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Santrauka

Sio tyrimo tikslas jvertinti gyviininiy baltymy apdorojimo kai kuriomis biotechnologinémis
priemonémis jtaka jy virSkinamumui. Buvo vertinama i§ transglutaminaze apdoroto pieno
pagaminty pieno produkty ir skirtingomis sglygomis brandintos mésos baltymy hidrolizés
kinetika in vitro virskinimo metu.

[vertintos geriamojo pieno, rauginto pieno ir varskés pagamintos i$ skirtingais transglutaminazés
kiekiais apdoroto pieno, reologinés savybés. Skirtingomis plévelémis PA / PE (Supravis Group
Spolka Akeyjna), PET / Alox (AZ-Pack) ir be plévelés, apvilkti kiaulienos nugarinés (musculus
longissimus dorsi) méginiai buvo brandinami 3 °C temperatiiroje 4, 8, 12 ir 22 paras. In vitro
vir§kinimo procediira pieno ir mé€sos méginiams buvo atlikta remiantis INFOGEST protokolu.
Méginiy virSkinamumas buvo jvertintas matuojant bendrg peptidy kiek;j ir laisvy a-aminogrupiy
atsipalaidavimg skirtinguose skrandzio ir zarnyno virS$kinimo stadijose. Taip pat, po mésos
méginiy virskinimo Zarnyne buvo jvertintas susidariusiy laisvy aminoriigs¢iy kiekis, peptidy
profilis, angiotenzing konvertuojanc¢io fermento slopinimas ir antioksidacinis peptidy aktyvumas.

Rezultatai parodé, kad naujy skersiniy ry$iy susiformavimas, paveikus pieno baltymus
transglutaminaze, lemia didesn¢ produkty klampg ir iSeiga. Transglutaminazés pridéjimas j pieng
sumazino (p < 0,05) baltymy hidrolizés laipsnj in vitro virSkinimo metu. Transglutaminaze
apdoroto ir neapdoroto pieno méginiy hidrolizés laipsnis po virskinimo zarnyne buvo 42,89 proc.
ir 45,16 proc., atitinkamai. Rauginto pieno hidrolizés laipsnis buvo 52,79 proc. Transglutaminaze
apdorotame produkte ir 60,18 proc. kontroliniame méginyje. VarSkés, pagamintos i§ pieno
apdoroto transglutaminaze, hidrolizés laipsnis buvo 40,85 proc. ir 58,23 proc. kontroléje. Taip
pat, nustatyta, kad brandintos mésos baltymy hidrolizés laipsnis buvo didesnis, lyginant su
nebrandinta mésa (p < 0,05). Siame tyrimo etape buvo vertinama brandinimo trukmeés ir plévelés
jtaka termiSkai apdorotos mésos virSkinamumui. Rezultatai parode¢, kad brandinimo trukmé yra
kritinis parametras lemiantis didesnj hidrolizés laipsnj po in vitro virskinimo Zarnyne (p < 0,05).
Didziausias hidrolizés laipsnis (57,59-58,04 proc.) ir didziausias laisvy amino rigsciy kiekis
(76,34 proc.) po virSkinimo Zarnyne buvo nustatytas meésoje, kuri buvo brandinta 22 paras.
Meésos brandinimas naudojant skirtingas pléveles ir nenaudojant jokios plévelés, neturi
reik§mingos (p > 0,05) jtakos baltymy virSkinamumui.
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Summary

The aim of this research was to evaluate the effect of animal protein treatment by some
biotechnological means to their digestability. In this research kinetics of protein hydrolysis
during in vitro digestability of cross-linked proteins in different dairy products and pork meat
aged in different conditions, was evaluated.

Drinking milk, sour milk and acid induced curd were made from transglutaminase treated milk
and their quality was evaluated on the basis of rheological chracterisation. Pork loin (musculus
longissimus dorsi) samples were aged at 3 °C covered by different films: film PA / PE (Supravis
Group Spolka Akeyjna), film PET / Alox (AZ-Pack) and without film (control). Aging duration
of all samples — 4, 8, 12 and 22 days. The in vitro digestion procedure of both, milk and meat,
samples was carried out according to INFOGEST protocol. The extent of protein hydrolysis was
evaluated by measuring total peptides and free a-amino groups content released during the
gastric and duodenal stages of in vitro digestion. Also, released free amino acid content, peptide
profile, ACE inhibition and antioxidant activity of peptides after digestion of different meat
samples in duodenal stage, were evaluated.

It was shown that dairy proteins cross-linking caused higher viscosity and water-holding capacity
of the products. Transglutaminase addition to milk induced the significant decrease (P < 0.05) in
the rate of the protein hydrolysis at all points of in vitro digestion. For transglutaminase treated
and not treated milk the rate of hydrolysis was 42.89% and 45.16%, respectively. For the sour
milk the rate of protein hydrolysis was 52.79% for transglutaminase treated product and 60.18%
for the control. Curd made from transglutaminase treated milk showed a protein hydrolysis
degree of 40.85% and 58.23% for the control. Secondly, it was determined that the rate of
protein hydrolysis of aged meat was significantly higher than that of the control samples. The
duration of aging was shown to be the critical and more important (P < 0.05) parameter where
the highest rates of protein hydrolysis (57.59-58.04%) and the highest amount of free amino
acids (76.34%) at the end of gastrointestinal digestion of meat were achieved after 22 days of
aging. Results revealed that no significant differences (P > 0.05) between in vitro digestibilities
of pork meat samples aged covered by films and the control (without films) throughout the
digestion of cooked meat.
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IVADAS

Modernioje visuomengje gyviininés kilmeés produktai prie§ vartojima dazniausiai yra apdorojami
naudojant terminius, mechaninius arba biotechnologinius procesus. Apdorojimo metu
vykstan¢ios biocheminés reakcijos ir jy metu susidarantys nauji produktai yra daugelio maisto
technologijy pagrindas. Nuo $iy procesy priklauso ne tik maisto produkty juslinés, fizikinés
cheminés savybés, bet ir jy virSkinamumas bei jtaka vartotojy sveikatai. Naujos zinios apie
maisto gamybos metu vykstancius biocheminius pokycius leidZia tobulinti maisto technologijas,
kuriant saugesnius bei sveikesnius maisto produktus. Pavyzdziui, pieno produkty apdorojimui
daznai pasitelkiamas fermentas transglutaminazé, kuri gerina reologines pieno produkty savybes
ir didina iSeiga [1, 2]. Mésos apdorojimui moderniojoje maisto pramonéje daznai pasitelkiamas
brandinimo procesas, kurio metu veikiant proteazéms mésa pasidaro minkStesné, pageréja jos
skonis ir tekstiira [3, 4]. Pieno ir mésos apdorojimas Siais biotechnologiniais procesais keicia ir
produktuose esan¢iy baltymy virskinamumg. Nors biotechnologiniy priemoniy jtaka maisto
produkty kokybei tiriama jau seniai, taciau virSkinamumo tyrimai pradéti tik pastaraisiais metais,
todél informacijos apie tai labai triksta [5, 6]. Virskinamumo greitis gali bati reguliuojamas
atsizvelgiant ] vartotojy interesus, todél esant poreikiui, pasitelkiant modernigsias technologijas,
baltymy vir§kinimg galima létinti, arba atvirks¢iai, greitinti.

Darbo aktualumas — augant gyvininés kilmés maisto suvartojimui pasaulyje ir nuolat kintant
vartotojy poreikiams bei mitybos jproCiams svarbu surasti naujy metody, kurie pakreipty
virskinimo procesg vartotojui tinkama linkme ir padéty i§vengti jvairiy virSkinamojo trakto ligy.

Darbo tikslas — jvertinti kuriy biotechnologiniy priemoniy jtakg pieno ir mésos baltymy
virSkinamumui.

Darbo uzdaviniai:

1. nustatyti mikrobiologinés transglutaminazés jtakg pieno, rauginto pieno ir varSkés
reologinéms savybéms ir produkty iSeigai;

2. istirti mikrobiologinés transglutaminazés jtaka geriamojo pieno, rauginto pieno ir
varskés virSkinamumui;

3. nustayti brandinimo trukmés jtaka mésos baltymy virSkinamumui;

jvertinti meésos brandinimo biido jtakg baltymy virSkinamumui;

&

5. istirti po mésos virSkinimo plonajame Zarnyne susidariusiy peptidy bioaktyvigsias
savybes.
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1. LITERATUROS ANALIZE

1.1.Fermento transglutaminazés poveikio baltymams esmé

Skersiniy rySiy susidarymas yra procesas, kurio metu chemiskai, kovalentiniu rySiu sujungiamos
dvi ar daugiau molekulés, arba sudaromi rysiai molekulés viduje. Didelé skirtingy funkciniy
grupiy, esan¢iy baltymuose, jvairové, yra priezastis, kodél baltymai yra pagrindinis taikinys
tiriant skersiniy ry3iy susidaryma. Si biochemijos sritis vadinama biokonjugacija ir apima ne tik
skersiniy rySiy susidaryma, bet ir imobilizacija, pavirSiaus modifikacija ir biomolekuliy
zymejima [7]. Skersiniy rySiy susidaryma daznai katalizuoja fermentai, kuriy molekulés turi
reaktyvias galtines, galinias reaguoti su tam tikromis funkcinémis grupémis (pirminiais aminais,
sulfhidrilais ir t.t.), esan¢iomis baltymuose arba kitose molekulése. Vienas tokiy fermenty —
transglutaminaze.

Transglutaminazé (TG) gamtoje daZzniausiai paplitusi augaliniuose audiniuose (sojy pupelése,
paSariniuose runkeliuose, artiSokuose, rozmarino lapuose), Zinduoliy audiniuose (jury kiauly¢iy
kepenyse, galvijy plazmoje), bestuburiy gyviiny audiniuose (krevetése, krabuose, véziuose) ir
mikroby lgstelése [8]. Gyvuose organizmuose Sis fermentas atsakingas uz daugel;j fiziologiniy
procesy, tokiy kaip fotosintezé, kraujo koaguliacija, odos regeneracija, antimikrobinés imuninés
reakcijos [9]. Taciau maisto pramonéje dazniausiai naudojama mikrobiologiné transglutaminazé
(MTG), isskirta i§ Streptomyces mobaraensis. Didziausi mikrobiologinés transglutaminazés
privalumai, lyginant su transglutaminaze, gaunama i$ augaliniy arba gyvininiy Saltiniy, tai maza
kaina, nuo kalcio nepriklausomas aktyvumas ir didelis fermentinis aktyvumas, kuriam iSgauti
nereikalingi sudétingi atskyrimo ir isgryninimo procesai [10]. Sis fermentas yra komerciskai
prieinamas ir uztikrina fermentinj baltymy modifikavimg. Kovalentinio rysio susidarymas tarp
skirtingy baltymy arba baltymo viduje yra maisto fiziniy savybiy modifikacijy transglutaminaze
pagrindas [11].

Viena perspektyviausiy strategijy gerinant pieno produkty biofunkcines savybes — skersiniy rysiy
sudarymas naudojant fermentg transglutaminaze [12]. Transglutaminazé atsakinga uz skersiniy
ry$iy susidarymg tarp aminorug$c¢iy likuciy, esanéiy pieno baltymuose: as;, asp, B, k-Kazeinuose
ir i$rigy baltymuose [12]. Fermentas gali modifikuoti baltymus jterpdamas aminus, paveikdamas
intra- arba ekstramolekulinius skersinius rySius arba katalizuoti deamininimo reakcija. Pirmais
dviem atvejais katalizuojama acilo grupés perdavimo reakcija tarp baltyme esanéio glutamino
lickanos y-karboksi grupés (donoro) ir jvairiy pirminiy amino grupiy aminuose (akceptoriy),
jskaitant lizino lieckanos g-amino grupes, esanéias baltymy grandinéje, o kai baltyme néra lizino
arba kity pirminiy amino grupiy, baltymy polipeptidinés grandinés reakcija vyksta su vandeniu,
kuris reaguoja, kaip acilo akceptorius (zr. 1 pav.). Tada jvyksta hidrolitinés glutamino liekanos
deamininimas, kurio metu issiskiria glutamo riigitis. Sios reakcijos metu pasikei¢ia baltymo
krtivis, o tai turi jtakos baltymo tirpumui [8].
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A Glu-C-NH, + RNH, —> Glu-C-NHR + NH,

| & I

| | |
B Glu-C-NH, + H,N-Lys —> Glu-C-NH-Lys + NH,

| o I | & |

C Gu-CNH, + H,O  —> GW-COH  + NH,

1 pav. MTG katalizuojamos reakcijos: A — acilo grupés perdavimas; B — skersinés jungties sudarymas
tarp lizino ir glutamino. Susiformavg tilteliai vadinami e-(y-glutamil) lizino rysiais; C — deamininimas [8]

Kai baltymuose esancio lizino e-amino grupés reaguoja, kaip acilo grupés akceptoriai,
susiformuoja vidiniai ir iSoriniai molekuliniai e-(y-glutamil) lizino rysiai. Sie izopeptidiniai rysiai
formuoja stabily baltyminj tinkla, kuris yra svarbus geliy susidarymo procese [13], lemia
baltymy hidrofobines savybes, kurios turi jtakos baltymo tirpumui, ir priklausomai nuo baltymo
charakteristikos, gali turéti jtakos geliy, emulsijy ir puty formavimo procesams bei baltyminio
produkto struktarai [8, 12].

Baltymy matricoje deamininimas ir acilo grupés perdavimo reakcijos vyksta lé¢iau negu e-(y-
glutamil) lizino rySiy susiformavimas. D¢l Siy rySiy formavimosi gali susidaryti didelés
molekulinés masés polimerai (10°-10° g/mol), kurie dél savo savybiy yra labai daznai
panaudojami maisto pramongje [14]. Praktinis Sios savybés pritaikymas, tai kar§¢iui atspariy,
negrjztamy geliy formavimas i$ pieno, sojy arba kiau$iniy baltymy [13]. Tiek polimerizacijos,
tiek deamininimo reakcijos katalizuojamos fermento transglutaminazés, turi jtakos baltymy
sistemos struktiiros poky¢iams. Sie biotechnologiniai procesai gali pakeisti maisto produkty
funkcines savybes, d¢l to baltymai maisto pramon€je naudojami, kaip veiksmingi
transformacijos agentai, norint gauti naujus produktus, pasizymin¢ius patobulintomis,
naujoviS$komis tekstiiros savybémis [8].

1.2. Transglutaminazés poveikis pieno baltymams

Apie transglutaminazés poveikj iSrtigy baltymams zinoma, kad daugiausia skersiniy rysiy, esant
fermento jtakai, susidaro a-laktalbumino and B-laktoglobulino molekulése. Nors a-laktalbumino
polipeptidinéje grandinéje yra 8 glutamino ir 12 lizino, o B-laktoglobulino — 16 glutamino ir 15
lizino likuCiy, ne tarp visy i§ jy gali susidaryti skersiniai ry$iai dél §iy baltymy globulinés
strukttiros [15]. Wen-giong‘as ir Kiti (2017) atliko tyrimg apie transglutaminazés poveikj iSriigy
baltymy molekuliy struktiirai ir nustaté, kad daugiausia penki lizino ir penki glutamino likuciai
a-laktalbumino molekuléje gali buti sujungti skersiniais rysiais, bet procesas priklauso nuo
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temperatiros, pH ir kalcio koncentracijos [16]. Kai kurie tyrimai rodo, kad maisto pramonéje
MTG gali buti naudojama norint pagerinti iSrigy baltymy funkcines savybes: vandens suriSima,
atsparumg kar$¢iui, gebéjimg formuoti putas ir emulsijas. Dél Siy savybiy transglutaminaze
modifikuoti iSrligy baltymai gali buti dedami | maisto produktus, kaip funkcionalusis
ingredientas [17].

Mazas arba jokios antrinés struktliros nebuvimas, lemia didelj kazeino molekulés lankstuma,
tod¢l naudojant MTG kazeino molekulése skersiniai rySiai susidaro lengviau, lyginant su
skersiniy ry$iy susidarymu iSriigy baltymuose, kuriy struktira yra globuliné ir labai tanki [2].
Taigi, MTG skatina tarpmolekuling kazeiny polimerizacijg ir tinklo formavimasi, dél kurio 1§
esmés pasikeiCia pieno produkto funkcinés savybés, pavyzdziui, sumazéja sinerze, padidéja
jogurto klampa ir susidaro vienalyté produkto struktiira [18]. Fermentinis skersiniy rysiy
sudarymas naudojant MTG taip pat lemia kazeino miceliy stabilizavima. Nogueira ir kiti (2018)
nustaté, kad dél kovalentiniy rySiy susiformavimo baltymo micelés viduje ir kovalentinio «-
kazeiny prijungimo prie kazeino micelés pavirSiaus, kazeino molekulé tampa stabili karbamido,
natrio citrato, auks$tos temperatiiros ir etanolio turin¢ioje aplinkoje [19].

1.3.Transglutaminazés jtaka maisto produkty kokybei bei sveikatingumui

Sveiky, didelés maistinés vertés produkty suvartojimas nuolat didéja, tod¢l siekiant patenkinti
vartotojy poreikius kuriami nauji produktai, kuriy savybiy modifikavimui naudojami jvairts
biotechnologiniai procesai, daznai dalyvaujant fermentams. D¢l iSskirtiniy charakteristiky Siems
tikslams placiai naudojama mikrobiologiné transglutaminazé. Sio fermento kataliziojamy
reakcijy produktai ne tik gerina maisto produkty teksttrg, bet ir gali turéti teigiamos jtakos
vartotojy sveikatai [20].

1.3.1.Transglutaminazés jtaka maisto produkty kokybei

Skersiniy ry$iy sudarymas tarp maiste esanéiy baltymy molekuliy, turi jtakos juy tirpumui. Si
savybé priklauso nuo baltymo molekulés pavirSiaus hidrofiliSkumo ir hidrofobiskumo, kai
baltymai patenka j vandening¢ aplinka. Bendrai tariant, kuo maziau baltymo molekulés pavirSiuje
yra hidrofobiniy segmenty, tuo geresnis jo tirpumas [8]. Baltymy tirpumui jtakos turi ne tik
vidinés fizikinés ir cheminés baltymo molekulés savybés, bet ir iSoriniai veiksniai, tokie kaip
aplinkos, kurioje yra baltymas, pH, temperatiira, joniné jéga ir organiniai tirpikliai. Baltymy
tirpumg galima modifikuoti jj paveikiant MTG [21]. Hidrofiliniy / hidrofobiniy segmenty
baltymo molekulés pavirSiuje santykis kinta dél baltymo deamininimo proceso, kurj katalizuoja
transglutaminaze. Todél gali biiti pakeistos baltyminio produkto tekstiiros savybés, produktas
tampa elastingesnis, pasizymi geresnémis adhezinémis savybémis ir tampa lengviau kramtomas.
Sie pokyéiai jvyksta dél to, kad baltymy tirpumas tiesiogiai paveikia geliy, emulsijy, puty
susidarymo, klampumo ir vandens sulaikymo savybes [8].
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Jogurto, strio ar tofu gamybos metu susidariusi struktiira priklauso nuo baltymy gebéjimo
suformuoti gelj. Visuose §iuose produktuose susiformuoja skirtingo stabilumo ir strukttiros geliai
dél jy gamyboje naudojamy skirtingos struktiiros baltymy bei skirtingy technologiniy veiksniy ,
tokiy kaip pH, temperatiira bei priedy ir drusky pridéjimo [8]. Stabiliis geliai dazniausiai
formuojasi izoelektriniame baltymo taske, kai pH yra nutolgs nuo izoelektrinio tasko,
susiformuoja nestabilts, silpnos struktiiros geliai, kurie gali suskilti j nepageidaujamus galutinius
junginius. Skersiniy rysiy susiformavimas baltymo molekulése, dél MTG panaudojimo, lemia
didesnj galutinio produkto elastingumg dél negriztamo gelio susidarymo, netgi tada, kai baltymy
kiekis produkte néra labai didelis, todél produktas yra priimtinesnis vartotojui [22]. MTG
modifikuotos kazeino molekulés sudaro tvirtesnj gelio tinkla, dél to pieno produktai pagaminti
naudojant fermentg pasizymi kietesne struktiira, mazesne sinereze (zr. 2 pav.) [23].

2 pav. Mikrobiologine transglutaminaze nepaveikty (A) ir paveikty (B) kazeino molekuliy gelio tinklo
skirtumai. Vaizdas padidintas 3000 karty [23]

Gelio susidarymas, vienas i§ pagrindiniy funkciniy rodikliy, kai kalbama apie jogurto gamyba.
Motoki ir Kumazawa (2000) savo darbuose apra$é¢ tiesioging MTG jtaka jogurto sinerezés
slopinimui dél e-(y-glutamil) lizino rysiy susiformavimo. Siy skersiniy rysiy atsiradimas lemia
stipraus ir stabilaus gelio, gebancio suristi vandenj savo baltyminiame tinkle, susiformavimg [8].
Faria (2010) tyré, kaip papildomai pridéti, iSriigy baltymai, modifikuoti ir nemodifikuoti MTG,
pakei¢ia galutinio produkto, §iuo atveju, siirio, savybes [24]. Siris su transglutaminaze, buvo
standesnis, vientisesnis, be sinerzés, tinkamo klampumo ir konsistencijos. Siuos savybiy
poky€ius lémé baltymy polimerizacijos procesas, o tvirtesnio gelio susiformavimg — dél
transglutaminazés poveikio naujai susidarg skersiniai rySiai. Taciau per didelio fermento kiekio
naudojimas, sumazina gelio stipruma, nes per didelis skersiniy ry$iy kiekis gali trukdyti vieningo
baltymy tinklo susidarymui [25].

