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Santrumpos

a.r. — aminoragstys
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TNBS — 2,4,6-trinitrobenzeno sulfoniné ragstis

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiolis



IVADAS

Numatyta, kad iki 2050 m. augant Zzmoniy populiacijai visame pasaulyje, augs ir maistiniy
produkty poreikis. Ilgainiui prognozuojamas truikumas tradiciniy baltyminiy Saltiniy, tokiy kaip
mésa, pienas ir kt. Nesuteikus organizmui reikiamo baltymy kiekio, Zmogus jaucia fizinj
silpnuma, galvos svaigimg, padidéja samonés netekimo rizika, gali biiti iSSaukiama anemija ar
susilpnéti imuninés sistemos atsparumas infekcinéms ligoms. Apripinti organizma
baltyminémis medziagomis galima vartojant ne tik gyviininés, bet ir augalinés kilmés
produktus. Susidoméjimas augaliniais baltymais auga dé¢l jy teigiamo poveikio sveikatai.
Irodyta, kad augalinés kilmés baltymai yra gausus nepakei¢iamy aminoriigsciy, skaiduly ir
vitaminy Saltinis, o jy sudétyje randamas riebaly kiekis yra minimalus, prieSingai negu
gyvininiuose baltymuose. Taciau augaliniai baltymai, kaip maistiniai ingredientai, néra placiai
naudojami dél ypatingai glaustos ir sunkiai virSkinamos baltymo struktiiros bei sudétingo
augaliniy zaliavy apdorojimo, kurj lemia didelis kiekis sunkiai paSalinamy priemaiSiniy
medziagy. Pavyzdziui, augaly lasteliy sienelés yra beveik neskaidomos zmoniy organizme dél
fermenty, gebanciy suhidrolizuoti celiulioze, trikumo. Todél svarbus Sio tyrimo uzdavinys yra
pagerinti baltymy maistines savybes juos suhidrolizuojant fermentiskai. I$Siikis fermentiskai
suhidrolizuoti baltymus, paremtas pramoningje gamyboje skatinamu tvariu maisto produkty
iSgavimu. Teigiama, kad fermentiskai suskaidyti baltymai néra uZterSiami druskomis ar
toksiSkomis medZziagomis, prieSingai negu cheminés hidrolizés metu, bei yra daug lengviau
absorbuojami organizme ir gali biiti naudojami jvairiy gyventojy grupiy vartojimui. Tyrimo
objektu pasirinkti liucernos miltai (LM), dél jy sudétyje esancio didelio kiekio baltymy. Taciau
mokslinés informacijos apie fermenting baltyminiy hidrolizaty gamyba i§ augalinés kilmés
milty yra labai mazai, 0 apie liucernos milty ir juose esanciy baltymy fermenting hidrolizg néra,
nes vis dar triiksta moksliniy duomeny apie detalig liucernos augalo biocheming struktiirg. Be
to, rinkoje esanciy proteaziy specifiSkai pritaikyty augaliniy baltymy hidrolizei auksta kaina
apriboja jy pritaikomumga pramoninéje gamyboje ir skatina iStirti kity maistiniy proteolitiniy
fermenty efektyvuma hidrolizuojant liucernos baltymus.

Darbo tikslas — suhidrolizuoti liucernos miltuose esancius baltymus, naudojant maistines
proteazes bei optimizuoti augaliniy priemaiSy fermentinj apdorojima.

Darbo uzdaviniai:
1. Nustatyti optimalias komerciniy proteaziy veikimo sglygas;

2. Parinkti patikimiausig hidrolizés rezultaty jvertinimo metodika;
3. [Istirti liucernos milty apdorojimo badus;
4

Istirti liucernos milty hidrolizato mikrobiologinj uzterStuma.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Bioekonomika ir auganti maistiniy baltymy paklausa

Sparciai augant pasaulio gyventojy skaiciui, didéja jvairiy prekiy, tokiy kaip maisto
produkty, vaistiniy preparaty bei energijos poreikis, o viso to pasekmé yra riboty ar netgi
baigtiniy gamtiniy iStekiy eikvojimas, ekosistemy ir biologinés jvairovés nykimas bei klimato
kaital. Gausus gamtiniy istekliy naudojimas lemia padidéjusij $iltnamio efekta sukelian¢iy dujy
iSmetimg | aplinkg ir yra viena i§ klimato kaitos priezas¢iy (Birner, 2017). Akivaizdu, kad
sprendziant aptartas problemas, turi biti iSlaikyta stabili ekonomika bei kuriamos darbo vietos
(Aguilar ir kt., 2018). Taigi, poreikis pasiekti tvaruma yra stipri paskata modernizuoti pramonés
Sakas, siekiant optimizuoti ir tobulinti gamybos procesus?.

2012 m. vasario 13 d. buvo paskelbta ir priimta Europos Bioekonomikos strategija, kurios
siekis plétoti ekonominj modelj, pagrista atsinaujinanciy biologiniy istekliy naudojimu ir jy
pavertimu gyvybiskai svarbiais produktais ar bioenergija®. Apibrézti penki pagrindiniai
bioekonomikos tikslai: visuomenés apriipinimo maistu uztikrinimas, tvarus gamtos iStekliy
valdymas, priklausomybés nuo neatsinaujinanciy iStekliy mazinimas, klimato kaitos
Svelninimas ir darbo viety kirimas, palaikant konkurencingumg Europoje (Wohlfahr ir kt.,
2019). Bioekonomikos samprata bei prioritetiniai tikslai kito per pastargjj deSimtmetj. IS
pradziy buvo siekiama sumazinti iSkastinio kuro, kaip degaly suvartojima, pakeiciant ji
biologiniu kuru (bioetanoliu, biodyzelinu ir kt.). Bégant metams didesnis démesys buvo
skiriamas bioprodukty sintezei. Nuo 2018 m. Europos Sajungos (ES) atnaujintoje
Bioekonomikos strategijoje buvo siekiama spresti Ziedinés ekonomikos klausimus, taikant
atlieky perdirbima j produktus, turinius pridéting verte, tokius kaip maistas, paSarai,
biologiniai preparatai ir kt. (Aguilar ir kt., 2019). Taigi, per pastargjj deSimtmetj stebimas
staigus bioekonomikos vystymasis (Aguilar ir kt., 2018).

Egzistuoja vieninga nuomoné, kad norint sékmingai plétoti bioekonomika, reikalingos
tvirtos mokslu ir tyrimais pagristos Zinios, naujy ir efektyvesniy technologijy kiirimas, kurioms
reikia investicijy ] inovacijas ir aukS$tos kvalifikacijos darbo jégos. Pazymima, kad
biotechnologijy vaidmuo, siekiant pereiti prie bioeckonomikos sitilomy idéjy, jvardijamas kaip
svarbus Europos bioekonomikos ramstis, bitinas tvariam ekonomikos augimui, energijos

tiekimui ir gyvenimo lygio palaikymui (Birner, 2017). Pavyzdziui, biotechnologiniai metodai

1 https://cordis.europa.eu/article/id/400949-bio-based-innovation-builds-europes-bioeconomy
2 https://ec.europa.eu/research/bioeconomy/pdf/ec_bioeconomy_strateqy 2018.pdf
3 https://ec.europa.eu/research/bioeconomy/index.cfm?pg=policy&lib=strategy



https://cordis.europa.eu/article/id/400949-bio-based-innovation-builds-europes-bioeconomy
https://ec.europa.eu/research/bioeconomy/pdf/ec_bioeconomy_strategy_2018.pdf
https://ec.europa.eu/research/bioeconomy/index.cfm?pg=policy&lib=strategy

ir procesai gali buti taikomi Zemés tkio, farmacijos, chemijos ir energetikos sektoriuose.
Ypatingai vertinama pramonin¢ biotechnologija, apimanti biokatalize, sinteting biologija,
metaboline inzinerijg ir kt. Teigiama, kad bioakatalizé yra viena pagrindiniy alternatyvy
cheminei pramonei ir, be abejo, turés didele jtakg tolimesniam bioekonomikos augimui
(Aguilar ir kt., 2019).

Poreikis tausoti gamtinius iSteklius, mazinti klimato kaitg bei uztikrinti augancio gyventojy
skai¢iaus poreikiy patenkinimg, 1émé bioekonomikos plétra daugelyje pasaulio Saliy.
Akivaizdu, kad bioekonomika spar¢iai progresuojantis projektas, reikalaujantis nuolatiniy
investicijy j mokslinius tyrimus bei inovacijas (Pellis ir kt., 2018). Remiantis ilgalaikémis
prognozémis pagal ekonominio bendradarbiavimo ir plétros organizacija (EBPO), numatoma,
kad iki 2055 m. bioeckonomika bus pagrindinis Europos ekonomikos plétros principas
(Vitunskiené ir kt., 2017). Taip pat, kintant bioekonomikos sampratai daugelis Saliy priémé
konkrecias bioekonomikos strategijas, taciau visose i$ jy akcentuojamas pakankamo maisto
kiekio uztikrinimas, atsizvelgiant j spar¢iai augantj gyventojy skaiciy pasaulyje (Aguilar ir kt.,
2018).

Kylant pragyvenimo lygiui aukSto iSsivystymo Salyse, didéja ir baltyminiy produkty
paklausa®. Daugumoje Europos $aliy suaugusiyjy baltymy racione didZiausig dalj sudaro mésa
ir mésos produktai bei pienas ir pieno produktai®. Suvartojamy gyviininés kilmés maistiniy
baltymy kiekis siekia apie 65-70 % (Chardigny ir Walrand 2016). Remiantis Jungtiniy tauty
maisto ir Zemés ukio organizacijos statistiniais duomenimis (FAOSTAT), numatytas didéjantis
meésos ir pieno produkty poreikio augimas, kuris 2050 m. atitinkamai sieks 435 min ir 843 min
tony per metus (1.1 pav.) (Boland ir kt., 2013). Prognozuojama, kad iki 2050 m. tradiciniy

baltymy $altiniy nebepakaks apriipinti gyventojus maistu®,

© Mésa # Pienas

mln tony/metus

1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050

metai

1.1 pav. Prognozuojamas mésos ir pieno produkty poreikio augimas iki 2050 m. remiantis FAOSTAT
duomenimis, pagal Boland ir kt. (2013)

4 https://ec.europa.eu/info/funding-tenders/opportunities/portal/screen/opportunities/topic-details/bbi.2018.503.f2
5 https://ec.europa.eu/jrc/en/health-knowledge-gateway/promotion-prevention/nutrition/protein# Tocch4
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https://ec.europa.eu/jrc/en/health-knowledge-gateway/promotion-prevention/nutrition/protein#_Tocch4

Gyviininés kilmés baltyminiy produkty poreikio augimas yra i§§tkis Zemés iikio pramonei,
nes didzioji dalis uzauginty augaliniy zaliavy yra sunaudojama paSarams (Li, 2013).
Pavyzdziui, Europa yra priklausoma nuo importuojamy gyvuliams Serti reikalingy baltymy —
importuojama apie 70 % viso reikalingo kiekio, kuriam uzauginti i$naudojama apie 60-70 %
visos dirbamos Zzemés®. Akivaizdu, kad tokia mitybos grandiné néra efektyvi. Paskaidiuota, kad
jei reikiamas augaliniy baltymy kiekis biity tiesiogiai iSgaunamas i§ augalinés kilmés Zaliavy,
paséliy auginimui reikéty maziau nei 10 % Siuo metu dirbamos zemés ploto (Li, 2013). Be to,
gyviuninés kilmeés baltyminiy produkty sintez¢ reikalauja daugiau energijos ir vandens istekliy
(Chardigny ir Walrand, 2016). Taigi, atsizvelgiant j gyvininiy baltyminiy produkty poreikio
augimg, pramoné yra skatinama ieSkoti alternatyviy baltymy Saltiniy (Lonnie ir kt., 2018). ES
2019 metais pradétas vykdyti projektas ,,Alternatyviy ir atsinaujinanciy Saltiniy pritaikymas
didelio masto baltymy, naudojamy maistui ir paSarams, gamybai“‘. Siuo metu pagrindine

alternatyva yra laikomi augaliniai baltymai (Lonnie ir kt., 2018).

1.2 Kas yra maistiniai baltymai?

Viena i$ svarbiausiy zmogaus raciong sudaranéiy maistiniy medziagy yra baltymai (Wen ir
kt., 2019). Baltymy svarba mokslininkai pripaZino jau XIX amZiaus pradzioje. Svedy chemikas
Jons Jacob Berzelius 1838 m. sukiiré terming ,,baltymas®, kilusj i§ graiky kalbos proteios ir
reiskiant] ,,esantis pirmoje vietoje” (Koshland ir Haurowitz, 2019). Maistiniai baltymai
apripina zmogaus organizmg aminoriagstimis, kurios yra biitinos organizmo augimui ir
vystymuisi (Li-Chan ir Lacroix, 2018) bei yra svarbus azoto ir sieros $altinis, nes azotas sudaro
apie 16 % bendros baltymy masés. Azotas yra reikalingas nukleortigs¢iy, puriny, pirimidiny
sintezei®. Be to, maistiniy baltymy teikiamos aminoriigitys yra energijos $altinis (Case ir kt.,
2011).

Jungtiniy tauty maisto ir Zemés tikio organizacijos - FAO duomenimis septintadalis pasaulio
gyventojy patiria bada ir net 1 milijardas Zzmoniy vartoja nepakankamai baltymy (Chardigny ir
Walrand, 2016). Esant nepakankamam baltymy kiekiui organizme, jaudiamas fizinis
silpnumas, galvos svaigimas, sutrinka koordinacija bei padidé¢ja sagmonés netekimo rizika
(Brickley ir lves, 2008; Wu, 2016). Mazas baltymy kiekis racione gali biiti susijes su prastu
fiziniu pasirengimu ir raumeny silpnumu (Wu, 2016). Vaikystéje gali sutrikti augimas ar
atsirasti sveikatos problemy (Hughes ir kt., 2011). Esant ypatingai Zemai baltymy
koncentracijai organizme, gali biti iSSaukiama anemija, maZesnis organizmo atsparumas
infekcinéms ligoms. Pakankamas baltymy kiekis skatina medziagy apykaita (Brickley ir Ives,

2008). Zinoma, kad baltyminiai produktai yra naudojami svorio kontroléje (Ahnen ir kt., 2019).



Baltymai yra sudaryti i§ aminortg§¢iy, kurios tradiciskai yra klasifikuojamos j pakei¢iamas

(NEAA) ir nepakeic¢iamas (EAA) aminoragstis (1.2 pav.) (Hou ir kt., 2015).

Tirozinas (I'YR) Metioninas (MET)
Prolinas (PRO) Serinas (SER)
. ] Fenilalaninas (PHE) Leucinas (LEU)
Cisteinas (CYS) Glicinas (GLY)
Alaninas (A41.4) NEAA Argininas (ARG) Treoninas (THR) EAA Izoleucinas (ILE)
Asparaginas (ASN) Glutaminas (GLLN) Triptofanas (IRP) Histidinas (HIS)
Asparto ragstis(AS5P) Glutamo ragstis (GLU) Lizinas (1.YS) Valinas (1741

1.2 pav. NEAA — pakei¢iamos aminoriigtys ir EAA — nepakei¢iamos aminortugstys, pagal Hou ir kt. (2015)

Ypatingai svarbios yra EAA, kuriy zmogaus organizmas nesintetina, todél jos turi biti
gaunamos su maistu (Elmadfa ir Meyer, 2017). EAA yra naudojamos daugelio maZos
molekulinés masés junginiy sintezeje, kurie atlieka svarbias fiziologines funkcijas, tokias kaip
ragséiy ir Sarmy pusiausvyros palaikymas, antioksidacinis aktyvumas, hormony sintezé, geny
ekspresija ir kt. (Hou ir kt., 2015). Be to, organizme baltymai yra sintetinami de novo,
panaudojant aminoriigStis gautas su maistu, prieSingai negu riebalai ir angliavandeniai, kurie
yra kaupiami (Chardigny ir Walrand, 2016). D¢l didelio baltymy poreikio, maistiniai baltymai
apripina zmogaus organizmg ir NEAA, kurios natiiraliai gali biiti sintetinamos organizme
(Wolfe ir kt., 2017). Esant NEAA trakumui ir EAA pertekliui, pastarosios yra naudojamos
sintez¢je, siekiant panaikinti disbalansg, o tokia sintezé reikalauja dideliy energetiniy sgnaudy.
Taigi, maistiniai baltymai turi apripinti organizmg tick NEAA, tiek EAA (Elmadfa ir Meyer,
2017).

Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis rekomenduojama baltymy paros
norma yra 0,83 g baltymy 1 kilogramui kiino svorio. Taciau, priklausomai nuo amziaus grupés
bei fizinio aktyvumo, optimalus suvartojamy baltymy kiekis per para gali skirtis (Ahnen ir kt.,
2019). Nustatyta baltymy paros norma asmenims, sergantiems iimiomis bei létinémis ligomis,
siekia 1,2-1,5 g baltymy/kg kiino svorio (Lonnie ir kt., 2018). Taip pat sportininkams ir
zmonéms, turintiems intensyvy fizinj krivj, biitinas maistiniy baltymy kiekis virsija 0,83 g/kg
(Chardigny ir Walrand, 2016). Sios rekomendacijos reikalingos palaikyti minimaly azoto kiekj
organizme (Lonnie ir kt., 2018). Maistiniy baltymy poreikis jvairiy amziaus grupiy zmonéms

pateiktas 1.1 lentel¢je.
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1.1 lentelé. Maistiniy baltymy poreikis (g/kg kiino svorio), jvairiy amziaus grupiy zmonéms, per para, pagal Wu
(2016) ir Lonnie ir kt. (2018)

Grupé AmZius, metais Baltymy kiekis, g/kg
e 0,3-05 1,31
Kudikiai 0,75-1,0 1,14
I 1-3 1,02
Vaikai 1.8 0.92
9-13 0,90
Paaugliai 14 — 18 (berniukai) 0,87
14 — 18 (mergaités) 0,85
Suaugusieji 219 0,83

gusiey > 65 1,0-1.2

Baltymy kiekis néra pagrindinis rodiklis, siekiant pilnai patenkinti organizmo baltyminius
poreikius. Be galo svarbi ir baltymy kokybé. Pagrindinis maistiniy baltymy kokybés rodiklis
iki 2013 m. buvo PDCAAS, kuris yra paremtas EAA procentine dalimi baltymo sudétyje
(Chardigny ir Walrand, 2016). Kadangi organizmo apriipinimas reikiamomis a.r. priklauso nuo
ju biologinio prieinamumo, vertinant baltymo kokybe¢ butina atsizvelgti ne tik j bendra kiekj
baltymo sudétyje, bet ir j kickvienos a.r. ypatybes bei virSkinamumg (Elmadfa ir Meyer, 2017).
2013 m. FAO paskelbé¢ PDCAAS indekso atitikmenj DIAAS. Tai EAA virSkinamumo balas,
kuris yra paremtas ne tik baltymy procentine sudétimi, bet ir organizmo sugebéjimu pasisavinti
aminoragstis, t.y. jvertinti jy virSkinamumag plonojoje zarnoje. Akivaizdu, kad ypatingai
vertinami lengvai virSkinami baltymai, kuriuos organizmas pasisavina grei¢iau. Taigi, baltymy

poreikis yra svarbus tiek kiekybiniu, tiek kokybiniu pozitiriu (Chardigny ir Walrand, 2016).

1.3 Augalinés ir gyviininés kilmés baltymy palyginimas

Zinoma, kad baltymai yra gyvybiskai svarbus mitybinis komponentas (Li-Chan ir Lacroix,
2018). Organizmg apripinti baltyminémis medziagomis galima vartojant augalinés ir
gyvininés kilmés produktus (Wen ir kt., 2019). Augaliniy baltymy Saltiniai dazniausiai yra
ankstiniai augalai bei grudiniai produktai (Chardigny ir Walrand, 2016). Perdirbti augaliniai
baltymai gali biiti gaunami izoliato (90 % ir daugiau baltymy), koncentrato (apie 50-70 %
baltymy) ar milty (50 % ir maziau baltymy) formomis (Wadhave ir kt., 2014; Chardigny ir
Walrand, 2016). Susidoméjimas augalinés kilmés baltymais auga dél jy naudos sveikatai ir
teigiamo poveikio aplinkai (Ahnen ir kt., 2019). Gyvininiais baltymais yra laikomi mésos ir
pieno produktai, taciau tokiy baltymy istekliai yra riboti (Chardigny ir Walrand, 2016). Baltymy
mitybos raciono pasirinkimg lemia tai, kad augaliniai ir gyviininiai baltymai pasiZymi
skirtingomis savybémis (Lynch ir kt., 2018).

Bendrai, gyvuninés kilmés maisto produktuose yra didesnis baltymy kiekis, lyginant su
augalinés kilmés produktais (Chardigny ir Walrand, 2016). Augaliniuose produktuose baltymy
kiekis priklauso nuo augalo rasies. Ankstiniuose augaluose yra daugiau baltymy, lyginant su
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grudiniais (Wadhave ir kt., 2014). Kadangi, augaliniuose produktuose bendras baltymy kiekis
yra mazesnis, norint apripinti organizma reikiamomis a.r., turi buti suvartojamas didesnis
kiekis augaliniy medziagy (Koshland ir Haurowitz, 2019). Taciau baltymy kiekis yra ne
pagrindinis rodiklis kalbant apie baltymy vartojimo svarbg zmogaus organizmui (Chardigny ir
Walrand, 2016). Ankstiniy augaly produktuose randamas minimalus kiekis riebaly, prieSingai
negu gyvininiuose baltymuose. Ankstiniuose augaluose randama apie 20-30 % baltymy ir tik
3 % riebaly. Sios taisyklés iimtis yra avinZzirniai, kuriy sudétyje yra mazdaug 15 % riebaly.
Jrodyta, kad vartojant neskaldytus griidus, sumazéja kiino svoris bei cholesterolio kiekis
kraujyje (Ahnen ir kt., 2019).

Augaliniai baltymai yra vandenyje tirpiy skaiduly ir vitaminy Saltinis. Tai svarbus baltymy
kokybés kriterijus, nes Siais laikais su maistu suvartojamy organizmui naudingy medZziagy
kiekiai neatitinka rekomenduojamy normy, pavyzdziui reikalingas vitaminy kiekis per dieng
yra 25-30 g (Chardigny ir Walrand, 2016). Taip pat jrodyta, kad ankstiniai augalai savo sudétyje
turi daug kalio, magnio, seleno bei folio ragsties (Ahnen ir kt., 2019).

Vieng svarbiausiy augaliniy baltymy struktiriniy privalumy lemia tai, kad augalali,
skirtingai negu gyviinai, gali sintetinti visas aminoriigstis. Gyviunai, jskaitant ir zmogy, gauna
organines maistines medziagas i§ aplinkos (Koshland ir Haurowitz, 2019). Pastebéta, kad
gyviinines kilmes baltymy a.r. sudétis yra artimesné zmogaus organizme esanciai aminoriigsciy
jvairovei ir yra panasi ] zmogaus audiniuose esanciy baltymy proporcijas (EImadfa ir Meyer,
2017). Akivaizdu, kad gyvininiy baltymy a.r. sudétis nevisapusiskai patenkina zmogaus
organizmo poreikius - kino baltymy sintezei reikia visy aminortigs¢iy pusiausvyros. Taciau
gridy baltymuose yra tik nedidelis kai kuriy nepakei¢iamy a.r. kiekis. Griiduose paprastai
truksta lizino. Ankstiniy augaly baltymuose yra mazai sieros a.r., kuriy yra daug gridiniuose
augaluose. Teigiama, kad tinkamas augalinés kilmés baltyminiy maisto produkty derinys,
galintis kompensuoti tam tikry a.r. trikuma, yra vienas geriausiy raciono sprendimy (Chardigny
ir Walrand, 2016). 1.2 lenteléje pateikta EAA sudétis (mg/g baltymy) gyvininiuose ir
augaliniuose baltymuose bei FAO paskelbti rekomenduotini EAA kiekiai kadikiams ir
suaugusiems.

1.2 lentelé. EAA Kkiekis karvés pieno ir sojy pupeliy baltymuose bei FAO paskelbtos rekomenduotinos normos,
pagal Elmadfa ir Meyer (2017). SAA — sierg turinéios a.r.; AAA — aromatinés a.r.

Aminoragstys (mg/g)

Baltymai .
His lle Leu Lys SAA AAA Thr Trp Val
Karvés pienas 27,0 60,0 973 788 339 958 448 139 66,7
Sojuy pupelés 30,1 540 90,7 741 329 1003 484 16,2 55,6

FAO reikalavimai kadikiams 21,0 550 960 690 33,0 940 440 17,0 55,0

FAO reikalavimai vaikams ¢ 3040 510 480 230 410 250 66 400
>3 m. ir suaugusiems
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Nustatyta, kad nemazai augaliniy baltymy pasizymi dideliu atsparumu virSkinimo trakte
esanCioms proteazéms dé¢l specifiniy struktiiriniy savybiy. Taip pat teigiama, kad ankStiniy
baltymy struktiirinis stabilumas daro jtaka skilimui In vitro ir aminorigs¢iy prieinamumui
(Carbonaro ir kt., 2015). Augaliniai baltymai yra maziau biologiskai prieinami dél taniny,
lektiny ar proteazés inhibitoriy, esan¢iy augaliniy baltymy sudétyje, kuriems yra reikalingas
perdirbimas, kad biity sumazintas jy neigiamas poveikis. Baltymy priecinamuma taip pat mazina
augaly lasteliy sienelés, kurios zmogaus virSkinimo trakte yra nepilnai suvirSkinamos dél
fermenty, gebanciy skaidyti celiulioze, trakumo (Elmadfa ir Meyer, 2017). Augaliniai baltymai,
kuriy sudétyje yra didelis kiekis cisteino, yra gana atspariis temperatiiros pokyc¢iams
(denaturacijai) bei proteolitinam skaidymui. Stabilumg lemia didelis kiekis disulfidiniy jungc¢iy
(Carbonaro ir kt., 2015). Gyvuniniai maistiniai baltymai yra virS§kinami lengviau (Elmadfa ir
Meyer, 2017). Akivaizdu, kad augaliniai baltymai néra placiai naudojami dél sudétingo
augaliniy zaliavy apdorojimo, kurj lemia baltymo struktira, prastas a.r. prieinamumas bei
technologijy trikumas. Taciau augaliniai baltymai laikomi potencialiu Saltiniu auksStos kokybés
baltyminiy produkty gavimui (Wadhave ir kt., 2014). 2015 m. patariamasis mitybos komitetas
(angl. Dietary Guidelines Advisory Committee) pateiké moksling ataskaitg, kurioje buvo
rekomenduojama padidinti augaliniy maisto produkty, tokiy kaip griidai bei ankStiniai augalai

vartojimg (Ahnen ir kt., 2019).

1.4 Augaliniy baltymu hidrolizatai

Daugumos augaliniy baltymy panaudojimg, kaip maistiniy ingredienty, riboja jy
struktlirinés savybés, lemiancios prastg tirpumag vandeninése sistemose. Peptidiniy jungciy
skilimas hidrolizés reakcijy metu salygoja baltymo molekulinés masés sumazéjima bei joniniy
grupiy skaiciaus padidéjima — veiksnius, palengvinancius baltymo molekulés tirpuma (Wouters
ir kt., 2016). Toks augaliniy baltymy modifikavimas juos hidrolizuojant, leidzia patobulinti
maistiniy baltymy funkcines savybes bei padeda pasalinti antimaistinius komponentus (Merz,
2015; Marinova ir kt., 2008).

Baltymy hidrolizatai yra naudojami funkcinio maisto gamyboje (Gavrilova ir kt., 2019).
Terminas ,,funkcinis maistas® apima maisto ir farmacijos pramong; 1989 m. Jungtinése
Amerikos Valstijose, Stephen De Felice sgvoka ,,funkcinis maistas* apibrézé maistg ar maisto
dalis, teikiancias naudg sveikatai, jskaitant ligy prevencija (Carbonaro ir kt., 2015). Funkcinis
maistas yra tinkamas jvairiy gyventojy grupiy vartojimui, pavyzdZiui, sportininkams,
zindan¢ioms ir nés¢ioms moterims, senyvo amziaus zmonéms, vaikams (Gavrilova ir kt.,
2019). Baltymy hidrolizatai naudojami maisto papildy, svorio kontrolés produkty ar net

energetiniy gérimy gamyboje (Merz, 2015). Taciau prioritetas teikiamas pacientams, turintiems
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virSkinimo sutrikimy ar Gimines bei 1étines kepeny ligas, tokias kaip Krono liga, pankreatitas,
opinis kolitas ir kt. (Nguyen ir kt., 2015). Zinoma, kad baltymy hidrolizatai, kuriy sudétyje
dominuoja dipeptidai ir tripeptidai bei laisvos aminortigstys yra daug lengviau absorbuojami
organizme, todél vienas i§ svarbiausiy maisto pramonéje iSsikelty tiksly yra produkty,
pasizymin¢iy lengvu virSkinamumu, gamyba, kurie gali bati taikomi pacientams, turintiems
maitinimosi sunkumy, pavyzdziui tam tikry traumy ar nudegimy atvejais (Merz, 2015;
Gavrilova ir kt., 2019; Clemente, 2000). Taigi, baltymy hidrolizatai yra naudojami kaip
papildomi maistiniai komponentai ir/ar kaip visaverté mityba (Merz, 2015).

Daugelis funkciniy baltymy savybiy priskiriama biologiskai aktyviems peptidams (Rizzello
ir kt., 2016). Bioaktyvis peptidai (BP) yra mazos molekulinés masés molekulés, sudarytos i§
2-20 a.r. liekany, bet kai kuriais atvejais a.r. skai¢ius gali buti didesnis (Marciniak ir kt., 2018).
BP molekuliné masé yra mazesné kaip 6000 Da. Peptidai natyvaus baltymo sekose yra
neaktyvis, taciau atpalaiduojami fermentinés hidrolizés metu tampa bioaktyviis. Organizme
tokie peptidai absorbuojami Zarnyne ar tiesiogiai patenka j krauja, o tai uztikrina jy biologinj
prieinamumg in vitro ir fiziologinj poveikj tikslingje vietoje (Karami ir Akbari-Adergani 2019).
Teigiama, kad tokie hidrolizatai yra kur kas naudingesni ir pasizymi didesne maistine verte nei
laisvyjy a.r. misiniai (Nguyen ir kt., 2015). BP peptidy fiziologinis aktyvumas pateiktas 1.3 pav.

L. Antimikrobinis
Imuniné sistema

Imuninés sistemos stiprinimas

P Antihipertenzinis
Sirdies ir Antioksidantinis
kraujagysliy sistema Hormony reguliacija
BP Cholesterolio kiekio reguliacija
Nerviné sistema Opioidiniy receptoriy reguliacija
Virskinimo trakto Apetito reguliacija
sistema Mineraly pasisavinimo reguliacija

1.3 pav. Bioaktyviy peptidy fiziologinis aktyvumas, pagal Marciniak ir kt. (2018)

Kita svarbi visuomenés problema yra maisto netoleravimas, pasireiSkiantis alerginémis
reakcijomis (Bychkov ir kt., 2019). Augaliniy baltymy sudétyje daznai randama alergijas
sukelianciy ar kity antimaistiniy medziagy. Tokie veiksniai apriboja augaliniy baltymy praktinj
pritaikyma. Pavyzdziui, neapdoroti augaliniai baltymai sukelia celiakija (Hou ir kt., 2017), tai
autoimuninis sutrikimas, kurj lemia per didelis imuninis atsakas i kvieCiy, mieziy, rugiy
baltyma gliuteing, pazeidziantj plonosios zarnos audinius (Merz, 2015). Siekiant pasalinti
antimaistinius komponentus, baltymai yra hidrolizuojami (Hou ir kt., 2017). Be to, baltymy

hidrolizatai naudojami kaip hipoalerginiai miSiniai kiidikiams (Merz, 2015).
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Hidrolizés reakcijos taip pat yra naudojamos sustiprinti baltymy skonio savybes, pagerinti
putojimg, emulsiSkumg, brinkimg ir kt. (Esteghlal ir kt., 2019). Peptidy skonio savybés
priklauso nuo aminoriigs¢iy sudéties (Sun, 2011). Pvz., D-asparaginas suteikia baltyminiams
produktams kartumo, o L-asparaginas - saldumo pojucius (Chaijamrus, 2002).

Taigi, baltymy hidrolizaty panaudojimas specifiniams preparatams yra augancio
susidoméjimo sritis (Clemente, 2000). Nors dauguma medicininéms reikméms skirty
hidrolizaty yra gaunami i§ pieno baltymy, taciau augaliniai baltymai tampa vis svarbesniu

maistiniy baltymy Saltiniu (Merz, 2015).

1.5 Augalinés kilmés Zaliavy apdorojimo (,,pre-treatment*) svarba

Atsizvelgiant | baltyminio substrato strukttirinj sudétinguma, sunku pasiekti optimalias
fermentinés hidrolizés salygas dél ribotos fermento ir substrato sgveikos (Marciniak ir kt.,
2018). Nustatyta, kad sojos baltymai bei dauguma kity augaliniy baltymy yra gana atsparts
fermentinei hidrolizei dél ypatingai glaudzios jy ketvirtings, tretinés ar antrinés struktiiros. Dél
Sios priezasties didzioji dalis peptidiniy jung¢iy yra sunkiai prieinamos proteazéms (Ozuna ir
kt., 2015). 1.4 pav. pateikta grafiné iliustracija vaizduoja a.r. grandinés konformacijos svarbg

fermentinés hidrolizés metu (Marciniak ir kt., 2018).

