustatymo
kreivé (Sviesos sugerties priklausomybé nuo baltymo koncentracijos), pateikta 1 priede. Tiriamyjy
baltymy frakcijos taip pat buvo paimama po 120ul ir sumaiSoma su tokiu pat kiekiu Bradfordo

reagento. Po 5 minuciy vél matuota absorbcija, esant 595 nm bangos ilgiui.
Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Siekiant nustatyti baltymy molekulines mases, buvo atlikta natrio dodecilsulfato poliakrilamido
gelio elektroforezé (NaDS — PAGE). Elektoforezéje naudoty buferiy, geliy paruoSimas aprasytas 2
priede.

Meéginiy paruosimas. Apskai¢iuojamas frakcijos kiekis, kuriame yra 40 ug baltymo 20 pl ttryje.

Tiriamasis baltymy tirpalas praskiedziamas santykiu 1:1 su 2x denatiiruojanciu buferiu ir miSinys 5
min kaitinamas verdancio vandens voneléje .

Elektroforezés eiga. Pirmiausia, paruosiamas 12 % koncentruojamasis gelis ir 5 % skiriamasis

gelis. Elektroforezé atlickama vertikaliame elektroforezés aparate (,,TV200°, Scie-Plas). Prie$
ileidZziant méginius 1 gelio Sulinélius, 1§ gelio iStraukiamos Sukos, o virSutinis ir apatinis aparato
rezervuarai uzpildomi elektroforezés buferiu. I pirma Sulinélj buvo jleidziama 10 pl standarto. Kaip
standartas naudojami Zinomy molekuliniy masiy baltymai (Wide Range #S8445, daleliy dydis 6,500
— 200,000 Da). Elektroforeze atliekama, esant 200 V elektrinei jtampai, per geli tekant 25 mA stiprio
elektros srovei. Tyrimas vykdomas 90 minuciy, kol méginiy bromfenolio dazo frontas pasiekia gelio
apatinj krasta. Po to srovés Saltinis i§jungiamas, gelio plokstelé iSimama i8 buferio sistemos.

Gelio dazymas. Po elektroforezés poliakrilamido gelis dedamas ] plastiking vonele ir

fiksuojamas tvirtinimo tirpalu (25 % izopropilo alkoholio, 10 % acto ragsties ir 65 % vandens). Po 60
min iSpilamas baltymy tvirtinimo tirpalas ir uzpilama Coomassie mélio dazo tirpalas (10 % acto
ragsties, 0,006 % Coomassie mélio G-250, 90 % vandens). Gelis dazomas apie 6 val. Dazy tirpalas

i1Spilamas ir uzpilama 10 % acto riigStimi, kol i§ gelio iSsiplaus daZas.
Riebaly raigsciy nustatymas dujy chromatografija

Priespienio riebaly rigs¢iy kiekybiné ir kokybiné analizé buvo atliekama dujiniu chromatografu
(prietaisas ,,HRGC 5300 Mega Series®, ,,Carlo Erba®, Milanas, Italija) naudojant liepsnos jonizacinj
detektoriy (kolonélé Restek RT — 2560, 100 m x 0,20 mm x 0,25 pum). Krosnies temperatiira
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uzprogramuota nuo 80° C (iSlaikant 5 min) iki 240° C, 4° C/min grei€iu, su galutiniu i§laikymu 30
min. Analizés sglygos: jleidimo kameros temperatiira 220° C, liepsnos jonizacijos detektoriaus — 240°
C, dujos neséjos — helis. Ruigsciy metilo esteriai identifikuoti pagal iSlaikymo laikus, o procentiné
riebaly rugsciy sudétis apskaiciuota piky plotus lyginant su standartiniais piky plotais. Junginiams
identifikuoti naudotas etaloninis 37 riebaly riig&¢iy misinys (Supelco™ 37 Component FAME Mix
(Sigma — Aldrich Co)).

Furjé transformacijos — artimyjy infroraudonuyjy spinduliy (FT — NIR) analizé

PrieSpienio sausy milteliy bandiniai analizuoti FT-NIR analize. 10 g buvo jdedami j Petri
1eksteles, pasildomi iki 20° C temperattiros, pasiekus reikiamg temperattrg I¢kstelés dedamos j FT —
NIR jrenginj. Analizéje buvo naudojamas MPA 122000 Furjé transformacijos infraraudonyjy
spinduliy spektrometras (Vokietija, Ettlingenas) su didelio jautrumo $vino sulfido (PbS) detektoriumi,
esant 8 cm™ rezoliucijai. Spektrai gauti 12800-3600 cm™ intervale ir isreiksti pagal absorbcija. Gauti
rezultati lyginami su pries tai atliktomis kalibracinémis kreivémis. Analizuojami bandiniai matuoti 3

kartus po 6 bandinius.
2.3.2.Karviy priespienio technologinis perdirbimas

Karvés priespienis buvo perdirbiamas dviem biidais — laboratorinémis saglygomis ir pramoniniu

biidu, naudojant mazo naSumo technologine gamybos linija.
2.3.2.1.Karviy priespienio perdirbimas laboratorinémis salygomis
PrieSpienio iSriigy baltymy frakcijos gamyba

PrieSpienio iSriigy baltymy frakcijos gamybga galima suskirstyti j du etapus. Pirmiausia, yra

pasalinami riebalai, véliau i§ gauto lieso prieSpienio paSalinama kazeininé frakcija.

Riebaly frakcijos pasalinimas

PrieSpienio bandiniai buvo centrifuguojami 30 min 10,000 x g esant 4° C temperatiirai
(Centrifuga ,,Velocity 18R“, Londonas, Didzioji Britanija). Po centrifugavimo riebalai atsargiai
nuimami, o likusi frakcija be riebaly toliau naudojama tyrimams.

Kazeininés frakcijos pasalinimas

Kazeinas buvo pasalinamas pieno fermentinio traukinimo principu. PrieSpienio fermentiniam
traukinimui buvo naudojamas 1,5 % koncentracijos fermento chimozino vandeninis tirpalas.

PrieSpienis buvo traukinamas 33° C temperatiiroje 40 min. Susidariusi fermentiné sutrauka (kazeino
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frakcija) yra pjaustoma, iSsiskiria iSragos. Tirpi frakcija (iSriigos) yra atskiriamos nuo sutraukos ir

toliau naudojamos tyrimams.
PrieSpienio iSriigy retanto ir permeato frakcijy gavimas

Priespienio iSrigy baltymy frakcijos buvo gautos ultrafiltravimo metodu. Ultrafiltracija buvo
atlickama naudojant Amicon® Ultra-15 10K centrifugos filtro prietaisg (pavaizduotas 2.2.
paveikslélyje). Ultrafiltracijos procese buvo naudojama i$ regeneruotos celiuliozés pagaminta 10 000
molekulinés masés ribinés vertés membrana (MWCO). | centrifugos filtro prietaisg buvo jpilta 15 ml
prieSpienio iSrigy baltymy ir centrifuguojama 20 min 4000 x g esant 4° C temperaturai. Po
centrifugavimo susidaré dvi frakcijos — retantas ir permeatas. Retantas — tai baltymai, kurie nepraéjo
pro membrang ir yra didesni nei 10 kDa. Permeatas — tai laktozé, mineralai, baltymai mazesni nei 10
kDa, kurie pra¢jo pro membrang. Abi frakcijos yra atskirai surenkamos ir uzsaldomos (-18° C

temperatiiros) Saldiklyje.

EW_ Dangtelis
S Centrifugavimas im @

QU

+— Filt ietaisa:
ro prietaisas Priedpienio

isrigu baltymai

: I~ Retantas

——— Centrifugos mégintuvélis

-y

-.- —e-
\—vy -7+~ |— Permeatas
ool ag =

Bt §

2.3. pav. Amicon® Ultra-15 10K centrifugos filtro prietaisas: a) sudedamosios dalys; b)

priespienio iSrigy baltymy filtravimas
Liofilizacija
Susaldyti prieSpienio bandiniai buvo dziovinami liofilizuojant (sublimatorius ,,Zirbus

sublimatos 3x4x5%, Bad Grund). Siame procese vanduo i3 priedpienio ir jo frakcijy yra i§garinamas

panaudojant vakuumg. Sausi bandiniai iki analizés laikyti (-18°C temperatiiroje) Saldiklyje

29



2.3.2.2.Karviy prieSpienio perdirbimas pramoniniu biidu

PrieSpienio riebaly atskyrimas

Kaip klasikinis ir dazniausiai pieno pramon¢je naudojamas metodas, taikytas riebaly atskyrimas
separatoriumi (Milchzentrifuge FJ 125, MILKY, Austrija). Bandiniai prie§ separavimg buvo
pasildomi iki reikiamy temperatiry gamintuve (MPV220-A BLEN, OMVE, Olandija). PrieSpienis
Separuotas prie skirtingy temperatiiry: 35, 40, 45 ir 50 °C (jrenginio nasumas: 40 l/val, 0 apsisukimy
skai¢ius: 8500 min.™). Nuseparuotas prie$pienis yra uzsaldomas -18° C iki tolimesnio technologinio
apdorojimo.