Emulsijos atlicka svarby vaidmenj tam tikry maisto produkty gamyboje ir yra klasifikuojamos j
keleta skirtingy grupiy, priklausomai nuo jy tipo ir panaudojimo. Kai kurios emulsijos, pacios
yra galutiniai produktai (sviestas, majonezas, grietiné), kai kurios jeina ] maisto produktus, kaip
vienas 1§ ingredienty (jogurtai ir kitos gelinés sistemos savo sudétyje turi mazy emulsijos laseliy,
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kurie reaguoja su kitais maisto ingredientais, biiti aktyviis, tadiau proceso metu neturi buti
destabilizuoti), arba jy pagalba gali biiti kuriamos naujos struktiiros (plakta grietinélé, ledai) [26].
Daugelis globuliniy baltymy yra geri emulsikliai arba stabilizatoriai aliejaus-vandens faziy
emulsijoms. Emulsija, kuriai pagaminti buvo naudojamas pramoninis o-lactaloumino
koncentratas, paveiktas mikrobiologine transglutaminaze, pasizyméjo mazesniu dilataciniu
pavirSiaus klampumu, negu emulsija pagaminta i$ a-lactaloumino, nepaveiktu transglutaminaze.
Sias savybes lemia a-lactalbumino molekulése susidare papildomi skersiniai ry$iai, kurie
zenkliai padidina emulsijy stabiluma [27].

Vienas i$ veiksniy, lemianciy jvairiy maisto produkty klampg, yra baltymy kiekis bei jy savybés.
Anot Brauno ir Roseno (1999), kuo didesné tirpale esanciy baltymy molekuliy koncentracija,
forma, dydis ir tankis, tuo didesné $iy molekuliy sgveika, tuo mazesni tarpai tarp jy, o tai lemia
mazesnj vandens judrumg, todél klampumas didéja [28]. Daugelyje maisto produkty, tarp jy
leduose ir jogurte, klampa yra viena i§ pagrindiniy produkto kokybés bei priimtinumo rodikliy.
Baltyminiy produkty klampa daznai priklauso nuo baltymy hidrofiliSkumo, o tai stipriai susij¢ su
ju gebéjimu formuoti gelius bei emulsijas [29]. Mokslinéje literatiiroje galima rasti jrodymy, kad
gaminant jogurta su isrigy baltymy priedais, kurie buvo apdoroti MTG, gaunamas klampesnis
produktas, lyginant su paprastais iSriigy baltymais praturtintu jogurtu. Dél papildomy skersiniy
ryS$iy susidarymo, vyksta iSrtgy baltymy polimerizacija, kurios metu susidaro didelés
molekulinés masés polimerai stabdantys vandens mobiluma, sulaikydami vandens molekules
polimeriniame tinkle [24]. Yra duomeny, kad transglutaminazés naudojimas ledy gamyboje
lemia vientisesn¢ galutinio produkto tekstiirg, bei pagerinamos aeracijos ir puty stabilumo
funkcines savybes. Sis metodas ypa¢ tinka ledy su mazu riebaly kiekiu gamyboje, kai reikia
pagerinti jy teksttirg [8].

Taip pat, naudojant transglutaminaze kuriami naujos kartos produktai, tokie kaip baltyminés
plévelés, kurios gali buti dengiamos ant $vieziy darzoviy ir vaisiy pavirSiaus, taip pailginant
Svieziy produkty galiojimo laikg [20].

1.3.2. Transglutaminaze apdoroty maisto produkty jtakos vartotoju sveikatai tyrimai

Ksingas ir Kiti (2016) savo darbuose apraso sojos gérimo baltymy modifikuoty, naudojant
mikrobiologing transglutaminaz¢, nauda Zzmogaus sveikatai. Autoriai teigia, kad vartojant
baltymus paveiktus MTG, zmogaus organizmas su maistu gauna didesnj energijos kiekj,
sumazinama alergijy, kurias sukelia sojy baltymai, rizika [30]. Kai kuriais atvejais, MTG
katalizuojamos reakcijos gali paveikti ne tik baltymy stabiluma, virSkinamuma bet ir pagerinti jy
bio-prieinamuma [31]. Nustatyta, kad maisto produktai, kuriuose baltymai modifikuoti naudojant
MTG, sukelia didesnj sotumo jausmg, pasizymi Zemesniu alergiSkumu ir ilgesniu galiojimo
terminu [20]. Kai kurios transglutaminazés Seimos rasys pasizymi savybe skatinancia greitesnj
zaizdy gijima, nes veikia kaip mediatoriai regeneracijos procese. Modifikuoti baltymai, turintys
e-(y-glutamil) lizino rySiy dél fermento veikimo, geba stabilizuoti baltymus ir taip kontroliuoti
lasteliy pazeidimus [20]. Taip pat transglutaminazé, gerina vienos i§ svarbiausiy, nepakei¢iamy
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aminortgsciy, lizino suri§img su glutaminu ir gali turéti netiesioginés jtakos augimo hormony
veiklai.

Nors uzsienio mosklininky literatiiroje galima rasti daug informacijos apie MTG jtaka pieno
produkty stabilumui, struktiirai ir kitoms savybéms, informacijos apie taip modifikuoty baltymy
virskinamumg konkre¢iuose pieno produktuose labai nedaug. Yra duomeny tik apie atskiry pieno
baltymy frakcijy, paveikty MTG, virSkinimg. Bétgerio ir kity (2018) atlikto tyrimo rezultatai
parodo, kad atskiry pieno komponenty virskinamumas gali skirtis nuo ty paciy komponenty
virskinimo kompleksinése ar koloidinése sistemose [6].

Vilas Boasas ir kiti (2012) aprasé transglutaminaze paveikty B-laktoglobuliny virskinimag.
Paprastai, nepriklausomai nuo to ar p-laktoglobulinai termiskai apdoroti ar ne, jie yra atspariis
skrandzio ir zarnyno virskinimo fermentams . Siy baltymy modifikacija MTG lemia struktiiring
modifikacijg ir geresn] virSkinimo fermenty pepsino ir pankreatino prieinamumg prie substrato,
taip pagerinamas B-laktoglobuliny virskinamumas [32]. Kazeino molekuliy, prieSingai nei B-
laktoglobulino, modifikavimas transglutaminaze gali turéti neigiamos jtakos virSkinimamumui.
Atskiry MTG paveikty kazeino molekuliy fragmentai yra atsparesni virSkinimo procesui,
lyginant su ty paciy, tik MTG nepaveikty, fragmentais [6]. Juvonenos ir kity (2015) atlikto
tyrimo rezultatai parodo, kad emulsijy, 1 kuriy sudét] jeina MTG modifikuotas kazeinas,
virs§kinimas taip pat yra prastesnis [5]. Remiantis $iais duomeninimis galima reguliuoti mitybg ir
esant poreikiui sumazinti kalorijy suvartojimag [6].

1.4. Mésos brandinimas ir jo metu vykstantys biocheminiai procesai

Mésos brandinimas — tai mésos paruoSimo budas, kurio metu dalinai suardomas jungiamasis
mésos audinys. Brandinta mésa pasiZymi minkstesne, sultingesne tekstiira, geresniu, turtingesniu
skoniu, pasikei¢ia mésos spalva, aromatas, mésa tampa lengviau virSkinama.

1.4.1. Mésos brandinimo budai

I$skiriami du mésos brandinimo budai: sausasis brandinimas ir §lapiasis brandinimas. Sausasis
brandinimas — tai tradicinis skerdenos ar jos daliy, laikymas patalpoje ant specialiy karkasy, tam
tikrose salygose, tam tikrg laiko tarpg [33]. Sausasis metodas laikomas tradiciniu ir taikomas nuo
seny laiky, kuomet keliautojai laivais gabendavo Sviezia mesg, kuri laive natiiraliai
susibrandindavo. Tokio brandinimo metu iSrySkéja skrudintas, mésiSkas skonis, kuris yra
laikomas pageidautinu [34]. Anot Kembelo ir kity (2001) mésos skonis tampa stabilus mésg
sausai brandinant 19 dieny ir po to laikant ja vakuume. Tai gana brangus procesas, nes labai
svarbu grieztai kontroliuoti aplinkos salygas [4]. Sauso brandinimo specialistai nuolat tobulina
receptus, kaip pagaminti kuo geresn¢ brandintg mésa, taciau vis dar aiSkinamasi, kokios sglygos
yra optimaliausios [34]. Dazniausiai brandinimo patalpoje palaikoma 1-4 °C temperatiira, 65-85
proc. drégmé, patalpa turi biiti gerai védinama, oro srauto greitis 0,2-5 m/s [3]. Tokiomis
salygomis mésa laikoma iki 30 dieny, taCiau kai kurie specialistai mésg brandina ilgiau.
TradiciSkai sauso brandinimo procesas vyksta be jokios mésa dengiancios plévelés, dél Sios
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priezasties padidéja tarSos rizika [34]. 2006 metais sukurta ir jdiegta vandeniui laidzia plévele
dengtos mésos brandinimo technologija, kuri palengvina aplinkos kontroliavimo procesg
brandinimo metu [35].

Slapiasis brandinimas — supjaustytos mésos laikymas vakuuminése pakuotése tam tikra laiko
tarpg [3]. Tokio brandinimo metu veikia tie patys fermentai, kaip ir sausame brandinime, taciau
tokios vakuuminés pakuotés sulaiko drégme nuo vandens garavimo ir apsaugo mésa nuo tarsos.
Tokiu biidu mésa brandinasi savo paGios sultyse. Slapiai brandinta mésa yra rigstesné,
atsiskleidzia kraujo/serumo ir metalo prieskoniai [36]. Per paskutiniuosius deSimtmecius
Slapiasis brandinimas beveik pakeité tradicinj, sausgjj brandinima, nes taip brandinant isgarinama
maziau vandens dél to gaunamos didesnés brandintos mésos iSeigos. Taip pat Slapiuoju biidu
brandinta mésa lengviau transportuoti, todél sumazéja tarsos rizika [37]. Slapiajam brandinimui
néra taikomi tokie griezti aplinkos salygy reikalavimai. Brandinimo patalpoje palaikoma
mazdaug 0-7,2 °C temperatiira ir 60-80 proc. deguonies lygis, kad mésa neprarasty savo spalvos.
Toks brandinimas uztrunka trumpiau — pageidaujamos savybés atsiskleidzia po 4-10 dieny
brandinimo. Pagrindiniy skoniy atsiradimg lemig tie patys brandinimo metu vykstantys procesai,
kaip ir sausajame brandinime [3].

Nors tiek Slapiojo, tiek sausojo mésos brandinimo metu vyksta panaSus procesai, galutinio
produkto savybés skiriasi. Didziausi yra mikrobiologinai skirtumai ir vandens kiekis galutiniame
produkte, o tai lemia produkto svorio kitimus, skonio, tekstiiros, aromato, mink§tumo skirtumus,
nes skonj ir kitas savybes lemiantys junginiai yra labiau sukoncentruojami [3]. Li ir kity (2013)
tyrimas parodé, kad sausai brandintos mésos svoris sumazéja 15,2 proc., o Slapiai brandintos —
2,4 proc. Tokj svorio pokyéiy skirtumg lemia vandens iSgarinimas ir mésos paruoSimas
vartojimui: sausai brandintg mésg reikia labiau apipjaustyti, nes didelé jos dalis dél savo sausumo
yra nebetinkama vartojimui [38]. Anot Li ir kity (2014) mésa, kurioje prie§ brandinimg buvo
73,9 proc. vandens, po devyniolikos dieny sauso brandinimo prarado 4 proc., o po devyniolikos
dieny $lapio brandinimo prarado 1,2 proc. vandens [39]. Taciau pagal Lee ir kity (2019) atliktus
tyrimus, sausai brandintos mésos ir §lapiai brandintos mésos drégmés kiekis iki dvideSimt pirmos
brandinimo dienos buvo labai panasas ir tik nuo tada pradéjo staigiai kisti, kuomet dvideSimt
aStuntg brandinimo dieng vandens kiekio skirtumas skirtingai brandintoje mésoje buvo
maksimalus [3].

Kadangi mésos brandinimas yra gana ilgas procesas, jo metu sunku iSvengti jvairios
mikrobiologinés tar§os. Brandinant §lapiuoju budu, vakuuminé pakuoté meésg apsaugo nuo
nepageidaujamos mikrobinés tar$os, létinancios brandinimg ir mazinanéios mésos saugg. Po
devyniolikos dieny brandinimo Li ir Kiti (2014) nustaté, kad sausai brandintoje mésoje bendras
bakterijy skai¢ius buvo Zenkliai didesnis, negu $lapiai brandintoje mésoje [39].
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1.4.2. Brandinimo metu vykstantys biocheminiai procesai

Mésos brandinimo metu mésa pasidaro minkstesné, sultingesné, lengviau virskinama. Sj procesa
katalizuoja proteolitiniai fermentai, kuriems veikiant brandinimo metu gerinamas mésos
jungiamajj audinj sudaran¢io baltymo kolageno tirpumas. Zinoma, kad §j procesa skatina bent
keturios proteolitiniy fermenty grupés: kalpainai, katepsinai, kaspazés ir proteasomos [40].
Brandintos mésos tekstiiros pokyc¢ius nulemia ne tik pasikeites baltymy, bet vandens ir riebaly,
kiekis. Toliau darbe plac¢iau apraSomi mésos brandinimo metu vykstantys procesai ir uz juos
atsakingi junginiai.

Manoma, kad kalpaino proteazés sistema atlicka dominuojantj vaidmenj mésos minks§téjimo
procese [41]. p-kalpainas ir m-kalpainas yra izomerai, kuriy aktyvumui reikalingos
mikromolinés arba milimolinés kalcio koncentracijos [42]. Kadangi kalcio koncentracija mésos
lasteliy citozolyje yra mikromoliniame diapazone, m-kalpainas atlieka svarby vaidmenj skaldant
miofibrinius baltymus. Kalpainai gali suskaidyti titing, nebuling, desming, tropomiozing,
troponing-T ir C-baltymus, ta¢iau jie neturi jtakos miozinui ir aktinui [43]. Kalpainai yra jautras
autolizei ir jy veikimg gali reguliuoti endogeninis inhibitorius kalpastatinas. Antras veiksnys
letinantis kalpaino aktyvuma — sumazéjusi pH verté (5,5-5,6) raumeniniame audinyje. Sie du
veiksniai paaiSkina, kodél brandinant mésa ilgg laiko tarpg, mésos minks§téjimo procesas sustoja
[43].

Katepsinai yra rigstiniy lizosomy proteaziy grupé, kuri, kaip manoma, dalyvauja mésos
minks$t¢jime brandinimo metu. Pladiai iStirtos penkios katepinés endopeptidazés grupés:
katepsinai B, D, E, H ir L [44]. Sios proteazés gali hidrolizuoti daugelj ty paciy substraty, kaip
kalpainas, taciau papildomai geba paveikti ir miozing bei akting. Vis délto, kyla daug diskusijy
dél katepsino vaidmens mésos brandinime, nes katepsinai neturi tiesioginio kontako su
miofibriliniais baltymais, kaip kalpainai. Taip pat, Sios proteazés neturi dideliy reikalavimy
terpés pH bei pasizymi dideliu afiniSkumu su miozinu ir aktinu, todél nei vienas i§ jy nesukelia
raumeninio audinio struktiros degradacijos, ir neturi jtakos mésos brandinimui [45]. Nepaisant
to, visuotinai pripazinta, kad mésg brandinant per ilgai, lizosominé membrana susilpnéja ir
atpalaiduoti katepsinai pasklinda j tarpfibriling erdve bei katalizuoja baltymy skaldyma [43].

Multikatalitiniy proteinaziy kompleksas - tai dar viena galima fermentiné sistema lemianti mésos
minkstéjimg brandinimo metu. 20S proteosoma yra fermento branduolio kompleksas, kuris buvo
tyriné¢jamas dél galimo poveikio raumeninio audinio minkstéjimui. Pasak Roberts ir kitus (1999),
galvijy proteasomos sugeba skaldyti miofibrilinius baltymus, jskaitant nebuling, miozing, akting
ir tropomiozing. Tokie 20S proteosomos sukeliami pokyc¢iai siejami su meésos suminkstéjimu.
Vis dél to proteolizés modelis pagal 20S proteosomas, neatspindi anksCiau aprasyto meésos
minkstéjimg lemianciy baltymy hidrolizés modeliy, todél dvejojama ar multikatalitiniy proteaziy
kompleksas tikrai turi jtakos mésos brandinimui [46].
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Kitas veiksnys, kuris gali lemti mésos minkstéjimg brandinimo laikotarpiu, tai uzprogramuota
lasteliy mirtis [47]. Didelé cisteino peptidaziy grupé, vadinama kaspazémis. Kaspazés yra
susijusios su apoptoze ir negyvy lasteliy pasalinimu. Jos dalyvauja ir raumeny skaiduly
degradacijoje, skaldant miofibrilinius baltymus. Kaspazés yra skirstomos ] iniciatorines ir
efektorines, priklausomai nuo jy veikimo vietos lasteliy apoptozés kelyje. Kaspazés islicka gyvos
po gyvulio paskerdimo ir jy vaidmuo mésos minkstéjime yra inaktyvuoti kalpastating, tokiy biidu
didinant kalpaino aktyvumg. Taciau tikslus kaspazés vaidmuo ir biocheminis mechanizmas
mésos brandinimo ir minkstéjimo metu néra visiskai iSaiskintas [43].

1.4.3. Uz brandinimo metu vykstancius mésos skonio pokycius atsakingi junginiai

Meésos brandinimo metu, proteolitinis meésos baltymy skaldymas j trumpus peptidus, nukleotidus,
laisvas amino rygstis ir kitus junginius, j kuriy sudétj jeina azotas, lemia mésos skonio pokycius
brandinimo metu [43]. Lee ir kiti (2017) teigia, kad didel¢ jtaka naujy skoniy atsiradimui turi ir
inozino 5'-monfosfatas ir redukuojantys cukris[48]. Kita vertus, cheminés ir biocheminés
reakcijos, ypaC lipidy oksidacija ir baltymy oksidacija, gali sukelti skonio pablogéjimg dél
antriniy lipidy oksidacijos produkty ir sieros junginiy susidarymo ant skerdeny ir mésos gabaly
pavirsiy [49]. Zinoma, jei mésa yra uzsaldyta vakuuminéje pakuotéje, oksidacijos reakcijos
neturés didelés jtakos mésos skoniui [43]. Tacdiau brandintos mésos skonio pasikeitimui didele
jtakg turi vandens kiekio sumaz¢jimas. ISgaruodamas, vanduo sukoncentruoja skonj
nulemianc¢ias molekules, todél skonis pasidaro dar intensyvesnis [48].

[vairts tyrimai rodo, jog brandinant mésa, joje Zenkliai padidéja laisvyjy aminoriigs¢iy ir peptidy
kiekis, d¢l brandinimo metu veikian¢iy proteolitiniy fermenty, kurie skaldo baltymus. Tai yra
lemiamas mésos skonio pasikeitimo veiksnys [50]. Tyrimai rodo, kad grei¢iausiai aminoragsciy
Kiekis didéja per pirmagsias septynias brandinimo dienas. Po septyniy dieny aminorigsiy
susidarymas pradeda lététi, kol dvideSimt pirmg brandinimo dieng beveik visai sustoja [3]. Kim
ir Kiti (2016) jrodé, kad daugiau laisvyjy aminortig§¢iy biina sausuoju biidu brandintoje mésoje
(pvz.: glutamo rigstis, izoleucinas, leucinas, fenilalaninas, tirptofanas, tirozinas, valinas),
lyginant su mésa, kuri buvo brandinta $lapiuoju budu. Tai gali bati siejami su tuo, kad sauso
brandinimo mésoje dél vandens garavimo ir / arba didesnio proteolizés grei¢io baltymy
koncentracija yra didesné. Ta¢iau $ie procesai dar néra iki galo istirti [33]. Zinoma, kad Arg, His,
Ile, Leu, ir Phe aminoriigstys suteikia mésai karty skonj, o Ala, Gly, Ser, ir Thr suteikia mésai
saldy skonj. Karciyjy laisvyjy aminoriigsiy koncentracija meésoje po brandinimo padidéja
vidutini$kai 2 kartus, o saldziyjy — vidutiniskai 1,5 karto [48].

Laisvosios aminortagstys kei¢ia mésos skonj dar ir dél to, kad jos gali biiti aromatiniy lakiyjy
medziagy pirmtakais Mailardo ir Strekerio degradacijos reakcijose [51]. Siy reakcijy metu
susidaro daug skirtingy mazos molekulinés masés junginiy, kurie lemia brandintos mésos
aromatg, apdorojant ja termiskai.
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Raumenyse esantis inozino 5'-monfosfatas (IMP) pasizymi stipriu sinergistiniu ry$iu su
laisvosiomis aminorigstimis. Vélesnése mésos brandinimo stadijose glutamo riigstis reaguoja su
IMP, susidaro mononatrio druska ir taip mésoje atsiranda umami skonis [48, 52]. Sis skonis
apibtidinamas, kaip pikantiskas, biidingas sultiniams ir mésos patickalams. Lee ir kity (2017)
duomenimis, brandinant mésa, IMP koncentracija mazéja, o hipoksamino ir aminorigsciy
koncentracija didéja. Maziausia IMP koncentracija nustatoma 21-28 brandinimo dieng ir biina
mazesné sausai brandintoje mésoje (55,07 mg / 100 g), negu Slapiai brandintoje mésoje (87,14
mg / 100 g) [3].

Meésos brandinimo metu gali susidaryti redukuojantys cukriis. Jy susidarymas gali biiti dvejopas:
defosforilinant IMP ir tada inozing suskaldant iki ribozés ir hipoksantino, arba IMP skylant iki
hipoksantino ir ribozés-5-monofosfato. Si reakcija vyksta ankstyvojoje mésos brandinimo
stadijoje. Brandinant mésg IMP koncentracija mazéja, bet didéja jos skilimo produkty —
hipoksantino ir redukuojan¢iy cukry — kiekis mésoje [3]. Padidéjes redukuojanéiy cukry kiekis
teigiamai paveikia brandintos mésos skonj, nes suteikia jai saldumo ir yra aromatiniy junginiy,
susidaran¢iy Mailardo reakcijos metu, pirmtakas [51]. Nustatyta, kad dvideSimt aStuntgja
brandinimo dieng sausai brandintoje mésoje cukry koncentracija buvo 14,37 mM, o Slapiai
brandintoje mésoje 10,16 mM [3].