A~

D
Amlnorugs.cu.; grandlgq Fermentiné )\:
konformaciniai pokyciai hidrolize \
Linijinis aminoragsciy 5

i$sidéstymas <§)G\§

5 J\g
1.4 pav. Fermentinés hidrolizés efektyvumo ir aminoriigséiy grandinés susilankstymo priklausomybeé ©

Augalinés kilmés baltyminiy hidrolizaty gamybos metu rekomenduojama atlikti iSankstinj
apdorojima, siekiant sutrikdyti baltymo molekulés konformacijg, pazeidziant tarpmolekulinius
ir vidumolekulinius rySius, ir taip atveriant peptidines jungtis, kurias gali skaidyti proteazés.
Tokiu buidu, palengvinus fermento prieinamuma, atitinkamai didéja ir hidrolizés laipsnis (DH),
tai yra suskaldyty peptidiniy jungciy dalis, lyginant su bendru tokiy jung€iy kiekiu baltymo
molekuléje (Hou ir kt., 2017, Pan ir kt., 2016). Daug démesio skiriama pramoninio proceso,
kuris apjungty baltymo molekulés modifikacijas, greitg hidrolize ir maZa fermentinio preparato
kiekj, optimizavimui. Literatiiroje pateikiami apdorojimo metodai, paremti auk$tu slégiu,

ultragarsu ar mikrobangomis (Marciniak ir kt., 2018).

6 https://ppic.cfans.umn.edu/research/current-research-projects
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Auksto hidrostatinio slégio (HHP) technologija yra Svelnus neterminis metodas placiai
taitkomas maisto perdirbimo pramonéje ar laboratorijose, siekiant modifikuoti maistiniy
baltymy fizikines ir chemines savybes (Zhao ir kt., 2018). Naudojant HHP paveikiami
kovalentiniai ir silpni cheminiai rySiai, lemiantys baltymy susilankstymg (1.6 pav) (Marciniak
ir kt., 2018; Esteghlal ir kt., 2019). Modifikacijos metu néra pridedama jokiy cheminiy
medziagy ] miSinj (Pan ir kt., 2016). Dél Sios priezasties HHP skatina natiiralig baltymo
denatiiracijg ir moduliuoja baltymo-baltymo bei baltymo-tirpiklio saveikg. Kadangi, HHP
poveikis nedaro jtakos baltymo pirminei struktiirai, ji lieka nepakitusi. HHP veikia baltymy
antring struktiirg, o struktiirinés modifikacijos gali biiti grjztamos ir negrjZztamos, priklausomai
nuo slégio parametry ir baltymy savybiy. Apdorojimas zemu slégiu (< 400 MPa) padidina
vandeniliniy jungciy skaiciy, o aukstas slégis (> 400 MPa) jas ardo (1.5 pav.) (Marciniak ir kt.,
2018).

HHP p

' apdorojimas bﬂr ~\
g . \ N A
) -~ ﬂ Ve
K . ) % =3 Hidrofobiniai
% )g 3 I &= Vandeniliniai Silpni rysiai

X m=m Joniniai
wmm Disulfidiniai Kovalentiniai rv&iai
. _ . _ e t

Natyvi baltymo struktara Modifikuota baltymo struktura == Peptidiniai ovaientiniat fysiat

1.5 pav. Auksto ir Zzemo slégio poveikis baltymo molekule stabilizuojantiems silpniems cheminiams ir
kovalentiniams rySiams, pagal Marciniak ir kt. (2018)

Nustatyta, kad fermentinés hidrolizés metu, veikiant augalinés kilmeés baltyminj tirpalg
aukstu slégiu, stebimas DH augimas (Sun, 2011). HHP padidina mazos molekulinés masés
peptidy kiekj. Veikiant baltymus aukStu slégiu, vyksta natyvios baltymo struktiiros
modifikacijos ir taip yra padidinamas substrato jautrumas fermentinei hidrolizei. 1.6 paveiksle
yra pateiktas fermentinés hidrolizés efektyvumas (EH), kaip pirmin¢ modifikacija naudojant
HPP, auksto hidrostatinio slégio veikiama fermentiné hidrolizé (HHP-EH), bei baltymo
hidrolizé, kada néra taikoma HHP modifikacija (EH) (Marciniak ir kt., 2018).

en ©

&/A o

" Peptidai
HHP =0 EH o_
Natyvi baltymo Modifikuota baltymo @ Y s

struktira strukttra /

[ Q
HHP-EH 3\ (2 - ,
SIS @& Fermentas © Taisvos sritys baltymo molekuléje
@ Inaktyvuotas ® Sunkiai pricinamos stitys baltymo molekuléje
fermentas

1.6 pav. Maistiniy baltymy fermentinés hidrolizés (EH) modifikavimo mechanizmai, naudojant auksta hidrostatinj
slégij, kaip pirminj apdorojimg (HHP) ar vykdant abu procesus vienu metu (HHP-EH), pagal Marciniak ir kt.
(2018)
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Pastebéta, kad auksto slégio modifikacijos metu HHP-EH gali vykti proteaziy inaktyvacija,
lemianti proceso efektyvumo sumazéjima. Baltymy apdorojimas aukstu slégiu prie§ fermentine
hidrolize yra veiksminga, novatoriska ir ekologiska strategija, siekiant gauti efektyvig augaliniy
baltymy hidroliz¢ (Marciniak ir kt., 2018).

Kita naudojama technologija, augaliniy baltymy fermentinés hidrolizés efektyvumui
padidinti yra auksto intensyvumo ultragarsas (HIU), kuriuo paveikus baltymo molekulg kinta
baltymo konformacija, yra suardomi vandeniliniai rysiai ir hidrofobinés sgveikos, o tai reiskia
kad yra sutrikdoma tretiné ir ketvirtiné baltymo strukttara (Cheng ir kt., 2019). Nustatyta, kad
sojos baltymy izoliato tirpala, veikiant 15 min, 400 W galios ultragarsu, kartu su kontroliuojama
papaino hidrolize, stipriai padidéjo substrato tirpumas. Taigi, veikiant ultragarsu, taip pat yra
sukeliamos struktiirinés baltymo modifikacijos, fermentas lengviau gali pasiekti peptidines
jungtis, padidéja hidrolizés laipsnis ir biologinis aktyvumas (Ozuna ir kt., 2015).

Gohi ir kt. (2019) paskelbé naujg augalinés kilmés baltymy apdorojimo budg — tai
modifikavimas mikrobangomis. Sildant baltymus mikrobangy krosneléje baltymo molekulés
struktira yra modifikuojama, suardoma antrin¢ ir tretiné struktiiros. Molekulés pakitimai
priklauso nuo mikrobangy lauko intensyvumo. Atlikti tyrimai stebint mikrobangy jtaka lotoso
sékly baltymy fermentinés hidrolizés efektyvumui. Baltymai buvo veikiami 120 s, 800 W galios
mikrobangomis. Nustatytos optimalios apdoroty baltymy hidrolizés salygos: baltymy
koncentracija - 15 g/1, pH 5,5, temperatiira - 57 °C, o hidrolizés trukmé - 45 min. Modifikuoty
baltymy DH padidéjo net 35,64 %. Akivaizdu, kad naudojant mikrobangas pasiekiamas aukstas
hidrolizés efektyvumas, taCiau literatiiroje pateikiama mazai iSsamesniy duomeny apie
mikrobangy taikyma baltymy hidrolizei (Gohi ir kt., 2019).

Modifikuotos struktiiros baltymy fermentinés hidrolizés metu gali biiti gaunamas aukstesnis
DH laipsnis, proceso metu reikalingos mazesnés vandens, taciau didesnés energijos sagnaudos,
lyginant su jprastine fermentine hidrolize. Taip pat aukstas slégis, ultragarsas ar mikrobangos
gali neigiamai paveikti fermentinio preparato struktiirg ir jo aktyvuma hidrolizés metu (Gohi ir
kt., 2019; Ozuna ir kt., 2015).

1.6 Augaliniy baltymy hidrolizés budai ir juy ypatumai

Baltymuose, skylant peptidinéms jungtims, susidaro jvairaus ilgio peptidy ir laisvy a.r.
misinys, kuris gali biti apibidinamas hidrolizés laipsniu (DH) (Nguyen ir kt., 2015). DH yra
viena i§ svarbiausiy baltymy hidrolizaty savybiy (Merz, 2015). Augaliniy baltymy hidrolizatai
gaunami cheminés arba fermentinés hidrolizés metu (Clemente, 2000).

Cheminé hidrolizé atlickama ragstinémis arba Sarminémis salygomis (Merz, 2015).

Riigstiné yra seniausiai Zinomas hidrolizés metodas (Sonawane ir Arya, 2017). Pranciizy
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chemikas H. Branconnot jau 1920 m. apras¢ baltymy hidrolizés metoda, kurio metu gali biiti
naudojamos HCI arba H2SO4. Sarminé hidrolizé yra vykdoma naudojant NaOH, KOH arba
Ca(OH)2 (Hou ir kt., 2017). Cheminés hidrolizés metu gali biiti suskaidomi net visi peptidiniai
ry$iai, esantys baltymo molekuléje ir gaunamas hidrolizatas, kurj 100 % sudaro laisvos a.r.
(Colla ir kt., 2015). Nustatyta, kad visiska baltymo hidrolize galima jvykdyti per 24 val,
apdorojant izoliata 6 M HCI tirpalu, 110 °C temperatiiroje. Sarminé hidrolizé, siekiant
suhidrolizuoti baltymus iki a.r., turéty buti vykdoma 20 val, 105 °C temperatiroje ir naudojant
Sarmines medziagas (Hou ir kt., 2017). Baltymus veikiant silpna riig§timi ar Sarmu ir Zema
temperatiira, jvyksta daliné baltymy hidrolizé, kurios metu susidaro mazos bei didelés
molekulinés masés peptidai (Sonklin ir kt., 2011). Peptidy, taitkomy maisto pramonéje sinteze,
paprastai naudojama 27-55 °C temperatiira ir trumpesnis hidrolizés laikas apie 4-8 val.
Akivaizdu, kad chemings reakcijos pasizymi mazu specifiSkumu, todé¢l hidrolizés laipsnis yra
sunkiai kontroliuojamas (Hou ir kt., 2017; Colla ir kt., 2015). Be to, optimalus hidrolizés laikas
gali skirtis priklausomai nuo hidrolizuojamo baltymo struktiiros (Chaijamrus, 2002).
Alternatyvus baltymy hidrolizés metodas, kurio metu nereikalingi dideli cheminiy
medziagy kiekiai, reikalingos mazos energijos sagnaudos bei nesusidaro pasaliniy medziagy,
kurias sunku pasalinti, yra fermentiné hidrolizé (Scott ir kt., 2014), pavyzdziui, puikiai
vykstanti neaukstoje 40-60 °C temperatiroje ir pH 6-8 (Clemente, 2000). Fermentinés
hidrolizés metu gali biti naudojamas vienas fermentas ar tam tikry fermenty miSinys.
Hidrolizés parametrai, tokie kaip temperatiira, pH, buferinio tirpalo tipas ir koncentracija turi
biti optimizuoti ir pritaikyti kiekvienam baltyminiam substratui ir fermentui ar fermenty
misiniui, siekiant uztikrinti efektyvy procesa (Rizzello ir kt., 2016). Buferinis tirpalas apsaugo
nuo per dideliy pH pokyc¢iy, nes siekiant uztikrinti optimaly fermento aktyvuma, turi bati
iSlaikytas reikiamas tirpalo pH lygis (Sun, 2011; Aluko, 2018). Be to, fermentai pasizymi
dideliu specifiSkumu substratui, todél sintetinat hidrolizata, galima kontroliuoti hidrolizés
laipsnj bei hidrolizato sudétj (Merz, 2015). Pavyzdziui, jei hidrolizuojamo baltymo molekuléje
yra daug hidrofobiniy a.r., siekiant gauti kuo aukstesnj hidrolizés laipsnj, fermentas turéty biiti
pasirenkamas atsizvelgiant  jo specifiSkumg Sioms aminoriig§tims. Kiekvieno proteolitinio
fermento specifiSkumas nurodo peptidines jungtis baltymo molekuléje, kurios bus suskaidomos
(Hou ir kt., 2017). Pavyzdziui, pepsinas skelia peptidines jungtis a.r. grandingje ties fenilalaninu
ar leucinu, papainas - ties lizinu ir fenilalaninu, pankreatinas - ties argininu, lizinu, tirozinu,
triptofanu, fenilalaninu ir leucinu (Colla ir kt., 2015). Hrékova M. ir kt. (2002) atliko sojy milty
hidrolize, kurios metu buvo naudojamos skirtingos komercinés proteazés - Flavourzyme
1000 L, Novozym FM 2.0 L ir Alcalase 2.4 L FG. Nepaisant to, kad atskirai hidrolizuojant su

kiekvienu i$ $iy fermenty sojy milty hidrolizés laipsnis nebuvo labai aukstas, ta¢iau naudojant
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Siy proteaziy miSinj, turin€iy skirtingg specifiSkuma, stebimas zenklus hidrolizés laipsnio
padidéjimas. Akivaizdu, kad hidrolizuojant pasirinkta baltymg yra labai svarbus proteaziy
specifiskumas ir a.r. sudétis baltymo molekuléje (Tavano, 2013). Skirtingy augaliniy baltymy

a.r. sudétis pateikta 1.3 lenteléje.

1.3 lentelé. Aminortgséiy sudétis liucernos ir sojy baltymuose g/100 g baltymy, pagal Colla ir kt. (2015)

Aminorugstis Liucernos baltymai Soju baltymai
Alaninas (ALA) 5,4 3,9
Argininas (ARG) 4,3 6,4
Asparto rigstis (ASP) 15,5 11,1
Cisteinas (CYS) 2,2 1,4
Glutamo rugstis (GLU) 8,2 18,3
Glicinas (GLY) 51 4,5
Histidinas (HIS) 3,9 2,6
Izoleucinas (ILE) 4,6 4,2
Leucinas (LEU) 8,1 8,0
Lizinas (LYS) 59 6,6
Metioninas (MET) 1,8 14
Fenilalaninas (PHE) 4,5 55
Prolinas (PRO) 9,4 5,2
Serinas (SER) 4,6 59
Treoninas (THR) 4,5 3,8
Triptofanas (TRP) 1,7 1,4
Tirozinas (TYR) 4,3 4,3
Valinas (VAL) 6,0 55

Cheminés hidrolizés metu gaunami maZesnés maistinés vertés produktai, lyginant su
fermentine hidrolize (Clemente, 2000). Hidrolizuojant baltymus stipriomis rtigstimis ar Sarmais
visiSkai prarandamos/sunaikinamos tam tikros aminortigStys. Cheminés hidrolizés metu
susidaro dideli glutamino, asparagino ir triptofano a.r. nuostoliai (Chaijamrus, 2002), nes
glutaminas ir asparaginas yra atitinkamai paver¢iami j glutamo ir asparto a.r. (Merz, 2015).
Triptofanas yra visiskai sunaikinamas jprastinémis proceso salygomis — baltymus veikiant 6 M
HCI 24 val, 110 °C temperatiiroje. Rtgstinés hidrolizés metu triptofano nuostoliai gali bati
sumazinti naudojant mazesnés koncentracijos HCl ir keliant temperatiirg nuo 100 °C iki 125 °C,
0 pH nuo 6 iki 7. Kitos a.r., ilgéjant hidrolizés trukmei, gali biti taip pat sunaikinamos.
Riigstinés hidrolizés metu treoninas ir serinas mazéja palaipsniui (Chaijamrus, 2002). Vykstant
Sarminei hidrolizei, gali bati sumazinamas cisteino, arginino, treonino, serino, izoleucino ir
lizino kiekis bei susidaryti toksiski peptidai, tokie kaip lizino-alaninas (Tavano, 2013). Be to,
cheminé hidrolizé yra sunkiai kontroliuojamas procesas, kurio metu susidaro modifikuotos
aminortigStys — a.r. enantiomerai, t.y. L-formos a.r. gali biiti pakei¢iamos D-formos a.r., kurios
yra biologiskai neaktyvios. Zinoma, kad natiiraliai organizmuose gali biti sintetinamos tik L-
formos a.r. (McCarthy ir kt., 2013; Clemente, 2000). Iprastinémis rtigstinés hidrolizés
salygomis gaunamas hidrolizatas, kurj sudaro 50 % L-aminoriigstys ir 50 % D-aminortigstys

(Chaijamrus, 2002). Toks a.r. hidrolizatas gali biiti toksiskas, o gyvi organizmai pasisavina tik
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50 % aminortgsciy. Taip pat, cheminio proceso metu gali biiti sunaikinami kiti kars¢iui jautriis
junginiai, tokie kaip vitaminai (Colla ir kt., 2015; Chaijamrus, 2002). Vienas i§ buidy, siekiant
sumazinti a.r. nuostolius ir iSvengti toksisky junginiy susidarymo, yra naudoti fermenting
hidroliz¢ (Colantoni ir kt., 2017). Fermentiné hidrolizé yra kontroliuojamas procesas, kurio
metu vyksta reakcijos pasizymincios dideliu specifiSkumu substratui, tod¢l yra eliminuojama
toksisky produkty — D-aminortigs¢iy - susidarymo galimybé (Chaijamrus, 2002). Taigi,
fermentinés hidrolizés metu i§ augaliniy zaliavy gaunami aukStos kokybés hidrolizatai,
pasizymintys tokia pacia a.r. sudétimi kaip ir pirminé baltymo molekulé, ir yra iSsaugomos
visos baltymy maistinés savybés (Colantoni ir kt., 2017; Hou ir kt., 2017; Wouters ir kt., 2016).

