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Santrauka

Baigiamasis magistro projektas yra skirtas iStirti pieno rugSties bakterijy, fermenty ir fenoliniy
junginiy taikymga iSrugy baltymy produkty modifikavimui. Siame darbe buvo atlikta idriigy baltymy
hidrolizé fermentais (pepsinu P7000, proteaze i§ Bacillus amyloliquefaciens P1236 ir pankreatinu
P1750). Istirta temperatiros, pH vertés ir hidrolizés trukmeés jtaka iSriigy baltymy hidrolizés
efektyvumui, antioksidaciniam bei antimikrobiniam iSriigy baltymy produkty aktyvumui. DidZiausias
iSragy baltymy hidrolizés efektyvumas (1,98 pgmol/ml iSlaisvinto tirozino) buvo nustatytas iSrigy
baltymy, paveikty pepsinu, méginiuose vykdant hidroliz¢ 40 min., 50 °C temperatiiroje, terpés pH
verté 3. DidZiausias antioksidacinis bei antimikrobinis aktyvumas buvo pastebétas iSrigy baltymy,
paveikty pepsinu, méginiuose vykdant hidroliz¢ 40 min., 40 °C temperatiroje, terpés pH verté 3.
ISrugy baltymy, paveikty pankreatinu ir proteaze, didZiausias hidrolizés efektyvumas gautas vykdant
hidroliz¢ 40 min., 40 °C temperatiroje, terpés pH vert¢ 7,5. Darbe buvo atlikta iSriigy fermentacija
naudojant pieno rugsties bakterijas (Lactobacillus plantarum DSM 20174, Lactobacillus acidophilus
DSM 20079 bei Bifdobacterium bifidum DSM 20082). I8rigy baltymy kiekis maz¢jo vykdant
fermenting hidrolize. ISruigy baltymy méginys su Bif. bifidum DSM 20082, fermentuotas 32 val.
pasizymejo didziausiu proteaziy aktyvumu (11 AV/ml). Tyrimo metu nustatyta, kad ilgéjant
fermentacijos trukmei, stipréja iSriigy baltymy produkty antioksidacinés savybés. Antimikrobinés
fermentuoty iSrtigy produkty savybés stipr¢jo ilgiau vykdant fermentacijg. Tirti iSriigy baltymy
hidrolizés produktai buvo antimikrobiSkai aktyvis pries visas tyrime naudotas patogenines bakterijas
(Staphylococcus. aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli it Salmonella typhimurium). Vertikalioji
vienkrypté natrio dodecilsulfato elektroforezé parodé iSriigy baltymy pokycius atlikus fermentacija
su pienartgStémis bakterijomis ir fermenting hidroliz¢. Taip pat nustatytos iSriigy baltymy
modifikavimo galimybés jvairiais fenoliniais junginiais (galo riigStimi, karvakroliu ir m-cymenu).
Tyrimas parodé¢, kad antioksidacinés savybés padidéjo, modifikuojant iSrtigy baltymus fenoliniais
junginiais (vidutiniskai iki 12 karty), o antimikrobinés savybés — iki 2 karty.
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Summary

The final master’s project is designed to investigate the application of lactic acid bacteria, enzymes
and phenolic compounds to the modification of whey protein products. In this work, the hydrolysis
of whey proteins using enzymes (pepsin P7000, protease from Bacillus amyloliquefaciens P1236 and
pancreatin P1750) was performed. The influence of temperature, pH and hydrolysis time on the
efficiency of whey protein hydrolysis, antioxidant and antimicrobial activity of whey protein products
was investigated. The highest efficiency of hydrolysis (1.98 pmol/ml released tyrosine) was obtained
using pepsin for 40 min at 50 °C and pH 3. The highest antioxidant and antimicrobial activity were
observed in the samples of whey proteins treated with pepsin for 40 minutes at 40 °C and pH 3. The
highest hydrolysis efficiency of whey proteins treated with pancreatin and protease was obtained by
hydrolysis 40 minutes at 40 °C and pH 7.5. Whey fermentation was performed using lactic acid
bacteria (Lactobacillus plantarum DSM 20174, Lactobacillus acidophilus DSM 20079 and
Bifdobacterium bifidum DSM 20082). Total protein content in whey decreased during enzymatic
hydrolysis. The whey protein sample fermented for 32 hours with Bif. bifidum showed the highest
protease activity (11 AV/ml). The study shows that the antioxidant properties of whey protein
products increase with increasing fermentation time. The antimicrobial properties of fermented whey
products were enhanced by prolonged fermentation. The tested samples of whey protein products
were antimicrobially active against pathogenic bacteria (Staphylococcus. aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli ir Salmonella typhimurium). The sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel
electrophoresis showed the changes of whey proteins after fermentation and enzymatic hydrolysis.
Modification possibilities of whey proteins with various phenolic compounds (gallic acid, carvacrol
and m-cymene) have also been identified. The study showed that the antioxidant properties were
improved by modifying the whey proteins with phenolic compounds (up to 12 times on average) and
the antimicrobial properties — up to 2 times.
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Santrumpy ir terminy sarasas

ABTS™ — 2,2’-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfono ragsties katijono laisvasis radikalas;
DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

MRS — De Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpe;

PRB — pieno rtigsties bakterijos;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

TEMED - tetrametiledilendiaminas;

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas;

WPC (Whey Protein Concentrate) — iSriigy baltymy koncentratas;

WPI (Whey Protein Isolate) — iSriigy baltymy izoliatas;

GMP — glikomakropeptidas;

o-La — a- laktoalbuminas;

B-Lg — B-laktoglobulinas;

BSA (Bovine Serum Albumin) — jaucio serumo albuminas;

TE — trolokso ekvivalentas;

PPO — polifenolio oksidaze;

MIX — L. acidophilus DSM 20079, L. plantarum DSM 20174 ir Bif. bifidum DSM 20082 bakterijy
miSinys (santykis 1:1:1).

Mikroorganizmy santrumpos:

A. — Aspergillus;

B.— Bacillus;

Bif. — Bifidobcaterium
E.— Escherichia;

L. - Lactobacillus;

P. — Pseudomonas;
S. = Salmonella;

St. — Staphylococcus.



Ivadas

Didé¢jantis vartotojy poreikis sveikesniems maisto produktams, pastaruoju metu skatina mokslininkus
skirti vis didesnj démesj antioksidaciniu aktyvumu ir antimikrobiniu poveikiu pasizyminciy
medZziagy paieskai, jy savybiy tyrimams bei panaudojimo galimybéms maisto pramonéje, ypac
kuriant naujus maisto produktus. Organizme vykstanciy jvairiy cheminiy reakcijy metu susidaro
laisvieji radikalai, kurie yra labai nestabilios reaktyvaus deguonies molekulés. Laisvieji radikalai
atakuoja lasteles, pazeisdami lipidy, baltymy ir DNR struktiira, dé¢l to palaipsniui lastelés pradeda
senti. Zmogaus organizmo antioksidaciné sistema apsaugo organizma nuo laisvyjy radikaly poveikio,
stabdo jy susidaryma, taip pat neutralizuoja naujai susidariusius laisvuosius radikalus, o sutrikus
pusiausvyrai tarp laisvyjy radikaly susidarymo ir organizme veikianciy antioksidanty, pasireiskia
,oksidacinis stresas”. ,,Oksidacinis stresas® pazeidzia lasteles ir padidina kai kuriy létiniy ligy
susirgimo rizika, be to, kaip manoma, viena i senéjimo priezasc¢iy yra ,,laisvyjy radikaly teorija®. Dél
,oksidacinio streso“ susilpnéja organizmo apsauga, kas ir lemia progresuojant] organizmo
nusidévejima. Oksidaciniam stresui iSvengti labai svarbi subalansuota mityba, kurioje gausu
antioksidanty. Strio gamybos metu susidariusiy iSrigy sudétyje yra baltymy, kurie visai neseniai
buvo apibiidinti kaip antioksidantai. Literatiiroje yra duomeny apie peptidy, gauty po fermentinés
hidrolizés arba po fermentacijos stipresnj antioksidacinj aktyvuma, susidariusiy peptidy
antimikrobines savybes. Dar vienas biidas antioksidaciniy ir / arba antimikrobiniy medziagy gavimui
galéty biiti iSriigy fermentacija probiotinémis pieno rigsties bakterijomis, kurios yra pripazintos
saugiomis, o jy gaminami baltyminés prigimties junginiai — bakteriocinai, laikomi natiraliais
inhibitoriais ir turi GRAS statusg (angl. Generally Recognized as Safe) — Pasaulinés Sveikatos
Organizacijos pripazinima.

Pastaruosius du deSimtmecius susidoméjimas probiotinémis bakterijomis tiek Lietuvoje, tiek
pasaulyje stipriai iSaugo. Per metus pasaulyje surengiama daugybé konferencijy, simpoziumy,
kongresy probiotiky tematika. Web of Science duomeny bazéje paskelbta probiotiky tema 3194
publikacija (2019 m.), o iSriigy baltymy tyrimai publikuoti 1481 publikacijose (2019 m.), kuriy
cituojamumas yra labai aukstas.

Probiotiky nauda negincijama — atlikta daugybé moksliniy tyrimy jrodanciy probiotiky nauda
sveikatai tiek naudojant prevenciskai, tiek gydant jvairias ligas, ypa¢ virSkinamojo trakto ligas bei
stiprinant imunin¢ sistemg. Probiotinéms bakterijoms priskiriamos Lactobacillus genciai
priklausancios pieno rugsties bakterijos, tokios kaip Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum ir kt. Pastaruoju metu
didelio mokslininky susidoméjimo sulauké savitomis savybémis pasizyminciy bioprodukty gamyba,
naudojant jy fermentacijai atrinktas pradines kultiiras ir / arba fermentus. Pienariig§tés bakterijos
parenkamos pagal pageidaujamg gauti poveikj technologiniam procesui ir gatavo produkto funkcines
savybes ar kokybeés rodiklius. Parinkus atitinkamas pradines kultiiras, galima pagerinti maisto
produkty aromata, reologines ir juslines savybes, taip pat iSvengti mikrobiologinio gedimo, praturtinti
produktus antioksidaciniu aktyvumu pasiZymin¢iomis medZiagomis.

Sio mokslinio tyrimo tikslas — istirti i$riigy baltymy hidrolizés ir fermentacijos produkty savybes,
bei baltymy modifikavimo galimybes. Tikslui pasiekti suformuluoti penki darbo uZdaviniai:

1. jvertinti komerciniy pieno riigsties bakterijy bei bakterijy, iSskirty i§ duonos raugy, proteazinj
aktyvuma.



2. atlikti iSrtigy baltymy hidroliz¢ fermentais (pepsinu P7000, proteaze i§ B. amyloliquefaciens P1236
ir pankreatinu P1750 ) ir nustatyti temperattros, pH ir hidrolizés trukmés jtaka baltymy hidrolizés
efektyvumui bei jy antioksidaciniam ir antimikrobiniam aktyvumui.

3. atlikti iSriigy fermentacija pieno riigSties bakterijomis L. acidophilus DSM 20079, L. plantarum
DSM 20174, Bif. bifidum DSM 20082 ir jy miSiniu bei nustatyti pieno riigsties bakterijy itaka baltymy
kiekiui, antioksidaciniam ir antimikrobiniam aktyvumui, pieno riig§ties bakterijy skaiciy po
fermentacijos, proteazinj aktyvuma.

4. jvertinti fermentacijos ir hidrolizés jtaka iSrtigy baltymy pokyc¢iams vertikaligja vienkrypte natrio
dodecilsulfato elektroforeze.

5. nustatyti iSrigy baltymy modifikavimo galimybes jvairiais fenoliniais junginiais (galo riig§timi,
m-cymenu ir karvakroliu), iStirti modifikuoty baltymy-fenoliniy junginiy antioksidacinj ir
antimikrobinj aktyvuma.
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1. Literaturos apzZvalga
1.1. ISrugy baltymai, ju fiziologinis poveikis ir panaudojimas

ISriigos yra Salutinis pieno pramonés produktas. Tai vertingos maistinés medziagos, turincios svarbiy
funkciniy ir maistiniy savybiy. Pienas pasizymi dviem vertingais baltymy Saltiniais: iSriigy baltymais
ir kazeinu [1]. Karvées piene yra apie 80 % kazeino ir 20 % iSrugy baltymy [2, 3]. ISriigy baltymai yra
pieno sudedamoji dalis ir yra viena naudingiausiy maistiniy medziagy [4]. ISriigy baltymai pasizymi
i8skirtinémis savybémis, tokiomis kaip didelis virSkinimo greitis [5], didelis a-laktalbumino, [3-
laktalbumino, Sakoty aminortigs¢iy grandiniy ir glutamino kiekis, lyginant su kitais baltymy Saltiniais
[6, 7, 8]. Taip pat jie yra tirpiis, juose gausu aminoriigsciy, mineraly, vitaminy, laktozés [9] ir
glikomakropeptidy (GMP), laktoferino ir laktoperoksidazés (zr. 1.1 lentele) [10, 11]. ISrligy baltymai,
turintys reikiamg lizino kiekij, gali biiti naudojami kaip augaliniy baltymy papildas, ypac javy griidy
produktuose [12]. Kadangi iSrligy baltymai pasizymi iSskirtinémis savybémis, jie placiai naudojami
maisto pramonéje jvairiy rusiy striams ir duonai gaminti. Moksliniai tyrimai parodé, kad iSragy
baltymai gali pagerinti sveikatg — buvo atlikta daugybé tyrimy apie teigiamg iSrugy baltymy poveikj
Zmogaus sveikatai ir medziagy apykaitos ligy, tokiy kaip nutukimas ar diabetas, prevencija [13, 14,
15]. ISrigy baltymai gali stimuliuoti insulino sekrecijg, nes juose esancios Sakotos aminoragsciy
grandinés, pavyzdZiui, izoleucinas, trukdo gliukozés perneSima ir tai gali padéti sumaZinti atsparuma
insulinui antro tipo diabetu sergantiems Zmonéms. Be to, iSrigy baltymai apsaugo nuo
hiperglikemijos. Tyrimai patvirtina Siy baltymy poveikj svorio metimui ir riebaly kaupimosi
organizme mazinimui. Remiantis kai kuriais tyrimais, iSragy baltymai, turintys Sakotas aminoragsciy
grandines (leucinas, valinas ir izoleucinas), efektyviai mazina trigliceridy ir cholesterolio kiekj.
ISrogy baltymai taip pat skatina riebaly iSsiskyrima i§ organizmo ir neleidZia kauptis riebalams [5].
Osama ir jo kolegos [16] taip pat pareiSkeé, kad iSrigy baltymai turi reikSmés bakterijy sukelty
kvépavimo taky infekcijy prevencijai ir gyjimui. Remiantis atliktais moksliniais tyrimais, iSrigy
baltymai daro teigiamg poveikj kepenims [17] ir apsaugo DNR nuo pazeidimo. Be to, iSrigy baltymy
vartojimas daro tiesiogin] poveikj organizmo antioksidaciniam aktyvumui, raumeny fiziniam
pajégumui, mazina cukraus kiekj kraujyje po valgio, apsaugo nuo kai kuriy véZzio rasiy [5]. Taikant
pazangias technologijas, skirtas gryninimo procesams, yra iSgaunami iSriigy baltymai ir gaminami
kaip koncentratas (iSriigy baltymy koncentratas, WPC) arba kaip izoliatas (iSrligy baltymy izoliatas,
WPI).

1.1 lentelé. Biologinés iSriigy baltymy funkcijos ir koncentracijos karves piene [5]

ISriigy komponentai Kiekis, g/l Privalumai / funkcijos
B.en(.iras iSragy baltymy 5.5-7.0

kiekis

Kazeino / iSriigy santykis 4,7

Nepakeic¢iamy ir Sakotos grandinés aminoriigsciy Saltinis,
B-laktoglobulinas 3,2-3,3 antioksidantas. Prisijungimas prie retinolio ir riebaly riig§¢iy.
Slopina naviko vystymasi.

Nepakeiciamy ir Sakotos grandinés aminoriigsciy Saltinis,
o-laktoalbuminas 1,2-1,3 imunomoduliatorius, antikancerogenas. Gamina laktozg,
pernesg kalcj, slopina naviko vystymasi.

PrieSuzdegiminis, antimikrobinis. Patogeny slopinimas,

Imunoglobulinas 0,5-1,0 fagocitozés aktyvinimas, atsakas j alergenus.
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1.1 lentelé (tesinys). Biologinés iSriigy baltymy funkcijos ir koncentracijos karvés piene [5]

Antioksidantas, opioidy agonistas, augima slopinantis poveikis

Serumo albuminas 0,304 7mogaus krilties véZio lasteléms.

Antioksidantas, antibakterinis, antikancerogeninis, antivirusinis,

Laktoferinas 0,02-0,1 priesgrybeliniai vaistai skatina naudingy bakterijy augima.

labai mazi kiekiai | Antimikrobiniai, sinergijos veiksmai su imunoglobulinais ir
/ pédsakai laktoferinu.

Glikomakropeptidas 1,2 Antivirusinis, bifidogenas.

Lizocimas

ISriigy baltymy aminoriigStys, turinCios sieros, palaiko glutationo lygj ir pasizymi antioksidaciniu
aktyvumu organizme. Didelis kiekis lizino ir arginino skatina metabolinio hormono sekrecijg ir
skatina Zmogaus raumeny augimg. ISriigy baltymai pasiZymi i$skirtinémis hidrodinaminémis arba su
hidratacija susijusiomis savybémis, jskaitant vandens absorbcija, tirpuma, klampuma ir geliacija, be
to, pasizymi geromis pavirSiaus aktyviosiomis savybémis, tokiomis kaip emulsinimas, puty
susidarymas ir plévelés formavimo galimybémis. Tod¢l iSriigy baltymai yra funkciniai komponentai
pridétinés vertés produkty gamyboje [18].

Nors isriigy baltymai pasizymi biologinémis ir funkcinémis savybémis, yra sukurti kai kurie iSrigy
baltymy biologinio aktyvumo ir funkcionalumo pagerinimo metodai, jskaitant fizinj, chemin;j ir
fermentinj; metoda. Fizinis iSriigy baltymy modifikavimas paprastai laikomas saugiu, netoksisku ir
nekenksmingu aplinkai. Cheminis modifikavimas yra veiksmingas buidas pagerinti iSrtigy baltymy
funkcines savybes, taciau cheminéms reakcijoms atlikti yra naudojami toksiski reagentai ir tai gali
sukelti pavojy. Taikant fermenting hidrolizés technologija, iSriigy baltymai gali biiti hidrolizuojami,
kad bty gauti bioaktyviis peptidai, taciau Sie peptidai yra kartaus skonio. Fizikinis iSrigy baltymy
modifikavimas suteikia didelj pranaSumga pries kitus metodus. Pastaraisiais metais daugelyje tyrimy
buvo atkreiptas démesys i ultragarso poveiki iSriigy baltymams. Pavyzdziui, WPI suspensijy tirpumas
ir putojimo savybés sumazéjo atlikus tyrimg naudojant ultragarsg. AuksSto intensyvumo ultragarsas
gali biiti naudojamas gaminant WPI gelius, pasiZymincius aukStesnémis gelio savybémis. Be to, dél
ultragarso ir Sildymo sumazéja membranos uZzsiterSimas iSrligy ultrafiltracijoje. Apdorojimas
ultragarsu padidino gelio stiprumag ir iSriigy baltymy puty stabiluma [18].

Panaudojimas. Anksciau iSriigos bei iSrigy baltymy produktai buvo laikomi striy gamybos
atliekomis, taciau Siais laikais jie yra placiai naudojami dél vertingy funkciniy ir maistiniy savybiy
[19, 20]. ISrigy baltymy panaudojimas skirtinguose maisto produktuose skiriasi priklausomai nuo jy
panaudojimo tikslo. Taciau iSriigy baltymai dazniausiai yra naudojami biologinei vertei padidinti,
geresnéms fizinéms, tekstiiros ar kitoms maisto funkcinéms savybéms stiprinti, sensorinéms
savybéms gerinti ir produktams, kuriuose yra daug baltymy. ISrtigy baltymai yra placiai naudojami
maisto pramonéje kaip komponentai tokiuose produktuose kaip pieno produktai (ypa¢ siiriai, jogurtai,
sausieji pieno miSiniai ir gérimai i$ pieno), medicininis maistas, maistas, skirtas sportininkams,
enterinis maistas, gérimai, sriubos ir baltymy batonéliai. ISrtigy baltymai iSpopuliar¢jo kaip funkcinis
maistas, naudojamas sportininky dietoms stiprinti, nes juose gausu raumenis stiprinanciy
aminorigsciy. Didelis susidomejimas iSriigy baltymy vartojimu yra susij¢s su galima nauda sveikatai,
iskaitant padidéjusj sotuma, medziagy apykaitos reguliavimg ir kaip svorio mazinimo intervencijos
programos dalis. Viena i$ i8riigy baltymy panaudojimo sri¢iy — baltyminiai gérimai, tokie kaip maisto
pakaitalai ar sportininky gérimai. ISriigy baltymy gérimai turi biiti termiSkai apdorojami, kad bty
uztikrintas saugumas ir stabilumas. Pagrindiniai iSriigy baltymy gérimy gamybos reikalavimai yra
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didelé baltymy koncentracija, stabilumas termiskai apdorojant, tinkamas klampumas ir jutiminés
savybés bei stabilumas po perdirbimo [21].

