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Tamulionis J. Rags¢iy iSragy baltymy kompleksy su polisacharidais sudarymas ir savybés. Magistro
baigiamasis projektas / vadovas prof. dr. Daiva Leskauskaité; Kauno technologijos universitetas,
Cheminés technologijos fakultetas, Maisto mokslo ir technologijos katedra.

Kaunas, 2015. 61 psl.
SANTRAUKA

Sio darbo tikslas — nustatyti rigséiy isrigy baltymy poky¢ius idrigy laikymo metu ir i$analizuoti jy
iSgavimo 1§ iSriigy galimybes kompleksuojant su polisacharidais.

Tyrimy metu atlikta: a) ragsciy iSrigy po varSkés gamybos azoto junginiy sudéties bei
mikrobiologiniy rodikliy poky¢iy analizé, laikant skirtingose aplinkos temperatiirose (6°C ir 18°C); b)
iSrigy baltymy ir anijoninio bei katijoninio polisacharido tirpaly miSiniy termodinaminio
nesuderinamumo tyrimai, esant skirtingam iSragy baltymy Saltiniui, biopolimery santykiui misiniuose ir
misinio pH, siekiant nustatyti sglygas, kuriomis i$riigy baltymai ir polisacharidai sudaro kompleksus; ¢)
ragséiy isrtigy baltymy — polisacharidy kompleksy analizé elektroforezés metodu ir uzrasant vidutinio
ilgio IR absorbcijos spektrus; d) rtgsciy isrtigy baltymy — polisacharidy kompleksy tirpumo ir jy
gebéjimo stabilizuoti A/V emulsijas analizé.

Nustatyta, kad per pirmas 24 rigsciy iSrtugy laikymo valandas vyko intensyvi baltymy hidrolizé,
kada baltyminio azoto kiekis sumaz¢jo, o nebaltyminio azoto kiekis padidéjo, tuo tarpu iSrigy pH
pokyc¢iai buvo nezymis. Tai patvirtino mikrobiologiniai tyrimai, kurie parodé, kad pienartigscéiy
bakterijy kiekis ragsciose isrtigose laikymo metu Zenkliai sumazéjo, o proteolitiniy bakterijy padidéjo.

Nustatyta, kad dél elektrostatinés saveikos tarp rigsciy iSrtigy baltymy ir karboksimetilceliuliozés
kompleksai susidaro esant tirpaly misiniy pH 3, kai santykis tarp baltymy ir polisacharido 1:1. Tuo tarpu
kompleksai tarp rigs¢iy isrtigy baltymy ir chitozano susidaro esant tirpaly misiniy pH 11, kai santykis
tarp baltymy ir polisacharido 1:1. Kompleksy susidarymga tarp rig$ciy iSrtigy baltymy ir polisacharidy
patvirtino elektroforezés ir vidutinio ilgio IR absorbcijos spektry rezultatai. Gauti rag$ciy iSriigy
kompleksai geresniu tirpumu pasizyméjo, kai kompleksavimui buvo naudojama karbokdimetilceliulioze.

Nustatyta, kad didéjant Siy kompleksy koncentracijai emulsijose, emulsijy stabilumas didéja.
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SUMMURY

The aim of this work is to identify the changes of the acid whey protein during the storage and to
analyze the possibilities of their extractions from whey by forming complexes with polysaccharides.

The following researches were carried on: a) analysis of composition of nitrogen compounds and
microbiological properties of an acid whey obtained after the curd production during storage at different
temperatures (6 °C and 18 °C); b) determination of thermodynamic incompatibility between whey
proteins and anionic or cationic polysaccharides in the mixtures of their solutions at different pH and
ratio between proteins and polysaccharides, seeking to find the conditions of complexes formation
between biopolymers; the source of proteins was different in this analysis as well; c) analysis of whey
proteins-polysaccharides complexes by electrophoresis method and IR absorbance spectres; d) analysis
of solubility of an acid whey protein - polysaccharide complexes and their ability to stabilize the O/W
emulsion.

It was found that the intensive hydrolysis of acid whey proteins took place during the first 24 hours
of storage, when the highest decrease in protein nitrogen content and the increase in non-protein
nitrogen content were detected. At the same time the changes of pH of the acid whey were insignificant
during storage. These findings were proved by the microbiological studies or acid whey which has
shown that the amount of lactic acid bacteria significantly decreased and the proteolitic bacteria content
increased during the storage of acid whey.

It was found that due to the electrostatic forces between acid whey proteins and
carboxymethylcellulose complexing process took place in the mixtures of solutions at pH 3, when the
ratio between proteins and carboxymethylcellulose was 1:1. The complexes between acid whey proteins
and chitosan were formed at pH 11, when the ratio between proteins and chitosan in the solutions
mixture was 1:1. Acid whey complexing with polysaccharides was proved by the results of
electrophoresis and IR absorbance spectres analysis. Derived whey acid complexes were better in
solubility when carboxymethylcellulose was used for complexing. It was found that increasing the

concentration of the complex in emulsions, the stability of the emulsion increases.
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I[VADAS

ISrtigos — pieno produktas, liekantis darant i§ pieno fermentinj siirj, varske, varSkés siirj, kazeing.
Dazniausiai jos susidaro perdirbant karviy, ozky, aviy ir kupranugariy pieng. Apie 90 % naudojamo
pieno virsta iSrligomis stirio gamybos procese. Riigscios iSrligos yra atskiriamos po varskés susidarymo.
Saldzios iSrigos susidaro, gaminant fermentinius strius. Lietuvos pieno perdirbimo jmonése tik apie 21
% 1Sriigy yra perdirbama j 18riigy baltymy koncentratus, pieno cukry, iSrigy miltelius ir kitus produktus.
ISrtigas transportuojant gali pakisti jy sudétis, todél stiriy gamybos jmonése, iSriigos yra dziovinamos.
Gaunamas aukstos biologinés vertés, ilgag galiojimo laikg turintis produktas, kuris daZniausiai
naudojamas gyviny $érimui [40].

Saldziy i$riigy pagaminama Zymiai daugiau nei ragscéiy, tod¢l tolesniam jy perdirbimui skiriamas
didesnis démesys. Tik pastaraisiais metais padidéjo susidoméjimas rag$c¢iomis iSrigomis, dél jose
gausiai esanciy maistiniy ir geromis funkcinémis savybémis pasiZyminciy junginiy.

Zinant, kad riig§¢iy isriigy problema yra jy utilizavimas, pieno perdirbéjus skatina investuoti j
tyrimus, nukreiptus j alternatyvy riig§ciy iSrigy panaudojimg. Nuolat augantis jmoniy susidoméjimas
maisto produkty ekonominiais kaStais, motyvuoja maisto pramong¢ ir mokslininkus dométis naujomis
technologijomis, jgyvendinant rag8ciy iSrligy platesnes panaudojimo galimybes pramonéje.
Mokslininkai teigia, kad rigscios iSriigos savo sudétimi ir savybémis nenusileidzia saldZzioms iSrigoms.
Riigsciose iSriigose yra aukstos biologinés vertés baltymy, lengvai jsisavinamy mineraliniy medziagy, C,
B grupés vitaminy. Dél §iy savybiy dar labiau didéja démesys riig§¢iomis iSriigomis.

Alternatyviam riigSciy iSruigy baltymy iSskyrimui yra naudojamas ekonomiskas frakcionavimo
budas t.y. ju kompleksavimas su polisacharidais. Tai yra nekenksmingas aplinkai, mazy ekonominiy
kaSty reikalaujantis baltymy iSgavimo biidas. Jis pasizymi geba keisti baltymy funkcines savybes
(tirpuma, pavirSiaus aktyvumg ir konformacijg). Gauti baltymy — polisacharidy kompleksai gali biiti
realizuojami maisto pramonéje emulsijoms stabilizuoti, produkty struktiirinéms ir funkcinéms savybéms
gerinti.

Sio darbo tikslas — nustatyti rigséiy isriigy baltymy poky¢ius idriigy laikymo metu ir i$analizuoti jy

i8gavimo 18 iSriigy galimybes kompleksuojant su polisacharidais.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Rugsciy ir saldZiy iSriigy cheminés sudéties skirtumai

ISriigos — tai skystis, vadinamas pieno serumu arba pieno permeatu, liekantis po pieno surauginimo
ar sutraukinimo. ISriigos yra Salutinis stirio, varSkés arba kazeino gamybos produktas, kuris gali biti
naudojamas tolesniam perdirbimui ir jvairiy produkty gamybai. Pieno pramonéje iSriigos skirstomos ]
saldzias ir rugSc¢ias[1].

Saldzios irigos gaunamos gaminant fermentinius siirius tokius kaip Cederio, Gouda, Tilzés ar
Ementalio siirius.

Riigscios iSriigos yra Salutinis produktas, kuris gaunamas pagaminus riigséius pieno produktus
tokius kaip varskeé ir varSkés stris.

Pagrindinés sudedamosios iSriigy baltymy dalys yra B — laktaglobulinas ir o — laktalbuminas, jie
sudaro apie 70 — 80% visy isriigy baltymy. B — laktaglobulinas yra pagrindinis i$rtigy baltymas, kuris
sudaro apie 50% visy iSrigy baltymy ir jo savybés dominuoja isriigy baltymuose. p — laktaglobulinas yra
globulininis, monomero molekuliné mase apie 18,4 kDa, taciau piene dazniausiai biina dimero formos. 3
— laktaglobulinas sudarytas i§ 162 aminoriigs¢iy liekany, turi du disulfidinius rySius ir vieng tiolo grupg,
kuri normalioje biisenoje yra neaktyvi [29, 45].

a — laktalbuminas sudaro 25% visy i$rugy baltymy. Jj sudaro 123 aminoriigsc¢iy liekanos, struktira
stabilizuota Kketuriais disulfidiniais tilteliais, o molekuliné masé¢ yra 14,2 kDa. Spéjama, kad o —
laktalbuminas yra pagrindinis virinto pieno kvapo komponentas. Biologiné o — laktalbumino funkcija
yra kaip kofermentui dalyvauti laktozés sintezéje [40].

Kraujo serumo albuminas sudaro maziausig iSriigy baltymy dalj, o i pieng patenka i§ laktuojanciy
gyviny kraujo serumo. Tai didelé molekule, turinti tris globulines sritis, todél yra pailgos formos. Turi
17 — S — S rySiy ir vieng laisvg — SH grupg¢. Kraujo serumo albuminas turi daug lizino ir cisteino, o jo
izoelektrinis taskas pasiekiamas esant pH 4,7 [39].

Ali K. Alsaed ir kt. atliko cheminius ir fizikinius saldziy ir rigs¢iy iSrugy savybiy tyrimus [1]. I§
Sesiy tarptautiniy pieno perdirbimo jmoniy buvo imami bandiniai ir analizuojami jy skirtumai. Matomi
akivaizdis ragséiy iSrtgy tarpusavio skirtumai (pagal sausyjy medziagy kiekj, kurios Svyruoja nuo
6,13% iki 7,22%. Toks didelis svyravimas nepastebimas saldziose isriigose (nuo 4,59% iki 7,45%) [1].

1 lenteléje pateikta riigsciy ir saldziy iSrigy cheminé sudétis ir pH. Rugsc¢iy iSrigy pH svyruoja
nuo 3,57 iki 4,34, o saldziy iSriigy nuo 6,02 iki 6,58. Rugscios isriigos iSsiskiria didesniu peleny kiekiu,
kuris svyruoja placiose ribose nuo 0,57 iki 1,88 %, 0 tuo tarpu saldziose iSrligose nustatytas peleny
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kiekis buvo mazesnése ribose, t.y. nuo 0,37 iki 0,58%. PanaSig iSvada galima daryti ir analizuojant
laktozés kiekj skirtingose iSriigose. Riigs¢iose iSriigose jos kiekis buvo nuo 2,99 iki 4,78 %, o saldziose
iSriigose nuo 2,71 iki 3,16 %. Pagal baltymy kiekj riig§¢ios iSriigos yra pranaSesnés uz saldzias isriigas,
nes jose nustatyta nuo 0,65 iki 0,96 % baltymy, kai saldziose iSriigose baltymai sudaré tik 0,37 — 0,65 %.
Riigscios isruigos riebesnés, lyginant su saldziomis iSrtigomis. Nustatytas rtigsciy iSrigy riebumas ribose
nuo 0,25 iki 0,93 %, o saldziy iSragy nuo 0,13 iki 0,67 %. Taigi, skirtingy gamintojy iSrigy cheminé
sudétis zenkliai skyrési. Galima numanyti, kad tai priklausé tiek nuo to, kokio stirio $alutiniu produktu
buvo tirtos iSriigos, tiek nuo siiriy bei varskés gamyboje naudojamy technologijy. Taciau, tendencija,
kad ragsciose iSriigose yra beveik 1 % baltymy, vercia ieskoti budy jy racionaliam panaudojimui [2].

1.1.1entelé. Rugsciy ir saldziy iSriigy cheminé sudétis [1]

Pieno
Sausyju
produkty Peleny Laktozés Baltymuy Riebaly
o ISriigos medZiagy pH o o o o
perdirbimo o kiekis, % kiekis, % kiekis, % | kiekis, %
kiekis, %
imonés kodas
1 Saldzios 6,57 4,07 1,88 3,13 0,42 0,40
Ragscios 7,22 6,29 0,48 4,64 0,96 0,93
) Saldzios 6,72 4,34 1,35 3,56 0,61 0,18
Ragscios 6,13 6,58 0,38 2,99 0,88 0,78
3 Saldzios 5,54 4,01 0,63 2,71 0,38 0,27
Ragscios 7,21 6,10 0,43 4,39 0,69 0,55
A Saldzios 7,48 3,57 1,64 2,77 0,60 0,38
Riugscios 58 6,54 0,37 3,52 0,65 0,52
. Saldzios 6,79 3,93 0,73 3,60 0,65 0,67
Riugscios 6,38 6,02 0,45 4,34 0,90 0,57
6 Saldzios 4,59 4,19 0,57 2,80 0,37 0,13
Riugscios 6,44 6,19 0,58 4,76 0,88 0,25

Baltymy verté nusakoma juos sudaranéiy amino rig§éiy sudétimi. Zmogaus fiziologiniu poZitiriu
aminortgstys skirstomos ] tris grupes. Nepakei¢iamosios aminortigStys turi biiti gaunamos su maistu,
nes jos Zmogaus organizme nesintetinamos arba sintetinami nepakankami jy kiekiai. Tai metioninas,
valinas, treoninas, lizinas, triptofanas, fenilalaninas, leucinas, izoleucinas. Dalinai nepakei¢iamosios —
tai aminortgstys, kurios tampa nepakei¢iamosiomis tik intensyvios baltymy biosintezés periodu, pvz.,
augant organizmui, sveikstant po ligy. Pakei¢iamosioms aminortgstims priklauso visos likusios i§ 20

aminorigsciy, kuriy negaunant su maistu organizmas kurj laikg sugeba pats jas sintetinti [40].
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Pagal literatiroje skelbiamus duomenis saldziose ir riigs¢iose iSriigose aminoriigsciy kiekiai yra
panasSus. Pastebimi tik kai kurie skirtumai: saldziose iSriigose nustatyta daugiau alanino, valino,
izoleucino, prolino, treonino, o tuo tarpu riigsciose iSriigose randama daugiau histidino, leucino, tirozino,
fenilalanino (1.2. lentelé).

