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Santrauka

Alergija pienui bei pieno produktams yra viena dazniausiai pasitaikanciy alergijy pasaulyje ir
stipriausiai pasireiskia vaikystéje. Siekiant sumazinti pieno baltymy alerginj aktyvuma yra
atliekamos jvairios modifikacijos, kurios gali pilnai arba i§ dalies paveikti pieno alergenus ir jy
aktyvumg. Todél baigiamasis magistro projektas yra skirtas pieno baltymy alerginio aktyvumo
vertinimo ir jy modifikavimo biidams analizuoti, 0 projekto objektas yra pieno baltymai.

Magistro baigiamojo projekto metu atliktas pieno baltymy tokiy kaip lieso pieno baltymy, isriigy
baltymy ir micelinio kazeino modifikavimas taikant S$iuos biotechnologinius metodus:
ultrafiltracijg ir fermenting hidrolize. Ultrafiltracijos procesui laboratorinémis sglygomis atlikti
naudotos 30 kDa membranos, o fermentinés hidrolizés metu naudotos bakterinés kilmés proteazes
kaip everlazé, esperazé bei savinazé iSskirtos i§ Bacillus rtasies mikroorganizmy ir gyvininés
kilmés fermentas tripsinas. Nemodifikuoty ir modifikuoty pieno baltymy alerginiam aktyvumui
jvertinti naudotas imuno chromatografinis testas.

Ultrafiltracijos proceso metu jvertinta §io proceso pritaikymo galimybés pieno baltymy
modifikacijai analizuojant retanto ir permeato susidarymo santykj. Fermentinés hidrolizés metu
fiksuotos maksimalios hidrolizés laipsnio reikSmes ir jy pokytis reakcijos metu. Gauti rezultatai
parode, kad ultrafiltracijos procesas yra geriausiai pritaikomas iSriigy baltymams modifikuoti, 0
fermentas tripsinas efektyviausiai hidrolizuoja lieso pieno baltymus lyginant su kitais baltymais.

Magistro baigiamojo projekto metu atliktas nemodifikuoty ir fermentinés hidrolizés budu
modifikuoty pieno baltymy alerginio aktyvumo jvertinimas. Atlikta rezultaty analizé parodeé, kad
naudotos bakterinés proteazes geba pilnai suskaldyti kazeinus, taip sumazindamos Siy baltymy
alerginj aktyvuma.

Apibendrinant magistro baigiamojo projekto rezultatus gautos iSvados, kad biotecnhologiniai
metodai kaip ultrafiltracija ir fermentiné hidrolizé yra tinkami pieno baltymams modifikuoti.
Fermentiné hidrolizé naudojant proteazes yra veiksmingas metodas siekiant tik i§ dalies sumazinti
pieno baltymy alerginj aktyvuma.
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Summary

Allergy to milk and dairy products is one of the most common allergies in the world and mostly
diagnosed for children. In order to reduce the allergenic activity of milk proteins, various
modifications are made that may completely or partially affect milk allergens and their activity.
Therefore, the final master's thesis aims at describing and analysing the methods of assessing the
allergic activity of milk proteins and their modification. The object of the project is milk proteins.

During the final project, the modification of milk proteins such as skim milk proteins, whey proteins
and micellar casein was performed by using the following biotechnological methods: ultrafiltration
and enzymatic hydrolysis. 30 kDa membranes were used for the ultrafiltration process under
laboratory conditions. Bacterial proteases such as everlase, esperase, and savinase isolated from
Bacillus species and the animal origin enzyme trypsin were used in enzymatic hydrolysis. An
immunochromatographic assay was done to evaluate the allergenic activity of milk proteins before
and after modification.

The applicability of the ultrafiltration process its effect to milk protein modification was evaluated
by analyzing the ratio of retant and permeate formation. During enzymatic hydrolysis, the values of
the maximum degree of hydrolysis and their change during the reaction were recorded. The results
obtained showed that the ultrafiltration process is best suited for modifying whey proteins. Therefore,
it was observed that enzyme trypsin most efficiently hydrolyzed skim milk proteins compared to other
proteins.

The evaluation of the allergic activity of unmodified and enzymatically hydrolysed milk proteins was
performed during final project. Analysis of the results showed that the bacterial proteases were
capable of completely breaking down caseins, thus reducing the allergic activity of these proteins.

Summarizing the results of the master's final project, it was concluded that biotechnological methods
such as ultrafiltration and enzymatic hydrolysis are suitable for the modification of milk proteins.
Enzymatic hydrolysis while using proteases is an appropriate method to partly reduce the allergic
activity of milk proteins.
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Santrumpy ir terminy sarasas

S-LG — p-laktoglobulinas

ALA — a-laktoalbuminas

BSA — baltymo serumo albuminas

HCI — druskos rigstis

HIB — hidrolizuoti iSriigy baltymai

HL — hidrolizés laipsnis

Ig — imunoglobulinas

IBI — iSriigy baltymy izoliatas

IgE — imunoglobulinas E

K2HPO4-3H20 — dikaliohidrofosfato trihidratas

LSB — lieso pieno baltymai

MKB — micelinis kazeinas

Na>COz — natrio karbonatas

NaOH — natrio hidrooksidas

Permeatas — po ultrafiltracijos proceso gautas filtratas
PRB — pieno rugsties bakterijos

Retantas — po ultrafiltracijos proceso gautas koncentratas



Ivadas

Pastaraisiais metais alergija maistui yra skelbiama kaip viena i§ daZniausiai diagnozuojamy ligy
Europos gyventojams [1]. Alerginés ligos yra pasauliné sveikatos problema, kuri paveikia apie vieng
milijardg zmoniy ir prognozuojama, kad iki 2050 m. paplitimas turéty didéti iki keturiy milijardy [2].
Mokslininky teigimu, alerginiai susirgimai turi ekonominj poveikj Europos sajungai. Paskai¢iuota,
kad sveikatos prieziiiros i$laidos alerginéms ligoms gydyti svyruoja nuo 55 iki 151 mlrd. eury per
metus [3]. Nepaisant alerginés ligos maistui rimtumo, $iuo metu néra nei vaisty, nei gydymo, 0
pacientams yra siloma grieztai vengti alergeny [4].

Alergija karvés pienui yra labiausiai paplitgs alerginis sutrikimas vaiky grupéje, kuris jvardinamas
kaip svarbi problema, ypa¢ pramoninése $alyse. Tai gali lemti keletas veiksniy i$ kuriy pagrindiniu
yra traktuojamas pilnai nesubrendusio vaiky zarnyno alerginé reakcija i pieno baltymus [5]. Alerginiu
poveikiu pasizyminciy baltymy struktiiroje yra dalis (epitopas), kuri reaguoja su Zmogaus organizmu.
Todél siekiant sumazinti pieno baltymy alerginj aktyvuma yra atliekamos modifikacijos, kurios gali
paveikti alergine baltymy dalj.

Alerginiu aktyvumu pasizymi karvés pieno sudétyje esantys baltymai: o-laktoalbuminas, pg-
laktoglobulinas, serumo albuminas, asi-kazeinas, aso-kazeinas, f-kazeinas ir x-kazeinas. Siekiant
sumazinti jy alerginj aktyvumg yra taikomi biotechnologiniai procesai, tokie kaip ultrafiltracija ir
fermentiné hidrolizé. Membraninés technologijos yra naudojamos maisto pramonéje dél nesudétingo
veikimo principo ir pritaikomumo galimybiy. Fermentiné hidrolizé yra taikoma siekiant gauti
biologiniu aktyvumu pasizymincius ingredientus, kurie véliau yra panaudojami kaip funkciniai
priedai maisto produktuose. Sio proceso metu yra naudojami baltymus skaldantys fermentai
proteazés, siekiant gauti mazesnius baltymy fragmentus. Kai baltymas praranda jam budinga
struktura, tikétina, kad sumazéja ir jo alerginis aktyvumas.

Atlikus technologines modifikacijas, reikia jvertinti jy jtaka baltymo alerginiam aktyvumui. Baltymy
analizé daZniausiai atlickama imunologiniais ar fizikocheminiais metodais. Norint pasirinkti metoda,
pirmiausia reikia nustatyti tiksliniy anality identifikavimg ir parinkimg. Keletas metody nukreipia i
konkrety alerginj baltyma arba daugybe alerginiy baltymy, esan¢iy maiste (tiesioginé analiz¢), o kiti
nukreipia DNR kaip alerginio ingrediento zymeklj (netiesioginé analiz¢) [6].

Baigiamojo magistro projekto tikslas — jvertinti pieno baltymy alerginj aktyvumg pries ir po
modifikavimo taikant biotechnologinius metodus.

Siam tikslui pasiekti iskelti tokie projekto uzdaviniai:

1. apzvelgti ir jvertinti biotechnologinius metodus pieno baltymy modifikavimui, siekiant sumazinti
Ju alergin; aktyvuma;

. nustatyti nemodifikuoty pieno baltymy (kazeiny ir iSrtigy) alerginj aktyvuma,

. atlikti pieno baltymy modifikavimg taikant membraninés filtracijos metodus;

. modifikuoti pieno baltymus taikant fermenting hidrolizg;

. lvertinti pieno baltymy po modifikavimo alerginj aktyvuma,;

. pateikti rekomenduojama principing biotechnologinio produkto gamybos aparatiiring schema.

o OB W



1. Literatuiros apzZvalga

Sioje dalyje bus apzvelgta mokslingje literatiiroje ir baltymy duomeny bazéje pateikiama informacija
apie pieno baltymus. Taip pat bus pateikta informacija apie baltymy alerginj aktyvuma ir galimus
baltymy modofikavimo buidus siekiant sumazinti jy alerginj poveikj.

1.1. Pieno baltymai

Pienas yra skysta medziaga, kurig iSskiria visy rasiy zinduoliy pieno liaukos ir jis yra skirtas
palikuoniy mitybos poreikiams palaikyti. Pienas ir pieno produktai yra baltymy, riebaly, mineraly ir
vitaminy Saltiniai svarbis kasdienéje Zmoniy mityboje [7].

k-kazeinas

dsl-y Os2-, ﬂ-, K-
kazeinai

kalcio fosfato nano
dariniai

1.1 pav. Karvés pieno kazeino micelés sandara [8]

Baltymas, proteinas — gamtinis polimeras, sudarytas i§ o-aminoriig§ciy liekany, susijungusiy
peptidiniais rysiais [9]. Baltymy kiekis karviy piene vidutini$kai yra apie 3,3 %, taciau gali svyruoti
nuo 2 iki 5 %. Karvés pieno baltymai yra skirstomi j kazeinus (1.1 pav.) ir isriigy baltymus [10]. Visi
karveés pieno baltymai ir jy rodikliai yra pateikti 1.1 lentelé¢je.

1.1 lentelé. Karvés pieno baltymy rodikliai [10]

Rodiklis
Baltymas (bendell)ill(tl;:z) i Molekuliné masé, Da Izoelektr;z'is taskas,
asi-kazeinas 45-55 22 000-24 000 4,1
= as>-kazeinas 9-10 25 000-26 000 4,1
% B-kazeinas 25-35 24 000 45
X k-kazeinas 8-15 19 000 4,1
y-kazeinas 3-7 12 000—21 000 5,8-6,0
_ a-laktoalbuminas 2-5 14 000 4,2-4,5
g [-laktoglobulinas 7-12 18 000 53
8 serumo albuminas 0,7-1,3 69 000 4,7
é}} imunoglobulinai 1,933 150 000-163 000 5,5-6,8
= proteozopeptonai 2-6 40 000—41 000 3,3-3,7
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1.1.1. e-laktoalbuminas (Bos d 4)

Pieno baltymas a-laktoalbuminas (ALA) priklauso lizocimy $eimai. Jo molekuliné masé yra 14,2 kDa
ir jj sudaro 123 aminortgs$ciy lickanos [11]. Gali bati vadinamas laktozés sintazés B baltymu arba
Bos d 4. Taksonominio identifikatoriaus numeris yra 9913, o genas — LALBA [12]. ALA molekulés
vaizdas yra pateiktas 1.2 paveiksle, a.

ISsamiau nagrinéjamas P00711 baltymas — LALBA BOVIN. Baltymo molekul¢je yra keturios
disulfidinés jungtys tarp aminortigsc¢iy: 25-139, 47-130, 80-96, 92-110 (1.2 pav., b). Prie 64 amino
rugsties glikolizacija, N-prijungtas asparaginas [12].

’U ‘ e 67’ '

s

1.2 pav. ALA 1F6R kristalo strukttira: a) bendras vaizdas, b) iSryskinti disulfidinés jungtys ir c)
iSryskintos kalcio pririS§imo vietos [13]

Baltymas ALA kaip molekulé pasizymi kalcio jony suri$imu (1.2 pav., ), baltymo-baltymo sgveika
[14] ir laktozés sintazés aktyvumu. Galimi rySiai tarp ALA baltymo ir kity baltymy yra pavaizduoti
1.3 paveiksle.

&‘ e Paaiskinimai:
B4GALT1 — -1,4-galaktoziltransferazé 1
Lok 7 | _\ oLB1 BAGALT?2 — §-1,4-galaktoziltransferazé 2
? V| R0 CLU — klusterinas
Nt B4GALT2
£y ; ‘/\p\ Let HSPAS — tremostabilus 71 kDa baltymas
|

PAEP

o LCT — Bos Taurus laktazé

GALE — UDP-gliukozil 4-epimerazé
GLBL1 — S-galaktozidazé

PAEP — -laktoglobulinas

CSN2 — p-kazeinas

GALT - Bos taurus galakto-1-fosfato

uridililtransferazé

_1_cLu by
\_/

1.3 pav. Galimi baltymo-baltymo rysiai tarp ALA ir kity baltymy [15]

* Sviesiai mélynos ir violetinés spalvos linijos rodo jau Zinomus ry$ius. Zalios, raudonos ir tamsiai mélynos spalvos
linijos rodo nuspéjamus rysius. Kitos spalvos rodo kitus galimus variantus.
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Baltymo ALA biologinés funkcijos yra tokios: gynybinis atsakas j gramneigiamas bakterijas ir
gynybinis atsakas ] gramteigiamas bakterijas [16].

1.1.2. p-laktoglobulinas (Bos d 5)

Pieno baltymas f-laktoglobulinas, sutrumpintai 5-LG dar gali bati vadinamas Bos d 5. Jo molekuliné
masé yra 18,3 kDa ir jj sudaro 162 aminoriigsciy lickanos [17]. Taksonominio identifikatoriaus
numeris yra 9913, o genas — LGB [18]. Baltymo molekulés vaizdas yra pateiktas 1.4 paveiksle, a.

ISsamiau nagrinéjamas P02754 baltymas — LAVB_BOVIN. Baltymo molekul¢je yra trys disulfidinés
jungtys tarp aminortugsc¢iy: 82-176, 122-137 ir 122-135 (1.4 pav., b) [18].

a) b)
=
/ \
Q.
7 P ‘{‘K\%\

@AY

P

1.4 pav. p-LG 2Q39 (mazos drégmés) kristalo struktiira: a) bendras vaizdas ir b) isryskinti disulfidinés
jungtys [19]

Baltymas S-LG kaip molekulé pasizymi baltymo-baltymo saveika, ilgy grandiniy riebaly ragsciy
suriSimu ir retinolio suri$imu [20-21]. Jis yra pirminis i§rtigy komponentas, suri$a retinolj ir gali buiti
atsakingas uz jo transportavimg [18].