Taip pat iSrligy baltymai tapo vis labiau naudojami kaip riebaly pakaitalai, nes jie pasiZymi mazomis
energijos savybémis, o kartu ir konkurencingomis sensorinémis savybémis ir yra aptinkami tokiuose
produktuose kaip ledai, siiris bei jogurtai. ISrligy baltymai dél savo funkciniy savybiy naudojami kaip
emulsikliai ar puty stabilizatoriai. ISriigy baltymai taip pat naudojami kepiniuose, mésos produktuose,
riebioms uZtepéléms, desertams ir padaZams gaminti. Siais laikais mokslininkai itin stengiasi
iSsiaiSkinti naujas iSrtigy baltymy panaudojimo galimybes. Tyréjams itin aktualu iSsiaiSkinti
valgomyjy pléveliy gamybos principa naudojant iSrugy baltymus. Valgomosios arba biologiskai
skaidomos plévelés yra patogi priemoné, galinti pailginti maisto produkty galiojimo laikg ir pagerinti
Ju kokybe, nedidinat aplinkos tarSos. Sios plévelés yra ,,7alia“ tradicinio plastiko alternatyva. Dél
puikiy deguonies barjeriniy savybiy, iSrugy baltymy plévelés gali buti konkurencingos biologiskai
skaidZioms medZiagoms, pakeician¢ioms nailong arba poliesterius, kurios paprastai naudojamos kaip
deguonies barjerai [22].

1.1.1. Isragy baltymy klasifikacija

ISriigy baltymai yra klasifikuojami pagal turimg baltymy kiekj j: hidrolizatus, iSriigy baltymy
koncentratus (WPC) ir iSriigy baltymy izoliatus (WPI). WPC ir WPI taip pat yra svarbiis komponentai
gaminant pridéting verte [23]. Pagrindiniai baltymai tokiose iSriigy sistemose yra pieno globulininiai
baltymai, a-laktalbuminas ir B-laktoglobulinas, nedideli serumo albumino ir imunoglobuliny kiekiai
(zr. 1.2 lentele) [24].

1.2 lentelé. ISriigy baltymy sudétis ir jy molekuliné masé [25]

Baltymai Sudétis (%) Molekuliné masé (kDa)
B-laktoglobulinas 48-58 18

a-laktoalbuminas 13-19 14

Glikomakropeptidas 12-20 8,6

Jaucio serumo albuminas 6 66

Imunoglobulinas 812 150

Laktoferinas 2 77

Laktoperoksidaze 0,5 78

Hidrolizuoti isrigy baltymai. Hidrolizuotos iSriigos sudaro dalj iSrtigy baltymy, hidrolizuoty i
mazesnius fragmentus (peptidus, aminortigstis). Hidrolizei atlikti naudojami fermentai, tokie kaip
tripsinas, chimotripsinas ir kt. Produkto profilis labai skiriasi. Konkretiis naudojami fermentai,
fermenty kompozicijos, reakcijos laikas, reakcijos temperatiira ir kt. veiksniai yra svarbis ir gali turéti
jtakos gaminamy baltymy fragmenty tipui.

Siuo metu gamintojai WPC naudoja kaip prading medZiaga hidrolizuoty baltymy, pasizyminéiy
didesniu baltymy kiekiu, gamybai [26]. Komerciniy hidrolizuoty iSrtigy baltymy sudétis: 80-90 %
baltymy, 0,5-8 % riebaly ir 0,5-10 % laktozés [27].
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Isriigy baltymy koncentratas (WPC). WPC gaminamas naudojant slégio procesa, vadinama
ultrafiltracija. Ultrafiltracijai naudojamos pusiau pralaidZzios membranos. Laktoze ir mineralai yra
pasalinami, kol bus pasiektas norimas baltymy kiekis. Salutinis io proceso produktas yra skvarbus.

Norint paSalinti didesnj kiekj laktozés ir peleny i§ daugiau baltymy turinéiy WPC, diafiltracijos
procesui atlikti yra reikalingas vanduo. Baltymai néra denatiiruoti ultrafiltracijos proceso metu, todél
WPC gali biti labai tirpts. Gali biiti naudojamos saldZiosios arba riig§¢iosios iriigos, taciau WPC
paprastai gaminamos 1§ saldziyjy iSrigy. ISriigy baltymy koncentratai — laktozé, mineralai ir
nebaltyminiai azoto junginiai pasalinami, tokiu biidu sukoncentruojant baltymy frakcija. Galutiniame
sausame produkte turi biiti ne maziau kaip 25 % baltymy [26]. Komerciniy WPC sudétis: 34-80 %
baltymy, 1-7 % riebaly ir 4-52 % laktozes [27].

Isriigy  baltymy izoliatai (WPI). ISrigy baltymy koncentratai, kuriy baltymy kiekis sausoje
medziagoje sudaro daugiau kaip 90%, yra vadinami iSriigy baltymy izoliatais. WPI gaminami vienu
i§ dviejy budy: mikrofiltracija / ultrafiltracija arba atliekant jony mainy chromatografijg. WPI
baltymy sudétis priklausys nuo naudojamo metodo. Didziausias skirtumas yra glikomakropeptido
(GMP) buvimas. GMP yra baltymo fragmentas, atsirandantis d¢l §liuzo fermento poveikio kazeinui
gaminant siirius. Jony mainy proceso metu GMP yra paSalinamas, o mikrofiltracijos / ultrafiltracijos
proceso metu yra iS§saugomas GMP ir randamas galutiniame WPI produkte [26]. Komerciniy WPI
sudetis: 90-95 % baltymy, 0,5-1 % riebaly ir 0,5-1 % laktozes [27].

1.1.2. ISragy baltymy hidrolizé

Baltymy hidrolizés metu prie peptidinés jungties pridedama suskaidyta vandens molekulé, kuri
padalijama taip, kad biity atlaisvinti du galai su karboksirtigsties grupe (C-galas) ir amino grupe (N-
galas) (zr. 1.1 pav.). (N-C) jungties skilimui jtakos turi fermentai, pavyzdziui, proteazés. Pasak
mokslininky, fermentas, toks kaip galvijy tripsinas (EC 3.4.21.4) yra specifiskas peptidiniy rysiy,
susiformavusiy tarp bet kurios kitos aminortgsties, skilimui lizino ar arginino C terminaluose,
i8skyrus atvejus, kai ta kita aminortigstis yra prolinas [28].

.o (H)o. R 0.0.. I,|{
| . I
R—C—N—R + :/O—H — R—(‘: + :ITI—R
Amidas H O: H
Vanduo H/ e Aminas
Karboksirugstis

1.1 pav. Baltymy hidrolizés mechanizmas, kuriame pridedama vandens molekulé, kad suskaidyty amidinj
rys]
Suskaidzius peptidines jungtis, terminalai yra jonizuojami, atsizvelgiant j tam tikras hidrolizés
salygas, tokias kaip terpés pH ir temperatiira. Hidrolizés metu esant rtugStiniam pH, iSsiskiria
hidroksilo jony grupés, tuo tarpu esant Sarminiam pH, hidrolizé sukelia H' i§siskyrima (zr. 1.2 pav.).
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H H
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H*-N-C-R, + OH

H R,

1.2 pav. Peptidy hidrolizés mechanizmas, rodantis jonizacijos galimybes esant skirtingoms terpés pH
vertéms: pH 2 ir pH 8

Tyrimai parod¢, kad esant rtigs¢iai hidrolizei, pH verté hidrolizés metu didéja, o hidrolizés metu esant
Sarminiam pH — pH verté mazéja. D¢l baltymy, ypac pieno baltymy, buferinio poveikio (geb¢jimas
palaikyti tam tikra terpés pH) tikétina, kad pH pokytis néra visiSkai proporcingas vandenilio ir (arba)
hidroksilo jony iSsiskyrimui. Fermentai yra jautrts terpés pH ir esant netinkamam pH fermentai
denatiiruos, todel hidrolizés pH yra reguliuojamas pridedant buferiniy tirpaly arba tiesiog naudojant
natrio Sarmg ar vandenilio chlorida, kuriy koncentracija nevir$ija 2 mol/l, kad nedenatiiruoty baltymai
[28]. Hidrolizés laipsnis yra svarbus baltymy hidrolizés indeksas, nulemiantis keleta hidrolizaty
savybiy [29]. Hidrolizuoty baltymy peptidy kompozicija jvertinama nustatant peptido pasiskirstyma
pagal grandinés ilgj. Peptidy grandinés ilgis turi jtakos absorbcijos greiciui, taip pat ir baltymy
maistinei vertei [30].

Hidrolizés laipsnis nurodo suhidrolizuoty peptidiniy jung€iy procentg [31]. Pastebéta sgsaja tarp
hidrolizés trukmés, iSmatuoto hidrolizés laipsnio ir hidrolizaty savybiy, tokiy kaip alergiSkumas,
funkcinés savybés ir biologinis aktyvumas, taciau jtakos antioksidaciniam iSriigy baltymy hidrolizaty
veikimui jis neturi [28, 32]. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad hidrolizés laipsnis turi jtakos peptidy
kartumui - tai savybé, kuri gali neigiamai paveikti baltymy hidrolizaty pritaikomuma [28].

Fermentinei hidrolizei atlikti gali biiti naudojamos keliy rusiy proteazes, viena i§ jy — pankreatinas.
Pankreatinas — tai fermentinis kompleksas, kurio sudedamosios dalys yra i§ kasos iSskiriami
fermentai. Sis fermentinis preparatas pasizymi proteolitiniu, amilolitiniu bei lipolitiniu aktyvumu.
Sios pankreatino proteazés yra suskirstytos j endopeptidazes (tripsing, chimotripsing ir elastaze) ir
eksopeptidazes (A ir B karboksipeptidazes) [33]. Hidrolizés laipsniui jtakos turi hidrolizés trukmé —
didéjant trukmei hidrolizes laipsnis gali mazeti, didéti ar islikti pastovus (zr 1.3 pav.).

Baltymy hidrolizé pagerina funkcines ir maistines savybes, nesumazinus maistinés vertés. ISrigy
baltymy hidroliz¢ atliekama naudojant riigstis, Sarmus ir fermentus. WPI hidroliz¢ atliekama siekiant
pagerinti baltymy Silumos stabilumg (baltymy savybé, padedanti iSvengti pazeidimy aukStoje
temperatliroje), sumazinti alergiSkuma, pagerinti virSkinamumga ir iSlaisvinti bioaktyvius peptidus
[28].

Literattiros duomenimis fermentus naudoti hidrolizei yra geriau, nes jie yra laikomi saugiais (GRAS),
o hidrolizatai yra gaminami esant Svelnioms terpés pH ir temperatiiros salygoms, kurios yra
nepalankios Salutiniy reakcijos produkty susidarymui. Cheminés hidrolizés metu yra pagaminama
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daugiau laisvy aminortig§¢iy nei fermentinés hidrolizés metu. Kai kurios aminortigstys, tokios kaip
triptofanas, asparaginas ir glutaminas, yra prarandamos cheminés hidrolizés metu, o asparagino ir
glutamino atveju jos virsta riigsties dariniais, atitinkamai asparto ir glutamo rigsStimis [28].

40.0
3562ABa  3568ABa  S0-41Aa 35.68ABa Hidrolizés trukme,
o — o —.. .. 34.28Ba val.:
T ° - - P1-1
29.82Ab P2-2
30.0 : P33
R ‘ Ab P4 -4
ih 24.86Rb 30.52 s _5
§ 21.33# N N . .
P 200 ;/ 21700 22.16% 22 284 22.48k¢
N
g 17.208¢
T
10.0
3.26Ad 3.32Ad 3.61Ad 3.80Ad 4,02
S R P PO A
0.0
P1 P2 P3 P4 P5

Tiriamieji méginiai

1.3 pav. WPC hidrolizaty hidrolizés laipsnis, gautas veikiant pankreatinu. Metodai: formolio titravimo

metodas (O), reakcija su orto-ftaladehidu (), uzsalimo temperatiiros metodas (©), tirpiy baltymy kiekis

(A). Skirtingos didZiosios raidés Zymi ty paciy metody, bet skirtingy hidrolizaty esminius skirtumus, o
mazosios raidés zymi skirtingas to paties hidrolizato, bet skirtingy metody esminius skirtumus [30]

ISriigy baltymams hidrolizuoti yra naudojami jvairGis fermentai. Jie apima gyvininés kilmés
fermentus, tokius kaip tripsinas, chimotripsinas ir pepsinas. Tyrimuose buvo naudojami ir augalinés
kilmés fermentai, tokie kaip papainas, Cardosin A, taip pat Cynara cardunculus ekstraktai.
Mikrobinés kilmés fermentai pasizymi placiu selektyvumu ir labai gerai hidrolizuoja baltymus —
pasiekiamos aukstos hidrolizés laipsnio vertés. ISriigy baltymai buvo hidrolizuoti naudojant fermenta
alkalaze, Debitrase (natiiralus pieno skonio fermentas, mazinantis kartumg isSriigy perdirbimo metu),
flavorzyme (proteazé i§ Aspergillus oryzae), neutraze, proteaze N, proteazg A ir proteaze iS Bacillus
sp. [28].

Prie$pienio i§riigos, turinéios jau¢io serumo albumino (BSA), a-laktoalbumino ir $-laktoglobulino,
buvo hidrolizuotos naudojant jvairius fermentus. Tyrimo rezultatai parod¢, kad papainas nepilnai
suhidrolizavo BSA, -Lg ir a-La. PrieSingai, pepsinas visiSkai pasalino BSA, bet ne B-Lg, esancio
pasildytose isrtigose. Alkalazé visiSkai paSalino BSA, $-Lg ir a-La i§ prieSpienio. Be to, pasildytos
ir natiiralios i§rtigos buvo hidrolizuotos naudojant fermentus pepsing ir tripsing [34]. a-La natiiraliose
WPC buvo Siek tiek suskaidytas, kai iSriigos buvo inkubuotos su 0,1 % pepsinu, po to su 0,1 %
tripsinu, o per 60 minuciy po inkubacijos buvo beveik visiskai suhidrolizuotas su 0,5 % pepsinu ir po
to su 0,5 % tripsinu. Nattiralaus WPC inkubavimas su 1 % pepsinu ir po to su 1 % tripsinu 30 min.
visiS$kai pasalino BSA ir a-La. Natyviniy WPC esancio B-Lg, pepsinas ir tripsinas nepaveiké.
PrieSingai, 3-Lg pakaitintose WPC buvo i§ dalies suhidrolizuotas apdorojant 0,1 ir 0,5 % pepsinu bei
tripsinu ir buvo visiSkai suskaidytas apdorojant 1 % pepsinu ir tripsinu [28].

Mikrobinés kilmés proteazés paprastai atakuoja atsitiktinius peptidy rySius, todel susidaro karttis
hidrolizuoti produktai, turintys trumpus hidrofobinius peptidus bei auksta hidrolizés laipsnj. Kadangi

hidrolizés tikslas yra gauti produkta, turintj palankias funkcines ir bioaktyvigsias savybes, svarbu
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uztikrinti, kad juslinés savybés nebiity neigiamos. Moksliniy Saltiniy duomenimis hidrolizaty
kartumas yra susij¢s su peptido struktiira, o galinés aminoriigStys lemia keletg rySkiy kartaus skonio
savybiy, iSskyrus hidrofobiniy aminortig§¢iy buvima. Mokslininkai taip pat tvirtina, kad tvirtos
hidrofobinés aminoriigStys C gale ir nepatogios bazinés aminoriigStys N gale siejamos su kartumu.
Si peptidy savybé yra pritaikoma panaudotam fermentui ir baltymo aminoriigi¢iy sekai, nes
kiekvienas fermentas turi unikaly hidrolizés modelj, o tai reiSkia, kad galinés aminortigstys priklausys
nuo to, kaip baltymas yra ,,uzpultas* fermento. Fermento pasirinkimas gali turéti jtakos peptidy
kartumui [28].

1.1.3. ISriigy baltymy antioksidacinés savybés

ISriigy baltymai, Salutinis produktas, pripazintas vertingu maisto ingredientu, turinéiu svarbiy
maistiniy ir funkciniy savybiy, vis labiau pripaZjstami kaip funkciniai maisto komponentai.
Literatiiros duomenimis, daugelis augalinés ir gyviininés kilmés baltymy pasizymi geromis
antioksidacinémis savybémis. Ankstesniuose tyrimuose buvo jrodyta, kad iSrigy ir sojos baltymy
hidrolizatai gali buti naudojami kaip nattiralis antioksidantai. Termiskai apdoroto WPI hidrolize,
trukusi 0,5 arba 1 val. salygojo stipriomis antioksidacinémis savybémis pasizyminciy hidrolizaty
susidaryma. Siy méginiy analizé vykdant elektroforeze parodé, kad iSrigy ir sojos baltymy
hidrolizatai turi tarpiniy ir mazy baltymy frakcijas (<6 kDa). Todél buvo pasiiilyta, kad hidroliziniai
komponentai, turintys antioksidacinj aktyvuma, gali biti lyginami su mazos molekulinés masés
peptidais, taip pat tam tikromis laisvosiomis aminoriig§timis. Tyrimai rodo, kad iSrligy baltymy
hidrolizaty gebéjimas slopinti Zalingus pokycius, kuriuos sukelia lipidy oksidacija, yra susij¢s su tam
tikrais peptidy aminortigsciy likuciais, tokiais kaip tirozinas, metioninas, histidinas, lizinas ir
triptofanas [32]. MaZos molekulinés masés rugsciy iSriigy baltymy frakcijos liposomingje sistemoje
slopina nemetaly bei metaly oksidacija. Tong‘as ir kt. [35, 36] iStyré¢ didelés molekulinés masés
iSrigy komponenty antioksidacinj aktyvuma emulsijos sistemoje. Rezultatai parod¢, kad didelés
molekulinés masés baltymai, slopindami lipidy peroksido gamyba, buvo veiksmingesni nei mazos
molekulinés maseés polipeptidai. Laisvosios aminortigstys taip pat gali sulétinti lipidy oksidacija.
Irodyta, kad kelios aminoriigStys, tokios kaip tirozinas, metioninas, histidinas, lizinas, triptofanas ir
prolinas, veikia kaip antioksidantai, nors tam tikrais atvejais (pvz., didelémis koncentracijomis) jos
taip pat gali veikti kaip prooksidantai [37]. Dryakova ir kt. [38] nustate, kad atliekant hidroliz¢ su
mikroby proteazémis (alkalaze, Flavourzyme, Protamex ir neutraze), iSriigy baltymy antioksidacinis
aktyvumas padidéjo nuo 7-19,8 iki 40-54,2 %. Kyla susiriipinimas d¢l galimo sintetiniy antioksidanty
poveikio sveikatai, todél pastaruoju metu padid¢jo nattraliy antioksidanty poreikis. D¢l Sios
priezasties daugéja moksliniy tyrimy, skirty nattraliy antioksidanty, gauty i§ maisto ingredienty,
kurie galéty sulétinti lipidy peroksidacija, kiirimui [39].

ISriigy baltymy izoliatai (WPI) yra placiai naudojami kaip funkciniai maisto produkty ingredientai.
Buvo pasitlyta keletas biidy, kaip modifikuoti iSriigy baltymus, kad biity galima visapusiskai
iSnaudoti jy funkcines savybes. Aukstas slégis, terminis apdorojimas ir fermentiné hidroliz¢ gali
veiksmingai pakeisti strukttrg ir taip pakeisti iSrigy baltymy funkcionalumg. Hidrolizaty savybés
priklauso nuo naudojamo fermento tipo, hidrolizés laipsnio, aplinkos salygy ir pirminio substrato
apdorojimo. Naujausi tyrimai parodé, kad kai kurie maisto baltymai, hidrolizuojami tam tikrais
fermentais ar riigStimis, gali veikti kaip antioksidantai pavyzdinése sistemose. Peptidai, turintys
antioksidacinj poveikj, turi didelj potencialg buiti naudojami kaip natiiraliis antioksidantai maisto
produktuose. Skirtingais metodais jvertintos iSriigy baltymy antioksidacinés savybés pateiktos 1.3

lenteléje.
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Aminortigs¢iy sudétis, seka ir peptidy konfigiiracija taip pat veikia jy antioksidacinj aktyvuma.
Irodytas antioksidacinis kai kuriy di- arba tripeptidy poveikis aliejaus ar metaly katalizuojamose
liposominése suspensijose. [rodytas riigS§¢iy iSrigy antioksidacinis aktyvumas liposomy modeliy

sistemoje ir saldziyjy iSrtigy milteliy, esanciy sojy aliejuje, aktyvumas buvo priskirtas nezinomiems
peptidams [32].