1.2. lentelé. Amino rugséiy kiekiai rtig$¢iose ir saldziose i$riigose [4]

ISriigos
Aminoragstys
Rugscios, mg/100g Saldzios, mg/100g

Alaninas 33.2 37.1
Argininas 18.6 18.1
Asparto riigstis 80 81.8
Valinas 43.1 46.2
Histidinas 15.5 13.1
Glicinas 16.2 16.8
Glutamo rugstis 139.1 140.1
Izoleucinas 38.8 49.8
Leucinas 85.1 81.8
Lizinas 72.3 71.6
Metioninas 14.9 13.8
Prolinas 40.8 48.4
Serinas 37.7 40.8
Tirozinas 23.2 19

Treoninas 40.7 50.2
Triptofanas 155 16.3
Fenilalaninas 27.1 24.5
Cisteinas 15.4 9.6

Tiek rugscios, tiek saldZios iSriigos yra geras mineraly ir mikroelementy, tokiy kaip: kalcio (Ca),
foforo (P), magnio (Mg), natrio (Na), kalio (K) ir kt., Saltinis. Mineraliniy medziagy kiekiai, esantys
rigsciose ir saldziose iSrligose, pateikti 1.3. lentel¢je.

Na yra nepageidaujamas pieno produktuose dél jo daromos zalos organizmui, kadangi
rekomenduojama mazinti Na kiekj pieno produktuose, didelis démesys turéty biti skiriamas jo kiekiui

esanciam saldziose (35,0mg/100g) ir rigsciose isrtigose (40,0 mg/100g) [2].
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Ca kiekis akivaizdziai didesnis rugsciose iSriigose, kuris siekia net 86,0 mg/100g, lyginant su

saldziomis (22,5 mg/100g). Lyginant P ir Mg kiekius, jy koncentracija didesné rugsc¢iose iSrigose. K

kiekis yra panasus abejy riisiy iSriigose [4].

1.3. lentelé. Mineraliniy medZziagy kiekiai rig§¢iose ir saldziose iSrtigose [4]

ISriigos
Mineraly kiekis, mg/100g
Riigscios Saldzios
Kalcis 86,0 22,5
Fosforas 63,0 42,5
Magnis 8,9 5,8
Natris 40,0 35,0
Kalis 133,0 109,0

1.2. I$riigy perdirbimo budai ir gauty produkty panaudojimas

ISriigy racionalus panaudojimas ir realizavimas iSlieka sudétinga problema pieno pramonéje, ypac
mazesniems gamintojams. Saldziy iSrigy perdirbimas yra zymiai placiau pritaikytas ir iSplétotas
gamyboje.

V. Hatzimanikati, C. Hollige ir kt. bei Justin Elliott teigia, kad saldziy i$rtigy panaudojimas yra
paprastesnis dél jose esanc¢io didesnio baltymy kiekio ir mazesnio pH, todél jmonés saldzias iSriigas
naudoja baltymy papildy gamybai arba kaip maisto ingredientus [6,8]. Galimi isragy perdirbimo budai
pateikti (1.1. paveiksle).

IS iSriigy pasalinus apie 70 — 90 proc. pieno mineraliniy medziagy ir i8dZiovinus gaunami
demineralizuoti iSriigy miltai. Ultrafiltarcijos biidu gaunamas iSriigy baltymy koncentratas. IS iSriigy
baltymy gaminamas laktoalbuminas ir hidrolizuoti baltymai. ISrigose yra didelis kiekis mineraliniy
medZiagy, kurios gali biiti naudojamos kaip maisto papildai. ISrtigos naudojamos papildyti sportininky
mityba. ISrigy laktozé naudojama pieno rigsties, pagardy ir alkoholio gamybai. Specialia
biotechnologija gali biiti gaminamos pieno ir citrinos rigstys, antibiotikai, fermentai, galaktoze ir kiti
produktai. ISriigos naudojamos laktozei, kondensuotoms ir sausoms iSriigoms, kai kuriems maisto
produktams (albumino varskei), natralaus pieno pakaitalui gaminti, taip pat galvijy prieaugliui bei
kiauléms Serti. ISrtigos kaip priedai naudojami gaminat duona, krekerius, tesla. IS iSrligy gaminami
tiesioginio vartojimo maisto produktai ir pusfabrikadiai maisto pramonei. Sveicarijoje i$riigos

naudojamos gaminant gaiviuosius gérimus [39].
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A 4

1.1. pav. I§ragy perdirbimo budai [6]
ISrigos naudojamos paukS¢iams, kiauléms ir galvijams Serti. ISriigose esanti laktozé galvijy

Ricotta saris

didziajame prieskrandyje bakterijy ir pirmuoniy yra paverCiama ] pieno rigstj, kuri suskaldoma |

lakigsias riebigsias riigstis (sviesto riigstj). Galvijus Seriant jprastai, labai nedidelis pieno riugsties kiekis

patenka ] krauja. Galvijams duodant didel; kiekj iSrugy pieno rigsties perteklius didziajame

prieskrandyje gali sukelti didZiojo prieskrandzio acidoze. Laktozé padeda pasisavinti nebaltyminj azota,

esant] didziajame prieskrandyje. Amoniako koncentracija prieskrandyje padidéja, raciona papildzius
1 1 p Y ja p yje p ) 4 pap
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karbamidu. Tod¢l racione laktozés ir karbamido santykis turi biiti 5:1 arba 6:1, tada yra pagerinama
prieskrandzio mikrobiniy baltymy sintez¢. Tiriant suaugusiy atrajotojy azoto turinCiy iSrigy
virskinamuma, nustatyta, kad didziajame prieskrandyje esanti mikroflora azotg pavercia baltymais ir 70
% tokiy iSriigy yra suvirSkinama. Plonosiose zarnose iSriigy virSkinamumas yra daug didesnis ir siekia
91 %, taciau Cia patenka tik nedidelé, didZiajame prieskrandyje nesuvirskinty, iSriigy dalis. Nustatyta,
kad atrajotojai pasisavina 87 % iSrligose esanciy sausyjy medziagy, kai iSriigos sudaro 30 % viso
suvartojamo paSaro kiekio. Manoma, kad tokiu biidu gaunamos energijos kiekis prilygsta i§ mieziy
gautam energijos kiekiui. Vidutiniskai 100 g iSriigy energiné verté prilygsta 101 kJ arba 24 kcal. 100 kg
sveriantis galvijas gali suvartoti 12 — 15 litry Svieziy iSragy. Koncentratuose sausy isrugy gali bati 50 —
60 %. Sausos i8riigos néra skanios, todél koncentratuose jos maiSomos su melasa, karbamidu ir kitomis
mineralinémis medziagomis. Toks produktas savo skoninémis savybémis yra patrauklus gyviinams, o
maistinémis — prilygsta sojy iSspaudoms. ISriigy naudojimas kiauliy $érimui priklauso nuo kiauliy
gebéjimo virskinti laktoze, kuri yra pagrindiné sausy i8riigy sudedamoji dalis, ir nuo prisitaikymo vartoti
skysta pasSara. Nustatyta, kad laktozés virSkinamumas priklauso nuo Zarnose esancio fermento laktazés
aktyvumo. Laktazé buna aktyvi 3 — 4 savai¢iy amziaus parSeliams [40].

ISriigy baltymy koncentratai, kuriuose baltymy kiekis sausoje buisenoje didesnis nei 90% vadinami
iSrigy baltymy izoliatu (IBI) arba whey powder isolate (WPI). IBI gaminami pagal vieng i§ dviejy
metody, naudojant mikrofiltracijg su ultrafiltracija arba taikant jony mainy metoda. Baltymy sudétis IBI
priklausys nuo taikomo metodo. Didziausias skirtumas yra glikomakropeptido (GMP) buvimas. GMP
baltymo fragmentas atsiranda 1§ kazeino d¢l §liuzo fermento veiklos siiriy gamybos metu. Jony mainy
proceso metu neperneSama GMP ir tod¢él GMP néra IBI pagamintuose jony mainy budu, nebent GMP
biity pridéta véliau. MF / UF procesas iSlaiko GMP, todél jis yra gautame IBI. Apdorojant iSriigas $iais
budais nevyksta baltymy denatiiracija, todél iSsaugomas baltymy tirpumas. Toks perdirbimo budas
leidzia baltymo koncentracijg produkte padidinti iki 95% ir dar daugiau. ISrtigy baltymy izoliate yra
maziau angliavandeniy ir riebaly, lyginant su koncentratu [41].

Isriigy baltymy koncentratas (angliskai — Whey Protein Concentrate). Pirmasis filtravimas, kai
1Sgaunami i8rigy baltymy milteliai, yra vadinamas ultrafiltravimu: naudojant slégj per akyta membrang
baltymai atskiriami nuo riebaly ir laktozés (pieno angliavandeniy arba pieno cukraus). Tokiu budu
gaunama pagrindiné iSrigy baltymy medZiaga, kurios baltyminé koncentracija, priklausomai nuo
filtravimo karty, yra nuo 35% iki 85%. Dauguma milteliy savo sudétyje turi 70-80% baltymy. WPC néra

gryniausias baltymas, nes jis mazai apdorotas, bet tai gana aukstos kokybés medziaga; be to, jos sudétyje

14



yra nedidelis kiekis angliavandeniy bei riebaly. Palankiai vertintina tai, kad ribojant iSriigy apdorojima
WPC licka ir didzioji dalis iSriigy baltymy naudingy junginiy [42].

Taigi, galima daryti iSvada, kad saldziy iSrigy perdirbimo galimybiy yra, jos sékmingai taikomos,
gaminant jvairius produktus, kurie turi tolesnj pritaikymg maisto produkty, maisto papildy, gyviiny
pasary gamyboje.

Riigsc¢iy iSriigy pagaminama Zymiai maziau nei saldziy iSriigy, todél tolesniam jy perdirbimui
démesio skiriama taip pat zymiai maziau. Iki Siol maisto technologams ir mokslininkams nepavyko
aptikti patogiy ir pigiy rigsciy isSrigy frakcionavimo technologijy. Dideli kiekiai rig$ciy iSriigy gaunami
ten, kur gaminama varské ir varskés siiris, t.y. Lietuvoje, Siaurés rytiniame Lenkijos pakrastyje ir
vakarin¢je Baltarusijoje. Lietuvoje S§i atlieka dazniausiai utilizuojama suSeriant ja kiauléms.
Paskaiciuota, kad kasdien prarandama apie 500 t. riig§¢iy iSragy, t.y. apie 184 000 t. per metus. Imonés
taupydamos 1éSas rtgsciy iSrugy utilizavimui jas pylé i aplinka, taciau mokslininky atlikti tyrimai
parodé, kad iSriigos patekusios i vandens telkinius absorbuoja deguonj, o tai reiSkia, kad upes ir eZerus
pavercia | ,,negyvas juras“. To pasekoje pastaraisiais metais pradéti daryti tyrimai alternatyviam rigsciy
iSrigy panaudojimui.

Riigscias iSrtigas panaudoti ir perdirbti iki Siol ne visada sékmingai buvo méginama fizikiniais
metodais. Paskutiniame deSimtmetyje pieno pramonéje vis placiau pradedami taikyti biotechnologiniai
metodai. Sie metodai leidzia atlikti darbus, kurie anks¢iau buvo nejmanomi: frakcionuoti produktus j
labai $varius ir brangius komponentus, gaminti naujus, auks$tos pridétinés vertés produktus [7].

Morr pabrézia, kad iki Siol rugscios iSriigos buvo naudojamos kaip vienas i§ mitybos komponenty
gyvulininkystés pramonéje ir teigé, kad jy racionalus panaudojimas iSlieka aktuali problema [12].

Riigsciose iSriigose gausu maistiniy ir geromis funkcinémis savybémis pasiZymin€iy junginiy,
todél jos galéty buti naudojamos jvairiy maisto produkty gamyboje. ISriigy naudojimas maisto
pramonéje padidina maisto produkty mitybine verte ir praturtinty juos aminoragstimis, taip pat pagerinty
juslines savybes, dél geresnio emulsavimo ir drégmés suriSimo [13].

Siuo metu atlickami eksperimentai, ieskant efektyvaus cukraus (laktozés) isgavimo biido. Daug
démesio kreipiama j Ca, kurio ypac daug yra riig8ciose iSriigose (1.2. lentel¢), iSgryninimui.

Bogdan Dec, Wadysaw Chojnowski atliko rugsciy iSriigy milteliy cheminés sudéties ir tirpumo
tyrimus, gautus taikant nanofiltracijos ir neutralizacijos metodus [9]. Nanofiltracijos ir neutralizacijos
procesy metu pastebéti rySkiis rugsciy iSrigy milteliy sudéties ir tirpumo pokyciai. Dél sumazéjusio

peleny kiekio ir rligstingumo gautas geresnis milteliy tirpumo indeksas. Tyrimas parode¢, kad rigsciy
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iSrigy milteliy technologiniame procese, neutralizacijos taikymas padaré reikSmingg jtaka milteliy
savybéms. Geresniy savybiy produktas gaunamas taikant neutralizavima po nanofiltracijos. Diafiltruoty
rugsciy iSrugy milteliai pasizyméjo geresnémis savybémis net uz saldziy iSragy miltelius[10].

Maisto produkty rinkos tyrimai atskleidzia didéjanti susidoméjimag demineralizuotais iSriigy
produktais. Kaip teigia Horstas, demineralizuojant iSrtigas padidéja jy maistiné verté [11].
Demineralizuotos iSrligos Zymiai lengviau pritaikomos maisto pramonéje negu nefrakcionuotos 1Sriigos.
Toks produktas naudojamas vietoje saldziy iSriigy, gaminant misinius vaikams, konditerijos gaminiy,
duonos ir mésos produkty gamyboje, ledy, Saldyty deserty, uzkandziy bei padazy gamyboje.

Riigsciy iSrugy dziovinimas kelia problemy, dél jose esancio didelio pieno riigSties kiekio, kuri
dziovinimo metu sudaro didelius, netirpius aglomeratus. Be to pieno riigstis didina iSrtigy klampuma ir
blogina isrtigy milteliy kokybe. Riigs¢iy isrtigy dziovinimas efektyvus tik po neutralizavimo, arba jas
maiSant su liesu pienu [14]. Mokslininkai jrodé, kad rtgsciy iSrigy milteliy fizikinés ir cheminés
savybés prailgina produkto realizavimo laikg [15].

Riigs¢iy iSriigy milteliuose (RIM) didZiausig dalj sudaro laktozé. Priklausomai nuo laktozés
formos, kuri gali biiti amorfiné arba kristaliné, RIM biina higroskopiski arba nehigroskopiski. Milteliy
gamybos metu, laktoze turi biti kristalinés formos, tam kad milteliai nesukibty. Laktozé gerina skonines
savybes, suteikia produktams salduma, jtakoja kristalizacijg ir klampuma [16]. RIM funkcinés savybés
gali kisti, nuo juose esanciy tirpiy baltymy, tankio, kietyjy daleliy pasiskirstymo ir jy dydZzio. Todél
butina testi tolimesnius RIM fizikiniy savybiy tyrimus [17].