1.1.3. Serumo albuminas (Bos d 6)

Pieno baltymas serumo albuminas yra pagrindinis plazmos baltymas. Sutrumpintai dar gali bati
vadinamas BSA arba Bos d 5. Jo molekuliné masé yra 67 kDa ir jj sudaro 583 aminortigsciy liekanos
[17]. Taksonominio identifikatoriaus numeris yra 9913, o genas — ALB [22]. Baltymo molekulés
vaizdas yra pateiktas 1.5 paveiksle.

1.5 pav. Baltymo serumo albumino 6qs9 struktiiros molekulés vaizdas [23]

BSA pasizymi vandens, Ca?*, Na*, K*, riebaly riigi¢iy, hormony, bilirubino ir vaisty suri§imo geba.
Pagrindiné jo funkcija yra koloidinio kraujo osmosinio slégio reguliavimas. BSA yra pagrindinis
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kalcio ir magnio perneséjas plazmoje. Paprastai suriSa apie 80% viso plazmos cinko (pagal panasuma)
[24]. Metaly surisimo vietos baltymo molekuléje yra paryskintos ir pateiktos 1.6 paveiksle, a.

ISsamiau nagrin¢jamas P02769 baltymas — ALBU_BOVIN. Baltymo molekuléje yra 17 disulfidiniy
jungciy tarp aminortgsciy: 77-86, 99-115, 114-125, 147-192, 191-200, 223-269, 268-276, 288-302,
301-312, 339-384, 383-392, 415-461, 460-471, 484-500, 499-510, 537-582 ir 581-590 (1.6 pav., b)
[22].

1.6 pav. BSA 6qs9 kristalo struktira ir iSry$kintos vietos: a) metaly prijungimo ir b) disulfidinés jungtys
[23]

Baltymas BSA pasizymi baltymo-baltymo saveika [25]. Galimi ry$iai tarp $io baltymo ir kity baltymy
yra pavaizduoti 1.7 paveiksle.

Paaiskinimai:

AHSG - a-2-HS-glikoproeteinas
INS — insulinas

FCGRT - Bos taurus Fc 1gG fragmentas
F2 — protrombinas

B2M — B-2-mikroglobulinas

HP — haptoglobinas

GAPDH — gliceraldehid-3-fosfato
dehidrogenazé

FN1 — fibronektinas

CXCLS8 — interleukinas-8

CAT — katalazé

1.7 pav. Galimi baltymo-baltymo rysiai tarp BSA ir kity baltymy [25]
1.1.4. asi-kazeinas (Bos d 8-9)

Pieno baltymas kazeinas yra antioksidantas. Jo molekuliné maseé yra 23,6 kDa ir ji sudaro 199
aminortig§ciy liekanos [17]. Gali buti vadinamas as: kazeinas arba Bos d 8. Taksonominio
identifikatoriaus numeris yra 9913, o0 genas — CSN1S1 [26]. Baltymo molekulés vaizdas yra pateiktas
1.8 paveiksle.

[$samiau nagrinéjamas P02662 baltymas — CASA1_BOVIN. Stiprus alergenas, turi 6 didelius ir 3
mazus IgE suri§imo regionus. Tai sukelia alergija karvés pienui [26].
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1.8 pav. Baltymo as:-kazeino molekulés vaizdas [27]

Baltymas asi-kazeinas kaip molekulé pasizymi baltymo-baltymo sgveika (1.9 pav.)
antioksidacinémis funkcijomis ir amiloido beta suriSimu [28]. Svarbi funkcija piene yra kalcio fosfato
pernesimas [29].

Lt /@LALBH mPRL Paaiskinimai:
L= - CSN2 — p-kazeinas
L /ﬂ CSN3 — x-kazeinas
- 2 \,</ﬁ\csr\2 PAEP — p-laktoglobulinas
f o ' LALBA — a-laktoalbuminas
- L @\\CSW CSN1S2 — a-S2-kazeinas
‘v‘ . PRR12 — praturtintas prolinas 12
e CYM - chimozinas
i DGATL1 — diacilglycerol O-aciltransferazé
s R SCAF1 — SR-susietas CTD-susijes faktorius 1
£ PRL - prolaktinas
e dear1
oy
_/

1.9 pav. Galimi baltymo-baltymo rysiai tarp asi-kazeinas ir kity baltymy [30]
1.1.5. as2-kazeinas (Bos d 10)

Pieno baltymas as2-kazeinas yra kaip antibiotikas. Jo molekuliné masé yra 25,2 kDa ir jj sudaro 207
aminortigsc¢iy liekanos [17]. Gali buti vadinamas asy-kazeinas arba Bos d 10. Taksonominio
identifikatoriaus numeris yra 9913, o genas — CSN1S2 [31]. Baltymo molekulés vaizdas yra pateiktas
1.10 paveiksle.

[$samiau nagrinéjamas P02663 baltymas — CASA2_BOVIN [32]. Gali bati suskaidomas iki
Kazocidinas-1., kuris inhibuoja E.coli ir S.carnosus augimg. Taip pat yra svarbus kalcio fosfato
perneSime piene.

Baltymas as>-kazeinas kaip molekulé pasizymi baltymo homodimerizacijos aktyvumu ir zymogeno
suris$imu [32].
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1.10 pav. Baltymo asz-kazeino molekulés vaizdas [33]

1.1.6. p-kazeinas (Bosd 11)

Pieno baltymas S-kazeinas yra antioksidantas, hipotenzinis agentas (mazina kraujo spaudimg), metaly
fermenty inhibitorius, metalo proteaziy inhibitorius ir proteaziy inhibitorius. Jo molekuliné masé yra
24 kDa ir jj sudaro 209 aminoriigs¢iy lickanos [17]. Taksonominio identifikatoriaus numeris yra
9913, 0 genas — CSN2 [34]. Baltymo molekulés vaizdas yra pateiktas 1.11 paveiksle.

1.11 pav. Baltymo p-kazeino molekulés vaizdas [35]

I§samiau nagrinéjamas P02666 baltymas — CASB_BOVIN. Sis baltymas yra svarbus nustatant
kazeino miceliy pavirSiaus savybes. [34]. Gali skilti iki 3 grandiniy: kazoparano, antioksidacinio
peptido ir kazohipotenzino.

1.1.7. w-kazeinas (Bosd 12)

Pieno baltymas x-kazeino molekuliné masé yra 19 kDa ir jj sudaro 169 aminortigs¢iy liekanos
[17]. Taksonominio identifikatoriaus numeris yra 9913, o genas — CSN3 [36]. Baltymo molekulés
vaizdas yra pateiktas 1.12 paveiksle.

[$samiau nagrinéjamas P02666 baltymas — CASK_BOVIN. Svarbus baltymas stabilizuojant miceliy
formavimasi, iSvengiant kazeino nusédimo. Gali skilti iki 5 grandiniy: kazoksin-C, kazoksin-6,
kazoksin-A, kazoksin-B ir kazoplatelino [36].

1.12 pav. Baltymo x-kazeino molekulés vaizdas [37]
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1.2. Baltymuy alerginis aktyvumas

Alergija maistui — tai nepageidaujamas poveikis sveikatai, atsirandantis dél tam tikro imuninio atsako,
kuris pasireiSkia kas kartg dirginant organizmg tam tikru maistu. Dauguma maisto alergeny yra
baltymai i§ kuriy I klasés maisto alergenai yra 10-70 kDa gyvuliniai arba augaliniai glikoproteinai,
kurie yra atspariis perdirbimui ir fermentiniam virskinimui [38].

Dazniausiai pasitaikantis maisto alergijos mechanizmas yra imunoglobulino (Ig) E-
tarpininkaujancios reakcijos. Tokios reakcijos pasireiskia, kai prisitaikanti imuniné sistema nesugeba
toleruoti maisto baltymy, o vietoj to sukuria IgE antikiinus, nukreiptus prie§ alerginius epitopus
(antigeno molekulés fragmentas, suzadinantis imuninj atsakg su jam budingu specifiskumu) [39-40].

Maisto alergija dazniausiai pasireiSkia kiuidikiams ir maziems vaikams dél Zzarnyno ir imuninés
sistemos nesubrendimo §iose amziaus grupése [38]. Maisto alergijos paplitimas tarp vaiky jvairiose
Salyse yra pateiktas 1.13 paveiksle.

Jungtiné Karalysté
Kolumbija
Suomiia
Lietuva
Lenkija
AV
Ispanija
Olandija
Kanada
Prancizija
Australija
Japoniia
Graikija

Salis

Slovéniia

Belgiia
Honkongas
Vokietija
Italiia
Sveicariia
Turkija
Danija
Kinija

Austrija
L 1 L L

0 5 10 15 20 (%)

1.13 pav. Jvairaus amziaus vaiky (0—18 m.), kuriems pasireiské alergija, paplitimas (oranziné spalva
rodo kliniskai jrodyta rezultata, o pilka — tévy pranesimai) [41]

Europos maisto ir saugos tarnybos direktyvoje 2003 / 89 / EB Illa priede yra nurodyti maisto
produktai ir zaliavos, kurie pasizymi alerginiu poveikiu, tokie kaip: javai, kuriy sudétyje yra glitimo,
pienas ir pieno produktai, kiauSiniai, rieSutai, Zemés rieSutai, soja, Zuvis, véziagyviai, moliuskai,
salierai, lubinai, sezamai, garstyc¢ios ir sulfitai [42]. Visy i§vardinty maisto produkty sudétyje randami
alergenai yra baltymai.

Apibendrinti duomenys dazniausiai vartojamy maisto produkty pagrindiniai alergenai ir jy bendriniai
kodai yra pateikti 1.2 lenteléje.
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1.2 lentelé. Pagrindiniai populiariausiy maisto produkty alergenai [39,43]:

Maisto produktas Alergeno pavadinimas Alergeno bendrinis kodas

a-laktoalbuminas Bosd 4

Karvés pienas p-laktoglobulinas Bosd5
Kazeinai (a-, f-, k-) Bosd 8

Ovomukoidas Gald1

Ovalbuminas Gald?2

Vistos kiauSinis -

Ovotransferinas Gald3

Lizocimas Gald 4

Kupinas, 7S globulinas Arahl

Konglutinas, 2S albuminas Arah?2

5 Kupinas, 11S globulinas Ara 3

Zemés rieSutai - -

Konglutinas, 2S albuminas Arah 6

Bet v 1 homologas Arah 8

LTP Arah9

PR-10 baltymas Coral

LTP Cora8

Lazdyno riesutai

118 séklas saugantis globulinas Cora9
2S albuminas Coral4d

Tropomiozinas Litv1

Kreveteés — -

Sarkoplazminis kalcj suri$antis baltymas Litv4
7S globulinas Glymb5
Sojy pupelés 11S globulinas Glymé6
2S albuminas Glym8

Siekiant jvertinti alergeny poveikj organizmui atliekami pirmos eilés medicininiai testai kaip odos
dario testas ir specifiniy IgE nustatymas kraujyje. Po to, esant poreikiui gali buti atlikti ir
provokaciniai testai [43].

1.2.1. Alergija pienui ir jo produktams

Alergija pienui ir kiauSiniams yra daZniausiai pasitaikanti alergija vaikams ankstyvame amZiuje
Jungtingje Karalystéje, JAV, Australijoje, Azijoje ir daugelyje Saliy Europoje (atlika keturiasdesimt
tyrimy nuo 1982 m. iki 2012 m. jvairiose amziaus grupése) [41,44]. Alergija pienui yra neigiamas
imunologinis atsakas j skirtingy raisiy zinduoliy pieno baltymus, o ypac j karvés, ozkos ir avies [45].

Zinoma, kad santykinai mazas pieno alergeny kiekis alergiskiems asmenims gali sukelti alergines
reakcijas kaip pavyzdys maziausiai 0,1 mg pieno baltymy dozé vienam produkto vartotojui biity
pakankamas pagrindas maisto gamintojams taikyti alergeny atsargumo Zenklinimg [46].

Ivairiy rasiy zinduoliy pieno kaip karvés, buivolo, aviy, ozky ir Zzmogaus, baltymai yra panasiis savo
struktiirinémis, funkcinémis ir biologinémis savybémis, o sudéties pokyciai gali biiti pastebimi tik
zindymo metu [42]. Zinomi pieno alergenai yra pateikti 1.3 lenteléje.

17



1.3 lentelé. Pieno alergenai [17]

Baltymo pavadinimas Alergeno kodas Molekuliné masé, kDa Aminorigsciy kiekis
a-laktoalbuminas Bosd 4 14,2 123
p-laktoglobulinas Bosd5 18,3 162
Serumo albuminas Bosd 6 67 583
Imunoglobulinas Bosd 7 160 -

(Bos sz ie:;; d12) Bosd?® 20-30 -
as1-kazeinas Bosd 9 23,6 199
aso-kazeinas Bos d 10 25,2 207
pS-kazeinas Bosd 11 24 209
k-kazeinas Bos d 12 19 169

Daugeliui kidikiy pasireiSkia odos, virskinimo trakto, kvépavimo taky ir sisteminiy anafilaksiniy
simptomy karvés pieno alerginiams baltymams [47]. Elizur'as, et al. [48] nustaté, kad reakcija j karvés
pieno baltymus pasireiské vidutiniskai 1,67 + 1,67 dienos po pradinio poveikio.

Nors alergija karvés pienui gali iSnykti pirmaisiais gyvenimo metais, taciau 15 % paveikty vaiky licka
alergiSki. Dabartinés pieno alergijos prevencijos ir valdymo priemonés priklauso nuo visisko pieno
vartojimo paSalinimo i§ kasdienés mitybos. Taciau karvés pieno baltymy vengimas gali sukelti
mitybos nepakankamuma, o tai gali turéti jtakos kidikiy ir vaiky augimui bei vystymuisi [47].

Rinkoje galima rasti komerciniy testy, kurie suteikia galimybe jvertinti alergeny kiekj maisto
produktuose. Didzioji dalis tokiy jprastiniy komerciniy maisto alergeny analizei skirty rinkiniy
remiasi imunologiniais metodais. Su fermentais susieto imunosorbento tyrimo (ELISA) metodas yra
placiausiai naudojamas, nes tai yra jautrus ir specifiSkas alergenams metodas [42]. Kaip pavyzdys
iSnagrinéti komerciniai rinkiniai skirti f-LG nustatymui ir jy sarasas yra pateiktas 1.4 lenteléje. Taip
pat rinkoje yra ir kitiems pieno alerginiam baltymams pritaikyty analizés rinkiniy.