1.3 lentelé. Apdorojimo budy ir fermentinés hidrolizés poveikis antioksidaciniam iSriigy baltymy izoliato,
iSrigy baltymy koncentrato ir iSrtigy baltymy aktyvumui [27]

Apdoroji- Lit
Produktas! mas Fermentas, salygos Metodas? Rezultatai’ e
e Saltinis
karSciu
WPI (95% | pasildyti Subtilizinas (pH 8,5, 65 DPPH Hidrolizé pagerino antioksidacines [40]
baltymy) 95°C, 5 °C,po1,2,3,4,5ir 8 savybes (DPPH slopinimas: WPI =
min. val.) 114 %, 5 val. Hidrolizuoti WP =
62.9 %)
pasildyti Papainas (pH 8,0, 35-55 DPPH didesnis antioksidacinis aktyvumas | [41]
85°C, 15 °C,2-6val.) po hidrolizés (3,6 val. 45,7 °C
min. (DPPH = 31,36 %))
nesildyti Pepsinas (pH 2,6, 37 °C) ABTS Hidrolizé pagerino antioksidacines | [42]
arba Tripsinas (pH 7,8, 37 °C) ORAC savybes (WPH tripsinas = 0,32,
pasildyti Chimotrpsinas (pH 7,8, 37 WPI = 0,08 pmol of TE/mg
WPI (80°C, 15 | °C) 12 arba 24 val. baltymy) Nepastebéta skirtumo tarp
min.) fermenty, trukmés ir paSildymo
Papainas (pH 7,0, 65 °C, FRAP Antioksidacinis aktyvumas, [43]
0-5 val.) Pepsinas (pH 2,0, naudojant papaing, priklausé nuo
37 °C, 0-5 val.) laiko. Nepastebéeti pokyciai
Subtilizinas (pH 8,3, 55 antioksidaciniame aktyvume
°C, 0-5 val.) naudojant subtilizing ar pepsino
hidrolizatus.
Natyviniy Apdorojimas slégiu (1 FRAP WPI pasizyméjo geresniais [44]
WPI (1 ciklas 550 MPa), pepsinas rezultatais — 21 % didesnis
mg/ml) (pH 1,9, 37 °C, 15 min.), antioksidacinis aktyvumas nei
tripsinas, chimotripsinas ir natyviniy WPI
peptidaze (pH 7,4, 37 °C, 1
val.), filtracija per
membranas (10 kDa
permeato)
WPI (>90 | paSildyti Fermenty kompleksas DPPH Hidroliz¢ ir kaitinimas padidino [45]
% 85°C,5 Corolase N (pH 7,7, 55 °C, antioksidacinj aktyvuma WPI = 13
baltymy) val., pH 5val) %, WPH = 60 %)
2,0)
WPC (80 DPPH WPC antioksidacinis aktyvumas [46]
% priklauso nuo dozés (20-100
baltymy) mg/100 ml)
WPC nesildyti Pepsinas (pH 2,0,37 °C,2 | FRAP Hidrolizé padidino antioksidacinj [47]
arba val.) DPPH aktyvuma (naudojant subtilizing
pasildyti Tripsinas (pH 8,0, 37 °C, 2 DPPH slopinimas — 62 %,
(95°C,5- | val.) naudojant tripsing ar pepsing —
10 min.) Subtilizinas (pH 9,0, 50 mazesnis)
°C,2 val.)
Leucino aminopeptidazé
(pH 7,0,50 °C, 2 val))
pasildyti Pepsinas (pH 1,5, 37 °C) DPPH WPH antioksidacinis aktyvumas [48]
90 °C, 5 po to tripsinas (pH 7,6,50 | FRAP priklauso nuo dozés (0—10 mg/ml)
min. °C) 1,5 val.
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1.3 lentelé (tesinys). Apdorojimo budy ir fermentinés hidrolizés poveikis antioksidaciniam iSrigy baltymy

izoliato, iSriigy baltymy koncentrato ir iSriigy baltymy aktyvumui [27]

komerci- Pepsinas (pH 2,0, 37 °C, ORAC Imituojamas virSkinimo trakto [49]
nés 1,5 val.) po to Corolase PP virskinimas padidino WPC
WPC (pH 7,5, 37 °C, 2,5 val.) antioksidacinj aktyvuma (WPC =
13,662; SGID WPC = 36,605 pmol
TE/100 g milteliy)
WPC (4% | paSildyti Proteazg, subtilizinas arba | ABTS WPC =2,83 mM TE [50]
baltymy) 50-54 °C, | abu fermentai (pH 7,0; 0,5, | ORAC WPH proteazé = 4,27 mM TE
10 min. 1, 1,5 val.; 45, 50, 55 °C) WPH su abiem fermentais = 6,33
mM TE
WPX (11 DPPH WP 72,15 % laisvyjy radikaly [51]
% Salinimo aktyvumas
baltymy)
WPX Leucino aminopeptidazé ORAC Hidrolizé padidino WP hidrolizaty, | [52]
Subtilizinas DPPH naudojant proteazg i§ Aspergillus
Proteaze i§ Aspergillus oryzae, antioksidacinj aktyvumg.
oryzae ORAC tyrimo rezultatai (172,11
Optimali temperatiira ir pH umol of TE/g) ir DPPH (69,53 %)
verté, 4 val.
Saldzios ir Polimerizacija glikuojant* | ABTS Hidrolizé ir glikacija padidino [53]
ragscios (pH 7,0 ir 9,0), po to antioksidacinj aktyvuma (rugscios
WPC hidrolizé naudojant WPC =55 %, WPH = 85 %, WPC
Bacillus subtilis biomasg¢ glikuotos = 75 %, WPH glikuotos =
(pH 7,0, 50 °C, 24 val.) 95 %)

' WPI - baltymy i8rugy izoliatas; WPC — baltymy iSrtigy koncentratas; WPH — baltymy iSraigy hidrolizatas; WPX — iSrugy
baltymai, tipas nenustatytas;

2 FRAP — gelezies jony redukcijos antioksidacinés galios tyrimas, DPPH — 2 2-difenil-1-pikrilhidrazilas radikalas; ABTS
— 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfoniné rugstis); ORAC — deguonies radikaly absorbcijos talpa;

3 SGID - imituojamas vir§kinimo trakto virSkinimas; TE — trolokso ekvivalentas.

“Glikacija — procesas, kai nekontroliuojami fermenty baltymai prisijungia prie cukraus molekuliy (gliukozés ar
fruktozeés).

1.1.4. ISrugy baltymy antimikrobinés savybés

ISriigos turi nattralig apsauging funkcija — jos gali padidinti atsparumg infekcijai ir slopinti galimai
patogeniniy mikroorganizmy veikima. Antimikrobinis aktyvumas iSriigose labiausiai priskiriamas kai
kuriems nedideliems iSriigy baltymams: laktoferinui, imunoglobulinams  ir
laktoperoksidazei. ISriigy baltymy antimikrobinis aktyvumas daugiausia priskiriamas lizocimui ir
kiek maziau laktoferinui [54]. Kai kurie tyrimai rodo, kad lizocimas, laktoferinas ir imunoglobulinas
veikdami kartu su pienu, sukuria sinergija su galimomis vir§kinamojo trakto funkcijomis, slopindami

lizocimui,

mikroby augimg ir sumazindami virSkinimo trakto infekcijy dazni, ypac kudikystéje ir vaikystéje [55,
56]. Isrugy baltymuose esanciy a-laktalbumino, [B-laktoglobulino, imunoglobuliny, albumino,
laktoferino ir laktoperoksidazés hidrolizés metu gaunami bioaktyviis peptidai [57, 58], kuriuos galima
jtraukti | maistg kaip funkcinius komponentus. Bioaktyvieji peptidai yra apibréziami kaip specifiniai
gyvininés ar augalinés kilmés baltymy fragmentai, turintys teigiama poveikj kiino funkcijoms ar
salygoms, galinCioms paveikti Zmogaus sveikatg [59]. ISrtigy baltymai pasiZymi antimikrobinémis,
antioksidantinémis ir antihipertenzinémis savybés. Sie peptidai paprastai gaunami i§ baltymy,
atliekant cheming ar fermenting hidrolize [60, 61, 62]. Peptidai, turintys antimikrobinj poveikij, yra
apibiidinami pagal dyd;j: nuo 3 iki 20 aminoriig§¢iy. Tyrimai parode, kad iSriigose esantys laktoferino
ir izofermenty fragmentai, laktoperoksidazés ir imunoglobulinai slopina mikroby augima, susijusj su
teigiamu Siy peptidy kruviu. Daugelis pagrindiniy aminoriig§¢iy sukelia antimikrobinj poveikj,
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formuodamos a-spiralés formos kilpga karboksilo gale, dél kurio susidaro joniniai kanalai
mikroorganizmo membranoje, taip pakeisdami jos pralaidumg ir sukeldami Igsteliy Zzitj; [63].
Ankstesnis darbas parode, kad peptidai, kuriuos i$skiria proteolitiniai fermentai, tokie kaip pepsinas
1§ kiaulés skrandZzio gleivinés, B. licheniformis alkalazé, galvijy kilmés chimotripsinas, chimozinas
ar tripsinas — visi slopina tiek gramteigiamas (Staphylococcus, Bacillus, Listeria, Streptococcus
gentims priklausancias bakterijas), tiek gramneigiamas (Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas,
Salmonella ir kt. gentims priklausancias bakterijas) bakterijas, taip pat patogenines mieles, tokias
kaip Candida albicans [64, 62, 65].

1.1.5. ISrigy baltymy modifikavimo fenoliniais junginiais galimybés

Fenoliniai junginiai yra antriniai metabolitai placiai paplite augaluose, kurie yra sintetinami pentozés
fosfato ir fenilpropanoido keliais [66, 67]. Fenolio junginiai yra sudaryti i§ aromatinio ziedo su vienu
ar daugiau hidroksilo pakaity, pradedant nuo paprasty fenoliniy molekuliy ir baigiant labai
polimerizuotais junginiais [68, 69]. Siy mikroelementy gausu Zmogaus racione. Maisto produktuose
fenoliniai junginiai gali biiti naudojami kaip nattraltis dazikliai bei konservantai. Taip pat Sie
junginiai pasizymi antioksidacinémis, antimikrobinémis, antimutageninémis, prieSvézinémis,
antialerginémis, prieSuzdegiminémis bei antivirusinémis savybémis [70]. D¢l Sios priezasties maisto
produktai, praturtinti fenolio junginiais, pasizymi dideliu funkcionalumu. Per pastargjj deSimtmet;j
baltymy funkcionalumas fenolio junginiais sulauké vis didesnio démesio. D¢l fenoliniy junginiy ir
baltymy svarbos mitybai ir sveikatai did¢ja susidomejimas baltymy ir fenoliy sgveika. Yra keturi
galimi fenoliniy junginiy ir baltymy saveikos tipai: jungiantis vandeniliu, hidrofobinis, joninis ir
kovalentinis. Fenolio hidroksilo grupé yra vandenilio jung€iy donoras ir sudaro tvirtus vandenilio
ry$ius su peptido ,,stuburo® amido karbonilu. Susidariusiems kompleksams stabilizuoti svarbesné yra
hidrofobiné sgveika, kuriai susidarius svarbiausias vaidmuo tenka prolino liekanoms. Kovalentinis
jungimasis prie baltymy vyksta per oksiduotas fenolines medziagas (chinonus) (zr. 1.4 pav.), tuo
tarpu benzeno ziedo 2 padétis, pvz., kofeino riigSties molekuléje yra elektrofiliSkiausia ir nukleofilinis
pridé¢jimas ten vyksta pirmiausia. Toliau oksidavus §j papildomg produkta, pvz., per lakaze¢ (redoks
aktyvus fermentas, katalizuojantis deguonies redukcijg iki vandens, randamas aukStesniuosiuose
grybuose ir augaluose [71]), kad susidaryty jos chinonas, jvyksta antrasis pridéjimas, dél kurio gali
susidaryti susieti baltymy polimerai [72]. Fenolio ir baltymy junginiai gali sudaryti fenolio-baltymy
kompleksus per nekovalenting saveika (pvz.: elektrostatinis, hidrofobinis, van der Valso ir
vandenilinis rySys) [73]. Sie kompleksai gali bati susijunge ir per kovalentinj rysj — susidaro fenolio-
baltymo konjugatai [74, 75]. Literatiros duomenimis kovalentiSskai sujungti fenolio-baltymo
konjugatai yra stabilesni nei nekovalentiniai fenolio-baltymo kompleksai, nors abi sgveikos gali
pakeisti baltymy savybes [76, 77]. Literatiros duomenimis, fenolio junginiy prisijungimas prie
baltymy blokuoja kai kurias aminortigs¢iy liekanas [78, 79, 80, 81].

OH

OH
4} tribidroksi<d d-dihidro-2H-1

henzopiran-2-iljcikloheksa-)
Hen<1.2-dionas

1.4 pav. Katechino-baltymo konjugato sintezé€s mechanizmas naudojant fermentg tirozinazg
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Veiksniali, tokie kaip temperattira, pH verte, baltymy rusis, baltymy koncentracija, fenoliniy junginiy
rasis ir struktiiros bei keletas kity veiksniy turi jtakos baltymy ir fenoliy saveikai. Kai kurie moksliniai
tyrimai parodé, kad baltymy ir fenoliy suriSimo giminingumas maz¢ja didinant temperatiirg, tuo tarpu
kituose — gauti prieSingi rezultatai. Baltymy-fenolio sgveikai jtakos turi ir terpés pH verté. Esant
zemesniam pH yra gaunamas stipresnis suriSimas, nes baltymas disociacijuoja ir atsiranda daugiau
jungimosi viety. Skirtingas baltymy hidrofobiSkumas ir izoelektriniai taSkai bei aminortigs¢iy
sudéties skirtumas taip pat turi jtakos jungimosi giminingumui. Skirtingi fenolio junginiy tipai ir
struktiiros taip pat turi jtakos baltymy ir fenoliy sgveikai. Kiti veiksniai, tokie kaip druskos
koncentracija ir tam tikry reagenty pridéjimas taip pat turi jtakos fenolio-baltymo sgveikai. Atlikus
mokslinius tyrimus buvo pastebéta, kad baltymy ir fenolio sgveika padidina baltymy molekuling
mas¢. Padidéjes fenoliniy junginiy kiekis sumazina baltymy tirpuma. Be to, baltymy saveika su
fenolio junginiais gali pagerinti baltymy $iluminj stabiluma [79].

Fenolio junginiai (ypa¢ fenolio riigStys ir flavonoidai) su baltymais (daugiausia zelatinos, iSrigy ir
kiaus$iniy baltymais) gali sukelti reik§mingus struktiiriniy, fizikiniy ir cheminiy bei biologiniy savybiy
pokycius, turéti jtakos baltymy struktirai, tirpumui, hidrofobiSkumui, Siluminiam stabilumui ir
izoelektriniam taskui [78, 79] bei praplésti baltymy panaudojimo galimybes.

Visai neseniai, visuomené¢ pademonstravo vis didesnj supratimg ir susidoméjima ,,funkcionaliu
maistu®. Zalioji arbata dedama j funkcinius maisto produktus ar maisto papildus, nes yra stiprus
antioksidantas. Zaliosios arbatos naudojimas parodé puikius rezultatus, susijusius su jos
antimikrobiniu poveikiu keliems su maistu pernesamiems mikroorganizmams. Nepaisant to, kad vis
dazniau zalioji arbata naudojama maiste, dauguma antimikrobinio aktyvumo eksperimenty buvo
atlikti tik laboratorinése terpése [82]. Kol kas daugiausia tyrimy yra atlikta naudojant tik arbata, kava
ir Sokoladg kaip fenolio junginiy Saltinius, o pieng bei iSrligas — kaip baltymy Saltinj, taciau
mokslininkai vis dazniau prad¢jo tirti ir kitus fenolinius junginius, tokius kaip cinamonas, rozmarinas
ir kiti bei jy sgveikg su baltymais. Fenoliy ir iSriigy baltymy konjugatai gali biiti naudojami kaip
emulsijos maistiniy medziagy tiekimui, valgomosios plévelés maisto pakuotéms, hidrogeliai bei
nanodalelés kontroliuojamam vaisty iSleidimui [70].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimo objektai, reagentai ir instrumentai
2.1.1. Reagentai

De Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpé¢ (MRS: peptonas, jautienos ekstraktas, mieliy ekstraktas,
gliukozé, dikaliohidrofosfatas, natrio acetatas, amonio citratas, magnio sulfatas, mangano sulfatas,
Tween 80) (Biolife, Italija), agaras (Liofilchem, Italija), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPH), natrio
Sarmas, natrio chloridas, kazeinas, natrio karbonatas, Folin-Ciocalteu reagentas, 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfoniné ragstis (ABTS), Bradforfo reagentas (Kumasi briliantinis melis G250,
95 % etanolis, 85 % fosforo rugstis ir vanduo), Nutrient agaras (peptonas, jautienos ekstraktas, mieliy
ekstraktas, natrio chloridas ir agaras) (Liofilchem, Italija), m-cymenas (Fluka Analytical, JAV),
karvakrolis (Merck, Vokietija), galo rgstis (Eurochemicals, Lietuva).

2.1.2. Instrumentai

Automatinés pipetés, termostatas (Termaks, Series B9000, Norvegija), autoklavas, vandens vonelés,
centrifuga (VWR, Galaxy MiniStar, Jungtinés Amerikos Valstijos), spektrofotometras (Genesys 10
UV, Vokietija), svarstyklés, magnetiné maiSyklé, vandens vonelé su purtykle ir elektroforezés
sistema (Cleaver Scientific Ltd, DidZioji Britanija), liofilizatorius (MAXI dry lyo, Danija).

2.1.3. Tyrimo objektai

Pieno ragsties bakterijy (PRB) iSskyrimui i§ raugy laboratorijoje buvo paruosti raugai i$ trijy rasiy
milty: raugas 1§ 550C tipo kvietiniy milty (UAB ,,Malsena‘), ekologiSky viso grido daliy ruginiy
milty (UAB ,,Malsena®) ir viso griido daliy kvietiniy milty (UAB ,,Malsena“).

Tyrimui buvo naudojami iSriigy baltymy koncentratas (80 g/100 g) (Vilkyskiy pieniné, Lietuva);
Komercinés Lactobacillus plantarum DSM 20174, Lactobacillus acidophilus DSM 20079,
Bifidobacterium bifidum DSM 20082 bakterijos bei Siy trijy pienariigs¢iy bakterijy miSinys, paruostas
sumaisius uzaugintas kultiras santykiu 1:1:1. Fermentai (Merck, Vokietija): kiaulés skrandzio
gleivinés pepsinas P7000, proteazé i§ B. amyloliquefaciens P1236 ir kiaulés kasos pankreatinas
P1750.

2.14. Mitybinés terpés ir buferiniai tirpalai

Pagrindiné pienarigsciy bakterijy auginimo terpé buvo MRS sultinys. Litrui mitybinés terpés
paruosti buvo atsverta 55,2 g MRS produkto. IStirpinus mitybiné terpé buvo sterilizuota 15 min. 121
°C 1 atm. slégyje. Agarizuota terpé ruoSta jdéjus 16 g/l agaro prie§ sterilizavimg. Terpé buvo
naudojama PRB auginimui.

Patogeniniy bakterijy auginimo terpé (Nutrient agar). Litrui terpés paruosti buvo atsverta 28 g
Nutrient agaro. Terpé buvo sterilizuota 15 min. 121°C 1 atm. slégyje. Terpé buvo naudojama
indikatoriniy (patogeniniy) mikroorganizmy auginimui.
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2.2. Tyrimo metodai
2.2.1. Pieno riugsties bakterijy iSskyrimas i$ raugy

Raugy paruoSimas. Raugai buvo ruosti sumaisant miltus ir vandentiekio vandenj lygiomis dalimis
ir rauginti ~ 20-25 °C temperatiiroje. Septyniy-devyniy dieny laikotarpyje raugai buvo dauginami
papildant lygiomis dalimis milty ir vandens maitinamuoju miSiniu (pirmg dieng buvo jdéta 25 g milty
ir buvo jpilta 25 ml vandens, antrg dieng — 50 g milty ir 50 ml vandens, trecig dieng — 100 g milty ir
100 ml vandens ir t.t.).

PRB iSskyrimas i§ raugy. Pieno riigSties bakterijos buvo isskirtos atliekant deSimtkarcius raugy
méginiy skiedimus. Atitinkamai 10, 10 ir 10 skiediniai paséti j Petri 1ekSteles ant MRS agaro
pavir$iniu biidu. Lékstelés inkubuotos optimalioje raugams 30 °C temperatiiroje. Po trijy pary
leksteles buvo iSimtos ir i§ kiekvieno raugo buvo iSskirta po 5 izoliatus besiskirian¢ius spalva, dorma
ir dydziu (zr. 2.1 lentelg). Tam sterilia kilpele kolonijos buvo persétos ant naujy Petri 1éksteliy,
augintos 3 paras 30 °C temperattroje. Po to, nuo 1€ksteliy po 1 kolonijg buvo pernesta j skyta MRS
terpe ir auginta 18 val. Uzaugusios PRB buvo uzsaldytos 25 % glicerolio tirpale -80 °C temperatiiroje.

2.1 lentelé. Tyrimui pasirinkty mikroorganizmy kolonijy, iSskirty i§ ruginio, kvietinio bei viso grudo daliy
ruginio raugo, apibiidinimas

Kolonijos numeris | Skiedimo numeris | Skersmuo, mm Kolonijos apibiidinimas

Ruginis raugas

1 5 3 Balta su geltonais krastais

2 5 0,5 Balta su geltonu viduriuku, truputj geltonas
krastas

3 5 0,5 Visiskai balta

4 6 6 Balta kolonija su dideliu geltonu viduriuku

5 6 3 Balta, iskilusi

Kvietinis raugas

1 5 5 Didelé balta, su geltonu viduriuku
2 4 4 Balta, iskilusi
3 4 3 Gélytés formos, iskilusi, balta, be apvado
4 4 2 Balta, iskilusi
5 4 4 Balta, iskilusi, be apvado
Viso griido daliy ruginis raugas
1 5 3 Visiskai balta
2 5 4 Balta su geltonu taSkeliu viduryje
3 6 3 Visiskai balta, iSkilusi
4 6 2 Baltas viduriukas, pati gelsva
5 6 3 Visiskai balta

2.2.2. Proteaziy aktyvumo nustatymas

Proteaziy aktyvumas nustatytas pagal Cupp-Enyard [83].
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Tirpaly paruoSimas:

50 mM fosfatinio buferio (pH 7,5) paruosimas. 1 100 ml stikling buvo atsverta 1,14 g K;HPO4-3H,O
ir buvo iStirpinta 70 ml vandens. Tirpalo pH su 0,1 M NaOH ar 0,1 M HCI buvo sureguliuojamas iki
7,5. Turinys buvo perpiltas ;1 100 ml matavimo kolbg ir iki Zymes praskiestas distiliuotu vandeniu.

Kazeino tirpalo paruosimas. 0,13 g kazeino buvo istirpinta 20 ml fosfatinio buferio (50 mM, pH 7,5)
kaitinant 80-90 °C temperatiiroje ir maiSant ant magnetinés maisyklés.

110 mM trichloracto rugsties tirpalo paruosimas. 1,8 g trichloracto rugsties buvo iStirpinta 80 ml
distiliuoto vandens, perpilta j 100 ml matavimo kolbg ir praskiesta iki Zymés distiliuotu vandeniu.