Brandintos mésos kokybei gali turéti jtakos du riebaly kitimo procesai: hidrolizé ir oksidacija.
Lipolitiniai fermentai atskiria riebaly ragstis nuo triglicerolio, 0 skylant fosfolipidams, kuriy
gausu plazmonése membranose, susidaro neorganiniai fosfatai. Taip mésos brandinimo metu
susidaro nesociosios riebaly ragstis, kurios yra jautrios laisviesiems radikalams, ir tai lemia
mésos skonio pablogéjima [43], bei paskatina mioglobino oksidacijg. Kai mioglobinas ir ricbalai
kontaktuoja mésoje, jvyksta mésos spalvos pasikeitimg lemianti reakcija [53]. Antriniai lipidy
oksidacijos produktai, tokie kaip malonaldehidas ir 4-hidroksinonenas, gali prisijungti prie
nukleofiliniy histidino lickany mioglobine, kakeisdamimésos spalva [43].

1.4.4. Mikrobiologiniai pokyciai vykstantys mésos brandinimo metu

Brandinant mésg labai svarbu atsizvelgti j jos mikrobiologinj uzter§tuma, nes nuo to priklauso ar
produktas yra saugus vartojimui. Brandinant mésa jos mikrobiologin¢ tarSa didéja,
nepriklausomai nuo mésos brandinimo biido, taciau ant sausai brandintos mésos jprastai randama
daugiau bakterijy, nes brandinimui nenaudojama plévelé, kuri apsaugo mésa nuo
mikroorganizmy patekimo i§ aplinkos. Atliekant mikrobiologing mésos analize dazniausiai
jvertinamas bendras bakterijy, Enterobacteriaceae, pienartig¢iy bakterijy, mieliy ir pelésiy
skaiCius ant mésos pavirSiaus ir mésos viduje [39].

Viena i§ mésoje dominuojanciy Enterobacteriaceae Seimos bakterijy yra E.Coli bakterija.
Dazniausiai uZterStumas Sia bakterija atsiranda dél kryzminés tarsos ir gali buti fekalinés arba
nefekalinés tarsos indikatorius. Anks¢iau bitent §i bakterija buvo naudojama kaip rodiklis,
mikrobiologiniam uzterStumui vertinti, ta¢iau Mossel ir Kiti (1957) rekomendavo uZterStuma
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vertinti pagal Enterobacteriaceae, nes E.Coli bakterija ztiva mésa dehidratuojant arba Saldant,
todél pagal Sig bakterija netikslinga vertinti uzterStuma kitomis $iai Seimai priklausanciomis
bakterijomis [54, 55]. Enterobacteriaceae Seimai priklauso tick sveikatai nepavojingos rasys,
tieck zalingi patogenai, tokie kaip Salmonella, Escherichia coli, Yersinia pestis, Klebsiella,
Shigella ir kitos ligas sukeliangios bakterijos. Sios $eimos bakterijos gali biti aerobinés arba
anaerobinés, todél aptinkamos tiek sauso, tiek $lapio brandinimo mésoje [55].

Pienartig§¢iy bakterijy buvimas maisto produktuose ne visada lemia prastesn¢ maisto produkty
kokybe, bet kai kurios pienarfigiéiy bakterijy linijos lemia maisto gedima. Sios bakterijos
randamos dirvoZemyje, augaluose, gyviiny odoje, epitelyje, abiotiniuose pavir§iuose ir maisto
perdirbimo jmonése, todél ant mésos atsiranda dél kryzminés tarSos [56]. Slapio brandinimo
mésoje Siy bakterijy aptinkama daugiau, nes pienartigS§tés bakterijos yra fakultatyviniai
anaerobai, taciau jy randama ir sauso brandinimo mésoje, kur mésos pavirSius nuolat kontaktuoja
su oro deguonimi. PienariigS§tés bakterijos mésoje gali biiti obligavtyvinés heterofermentacinés
arba fakultatyvinés heterofermentacinés. Pirmu atveju jos gamina pieno riigstj, acto riigst],
anglies dioksidg ir etanolj, o antruoju atveju — gamina pieno rugstj ir gliukoze. Esant aerobinéms
salygoms ir zemai gliukozés koncentracijai, mésos gedimg lemiancios pienartigstés bakterijos
naudoja pieno rigst] ir gamina acto riigst] ir tai lemia riugsty, acto skonj, kuris mésoje yra
nepageidaujamas [57].

Mésoje dazniausiai aptinkamos Sios mielés Candida, Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula,
Pichia, Phodotorula, Saccharomyces, Torulopsis ir Trichosporon [58]. Mésos uZterStumas
mielémis lemia jos skonio pablogéjimg, mésa pasidaro gliti, praranda spalva, tai gali bati
pavojinga zmonéms, turintiems alergijg mieléms [59].

Mésoje dazniausiai aptinkami Sie pelésiniai grybai: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Geotrichum, Monascus, Monilia, Mucor, Neurospora, Penicillium, Rhizopus,
Sporitrichum, ir Thamnidium. Nustatyta, kad ant mésos pelésiai gali augti, kai pH verté yra nuo 2
iki 11, vandens aktyvumas nuo 0,62 iki 0,995, temperatiira nuo 1 °C iki mazdaug 60 °C. Mésos
gedimas dél pelésiy augimo pasireiskia riebaly skilimu, zaliy démiy, nebiidingo kvapo ir lipnumo
atsiradimu. Taip pat, pelésiai | maistag daznai iSskiria mikotoksinus, kurie daznai pasizymi
kancerogeninémis savybémis [58].

1.5. Gyviininés kilmés baltymy vir§kinamumo ypatumai

VirSkinimas — procesas, kurio metu su maistu gaunamos medziagos yra paverciamas
monomerinémis, kurias organizmas ar lastelé gali panaudoti tolesnei molekuliy sintezei kaip
zaliava ar kaip energijos $altinj. Zmogus turi gerai i§sivys¢iusig virskinimo organy sistema, kuria
sudaro virskinamasis traktas ir vir§kinimo liaukos (zr. 3 pav.). Liauky pagaminti fermentai
netirpias maisto medZiagas paverCia tirpiomis, kurios yra absorbuojamos ir panaudojamos
organizmo gyvybinei funkcijai palaikyti [60].
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1. Burnoje. kramtymo metu
maistas apdorojamas
mechaniskai

3. Plonojoje Zarnoje polipeptidai
hidrolizuojami iki aminoragsciu,
dipeptidu ir tripeptidu, veikiant kasos
proteazéms

2. Skrandyje prasideda
cheminé baltymu hidrolizé
veikiant pepsinui

4. Transportiniai baltymai
virskinimo sultyse tirpius
proteolizés produktus nunesa iki
zamyno gleivinés lasteliu

Storoji Zarna

7. Nesuvirskintos medziagos
pasalinamos su iSmatomis

5. Absorbuoti dipeptidai ir
tripeptidai yra suskaldomi
iki amino ragsém

6. Amino rigstys peréjusios per
zamyno gleivinés lastelés sienele.
patenka { krauja ir keliauja { kepenis.
IS ten jos yra paskirstomos po visa
organizma

C 1 4 1 » Kraujagyslés

3 pav. Baltymy vir§kinimo sistema zmogaus organizme [61]

Burna yra pirmoji virskinamojo trakto dalis (zr. 3 pav.), susidedanti i§ keliy strukttry, kurios
lemia virskinimo proceso pradzig [62]. Burnoje iSskiriami fermentai baltymy molekuliy
nevirskina, todé¢l ¢ia daug baltymy turintis maisto gumulélis tik yra apdorojamas mechaniskai,
sudrékinamas ir toliau keliauja j skrandj [63].

Skrandyje prasideda baltymy virSkinimas (zr. 3 pav.). Skrandis i$skiria proteazes ir druskos
rugst], kuri naikina arba slopina bakterijas, denatiiruoja maiste esancius baltymus ir sudaro
palankias salygas skrandzio fermenty veiklai. Skrandyje baltymai suskaidomi iki jvairaus ilgio
peptidy, kuriy misinys vadinamas peptonu (zr. 4 pav.). Du svarbiausi skrandzio fermentai yra
pepsinas ir gastriksinas, kurie sudaro apie 95% skrandzio sulCiy proteolitinio aktyvumo [64].
Pepsinas — svarbiausias skrandyje esantis fermentas — suskaldo apie 20 proc. peptidiniy jungéiy,
esanéiy suvartotuose baltymuose [65]. Sis fermentas efektyviausias skaldant peptidinius rysius
tarp hidrofobiniy ir, pageidautina, aromatiniy aminortig§¢iy, tokiy kaip fenilalaninas, triptofanas
ir tirozinas. Skaldymas dazniausiai prasideda nuo C polipeptidinés grandinés galo [66]. Pepsinas
taip pat skaido sunkiai vir§kinama, mésoje esantj jungiamajj baltyma kolagena [39].
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amino rigstys

Baltj_.'mo ﬁagmentaj

4 pav. Fermentinés baltymy hidrolizés schema [67]

Zarnynas — organy sistema, kurioje vyksta maisto medziagy vir§kinimas, suvirskinty, tirpiy
molekuliy absorbcija ir Salutiniy, nesuvirskinty medziagy pasalinimas (Zr. 3 pav.). Pagrindinés
zarnyno dalys yra plonoji Zarna ir storoji Zarna. Plonoji zarna prasideda nuo dvylikapir§tés
zarnos ir joje vyksta paskutiné baltymy hidrolizés stadija. Anot Praskevi¢iaus ir kity (2013)
kasos sekretuojami fermentai yra neaktyviis kol nepatenka j dvylikapirSte Zarng ir yra
aktyvuojami. Pagrindiniai baltymus hidrolizuojantys fermentai, esantys plonojoje Zarnoje —
tripsinas, chimotripsinas, karboksipeptidazés, elastazés ir aminopeptidazés. Tripsinas
hidrolizuoja peptidinius rySius, kuriuos sudarant dalyvauja Lys ir Arg aminoragsciy
karboksigrupés. Chimotripsinas aktyviausiai hidrolizuoja peptidinius rySius, kuriuos sudarant
dalyvauja Phe, Tyr, Trp karboksigrupés. Fermentas karboksipeptidazé yra egzopeptidaze t.y.
atskelia po vieng amino ragstj nuo polipeptido C galo. Karboksipeptidazé A atskelia aromatines
aminoragstis, o karboksipeptidazé B atskelia Sarmines diaminortgstis [68]. Elastazé skaldo
elasting, kuris kartu su kolagenu lemia jungiamojo audinio mechanines savybes [69].

Baltymy hidrolizé plonojoje Zarnoje vyksta trimis lygiais: ertminiu, kai vir§kinimo fermentai
veikia zarny sultyse, membraniniu, kai fermentai veikia prie zarnos epitelio gaurelio membranos
ir lgsteliniu, kai hidrolize vykdo fermentai esantys pafiame enterocite [68]. Membraninis
virSkinimas vyksta sterilioje terpéje, nes mikroorganizmai yra per dideli, kad patekty tarp
zarnyno kutikulés ir mikrogaureliy [70]. I§ plonosios Zzarnos spindZio amino ragstys
rezorbuojamos ] enterocity vidy, 0 po to ] krauja. Rezorbuojama apie 98% amino riig8ciy. Pro
zarnyno gleivine j lasteles amino riigitis pernesa baltyminiai nesikliai kartu su Na® jonais (pro
mukozine plazming membrang).

Storajame Zarnyne nesuvirSkintas maistas beveik neskaidomas, nes ¢ia nedaug fermenty, o su
maistu patekusius plonosios Zzarnos fermentus suskaido mikroflora. Storajame Zarnyne
intensyviai vyksta baltymy puvimo ir riigimo procesai. Nesuvir§kintos maisto medziagos kartu
su i$matomis pasalinamos i§ organizmo [61, 68].

1.5.1. Pieno baltymy virSkinamumas

Remiantis baltymy virskinamumo, virskinimo produkty absorbcijos grei¢io (matuojama
atsizvelgiant | aminortig§¢iy atsiradimg plazmoje) ir jy poveikio baltymy sintezei tyrimy
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rezultatais, kazeinas vadinamas ,,létuoju‘ baltymu, o iSriigy baltymai — ,,greitaisiais* baltymais
[71].

Zinoma, kad j skrandj patekus maisto produktui su dideliu kazeino kiekiu (daugiau negu 50%
viso baltymy kiekio), esant pH 2, kazeino baltymai koaguliuoja sudarydami kietg, tankios
struktiiros koaguliavusiy baltymy sutraukg, todél skrandyje esantys virskinimo fermentai negali
pasiekti kazeino peptidiniy rysiy ir hidrolizuoti baltymo molekulés. Dél to sulétéja virSkinimas,
skrandis véliau iStustinamas ir létesné aminorigsciy absorbcijos kinetika [72]. Fermentas
chimozinas, geba nutraukti peptidinj rysj iSorinéje, hidrofilinéje micelés dalyje, palikdamas
hidrofobin¢ dalj viduje, kuri be ,,apsauginio* sluoksnio koaguliuoja sudarydama kietg sutrauka.
Taigi fermentas, skyst] paversdamas kieta medziaga, apsunkina kazeino baltymy virskinimg. Dél
Sios prieZasties kazeino molekulés aminortigStis atpalaiduoja 1§ léto ir taip apriipindamas
organizma reikalingomis medziagomis palaipsniui [73].

Virskinant maisto produktus, kuriuose yra daugiau greityjy baltymy, atvirk$¢iai, susidaro
vandenyje tirpiis baltymy agregatai, todél skrandis greifiau iStustinamas, medziagy hidrolizé
zarnyne didesné ir greitesné aminortgsciy absorbcija [72]. ISrGgy baltymus sudaro du
pagrindiniai baltymai, t.y. p-laktoglobulinas (80%) ir a-laktalbuminas (20%). pB-laktoglobulinas
dél savo susilanksc¢iusios struktiiros yra atsparus pepsinui rugstinéje skrandzio aplinkoje, taciau
kai kurie tretinés baltymo struktiiros pakeitimai gali pagerinti molekulés virSkinamumag [74].
Apdorojimas auksta temperatiira, aukstu slégiu, emulsifikacija ir putojimu, gali lemti molekulés
iSsilankstymg, dél kurio peptidiniai rySiai pepsinui tampa prieinami. Nepaisant to, [3-
laktoglobulinas gali buti hidrolizuojamas tiek tripsinu, tick chimotripsinu, o a-laktalbuminas
visais proteolizés fermentais, jskaitant ir pepsing [75].

Pagrindiniy pieno baltymy elgesio skrandyje skirtuma galima paaiskinti remiantis jy molekuline
struktiira, fizikinémis ir cheminémis savybémis. Kazeinai yra netirpts, kai pH 4,6
(izoelektriniame taske), o natiiraliis iSriigy baltymai iSlieka tirpiis, taciau esant tokiam pH gali
susikaupti, jeigu yra denatiruoti Siluma arba sujungti kartu su kazeinais [76]. Vis délto
supratimas apie mechanizmus, kontroliuojanéius iy baltymy elgesj virs$kinimo trakto metu, yra
labai ribotas [77].

1.5.2. Mésos baltymy virSkinamumas

Raumeninis audinys, susideda i$§ daugelio skirtingy baltymy i§ kuriy kiekvienas atlieka tam tikras
funkcijas. Sie baltymai yra klasifikuojami j tris stambias grupes: miofibrilines, stromos ir
sakroplazmos baltymus [78]. Mésoje randami tirpiis vandenyje sarkoplazmos baltymai, sudaro
11,5 proc. visos raumeninés masés, koncentruotuose drusky tirpaluose tirpiis miofibriniai
baltymai, sudaro 5,5 proc. raumens. Likusi raumenyse esanti baltymy masé susideda i§
jungiamojo audinio baltymy (kolageno ir elastino) bei organelése esanciy audiniy baltymy.

Raumeninis audinys yra sudarytas i§ skaiduly, dar vadinamy miofibrilémis, kurios sudarytos i$
miofibriliniy baltymy, i§ kuriy svarbiausi yra aktinas ir miozinas [78]. Kamin—Belsky ir Kiti
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(1996) savo darbuose aprasé miozino proteolize keturiais skirtingais fermentais: pepsinu,
tripsinu, chimotripsinu ir papainu [79]. Taciau teigiama, kad miozino virSkinamumo modelis
negali atspindéti visy miofibriliniy baltymy virS§kinimo, nes daugumos miofibriliniy baltymy
struktiira, dél gebé¢jimo formuoti baltymas-baltymas arba baltymas-lipidas kompleksus, yra
zymiai sudétingesné negu miozino, o tai gali turéti jtakos jy virSkinamumui [80]. Nustatyta, kad
miozino proteolizés procesas pageréja, kai mésa yra termiskai apdorota [81] ir pablogéja, kai dél
cheminés oksidacijos miozino molekuléje susidaro skersiniy ry$iy [79]. Efektyviausias
miofibriliniy baltymy virSkinimas buvo pasiektas taikant proteolize¢ pepsinu skrandzio fazéje ir
chimotripsinu ir tripsinu Zarnyno fazg¢je, taCiau apie patj miofibriliniy baltymy hidrolizés
mechanizmg zZmogaus organizme zinoma dar labai nedaug. 5 paveiksle pavaizduoti miofibriliy
poky¢iai vir§kinimo metu [79].

5 pav. Termiskai apdorotos mésos miofibriliy vaizdas per mikroskopa. A — prie§ vir§kinima; B — po
virgkinimo 180 min [82]

Kita labai svarbi mésg sudaranti dalis - jungiamasis audinys.— Jj sudaro stromos baltymai:
kolagenas, elastinas ir retikulinas [78]. Zmogaus virskinamajame trakte kolageno molekulés
veikiant pepsinui beveik visiSkai suhidrolizinamos iki aminoryg$¢iy ir oligopeptidy, kuriy
pavir$ius yra maziau hidrofobiskas, todél j organizma gali biiti absorbuojamos per plonyjy zarny
gaureliuose esancius limfinius kapiliarus — enterocitus [39]. Liang ir Kiti (2014) nustaté, kad
virskinant kolagena gaunama daug Gly-Pro-Met peptidy, kurie pasizymi dideliu antioksidaciniu
aktyvumu. Terminis mésos apdorojimas bent 60-65 °C temperatiiroje lemia kolageno molekulés
susiskaldyma, susitraukimg ir tirpima, todél kolageno turintys jungiamieji audiniai, kurie yra
apgaube raumeninio audinio skaidulas, suminkStéja ir taip pagreitinamas virSkinimo procesas
[83]. Elastazé — endopeptidazé, kuri skaido jungiamojo audinio baltyma elasting, turintj daug Gly
ir Ser. Geriausiai hidrolizuoja tuos peptidinius rysius, kuriuos sudarant dalyvauja hidrofobinés
aminoragstys (Gly, Ala, Ser).

Saydas ir Kiti (2016) tyré virtos mésos virskinimo metu susidariusius junginius. I§ viso buvo
rasta 940 nesikartojanciy peptidy skrandzio fazeje ir 989 zarnyno fazéje. Identifikuota, kad jie
sudar¢ 71 skirtingy baltymy, i§ kuriy 43 buvo priskirti dvejoms virskinimo fazéms, 20 i§ jy
budingi skrandzio fazei ir 8 buidingi Zarnyno fazei. Sayd ir Kiti (2016) teigia, kad baltymai susij¢
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su raumeny struktiira ir judéjimu buvo suhidrolizinti pirmiausia ir jy virskinimas daugiausia vyko
plonojoje zarnoje, visi kiti baltymai virSkinami mazdaug po lygiai skrandzio ir zarnyno fazése
[84].

1.5.3. Gyvininés kilmés baltymy vir§kinimo metu susidarantys peptidai ir ju biologinis

aktyvumas

Biologiskai aktyvis peptidai, kurie virskinimo metu dél proteolizés susidaro i§ maiste esanciy
baltymy, dél savo sveikatinanéiy savybiy, darosi vis populiaresni, kaip sudedamoji funkcinio
maisto ir vaisty dalis [85]. Sie bioaktyviis peptidai gali bati naudojami kaip prevenciné
priemong, siekiant kontroliuoti jvairias chroniSkas ligas. Be to, kad Siy peptidy tolimesné
hidrolizé suteikia organizmui reikalingos energijos bei apriipina nepakei¢iamomis
aminortigstimis, jie pasizymi antihipertenzinémis, antioksidacinémis, prieSuzdegiminémis,
antimikrobinémis, osteoprotekcinémis, imunomoduliacinémis, opioidinémis ir Kkitomis,
organizmui naudingomis bioaktyviomis savybémis [86]. Sie peptidai néra aktyvis, kai jeina j
baltymo sudétj, taCiau gali bati aktyvinami, kai atpalaiduojami fermentinés hidrolizés metu.
Maisto baltymy fermentiné hidrolizé galima dviem atvejais — maisto gamybos metu, naudojant
jvairias biotechnologines priemones, bei maisto virSkinimo metu bei. Atliekami intensyvis
maisto kilmeés biologiskai aktyviy peptidy tyrimai parod¢, kad jy gausu ne tik Zuvyje,
kiausiniuose, sojy pupelése, Zemés rieSutuose, liny sémenyse, jvairiose griidinése kultarose, bet
ir mésoje bei pieno produktuose [85]. Dvi maisto mokslo daugiausiai tyrinéjamos biologiskai
aktyviy peptidy savybés yra antihipertenzinés ir antioksidacinés savybeés.