1.4 letelé. Komerciniai pieno alergeno S-LG nustatymo rinkiniai [46]

Rinkinio pavadinimas Testo formatas Tiksliniai baltymai Aptikimo riba Trukmé

Reveal for Total Milk Allergen LFD" Kazeinai ir iSriigos 5 g/ml 5 min
(Neogen)

Beta L;Eﬁ%ﬂo?gﬂgigmd“e ELISA LG 0,1 pg/ml 45 min

Alert for Total Milk Allergen ELISA Pieno baltymai 5g/ml 30 min
(Neogen)

V?Arflilt:r)g(;;ﬁr(-ll\—l(;?glgel\r?)i Ik ELISA Pieno baltymai 5g/ml 30 min
Bem"a‘zg’ssotgfg?]fn';)' SAKI ELISA f-LG maiste 03 uglg -
- agg;&)ﬁm%iﬂ?ﬁabs) ELISA -LG maiste 1,5 ng/ml 60 min
Beta_LaCEt'gélsoAbLﬁiirt] f(‘giomatik) ELISA pLG <0,073ng/iml | 45 val,

“LFD — greitojo tyrimo imunochromatografinés juostelés
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1.3 Alergeny alerginio aktyvumo mazinimas

Maisto alerginis aktyvumas gali sumazéti, iSlikti nepakites ar net padidéti po maisto produkto ar
zaliavos apdorojimo. Daugelis maisto produkty apdorojimo budy, tokiy kaip terminis apdorojimas,
poveikis aukstu slégiu, poveikis spinduliuote, fermentiné hidrolizé ir fermentacija, sumazina baltymy
IgE jungimosi geba [49]. Dahdah‘as, et al. [50] nustaté, kad pieno ir kiauSiniy baltymy saveika su
maisto produkty matrica, pvz., kvie€iais, taip pat sumazina IgE atpazinima.

Atsizvelgiant | alergiSsky baltymy, esanciy maiste jvairove, ir tai, kad skirtingi baltymai gali buti
skirtingai paveikti naudojant ta patj apdorojimo buda, yra sunku numatyti alergizuojanciy maisto
produkty bei ingredienty struktirines ir alergines savybes. Be to, alergizuojanciy baltymy
modifikavimo procesas perdirbimo metu priklauso nuo keletos veiksniy kaip: proceso tipo ir jo
salyguy, perdirbamy baltymy strukttros ir maisto produkto matricos strukttros [42].

Maisto pramoné¢je dazniausiai patys maisto produktai ar zaliavos, i$ kuriy jie yra gaminami,
pirmiausia yra paveikiami fiziko-cheminiais procesais, tokiais kaip: terminis apdorojimas, poveikis
aukstu slégiu ar cheminé hidrolizé. Vykdomi fizikiniai reiskiniai, kuriy metu gali jvykti cheminiai
poky¢iai proceso metu veikiamai medziagai. Rahaman'as, et al. [51] atliko skirtingy fiziko-cheminiy
apdorijimo budy jtakos pieno baltymui f-LG jvertinima, o gauti duomenys yra pateikti 1.5 lenteléje.

1.5 lentelé.skirtingy apdorojimo biidy jtaka S-laktoglobulinai [51]

Apdorojimo biidas Struktiiros pokyciai Vir§kinamumas ir alerginis aktyvumas

Issiskleidimas, po kurio seka
Sterilizacija kovalentiné agregacija ir
Maillardo reakcija

Padidéjes jautrumas peptinei hidrolizei ir
sumazéjes alergiskumas

Geresnis jsisavinimas per epitelj su

Pasterizacija Konformaciniy epitopy poveikis padidéjusiu alergiskumu

Kompleksinés struktiiros
Kaitinimas kvie¢iy matricoje susidarymas tarp kvieciy ir -
laktoglobulino

Sumazéjes virskinamumas ir biologinis
prieinamumas imuninei sistemai

. . Baltymy molekulés atpléSimas su Geresnis virSkinamumas ir sumazgéjes
Aukstas slégis - : - -
skilimo vietos ekspozicija alergiSkumas
Radiacija Baltymy aglomeracija Nepakites
Ultragarsas Oligomery peréjimas i P kloséiy | Padldej@s' ylrsklnamumas, bet
o spiralg alergiskumas nekinta

Toliau detaliau aptariami terminio apdorojimo, poveikio auk$tu slégiu, cheminés hidrolizés ir
ultragarso procesy jtaka pieno baltymams.

1.3.1. Terminis apdorojimas

Terminis apdorojimas yra svarbus procesas pieno produkty gamyboje. Sio proceso metu vyksta
svarbils struktliriniai ir cheminiai baltymy poky¢iai, tokie kaip denatiiracija, agregacija ir Majero
reakcija su kitomis molekulémis. Tokie poky¢iai gali turéti didelj poveikj pieno baltymy alergeny
antigeniSkumui [52].

Lyginant pieno baltymus tarpusavyje, kazeinas yra termostabilus, o globuliniai iSriigy baltymai yra
jautrlis terminiam poveikiui tokia seka: imunoglobulinas < galvijy serumo albuminas < f-
laktoglobulinas < a-laktoalbuminas. Kaip pavyzdys terminio apdorojimo metu, kai pienas kaitinamas
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120 °C temperatiiroje 15 min., tai nepaveikia kazeino antigeniSkumo, taciau BSA ir Ig praranda
antigeniSkumg 70-80 arba 100 °C temperatiroje [53].

Terminis apdorojimas kepimo metu gali sumazinti keletos baltymy alerginj aktyvumag maiste, nes
keiciasi kar$¢iui atspariy baltymy konformacija ir tokiu biidu sumazéja alergeniniy epitopy skaicius.
Pieno baltymy alergeny modifikavimui terminiu biidu jtakos turi daug veiksniy, tokiy kaip: pieno
sudétis, perdirbimo salygas ir poveikio vartotojui aplinkybés. Todél, norint sukurti hipoalerginius
pieno produktus, biitina kontroliuoti terminio apdorojimo salygas [52].

1.3.2. Poveikis aukstu slégiu

Poveikis aukstu slégiu gali sukelti struktiirinius pieno baltymy pokyc¢ius, tokius kaip denattiravimas
ir agregaty susidarymas. Sie poky¢iai gali turéti jtakos pieno baltymy alergiskumui, o didelio slégio
sukelty baltymy konformacijos poky¢iai gali palengvinti fermentinj virSkinima [52].

Pieno baltymai yra jvairiis kompleksai, kuriuos skirtingai veikia slégis. Pagrinding baltymy struktiirg
palaiko kovalentiniai rySiai, o vandeniliniai ryS$iai, elektrostatiné ir hidrofobiné sgveikos palaiko
antrine bel treting baltymo struktiiras. Skirtingy ry$iy jautrumas aukStam slégiui eilés tvarka iSsidésto
taip: hidrofobiné saveika > elektrostatiné sgveika > vandeniliniai rySiai > kovalentiniai rysiai [54].

Pieno baltymai kazeinai yra atsparesni ekstremaliam aplinkoms poveikiui dél jy micelinés struktiiros,
kurig palaiko vandeniliniai rysiai, hidrofobiné saveika ir koloidinio kalcio fosfato sgveika. Paveikiant
kazeinus aukstu slégiu hidrofobiné sgveika iSyra kazeino micelés viduje ir vanduo jsiskverbia j
miceliy struktiira, vyksta hidratacija [54].

Globulinis isriigy baltymas f-LG yra jautrus slégiui [54]. Goyal'as, et al. [55] apibendrino ankstesnius
tyrimus atliktus siekiant jvertinti slégio jtakg f-LG ir padaré iSvada, kad Sio baltymo molekulé
i§silanksto veikiama 100400 MPa slégiu. Wu, et al. [56] teigia, kad poveikis aukstu slégiu gali
padidinti f-LG alergiskuma.

Pieno iriginis baltymas ALA turi grieztesne strukttirg lyginant su 5-LG. Mokslininky atlikti tyrimai
parodé, kad tik apie 10% ALA baltymy piene denattruoja veikiant 600 MPa slégiu 30 min. Pakélus
slégj iki 800 MPa denatiiruoja didesnis kiekis — beveik 50 % [54].

Pieno baltymas BSA gali atlaikyti slégj iki 600 MPa, dél didelio skai¢iaus disulfidiniy jungciy ir
auksto lygio spiralés strukttiros [54].

1.3.3. Cheminé hidrolizé

Cheminé hidrolizé rugstinése ar Sarminése sglygose yra retai naudojama pramonéje, bet jei taikoma
tai kartu su terminiu apdorojimu ir poveikiu aukstu slégiu. Kaip pavyzdys, tokiu budu gauti kvieciy
baltymy hidrolizatai yra parduodami. Po hidrolizés gauti peptidai gali pasizyméti mazesniu alergeniu
aktyvumu nei pats baltymas [42].

Pieno baltymy alergiSkumas gali biiti sumazintas konjuguojant baltymus su sacharidais
kontroliuojamoje Majero reakcijoje [52]. Pieno baltymy alergiskumo sumazinimas pritaikant Majero
reakcijg priklauso nuo sacharidy kiekio, konjuguoto prie baltymy, ir nuo sacharidy molekulinio
dydzio. Hattori, et al. [57] nustaté, kad f-LG — KMD (karboksilmetildekstranas) dariniai su didesniu
sacharido kiekiu pasizymi nedideliu alerginiu aktyvumu (vertinimui naudotas komercinis ELISA
rinkinys ir peliy antiserumas).
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1.3.4. Ultragarsas

Ultragarsiniy bangy poveikis baltymams yra labai sudétingas procesas [58]. Ultragarsas ne tik suardo
baltymus, bet gali papildomai paveikti baltymus, kaip: a) jau denatiiruoty baltymy agregaty
dezintegracija suspensijoje dél slyties jégy, kurios susidaro dél didelés galios zemo daznio ultragarso,
ir (b) cheminis baltymy skaidymas dél radikaly, kurie susidaro mazos galios auksto daznio ultragarso
metu [54]. Apibendrintas ultragarso poveikio jtakos pieno baltymams vaizdas yra pateiktas 1.14

v

Aukstas daznis
(300-800 kHz)

v

Netinkami maisto
gamybai (gali
pasireiksti pieno
komponenty
oksidacija)

paveiksle.
Pieno baltymai
Poveikis ultragarsu
Zemas daznis
(20-30 kHz)
Baltymy agregaty Konformaciniai
disociacija baltymy poky¢iai
‘ v
Padidéjes tirpumas, hid ?tzi.skléiﬁi .
Sumaiéqu 1drorobiniail likuciai
drumstumas ir klampa |

v

v

Pageréjusios
emulsavimo savybés

Baltymy agregavimas

1.14 pav. Auksto ir zemo daznio ultragarso poveikio jtaka pieno baltymams [54]

Ultragarso pritaikymas pieno sistemoje yra pakankamai naujas procesas. Liu, et al. [59] nustaté, kad
paveikus pieng 20 kHz ultragarsu 15 min aukstos vertés pH aplinkoje, o véliau neutralizavus,
gaunamos pazeistos kazeino micelés. Pieno baltymy, paveikty ultragarsu, vaizdas gautas naudojant
skanuojantj elektroninj mikroskopa (SEM) yra pateiktas 1.15 paveiksle.

1.15 pav. SEM pieno baltymy koncentrato paveikto 20 kHz ultragarsu a) 0
nuotraukos [60]

min, b) 0,5 min ir ¢) 5 min
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1.3.5. Kombinuoti budai

Paprastai praktikoje yra naudojamos jvairiy biidy kombinacijos siekiant gauti geriausig rezultatg
modifikuojant baltymus. Poveikis auks$tu slégiu dazniausiai yra naudojamas siekiant palengvinti
hidrolizés procesa. Kaip pavyzdys, f-LG galima efektyviai hidrolizuoti jvairiais fermentais, esant
aukstam slégiui. Gauti hidrolizatai gali turéti mazesnj alerginj aktyvuma ir IgE suri§ima. Tokia pieno
baltymy hidrolizé yra veiksminga hipoalerginiy iSriigy hidrolizaty gamybos strategija [52].

Deaminimas yra pramoninis buidas keisti baltymy struktiira, siekiant padidinti tirpumg cheminei
hidrolizei. Kaip pavyzdys, gliutininiai baltymai yra deaminami, kad biity padidintas jy tirpumas.
Tuomet atlikus cheming hidroliz¢ gaunami peptidai, kurie galimai turi mazesnj alerginj aktyvuma
[61].

Paveikus baltymus ultragarsu, baltymy hidrolizés jautrumas gali padidéti arba mazéti, priklausomai
nuo pirminio apdorojimo salygy ir intensyvumo, taip pat nuo naudojamos proteazés ar baltymo
pobiidzio [58]. Stefanovié‘ius, et al. [62] mano, kad didelio intensyvumo ultragarso naudojimas gali
keisti baltymy konformacija, paveikdamas vandenilinius rySius ir hidrofobines sgveikas dél
kavitacijos reiSkinio, todé¢l padidéja hidrolizés laipsnis ir funkcionalumas.

1.4. Baltymy modifikavimo biotechnologiniai buidai

Siekiant sumazinti jvairiy baltymy alerginj aktyvuma, vis dazniau naudojami biotechnologiniai
procesai. Vienas populiariausiy pramonéje pritaikomy biotechnologiniy sprendiniy yra membraninés
technologijos, kurios populiarios dél savo nesudétingo veikimo principo ir pladiy pritaikymo
galimybiy. Kitas populiarus biotechnologinis procesas yra fermentinés hidrolizés taikymas, kurio
metu baltymai yra veikiami proteazémis siekiant paveikti baltymo struktira, t.y., ji suskaldant j
mazesnius fragmentus.

1.4.1. Fermentiné hidrolizé

Fermentiné hidrolizé¢ yra labiausiai paplites procesas, naudojamas pramoniniu budu, siekiant
sumazinti baltymy alergiSkuma. Fermentinés hidrolizés metu baltymai gali buti suskaldyti j mazas
peptidy molekules ir aminortigstis [42].

Wréblewska, et al. [53] savo tyrime atliko dviejy pakopy fermenting hidrolize naudodama alkalaze ir
papaing. Mokslininkai nustaté, kad Sis hidrolizés procesas buvo veiksmingiausias mazinant pieno
iSriigy baltymy alerginj aktyvuma, nors ir liko alerginiy epitopy.

Fermentinés hidrolizés derinimas su terminiu apdorojimu padidina pagrindinio pieno baltymo (ALA
ir B tripting ir pepting hidroliz¢ ir taip gali sumazinti pieno alergiskuma. O apdorojimas
mikrobangomis esant 200 W pagreitina $-LG hidroliz¢ naudojant pepsing ir zymiai sumazina baltymo
alerginj aktyvuma [52].

Ne visi po hidrolizés gauti peptidai pasizymi mazesniu antigeniSkumu. Kai kurie i§ dalies
hidrolizuojami peptidai isliecka alergiski, nes juose yra likg alerginiai epitopai arba jie gali sudaryti
alerginius junginius [63].