RIM buvo gaminami laboratorijoje, juos ultrafiltruojant (NF), neutralizuojant, sutirStinimui
naudojant garinimo metoda ir véliau dZiovinami naudojant purkStuving dZiovykla. Eksperimenty metu
buvo iSsiaiSkintas nanofiltracijos ir neutralizacijos poveikis RIM. Tyrimy metu neutralizacija buvo
taikoma: prie§ nanofiltracija, po nanofiltracijos ir po diafiltracijos. Riugs¢iy iSruigy pH buvo
kontroliuojamas naudojant 30 % NaOH tirpalg, sickiant suvienodinti rigsciy isriigy pH su saldziy
iSrigy. Tyrimui naudotos iSriigos buvo surinktos ir atSaldytos iki 4 °C i$ pieno perdirbimo jmoniy. RIM
buvo tiriami i§ karto po pagaminimo [18].

Barrentas ir Morr jrodé, kad nanofiltracija 1§ riig8ciy iSrugy leidZia veiksmingai paSalinti didelj
rugsciy ir peleny kiekj. Nanofiltracijos metu galima pasalinti apie 20% visy kietyjy daleliy [19].

Siame tyrime detaliai iStyrinétas kai kuriy mineraly kiekiai esantys isriigy milteliuose. Dél jony
selektyvumo nanofiltracijos membranose, Na buvo pasirinktas kaip vienavalentis jonas, o Ca kaip

dvivalentinis jonas. Rezultatai pateikti 1.4. lenteléje.

16



1.4.lentelé. Ragsc¢iy isriigy apdorojimo biidy jtaka Na ir Ca kiekiui

Kiekis mg/g
ISriigy milteliai
Ca Na

Saldziy iSriigy milteliai 3,90 9,10
Riigsciy isrtigy milteliai 19,40 9,90
Riigsciy isriigy milteliai po neutralizacijos 13,89 14,22
Riigsc¢iy isrtgy milteliai po nanofiltracijos 14,15 2,49
Riuigsciy iSrugy milteliai po neutralizacijos ir nanofiltracijos 18,78 11,29
Riigsciy isrugy milteliai po nanofiltracijos ir neutralizacijos 13,38 9,59
Rigséiy i8ri milteliai po nanofiltracijos, deafiltracijos ir

s q B =t P ! ! 10,67 8,08
neutralizacijos

IS rezultaty matome, kad riig§¢iy iSriigy milteliuose Na kiekis svyruoja nuo 2,49 mg/g iki 14,22
mg/g. DidZiausias Na kiekis buvo riigs§¢iy iSriigy milteliuose, gauty i§ neutralizuoty riig§¢iy iSriigy, nes
neutralizavimui buvo naudojamas NaOH. Kaip ir tikétasi, pritaikius nanofiltracija rig§cioms iSriigoms,
pastebimas maziausias Na kiekis riigsiy iSriigy miltelivose (75% maziau negu natiiraliuose rugséiy
iSrugy milteliuose). Tai rodo, kad nanofiltracija geba efektyviai sumazinti vienvalenciy jony kiekj. Gauti
ragséiy isrugy milteliai pagaminti i§ neutralizuoty riig§ciy iSrugy po nanofiltracijos pasizymi geresnémis
savybémis. Diafiltracija leidzia dar labiau sumazinti Na kiekj rugsc¢iy iSrtigy miltelivose (iki 8mg/g), kai
saldziy iSriigy milteliuose pasiekiamas ne toks puikus rezultatas (10,67mg/qg).

Ca kiekis rugsciy iSrigy milteliuose svyruoja nuo 10,67mg/g iki 19,40 mg/g. Tai rodo, kad
nanofiltracija efektyviau maZina vienvalenciy jony kiekj. Boumba pabrézia, kad dvivalenciy jony kiekis
naudojant nanofiltracijg beveik nekinta [20].

Rugsciy iSriigy sudéties pokyciai pritaikius nanofiltracijg, diafiltracijg ir neutralizacijg Zymiai
pagerino produkto savybes. Sumazéjo peleny kiekis ir riigstingumas, padidéjo tirpumas, gauti rezultatai
geresni uz saldziy iSrtigy milteliy. Dél $iy poky¢iy rugsciy isragy miltelius galima pladiai taikyti maisto
pramonéje siekiant pagerinti produkty maisting vertg [21].

1.3 Polisacharidy panaudojimas kompleksams su iSriigy baltymais sudaryti

Pastaraisiais metais didéja démesys dar vienam baltymy i§gavimo i$ biologiniy sistemy budui, t.y.
ju kompleksavimas su polisacharidais. Tai aplinka tausojantis, pigus baltymy iSgavimo budas. Jo
i§skirtinumas tas, kad baltymams sgveikaujant su polisacharidais kei€iasi baltymy funkcinés savybés:

tirpumas, pavirSiaus aktyvumas ir konformacija [25].

17



Baltymy ir polisacharidy vandens tirpaluose galimos 3 pusiausvyros busenos: termodinaminis
nesuderinamumas, kompleksiné koacervacija bei maiSumas, parodytos 2.1. paveiksle [24].

Termodinaminis nesuderinamumas budingas polimery tirpalui, kai stimos jégos tarp skirtingy
polimery yra didesnés nei traukos jégos tarp tos pacios riisies polimery. Ivyksta polimery iSsiskyrimas:
susidaro dvi tarpusavyje nesimaiSancios fazés, kiekvienoje i§ kuriy koncentruojasi skirtingos riisies
polimero makromolekulés.

Kompleksiné koacervacija ivyksta tirpale kai elektrostatiné traukamtarp biopolimery molekuliy
salygoja kompleksy susidarymg. Susidaro dvifazé sistema, taCiau Siuo atveju vienoje i$ jy yra
susikoncentrave abu polimerai, tuo tarpu kai kitoje polimery néra.

Maisumas tirpale pasireiSkia, kai sgveika tarp skirtingy polimery yra vienoda. Polimerams

spontaniskai susimai$ius susidaro homogeniska stabili sistema.

Polisacharidai Baltymai
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1.2. pav. Baltymy — polisacharidy kompleksy susidarymas

Grinberg ir Tolstoguzov (1997), istyre daugiau nei 100 jvairiy baltymai — polisacharidai — vanduo
sistemy, nustaté, kad termodinaminis nesuderinamumas tarp baltymy ir polisacharidy yra daZniausiai

sustinkamas reiSkinys [27]. Salygos, kurioms esant tirpale iSsiskiria fazés, kinta priklausomai nuo
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biopolimery savybiy — specifinés struktiiros bei molekulinio svorio. Termodinaminis nesuderinamumas
dazniausiai pasireiSkia sistemose, kuriose baltymai yra kartu su neutraliais polisacharidais ar anijoniniais
polisacharidais, kuriems buidingas to paties zenklo kriivis kaip ir baltymams (pH > pl) ir/arba esant
pakankamai didelei joninei jégai[22].

Kompleksai tarp baltymy ir polisacharidy gali biiti kovalentiniai ir elektrostatiniai. Kovalentiniai
kompleksai gaunami Mejaro reakcijos metu, kai baltymus ir polisacharidus letai kaitinant, baltymy
aminogrupés jungiasi su polisacharidy karbonilo grupémis [29]. Susidar¢ kompleksai pasizymi geresniu
tirpumu ir emulsavimu, nei vieni baltymai. Tokiy kompleksy pavyzdziai yra -laktoglobulino-dekstrano
[30], isrtgy baltymy-maltodekstrino [31], B-laktoglobulino-galaktozés [32] ir kt.

Kai baltymai ir polisacharidai jkrauti priesingai, gali susidaryti elektrostatiniai kompleksai. Tokie
kompleksai gali biiti tirptis arba netirpts. Netirpiis kompleksai susijungia j koacervacinius laselius ir dél
svorio skirtumy susidaro koacervacinis sluoksnis ir skysta fazé. Rezultate viena i§ miSinio faziy
susikoncentruoja j du polimerus, o kita j tirpiklj. 2.2.paveiksle pateiktas koacervacijos mechanizmas
[24].

+ -
s ¥
. Virsutiné fazé
N pH % Laikas Laikas

) ) . ) Eksperimentinis mégintuveélis
Bendras  Tirpus/netirpus  Koacervaciniai Faziy su lfoacervaciniu sh?oksniu is
tirpumas komPleksm laseliai atsiskyrimas iriigy baltymy ir

polisacharido

1.3. pav. Baltymy — polisacharidy koacervacijos mechanizmas
1.4. Baltymuy ir polisacharidu kompleksy savybés

Kai baltymai ir polielektrolitai btina prieSingai jkrauti, dél elektrostatiniy saveiky sudaro
kompleksus. Jvairts fizikiniai — cheminiai veiksniai taip pat turi jtakos elektrostatinéms jégoms, kurios
itakoja kompleksy susidarymg. Svarby vaidmenj elektrostatiniy jégy susidaryme atliecka pH, kuris
nustato baltymy jkrovos tankj [26]. Atlikus tyrimus buvo jrodyta, kad kompleksavimas yra dviejy
pakopy procesas, kurj jtakoja pH, sukeldamas du struktarinius peréjimus (pHc — tirpiy kompleksy
susidarymo pradzia ir pH,, — kompleksy atsiskyrimas).
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Tirpiis baltymy kompleksai dazniausiai susiformuoja, esant pH virs$ jy izoelektrinio tasko, kuriame
baltymai yra neigiamo kriivio kaip ir polielektrolitas [28]. Vidiniy polimery ir tarppolimeriniy
kompleksy susidarymas pateiktas 2.3. paveiksle.

Norint kontroliuoti baltymy ir polisacharidy kompleksy susidaryma reikia atidziai kontroliuoti
sistemos joning jéga, nes esant net mazai druskos koncentracijai gali sumazéti kompleksy susidarymo
tikimybé. Taip pat kritinis parametras yra polimero koncentracija, jei polimeras biina vir§ kritinés
koncentracijos, vyksta susiliejimo slopinimas. Kiti svarbiis kompleksy susidarymo parametrai yra:

polimero molekuliné masé, temperatiira, slégis, taCiau Sie parametrai néra iSsamiai iStyrinéti [33].

Q Baltymai
|

g ' Polisacharidai

1.4. pav. Baltymy — polisacharidy kompleksy tipai. A: vidiniy polimery kompleksai; B: tarppolimeriniai kompleksai

Baltymy kompleksy sudarymui yra naudojami polisacharidai, tokie kaip: karageninas, pektinas,
galaktomanai, karboksimetilceliuliozé ir kiti. Polisacharidai, turintys karboksilo grupiy nesudaro tirpiy
kompleksy su globuliniais baltymais kai pH>pl, o sulfatuoti PS gali formuoti tirpius kompleksus esant
net daug didesniam pH uz baltymy pl [35]. Kai pH yra didesnis uz baltymo izoelektrinj taska, jauciy
serumo albuminas (JSA) elektrostatiniu rySiu formuoja tirpius kompleksus su dekstrano sulfatu, t-
karageninu ir k-karageninu, kai joniné jéga yra maza. Esant mazai joninei jégai, didZiausia kritiné pH
reik§mé, kad jvykty kompleksacija su JSA yra 6,5 k-karageninui, 7 1-karageninui, o dekstrato sulfatui >7
[36].
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1.5. Baltymy — polisacharidy kompleksy funkcinés savybés

Polisacharidy — baltymy kompleksy klampumas ir putojimo savybés.

Klampumas ir zelatainizacija yra reologinés savybés, kurios priklauso nuo biopolimery
molekulinés charakteristikos, pvz., molekulinés masés, formos, grandinés ilgio. Kiti veiksniai yra
koncentracija, sgveika tarp biopolimery ir vandens ir kiti tirpalo parametrai: pH, joninés jégos ir kity
Salutiniy medziagy, tokiy kaip ligandai ir kitos. Sgveika tarp baltymy ir polisicharidy galima keisti
keiCiant polimery funkcines savybes. Reologinés baltymy — polisacharidy savybés kinta priklausomai
nuo komplekse esancio polimero. Tikétina, kad dviejy biopolimery tarpusavio rySys padidins sistemos
klampumg susidarant didesnéms daleléms. Keliy baltyminiy — polisacharidiniy miSiniy sistemy
reologiné dinamika buvo i$nagrinéta, skalé svyravo nuo klampaus kiino iki viskoelastinio kiino. Tai rodo
kad elastingumas yra geresné savybé nei klampumas. Hidratuoti baltymy — polisacharidy kompleksai
padidina klampumo ir reologines savybes, kurios priklauso nuo pradinio ir struktarinio polisacharido
[24].

Joniniy jégy ir baltymy — polisacharidy santykis atlieka svarby vaidmen;j baltymy — polisacharidy
sistemose. Optimali druskos koncentracija (0,21 M NaCl) sudaro palankias salygas 3 — laktoglobulinui
su pektinu sudaryti stipriomis savybémis pasizymintj gelj. Siekiant gauti geresnémis Zelatinizacijos
savybémis pasizymint] junginj, kuris reikalingas formuoti koacervatus, nes stipri tarpusavio sgveika
sumazina kompleksy tirpuma ir todél mazéja komplekso hidratacijos pajégumas, kuris priveda prie
maz¢jancéio klampumo[23].

Baltymy — polisacharidy viskoelastinés savybés taip pat atlieka svarby vaidmen;j puty stabilumui
jvairiuose maisto produktuose. Oro — vandens sistemos putos — oro patekimas per plong skysc¢io plévele
(vandenj), kur $i skyscio plévelé yra stabilizuojama per aktyviy molekuliy pavirSiy. Puty stabilumas
geréja didéjant tarpfaziniam skyséio plévelés stabilumui. Mazas plévelés stabilumas gali lemti oro
difuzija putose, to pasekoje sumazeja puty stabilumas. Dar vienas svarbus skyscio plévelés parametras
yra klampumas, kuris gali kontroliuoti oro jterpimo difuzijos koeficienta putose. Todé¢l geresnis
tarpfazinés skyscio plévelés stabilumas ir klampumas lemia maZesn¢ jterpto oro difuzija putose ir
padidina jy stabiluma.

Aliejus — vanduo emulsijy stabilumas

Emulsija — dviejy nesimaiSanciy skysCiy dispersiné sistema, kuri stabilizuojasi per aktyviy
molekuliy pavirSiy, Sie stabilizatoriai vadinami emulsikliais. Emulsiklis turi amfifilines savybes

absorbuotis ant skysty laSeliy pavirSiaus, kuris uZzkerta kelig faziy atsiskyrimui dviejuose
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nesimaisanciuose skysciuose. D¢l fiksuoto emulsiklio, emulsijos stabilumas priklauso nuo keliy
faktoriy, tokiy kaip: emulsiklio adsorbcijos, koncentracijos ir t.t. Esant mazai emulsiklio koncentracijai
emulsijos sistema nesugeba islaikyti pradiniy laSeliy dydzio. Sis nestabilumas gali vykti keliais
mechanizmais. D¢l prasto skys¢io laSeliy apgaubimo jie gali susijungti vienas su Kitu, sudarydami
didelius laselius, 4 paveikslas. Kur polimerai adsorbuojasi ant skysty laseliy pavirSiaus, taip padidinami
apgaubimg tarp dviejy vandens laseliy ir tod¢l pradeda mazéti flokuliacija. Esant didelei emulsiklio
koncentracijai emulsijos sudaro stabilius aliejaus laselius, dél geresnio skysto laselio apgaubimo [50].