Vienas i§ pagrindiniy veiksniy Zmogaus organizme, atsakingy uz kraujo spaudimo kontrole yra
renino-angiotenzino-aldosterono sistema (RAAS). Trys pagrindiniai komponentai palaikantys §ig
sistemg yra reninas, angiotenzinas Il ir aldosteronas [87]. Reninas katalizuoja angiotenzinogeno
skilimo reakcija, kurios metu susidaro angiotenzinas I. Toliau veikia angiotenzing
konvertuojantys fermentai (AKF), Kkurie biologiSkai neaktyvy angiotenzing I pavercia
angiotenzinu 1, kuris skatina vazokonstrikcija, aldosterono ir vazopresino sekrecijg, natrio jony
reabsorbcijg inksty kanaléliuose, oksidacinj stresg, mazina inksty apripinimg krauju bei renino
atpalaidavimg i§ inksty [88]. Sutrikusi RAAS funkcija sukelia inksty, Sirdies ir kraujagysliy
ligas: Sirdies nepakankamuma, miokardo infarkta, insulta, hipertenzija, Sirdies nepakankamuma,
ateroskleroze [89]. Kadangi Zalingo angiotenzino II susidarymg lemia renino ir AKF fermentai,
Siy fermenty slopinimas gali biiti efektyvus metodas nuo RAAS priklausanciy ligy
kontroliavimui. Zinoma, kad tam tikri bioaktyviis peptidai pasizymi §iomis inhibitorinémis
savybémis.

Tagliazuchi ir kiti (2017) atliko tyrimus, kuriy metu tyré angiotenzing konvertuojanéio feremento
slopinima biologiskai aktyviais peptidais, kurie atpalaiduojami po lieso ozkos pieno in vitro
virskinimo. Tyrimo metu buvo identifikuota 18 skirtingy bioaktyviy peptidy, pasiZyminciy AKF-
slopinimo aktyvumu. Itin auk$tu aktyvumu pasizyméjo tripeptidai valinas-prolinas-valinas
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(VPV) ir izoleucinas-prolinas-prolinas (IPP), gauti B- ir «x-kazeino proteolizés metu.
Suvirskintuose méginiuose $iy peptidy ir buvo rasta daugiausiai [90]. Hasan ir kity (2006) atlikto
mésos In vitro virskinamumo tyrimo metu buvo identifikuoti ir isskirti du didziausiu AKF-
slopinimu pasizymintys peptidai HERDPTHIKWGD ir PNRIKYGD. Taip pat nustatyta, kad po
tolimesnés Siy peptidy proteolizés, gauti fermenty fragmentai praranda savo bioaktyvigsias
savybes [91].

Oksidacija — tai cheminé reakcija, kurios metu susidaro laisvieji radikalai, katalizuojantys
grandinines reakcijas, kuriy metu pazeidziamos gyvybisSkai svarbios molekulés, tokios kaip
lipidai, DNR ir baltymai. Sie pazaidai sutrikdo lasteliy homeostaze, todé¢l pradeda vystytis
jvairios ligos, tokios, kaip aterosklerozé ar vézys [92]. Gyvuosiuose organizmuose yra
i§sivys¢iusi kompleksiné apsauginé sistema, apsauganti organizma nuo oksidacinio streso. Cia
veikia fermentiniai ir nefermentiniai antioksidantai, kurie susijungdami su reaktyviosiomis
dalelémis sudaro stabilius junginius ir taip padeda organizmui islaikyti oksidacinj balansg [93].
Bioaktyviis peptidai, virSkinimo metu susidarantys i§ maiste esanciy baltymy, yra vis labiau
tyrinéjami dél savo antioksidaciniy savybiy, siekiant sukurti naujus vaistus ir funkcionaliojo
maisto ingredientus.

Li ir kiti (2020) atliko tyrimag, kurio metu buvo tiriami i§ buivolés pieno, po in vitro vir§kinimo,
gauti bioaktyviis peptidai. Kaip patys svarbiausi, pasizymintys antioksidacinémis savybémis,
i8skirti FFVAPFPEVFGK, HIQKEDVPSER ir YLGYLEQLLR, kurie yra a-kazeino proteolizés
produktai [94]. Mora ir Kiti (2017) tyré virtos jautienos in vitro vir§kinimo metu atpalaiduotus
biologiskai aktyvius peptidus. Sio tyrimo metu buvo identifikuoti 58 skirtingi bioaktyvis
peptidai, 3 i§ jy pasizyméjo stipriomis antioksidacinémis savybémis: GIITNWDDMEK,
VDDLEGSLEQEKK ir DDLEGSLEQEKK, kurie buvo suhidrolizinti i§ aktino, miozino-3 ir
miozino-4 atitinkamai [95].
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2. TYRIMU MEDZIAGOS IR METODAI

Tiriamasis darbas buvo atliktas 2018-2020 metais Kauno Technologijos Universitete, cheminés
technologijos fakultete, maisto technologijy katedroje. Peptidy iSskyrimas ir analiz¢ atlikti 2020
metais Instituto de Agroquimica y Technologia de Alimentos, esan¢iame Valensijoje, Ispanijoje.

2.1.Medziagos ir reagentai
Pieno ir jo produkty gamybai buvo naudojamos Sios medziagos:

- Lieso pieno milteliai PPHU Laktopol (Varsuva, Lenkija). Sudétis: 34 proc. baltymy, 1,2
proc. riebaly, 52,5 proc. laktozés, 8,3 proc. peleny ir 4,0 proc. vandens;

- Mikrobiologiné transglutaminazé (MTG) Activa YG (Ajinomoto, Mesnil-Saint-Nicaise,
Pranciizija). Tai mikrobinés kilmés fermento preparatas i§ Streptoverticulum mobaraense, ant
pakuotés nurodytas aktyvumas - 100 %;

- Mezofilinés bakterijos pieno rauginimui Flora Danica (CHR Hansen, Danija). Tai
liofilizuotas mezofilinis raugas, kurj sudaro Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconoctoc
mesenteroides subsp. cremoris bakterijos.

Meésos paruosSimui naudotos Sios medZiagos:

- Kiaulienos nugariné (musculus longissimus dorsi), gauta i§ jmonés AB ,,Krekenavos
Agrofirma* §vieZia, atSaldyta, praéjus 48 h po skerdimo, laikyta Saldytuve 0—4 °C temperatiiroje;

- Meésos brandinimo plévelé PA / PE (Supravis Group Spolka Akeyjna, Novotorunskas,
Lenkija);

- Meésos brandinimo plévelé PET / Alox (AZ-pack, Kaunas, Lietuva).

1 lentelé. Brandinimui naudoty pléveliy charakteristikos

Charakteristikos PA/PE PET / Alox
Storumas, pm 65 52
Laidumas (O,) cm*/m?x24hxbar 110 5

Laidumas (H,0) m* m?x24h 9 2
Gamintojas Supravis Group Spolka Akeyjna AZ-Pack

Produkty virskinimui in vitro naudoti reagentai:

Kiauliy pepsinas (P7012), lipazé (L3126), kiauliy tulzies drusky ekstraktas (B631), kalio
chloridas (KCI), kalio dihidrofosfatas (KH,PQO,), natrio hidrokarbonatas (NaHCOs3), natrio
chloridas (NaCl), magnio chlorido heksahidratas (MgCl,(H,O)s), amonio karbonatas
((NH4)2CO0Os), kalcio chloridas (CaCly), drsukos ragstis (HCI), natrio hidroksidas (NaOH) ir kiti
cheminiai komponentali, kurie buvo bendrai naudojamos laboratorinés medziagos.
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Produkty virskinimo metu susidariusiy junginiy tyrimui naudoti reagentai:

Kiausinio baltymo albuminas (15378), Folio-Ciocalteau reagentas (F9252), angiotenzing
konvertuojantis fermentas (AKF) (i§ triusio plauciy A6778), N-[3-(2-Furyl)acryloyl]-Phe-Gly-
Gly (FAPGG) (F7131), Fluoresceminas (F9015), L-leucinas (L8000), AccQ fluor-borato buferis,
AccQ fluor-reagentas, AccQ tag-eluentas (Waters Corp., Milifordas, JAV), trifluoractoriigstis
(C2HF30,) (T6508), acetonitrilas (C,H3N) (34851), cinko sulfato heptahidratas (ZnSO4x7H;0),
kalio ferocianidas (K4[Fe(CN)g]*x3H20), NaK tartratas (KNaCsHsOsx4H,0), citriny rigsties
monohidratas  (CgHsO7xH20), trichloracto ragstis (C,HCI30,), natrio  hidrofosfatas
(NagHPO4x2H,0), natrio dihidrofosfatas (NaH,PO4xH,0), butilintas hidroksitoluenas
(C15H240), natrio chloridas (NaCl), druskos ragstis (HCI), natrio hidroksidas (NaOH), tris
(C4H11NO3), natrio  karbonatas (NapCOs), wvario (II) sulfatas (CuSO,), Boraksas
(Na;B4O7%10H,0), bevandenis acetonas (CsHgO), kalio fericianidas (Ks[Fe(CN)g]), gelezies
(111) chloridas (FeCls) ir kiti naudoti cheminiai komponentai, kurie buvo bendrai naudojamos
laboratorinés medziagos.

2.2.Tyrimo objektai, ju paruoSimas
2.1.1. Pieno apdorojimas transglutaminaze ir produkty gamyba

Pieno produkty virSkinamumo tyrimams buvo naudojami 3 produktai: atgamintas pienas,
raugintas pienas ir varske.

Atgamintas pienas (pH 6,4) gautas 130 g lieso pieno milteliy iStirpinus 870 g distiliuoto vandens.
Taip paruostas atgamintas pienas pasterizuojamas 85 °C 5 min. vonel¢je JB Nova (Grant
Instruments, Devisesas, Jungtiné Karalysté), tada atvésinamas iki 40 °C. | atgamintg pieng
pridedami skirtingi MTG kiekiai, tada méginiai su fermentu inkubuojami 40 °C temperattroje 3
val. Fermentas inaktyvuojamas pasterizuojant méginius 85 °C vandens vonioje 5 min, méginiai
atvésinami ir iki tolimesnio tyrimo laikomi prie 4 °C. Méginiai uzkoduojami:

- P1 - pienas nepaveiktas MTG;
- P2 — pienas paveiktas 0,5 g/l MTG;
- P3 - pienas paveiktas 1 g/l MTG.

Rauginto pieno méginiai gauti rauginant atgamino lieso pieno méginius sausu mezofiliniu
pienarig§¢iy bakterijy raugu. Pasterizuoto ir MTG paveikto atgaminto pieno méginiai (P1, P2 ir
P3) pasildomi iki 28 °C temperatiiros, j juos jdedama po 0,03 % sauso raugo, gerai iSmaiSoma ir
miSinys rauginamas 26-28 °C temperattroje 12—14 val., termostate D-30938 (GFL, Burgvedelis,
Vokietija), kol pasiekiamas pH 4,6. Méginiai atitinkamai uzkoduojami:

- R1 —raugintas pienas pagamintas i$ pieno, nepaveikto MTG;
- R2 —raugintas pienas pagamintas i pieno, paveikto 0,5 g/l MTG,;
- R3 —raugintas pienas pagamintas i§ pieno, paveikto 1 g/l MTG.
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Varskés méginiai gauti 600 ml rauginto pieno (R1, R2 ir R3) tolygiai Sildant iki 55-60 °C
temperatiiros vandens voneléje JB Nova (Grant Instruments, Devisesas, Jungtiné Karalysté),
maisant iki iSsiskirian¢iy skaidriy iSrugy. Varskés griideliai nusausinami, iSpilant ant audinio.
Visi varskés méginiai uzkoduojami atitinkamai:

- V1 - varské, pagaminta i§ rauginto pieno be MTG (11 — iSriigos);
- V2 —varské, pagaminta i§ rauginto pieno su 0,5 g/l MTG (12 — i§rtigos);
- V3 - varské, pagaminta i§ rauginto pieno su 1 g/l MTG (I3 — i8rtigos).

2.1.2. Mésos paruoSimas

Meésos virSkinamumo tyrimui naudota skirtingomis sglygomis brandinta kiaulienos nugaring.
Meésos brandinimg ir jos sudéties pokyC€iy tyrimus 2018 m. pavasarj atlikto KTU Maisto
produkty technologijos programos magistrantas Aurimas Aleksiiinas. Siame magistro
baigiamajame darbe pristatomi tolesni brandintos mésos vir§kinamumo tyrimai.

Gabalais (apie 300g) supjaustyta kiaulienos nugariné nejvilkta / jvilkta ] skirtingg plévele
brandinta 3 °C temperatiiroje 22 paras. Mésos tyrimams buvo imami méginiai praéjus 4, 8, 12 ir
22 paroms nuo brandinimo pradzios. Po brandinimo visi meéginiai buvo suvakuumuoti,
vakuumuokliu Vac Nany (VacuMIT®, Burglengenfeldas, Vokietija ), uzkoduoti (zr. 2 lentelé) ir
laikyti -18 °C temperatiiroje, du ménesius iki in vitro vir§kinimo.

Prie$ vir§kinamumo tyrimus mésos méginiai buvo atildyti laikant $aldytuve 4 °C temperatiiroje,
tada verdami 30 minuéiy vandens voneléje JB Nova (Grant Instruments, Devizes, Jungtiné
Karalysté) su visu vakuuminiu mai$eliu, méginio viduje esant 70 °C temperatiirai, kaip nurodyta
Sayd, Chambon ir Santé-Lhoutellier (2016) apraSytoje metodikoje [84]. Po virimo méginiai buvo
atvésinti ledo voneléje, iStraukti i§ vakuuminio maiSelio ir suhomogenizuoti homogenizatoriumi
Ultra-Turrax (IKA® T-18 basic, Stautfenas, Vokietija) kartu su visu sultiniu.

2 lentelé. Mésos méginiy kodavimas

Brandinimo metodas
Méginiy pavadinimai
Be plévelés (kontrolé) PA /PE PET / Alox
jé) 1. 4 paros 11 1.2 1.3
5 2. 8 paros 2.1 2.2 2.3
'% 3. 12 pary 3.1 3.2 3.3
@ | 4. 22paros 4.1 4.2 4.3
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2.2.Tyrimo metodai
2.2.1. Pieno produkty analizés metodai
Baltymy daleliy dydZio nustatymas

Atgaminto pieno baltymy vidutinis daleliy dydis ir jy pasiskirstymas buvo nustatytas lazerio
difrakciniu spektrometru Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, VusterSyras, Didzioji
Britanija). Matavimy metu méginiai disperguoti maiSymo celéje distiliuotame vandenyje. Daleliy
dydzio ir tirpiklio refrakciniai indeksai nustatyti atitinkamai 1,5 ir 1,33. Vidutinis daleliy dydis
iSreikStas vidutiniu pavirSiaus (pagal plota) diametru ds. ISmatavus daleliy dydZzius, grafiSkai
pavaizduojama daleliy dydzio pasiskirstymas. Auks¢iausias kreivés taSkas rodo kokio diametro
daleliy méginyje procentiskai yra daugiausia.

Reologiniy savybiy nustatymas

Rauginto pieno reologiniy charakteristiky nustatymas atliktas reometru Physica MCR 301 (Anton
Paar, Gracas, Austrija) uzraSant tekéjimo kreives, naudojant plokstelé-kiigis geometrine sistema
(ktuigio skersmuo — 50 mm, kampas — 2°, méginio storis — 0,207 mm) ir joje palaikant 20 arba 37
°C temperatirg. Matuojama klampa ir poslinkio jtempis, kintant poslinkio grei¢iui nuo 1 iki 100
1/s.

Varskés iSeigos skaiciavimas

Praktiné varskés iSeiga buvo paskaiCiuota pagal gautos varSkés ir rauginto pieno, panaudoto
produkto gamybai, masiy santykj pagal / formule. Svérimui naudotos svarstyklés PLT 4500-2M
(Kernas, Vokietija).
m vy, -
Ideiga = — 2K % 100%; % (1)
mrauginto pieno

Myarskes — varskeés mase, g; Mraygino PIENO — rauginto pieno mase, g.
Azoto junginiy kiekio nustatymas Kjeldalio metodu

Baltymy kiekis pieno produktuose nustatytas Kjeldalio metodu, kuris pripazistamas kaip
tiksliausias, nustatant bendrgjj azoto junginiy kieki maisto produktuose. Azoto kiekio
perskai¢iavimo j pieno baltymy kiekj koeficientas — 6,38 [96]. Rezultatai pateikti baltymy kiekiu
produkte procentais. Analizé pakartota du kartus, iSvestas vidurkis su standartiniais nuokrypiais.
Statistinis patikimumas vertinamas Stjudento t-testu. Skirtumai patikimi, kai (p < 0,05).
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2.2.2. Virskinimas in vitro statinéje modelinéje sistemoje

Pieno produkty ir mésos virSkinamumo tyrimams naudotas statinis in vitro virskinimas, kuris
atlickamas pagal INFOGEST protokola [97]. Statinio virskinimo in vitro metodas yra placiai
naudojamas jvairiose maisto ir mitybos mokslo srityse, kaip alternatyva in vivo bandymams,
kurie yra sunkiai prieinami, brangas ir etiSkai ginCytini. Statinio vir§kinimo metu naudojamy
dirbtiniy virskinamojo trako sulCiy paskirtis yra uztikrinti nekintama, optimalig temperatiirg, pH
ir terpe fermentams veikti bei imituoti nattiralius Zmogaus vir§kinamojo trakto judesius [97].
Viso virskinimo schema vienam méginiui pavaizduota 6 paveiksle.

Burnos faze | co ) _ceo  J(__c120 ]l Ds  J( D120 ]
| Tiriamasis méginys 5 g + SSF (37 °C, 150 rpm, pH 7) |
Skrandzio faze L 60 JU ceo J[ c120 J[ b5 J( D120 ]

Meéginiai po burnos fazés + SGF + fermentai (37 °C, 150 rpm, pH 2-3) |

| Fermenty inaktyvacija |
(__bs J_ D120 )
Meéginiai po skrandzio fazés
+ SIF + fermentai (37 °C,
150 rom. pH 7)
| Fermenty inaktyvacija |

Zarnyno fazé

6 pav. In vitro virSkinimo schema vienam méginiui: SSF — dirbtinés seiliy sultys; SGF — dirbtinés
skrandZio sultys; SIF — dirbtinés plonosios Zarnos sultys; G0, G60 ir G120 — méginiai po virSkinimo
skrandyje 0, 60 ir 120 minuéiy, atitinkamai; D5, D120 — méginiai po vir$kinimo Zzarnyne 5 ir 120
minuciy, atitinkamai.

Virskinimo sulciy ir fermenty paruoSimas

Virskinimo metu naudojamos dirbtinés seiliy sultys (SSF); dirbtinés skrandzio sultys (SGF);
dirbtinés plonosios Zarnos sultys (SIF) — Siy sul&iy sudétis ir ruogimo eiga nurodoma 3 lenteléje.

3 lentelé. Darbiniy ir baziniy virSkinamojo trakto suléiy sudétis ir paruosimas (t¢sinys 35 puslapyje)

Darbiniai Virskinimo Tirpalai
SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7)
Burnos fazé SkrandZio fazé Zarnyno fazé
Erf;:g‘f(bgg%al aﬁ; kone. ?N?)T konc. | pBT kiekiai, ml | DBT kiekiai, ml | DBT kiekiai, ml
KCI 46,7 0,6 10 28 5,4
KH,PO, 68 0,5 20 0,9 0,8
NaHCO; 84 1 4 6,5% (2M) 42,5* (0,5M)

34



NaCl 116 2 1 10 8

MgCl,(H20)e 30,5 0,15 1 2 11
pH koregavimui

NaOH 39,99 1 4 - 0,5

HCI 36,46 1 1 3 0,3

Tirpalai praskiedziami iki 500 ml ir uz$aldomi -20 °C

*Naudojama tokia drusky baziniy tirpaly koncentracija, kokia paraSyta skliausteliuose

Virskinimo metu reikalingi tulzies drusky, fermenty, CaCly(H,O;) tirpalai ir jy ruo§imo eiga
nurodyta 4 lenteléje.

4 lentelé. Drusky ir fermenty paruosimas virskinimui.

TulZies drusk. Lipazeé Pepsinas CaCl,(H,0,) Pankreatinas
Tirpalo konc. 10 mM 2000 U/ml 2000 U/ml 588 g/l 100 U/ml
Kur tirpinama SIF SIF SGF Dist. H20 SIF

Meéginiy paruosimas virskinimui

Kietas vir§kinamas produktas (virta mésa ir varské) susmulkinamas iki vienodo dydzio daleliy —
pertrinamas per sietelj arba susmulkinamas griistuvéje. Jei virSkinamas skystas méginys (pienas
ir raugintas pienas), tada papildomas ruoSimas nereikalingas. Vienas méginys atsveriamas j 5
mégintuvélius, po 5 g virSkinamo produkto. | kiekvieng mégintuvel] jdedami 2 g stikliniy
rutuliuky, kurie virskinimo metu, jjungus 150 rpm maiSyma, imituoja Zmogaus virSkinimo trakto
peristaltinius judesius. Méginiai paZzymimi sutartiniais Zenklais, nurodanc¢iais produkto
pavadinima, ir i§¢émimo etapais. Siam tyrimui buvo pasirinkti penki skirtingi taskai virskinimo
proceso metu, kuriy zyméjimas:

- GO0 — méginys po virskinimo skrandzio faz¢je 0 minuciy;

- G60 — méginys po virskinimo skrandzio fazéje 60 minuciy;

- G120 — méginys po virskinimo skrandzio faz¢je 120 minuciy;
- D5 —méginys po vir§kinimo Zarnyno fazéje 5 minutes;

- D120 — méginys po virskinimo Zarnyno fazéje 120 minuciy.

Burnos virSkinimo fazé

Imituojant vir§kinimo procesa burnoje, SSF maiSomos su méginiu ir virSkinimas Siame etape
vyksta 2 min. 37 °C temperatiiroje (zr. 6 pav.) vandens vonioje D-30938 (GFL, Vokietija).
Angliavandenius skaldantis fermentas amilazé néra dedamas j dirbtines seiliy sultis d¢l nedidelio
angliavandeniy kiekio méginiuose.
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SkrandZio vir§kinimo fazé

Vir§kinimas skrandzio fazéje viso vyksta 120 min 37 37 °C. | visus méginius po burnos fazés
pridedama SGF, CaCl,(H20,) tirpalo, pH sureguliuojamas iki budingo zmogaus skrandziui ir
dedamas pepsinas — baltymus hidrolizuojantis fermentas (zr. 6 pav.).