Fermentiné hidrolizé yra ir ekologiSskesnis bei ekonomiskesnis procesas, lyginant su
chemine hidrolize, dél mazo energijos poreikio, minimalaus Salutiniy produkty susidarymo bei
] aplinkg iSmetamo anglies dioksido kiekio (Colla ir kt., 2015). Raigstiné hidroliz¢, kurios metu
yra naudojama druskos rugstis (HCI) yra neutralizuojama NaOH. Neutralizacijai reikalingas
didelis Sarminiy medziagy kiekis, o galutinéje hidrolizato sudétyje susidaro didelé¢ neorganiniy
drusky koncentracija (Chaijamrus, 2002; Scott ir kt., 2014). Hidrolizaty, gauty riigstinés
hidrolizés btudu, sudétyje randama iki 40 % drusky (Sonklin ir kt., 2011). Susidariusios druskos
yra laikomos atliekomis, todél atlikus ragsting hidroliz¢ vykdomas gryninimas, siekant i§
misinio atskirti NaCl. Toks gryninimo procesas reikalauja dideliy energijos sanaudy (Scott ir
kt., 2014). Fermentinés medziagos yra lengvai inaktyvuojamos, keliant temperatiirg ar keiciant
tirpalo pH, sickiant sustabdyti reakcijg (Hou ir kt., 2017). Colantoni A. ir kt. (2017) jvertino
fermentiniu ir cheminiu budu susintetinty baltymy hidrolizaty gamybos proceso energijos
suvartojimg ir poveikj aplinkai (1.4 lentel¢). Rezultatai pateikti sunaudojamo iSkastinio kuro
energija MJ, siekiant suhidrolizuoti 1 kg baltymy; reikalingu vandens kiekiu kg/1 kg baltymy
bei iSmetamu CO; kiekiu g/1 kg baltymy. Kaip baltyminis substratas buvo naudojamas lubiny
s¢kly baltymy koncentratas fermentinés hidrolizés metu ir kolagenas cheminés hidrolizés metu.
Fermentiné hidrolizeé buvo vykdoma 60 °C temperatiiroje, naudojant ,,Novozyme* komercines
proteazes. Cheminé hidrolizé buvo atlickama su HCI ragstimi, esant 130 °C temperatirai.
Nustatyty parametry rezultatai fermentinés hidrolizés ir cheminés hidrolizés metu, pateikti 1.4

lenteléje.

1.4 lentelé. Fermentinés ir cheminés hidrolizés metu sunaudojamos energijos, vandens bei i§skiriamos j aplinka
CO; emisijos kiekis, pagal Colantoni ir kt. (2017)

ISkastinio kuro energija -~
(MJ/kg) COz2 emisija (g/kg) Vanduo (kg/kg)
Fermentiné hidrolizé 3,6 215,9 11,7
Cheminé hidrolizé 17,2 874,5 59,7

Akivaizdu, kad fermentiné hidrolizé reikalauja mazesniy iskastinio kuro ir vandens sgnaudy bei

susidaro mazesnis CO2 emisijos kiekis proceso metu, lyginant su chemine hidrolize. Tokj
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désningumg lemia skirtingos hidrolizés sglygos — cheminei hidrolizei reikalinga aukstesné
temperattra, kuriai palaikyti naudojamas slégis bei didesné cheminiy medziagy koncentracija
(Colantoni ir kt., 2017). Taigi, fermentinés hidrolizés metu yra gaunami grynesni produktali,
sumazinami kastai bei neigiamas poveikis aplinkai (Tavano, 2013).

Akivaizdu, kad maisto pramonéje fermentinés hidrolizés pritaikymas yra nuolat skatinamas,
nes galutinis hidrolizatas néra uzterSiamas druskomis ar toksiskomis medziagomis, o pats
procesas yra ekologiSkas, bei reikalaujantis nedideliy energijos sanaudy, lyginant su chemine
hidrolize (Rizzello ir kt., 2016). Taciau, fermentiné hidrolizé gali sukelti tam tikry sunkumuy,
tokiy kaip fermento struktiiros nestabilumas, mazas reakcijos greitis, Zemas jautrumas
substratui. Santykinai mazi substrato strukttiros pokyciai gali slopinti proteaziy aktyvuma
(Tavano, 2013). Svarbu paminéti, kad kiekvienu individualiu atveju biitina nustatyti optimalias
proceso salygas (McCarthy ir kt., 2013). Taip pat fermentiné hidrolizé reikalauja didelio kiekio
fermentiniy medziagy, o tikslas atlikti viso baltymo hidrolizg, naudojant vieng proteaze vis dar
yra nepasiekiamas. Tokie veiksniai apriboja fermentinio proceso praktinj pritaikyma
pramonéje, siekiant suhidrolizuoti augalinius baltymus (Scott ir kt., 2014; Tavano, 2013). Taigi,
fermentiné augaliniy baltymy hidrolizé, pramoniniu mastu, vis dar i§licka placia tyrimy sritimi

(Hou ir kt., 2017).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Prietaisai ir priemonés

Laminariné traukos spinta ,,Flow Fast H*

Labarotorinés svarstyklés ,,Kern EG* ir ,,Kern ABJ* (analitinés svarstyklés)
Centrifugos ,.Eppendorf 5424R*“ (rotorius r = 84 mm) ir ,MIKRO 220R*
(rotorius r =98 mm)

Termostatinés vandens vonelés ,,Julabo TW8*“ ir ,, Thermo Haake P5*

Magnetinés maiSyklés ,,Biosan MMS-3000%, ,,Fisherbrand isotemp®, ,JKA RT 10*
(daugiaviet¢ magnetin¢ maisykle), ,JKA C-MAG* su termopora ,,IKA ETS* ir

magnetai

,,Biometra P25T«

Dujinis degiklis

2.2.1 Tyrimo objektas

Maisyklé ,,IKA MS 3 basic*

pH-metras ,,Mettler Toledo*

Spektrofotometras ,,Analytik Jena Spekol 2000 ir stikliné kiuveté
Purtyklé ,,Heidolph Vibramax 100

Vertikalios elektroforezés aparatas ir reguliuojamos nuolatinés jtampos Saltinis

Automatinés pipetés ,, Tipor-V* ir ,,Eppendorf*

2.2 Naudotos medZiagos ir tirpalai

Termostatuojami inkubatoriai ,,BINDERE28*, ,,.BiosanES20*, ,,IKA KS4000icontrol*
Mikrobangy krosnelés ,,Daewoo* ir ,,Scarlett*
Traukos spinta ,,SCALA 1200

Dujy chromatografas ,,Shimadzu GC-2010*
Ultragarso aparatas ,,BRANSON 2510*

Tyriamasis objektas — augaliniai liucernos miltai (LM). Tai Zalsvos spalvos biri medziaga,

kurios sudétyje yra 44 % baltymy, 19,6 % angliavandeniy, 18 % pluosto, 10,7 % cukry, 7,7 %

riecbaly. Gauta i§ UAB Biomica (gamintojas Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Ernéhrung

(BLE)).
2.2.2 Fermentai

2.1 lentelé. Tyrimo metu naudojami komerciniai fermentai, jy aktyvumas ir gamintojas.

Fermentas Fermentinis aktyvumas Gamintojas
Vilzim Deter MIXD 520/180 D Amilazinis ir proteazinis ., Biorro*
Vilzim PRO dry Proteazinis . Biorro“
Vilzim PRO conc dry Proteazinis . Biorro“
Vilzim AMY Tex L Amilazinis ., Biorro*
Glucozyme L 300 Gliukoamilazinis . Biorro*“
Vilzim LPS L Lipazinis ,, Biorro*
Vilzim DETER MAX L Proteazinis Biorro*“
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2.2.3 Proteaziy aktyvumo nustatymo tirpalai

BB9 buferis. Atsveriama 5,592 g KCI, 10 g Na2S0s, 1,546 g B(OH)3z ir tirpinama 400 ml dH20,
ant magnetinés maisyklés, kambario temperatiiroje. pH privedamas iki 9, naudojant NaOH
tirpalg ir buferis skiedziamas iki 500 ml su dH20. Paruosto BB9 buferio galiojimo laikas yra
7 dienos, laikant saldytuve (+4 °C).

TNBS reagentas. 10 ml 0,1 % 2,4,6-trinitrobenzeno sulfoninés ragsties (TNBS) tirpalui

pagaminti imama 0,2 ml 5 % TNBS tirpalo ir skiedziama dH>O iki 10 ml. TNBS reagentas turi
biti ruoSiamas Svieziai pries atliekant eksperimentg ir laikomas tamsiame inde.

0,4 % N,N - dimetilkazeino (DMC) substrato tirpalas. Atsveriama 0,2 g DMC ir istirpinama

10 ml verdan¢iame dH20. Tirpalas maiSomas ant magnetinés maisSyklés, kaitinant 20 min, kol
istirpsta DMC, po to atvésinamas iki kambario temperatiiros. Lygiagreciai ruos§iama 20 ml
tirpalo, kuriame yra 1,62 g Na;B4O7 x 10H,0 ir 0,8315 g NaH2PO4 % 2H,0, pH privedamas iki
8 naudojant NaOH. Abu tirpalai yra sumaisomi ir bendras miSinio ttiris privedamas iki 50 ml.
Gautas miSinys yra filtruojamas per Vatmano filtrg Nr. 54. Paruosto substrato galiojimo laikas
yra 7 dienos, laikant Saldytuve (+4 °C).

Glicino tirpalas kalibracinei kreivei sudaryti. 0,01 M, 25 ml glicino tirpalo pagaminti

atsveriama 0,0188 g glicino ir tirpinama 25 ml dH20.
2.2.4 Buferiniai tirpalai
0,01 M HEPES buferinis tirpalas (pH 8). Atsveriama 0,596 g HEPES ir tirpinama 200 ml dHO.

Paruosto tirpalo pH privedamas iki 8, naudojant NaOH ir skiedziama iki 250 ml su dH>20.
0,01 M Natrio fosfatinis (Na2HPQ4) buferinis tirpalas (pH 8). Atsveriama 0,355 g Na2HPOg ir
tirpinama 200 ml dH20. Paruosto tirpalo pH privedamas iki 8, naudojant HsPOyg ir skiedziama
iki 250 ml su dH20.

0,01 M Tris-HCI buferinis tirpalas (pH 8). Atsveriama 0,303 g Tris ir tirpinama 200 ml dH.O.

Paruosto tirpalo pH privedamas iki 8, naudojant HCI ir skiedZziama iki 250 ml su dH20.

0,01 M Kalio fosfatinis (KoHPO.) buferinis tirpalas (pH 8). Atsveriama 0,436 g KoHPO4 ir
tirpinama 200 ml dH20. Paruosto tirpalo pH privedamas iki 8, naudojant HsPOg ir skiedziama
iki 250 ml su dH20.

2.2.5 Baltymy koncentracijos nustatymo Bradford‘o metodu tirpalai

Bradford ‘o reagentas. 500 ml pagaminti, atsveriama 50 mg ,,Coomassie Brilliant Blue G-250*

dazo ir tirpinama 55 ml 96 % etanolyje maiSant ant magnetinés maisyklés, kambario
temperatiiroje visiSkoje tamsoje per naktj. IStirpgs dazas sumaiSomas su 67 ml 70 % H3PO4
tirpalu ir bendras misinio tiris privedamas iki 500 ml su dH20. Paruostas reagentas filtruojamas
vakuumu per stiklinj filtrg ir laikomas tamsiame inde, $aldytuve (+4 °C).

0,15 M NaCl tirpalas. Atsveriama 0,877 g NaCl druskos ir tirpinama 100 ml dH-O.
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0,5 mg/ml jaucio serumo albumino (JSA) standartas. JSA gaminamas naudojant 2 mg/ml

koncentracijos JSA standartinj komercinj tirpala, kuris yra skiedziamas dH>O santykiu 1:3.

2.2.6 Ksilanazinio aktyvumo nustatymui naudojami tirpalai

Arabinoksilano substratinis tirpalas. Atsveriama 0,02 g arabinoksilano P-WAXYM

(Megazyme) ir tirpinama 0,8 ml 95 % etanolyje. MaiSant magnetine maiSykle | tirpala
pridedami 9 ml dH20 ir reagentas toliau maiSomas 10 min, kaitinant 100 °C temperatiiroje,
stiklin¢le uzdengus aliuminio folija. Po 10 min, vis dar maiSant, tirpalas paliekamas atvésti iki
kambario temperatiiros. Kaitinimo metu dalis tirpalo nugaruoja, todél substratui atvésus
bendras jo tiiris privedamas iki 10 ml, naudojant dH>O. Substrato galiojimo laikas yra kelios
savaités, laikant Saldytuve (+4 °C).

0,05 M acetatinis buferis (pH 5,5). 100 ml paruosti, atsveriama 0,41 g natrio acetato ir tirpinama

70 ml dH20. Tirpalo pH privedamas iki 5,5, naudojant acto rtigstj ir skiedziama iki 100 ml su
dH0.

Reagentas A. RuoS$iami trys tirpalai: Na2COs, glicino ir CuSOs. Atsveriama 40 g bevandenio
Na,COs ir tirpinama 600 ml dH20. 16 g glicino tirpinama 100 ml dH20. 0,45 g CuSO4
tirpinama 100 ml dH20. Paruosti tirpalai sumaiSomi tarpusavyje ir bendras miSinio taris
privedamas iki 1000 ml, naudojant dH20. Prie§ vykdant reakcija, paruoStas reagentas A turi
pastoveéti per naktj. Tirpalo galiojimo laikas yra dvi savaités ir jis yra laikomas kambario
temperatiiroje, tamsiame inde.

Reagentas B. Atsveriama 1,2 g neokuproino ir tirpinama 1000 ml dH20. Paruostas reagentas B

yra laikomas kambario temperatiiroje, tamsiame inde ir yra tinkamas naudoti dvi savaites.

2.2.7 Baltymuy elektroforezés ir geliy vizualizavimo ,,Coomassie“ dazu tirpalai

30 % akrilamido (AA) ir 0,8 % bis-akrilamido (BAA) tirpalas. 100 ml pagaminti, atsveriama

29,2 g akrilamido ir i$tirpinama 70 ml dH20. Kitoje stiklinéléje, 10 ml dH20 istirpinama 0,8 g
bis-akrilamido. Paruosti tirpalai sumaiSomi ir bendras miSinio tiiris skiedziamas iki 100 ml tiirio
ir filtruojamas. Procesas vykdomas traukos spintoje. Reagentas laikomas tamsiame inde, +4 °C
temperatiiroje.

1 M Tris-HCI (pH 6.,8). 100 ml pagaminti, atsveriama 12,1 g Tris ir tirpinama 70 ml dHO.

Naudojant HCI, tirpalo pH privedamas iki 6,8 ir skiedziama iki 100 ml tario su dH20O. Paruostas
buferis laikomas tamsiame inde, +4 °C temperatiiroje.

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8). 100 ml pagaminti, atsveriama 12,10 g Tris ir tirpinama 70 ml dH20.
Naudojant HCI, tirpalo pH privedamas iki 8,8 ir skiedziama iki 100 ml ttrio su dH20O. Paruostas

buferis laikomas tamsiame inde, +4 °C temperatiiroje.

10 % NDS tirpalas. Atsveriama 5 g NDS ir tirpinama 40 ml dH20. Istirpinus, tirpalo tiris

praskiedziamas iki 50 ml.
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10 % amonio persulfato (APS) tirpalas. 10 ml reagento paruosti, 1,0 g APS istirpinama 10 ml

dH0. Tirpalas i$pilstomas j 1,5 ml tirio plastikinius mégintuvélius po 1 ml ir laikomas -20 °C
temperatiiroje.