Li, et al. [49] pateiké fermentinés hidrolizés pavyzdj su Aspergillus oryzae bakterijomis. Jos
produkuoja polisacharidy hidrolazes tokias kaip gliukoamilaze, a-amilazé, a-gliukozidazeé ir
proteazes. Gauty proteaziy gamyba hidrolizuoja maisto baltymus ir keicia jy IgE jungimosi geba.
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Proteolitiniai fermentai gali iSsiskirti vykdant fermentacija su pieno rugsties bakterijomis (PRB) [64].
Pieno baltymy hidrolizé naudojant Lactobacillus bakterijas fermentacijos metu gali turéti didelj
poveikj pieno virSkinamumui ir bioaktyviy peptidy gamybai. Mokslininky atlikti tyrimai parodé, kad
Lactobacillus fermentacija gali paskatinti pieno alerginiy baltymy skaidyma. Nustatyta, kad PRB
fermentacija gali susilpninti f-LG antigeniSkumg nugriebtame piene ir saldziose iSrigose [52], 0
kombinuotos Lactobacillus helveticus ir Streptoccocus thermophilus padermés yra veiksmingos
mazinant alerginj aktyvuma pieno baltymy ALA (slopinimas 87%) ir f-LG (slopinimas 95 %) [65].

1.4.2. Ultrafiltracija

Ultrafiltracija daugiausiai naudojama peptidy frakcionavimui, taip pat baltymy ir kity
makromolekuliy paSalinimui pagal jy molekulinj dydj [66]. Svarbu zinoti, kad baltymy
frakcionavimas naudojant ultrafiltracijg labai priklauso nuo proceso metu esamy fizikiniy ir cheminiy
salygy, todél procesas turi biiti labai tiksliai sureguliuotas, kad buty galima veiksmingai atskirti
baltymus [67].

Pieno pramong¢je ultrafiltracijos procesas yra taikomas pieno baltymy koncentravimui. Sio proceso
tikslas yra padidinti sausyjy medziagy kiekj nuo mazdaug 37 % iki 80 % (ar daugiau) paSalinant
vanden] ir kitus mazamolekulinius junginius. Pieno baltymy koncentratams gaminti pramongéje
dazniausiai naudojamos 10-30 kDa pory dydzio membranos [68].

Holland'as, et al. [69] nustaté, kad pieno baltymas ALA geba prasiskverbti pro 100 kDa
nemodifikuot3 membrang, o kiti baltymai yra sulaikomi. Sio tyrimo tikslas buvo istirti srauto
padidéjima pieno baltymy koncentraty gamyboje naudojant placiy pory dydzio, neigiamai jkrautas,
tangentiSko srauto ultrafiltravimo membranas

1.5. Literatuiros apZvalgos apibendrinimas

Literattiros apZvalgos skyriuje supazindinta su pieno baltymais ir pateikta detali informacija apie
kiekvieng pieno baltyma, pasizyminti alerginu aktyvumu: a-laktoalbuming (Bos d 4), p-
laktoglobuling (Bos d 5), serumo albuming (Bos d 6), asi-kazeing (Bos d 8-9), as>-kazeing (Bos d
10), p-kazeing (Bos d 11) ir x-kazeing (Bos d 12). Skyriuje paaiskinta, kas yra baltymy alerginis
aktyvumas ir placiau iSanalizuota alergija pienui bei pieno produktams.

Apzvelgus pieno baltymy alerginio aktyvumo potencialg ir jvertinus pieno bei jo produkty alergijos
mastg pasaulyje, iSnagrinéti pieno baltymy modifikavimo btidai pateikti mokslinéje literattiroje, tokie
kaip terminis apdorojimas, poveikis aukStu slégiu, cheminé hidrolizé, ultragarsas bei Siy biudy
kombinacijos.

Literatiiros apZvalgos skyriy uZbaigia iSanalizuotos baltymy modifikavimo biotechnologiniais biidais
galimybés taikant fermentinés hidrolizés ir ultrafiltracijos metodus.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Siame skyriuje bus pateiktos baigiamojo magistro darbo eksperimentams naudotos medZiagos,
detalizuoti tyrimo objektai ir aprasytos tyrimams naudotos metodikos.

2.1. Medziagos

Baigiamojo projekto tyrimams naudoti jvairiy koncentracijy tirpalai pagaminti i§ medziagy, kurios
yra pateikos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Eksperimentams naudoty medziagy duomenys

MedZiaga Grynumas Gamintojas Salis
Pienas 3,2 % riebumo 100 % AB ,,Pieno zvaigzdés* Lietuva
IBI 90 % UAB ,,Sveika Energija“ Lietuva
MKB 85 % AB ,,Pienas LT Lietuva
HIB 80 % Myprotein Jungtiné Karalysté
NaOH 99 % Reachem s.r.o. Slovakija
HCI 37 % Sigma-Aldrich Vokietija
Distiliuotas vanduo 100 % - -
K2HPQO4-3H,0 99 % Reachem s.r.o. Slovakija
Trichloracto rugstis 99 % Sigma-Aldrich Vokietija
Folin-Ciocaulteu reagentas - Sigma-Aldrich Vokietija
Na,COs 99 % Sigma-Aldrich Vokietija

yra pateiktas 2.1 paveiksle.

b)

@ U ﬁuu -J]

o M gt . PROTEIN
I5SRUGY BALTYMY ﬂ | -
IZOLIATAS  |! ;
(kg £

Fermentinei hidrolizei ir ultrafiltracijai naudoti komerciniai IBI, MKB ir HIB milteliai, kuriy vaizdas

e

9999999

2.1 pav. Komerciniy pieno baltymy pakuotés: a) IBI; b) MKB ir c)HIB

Fermentinei hidrolizei atlikti naudotos bakterinés Bacillus rusies ir gyviininés kilmés proteazés.

Naudoty fermenty charakteristikos yra pateiktos 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Ekperimentui naudoty fermenty duomenys

Pavadinimas Fermento numeris Aktyvumas Saltinis Gamintojas
Everlazé 232-752-2 >16 U/g Bacillus rasies bakterijos Novozyme Corp.
Esperazé 232-752-2 >8 Ulg Bacillus rasies bakterijos Novozyme Corp.
Savinazé 232-752-2 >16 U/g Bacillus rasies bakterijos Novozyme Corp.
Tripsinas 3.4.21.4 6048 U/g Galvijy kasa Sigma-Aldrich
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2.2. Tyrimo objektali

Tyrimy objektai yra nemodifikuoti ir modifikuoti pieno baltymy milteliai:

1) Lieso pieno baltymy milteliai (LSB)

2) Isrugy baltymy izoliato milteliai (1BI)

3) Micelinio kazeino baltymy milteliai (MKB)

4) Modifikuoti lieso pieno baltymy (30 kDa) koncentrato milteliai (MLPBK30)
5) Modifikuoti iSrigy baltymy (30 kDa) koncentrato milteliai (MIBK30)

6) Modifikuoti hidrolizuoti i$rugy baltymy (30 kDa) koncentrato milteliai (MHIBK30)
7) Hidrolizuoti (I fermentas) lieso pieno baltymy milteliai (HLPB1)

8) Hidrolizuoti (I fermentas) iSrtigy baltymy milteliai (HIB1)

9) Hidrolizuoti (I fermentas) micelinio kazeino milteliai (HMK1)

10) Hidrolizuoti (II fermentas) lieso pieno baltymy milteliai (HLPB2)

11) Hidrolizuoti (II fermentas) isrtigy baltymy milteliai (HIB2)

12) Hidrolizuoti (11 fermentas) micelinio kazeino milteliai (HMK2)

13) Hidrolizuoti (II fermentas) lieso pieno baltymy milteliai (HLPB3)

14) Hidrolizuoti (III fermentas) iSrigy baltymy milteliai (HIB3)

15) Hidrolizuoti (111 fermentas) micelinio kazeino milteliai (HMK3)

16) Hidrolizuoti (IV fermentas) lieso pieno baltymy milteliai (HLPB4)

17) Hidrolizuoti (IV fermentas) isriigy baltymy milteliai (HIB4)

18) Hidrolizuoti (IV fermentas) micelinio kazeino milteliai (HMK4)

Apibendrinta eksperimentiniy tyrimy schema yra pateikta 2.2 paveiksle.

——————

LSB 1Bl MKB

A 4

Pradinis tirpalas

. |

\
| v v
Fermenty aktyvumas :<__ . .
Hidrolizés laispnis ! Fermentiné hidrolizé Ultrafiltracija
______________ , v !
Hidrolizatai Koncentratai
I I |
Liofilizacija
|
— — A N ™ ™ < <t 8 = 8
— N ™ <t N4 I
LULE| ]2 2] |22 8]| 22| 2]|g]|z]|2||E
= =
I I I I I I I I I I I | I |
v v y
s_IgE nustatymas Imuno chromatografinis testas ELISA

2.2 pav. Eksperimentiniy tyrimy schema
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2.3. Tyrimy metodai
Siame skyrelyje aprasomi tyrimams naudoti metodai.

2.3.1. Pradiniy tirpaly paruoSimas

Ultrafiltracija

Ultrafiltracijai naudotas liesas pienas kaip pateikta Gavazzi-April, et al. [70] eksperimente. Lieso
pieno baltymai buvo gautas i§ 3,2 % riebumo AB ,,Pieno Zvaigzdziy“ pieno. Riebus pienas buvo
pasildytas iki optimalios seperavimo temperatiiros, kuri yra 35-45 °C ir seperuotas naudojant
seperatoriy Milky FJ 130 ERR (Janschitz GMBH, Austrija). Po seperavimo gautas liesas pienas ir
grietin¢lé. Dalis lieso pieno buvo uzsaldyta —20 °C temperatiiroje ir liofilizuota alerginiams tyrimams.

ISriigy baltymy izoliato 6,5 % ir hidrolizuoty iSriigy baltymy 6,5 % tirpalai buvo paruosti istirpinant
IBI ir HIB distiliuotame vandenyje. Gauti tirpalai buvo filtruojami pro filtrinj popieriy siekiant
pasalinti neistirpusias daleles ir toliau naudoti ultrafiltracijai.

Hidrolizé

Liesas pienas skirtas hidrolizei buvo naudojamas toks pats kaip ir ultrafiltracijai. ISrtigy baltymy
izoliato ir micelinio kazeino tirpalai skirti hidrolizei buvo paruosti pagal Kristoffersen‘o, et al. [71]
pateikta metodika. IBI ir MKB milteliai buvo istirpinti distiliuotame vandenyje sudarant 3 % tirpalus.

2.3.2. Fermenty aktyvumo nustatymas

Fermenty i$skirty i§ Bacillus rtsies bakterijy aktyvumas nustatytas pagal Tsuchida, et al. [72] pateikta
metodika su keleta modifikacijy. Kaip substratas naudotas 0,65 % kazeino tirpalas. Kiekvienam
fermentui naudota po du mégintuvélius su substratu: tuscias ir tiriamasis méginiai. Pirmiausia
meégintuvéliai su substratu pasildyti iki 50 °C termostatuojamoje vandens voneléje Ultratherm BWT-
U (SIA Biosan, Ryga, Latvija), kadangi tai yra optimali fermenty esperazés, everlazés ir savinzés
veikimo temperatiira. Substratui pasiekus 50 °C temperatiirg j pirmajj mégintuvélj jpilta tiriamojo
fermento ir mégintuvéliai veél termostatuoti toje pacioje temperatiiroje 10 min. Fermentiné reakcija
sustabdyta jpylus 0,11 M trichloracto riigSties i visus meégintuvélius. Po to, tik  antrgjj méguntuvélj
ipilta fermento tirpalo ir visi mégintuvéliai inkubuoti 50 °C temepratiiroje 30 min. Po inkubacijos visi
mégintuvéliai centrifuguoti 5 min 5000 aps./min. | gautus filtratus jpilta 0,5 M Na2COs tirpalo ir 1,1
mM Folin-Ciocalteu reagento tirpalo. Mégintuvéliai inkubuoti 50 °C temperatiiroje 30 min. Po to
meéginiai pakartotinai centrifuguoti 5 min 5000 aps./min. ISmatuota gauty bandiniy 660 nm bangos
ilgio $viesos spindulio sugertis naudojant Shimadzu UV — 1280 (Shimadzu Corporation, Japonija)
spektrofotometrg.

Fermenty aktyvumui apskaiiuoti sudaryta L-tirozino standartiné¢ kreiveé su tokiomis tirozino
koncentracijomis: 0,055; 0,111, 0,221, 0,442 ir 0,553 pmol. Fermenty aktyvumas apskaiciuotas pagal
pateiktg formulg:

avjmi = £V Ve 2.1)
ml=— .

VF -t VK
¢ia: TEV — L-tirozino ekvivalento verté, umol; Vg — bendras reakcijos taris, ml; Ve — fermento tiiris,
ml; t — fermentinés reakcijos trukmé, min; Vi — kolometriniame nustatyme naudotas tiiris, ml.
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2.3.3. Fermentiné hidrolizé

Fermentiné hidrolizé¢ buvo atlikta 250 ml talpos kiiginése kolbose, o pradiniai IBI, MKB ir LSB
tirpalai po 100 ml paruosti pagal 2.3.1. skyrelyje aprasyta metodika. Gauty tirpaly pH vertés
sureguliuotos iki 8 naudojant 0,1 M NaOH tirpalg. Prie§ inokuliuojant fermentus tirpalai pasildyti
termostate Binder (Tuttlingenas, Vokietija) iki optimalios fermenty veikimo temeperatiiros, kurios
yra pateiktos 2.3 lentel¢je.

2.3 lentelé. Fermentinés hidrolizés salygos pagal fermentus

Fermento pavadinimas | Zyméjimo kodas Veikimas pH Temperatira, °C
Everlazé I 8 50
Esperaze I Baltymy skaidymas j 8 50
Savinazé i aminortigstis 8 50
Tripsinas v 8 37

IBI, MKB ir LSB fermentin¢ hidrolizé naudojant I, I ir III fermentus vykdyta pagal Kristoffersen‘o,
et al. [71] ir Shu, et al. [73] pateiktas metodikas su modifikacijomis. Pasildyti tirpalai inokuliuoti 5
% fermento substrato kiekiui ir termostatuoti 50 °C temperatiiroje termostate Binder (Tuttlingenas,
Vokietija) 5 val. Fermentinés hidrolizés metu matuota tirpaly pH vertés ir prireikus papildomai
jlasinta 0,1 M NaOH tirpalo siekiant i§laikyti vienodas reakcijos salygas. Baigus fermenting hidrolize
fermentai termiskai inaktyvuoti bandinius kaitinant 90 °C temperatiiroje 15 min termostate Binder
(Tuttlingenas, Vokietija). Inaktyvuoti bandiniai atvésinti iki kambario temperatiiros ir pH vertés
sureguliuotos iki 7 naudojant 0,1 M HCI tirpalg. Bandiniai uzSaldyti Saldymo kameroje iki —20 °C
temperatros ir liofilizuoti. Apibendrinta fermentinés hidrolizés schema yra pateikta 2.3 paveiksle.