Atitinkamame virskinimo skrandyje etape (po 1, 60, 120 min) paémus méginj, biitina inaktyvuoti
SGF fermentus. Fermentas inaktyvuojamas koreguojant pH iki 7 su 1 M NaHCO3 naudojantis
pH-metru GMH 3530 (Greisinger electronic, Vokietija). Fiksuojamas sunaudoto Sarmo kiekis.
Inaktyvavus fermenta, meégintuvélio turinys nukoSiamas per sietel] 1 50 ml centrifuginius
mégintuvélius. Centrifuguojama centrifuigoje MPW-260RH (MPW Instruments, Lenkija) prie 4
°C, 10000 rpm, 20 min. Mégintuvéliy turinys nufiltruojamas per filtrinj popieriy. Méginiai
laikomi -20 °C iki analizés, jei reikia, nufiltuojami per 0,45 pm membraninj filtrg ir
liofilizuojami.

Zarnyno virskinimo fazé

Po skrandzio fazés ir pepsno inaktyvavimo, } likusius meégintuvélius pridedama SIF, pH
koreguojamas iki 7 (toks riigStingumas biidingas Zmogaus organizmui), pridedamas
CaCl,(H20,), tulzies druskos, lipazé ir pankreatinas. Vir§kinimas zarnyno fazéje vykdomas 120
min. (zr. 6 pav.).

Zarnyno fermentai sustabdomi at$aldant méginius. Zarnyno fazéjé méginiai imami pragjus 5 ir
120 min nuo Sios fazés pradzios. Mégintuvélio turinj per sietelj nukoSiame j 50 ml centrifuginius
mégintuvélius. Centrifuguojame centrifugoje MPW-260RH (MPW Instruments, Lenkija) prie 4
°C, 10000 rpm, 20 min. Mégintuvéliy turinys nufiltruojamas per filtrinj popieriy. Méginiai
laikomi -20 °C iki analizés, jei reikia, nufiltuojami per 0,45 pum membraninj filtra ir
liofilizuojami.

2.2.3. Baltymy hidrolizés jvertinimo metodai

Baltymy hidrolizés produktai virSkinimo metu nustatyti keliai metodais. Bendra peptidy
koncentracija nustatyta Lowry metodu, o hidrolizés laipsnis pagal laisvy amino grupiy kiekj —
fluorecemininiu metodu. Baltymy hidrolizés produkty skai¢iavimuose jvertinamas praskiedimo
faktorius dél méginio skiedimo simulivojamomis virskinamojo trakto sultimis, pH reguliavimo,
pagal 2 formule.

DF = (V1+V)/Vy; 2

DF — praskiedimo faktorius; V1 — paimto tiriamojo méginio taris (Siuo atveju 200 ul); V2 — skiedimui sunaudoto
tirpalo taris (Siuo atveju NaOH turis mikrolitrais, sunaudotas pH koregavimui)
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Baltymy virSkinamumas pagal atpalaiduoty peptidy koncentracijq

Bendras peptidy kiekis nustatomas naudojantis Lowry metodu, kurj apras¢ Lowry, Rosebrough,
Farr ir Randall (1951) [98]. Dvivalentis varis sgveikauja su peptidiniais rys$iais, kurie paveréia jj
vienvalen¢iu jonu $armingje terpéje. Sie jonai saveikauja su baltymuose esandiy amino riigiéiy
(tirozino ir triptofano) fenolinémis grupémis ir Folio-Ciocalteau reagentu, taip sudarydami
tamsiai mélynos spalvos kompleksa. Spalvos intensyvumas, priklausantis nuo laisvy arba |
baltymo sudét] jeinan¢iy aromatiniy amino riig8¢iy  kiekio, iSmatuojamas, naudojantis
spektrofotometru Evolution 300 (Thermo Scientifics, Jungtiné Karalysté) ir taip apskai¢iuojamas
bendras peptidy kiekis méginyje pagal 3 formule, kuri buvo gauta sudarius kalibracing kreive
pagal Zinomy koncentracijy kiauSinio baltymo albumino tirpaly spalvos intensyvuma.

y = 0,0775x + 0,0176 (3)

X — peptidy koncentracija (mg/ml); y — optinis tankis
Baltymy hidrolizés laipsnio jvertinimas pagal laisvy amino grupiy atpalaidavimg

Laisvy amino grupiy pagal leucing pokytis nustatomas fluorescemininiu metodu. Sio metodo
esmé yra baltyminio substrato suskaidymas proteolitiniais fermentais ir nesuskaldyty baltymy
pasalinimas nusodinant juos trichloracto ragstimi. Kai fluoresceminas jungiasi Su o-
aminoragstimis, junginys tampa fluorescuojanciu ir taip gali biiti atpaZzintas [99]. Laisvy amino
rugsciy kiekis apskaiciuojamas pagal formule, kuri gaunama kiekvienos analizés metu sudarius
kalibracing kreive, pagal Zinomy koncentracijy leucino tirpaly fluorescencija, iSmatuotg
FLUOstar Omega (BMG Labtech Vokietija). Bendras amino rags¢iy kiekis apskaic¢iuojamas ta
patj metoda taikant rugsStiSkai hidrolizuotiems méginiams. Gavus rezultatus pagal 4 formule,
suskaiCiuojamas hidrolizés laipsnis.

(4)

h
DH = — x 100; %
htot

DH — hidrolizés laipsnis, %; h — peptidy koncentracija po tam tikro vir§kinimo etapo, mg/ml; hy — peptidy
koncentracija hidrolizuotame méginyje, mg/ml

2.2.4. Baltymy hidrolizés produkty biologinio aktyvumo nustatymas

Farmakologijoje biologinis aktyvumas apibiidina teigiama arba neigiamg junginio poveik]
gyviems organizmams. Kai vaistas yra sudétingas cheminis mi$inys, §j poveikj atlieka veiklioji
medziaga arba farmakoforas, taciau jj gali modifikuoti kitos sudedamosios dalys. Tarp jvairiy
cheminiy junginiy savybiy biologinis aktyvumas atlieka svarby vaidmenj, nes tai parodo junginiy
perspektyvas medicinoje arba funkcionaliojo maisto gamyboje [100]. Sio tiriamojo darbo metu
buvo nustatytos tokios virskinimo metu susidariusiy baltymy hidrolizés produkty biologinés
savybés: AKF slopinimas ir antioksidacinis aktyvumas.
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AKEF slopinimo nustatymas

Metodas remiasi junginio, kuris gaunamas substrata veikiant AKF fermentu, ir gali buti
iSmatuojamas spektrofotometriskai, susidarymu. Kai AKF yra slopinamas méginyje esanciais
peptidais, Sio junginio susidaro maziau ir matavimo metu gaunama mazesné absorbcija. Prie
tyrimo objekty pridedama Tris-HCI buferio, AKF tirpalo ir FAPGG substrato, po 60 min.
inkubacijos spektofotometru Evolution 300 (ThermoFisher Scientific, Jungtiné¢ Karalysté)
matuojama méginiy absorbcija. Tiriamyjy méginiy absorbcija lyginama su kontrolinio méginio,
kuris gautas sumaiSius buferj, AKF ir FAPGG, absorbcija. AKF fermento slopinimas
apskaiCiuojamas procentais pagal 5 formule.

(AbSkontrole — AbSbandinys) X 100; % ©

AKF ,pini =
slopinimas Abskontrolé

ADbSonirole — kontrolinio méginio (be AKF inhibitoriaus) absorbcija; AbSpangings — tirlamojo meéginio absorbcija.
Antioksidciniy savybiy nustatymas

Virskinimo metu, mésoje esantys baltymai yra suskaldomi iki jvairaus dydzio peptidy. Kai kurie
1§ jy pasizymi antioksidacinémis savybémis. Antioksidacinés savybés nustatomos gebéjimg
redukuoti gelezies jonus.

Antioksidantiniai peptidai pasiZymi savybe trivalent¢ gelezj paversti dvivalente, taip pakeisdami
tiriamojo tirplo spalva mégintuvélyje. Pagal Siuos spalvos pokycius spektofotometriskai gali biiti
nustatytas Siy bioaktyviy peptidy kiekis méginiuose [101]. Analizé buvo atlikta pagal Mora ir
kitus (2014), su tam tikrais pakeitimais [102]. Teigiama kontrol¢ ruoS$iama vietoj méginio
pridedant BHT (Butilinto hidroksitolueno) reagento, kuris pasizymi stipriomis antioksidacinémis
savybémis. Spektometru matuojamas optinis tankis, kai bangos ilgis 700 nm. Gauta absorbcija
lyginama su teigiamo kontrolinio méginio absorbija.

2.2.5. Aminorugsciy identifikacija

Méginiy derivatizacija ir kiekybinis jvertinimas atliktas pasitelkiant auksto slégio efektyviaja
skyséiy chromatografija, vadovaujantis Waters AccQ Tag Chemistry Package Instruction
Manual aprasymu.

Laisvy aminortig§¢iy kiekio suvirSkintame méginyje nustatymui 1 ml méginio jpilama j 100 ml
matavimo kolbute, uzpilama 50 ml 0,1 M HCL Jpilama po 1 ml 30 proc. ZnSO4x7H,0 ir 15
proc. Ka[Fe(CN)g]*3H20. Kruopsciai iSmaiSoma ir iki Zymés skiedziama 0,1 M HCI. Pernakt
laikoma Saldytuve. Filtruojama per 0,22 um AC membraninj filtrg. Bendro aminortigs¢iy kiekio
nustatymui produkte, atlickama meéginio riigstiné hidrolizé ir nufiltruojama per 0,22 pm
membraninj filtra. 10 pL paruoSto ekstrakto imama amino riags¢iy derivatizacijai. 10 pL
paruosto ekstrakto sumaisoma su 70 pL AccQ Fluor Borate Buffer, pridedama 20 pL paruosto
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AccQ Fluor reagento, nedelsiant kruops¢iai iSmaiSoma, perpilama j chromatografinj buteliuka ir
10 min. patalpinama j laboratoring krosnelg (55 °C).

Amino riig8¢iy dariniy atskyrimui naudotas trijy komponenty gradientas: skiestas AccQ Tag
Eluent A Concentrate (A), acetonitrilas (B) ir vanduo (C) (zr. 5 lentelé). Pasirinktas 1,000
ml/min debitas. Analizei imta 10 pL. amino rugs¢iy derivatizacijos metu gauto darinio. Atskirty
amino rugsciy dariniy signalai matuoti Ex = 250 nm, Em = 395 nm bangose. Amino riigs¢iy
dariniai atskirti naudojant chromatografing koloné¢le Nova-Pak C18, 4 pm, 150 x 3.9 mm
(Waters Corp., Miliford, MA, JAV) esant 37 °C temperatiirai. Amino riig§¢iy analizei buvo
naudojama zemo slégio gradientiné sistema Shimadzu (Shimadzu corp., Kyoto, Japonija).

5 lentelé. Gradienty programa pasirinkta aminoragséiy dariniy atskyrimui

Laikas min. A proc. B proc. C proc.
0 100 0 0

0,5 98 2 0

18,0 94 6 0

19,0 90 10 0

29,5 83 17 0

35,0 0 60 40

40,0 0 60 40

41,0 100 0 0

51,0 100 0 0

2.2.6. Peptidy profilio jvertinimas
Auksto slégio efektyvioji skysc¢iy chromatografija

Mésos brandinimo metu susidariusiy baltymy skilimo junginiy atskyrimui panaudotas
atvirksciosios fazes, auksto slégio skys¢iy chromatografijos metodas. SuvirsSkinti méginiai buvo
nufiltruojami, centrifiiguojami, vél filtruojami ir gauta skysta frakcija buvo liofilizuota. Tada
analitinémis svarstyklémis ENTRIS224i-1S (Sartorius, Vokietija) atsveriama 0,1 g liofilizuoto
meéginio iStirpinama 1 ml bidistiliuoto, dejonizuoto vandens (koncentracija 100 mg/ml) ir
naudojama analizei.

Kaip mobiliosios fazés naudojami du solventai: A ir B. Solventas A yra trifluoracto raigstis
(TFA) bidistiliuotame vandenyje (0,1 proc.) — 1 ml TFA praskiedziamas bidistiliuotu vandeniu 1
litro matavimo kolboje. Solventas B — tai TFA (0,085 proc.) acetonitrilyje (ACN):MiliQ H,O
(60:40) — Prie 0,85 ml TFA pridedama 600 ml ACN ir praskiedziama bidistiliuotu vandeniu 1
litro matavimo kolboje iki Zymeés. Abi fazeés perfiltruojamos per 0,45 pm nailoninj filtrg ir
degazuojamos pries bet kokj analitinj veiksma.
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Atskyrimo metodas. Peptidai pirmiausia tirpinami 100 proc. A solvente 2 minutes. Tada, per 30
min solvento B didinama nuo 0 iki 50 proc., esant tékmés srautui 1 ml/min. 35 minutg solvento B
dalis — 100 proc. (zr. 6 lentelé). Separacija fiksuojama, kai bangos ilgis 214 nm. Analizei naudota
HPLC sistema Agilent 1100 Series (JAV); kolonélé Symmetry C18 (4.6x250 mm, 5 um) Waters
Co. (Milfordas, JAV).

6 lentelé. Gradienty programa pasirinkta peptidy atskyrimui

Laikas, min A proc. B proc.
0 100 0

2-30 100-50 0-50
35 0 100

MALDI-TOF metodas

Mésos brandinimo metu susidariusiy baltymy skilimo junginiy identifikavimui panaudotas
MALDI TOF Analizatorius. Analizatoriaus veikimas pagrjstas naujausios kartos tandemine
TOF technologija, kuri yra labai jautri, galinga ir kartu paprasta naudotis. Analizatorius yra
tinkamas peptidy identifikavimui bei jy lygio medziagoje / lastelé¢je / audinyje, bioZymeny
nustatymui. Analiz¢é atlikta naudojantis jranga TOF/TOF 5800 (Ab Sciex, Ispanija).

Peptidy ekstraktai santykiu 5:95 istirpinami ACN:0.1% TFA tirpale. Pasigaminami kiekvieno
analizuojamo méginio standartiniai tirpalai i§ kuriy véliau daromi skirtingi skiedimai:
analitinémis svarstyklémis ENTRIS224i-1S (Sartorius, Vokietija) atsveriama 0,1 g liofilizuotos
medziagos iStirpinama 1 ml ACN:TFA, kad galutiné¢ koncentracija biity 100 mg/ml. Tada buvo
atliekami skirtingi skiedimai:

- 1:10 (10 mg/ml). 10 pl paruosto standartinio tirpalo + 90 ul ACN:TFA;
- 1:100 (1 mg/ml). 5 pl paruosto standartinio tirpalo + 495 ul ACN:TFA.

2.2.7. Statistiné analizé

Rezultatai pateikti kaip maZziausiai 2 kartotiniy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. Statistine
duomeny analizé¢ atlikta SPSS 9.0 programa naudojant vienfaktorinés dispersinés analizés
(ANOVA) metodg. Skirtumai tarp meéginiy jvertinti taikant Stjudento t-testa ir statistiSkai
reik§mingais skirtumai tarp méginiy buvo laikomi, kai reikSmingumo lygmuo sieké p < 0,05
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1.Transglutaminaze paveikty pieno baltymy virskinamumo tyrimai
3.1.1. Transglutaminazés jtaka pieno produkty savybéms

Tiriant MTG jtaka pieno produkty savybéms pirmiausiai nustatéme, kaip keiciasi fermentu
paveikto pieno savybés, kurias vertinome pagal vidutinj baltymy daleliy dydj ir jy pasiskirstyma.
7 paveiksle pateikti baltymy daleliy dydzio pasiskirstymo analizés rezultatai rodo, kad mums
nepavyko nustatyti pastebimai didéjancio pieno baltymy daleliy dydzio dél MTG formuojamy
papildomy skersiniy rysiy tarp baltymy molekuliy. Tiek MTG paveiktam pienui (méginiai P2 ir
P3), tieck fermentu nepaveiktam pienui (méginys P1), nustatytas polidispersinéms sistemoms
budingas baltymy daleliy pasiskirstymas, kai didZioji dauguma baltymy daleliy pasiskirste
diapazone nuo 0,04 nm iki 0,48 nm o mazesné dalis diapazone nuo 0,48 nm iki 1,26 nm.
Mazesniy daleliy vidutinis dydis, iSreikStas vidutiniu pavirSiaus diametru, yra 0,114 nm, 0,113
nm ir 0,110 nm atitinkamai méginiams P1, P2 ir P3. Manome, kad tokie rezultatai gauti dél
terminio apdorojimo metu denatiiravusiy iSriigy baltymy, kurie lengviau susijungia j didesnes
daleles tarpusavyje ir / arba su kazeinu po fermentinio modifikavimo [2]. Baltymy daleliy
dydziui jtakos turi ir dél MTG veikimo naujai susidar¢ vidiniai arba tarpmolekuliniai skersiniai
rySiai. Méginio P3 kreivés pasislinkimas j kair¢ pus¢ rodo, kad vidutinis daleliy dydis Siame
méginyje yra mazesnis. Tokj pokytj galéjo nulemti kazeino miceliy tiirio sumazéjimas dél MTG
inicijuoty naujai susidariusiy vidiniy kovalentiniy jung¢iy [103]. Visose kreivése pastebimas dar
vienas nedidelis pikas, kuris nurodo, kad méginiuose yra mazdaug 0,9 nm dydzio daleliy, kuriy
koncentracija apie 1 proc.

=
O -

Koncenracija, proc.
O P N W PH Ul OO N 0 ©

0.01 0.1 1 10 100
Daleliy dydis, nm
—P1 P2 —P3

7 pav. Pieno baltymy daleliy dydziy pasiskirstymas atgamino pieno méginiuose: P1, P2 ir P3 pieno
méginiai apdoroti 0, 0,5 ir 1 g/l MTG, atitinkamai
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Mokslinéje literatiiroje teigiama, kad pieno produktai, pagaminti i§ MTG paveikto pieno sudaro
stipresnius ragstinius gelius, dél to didéja jy klampa, mazéja sinerezé [104]. 8 paveiksle pateiktos
rauginto pieno klampos kreivés patvirtino $j teiginj. Matome, kad rauginto pieno méginiy R2 ir
R3, kuriy gaminimo metu j pieng buvo pridéta MTG, klampos kreivés buvo auksc¢iau, lyginant su
kontrolinio méginio, kurio gamyboje nenaudota MTG, klampos kreive. Visoms kreivéms
biidingas pseudoplastiniy sistemy pobudis, kai didéjant poslinkio spartai, klampa mazéja.
Temperatiiros jtakos rauginto pieno klampos kreivéms nenustatéme.

1000 1000
A B

100 100
[%2] (%}
& &
g’ g
IS
S <

< 10 ~ 10

1 1

0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
Poslinkio greitis, 1/s Poslinkio greitis, 1/s
—R1 R2 ——R3 — R1 R2 —R3

8 pav. Rauginto pieno, pagaminto i$ skirtingu MTG kiekiu, klampos kreivés esant 20 °C (A) ir 37 °C (B)
temperattrai: R1, R2 ir R3 rauginto pieno méginiai pagaminti i§ pieno, apdoroto 0, 0,5 ir 1 g/l MTG,
atitinkamai

MTG jtaka varSkés savybéms vertinome pagal produkto iSeigg ir baltymy kiekj jame. Akivaizdu,
kad varskés iSeigos padidéjimas tiesiogiai susijes su baltymy kiekio padidéjimu produkte. Sj
teiginj patvirtina varS§kés ir iSrigy baltymy kiekio nustatymo bei iSeigos skai¢iavimo rezultatai,
kurie pateikti 9 paveiksle. Rezultatai rodo, kad didinant pienui apdoroti panaudotos MTG kiek],
didéja varSkés iSeiga: méginio V3 iSeiga 4 proc. (p < 0,05), o V2 iSeiga 2 proc. (p > 0,05)
didesn¢, lyginant su kontrolés méginiu V1, kuriame nebuvo transglutaminazés. Taip pat
pastebéta, kad didinant MTG kiekj, did¢jo baltymy kiekis varskéje ir mazé¢jo baltymy kiekis
iSrtigose. Baltymy kiekis varskéje V2 1,07 karto (p > 0,05), o varskéje V3 1,18 karty didesnis (p
< 0,05), lyginant su V1. Baltymy kiekis iSriigose 12 1,73 karto (p < 0,05), o iSruigose 13 2,52
karto (p < 0,05) mazésnis lyginant su kontroliniu I1 méginiu. Kryzminiy jung¢iy susidarymui
iSriigy baltymuose dél MTG veikimo galéjo turéti jtakos lieso pieno terminis apdorojimas pries
fermenting modifikacija. Terminis pieno apdorojimas sukelia iSriigy baltymy denatiiracija ir taip
skatina jy sgveikg su kazeino miceliy pavirSiumi. Analogiski rezultatai apraSomi Han ir kity
(2001) patentuotame varSkés siirio gaminimo, naudojant transglutaminaze, protokole bei
Mazuknaités ir kity (2013) atliktame tyrime [1, 105]. Denattruoti iSrigy baltymai ,,uzstringa*“
gelio tinkle ir varskés gamybos metu licka varSkéje, neatsiskiria su iSriigom [2], todél didinant
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MTG kiekj, didéja ne tik varSkés iSeiga, bet ir baltymy kiekis varskéje, o iSriigose baltymy kiekis
mazgja.
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9 pav. MTG jtaka varskeés iSeigai (A) ir varskés bei iSriigy baltymy kiekiui (B): produktai V1, V2 ir V3
buvo gauti i§ pieno apdoroto 0, 0,5 ir 1 g/l MTG, atitinkamai.
Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; * rodo reik§mingus pagal Stjudento t-testg
testa (p < 0,05) skirtumus lyginant su kontroliniu méginiu (V1 arba I11)

3.1.2. Transglutaminaze paveikty pieno baltymy vir§kinamumo vertinimas skirtingy
pieno produkty in vitro vir§kinimo metu

Nustacius, kad MTG paveikus pieno baltymus, raugintas pienas klampéja bei padidéja varskés
iSeiga, toliau vertinome i$ transglutaminaze paveikto pieno pagaminty produkty virS§kinamuma,
atliekant tyrimus in vitro. Imituojant pieno, rauginto pieno ir var§kés virSkinimg skrandzio ir
zarnyno fazése, skirtingais virSkinimo etapais vertinami Sie baltymy virSkinamumo rodikliai:
peptidy kiekis ir baltymy hidrolizés laipsnis pagal laisvy amino grupiy kiekj.