0,5 M Na;COs3 tirpalo paruosimas. 2,65 g Na;COs3 buvo istirpinta 50 distiliuoto vandens.
ImM L-tirozino standartinio tirpalo paruosimas. 2 mg L-tirozino buvo istirpinta 10 ml vandens.
Proteaziy aktyvumo nustatymas

I du mégintuvélius buvo jpilta po 5 ml (0,65 %) kazeino tirpalo ir mégintuvéliai buvo pamerkti j 37
°C temperattros vandens vonig 5 min. Tik ] pirmajj mégintuvelj buvo jpilta 1 ml tiriamo fermento
tirpalo ir mégintuvélio turinys buvo gerai sumaiSomas. Mégintuvéliai buvo pamerkti § 37 °C
temperattros vandens vonig 10 min. Po to mégintuvéliai buvo iSimti i§ vandens vonios ir fermentiné
reakcija sustabdoma jpilant po 5 ml 110 mM trichloracto rugsties } abu mégintuvélius. Mégintuvéliy
turinys gerai sumaiSomas. Po to, tik | antrgjj mégintuvélj buvo jpilta 1 ml tiriamo fermento tirpalo ir
turinys gerai sumaiSomas. Mégintuvéliai buvo pamerkti j 37 °C temperattiros vandens vonig 30 min.
Po kaitinimo mégintuvéliai buvo iSimti i§ vandens vonios ir jy turinys buvo filtruojamas pro 0,45 ym
filtro popieriy (vietoj filtravimo, nuosédy atskyrimui, méginius galima centrifuguoti 5 min. 5000
aps./min.). Gautas filtratas / centrifugatas buvo naudojamas tolimesniems tyrimams. 2 ml gauty
filtraty perpilami j sausus mégintuvélius, po to } mégintuvélius buvo jpilta 5 ml 500 mM natrio
karbonato tirpalo ir 1 ml 1,1 mM Folin-Ciocalteu reagento tirpalo. Turinys gerai sumaiSomas.
Meégintuvéliai buvo pamerkiami j 37 °C temperattros vandens vonig 30 min. Atvésinus iki kambario
temperattros, méginiai buvo filtruojami pro 0,45 ym pory skersmens filtrg arba centrifuguojami 5
min. 5000 aps./min. greiiu ir spektrofotometru buvo matuojama 660 nm bangos ilgio Sviesos
spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. Vienas fermento aktyvumo vienetas gali iSskirti 1,0 nmol
tirozino ekvivalentg iS substrato per 1 min., esant terpés pH 7,5 ir 37 °C temperaturai.

Tirozino standartinés kreivés sudarymas
I Sesis megintuvélius buvo supilti reagentai (mililitrais) kaip nurodyta 2.2 lentel¢je.

2.2 lentelé. Tirpaly koncentracijos, ml, tirozino standartinés kreivés paruosimui

Tirpalai Nr.1 Nr. 2 Nr.3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6
1,1 mM L-tirozino standartas 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0
Distiliuotas vanduo 1,95 1,90 1,80 1,7 1,6 2,0
0,5 M Na2COs 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Folin-Ciocaulteu tirpalas 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Meégintuveliy turinys buvo gerai sumaiSomas. Spektrofotometru buvo matuojama 660 nm bangos
ilgio, Sviesos spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. Gauta kalibraciné tirozino ties¢ pateikta 2.1
paveiksle.
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2.1 pav. Tirozino kalibraciné tiesé
Fermento aktyvumo apskai¢iavimas ir rezultaty pateikimas

IS standartingés tiesés buvo apskaiciuojama L-tirozino ekvivalento verté, gmol, tiriamajame méginyje.
Tam i§ Sviesos spindulio sugerties tiriamojo tirpalo atimama Sviesos spindulio sugertis tuscio
méginio, o gauta ASssonm verté buvo naudojama L-tirozino koncentracijos ekvivalento vertei
apskaiCiuoti pagal standarting L-tirozino kreive (2.1 pav.). Apskai€iuota L-tirozino koncentracijos
ekvivalento verté ties¢je buvo naudojama proteazés aktyvumui tiriamajame méginyje apskaiciuoti
pagal 1 formule.

AV/MZ=M (1)
Ix10x2

Cia: TEV — tirozino ekvivalento verté, umol; // — bendras reakcijos tiiris, ml; /0 — fermentinés
reakcijos trukmé, min.; / — fermento turis naudotas matavimams, ml; 2 — tdiris naudotas
kolorimetriniame nustatyme, ml.

2.2.3. ISrugy baltymy fermentiné hidrolizée

Atlikta iSruigy fermentin¢ hidrolizé naudojant skirtingus fermentus: kiaulés skrandzio gleivinés
pepsing P7000, proteaze i§ B. amyloliquefaciens P1236 ir kiaulés kasos pankreating P1750. Tam buvo
ruosti iSriigy baltymy méginiai — 10 g iSrigy baltymy milteliy (80 % baltymy), buvo istirpinti
reikalingos pH vertés buferiniuose tirpaluose (pH pepsinui: 2, 3, 4; pH pankreatinui bei proteazei:
6,5; 7,5 bei 8,5) iki 100 ml. | kiekvieng tiriamajj buvo jdéta 0,12 g fermento/100 g baltymy (kiekis
buvo apskaiCiuotas pagal formule, apraSyta 1.2.10 skyrelyje). Méginiai buvo kaitinami vandens
voneléje su purtykle 40 minuciy, 40 °C temperattroje.

ISrugy fermentinés hidrolizé buvo atlieckama norint nustatyti temperaturos, pH ir hidrolizés trukmeés
jtaka produkty baltymy hidrolizés efektyvumui bei jy antioksidaciniam ir antimikrobiniam

aktyvumui.
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2.24. ISrugy fermentacija pieno riugsties bakterijomis

Atlikta iSrugy fermentacija skirtingomis pieno raigsties bakterijomis: Lactobacillus plantarum DSM
20174, Lactobacillus acidophilus DSM 20079, Bifidobacterium bifidum DSM 20082, taip pat buvo
naudotas trijy pieno ragsties bakterijy miSinys, sudarytas santykiu 1:1:1. Tam buvo ruoStos iSrugos
(5 g iSrugy baltymy milteliy/100 ml vandens), kurios buvo pasterizuotos autoklave (116 °C, 20 min.),
atvésintos ir 0,2 % nuo iSriigy turio buvo jneSta pieno rugsties bakterijy, praplauty steriliu vandeniu.
ISragos su bakterijomis buvo laikomos termostate 37 °C temperatiiroje 32 valandas, méginiai tyrimui
buvo imami po 0, 16, 24 ir 32 valandy.

Fermentuotuose iSriigy méginiuose nustatytas pieno rtigsties bakterijy skaicius, proteaziy aktyvumas,
baltymy kiekis, antioksidacinis aktyvumas.

2.2.5. ISrugy baltymy modifikavimas fenoliniais junginiais

ISriigy baltymy modifikavimas atliktas pagal Ali [84]. ISrligy baltymy ir fenoliniy junginiy konjugatai
buvo paruosti taip: iSriigy baltymai (1 g) buvo istirpinti distiliuotame vandenyje (22,5 ml), o tirpalo
pH sureguliuotas iki 9, naudojant 1 N NaOH arba HCI. Tada tirpalai buvo maiSomi valanda, kad bty
uztikrintas visiskas iStirpimas. Véliau | méginius pridedama po 120 mg $iy fenoliniy junginiy: galo
rugsties, karvakrolio ir m-cymeno, istirpinty 2,5 ml etanolio. Junginiy pH v¢l buvo sureguliuotas iki
9 ir tirpalas paliktas maiSytis 24 valandas. Tuomet tirpalai buvo centrifuguojami mégintuveliuose su
10 kDa celiuliozés membranomis (Merck, Vokietija) (6000 aps./min., 15 min.) ir praplaunami
distilivotu vandeniu 4 kartus. Baltymai, like ant membranos buvo iSplauti vandeniu (15-20 ml),
uzSaldyti ir liofilizuoti 24 valandas -110 °C temperatiiroje (MAXI dry lyo, Danija). Gauti liofilizatai
buvo naudojami tolesniems tyrimams. Tyrime nemodifikuoti iSriigy baltymai (kai nebuvo pridedami
fenoliniai junginiai) buvo naudojami kaip kontrolinis méginys.

2.2.6. Pienariigsciy bakterijy skaiciaus nustatymas

Siam tyrimui atlikti buvo paruostos idrtigos (5 g isrtigy baltymy/100 ml vandens), kurios buvo
pasterizuotos autoklave (116 °C, 20 min.), atvésintos ir 0,2 % nuo i8rigy tario buvo jneSta pieno
rugSties bakterijy, praplauty steriliu vandeniu. ISriigos su bakterijomis buvo laikomos termostate 37
°C temperattroje 32 valandas, méginiai tyrimui buvo imami po 0, 16, 24 ir 32 valandy. Pirmiausiai
buvo atlikti méginio skiedimai, kurie sumazina mikroorganizmy skaiciy tiirio vienete ir palengvina
ju skaic¢iavima. Skiedimui buvo naudotas 0,9 % NacCl tirpalas kaip skiediklis, kuris i$pilstytas po 9
ml | mégintuvélius. Mégintuvéliai buvo sterilizuoti 15 min. 121 °C temperattroje, 1 atm. slégyje. IS
tirlamo meéginio buvo paimtas 1 ml tirpalo ir perkeltas ] pirma mégintuvélj — pirmas skiedimas. Véliau
i§ pirmo meégintuvélio — i antrg ir t.t. IS viso buvo atlikti 8 deSimtkarciai skiedimai. PRB skaiciui
suzinoti PRB buvo s¢jamos giluminiu biidu. Su kiekvienu meéginiu buvo atliekami atskiri du tyrimai
1 1eksteles s¢jant 3-ig — 7-tg skiedimus. | Petri 1éksteles buvo jpilta po 1 ml praskiesty PRB méginiy,
veliau — vienoje puséje pakelus dangtelj buvo jpilta po ~ 20 ml mitybinés MRS agaro terpés. PRB
kartu su terpe buvo maiSomos sukant Petri 1¢ksteles pagal / prie§ laikrodzio rodykle bei pirmyn /
atgal. Mitybinei terpei buvo leista sustingti kambario temperatiiroje, véliau l¢kstelés buvo apverstos
ir padétos 1 30 °C termostatg 5 paroms.

Rezultaty vertinimas. Kolonijos, iSaugusios 1¢kstelése, buvo skaiciuotos neryskioje Sviesoje. Norint
gauti kuo tikslesnius rezultatus, buvo atrinktos lékstelés, kuriose iSaugo ne maziau nei 15 kolonijy ir
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ne daugiau nei 300. Kolonijy skaiCius iSreikStas kolonijas sudaran¢iu vienety (KSV) skai¢iumi
viename mililitre méginio [85].

Kolonijas sudaranc¢iy vienety (KSV) skaicius 1 ml produkto apskai¢iuotas pagal 2 formule:

_ 2C
N - (Tl1+ 0,1*n2)*d (2)

¢ia: ) .C — suma kolonijy, suskaiCiuota ant visy vertinimui atrinkty leksteliy, n; — skaiius pirmojo
skiedimo leksteliy, kuriose buvo suskaiCiuota nuo 10 iki 300 kolonijy; 7, — skaicius antrojo skiedimo

1eksteliy, kuriose buvo suskaiciuota nuo 10 iki 300 kolonijy; d - skiedimo koeficientas, atitinkantis
pirmaji skiedinj, kurio leékstelés buvo atrinktos kolonijoms skai¢iuoti.

2.2.7. Baltymuy kiekio nustatymas Bradfordo metodu

Baltymai jungiasi su Kumasi briliantinio mé¢lio dazikliu ir matuojamas susidariusio komplekso
spalvos intensyvumas.

Tirpaly paruoSimas: 1 mg/ml jaucio serumo albumino tirpalas; 0,15 M NacCl tirpalas; Kumasi
briliantinio melio G250 daziklio tirpalas (Bradfordo reagentas): 50 mg Kumasi briliantinio mélio
G250 buvo istirpinta 25 ml 95 % etanolio ir jpilta 50 ml 85 % fosforo riigsties, vandens buvo jpilta
iki 500 ml zymés, tuomet buvo filtruojama ir laikoma 4 °C temperatiiros salygomis tamsoje.

Buvo bréziama kalibravimo ties¢, pasirenkant 9 taSkus ir atlikta po du pakartojimus. I 10
meégintuveliy buvo jpilta atitinkamai po 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 75 ir 100 pl jaucio serumo albumino
tirpalo ir j visus jpilta iki 100 pl 0,15 M natrio chlorido tirpalo. | kontrolinius mégintuvélius buvo
ipilta tik 100 pl 0,15 M NacCl tirpalo. Véliau i visus meégintuvélius buvo jpilta po 1,0 ml Kumasi
briliantinio mélio G 250 tirpalo ir sumaiSoma. Méginiai buvo laikomi 2 min. kambario temperatiiros
salygomis ir po to spektrofotometru buvo matuota 595 nm bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis
tirlamais tirpalais, tuomet bréziama kalibraciné tiesé. Ant ordinaciy aSies buvo atidedama sugertis
(Ssos), o ant abscisiy — baltymo kiekis (pg). Gauta sugerties priklausomybé nuo baltymo kiekio
pavaizduota 2.2 paveiksle.

Su PRB fermentuotos isriigos buvo centrifuguotos (6000 aps./min., 4 °C, 15 min.). I 50 pl
skirtingomis PRB fermentuotas iSriigas buvo jpilta 50 ul 0,15 M NaCl tirpalo bei 1,0 ml Kumasi
briliantinio mélio G 250 tirpalo ir sumaiSoma. Buvo laikyta 2 min. kambario temperattiros saglygomis.
Spektrofotometru buvo matuota 595 nm bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis tiriamais tirpalais,
baltymo kiekis buvo nustatomas i§ kalibravimo tiesés. Matuojamo baltymo sugertis buvo per didelé
ir nustatyti duomenys nepateko j kalibravimo kreivés ribas, todel iSriigy méginiai buvo skiedziami 10
karty ir buvo pakartotinai matuojama.
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2.2 pav. Kalibravimo tiesé: Sviesos spindulio sugerties priklausomybé nuo baltymo kiekio
2.2.8. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu

ISriigy baltymy antiradikalinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai. Radikalo DPPH-redukcijos
reakcija su antioksidantu pavaizduota 2.3 paveiksle. D¢l savo gebéjimo iSaktyvinti laisvuosius
radikalus, fenoliniai junginiai pasizymi antioksidaciniu aktyvumu. Reakcijos metu antioksidantas
atiduoda vandenil; ir taip iSaktyvina laisvuosius radikalus — jie tampa stabiliais DHHP-H tipo
junginiais.

N—N NO, + R ~—= N—

DPPH* +R* =DHHH-H

2.3 pav. Radikalo DPPHredukcijos reakcija su antioksidantu

Darbo eiga: 1 ml tiriamojo i$rtigy baltymy méginio buvo centrifuguojama 9000 aps./min. 10 minuciy
ir supernatantas buvo surenkamas. Etaloninis DPPH tirpalas buvo ruosiamas 0,0024 g DPPH radikalo
iStirpinus 100 ml metanolio. Tiriamasis tirpalas buvo ruoSiamas | mégintuvélj jpilant 0,077 ml
paruosto tiriamojo iSriigy méginio ir 3 ml DPPH etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys buvo
sumaisomas ir 15 minuciy laikomas tamsoje. Véliau buvo matuojamas 515 nm bangos ilgio Sviesos
spindulio sugertis tiriamais tirpalais [86]. Palyginamasis tirpalas ruoSiamas |1 mégintuvélj jpilant
0,077 ml metanolio bei 3 ml paruosto DPPH etaloninio tirpalo. Antioksidacinis slopinimas procentais
buvo apskaiciuojamas pagal Zemiau pateikta formule:

DPPH laisvyjy radikaly suriSimas, % = [(Ap— Aa)/As ] x 100 3)
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¢ia: A — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis; Aa — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties
dydis.

2.2.9. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas ABTS laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu

Laisvyjy radikaly sujungimo geba buvo tirta naudojant 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfoning
rugstj), dar vadinamg ABTS [87]. ABTS laisvasis radikalas buvo gautas 16 valandy vykdant reakcija
tarp ABTS (7 mM) vandeninio tirpalo ir kalio persulfato (2,45 mM) santykiu 1:1, kambario
temperatiiroje tamsoje. Gautas ABTS®" tirpalas buvo skiedZiamas metanoliu tol, kol 734 nm bangos
ilgio Sviesos spindulio sugertis buvo gauta 0,700. Tyrimui atlikti buvo sumaiSyta 50 pl iSrugy
baltymy frakcijos su 3950 pl praskiestu ABTS"" tirpalu. MiSinys buvo maiSomas 30 min. ir 734 nm
bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais buvo matuota spektrofotometru.

ABTS trolokso ekvivalentui nustatyti buvo iSmatuota ABTS laisvojo radikalo ir metanolio 734 nm
bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis. Bandymui atlikti buvo sumaiSyti 50 pl metanolio ir 3950 pl
praskiesto ABTS"" tirpalo.

Laisvy radikaly sujungimo geba buvo apskaiciuota pagal 4 formule [87]:
ABTS laisvyjy radikaly sujungimo geba, % = [(Ap— Aa) /As] x 100 4)

C¢ia: Ag — ABTS laisvojo radikalo ir metanolio Sviesos spindulio sugertis;

A — ABTS laisvojo radikalo ir tiriamy baltymy frakcijy Sviesos spindulio sugertis.

2.2.10. Antimikrobinio aktyvumo nustatymas

Antimikrobinio poveikio tyrimui atlikti buvo naudojama 12 indikatoriniy mikroorganizmy:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium.

Indikatoriniai mikroorganizmai kilpele buvo paséti ant Nutrient agaro ir buvo auginti 24 val. 30 °C
termostate. Po 24 valandy indikatoriniai mikroorganizmai kilpele buvo paimti i§ Petri leékStelés ir
perkelti j sterily fiziologinj 0,9 % NaCl tirpala — gauta suspensija. Mikroorganizmy kiekis
suspensijoje pagal drumstumg buvo lyginamas su McFarland standartu (numeris 0,5), kuris prilygsta
1x10* KSV/ml. Suspensija (0,135 ml) buvo séjama j Petri I¢kSteles giluminiu budu. Agarizuota
mitybiné terpé buvo gaminama i§ Nutrient agaro. Terpé buvo autoklavuojama 15 min. 121 °C 1 atm.
slégyje. Mitybiné terpé buvo iSpilstyta po ~ 20 ml | Petri 1ékSteles vienoje puséje pakélus dangtelj.
Mikroorganizmy suspensija kartu su terpe buvo maiSomos sukant Perri 1éksteles pagal / prie§
laikrodZzio rodykle bei pirmyn / atgal. Véliau 1€kStelés buvo paliktos sustingti. Sustingus terpei Petri
lekStelése buvo padaromi 4 ,,Sulinukai* (skersmuo 8 mm), j juos buvo supilti tiriami méginiai (juy
paruoSimas pateiktas Zemiau) po 0,1 ml, buvo atlikti du pakartojimai. LeékSteliy apacioje kilpele buvo
uzdedamos Igstelés, kurios buvo atskirtos nuo tirpalo centrifuguojant 6000 aps./min., 25 min., 4 °C
(Zr. 2.4 pav.). Petri 1ékstelés buvo paliktos termostate 24 valandoms 30 °C. Po 24 val. buvo ieSkoma
skaidriy zony apie Sulinélius ir matuojamas skaidriy zony skersmuo milimetrais. Jei l1ékStelése néra
skaidriy zony — néra antimikrobinio poveikio.
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2.4 pav. Antimikrobinio tyrimo atlikimo technika

Tiriamy méginiy paruoSimas (tirpalo pH sureguliavimas). 30 ml tiriamy mikroorganizmy
(pienartigsciy bakterijy) tirpalas buvo centrifuguojamas (6000 aps./min., 25 min., 4°C) ir padalintas
] du sterilius mégintuvélius po 15 ml. Ant mégintuvélio dugno likusios lastelés buvo naudojamos
tolesniam tyrimui. Viename mégintuvélyje terpé buvo ragstiné, kitame — terpés pH buvo
reguliuvojamas iki neutralaus naudojant sterily 5 M NaOH tirpalg. Sureguliavus tirpaly terpés pH, tiek
neutralts, tiek rigStiniai tirpalai buvo prafiltruoti pro sterily filtra.

2.2.11. Baltymy hidrolizés efektyvumo nustatymas

Baltymy hidrolizés eiga gali buti jvertinta naudojant hidrolizés laipsnio sagvoka. Hidrolizés laipsnis
yra apibréziamas kaip hidrolizuoty peptidiniy jung€iy procentiné dalis. Metodas yra pagristas
prielaida, kad laisva aminogrup¢ ir laisva karboksilo grupé iSsiskiria kiekvieng karta, kai
hidrolizuojasi peptidinis rySys (zr. 2.5 pav.). Metodas kiekybiskai apibtudina tokiy grupiy
koncentracijos padidéjima kaip kintamaji, kad bty galima jvertinti hidrolizés eiga.

\ I “OH
R R ’
+H 9 @)
H H
f\ll | "':;I'I/IO H I|_l ,f:i'?-'o
C—N—C—C "N— O
| OH + H CI: “OH
. R
Peptidas Aminoriigstis

2.5 pav. Peptidinio rySio hidrolizé

Reagentai: substratas (iSrtigos), fermentai (pepsinas, proteazé bei pankreatinas) istirpinti buferiniame
tirpale, 1 N HCI.

Pirmiausia buvo nustatomas reikiamas substrato ir fermento kiekis, kuris buvo naudojamas hidrolizés
reakcijai. Nustatytas substrato kiekis buvo toks, kuriame baltymai sudaré 8 % (m/m) visos reakcijos,
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ir fermentas buvo apskaiciuotas santykiu 0,012 Anson U/g baltymy.
Fermento maseé gramais (ME) buvo apskai¢iuojama ME = MP x (A / E), kur (MP) yra baltymo mase
(g) substrate, A yra sitlomas fermento aktyvumas Ansono vienetais/grame ( 0,012 AU/g), o E yra
tikrasis fermento aktyvumas, kurj nurodo gamintojas. Visy aukSCiau paminéty fermenty atveju ME
buvo apskaiciuojamas taip: ME =8 g x (0,012 AU/g + 0,8 AU/g) = 0,12 g fermento/100 g baltymy.
Véliau substratas (10 g WPC80) buvo sumaiSytas su atitinkamu buferiniu tirpalu (100 ml) norimo
pH. Kiekvienas méginys buvo analizuojamas atliekant po du pakartojimus. Prie§ jdedant fermentg }
substratg, buvo paruosti du kontroliniy méginiy variantai — Sarminés iSragos, kuriy pH buvo 7.5 ir
rugStinés iSrugos, kuriy pH buvo 3. | likusj substrato tirpalg buvo jpilti apskaiciuoti fermento kiekiai
(0,12 g) ir miSinys buvo gerai iSmaiSomas. Reakcija buvo atlickama naudojant skirtingas salygas:
temperattra (30 °C, 40 °C ir 50 °C), terpés pH verté (pepsinui: 2, 3, 4; pankreatinui bei proteazei:
6.5; 7,5 bei 8,5), hidrolizés trukmeé (20, 40 bei 60 min.). Reakcijos sustabdymui buvo naudojamas 1
N HCl tirpalas sumaZzinant pH reikSme¢ iki 4. Taip pat HCI buvo naudojamas ir méginiams be fermenty
[88].