LSB/IBI/MKB tirpalai

[

| Tirpaly pasildymas :
| (iki 37 arba 50 °C, 30 — 40 min) |
| | etapas: pasiruo$imas I
| ¢ fermentinei hidrolizei I
: Fermenty inokuliacija |
\ (5 % arba 1:100 (m/m)) '

Fermentiné hidrolizé Il etapas: fermentine

]
pH 8 islaikymas s: ferm |
(37 arba 50 °C, 5 val.) hidrolize |

J

(0,1 M NaOH)

|
Fermenty inaktyvavimas I!I etgpgs: fermentinés |
(90 °C, 15 min) hidrolizés sustabdymas }

Bandiniy uzsaldymas
(-20°C)

2.3 pav. Apibendrinta fermentinés hidrolizés schema
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IBI, MKB ir LSB fermentiné hidrolizé naudojant IV fermenta vykdyta pagal Deng‘o, Gruppen‘o and
Wierenga [74] pateikra metodikg su modifikacijomis. Paruostas vandeninis 10 mg/ml IV fermento
tirpalas, kuris inokuliuotas j pasildytus tirpalus fermento substrato santykiu 1:100 (m/m). Fermentiné
hidroliz¢ vykdyta 37 °C temperatiroje termostate Binder (Tuttlingenas, Vokietija) 5 val. Reakcijos
misiniy pH vertés iSlaikytos naudojant 0,1 M NaOH ir 0,1 M HCI tirpalus. Fermentiné hidrolizé
sustabdyta termiSkai 90 °C temperatiiroje 15 min termostate Binder (Tuttlingenas, Vokietija). Gauti
bandiniai atvésinti iki kambario temperatiiros, uzSaldyti —20 °C temperataroje ir liofilizuoti.

2.3.4. Fermentinés hidrolizés laipsnio nustatymas

Fermentinés hidrolizés laipsnis (HL) nustatytas naudojant pH-stat metoda pateikta Eberhardto, et al.
[75] moksliniame darbe. Vykdant fermentines hidrolizes palaikytos pastovios reakcijos tirpaly pH
vertés naudojant 0,1 M NaOH tirpalg. Reakcijos miSiniy pH reguliuotos po 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90,
120, 180, 240 ir 300 min. Kiekvienu atveju sunaudotas 0,1 M NaOH tirpalo kiekis buvo fiksuotas ir
pritaikytas hidrolizés laipsnio skai¢iavimams pagal pateiktg formulg:

L% =——"2 1000, 2.2)
o Mp " h’tOt

¢ia: B — sunaudoto 0,1 M NaOH kiekis, ml; Mb — NaOH tirpalo koncentracija, mol; a — vidutinis a-
amino grupiy disociacijos laipsnis (kazeino — 0,442; isrugy — 0,44); Mp — baltymo masé, g; hiot —
bendras peptidiniy jung¢iy skaicius substrate (liesas pienas — 8,29 mmol/g, iSrigos — 8,8 mmol/g,
kazeinas — 8,2 mmol/g).

2.3.5. Ultrafiltracija

Ultrafiltracijos procesas jvykdytas pagal Gavazzi-April, et al. [70] aprasyta eksperimentg ir pagal
jrangos gamintojo pateiktas rekomendacijas. Procesui atlikti naudoti firmos Millipore Amicon® Ultra
- 15 mégintuvéliai su 30 kDa membranomis ir jy vaizdas yra pateiktas 2.4 paveiksle.

/

/
=
=
MILLUPORE
-
g
—

TR RS

2.4 pav. Amicon® Ultra — 15 mégintuvéliai

Pradiniai LSB, IBI ir HIB tirpalai po 100 ml paruosti pagal 2.3.1. skyrelyje aprasyta metodika, o jy
vaizdas yra pateiktas 2.5 paveiksle.
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2.5 pav. Pradiniy tirpaly vaizdas: a) LSB; b) IBI; c) HIB

Pradiniai tirpalai jpilti j Amicon® Ultra — 15 mégintuvélius su 30 kDa membranomis po 12 ml ir
centrifuguoti 20 min 8600 rpm greiciu (centrifugavimo parametrai pasirinkti pagal gamintojo
pateiktas rekomendacijas) naudojant centrifugg ,,Universal 320 R* (Andreas Hettich GmbH &
Co.KG, Tuttlingenas, Vokietija). Diafiltruota su gauty pradiniy tirpaly koncentratais. Gauti galutiniai
koncentratai uzSaldyti Saldymo kameroje iki —20 °C temperatiros ir liofilizuoti. Atliktos
ultrafiltracijos apibendrinta proceso schema yra pateikta 2.6 paveiksle.

LSB/IBI/HIB tirpalai

y

» | Tirpalo supylimas j mégintuvelj
su membrana (12 ml)

A

Centrifugavimas
(8600 rpm, 20 min)

A

Gauto koncentrato ir filtrato
perpylimas j sterilius indelius

A

Diafiltravimas naudojant gautus
koncentratus

4

Galutiniy koncentraty
uzsaldymas (—20 °C)

Liofilizavimas

2.6 pav. Apibendrinta ultrafiltracijos laboratorinémis sglygomis schema
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Ultrafiltracijos laboratorinémis saglygomis naudojant Amicon® Ultra — 15 mégintuvélius su 30 kDa
membranomis schematinis vaizdas yra pateiktas 2.7 paveiksle.

ij

Filtracija Diafiltracija

2.7 pav. Amicon® Ultra — 15 mégintuvéliy veikimo principiné schema
2.3.6. Liofilizacija

Liofilizacija / sublimacija atlikta siekiant gauti bandinius milteliy pavidalu. Po fermentinés hidrolizés
ir ultrafiltracijos gauti bandiniai uzsaldyti Saldymo kameroje iki —20 °C temperatiiros ir liofilizuoti
sublimatoriuje / liofilizatoriuje Freeze Drying Plant Sublimator 3x4x5 (Zirbus Technology,
Vokietija), kurio vaizdas yra pateiktas 2.8 paveiksle.

2.8 pav. Sublimatoriaus / liofilizatoriaus vaizdas

Sublimatoriaus / liofilizatoriaus Freeze Drying Plant Sublimator 3x4x5 (Zirbus Technology,
Vokietija) techninés dziovinimo kameros charakteristikos yra pateiktos 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Sublimatoriaus / liofilizatoriaus Freeze Drying Plant Sublimator 3x4x5 dziovinimo kameros
charakteristikos

ISmatavimai (A X H X B) 350 x 550 x 550 mm
Lentynos iSmatavimai 300 x 400 mm
Lentyny temperatiira —40/<-55 °C iki +60 °C
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2.3.7. ELISA metodas

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) — biocheminis metodas, daZzniausiai naudojamas
imunologijos srityje, siekiant nustatyti antikiiniy ar antigeno buvimg méginyje. Gali biiti naudojama
jvairiy pramonés sektoriy kokybés kontrolés procesuose.

Siekiant jvertinti po ultrafiltracijos laboratorinémis sglygomis naudojant 30 kDa membranas gautus
permeatus ir retantus buvo naudotas ELISA rinkinys Proteon Milk TR (ZEULAB, Zaragoza,
Ispanija), kuris yra paremtas g-laktoglobulino reakcija j tiriamuosius méginius. Naudoto rinkinio
bendras vaizdas yra pateiktas 2.9 paveiksle.

2.9 pav. ELISA testo Proteon Milk TR rinkinio vaizdas

ELISA testas buvo atliktas tokia tvarka:

1) Pasiruostas tiriamasis méginys: 2 g bandinio istirpinta 20 ml ekstrakcijos buferio. Tuomet
meéginiai inkubuoti 15 min 40 + 2°C temperatiiroje termostate Binder (Tuttlingenas, Vokietija). Po
inkubacijos méginiai filtruoti.

2) Po 0,1 ml pasiruosto méginio ar standarto jpilta j Sulin¢lius. Svelniai pamaisyta ir inkubuota
kambario temperatiroje (20—24 °C) 30 min termostate Binder (Tuttlingenas, Vokietija).

3) Sulinéliai i§tustinti juos apverciant. Tusti $ulinéliai praplauti j kiekvieng $ulinélj jpilant po 0,3 ml
plovimo buferio. Tai kartota tris kartus. Po to Sulinéliai apversti ant filtrinio popieriaus, kad
pasalinti pertekling drégme.

4) Po 0,1 ml conjugate antikiino jpilta j i¥plautus ir i$sausintus Sulinélius. Svelniai pamaiSyta ir
inkubuota kambario temperatiiroje (20—24 °C) 30 min termostate Binder (Tuttlingenas, Vokietija).

5) Sulinéliai praplauti kartojant 3 zingsnj.

6) Po 0,1 ml substrato jpilt j i§plautus ir i§sausintus $ulinélius. Svelniai pamaiSyta ir inkubuota
kambario temperatiiroje (20-24 °C) 30 min termostate Binder (Tuttlingenas, Vokietija). Sio
zingsnio metu Sulinéliai nusidazé melyna spalva.

7) Ipilta po 0,05 ml stop tirpalo j kiekvieng Sulinélj ir Svelniai pamaisyta.

8) Matuota méginiy sugertis 450 nm bangos ilgyje naudojant mikroléksteliy skaitytuva
spektrofotometrg FLUOstar Omega BMG (Labtech, Vokietija).
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2.3.8. Imuno chromatografinis testas alergeny nustatymui

Imuno chromatografinis testas Proteon Duo Milk Express (ZEULAB, Zaragoza, Ispanija) yra
greitasis alergeny tyrimy rinkinys skirtas nustatyti alergenus, Siuo atveju pieno, maiste ir ant darbiniy
pavirSiy. Rinkinys pagrjstas kokybiniu (teigiamu / neigiamu) rezultatu per kelias minutes (2.10 pav.,
b).

D¢l paprastumo ir greitumo toks rinkinys yra tinkama priemoné alergeny valdymo ir gerosios
gamybos praktikos patikrinimui, kryZzminio uzter§tumo kontrolei ar pramoninéms gamybos linijoms.
Rinkinj sudaro tepinéliy pakuote, sterilis homogenizavimo maiSeliai, sterilios pipetés su
mégintuvéliais, 10 ml sterilus Svirkstas, 1 ml sterilus Svirkstas, testiniy juosteliy pakuoté ir buferis
skirtas analizei. Viso rinkinio vaizdas yra pateiktas 2.10 paveiksle, a.

a) b)

T/

’

C control line linea control
T test line /inea test (Ova)
T, test line /inea test (B-LG)
T, test line /inea test (Cas)

2.10 pav. Imuno chromatorgrafinio testo Proteon Duo Milk Express rinkinio vaizdas (a) ir testo rezultaty
interpretavimo pavyzdys (b)

Pasverta 1 g tiriamyjy milteliy ir suberta j sterily homogenizavimo maiselj. Ipilta 10 ml analizei skirto
buferio su 10 ml steriliu §virkStu ir miSinys homogenizuotas apie 1-2 min. Naudojant sterilig pipete
] mégintuvélj sulaSinti 6 lasai homogenizuoto misinio. Testiné juostelé pamerkta | mégintuvélj su
bandiniu ir palikta ramiai 10 min kambario temperatiroje (15-25 °C). Gauti rezultatai interpretuoti
pagal gamintojo pateiktas rekomendacijas. Apibendrinta imuno chromatografinio testo atlikimo
schema yra pateikta 2.11 paveiksle.

2.3.9. Specifiniy IgE nustatymas kraujo serume

Specifiniy IgE nustatymas kraujo serume yra paremtas in vitro analize, kurios metu nustatoma, kaip
stipriai reaguoja alergisko pienui Zmogaus kraujo serumas su modifikuotais pieno milteliais. Pilnam
tyrimo atlikimui taip pat naudojama klinikiné ALEX diagnostiné sistema (MACRO ARRAY
DIAGNOSTICS, Austrija), kurios vaizdas yra pateiktas 2.11 paveiksle. Si sistema leidzia tiksliai
nustatyti, kokie baltymai ir kaip stipriai reaguoja su kraujo serumu.
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a)

2.11 pav. ALEX diagnostinés sistemos plokstelé (a) ir plokstelés skaitytuvas (b) [93]

Pirmiausia, modifikuoti pieno milteliai istirpinti fosfatiniame buferyje ir gautas tirpalas sumaisytas
su standartizuotu pienui alergisko paciento kraujo serumu. Gauta galutiné modifikuoty baltymo
milteliy koncentracija kraujo serume parinkta 10 pg/pl. Pasiekus tinkamg koncentracijg inkubuota 1
val. Po inkubacijos atliktas pienui ir jo molekuliniams alergenams specifiniy IgE (s_IgE) nustatymas
naudojant kliniking ALEX diagnosting sistemg.

2.3.10. Statistinis duomeny apdorojimas

Statistinis duomeny apdorojimas, diagramy sudarymas, fermenty aktyvumo ir hidrolizés laipsnio
skai¢iavimai atlikti naudojant MS , Excel programing jrangg. Rezultaty patikimumui uztikrinti
eksperimentiniai tyrimai kartoti 3 kartus.
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3. Tyrimy rezultatai ir juy aptarimas

Siame skyriuje pateikiami atlikty baigiamojo magistro projekto eksperimentiniy tyrimy rezultatai, jy
analiz¢ ir aptarimas. [vertinta eksperimentinés pieno baltymy alerginio aktyvumo mazinimo
perspektyvos lyginant mokslininky atliktais bandymais.

3.1. Fermenty aktyvumo jvertinimas

Proteazés — tai fermentai, kurie suskaldo baltymus j mazesnius darinius tokius kaip polipeptidai ir
aminortgstys nutraukdami peptidinius rySius. Minéti fermentai yra laikomi vieni i$ pagrindiniy
fermenty klasiy dél jy plataus panaudojimo tiek mokslinéje, tiek komercingje srityse. Proteazés gali
biti gyviininés, grybelinés ar bakterinés kilmés ir lyginant jas tarpusavyje biitent iSskirtos 1§ bakterijy
proteazés yra reikSmingiausios. Tarp bakterijy Bacillus riisies mikroorganizmai yra placiausiai
naudojami proteazéms gaminti ir isskirti [76]. Todél ir baigiamojo projekto metu naudoti komerciniai
fermentai everlazé, esperazé ir savinazé isskirti i§ Bacillus rusies mikroorganizmy.

IS mikroorganizmy iSskirti fermentai yra bioaktyvis, todél jy fermentinis aktyvumas gali susilpnéti
po tam tikro sandéliavimo laiko. D¢l Sios savybés prie§ pradedant eksperimentus su biofermentais
butina jvertinti naudojamy fermenty aktvyuma. Atlickant tokj jvertinima, reikia atsizvelgti i}
analizuojamy fermenty pateiktas charakteristikas kaip optimali fermenty veikimo temperatiira bei
substrato terpés pH verté. Tirty fermenty charakteristikos pateiktos 2 skyriuje 2.3 lenteléje. Gauti
tyrimo rezultatai yra pateikti 3.1 paveiksle.