Pieno virskinamumas

10 paveiksle A dalyje pateiktos peptidy koncentracija, MTG paveikto / nepaveikto atgaminto
pieno atskiruose in vitro virskinimo etapuose, atspindingios kreivés. Siy kreiviy persiklojimas
rodo, kad pieno baltymy paveikimas MTG neturi didelés jtakos pieno baltymy virSkinamumui.
Lyginant méginiy P2 ir P3 kreives su kontrolinio méginio P1 kreive, galima pastebéti, kad
kontrolinio méginio kreivé i$sidésCiusi Siek tiek auks$ciau, taciau tarp skirtingu MTG kiekiu
paveiktuose méginiuose P2 ir P3 virSkinimo metu atpalaiduoty peptidy koncentracijy néra
statistiSkai patikimy skirtumy, lyginant su kontroliniu méginiu P1 (p > 0,05). Visy méginiy
virskinimo metu, peptidy koncentracija skrandzio fazéje, lyginant su GO tasku (p > 0,05),
nedidéjo. Galima manyti, kad Siame virskinimo etape pieno baltymai veikiant pepsinui buvo
suvirskinti iki amino riig§¢iy ir didesniy polipeptidy, kurie Lowry metodu negali biiti nustatyti.
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StatistiSkai reikSmingas peptidy koncentracijos padidéjimas zZarnyno fazéje, lyginant su GO tasku
(p < 0,05), parodo, kad Siame vir§kinimo etape atsipalaidavo mazesni polipeptidai, kurie veikiant
fermentui tripsinui buvo suskaldyti i§ skrandyje susidariusiy, anks¢iau minéty polipeptidy.
Toliau zarnyne peptidai, veikiant kitiems kasos fermentams suvirskinami iki tripeptidy, dipeptidy
ir atskiry aminortigs§éiy, kurios Zmogaus organizme yra absorbuojamos [61]. Lowry metodas yra
pakankamai jautrus uzfiksuoti zarnyne atpalaiduotiems baltymy proteolizés produktams, tai
paaiskina staigy (p < 0,05) peptidy koncentracijos Suolj D5 taske 10 paveikslo A dalyje.

Baltymy hidrolizés laipsnio rezultatai, pateikti 10 paveikslo B dalyje, patvirtino anks¢iau
aptartus pieno baltymy virskinamumo rezultatus. Statistiskai reikSmingas (p < 0,05) hidrolizés
laipsnio didéjimas stebimas visuose atgaminto lieso pieno méginiuose virSkinimo proceso
etapuose. Lyginant kiekvieng skrandzio ir Zarnyno virSkinimo etapg atskirai, galima teigti, kad
MTG paveiktuose pieno méginiuose P2 ir P3, lyginant su kontrole P1, suhidrolizuojama maziau
baltymy. StatistiSkai reikSmingi hidrolizés laipsnio skirtumai lyginant MTG paveikto pieno
virSkinamumg su MTG nepaveikto pieno virSkinamumu, pastebimi skrandzio virSkinimo fazéje.
GO0, G60 ir G120 taskuose pieno P2 hidrolizés laipsnis 3,3 proc., 2,4 proc. ir 2,3 proc. (p < 0,05),
0 pieno P3 hidolizés laipsnis 6,7 proc., 3,6 proc. ir 3,2 proc. (p < 0,05) maZesnis lyginant su
kontroliniu P1 méginiu, atitinkamai. Pastebimas nezymus, statistiSkai nereik§mingas skirtumas
(p > 0,05) tarp skirtingu MTG kiekiu paveikto pieno baltymy hidrolizés laipsnio Kitimo
virskinimo taskuose G60, G120, D5 ir D120 bei statistiskai reikSmingas (p < 0,05) skirtumas GO
virskinimo taSke. Gauti rezultatai patvirtina rezultatus pateiktus mokslinéje literatiroje, kurioje
nurodoma, kad pieno baltymai paveikti MTG yra lé¢iau virSkinami [5, 6]. Galima numanyti, kad
i§ visy P3 piene esanciy baltymy, Zmogus jsisavins mazdaug 43 proc., proteolizés produkty, P2 —
mazdaug 44 proc., o suvirskinus pieng P1 Zmogaus organizme bus absorbuota 45 proc, taciau
skirtumas tarp pieno baltymy paveikty ir nepaveikty MTG, hidrolizés laipsnio néra statistiskai
reikSmingas (p > 0,05). Nesuvirskinti, neabsorbuoti peptidai keliauja j storajg zarng, kur yra
fermentuojami Zarnyne esanc¢iy mikroorganizmy ir suskaldomi iki aminortg$¢iy [106]. Nors
peptidy ir aminoriigSciy absorbcija  kraujg per storosos zarnos sieneles vis dar tiriama, kai kuriy
tyrimy su gyviinais rezultatai parodo limituotg laisvy aminoriigs¢iy absorbcijos laipsnj storojoje
zarnoje [107]. Naujausi tyrimai parodo, kad mikrobiné nesuvirS$kinty baltymy fermentacija
storgjame Zarnyne gali pakeisti zarnyno mikrobiota susidarant naujiems bioaktyviems
junginiams. Nustatyta, kad Sie metaboliniai produktai padidina uzdegiminj atsakg, audiniy
pralaidumg, Kolito rizika zarnyne bei yra susijusi su nutukimo, diabeto ir steatozés vystymusi
[106].
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10 pav. Peptidy koncentracijos (A) ir hidrolizés laipsnio (B) kitimas MTG paveikty atgaminto pieno
baltymy virskinimo metu: pienas P1, P2 ir P3 buvo apdoroti 0, 0,5 ir 1 g/l MTG, atitinkamai; GO, G60,
G120 — virskinimo taSkai skradzio fazéje, DS ir D120 — Zzarnyno fazéje.

Verteés pateikiamos kaip vidurkis =+ standartinis nuokrypis; * rodo reik§mingus pagal Stjudento t-testg
testa (p < 0,05) skirtumus lyginant su su tuo paciu méginiu GO taske; raidés rodo reik§mingus pagal
Stjudento t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant méginius tame pa¢iame vir§kinimo proceso taske.

Rauginto pieno virSkinamumas

Pagal 11 paveikslo A dalyje pateiktus duomenis, peptidy koncentracija rauginto pieno
méginiuose in Vitro virskinimo proceso metu, didéja. Cia R1 kreivé labiau atsiskyrusi nuo R2 ir
R3, vadinasi virskinimo fermentai lengviau hidrolizuoja rauginto pieno baltymus, kurie nebuvo
paveikti MTG. Taciau atpalaiduoty peptidy koncentracija skirtingu kiekiu MTG paveiktuose
méginiuose R2 ir R3, virskinimo metu, néra statistiSkai skirtinga, lyginant su kontroliniu méginiu
P1 (p > 0,05) beveik visuose virskinimo taskuose. StatistiSkai reik§mingi skirtumai (p < 0,05)
stebimi tik tarp méginiy P1 ir P3 virSkinimo taskuose G60 ir G120. Kuo didesnis MTG kiekis
buvo jdétas j pieng pries rauginimg, kuo tikétina daugiau papildomy skersiniy rysiy susidaré tarp
baltymy molekuliy, tuo maziau peptidy atpalaiduojama rauginto pieno virskinimo metu. Kadangi
vir§kinamojo trakto sultyse tirpios maisto medziagos yra absorbuojamos, galima numanyti, kad
Zmogaus organizmas jsisavins maziau proteolizés produkty, kurie susidaré virskinant MTG
paveiktus pieno baltymus. Visy méginiy in vitro vir§kinimo metu, peptidy koncentracija G120,
D5 ir D120 taskuose, lyginant su GO tasku (p > 0,05), statistiSkai reik§mingai did¢jo.

11 paveikslo B dalyje pavaizduoti rauginto pieno hidrolizés laipsnio rezultatai. Siy méginiy
hidrolizés laipsnis statistiSkai reik§mingai (p < 0,05) didéja viso vir§kinimo metu, lyginant su GO
tasku. Itin staigus hidrolizés laipsnio padidéjimas stebimas visy méginiy D5 virSkinimo taske.
Lyginant su paskutiniu skrandzio fazés virskinimo taSku G120, D5 taske méginiy R1, R2 ir R3
hidrolizés laipsnis paauga 1,95, 2,00 ir 2,22 karto (p < 0,05) atitinkamai. Tokiems rezultatams
jitakos turi virSkinimo fermenty pasikeitimas zarnyno fazéje. Skrandyje, veikiant pepsinui
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baltymai suvirSkinami iki stambiy polipeptidy, zarnyne tripsinas polipeptidus suvirskina iki
mazesniy polipeptidy, kurie lemia bendra peptidy kiekio padidéjima zarnyno virskinimo etape
[61]. Ypac staigus hidrolizés laipsnio augimas stebimas méginyje R1, kuriame nebuvo pridéta
MTG, vadinasi $io tyrimo metu gautos tos pacios tendencijos, kaip ir stebint pieno virSkinima.
Lengviausiai virskinami méginiai, kuriy baltymai nebuvo paveikti, o didinant transglutaminazés
koncentracijg zaliavin¢je medziagoje — produkto virSkinimas sulétéja, t.y. proteolizés metu
atpalaiduojama maziau laisvy amino grupiy. Visuose virskinimo taskuose statistiSkai
reik§mingas skirtumas (p < 0,05) stebimas ne tik R1 lyginant su R2 ir R3, bet ir lyginant R2 ir
R3 meéginius tarpusavyje. Tai rodo, kad rauginto pieno baltymy virSkinamumui jtakos turi ne tik
MTG pridéjimas | zaliaving medZziaga, bet ir pridéto fermento kiekis. Tokius rezultatus galéjo
lemti tai, kad baltymai, kurie yra paveikti MTG, formuoja stipresnj gelj (zr. 2 pav.) — Kietesnis
produktas Zmogaus organizme yra virSkinamas léciau [108]. Galima numanyti, kad i§ visy R3
raugintame piene esanciy baltymy, po virskinimo Zarnyne, Zzmogus jsisavins mazdaug 53 proc.,
R2 — mazdaug 55 proc., o suvirskinus raugintg pieng R1 Zmogaus organizme bus absorbuota 60
proc. proteolizés produkty. Nesuvirskinti ir plonojoje Zarnoje neabsorbuoti baltymy proteolizés
produktai, storojoje Zarnoje sgveikauja su ten esanciais mikroorganizmais, sudarydami naujus
junginius, kuriy poveikis zmogaus organizmui dar néra iki galo istirtas [106].
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11 pav. Peptidy koncentracijos (A) ir hidrolizés laipsnio (B) kitimas MTG paveikty rauginto pieno
baltymy virS§kinimo metu: produktai R1, R2 ir R3 buvo gauti i§ pieno apdoroto 0, 0,5 ir 1 g/l MTG,
atitinkamai. G0, G60, G120 — vir§kinimo taskai skradzio fazéje, D5 ir D120 — Zarnyno fazéje.
Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; * rodo reikSmingus pagal Stjudento t-testa

testg (p < 0,05) skirtumus lyginant su su tuo pac¢iu méginiu GO taske; * rodo reik§mingus pagal Stjudento
t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant su R1 méginiu tame paciame virskinimo proceso taske; ° rodo
reik§mingus pagal Stjudento t-testa testg (p < 0,05) skirtumus lyginant su R2 tame pa¢iame virskinimo
taske.
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Varskes virskinamumas

Didziausia transglutaminazés jtaka pieno baltymy virSkinamumui pastebéta atlikus varskeés,
pagamintos i§ skirtingais MTG kiekiais apdoroto pieno, in vitro virSkinamumo tyrimus. Tyrimo
rezultatai pateikti 12 paveiksle. Is 12 paveikslo A dalyje pateikty rezultaty galime matyti, ypac
staigy peptidy koncentracijos padidéjimg visuose méginiuose, D5 taske. Tokius rezultatus 1émé
fermenty pasikeitimas Zarnyno virSkinimo etape [61]. Maziausia peptidy koncentracija
atpalaiduota virSkinant V2 ir V3 méginius, kuriy baltymai buvo paveikti skirtingais MTG
kiekiais, o daugiausia peptidy atpalaiduota virskinant V1 méginj, kurio baltymai nebuvo paveikti
MTG (zr. 12 pav. A). Virskinant méginj V1, j virSkinamojo trakto sultis atpalaiduoty peptidy
kiekis visuose virskinimo etapuose buvo didziausias ir statistiSkai skirtingas (p < 0,05), lyginant
su kitais méginiais V2 ir V3. Gautos tendencijos, analogiSkos pieno ir rauginto pieno
virSkinamumo tyrimo metu gautiems rezultatams. Tokiems virSkinamumo rezultatams jtakos
galéjo turéti tai, kad transglutaminaze apdorotos varskés baltymy dalelés sumaZzejo, dél naujy
skersiniy rySiy susiformavimo baltymo molekulés viduje, taip pat sumazgejo tarpai tarp baltymy,
dél naujai susidariusiy skersiniy ry$iy tarp atskiry baltymy molekuliy. Tai lémé suprastéjusia
var$kés sinereze, gauto produkto konsistencija kietesné, dél to jis sunkiau virSkinamas [105].

Didinant MTG kiekj, varSkés baltymy hidrolizés laipsnis visuose virSkinimo etapuose mazéja
(zr. 12 pav. B). Visuose virskinimo taskuose stebimas statistiskai reik§mingas skirtumas (p <
0,05) ne tik lyginant V1 varskés virSkinamumag su V2 ir V3, bet ir lyginant V2 bei V3 méginiy
hidrolizés laipsnius tarpusavyje. Vadinasi, MTG kiekis, kuriuo yra paveikta zaliaviné medZiaga,
taip pat turi jtakos pieno produkty baltymy virSkinamumui. Galima numanyti, kad dél naujai
susidariusiy kovalentiniy rySiy tarp baltymy molekuliy ir jy viduje i§ visy V3 varskéje esanciy
baltymy, zmogus jsisavins tik mazdaug 41 proc., proteolizés produkty, V2 — mazdaug 50 proc., o
suvirskinus varske V1, kurios baltymai nebuvo fermentiskai modifikuoti, Zmogaus organizme
bus absorbuota net mazdaug 58 proc. varskéje esanciy baltymy proteolizés produkty. Plonojoje
zarnoje neabsorboti peptidai i§ organizmo pasalinami kartu su iSmatomis arba sgveikauja su
storojoje Zarnoje esanciais mikroorganizmais [61]. AnalogiSkus rezultatus apie MTG jtaka
baltymy virSkinamumui publikavo Xing ir kiti (2016), kurie tyré tofu virSkinamuma.
Publikacijoje teigiama, kad baltymai apdoroti MTG, padeda kontroliuoti energijos pasisavinima
i§ baltymy, dél mazesnés jy hidrolizés produkty absorbcijos Zzmogaus organizme [30]. Juvonen ir
kiti (2015) taip pat publikavo MTG paveikto kazeino, jeinan¢iy i emulsijy sudétj, virSkinamuma.
Tyrimo rezultatai analogiski misy gautiems rezultatams: MTG paveikto kazeino vir§kinimas,
lyginant su MTG nepaveikto kazeino virSkinimu yra létesnis [5]. Remiantis miisy atlikto tyrimo
ir uzsienio literatliroje pateiktais duomeninis, galima reguliuoti mitybg ir esant poreikiui
sumazinti kalorijy suvartojimg [6].
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12 pav. Peptidy koncentracijos (A) ir hidrolizés laipsnio (B) kitimas MTG paveikty varskés baltymy
virs§kinimo metu: produktai V1, V2 ir V3 buvo gauti i§ pieno apdoroto 0, 0,5 ir 1 g/l MTG, atitinkamai.
G0, G60, G120 — virskinimo taskai skradzio fazéje, D5 ir D120 — Zarnyno fazéje.

Verteés pateikiamos kaip vidurkis =+ standartinis nuokrypis; * rodo reik§mingus pagal Stjudento t-testg
testg (p < 0,05) skirtumus lyginant su su tuo pa¢iu méginiu GO taske; ® rodo reikS§mingus pagal Stjudento
t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant su V1 méginiu tame paciame virskinimo proceso taske; ° rodo
reik§mingus pagal Stjudento t-testa testg (p < 0,05) skirtumus lyginant su V2 tame pac¢iame virs§kinimo
taske.

3.2 Kiaulienos nugarinés brandinimo salygu jtaka iSvirtos mésos baltymy virSkinamumui

Siame tyrimy etape tyréme skirtingomis salygomis brandintos kiaulienos nugarinés baltymy
virSkinamumg. Mésa buvo brandinta natiiraliai (be plévelés) ar jvilkta j skirtingo pralaidumo
plévele. Mésos méginiai buvo imami skirtingais brandinimo trukmés intervalais: po 4, 8, 12 ir 22
pary. Pries atlickant virSkinamumo tyrimg méginiai buvo iSvirti.

Pries tyrimg i8kéléme hipoteze, kad mésos brandinimo budas gali turéti teigiamos jtakos mésos
baltymy virSkinamumui dél mésos brandinimo metu vykstanéiy proteolizés procesy. I8keldami
Sig hipoteze rémémés ankscCiau atliktais tyrimais, kurie parode¢, kad mésos baltymy hidrolizés
intensyvumas priklausé nuo mésos brandinimo budo ir trukmés [48].

Me¢sos baltymy virSkinamumga vertinome keliais rodikliais: virSkinimo sultyse iStirpusiy peptidy
kiekiu, baltymy hidrolizés laipsniu pagal susidariusj laisvy amino grupiy kiekj ir atpalaiduoty
amino rigsciy kiekiu. Toliau, atlikome detalesnius susidariusiy peptidy tyrimus, nustatydami
brandinto mésos vir§kinimo metus susidariusiy peptidy profilius ir jvertindami peptidy savybes:
AKEF slopinimg ir antioksidacines savybes.
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3.2.1. SKkirtingomis salygomis brandintos kiaulienos baltymuy hidrolizés vertinimas virtos
mésos in vitro virSkinimo metu

Pirmiausiai mésos baltymy virskinamumo dinamika buvo jvertinta, remiantis vir§kinimo metu
susidariusiy peptidy kiekio ir hidrolizés laipsnio nustatymu. 13 paveiksle pavaizduota visy iStirty
mésos méginiy baltymy virSkinamumo dinamika pagal Siuos du rodiklius. Dél didelio méginiy
skaiCiaus, iSvadas apie brandinimo trukmés ir brandinimo plévelés jtaka mésos baltymy
virskinamumui daryti sunku. Aiskiai matosi, kad tiek peptidy koncentracija, tick baltymy
hidrolizés laipsnis vir§kinimo metu palaipsniui didéja visuose méginiuose. Todél toliau Siuos
rodiklius pateiksime ir nagrinésime atskirai vertindami mésos brandinimo trukmes ir brandinimo
biido jtakg baltymy virSkinamumui.
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13 pav. Mésos brandinimo trukmés ir plévelés jtaka (A) susidariusiy peptidy kiekiui virSkinimo metu ir
(B) baltymy hidrolizés laipsniui: 1.1, 1.2 ir 1.3 — 4 paras; 2.1, 2.2 ir 2.3 — 8 paras; 3.1, 3.2 ir 3.3 — 12 pary;
4.1, 4.2 ir 4.3 — 22 paras brandinta mésa be plévelés, su PA / PE ir PET / Alox. plévelémis atitinkamai.
G0, G60, G120 — virskinimo taskai skradzio fazgje, DS ir D120 — Zarnyno fazéje.

Brandinimo trukmeés jtaka

Brandinimo trukmés jtaka natiiraliai (be plévelés) brandintos meésos baltymy virskinimo
dinamikai, pateikta 14 paveikslo A dalyje. Zemiausiai i§sidés¢iusios 1.1 ir 2.1 méginiy kreivés
rodo, kad trumpiausiai brandinta mésa yra virSkinama léciausiai, o Siy kreiviy persiklojimas
parodo, kad 4 ir 8 paras brandintos mésos baltymai virSkinami beveik tokiu pat greiiu ir
virskinimo sultyse iStirpusiy peptidy kiekis visuose virSkinimo taskuose néra statistiSkai
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reikSmingas (p > 0,05). Brandinimo trukmés jtaka mésos baltymy virSkinamumui pradeda
matytis nuo 12 brandinimo paros (3.1 méginio kreive) — kreive iSsidésCiusi Siek tiek auksciau,
virskinimo metu atpalaiduojama daugiau peptidy, kuriy kiekis G60, G120, D5 ir D120
virskinimo taskuose yra statistiSkai patikimai didesnis (p < 0,05), lyginant su méginiu 1.1, o
virskinimo procesas greitesnis. Auksciausiai i§sidés¢iusi 4.1 méginio peptidy dinamikos kreivé
rodo, kad geriausiai virSkinami mésos méginiai, kurie buvo brandinti ilgiausiai (22 paras) —
susidariusiy peptidy skaicius statistiSkai patikimai (p < 0,05) didesnis visuose virskinimo
taskuose, lyginant su méginiu 1.1, kuris buvo brandintas trumpiausiai (4 paras). Remiantis §io
tyrimo rezultatais galima daryti prielaida, kad 8 mésos brandinimo paros yra per trumpas laiko
tarpas, jog brandinimas turéty jtakos mésos virSkinimo greifiui, todél mésa turéty biiti
brandinama maziausiai 12 pary, kad tapty lengviau virS§kinama. Gauti rezultatai patvirtina Kim ir
kity (2018) brandintos jautienos virSkinamumo tyrimo metu gautus duomenis — mésos
brandinimas turi teigiamos jtakos mésos baltymy virSkinamumui [109].