10%koncentruotas baltymy elektroforezés buferinis tirpalas. RuoSiami trys tirpalai: glicino,

Tris ir NDS. Atsveriama 72 g glicino ir tirpinama 380 ml dH20. Jei tirpalas létai tirpsta
kaitinama, bet neuzverdama. 15 g Tris reagento tirpinama 50 ml dH2O. 5 g NDS tirpinama
20 ml dH20. Paruosti tirpalai sumaiSomi tarpusavyje ir bendras mi$inio tiiris privedamas iki
500 ml su dH2O. Baltymy elektroforezés buferinio tirpalo pH turi bati 8,3-8,6 ribose
(nekoreguojamas). Elektroforezés metu naudojamas 1xkoncentruotas buferinis tirpalas.

2 xElektroforetinis dazas. RuoSiamas tirpalas, kurio galutiné koncentracija yra 62,5 mM Tris-

HCI (pH 6,8), 2 % NDS, 25 % glicerolio, 0,01 % bromfenolio mélynojo dazo. Misinys laikomas

kambario temperatiiroje. RuoSiant baltymy elektroforezés NDS-PAGE metodu méginius dazas
papildomas 5 % 2-merkaptoetanoliu ir laikomas -20 °C temperatiiroje.

.. Coomassie Blue R-250"dazas. Paruosti 250 ml dazo tirpalg, 0,62 g dazo tirpinama 113 ml

96 % etanolyje ir sumaiSoma su 23 ml 99,5 % acto riigstimi. MiSinys skiedziamas iki 250 ml
su dH0, filtruojamas ir laikomas tamsiame inde kambario temperatiiroje.
2.2.8 Mitybinés terpés

Agarizuota LB terpé. Atsveriama 25 g komercinés LB terpés ir 15 g agaro, reagentai sumaiSomi

ir tirpinami 1000 ml dH20. Paruostas misinys autoklavuojamas 1/20° réZimu, t.y. 1 atm, 20 min

ir 121 °C temperatiiroje.

2.2.9 Guanidino hidrochlorido ir uréjos tirpalai
6 M guanidino hidrochlorido tirpalas. Atsveriama 4,8 g guanidino hidrochlorido ir tirpinama
10 ml dH20.

8 M uréjos tirpalas. Atsveriama 5,73 g uréjos (karbamido) ir tirpinama 10 ml dH>O.

2.2.10 Baltymy iSskyrimo tirpalai
0,1 M NaOH tirpalas (pH 10). Ruosiant 500 ml, 2 g NaOH tirpinami 400 ml dH20. Tirpalo pH

privedamas iki 10, naudojant HCI ir skiedziama iki 500 ml tario su dH20.

1 M HCl tirpalas. 8,18 ml konc. HCI skiedziama iki 100 ml tirio su dH2O. Procesas vykdomas

traukos spintoje, naudojant stikling 10 ml graduotg pipete.
2 M NaOH tirpalas. Atsveriami 8 g NaOH ir tirpinami 100 ml dHO.

2.3 Metodai

2.3.1 Proteaziy aktyvumo nustatymas su N,N-dimetilkazeinu

Proteaziy aktyvumo matavimo metodika yra dviejy stadijy (2.1 pav.):
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| stadija. Vykstant fermentinés hidrolizés reakcijai, proteazé suskaldo baltymo molekuléje
esancCias peptidines jungtis. Proteazés aktyvumui nustatyti, kaip substratas naudojamas N,N-
dimetilkazeinas (DMC).

Il stadija. Hidrolizés reakcijos produktuose esancios pirminés amino grupés reaguoja su TNBS

ir sudaro spalvotus kompleksus, kurie sugeria Sviesg esant bangos ilgiui A =425 nm.

H O H
-----H—T—C—N—CH—COO -----

R! R?
Proteazé O
I stadija ) s
Proteazé
H
s:--N——C——COOK  + HN—CH—COO-----
R, Rz
0N OzN OsN
o] . o o
Vi +OH / H Vi
dii ‘038 N + HWN—R ——™ 0§ N — HN N+ HsOy
II sta 1ja N\ 1.0 N / \
o ? _NH o < .
R
ON ON ON
TNBS Spalvotas kompleksas

2.1 pav. Proteaziy aktyvumo nustatymo metodikos spalvinés reakcijos schema, pagal’

Metodas. Reakcija vykdoma konusiniame 10 ml tirio mégintuvélyje, i kurj pilama 1 ml
fermento tirpalo ir 1,5 ml BB9 buferio (2.2.3). Misinys gerai sumaiSomas ir 2 min kaitinamas
termostatingje vandens voneléje, 50 °C temperatiroje. Tirpalui susilus, po 2 min, pridedamas
1 ml substrato (DMC) (2.2.3) bei 0,25 ml TNBS (2.2.3) tirpalo ir toliau termostatuojama lygiai
25 min, 50 °C temperattroje. Po 25 min mégintuvéliai iSimami i§ vandens vonelés ir reakcija
stabdoma pridedant 2,5 ml ledinio dH2O. Misiniui susilus iki kambario temperatiiros, mazdaug
po 20 min, matuojamas meginio optinis tankis spektrofotometru, A = 425 nm.

Kontrole. Lygiagreciai vykdoma kontroliné reakcija, kurios salygos yra identiSkos kaip ir
tirlamyjy meéginiy, o vietoje substrato | mégintuvelj pilamas 1 ml dH20.

Skaiciavimai. Fermento aktyvumas (U/ml) nustatomas pagal formule:

((282) 1)

Ak =
tyvumas o

cia:

Abs — sugertis ties Aazs;

tg a — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas;
VR — bendras reakcijos tiiris, ml;

Ve— fermento kiekis, ml;

25 —reakcijos laikas, min;

7 Manual procedure for the Determination of protease activity using DMC substrate, Novozymes Analitical
Method, 2004-11072-03, p. 1-10

26



Kiekvienas eksperimentas buvo kartojamas tris kartus, o iSvesti gauty rezultaty vidurkiai
nevirsyjo standartinio nuokrypio daugiau negu 5 %.
Kalibracinei kreivei sudaryti naudojamas skirtingos koncentracijos glicino tirpalas.

0,40

*

035

0,30
.S,
5025
£ 020
8 0,15
< y=0,1576x

010 R2=0,9919

0,05

*
0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Koncentracija, pmol/ml
2.2 pav. Kalibraciné kreivé fermenty proteaziniam aktyvumui nustatyti.

2.3.2 Buferiniy tirpaly jtaka fermenty Vilzim PRO dry ir Vilzim PRO conc dry aktyvumui

Atsveriama 0,01 g fermentinio preparato ir tirpinama 100 ml buferinio tirpalo. Tyrimo metu

naudojami 0,01 M buferiniai tirpalai: HEPES, natrio fosfatinis (Na;HPQOs), Tris-HCI, kalio

fosfatinis (KaHPOgy) (2.2.4), kuriy pH 8. Nustatomas fermentiniy tirpaly Vilzim PRO dry (2.2.2)

ir Vilzim PRO conc dry (2.2.2) proteazinis aktyvumas (2.3.1) tyrimo pradzioje — po 2 val ir po

26 val inkubacijos tiriamuosiuose buferiniuose tirpaluose. Stebimas fermentiniy preparaty

aktyvumo pokytis.

2.3.3 Baltymy koncentracijos nustatymas Bradford‘o metodu

Prie$ vykdant reakcijg visy pirma turi bati patikrinamas Bradford‘o reagentas (2.2.5): dazo

absorbcija matuojama prie 465 nm ilgio bangos ir turi biiti 1,3-1,5 ribose. Siuo atveju, kaip

kontrolé yra naudojamas dH>O.

Metodas. | mégintuvélj pilama 0,15 ml tiriamojo baltyminio tirpalo, 0,15 ml 0,15 M NaCl

tirpalo (2.2.5) ir 3 ml Bradford‘o reagento (2.2.5). MiSinys gerai sumaiSomas ir inkubuojamas

lygiai 2 min kambario temperatiiroje. Po 2 min matuojama méginio absorbcija 595 nm ilgio

bangoje.

Kontrolé. Reakcijos kontrolinis méginys paruoSiamas sumaiSant 0,3 ml 0,15 M NaCl tirpalo ir

3 ml Bradford‘o reagento. Toliau reakcija vykdoma tomis paciomis saglygomis, kaip apraSyta

anksciau.

Skaiciavimai. Baltymo koncentracija nustatoma pagal formule:

Abs Vi

c=—X—

tga Vy
dia:
¢ — baltymy koncentracija tiriamajame tirpale, mg/ml;
Abs — sugertis ties Asgs;
tg o — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas;
VR — bendras reakcijos taris, ml;
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VM — méginio tiris, ml;
Kiekvienas eksperimentas buvo kartojamas tris kartus, o iSvesti gauty rezultaty vidurkiai
nevirSyjo standartinio nuokrypio daugiau negu 5 %.
Kalibracinei kreivei sudaryti naudojamas jaucio serumo albumino (JSA) standartinis tirpalas.

0,7
0,6
0,5

@«
S04
o
5 03
(%]
<02 y = 68,969x
R?=0,9915
01

00,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
Baltymo koncentracija, mg/ml
2.3 pav. Kalibraciné kreivé baltymy koncentracijai nustatyti Bradford‘o metodu.
2.3.4 Ksilanazinio aktyvumo nustatymas
Ksilanazinio aktyvumo nustatymo metodika yra dviejy stadijy (2.4 pav.):
| stadija. Substratas arabinoksilanas fermentinés hidrolizés metu, naudojant tiriamajj fermenta,
turintj ksilanazinio aktyvumo, yra suskaidomas j arabinoze ir ksiloz¢. Ksilozé yra laikoma

redukuotu cukrumi, dél molekuléje esancios laisvos karbonilo grupés.

Il stadija. Susidariusiy redukuoty cukry kiekis hidrolizate yra nustatomas Neokuproino metodu.

Ksilanazé : . Tl
Arabinoksilanas Arflblnpze + kﬂloze’f I stadija
1<0,5 % gliukozés ir galaktozes )
Y
Redukuoty cukry analizé ..
q ki II stadija

Neokuproino metodu
2.4 pav. Ksilanazinio aktyvumo nustatymo metodo schema.

o | stadija.
Metodas. | 15 ml talpos biuksiuka jpilama 0,68 ml ksilany substratinio tirpalo (2.2.6) ir 2,82 ml

0,05 M acetatinio buferio (pH 5,5) (2.2.6). Fermentiné reakcija inicijuojama pridedant 0,5 ml,
zinomos koncentracijos tiriamojo fermentinio tirpalo, kuris yra ruoSiamas naudojant 0,05 M
acetatinj buferj (pH 5,5) (2.2.6). Bendras reakcijos turis turi bati 4 ml. Gautas miSinys
inkubuojamas termostatuojamoje purtykléje 40 °C temperattroje, 10 min, purtant 220 aps/min
greiCiu. Reakcijos laikas pradedamas matuoti nuo fermentinio tirpalo jdéjimo. Inkubacijai
pasibaigus nustatomas susidariusiy redukuoty cukry kiekis Neokuproino metodu (1l stadija).

Kontrolé. Lygiagreti reakcija, kaip apraSyta anks¢iau, vykdoma 0,68 ml arabinoksilano

substratinio tirpalo uZpylus 3,32 ml 0,05 M acetatiniu buferiu (pH 5,5).

e |l stadija (Redukuoty cukry analize Neokuproino metodu).

Metodas. Reakcija vykdoma auk$tame, 15 ml tiirio, mégintuvélyje, j kurj pilama 2 ml reagento
A (2.2.6) ir 2 ml reagento B (2.2.6). Mégintuvélis dedamas | verdantj (~99 °C) vanden;] ir
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palaikomas mazdaug minute. Reakcija inicijuojama pridedant j suSilusj miSinj 0,5 ml
redukuojanciy cukry tirpalo, kuris buvo paruostas I stadijos metu, jskaitant ir kontrolinj méginj.
Mégintuvélis uzkemsamas ir inkubuojamas verdanc¢iame (~99 °C) vandenyje lygiai 12 min.
Reakcija stabdoma patalpinus mégintuvelj ledo voneléje taip leidziant jam atausti iki kambario
temperatiiros. Papildomai, mégintuvéliams austant, j reakcijos misinj jpilama 8 ml ledinio
dH-0 ir sumaiSoma. Spektrofotometru matuojamas méginiy optinis tankis, esant bangos ilgiui
A =450 nm.
Kontrolé. Kontroliné reakcija vykdoma analogiskomis sglygomis, tik vietoje redukuoty cukry
tirpalo jpilama 0,5 ml dH-0.

Skaiciavimai. Fermento ksilanazinis aktyvumas (U/ml) apskai¢iuojamas pagal formulg:

Abs _ Vp
(e *7?)

10 X Ferm. sk

Aktyvumas =

cia:

Abs — sugertis ties Asso, minus I stadijos kontrolé¢;

tg o — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas, kurio reik§mé 1,2356 pmol/ml, pagal ksiloze (atliko A. Veteikyté)
10 — reakcijos laikas, min;

Vg — bendras reakcijos tiiris, ml;

VE — fermento kiekis, ml;

Ferm. sk — fermento skiedimas pries$ reakcija, jeigu reikalinga;

Kiekvienas eksperimentas buvo kartojamas tris kartus, o iSvesti gauty rezultaty vidurkiai
nevirSyjo standartinio nuokrypio daugiau negu 5 %.
2.3.5 Baltymy elektroforezé NDS-PAGE metodu

Elektroforezés meginiy paruoSimas. Tiriamieji baltyminiai méginiai prie§ elektroforeze

sumai$omi su elektroforetiniu dazu (2.2.7), sudétyje turin¢iu 5 % B-merkaptoetanolio, santykiu
1:1. ParuoSti méginiai denatiiruojami, kaitinant juos termostatin¢je vandens voneléje 5 min,
95 °C temperatiiroje. Po inkubacijos, paruosti tiriamieji méginiai jneSami } koncentruojamojo
gelio Sulinélius. | Sulin¢lj suleidZziama po 20 pl tiriamojo meéginio. | atskirg Sulinélj jneSamo
molekulinés masés standarto tiiris yra 3 pl.

Elektroforezés geliy paruosimas. 18 pradziy surenkamas elektroforezés geliy rémelis, vidinius

stiklo pavir$ius $variai nuvalius 96 % etanolio tirpalu. Po to, ruosiamas 12 % skiriamasis gelis,

kurio sudétis pateikta 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. NDS-PAGE 12 % skiriamojo gelio sudétis (2.2.7).

Reagentas Tiris, pl
30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas 2000
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1250
10 % NDS 50
dH:0 1585
10 % APS 25
TEMED 2,5
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I reakcijos miSinj pridéjus TEMED (2.2.7) prasideda NDS-PAGE skiriamojo gelio
polimerizacija, todél ipylus §j reagenta bendras reakcijos miSinys yra gerai sumaiSomas ir
nedelsiant supilamas tarp surinkto rémelio stikliniy ploksteliy. Ant virSaus uzpilamas dH20 ir
gelis paliekamas polimerizuotis 20-30 min. Po polimerizacijos virSutinis dH2O sluoksnis

atsargiai nupilamas ir ruoSiamas 4 % koncentruojamasis gelis, kurio sudétis pateikta

2.3 lentel¢je.
2.3 lentelé. NDS-PAGE 4 % koncentruojamojo gelio sudétis (2.2.7).
Reagentas Tiris, pl

30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas 335

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 625
10 % NDS 50
dH:0 1500
10 % APS 12,5
TEMED 2,5

Analogiskai, kaip ir skiriamojo gelio atveju, paskutinis j reakcijos misinj yra pilamas
TEMED (2.2.7), viskas gerai sumaiSoma, atsargiai pilama tarp stiklo ploksteliy ant skiriamojo
gelio ir jstatomos pasirinkto dydZzio Sakutés. Paruo$tas gelis polimerizuojasi 20-30 min.
Pasibaigus polimerizacijai, Sakutés yra atsargiai iStraukiamos, o gelio rémelis jstatomas j Svarig
elektroforezés kamerg ir pritvirtinamas segtukais. Elektroforezés aparato talpos uzpildomos
1xelektroforezés buferiniu tirpalu. PasSalinami tarp stikleliy susidar¢ oro burbuliukai. |
Sulinélius jneSami paruos$ti méginiai ir molekulinés masés standartas. Leidziama 120 V elektros
srové. Elektroforezé yra stabdoma proceso eigoje — méginiams nepilnai pasiekus skiriamojo
gelio apacia, likus mazdaug 2 cm iki gelio krasto.

Po NDS-PAGE elektroforezés gelis patalpinamas j plastikinj indelj ir plaunamas kelis
kartus dH20. Po atplovimo gelis uzpilamas ,,Coomassie Blue R-250 dazu (2.2.7) ir purtoma
20 min, kambario temperatiiroje, tamsoje. Po dazymo geliai blukinami kaitintame distiliuotame
vandenyje, daZnai jj kei¢iant. Blukinimo metu inkubacija su dH>O taip pat vykdoma ant
purtyklés.