PrieSpienio komponenty koncentravimo tyrimai

Naudojant mazo naSumo membraninj filtravimo jrenginj (Alfa Laval Lab Unit M10, Nakskovas,
Danija) vykdyti 2 procesai: ultrafiltracija ir mikrofiltracija. Membraninio filtravimo technologinio
proceso schema yra pateikta 2.4. paveiksle, 0 mazo naSumo membraninés filtracijos sistema
pavaizduota 2.5. paveiksle.

Pirmiausiai liesas priespienis (LP1) yra pasildomas gamintuve (MPV220-A BLEN, OMVE,
Olandija) iki 50° C temperatiiros, kad buity nepalanki terpé daugintis mezofilinéms ir termofilinéms
bakterijoms. Véliau Sioje temperatiiroje vykdoma ultrafiltracija (3,5 bar slégyje), naudojant
polisulfonines 10 kDa membranas (GRSIPP, Alfa Laval, Lund, Svedija). Bandinys
sukoncentruojamas apie 50 %, proceso trukmé — 4 val. Po to bandiniai uzsaldyti -18 °C temperatiiroje
iki tolimesnio technologinio apdorojimo. Po ultrafiltracijos gautas lieso prieSpienio retantas (LPR1)
gamintuve pasildomas iki 50 °C temperatiros ir yra mikrofiltruojamas (3 bar slégyje), naudojant 1,4
um polisulfonines membranas (FSMO, 45PP Alfa Laval, Lundas, Svedija).

Liesas priespienis (LP1)

\:
Lieso priespienio ultrafiltravimas
\: \:
Permeatas (LPP1) Retantatas (LPR1)
s
Retanto mikrofiltravimas
\ \!
Permeatas (LPP2) Retantatas (LPR2)

2.4. pav. Priespienio technologinio proceso schema.
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2.5. pav. Priespienio frakcionavimas: a) priespienio ultrafiltravimas; b) ultrafiltrai; c) priespienio pasildymas;
d) mikrofiltrai
PrieSpienio dZiovinimo tyrimai
PrieSpienis bei jo skirtingos frakcijos buvo liofilizuotos sublimatoriuje. Siekiant optimizuoti
bandiniy dziovinima, buvo keiCiami skirtingi parametrai: slégis nuo 50 iki 0,5 mbar; l¢ksteliy
pasildymo temperatira: 20 iki 40°C ir dziovinimo laikas: nuo 48 iki 24 val. Véliau visi bandiniai buvo
18dziovinti sublimatoriuje, pagal gautus optimalius parametrus. Sausi bandiniai iki analizés laikyti ( -

18°C temperatiiroje) Saldiklyje.
2.3.3.Karviuy priesSpienio ir jo frakcijy savybiy tyrimo metodai
Priespienio ir jo frakcijy antimikrobinio aktyvumo jvertinimas

Tiriamy prieSpienio frakcijy antibakterinis aktyvumas buvo istirtas agaro difuziniu metodu
[108]. Siame tyrime naudotos bakterijos (Escherichia coli ir Bacillus subtilis) buvo uZaugintos LB

(Luria-Bertani) terpéje. Petri 1ékstelése ant LB terpés buvo paskleidziama po 50 pl bakterijy
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suspensijos ir uzdedami 6 sterilis popieriniai diskeliai, ant kuriy uzlaSinama po 25 pl tiriamosios
frakcijos tirpalo. LB terpés paruoSimas pateiktas 3 priede. Petri 1ékstelés 24 val. laikomos 37° C

temperatiiroje, paskui matuojamas antibakterinio poveikio zonos dydis.
Priespienio ir jo frakcijuy antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Karvés prieSpienio frakcijy antioksidacinio aktyvumo jvertinimui buvo taikytas 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH) laisvyjy radikaly sujungimo metodas. DPPH laisvyjy radikaly sujungimas
buvo nustatytas pagal modifikuotg Brand-Williams ir kt. (1995) metoda [109]. Pirmiausia tyrimui
atlikti buvo paruostas DPPH tirpalas. Tuo tikslu buvo atsverta 20 mg DPPH radikalo ir iStirpina 15 ml
metanolio. IS gauto tirpalo buvo paimta 1 ml ir dar praskiedZziama 29 ml metanolio. Tiriamasis tirpalas
buvo ruoSiamas mikrocentrifuginiame mégintuvélyje paimant 50 pl tiriamojo méginio, jpilant ir
sumaisant su 950 pl metanolinio DPPH tirpalo. Po 30 min méginiai buvo centrifuguojami 5 min 8000
rpm. Skaidraus tirpalo absorbcija buvo iSmatuota esant 515 nm bangos ilgiui. Kiekvieno bandinio
matavimas pakartotas po tris kartus ir iSreiksta Siy verciy vidurkiu (+ standartiné paklaida).

Laisvyjy radikaly sujungimas (%) apskaiciuotas pagal 2.3 formulg (%):
| = [1-Aa/Ag] x 100; (2.3)

| — laisvyjy radikaly sujungimo aktyvumas, %;
Aa— tiriamojo tirpalo absorbcijos reik§mé

Ag — palyginamojo tirpalo absorbcijos reik§mé
Priespienio ir jo frakciju antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

Antiradikaliniam aktyvumo jvertinimui buvo taikomas 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6-
sulfono) ragsties radikalo sujungimo metodas pagal Cosentino ir kt. [109]. Pirmiausia buvo
pagaminamas pradinis ABTS tirpalas. | tamsaus stiklo buteliukg suberiama 38 mg atsverty ABTS
milteliy ir jie iStirpinami 10 ml 2,45 mM natrio persulfato. Tirpalas gerai sumaiSomas ir paliekamas
tamsoje 16 val. Po 16 val. buvo ruosiamas darbinis tirpalas — 1 ml pradinio tirpalo praskiesta su 29 ml
metanoliu. Tiriamasis tirpalas buvo ruoSiamas mikrocentrifuginiame mégintuvélyje paimant 20 pl
tiriamojo méginio, jpilant ir sumaiSant su 980 pl metanolinio ABTS tirpalo. Po 2 val. méginiai buvo
centrifuguojami 5 min 8000 rpm. Skaidraus tirpalo absorbcija buvo iSmatuota esant 734 nm bangos

ilgiui. Laisvyjy radikaly sujungimas (%) apskaiciuotas pagal 2.3 formule.
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Riebaly oksidacinio stabilumo tyrimas oksipreso metodu

Priespienio riebaly oksidacinis stabilumas nustatytas instrumentiniu oksipreso metodu
(prietaisas ,ML Oxipres“, ,Mikrolab Aarhus A/S“, Hojbjerg, Danija). Siuo metodu jvertinamas
indukcinis periodas (IP, h), kuris parodo riebaly patvarumg oksidacijai, valandomis. Analizés sglygos:
110° C temperaturoje, méginio mas¢ 8 g, esant 0,5 MPa deguonies slégiui. Prietaisas automatiskai
nubrézia deguonies slégio kitimo kreive ir apskaiciuoja IP. Oksidacijos kinetikos kreivé ir indukcinio

periodo nustatymo liestinés pateiktos 4 priede.
Priespienio riebaly frakcijos fizikiniy ir cheminiy konstanty nustatymas

Peroksidy skaiciaus nustatymas

PrieSpienio riebaly peroksidy skaiCius nustatytas jodometriniu metodu. Peroksidy skaicius
parodo riebaly oksidacijos laipsnj. Sio metodo esmé — riig§éioje aplinkoje esant peroksidy nuo kalio
jodido atskyla laisvas jodas, kurio kiekis prilyginamas peroksidy kiekiui. ] 250 ml kolbg pasverta 3 g
gryny riebaly. | kolbute su méginiu buvo jpilta 10 ml chloroformo (CHCl3), 15 ml ledinés acto rtigsties
(CH3COOH), 1 ml sotaus kalio jodido (50 — 60 % KJ) tirpalo. Tada kolbuté buvo uzZkemsama ir 5 min
laikoma tamsoje (15 — 25° C.). Po to buvo jpilta 75 ml distiliuoto vandens ir keli laSai krakmolo

tirpalo. ISsiskyres jodas nutitruotas 0,01 N Na2S203 tirpalu, kol iSnyko mélyna spalva.