14 paveikslo B dalyje pavaizduota mésos brandinimo trukmés jtaka mésos baltymy hidrolizes
laipsniui. Hidrolizés laipsnis vir§kinimo eigoje statistiskai reik§mingai (p < 0,05) didéja visuose
meéginiuose. Ypac staigus hidrolizés laipsnio padidéjimas matomas peréjus j zarnyno virskinimo
etapg, pasikeitus virSkinimo fermentams 1§ pepsino ] kasos fermentus, kurie mésoje esancius
baltymus virSkina grei¢iau. Martini ir kity (2019) publikacijoje pateikti analogiski kiaulienos
baltymy virskinamumo rezultatai: daugiausia amino grupiy atpalaiduojama Zarnyno virskinimo
etape [110].

Toliau stebimos atsikartojancios tendencijos — kuo ilgiau mésa yra brandinama, tuo greitesnis jos
baltymy virSkinimas (zr. 14 pav. B). GO, G60 ir G120 virSkinimo taskuose visy 2.1, 3.1 ir 4.1
méginiy hidrolizés laipsnis statistiSkai patikimai didesnis (p < 0,05) lyginant su 1.1 méginiu. D5
ir D120 virskinimo taskuose, statistiSkai patikimas skirtumas (p < 0,05) stebimas tik 3.1 ir 4.1
méginius lyginant su 1.1, tuose paciuose virskinimo taSkuose 2.1 méginio hidrolizés laipsnis
statistiSkai reik§mingai nesiskiria (p > 0,05), lyginant su 1.1 méginio hidrolizés laipsniu. Sie
rezultatai patvirtina ankséiau aprasytus rezultatus (Zr. 14 pav. A) — mésa turi bati brandinama
maziausiai 12 pary, kad brandinimo trukmé turéty jtakos mésos baltymy virSkinamumui. Tokius
rezultatus paaiSkina mésos brandinimo metu veikiantys proteolitiniai fermentai, kurie veikia
tokiu pat principu, kaip ir virSkinimo fermentai ir skaldo mésoje esancius baltymus, tod¢él mésa
pasidaro minkstesné, greiCiau virSkinama [40]. Gauti rezultatai patvirtina mésos brandinimo
specialisty rekomendacijas, kurios nurodo, kad norint pasiekti pastebimy rezultaty mésa
rekomenduojama brandinti bent 14 dieny [111]. Galima manyti, kad dél baltymy proteolizés,
vykstan¢ios mésos brandinimo metu, po virskinimo Zarnyne, i§ visy 4 paras brandintoje mésoje
esanciy baltymy, Zmogus jsisavins tik mazdaug 31 proc., 8 paras — 32 proc., 12 pary — 43 proc., 0
po 22 paras brandintos mésos virSkinimo, Zmogaus organizme bus absorbuota net 58 proc. visy
mesoje esanciy baltymy proteolizés produkty.
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14 pav. Peptidy koncentracijos (A) ir hidrolizés laipsnio (B) kitimas skirtingg laiko tarpa brandintos
mésos virSkinimo metu: 1.1, 2.1, 3.1ir 4.1 — 4, 8, 12 ir 22 paras, atitinkamai, tradiciniu biidu brandintos
mésos méginiai. GO, G60, G120 — virskinimo taskai skradZio fazéje, D5 ir D120 — Zzarnyno fazéje.
Verteés pateikiamos kaip vidurkis =+ standartinis nuokrypis; * rodo reik§mingus pagal Stjudento t-testg
testg (p < 0,05) skirtumus lyginant su su tuo pa¢iu méginiu GO taske; ® rodo reik§mingus pagal Stjudento
t-testg testg (p < 0,05) skirtumus lyginant su 1.1 méginiu tame paciame virskinimo taske.

Brandinimo plévelés jtaka

Brandinimo plévelés jtaka mésos baltymy virSkinimo dinamikai pavaizduota 15 paveiksle.
Plévelés jtaka lyginama pra¢jus 22 paroms nuo brandinimo pradzios. Paveikslo A dalyje
matome, kad méginio, kuris buvo brandintas be jokios plévelés (4.1) virSkinimo metu buvo
atpalaiduota maziau peptidy, taciau skirtumas néra statistiSkai reik§mingas (p > 0,05). Galime
numanyti, kad tradiciniu bidu brandinta mésa, lyginant su mésa, kuri yra brandinama naudojant
specialia brandinimo plévelg, virSkinimas yra létesnis, taCiau skirtumas yra labai nezymus.
Méginiy, kurie buvo brandinti naudojant skirtingas brandinimo pléveles, kreivés persidengusios,
virskinimo sultyse iStirpusiy peptidy kiekis néra statistiSkai skirtingas visuose virskinimo
taSkuose (p > 0,05), vadinasi peptidy, virskinimo metu atpalaiduoty i§ meésos baltymy,
koncentracijai brandinimo plévelés rasis jtakos neturi. Visy méginiy mésos virSkinimo dinamika
statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) didé¢ja tiek skrandzio, tiek Zarnyno virSkinimo etapuose,
lyginant su GO tasku.

Meésos baltymy hidrolizés laipsnio pagal atpalaiduotas laisvas amino grupes virSkinimo metu
rezultatai pateikti 15 paveikslo B dalyje. Mésos brandinimo budas baltymy hidrolizés laipsniui
skrandzio fazéje statistiSkai reikSmingg jtakg (p < 0,05) turi tik GO taske, lyginant méginius
brandintus naudojant PA / PE ir PET / Alox. pléveles, su méginiu, kurio brandinimui nebuvo
naudota jokia plévelé. Zarnyno virskinimo etape D5 ir D120 taskuose $i tendencija vél isryskéja,
taCiau rezultatai néra statistiSkai skirtingi (p > 0,05). Hidrolizés laipsniui Zarnyno fazéje neZymia
reikSme turi ir brandinimo plévelés pasirinkimas — ¢ia su plévele PA / PE brandintos mésos
(méginys 4.2) virSkinimo metu baltymy hidrolizés laipsnis yra didesnis negu mésos brandintos
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naudojant plévele PET / Alox (méginys 4.3), taciau skirtumas néra statistiskai reik§mingas (p >
0,05). Parrish ir kity (1991) publikacijoje nurodoma, kad brandintos jautienos nugariné po
brandinimo pléveléje buvo Zzymiai minksStesné, lyginant su jautienos nugarine, kuri buvo
brandinta be plévelés, taciau anot Warren ir Kastner (1992), brandinimo biudas statistiskai
patikimos jtakos mésos minkStumui neturi [112, 113]. Remiantis $iais duomeninis galima
numanyti, kodél tradiciniu buidu, nenaudojant jokios plévelés, mésos virskinamumas buvo
létesnis: kuo mésa kietesné, tuo 1&¢iau ji yra virSkinama. Visy méginiy mésos baltymy hidrolizés
laipsnio dinamina statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) did¢ja skrandzio etape, o peréjus i zarnyno
etapg hidrolizés laipsnis itin staigiai padidéja (p < 0,05) dél proteolitiniy virSkinimo fermenty
pasikeitimo. AnalogiSki kiaulienos baltymy virSkinamumo rezultatai paskelbti Martini ir kity
(2019) publikacijoje [110].
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15 pav. Peptidy koncentracijos (A) ir hidrolizés laipsnio (B) kitimas skirtingomis sglygomis brandintos
meésos virSkinimo metu: 4.1, 4.2 ir 4.3 — 22 paras be plévelés, su PA / PE ir PET / Alox. plévelémis,
atitinkamai, brandintos mésos méginiai. GO, G60, G120 — virskinimo taskai skradzio fazéje, D5 ir D120 —
zarnyno fazgje.

Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; * rodo reikSmingus pagal Stjudento t-testa
testg (p < 0,05) skirtumus lyginant su su tuo pac¢iu méginiu GO taske; * rodo reik§mingus pagal Stjudento
t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginat su 4.1 méginiu tame paciame vir§kinimo taske.

3.2.2. Skirtingomis salygomis brandintos kiaulienos aminoriigs¢iy susidarymo vertinimas
virtos mésos in vitro vir§kinimo metu

Norédami apibiidinti mésos virSkinimo metu susidariusiy aminortig§¢iy biologinj prieinamuma,
nustatéme laisvas aminoriigstis, iSsiskiriancias ] virSkinimo trakto sultis imituojamo virskinimo
plonajame Zarnyne pabaigoje, t.y. D120 virskinimo taske. Sie duomenys pateikti kaip atskiro
aminortigs¢iy kiekio, iSsiskyrusio j virSkinamojo trakto sultis dalis, palyginti su tos pacios
aminoriigSties kiekiu mésoje. Aminortigs¢iy identifikacija in vitro salygomis suvirskintuose
skirtingai brandintos mésos meéginiuose atlikta pasitelkiant auksto sleégio efektyviaja skys€iy
chromatografija.
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Brandinimo trukmeés jtaka

7 lenteleje laisvy amino ragsciy sudétis, skirtingomis saglygomis brandintos mésos suvirskintuose
méginiuose, pateikta procentine dalimi nuo bendro amino riigsciy kiekio mésoje. Lenteleje
lyginama mésos brandinimo trukmés jtaka laisvy, virSkinimo sultyse istirpusiy, aminoriigs¢iy
sudéciai po meésos baltymy fermentinés hidrolizés. Lyginimui buvo pasirinkti kontroliniai
meginiai, brandinti be plévelés.

Bendras laisvy amino ragscéiy kiekis, ilgéjant mésos brandinimo trukmei, statistiskai reikSmingai
didéja nuo 12 brandinimo paros — po 8 paras brandintos mésos virSkinimo zarnyne
atpalaiduojamy amino riugsciy skirtumas lyginant su 4 paras brandinta mésa, skirtumas néra
statistiS8kai reikSmingas (p > 0,001), o po 12 ir 22 paras brandintos mésos in vitro vir§kinimo
zarnyne atpalaiduojama net 8,93 proc. ir 34,66 proc. (p < 0,001) daugiau visy amino rygsciy,
lyginant su 4 paras brandinta mésa, atitinkamai. Gauti rezultatai patvirtina anksciau aptartus
rezultatus (zr. 14 pav.), kad mésa turéty biiti brandinama maziausiai 12 pary, kad brandinimo
trukm;j turéty jtakos mésos baltymy virSkinamumui. Rezultatai patvirtina Cempbelo ir kity
(2001) tyrimo metu gautus rezultatus: 14 dieny brandinta jautiena pasizyméjo lengvesne tekstiira,
geresniu skoniu ir buvo sultingesné, lyginant su nebrandinta arba 7 dienas brandinta jautiena [4].
Nacionaliné galvijienos ir jautienos asocijacija (angl. National Cattlemen's Beef Association)
Jungtinése Amerikos Valstijose pasidalino rekomendacija, jautieng brandinti 14 — 35 dienas,
norint pasiekti pastebimy rezultaty [111]. Lee ir kiti (2017) atliko tyrimg, kuriame taip pat
nurodé, kad jautienos brandinimas 28 paras, nenaudojant jokios plévelés, daro teigiamg jtaka
bendram laisvy aminortig§¢iy kiekiui brandintoje mésoje [48].

Nuo 12 brandinimo paros statistiSkai reikSmingai didéja ir bendras atpalaiduoty nepakei¢iamy
amino rigsc¢iy kiekis (p < 0,001). Sios amino riigitys yra reikalingos organizmo gyvybiniams
procesams palaikyti ir néra sintetinamos zZmogaus organizme, todé¢l jy biitina gauti su maistu.
Did¢jant brandinimo trukmei nuo 12 brandinimo paros statistiSkai reikSmingai (p < 0,001) didéja
ir bendras po in vitro vir§kinimo atpalaiduoty sieros turin¢iy (cisteino ir metionino) aminoragséiy
kiekis. Sios aminorfigitys i§ esmés prisideda prie lasteliy sistemy palaikymo ir vientisumo,
veikdamos lgsteliy redokso biiseng ir gebé¢jima detoksikuoti toksiSkus junginius, laisvuosius
radikalus ir reaktyviuosius deguonies radikalus [114]. Brandinimo trukmé taip pat turi statistiskai
reikSmingos (p < 0,001) jtakos bendram po virSkinimo Zarnyne, atpalaiduoty Sakoty
aminoriigi¢iy kiekiui (leucinui, izoleucinui ir valinui). Sios aminoriigitys ne tik padeda isvengti
nuovargio, pagerina smegeny funkcijas, skatina kiino svorio kritima, raumeny masés augima, bet
ir gali padéti iSvengti kepeny ligy nei diabeto [115]. Gauti rezultatai patvirtina, kad brandinta
meésa Zmogaus sveikatai naudinga ne tik deél greitesnio virSkinimo, bet ir po virSkinimo
i8siskyrusiy, Zmogaus sveikatai naudingy junginiy.

Misy tyrime, in vitro suvirskinus brandintg kiaulienos nugaring nepavyko nustatyti dviejy laisvy
aminorigsciy: aspargino ir prolino, abi §ios amino riigStys yra pakei¢iamosios. I§ gauty duomeny
matome, kad brandinimo trukmé neturi jtakos nepakei¢iamosios amino rugsties — laisvojo

53



histidino kiekiui ir neigiamai paveikia laisvojo arginino kiekj. Daugiausia, po virskinimo,

atpalaiduojama izoleucino,

lizino, triptofano ir fenilalanino, kurios yra nepakei¢iamos

aminortgstys. Kai kuriy atpalaiduoty aminortigs¢iy kiekis vir§ijo 100 proc. Tokius rezultatus
galéjo nulemti analizés netikslumai atsirade dél to, kad atsipalaidavusiy aminoriigs¢iy kiekiui
apskaiciuoti, buvo analizuojami tiek suvirskinti méginiai, tick mésa po riigstinés hidrolizés.

7 lentelé. Mésos brandinimo trukmés jtaka laisvy aminoriig§¢iy sudééiai tradiciniu biidu brandintos

mésos méginiuose, po in Vvitro vir§kinimo Zarnyne

Atpalaiduoty aminorigsciy kiekis, proc.

Aminorugstis

4 paros 8 paros 12 pary 22 paros
Asparto riigstis 4,01 (0,12) 3,89 (+0,12) 11,04 (0,34)* 49,3 (+1,51)*
Glutamo rugstis 9,78 (+0,28) 9,85 (+0,28) 21,52 (+0,62)* 57,06 (+1,64)*
Asparginas 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00)
Serinas 26,47 (+1,49) 25,93 (+1,46) 42,5 (+2,30)* 51,33 (+2,89)
Histidinas 39,17 (+2,05) 32,83 (+1,72) 36,91 (+1,94) 53,58 (+2,81)
Glicinas 10,52 (0,31) 9,96 (+0,29) 19,2 (+0,56)* 31,33 (+0,91)*
Treoninas 20,38 (+0,75) 28,01 (+0,72) 40,33 (+1,04)* 67,1 (+1,72)*
Argininas 124,21 (+0,67) 106,33 (+057)* | 130,08 (+0,7)* 3,54 (+0,02)*
Alaninas 37,96 (+1,62) 35,35 (+1,51) 52,61 (+2,24)* 81,00 (+3,46)*
Tirozinas 34,78 (+0,58) 32,94 (+0,55)* 22,44 (+0,38)* 66,11 (+1,11)*
Cisteinas 50,78 (+2,32) 50,22 (+2,29) 62,82 (+2,87)* 113,16 (+5,17)*
Valinas 54,27 (+4,04) 54,39 (+4,05) 67,36 (£5,02) 109,14 (+8,13)*
Metioninas 53,29 (+0,19) 46,05 (+0,17)* 67,06 (£0,24)* 92,64 (+0,34)*
Triptofanas 92,37 (£0,23) 80,88 (+0,2)* 97,96 (+0,24)* 131,94 (+0,32)*
Fenilalaninas 56,24 (+3,99) 50,31 (3,57) 66,95 (+4,75) 107,33 (x7,62)*
Izoleucinas 68,7 (£0,67) 57,83 (+0,56)* 75,94 (+0,74)* 113,56 (x1,1)*
Leucinas 61,55 (+0,98) 49,67 (+0,79)* 66,25 (+1,05)* 97,91 (+1,55)*
Lizinas 62,63 (+2,81) 106,51 (+478)% | 71,24 (3,20) 102,3 (+4,50)*
Prolinas 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 14,62 (+1,03)* 0,00 (+0,00)
Viso pakeiCiamy 17,89 (+0,65) 17,3 (+0,63) 27,73 (+1,01)* 58,08 (+2,11)*
aminorfigi&iy
Viso nepakeiCiamy | 63 g4 (1 13) 61,9 (+0,13)* 71,92 (20,15) 93,37 (20,19)*
aminorfigi&iy
Viso sieros turiniy | 55 15 (11 g7) 47,93 (+0,93)* 651 (+1,27)* 101,94 (+1,08)*
aminoriig§éiy
Viso Sakofy 63,13 (£0,21) 54,05 (+0,18)* 70,57 (+0,24)* 106,74 (+0,36)*
aminoriig§éiy
Viso: 41,68 (+0,79) 40,39 (+0,76) 50,61 (+0,96)* 76,34 (+1,44)%

*Reik$mingai skirtinga, lyginat su kontroliniu (1.1) méginiu, pagal Stjudento t-testa testa (p < 0,001)
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Brandinimo plévelés jtaka

8 lenteléje pateikti duomenys apie amino rugsciy sudétj skirtingose plévelése brandintos mésos
in vitro suvirSkintuose méginiuose. Lenteléje lyginama brandinimo plévelés jtaka laisvy,
virskinimo sultyse iStirpusiy, aminoriigs¢iy sudéciai po mésos baltymy fermentinés hidrolizés.
Rezultaty analizei, dél didziausio hidrolizés laipsnio, buvo pasirinkti méginiai po ilgiausio
brandinimo — 22 paros.

Mazesnis laisvy amino riig§¢iy kiekis iSsiskiria suvirskinus mésa, kuri brandinta naudojant PA /
PE ir PET / Alox pléveles — 57,23 proc. ir 63,57 proc., atitinkamai. StatistiSkai reikSmingai (p <
0,001) daugiau laisvy amino riig8¢iy iSsiskiria po meésos, brandintos nenaudojant pléveles —
76,34 proc. Analogiski rezultatai pateikti ir Lee ir kity (2017) publikacijoje: po 28 pary jautienos
brandinimo naudojant ir nenaudojant brandinimo plévelg, didesnis amino rugsciy kiekis
nustatytas mésoje, kuri buvo brandinta sausuoju metodu [48].

Skirtingais biidais brandintos mésos po in vitro virSkinimo Zzarnyne méginiuose visais atvejais
mums nepavyko nustatyti asparagino kiekio. IS 8 lenteléje pateikty rezultaty galime spresti, kad
brandinimo metodas turi jtakos tiek bendram atpalaiduoty nepakeiciamy, tiek sieros turinciy, tiek
Sakoty amino rugs¢iy kiekiui. Daugiausia (p < 0,001) aminortigséiy i§ visy §iy grupiy po in vitro
virSkinimo Zarnyne atsipalaidavo i§ mésos, brandintos, nenaudojant jokios plévelés, o maziausia
(p < 0,001) i§ mésos, brandintos naudojant plévele PA / PE. Kai kuriy aminoragsciy
atsipalaidavo daugiau negu 100 proc. Taip galéjo nutikti dél analizés metu gauty paklaidy.

8 lentelé. Brandinimo plévelés jtaka laisvy aminortig§éiy sudéciai 22 paras brandintos mésos méginiuose
po in vitro virskinimo Zarnyne (tesinys 56 puslapyje)

Aminorigis Atpalaiduoty aminoriigsciy kiekis, proc.

Be plévelés PA/PE PET / Alox
Asparto rugstis 49,3 (+1,51) 32,81 (+1,00)® 35,56 (+1,09) ®
Glutamo raigstis 57,06 (+1,64) 39,15 (+1,12)® 42,5 (+1,22) ®
Asparginas 0,00 (+£0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (x0,00)
Serinas 51,33 (+2,89) 32,24 (+1,81)® 39,58 (+2,23)®
Histidinas 53,58 (+2,81) 41,55 (+2,18)° 45,32 (+2,38) °
Glicinas 31,33 (+0,91) 24,56 (+0,71)® 27,56 (+0,8) ®
Treoninas 67,1 (+1,72) 52,11 (+1,34)® 58,72 (+1,51) ®
Argininas 3,54 (+0,02) 9,04 (+0,05)® 12,82 (+0,07) ®
Alaninas 81,09 (+3,46) 57,02 (+2,43)® 63,1 (+2,69) ®
Tirozinas 66,11 (+1,11) 58,24 (+0,98) 62,75 (+1,05)
Cisteinas 113,16 (+5,17) 73,35 (+3,35)° 97,54 (+4,46) ®
Valinas 109,14 (+8,13) 79,71 (+5,94) 88,44 (+6,59) "
Metioninas 92,64 (+0,34) 71,86 (+0,26)® 85,24 (+0,31) ®
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Triptofanas 131,94 (+0,32) 102,99 (+0,25)® 109,5 (+0,27)®
Fenilalaninas 107,33 (x7,62) 82,9 (£5,88) 92,14 (+6,54) °
Izoleucinas 113,56 (+1,10) 86,84 (+0,84)® 93,99 (+0,91) ®
Leucinas 97,91 (+1,55) 76,17 (+1,21)® 82,07 (+1,30) ®
Lizinas 102,3 (+4,59) 89,54 (+4,02) 92,91 (+4,17)°
Prolinas 0,00 (+0,00) 0 (+0,00)® 9,16 (+0,65) *
Viso pakeiCiamy 58,08 (+2,11) 39,65 (+1,44)® 45,46 (+1,65) ®
amino rugsciy

Viso nepakeiCiamy | g3 37 (40 1) 73,62 (£0,15)® 80,45 (+0,17)
amino rugsciy

Viso sieros turinéiy | 141 94 (41 9g) 72,5 (+1,41)* 90,79 (+1,77) ®
amino rugsciy

Viso Sakoty amino | 146 7 (1 36) 81,37 (+0,28)® 88,36 (+0,30) ®
rugsciy

Viso: 76,34 (+1,44) 57,23 (+1,08)® 63,57 (+1,20)

®Reik¥mingai skirtinga, lyginat su kontroliniu (4.1) méginiu, pagal Stjudento t-testg testg (p < 0,001);
PReikdmingai skirtinga, lyginat 4.2 ir 4.3 méginius tarpusavyje, pagal Stjudento t-testa testa (p < 0,001).