Hidrolizés efektyvumas buvo vertintas pagal iSlaisvinto tirozino koncentracija. Kuo daugiau tirozino
iSlaisvinama, tuo didesnis hidrolizés efektyvumas. Hidrolizés efektyvumas buvo nustatomas
naudojant 1,1 mM Folin-Ciocalteu reagento tirpala. Po hidrolizés iSsilaisvings tirozinas ir kitos
aromatin} Zieda turin¢ios amino rugstys sudaro mélynos spalvos junginius su Folin-Ciocalteu
reagentu. 2 ml centrifugato buvo sumaiSoma su 5 ml 500 mM natrio karbonato tirpalu ir 1 ml 1,1 mM
Folin-Ciocalteu reagento tirpalu, paSildoma 30 min. iki 37 °C ir filtruojama. Spektrofotometru buvo
iSmatuojama 660 nm bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. Kiekvienam
meéginiui atskirai buvo nustatytas iSskiriamy aminogrupiy kiekis pagal tirozing. Tam buvo sudaryta
tirozino kalibracing ties¢ 0-0,442 ymol ribose.

2.2.12. Baltymy elektroforezé

Elektroforezés metu jkrautos molekulés juda elektriniame lauke. Metodas yra placiai taikomas
biomolekuléms atskirti ir apibudinti. Baltymy ir nukleorugs¢iy elektroforezé daZniausiai yra
atliekama buferiniais tirpalais prisotintuose geliuose, pavyzdziui, poliakrilamido. Baltymy molekulés
atsiskiria poliakrilamido gelyje, turinCiame 5-15 % akrilamido ir 0,2-0,5 % NN’-
metilenbisakrilamido. Siomis saglygomis yra stebima tiesiné priklausomybé tarp santykinio baltymy
molekuliy elektroforezinio judrio ir jy molekuliniy masiy logaritmo. Vienkryptéje gelelektroforezéje
denattravimo salygomis (esant 0,1 % NDS) baltymy molekulés elektriniame lauke poliakrilamido
gelyje juda anodo link ir atsiskiria — tai priklauso nuo molekulinés jy masés. Baltymy NDS-PAGE
daZniausiai atlieckama esant nekintamam elektros srovés stiprumui [89].

Tirpaly paruoSimas:

1. 30 % akrilamido/0,8 % N,N’-metilenbisakrilamido tirpalas. Tirpalui paruosti buvo iStirpinta 30
g akrilamido ir 0,8 g N,N’-metilenbisakrilamido ir pripilta vandens iki 100 ml. Tirpalas buvo
perfiltruojamas pro 0,45 wm pory dydzio filtrg ir laikomas tamsoje, esant 4 °C temperatirai. 4x
TRIS-HCIUNDS buferis pH 6,8 (0,5 M TRIS-HCI, 0,4 % NDS). 6,05 g TRIS buvo istirpinta 40 ml
vandens. | gautg tirpalg buvo jpilama 1N HCI, kol tirpalo pH verté bus 6,8 ir pripilama vandens
iki 100 ml. Tirpalas buvo perfiltruojamas pro 0,45 pm pory dydzio filtrg ir pridedama 0,4 g NDS.

2. 4x TRIS-HCU/NDS buferis pH 8,8 (1,5 M TRIS-HCI, 0,4 % NDS).91 g TRIS buvo istirpinta 300
ml vandens. | gautg tirpalg buvo pilama 1 N HCI, kol tirpalo pH verté bus 8,8 ir buvo pripilta
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vandens iki 500 ml. Tirpalas buvo perfiltruojamas pro 0,45 um pory dydzio filtrg ir pridedama 2
g NDS.

3. Ix TRIS-HCUNDS buferinis tirpalas pH 8,8 (praskiedZiamas 4x TRIS-HCI/NDS buferis pH 8.8).

4. 2x baltymy denatiiravimo (pavyzdzio) buferinis tirpalas (25 ml 4 x TRIS-HCI/NDS buferio pH
6.8,20 ml glicerolio, 4 g NDS, 2 ml 2-merkaptoetanolio, 1 mg bromfenolio mélynojo ir pripilama
vandens iki 100 ml.

5. 10 % amonio peroksosulfato [(NH4)2S208] tirpalas (svoris/tiris). Tirpalas buvo ruoSiamas pries
pat naudojima.

6. Tetrametiledilendiaminas (TEMED).

7. Elektroforezés buferinis tirpalas (3,02 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS ir pripilama vandens iki
1000 ml).

8. Standartinis baltymy miSinys, Zinant baltymy molekulines mases (markeris SigmaMarker S8445,
Merck, Vokietija).

9. Tiriamieji pavyzdziai: jauCio serumo albuminas, naudotas kaip kontrolé, iSrigy baltymo
koncentratas, iSrugy baltymy hidrolizés produktai bei iSrugy baltymy fermentacijos produktai.

10. Baltymy tvirtinimo tirpalas (25 % (turio) izopropilo alkoholio, 10 % (tdirio) acto rugsties ir 65 %
vandens).

11. Dazo Coomassie mélio tirpalas (10 % (turio) acto ragsties, 0,006 % (svoris/taris) Coomassie
meélio G-250, 90 % vandens).

12. 10 % (turio) acto ragsties.

Skiriamojo gelio paruoSimas:

1. Naudojant du Svarius stiklus ir dvi tarpines buvo surenkama elektroforezés aparato gardelé, skirta
pripildyti skiriamojo ir koncentruojamojo poliakrilamidinio geliu.

2. Stiklai buvo suspausti spaustukais tarpusavyje. Gardelé jstatoma j pildymui skirtg stovelj.

3. ] cheming¢ stikling buvo supilti tirpalai, reikalingi skiriamajam geliui paruosti: 6 ml 30 %
akrilamido/0,8 % N,N’-metilenbisakrilamido tirpalo, 3,75 ml 4x TRIS-HCI/NDS buferio (pH 8.8),
5,25 ml H,0, 0,15 ml 10 % amonio peroksosulfato tirpalo ir 0,02 ml TEMED. Gerai iSmaiSoma.

4. ParuoStu tirpalu buvo pripildyta elektroforezés aparato gardelé. Tirpalas pilamas Salia tarpinés,
esancios tarp stiklo. Nuo stiklo virSaus koncentruojamajam geliui palickamas ~ 3 cm tarpas.

5. Ant pavirSiaus tirpalo, esancio tarp stiklo, pipete atsargiai uZsluoksniuojama izobutilo alkoholio,
prisotinto vandens. Pilama palengva, iS pradziy Salia vienos, véliau Salia kitos tarpiniy, esanciy tarp
stikly. Izobutilo alkoholio sluoksnis neleidZia patekti deguoniui j polimerizacijos miSinj. Be to,
gaunamas lygus ir plokScias poliakrilamido gelio pavirSius.

6. Laukiama, kol jvyks polimerizacijos reakcija (30-60 min. kambario temperattros saglygomis).

Koncentruojamojo gelio paruosimas:

1. Nupilamas izobutilo alkoholis, prisotintas vandens, ir gelio pavirSius kelis kartus praplaunamas 1
x TRIS-CI/NDS buferiu pH 8.8.

2.] chemine stikline pripilama 1,7 ml 30 % akrilamido/0,8 % N,N’-metilenbisakrilamido tirpalo, 2,5
ml 4 x TRIS-HCI/NDS buferio pH 6,8 ir 5,7 ml H,O. Pripilama 150 pl 10 % amonio peroksosulfato
tirpalo ir 10 ul TEMED. Gerai iSmaiSoma.

3. Gautas tirpalas supilamas tarp stikly ant skiriamojo gelio. Tarp stikly jpiltame koncentruojamajame
gelyje neturi buti oro burbuly. | uzpilta koncentruojamojo gelio sluoksnj jstatomos ,,Sukos® ir, jeigu
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reikia, papildomas koncentruojamojo gelio sluoksnis. Laukiama, kol jvyks polimerizacijos reakcija
(30-45 min. kambario temperatiiros saglygomis).

Baltymy preparaty paruosimas ir jy jpylimas j koncentruojamojo gelio Sulinélius:

1. Pirmiausia buvo paSalinamos druskos i$ tiriamyjy méginiy, tam méginiai buvo centrifuguojami
(6000 aps./min., 15 min, 4 °C) mégintuveliuose su celiuliozés 10 kDa membranomis, 2-3 kartus
praplaunant distiliuotu vandeniu. Prafiltruoti tiriamieji iSrigy baltymy méginiai su
pienarugStémis bakterijomis buvo skiedZiami vandeniu santykiu 1:6, o iSrigy baltymy hidrolizés
produktai veikiami fermentais — 1:9.

2. 1,5 ml plastikiniame mégintuvélyje dalis tiriamo baltymy tirpalo buvo praskiedZiama santykiu
1:2 su 2 x baltymus denattiruojanciu (pavyzdzio) buferiu ir 3 min. miSinys buvo kaitinamas
verdancio vandens vonioje.

3. Standartinis baltymy tirpalas SigmaMarker S8445 (Merck, Vokietija) buvo paruoStas pagal
gamintojo reikalavimus.

Preparaty jpylimas j Sulinélius bei elektroforezés salygos:

ParuoSus skiriamajj ir koncentruojamajj gelius, iSimamos ,,Sukos®, | Sulinélius jleidZiami méginiai.
Stiklai su geliais jstatomi } elektroforezés aparatg ir pripilama elektroforezés buferinio tirpalo.
Buferinis tirpalas turi pripildyti koncentruojamajame gelyje esancius Sulinélius ir skalauti skiriamojo
gelio apacig. Stacioji baltymy elektroforeze atlikta 10x10 cm dydZio poliakrilamido gelio ploksteléje,
kurios storis 0,75 mm, esant 230 V jtampai, 40 mA srovés stipriui. Elektroforezé vykdyta 70 min.

Baltymy dazymas Coomassie meéliu gelyje po elektroforezeés:

1. Po elektroforezés poliakrilamido gelis jdedamas } plastiking ar stikling vonele ir uZpilamas 3-5
gelio turiais baltymy tvirtinimo tirpalu. Vonelé létai siibuojama kambario temperattros sglygomis —
60 min.

2. ISpilamas baltymy tvirtinimo tirpalas ir uZpilama Coomassie mélio dazo tirpalu. Vonelé létai
siibuojama kambario temperattiros saglygomis, kol baltymy juostelés nusidazys norimo rySkumo
mélyna spalva (1 val.).

3. Dazy tirpalas buvo iSpilamas ir uZpilama 10 % acto rugStimi. Vonelé létai silbuojama kambario
temperattros sglygomis, kol i§ gelio iSsiplaus dazas, nesusiriS¢s su baltymu (= 2 val.). Nuolatos
pakeiciamas 10 % acto rugsties tirpalas.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Pieno rugsties bakteriju proteaziy aktyvumas

PRB proteolitinés sistemos yra svarbios laisvyjy aminortig§¢iy ir peptidy gamybai i$ pieno baltymy.
Literatiiros duomenimis, didzigja PRB dalj sudaro proteazés, skaidancios kazeinus i didelius
peptidus, tarplastelinés peptidazeés, kurios toliau skaido Siuos peptidus iki mazy peptidy ir
aminorigsciy. Taip pat PRB sudaro ir specifiniai transportiniai baltymai, perneSantys aminortigstis ir
peptidus per citoplazming membrang [90]. Komerciniy ir i§ duonos raugy, ruosty laboratorijoje,
iSskirty PRB proteaziy aktyvumas pateiktas 3.1 paveiksle. Didesniu proteaziy aktyvumu pasizymejo
komercinés PRB, tokios kaip L. plantarum DSM 20174, L.plantarum DSM 24624, L. acidophilus
DSM 20079, Bif. bifidum DSM 20082, atitinkamai 0,193, 0,159, 0,236, 0,183 AV/ml lyginant su
PRB, iSskirtomis i$ raugy. IS raugy iSskirtos PRB: K3, R1, R2 ir V5 pasizyméjo didziausiu proteaziy
aktyvumu, atitinkamai 0,144, 0,135, 0,143 ir 0,138 AV/ml lyginant tarpusavyje. Shihata ir kt. [91]
nustaté, kad atlikus lieso pieno fermentacija (6 val., 37 °C) L. acidophilus ir Bifidobacterium
bakterijomis, L. acidophilus pasizyméjo didesniu proteaziy aktyvumu lyginant su Bifidobacterium.
Giori ir kt. [92] iStyre temperattiros itaka Lactobacillus padermiy proteaziy aktyvumui nustaté, kad
didziausiu proteaziy aktyvumu L. plantarum pasizyméjo 15, 30 ir 45 °C temperatiiroje. Tolesniems
tyrimams atlikti atrinktos PRB: L. plantarum DSM 20174, L. acidophilus DSM 20079, Bif. bifidum
DSM 20082, pasizyméjusios didziausiu proteaziy aktyvumu.
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Aktyvumas, AV/ml
3.1 pav. Komerciniy ir i§ duonos raugy i$skirty PRB proteaziy aktyvumas MRS terpéje
3.2. Fermentinés hidrolizés sglygy jtaka iSriigy produkty savybéms

Atlikta iSriigy baltymy hidrolizé fermentais (pepsinu, proteaze i§ B. amyloliquefaciens ir pankreatinu)
ir nustatyta temperattiros, terpés pH vertés ir hidrolizés trukmés jtaka baltymy hidrolizés efektyvumui
bei susidariusiy produkty antioksidaciniam ir antimikrobiniam aktyvumui.
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3.2.1. Temperatiiros, terpés pH verteés ir hidrolizés trukmeés jtaka iSriigy baltymy hidrolizés
efektyvumui

ISriigy baltymy hidrolizés efektyvumas buvo vertinamas pagal iSlaisvinto tirozino koncentracija (Zr.
3.2 pav. a, b, c, d). Literatiiros duomenimis 2,7 g tirozino yra 100g iSrigy baltymy [93]. Kuo daugiau
tirozino buvo i$laisvinta, tuo daugiau baltymy buvo suhidrolizuota ir pasiektas didesnis hidrolizés
efektyvumas. Vertinant fermentinés hidrolizés temperataros jtaka, didziausia iSlaisvinto tirozino
koncentracija nustatyta 50 °C temperattroje naudojant fermentg pepsing (1,98 pmol/ml iSlaisvinto
tirozino). Embiriekah‘as ir kt. [94] atlike tyrimg nustaté, kad didZiausias hidrolizés laipsnis buvo
pasiektas naudojant pepsing 50 °C temperatiroje. Taip pat literatiros duomenimis, aukStesné
temperattra sukelia nuo temperattiros priklausoma termodenattracija ir konformacinius pokycius,
salygojanCius pakitusius baltymus, prieinamy peptidy jung€iy skaiciy [95]. Si temperatiira buvo
optimali tik pepsinui, taCiau vykdant hidrolize 40 °C temperatiiroje visi tiriamieji pasizymeéjo didele
iSlaisvinto tirozino koncentracija — méginiai veikiami pepsinu — 1,48 pumol/ml, proteaze — 1,01
umol/ml ir su pankreatinu — 0,68 pmol/ml. MaZiausia iSlaisvinto tirozino koncentracija buvo
pastebéta tiriamuosiuose meéginiuose su pepsinu bei pankreatinu hidrolizavus méginius 30 °C
temperattroje, atitinkamai 0,22 umol/ml ir 0,11 pmol/ml.

Vertinant hidrolizés trukmés jtakg iSlaisvinto tirozino koncentracijai, galima daryti i§vada, kad
optimalios hidrolizés trukmes tiriamiesiems méginiams yra 40 ir 60 minuc¢iy. Vykdant hidroliz¢ 40
min. didZiausia i$laisvinto tirozino koncentracija pasizyméjo méginiai su pepsinu (1,93 umol/ml), o
toliau tesiant hidrolize, tirozino koncentracija sumazéjo 29 %. Kim‘as ir kt. [34] atlike baltymy iSriigy
hidrolize naudojant pepsing, nustaté, kad ilginant hidrolizés trukme — didéja hidrolizés laipsnis.
Vykdant hidroliz¢ 40 min. méginiuose su proteaze iSlaisvinto tirozino koncentracija buvo 1,29
umol/ml, o ja tgsiant — hidrolizés efektyvumas padidéjo iki 1,93 pmol/ml. Butre ir kt. [96] WPI
hidrolize¢ atliko naudodami proteaze i§ B. licheniformis ir nustaté, kad hidrolizés laipsnis iki 60 min.
sparciai did¢jo, o véliau stabilizavosi. Méginiuose su pankreatinu nustatyta iSlaisvinto tirozino
koncentracija 40 ir 60 hidrolizés minute atitinkamai buvo 1,09 pmol/ml ir 1,16 pmol/ml. Pasak
Silvestre ir kt. [30] WPC baltymy hidrolizés laipsnis yra silpnai veikiamas hidrolizés trukmés.

Tiriamyjy meéginiy tirpalo pH verté taip pat turé¢jo jtakos iSlaisvinto tirozino koncentracijai.
Meéginiams su pepsinu optimali pH verté buvo 2, taciau geri rezultatai gauti ir terp¢je, kurios pH verté
3, atitinkamai 1,74 ir 1,53 pmol/ml. Terpéje, kurios pH 4, iSlaisvinto tirozino koncentracija sumazéjo
84 %.

Meéginiams su proteaze ir pankreatinu optimaliausia pH verté buvo 7,5. Hidrolizavus i$riigy baltymus
terp¢je, kurios pH verté 7,5, tirozino buvo iSlaisvinta 1,04 ir 0,94 pmol/ml. Literatiiros duomenimis
meéginiuose su proteaze i§ B. licheniformis hidrolizés laipsnis buvo didesnis, kai terpés pH buvo 9 nei
7 [96]. Taciau literattroje taip pat randama, kad naudojant anks¢iau paminéta proteaze, didziausias
hidrolizés laipsnis buvo nustatytas, kai terpés pH 8, o maZesni aktyvumai nustatyti, kai terpés pH
vertés buvo 7,0 ir 9,0 [97]. Maziausiai tirozino buvo i§laisvinta iSriigy baltymy méginiuose, kuriy pH
buvo 8,5 — su proteaze 0,12 umol/ml ir su pankreatinu 0,09 pmol/ml. Terpéje, kurios pH verté buvo
6,5 iSlaisvinto tirozino kiekis méginiuose su proteaze sumazéjo 76 %, o meéginiuose su pankreatinu
net 83 %, lyginant su optimaliu terpés pH.
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3.2 pav. ISlaisvinto tirozino koncentracija iSrtigy hidrolizés produktuose: (a) — temperattros jtaka, (b) —
hidrolizés trukmés jtaka, (c) pH vertés jtaka veikiant pepsinu ir (d) — pH vertés jtaka veikiant proteaze i§ B.
amyloliquefaciens ir pankreatinu

3.2.2. Temperatiiros, terpés pH verteés ir hidrolizés trukmeés jtaka iSriigy baltymy produkty
antioksidaciniam aktyvumui

Corrochano ir kt. [27] nustate, kad galvijy iSriigos ir iSrtigy baltymai (buvo tirti skirtingi komerciniai
i8riigy produktai — WPC ir WPI) pasiZymi antioksidacinémis savybémis. Antioksidacinis aktyvumas
yra gana atsparus perdirbimo metodui ir padid¢ja fermentinés hidrolizés metu. Literatiiros
duomenimis keli sintetiniai peptidai, gauti i§ B-LG ir a-LA, pasiZyméjo antioksidaciniu aktyvumu,
taip pat tikétina, kad fermentinés hidrolizés metu iSsiskyrusios laisvos aminoriigstys prisideda prie
Sio biologinio aktyvumo [27]. Fermentings hidrolizés jtaka iSriigy baltymy produkty antioksidaciniam
aktyvumui vertinant DPPH laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu pateikta 3.3 a, b, c ir d
paveiksluose. Palyginti stabilus DPPH radikalas yra pla¢iai naudojamas tiriant junginiy geb¢jima
veikti kaip laisvyjy radikaly Salintojais ar vandenilio donorais ir tokiu btidu jvertinti antioksidanto
aktyvumg. Literatiiros duomenimis iSriigy baltymai pasiZymi santykinai dideliu radikaly Salinimo
aktyvumu, o laktoferinas yra pagrindinis slopinimo komponentas [98]. Vertinant fermentinés
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hidrolizés temperattiros jtaka didZiausias slopinimas buvo nustatytas 40 °C temperatiiroje naudojant
tiek pepsina, tiek proteaze i§ B. amyloliquefaciens, tiek ir pankreating. Si temperatiira buvo optimali
tiek fermentams, tiek iSrigoms (DPPH laisvyjy radikaly suriSimo geba atitinkamai 43,04, 44,35 ir
3142 %). Embiriekah‘as ir kt. [94] atlik¢ fermentine hidroliz¢ (4 val., 37 °C, fermento/substrato
santykis 0,5 %, pH 2) nustaté, kad hidzolizuoti iSrogy baltymai, veikiami pepsinui pasiZymeéjo
didesniu antikoksidaciniu aktyvumu (54,1 %), lyginant su nehidrolizuotais iSrugy baltymais (32,1
%). Vykdant fermenting hidrolize¢ 30 °C temperatiiroje tiriamieji meéginiai pasiZyméjo mazu
antioksidaciniu poveikiu. MaZiausias antioksidacinis aktyvumas pastebétas Sarminése iSrugose (pH
7.5) bei iSrugose su pankreatinu (DPPH laisvyjy radikaly suriSimas atitinkamai 8,1 ir 12,44 %). 50
°C temperatiroje tiriamieji iSrigy baltymy méginiai taip pat pasiZzymeéjo ne itin dideliu
antioksidaciniu aktyvumu. Lyginant su optimalia tiriamiesiems temperatiira iSrugy baltymy veikiamy
pepsinu antioksidacinés savybés sumazéjo 70 %, proteaze — 50 %, pankreatinu — 64 %, Sarminiy
iSragy — 41 % ir rugsciy iSrugy — 23 %.