Apmuilinimo skaiciaus nustatymas

Apmuilinimo skaicius apibiidina riebaly riigs¢iy viduting molekuling mase. Kuo daugiau
riebaluose mazos molekulinés maseés riebaly riigsciy, tuo apmuilinmo skaicius didesnis. | 250 ml
apvaliadugne kolbg pasverta 2 g gryny riebaly, kurie buvo uzpilti 25 ml 0,5 N alkoholinio KOH. Kolba
sujungta su griztamuoju Saldytuvu buvo Sildoma vandens voneléje 1 wval, kol buvo gautas
homogenigkas, skaidrus tirpalas, be atskiry riebaly laseliy. Sarmo perteklius buvo nutitruotas 0,5 N

HCI, kaip indikatoriy naudojant fenolftaleina.

Jodo skaiciaus nustatymas

PrieSpienio riebaly jodo skaiéius nustatytas greituoju metodu, naudojant spiritinj jodo tirpala.
Jodo skaicius apibiidina lipidy nesotumo laipsnj. I 250 ml kolba pasverta 0,4 g gryny riebaly jpilta 30
ml 96° stiprumo spirito, kolbuté uzkimsta kamsciu ir Sildyta iki 50° C temperatiiros vandens voneléje.
Istirpinti riebalai buvo atvésinti iki kambario temperatiiros, jpilta 25 ml 0,2 N alkoholinio jodo tirpalo
bei 200 ml 20° C distiliuoto vandens, uzkimsta kams¢iu ir gerai suplakta. Po 5 min tirpalas buvo

nutitruotas 0,1 N natrio tiosulfato, kaip indikatoriy naudojant 1 % krakmola.
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2.3.4.Rezultaty statistiné analizé

Eksperimentiniai duomenys jvertinti statistiSkai, naudojant Microsoft Office Excel (Microsoft,
JAV). Visi eksperimentai pakartoti po tris kartus ir iSreiksti aritmetiniu vidurkiu + standartiné

paklaida.

34



3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Karviy prieSpienis, jo cheminé sudétis ir savybés

Karviy prieSpienis yra zaliava, kurioje gausu jvairiausiy biologiskai aktyviy komponenty [1]. Jy
iSskyrimas ir panaudojimas maisto pramong¢je, biotechnologijose ar farmacijoje yra daug zadantis ir
perspektyvus, taciau reikalaujantis daug moksliniy tyrimy ir dideliy ekonominiy investicijy, skirty ty
junginiy iSgryninimui. Pirmiausia, tyrimuose buvo susipazinta su karvés prieSpieniu, kaip pradine
zaliava. Véliau bioaktyviy komponenty paieska atlikta i§ karviy prieSpienio, i$skiriant atskiras
frakcijas ir jvertinat jy savybes. Pasirinkta keletas biidy, kurie detaliau apraSyti skyriuje 2.3. Tyrimy
metodai. Siame darbe i§ karvés prie$pienio laboratorinémis salygomis i§skirtos 6 frakcijos — liesas
priespienis (LP), priespienio riebalai (PR), prieSpienio kazeininé frakcija (PKF), prieSpienio isrugy
baltymai (PIB), prie$pienio iSriigy retantas (PIR) ir permeatas (PIP).

Pirmiausiai buvo jvertinti gauty prieSpienio méginiy kokybés rodikliai: spalva, kvapas,
konsistencija ir temperatira. Karviy prieSpienio méginiai pavaizduoti 3.1. paveikslélyje. Gauti
prie$pienio méginiy kokybés rezultatai pateikti 3.1. lenteléje.

Nustatyta, kad pristatyto prieSpienio méginiai buvo kokybiski ir tinkami tolimesniam
technologiniam perdirbimui. Karviy prieSpienio spalva ir konsistencija yra pirminiai Kintantys
rodikliai, nurodantys prie$pienio kokybe [110]. Tod¢l, pirmiausia, biitina jvertinti karviy prieSpienio
vizualines savybes. Kuo prie$pienis yra klampesnis bei intensyvesnés geltonos spalvos, manoma, kad
tuo labiau prieSpienis savo sudétyje turi daugiau baltymy ir riebaly. Netinkamas tolimesniam
naudojimui prieSpienis biina balsvos spalvos bei vandeningas [111]. PrieSpienio spalvg lemia jame
esantys karotenoidai. Calderon ir bendraautoriai nustaté, kad karoteinody — liuteino, trans B-karoteno
ir cis-13 B-karoteno, koncentracija prieSpienyje pirmosiomis dienomis randama didziausia. Karviy

priespienyje B-karoteno randama apie 0,68 ug/g, o piene — 0,2 ug/g [58].

3.1. pav. Karvés prieSpienio méginiai
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3.1. lentelé. Priespienio kokybés rodikliai

Rodiklio pavadinimas ApibréZimas

Spalva Intensyviai geltonos spalvos

Kvapas Savito kvapo, biidingo priespieniui

Konsistencija Tirstas, tasus, vienalytis, be gleiviy ir nuosédy

Temperatiira Priespienio temperatiira perdavimo metu — ne aukstesné nei 3+1 °C

Karviy prieSpienio cheminé sudétis labai priklauso nuo keleta veiksniy: karvés veislés, individo,
genetikos, amziaus, mitybos, verSiavimosi sezoni§kumo bei prieSpienio surinkimo laiko [112, 113].
Siame darbe karviy prie$pienio cheminé sudétis buvo nustatyta panaudojant metodus, aprasytus 2.3.1.
skyrelyje. Karvés prieSpienio cheminés sudéties rezultatai pateikti 3.2. lenteléje.

Siame darbe analizuoti karviy prie$pienio méginiai buvo surinkti lapkri¢io mén. per pirmasias
24 valandas po verSiavimosi. Pirmos dienos Karvés prieSpienyje nustatytas du kartus didesnis sausyjy
medziagy kiekis, pusantro karto daugiau riebaly bei pusantro karto daugiau mineraliniy medziagy
negu piene. Karviy prieSpienis turi penkis kartus daugiau baltymy (21 %) lyginant su pienu.
PrieSpienyje nustatyta daugiau laktoglobuliny, laktoalbuminy, imunoglobuliny, fermenty, hormonuy,
laktoferino, augimo faktoriy negu piene [34]. Karvés prieSpienyje laktozés koncentracija randama du
kartus mazesné nei piene. PrieSpienyje, surinktam per pirmasias 24 valandas po verSiavimosi, laktozés
koncentracija randama apie 2,77 %, o penktg dieng po verSiavimosi padidéja iki 4,27 % [113].

3.2. lentelé. Karvés priespienio cheminé sudétis

Rodiklis PrieSpienis
Sausosios medZziagos, % 27,43+1,61
Riebalai, % 7,05+0,19
Baltymai, % 15,10+0,56
Laktoze, % 2.96+0,21
Mineralinés medziagos, % 1,124+0,08
Rigstumas, °T 4540,13
pH 6+0,07
Tankis, g/cm® 1,061+0,1
Dréegme, % 72,57+1,58
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Karviy priespienyje buvo nustatytas 3 % didesnis tankis nei piene. Strekozov ir bendraautoriai
nustaté, kad karviy prie$pienio tankis varijuoja nuo 1,054 iki 1,072 g/cm® [114]. Titruojamasis
rugStingumas karviy priespienyje buvo nustatytas 2,5 karto didesnis nei piene. Tai sutampa ir su kity
autoriy atliktais tyrimais [16, 115]. Nardone ir bendraautoriai nustaté, jog didesnis titruojamojo
ragstingumo skaicius prieSpienyje nei piene yra dél didelio baltymy kiekio [116]. Karvés prieSpienyje
pH vertés varijuoja nuo 6,0 iki 6,61 [117]. Manoma, kad karvés prieSpienio pH verté yra Zemesné nei
pieno (pieno pH = 6,4) dél priespienyje padidéjusio baltymy kiekio, citraty ir anglies dioksido [8].
Lyginant gautus Kkarviy prieSpienio cheminés analizés rezultatus su Pensilvanijos mokslininky
pateiktais duomenimis, gauti rezultatai mazai skyrési [58]. Pagal cheminés analizés duomenis galima
nuspresti, kurig dieng surinktas prieSpienis, kadangi didziausia pagrindiniy junginiy (baltymuy, riebaly,
mineraliniy medziagy) koncentracija nustatoma pirmos dienos prieSpienyje, o maziausia — 7-t0S
dienos. Mokslininkai nustaté, kad karvés prieSpienyje sausyjy medziagy, baltymy, riebaly ir mineraly
kiekis didZiausias btina vasaros sezonu, o maziausias ziemos sezonu [113]. PrieSpienio cheminés
sudéties analizg svarbu atlikti, kadangi tai padeda labiau jvertinti $ios zaliavos biologines funkcijas.