3.2.3. SKkirtingomis salygomis brandintos virtos kiaulienos nugarinés in vitro vir§kinimo
metu susidariusiuy peptidy vertinimas

Paskutiniame tyrimy etape atlikome detalesnius mésos virskinimo metu susidariusiy peptidy
tyrimus, nustatydami brandinto meésos virSkinimo metus susidariusiy peptidy profilius ir
jvertindami peptidy savybes: ATF slopinimg ir antioksidacines savybes.

Virskinimo etapo jtaka suvir§kintos mésos peptidy profiliui

Pirmiausia, skirtingomis sglygomis brandintos mésos in Vvitro vir§kinimo metu iSsiskyrusius
peptidus jvertinome pasitelkiant auksto slégio efektyviosios skysciy chromatografijos metoda.
Siuo metodu jvertinome ir tarpusavyje lyginome tiriamyju méginiy peptidy profilius. Mésos
brandinimo metu susidariusiy baltymy skilimo junginiy profilio nustatymui taip pat panaudotas
MALDI-TOF analizatorius. Siuo metodu buvo jvertinti ir tarpusavyje lyginami tiriamyjy
meéginiy peptidy profiliai.

16 paveikslo A dalyje pavaizduoti brandintos, virSkintos mésos auksto slégio efektyviosios
skyséiy chromatografijos peptidy profiliai, dviejuose vir§kinimo etapy taskuose (G120 ir D120).
Lyginami be plévelés brandinto mésos po in vitro virskinimo atpalaiduoty peptidy profiliai.
Pastebimi gana aiSkiis skirtumai — skrandZio vir§kinimo etape smailiy yra Zymiai maZiau, tai
reiskia, kad Siuose méginiuose yra maziau skirtingy peptidy, lyginant su peptidais atpalaiduotais
zarnyno virSkinimo etape. Trecioje chromatogramy sekcijoje matosi, kad D120 virSkinimo taske
atsiskyré peptidai, kurie nerandami G120 taSke. Tokie rezultatai buvo tikétini, nes ankstesniy
tyrimy rezultatai parodé, kad plonosios zarnos etapo pabaigoje baltymy hidrolizé buvo
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didziausia — vadinasi atpalaiduojama daugiau peptidy. Smailés esancios pirmojoje ir antrojoje
chromatogramy sekcijoje, skrandzio fazéje yra aukstesnés negu zarnyno fazéje — didesnis smailiy
plotas nurodo, kad to padio junginio méginyje yra aptinkama daugiau. Siy smailiy ploto
sumaz¢jimas D120 taSke parodo, kad peptidai, kurie susidaré skrandzio fazéje galéjo buti
fermentiskai hidrolizuojami iki mazesniy peptidy, kurie atitinka smailes treciojoje sekcijoje
D120 chromatogramoje. Gauti rezultatai yra analogiski Gallego ir kity (2020) atlikto, sausai
brandinto kiaulienos kumpio baltymy virskinamumo tyrimo, rezultatams. Siame, mokslininky
tyrime atlikta efektyviosios auksto slégio skys¢iy chromatografijos peptidy profiliy analizé
parode, kad virSkintame meéginyje, lyginant su nevirSkintu méginiu, peptidus atitinkancios
smailés yra iSsidésCiusios aukS¢iau, vadinasi peptidy koncentracija didesné, dél proteolitiniy
fermenty veikimo ir peptidy atpalaidavimo i§ mésoje buvusiy baltymy. To paties tyrimo metu
nustatyta, kad Sie peptidai dél virskinimo fermenty veikimo susidaré¢ daugiausia i§ titino,
miozino, kolageno ir aktino [116]. Galima daryti priclaida, kad tokie patys arba panasis peptidai
susidaré ir misy atlikto mésos virSkinamumo tyrimo metu.

MALDI-TOF analizés metu gauta chromatograma, pavaizduota 16 paveikslo A dalyje, parodo
analogiSkus rezultatus. Mora ir kity (2014) literatiiroje pateiktas ispaniSko sausai brandinto
kumpio MALDI-TOF peptidy profilis panasus j miisy atlikto tyrimo metu analizuoty méginiy
peptidy profilj: didziosios dalies peptidy masés / kriivio santykis yra mazdaug nuo 250 iki 700,
uzsienio literatdiroje nuo 400 iki 700. Sio tyrimo metu buvo nustatyta, kad 23 proc. visy $iy
peptidy proteolizés metu susidaré i§ baltymo aktino, 20 proc. i§ B-enolazes, 16 proc. i§ miozino,
6 proc. i§ elastino [102]. Galima manyti, kad misy atlikto tyrimo metu po brandintos mésos in
vitro virskinimo Zarnyne, susidaré tie patys arba panaSus peptidai, pasizymintys panaSiomis
savybémis.
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16 pav. Auksto slégio efektyviosios skys¢iy chromatografijos (A) ir MALDI-TOF (B) peptidy profiliy
skirtumai po 22 pary be plévelés brandintos mésos (4.1) virsSkinimo skrandzio faz¢je (G120) ir zarnyno
fazéje (D120)

Brandinimo trukmés jtaka peptidy profiliui

17 paveiksle pateikti peptidy, atpalaiduoty skirtingg laiko tarpg brandintos mésos virskinimo
metu, profiliai. Rezultaty lyginimui buvo pasirinkti D120 virSkinimo tasko kontroliniai méginiai,
kurie buvo brandinti be plévelés. Chromatogramose skirtingus peptidus atitinkanciy smailiy
skaiCius ir vieta yra pana$i, todé¢l daroma prielaida, kad skirtinguose méginiuose, po jy
virSkinimo, buvo identifikuoti tie patys peptidai. [vertinus chromatogramy panasumus galima
teigti, kad brandinimo trukmé neturi didelés jtakos po virSkinimo atpalaiduojamy peptidy
profiliui. MALDI-TOF chromatogramos, pavaizduotos 17 paveikslo B dalyje patvirtina, kad
brandinimo trukmé neturi didelés jtakos skirtingy peptidy iSsiskyrimuui, taciau parodo, kad
ilginant brandinimo trukme, ty paciy smailiy siganalas stipréja. Tai gali, bet nebiitinai parodo
peptidy koncentracijos didéjimg ilginant mésos brandinimo laikg — signalo stiprumas priklauso
ne tik nuo peptidy koncentracijos, bet ir nuo matricos bei daugelio kity salygy [117].
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17 pav.Mésos brandinimo trukmeés jtaka po jos vir§kinimo zarnyne atpalaiduoty auksto slégio
efektyviosios skys¢iy chromatografijos (A) ir MALDI-TOF (B) peptidy profiliui
Cia: 1.1,2.1,3.1ir4.1 — 4, 8, 12 ir 22 paras, atitinkamai, tradiciniu biidu brandintos mésos méginiai.

Brandinimo plévelés jtaka suvirskintos mésos peptidy profiliui

Brandinimo tipo jtakos suvir§kintos mésos peptidy profilio lyginimui pasirinkome méginius,
kuriy brandinimo trukmé buvo ilgiausia (22 paros), nes ankstesniuose tyrimuose nustatéme, kad
didziausig hidrolizés laipsnj Siuose méginiuose. 18 paveiksle pavaizduoti skirtingose plévelése
brandintos mésos méginiy peptidy profiliy skirtumai. Chromatogramos parodo, kad nors junginiy
atskyrimo laikas nezymiai skiriasi, visos smailés beveik identiskos — tai rodo, kad visuose
lyginamuosiuose méginiuose po virskinimo atpalaiduojami tie patys peptidai. Kreivés Siek tiek
pasislinkusios j Sona, todél daroma prielaida, kad ty paciy junginiy atskyrimo laikas skiriasi, nes
per naktj pakito temperatiira kolon¢léje. Galima teigti, kad brandinimo plévelé taip pat neturi
jokios reiksmingos jtakos peptidy profiliui suvirskintuose méginiuose.
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In vitro suvirskinty, brandinty mésos méginiy peptidy MALDI-TOF profiliai (zr. 18 pav. B)
patvirtina anks¢iau pateiktus auksto sélgio efektyviosios skysCiy chromatografijos rezultatus.
Kadangi skirtinguose méginiuose, peptidus identifikuojancios smailés yra persiklojusios, galime
teigti, kad brandinimo plévelé neturi jtakos po in vitro vir§kinimo i§ mésos baltymy atpalaiduoty
peptidy iSsiskyrimui. Mésos, brandintos nenaudojant plévelés smailés iskilusios auk$c¢iausiai, o
mésos, brandintos naudojant PET / Alox. plévele — Zemiausiai. Tai gali, bet nebiitinai reiskia,
kad po virskinimo zarnyne i§ meésos, brandintos nenaudojant jokios plévelés, baltymy susidaro
daugiausiai peptidy, kurie galimai pasizymi bioaktyviosiomis savybémis [117].
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18 pav. Mésos brandinimo btido jtaka po jos virskinimo zarnyne iSsiskyrusiy auksto slégio efektyviosios
skys¢iy chromatografijos (A) ir MALDI-TOF (B) peptidy profiliui
Cia: 4.1,4.21ir4.3-22 paras be plévelés, su PA / PE ir PET / Alox. plévelémis, atitinkamai, brandintos
mésos méginiai.

AtvirSk¢iosios fazés skysCiy chromatografijos metu kaip mobilioji fazé buvo naudotas
vandeninis acetonitrilo tirplalas, pirmiausia i§ kolonélés iSplaunami hidrofiliniai peptidai, o
véliausiai hidrofobinémis savybémis pasizymintys peptidai. Remiantis 17 ir 18 paveiksle
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pateiktais rezultatais, galime teigti, kad daugiausia peptidy aptinkama pirmoje chromatogramos
dalyje, vadinasi daugiausia in vitro virskinimo metu i§ mésos baltymy atpalaiduoty peptidy, yra
hidrofiliniai ir gerai tirpsta vandenyje.

MALDI-TOF analizés metu peptidai atskiriami pagal jy masés / kravio santykj. IS 17 ir 18
paveiksle pateikty rezultaty galime teigti, kad in vitro vir§kinimo metu atpalaiduoti peptidai yra
nedidelés molekulinés masés. Daugiausia peptidy identifikuota 0-700 masés / kruvio intervale.
Remiantis Mora ir kity (2017) atliktu keturias savaites brandintos kiaulienos vir§kinamumo
tyrimu, galime teigti, kad identifikuoti peptidai in vitro virskinimo metu yra suhidrolizinami i$ o-
aktinino, aktino, kolageno, elastino, L-laktato dehidrogenazés, miomezino, miozino ir titino [95].
Ty paciy autoriy darbe MALDI-TOF analizatoriumi sausai brandintame kumpyje buvo
identifikuoti IGGSI, YELPDGQVI, ELPDGQVITIGNER peptidai, proteolizés metu susidarg i$
aktino ir SIEDPFDQDD susidargs i§ B-enolazés [102].

3.2.4. Peptidy biologiskai aktyviu savybiy vertinimas

In vitro vir§kinimo metu atpalaiduoty peptidy bioaktyviosios savybés buvo vertinamos pagal jy
AKEF slopinimg ir antioksidacing galig.

AKF slopinimas

Renino-angiotenzino-aldosterono sistema yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy Zzmogaus organizme
reguliuvojandiy kraujo spaudima. Si sistema yra labai priklausoma nuo angiotenzing
konvertuojan¢io fermento, kuris neaktyvy angiotenzing I paveréia angiotenzinu II, Kkurio
katalizuojamos reakcijos yra Zalingos zmogaus organizmui [88]. AKF slopinimu pasizymi kai
kurie bioaktyviis peptidai, susidarantys mésos baltymy virSkinimo metu. Kuo daugiau S§ia
bioaktyvigja savybe pasizyminéiy peptidy i$siskiria, tuo stipriau slopinamos AKF katalizuojamos
reakcijos, todél susidaro maziau Zmogaus sveikatai kenksmingo angiotenzino II. Analizés metu
buvo siekiama nustatyti koks Siomi savybémis pasizyminciy peptidy aktyvumas.

AKF slopinimo aktyvumo nustatymo tyrimas remiasi AKF reakcija su specifiniu sintetiniu
substratu. Jei reakcijoje dalyvaujantis méginys turi aktyviy peptidy, reakcijos produkto
susidarymas yra slopinamas. Méginio su AKF inhibitoriumi absorbcijos verté yra mazesné nei
méginio be inhibitoriaus. Analizés metu AKF slopinimas buvo vertinamas in vitro suvirskintuose
méginiuose, t.y. D120 taske, gauti rezultatai pateikti 19 paveiksle. Gauti duomenys rodo, kad nei
brandinimo trukmeé, nei brandinimo plévelé neturi statistiSkai reikSmingos (p > 0,05) ijtakos
suvirskinty mésos méginiy AKF fermento slopinimui. Sie rezultatai sutampa su Mora ir kity
(2017) atlikto tyrimo metu gautais rezultatais. Visuose meéginiuose esantys peptidai pasiZymi
panaSiu aktyvumu, kuris svyruoja nuo 20 iki 27 proc. Tai paaiskina anks¢iau gauti rezultatai (Zr.
11 ir 12 pav.), parodantys, kad skirtinguose mésos méginiuose aptinkami tie patys peptidai, dél
Sios priezasties ir AKF slopinimas visuose méginiuose yra panaSus. Galima teigti, kad brandintos
meésos baltymai in vitro virskinimimo metu yra suskaldomi iki tokiy peptidy, kurie pasizymi
savybe slopinti AKF fermenta, kurio katalizuojama reakcija yra zalinga Zmogaus organizmui.
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Antihipertenzinémis savybémis pasizymintys, AKF fermentg inhibuojantys bioaktyviis peptidai
dazniausiai yra mazos molekulinés masés (< 10 kDa), kuriuos sudaro nuo 2 iki 20 aminoriigséiy
[118, 119]. Uzsienio literatiiroje dazniausiai minimi $ie po maisto virskinimo iSsiskyre peptidai:
AHLL, FISNHAY, AAATP, LGL, SFTT, IIT, todél tikétina, kad tokie pat peptidai susidar¢ i§ po
brandinto mésos baltymy vir§kinimo zarnyne [118].

11 12 13 21 22 23 31 32 33 41 42 43

19 pav. Peptidy, gebanciy inhibuoti AKF fermentg aktyvumas méginiuose, po in vitro vir§kinimo Zzarnyne
(D120 taskas): 1.1, 1.2 ir 1.3 — 4 paras; 2.1, 2.2 ir 2.3 —8 paras; 3.1, 3.2 ir 3.3— 12 pary; 4.1,4.2 ir 4.3 —
22 paras brandinta mésa be plévelés, su PA / PE ir PET / Alox. plévelémis atitinkamai.
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Antioksidacinés savybés

In vitro vir§kinimo metu i§ mésos baltymy atpalaiduoty peptidy antioksidacinés savybés buvo
vertinamos gelezies redukavimo galios metodu. Kuo daugiau gelezies jony redukuojama, tuo
daugiau tiriamajame meéginyje yra antioksidacinémis savybémis pasiZymin¢iy junginiy. Gauti
rezultatai pateikti 20 paveiksle. Lyginant brandinimo trukmés jtaka peptidy, pasizyminciy
didziausiomis gelezj redukuojanciomis / antioksidacinémis savybémis, i$siskyrima po in vitro
virskinimo (D120 taske), daugiausia bioaktyviy junginiy atpalaiduojama suvirSkinus mésa, kuri
brandinta 8 paras, o maziausia — 12 pary brandintoje mésoje. Tokius rezultatus galé¢jo lemti
peptidy, pasiZymin¢iy antioksidacinémis savybémis, savo sudétyje turinciy hidrofobiniy (Ala,
Leu, Ile, Val, Pro, ...) arba aromatiniy aminortig§¢iy (Trp, Tyr ir Phe), susidarymas [120]. Taip
pat peptidy VDDLEGSLEQEKK ir DDLEGSLEQEKK atpalaidavimas i§ miozino-3 ir -4 in
vitro virskinimo metu, DHTKE, MPDAHL, FFGFN, RPNYTDA, TSQLLSDQ ir kity peptidy,
pasizymin¢iy antioksidacinémis savybémis, susidarymas [95, 118]. Svarbu paminéti ir tai, kad
tiramuosiuose méginiuose esancios laisvos aminortigstys, druskos bei kiti junginiai, kuriems $is
metodas yra jautrus, galéjo lemti tokius analizés rezultatus [121].
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Lyginant brandinimo plévelés jtaka antioksidantiniy peptidy iSsiskyrimui po virSkinimo (D120
taske), daugiausia bioaktyviy peptidy atpalaiduojama suvirskinus mésg, kuri buvo brandinta
tradiciniu biidu, be plévelés, o maziausia — i§ mésos brandintos po PET / Alox plévele.
Brandinimo plévelés jtaka bioaktyviy peptidy iSsiskyrimui po virSkinimo zarnyne, lyginant mésa
brandintg naudojant pléveles su mésa brandinta be plévelés, statistiSkai reikSminga (p < 0,05),
kai brandinimo trukmé yra 4, 8 ir 22 paros. Skirtingy brandinimo pléveliy jtaka bioaktyviy
antioksidacinémis savybémis pasizyminciy peptidy i$siskyrimui po in vitro virSkinimo yra
statistiSkai reikSminga (p < 0,05), kai mésa brandinama 8 arba 12 pary. Analogiski rezultatai
aprasyti ir Mora ir kity (2017) atliktame tyrime, kur tiriamyjy brandintos kiaulienos méginiy, po
virskinimo Zarnyne, absorbcija, kai bangos ilgis 700 nm, taip pat svyravo nuo 0,6 iki 0,9 [95]. Po
skrandzio virskinimo etapo (G120 taSkas) atpalaiduojamy bioaktyviy peptidy kiekis kiekis yra
labai mazas ir jam jtakos neturi nei brandinimo trukmé, nei brandinimo plévelé (p > 0,05).
Mazesn;j antioksidacinj aktyvuma skrandzio fazé¢je galima paaisSkinti tuo, kad Siame virSkinimo
etape susidaré¢ didesnés molekulinés masés peptidai, kurie paprastai nepasiZymi stipriomis
antioksidacinémis savybémis, lyginant su mazos molekulinés masés (< 10 kDa) peptidais [118].
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20 pav. Po in vitro virskinimo skrandyje (A) ir Zarnyne (B) atpalaiduoty peptidy antioksidacinis
aktyvumas pagal gebéjima redukuoti geleZies jonus (G120 ir D120 taskai atitinkamai): 1.1, 1.2 ir 1.3 -4
paras; 2.1, 2.2 ir 2.3 — 8 paras; 3.1, 3.2 ir 3.3 — 12 pary; 4.1, 4.2 ir 4.3 — 22 paras brandinta mésa be
plévelés, su PA / PE ir PET / Alox. plévelémis atitinkamai.

Vertés pateikiamos kaip vidurkis + standartinis nuokrypis; * rodo reikSmingus pagal Stjudento t-testa
testg (p < 0,05) skirtumus lyginant teigiamu kontrolniu méginiu; ® rodo reikSmingus pagal Stjudento t-
testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant su tiek pat laiko, be plévelés brandinta mésa; "rodo reik§mingus
pagal Stjudento t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant su tiek pat laiko, kitoje pléveléje brandinta
mésa; ‘rodo reik§mingus pagal Stjudento t-testa testa (p < 0,05) skirtumus lyginant . tokiu pat metodu, 4
paras brandinta mésa.
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ISVADOS

Transglutaminazés pridéjimas | pieng lemia i§ jo pagaminto rauginto pieno klampos
padidéjimg ir turi statistiSkai reikSmingos (p < 0,05) teigiamos jtakos varSkés iSeigos
padidéjimui — tai yra tiesiogiai susij¢ su baltymy kiekio padidéjimu varskéje ir baltymy
kiekio sumazéjimu iSriigose;

Transglutaminazés pridé¢jimas | pieng statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) sumazino i§ Sio
pieno pagaminty produkty baltymy hidrolizés laipsnj in vitro virSkinimo metu. Pieno
baltymai paveikti transglutaminaze yra atsparesni fermentinei hidrolizei pepsinu ir tripsinu;

Mésos brandinimo trukmé yra kritinis parametras, lemiantis geresnj meésos baltymy
virSkinamumg, kuris nustatytas pagal statistiSkai reikSmingai didéjancig (p < 0,05)
virSkinimo sultyse istirpusiy peptidy, a-aminogrupiy koncentracijg ir laisvy a-aminoriigsciy
koncentracija, didéjant brandinimo trukmei. Didziausias baltymy hidrolizés laipsnis
nustatytas suvirsSkintos mésos méginiuose, kurie buvo brandinti ilgiausig laiko tarpg — 22
paras, o maziausias - meginiuose, kurie buvo brandinti 4 paras.

Meésos brandinimas naudojant skirtingas pléveles ir nenaudojant plévelés (kontrol¢), neturi
statistiS8kai reikSmingos (p > 0,05) jtakos mésos baltymy hidrolizei virskinimo metu, pagal
virSkinimo sultyse iStirpusiy peptidy, a-aminogrupiy koncentracijg, bet turi statistiSkai
reikSmingos (p < 0,05) jtakos pagal laisvy oa-aminoriigs¢iy atsipalaidavimg j virSkinimo
sultis: in vitro virskinant be plévelés brandintg mésg, zarnyne atsipalaiduoja daugiau laisvy a-
aminorigs¢iy negu virsSkinant plévelémis padengta brandintg mésag.

Peptidai, susidar¢ po brandintos mésos in vitro virskinimo Zzarnyne pasizymi 20-27 proc.
AKEF slopinimu, nepriklausomai nuo brandinimo trukmés ir brandinimo biido (p > 0,05), bei
antioksidacinémis savybémis pagal gebéjimg redukuoti gelezies jonus: daugiausiai (p < 0,05)
bioaktyviyjy peptidy iSsiskyré po 8 paras be plévelés brandintos mésos virskinimo Zarnyne.
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