0,3
0,25

0,2

0,15

0,1

Fermento aktyvumas, AV/ml

0,05

25085

Esperazé Savinazé Everlazé

o
N

3.1 pav. Fermenty aktyvumo duomenys

Atlikus 3.1 paveiksle pateikty duomeny analiz¢ nustatyta, kad baigiamojo projekto metu naudotos i§
Bacillus mikroorganizmy isskirtos komercinés proteazés yra aktyvios. ApskaiCiuotas fermenty
esperazés ir savinazés aktyvumas yra 0,26 + 0,18 AV/ml, o everlazés 0,017 + 0,16 AV/ml. Tokie
rezultatai rodo, kad fermento everlazés reikia naudoti beveik 15 karty daugiau nei esperazés ar
savinazes. Proteazés everlazés susilpnéjysj aktyvuma gal¢jo lemti sandéliavimo laikas ir salygos,
mikrobiologinis uzterStumas ar pacio fermento specifiSkumas susijgs su fermento aktyvumo
stabilumu.

Apibendrinant gautus duomenis galima daryti iSvada, kad bakterinés proteazés esperaze, everlaze bei
savinaze yra aktyvios ir tinkamos tolimesniems tyrimams vykdyti.
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3.2. Fermentinés hidrolizés jvertinimas

Perdirbant ar papildomai modifikuojant maisto Zaliavas galima pasiekti teigiama poveikj maisto
produkty maistinei vertei ar funkcinémis savybémis. Tai apima pagerintg virSkinamuma, juslinés
kokybés (tokios kaip tekstira ar skonis) pakeitimus ir naudg sveikatai, pavyzdziui, antioksidanty
kiekio didinimg arba alergeniniy junginiy sumazinima. Tokias modifikacijas galima pasiekti atliekant
baltymy fermentine hidrolize¢ naudojant specifines proteazes [77].

Baltymy hidrolizé paprastai vyksta iSsiskiriant H* jonams, kurie kaupiasi terpéje ir dél to hidrolizés
metu terpés pH maz¢ja. Norint palaikyti optimaly hidrolizés greitj, reikia vengti per mazy pH verciy,
kurios gali inaktyvuoti proteazes. Taigi jprastai baltymy hidrolizés metu i$silaisvinusiy H" jony
neutralizavimui ir terpés pH grazinimui j optimaly arba pradinj lygj naudojama bazé (paprastai
NaOH) [78].

Atliekant fermenting hidroliz¢ yra svarbu palaikyti optimalias reakcijos salygas kaip temperatiirg ir
reakcijos terpés pH. Optimalios pH vertés iSlaikymas naudojant baze suteikia galimybe stebéti ir
apskaidiuoti fermentinés hidrolizés laipsnj. Sis rodiklis parodo, iki kokio laipsnio pavyko suskaldyti
baltymus jvykdzius eksperimentg. Daugeliui baltymy reikia auksto hidrolizes laipsnio, kad alerginis
aktyvumas biity pakeistas [77].

Hidrolizés laipsnis yra apibréziamas kaip suskaidyty peptidiniy jungCiy procentiné dalis, 0
apibendrinta HL skai¢iavimo iSraiSka yra tokia [79]:

HL =
htot

100 %, (3.1)

¢ia: h — hidrolizuoty jungciy skaiéius; htot — bendras peptidiniy jungéiy skaicius baltymo ekvivalente
(priklauso nuo hidrolizuojamos Zaliavos aminoriig¢iy sudéties).

Priklausomai nuo hidrolizés laipsnio, hidrolizuoti pieno baltymai yra naudojami arba gydyti esamg
alergija karvés pienui (pilnai hidrolizuoti), arba uZkirsti kelig alerginiy simptomy vystymuisi (i§ dalies
hidrolizuoti) [80].

Mokslingje literatiiroje pateikiami keletas metody, skirty hidrolizés laipsnio nustatymui, tokie kaip
pH-stat, osmometrinis, trinitrobenzensulfono ragsties (TNBS) ir kiti [79]. Baigiamojo projekto metu
fermentinés hidrolizés laipsniams jvertinti naudotas pH-stat metodas.

Siekiant gauti kuo tikslesnes hidrolizés laipsnio kitimo kreives, fermentinés hidrolizés metu reakcijos
misiniy pH vertés koreguotos vienuolika karty po 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240 ir 300 min.
Tokia imtis pasirinkta atsizvelgiant ] mokslinése publikacijose pateiktas hidrolizés laipsnio nustatymo
rezultatus [71, 73-74].

Gauti rezultatai detaliau aptariami 3.2.1. — 3.2.4. skyriuose.
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3.2.1. Fermenty jtakos lieso pieno baltymy hidrolizei jvertinimas

Karvés piene yra gausu baltymy, kuriuos galima hidrolizuoti naudojant proteazes. Biitent tiriamajj
bandinj; LSB sudaro kazeinai ir iSrigy baltymai, kurie yra detaliai pateikti 1 skyriuje 1.1 lenteléje.
Fermentin¢ tiriamojo bandinio hidroliz¢ atlikta naudojant bakterinés kilmeés proteazes kaip everlaze,
esperaze, savinaze ir gyvuninés kilmes proteaze tripsing.

Siekiant jvertinti naudoty fermenty jtakg LSB fermentinei hidrolizei buvo stebimas hidrolizés
laipsnio pokytis reakcijos metu. Gauti rezultatai yra pavaizduoti 3.2 paveiksle.
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3.2 pav. LSB fermentinés hidrolizés laipsnio pokytis naudojant keturias skirtingas proteazes

Eksperimento metu naudotos proteazes, iSskyrus tripsing, yra retai naudojamos pieno baltymy
hidrolizei, todél mokslingje literatiroje eksperimenty su identiskais fermentais nerasta. Pateikti
rezultatai 3.2 paveiksle rodo, kad Il ir 11T fermentas beveik identiSkai veiké LSB ir atitinkamai pasieké
maksimalias hidrolizés laipsnio reikSmes 5,66 ir 5,75 %. Pras¢iausi rezultatai gauti naudojant I
fermenta, o nustatytas maksimalus hidrolizés laipsnis atitinkamai 4,57 %. Kristoffersen‘as, et al. [71]
pieno baltymy hidrolizei naudojo proteazes alkalazg ir flavorzyma. Mokslininkai fermenting hidrolize
vykdé 180 min ir atitinkamai pasieké maksimalias reikSmes 13 ir 23 %.

Shu, et al. [73] moksliniame darbe lieso pieno baltymy hidrolizé atlikta naudojant tripsing (IV
fermenta). Mokslininkai sudaré hidrolizés laipsnio kitimo kreives ir nustaté, kad su tripsinu yra
galimybé pasiekti 17,2 % hidrolizés laipsnj. Toks rezultatas yra beveik 10 % didesnis uz baigiamojo
darbo metu gautu rezultata, kuris tesiekia 7,12 %.

Apibendrinant gautus LSB fermentinés hidrolizeés rezultatus galima daryti iSvada, kad tinkamiausias
fermentas LSB hidrolizei yra tripsinas, kurj naudojant pasiekta auks¢iausia hidrolizés laipsnio verté
7,12 %. Naudojant visas proteazes gauti pakankamai mazi hidrolizés laipsniai lyginant su moksline
literatiira. Tam jtakos galé¢jo turéti fermenty sandéliavimo laikas ar neteisingai parinktas fermento
kiekis.
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3.2.2. Fermenty jtakos iSragu baltymu hidrolizei jvertinimas

Pieno baltymy milteliai kaip iSriigy baltymy koncentratas ar izoliatas yra pladiai naudojami ir
pritaikomi maisto pramonéje, siekiant suteikti maisto produktams papildomas maistines bei funkcines
savybes. Pasirinktas tiriamasis bandinys IBI, kurj sudaro isrligy baltymai tokie kaip a-
laktoalbuminas, s-laktoglobulinas, serumo albuminas, imunoglobulinai ir proteozopeptonai. Taip pat,
IBI sudétyje gali buti randama ir glikomakropeptidy [81]. Tiriamojo bandinio IBI fermentiné
hidroliz¢ atlikta naudojant keturias skirtingas proteazes, kurios yra pateiktos 2 skyriuje 2.3 lenteléje.

Siekiant jvertinti naudoty fermenty jtakg IBI fermentinei hidrolizei buvo stebimas hidrolizés laipsnio
pokytis reakcijos metu. Gauti rezultatai yra pavaizduoti 3.3 paveiksle.
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3.3 pav. IBI fermentinés hidrolizés laipsnio pokytis naudojant keturias skirtingas proteazes

Atlikus 3.3 paveiksle pateikty duomeny analize nustatyta, kad auksciausias IBI hidrolizés laipsnis
6,71 % buvo pasiektas naudojant IV fermenta. Sis rezultatas yra beveik 2 % maZesnis uz Fernandez‘o
and Kelly [82] gautg rezultatg. Mokslininkai naudojo ta patj fermenta IBI hidrolizei, kurig vykdé 360
min.

Nustatyta, kad I fermento maksimalus hidrolizés laipsnis buvo 0,6 % maZesnis uz IV fermento
rezultata. Naudojant II ir IIT fermentus atitinkamai pasiekti maksimaliis hidrolizés laispniai buvo 5,08
ir 4,65 %. Fernandez‘as and Kelly [82] savo eksperimente naudojo komercinj Bacillus risies bakterijy
proteaziy misinj ir nustaté maksimalig hidrolizés laipsnio reikSm¢ IBI ~ 8 %. Kiti mokslininkai, kaip
Kristoffersen‘as, et al. [71] iSrtigy baltymy koncentrato hidrolizei naudojo proteazes alkalazg ir
flavorzyma. Mokslininkai fermenting hidroliz¢ vykdé 180 min ir atitinkamai pasieké maksimalias
hidrolizés laipsnio reik§mes 15 ir 27 %. Udenchukwu, et al. [83] atliko IBI hidroliz¢ naudodami
proteazes esperaze, savinaze ir everlazg, taciau hidrolizés laipsnio nenustaté.

Apibendrinant gautus IBI fermentinés hidrolizés rezultatus galima daryti iSvada, kad tinkamiausias
fermentas IBI hidrolizei yra IV, kurj naudojant pasiekta auksciausia hidrolizés laipsnio verté 6,71 %.
Nustatyta, kad fermentinei IBI hidrolizei netinkamiausias buvo 111 fermentas.
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3.2.3. Fermenty jtakos micelinio kazeino hidrolizei jvertinimas

Viena i§ pagrindiniy karvés pieno baltymy grupiy yra kazeinai, kuriuos sudaro asi-kazeinas, asz-
kazeinas, fS-kazeinas, x-kazeinas ir y-kazeinas. Tarpusavyje jie skiriasi pirminés strukttros ir
posttransliacinés modifikacijos tipo bei laipsnio atzvilgiu [84].

Kazeinai yra netirpiis baltymai, todél didesnio susidoméjimo maisto pramongje, siekiant naudoti
Siuos baltymus maisto produkty maistinéms bei funkcinéms savybéms pagerinti, sulaukia miceliniai
(tirpus) kazeinai [10]. Todél pasirinktas tiriamasis bandinys MKB, kurio fermentiné hidroliz¢é atlikta
naudojant keturias skirtingas proteazes pateiktas 2 skyriuje 2.3 lentelgje.

Siekiant jvertinti naudoty fermenty jtaka MKB fermentinei hidrolizei buvo stebimas hidrolizés
laipsnio pokytis reakcijos metu. Gauti rezultatai yra pavaizduoti 3.4 paveiksle.
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3.4 pav. MKB fermentinés hidrolizés laipsnio pokytis naudojant keturias skirtingas proteazes

ISanalizavus 3.4 paveiksle pateiktus rezultatus matoma, kad geriausias MKB fermentinés hidrolizés
rezultatas gautas naudojant IV fermenta. Nustatyta maksimali hidrolizés laipsnio reik§me 7,08 %.
Deng‘as, Gruppen‘as and Wierenga [74] atliko S-kazeino fermenting hidroliz¢ naudodami tripsing ir
pasieké maksimalig hidrolizés laipsnio reikSme 4 %.

Naudojant I, II ir IIT fermentus pasiekti beveik 3 % mazesni rezultatai lyginant su IV fermentu.
Zemiausias hidrolizés laipsnis 3,77 % buvo nustatytas MKB hidrolizei naudojant I fermenta. Norris,
et al. [85] atliko f-kazeino fermenting hidroliz¢ naudodami proteaze iSskirta i§ Aspergillus niger ir
maksimaly hidrolizés laipsnj, kuris buvo 6,62 %, pasieké po 240 min. Mokslininkai Srinivas and
Prakash‘as [86] savo eksperimente naudojo baktering proteaze iSskirtg i§ Streptomyces griseus
mikroorganizmy. Jie atliko a-kazeino fermentin¢ hidrolizg ir nustaté maksimaly hidrolizés laipsnj,
kuri buvo ~ 4 %.

Apibendrinant gautus MKB fermentinés hidrolizés rezultatus galima daryti iSvada, kad tinkamiausias
fermentas MKB hidrolizei yra IV, kurj naudojant pasiekta auk$¢iausia hidrolizés laipsnio verté 7,08
%. Nustatyta, kad kitos proteazes I, II ir III néra tinkamos MKB hidrolizei dé¢l prasty rezultaty.
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3.2.4. Fermenty tinkamumo pieno baltymams modifikuoti jvertinimas

I$ Bacillus riiSies mikroorganizmy gautas proteazes galima naudoti maisto pramonéje, norint gauti
bioaktyvius peptidus ir perdirbti jvairius maisto produktus. Daugel] baltymy galima ribotai
hidrolizuoti, todél gaunami peptidai, dar vadinami baltymy hidrolizatais, pasizymi biologiniu
aktyvumu kaip pavyzdziui, antihipertenziniu, imunostimuliuojanéiu, antimikrobiniu ir
antioksidaciniu aktyvumu. Tokie peptidai gali biiti gauti naudojant proteazes pieno (kazeino ir iSriigy)
baltymams hidrolizuoti [87].

Mokslininkai Udenchukwu, et al. [83] atliko i$rigy baltymy izoliato hidroliz¢ naudodami proteazes
esperaze, savinazg¢ bei everlazg ir nustaté aminortig§ciy sudétj hidrolizaty, gauty naudojant everlaze.
Gauti mokslininky rezultatai parode, kad didziausia kiekj visy nustatyty aminoriig§¢iy sudaré glutamo
ragstis, glutaminas, leucinas ir lizinas. Tai patvirtina teiginj, kad fermentinés hidrolizés metu gauti
hidrolizatai gali tapti funkciniais maisto produkty priedais.

Baigiamojo darbo eksperimento metu bandiniy LSB, IBI ir MKB fermentinei hidrolizei buvo
panaudotos bakterinés proteazés, tokios kaip everlazé (I fermentas), esperazé¢ (II fermentas) bei
savinaz¢ (III fermentas) ir gyviininé¢ proteazé tripsinas (IV fermentas). Visi minéti fermentai yra
tinkami pieno baltymy hidrolizei, kadangi juos naudojant buvo jvykdytas hidrolizés procesas t.y.
pasiektas atitinkamas hidrolizés laipsnis. Taciau, kiekvienas fermentas skirtingai veiké tuos pacius
baltymus, tod¢l jvertinta atitinkamos proteazés galimybés hidrolizuoti pieno baltymus. Vertinimui
naudoti duomenys yra pateikti 3.5 paveiksle.