Vertinant fermentinés hidrolizés trukmés jtaka didZiausias slopinimas buvo nustatytas vykdant
fermenting hidroliz¢ 40 minuciy naudojant visus tris anks¢iau paminétus fermentus. Si trukmé buvo
optimali tiek fermentams, tiek iSrigoms. Correa ir kt. [99] atlike tyrimg nustaté, kad ilgéjant
hidrolizés trukmet, i§ pradZiy antioksidacinis poveikis méginiuose su proteaze stipréjo, véliau pradéjo
silpnéti. Vykdant hidrolize¢ 20 minuciy lyginant su optimalia hidrolizés trukme tiriamieji iSrugy
meéginiai pasiZymeéjo mazZesniu antioksidaciniu poveikiu. MaZiausias antioksidacinis aktyvumas buvo
pastebétas méginiuose su fermentais proteaze bei pankreatinu (laisvyjy radikaly suriSimas atitinkamai
2,62 1r 10,15 %). Vykdant hidrolize 60 minuciy, tirlamyjy meéginiy, veikiamy pepsinu antioksidacinés
savybés sumazejo 11 %, proteaze — 78 %, pankreatinu — 56 %, Sarminiy iSrugy — 10 % ir rugsciy
i1Sragy — 37 % lyginant su optimalia méginiams (40 min.) hidrolizes trukme.

Vertinant fermento pepsino ir rugstiniy iSrugy terpés pH vertés jtaka iSrugy baltymy produkty
antioksidaciniam aktyvumui didZiausias slopinimas (atitinkamai 49,43 ir 29,79 %) buvo nustatytas
terpéje, kurios pH verté¢ 3. Sios pH verté buvo optimali tiek fermentui, tiek iSrigoms. Vykdant
hidrolize méginiai, kuriy terpés pH buvo 2, pasiZyméjo maZesniu antioksidaciniu poveikiu (laisvyjy
radikaly suriSimas buvo atitinkamai 42,39 ir 16,37 %). Lin ir kt. [47] atlik¢ fermenting iSrugy baltymy
hidrolize (pH 2, 37 °C, 2 val.) veikiant pepsinui nustaté, kad antioksidacinis aktyvumas padidéjo
pasildZius méginj 5-10 min. 95 °C pries hidroliz¢. Vykdant hidroliz¢ méginiai, kuriy pH verté buvo
4, pasizyméjo dar mazesniu antioksidaciniu aktyvumu. Lyginant su optimalia méginiams terpés pH
verte pepsino antioksidacinés savybés sumazéjo 84 %, o rugstiniy iSrugy — 43 %.

Vertinant fermenty pankreatino, proteazés ir Sarminiy iSriigy terpés pH vertés jtakg iSrigy baltymy
produkty antioksidaciniam aktyvumui didZiausias slopinimas buvo nustatytas terpéje, kurios pH verté
7,5. Sios pH vertés buvo optimalios tiek fermentams, tiek isrigoms. Silvestre ir kt. [30] atlike
fermenting hidrolize¢ (50 °C, pH 7, 5 val.) nustaté, kad hidrolizuoti iSrugy baltymai veikiant proteazei
i§ A. sojae ir pankreatinui pasiZyméjo dideliu antioksidaciniu aktyvumu atitinkamai 59,7 ir 49,44 %.
Vykdant hidroliz¢ méginiai, kuriy terpés pH buvo 6,5 pasiZyméjo mazesniu antioksidaciniu poveikiu.
Maziausias antioksidacinis aktyvumas buvo pastebétas méginiuose su proteaze bei meéginyje be
fermento (Sarminése iSrugose), laisvyjy radikaly suriSimas buvo atitinkamai 17,76 ir 2545 %.
Vykdant hidroliz¢ méginiai, kuriy pH verté¢ buvo 8,5 pasiZyméjo dar maZesniu antioksidaciniu
aktyvumu. Lyginant su méginiams optimalia terpés pH verte hidrolizuoty iSrigy baltymy veikiant
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proteazei antioksidacinés savybés sumazéjo 72 %, pankreatinui — 66 %, o iSrigy baltymy be fermento
(Sarminiy iSragy) — 60 %.
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3.3 pav. Isrugy ir iSrigy hidrolizés, naudojant fermentus, produkty DPPH laisvyjy radikaly suri§imo geba
priklausomai nuo: (a) — temperatiiros, (b) — hidrolizés trukmés, (c ir d) — pH vertés

Fermentinés hidrolizés metu fermentai iSlaisvina peptidus, pasizymincius antioksidantinémis
savybémis, i$§ pirminio baltymo. ISrtigy baltymy hidrolizés metu padidéja laisvy aminortigsciy kiekis,
vandenilio jony prieinamumas ir karboksirfigities grupiy koncentracija. Sie veiksniai turi jtakos
antioksidacinio aktyvumo padidéjimui [45]. Fermentinés hidrolizés jtaka iSriigy baltymy produkty
antioksidaciniam aktyvumui vertinant ABTS laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu pateikta 3.4 a,
b, ¢ ir d paveiksluose. Vertinant fermentinés hidrolizés temperattiros jtaka didZiausias laisvyjy
radikaly suriSimas buvo nustatytas atliekant hidrolize 40 °C temperaturoje naudojant tiek pepsina,
tiek proteaz¢ 1§ B. amyloliquefaciens, tiek ir pankreating. Si temperatiira buvo optimali tiek
fermentams, tiek iSrogoms. Hidrolizuojant iSrugy baltymus 30 °C temperatiroje tiriamieji iSrugy
baltymy méginiai pasiZyméjo mazu antioksidaciniu poveikiu. MaZiausias antioksidacinis aktyvumas
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pastebétas Sarminése bei rugSciose iSrugose (ABTS laisvyjy radikaly suriSimas buvo atitinkamai
12,23 ir 12,59 %). Atliekant iSrigy baltymy hidroliz¢ 50 °C temperatiiroje iSrugy baltymy méginiai
taip pat pasiZymeéjo ne itin dideliu antioksidaciniu aktyvumu. Lyginant su optimalia tiriamiesiems
temperattra iSragy baltymy, paveikty pepsinu, antioksidacinés savybés sumazéjo 60 %, proteaze —
36 %, pankreatinu — 54 %, Sarminiy iSragy — 69% ir rugsc¢iy iSragy — 57 %. Corrochano ir kt. [100]
atlike fermentine iSragy baltymy hidrolize (50 °C, pH 8, 3 val.) nustaté, kad veikiant proteazei i§ B.
licheniformis iSrugy baltymy hidrolizatai pasiZzymi ~ 5 kartus stipresniu antioksidaciniu aktyvumu
lyginant su nehidrolizuotu iSrigy baltymy izoliatu.

Vertinant fermentinés hidrolizés trukmés jtaka didZiausias slopinimas buvo nustatytas vykdant
fermenting hidroliz¢ 40 minuciy naudojant visus tris anks¢iau paminétus fermentus. Si trukmé buvo
optimali tiek fermentams, tiek iSrigoms. Vykdant hidroliz¢ 20 minuciy lyginant su optimalia
hidrolizés trukme, tiriamieji pasiZyméjo maZesniu antioksidaciniu poveikiu. MaZiausias
antioksidacinis aktyvumas buvo pastebétas méginiuose su fermentais pepsinu bei proteaze (laisvyjy
radikaly suriSimas buvo atitinkamai 10,04 ir 11,43 %). Vykdant hidrolize¢ 60 minuciy tiriamieji
meéginiai taip pat pasiZymeéjo pakankamai maZesniu antioksidaciniu aktyvumu. Lyginant su optimalia
meéginiams hidrolizés trukme hidrolizuoty iSrugy baltymy veikiant pepsinui antioksidacinés savybés
sumaZzejo 52 %, proteazei — 72 %, pankreatinui — 54 %, Sarminiy iSragy — 68 %, o rugsciy iSrugy
antioksidacinés savybés sustipréjo — 22 %. Dryakova ir kt. [38] paskelbé, kad nehidrolizuoti iSrugy
baltymai pasiZyméjo maZu antioksidaciniu aktyvumu (7-19,8 %), o atlikus hidrolize (45 °C,
fermentai — Protamex (pH 6), Flavourzyme (pH 7) ir alkalazé (pH 8), 3 val.) reikSmés pastebimai
padidéjo 40-54,2 %. Mokslininky teigimu, mazesnis nehidrolizuoty iStigy baltymy antioksidacinis
aktyvumas patvirtina faktg, kad patys iSrigy baltymai pasiZymi kai kuriomis antioksidacinémis
savybémis [38].

Vertinant fermento pepsino ir rugstiniy iSrugy terpés pH vertés jtaka iSrugy baltymy produkty
antioksidaciniam aktyvumui didZiausias slopinimas (atitinkamai 69,36 ir 48,4 %) buvo nustatytas
terpéje, kurios pH verté 3. Si pH verté buvo optimali tiek fermentui, tiek i§rigoms. Vykdant hidrolize
iSragy baltymy meéginiai, kuriy terpés pH buvo 2 pasiZyméjo maZesniu antioksidaciniu poveikiu
(laisvyjy radikaly suriSimas atitinkamai 49,05 ir 41,48 %). Vykdant hidroliz¢ méginiy, kuriy pH verté
buvo 4, lyginant su optimalia méginiams terpés pH verte, su pepsinu antioksidacinés savybés
sumazejo 70 %, o rugStiniy iSragy — 14 %.

Vertinant fermenty pankreatino, proteazés ir Sarminiy iSrigy terpés pH vertés jtakg iSrigy baltymy
produkty antioksidaciniam aktyvumui didZiausias slopinimas buvo nustatytas terpéje, kurios pH verté
7.5. Sios pH vertés buvo optimalios tiek fermentams, tiek i§rigoms. Vykdant hidrolize méginiai,
kuriy terpés pH buvo 6,5 pasiZyméjo maZesniu antioksidaciniu poveikiu. MaZiausias antioksidacinis
aktyvumas buvo pastebétas méginiuose su fermentais proteaze bei pankreatinu (laisvyjy radikaly
suriSimas buvo atitinkamai 26,35 ir 30,13 %). Mann ir kt. [39] hidrolizave (pH 6,5, 50 °C, 8 val.)
iSragy baltymus veikiant juos proteaze iS A. oryzae nustaté, kad antioksidacinis aktyvumas padidéjo
7 kartus lyginant su nehidrolizuotu iSriigy baltymy antioksidaciniu aktyvumu. Vykdant hidrolize
iSragy baltymy méginiai, kuriy pH vert¢ buvo 8,5 pasiZyméjo dar maZesniu antioksidaciniu
aktyvumu. Lyginant su optimalia méginiams terpés pH verte, iSrigy baltymy hidrolizés veikiant
proteazei produkty antioksidacinés savybés sumazéjo 64 %, pankreatinui — 55 %, o Sarminiy iSrigy
tik — 10 %.
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3.4 pav. 3riigy ir iSriigy hidrolizés, naudojant fermentus, produkty ABTS™* radikaly sujungimo geba
priklausomai nuo: (a) — temperatiiros, (b) — hidrolizés trukmés, (c ir d) — pH vertés

3.2.3. Temperatiros, terpés pH vertés ir hidrolizés trukmés jtaka iSriigy baltymy produkty
antimikrobiniam aktyvumui

ISriigy baltymai, tokie kaip laktoferinas, lizocimas, imunoglobulinas ir laktoperoksidazeé, yra
antimikrobiSkai aktyvis ir slopina patogeniniy mikrooganizmy [101]. Fermentinés hidrolizés jtaka
iSriigy baltymy produkty antimikrobiniam aktyvumui pateikta 3.1 lenteléje. Vertinant fermentinés
hidrolizés temperatiiros jtakg produkty antimikrobiniam aktyvumui, didziausias patogeniniy bakterijy
augimo slopininimas buvo nustatytas hidrolizaty, gauty 40 °C temperatiiroje naudojant tiek pepsina,
tieck proteaze i§ B. amyloliquefaciens, tiek ir pankreating. Hidrolizés produktai su pepsinu ir
pankreatinu geriausiai slopino S. typhimurium bei St. aureus patogenines bakterijas, slopinimo zona
atitinkamai buvo 1540, 14+0 ir 18+0 18+0,7 mm. ISrigy baltymy produktai, gauti veikiant proteaze
18 B. amyloliquefaciens pasizyméjo St. aureus bei B. cereus patogeniniy bakterijy augimo slopinimu,
didziausia slopinimo zona atitinkamai buvo 17+0,7 ir 16+£0,7 mm. Correa ir kt. [99] atlik¢ aviy pieno

40



kazeinato hidroliz¢ (pH 8, 3 val. 45 °C) veikiant proteaze i§ Bacillus pasteb¢jo, kad hidrolizatai
slopino patogeninés bakterijos B. cereus augima (9,33 mm). Jrad‘as ir kt. [102] nustaté, kad vykdant
kupranugariy pieno kazeino hidrolize 4 valandas, 40 °C temperatiroje ir veikiant pepsinu bei
pankreatinu, buvo iSlaisvinti antibakteriniai fragmentai ir antimikrobinis aktyvumas padidéjo,
lyginant su nehidrolizuoto kazeino aktyvumu [102]. 30 °C temperatiroje gauti hidrolizés produktai
veikiant pepsinu bei proteaze nepasiZyméjo antimikrobiniu poveikiu S. typhimurium bakterijoms. 50
°C temperattroje gauti iSrtigy baltymy hidrolizés produktai veikiant pankreatinu labiausiai slopino S.
typhimurium bei St. aureus patogenines bakterijas, slopinimo zona atitinkamai buvo 16+0,7 ir 17+0,7
mm.

Vertinant fermentinés hidrolizés pH vertés jtakg produkty antimikrobiniam aktyvumui tinkamiausia
terpés pH verté méginiams su pepsinu buvo 3, o méginiams su pankreatinu ir proteaze — 7,5. Tokiy
pH verciy terpése vykdant hidrolize didziausiu S. typhimurium bei St. aureus augimo slopininimu
pasiZzyméjo méginiai veikti pepsinu, atitinkamai 1740,7, 16+07 ir pankreatinu, atitinkamai 18+0,
18+0,7 mm. Hidrolizés produktai, gauti veikiant proteazei i§ B. amyloliquefaciens geriausiai slopino
St. aureus ir E. coli patogeniniy bakterijy augima, slopinimo zona atitinkamai buvo 16+0 ir 18+0,7
mm. Kumar‘as ir kt. [103] atlik¢ kupranugariy kazeino hidroliz¢ (pH 8, 6 val., 55 °C) veikiant
proteaze i$ B. licheniformis nustaté, kad méginiai pasizymeéjo antimikrobiniu aktyvumu ir slopino E.
coli, St. aureus ir B. cereus patogenines bakterijas, atitinkamai 17,93+0,82, 14,98+0,41 ir 18,95+0,34
mm. Vykdant hidrolize, kai terpés pH buvo 2, iSriigy baltymai, veikiami pepsinu, slopino St. aureus
ir E. coli augima, atitinkamai 14+0,7, 1440 mm ir 14+0,7, 15+0,7 mm, kai terpés pH buvo 4.
Theolier‘as ir kt. [104] hidrolizave iSrigy baltymus (pH 2, 2,5 val. 37 °C) veikiant pepsinui pasteb¢jo
meéginiy antimikrobinj poveikj slopinant E. coli augima. ISriigy baltymy hidrolizés produktai (pH 6,5)
veikiant proteazei i§ B. amyloliquefaciens maziausiai slopino B. cereus patogenines bakterijas (10+0
mm), tuo tarpu méginiai veikiami pankreatinu nepasizyméjo antimikrobiniu poveikiu slopinant St.
aureus, bet pakankamai gerai slopino B. cereus patogenines bakterijas (17+£1,4 mm). Vykdant
hidrolize, kai terpés pH 8,5, produktai su proteaze maziausiai slopino B. cereus patogenines bakterijas
(11+0 mm), o meéginiai su pankreatinu — E. coli (13+0,7).

Vertinant fermentinés hidrolizés trukmés jtaka produkty antimikrobiniam aktyvumui, didziausias
patogeniniy bakterijy augimo slopininimas buvo nustatytas hidroliz¢ vykdant 40 min., naudojant tiek
pepsinag, tiek proteaze i B. amyloliquefaciens, tiek ir pankreating. Hidrolizés produktai veikiant
pepsinu ir pankreatinu Sioje temperatiiroje geriausiai slopino St. aureus patogenines bakterijas,
slopinimo zona atitinkamai buvo 16+0 ir 16+1,4 mm. ISriigy baltymy hidrolizés produktai veikiant
proteaze i§ B. amyloliquefaciens taip pat pasizymejo stipriu antimikrobiniu poveikiu slopindami E.
coli augima (16+0 mm), o méginiai veikiami pankreatinu slopino S. typhimurium patogening bakterija
(17+0,7 mm), taciau neslopino B. cereus augimo. Vykdant hidroliz¢ 20 ir 60 min. tiriamieji méginiai
veikiami pepsinu pasizymejo silpnesniu antimikrobiniu poveikiu (11+0 mm) arba nepasizyméjo
antimikrobiniu poveikiu slopinant E. coli bakterijos augimg (1140 mm). Vykdant hidroliz¢ 20 min.
gauti hidrolizés produktai veikiami pankreatinu neslopino S. typhimurium patogeninés bakterijos, o
prailginus hidrolizés trukme iki 60 min., tiriamieji iSrigy baltymy meéginiai veikiami proteazes ir
pankreatino labiausiai slopino §ig patogening bakterija, atitinkamai 16+0,7 ir 1740 mm.
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3.1 lentelé. Antimikrobinis iSriigy baltymy hidrolizés produkty poveikis patogeninéms bakterijoms, vertinant
po 24 val., mm (Sulinélio skersmuo 8 mm)

Indikatorinis mikrooganizmas
Fermentas Fermentinés hidrolizés salygos St. aureus B.cereus “Z‘}p himurium E.coli
Slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje, mm
30 11£0,7 1240 - 1240,7
temperattra, °C 40 15+0 14+0,7 14+0 13+0
50 14+0,7 13+0,7 13+1.4 12+1,4
2 14+0,7 130 12+0 14+0,7
Pepsinas P7000 | pH verté 3 16+0,7 15+1,4 17+0,7 14+1,4
4 14+0 14+0,7 130 15+07
20 13+0 12+1,4 1240 110
hidrolizés trukmé, min. | 40 160 14+0 15+0 14+0
60 15+0,7 14+0,7 13+0,7 -
30 1240 14+0,7 - 15+0,7
temperattra, °C 40 17+0,7 16+0,7 100 18+0
50 110 1240,7 11£0,7 1240
Proteaze is B, 6,5 1410 10+0 12+0,7 14+0,7
amylolig- pH verté 7,5 16+0 14+0 14+1,4 18+0,7
uefaciens P1236 8.5 16+0,7 1120 1520,7 1620,7
20 13+0 12+1,4 12+0 130
hidrolizés trukmé, min. | 40 15+0,7 15+0 12+0,7 16+0
60 1240,7 12+0,7 16+0,7 13+0,7
30 16+0,7 11+0 16+0,7 14+0
temperattra, °C 40 18+0 - 18+0,7 14+0,7
50 17+0,7 11+1,4 16+0,7 14+0
. 6,5 - 17+1,4 15+0,7 1240
g?’;lgffa“nas pH verté 7,5 18+0,7 - 180 140
8,5 160 14+0,7 17+1,4 13+0,7
20 15+0,7 11+0 - 1540
hidrolizés trukmé, min. | 40 16+1,4 - 17+0,7 15+0
60 16+0,7 11+0,7 1740 15+0,7

3.2.4. Fermentinés hidrolizés jtaka iSriigy baltymy produkty pokyc¢iams

Fermentinés hidrolizés jtaka iSrigy baltymy pokyCiams buvo jvertinta atliekant vertikaliaja
vienkrypte natrio dodecilsulfato elektroforeze (zr. 3.6 pav.). Tiriamyjy juostoms identifikuoti buvo
naudojamas standartinis baltymy tirpalas SigmaMarker S8445. Nefermentuotos WPC buvo
kontrolinis meéginys, pagal kurj buvo jvertinti pokyciai. Hidrolizuoti iSrtigy baltymai ir iSrigy
baltymai prie§ hidroliz¢ (kontrolinis meéginys) buvo panaSiis baltymy pédsaky skai¢iumi ir
molekuliniu svoriu gelyje. Atlikus tyrimg nustatyta, kad hidrolizé pilnai nejvyko, gauti rezultatai
parodé, kad dalis iSriigy baltymy nebuvo suhidrolizuoti. BSA (66 kDa), B-laktoglobulinas (18 kDa)
ir a-laktalbuminas (14,2 kDa) fermentinés hidrolizés metu nebuvo suhidrolizuoti. Tam jtakos gal¢jo
turéti nepilnai jvykusi hidrolizé, per trumpa hidrolizés trukmeé bei per didelé tiriamyjy meéginiy
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koncentracija. Briczinski ir kt. [105], gave panasy hidrolizuoty ir nehidrolizuoty iSriigy baltymy
vaizda gelyje, padar¢ iSvadas, kad fermentai pirmiausiai elgési kaip egzopeptidazés, kai po pirminio
peptidiniy jungciy skaidymo, tarpinis produktas smarkiai suskaidomas j mazesnius peptidus. Jei
endopeptidazés aktyvumas biity buves palankus, fermenty skaidymas biity buves labiau atsitiktinis,
o gelyje blity matomi jvairiis tarpiniai peptidai. Chaudhari ir kt. [106] pranes¢, kad iSriigy baltymuy,
paveikty pepsinu, fermentinés hidrolizés (pH 2, 37 °C) metu [-laktoglobulinas nebuvo
suhidrolizuotas, o o-laktalbumino pédsaky gelyje nematyti. Hidrolizuojant iSriigy baltymus
pankreatinu (pH 7,5, 40 °C) nei a-laktalbuminas, nei -laktoglobulinas nebuvo suhidrolizuoti.
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3.5 pav. Isruigy baltymy hidrolizaty (40 min, 40 °C, pH 7,5 (proteazei ir pankreatinui), pepsinui — 3)
apdoroty pepsinu, proteaze bei pankreatinu, vienkrypté natrio dodecilsulfato elektroforezé. Tiriamyjy
méginiy, esanciy 2, 3 ir 4 takeliuose koncentracija dvigubai didesné nei méginiy, esanciy 5, 6 ir 7 takeliuose.

