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Méginio paruoSimo glikomakropeptidui nustatyti piene efektyviosios
skys€iy chromatografijos buidu tyrimas ir optimizavimas
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KTU Maisto institutas, Taikos pr. 92, LT-51180 Kaunas; R.Narkevicius@Imai.lt

Patikslinta glikomakropeptido nustatymo liesame piene efektyviosios skysCiy chromatografijos biidu
metodika. Tirta pieno baltymuy nusodinimo temperatiiros ir susaldymo temperatiiros jtaka méginyje nustatomai
glikomakropeptido koncentracijai. Vietoj dvieju nuosekliai sujungy gelchromatografiniy kolonéliy
TSK-2000 SW naudojant viena didesnés skiriamosios gebos kolonéle TSK gel G 2000 SWXL,
glikomakropeptida atitinkancios chromatogramos smailés elivavimo trukmé sumazéjo mazdaug 7 min.
Nustatyta, kad tiriant glikomakropeptido koncentracija atSaldytuose (+8 °C) ar suSaldytuose (-18 °C) pieno
méginiuose, baltymus nusodinti galima ne tik 25 °C temperatiiroje, kaip nurodyta metodikoje, bet ir pilant
trichloracto riigsti | atSaldyta ar suSaldyta méginj ir po to ji paSildant iki 25 °C. Toks méginiy paruo$imo

rezimas neturi statistiSkai reikSmingos jtakos nustatomai glikomakropeptido koncentracijai piene.

Raktazodziai: glikomakropeptidas, efektyvioji
temperatiira.
Ivadas

Fermentinés  pieno  baltymuy  sutraukos

susidarymas yra dvieju stadiju procesas, kurio
pirmoji stadija yra piena traukinanio fermento
katalizuojama x-kazeino proteolizé, o antroji stadija
— destabilizuoty kazeino miceliy agregacija esant
Ca® jonams. Pirmosios fermentinio pieno
sutraukinimo proceso stadijos metu nuo kazeino
micelg stabilizuojancio k-kazeino atskyla hidrofilinis
glikomakropeptidas (GMP), o kazeino miceléje lieka
pagrindiné hidrofobiné x-kazeino dalis — para-k-
kazeinas. Todél nustatant GMP koncentracija piene
galima tirti «-kazeino hidrolizés intensyvuma,
fermentinio pieno sutraukinimo proceso kinetika.
Pirmajai fermentacinés pieno sutraukinimo proceso
stadijai tirti be GMP koncentracijos nustatymo gali
biti taikomi ir kiti metodai, tokie kaip nebaltyminio
azoto koncentracijos piene nustatymas [1], N-acetil
neuramino rugsties (kurios yra GMP sudétyje)
koncentracijos nustatymas [2], para-k-kazeino
nustatymas elektroforezés badu [3, 4]. Siuo metu
dazniausiai fermentaciné pieno sutraukinimo proceso
stadija yra tiriama nustatant GMP koncentracija.
Isskirti GMP ir nustatyti jo koncentracija piene
galima jvairiais metodais: panaudojant efektyviaja
skysciu chromatografija, jonu mainy
chromatografija, ultrafiltracija ir hidrofobinés
saveikos chromatografija [5-9]. IS visy minéty
metody placiausiai Siuo metu fermentacinei pieno

skys¢iy chromatografija, baltymy nusodinimo

sutraukinimo proceso stadijai tirti yra naudojamas
GMP koncentracijos nustatymas efektyviosios
skysciuy chromatografijos biidu, pirma karta aprasytas
van Hoydonko ir Oliemano [10]. Metodas pagristas
tuo, kad, nusodinus galinCius interferuoti pieno
iSrigy baltymus, GMP (kurio santykiné molekuliné
masé yra apie 7000) koncentracija gali biiti nustatyta

efektyviosios  skysCiy chromatografijos  budu,
panaudojant didelés skiriamosios gebos
gelchromatografines  kolonéles. Kadangi pieno

fermentacijos proceso metu susidargs GMP pereina |
iSrugas, $io metodo pagrindu ES buvo paskelbtas ir
oficialus fermentiniy iSriigy aptikimo nugriebto
pieno milteliuose metodas [11], kuris, neZymiai
modifikuotas, itrauktas ir i 2001 m. paskelbta pieno

ir pieno produkty analizés metody taikymo
reglamenta (EB) Nr. 213/2001 [12].