Emulsijas galima sudaryti naudojant aktyvias pavirSiaus medziagas, tokias kaip: aktyvias
pavir§iaus molekules, biopolimerus (baltymus arba polisacharidus), hidrokoloidus (baltymy -
polisacharidy kompleksus) ir neorganinés dalelés. Emulsijy sistemy stabilumas priklauso nuo dviejy
svarbiy veiksniy. Pirma — atsumiancios jégos tarp dviejy artéjanciy skysty laseliy, antra — disproporcija
(Ostwald — Ripening) — tai procesas, kurio metu kinta laseliy dydis. Kai du laSeliai yra atskirti
tarpusavyje skyscio sluoksniu, dujos difunduoja nuo mazesniy link didesniy laseliy, kol dél slégiy tarp
laseliy skirtumy, atsiranda koncentracijy gradientas. Sio proceso metu mazi lageliai tampa maZesni, o
didesni padidéja. Did¢jant skirtumui tarp laseliy slégiy, procesas pagreitéja ir vyksta iki tol, kol mazi
laseliai iSnyksta [37].

Didesnis atstimimas tarp dviejy Salia esanciy laSeliy sukelia maksmilay stabilumg, nes susidaro
maziausia galimybeé vykti koalescencijai. Atstumianti jéga tarp dviejy Salia esanciy skystyjy laseliy
nulemia atstuma, t.y., plonos skys&io plévelés storumas tarp dviejy laeliy juos suartina. Sios skyséio
plévelés storis priklauso nuo adsorbuotos molekulés (emulsiklio) uzimamos erdvés. Emulsija
dazniausiai gaunama stabilizuojant skirtingus emulsiklius esancius sudétyje, tokius kaip pavirSiaus
medziagos, baltymai arba hidrokoloidai (baltymy — polisacharidy kompleksai) ir skystos pléveles
santykinis storis tarp dviejy laSeliy priklauso nuo hidrokoloidy (5 — 10 Nm), baltymy (1 — 5 Nm)
pavirSiaus medziagy (0,5 — 1 Nm). Todél emulsijos laSeliy stabilumas gaunamas geresnis kai jie
stabiluojami su baltymy — polisacharidy kompleksais. Kitas svarbus veiksnys lemiantis emulsijy
stabilumg yra emulsikliy desorbcijos lygis. Emulsiklio molekulés adsorbcija (pavirSiaus medziagos,
baltymai ir kt.) salyCio pavirSiuje yra laikina. Emulsiklio desorbcija sgly€io pavirSiuje nulemia sistemos
nestabilumg. Remiantis Siuo faktu, teigiama, kad emulsija stabilizuota daleliy, kuriy dydis svyruoja nuo
10Nm iki keliy um gali buti nestabili, dél plonos skysc¢io plévelés makslimalaus storio ir maksimalios

desorbcijos energijos [38].
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2. DARBO TIKSLAI IR UZDAVINIAI

Literattros analizé parod¢, kad placiai iSnagrinétos saldziy iSriigy fizikinés — cheminés savybés, jy
apdorojimo biidai ir pritaikymas pramonéje, taciau apie riigscias iSrligas, kurios lieka po varskés ir
var$keés stiriy gamybos, informacijos pateikiama mazai. Remiantis literatiiriniais Saltiniais akivaizdu, kad
susidoméjimas rugsciomis iSriigomis bei galimais jy apdorojimo metodais padidéjo tik pastaraisiais
metais. PaaiSkéjo, kad jy perdirbimui negalima taikyti ty paciy metody, kuriais jau daugelj mety
s¢kmingai perdirbamos saldzios po fermentiniy striy gamybos likusios iSriigos. Paskaiciuota, kad dél
rugsciy iSrigy perdirbimo technologijy nebuvimo Lietuvoje kasdien prarandama apie 500 t. riigsciy
iSrigy, t.y. apie 184 000 t. per metus. I$ diskusijy su pieno imoniy, kuriose po varskés ir varskes siiriy
gamybos lieka daug isriigy, technologais, iSaiskéjo dar viena aktuali problema, t.y. kaip sukaupti ir
iSlaikyti iSriigas ilgesnj laikg, siekiant optimizuoti jy perdirbima.

Vienas 1§ baltymy iSgavimo i§ saldziy iSriigy budas — iSrligy baltymy kompleksavimas su
polisacharidais. Literatiiroje randama daug informacijos apie saldziy isrtigy baltymy — polisacharidy
kompleksus, jy apdorojimg, panaudojimg ir funkcines savybes. Taciau mums prieinamoje mokslinéje
literatiiroje nepavyko rasti duomeny apie rigsciy iSriigy baltymy ir polisacharidy komplesky sudaryma
bei jy savybes. Manome, kad dél mazos rugs¢iy iSriigy rinkos vertés, iSrigy baltymy iSgavimas i$ iSriigy,
kompleksuojant juos su polisacharidais turi ekonoming alternatyva maisto pramongéje.

Si aktuali tema, paskatino pladiau iSnagrinéti riigs¢iy iSrigy baltymy — polisacharidy
kompleksavima, bei gauty kompleksy savybes, jy galimg panaudojimg emulsijoms stabilizuoti.

Remiantis literatiiros apzvalga bei iSnagrinéjus aktualias tyrimy sritis, iSkeliamas §is darbo tikslas —
nustatyti ragscéiy isrigy baltymy pokycius iSrigy laikymo metu ir iSanalizuoti jy iSgavimo i$ iSrigy
galimybes kompleksuojant su polisacharidais.

Tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:

e Noustatyti riig§¢iy i8riigy fizikinius cheminius bei mikrobiologinius pokyc¢ius laikymo metu
esant skirtingoms laikymo sglygoms;

e Nustatyti iSrugy baltymy ir jvairiy polisacharidy miSiniy termodinaminio stabilumo biisenas,
priklausomai nuo baltymy Saltinio, terpés pH ir baltymy bei polisacharidy santykio miSinyje

e Charakterizuoti iSriigy baltymy ir polisacharidy kompleksy savybes

e Jvertinti iSrligy baltymy ir polisacharidy kompleksy panaudojimo galimybes stabilizuojant

emulsijas
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3. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI
3.1. Tyrimy objektai ir medziagos

Tiriamojo darbo objektai:

e riigscios 18riigos, gautos po varskés gamybos, kurias pristatydavo UAB ,,Pieno zvaigzdés* Kauno
filialas,

e iSrugy baltymy izoliatas (IBI), kuriame yra 88,5% baltymy, <6% drégmés, 0,1% laktozés ir 4%
peleny (Lacprodan DI — 9213, Arla Foods Ingredients, Vibis, Danija);

e karboksimetilceliuliozé (toliau KMC), kurios grynumas >99,5%, pakeitimo laipsnis 0,6 — 0,95,
klampa (2%, 25°C) 1000 — 3000 mPa-s,

e chitozanas, kurio deacitelinimo laipsnis >75% ir vidutiné molekuliné masé¢ (190 — 310 kDa),
buvo pirktas i§ Sigma Aldrich (Airija).

Tiriamojo darbo metu vykdyti eksperimentiniai tyrimai yra pateikti 3.1. paveiksle.
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Polisacharidai I8ragos IBI

Cheminés sudéties analizé

Konservavimas

Mikrobiologiné analizé

Elektroforezé

\ 4
> Kompleksavimas <

Z potencialo nustatymas

Optinio tankio nustatymas

Faziy diagramy sudarymas

A 4
Liofilizacija

L Baltymy — polisacharidy kompleksy charakterizavimas
elektroforeze ir vidutinio ilgio IR absorbciniais spektrais

A 4 A 4

Tirpinimas Emulsijy stabilizavimas

Azoto kiekio nustatymas Stabilumo tyrimas

Reologiné analizé

Riebaly rutuléliy dydzio
nustatymas

>

3.1. pav. Tiriamojo darbo metu vykdyty eksperimentiniy tyrimy ry$iy schema
3.2. Tiriamojo darbo metu tirty kompleksy gamyba

Kompleksai buvo gaminami naudojant IBI ir KMC, IBI ir chitozana, ragséias iSriigas ir KMC,
rugscias iSriigas ir chitozang.

Kompleksy gamyba naudojant IBI ir KMC, bei IBI ir chitozang. Tirpalai buvo gaminami santykiais
1:0; 1:1; 2:1; 3:1; 4:1, visuose miSiniuose galutiné IBI koncentracija buvo 0,5%. Kompleksuojant buvo
keiciamas pH 6; 5; 4,5; 4; 3; 2,5; 2 naudojant 1M HCI ir IM NaOH. Gauti méginiai su nuosédomis buvo
filtruojami naudojant filtravimo popieriy ir dziovinami liofilizuojant. Analogiskai buvo gaminami IBI ir

chitozano kompleksai.
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Ragséiy isragy ir KMC kompleksai buvo gaminami maiSant ragscias iSrigas ir KMC tirpalus
santykiais 1:0; 1:1; 2:1; 3:1; 4:1, visuose miSiniuose galutiné baltymy koncentracija buvo 0,5%.
Kompleksuojant buvo keiciamas pH 6; 5; 4,5; 4; 3; 2,5; 2 naudojant 1M HCI ir IM NaOH. Gauti
méginiai su nuosédomis buvo filtruojami naudojant filtravimo popieriy ir dziovinami liofilizuojant.

Riigsciy iSriigy ir chitozano kompleksai buvo gaminami maisant rugsc¢ias iSriigas ir chitozano tirpalg
santykiais 1:1; 2:1; 3:1; 5:1; 10:1; 15:1; 30:1, visuose mi$iniuose galutiné baltymy koncentracija buvo
0,5%. Kompleksuojant buvo kei¢iamas pH 6; 7; 8; 9; 9,5; 10; 11; 12. Gautos nuosédos buvo
filtruojamos naudojant filtravimo popieriy ir dziovinamos liofilizuojant.

Susaldyti kompleksai liofilizuoti liofilizatoriuje (Zirbus sublimatos 3x4x5, Bad Grund, Vokietija).
Sausi bandiniai iki analizés laikyti (-18°C temperatiiroje) Saldiklyje.

Sublimacinés dziovyklos veikimo principas yra pagristas drégmés pasalinimu, jai pereinant i$
kristalinés buklés | dujing bukle. I dziovykla produktas pakraunamas suSaldytas, viduje sudaromas
vakuumas ir 1§ produkto iSsiskiria dalis drégmés, sumazéja produkto temperatira. ISsiskyrusi drégmé
sukondensuojama kondensatoriuje, o dé¢l sumazéjusios temperatiiros produkte esanti lasivoji drégmé
susikristalizuoja j leda. Tada j dZiovinimo kameros vidy paduodamas tam tikras Silumos kiekis ir joje
vykdomas sublimacijos procesas. Kadangi kondensatoriuje palaikoma zemesné temperatiira uz

dziovinimo kameros temperatiira, tai produkte esanti drégmé iSgaruoja.
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3.2. Tyrimy metodai
3.3. ISriigy cheminés analizés metodai

Bendras azoto ir nekazeininio azoto kiekis

Bendras azoto kiekis ir nekazeininio azoto kiekis iSriigy bandiniuose nustatytas remiantis ISO 8968
— 1:2014 ,,Pienas ir pieno gaminiai. Azoto kiekio nustatymas. Kjeldalio principas ir zalio baltymo
skai¢iavimas* metodu.

Kazeinas nusodinamas naudojant acto riigSties ir natrio acetato tirpalus. Nusodintas kazeinas
nufiltruojamas, filtrate lieka nekazeininis azotas. Azoto Kiekis filtrate yra nustatomas pagal procedirs,
apraSyta standarte LST EN ISO 8968 — 1:2014, isskyrus 9.1 punkta. Kazeininis azotas apskai¢iuojamas
i$ bendro azoto kiekio atémus gautg nekazeininj azoto kiekj iSriigose.

Nebaltyminio azoto kiekis

Nebaltyminio azoto kiekis iSriigy bandiniuose nustaytas remiantis 1SO 8968 — 4:2001 ,, Pienas.
Azoto kiekio nustatymas. Nebaltyminio azoto kiekio nustatymas” metodu.

Titruojamasis rugstingumas

ISriigy titruojamasis rugstingumas, iSreikStas Ternerio laipsniais, yra standartinio natrio hidroksido
tirpalo mililitry kiekis, reikalingas 100 ml iSriiguose esan¢ioms riigs§tims neutralizuoti.

pH

Isriigy pH matuojamas naudojant (Inolab pH 720, VVokietija) pH metra.

Sausyjy medziagy kiekis

Sausyjy medziagy kiekis i8rtigy bandiniuose nustatytas remiantis ISO 6731:2010 ,,Pienas, grietinélé
ir sutirStintas pienas. Visuminio sausyjy medziagy kiekio nustatymas” metodika.

Riebaly kiekis

Riebaly kiekis iSrligy meéginiuose nustatytas gravimetriniu metodu, remiantis LST EN ISO
11870:2009 ,,Pienas ir pieno gaminiai. Riebaly kiekio nustatymas. Bendrieji butirometriniai metodai.
Sis metodas pagrjstas riebaly i3skyrimu i§ tiriamojo pavyzdZio, veikiant jj koncentruota sieros riig§timi,
izoamilo alkoholiu ir i§centrine jéga. Centrifiigavimas atliktas SuperVario-N aparate (\VVokietija).

Kiekvieno bandinio matavimas buvo pakartotas po tris kartus ir iSreikstas $iy verciy vidurkis [46].
3.4. ISriigy konservavimas
Konservuojant iSriigas buvo naudojama konservavimo medziaga — sorbo riigstis (CgHgO>). Paruosti

trys bandiniai kuriuose CgHgO, koncentracija buvo: 0 %, 0,01 % ir 0,05 %. Bandiniai buvo laikomi
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kambario temperatiiroje (~18 °C) 14 dieny. Tyrimo metu matuojamas azoto, nebaltyminio azoto kiekis,
titruojamasis riigStingumas ir pH. Matuojama pirma, antra, ketvirtg, Sesta, aStuntg, deSimtg ir keturiolikta

bandymo dienas.
3.5. ISriigy mikrobiologiné analizé

Bendras mikroorganizmy skaiCius iSrigose buvo .nustatytas remiantis LST EN ISO 4833:2003
(Maisto ir pasary mikrobiologija. Bendrasis metodas. Kolonijy skaiciavimo 30 °C temperatiiroje
metodas) standartu. Lékstelés su bandiniais buvo inkubuojamos 37°C temperatiiroje. Tyrimams buvo
naudota Plate count agar (REF 610040, ,,Liofilchem*).