3.3. Fermentacijos, taikant Lactobacillus ir Bifidobacterium riusims priklausancias bakterijas,
itaka iSragy produkty savybéms

Atlikta iSrugy baltymy fermentacija skirtingomis pieno rugsties bakterijomis (L. acidophilus DSM
20079, L. plantarum DSM 20174, Bif. bifidum DSM 20082 ir $iy bakterijy miSiniu (santykis 1:1:1))
ir nustatyta pieno rigsties bakterijy jtaka fermentuoty iSrtigy produkty antioksidaciniam aktyvumui,
proteaziy aktyvumui, baltymy kiekiui bei nustatytas pieno rtgsties bakterijy skaicius 32 val.
fermentacijos metu.

3.3.1. Pieno ragsties bakterijy pokyciai fermentacijos metu

Vykdant fermentacija pieno riigSties bakterijomis, jy skaicius iSrtigy baltymy terpéje po 0, 16, 24 ir
32 val. pateiktas 3.6 paveiksle. Didziausias bakterijy skaicius po 0 val. (pradzioje fermentacijos) buvo
terp¢je su L. plantarum DSM 20174 bakterijomis (6,24 logio KSV/ml). Po 16 val. bakterijy skaicius
padidéjo iki 7,1 logio KSV/ml. Po 24 val. L. plantarum DSM 20174 bakterijy skaicius padid¢jo iki
7,41 logio KSV/ml ir po 32 val. fermentacijos isliko toks pat. Xiao ir kt. [107] atliko sojy iSrugy
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fermentacija L. plantarum B1-6 bakterijomis ir nustate, kad po 14 val. fermentacijos PRB skaicius
padidéjo nuo 7,3 logio KSV/ml (pradinis taskas; pH 8,3) iki 8,3 logio KSV/ml (pH 4), o po 24 val.
Siek tiek sumazejo (8,1 logio KSV/ml; pH 4).

Pradinis Bif. bifidum DSM 20082 bakterijy skaic¢ius buvo 5,12 logio KSV/ml, o po 16 val
fermentacijos nustatyta, kad Bif. bifidum DSM 20082 bakterijy skai¢ius buvo didziausias lyginant su
kitomis bakterijomis (7,73 logio KSV/ml). Vykdant fermentacijg 24 val. $iy bakterijy skaicius éme
mazeéti ir po 32 val. sumazgjo iki 7,42 logio KSV/ml. Drgalic ir kt. [108] atlikg 24 val. fermentacija
37 °C temperatiiroje nustaté, kad Bif. bifidum bakterijy skaicius fermentuoty iSriigy terp¢je su inulinu
padidéjo nuo ~ 7,3 iki 8,3 logio KSV/ml. Trujillo-de Santijago ir kt. [109] taip pat nustate, kad
atliekant iSrtigy fermentacija (13 val., 38 °C) Bif. infantis bakterijy skaicius padidéjo nuo ~ 4,4 iki ~
8,7 logio KSV/ml.
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3.6 pav. PRB skaiciaus priklausomybé nuo augimo trukmeés isriigy baltymy terpéje

Pradiniame taSke (0 val.) bakterijy L. acidophilus DSM 20174 skaicius buvo 5,41 logio KSV/ml.
Vykdant fermentacija Siy bakterijy skaiCius proporcingai didéjo ir po fermentacijos (po 32 val.)
bakterijy skaicius iSsaugo iki 7,86 logio KSV/ml. Matijevic‘as ir kt. [110] atlike probiotiniy bakterijy
augimo iSriigose tyrima, nustaté, kad L. acidophilus skaiCius fermentacijos metu didéjo (iSaugo nuo
6,62 logio KSV/ml iki 9,45 logio KSV/ml) ir padaré iS§vada, kad iSriigos yra tokia pati gera terp¢ augti
pieno rugsties bakterijoms kaip ir pienas. Tyrime dar didesnis PRB skai¢ius nustatytas pridéjus
gliukozeés ar laktozés kaip anglies Saltinio. Pescuma ir kt. [111] fermentuodami WPC (35 %, 37 °C,
24 val.) L. acidophilus bakterijomis nustate, kad bakterijy skaicius padidéjo 1,3 karto lyginant su
pradiniu skai¢iumi. Shukla ir kt. [112] iStyre L. acidophilus NCDC-015 pokyti 24 val. 37 °C
temperatiiroje fermentuojant iSrtigas bei iSriigas su ananasy sultimis nustat¢, kad iSriigose su ananasy
sultimis uzaugo daugiau bakterijy (4,7 logio KSV/ml) lyginant su skai¢iumi isrigose iki 10 val., o po
15 val. iSrugose bakterijy skaicius iSaugo nuo 6,89 iki 9,69 logio KSV/ml.

Bakterijy (L. acidophilus DSM 20079, L. plantarum DSM 20174 ir Bif. bifidum DSM 20082) miSinio
(santykis 1:1:1) skaicius prie§ fermentacija buvo pakankamai didelis lyginant su kitomis bakterijomis
(5,9 logio KSV/ml). Vykdant fermentacija bakterijy skai¢ius did¢jo ir po 24 val. iSaugo iki 7,68 logio
KSV/ml, taciau dar po 8 val. Sis skaicius nezymiai sumazéjo iki 7,47 logio KSV/ml.
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3.3.2. Pieno riaigSties bakterijy jtaka proteaziy aktyvumui iSrtigy baltymy terpéje
fermentacijos metu

Proteolizé yra baltymy peptidiniy jungCiy hidrolizé, kai peptidai ir laisvosios aminoruigStys yra
iSlaisvinamos. PRB turi sudétingg proteazés / peptidazés sistema, kurig sudaro trys komponentai:
proteazés, inicijuojancios kazeino skilimg ] oligopeptidus, peptidy pernesSéjai ir tarplastelinés
peptidazés, skaidancios peptidus } trumpesnius peptidus ir laisvas aminorugstis [113]. Sio
eksperimento metu buvo tirtas proteaziy aktyvumas iSrigy baltymy koncentrato terpéje fermentacijos
32 val. laikotarpyje (Zr. 3.7 pav.). Proteaziy aktyvumas fermentacijos pradzioje su L. acidophilus
DSM 20079, Bif. bifidum DSM 20082 ir bakterijy miSiniu (santykis 1:1:1) buvo lygus 4 AV/ml.
Maziausias proteaziy aktyvumas nustatytas terpéje su L. plantarum DSM 20174 (1 AV/ml).
Batmunkh‘as ir kt. [114] nustaté, kad sojy pieno fermentacijos (20 val., 37 °C) L. fermentum BM-
325 bakterijomis metu padidéjo laisvy amino grupiy bei peptidy kiekis ir didZiausias proteaziy
aktyvumas nustatytas po 4 val. fermentacijos (25,3 AV/ml). Véliau proteazinis aktyvumas kiek
padidéjo ir stabilizavosi (20,5 AV/ml).
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3.7 pav. Trukmés jtaka proteaziy aktyvumui iSriigy fermentacijos terpéje, naudojant jvairias PRB ir jy
misinj
Po 16 val. fermentacijos L. plantarum DSM 20174 bakterijy proteaziy aktyvumas nepakito.
Nustatytas didZiausias proteaziy aktyvumas fermentuotuose iSrugy baltymuose su L. acidophilus

DSM 20079 (7 AV/ml), Bif. bifidum DSM 20082 bakterijy bei bakterijy miSinio aktyvumas taip pat
padidéjo, atitinkamai 25 ir 50 %.

Po 24 val. iSrigy fermentacijos produkty su Bif. bifidum DSM 20082, bakterijy miSiniu ir L.
acidophilus DSM 20079 bakterijomis proteaziy aktyvumas nezymiai padidéjo, atitinkamai 20, 17 ir
14 %. Méginiy su pieno rugsties bakterijomis L. plantarum DSM 20174 aktyvumas padidéjo du
kartus. Pescuma ir kt. [111] po 24 val. fermentacijos nustaté, kad iSriigy baltymai fermentuoti L.
acidophilus bakterijomis pasizymejo ~ 2 kartus didesniu proteaziniu aktyvumu lyginant su pradiniu.

Po 32 val. fermentacijos didZiausias proteaziy aktyvumas buvo nustatytas iSrigy baltymy
produktuose su Bif. bifidum DSM 20082 bakterijomis (11 AV/ml). Tiriamajame méginyje su L.
acidophilus DSM 20079 bakterijomis aktyvumas iSliko toks pat (8 AV/ml). Méginyje su L. plantarum
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DSM 20174 bakterijy aktyvumas padidéjo 4 kartus lyginant su pradiniu aktyvumu. Bakterijy miSinio
proteaziy aktyvumas fermentacijos eigoje eksponentiSkai didéjo.

3.3.3. Pieno riigsties bakterijy jtaka baltymy kiekiui iSriigy terpéje fermentacijos metu

Fermentacijos pieno rugsties bakterijomis metu iSrigy baltymai yra skaidomi | aminorugstis,
peptidus, todél jy kiekis iSrugose mazéja. Skudra ir kt. [115] pranesé, kad iSrugy baltymy fermentacija
padidina laisvyjy aminorogs¢iy ir vitaminy koncentracijg iSrugose. Fermentuojant iSrugas L.
acidophilus ir L. bulgaricus bakterijomis laisvyjy aminortugsciy kiekis padidé€jo atitinkamai 3,3 ir 2,8
karto lyginant su nefermentuotomis iSragomis [115]. Tyrimo metu buvo nustatomas baltymo kiekis
iSragy fermentacijos su jvairiomis PRB metu (Zr. 3.8 pav.). Pradiniame fermentacijos etape baltymy
kiekis iSragy terpéje buvo nuo 71 pg/ul iki 78,5 pg/pl.

Po 16 val. iSrugy terpéje su PRB miSiniu ir L. plantarum DSM 20174, baltymy kiekis sumazéjo
atitinkamai 10 ir 7 %. MaZziausias baltymy kiekis nustatytas terpéje su Bif. bifidum DSM 20082
bakterijomis (68,65 pg/ul). Terpéje su L. acidophilus DSM 20079 bakterijomis baltymy kiekis
sumazeéjo 7 %.

Po 24 val. fermentacijos didZiausi baltymy kiekiai buvo terpéje su bakterijy miSiniu ir L. plantarum
DSM 20174 atitinkamai 63,58 pg/ul ir 62,06 pg/ul. Isragy terpéje su L. acidophilus DSM 20079
baltymy kiekis sumaZzejo 55 %, o terpeje su Bif. bifidum DSM 20082 bakterijomis baltymy kiekis
sumaZzejo 17 % lyginant su pradiniu baltymy kiekiu.

Po 32 val. maziausias baltymy kiekis iSriigy terpéje lyginant su kitomis PRB buvo iSriigose su L.
acidophilus DSM 20079 (36,30 pg/ul). ISrugy baltymy méginiuose su PRB miSiniu, L. plantarum
DSM 20174 ir Bif. bifidum DSM 20082 bakterijomis baltymy kiekis sumazéjo atitinkamai 48, 44 ir
36 % lyginant su pradiniu baltymy kiekiu. Pescuma ir kt. [116] atliko saldZiy iSrigy fermentacijq (37
°C,42°C, 24 val.) L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454 bei L. acidophilus CRL 636 bakterijomis
ir nustaté, kad Sios PRB skaido iSrigy baltymus, taCiau skirtingai. Pagrindiniai iSrigy baltymai, tokie
kaip o-laktoalbuminas ir B-laktoglobulinas tiek 37 °C, tiek ir 42 °C buvo geriau suskaidyti L.
delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454 bakterijos nei L. acidophilus CRL 636. Atliekant iSrugy
fermentacija pienartgStémis bakterijomis sumazéja laktozeés kiekis iSrigose, nes yra gaminama pieno
rugstis bei kiti metabolitai, tokie kaip aromatiniai junginiai.

@ L. acidophilus nBif. bifidum wL. plantarum =MIX

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

]
\\\\\\\\\\\\\\\'

Baltymo kiekis, pg/ul

G

'\.'\.‘x"\"\.‘x"\"&"\‘\"&"\i

0 ' 16 ' 24
Trukmé, val.

3.8 pav. PRB jtaka baltymy kiekiui iSrtigy baltymy terpéje fermentacijos metu
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3.34 Fermentacijos su jvairiomis pieno riigSties bakterijomis jtaka iSriigy baltymy produkty
antioksidaciniam aktyvumui

Fermentacijos su jvairiomis pieno rugSties bakterijomis jtaka iSrigy baltymy produkty
antioksidaciniam aktyvumui vertinant DPPH laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu pateikta 3.9
paveiksle. Tyrimo rezultatai parodé, kad fermentacijos metu iSrugy baltymy produkty antioksidacinis
aktyvumas padid¢jo.

Antioksidacinis aktyvumas iSrigy baltymy produkty, fermentuoty su Bif. bifidum DSM 20082
bakterijomis po 16 val., 24 val. ir 32 val. fermentacijos padidéjo atitinkamai 26, 46 ir 70 %.
Antioksidacinis aktyvumas iSrigy baltymy produkty, fermentuoty su L. acidophillus DSM 20079
bakterijomis po 16 val., 24 val. ir 32 val. fermentacijos padidé€jo atitinkamai 19,49 ir 92 %.
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3.9 pav. [sriigy baltymy produkty, gauty po 16, 24 ir 32 val. fermentacijos su jvairiomis PRB,
antioksidacinis aktyvumas vertinant DPPH laisvyjy radikaly suri$imo gebos metodu

ISrigy baltymy produkty, fermentuoty su L. plantarum DSM 20174 bakterijomis antioksidacinis
aktyvumas po 16 val., 24 val. ir 32 val. fermentacijos padid¢jo atitinkamai 33, 66 ir 81 %, o su
probiotiniy bakterijy misiniu padid¢jo atitinkamai 35, 50 ir 79 % lyginant su pradiniu aktyvumu (0
val.). Embiriekah‘as ir kt. [117] nustaté, kad L. acidophilus padidino visy tiriamy sojos baltymy
meéginiy antioksidacinj aktyvumag per 24 valandas fermentacijos. Maksimalus antioksidacinis
aktyvumas (64,9 %) buvo pasiektas atlikus sojos baltymy izoliato 24 valandy fermentacija naudojant
L. acidophilus. Gauti rezultatai rodo, kad $i padermé pagamino didelj kiekj antioksidaciniy junginiy,
galimai dél didesnio sojos baltymy proteazinio aktyvumo [117]. Amiri ir kt. [118] nustate, kad strio
i8riigos yra puiki terpé PRB ir po 24 val. fermentacijos L. acidophilus LAS ir B. animalis subsp. lactis
BB12 bakterijomis, fermentuoti iSrigy baltymai pasizyméjo dideliu antioksidaciniu aktyvumu.

Fermentacijos su jvairiomis pieno rugsSties bakterijomis jtaka iSriigy baltymy produkty
antioksidaciniam aktyvumui vertinant ABTS laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu pateikta 3.10
paveiksle. Atlikus tyrima rezultatai parodé, kad fermentacijos metu iSriigy baltymy produkty
antioksidacinis aktyvumas didéjo.

Antioksidacinis aktyvumas iSriigy baltymy produkty, fermentuoty su Bif. bifidum DSM 20082
bakterijomis po 16 val., 24 val. ir 32 val. fermentacijos padidé¢jo atitinkamai 25, 72 ir 93 % lyginant
su antioksidaciniu aktyvumu pradiniame taSke (0 val.). Antioksidacinis aktyvumas iSrigy baltymy
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produkty, fermentuoty su L. acidophillus DSM 20079 bakterijomis po 16 val., 24 val. ir 32 val.
fermentacijos padidéjo atitinkamai 49, 65 ir 89 % lyginant su pradiniu antioksidaciniu aktyvumu (0
val.). Virtanen‘as ir kt. [119] atlike tyrimus su L. acidophilus nustaté, kad antioksidacinis aktyvumas
didéjo iki atliekant fermentacijg 20 valandy, véliau pradéjo mazéti.
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3.10 pav. Isrugy baltymy produkty, gauty po 16, 24 ir 32 val. fermentacijos su jvairiomis PRB,
antioksidacinis aktyvumas vertinant ABTS laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu

ISrogy baltymy produkty fermentuoty su L. plantarum DSM 20174 bakterijomis antioksidacinis
aktyvumas po 16 val., 24 val. ir 32 val. fermentacijos padidéjo atitinkamai 20, 79 ir 97 %, o su
probiotiniy bakterijy miSiniu padidéjo atitinkamai 13, 50 ir 85 %. Xiao ir kt. [107] atlike sojy iSrugy
fermentacija L. plantarum bakterijomis praneSé, kad Zymiai padidéjo ABTS laisvyjy radikaly
suriSimo geba. Mokslininkai nustaté, kad padidéjes ABTS laisvyjy radikaly suriSimas atsirado dél
padidéjusio aglikono (sojose aptinkamas izoflavonas) ir bendro fenoliniy junginiy kiekio, kurie yra
veiksmingesni nutraukiant laisvyjy radikaly reakcijas [107]. Luz‘as ir kt. [120] atliko iSrugy
fermentacija (37 °C, 24, 48 ir 72 val.) naudojant tris skirtingas L. plantarum padermes: CECT 220,
221 ir 748. Vertinant antioksidacinj aktyvumg ABTS laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu
nustatyta, kad iSragy, 72 val. fermentuoty L. plantarum CECT 220 bakterijomis, antioksidacinis
aktyvumas padidéjo 27 % lyginant su kontroliniu méginiu. ISrigy, 72 val. fermentuoty L. plantarum
CECT 221, antioksidacinis aktyvumas padidéjo 15 % lyginant su kontroliniu méginiu. ISrugy,
fermentuoty L. plantarum CECT 748, antioksidacinis aktyvumas buvo didZiausias po 24 val.
fermentacijos ir padidéjo 46 % lyginant su kontroliniu méginiu. Mokslininkai daro prielaida, kad L.
plantarum padermés fermentacijos terpése iSskiria skirtingas endopeptidazes ir jvairiy
endopeptidaziy veikla terpéje, kurioje yra baltymy, gali sukelti skirtingy antioksidanty junginiy
susidaryma [120].

3.3.5 Fermentacijos su jvairiomis pieno riigSties bakterijomis jtaka iSriigy baltymy produkty
antimikrobiniam aktyvumui

Literattiros duomenimis jvairios PRB padermés geba slopinti patogeniniy mikroorganizmy augima
bei pasizymi antimikrobiniu poveikiu. ISrtigy baltymy fermentacijos metu PRB gamina ir | terpe
iSskiria organines riigstis (acto, pieno, skruzdziy, sviesto ir propiono rigstis), bakteriocinus (nizinas,
pediocinas, laktinas ir kt.), vandenilio peroksida, pasiZzymincius antimikrobiniu poveikiu kai kuriems
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patogeniniams mikroorganizmams [121]. Fermentacijos PRB jtaka iSriigy baltymy produkty
antimikrobiniam aktyvumui pateikta 3.2 lenteléje. Pradiniame taske (0 val.) iSrtigy baltymy méginiai
su PRB pasizyméjo patogeniniy bakterijy augimo slopinimu, galimai dél kartu su PRB patekusiy
metabolizmo produkty, kurie jau pasizyméjo antimikrobiniu poveikiu. Fermentuoti iSriigy baltymy
meéginiai slopino jvairias patogenines bakterijas ir jy slopinimas didéjo ilgéjant fermentacijos
trukmei. Visi tirti fermentuoti PRB méginiai buvo antimikrobiSkai aktyvis slopinant St. aureus ir B.
cereus patogeniniy bakterijy augima. DidZiausias iSrigy baltymy fermentacijos su Bif. bifidum DSM
20082 produkty antimikrobinis poveikis pasireiské St. aureus patogeninéms bakterijoms (slopinimo
zony skersmuo agaro terpéje buvo iki 26+1,4 mm) ir méginiy su L. acidophilus DSM 20079 - E. coli
bakterijoms (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje buvo iki 234+0,7 mm). Madureira ir kt. [122]
iStyre strio iSrigy matricy, fermentuoty Bif. animalis LAFTI B94 bakterijomis antimikrobinj
aktyvuma nustaté, kad Bifidobacterium gamina acto, pieno ir skruzdziy riigstis, kurios slopina
gramneigiamas bakterijas (E. coli, S. enteridis ir kt.). Siame tyrime taip pat pastebétas ir Bif. Animalis
LAFTI B94 gramteigiamy bakterijy St. aureus augimo slopinimas. Maziausiu antimikrobiniu
poveikiu PRB pasizyméjo slopinant S. typhimurium (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje kito
priklausomai nuo fermentacijos trukmés bei PRB padermés kito nuo 12+0,7 iki 18+1,4 mm).