Siekiant identifikuoti karvés prieSpienyje esan¢ius baltymus buvo atlickama elektroforezé.

Rezultatai pateikti 3.2. paveikslélyje.

kDa 2
——
116 —
97 — %
——— laktoferinas
- serumo albuminas
50 —

37 — — .- kazeinas
— B -kazeinas
25 — —— - kazeinas
—— B - laktoglobulinas

15— —

- @ - laktoalbuminas

10
3.2. pav. Karvés priespienio elektroforezé: 1) standartas; 2) prieSpienis
Karvés priespienyje buvo identifikuoti 7 junginiai: o—laktoalbuminas (14,2 kDa), B-
laktoglobulinas (18,4 kDa), as-kazeinas (30 kDa), B-kazeinas (27 kDa), k-kazeinas (25 kDa), jau¢io
serumo albuminas (66,3 kDa) ir laktoferinas (80 kDa). Pagal juostelés rySkuma labiausiai buvo

iSreiksti jaucio serumo albuminas, kazeinas ir 3-laktoglobulinas. Karvés priespienio baltymy sudétis
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sutampa su kity autoriy publikuojamais straipsniais [22,118]. OZkos prieSpienyje buvo identifikuota

—galaktosidazé (116,000Da), lizocimas (14,300 Da) [119].
3.2. Karviy priespienio riebaly ir lieso prieSpienio frakciju cheminé sudétis ir savybés

PrieSpienio riebaly (PR) ir lieso priespienio (LP) frakcijos buvo gautos centrifugavimo biidu i$
karvés priespienio.

Pastaruoju metu mokslininkai daug démesio skiria PR dél juose esanciy tam tikry biologiskai
aktyviy junginiy [120]. Todél buvo nuspresta atskirti riebaly frakcija i§ karviy priespienio ir istirti jy
sudétj bei savybes ir jvertinti Saldymo (laikymo) jtakg riebalams po mety. Pirmiausia, buvo jvertinta

PR chemin¢ sudétis, kurios rezultatai pateikti 3.3. lenteléje.

3.3. lentelé. PrieSpienio riebaly cheminé sudétis

Nr. Rodiklis Priespienis
1. Baltymy kiekis, % 5,28+0,28
2. Riebaly kiekis, % 72,17+0,29

Analogiskos cheminés analizés su PR nebuvo atlikta, taciau lyginant su sviestu, PR buvo
randama 12 % daugiau baltymy ir 15 % maziau riebaly [121].

Laikant ar apdorojant isskirtus riebalus, gali jvykti jvairas poky¢iai — pakinta jy cheminé sudétis,
vyksta jy oksidacija, ko pasekoje pablogéja skonis bei kvapas [122]. Todél pirmiausiai buvo nuspregsta
pvertinti PR oksidacinj stabilumg bei palyginti su pieno riebalais. PrieSpienio ir pieno riebaly
patvarumas oksidacijai vertintas oksipreso metodu ekstremaliai aukStoje temperatiroje (110 ° C),
apraSytu 2.3.3. skyrelyje. Tyrimy rezultatai parodyti 3.3. paveikslélyje.

Didesniu oksidaciniu stabilumu pasizyméjo PR nei pieno riebalai, nes indukcinio periodo verté
buvo didesné (PR indukcinis periodas — 6,42 + 0,27 h, o pieno riebaly — 4,58 + 0,06 h). Manoma, kad
aukstas oksidacinis stabilumas priklauso nuo oleino/linolo riebaly riig§¢iy santykio riebaluose [123].
Taciau kity autoriy publikuojamais straipsniais nustatyta, jog sunku sieti ry$j tarp riebaly rigciy
sudéties ir oksidacinio stabilumo [124]. Taip pat jvertinta, kad riebalai, turintys identiska riebaly

ragsciy sudétj, gali radikaliai skirtis oksidaciniu stabilumu [125].
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3.3. pav. Prie$pienio ir pieno riebaly oksidacinis stabilumas oksipreso metodu

Manoma, kad prieSpienyje bioaktyvios medziagos, pasizyminéios antioksidacinémis
savybémis, didina indukcinj periodg ir apsaugo nesocigsias riebaly rtgstis nuo oksidacijos [126].
PrieSpienyje randama riebaluose tirpiy biologiskai aktyviy komponenty, tokiy kaip a-tokoferoliy,
kuriy randama apie 2,92 ug/g, o piene 0,7 ng/g [58,127]. Taip pat prieSpienyje aptinkama stipriu
antioksidaciniu poveikiu pasizyminciy fermenty (superoksido dismutazé, laktoperoksidaze,
glutationo peroksidazé bei katalazé) bei vitamino C, kuriy koncentracija didesné negu piene [8,46].
Apzvelgus literatiirg, nebuvo rasta atlikty analogisky tyrimy su PR.

Ivertinus, jog PR pasizymi didesniu oksidaciniu stabilu, siekéme identifikuoti PR riig¢iy sudétj
ir kiekj. Riebaly riig§¢iy sudétis ir kiekis prieSpienyje buvo nustatytas dujy chromatografija su liepsnos
jonizuojan¢iu detektoriumi, aprasytu 2.3.1. skyrelyje. Gautos standartiné ir S$vieziy PR
chromatogramos pateiktos 3.4. (a ir b) paveiksle, o apskai¢iuoti riebaly riigséiy kiekiai procentais
pateikti 3.4. lenteléje.

Svieziose PR nustatyta, kad daugiausiai prie$pienyje randama sociyjy riebaly rigsciy (68,21 %),
i$ kuriy gausiausiai aptinkama palmitino (42,98 %), miristo (10,99 %), stearino (7,79 %). Nesociyjy
riebaly rugséiy buvo randama 29,12 %, is kuriy mononesociosios riebaly riigstys sudaré 26,44 %, o
polinesociosios 2,68 %. IS mononesoCiyjy riebaly rugsciy labiausiai dominavo oleino (20,89%) ir
palmitoleino (3,39 %), i$ polinesociujy - linolo (1,41 %) rugstis. Taip pat PR buvo aptikta omega-3
riebaly rugstys — eikozapentaeno ir dokozeheksaeno. Lyginant su karvés pieno riebalais, pieno
riebaluose randama 6 % daugiau sociyjy riebaly riigséiy, 8 % maziau mononesociyjy riebaly riugséiy
ir 1,5 % maziau polinesoCiyjy riebaly rugsciy [121,128]. IS sociyjy riebaly ragsciy pieno riebaluose
taip pat daugiausiai vyravo palmitino rtigstis, taciau nustatyta pusantro karto mazesné koncentracija.

Pieno riebaluose rasta didesni kiekiai palmitoleino (1,6 %) bei linolo (2,1 %) rugsties. Nustatyta, kad
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riebaly cheminei sudéciai daugiausiai jtakos daro karvés mityba bei sezoniSkumas. Jvertinta, jog
vasaros metu sociyjy riebaly kiekis riebaluose biina mazesnis, kuomet karvés ganosi, o Ziema didesnis.
PrieSingai, nesociyjy riebaly riig§¢iy vasarg aptinkama didesnémis koncentracijomis. Karvés PR
riebaly sudétis sutampa su kity autoriy publikuojamais straipsniais [129, 130]

Laikymo sglygos yra vienas i§ pagrindiniy aspekty, lemianciy lipidy kitimg. Siekiant labiau
suprasti PR savybes, PR buvo uzsaldyti ir po mety pakartota riebaly riigs¢iy sudéties analizé (zr. 3.5.
pav c) chromatogramoje). Po vieneriy mety Saldymo, daugiausiai i$ sociyjy riebaly rigsciy buvo
aptinkama palmitino (43,94 %), miristo (14,20 %), i§ mononesoCiyjy — oleino (18,87 %),
polinesoéiyjy — linolo (0,85 %) riigstis. Lyginat su §vieziy PR, po mety nebuvo aptikta nesoCiyjy
riebaly riig8¢iy — elaido, linolelaidino, a-linoleno. 1§ so¢iyjy — nebuvo aptikta butano, pentadekano,
eikozano. Laisvyjy riebaly rugsciy kiekis padidéjo, kas rodo lipidy hidroliz¢. Nustatyta, kad lipidy
hidroliz¢ prasideda anksCiau nei oksidacija dél riebaluose esancio didelio kiekio vandens,
hidrolizuojanciy fermenty, mikrobiniy faktoriy. Oksidacija mazesné, kadangi Saldant maziau riebalai
reaguoja su Sviesa bei atmosferiniu deguonimi. Nesociosios riebaly rugstys oksiduojasi grei¢iau
lyginant su so¢iosiomis riebaly riig§timis. Analogiski tyrimai buvo atlikti su pieno riebalais, kuriuose
buvo nustatyta, jog po mety Saldymo sumazéja nesociyjy riebaly rtigsciy koncentracija, padidéja
soCiyjy riebaly rugsciy kiekis ir i§vis neaptinkama butano ragsties [121].