Pienariig§Ciy bakterijy skaiCius buvo nustatytas s¢jant iSriigy bandinius ant selektyvios mitybinés
terpes (MRS terpé (REF 4017282, “Biolife”)). Bandiniai buvo inkubuojami 30°C temperattroje 48-72
val. Po inkubavimo vertintos tipiskos pienariigs¢iy bakterijy kolonijos.

Proteolitiniy bakterijy skaiCius iSrligose buvo .nustatytas remiantis “Mikrobiologinés kontrolés
instrukcija pieno perdirbimo jmonéms” [44]. Lékstelés su bandiniais buvo inkubuojamos 30°C
temperatiiroje. Tyrimams buvo naudota Milk Plate agar (REF 610073, ,,Liofilchem®).

Mikroorganizmy skai¢ius N (kolonijas sudarantys vienetai viename tiriamo produkto
mililitre/grame (KSV/ml)) tiriamajame méginyje nustatomas apskai¢iuojant dviejy vienas po kito
einanciy skiediniy vidurkj pagal tokig lygti:

Noo2C

V x[n +(01xn,)]xd

¢ia:
2C- suma kolonijy, suskaiéiuoty visose neatmestose l1ékstelése i§ dviejy vienas po kito einanciy
skiediniy, kai bent vienoje l1¢ksteléje yra maziausiai 15 kolonijy;
V — uzsétos medziagos turis 1eksteleje mililitrais;
Ny — pirmojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius;
N, — antrojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius;
d — pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo koeficientas d=1, kai tiriamasis skystas produktas

(tirilamas méginys) yra neskiestas
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3.6. Elektroforezé

Bandiniuose esantys baltymai buvo indentifikuojami naudojant elektroforeze. Elektroforezés
vykdymo etapai:

e Baltymy standarto paruosimas (Broad Range Marker)

Pries naudojimg baltymy standartas atSildytas kambario temperatiiroje.

e Bandiniy paruoSimas

Bandiniy paruoSimas pateiktas 3.1. lentel¢je:

3.1. lentelé. Bandiniy paruoSimas

Neredukuotiems bandiniams Redukuotiems bandiniams
Baltymy
e o Baltymy tirpalas Sample
Bandiniai | tirpalas (~0,2 - LDS Sample Distiliuotas LDS Sample )
(~0,2-0,5% Reducing Agent,
0,5 % Buffer, pl vanduo, pl Buffer, pl
baltymy), pl pl
baltymy), ul
X1 6,5 2,5 1 6,5 2,5 1
X2 32,5 12,5 5 32,5 12,5 5

Paruostus bandinio buferius sumai$éme su analizuojamu baltymy tirpalu. Paruosti bandiniai

kaitinami 10 min 80 °C temperatiiroje nuolat maiSant.
e Gelio buferio (1X MES Running Buffer) paruosimas

40 ml 20X MES SDS Running Buffer atskiedziamas 760 ml distiliuvoto vandens kiekiu ir
1SmaiSomas.
e FElektroforezes atlikimas

IS pakuotés iSimama gelio kaseté ir atsargiai nuplaunama distiliuotu vandeniu. ISplovus kaseteg,
atsargiai nulupama apsauginé juostelé ir iSimamos Sukelés. Su nedideliu 1X MES gelio buferio kiekiu
paSalinami oro burbuliukai esantys gelio Sulinéliuose. Paruosta gelio kaseté¢ jdedama i gelio kamerg ir
pritvirtinama. Vidiné gelio kamera uZpildoma gelio buferiu, iSoriné gelio kamera iki pusés uZpildoma
gelio buferiu. ] geliu Sulinélius jSvirk§¢iami paruosti standartai ir redukuoti/neredukuoti bandiniai (20 —
50 pl baltymy <20 pl tiiryje j vieng Sulinélj, kai bandinyje yra jvairaus molekulinio dydzio baltymy).
Uzpildzius visus Sulinélius, iSoriné gelio kamera uzpildoma gelio buferiu iki virSaus. Prijungiamas
maitinimo $altinis ir 50 min leidziama 200V srov¢, kol bandiniai pasiekia Sulinélio apacig. Bandiniams

pasiekus apacig, kaseté iSimama ir nuplaunama distiliuotu vandeniu.
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Gelio peiliu atsargiai atidaroma gelio kaseté ir jdedama j Coomassie dazus, kuriuose laikoma 12 —

24 val. Nudazytg gelio kasetg¢ labiai atsargiai perkeliame j distiliuoto vandens vonelg ir plauname ~1val.
3.7. IR spektroskopija

Matavimai atlikti FT — IR spektrometru Spektrum GX (Perkin Elmer, JAV). Spektrai buvo
uzraSomi 2500 — 670 cm™ intervale esant skiriamajai gebai: 1 cm™, skenavimo pagreiGiui: 0,2 cm/s,
skenavimo skai¢iui: 16 karty, stiprumui: 1. Kiekvienam méginiui buvo uzraSomi trys atspindzio
spektrai. Atspindzio spektry registravivams naudojome horizontalaus pilno atspindzio prieda ATR (su
ZnSe kristalu), ant kurio viso pavirSiaus uzdedamas méginys (2 cm x 1 cm x 0,5 cm) ir gerai

prispaudziamas mentele.
3.8. Faziy diagramy sudarymas

Pradzioje paruosti KMC 1% vandens tirpalas ir chitozano 1% vandens tirpalas. Reikalingas CMC
kiekis atsveriamas svarstyklémis 0,0001 tikslumu, uzpilamas distiliuotu vandeniu ir maiSomas 1
valandg, kambario temperatiiroje, naudojant magneting maiSykle (IKA C — MAG HS 7, Vokietija).
Chitozanas ruosiamas analogiskai kaip ir CMC.

Ragsciy isrtgy méginys ir KMC (1%) vandens tirpalas buvo maiSomi atitinkamais santykiais, kad
biity gauti misiniai, kuriuose i8riigy baltymy ir KMC santykis baty 1:1, 2:1, 3:1, 5:1, 10:1, 15:1 ir 30:1.
Riagsc¢iy isriigy méginys ir chitozano (1%) vandens tirpalas buvo maiSomi atitinkamais santykiais, kad
bty gauti miSiniai, kuriuose iSriigy baltymy ir chitozano santykis buty 1:1, 2:1, 3:1, 5:1, 10:1, 15:1,
30:1. Visy miSiniy pH buvo kei¢iamas 1,5 iki 12, naudojant 0,5 M, 1,0 M, 2,0 M HCl arba 0,5 M, 1,0 M,
2,0 M NaOH tirpalus. Faziy diagrama buvo sudaroma vizualiai vertinant mi$inius tuoj po sumaiSymo:
skaidrus tirpalas, drumstas tirpalas, iSkritusios nuosédos. Taip pat buvo matuojamas miSiniy
drumstumas, naudojant Evolution™ 300 UV-Vis spektofotometra (Thermo Scientific, Loughborough,
DidZioji Britanija). MiSiniy absorbcija matuota, esant 600 nm bangos ilgiui.

Analogiskai faziy diagramos buvo daromos su IBI ir KMC bei IBI ir chitozano vandens tirpalais.
Faziy diagramy sudarymui buvo naudotas 0,5% IBI vandens tirpalas, kuris buvo ruo$iamas atsveriant
IBI 0,00001 tikslumu, uzpilant distiliuotu vandeniu ir maiSomas 1 valanda kamabrio temperatiroje,
naudojant magneting maisSykle. Faziy diagramy sudarymui naudoti tie patys baltymy ir polisacharidy

santykiai kaip ir riig8¢iy iSriigy atveju.
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3.9. § potencialo nustatymas

Biopolimery tirpaly miSiniy ir emulsijy zeta-potencialas buvo matuojamas naudojant prictaisg
Dispersion technology DT1200 ( JAV ). Emulsijy ir biopolimery tirpaly méginiai buvo atskiesti
buferiniais tirpalais santykiu 1:100. Elektrinis kriivis (§ potencialas) matuotas pagal daleliy judéjimo
kryptj ir pagreitj, sukurtame elektros lauke. Elektroforezés mobilumo matavimams paversti  potencialo
vertémis buvo naudotas Smoluchowsky matematinis modelis.

Kiekvieno bandinio matavimas buvo pakartotas po tris kartus ir iSreikstas Siy verc¢iy vidurkis.
3.10. Tirpumo nustatymas

Liofilizuoti baltymy — polisacharidy kompleksy bandiniai buvo tirpinami distiliuotame vandenyje
mais$ant magnetine maisykle (IKA C — MAG HS 7, Vokietija), esant skirtingoms pH reik§méms (nuo 1
iki 12 pH), kurios buvo reguliuojamos naudojant HCI ir NaOH.

Gauti tirpalai filtruojami naudojant filtravimo popieriy. Siekiant nustatyti gauty iSrigy baltymy
kompleksy tirpumg gautuose filtratuose nustatomas bendras azoto kiekis, naudojant pamatinj Kjeldalio

metoda.
3.11. Emulsijy sudarymas

Baltymy — polisacharidy kompleksy emulsavimo savybiy tyrimams buvo paruoStos emulsijos,
kurios skyrési savo sudétimi (3.2. lentelg).

Istirpinti HCI 0,05N tirpale kompleksai buvo maiSomi su pirmo spaudimo rapsy aliejumi (Golden
Oil, Rusija) ir homogenizuojami homogenizatoriumi ULTRA TURRAX (IKA Werke, Staufen,
Vokietija) 5 min, 24000 aps/min greiciu.

3.2. lentelé. Bandiniy sudétis

Kompleksy koncentracija emulsijoje
Sudétinés medZziagos

0,2% 0,4 % 0,6 % 0,8 % 1,0 %

Bandinio Nr. (I I A1 ] m L] m (I ] (I ]

Rapsy aliejus, ml 50| 50| 50 | 50|50 | 50 |50 |50 | 50 |50 |50 | 50 |50|50| 50

KMC + IBI + H,0, ml 50 50 50 50 50

IStirpinti iSragy baltymy 50
kompleksai (gauti naudojant KMC) 50 50 50 50
+ H,0, ml
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3.12. Emulsijy stabilumo tyrimai

Emulsijy stabilumui nustatyti, emulsijos buvo iSpilstytos po 10 ml j graduotus mégintuvélius,
mégintuveliai sandariai uzdaryti naudojant ,,policeliuliozing” plévele. Bandiniai laikomi 48 wval
kambario temperatiiroje (~18 °C).

Emulsijos iSsisluoksniuoja j du sluoksnius, virSutinj (kreminj) ir apatinj (serumg), 3.2. paveikslas.

ISsisluoksniavimas buvo fiksuojamas po 1, 3, 24, 36, 48 valandy.

Kreminis sluoksnis

Emulsija

/
/

Serumo sluoksnis \_/

3.2. pav. Emulsijy i$sisluoksniavimas

I8sisluoksniavimo indeksas (I) iSreiSkiamas procentais pagal 3.1. formule:

M
| = (M—S) -100 [%6] 3.1)
E

¢ia: Mg — serumo kiekis; Mg — bendras emulsijos kiekis [5 Rita]

Kiekvieno bandinio matavimas buvo pakartotas po tris kartus ir iSreikstas $iy verciy vidurkis.
3.13. Reologiné analizé

Emulsijy reologinés charakteristikos buvo nustatytos uzraSant tekéjimo kreives 20 oC temperatiroje
reometru Physica MCR (Anton Paar GmbH, Gratz, Austrija), kurios gaunamos iSmatavus poslinkio
jtempio priklausomybe nuo poslinkio spartos. Poslinkio sparta didinta nuo 0 iki 1000 s™. Matavimuose
taikyta kiigis-plokstelé sistema, kur kiigio diametras buvo 60 mm ir kiigio kampas buvo 2o. Tekéjimo
elgesys jvertintas pagal Oswald lygtj, priklausomai nuo didziausiy R, reik§miy ir maziausiy standartiniy
nuokrypiy:

T=A " [Pa] (3.2)

&ia: A — konsistencijos indeksas arba tariamoji klampa; y — poslinkio sparta, s™; n — koeficientas, nusakantis tekéjimo
pobudi

Emulsijy tiksotropinéms savybéms nustatyti tarp ploksteliy, skirty reologiniams matavimams,

jdéjome bandinj. Apsisukimy greitis buvo didinamas nuo 0 — 1000 st per 5 min (did¢jimo kreive),
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pasiekus apsisukimy greitj 1000 s laikomas pastovus 50 s ir mazinamas iki 0 s per 5 min (maz¢&jimo

kreive), deformacija buvo matuojama kas 10 s, atliekami trys matavimy pakartojimai.
3.14. Riebaly rutuléliy dydzio pasiskirstymo nustatymas

Riebaly rutuléliy dydziy pasiskirstymas emulsijose ir emulsijy bei virSkinimo sul¢iy miSiniuose
nustatytas lazerio difrakciniu spektrometru Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire,
Didzioji Britanija). Jregimas matuoja daleliy dydzius, kurie svyruoja 0,02-2000 mm ribose. Matavimy
metu méginiai disperguoti maiSymo cel¢je distiliuotame vandenyje. Matavimai atlikti per 24 valandas
po to, kai emulsijos buvo pagamintos arba i§ karto paémus méginius (tiriant emulsijy virSkinima).

Riebaly rutuléliy ir tirpiklio refrakciniai indeksai nustatyti atitinkamai 1,5 ir 1,33.
3.15. Statistiné analizé

Eksperimentai kartoti tris kartus, rodikliy matavimus atliekant tris kartus. Rezultatai pateikti kaip

vidutinés vertés ir standartiniai nuokrypiai, apskaic¢iuoti MS Excel 2010 programa.
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4. Rezultatai ir jy aptarimas
4.1. ISragy savybiuy pokyciai laikymo metu

Pirmajame darbo etape tyréme riigiéiy isrigy savybiy pokyéius laikymo metu. Zinios apie isrigy
pasikeitimg laikant ypa¢ svarbios maziems pieno perdirbéjams, kuriems po varskés striy ir varSkés
gamybos susidaro nedaug iSrtigy ir tolesniam jy perdirbimui reikia sukaupti didesnj jy kiekj. Riigscios
i1Sriigos tyrimams buvo paimtos i§ atviros ir uzdaros varskés gamybos rezervuary, kurie dazniausiai
naudojami Lietuvos pieno perdirbimo jmonése, ir palyginta jy cheminé sudétis. Paskui iSrigos buvo
laikomos 6°C ir 18°C temperatiiroje. ISriigy sudéties pokycius vertinome nustatydami baltyminio ir
nebaltyminio azoto kiekj. Taip pat matavome iSrigy pH ir titruojamajj rigStinguma laikymo metu.
ISrigose vykstancius mikrobiologinius poky¢ius vertinome matuodami tris rodiklius: bendra

mikroorganizmy skaiciy, proteolitiniy bakterijy skaiciy ir pienariig§ciy bakterijy skaiciy.
4.1.1. Ragsciy iSriigy cheminé sudétis

Pirmiausia nustatéme ragSc¢iy iSrigy, gauty po atviro ir uzdaro varSkés gamybo biido sudétj ir
palyginome gautus rezultatus su kity autoriy publikuotais duomenimis. Svarbu, kad abiem buidais gautos

iSrtigos buvo iS tos pacios pieno perdirbimo jmonés. Rezultatai pateikti 4.1. lenteléje.