3.2 lentelé. ISrigy baltymy produkty, gauty po 16, 24 ir 32 val. fermentacijos su jvairiomis PRB,
antimikrobinis poveikis patogeninéms bakterijoms, mm (Sulinélio skersmuo 8 mm)

PRB Indikatorinis mikroorganizmas
St. aureus ‘ B. cereus ‘ S. typhimurium ‘ E.coli
po 0 val.
Bif. bifidum DSM 20082 22+0,7 20+0 14+1,4 -
MIX - 17+1,4 12+0,7 12+1,4
L. acidophilus DSM 20079 15+0,7 1740 — 21+1,4
L. plantarum DSM 20174 16+0,7 14+0 15+2,1 18+0
po 16 val.
Bif. bifidum DSM 20082 25+0,7 20+0 15+0 14+0
MIX 160 18+0,7 14+0,7 14+0
L. acidophilus DSM 20079 18+0,7 20+0,7 16+1,4 22+0,7
L. plantarum DSM 20174 17+0,7 17£1,4 1540 20+0,7
po 24 val.
Bif. bifidum DSM 20082 25+0 21+1,4 16+0,7 16+0
MIX 19+0,7 19+2,1 - 15+0
L. acidophilus DSM 20079 | 20+0,7 21+0,7 18+1,4 23+0,7
L. plantarum DSM 20174 19+1,4 18+1,4 — 20+0
po 32 val.
Bif. bifidum DSM 20082 26+1,4 20+0,7 - 16+0,7
MIX 20+0 19+0,7 16+0 160
L. acidophilus DSM 20079 19+0,7 20+0 20+0 -
L. plantarum DSM 20174 20+1.,4 19+0,7 19+0,7 21+1.4
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3.3.6. Fermentacijos su jvairiomis pieno rigsties bakterijomis jtaka iSriigy baltymy pokyc¢iams

Fermentacijos jvairiomis PRB jtaka iSriigy baltymy pokyc¢iams buvo jvertinta atliekant vertikaliaja
vienkrypt¢ natrio dodecilsulfato elektroforezg (zr. 3.11 pav.). Tiriamyjy méginiy baltymams
identifikuoti buvo naudojamas standartinis baltymy tirpalas SigmaMarker S8445 (Merck, Vokietija).
Nefermentuotos WPC buvo kontrolinis méginys, pagal kurj buvo jvertinti poky¢iai. Nustatyta, kad
visos tirtos PRB padermés suardé BSA (66 kDa) ir a-laktoalbuming (14,2 kDa). Pescuma ir kt. [123]
tyrimo rezultatai rodo, kad L. acidophilus visiSkai suskaidé a-laktoalbuming. Taciau L. acidophilus
DSM 20079 (2 takelis) nevisiSkai suskaidé¢ B-laktoglobuling (~18 kDa). Fermentacijos metu PRB
nepilnai suhidrolizavo baltymus, kuriy molekuliné mas¢ yra 29 kDa ir 20 kDa — gelyje matomi
neryskiis baltymy pédsakai.

- -

1 2 3 4 5 6 T
Sigma i
¢ L. /1 Bif. L.
! : Marker WwpC _acidophilus... plantarum MIX bifidum MIX acidgphilus

=5

BSA 66 kDa —

29 kDa

20 kDa
p-laktoglobulinas
18 kDa F

o-laktoalbuminas _|
14,2 kDa

3.11 pav. Isriigy baltymy (po 32 val. fermentacijos), apdoroty L. acidophilus DSM 20079, L. plantarum
DSM 20174, Bif. bifidum DSM 20082 bei visy iy bakterijy misiniu (santykis 1:1:1), vienkrypté natrio
dodecilsulfato elektroforezé. Tiriamyjy méginiy, esanciy 2, 3, 4 ir 5 takeliuose koncentracija dvigubai

didesné nei méginiy, esanciy 6 ir 7 takeliuose.

3.4 ISriigy baltymy modifikavimo fenoliniais junginiais galimybés

3.4.1 Modifikavimo fenoliniais junginiais jtaka iSriigy baltymy produkty antioksidaciniam
aktyvumui

ISrigy baltymy modifikacijos karvakroliu, m-cymenu bei galo rigStimi jtaka antioksidaciniam
aktyvumui vertinant DPPH laisvyjy radikaly suri§imo gebos metodu pateikta 3.12 paveiksle.
Didziausiu antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo baltymy méginys, modifikuotas galo rigStimi (48,47
%). Konjugatai su m-cymenu ir karvakroliu pasizymeéjo mazesniu antioksidaciniu aktyvumu,
atitinkamai 28,00 ir 20,06 %. ISrtigy baltymai nepaveikti jokiu fenoliniu junginiu neutralizavo labai
mazg procenta (2,75 %) DPPH radikalo. Literatiiros duomenimis antioksidacinis baltymy aktyvumas
gali biti padidintas konjuguojant su fenolio junginiais [84]. Fenolio-baltymy konjugaty
antioksidacinis aktyvumas yra susij¢s su naudojamu modifikavimo metodu. Ali ir kt. [124] nustate,
kad 5-kofeilchininés riigSties ir pieno iSriigy baltymy konjugatas, gautas katalizuojant polifenolio
oksidazg¢ (PPO) pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su konjugatu, gautu
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$arminémis salygomis. Sie mokslininkai taip pat nustaté, kad rosmarino ragsties konjugato
antioksidacinis aktyvumas su iSriigy baltymy izoliatais Sarminémis saglygomis yra didesnis nei
modifikuoto konjugato atliekant PPO kataliz¢. Be to, konjugatas, gautas Sarminémis salygomis,
pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su PPO katalizés metodu. Taip pat fenolio-
baltymo konjugaty antioksidacinis aktyvumas taip pat susijes su fenolio junginio tipu [70].
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3.12 pav. Modifikavimo fenoliniais junginiais jtaka iSriigy baltymy antioksidaciniam aktyvumui vertinant
DPPH laisvyjy radikaly suri§imo gebos metodu

Ali ir kt. [84] nustaté, kad nemodifikuoti iSriigy baltymai pasiZzymi mazu antioksidaciniu aktyvumu
lyginant su iSriigy baltymy, modifikuoty chlorogenine ir rozmarino riig§timis, konjugatais, kurie
pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu, atitinkamai 4 ir 6,8 karto [84]. Sie duomenys rodo,
kad kovalentinis chlorogeninés ir rozmarino riigSties prisijungimas prie iSrigy baltymy galéty
pagerinti produkty stabilumg, paSalindamas laisvus radikalus ir nutraukdamas radikaly grandining
reakcija. Todél iSrugy baltymy, modifikuoty chlorogenine ir rozmarino riig§timis, konjugatai gali biiti
naudojami maistui kaip veiksmingi antioksidantai. Aewsiri ir kt. [125] modifikave zelating feruline,
kofeino ir tanino rtgstimi, nustaté, kad antioksidacinis aktyvumas padidé¢jo, atitinkamai iki 292,57,
420,69 ir 491,68 Imol TE/mg baltymy. Kontrolinio Zelatinos méginio (be fenoliniy junginiy) DPPH
laisvyjy radikaly suriSimo geba buvo 249,87 mmol TE/mg baltymy.

ISriigy baltymy modifikacijos karvakroliu, m-cymenu bei galo riig§timi jtaka antioksidaciniam
aktyvumui vertinant ABTS laisvyjy radikaly suriSimo gebos metodu pateikta 3.13 paveiksle.
Didziausiu antioksidaciniu poveikiu pasizymeéjo méginys su galo riigStimi (36,59 %). Konjugatai su
m-cymenu ir karvakroliu pasizyméjo maZesniu antioksidaciniu aktyvumu, atitinkamai 16,06 ir 20,45.
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3.13 pav. Modifikavimo fenoliniais junginiais jtaka iSriigy baltymy antioksidaciniam aktyvumui vertinant
ABTS laisvyjy radikaly suri§imo gebos metodu
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ISriigy baltymai, nepaveikti jokiu fenoliniu junginiu, neutralizavo labai maza procenta (5,83 %)
ABTS"" radikalo. Cao ir kt. [126] atlik¢ antioksidacinio aktyvumo nustatyma ABTS laisvyjy radikaly
suri§imo gebos metodu nustaté, kad galo rugStimi ir epigalokatechino galatu (EGCG) modifikuoti
iSrigy baltymai pasizyméjo 4-5 kartus didesniu antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su
nemodifikuotais iSrigy baltymais. Aewsiri ir kt. [125] nustaté, kad Zelatina, modifikuota oksiduota
tanino ir kofeino riigStimis, pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu did¢jant fenoliniy
junginiy koncentracijai. Sis rezultatas leido manyti, kad tanino ir kofeino riigitys, sujungtos su
zelatina, gali sudaryti stabilesnj produkta ir nutraukti radikaly grandining reakcija.

3.4.2 Modifikavimo fenoliniais junginiais jtaka iSriigy baltymy antimikrobiniam aktyvumui

Modifikacijos fenoliy junginiais jtaka iSrigy baltymy antimikrobiniam aktyvumui pateikta 3.3
lentel¢je. Nors iSriigy baltymuose esantys junginiai, tokie kaip a-laktoalbuminas, B-laktoglobulinas,
laktoferinas, jaucio serumo albuminas ir laktoperoksidaz¢, pasizymi antimikrobiniu poveikiu ir
slopina patogeniniy bakterijy augimg [127], bet iSrugy baltymy antimikrobinés savybés pageréjo
modifikavus juos fenoliy junginiais. Didziausias antimikrobinis aktyvumas slopinant St. aureus
patogenines bakterijas buvo nustatytas iSriigy baltymy ir galo rtigsties konjugatuose (25+0,7 mm).
Nemazas antimikrobinis poveikis slopinant Sias bakterijas pastebétas ir m-cymeno bei karvakrolio
konjugatuose, atitinkamai 23+0,7 ir 22+1,4 mm. Literatiros duomenimis zaliosios arbatos uzpilai
visiSkai slopino St. aureus mikroorganizmy augima [82]. Slopinant B. cereus patogenines bakterijas
didZiausiu antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjo konjugatai su m-cymenu. Pakankamai mazas
antimikrobinis aktyvumas nustatytas slopinant S. typhimurium ir E.coli. Konjugatai su karvakroliu
visi§kai nepasiZyméjo antimikrobiniu poveikiu slopinant S. typhimurium. Staszewski ir kt. [82] atlike
tyrimg nustaté, kad S. typhimurium atveju maziau koncentruoti Zaliosios arbatos méginiai nesukelé
jokio slopinancio poveikio. PrieSingai, E. coli Siek tiek slopino tik kai kurie tirti zaliosios arbatos
uzpilai. Chou ir kt. [128] taip pat pastebéjo nedidelj E. coli slopinimg naudojant zaligja arbata, o Wu
ir kt. [129] nenustaté jokio antimikrobinio poveikio E. coli bakterijoms. Tiriamasis meéginys,
nepaveiktas fenoliy junginiais, nepasiZzyméjo dideliu antimikrobiniu aktyvumu, o E. coli patogeninés
bakterijos visiSkai neslopino. Ali ir kt. [84] nustaté, kad nemodifikuoti iSrtigy baltymai ir Sarminémis
saglygomis (0.8 mM rozmarino rugstis, pH 9) rozmarino rugstimi modifikuoti iSrigy baltymai
nepasizyméjo dideliu antimikrobiniu poveikiu slopinant St. aureus ir E. coli patogenines bakterijas.
PrieSingai, modifikuojant iSragy baltymus fermentiniu bidu (0.8 mM rozmarino rugstis, pH 6,5,
tirozinaz¢) buvo uzfiksuotas visiSkas patogeniniy bakterijy St. aureus augimo slopinimas.

3.3 lentelé. Antimikrobinis iSriigy baltymy ir fenoliniy junginiy konjugaty poveikis prie§ patogenines
bakterijas, mm (Sulinélio skersmuo 8 mm)

Indikatorinis mikroorganizmas
ISragy baltymai, modifikuoti Siais fenoliniais junginiais

St. aureus B. cereus | S. typhimurium | E.coli
galo rugstis 25+0,7 19+1 4 12+0,7 14£1 4
m-cymenas 23+0,7 21+0 13+0 15+0
karvakrolis 22+14 20+14 - 15«14
be fenolinio junginio 17+0 11+0 15+0,7 —
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4. Rekomendacijy dalis

ISrigy baltymy hidrolizatai pasizymi didesniu antioksidaciniu aktyvumu ir didesniu antimikrobiniu
poveikiu slopinant patogenines bakterijas nei nehidrolizuoti iSrligy baltymai. D¢l Siy priezasciy
rekomenduojama hidrolizuoti iSrtigy baltymus atliekant fermenting hidrolize arba modifikuoti
baltymus vykdant fermentacijg su pieno rtigsties bakterijomis ar fenoliniais junginiais.

Didziausias hidrolizes laipsnis (29,53 %) nustatytas iSrigy baltymuose, veikiant proteaze i§ Bacillus
licheniformis 50 °C temperatiiroje, 4 val., terpéje, kurios pH verté yra 10,5. ISriigy baltymy
hidrolizatai pasizyméjo dideliu DPPH laisvyjy radikaly suriSimu (62,77 %) [38].

ISriigy baltymy hidrolizaty gamyba yra pateikta 4.1 paveiksle. ISrligos yra gaunamos gaminant stirj,
jos pasterizuojamos, atvésinamos (50 °C) o véliau — ultrafiltruojamos. Norint pasiekti didesng
baltymy koncentracijg iSrtigos yra papildomai diafiltruojamos. Gautas retantas — iSriigy baltymy
koncentratas (WPC), naudojamas hidrolizaty gamybai. | reaktoriy, kuriame yra WPC pridedama
Sarminés proteazes i B. licheniformis 2709 (2 g fermento/100 g baltymy, 200 U/g, WuXi, Kinija).
Atliekama fermentin¢ hidrolizé 50 °C temperatiiroje 4 valandas [130]. Atlikus hidrolize iSrtigy
baltymy hidrolizatai yra dziovinami naudojant purkstuving dZziovykle (temperatiira méginiy jleidimo
vietoje 200 °C, o i§¢jimo — 90 °C), o véliau supakuojami j pasirinkto dydzio sandarias pakuotes.
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(50 °C) i3ragos

Ultrafiltracija/
diafiltracija
>

| Brogy baltymy
modifikavimas
Zaligja arbata
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a
|

| 200°C (jleidimo), 90 °C (i5¢jimo)

o —
\

——

y
. . _¥
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[
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z
Proteazt i3 B. g Ultrafiltracija
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= -3
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4.1 pav. Isrugy baltymy hidrolizaty ir modifikuoty iSrtigy baltymy gamybos technologiné schema
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Taip pat rekomenduojama modifikuoti iSriigy baltymus fenoliniais junginiais, pavyzdziui, zaligja
arbata, pasizymincia stipriomis antioksidacinémis savybémis. ISriigy baltymy koncentrato pH
sureguliuojamas iki 9,0 naudojant 0,5 M NaOH. Zaliosios arbatos ekstraktas (5 mg/ml) jdedamas j
reaktoriy ir 12 val. vykdoma reakcija nuolat maisant 25 °C temperattiroje. Po reakcijos terpés pH
sureguliuojamas iki 6,8, naudojant 0,5 M HCI. Norint paSalinti laisvuosius fenolinius junginius,
atlieckama ultrafiltracija 5 kDa membranomis [131]. Gautas retantas iSdZiovinamas naudojant
purksStuving dziovykle (temperatiira méginiy ileidimo vietoje 200 °C, o is¢jimo — 90 °C). Gauti
modifikuoti i§riigy baltymy milteliai supakuojami j pasirinkto dydZzio sandarias pakuotes.

Norint padidinti fermenty stabilumg bei juos naudoti pakartotinai, didesnj atsparuma konformacijos
pokyc¢iams, kuriuos sukelia Siluma ar pH, rekomenduojama fermentg imobilizuoti.
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ISvados

1. Komerciniy PRB: Bifidobacterium bifidum DSM 20082, Lactobacillus plantarum DSM 20174,
Lactobacillus plantarum DSM 24624, Lactobacillus brevis DSM 20556 bei Lactobacillus
acidophilus DSM 20079 proteaziy aktyvumas buvo didesnis nei bakterijy, i$skirty i§ duonos raugy.
Didziausiu proteaziniu aktyvumu pasizymejo Bif. bifidum DSM 20082, L. plantarum DSM 20174 bei
L. acidophilus DSM 20079 pieno rugsties bakterijos, atitinkamai 0,183, 0,193 ir 0,236 AV/ml, dél to
jos pasirinktos tolesniems tyrimams.

2. Atlikus fermenting iSriigy baltymy hidroliz¢ didziausias hidrolizés efektyvumas, antimikrobinis ir
antioksidacinis aktyvumas buvo nustatyti esant 40 °C temperatiirai, hidrolizei vykstant 40 min., terpés
pH verté 7,5 pankreatinui bei proteazei ir pH 3 — pepsinui. DPPH laisvyjy radikaly suriSimo metodas
parodé¢, kad zemesné hidrolizés temperatiira slopino iSriigy baltymy hidrolizés produkty, paveikty
pepsinu, proteaze i§ B. amyloliquefaciens ir pankreatinu, antioksidacinj aktyvuma, atitinkamai 70,
50 ir 64 %, hidrolizés trukmé — atitinkamai 11 %, 78 %, 56 %, o pH verté — atitinkamai 84, 72 ir 66
%. Panasus rezultatai gauti ir ABTS laisvyjy radikaly suri§imo metodu.

Optimaliomis (40 min., 40 °C, pH 7,5 (pankreatinui bei proteazei) ir pH 3 (pepsinui)) salygomis
hidrolizés produktai, gauti veikiant pepsinu ir pankreatinu geriausiai slopino S. typhimurium bei St.
aureus patogeniniy bakterijy augima, slopinimo zona atitinkamai buvo 17+0,7, 16+0,7 (veikiant
pepsinu) ir 18+0, 18+0,7 mm (veikiant pankreatinu). ISrtigy baltymy hidrolizés produktai veikiant
proteazei pasizymejo stipriu antimikrobiniu poveikiu slopinant E. coli patogening bakterija,
didZiausia slopinimo zona buvo 18+0,7 mm.

3. Fermentuojant iSriigy baltymus PRB skaicius did¢jo ir po fermentacijos, po 32 val., L. acidophilus
DSM 20079, L. plantarum DSM 20174, Bif. bifidum DSM 20082 ir PRB bakterijy miSinio skai¢ius
atitinkamai padidéjo iki 7,86, 7,41, 7,42 ir 7,47 logio KSV/ml.

Po 32 val. PRB fermentacijos, didZiausias proteaziy aktyvumas buvo nustatytas iSrtigy baltymy
produktuose su Bif. bifidum DSM 20082 bakterijomis (11 AV/ml), o0 maZiausias — méginiuose su L.
plantarum DSM 20174 (4 AV/ml).

Atlikus 32 val. fermentacija nustatyta, kad baltymy kiekis iSrigy baltymy meéginiuose su L.
acidophilus DSM 20079, L. plantarum DSM 20174, Bif. bifidum DSM 20082 ir PRB bakterijy
miSiniu sumazéjo atitinkamai 54, 44, 36 ir 49 % lyginant su pradiniu baltymy kiekiu.

Po fermentacijos (32 val.) iSriigy baltymy méginiy antioksidacinis aktyvumas padidéjo lyginant su
aktyvumu prie§ fermentacija. Fermentuoty i8ragy su L. acidophilus DSM 20079, L. plantarum DSM
20174, Bif. bifidum DSM 20082 ir PRB bakterijy miSiniu antioksidacinis aktyvumas, nustatytas
DPPH laisvyjy radikaly suriSimo metodu, padidéjo, atitinkamai 92, 81, 70 ir 79 % lyginant su
pradiniu aktyvumu (prieS fermentacija). Fermentuoty iSrigy su L. acidophilus DSM 20079, L.
plantarum DSM 20174, Bif. bifidum DSM 20082 ir PRB bakterijy miSiniu antioksidacinis aktyvumas,
nustatytas ABTS laisvyjy radikaly suriSimo metodu taip pat padidéjo 32 val. laikotarpyje, atitinkamai
89,97, 93 ir 85 % lyginant su pradiniu aktyvumu (prie§ fermentacija).

Fermentuoty iSriigy baltymy antimikrobinis aktyvumas slopinant patogenines bakterijas didé¢jo ilgiau
fermentuojant. DidZiausias iSriigy baltymy fermentacijos su Bif. bifidum DSM 20082 produkty

antimikrobinis aktyvumas pasireiSké slopinant St. aureus bakterijas (slopinimo zony skersmuo agaro
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terp¢je iki 26+£1,4 mm) ir iSrigy baltymy, fermentuoty L. acidophilus DSM 20079 bakterijomis, E.
coli bakterijy augimo slopinimas (slopinimo zony skersmuo agaro terp¢je iki 23+0,7 mm).
Silpniausiai i8rligy baltymy produktai, susidar¢ po fermentacijos slopino S. typhimurium (slopinimo
zony skersmuo agaro terpé¢je kito nuo 12+0,7 iki 18+1,4 mm).

4. Atlikus vertikaligja vienkrypte natrio dodecilsulfato elektroforeze nustatyta, kad visos tirtos PRB
padermés suardé BSA (66 kDa) ir a-laktoalbuming (14,2 kDa), bet nepilnai suhidrolizavo baltymus,
kuriy molekuliné masé 24 kDa ir 20 kDa. Taciau L. acidophilus DSM 20079 nevisiskai suskaidé¢ -
laktoglobuling (~18 kDa).

Hidrolizuoty iSriigy baltymai ir nehidrolizuoty iSriigy baltymai pasizyméjo panasiu baltymy pédsaky
skai¢iumi ir molekuliniu svoriu gelyje. Elektroforezés gelis parodé, kad hidrolize pilnai nejvyko, dalis
iSrigy baltymuy, tokie kaip BSA (66 kDa), B-laktoglobulinas (18 kDa) ir a-laktalbuminas (14,2 kDa)
fermentinés hidrolizés metu nebuvo suhidrolizuoti.

5. I8rugy baltymy modifikavimas fenoliniais junginiais, tokiais kaip galo rugstis, karvakrolis ir m-
cymenas, padidino antioksidacinj vidutiniSkai iki 12 karty. DidZiausiu antioksidaciniu poveikiu
pasizymejo meginys su galo riig§timi (36,59 % vertinant ABTS laisvyjy radikaly suriSimo metodu ir
48,47 % vertinant DPPH laisvyjy radikaly suriSimo metodu). Fenoliniais junginiais modifikuoti
i8riigy baltymai buvo antimikrobiSkai aktyvesni pries§ patogenines bakterijas nei nemodifikuoti iSriigy
baltymai.
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