2.3.6 Liucernos milty (LM) ir juose esanciy baltymy hidrolizé

a) Metodas. Hidrolizé vykdoma 15 ml talpos biuksiukuose, j kuriuos atsveriama 0,8 g liucernos
milty ir suspenduojama 10 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K2HPO.) buferyje, pH 8 (2.2.4). |
liucernos milty tirpala, atitinkamais laiko tarpais, pridedami fermentai (2.2.2), kuriy kiekiai yra

pateikti 2.4 lentel¢je.
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2.4 lentelé. Liucernos milty hidrolizés metu naudoty fermenty kiekiai.

Kiekis Fermentas

Vilzim Deter MIXD 520/180 D
Vilzim PRO dry

Vilzim AMY Tex L
Gliucozyme L 300

Po 100 pl Vilzim LPS L

Vilzim NSP

Vilzim DETER MAX L

Po0,05¢

b) Metodas. | 50 ml talpos ploksc¢iadugnes kolbutes atsveriami 2 g liucernos milty ir
suspendojami 40 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K2HPOs) buferyje, pH 8 (2.2.4). Tam tikrais
laiko tarpais pridedami fermentiniai preparatai: 250 pl Vilzim NSP (2.2.2) ir 0,2 g Vilzim PRO
dry (2.2.2).

Hidrolizés miSiniai maiSomi naudojant magneting maisSykle, kambario temperatiiroje.
Skirtingais laiko tarpais i§ miSinio imami méginiai, kartu su atitinkamomis kontrolinémis
reakcijomis, ir nustatomas hidrolizés laipsnis (DH).

Lygiagreciai hidrolizés misiniy, identiSkomis sglygomis, kaip aprasyta auks$¢iau, vykdomos
kontrolinés reakcijos:

a) Kontrolés.
e Liucernos milty kontrolé — 0,8 g milty atsveriama ir suspenduojama 10 ml 0,01 M kalio

fosfatiniame (K2HPOa) buferyje, pH 8 (2.2.4).

e Fermenty kontrolé¢ — sumaiSomas atitinkamas, kaip ir hidrolizés miSinyje, fermenty kiekis

bei sudétis ir iStirpinama 10 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K2HPQOg4) buferyje, pH 8 (2.2.4).
b) Kontrolés.

e Liucernos milty kontrolé — atsveriami 2 g milty ir suspenduojami 40 ml 0,01 M kalio
fosfatiniame (K2HPO4) buferyje, pH 8 (2.2.4).
e Fermenty kontrolé — 40 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K:HPOa4) buferyje, pH 8 (2.2.4)
istirpinama 250 pl Vilzim NSP (2.2.2) ir 0,2 g Vilzim PRO dry (2.2.2).
Skaiciavimai.
Hidrolizeés rezultatai = DHyjariotizes misinys — (DHgontrote—tiucernos + DHyontrote— fermenty)

cia:

DHuidrotizes misinys — nustatytas hidrolizés laipsnis hidrolizés miSinyje, pmol/ml, kuris véliau

perskai¢iuojamas ] mmol/g;

DHxonroretiucernos — nustatytas hidrolizés laipsnis kontroliniame liucernos milty tirpale, pmol/ml,

kuris véliau perskai¢iuojamas j mmol/g;

DHckontrote—fermensy — nustatytas hidrolizés laipsnis kontroliniame fermenty tirpale, pmol/ml, Kkuris
véliau perskai¢iuojamas j mmol/g;
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2.3.7 Hidrolizés laipsnio (DH) nustatymas

Hidrolizeés laipsnis nustatomas remiantis fermenty aktyvumo jvertinimo metodika, kadangi
TNBS reagentas reaguoja su pirminémis laisvomis amino grupémis tiriamgjame meéginyje ir
sudaro spalvotus komplekus, absorbuojancius $viesg 425 nm bangos ilgyje.

Metodas. | 10 ml talpos mégintuvélj jpilama 3,5 ml, tinkamo skiedimo, hidrolizés miSinio,
meégintuvelis patalpinamas termostatingje vandens vonel¢je, 50 °C temperatiiroje ir laikomas
mazdaug 2 min, kad tirpalas susilty. Po 2 min, jpilama 0,25 ml TNBS tirpalo (2.2.3), miSinys
gerai sumaiSomas, ir inkubuojamas 50 °C temperatiiroje lygiai 25 min. Pasibaigus inkubacijai,
meégintuvélis atsargiai iSimamas i§ vandens vonelés ir reakcija stabdoma pridedant 2,5 ml
ledinio dH20. Reakcijos miSiniui pasiekus kambario temperatiirg, mazdaug po 20 min, tirpalas
yra i$pilstomas j ependorfinius mégintuvélius ir centrifiiguojamas 2 min, 20000xg, kambario
temperatiiroje, siekiant atskirti netirpias liucernos milty nuosédas. Supernatanto optinis tankis
matuojamas spektrofotometru, esant bangos ilgiui 425 nm. Proceso metu hidrolizés laipsnis
taip pat nustatomas ir fermenty bei liucernos milty kontroléms.

Kontrolé. ] mégintuvélj pilama 3,5 ml 0,01 M kalio fosfatinio (K2HPOa) buferio, pH 8 (2.2.4).
Tolimesné reakcijos eiga yra identiska, kaip ir tiriant hidrolizés méginius.

Skaiciavimai. Hidrolizés laipsnis (umol/ml) nustatomas pagal formule:

_ Abs y Vg, ml
N tga Vy,ml

DH

dia:

DH — hidrolizés laipsnis, umol/ml, kuris véliau perskai¢iuojamas j mmol/g;

Abs — sugertis ties Agzs;

Vg — bendras reakcijos tiiris, ml;

Vm — méginio tiiris, ml;

tg a — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas i§ proteaziy aktyvumo nustatymo metodikos
(2.2 pav);

Kiekvienas eksperimentas buvo kartojamas tris kartus, o iSvesti gauty rezultaty vidurkiai

nevirSyjo standartinio nuokrypio daugiau negu 5 %.

2.3.8 Mikrobiologinio uZterStumo tyrimas hidrolizés méginiuose

Agarizuota LB terpé (2.2.8) steriliai i$pilstoma j Petri 1éksteles, po 20 ml. Ant sustingusios
terpés uzséjama po 20 pl hidrolizés misinio bei kontroliniy méginiy ir sklaistytuvu iSskirstoma.
Auginama 37 °C temperatiiroje, per naktj.

2.3.9 Mikrobiologinio uZter§tumo $alinimo ir jvertinimo metodika

Fermentinio preparato tirpalo sterilinimas. 0,05 g Vilzim PRO dry (2.2.2) ir 100 pl Vilzim
NSP (2.2.2) istirpinama 10 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K:HPO4) buferyje, pH 8 (2.2.4).

Fermentinis tirpalas sterilinamas filtruojant per 0,45 pm PVDF membraninj filtra.
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Mikrobiologinis uzterStumas jvertinamas 20 Pl méginio uZséjant ant agarizuotos LB terpés.
Inkubuojama per naktj, 37 °C temperatiiroje.

Liucernos milty sterilinimas. 1 250 ml talpos butelj atsveriamas 1 g liucernos milty ir

suspenduojamas 100 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K2HPO4) buferyje, pH 8 (2.2.4). Paruostas

tirpalas autoklavuojamas 0,8/30° rézimu (30 min 80 °C temperatiiroje) ir 20 pl uzséjama ant
agarizuotos LB terpés. Inkubuojama 37 °C temperatiiroje, per naktj.

2.3.10 Antimikrobiniy medZiagy panaudojimo tyrimo metodika

Hidrolizés méginiy su antimikrobinémis medziagomis paruosimas. 1 15 ml talpos biuksiuka

atsveriama 0,8 g liucernos milty, ir suspenduojama 10 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (KoHPO4)
buferyje, pH 8 (2.2.4). | baltymin;] tirpalg atsveriama 0,05 g Vilzim PRO dry (2.2.2), bei
pridedama 100 pl Vilzim NSP (2.2.2) ir 100 pl Vilzim LPS L (2.2.2). Toliau j kiekvieng tokj

misinj dedamas tam tikras kiekis antimikrobinés medziagos, pateiktas 2.5 lenteléje.

2.5 lentelé. Antimikrobiniy medZiagy pavadinimai ir kiekiai.

Medziagos Nr. Antimikrobinés medZiagos pavadinimas Kiekis, g
1 Natrio nitritas 0,010
2 Natrio sulfitas 0,010
3 Kaprino ragstis 0,086
4 Sorbo rugstis 0,030

idéjus antimikrobine medziaga — po 0 val bei toliau vykdant procesa po 24 val ir 40 val.
Kiekvienu laiko etapu 20 pl paimto méginio yra steriliai uzs¢jama ant agarizuotos LB terpés
(2.2.8), isskirstoma sklaistytuvu ir inkubuojama 37 °C temperatiiroje per naktj.

Kontrolé. Kontrolinis hidrolizés miSinys ruoSiamas lygiai taip pat kaip ir tiriamasis, tik ] jj néra
dedama antimikrobiné medziaga.

2.3.11 Natrio nitrito antimikrobinio poveikio priklausomybé nuo koncentracijos

Hidrolizés méginiy su natrio nitritu _paruosimas. Méginiai ruoSiami analogiSkai, kaip ir

antimikrobiniy medziagy paie$kos tyrimo metu (2.3.10). | paruostus tirpalus su liucernos
miltais ir fermentiniais preparatais pridedama 0,01 g ir 0,05 g natrio nitrito. Po O val, 24 val ir
40 val i§ analizuojamy tirpaly imama 20 pl ir steriliai uzséjama ant agarizuotos LB terpés (2.2.8)
bei inkubuojama 37 °C temperatiiroje per naktj.

2.3.12 Liucernos milty fizikinio apdorojimo metodika

Metodas. | 250 ml talpos butelj su kamsciu atsveriami 4 g liucernos milty ir suspenduojami
100 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K:HPO4) buferyje, pH 8 (2.2.4). Paruosti miSiniai yra
veikiami 30 min 600 W galios mikrobangomis, ultragarsu, auksta temperattira virinant ir aukstu

slégiu autoklavuojant 0,8/30° rézimu (30 min 80 °C temperattroje). Po 30 min apdorotiems
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miltams leidziama atvésti iki kambario temperatiiros bei visy bandiniy tiiris yra sulyginamas
pridedant kalio fosfatinio buferio — virinimo proceso metu bei veikiant mikrobangomis dalis
tirpiklio i§garuoja. | apdorotus misSinius pridedama 500 pl Vilzim NSP (2.2.2) ir maiSoma 16 val
ant magnetinés maiSyklés kambario temperatiiroje. Po 16 val pridedama 1 g proteazés Vilzim
PRO dry (2.2.2). Naudojami fermentai yra sterilinami juos iStirpinant buferyje ir praleidZiant
pro 0,45 pm PVDF membranin;j filtrg. Hidrolizés laipsnis nustatomas proceso pradzioje tik
idéjus fermentinj preparatg Vilzim NSP — po 0 val, po 16 val prid¢jus Vilzim PRO dry bei
vykdant procesg po 20 val ir 40 val. Tyrimo metu naudojami steriliis indai, juos autoklavuojant
1/20° rézimu, t.y. 1 atm, (20 min ir 121 °C temperatiiroje).

Kontroles.

e Liucernos milty kontrolés - lygiagreciai ruosiami identiski liucernos milty tirpalai,
apdorojami mikrobangomis, ultragarsu, aukstu slégiu ir temperatiira tik j tokius tirpalus
néra dedami fermentiniai preparatai.

e Fermenty kontrolés - 100 ml 0,01 M kalio fosfatinio (K2HPO4) buferio, pH 8 (2.2.4) yra
iStirpinama 500 pl Vilzim NSP (2.2.2) ir po 16 val pridedama 1 g Vilzim PRO dry (2.2.2).

2.3.13 Liucernos baltymy apdorojimo guanidino hidrochloridu ir uréja metodika

0,8 g liucernos milty suspenduojama 4 ml dH20 ir pridedama 2 ml guanidino hidrochlorido
(6 M) (2.2.9) arba 2 ml ur¢jos tirpalo (8 M) (2.2.9). Inkubacija su guanidino hidrochloridu arba
ur¢jos tirpalu vykdoma 1 val ant magnetinés maisyklés, kambario temperataroje. Po 1 val
baltymai atplaunami nuo guanidino hidrochlorido arba uréjos tirpalo — suspencija perkeliama j
plastikini 50 ml talpos meégintuvelj. Centrifiiguojama 10 min, 20000xg, kambario
temperatiroje. Po centrifigavimo supernatantas nupilamas, o baltymai pakartotinai
suspenduojami dH20 ir centrifiiguojami 10 min, 20000xg, kambario temperatiroje. Baltymy
atplovimas su dH>O kartojamas tris kartus. Po paskutinio centrifigavimo supernatantas
nupilamas, o $lapios nuosédos suspenduojamos 10 ml 0,01 M kalio fosfatiniame (K2HPOs)
buferyje, pH 8 (2.2.4), nedideliais kiekiais surenkant visas nuosédas i§ plastikinio mégintuvélio
1 Svary 15 ml talpos biuksiuka.

2.3.14 Liucernos milty nuriebalinimas

Liucernos milty nuriebalinimas buvo atliekamas remiantis Hojilla-Evangelista (Hojilla-
Evangelista ir kt., 2013) metodika, skirta nuriebalinti dirvinés ¢iuzutés (Thlaspi arvense L.)
augaliniams miltams.

Metodas. | kiiging 500 ml talpos kolbg su kams¢iu atsveriama 50 g liucernos milty, uzpilama
200 ml heksano ir maiSoma purtykléje, 230 aps/min greiciu, 2 val, kambario temperattiroje. Po

2 val nuriebalinti miltai filtruojami vakuumu, naudojant celiuliozinj filtra. Sausi liucernos miltai
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paskirstomi ant Svariy Petri 1€kSteliy plonu sluoksniu ir paliekami traukos spintoje, kambario
temperatiroje, per nakti, kad heksano likutis iSgaruoty.

2.3.15 Dujy chromotografijos (GC) analizé

Po nuriebalinimo analizuojama heksane iStirpusiy lipidy sudétis. Analizé atlickama dujy
chromotografu Schimadzu GC-2010. Paimamas 1,5 ml tirio susidariusio ekstrakto méginys,
kuris centrifiguojamas ependorfiniame mégintuvélyje 10 min, 20000xg, kambario
temperatiiroje. Po centrifuigacijos 1,5 ul gauto supernatanto suleidziama j ,, Rtx®-Biodiesel TG “
kolonéle.

,, Rtx®-Biodiesel TG * kolonélés ilgis 10 m, o vidinis skersmuo 0,32 mm. Kaip nesancios
dujos buvo naudotas helis, kuriy srautas kolonéléje buvo 4 ml/min. I§ pradziy kolonélé buvo
jSildoma iki 50 °C temperatiros, kuri palaikoma 1 min. Po to, temperatira buvo pakeliama nuo
50 °C iki 180 °C, 15 °C/min greiéiu ir i$laikoma 7 min. Galiausiai, temperattra pakeliama nuo
180 °C iki 380 °C, 30 °C/min grei¢iu ir i§laikoma 5 min.

2.3.16 Baltymy iSskyrimas i$ nuriebalinty liucernos milty

Baltymy i$skyrimas i$ augalinés kilmés milty buvo atlickamas remiantis Hojilla-Evangelista
(Hojilla-Evangelista ir kt., 2016) straipsnyje pateikta schema, skirta baltymy isskyrimui i$
liucernos milty (2.5 pav).

Nuriebalinti liucernos miltai
l +500 ml 0,1 M NaOH (pH 10, 50 °C)

Maisymas purtykléje 1
(50°C, 250 rpm, 2 val)

l

Filtravimas per medzZiagg ----> Nuosédos
Filtrat
2 l atas
. Centrifaigavimas
Nuosedos <---- ——> Supernatantas

10000 X g, 20 mi
( g 20 min) | +1 MHC pH privedimui iki 3,5)

Centrifiigavimas

ISsodinti baltymai <—— (10000 X g, 20 min)

----> Supernatantas

+250 ml dist. H,O
+2 MNaOH (pH privedimui iki 7,0)

Centrifagavimas
(10000 X g, 20 min)

Nuosédos <----

l Supernatantas

Liofilizavimas 5

l

Liucernos baltymy izoliatas

2.5 pav. Liucernos baltymy isskyrimo i§ liucernos milty schema.
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Metodas buvo atliekamas etapais:

1.

48,37 g nuriebalinty liucernos milty (1,63 g buvo prarasti nuriebalinimo proceso metu)
suspenduojami 500 ml 0,1 M, pH 10 NaOH tirpale (2.2.10), kuris pries tai buvo paSildytas
iki 50 °C temperatiiros. Misinys inkubuojamas termostatuojamoje purtykléje 250 aps/min,
2 val, 50 °C temperatiiroje.