— v

4.1. lentelé. Rugsciy iSriigy cheminé sudétis ir savybés

ISriigos gautos Rodikliai

taikant var§kés Bendras baltymy Titruojamasis Sausuyjy medZiagu . N
gamybos biida: Kiekis, % pH rigStingumas, T° Kiekis, % Riebaly kiekis, %
Atvira gamyba 1,0933 4,49 72,3 6,14 0,05
Uzdara gamyba 0,7947 45 64,9 6,67 0,3

Sausyjy medziagy kiekis rtigsciose iSrligose gautose gaminant varSke skyrési 0,53%. Didesnis
sausyjy medziagy kiekis buvo iSrligose gautose 1§ uzdaros gamybos rezervuary. ISriigy pH vertés
nepriklausé nuo jy gaimo budo. Nustacius titruojamajj riigStinguma pamatéme, kad atviros gamybos
iSrigose jis yra zenkliai didesnis (72,3 T°), tuo tarpu uzdaros gamybos iSrligose titruojamasis
rigstingumas buvo gautas — 64,9 T°. Tai galima paaiskinti didesniu baltymy kiekiu iSriigose, gautose i$
atviry varskés gamybos voniy. Zinoma, kad pieno baltymy karboksilinés grupés turi jtakos titruojamojo
rugstingumo vertéms. Riebaly kiekis riigS¢iose isriigose priklausé nuo jy gamybos btido. Nustatyta, kad
iSrigy paimty i$ uzdaros gamybos rezervuary riebumas buvo 0,3 %, o iSriigy paimty i§ atviros gamybos
rezervuary — 0,05%. Nebaltyminio azoto kiekiai mazai skyrési, taciau baltyminio azoto kiekis atviros
gamybos riig§¢iose iSrtigose buvo 1,5 didesnis negu uzdaros gamybos iSriigose. Tai reiSkia, kad baltymy
kiekis atviros gamybos rtigsciose iSrtigose buvo 1,4 karto didesnis negu uzdaros gamybos iSriigose.
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Lyginant gautus rigsciy isrtigy cheminés analizés rezultatus su Jordanijos moklsininky pateiktais
duomenimis [1] 2012 metais ir Rusijos mokslininky [4] 1989 metais pateikta informacija, gauti
rezultatai mazai skyrési.

Siekiant identifikuoti riig8¢iose iSrligose esancius baltymus iSriigos buvo frakcionuojamos,
panaudojant elektroforeze. Rezultatai pateikti 4.1. paveiksle, kuriame skirtinguose elektroforezés gelio

takeliuose yra rugsc¢ios iSriigos, sukoncentruotos iki 65% baltymy koncentracijos.

laktoferinas
serumo albuminas

o, — kazeinas

B - kazeinas
k — kazeinas

B — laktaglobulinas
o — laktalbuminas

4.1. pav. Rugsciy isrugy elektroforezé

I§ pateikty rezultaty matome, kad analizuoti skirtingy baltymy koncentracijy iSrigy bandiniai
mazai skyrési baltymy sudétimi. Riig§¢iose iSriigose identifikuoti baltymai yra pateikti 4.2. lenteléje.

4.2. lentelé. Rugsciy iSrugy baltymy frakcijos, nustatytos elektroforezés badu

Nr. Dydis, kDa Junginys Nuoroda
1. 15 o — laktalbuminas [39]

2. 20 B — laktaglobulinas [39]

3. 30 o5 — kazeinas [39]

4. 27 B — kazeinas [38]

5. 25 k — kazeinas [38]

6. 60 serumo albuminas [39]

7. 80 laktoferinas [39]

Riigsciose iSrligose 1§ viso buvo nustatyta 10 junginiy, 1§ jy identifikuoti 7 junginiai: o —
laktalbuminas, B — laktaglobulinas, os — kazeinas, B — kazeinas, k — kazeinas, serumo albuminas,
laktoferinas. Pagrindiniai analizuoty bandiniy junginiai pagal juostelés rySkumg takelyje buvo buvo o —
laktalbuminas,  — laktaglobulinas. Tai sutampa su kity autoriy publikuojamais straipsniais apie iSragy
baltymy frakcijas ir jy sudétj [29, 37, 38, 48].
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4.1.2. Fizikiniy cheminiy savybiy kitimas laikymo metu

.....

matuodami baltyminio ir nebaltyminio azoto kiekj. Nebaltyminio azoto kiekis pasirinktas kaip baltymy
skilimo produkty — mazesnés molekulinés masés azoto junginiy, rodiklis.

Baltyminio azoto poky¢iai laikymo 6°C ir 18°C temperatiiroje 8 — 9 paras pateikti 4.2. paveiksle. I8
gauty rezultaty matome, kad didziausi baltyminio azoto nuostoliai uzfiksuoti per pirmas 24 valandas,
laikant i$rtigas i§ atviros gamybos rezervuary 6°C ir 18°C temperatiiroje bei laikant iSriigas i$ uzdaros
gamybos rezervuary 18°C temperatiiroje. Jie atitinkamai sudaré 48%, 27% ir 14,74%. Tolesnio laikymo
metu baltyminio azoto kiekis iSrligose kito nezymiai ir sudare 1,3 — 2,4% po 9 pary laikymo. Riigsciose
iSrigose, kurios buvo paimtos i§ uzdaros gamybos rezervuary, baltyminio azoto kiekio pokyciai laikant

9 paras 6°C temperatiiroje buvo tik 0,24%.

0,15
014

0,13 == Atvira gamyba, 18°C

== Atvira gamyba, 6°C

o
i
]
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o
i
[
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o
o
=)

Baltyminio azoto kickis
o
=

o
(=]
o]

0,07 \.\‘_//—«} E— Y

-

0,06 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Laikas, dienomis
4.2. pav. Baltyminio azoto kiekis riig§¢iose iSrigose, kurios buvo laikomos skirtingose temperatiirose

Lygiagreciai atlikta nebaltyminio azoto kiekio analizé, skirtingus i$riigy bandinius laikant 6°C ir
18°C temperatiiroje. Gauti rezultatai pateikti 4.3. paveiksle.

IS 4.3. paveikslo matome, kad nebaltyminio azoto kiekis tiek atviros, tiek uzdaros gamybos
rugsciose iSriigose laikymo pradzioje buvo 0,23 — 0,24%. Laikymo metu jo kiekis keitési skirtingai.
Atviros gamybos riig§¢iose iSriigose laikytose 6°C temperatiiroje per pirmas 48 valandas nebaltyminio
azoto kiekis padidéjo 10%, o toliau laikant tolygiai mazéjo. Tuo tarpu laikant Sias iSragas 18°C
temperatiiroje, nebaltyminio azoto kiekis po 24 valandy padidéjo 5%, o praéjus 6 paroms nuo laikymo
pradzios jo kiekis dar padidéjo 6,75%. Véliau nebaltyminio azoto kiekis iSrtigose émé mazeéti. ISrtigose
paimtose i§ uzdaros gamybos rezervuaro ir laikytose 6°C temperatiiroje nebaltyminio azoto kiekis
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padidéjo 5% po 48 valandy laikymo ir toliau laikant jo kiekis maZzéjo. Tuo tarpu nebaltyminio azoto
kiekis, laikant uzdaros gamybos iSriigas 18°C temperatiiroje nezymiai tolygiai mazéjo viso laikymo
metu. Nebaltyminio azoto mazé¢jimas rigsciy iSrigy laikymo pabaigoje gali buti dél susidariusiy lakiy
amoniako junginiy, kurie i§garavo.
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4.3. pav. Nebaltyminio azoto kiekio poky¢iai rigi¢iose isriigose, kurios buvo laikomos skirtingose temperatiirose

Taigi, nepriklausomai nuo iSriigy gavimo biido (i$ atviro ar uzdaro varskés gamybos rezervuaro)
baltyminio azoto kiekis laikant isrigas 24 — 48 val. maZéja, o nebaltyminio azoto kiekis didéja. Sie
procesai intensyviau vyksta, kai iSrigos laikomos 18°C temperatiroje. Tokie azotiniy medziagy
poky¢iai rodo, kad 24 — 48 val. laikomose iSriigose vyksta baltymy skilimo procesai, dél kuriy mazéja
baltyminio azoto kiekis, o nebaltyminio azoto kiekis, kuris rodo mazos molekulinés masés azotiniy
junginiy susidaryma, didéja. Tokius procesus gali jtakoti po varSkés gamybos isriigose likusios
proteolitinés bakterijos [43]. Siai hipotezei patvirtinti atlikome isrigy mikrobiologine analize (4.1.3.
skyrius).

Lygiagreciai cheminés analizés tyrimams buvo atlieckami laikomy iSriigy pH matavimai. IS gauty
rezultaty (4.4. paveikslas) pastebime, kad pH poky¢iai per pirmas 24 valandas buvo nezymiis. Atviros ir
uzdaros gamybos riigscias iSrigas laikant 6°C temperatiroje pH reikSmeés beveik nepakito net po 8 ir 9
dieny. Zymiis pH poky¢iai isriigose gauti tik i§ uzdaros gamybos rezervuaro paimty ir laikyty 18°C

temperatiiroje, kurie laikymo metu sumazéjo 1,2 karto.
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4.4. pav. Rugsciy isrugy pH pokyciai, laikant skirtingose temperatiirose
4.1.3. Mikrobiologiniy rodikliy kitimas iSriigy laikymo metu

Siekiant jvertinti ragSciy iSrligy mikrobiologinius pokycius laikymo metu buvo atlikta iSrtigy
mikrobiologiné analizé.

Buvo nustatyti trys mikrobiologiniai rodikliai: bendras mikroorganizmy skaicius, dar vadinamas
kolonijas sudaranciy vienety (KSV) skai¢iumi, proteolitiniy bakterijy skaiCius ir pienariig§ciy bakterijy
skaiCius.

Riigsciy 18riigy mikrobiologiniai pokyciai buvo nustatyti Svieziose iSriigose ir po 2 dieny laikymo,
18°C temperatiiroje. Gauti rezultatai pateikti 4.3. lenteléje.

4.3. lentelé. Rugsciy iSrugy mikrobiologiniy rodikliy kitimas laikymo metu

Laikas, dienomis
Rodikliai :
0 diena Po 2 dieny
Pienartig§¢iy bakterijy skai¢ius, KSV/ml 2,5x10* <10’
Proteolitiniy bakterijy skai¢ius, KSV/ml 4,7x10* 2,2x10°
Bendras bakterijy skai¢ius, KSV/ml - 6,3x10°

Nustatyta, kad pienartig§ciy bakterijy kiekis laikymo metu Zenkliai sumazéjo. Proteolitiniy bakterijy
skaicius padidéjo 4,68%. Bendras bakterijy skaiGius po dviejy dieny — 6,3x10° KSV/ml.

Gauti duomenys patvirtino misy iSkelta hipoteze apie proteolitiniy bakterijy dominavimg riigs¢iose
iSriigose. Dél jy veiklos laikant iSriigas vyksta baltymy proteolizé, dél kurios maZzéja baltyminio azoto

kiekis, o nebaltyminio azoto kiekis did¢ja. Tai, kad nustatéme nezenkly iSrigy pH mazé¢jimg laikymo
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metu taip pat patvirtina mikrobiologinés analizés rezultatai, kurie parodé kad laikant iSriigas jose esanciy
pienartigsc¢iy bakterijy kiekis maz¢jo.
4.1.4. Fizikiniy cheminiy savybiy kitimas konservuotose iSriigose laikymo metu

Lietuvos pieno perdirbimo jmonéms, kuriose po varskés ir varskés siiriy gamybos susidaro nedideli
1Srugy kiekiai, svarbu sukaupti ir iSlaikyti iSriigas ilgesnj laika, siekiant optimizuoti jy perdirbimg. Kaip
parodé miisy ankstesni tyrimai, laikant i8riigas vyksta intensyviis jy baltymy pokyciai dél po varSkeés
gamybos likusiy proteolotitiniy bakterijy, kurios skaldo baltymus ir dél to mazéja baltymy kiekis
laikomose iSriigose. Dél Sios priezasties riigscias iSriigas reikia konservuoti. Pieno pramonéje jprastas
konservavimas Siluma — pasterizacija, §iuo atveju néra tinkamas metodas, nes riigicioje terp¢je ivyks
baltymy koaguliacija. Todél reikia ieskoti kito budo isriigy konservavimui, t.y. cheminio konservavimo
budo. Tam parinkome zinomg ir pieno pramonéje placiai naudojamg konservanta — sorbo rugstj.
Nustatéme, kaip keitési pH bei baltyminio ir nebaltyminio azoto kiekis laikant iSriigas, kuriy
konservavimui buvo naudotas skirtingas sorbo rigsties kiekis.

Sorbo riig§timi konservuotos rigscios iSrtigos buvo laikomos 18°C temperatiiroje 12 dieny.

Baltyminio azoto ir nebaltyminio azoto kiekio poky¢iai pateikti 4.5. paveiksle.
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0 5 12
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4.5. pav. Baltyminio ir nebaltyminio azoto kiekis ragsc¢iose isrigose konservuotose skirtingu sorbo riigsties kiekiu

Maziausi baltyminio azoto kiekio nuostoliai gauti iSrtgy konservavimui naudojant 0,01% sorbo

ragstj, jose baltyminio azoto sumazéjo 9,7%. Didesni baltyminio azoto nuostoliai (13,85%) gauti
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konservavimui naudojant 0,05% sorbo raigstj. Laikant iSrtgas be konservanto gauti baltyminio azoto
nuostoliai sudaré 16,19%.

Remiantis gautais rezultatais galime daryti iSvada, kad konservanto koncentracija nebaltyminio
azoto kiekiui riigsciose iSriigose jtakos neturéjo. Nekonservuotose iSriigose susidariusio nebaltyminio
azoto kiekis 6% didesnis nei naudojant konservantg.