Saldymas yra vienas i§ efektyviausiy natiraliy bady, prailginanéiy produkto vartojimo laika ir
apsauganciy nuo bakterinio uzterSimo. Taciau Saldant dazniausiai jvyksta lipidy pokyciai — jy
oksidacija ir hidrolize. Lipidy oksidacija Saldymo metu priklauso nuo riebaly rtigs¢iy sotumo laipsnio,
deguonies poveikio, $aldymo temperatiiros bei $aldymo trukmés [131]. Saldymo metu daZniausiai
pakinta riebaly spalva, kvapas, konsistensija, prarandama mitybin¢ verté (pakinta riebaly riigsciy
struktiira) [132]. Ilgos grandinés polinesociosios riebaly riigstys, esan¢ios prieSpienyje, yra svarbios
nervy sistemos bei imuninés sistemos vystimuisi [128]. Taip pat priespienyje aptinkama konjuguotos

linolo rtigsties, kuri pasizymi prie§vézinémis ir antisklerotinémis savybémis [133].
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3.4. lentelé. Riebaly riigsciy sudétis ir kiekis pries ir po vieneriy mety

Ricbaly riigstys I§éjim0-laikas, Kiekis, %

min PrieS metus Po mety
Sviesto (C4:0) 11,57 0,82+0,06 -
Kaprono (C6:0) 15,62 0,48+0,03 0,911+0,05
Kaprilo (C8:0) 20,99 0,33+0,02 0,311+0,06
Kaprino (C10:0) 26,71 0,890,007 1,841+0,04
Undekano (C11:0) 29,39 0,02+0,001 0,055+0,004
Lauro (C12:0) 31,92 1,67+0,02 2,933+0,05
Tridekano (C13:0) 34,31 0,04+0,002 0,071+0,01
Miristo (C14:0) 36,56 10,99+0,07 14,20+0,07
Miristoleino (C14:1) 38,35 0,67+0,02 1,144+0,01
Pentadekano (C15:0) 38,48 0,80+0,46 -
cis-10-pentadekeno (C15:1) 40,39 0,17+0,02 0,306+0,05
Palmitino (C16:0) 40,67 42,98+0,23 43,94+0,32
Palmitoleino (C16:1) 42,09 3,39+0,06 2,642+0,04
Heptadekano (C17:0) 42,57 0,82+0,003 0,924+0.08
cis-10-heptadekano (C17:1) 43,93 0,47+0,07 0,314+0,18
Stearino (C18:0) 44,38 7,79+0,13 7,187+0,09
Elaido (C18:1n9t) 45,22 0,84+0,16 -
Oleino rigstis (C18:1n9c¢) 45,58 20,89+0,36 18,87+0,31
Linolelaidino (C18:2n6t) 46,53 0,16+0,02 -
Linolo (C18:2n6c) 47,39 1,41+0,03 0,85+0,32
Eikozano (C20:0) 47,89 0,15+0,01 -
a-linoleno (C18:3n3) 49,61 0,75+0,01 -
Heneikozano (C21:0) 49,67 0,29+0,004 0,192+0,01
Trikozano (C23:0) 53,82 0,13+0,006 0,25+0,004
cis-5,8,11,14,17-eikozapentaeno 55,66 0.15+0,006 0.651+0,14
(C20:5n3)
cis-4,7,10,13,16,19-dokozeheksaeno 61.28 0,21+0,08 0.369+0,04
(C22:6n3)
Sociyjy riebaly rugsciy kiekis 68,21+0,22 72,83+0,34
Mononesociyjy riebaly riigs¢iy kiekis 26,44+0,49 23,27+0,26
PolinesocCiyjy riebaly rugsciy kiekis 2,68+0,07 1,87+0,05
Bendras kiekis 97,32+0,41 97,97+0,52
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Siekiant jvertinti prieSpienio riebaly savybes, buvo nustatytos Svieziy riebaly cheminés
konstantos bei PR, po mety Saldymo. Gauti tyrimy rezultatai pateikti 3.5. lenteléje.

3.5. lentelé. Priespienio riebaly savybés

Vertés
Nr. Rodiklis
Pries metus Po mety
1. Peroksidy skaicius, mekv/kg - 0,126+0,13
2. Apmuilinimo skai¢ius, mg/g 225,81+0,81 233,27+0,36
3. Jodo skaicius, g/100 g 33,42+0,18 0,82+0,25

Svieziuose PR peroksidy nebuvo aptikta, tai leidzia patvirtinti, kad riebalai buvo $viezi.
Nustatyta, jog ilgéjant laktacijos trukmei, jodo skaiius mazé¢ja, o apmuilinimo skaicius did¢ja
[92,129]. Ivertinus PR poky¢ius po mety Saldymo, nustatyta, kad didzioji dalis PR esanc¢iy nesociyjy
riebaly riigs¢iy oksidavosi (jodo skaic¢ius sumazéjo net 40 karty). Padidéjes apmuilinimo skaicius,
nusako, jog PR yra prasidéjusi hidrolizé, kadangi padidéjo mazos molekulinés masés riebaly rugsciy.
Peroksidy skaiCius nezymiai padidéjes, kas leidzia spresti jog susidaré pirminiai oksidacijos
produktai.

Lieso prieSpienio frakcija

Siekiant jvertinti, kaip pakito lieso priespienio (LP) baltymy sudétis pasalinus riebalus, buvo

atliekama elektroforezé. LP elektroforezés rezultatai pateikti 3.5. paveikslélyje.

1 2 kDa
Laktoferinas — —100
Serumo albuminas — 75
IzG sunkiosios grandinés < _—— 50
37
Q, - kazainas —
—20
—15
o - laktoalbuminas —
—10

3.5. pav. Lieso priespienio elektroforeze: 1) liesas priespienis; 2) standartas

LP buvo identifikuoti 6 junginiai: a-laktoalbuminas, IgG sunkiosios grandinés (50 kDa), as-

kazeinas, B-kazeinas, jau¢io serumo albuminas, laktoferinas. Pagal juostelés rySkumg labiausiai buvo
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1Sreiksta IgG sunkiosios grandings, kuriy nebuvo identifikuota karvés prieSpienyje. Analogisky tyrimy

su karvés lieso priesSpienio frakcija nebuvo atlikta.
3.3. Karviy priespienio iSruigy baltymai ir juy atskyrimas taikant biotechnologinius biidus

Siekiant iSgauti karviy prieSpienio iSrugy baltymus (PIB), pirmiausia, buvo paSalinama
prieSpienio kazeininé frakcija (PKF) fermentiniu badu, aprasytu 2.3.2. skyrelyje. PKF, kaip $alutinis
produktas, pavaizduota 3.6. paveikslélyje. Atskirti prieSpienyje esancius kazeininius baltymus yra
pagrista, kadangi serume yra daugiausia vertingy bioaktyviy junginiy. Taip pat yra mazai jrodymy dél
i§skirtiniy PKF savybiy [134].

3.6. pav. Pieno (kairéje) ir priespienio (deSingje) kazeininé frakcija

Karviy priespienio iSriigy baltymy frakcijos elektroforezés rezultatai pateikti 3.7. (a)
paveikslelyje. Karviy PIB sudétis nesiskyré nuo lieso priespienio baltymy sudéties, taciau juosteliy
rySkumas buvo mazesnio intensyvumo. Tai sutampa ir su kity autoriy publikuojamais rezultatais [3,
22,118]. Pagrindiniai karviy priespienio iSriguose randami baltymai — a-laktoalbuminas (15-20 %) ir
B-laktoglobulinas (55-65 %). Mazesniais kiekiais randami imunoglobulinai (9 %), jauc¢io serumo
albuminas (5,5 %), laktoferinas, fermentai [98]. Nors kazeinas buvo pasalintas naudojant fermentg
chimozing, taciau 1§ elektroforezés rezultaty matyti, kad kazeinas pilnai nepasiSalino. UZsienio
mokslininky prieSpienio elektroforezés rezultatai taip pat patvirtina, kad kazeinas visiSkai pilnai
neeliminuojamas, Salinant tiek rtigstiniu, tiek fermentiniu budu [22].