Po 2 val, miSinys iSimamas i§ termostatuojamosios purtyklés ir filtruojamas per audinj
(zr.2.5 pav. — medziaga). Filtratas, kuriame yra iStirpe liucernos baltymai, surenkamas.
Surinktas filtratas centrifiguojamas 10000xg, 20 min, kambario temperatiiroje, siekiant
visiSkai pasalinti likusias netirpias priemaisas.

Po centrifigavimo supernatantas surenkamas ir bendras tirpalo pH privedamas iki 3,5,
naudojant 1 M HCI ragstj (2.2.10), siekiant iSsodinti liucernos baltymus. Po to tirpalas
centrifiguojamas 10000xg, 20 min, kambario temperatiiroje.

Po centrifiigavimo supernatantas nupilamas, o susidariusios nuosédos surenkamos j 500 ml
stikling, Kruopsciai jas atplaunant 250 ml dH.O. Gauto tirpalo pH privedamas iki 7,
naudojant 2 M NaOH (2.2.10), siekiant pakartotinai iStirpinti iSskirtus liucernos baltymus.
Liucernos baltymy tirpalas iSpilstomas j 50 ml talpos plastikinius mégintuvelius, po 20 ml,
meégintuveliai uzdengiami parafilmo juostelémis ir uzSaldomi -70 °C temperatiiroje.
Uz8aldyti méginiai patalpinami ] liofilizatoriy pries tai padarius keleta skyluciy parafilmo
dangteliuose ir dZiovinami $al¢iu, -70 °C temperattroje. Po dziovinimo gaunamas sausas

liucernos baltymy izoliatas.
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3. REZULTATAI

Tyrimo objektas. Liucerna (Medicago sativa L.) yra daugiametis Zemés tkio augalas,
auginamas jau 2000 mety komerciniais tikslais, kaip pasariné zaliava karvéms, grynaveisliams
arkliams ir kitiems gyviuliams (Apostol ir kt., 2017; Hojilla-Evangelista ir kt., 2016). Auginami
liucernos paséliai 2009 m. sudaré apie 30 mln ha visame pasaulyje (Zhang ir kt., 2017).
Neseniai nuspresta liucerng jtraukti | zmoniy maisto raciong, atsizvelgiant j didelj baltymy,
skaiduliniy medziagy, mineraly (Ca, P, Fe, Mg, K, Zn, Cu, Se ir Mn), vitaminy (C, D, E,
provitaminy — A, B1, B2, B6, B12, B9) ir nepakei¢iamy aminortigs¢iy kiekj. Nustatyta, kad
100 g liucernos milty yra gelezies paros ir pus¢ kalio, kalcio ir magnio paros normos,
atsizvelgiant | JAV maisto ir vaisty administracijos (FDA) pateiktas makroelementy ir
mikroelementy rekomendacijas (Apostol ir kt., 2017). Taip pat, Zinoma, kad 1 kg liucernos
sauso figlio randama 170-220 g baltymy, kuriuose yra net 18 skirtingy a.r., jskaitant astuonias
nepakei¢iamas, o jy bendras procentingumas atitinka Jungtiniy Tauty FAO rekomenduojamg
suaugusiems vartoting aminoriigs€iy santyki. Liucernos miltuose yra ypac¢ didelis leucino,
valino ir fenilalanino kiekis. Be to, yra jrodyta, kad liucernos lapuose yra didesnis baltymy
kiekis nei kiauSiniuose ar jautienoje. Taigi, liucerna yra potencialus augaliniy baltymy Saltinis,
siekiant pakeisti gyvininés kilmés produktus, taciau viena pagrindiniy problemy yra iki $iol
nezinoma tiksli liucernos milty biocheminé sudétis, Zinoma tik, kad augalinés priemaisos
(angliavandeniai, riebalai, pluostas ir kt.) sudaro net 56 %.

Liucernos panaudojima riboja informacijos trikumas apie baltymy iSgavima, ypac
fermentinj, 1§ dZiovintos liucernos bei $iy baltymy hidrolize (Apostol ir kt., 2017; Zhang ir kt.,
2017). Pateikiama, kad JAV liucernos tkininky iniciatyva (USAFRI) skatinanti liucernos
mokslinius tyrimus 2019 m. paskelbé konkrsg ,,Fermentinis baltymy i$skyrimas i§ liucernos

“8, Be to, liucernos lapy baltymuose didZiausia dalj sudaro vandenyje tirpiis albumiai, kuriy

lapy
struktiira yra stabilizuojama disulfidiniais tilteliais (Zhang ir kt., 2017). Zinoma, kad didelis
kiekis disulfidiniy jungciy lemia atsparumg proteolitinam skaidymui dél baltymo struktiiros
glaustumo ir sudétingo proteazés prieinamumo prie peptidiniy jung¢iy (Carbonaro ir kt., 2015).
Norint pa$alinti minétus, veiksnius, tyrimo metu buvo siekiama optimizuoti LM iSankstinj
apdorojimg (angl. pretreatment), denatiiruojant baltymus ir hidrolizuojant priemaisas, siekiant

padidinti proteazés prieinamumg prie peptidiniy jungcCiy.

8 https://www.progressiveforage.com/forage-production/management/alfalfa-checkoff-watch-enzyme-assisted-
protein-isolation-from-alfalfa-leaves
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3.1 Proteaziy aktyvumo tyrimai

3.1.1 Aktyvumo nustatymas
Liucernos baltymy hidrolizei vykdyti buvo pasirinktos maistinés komercinés proteazés,

i§skirtos 1§ Bacillus licheniformis - Vilzim PRO dry, ir koncentruotos formos proteazés
atitikmuo - Vilzim PRO conc dry. Proteazés pasirinktos atsizvelgiant j jy kaing, skeliamy
peptidiniy rysiy specifiSkuma, kadangi yra zinoma, kad endopeptidazés atpazjsta konkrecias
a.r. ir procenting a.r. sudétj liucernos baltymuose (Li ir kt., 2013). Tyrimo metu naudojamy
proteolitiniy fermenty specifinés kirpimo sritys yra ties Trp, Tyr, Phe ir Leu a.r. Bendras Siy
a.r. kiekis liucernos baltymuose siekia net 18,6 %. Taip pat svarbu, kad trys i$ keturiy minéty
aminoragsciy, t.y. Trp, Phe ir Leu yra nepakei¢iamos a.r., o Leu sudaro didZiausig procentine
dalj — 8,1 % tarp nepakeiciamy a.r. liucernos baltymuose.

Siekiant nustatyti optimaly fermentiniy preparaty kiekj hidrolizés miSiniuose bei uztikrinti
tolimesniy eksperimenty atsikartojamuma, pirmiausia buvo nustatytas pasirinkty komerciniy
proteaziy, Vilzim PRO conc dry ir Vilzim PRO dry, aktyvumas (2.3.1), jvertinant pirminio
praskiedimo jtaka gauty rezultaty tikslumui (3.1 pav).

148,4 U/ml
v 300k "| 371000 U/g
Mazas tiiris 159.,6 U/ml
» 1000 sk. > :
Vilzim PRO conc Fermentas tirpinamas " (25ml) s 398950 U/g
dry Fermentas tirpinamas . Didelis tiiris ) 500 sk | 143,6 U/ml
(100ml) S 358900 U/g
143,9 U/ml
Al , 5
1000 sk- | 359700 U/g
32,5 U/ml
» 500 sk. > 81300 Ulg
Mazas tiiris 38,2 U/ml
> » 1000 sk. > ’
. Fermentas tirpinamas (25ml) 95575 Ulg
Vilzim PRO dry )
Fermentas tirpinamas Didelis tiiris 00 sk 37.4 U/ml
L >
(100ml) 300 sk. 93600 U/g
42,8 U/ml
A £)
1000'sk- 171 06875 U

3.1 pav. Vilzim PRO conc dry ir Vilzim PRO dry proteazinis aktyvumas ir pirminio praskiedimo jtaka gauty
rezultaty tikslumui.

Akivaizdu, kad pirminj praskiedima vykdant didesniame pradiniame tiiryje (fermentinius
preparatus tirpinant — 100 ml), gaunamas homogeniskesnis fermentinio preparato tirpalas ir
mazesnes proteazinio aktyvumo paklaidos, nei tirpinant 25 ml tiiryje. Abiem atvejais, Vilzim
PRO conc dry ir Vilzim PRO dry, pirminio etapo metu proteazg iStirpinus 100 ml ir po to
skiedziant 500 karty ar 1000 karty, aktyvumai kito neZymiai, prieSingai negu fermentus
tirpinant 25 ml turyje. Be to, lyginant gautus rezultatus, kai abu fermentai buvo skiesti 1000 ir
500 karty, nepriklausomai nuo pirminio skiedimo, matoma, kad proteazinis aktyvumas yra

didesnis skiedziant 1000 karty. To priezastis galéjo biiti tai, kad norint stabilizuoti komerciniy
38



proteaziy aktyvuma, i jy sudét] gamintojy yra pridedama grjztamyjy inhibitoriy, kurie paprastai
jungiasi prie proteazés nekovalentinémis saveikomis ir gali buti pasalinti vykdant vis didesnius
skiedimus. Tokie désningumai, manoma, galéjo nulemti proteazinio aktyvumo didéjima. Taigi,
atsizvelgiant | gautus rezultatus, nuspresta pradine aktyvumo reikSme laikyti skiedima,
fermentinj preparatg tirpinant 100 ml ir skiedziant 500 karty.
3.1.2 Buferniniy tirpaly jtaka aktyvumui

Fermenty aktyvumui didelg¢ jtaka turi tirpalo pH, kuriame vyksta reakcija. Jei tirpalo pH
eksperimento metu kinta placiame diapazone, tikétina, kad fermentas gali biiti inaktyvuojamas,
jeigu tirpalas tampa tokio pH, kuris fermentui yra nepalankus (Merz, 2015). Todél ypatingai
svarbu islaikyti kuo stabilesnj pH lygj reakcijos miSiniuose. Zinoma, kad buferintos sistemos
apsaugo tirpalg nuo staigiy pH poky¢iy ir gali biiti naudojamos kaip priemoné palaikyti beveik
pastovig pH reik§mg¢ reakcijos metu (Rodrigeuz-Laguna ir kt., 2017). Taip pat, yra nustatyta,
kad proteaziy Katalitinis aktyvumas gali kisti priklausomai nuo buferiuose esanéiy jony (Merz,
2015). Siekiant atrinkti tinkamiausias buferintas sistemas naudojamoms proteazéms, iSskirtoms
i§ Bacillus licheniformis, pirmiausia buvo iSanalizuotos literatiiroje pateiktos augaliniy ir
gyviininiy baltymy hidrolizés salygos, kuriy metu buvo naudojamos proteazés iSskirtos taip pat

i§ Bacillus licheniformis (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Literaturos duomenimis, augaliniy ir gyviininiy baltymy hidroliziy su Bacillus licheniformis proteaze
metu naudoti buferiai, jy koncentracija ir pH.

Buferis Koncentracija, mM pH Literatiiros Saltinis
Tris-HCI 75 7,5 Tarhan ir kt., 2016
Tris-HCI 75 8,0 Creusot ir Gruppen., 2007
Tris-HCI 50 8,5 Fenfen ir kt., 2017
K:HPO, 10 6,0 Ageitos ir kt., 2006; Ageitos ir kt., 2007
Na;HPO4 100 8,0 Aguilar ir kt., 2019

Remiantis literatiiroje pateikiamamais duomenimis, buvo nuspresta jvertinti proteaziy Vilzim
PRO dry ir Vilzim PRO conc dry aktyvumus (2.3.1), inkubuojant fermentus 2 val ir 26 val Tris-
HCI, kalio ir natrio fosfatiniuose buferiuose (2.3.2). Gauti santykiniai fermenty aktyvumo

rezultatai nuo pradinés aktyvumo reik§meés pateikti 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. Vilzim PRO conc dry ir Vilzim PRO dry santykinis aktyvumas, po inkubacijos tiriamuosiuose
buferiniuose tirpaluose.

Vilzim PRO conc dry | Vilzim PRO dry
Buferis Santykinis aktyvumas, %
Po 2 val Po 26 val Po 2 val Po 26 val
Na;HPO, +19,7 +4,6 +45,6 +31,2
K2HPO, +26,4 +8,6 +27,2 +38,2
Tris-HCI +18,1 +17,4 +14,8 -28,0
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IS 3.2 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad tiriamy fermentiniy preparaty santykinio
aktyvumo pokytis tiek po 2 val, tiek po 26 val yra teigiamas, naudojant natrio ir kalio fosfatinius
buferius. Lyginant tarpusavyje K* ir Na* jony jtakg proteaziy aktyvumui, nustatyta, kad po
26 val Vilzim PRO conc dry ir Vilzim PRO dry proteazinis aktyvumas buvo aukstesnis kalio
fosfatiniame buferyje. Remiantis literatiiros duomenimis, pateiktais 3.1 lenteléje, matyti, kad
daugiausiai hidrolizés tyrimy buvo atlickama naudojant Tris-HCl buferj. Sio eksperimento
metu Vilzim PRO dry proteazinis aktyvumas Tris-HCI buferiniame tirpale po 26 val sumazéjo
net 28 %, o Vilzim PRO conc dry aktyvumas pakito nezymiai. Atsizvelgiant j gautus rezultatus
bei ] tai, kad Tris savo struktiiroje turi gana aktyviy funkciniy grupiy, kuriy buvimas gali turéti
itakos analizés tyrimams, tolimesniems hidrolizés eksperimentams buvo pasirinktas kalio

fosfatinis buferis.

3.2 Liucernos milty (LM) ir juose esan¢iy baltymy hidrolizé

Zinoma, kad hidrolizés metu, skylant peptidinéms jungtims ir susidarant laisvoms amino
grupéms ar peptidams didéja ir baltymo molekulés tirpumas. Dél Sios priezasties, nuspresta
stebéti liucernos baltymy hidroliz¢ (2.3.6 b) laike, nustatant tirpiy baltymy kiekj hidrolizés
misSiniuose Bradford‘o reagentu, kuris jungiasi prie laisvy pirminiy amino grupiy nekovalentine
van der Valso sgveika ir sudaro spalvotus kompleksus (Brunelle ir kt., 2017). Pirmiausia buvo
atliktas tyrimas, siekiant jvertinti pasirinkty proteaziy gebéjima hidrolizuoti liucernos baltymus,
esancius augaliniuose miltuose, kuriuose yra pluosta sudaranciy priemaiSy: jvairiy cukry,
angliavandeniy ir kt. (tiksli biocheminé sudétis néra zinoma), lemianciy prastg peptidiniy
jungciy prieinamumg. Tyrimo pradzioje, ieSkant optimaliy LM baltymy hidrolizés salygu,
pasirinkta nekoncentruota Vilzim PRO conc dry fermentinio preparato forma — Vilzim PRO
dry. Lygiagreciai buvo atlickama ir kita hidrolizés reakcija (2.3.6 b), kurios metu kartu su
proteaze papildomai buvo naudojamas fermentinis preparatas Vilzim NSP, savo sudétyje
turintis ksilanazinj, celiuliazinj, gliukanazinj, mananazinj, pektinazinj ir galaktozidazinj
aktyvumus, kadangi yra Zinoma, kad ksilanas ir pektinas yra du pagrindiniai augalo 1asteliy
sienelés komponentai’. Rezultatai, gauti nustatant tirpiy baltymy kiekj (2.3.3) hidrolizés

misSniuose po 0,5 val ir po 20 val pateikti 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. LM iSankstinio apdorojimo Vilzim NSP jtaka liucernos baltymy hidrolizés rezultatams, j reakcijos
misinj dedant abu fermentinius preparatus tyrimo pradzioje.

Tirpiu baltymy kiekis, mg/ml

Po 0,5 val Po 20 val
LM + Vilzim PRO dry 0,015 0,023
LM + Vilzim PRO dry + Vilzim NSP 0,014 0,047
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Didesnis tirpiy baltymy kiekis buvo gautas LM ir juose esané¢iy baltymy hidrolizei naudojant
fermenty Vilzim PRO dry ir Vilzim NSP miSinj. Siekiant jsitikinti, ar tirpiy baltymy kiekio
padidéjimas po 20 val nebuvo susij¢s su tuo, kad proteazé suhidrolizuoja misinyje esantj Vilzim
NSP fermentinj preparatg, atliktas dar vienas tyrimas. LM buvo inkubuojami su Vilzim NSP

16 val ir tik tada pridedama Vilzim PRO dry proteazé. Rezultatai pateikti 3.4 lentel¢je.

3.4 lentelé. LM baltymy hidrolizés rezultatai, priklausomai nuo Vilzim NSP pridéjimo laiko j hidrolizés miSinius.