Atlikus pH matavimus pastebima, kad pH reik§més laikymo metu mazéja. Rugsciose iSriigose
konservuotose 0,05% sorbo riigstimi pH poky¢iai buvo maziausi (0,02). Nekonservuoty ir konservuoty
naudojant 0,01% sorbo riigsti pH sumazéjo atitinkamai 0,8 ir 0,7. pH matavimy rezultatai pateikti 4.6.

paveiksle.
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4.6. pav. pH poky¢iai konservuotose iSriigose laikymo metu

Atlikus fizikiniy cheminiy savybiy tyrimus konservuotose isrtigose laikymo metu galime teigti, kad

efektyviausias rugsc¢iy iSrigy konservavimas yra naudojant 0,01% sorbo rtigstj.
4.2. ISriigy baltymy iSskyrimas i$ ragsciu iSriigy, sudarant kompleksus su polisacharidais

Norint tikslingai panaudoti rtigsciose iSrigose esancius baltymus aktualu juos iSgryninti. Vienas i§
budy nusodinti baltymus i§ iSrigy — sudaryti jy kompleksus su anijoniniais arba Kkatijoniniais
polisacharidais kei¢iant tirpaly pH. Zinoma, kad kompleksai tarp baltymy ir polisacharidy susidaro
veikiant elektrostatinéms jégoms tarp skirtingai jkrauty baltymo bei polisacharido funkciniy grupiy.
Taigi, pradzioje tyréme iSrigy baltymy sgveikg su anijoniniu polisacharidu — karboksimteilceliulioze ir

katijoniniu — chitozanu.
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4.2.1. Isragy baltymy saveika su karboksimetilceliulioze

Saveika tarp iSrtigy baltymy ir karboksimetilceliuliozés (KMC) vandens tirpaly miSiniuose buvo
vertinama sudarant faziy diagramas. Tuo tikslu iSriigy baltymy izoliato (IBI) ir KMC vandens tirpalai
buvo maiSomi skirtingais santykiais: 1:1; 2:1; 3:1; 5:1; 10:1; 15:1; 30:1, kei¢iant miSinio pH nuo 1,5 iki
6,0. Misinius vertinant vizualiai buvo nustatytos trys biisenos: skaidrus tirpalas, drumstas tirpalas,
iSkritusios nuosédos. Pagal $iuos vertinimus buvo sudarytos faziy diagramos. Taip pat buvo matuoja
misiniy absorbcija, esant 600 nm bangos ilgiui bei & potencialas. AnalogisSki tyrimai atlikti maiSant
rugscias iSriigas su KMC. Misiniai buvo sudaryti taip, kad baltymy ir KMC santykis miSiniuose buvo
toks pats kaip ir IBI ir KMC misiniy atveju.

Skirtingais santykiais maisant IBI ir KMC tirpalus ir kei¢iant pH reik§mes gauta faziy diagrama,

pateikta 4.7. paveiksle, o optinio tankio kitimas pavaizduotas 4.8. paveiksle.
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I8rtigy baltymy ir KMC santykis

4.7. pav. IBI ir KMC tirpaly faziy diagrama priklausomai nuo pH

IS 4.7. ir 4.8. paveiksly matyti, kad kai tirpaly pH buvo tarp 6 — 7, visuose miSiniuose nustatyta
viena skaidri faze, kurios optinis tankis buvo mazas. Viena skaidri faz¢, kurios optinis tankis mazas,
nustatyta ir esant pH 1,5. Nepriklausomai nuo IBI ir KMC santykio tirpaly miSinyje, esant pH nuo 4,0
iki 4,5, buvo gauti drumsti tirpalai, kurie pasiZymejo dideliu optiniu tankiu. Sumazinus pH iki 3 ir 3,5,
kai IBI ir KMC santykis miSiniuose atitinkamai buvo 1:1, 2:1 ir 3:1, nustatytos dvi fazés, sudarytos i$

nuosédy ir neskaidraus tirpalo. Dviejy faziy busena isliko ir esant pH 2,5, o pH sumazinus iki 2,

41



nustatytos dvi fazés, kurias sudaré nuosédos ir skaidrus tirpalas. Lyginant gautus rezultatus su kity

autoriy pateikta informacija rezultatai mazai skyrési [49, 50].
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4.8. pav. IBI ir KMC vandens tirpaly mi$iniy optinis tankis priklausomai nuo pH

Analizuojant optinio tankio kitimo kreives, matome, kad sistemos didZiausio optinio tankio
intervalai siauréja, didinant KMC kiekj tirpaly misinyje. Sie duomenys atitinka faziy diagramoje
pavaizduotas IBI ir KMC tirpaly biisenas.

20
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10

—&— I5rgy baltymy izoliatas+ KMC

Zeta potencialas
v

65

-10 pH

4.9. pav. IBI ir KMC vandens tirpaly & — potencialas priklausomai nuo pH

Baltymy ir polisacharidy elektrostatinés sgveikos vertinimui tyréme biopolimery tirpaly & —

potencialus. Kaip matome i§ 4.9. paveiksle pateikty duomeny , § — potencialo matavimai patvirtino
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ankscCiau iSkelta prielaida, kad iSrtigy baltymai ir KMC vandens tirpaluose sudaro elektrostatinius

kompleksus, esant pH nuo 3 iki 4. IS IBI ir KMC tirpaly miSinio & — potencialo matavimy rezultaty

matome, kad esant pH 3,5, iSrligy baltymy teigiamos grupés neutralizavo KMC funkciniy grupiy kravj,

todél nustatytas & — potencialas lygus 0. Tai reiskia, kad sgveika tarp IBI ir KMC jvyko.

4.2.2. Rugsciy iSriigy baltymy saveika su karboksimetilceliulioze

Skirtingais santykiais maisant rigsciy iSrugy batymy ir KMC tirpalus ir kei¢iant pH reikSmes gauta

faziy diagrama, pateikta 4.10. paveiksle, o optinio tankio kitimas pavaizduotas 4.11. paveiksle.
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4.10. pav. Ragsciy isrtigy baltymy ir KMC vandens tirpaly misiniy faziy diagrama priklausomai nuo pH
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4.11. pav. Ragsciy isriigy baltymy ir KMC vandens tirpaly optinis tankis priklausomai nuo pH
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I$ 4.10. ir 4.11. paveiksly matyti, kad kai tirpaly pH buvo tarp 5 — 6, visuose miSiniuose nustatyta
viena skaidri fazé, kurios optinis tankis buvo mazas. Viena skaidri fazé nustatyta ir esant misiniy pH 1,5
kai rugsciy iSrigy baltymy ir KMC santykis miSinyje buvo 3:1. Viena skaidri fazé nustatyta ir prie visy
pH reikSmiy esant santykiams 10:1, 15:1 ir 30:1. Rags¢iy iSrtigy baltymy ir KMC santykiams esant 1:1,
2:1,3:1ir5:1, pH intervale 2,5 — 4 gauti drumsti tirpalai, kuriy optinis tankis buvo didelis.

Analizuojant optinio tankio kitimo kreives, matome, kad sistemos didziausio optinio tankio
intervalai siauréja, didinant KMC kiekj tirpaly misinyje. Sie duomenys atitinka faziy diagramoje

pavaizduotas ragsciy iSrigy baltymy ir KMC tirpaly biisenas.
4.2.3. Isriigy baltymy saveika su chitozanu

Daugelyje baltymy ir polisacharidy sistemy destabilizuojancios jégos pasireiskia stipriau nei
stabilizuojancios, dél to $iy sistemy iSsisluoksniavimas j skirtingas fazes yra neiSvengiamas. Misy tirti
iSrigy baltymy ir chitozano jvairiy koncentracijy misiniai taip pat buvo linke drumstis, pasiekus misinio
pH 4 — 5. (4.12 pav.). Ivertinus tai, kad iSrigy baltymy molekuliy ir chitozano grandiniy funkcinés
grupés, esant mazoms pH reikSméms, turi vienodo Zenklo (teigiama) kriivj, galima teigti apie tarp Siy
polimery veikiancias atostiimio jégas, kai pH buvo intervale 2 — 3. Tai, pagal polimery maiSumo teorija,
salygoja didesn¢ sgveika tarp tirpiklio ir skirtingy polimery nei tarpusavyje tarp skirtingy polimery, dél

ko sistema neissisluoksniuoja j dvi skirtingas fazes.
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I8riigy baltymy ir chitozano santykis
4.12. pav. IBI ir chitozano vandens tirpaly faziy diagrama priklausomai nuo pH

IS paveiksly matyti, kad kai tirpaly pH buvo 6, visuose miSiniuose nustatyta viena skaidri faze,
kurios optinis tankis buvo mazas. Visy tirpaly skaidrios fazés nustatytos ir esant pH ribose nuo 2,0 iki

3,0. Nepriklausomai nuo IBI ir chitozano santykio tirpaly misinyje, esant pH nuo 4,0 iki 4,5, buvo gauti
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drumsti tirpalai, kurie pasizyméjo didesniu optiniu tankiu. Padidinus pH iki 5 esant jvairiems IBI ir
chitozano santykiams, optinis tankis visuose tirpaluose gautas didelis, nustatyta pakibusiy dideliy daleliy

tirpale faze.
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4.13. pav. IBI ir chitozano vandens tirpaly mi$iniy optinis tankis priklausomai nuo pH

Analizuojant optinio tankio kitimo kreives, matome, kad sistemos didziausio optinio tankio
intervalai platéja, didinant chitozano kiekj tirpaly misinyje. Sie duomenys atitinka faziy diagramoje

pavaizduotas IBI ir chitozano tirpaly biisenas.
4.2.3. Rugsciy iSragy baltymy saveika su chitozanu

Sudarius riigs¢iy iSrigy ir chitozano tirpalo misiniy faziy diagrama (4.14 pav.) matome, kad
padidinus pH iki 9 — 11, pasiekiamas visiSkas sistemy nesuderinamumas, kai dvifazé sistema susidaro
net ir maziausias polimery koncentracijas turin¢iuose tirpaluose. Tai galima paaiskinti tuo, kad
padidinus pH, mazéjant elektrostatiniam kriiviui bei atostiimio jégoms tarp baltymy ir chitozano galima
silpna elektrostatin¢ sgveika, ko pasékoje gali susidaryti dvifazé sistema, vienoje 1§ jy susikaupiant tarp
Siy biopolimery susidariusiems kompleksams.

I$ paveiksly matyti, kad kai tirpaly pH buvo tarp 7 — 8, visuose misiniuose nustatyta viena skaidri
fazeé, kurios optinis tankis buvo mazas. Nepriklausomai nuo riig§¢iy iSrigy baltymy ir chitozano
santykio tirpaly miSinyje, esant pH nuo 8,0 iki 12,0, buvo gauti drumsti tirpalai, kurie pasizymejo
dideliu optiniu tankiu. Padidinus pH iki 10 esant santykiams 1:1, 10:1, 15:1 susidaré dvi fazés, sudarytos
1§ nuosédy ir skaidraus tirpalo, tuo tarpu esant santykiams 3:1 ir 30:1 dvi fazés susidaré esant pH 11.

Pastebéta, kad esant santykiams 2:1, 5:1 ir 15:1 tirpale susidaré nuosédos ir skaidraus tirpalo fazés
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pasiekus pH 9. Nepriklausomai nuo pH, riigsciy iSriigy baltymy ir chitozano santykio, visi tirpalai

pradéjo drumstis pasiekus pH — 8.
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4.14. pav. Rigsciy iSrugy baltymy ir chitozano vandens tirpaly misiniy faziy diagrama, priklausomai nuo pH
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4.15. pav. Ragsciy isriigy baltymy ir chitozano vandens tirpaly miSiniy optinis tankis priklausomai nuo pH
Analizuojant optinio tankio kitimo kreives, matome, kad sistemos didziausio optinio tankio
intervalai siauréja, didinant chitozano kiekj tirpaly miginyje. Sie duomenys atitinka faziy diagramoje
pavaizduotas ragsciy isrtigy baltymy ir chitozano tirpaly biisenas.
Lyginant gautus rezultatus sudarant IBI ir KMC, IBI ir chitozano kompleksus su rtgsciy iSragy
baltymy ir KMC, rtgs¢iy iSriigy baltymy ir chitozano kompleksais, galime teigti, kad KMC su IBI

kompleksuoja geriau nei su rugsciy iSriigy baltymais, taciau chitozanas su rigSciy iSriigy baltymais
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pasizymi geresnémis kompleksavimo savybémis nei su IBI. Todél norint nusodint baltymus esancius

rugsciose iSrigose, efektyviausia yra naudoti polisacharidg — chitozang.
4.2.4. ISrugy baltymy ir polisacharidy kompleksy elektroforezé ir IR spinduliy absorbcija

Tolesniame darbo etape remdamiesi gautais duomenimis apie salygas, kuriomis tarp rugsciy iSrigy
baltymy ir polisacharidy vyksta elektrostatiné sgveika ir galimai susidaro kompleksai, pagaminome
ragsciy isragy ir KMC bei raigséiy isrtgy ir chitozano kompleksus. Tuo tikslu riig§¢ios isriigos ir KMC
(1%) vandens tirpalas buvo maiSomi santykiu 1:1, pH buvo mazinamas naudojant 1,0M ir 0,5M HCI
tirpalus kol pasieké 3, nes esant tokiai pH reikSmei rugsciy isriigy baltymy ir KMC geba sudaryti
kompleksus buvo didziausia. Riugscios isrigos ir chitozano (1%) vandens tirpalas buvo maiSomi
santykiu 1:1, pH buvo keliamas iki 11, naudojant 0,5M NaOH. Esant pH 11 reikSmei rtg$ciy isrugy
baltymy ir chitozano geba sudaryti kompleksus yra didZiausia.

Toliau buvo svarbu jrodyti, kad tarp iSriigy baltymy ir polisacharidy tikrai susidaré kompleksai.
Tuo tikslu vél atlikome baltymy frakcionavimg elektroforezés metodu. Duomenis pateikiame 4.16.
paveiksle. 1 — 4 takeliuose, kurie atspindi iSrtigy baltymy izoliato (1 ir 2 takelis) bei rags¢iy isragy (3ir 4
takeliai) bandinius, matomos ryskios juostos, geliy apacioje yra a-laktoaloumino (14,2 kDa) ir f-
laktoglobulino (18,4 kDa) frakcijos. 3 ir 4 takeliuose pastebimos kiek ryskesnés juostelés ties 30 kDa
vieta, tai reiskia , kad rig8ciy iSrigy méginiuose yra lik¢ kazeino frakcijy pédsakai. Tuo tarpu 5 ir 6
takelivose, kurie atspindi iSrigy baltymy ir KMC bei i8rigy baltymy ir chitozano kompleksus, i8rigy
baltymams charakteringos o-laktoalbumino ir B-laktoglobulino juostelés beveik nematomos. Tai gali
reiksti, kad didzioji dalis iSrigy baltymy sudaré kompleksus su KMC ir chitozanu, kuriy molekuliné
masé yra zenkliai didesné ir Sie junginiai nematomi gelio takeliuose, kuriuose galime matyti junginius,
kuriy didZiausia molekuliné mas¢ — 200 KDa. Akivaizdu, jog baltymy ir polisacharidy komplekai

susiformavo labai dideli ir vir§ija 200 kDa mase.
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4.16.pav. SDS-PAGE analizés rezultatai: 1 ir 2 takeliai — iSriigy baltymy izoliato tirpalas; 3 ir 4 takeliai — rigscios
iSriigos; 5 takelis — rug8ciy iSrugy baltymy ir KMC kompleksy tirpalas; 6 takelis — riig§¢iy iSriigy baltymy ir chitozano
kompleksy tirpalas.