Nustatant ~ GMP  efektyviosios  skysciy
chromatografijos biidu, pieno baltymai yra

nusodinami trichloracto rigstimi (TCA) 25 °C arba
30 °C temperatiiroje [10, 11]. Taciau «-kazeino
hidrolizé  chimozinu gali vykti ir Zemoje
temperatiiroje (0—10 °C) ar net pieng suSaldant [13,
14]. Tiriant fermentinio pieno sutraukinimo proceso
kinetika zemu temperatiiry intervale, méginio
pasildymas iki metodikoje nurodytos pieno baltymy
nusodinimo temperatiros, gal buit, galéty iSkreipti
tyrimu rezultatus. Be to, priklausomai nuo
fermentacijos  proceso  Zemoje temperatiiroje
intensyvumo, pasildymo metu destabilizuoti pieno
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baltymai daznai koaguliuoja, kas taip pat gali Zymiai
paveikti tyrimo rezultatus. Tikslingiausia bitu
nusodinti pieno baltymus toje temperattroje, kurioje
vykdomas fermentacijos procesas, o po to méginius
pasildyti iki metodikoje nurodytos temperatiiros ir
tada juos analizuoti. Norint nustatyti, ar nusodinimas
TCA Zemoje temperatiiroje neturi jtakos méginyje

aptinkamai GMP koncentracijai, biitina atlikti
papildomus tyrimus. Todél Siame darbe buvo
siekiama  iStirti, kokia itaka pieno baltymy

nusodinimo temperatiira turi méginyje nustatomai
GMP koncentracijai, ir optimizuoti méginio
paruosimo GMP nustatyti salygas.

Tyrimy metodai

Darbe vartotas liesas pienas, gautas separuojant
pasildyta iki 40 °C temperatiros S§viezig rytinio
melzimo karvés piena, kurio rodikliai buvo:
rugStingumas — 18 °T, aktyvusis rugStingumas —
pH 6,68, riebaly kiekis — 4,12 %, baltymy kiekis —
3,84 %, laktozés kiekis — 4,58 %, uzSalimo taSkas —
minus 0,550 °C, inhibitoriy piene nerasta. Tyrimams

vartoti fermentiniy iSrtigy milteliai, gauti i
AB ,,Pieno zvaigzdés®.
GMP koncentracija méginiuose nustatyta

efektyviosios skysCiu chromatografijos metodu [10].
Metodo aprasyme yra nurodoma, kad GMP nustatyti
naudojamos 2 nuosekliai sujungtos TSK 2000 SW
kolonélés (ilgis 30 cm, vidinis skersmuo 0,75 cm).
Ivertinant tai, kad metodas buvo parengtas palyginus
seniai (1982 m.) ir chromatografiné iranga gerokai
patobuléjo, vietoj dvieju nuosekliai sujungty
kolonéliy  naudota  viena  firmos TOSOH
BIOSCIENCE gelchromatografiné kolonélé TSK gel
G 2000 SWXL (ilgis 30 cm, vidinis skersmuo —
0,78cm) ir prieskoloné TSK gel SWXL
Guardcolumn (ilgis 4 cm, vidinis skersmuo — 6 mm).
Eliventas — fosfatinis buferis pH 6,0, jo tekéjimo
greitis — lml/min. UV detektorius L-7400 La Chrom
Merck Hitachi (A 190-600 nm, plySio plotis —
10 nm), siurbliai L-7100 La Chrom Merck Hitachi,
integratorius D-7500 Merck Hitachi. Meéginiai
analizuoti  chromatografu  iSvirk§Ciant 20 pl
nufiltruoto tirpalo. Matuota kambario temperatiiroje,
esant bangos ilgiui 205ir 280 nm. GMP kiekis
vertintas pagal smailés plota.

Bandymy kartotinumas — 4. Apskaiciuotas
tiriamojo parametro vidurkis, standartinis nuokrypis
ir tarpgrupiniy skirtumy patikimumo koeficientas,
kuris lygintas su Studento kriterijaus t reikSmémis.

Rezultatai ir jy aptarimas

Kaip nurodyta metodikoje, ivairiy méginio
komponenty sulaikymo trukmei turi itakos kolonéliy
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kokybé, todél pirmajame darbo etape buvo
patikslinta, kokia itaka GMP eliuavimo trukmei turi
dvieju nuosekliai sujungty kolonéliy pakeitimas
viena TSK gel G 2000 SWXL kolonéle. Paruosti
pieno méginiai: | 100 g lieso pieno 25°C
temperattiroje nuolat maiSant pridéta nuo 2 iki 5¢g
fermentiniy iSrigy milteliy. IStirpinus miltelius, 1
20 g méginio jpilta 10 ml TCA ir iSlaikius 60 min
centrifuguota bei filtruota per popierini filtra.
Filtratas analizuotas chromatografiskai esant bangos
ilgiui 205 nm. 1 paveiksle pateikiamos lieso pieno
(a) ir lieso pieno su 2 g iSrtigy milteliy priedu (b)
méginiy chromatogramos.