Karvés PIB buvo frakcionuojami ultrafiltravimo metodu, aprasytu 2.3.2.1. skyrelyje. Po
ultrafiltravimo buvo gautos dvi frakcijos - prieSpienio iSriigy retantas (PIR) ir permeatas (PIP). Karvés
PIR (>10 kDa) ir PIP (<10 kDa) elektroforezé pateikta 3.7. (b) paveikslélyje. Abiejuose frakcijose
buvo identifikuoti 4 junginiai: a-laktoalbuminas, B-laktoglobulinas IgG sunkiosios grandinés ir jaucio

serumo albuminas. IS gauty rezultaty matyti, kad retanto ir permeato baltymy sudétis visiSkai
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nesiskiria, taCiau retante yra didesnis baltymy Kiekis. Permeate teoriskai turéty bati baltymai mazesni
nei 10 kDa, taiau rezultatai rodo, kad peréjo per membrang ir baltymai didesni nei 10 kDa. Retante
turéty buti aptinkama imunoglobulinai, serumo albuminas, a-laktoalbuminas, B-laktoglobulinas,
laktoperoksidazé, laktoferinas. Tuo tarpu permeate — glikomakropeptidas (8 kDa), vitaminai,
mineralai, laktozé. Vienas i§ pagrindiniy veiksniy, lemianc¢iy sékmingg ultrafiltracijos procesa, yra
membranos vientisumas, integralumas. Prastos kokybés ultrafiltraciné membrana galbiit galé¢jo lemti

baltymy, didesniy nei 10 kDa, per¢jimg per membrana.

a) D) 1 2 3
1 i -— - —
kDa - i
100 — — Laktoferinas in ,
75— — Serumo albummas 66 —I— — Serumo albuminas
S0 — > I2G sunkiozios grandinés - —IgG sunkiosios grandinés
37 — . ; 55 .
— @, - kazeinas g
25 — - — PB-kazemas
20— 36—

15 — — . — - laktoglobulinas
— @ - laktoalbuminas 15— _
0 ! !- .’—mlahoalbfminas

10 —
3.7. pav. Karviy priespienio frakcijy elektroforeze: a) PrieSpienio iSrigy baltymy
elektroforezé: 1) standartas; 2) prieSpienio iSrtigy baltymy frakcija; b) Permeato ir retanto

elektroforezé: 1) standartas; 2) retantas; 3) permeatas
3.4. Karviy priespienio frakcijy antioksidacinés ir antimikrobinés savybés

Naudojant tik vieng antioksidacinio aktyvumo jvertinimo metodg bty sunku detaliai nustatyti
karvés prieSpienio ir jo frakcijy antioksidacinj aktyvuma. Siekiant tiksliau jvertinti prieSpienio ir jo
frakcijy aktyvuma, buvo pasirinkti du metodai — DPPH ir ABTS antiradikaliniai metodai, kurie vertina
gebeéjimg suristi laisvuosius radikalus.

Uzsienio mokslininky atlikti tyrimai patvirtina, kad prieSpienis ir jo frakcijos yra svarbis kaip
antioksidaciniy medziagy Saltiniai [62,63]. DPPH laisvyjy radikaly suriSimo rezultatai karviy
prieSpienyje ir jo frakcijose pateikti 3.8. (a) paveikslélyje. Karviy priespienio ir jo frakcijy laisvyjy
radikaly suriSimo aktyvumas varijavo labai siaurose ribose: nuo 6% iki 8,3%. Didziausias
antiradikalinis aktyvumas nustatytas karviy PIB (8,3%), maziausias — LP (6%). Lyginant su kity
mokslininky duomenimis DPPH radikaly suri§imo geba karviy prieSpienyje buvo nustatyta 50 % +

8,2 [135], moters priespienyje — 50,4 % + 19.7 [136], asilés prieSpienyje — 62,76 % + 7,84 [109].
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I[Sanalizavus literatiirg ir Siame darbe gautus antioksidacinio jvertinimo rezultatus, galima daryti
iSvada, kad karvés prieSpienis ir jo frakcijos nepasizyméjo antioksidaciniu aktyvumu, kadangi
antioksidacinio aktyvumo geba buvo gauta labai maza. Karviy prieSpienio sudétis ir savybés labai
priklauso nuo genetikos, mitybos, auginimo salygy. Kaip keliamos hipotezés, kodél karviy prieSpienis
ir jo frakcijos nepasiZzyméjo antioksidaciniu aktyvumu — tyrimy metu, perdirbant prieSpienj, buvo

prarastos biologiSkai aktyvios medziagos, pasiZymincios antioksidacinémis savybémis.
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3.8.pav. Antioksidacinio poveikio nustatymas: a) DPPH metodu; b) ABTS metodu

ABTS laisvyjy radikaly suri§imo rezultatai karviy priespienyje ir jo frakcijose pateikti 3.8. (b)
paveikslélyje. DidZiausias antiradikalinis aktyvumas taip pat buvo nustatytas karviy PIB (19%), o
maziausias — LP (9%). Italijos mokslininky daryti tyrimai su asilés priespieniu patvirtino, jog
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prie$pienis pasizymi antiradikaliniu aktyvumu (93.69 % =+ 3.02). Gauti rezultatai tiksliau patvirtina,
kad Siame darbe tirtas karviy prieSpienis pasizymi labai mazu antioksidaciniu poveikiu.

Karviy priespienis ir jo frakcijos turi antimikrobiniy savybiy. Siame tyrime sickéme jvertinti
karviy prieSpienio ir jo frakcijy antimikrobinio poveikio skirtumus testuojamoms kultiroms
priklausomai nuo frakcijy cheminés sudéties. Kaip testuojama kultiira pasirinkta gram-teigiama
bakterija Bacillus subtilis bei gram-neigiama bakterija Escherichia coli.

Priespienio frakcijy antimikrobinio poveikio rezultatai pries Escherichia coli pateikti 3.9. (a)
paveikslélyje, kurie rodo, kad karviy prieSpienis ir jo frakcijos slopino E. coli kultiros augimg ir
sudaré skaidrias zonas. Stipriausiai veiké prieSpienio PIB, kur susidaré 20 mm slopinimo zonos Petri
lékstelése esant 1000 pg/ml koncentracijai. E. coli kultiira buvo jautri ir 1000 pg/ml koncentracijos
prieSpieniui, retentatui bei permeatul, tarp kuriy reikSmingo skirtumo nebuvo nustatyta, taciau
slopinimo zonos susidaré 2 kartus mazesnés lyginant su PIB. LP frakcijai taip pat budingas
antimikrobinis poveikis, taciau slopinimo zonos susidaré 4 kartus mazesnés lyginant su PIB bei 2
kartus mazesnés lyginant su permeatu bei retantu. Lyginant su kity autoriy duomenimis, karviy
prie$pienis pasizyméjo antibakteriniu poveikiu prie$ E. coli, kur antibakterinio poveikio zona sieké
iki 13 mm, kai koncentracija 100 ug/ml [67] Nustatyta, kad dél prieSpienyje esanéiy imunoglobuliny

ir laktoferino, prieSpienis turi antimikrobinj poveikj prie§ E. coli [21].
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3.9. pav. Priespienio frakcijy antimikrobinis poveikis: a) pries Escherichia coli kultiira; b)

prie$ Bacillus subtilis kultiirg

Priespienio frakcijy antimikrobinio poveikio rezultatai pries Bacillus subtilis kultlirg pateikti
3.9. (b) paveikslélyje. Karviy priespienis ir jo frakcijos taip pat slopino gram-teigiamos bakterijos
Bacillus subtilis kultiiros augima, taciau jos buvo 2 kartus maZziau jautresnés prieSpienio frakcijoms
lyginant su E. coli jautrumu. Stipriausiai veikeé taip pat PIB, kur susidaré 10 mm slopinimo zona esant
1000 pg/ml koncentracijai. Silpniausiais poveikis nustatytas su LP frakcija esant 1000 pg/ml
koncentracijai. Bacillus subtilis kultiros jautrumas prieSpieniui, permeatui, retentatui beveik
nesiskiria.