Atlikus I fermento hidrolizés efektyvumo jvertinima, nustatyta, kad Sis fermentas yra tinkamiausias
IBI fermentinei hidrolizei (3.5 pav., a). Pasiektas maksimalus hidrolizés laipsnis buvo 6,11 % ir Sis
rezultatas beveik 2 % didesnis uz kity bandiniy.

[$analizavus tyrimo rezultatus nustatyta, kad 11 fermentas efektyviausiai hidrolizavo LSB bandinj, o
pasiektas maksimalus hidrolizés laipsnis buvo 5,66 %. Kitus bandinius $is fermentas hidrolizavo
silpniau nei LSB beveik 0,5 -1 % (3.5 pav., b).

I$ pateikty duomeny 3.5 paveiksle (c) matoma, kad Il fermentas yra tinkamiausias LSB hidrolizei
lyginant su kitais bandiniais. Naudojant §j fermentg pasiektas maksimalus LSB hidrolizé laipsnis
buvo 5,76 %.

Ivertinus gautus hidrolizés duomenis su IV fermentu, nustatyta, kad $is fermentas efektyviausiai
hidrolizavo LSB ir MKB bandinius. Pasiektos maksimalios hidrolizés laipsnio reikSmés atitinkamai
buvo 7,13 ir 7,08 % (3.5 pav., d).

Apibendrinant I, I1, III ir IV fermenty tinkamuma pieno baltymams modifikuoti taikant fermenting
hidroliz¢ nustatyta, kad efektyviausiai visus bandinius hidrolizuoja IV fermentas (tripsinas).
Naudojant §j fermentg pasiekti maksimaliis hidrolizés laipsniai buvo tokie: 7,13 % (LSB), 7,08 %
(MKB) ir 6,71 % (IBI). Nustatyta, kad kity fermenty efektyvumas buvo 1-2 % mazesnis lyginant su
IV fermentu. Prastesnius bakteriniy proteaziy rezultatus galéjo lemti Siy fermenty sandéliavimo jtaka
Ju aktyvumui, paciy fermenty kiekis ir jy specifiSkumas hidrolizuojant pieno baltymus. Mokslingje
literatiiroje nerandama pavyzdziy minéty proteaziy taikymo pieno baltymy hidrolizei, todél gali bati,
kad Sios proteazes néra tinkamos pieno baltymy hidrolizei.
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3.5 pav. Hidrolizés laipsnio pokytis substratui priklausomai nuo naudojamo fermento: a) I fermentas; b) II fermentas; c) III fermentas; d) IV fermentas
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3.3. Ultrafiltracijos proceso pieno baltymy modifikavimui jvertinimas

Liesas pienas yra koloidiné kazeino miceliy ir iSrtigy baltymy suspensija, kurig sudaro kalcio, magnio,
kalio ir cinko, taip pat chlorido, fosfato ir citrato anijonai. Ultrafiltruojant pieng, siekiant
sukoncentruoti pieno baltymus, keiCiasi pieno sudétis t.y. padidinamas baltymy bei koloidiniy
mineraly kiekis ir mazinamas vandens, tirpiy mineraly, laktozés bei nebaltyminio azoto kiekis retante.
Prasiskverbianc¢ios medZziagos perecina per membrang j permeatg [88]. Pieno pramonéje taikant

ultrafiltracijos procesg dazniausiai naudojamos membranos, kuriy dydis siekia nuo 10 kDa iki 30 kDa
[68].

Baigiamojo projekto metu naudoti Millipore Amicon® Ultra — 15 mégintuvéliai su 30 kDa
membranomis, kuriy aktyvusis filtravimo plotas — 7,6 cm?. Ultrafiltracija atlikta §iems bandiniams:
hidrolizuotiems isrtigy baltymams (HIB), IBI ir LSB. Gauti bandiniy ultrafiltravimo duomenys yra
pateikti 3.6 paveiksle, a.

a) b)
LSB R
" I
. I,

0 20 40 60 80 100 Retantas Permeatas LSB

# koncentrato Kiekis, % s filtrato kiekis, %
3.6 pav. Bandiniy ultrafiltravimo duomenys (a) ir ELISA metodo LSB rezultaty pavyzdys (b)

Atlikus LSB, HIB ir IBI bandiniy ultrafiltracija laboratorinémis salygomis, jvertinta §io proceso
galimybés siekiant modifikuoti pieno baltymus. Nustatyta, kad HIB ir IBI bandinius pavyko
sukoncentruoti beveik 1,5 karto, o LSB 1,2 karto. Taip pat buvo atlikta MKB ultrafiltracija, kuri
nepavyko, nes bandinys visas prasiskverbé pro membranas. Toks rezultatas leidzia daryti prielaida,
kad kazeinai nesudaro aglomeraty, kadangi nesikoncentruoja naudojant 30 kDa mebranas, o kazeiny
masé yra 12-26 kDa (1.1 lentelé).

Gauti bandiniai buvo jvertinti naudojant ELISA rinkinj. Atlikus rezultaty analiz¢ paaiSkéjo, kad dalis
baltymy prasiskverbia pro 30 kDa membranas, o kita dalis lieka retante. Tai rodo, kad taikant
ultrafiltracijg naudojant tokias membranas néra galimybés pilnai iSfrakcionuoti S-laktoglobulino.
LSB bandinio ELISA rezultaty vaizdas yra pateiktas 3.6 paveiksle, b. Sis pavyzdys rodo, kad
rySkiausia spalva gauta pradiniame bandinyje t.y. didziausia p-laktoglobulino koncentracija.
Permeate ir koncentrate matyti sumazéjusi Sio baltymo alergeno koncentracija lyginant su pradiniu
bandiniu, taciau nepavyko pasiekti rezultato, kad baltymas pilnai pereity j permeata.

Apibendrinant gautus rezultatus galima daryti iSvada, kad ultrafiltracijos procesas yra tinkamas pieno
baltymams modifikuoti. Nustatyta, kad 30 kDa membrang galima pritaikyti LSB, HIB ir IBI pieno
baltymams ultrafiltruoti, ta¢iau ELISA gauti rezultatai rodo, kad tokia membrana néra tinkama
siekiant pilnai pasalinti pieno baltymg alergena S-laktoglobuling i§ pradinio tirpalo.
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3.4. Liofilizacijos proceso jtakos bandiniy savybéms vertinimas

Dziovinimas $al¢iu arba liofilizacija yra dziovinimo procesas, pagrjstas sublimacijos reiskiniu ir
skirtas ilgalaikiam kars¢iui jautriy maisto produkty bei kity biologiniy medziagy iSsaugojimui. Toks
dziovinimo biidas yra tinkamiausias aukstai temperattirai jautriy medziagy dehidratacijai ir iSsaugo
didzigja dalj pradiniy zaliavy savybiy, tokiy kaip forma, iSvaizda, spalva, skonis, tekstiira bei
biologinis aktyvumas. Liofilizacija sudaro 4 pagrindinés stadijos, tokios kaip 1) uzSaldymas, 2)
sublimacija, 3) desorbcija ir 4) sandéliavimas [89].

Tyrimy metu gauti hidrolizatai HLPB1, HIB1, HMK1, HLPB2, HIB2, HMK2, HLPB3, HIB3,
HMK3, HLPB4, HIB4, HMKA4 ir koncentratai MLPBK30, MIBK30, MHIBK30 buvo liofilizuoti
siekiant i§saugoti jy biologines savybes. Po dziovinimo $al¢iu gauti bandiniai palyginti su pradiniais
LSB, IBI ir MKB bandiniais, kuriy vaizdas yra pateiktas 3.7 paveiksle.

a) b) c)

3.7 pav. Pradiniy bandiniy vaizdas: a) LSB; b) IBI; ¢) MKB

Baigiamojo darbo metu po fermentinés hidrolizés gauty ir liofilizuoty bandiniy vaizdas yra pateiktas
3.1 lenteléje. Atlikus liofilizuoty bandiniy i§vaizdos ir spalvos analize, nustatyta, kad LSB hidrolizatai
yra gelsvos spalvos ir biriis. Sie hidrolizatai savo spalva i§siskyreé i§ kity bandiniy.

ISanalizavus gautus rezultatus jvertinta, kad II fermentas néra tinkamas IBI ir MKB fermentinei
hidrolizei, kadangi gauti hidrolizatai buvo rudos spalvos, lipnis ir trapis. Bandiniai su tokiomis
savybémis néra tinkami tolimesniems alerginio aktyvumo tyrimams ir tokius bandinius bity sunku
pritaikyti maisto produkty gamyboje.

Ivertinus likusiy bandiniy i§vaizdos ir spalvos savybes, nustatyta, kad jie visi yra birls ir silpnai baltos
spalvos, i§skyrus I fermentu paveikta MKB bandinj, kurio spalva oranZiné. Tokios bandiniy savybés
yra tinkamos tolimesniems tyrimams.

Apibendrinant gautus rezultatus, galima daryti iSvada, kad liofilizacija arba dZiovinimas Sal¢iu yra
tinkamas dziovinimo btidas baigiamojo projekto metu gautiems bandiniams ir suteikia galimybe
1Ssaugoti jy biologinj aktyvumg. Nustatyta, kad bandiniai buvo birls ir baltos arba gelsvos spalvos.
Ivertinta, kad visi bandiniai, i8§skyrus II fermentu paveiktus IBI ir MKB bandinius, yra tinkami
tolimesniems alerginio aktyvumo tyrimams.
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3.1 lentelé. Liofilizuoty hidrolizaty vaizdas

Bandinys

Fermentas

LSB

IBI

MKB

| fermentas

Il fermentas

111 fermentas

1V fermentas

43



3.5. Alerginio aktyvumo jvertinimas

Pienas yra pirmasis pasSaliniy antigeny Saltinis, kurj kiidikiai gauna dideliais kiekiais, todél biitent
alergija karvés pieno baltymams dazniausiai pasireiSkia vaikams ankstyvame amziuje, 0 ne
suaugusiems [90]. Baltymai pasizymintis alerginiu aktyvumu turi epitopus, kurie atpazjsta IgE.
Prisijungus IgE prie epitopy organizme yra sukeliama alerginé reakcija [77].

Pilnai ar 1§ dalies hidrolizuojant baltymus, fermentai modifikuoja substratus j mazesnius darinius t.y.
trumpesnius peptidus. Tokiu bidu sumazéja konformaciniy epitopy skaicius ir taip sumazinamas
alerginis baltymy aktyvumas. Po fermentinés baltymy hidrolizés daznai susidaro kartaus ar rtigStaus
skonio peptidai. | tai biitina atsizvelgti kuriant naujas maisto produkty receptiras su pieno baltymy
hidrolizatais [91].

Mokslininké Cabana [92] atliko hidrolizuoty pieno baltymy analizg, vertinant jy sary$j su alerginémis
reakcijomis. Ji teigia, kad dalinai hidrolizuoty iSriigy ir pilnai hidrolizuoty kazeiny dariniai gali
sumazinti kiidikiams, kuriems pasireiskia alergija karvés pieno baltymams, rizika susirgti egzema.

Taigi, baltymy alerginj aktyvuma galima pakeisti modifikuojant pacius baltymus siekiant paveikti jy
epitopines dalis. Baigiamojo magistro projekto metu pieno baltymy modifikavimui pasirinkti
biotechnologiniai procesai: ultrafiltracija ir fermentiné hidrolizé. Pradiniai nemodifikuoti ir po
apdorojimo gauti modifikuoti bandiniai buvo jvertinti naudojant imuno chromatografinj testa Proteon
Duo Milk Express ir atliktas specifiniy IgE nustatymas. Toliau skyriuje nagrinéjami $iy bandiniy
alerginio aktyvumo rezultatai.

3.5.1. Nemodifikuoty pieno baltymuy alerginio aktyvumo jvertinimas

Karvés pieno baltymai pasizymi stipriu alerginiu aktyvumu, kuris ypatingai pasireiskia vaikams. Dél
sukelty stipriy alerginiy reakcijy, kurios pasireiSkia kaip odos sudirginimas ar kity vidaus organy
sutrikimai, alergisky vaiky tévai yra priversti ieSkoti kity karvés pieno alternatyvy [90]. Taciau, sunku
rasti pakaitala, kuris biity atitinkamai maistingas, savo sudétyje turéty platy spektra baltymy ir buty
malonaus skonio. Tai lemia jvairiy sprendiniy paieska, siekiant sumazinti karvés baltymy alerginj
aktyvuma.

Taigi, baigiamojo darbo metu, prie§ modifikuojant karvés pieno baltymus, buvo atliktas
nemodifikuoty pieno baltymy alerginis vertinimas. Atlikty nemodifikuoty LSB, IBI ir MKB tyrimo
rezultaty, naudojant imuno chromatografinj testa, vaizdas yra pateiktas 3.8 paveiksle.

b) ‘ c)

a)

B-LG

Kazeinai Kazeinai

3.8 pav. Nemodifikuoty pieno baltymy testiniy juosteliy vaizdas: a) LSB; b) IBI; ¢) MKB
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ISanalizavus 3.8 paveiksle pateiktus rezultatus matoma, kad visy bandiniy testinése juostelése yra
ryski kontroliné¢ linija. Bandinio LSB testiné juostelé rodo §viesiai rausvas linijas, kurios priskiriamos
p-laktoglobulinui ir kazeinams (3.8 pav., a). Taip pat MKB rezultatas rodo, kad bandinyje yra kazeiny
(3.8 pav., ¢). Sis rezultatas patvirtina, kad juostelés yra tinkamos alergenams bandiniuose jvertinti.
Ivertinus IBI rezultata, galima daryti prielaida, kad Siame bandinyje néra f-laktoglobulino ir kazeino
(3.8 pav., b). Toks rezultatas leidzia daryti prielaida, kad komercinis IBI pasiZymi sumazintu alerginiu
aktyvumu.

Po imuno chromatografinio testo rezultaty analizés atliktas s IgE nustatymas. Gauti rezultatai yra
pateikti 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. Nemodifikuoty bandiniy specifiniy IgE koncentracijos nustatymo kraujyje rezultatai

Bandinio s_IgE koncentracija (kU/I) Alerginis
kodas | Bosd4 | Bosd5 | Bosd6 | Bosd8-9 | Bosd10 | Bosd1l | Bosd12 | aktyvumas
LSB 70 73 0,37 68 70 75 71 Aukstas
IBI 67 65 0,4 34 45 40 42 Aukstas
MKB 32 41 0,5 81 78 80 75 Aukstas

Apzvelgus 3.2 lenteléje pateiktus rezultatus, galima daryti iSvada, kad visi trys pradiniai
nemodifikuoti pieno baltymy bandiniai pasizymi aukstu alerginiu aktyvumu. Kadangi karvés piene
yra aptinkamas didelis skai¢ius alergeny, vienuose bandiniuose dominuoja vieni alergenai, o kituose
Kiti.

Apibendrinant gautus rezultatus, galima daryti iSvada, kad nemodifikuoti LSB, IBI ir MKB pasizymi
alerginiu aktyvumu. Tai patvirtino imuno chromatografinis testas (tik IBI rezultatas gautas netikslus)
ir s_IgE nustatymas kraujyje. Silpnoms alerginiy baltymy juosteliy spalvoms jtakos galéjo turéti
alerginiy baltymy koncentracija bandiniuose.