GMP nustatymo metodikoje nurodoma, kad
naudojant dvi TSK-2000 SW kolonéles, GMP
atitinkancios treciosios chromatogramos smailés
elivavimo trukmé yra (15,5+1,0) min. Kaip matome
i§ pateiktos 1 pav. chromatogramos, miisy
eksperimento  salygomis, GMP atitinkancios
treCiosios smailés eliuavimo trukmé buvo trumpesné.
Norédami jsitikinti, ar §i smailé tikrai atitinka GMP,
papildomai matuota esant bangos ilgiui 280 nm.
Kadangi GMP néra aromatiniy amino riigsciy, tai jis
neabsorbuoja UV spinduliy esant bangos ilgiui
280 nm. Sis papildomas tyrimas patvirtino, kad
treCioji chromatogramos smailé¢ tikrai yra GMP.
Lieso pieno chromatogramoje (1a pav.) matome, kad
arti GMP smailés yra nedidelé smailé, kurios
elivavimo trukmé yra 9,20 min. Literatiiros
duomenimis [15], tai yra neidentifikuota fono smailé
(,,background peak®), visada aptinkama liesame
piene. Sios fono smailés nepavyksta eliminuoti,
kei¢iant GMP nustatymo salygas [15], todél
apskai¢iuvojant GMP koncentracija bitina jvertinti
Sios smailés plota. IS nustatytos GMP smailés ploto
atimtas fono smailés plotas.

Kitame darbo etape, siekiant nustatyti baltymy
nusodinimo temperatiiros jtaka GMP iSskyrimui,
analizuoti suSaldyto lieso pieno su iSrligy milteliy
priedu méginiai. Buvo palyginti trys suSaldyty iki -
18 °C temperatiros pieno méginiy baltymy
nusodinimo biidai:

1 — méginys 70 °C temperatiros vandens
vonioje pasildomas iki 25 °C, baltymai nusodinami
TCA (kontrolé);

2 — méginys 70 °C temperatiros vandens
vonioje paSildomas iki 8 °C, baltymai nusodinami
TCA ir pasildoma iki 25 °C;

3 — méginys uzpilamas TCA ir 70°C
temperatiiros vandens vonioje paSildomas iki 25 °C,
taip nusodinant baltymus.

Tyrimy rezultatai pateikiami 1 lenteléje.



Absorbcija

e s

223
3 ey
£y b
L]
= =
- Lok
i
I
v

v

Laikas, min

1 pav. Lieso pieno (a) ir lieso pieno su 2 g isriigy milteliy priedu 100 g pieno (b) méginiy chromatogramos

1 lentelé. Baltymy nusodinimo biido itaka susaldytuose pieno méginiuose nustatomai GMP koncentracijai

miilggio Meéginyje nustatyta GMP koncentracija, proc. nuo kontrolinio
bidas 1 2 3 4 vidurkis
1 (kontrolinis) 100 100 100 100 100
2 103,7 103,2 99,7 98,1 101,2+0,9
3 95,0 96,8 99,6 97,6 97,3+0,6

Ivertinant tyrimy rezultatus, kontrolinio méginio,
kuriame  baltymai  buvo  nusodinti = 25 °C
temperatiiroje, GMP atitinkancios smailés plotas
buvo prilygintas 100. Bandomyjy méginiy GMP
atitinkan¢iy smailiy plotai buvo apskaiciuoti
procentais nuo kontroliniy méginiy smailiy ploty.

Kaip matome i§ 1 lenteléje pateikiamy duomeny,
nusodinant suSaldyty pieno méginiy baltymus 8 °C
temperatiiroje, bandomuose méginiuose aptinkama
GMP koncentracija beveik nesiskiria nuo nustatomos
kontroliniuose méginiuose. Nusodinant suSaldyty
pieno méginiy baltymus biidu, kai méginiai uzpilami
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TCA ir paSildomi iki 25 °C, pastebima neZzymaus
GMP  koncentracijos sumazéjimo tendencija,
lyginant su kontrole, nors statistiskai skirtumai tarp
bandomyjy ir kontroliniu méginiy ir néra patikimi
(P<0,005). Sia tendencija galima paaiskinti tuo, kad
ipilant TCA ir po to suSaldyta méginj paSildant iki
25 °C momentiné TCA koncentracija tam tikra laika,
kol visas méginys iStirpsta, btina aukStesné nei
kontroliniame. Tuo tarpu yra zinoma, kad didéjant
TCA koncentracijai, GMP tirpumas mazéja [10],
todél tai gali turéti itakos nustatomai GMP
koncentracijai.