Toliau iSriigy baltymy ir polisacharidy kompleksus analizavome naudodami IR spinduliy
absorbcija, kuri junginiuose iSSaukia vibracijg, priklausomai nuo absorbuotos S$viesos daznio,
pasikeiCiant atstumams tarp atomy (valentiniai svyravimai) arba kampams tarp jungciy (deformaciniai
svyravimai). Vidutinio ilgio IR spinduliy spektroskopijoje spektrai uzrasomi 2500-900 cm™ bangos ilgiy
intervale. 1700-1500 cm™ regione registruojami amidams priklausandios §iy jungéiy valentiniai

svyravimai: 1650 cm™ — C=0 grupés valentiniai svyravimai, o 1550 cm™

C-NH grupés valentiniai
svyravimai. Sios grupés suteikia informacijos apie baltymus ir jy bei kity komponenty tokiy kaip
vandens, jony ar kiti baltymy, tarpusavio saveika. 1500-900 cm™ srityje registruoja C — O ir C — C
jungciy valentinius svyravimus.

Riigsciy iSriigy baltymy ir KMC kompleksy bei riig§ciy iSriigy baltymy ir chitozano kompleksy
vidutinio ilgio IR absorbciniai spektrai pateikti 4.17. a ir b paveiksle. Siame paveiksle palyginimui
pateikti i$rigy baltymy izoliato ir ragsc¢iy iSragy vidutinio ilgio IR absorbciniai spektrai (4.17. paveikslo
cird).
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ISrugy baltymus geriausiai charakterizuoja amidams priklausanciy jung¢iy valentiniai svyravimai:
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4.17. pav. Rugsciy isrtigy baltymy ir KMC kompleksy (a), rugsciy iSrigy baltymy ir chitozano
kompleksy (b), iSrugy baltymy izoliato (c) ir ragséiy i§ragy (d) vidutinio ilgio IR

1650 cm™ — C=0 grupés valentiniai svyravimai, o 1550 cm™ C — NH grupés valentiniai svyravimai. Jie

uzregistruoti visuose meéginiuose. Tuo tarpu galakturonanus, arabinanus ir galaktanus, kurie yra

karboksimetilceliuliozés ir chitozano sudéting dalis atspindi smailés ties 690 ir 670 cm™. Sias smailes

galima matyti 4.17. paveikslo a ir b paveiksluose, kurie atspindi iSraigy baltymy ir KMC bei iSrigy

baltymy ir chitozano kompleksus.
Taigi, tiek elektroforezés, tiek vidutinio ilgio IR absorbciniy spektry rezultatai patvirtino, kad tarp

iSrigy baltymy ir KMC bei iSriigy baltymy ir chitozano eksperimento salygomis susidaré kompleksai.
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4.2.5. ISriigy baltymuy ir polisacharidy kompleksy funkcinés savybés

Sekanciame darbo etape tyréme iSruigy baltymy ir polisacharidy kompleksy funkcines savybes.

Kadangi kompleksy tirpumas yra svarbus veiksnys jy panaudojimui maisto, farmacijos ir kitose
pramonés Sakose, tolimesniuose tyrimuose buvo analizuojama baltymy ir KMC kompleksy tirpumo
priklausomybé nuo pH.

Tiriamojo darbo metu gauti rezultatai pateikti 4.18. paveiksle.

100
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50 - M Bl ir KMC kompleksai
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40 - W Rogdciy isrugy ir KMC kompleksai
30
20 -+

10 ~
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4.18. pav. IBI ir KMC, riig&¢iy isriigy ir KMC kompleksy tirpumas priklausomai nuo pH

Analizuojant IBI ir KMC kompleksy tirpumo diagramg (4.18. paveikslas) matyti, kad kompleksai
pasizymi geriausiu tirpumu esant pH — 10, 1tirpo 99% baltymy kompleksy, kai esant pH 3,5 kompleksy
tirpumas sieké 6%.

Vertinant gauty rugscéiy iSrigy baltymy ir KMC kompleksy tirpuma, nustatéme, kad geriausiai Sie
kompleksai tirpsta esant pH 11 — istirpo 33% baltymy. Gauti rezultatai pateikti 4.18. paveiksle.

Vertinant gauty IBI ir KMC kompleksy funkcines savybes nustatéme jais stabilizuoty emulsijy
gravitacinj stabiluma, daleliy dydj bei reologines savybes. Siame etape tyrimams naudojome a/v
emulsijas, kuriose riebaly keikis buvo 40 %, o juy stabilizavimui naudojome skirtingg IBI ir KMC
kompleksy kiekj nuo 0,2 iki 0,8 %. Taip pat keitéme emulsijy pH. Duomenys apie emulsijy gravitacinj
stabilumg pateikti 4.4. lenteléje. Laikant emulsijas kambario temperatiroje 48 valandas stebéjome

emulsijy iSsisluoksniavima, kurj jvertinome pagal susidariusio serumo kiekj.
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4.4. lentelé. IBI ir KMC kompleksais stabilizuoty emulsijy A/V gravitacinis stabilumas priklausomai nuo kompleksy

kiekio ir pH
IBI-KMC Issiskyrusio serumo kiekis, %, praéjus laikui, val.
kompleksy
kiekis 4 8 24 48
emulsijoje, %
pH6 0,2 4% 18% 34% 50%
0,4 3% 10% 26% 42%
0,6 0% 0% 10% 27%
0,8 0% 0% 2% 11%
0,2 10% 24% 52% 74%
oH 12 0,4 8% 19% 38% 53%
0,6 0% 8% 21% 32%
0,8 0% 2% 16% 30%

IS gauty rezultaty matyti, kad serumo iSsiskyrimo tendencija tarp skirtingy méginiy nevienoda.
Emulsijos, kuriy stabilizavimui panaudota 0,8% ir 0,6% IBI — KMC kompleksy pirmas 4 valandas buvo
stabilios esant skirtingiems pH, tac¢iau po 8 valandy stabilios liko tik tos emulsijos, kurios buvo
stabilizuotos 0,8% ir 0,6% IBlI — KMC kompleksy, esant pH 6. Praéjus 48 valandoms jy stabilumas
sumazéjo 42% ir 27%. Kituose bandiniuose serumas skyrési palaipsniui. Bandiniai, kuriy pH 6 buvo
stabilesni.

Analogiska tyrimg atlikome su emulsijomis, stabilizuotomis rugsciy iSrigy baltymy ir KMC
kompleksais, kuriy kiekj emulsijoje keitéme nuo 0,2 iki 1,0 %, o pH buvo 11. Tokia pH verté parinkta,
nes esant pH 11 nustatytas geriausias kompleksy tirpumas. 4.5. lenteléje pateikti emulsijy stabilumo

rezultatai.

4.5. lentelé. Rugsciy isriigy baltymy ir KMC kompleksais stabilizuoty emulsijy A/V gravitacinis stabilumas
priklausomai nuo kompleksy kiekio ir pH

Riigsciy iSrigy baltymy — I$siskyrusio serumo kiekis, %, praéjus laikui, val.
KMC kompleksy kiekis

emulsijoje, % 4 8 24 48

oH 11 0,2 54% 33% 13% 9%
0,4 62% 41% 19% 14%

0,6 71% 54% 27% 21%

0,8 79% 66% 38% 23%

1,0 86% 72% 45% 27%

Riagsciy isrugy baltymy ir KMC kompleksy emulsijy didZiausias stabilumas pastebétas esant 1%

kompleksy koncentracijai emulsijoje. Lyginant emulsijy stabilumo tyrimy rezultatus pateiktus

straipsniuose [51, 52], miisy gautos emulsijos pasizymejo mazesniu stabilumu.




Norint jvertinti rags¢iy iSrugy ir KMC kompleksy koncentracijos jtakg tirty emulsijy riebaly
rutuléliy dydzio pasiskirstymui, buvo matuojamas jvairiy kompleksy kiekiu stabilizuoty emulsijy riebaly

rutuléliy dydis. Gauti rezultatai pateikti 4.20. paveiksle.

7

—1%
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4.20. pav. Riebaly rutuléliy dydzio priklausomybé nuo riigsciy isragy ir KMC komplekso kiekio emulsijose
I8 gauty rezultaty matyti, kad didéjant kompleksy koncentracijai emulsijose taip pat didéjo riebaly
rutuléliy dydis.Padidéjusj riebaly rutuléliy dyd; galéjo jtakoti emulsijose naudoti riig§¢iy iSriigy baltymy
ir KMC kompleksai, kurie buvo dideli.

4.2.6. Riigsciy isragy baltymy ir KMC kompleksy reologinés savybés

Siekiant jvertinti kompleksy koncentracijos jtaka emulsijy reologinéms savybéms buvo atlikti
reologiniai tyrimai. Raigs¢iy iSragy baltymy ir KMC kompleksais stabilizuoty emulsijy tekéjimo kreivés,
kai stabilizavimui naudotas skirtingas kompleksy kiekis, parodyta 4.21. paveiksle.

Emulsijy tekéjimo kreiviy apraSymui pasirinkome Oswald lygtj, kadangi Sio reologinio modelio
regresijos kreivés atitikimo koeficientas (R2), lyginant su kity modeliy, buvo artimiausias vienetui.
Oswald lygtis apraso neniutoniniy skysc¢iy elgesj, veikiant tam tikromis deformacijomis. Pagrindinés
reologinés konstantos, apibiidinan¢ios emulsijy tek¢jimo elgesj, keic¢iant deformacijos greit] nuo 0 iki
1000 s, yra klampos konstanta K (Pa-sn) ir takumo indeksas n (4.6 lentelé). Klampos konstanta suteikia
informacijos apie emulsijy klampa, o takumo indeksas nusako, kokiam skys€iy tipui priklauso
emulsijos. Emulsijy takumo indeksai parod¢, kad jos visos pasizyméjo pseudoplastiniams skys¢iams
biidingomis savybémis (n<l). Pseudoplastisky skys¢iy poslinkio jtempis did¢jo, o tariamoji klampa

maz¢ja, didinant deformacija [47].
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4.21. pav. Rugsciy isriigy baltymy ir KMC kompleksais stabilizuoty emulsijy tekéjimo kreivés, didinant ir mazinant
deformacijos greitj, kai kompleksy kiekis emulsijose: 0,2% (a), 0,4% (b), 0,6% (c), 0,8% (d), 1,0% (e)

Emulsijy tekéjimo kreiviy apraSymui pasirinkome Oswald lygtj, kadangi Sio reologinio modelio

regresijos kreivés atitikimo koeficientas (R2), lyginant su kity modeliy, buvo artimiausias vienetui.

Oswald lygtis apraso neniutoniniy skys¢iy elgesj, veikiant tam tikromis deformacijomis. Pagrindinés

reologinés konstantos, apibiidinancios emulsijy tekéjimo elgesi, keic¢iant deformacijos greit] nuo 0 iki

1000 s, yra klampos konstanta K (Pa-sn) ir takumo indeksas n (4.6 lentelé). Klampos konstanta suteikia

informacijos apie emulsijy klampa, o takumo indeksas nusako, kokiam skys¢iy tipui priklauso

emulsijos. Emulsijy takumo indeksai parode, kad jos visos pasizyméjo pseudoplastiniams skys¢iams

budingomis savybémis (n<l). PseudoplastiSsky skys¢iy poslinkio jtempis didéjo, o tariamoji klampa

maz¢ja, didinant deformacija [47].

4.6. lentelé. Emulsijy reologiniy konstanty priklausomybé nuo kompleksy koncentracijos emulsijose

Kompleksy Reologiniai duomenys pagal “Oswald”
koncentracija K N R
emulsijoje, %

0,2 0,1486 0,7064 0,9870
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4.6. lentelés tesinys

Kompleksy Reologiniai duomenys pagal “Oswald”
koncentracija K N R
emulsijoje, %

0,2 0,1486 0,7064 0,9870
0,4 1,0638 0,5995 0,9934
0,6 0,4186 0,6333 0,9899
0,8 0,6794 0,6497 0,9918
1,0 0,8748 0,5868 0,9762

K — konsistencijos jtempis arba tariamoji klampa; N — srauto savybiy indeksas; R — korealiacijos koeficientas.

4.6 lentelés duomenys rodo, kad klampiausios buvo emulsijos, kuriy stabilizavimui panaudota 0,4

% rigsciy isrigy baltymy ir KMC kompleksy. Siai emulsijai nustatytas ir labiausiai pseudoplastinis

elgesys — n lygus 0,5995. Maziausiai klampios buvo emulsijos su 0,2% riigsciy isriigy baltymy ir KMC

kompleksy . Lyginant misy gautus reologinius duomenis su kity autoriy publikuoty staripsniy

informacija, miisy pagamintos emulsijos pasiZyméjo prastesnémis savybémis [53, 54].
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ISVADOS

1. Nustatyta, kad riigs¢iy iSrugy cheminé sudétis priklausé nuo varSkés gamybos biido, po kurio
gautos iSriigos. Po varSkés gamybos atvirame gamintuve gautose iSrligose buvo maziau riebaly (0,05%),
maziau sausyjy medziagy (6,14%), bet daugiau baltymy (0,86%), lyginant su iSriigomis po varskés
gamybos uzdarame gamintuve, kuriose riebaly, sausyjy medziagy ir baltymy buvo atatinkamai 0,3%,
6,67% ir 0,55%.

2. Nustatyta, kad laikant i$riigas po var§kés gamybos tiek +6, tiek +18 °C temperatiiroje per pirmas
24 valandas vyko intensyvis baltymy hidrolizés procesai, dél kuriy baltyminio azoto kiekis sumazéjo
48%, o nebaltyminio azoto kiekis padidejo 10%. Rugsciy iSrugy pH pokyciy laitkymo metu nenustatyta.

3. Atlikus isrigy po varskés gamybos mikrobiologinius tyrimus nustatyta, kad pienaragséiy
bakterijy kiekis laikymo metu zenkliai sumazéjo, 0 proteolitiniy bakterijy skaic¢ius padidéjo apie 5%.

4. Sudarius faziy diagramas nustatyta, kad sgveika tarp iSriigy baltymy ir KMC bei vandens tirpaly
miSiniuose bei sgveika tarp iSriigy baltymy ir chitozano vandens tirpaly miSiniuose priklausé nuo
biopolimery santykio miSiniuose, pH ir iSriigy baltymy Saltinio.

5. Elektroforezés ir vidutinio ilgio IR absorbciniy spektry rezultatai patvirtino, kad baltymy —
polisacharidy kompleksai susidaré, maisant iSrtigy baltymy ir KMC tirpalus santykiu 1:1, esant pH 3
susidaré kompleksai, o maisant iSrigy baltymy ir chitozano tirpalus santykiu 1:1, esant pH 11.

6. Nustatyta, kad isrigy baltymy ir KMC kompleksy tirpumas priklausé nuo pH ir buvo didziausias
— 99%, esant pH 10, o isriigy baltymy ir chitozano kompleksy tirpumas buvo didziausias — 0,9%, esant
pH 2.

7. Ityrus emulsijas stabilizuotas rtigs¢iy iSrigy baltymy ir KMC kompleksais, nustatyta, kad
didéjant kompleksy koncentracijai (0,2 — 1%) emulsijose, didéja emulsijy gravitacinis stabilumas ir
riebaly rutuléliy dydis. Atlikus emulsijy reologinius matavimus akivaizdziy skirtumy tarp skirtingais
kompleksy kiekiais stabilizuoty emulsijy nepastebéta, iSskyrus emulsijg, kurioje kompleksy

koncentracija buvo 0,4%. Si emulsija pasizyméjo didesne klampa (2,04 Pa-s)
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