Iki Siol néra daug straipsniy, susijusiy su karviy prieSpienio frakcijy antimikrobinio poveikio
tyrimu, taciau yra keleta tyrimy atlikta su kupranugario prie$pieniu. Jrad ir bendraautoriai nustaté, kad
kupranugario prieSpienis turi didesnj antimikrobinj poveikj prie§ E. coli kultiira nei kupranugario

priespienio i§riigy baltymy frakcija [22].
3.5. Karviy priespienio perdirbimas taikant maZo naSumo technologine gamybos linijg

Siekiant pritaikyti karviy prieSpienj pramonéje ir palengvinti jo technologinj perdirbima, buvo
atlickamas karviy prieSpienio frakcionavimas taikant mazo naSumo technologing linija. Apie
priespienio technologinj perdirbima, siekiant $iuos junginius atskirti, néra pakankamai mokslinés
informacijos. Todél atlikti prieSpienio kompleksiniai technologiniai tyrimai naudojant Siuolaikine
moksling laboratoring jrangg. ISanalizavus atlikty tyrimy laboratorinése salygose rezultatus, buvo

nuspresta Siek tiek pakoreguoti eksperimenty seka — nebuvo pasalinta kazeininé frakcija, kadangi
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atskiriant kazeing, yra prarandama didzioji dalis pradinés medziagos. Taip pat po ultrafiltracijos, buvo
nuspresta atlikti retanto mikrofiltracija, kas padeda labiau iSgryninti, paSalinti patogeninius
mikroorganizmus ir sterilizuoti frakcija.

Pries atliekant karviy prieSpienio frakcionavimg, pirmiausiai prieSpienis buvo separuojamas.
Separavimo proceso, i§ prieSpienio atskiriant riebalus, optimali temperatira — 50° C. Kadangi,
naudoto laboratorinio separatoriaus apsisukimy skaic¢iy nebuvo galimybiy reguliuoti, biitina atkreipti
démesj | tai, kad Sis parametras gali turéti jtakos, kokioje temperatiiroje biitina atlikti §j procesa.

Separavimo efektyvumui ir kontrolei vykdyti svarbu nustatyti prieSpienyje esanciy riebaly
kiekj. Siuo atveju, prieSpienyje esanéiy riebaly kiekiui nustatyti pasirinktas riigitinis Gerberio
metodas, apraSytas 2.3.1 skyrelyje. Nustatyta, kad prieSpienio riebumas buvo 5,73 % + 0,24. Po
separavimo buvo gautos dvi frakcijos — priespienio riebalai ir liesas priespienis (LP1) (zr. 3.10. pav.).

z\

3.10. pav. PrieSpienio riebaly atskyrimas separavimo biidu: riebalai ir liesas prieSpienis

PrieSpienio komponenty koncentravimo tyrimai buvo atliekami naudojant mazo naSumo
piloting membraninés filtracijos sistema. Lieso prieSpienio filtravimas pavaizduotas 3.11.
paveikslélyje. Pries atliekant prieSpienio komponenty koncentravima, teoriSkai jvertintos
frakcionavimo ir koncentravimo galimybés naudojant skirtingus technologinius procesus t.y.
mikrofiltracija, ultrafiltracija, nanofiltracijg, reversin} osmosg bei elektrodializ¢. Priklausomai nuo
pageidaujamy prieSpienio komponenty iSskyrimo ir sukoncentravimo gali biiti panaudoti visi Sie
procesai. Tac¢iau dazniausiai baltymy ir kity biologiskai aktyviy junginiy frakcionavimui naudojami 2

procesai tai: ultrafiltracija ir mikrofiltracija.
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3.11. pav. Lieso prieSpienio membraninis filtravimas

Naudojant piloting mazo nasumo membraninés filtracijos jrangg ir skirtingy pory dydziy
membranas atskirtos kelios prieSpienio frakcijos. Gautos 2 frakcijos po ultrafiltravimo: lieso
priespienio retantas (LPR1) ir permeatas (LPP1), o i§ LPR1 frakcijos naudojant mikrofiltravima
gautas retantas (LPR2) ir permeatas (LPP2). Nustatyta, kad Siems procesams vykdyti, kaip ir
separavimo atveju, optimaliausia temperatira yra 15° C. Prie Sios temperatiros nevyksta baltymy
denatiiracija, iSlieka nepakitusios biologiskai aktyvios medZiagos, sparCiai nesidaugina
nepageidaujami mikroorganizmai bei uztikrinami nasesni filtravimo procesai.

Membraniniy procesy efektyvumui jvertinti t.y. kiek pro atitinkamas membranas praeina
iSruginiy baltymy, buvo taikomi baltyminio ir nekazeininio azoto kiekio nustatymo metodai. Gauti

tyrimy rezultatai yra pateikti 3.6. lenteléje.

3.6. lentelé. Priespienio frakcijy baltymy sudétis, g/100g

Rodiklio pavadinimas LPR1 LPP1 LPR2 LPP2
Nekazeininiai baltymai 10,5+1.7 - 7,1£1,6 3,2+0,8
Kazeiniai baltymai 8,5+1.3 - 8,5+1,3 -

Didziausias nekazeininiy ir kazeininiy baltymy kiekis nustatytas prieSpienio frakcijose LPR1
ir LPR2, tuo tarpu baltymai neaptikti frakcijoje LPP1. Nekazeininiai baltymai nustatyti LPP2
frakcijoje dél didesniy mikrofiltry pory. Taip pat manoma, kad didZiausias biologiskai aktyviy

junginiy kiekis turéty biiti Soje frakcijoje.
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Siekiant uztikrinti biologiskai aktyviy junginiy stabiluma, naudojant skirtingus parametrus
(t.y. slégi, temperatiirg ir laikg) buvo atlikti sublimavimo (liofilizavimo) procesai. Prie§ separavimg ir
po separavimo bei po membraninio filtravimo, gauty frakcijy bandiniai buvo atitinkamai sublimuoti.
PrieSpienio komponenty dziovinimas pateiktas 3.12. paveiksle. Nustatyta, kad prieSpienio bandiniy

dziovinimo optimalios salygos, kai slégis: 0,5 mbar, temperatiira: palaipsniui keliama nuo 20 iki 40°

C, o dziovinimo trukmé: 24 val.

3.12. pav. PrieSpienio komponenty dZiovinimas: a) sukauptos frakcijos po membraninés filtracijos b)
dziovinimo procesas sublimatoriuje; c) prieSpienio milteliai prie§ susmulkinima; d) Gauti sausi prieSpienio

milteliai prie§ ir po separavimo.
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Nustatyta, kad greiciausias, pigiausias ir tinkamiausias analizés metodas prieSpienio sausiems

milteliams vertinti yra Furje transformacija paremta infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (FT-

NIR). Siuo metodu nustatyta visy prie$pienio bandiniy cheminé sudétis (vandens, baltymuy, riebaly,

laktozés ir mineraliniy medziagy kiekiai), kuri yra pateikta 3.7. lenteléje.

3.7. lentelé. Gauty prieSpienio ir jo frakcijy sausy milteliy cheminé sudétis, %

Rodiklio pavadinimas KP LP1 LPR1 LPR2 LPP2
Vanduo 3,7+0,4 3,5+0,2 3,2+0,5 3,1+0,1 4,6+0,3
Baltymai 524421 | 57,1%1,1 | 65,120,8 | 72,7423 | 25,8424
Riebalai 15312 | 34419 | 3,63+1,8 | 2.,5+1,2 -
Laktozé 24,3+0,4 | 31,5+0,1 23,24+0,5 15,1£0,3 | 50,5+0,2
Mineralinés medZziagos 8,3+2,8 8,7+£2,7 6,9+2.9 4,2+2.8 22,3+2.8

Didziausias baltymy kiekis buvo nustatytas po mikrofiltravimo susidariusiam lieso priespienio

retante (LPR2), kuriame baltymy kiekis buvo randamas net 3 kartus didesnis nei lieso priespienio

permeate (LPP2). Didziausi vandens, mineraliniy medziagy, laktozés kiekai buvo aptinkami LPP2.