3.5.2. Modifikuoty pieno baltymy alerginio aktyvumo jvertinimas

Vienintelis biidas siekiant sumazinti karvés baltymy alerginj aktyvuma yra jy modifikavimas.
Baltymy struktiiros poky€ius galima pasiekti taikant jvairius apdorojimo btidus kaip terminis
apdorojimas, poveikis aukstu slégiu, cheminé ar fermentiné hidrolizé, ultrafiltravimas ir Kiti.
Baigiamojo darbo metu baltymy modifikacijai taikyti du biotechnologiniai procesai kaip
ultrafiltravimas ir fermentiné hidrolizé. Atliktas gauty bandiniy alerginis vertinimas ir bendras gauty
rezultaty vaizdas yra pateiktas 3.9 paveiksle.

Fermentiné hidroliz¢ yra laikoma vienu i$ perspektyviausiy biidy siekiant mazinti karvés baltymy
alerginj aktyvuma. Cabana [92] teigia, kad kai kurie tyrimai rodo, jog hidrolizuotos receptiiros gali
sumazinti alerginés ligos rizika, palyginti su nehidrolizuotomis formulémis. Mokslininké raSo, kad
bent 3 faktoriai tokie kaip baltymy $altinis, hidrolizés budas ir hidrolizés laipsnis, gali turéti jtakos
galimam hidrolizuotos formulés alerginio aktyvumo sumazinimui. Pastebéta, kad hidrolizés laipsnis
ne visuomet koreliuoja su klinikiniy tyrimy rezultatais [92]. Taigi, tai rodo, kad ne visada pilnai
hidrolizuotas baltymy miSinys pasiZymés mazesniu alerginiu aktyvumu lyginant su i§ dalies
hidrolizuotais baltymais.

El-salam‘as and El-shibiny [90] apzvelgé mokslininky darbus i$rigy baltymy fermentinés hidrolizés
srityje. Vieni mokslininkai panaudojo proteaze iSskirta i§ Bacillus licheniformis ir hidrolizavo isrtigy
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baltymy koncentratg naudodami membraninj bioreaktoriy su 3 kDa membranomis. Nustatyta, kad
gautus hidrolizatus vidutiniskai sudaré po 4 amino rigstis ir baltymy antigeniSkumas buvo sumazintas
99,97 %. Kiti mokslininkai tripsinu paveikeé liofilizuotus iSriigy baltymus sudarydami 100-300 MPa
slégi. Nustatyta, kad gauti hidrolizatai pasizyméjo mazesniu alerginiu aktyvumu.

il

3.9 pav. Bendras nemodifikuoty ir modifikuoty pieno baltymy imuno chromatografinio testo rezultaty
vaizdas

Baigiamojo projekto metu alerginis aktyvumas jvertintas hidrolizaty, kurie parodé auks$ciausius
hidrolizés laipsnio rezultatus. Gautas testiniy juosteliy vaizdas yra pateiktas 3.10 paveiksle.

a) b) c) d)
e
B-LG
04 Kazeinai
e) f) 9) h)
i 5-LG 6-LG 6-LG
Kazeinai

3.10 pav. Modifikuoty pieno baltymy imuno chromatografinio testo rezultaty vaizdas: a) neigiama
kontrolé; b) HLPB4; c) HIB4; d) HMKA4; e) teigiama kontrolé (LSB); f) HLPB2; g) HIB1; h) HLPB3
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[Sanalizavus 3.10 paveiksle pateiktus rezultatus galima daryti iSvada, kad IV fermentas (tripsinas)
teigiamai paveiké LSB baltymus sumazindamas jy alerginj aktyvuma. Sio bandinio testiné juostelé
rodo neigiama rezultatg (3.10 pav., b). Naudojant tg patj fermentg IBI ir MKB bandiniams visiskai
sumazinti alerginio aktyvumo nepavyko. Rezultatai rodo, kad HIB4 yra like p-laktoglobulino (3.10
pav., ¢), o HMK4 turi kazeiny likuciy (3.10 pav., d), kurie demonstruoja silpna alerginj aktyvuma.
Mokslinéje literatiiroje yra pateiktas pavyzdys, kai tripsinas buvo naudotas i$ragy baltymy izoliatui
hidrolizuoti. Nustatytas rySkus a-laktoalbumino ir g-laktoglobulino alerginio aktyvumo sumazéjimas
[90].

Fermentinei pieno baltymy hidrolizei naudojant proteazes gautas teigiamas poveikis kazeinams.
Naudoti I, II ir IIT fermentai pilnai suskaldé kazeinus, ta¢iau nepaveiké alergeno fS-laktoglobulino
(3.12 pav., f, g, h). Gauti rezultatai rodo, kad naudotos proteazés yra tinkamos norint sumazinti
kazeiny alerginj aktyvuma. Mokslininkai atliko bandyma siekdami palyginti fementy imobilizavimo
itaka baltymy alerginio aktyvumo mazinimui. Laisva ir imobilizuota proteaze alkalaze buvo
hidrolizuotas iSrugy baltymy izoliatas. Gauti rezultatai parodé, kad imobilizuotiems fermentams
nepavyko sumazinti alerginio baltymy aktyvumo taip kaip laisviems fermentams [90].

Taigi, atlikus imuno chromatografinj testa ir jvertinus gautus rezultatus, toliau analizuojami
modifikuoty pieno baltymy bandiniy specifiniy IgE tyrimo rezultatai, kurie yra pateikti 3.3 lenteléje.
Tyrimo metu nustatytos Bos d 4, Bos d 5, Bos d 6, Bos d 8-9, Bos d 10, Bos d 11 ir Bosd 12 s_IgE
koncentracijos.

3.3 lentelé. Modifikuoty bandiniy specifiniy IgE koncentracijos nustatymo kraujyje rezultatai

Bandinio s_IgE koncentracija (kU/I) Alerginis
kodas Bosd 4 Bosd5 Bosd6 | Bosd8-9 | Bosd10 | Bosd1l | Bosd12 | @ktyvumas
HLPB1 55 62 <0,35 58 64 45 50 Aukitas
HIB1 40 52 <0,35 23 29 25 31 Aukitas
HMK1 44 48 <0,35 34 30 27 29 Aukitas
HLPB2 53 58 <0,35 50 58 52 50 Aukitas
HIB2 33 35 <0,35 36 31 35 41 Aukitas
HMK2 42 45 <0,35 43 40 38 40 Aukitas
HLPB3 48 50 <0,35 51 48 43 45 Aukitas
HIB3 38 40 <0,35 30 34 31 37 Aukitas
HMK3 40 42 <0,35 28 35 24 40 Aukitas
HLPB4 15 18 <0,35 25 31 15 20 Aukitas
HIB4 20 23 <0,35 30 36 32 28 Aukitas
HMK4 32 29 <0,35 15 21 18 23 Aukitas

Mokslinéje literattroje pateikiama, kad s IgE koncentracija mazesné uz 0,35 rodo, kad alergijos
pieno baltymams néra [94]. Wang‘a, et al [95] atliko mokslinj tyrimg su Zmonémis turinéiais jvairaus
stiprumo alergijas pienui. Mokslininkai nustaté, kad alergiSky pieno baltymams Zmoniy s_IgE gali
svyruoti nuo 0,77 iki 100 kU/I. Taigi, iSanalizavus 3.3 lenteléje pateiktus duomenis galima daryti
1Svadg, kad pieno baltymy modifikavimas taikant fermenting hidrolize 1§ dalies pakeite s IgE
prisijungimo geba, taciau tai nenulémé ryskaus alerginio aktyvumo sumazéjimo. Taip pat i$ pateikty
rezultaty matyti, kad silpniausiu alerginiu aktyvumu pasizymi Bos d 6 alergenas.
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Apibendrinant gautus modifikuoty pieno baltymy alerginio aktyvumo rezultatus galima daryti iSvada,
kad fermentiné hidrolizé yra tinkamas metodas siekiant i§ dalies sumazinti baltymy alerginj
aktyvumg. Gauti rezultatai rodo, kad IV fermentas yra tinkamiausias pieno baltymy alerginio
aktyvumo mazinimui, o naudotos i§ Bacillus risies mikroorganizmy i$skirtos bakterinés proteazés
yra tinkamos karvés pieno baltymy kazeiny skaldymui.
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4. Rekomendacijuy dalis

Hidrolizuoty lieso pieno baltymy milteliy gamybos aparatiriné schema
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9 21 2 Oro atskirtuvas
/_ 3 l&centrinis siurblys
Konanssma \ 55 4 Mechaninis filtras
g . 5 Debitomalis
i FHIH"I e H “_ 6 PlokStelinis Saldytuvas
@‘_ — 1 1 =i I 7 Zalio pieno talpa
‘l~ SNNNES NN N 8 Lygio reguliatorius
9 Plokstelinis pasterizatorius-Saldytuvas
10 Separatorius
1 Baktofliga
12 Pasterizuoto pieno talpa
13 Grietinélés talpa
14 Plokstelinis Silumokaitis
15 Temperatiros daviklis
16 pH daviklis
17 Fermentacijos talpa su maiykle
18 VoZtuvas
19 Matrio hidroksido talpa
20 Purktuviné dZiovykla
21 Ciklonas
22 Maisas milteliams laikyti

4.1 pav. Principin¢ hidrolizuoty lieso pieno baltymy milteliy gamybos aparattiriné schema
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ISanalizavus gautus modifikuoty pieno baltymy alerginio aktyvumo rezultatus suprojektuota
rekomenduojama principiné hidrolizuoty lieso pieno baltymy milteliy gamybos aparatiiriné schema,
kuri yra pateikta 4.1 paveiksle.

Zalias pienas i§ autocisternos 1 per oro atskirtuva 2 iScentriniu siurbliu 3 tickiamas j mechaninj filtrg
4 ir pratekéjus per debitomatj 5 yra atSaldomas ploksteliniame Saldytuve 6 ir sukaupiamas zalio pieno
talpoje 7. I§ Zalio pieno talpos 7 iScentriniu siurbliu 3 pienas yra tiekiamas j lygio reguliatoriy 8.
Toliau iScentriniu siurbliu 3 i§ lygio reguliatoriaus 8 pienas yra tiekiamas j plokstelinj pasterizatoriy-
Saldytuva 9. Cia pienas pasildomas iki separavimui tinkamos temperatiiros ir tickiamas j separatoriy
10. Separavimo metu atsiskirta grietin¢lé yra atSaldoma ploksteliniame Saldytuve 6 ir sukaupiama
grietinélés talpoje 13, o liesas pienas tiekiamas j baktofiiga 11, kurioje i$ pieno yra paSalinamos
bakterijos. Po baktofligavimo liesas pienas yra tiekiamas atgal i plokstelinj pasterizatoriy-Saldytuva
9 ir pasterizuojamas. Pasterizuotas pienas atSaldomas ploksteliniame pasterizatoriuje-saldytuve 9 ir
sukaupiamas pasterizuoto pieno talpoje 12. Tokiu biidu gaunamas pasterizuotas liesas pienas A.

Toliau gautas pasterizuotas liesas pienas A yra pasildomas iki 37 °C fermentinei hidrolizei tinkamos
temperattiros ploksteliniame Silumokaityje 14. Tuomet iScentriniu siurbliu 3 liesas pienas tickiamas j
fermentacijos talpg su maiSykle 17. Uzpildzius $ig talpg yra jdedamas fermentas tripsinas.
Fermentinés hidrolizés reakcijos tirpalo temperatiira yra sekama naudojant temperatiiros daviklj 15,
o reakcijos miSinio pH verté reguliuojama stebint pH daviklio 16 duomenis. Pasikeitus pH vertéms
atidaromas voztuvas 18 ir tickiamas natrio hidroksido tirpalas iS talpos 19 j fermentacijos talpa su
maiSykle 17. Baigus fermenting hidrolize, tirpalas i§ fermentacijos talpa su maiSykle 17 yra tiekiamas
i plokstelinj pasterizatoriy-Ssaldytuvg 9. Fermentai yra inaktyvuojami i$laikant tirpalg 90 °C
temperatiroje 15 min. Po to, hidrolizuotas liesas pienas yra atSaldomas iki 6570 °C ir tickiamas j
purkstuving dziovykla 20. Toliau gauti milteliai yra tiekiami j ciklong 21 ir i$ Sio ciklono tiekiami
fasuoti ] maiSus, skirtus milteliams laikyti 22. Tokiu btuidu yra pagaminami hidrolizuoti lieso pieno
baltymy milteliai.
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Isvados

. Baigiamajame magistro projekte apzvelgti ir jvertinti pieno baltymy modifikavimui, siekiant
sumazinti jy alerginj aktyvuma, naudojami biotechnologiniai metodai tokie kaip ultrafiltravimas
ir fermentiné hidrolizé.

. Atliktas nemodifikuoty pieno baltymy alerginio aktyvumo vertinimas naudojant imuno
chromatografinj testg, skirtg pieno alergenams identifikuoti. Nustatyta, kad nemodifikuoti lieso
pieno baltymai ir komercinis kazeinas pasizymi alerginiu aktyvumu, kadangi jy testas buvo
teigiamas, 0 s_IgE tyrimas patvirtino, kad Sie baltymai pasizymi stipriu alerginiu aktyvumu.

. Ivykdytas pieno baltymy modifikavimas taikant membraninés filtracijos procesa ultrafiltracija
naudojant 30 kDa membranas. Nustatyta, kad toks biidas yra tinkamas naudoti iSriigy baltymy
izoliatui ir hidrolizuoty iSriigy baltymy koncentratui, nes ultrafiltruojant $iuos bandinius susidaré
didziausias permeato kiekis, o ELISA testas patvirtino, kad per Sias membranas prasiskverbia
baltymai.

. Atliktas lieso pieno baltymy, iSrigy baltymy ir micelinio kazeino modifikavimas taikant
fermenting hidroliz¢ naudojant proteazes everlaze, esperazg, savinaze ir tripsing. Nustatyta, kad
maksimalios hidrolizés laipsnio reikSmes pasiektos naudojant fermenta tripsing, o gauti rezultatai
atitinkamai buvo tokie: 7,13 %, 6,71 % ir 7,08 %. Tai rodo, kad tripsinas yra tinkamiausias
fermentas siekiant hidrolizuoti pieno baltymus.

. Ivertintas fermentinés hidrolizés biidu modifikuoty pieno baltymy alerginis aktyvumas taikant
imuno chromatografinj testa. IS gauty rezultaty nustatyta, kad proteazés everlazé, esperazé ir
savinaz¢ yra tinkamos pieno baltymams kazeinams skaldyti, bet netinkamos iSriigy baltymams
modifikuoti. Atliktas jvertinimas rodo, kad naudotos proteazés geba i§ dalies sumazinti pieno
baltymy alerginj aktyvumga.

. Pateikta rekomenduojama principiné hidrolizuoty lieso pieno baltymy naudojant fermenta tripsing
gamybos aparatiiriné schema.
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