Apibendrinant galima padaryti iSvada, kad,
nustatant GMP koncentracija atSaldytuose (+8 °C) ar
susaldytuose (-18 °C) pieno méginiuose, ruoSiant
juos tyrimui baltymus nusodinti galima ne tik 25 °C
temperatiiroje, kaip nurodyta metodikoje, bet ir
pilant TCA i atSaldyta ar susaldyta mégini, o po to ji
pasildant iki 25 °C. Toks méginiy paruoSimo rezimas
neturi statistiSkai patikimos itakos nustatomai piene
glikomakropeptido koncentracijai.

Norint patikslinti, ar neturi jtakos GMP
koncentracijai  nustatyti  méginio  suSaldymo
temperatiira, buvo palyginti lieso pieno su iSrligu
milteliy priedu (2g/100g) méginiai, susaldyti -12 °C,
-18°C ir -24°C temperatiroje. Méginiai tirti,
atitinkamoje temperatiiroje pilant | juos TCA ir,

pasildzius  iki 25°C, nusodinant baltymus.
StatistiSkai ~ patikimy  skirtumy tarp GMP
koncentracijos skirtingoje temperatiiroje
susaldytuose méginiuose nebuvo nustatyta.
ISvados

Nenustatyta statistiSkai  patikimy  skirtumy
(P<0,05) tarp glikomakropeptido koncentracijos

suSaldytuose pieno méginiuose, kuriuos ruoSiant
tyrimui baltymai buvo nusodinami trim skirtingais
buidais (pilant trichloracto riig§ti 1 suSaldytus,
pasildytus iki 8°C arba 25°C méginius).
Temperatiry intervale nuo -12°C iki -24°C
nenustatyta statistiSkai reikSmingos pieno méginiy
suSaldymo temperatiiros itakos glikomakropeptido
koncentracijai piene.
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R. NarkeviCius, I. Jasutiené, G. Garmiené

INVESTIGATION AND OPTIMIZATION OF
SAMPLE PREPARATION FOR THE
DETERMINATION OF GLYCOMACROPEPTIDE
IN MILK BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY METHOD

Summary

A high-performance liquid chromatography method
for determination of glycomacropeptide in skim milk was
improved. The effects of milk proteins precipitation
temperature and freezing temperature of the samples were
investigated. The use of TSK gel G 2000 SWXL column,
instead of two TSK 2000 SW columns in series, reduced
glycomacropeptide peak eliution time in HPLC
chromatogram by 7 min. No statistically significant
differences were observed in the concentrations of
glycomacropeptide in frozen milk samples during the
preparation of which proteins were precipitated by
different methods (trichloracetic acid was added to the
frozen, warmed to 8 °C or 25 °C samples).

Keywords: glycomacropeptide, high-performance
liquid chromatography, milk proteins, precipitation
temperature.

P. Hapkasuutoc, U. fcyrene, I'. I'apmene

HNCCJIEJOBAHUME U OIITUMU3ALIAA
IMPUT'OTOBJIEHUSA OBPA3IA JIJIA
OINIPEAEJIEHUSA T/IMKOMAKPOIIEIITUIA B
MOJIOKE METO/J0M BbICOKO2®®EKTUBHOM
JKHUJKOCTHOM XPOMATOI'PA®UH

Pe3zrome

MopnepHu3upoBaHa METOIMKa OIIPEAEIICHUS
TJINKOMAKpOTIENTHAA B 00E3KUPEHHOM MOJIOKE METOJIOM
BBICOKO3(D(pEeKTHBHOW  KHUAKOCTHOM  Xpomarorpaduu.
W3yyeHO BIMSHUE TEMIEPAaTypbl 3aMOPAKUBAHUS U
OCaXJECHUs ~ OEIKOB ~ MOJIOKA  HAa  COJAEpXKaHHUE
rIIMKOMaKpornenTiaa B oOpasue. [IpumeHeHue ogHOU
komonkn TSK gel G 2000 SWXL Bmecto naByX
napajieIbHO COeIUHEHHBIX KojoHok TSK 2000 SW
CHOCOOCTBOBAJIO  COKPAILEHHUIO  MPOJOJDKUTEIBHOCTH
BpEMEHHU ITIOLUH ITMKa XpOMaTOrpaMMmBl,
COOTBETCTBYIOIIEr0 TJIIMKOMAaKpOIENTHIY, NPUMEPHO Ha
7 muH. He yCTaHOBIEHO CTaTMCTHYECKH JOCTOBEPHBIX
PasIMuui MEXIy KOHIIEHTpaIMeH TIIMKOMaKpoIleTHAA B
3aMOpPOKEHHBIX 00pa3Iax MOJIOKa, OCa)XIeHHE OCIKOB
KOTOPBIX MPOBOAWIOCH TIPH PAa3HBIX TEMIIEpATypax.
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