Didziausias riebaly kiekis buvo randamas karvés priespienyje (KP) (6 kartus daugiau lyginant su su

LPR2).
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4. REKOMENDACIJOS

Lieso priespienio retanto po mikrofiltravimo gamybos schema pateikta 4.1. paveiksle. Karviy
priespienis pristatomas autocisternomis [1]. Prilmamo prieSpienio temperatiira neturi virSyti 5° C.
Priimant prieSpienj nustatomi pirminiai kokybés rodikliai — spalva, kvapas, konsistencija, matuojama
temperatiira. Po kokybés jvertinimo, prieSpienis iScentrinio siurblio [2] sudarytu slégiu yra
filtruojamas [3] ir transportuojamas per debitomatj [4] i plokstelinj Saldytuva [5], kur atSaldomas iki
5+ 1° C ir laikomas prieSpienio rezervuaruose [6] ne ilgiau nei 12 valandy. I$ prieSpienio rezervuaro
[6] iScentrinio siurblio [7,9] sudarytu slégiu per lygio reguliatoriy [8] prieSpienis tiekiamas j pirmajj
ketursekcinio plokstelinio pasterizatoriaus — Saldytuvo [10] regeneravimo sekcija, kur pasildomas iki
separavimui oOptimalios temperatiros (50° C) ir nukreipiamas prieSpienis j separatoriy [11].
Separavimo metu atskirti prieSpienio riebalai, iScentriniu siurblio [12] sudarytu slégiu, tiekiami j
vamzdinj Saldytuva [13], kur atS8aldomi iki 5 + 1° C ir laikomi prieSpienio riebaly rezervuaruose [14].
Liesas prieSpienis i§ separatoriaus [11] leidziamas i pasterizatoriaus — Saldytuvo [10] antrgja
regeneravimo sekcija, kuriame pasildomas iki 60 = 1° C ir pasterizavimo sekcija, kur pasildomas iki
72 + 2° C temperatiiros ir uzlaikomas 20 s. Pasterizuotas liesas prieSpienis iScentrinio Siurblio [15]
sudarytu slégiu tiekiamas j lieso prieSpienio laikymo talpg [16]. Lieso prieSpienio temperatira talpoje
negali biti aukstesné kaip 5° C. Liesas priespienis i$ laikymo talpos [16], iScentrinio Siurblio [17]
sudarytu slégiu tiekiamas ] vamzdinj Silumokaitj [18], kur paSildomas iki 15 + 2° C temperatiros.
Pasildytas prieSpienis paduodamas j membraninés ultrafiltracijos jrangg [ 19]. Ultrafiltracijg vykdoma
3,5 bar slégyje, naudojant polisulfonines 10 kDa membranas. Sioje jrangoje, per membranas peréjes
permeatas vamzdZiais tickiamas j permeato rezervuara [20]. Sioje jrangoje, per membranas peréjes
retantas, vamzdziais tiekiamas ] retanto rezervuarg [21]. Gautas retantas i§ retanto laikymo talpos [21]
tiekiamas | mikrofiltracijos jrangg [22]. Mikrofiltracija vykdoma 3 bar slégyje, naudojant 1,4 um
polisulfonines membranas. Sioje jrangoje, per membranas peréjes permeatas 2 vamzdziais tickiamas
i permeato rezervuarg [23]. Sioje jrangoje, per membranas peréjes retantas 2, vamzdziais tiekiamas j
retanto rezervuarg [24]. Retantas 2, krumpliaratorinio siurblio [25] sudarytu slégiu, tickiamas j
liofilizatoriy [26], kur retantas dziovinamas 0,5 mbar slégyje, temperatira: palaipsniui keliama nuo
20 iki 40° C, o dziovinimo trukmé — 24 val. Retanto milteliai i$ liofilizatoriaus [26] konvejeriu [27]
transportuojami ] fasavimo jrenginj [28], kuriame milteliai yra vakuumuojami. Sufasuoti retanto
milteliai pakuojami j kartonines déZes ir atveZami j sandeélj [29] , kuriame palaikoma 0 — 6 ° C
temperatira ir ne didesné kaip 85 % santykiné oro drégmé. DéZés laikomos iki i§vezimo [30], bet ne
ilgiau, kaip iki galiojimo laiko pabaigos.
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4.1. pav. Lieso priespienio retanto po mikrofiltravimo gamybos technologiné schema



ISVADOS

Laboratorinémis salygomis i§ karvés prieSpienio buvo gautos 6 frakcijos — liesas prieSpienis,
prieSpienio riebalai, kazeinin¢ frakcija, prieSpienio iSriigy baltymai, prieSpienio iSriigy retantas ir
permeatas. Naudojant biotechnologinj biidg (proteolitinj fermentg chimozing) buvo gautos dvi
frakcijos — kazeininé frakcija ir prieSpienio iSrigy baltymai. Taikant ultrafiltracijg, i$ prieSpienio
iSrigy baltymy frakcijos buvo isskirtos taip pat dvi frakcijos — priespienio iSruigy retantas (> 10 kDa)
ir permeatas (< 10 kDa).

Pirmos dienos karvés priespienyje buvo nustatyta chemine sudeétis: 7,05 % riebaly, 15,10 % baltymy,
2,96 % laktozés, 1,12 % mineraliniy medziagy. Visose frakcijose buvo identifikuoti baltymai:
laktoferinas, serumo albuminas, B-laktoglobulinas, a-laktoalbouminas.

Vertinant prieSpienio riebaly frakcijos oksidacinj stabilumg pagreitintu metodu, nustatyta, kad
prieSpienio riebalai pasizyméjo mazesne oksidacija lyginant su pieno riebalais (prie$pienio riebaly
indukcinis periodas — 6,42 + 0,27 h, pieno riebaly — 4,58 + 0,06 h). Taciau jvertinus prieSpienio
riebaly riig§ciy cheming analiz¢ po mety Saldymo, nustatyta, kad padaugéjo laisvyjy riebaly riig§ciy
(suintensyvéjusi riebaly hidrolizé) ir oksidavosi didzioji dalis nesociyjy riebaly rugséiy (nebuvo
aptikta elaido, linolelaidino, a-linoleno).

Nustatyta, kad prieSpienis ir jo frakcijos pasizyméjo nedideliu antioksidaciniu aktyvumu. Nustatyta,
kad didziausiu antimikrobiniu poveikiu pasizyméjo prieSpienio iSrtigy baltymy frakcija, Kkai
koncentracija 1000 pg/ml (slopinimo zona 20mm). Gram-neigiama E. coli kultiira buvo jautresné
prie$pienio frakcijoms nei gram-teigiama B. subtilis kultiira.

Taikant mazo nasumo technologing gamybos linijg, buvo sékmingai atliktas karviy prieSpienio
perdirbimas. Taikant ultrafiltracija, i§ lieso prieSpienio buvo gautos dvi frakcijos — lieso prieSpienio
retantas 1 ir permeatas 1. Taikant mikrofiltracija, i$ lieso prieSpienio retanto buvo iSskirtos taip pat
dvi frakcijos — lieso priespienio retantas 2 ir permeatas 2. Nustatyta, kad separuojant priespienj,
optimaliausia temperatira — 50° C. Nustatyta, kad prieSpienio bandiniy dziovinimo optimalios
salygos, kai slégis: 0,5 mbar, temperatiira: palaipsniui keliama nuo 20 iki 40° C, o dziovinimo trukme

— 24 val.
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PRIEDAS Nr. 2

Poliakrilamidinio gelio gamyba elektroforezei

12% atskirian¢iojo gelio ruoSimas:

1.

Sudétis: 30 % akrilamido/0,8 % bisakrilamido; distiliuotas vanduo; 4x Tris-HCI/NDS buferis
pH 8,8; 10 % amonio persulfato (APS); 0,1 % TEMED

15 ml gelio ruosinio gamybai reikia: 5,25 ml distiliuoto vandens, 6 ml akrilamido/bis-
akrilamido, 3,75 ml 4x Tris-HCI/NDS buferio, pH 8,8, 0,05 ml 10 % APS, 0,01 ml TEMED
Serologinémis pipetémis atmatuojami reikalingy tirpaly kiekiai. APS ir TEMED tirpalai j gelio

ruoSinj turi biiti jmaisyti tik pries gelio liejima.

5% koncentruojanciojo gelio ruoSimas:

1.

Sudétis: 30 % akrilamido/0,8 % bisakrilamido; distiliuotas vanduo; 4x Tris-HCI/NDS buferis
pH 6,8; 10 % amonio persulfato (APS); 0,1 % TEMED

5 ml gelio ruosiniui reikia: 3,05 ml distiliuoto vandens, 0,65 ml akrilamido/bisakrilamido, 1,25
ml Tris-HCI, pH 6,8, 0,1 ml 10% SDS tirpalo, 25 ul 10% APS tirpalo, 5 ul TEMED
Serologinémis pipetémis atmatuojami reikalingy tirpaly kiekiai. APS ir TEMED tirpalai i gelio

ruoSinj turi biiti jmaiSyti tik pries gelio liejima.

2% baltymy denatiiravimo buferio paruoSimas. 25 ml 4x Tris-HCI/NDS buferio pH 6,8, 20 ml

glicerolio, 4 g NDS, 2 ml 2-merkaptoetanolio, 1 mg bromfenolio mélynojo ir pripilama distiliuoto

vandens iki 100 ml.

Elektroforezés buferio paruosimas. 3,02 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS ir pripilama distiliuoto
vandens iki 1000 ml.
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PRIEDAS Nr. 3

Luria-Bertani (LB) terpés pH 7,2. LB terpés pH sureguliuota su 1IN NaOH ir 1N H2SOa.

1 lentelé. LB terpés paruoSimas

Reagentai Reagenty Kkiekiai, reikalingi 1 | terpés
NaCl 10g
Triptonas 109
Mieliy ekstraktas 59
Agar-agaras 10¢
PRIEDAS Nr. 4
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