Tirpiu baltymy kiekis, mg/ml
Po 16 val Po 20 val Po 40 val
LM + Vilzim PRO dry + Vilzim NSP 0,016 0,052 0,037

Gauti rezultatai parodé, kad abiejy hidrolizés reakcijy metu po 20 val susidaro panasus tirpiy
baltymy kiekis. Idéjus Vilzim NSP ir Vilzim PRO dry | miSinj vienu metu (t.y. hidrolizés
pradzioje) susidaré — 0,047 mg/ml tirpiy baltymy (3.3 lentele). Kitu atveju, Vilzim PRO dry
buvo idétas tik po 16 val (3.4 lentelé) susidaré — 0,052 mg/ml. Vadinasi, liucernos baltymy
hidrolizés metu Vilzim NSP néra suhidrolizuojamas, o tirpiy baltymy kiekio padidéjimg po
20 val galéjo nulemti tai, kad LM esancios augalinés priemaisos buvo i$ dalies suskaidytos ir
toks milty apdorojimas leido proteazei lengviau pasiekti peptidines jungtis, esancias liucernos
baltymy molekulése. Taciau, jdomu tai, kad nusprendus pamatuoti tirpiy baltymy kiekj (2.3.3)
po 40 val, buvo nustatytas tirpiy baltymy kiekio sumazéjimas, nors vizualiai aiskiai buvo

matoma, kad hidrolizé vyko (3.2 pav).

Po 40 val

3.2 pav. LM ir juose esan¢iy baltymy hidrolizés méginiai po 40 val, naudojant Vilzim NSP ir Vilzim PRO dry.
Kolbutés: 1 — LM (konrol¢); 2 — hidrolizés misinys (LM + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry).

3.2 paveiksle, kolbutéje Nr. 1 matomas drumstas miSinys — tai kontrolinis tirpalas, kuriame yra
tik LM suspenduoti buferiniame tirpale. Kolbutéje Nr. 2, kurioje vyko hidrolizé, aiskai matoma,
kad tirpalas yra daug homogeniSkesnis, lyginant su kontroliniu tirpalu. Tapo akivaizdu, kad
hidrolizé vyko ir nustatyty tirpiy baltymy kiekis turéty biti didesnis arba bent jau islikti stabilus,
tode¢l greiCiausiai Bradford‘o reagentas néra tinkamas nustatyti tirpiy baltymy kiekj liucernos
baltymy hidrolizate.

Teiginiui pagrjsti iSanalizuota literatiroje pateikta informacija apie Bradford‘o metodika.

Galimai nustatytos dvi priezastys, leidziancios abejoti Bradford‘o reagento tinkamumu. Pirmoji
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yra grindZiama reagento specifiSkumu tam tikroms a.r. Yra zinoma, kad tik turin¢ios bazines
Sonines grandines (kaip Arg, His, Lys) bei aromatinés (Tyr, Trp, Phe) a.r. sudaro kompleksus
su Bradord‘o reagentu (Brunelle ir kt., 2017). Vadinasi, liucernos baltymy hidrolizate naudojant
Vilzim PRO dry ar Vilzim PRO conc dry proteazes, specifisSkai skelianéias peptidines jungtis
ties Trp, Tyr, Phe ir Leu, Bradford‘o reagentas reaguoja tik su laisvomis ar peptidy galuose
esan¢iomis Trp, Tyr ir Phe a.r. Siy a.r. bendra procentiné dalis liucernos baltymuose yra tik
10,5 % 18 kuriy, Trp sudaro 1,7 %, Tyr — 4,3 % ir Phe — 4,5 %. Antroji priezastis yra tai, kad
Bradford‘o reagentas nesudaro kompleksy su laisvomis a.r., 0 peptido ar baltymo, sudarancio
junginj su dazu, masé turi biiti ne mazesné kaip 3000 Da (Walker, 2002). Taigi, nuspresta, kad
Bradford‘o metodika néra patikima, nes reakcijos metu tirpale daugéja mazos molekulinés
masés peptidy ar laisvy aminoriigs¢iy kiekis, o hidrolizate didziausig procenting dalj (8,1 %)
sudarancios laisvos ar peptidy galuose esancios Leu molekulés nereaguoja su dazu. Todél
tolimesniy tyrimy analizei buvo pasirinkta patikimesné ir jautresné TNBS metodika, naudojama
laisvy amino grupiy skai¢iaus nustatymui hidrolizate. Svaria priezastimi buvo laikoma, kad
TNBS sudaro kompleksus su jvairios molekulinés masés baltymy molekulémis bei reaguoja su
visomis a.r., priesSingai negu Bradford‘o reagentas.

AnalogiSkomis sglygomis kaip apraSyta auksciau, atliktas hidrolizés tyrimas (2.3.6 b), kurio
metu LM 16 val buvo veikiami Vilzim NSP ir po to pridedama proteazé¢ Vilzim PRO dry.
Bendra hidrolizés trukmé buvo 40 val. Sj karta, rezultatai buvo jvertinami TNBS metodika
(2.3.7), apskaiciuojant hidrolizés laipsnj (DH) (3.5 lentelé).

3.5 lentelé. Hidrolizés laipsnio priklausomybé nuo fermentinés LM hidrolizés trukmés.

Hidrolizés laipsnis (DH), mmol/g
Po 16 val Po 20 val Po 40 val
LM + Vilzim PRO dry + Vilzim NSP 0,37 0,64 0,00

Gauti rezultatai, nustatyti TNBS reagentu, parodé, kad po 40 val hidrolizés laisvy amino grupiy
kiekis nukrenta net iki 0,00 mmol/g. Tapo akivaizdu, kad hidrolizaty kiekis Zenkliai sumazéja
po 40 val, nepriklausomai nuo to, kokia metodika buvo stebimas proceso vyksmas (detalesnis
paaiskinimas pateiktas 3.4 skyriuje). TaCiau, jvertinus galimas rezultaty paklaidas, nustatant
tirpiy baltymy kiekj Bradford‘o metodu, tolimesniy tyrimy metu buvo nusprgsta naudoti
patikimesne ir jautresng¢ TNBS metodika. Taip pat, buvo nutarta, kad LM apdorojus Vilzim
NSP, liucernos baltymy hidrolizé vyksta tik i§ dalies, t.y. proteazés prieinamumas prie
peptidiniy jungciy yra vis dar ribojamas augaliniy priemaisy ar glaudzios liucernos baltymy
strukttiros. Nuspresta, ieskoti kity LM apdorojimo budy, kurie leisty pasiekti kuo aukstesnj

liucernos miltuose esanc¢iy baltymy hidrolizés laipsnj.
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3.3 Liucernos milty ar juose esan¢iy baltymuy iSankstinis apdorojimas

3.3.1 Apdorojimas guanidino hidrochloridu (GdmHC]I) ir uréja
Proteolizés efektyvumas gali biti ribojamas dél ypatingai glaudzios liucernos baltymy

strukttiros. Denatiiracijos metu yra sutrikdomos ketvirtiné, tretiné ir antriné baltymo struktiiros
ir yra atveriamos pirmings struktiiros peptidinés jungtys, taip padidinant galimybe proteazei
pasiekti tikslines peptidines jungtis ir gauti aukstesnj hidrolizés laipsnj. Dazniausiai baltymy
denatiiravimui yra naudojami cheminiai reagentai, pvz., guanidino hidrochloridas (GdmHCI)
ar ur¢ja (karbamidas) (Lim ir kt., 2009). Siekiant jvertinti iSankstinio liucernos miltuose esanciy
baltymy apdorojimo denatiiravimo reagentais jtaka hidrolizés rezultatams, LM buvo
inkubuojami 1 val su 6 M guanidino hidrochlorido ar 8 M uréjos tirpalais (2.3.13). Po
inkubacijos méginiai buvo gerai atplaunami dH20, kad nelikty denataranty, kurie galéty jtakoti
hidrolizés efektyvuma. Toliau, apdoroti LM, buvo hidrolizuojami (2.3.6 a) (3.3 pav):

1) su Vilzim NSP ir po 6 val pridedant Vilzim PRO dry;

ii) po 6 val tik su Vilzim PRO dry;

Vilzim NSP  Vilzim PRO dry

pmmmmmmmmmommeoos . + 6 val + 18 val

' LMapdoroti | — -_—

\  GdmHCI/uréja “_\, \ \

\_GdmHCljureja SO @ 24 va o1
v v

E

Po 0,5 val (DH) Po 6 val (DH)

3.3 pav. LM esandiy baltymy hidrolizés schema, i$ankstinio apdorojimo metu veikiant denatiiruojanciais agentais
— guanidino hidrochloridu (GdmHCI) ar uréja (karbamidu).

Hidrolizes rezultatai buvo nustatyti po 0,5 val, 6 val ir 24 val, jvertinant laisvy amino grupiy

skaiciy (2.3.7) hidrolizate (3.4 pav).
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g 45 395 4,09

£ 40 3.8 32t I Ly 350

T 35 3,30
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€ 30 2,33
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é 25 179 I

& 2,0 =
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= 05 0,24 0,14

S 0,00 0,00

5 00 i e

= 0,5 val 6 val 24 val

Hidrolizés trukmé

GdmHCI + Vilzim PRO dry m GdmHCI + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry
Uréja + Vilzim PRO dry ® Uréja + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry

3.4 pav. Denatiliruojanciy agenty naudojimo jtaka liucernos baltymy hidrolizés efektyvumui.
IS 3.4 pav. pateikty duomeny matyti, kad hidrolizuojant i§ anksto denatiiruotus baltymus,

pasiekiamas Zenkliai aukStesnis hidrolizés laipsnis, nei vykdant procesa su neapdorotais LM
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esanCiais baltymais. Tapo akivaizdu, kad sutrikdzius liucernos baltymo antring, treting ir
ketvirting struktiiras, peptidinés liucernos baltymy jungtys tapo lengviau prieinamos proteazei.
Lyginant tarpusavyje naudotus denatliravimo agentus - guanidino hidrochlorida ir uréja, tick po
6 val, tiek po 24 val, aukstesnis hidrolizés laipsnis buvo gautas LM baltymus apdorojus uréjos
tirpalu. Be to, po 6 val  miSinius tik pridé€jus proteazés, hidrolizés laipsnis buvo daug aukstesnis
LM papildomai paveikus Vilzim NSP. Vadinasi, proteolizé vyko daug efektyviau bent i§ dalies
suardzius miltuose esancias augalines priemaisas. Taigi, tyrimo metu, buvo nustatyta, kad
iSankstinis LM apdorojimas denatiiruojanciais agentais turi didele jtakg proteolizés
efektyvumui ir, kad labai svarbu uZztikrinti proteazés prieinamumg prie peptidiniy jungciy,
norint gauti kuo aukstesnj hidrolizés laipsnj.

3.3.2 Apdorojimas lipoliziniais fermentais

Zinoma, kad liucernos milty sudétyje randama net 7,7 % riebaly, kurie gali biiti liucernos
baltymy hidrolize slopinanéiu faktoriumi. Siy riebaly pasalinimui buvo nuspresta nenaudoti
cheminiy metody, o pasitelkti riebalus hidrolizuojantj fermentg — lipazg. Siekiant iSsiaiskinti
liucernos baltymy hidrolizés efektyvumo priklausomybe nuo iSankstinio LM apdorojimo lipaze
buvo atliktas tyrimas (2.3.6 a), kurio metu LM 6 val buvo veikiami dviejy fermentiniy preparaty
— lipazés Vilzim LPS L ir anks¢iau teigiamus rezultatus davusiu Vilzim NSP fermenty miSiniu.
Po 6 val inkubacijos, buvo pridedama proteazé Vilzim PRO dry. Hidrolizés rezultatai pateikti

3.6 lenteléje.

3.6 lentelé. LM iSankstinio apdorojimo lipaze ir Vilzim NSP jtaka baltymy hidrolizés rezultatams.

Hidrolizés laipsnis (DH), mmol/g
Po05val | Po6val | Po24val
LM + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry 0,21 4,60 4,04

Pagal 3.6 lentel¢je pateiktus duomenis, pastebéta, kad iSankstinio apdorojimo metu, LM
veikiant lipaze ir Vilzim NSP, po 6 val gaunamas gana aukStas hidrolizés laipsnis —
4,60 mmol/g, kuris yra netgi didesnis, nei gautas LM esancius baltymus paveikus uré¢ja ir LM
esancias priemaisas - Vilzim NSP (3.4 pav.). Hidrolizés rezultatai, leido teigti, kad LM esancios
lipidy molekulés trukdo pasiekti auksta hidrolizeés laipsnj ir proceso metu turi biiti paSalintos,
nes suhidrolizavus miltuose esandius riebalus ir LM papildomai apdorojus fermentu Vilzim
NSP, proteolizés efektyvumas Zenkliai iSaugo.

Gauti gana geri LM esanc¢iy baltymy hidrolizés rezultatai, proceso metu taikant iSankstinj
apdorojima, paskatino atlikti NDS-PAGE analizg (2.3.5), kuri leido jvertinti realy hidrolizate
esanciy peptidy ar laisvy a.r. pasiskirstyma pagal dydj. Kadangi yra Zinoma, kad atliekant NDS-

PAGE baltymy kriivis ar susilankstymas neturi jtakos, o baltymai pasiskirsto gelyje
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atsizvelgiant tik j grandinés ilgj. Hidrolizaty, gauty apdorojant LM denatiiravimo agentais

(3.3.1) bei lipaze (3.3.2) NDS-PAGE analizés rezultatai pateikti 3.5 pav.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

3.5 pav. LM esanciy baltymy hidrolizatai ir kontroliniai méginiai po 24 val trukusios hidrolizés, kurios metu
taikytas iSankstinis apdorojimas denatiiruojanéiais agentais bei lipaze. Takeliai: 1 — LM (kontrolé); 2 — LM
apdoroti GdmHCI (kontrolé); 3 — LM apdoroti uréja (kontrolé); 4 — LM apdoroti GAmHCI + Vilzim PRO dry; 5 -
LM apdoroti uréja + Vilzim PRO dry; 6 — LM apdoroti GAmHCI + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 7 — LM
apdoroti uréja + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 8 — LM + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 9 —
Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry (kontrol¢); M — molekulinés masés dydziy standartas, kDa.

Rezultatai pateikti 3.5 pav. aiskiai parodo, kad LM baltymai, kurie yra matomi kontroliniuose
(1-3) takeliuose, yra suhidrolizuojami j mazesnés molekulinés masés peptidus ar netgi laisvas
aminoragstis. Hidrolizatai gauti veikiant LM baltymus denatiiruojanciais agentais, pateikti 4-7
takeliuose, o 8 takelyje gauti LM veikiant lipaze. Lyginant kontrolinius méginius 2-3 takeliuose
su tirlamaisiais méginiais 4-5 takeliuose, aiSkiai matomos susidariusios mazos molekulinés
masés baltymy sankaupos 17-10 kDa intervale. LM papildomai apdorojus Vilzim NSP
(méginiai 6-7 takeliuose) matyti didesniy peptidy zymés 43-17 kDa intervale, bei gausus kiekis
mazos molekulinés masés peptidy ties 17-10 kDa zymémis. Tac¢iau didZiausias kiekis mazos
molekulinés masés peptidy matomas 8-tame takelyje, kai LM buvo apdorojami lipaze.

Abiejy tyrimy metu, t.y., apdorojus LM baltymus denatiiruojanciais agentais ar priemaisas
lipaze bei papildomai veikiant Vilzim NSP, nustatyta hidrolizés laipsnio reikSmé smarkiai
iSauga, lyginant su 3.2 eksperimento rezultatais, kai LM buvo apdorojami tik Vilzim NSP.
Taigi, galima drasiai teigti, kad Sios papildomos milty apdorojimo priemonés yra veiksmingos,
norint pasiekti kuo didesnj liucernos baltymy hidrolizés efektyvuma.

3.3.3 Apdorojimas amilaze ir gliukoamilaze

Siekiant iSgauti dar aukstesni hidrolizés laipsnj, iSankstinio milty apdorojimo metu,
nuspresta panaudoti amilazius ir gliukoamilazinius aktyvumus turin€ius fermentinius
preparatus (2.3.6 a), kuriais tikétasi sumazinti miltiniy priemaiSy — angliavandeniy kiekj,
suskaidant juos iki cukry ir taip dar labiau atverti liucernos baltymy peptidines jungtis. Zinoma,

kad amilazé polisacharidus suskaldo ;| mazesnés molekulinés masés dimerus, trimerus, o
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gliukoamilazé hidrolizuoja susidariusius junginius iki cukry (Horvathova ir kt., 2000). Tyrimo

metu buvo atlickamos dvi lygiagre€ios eksperimentings serijos (3.6 pav):

i) LM 1 val buvo veikiami a-amilaze Vilzim AMY Tex L ir po to dar 2 val gliukoamilaze

Gliucozyme L 300;

i) LM 1 val buvo veikiami amilazés ir proteazés mi$iniu ir po to dar 2 val gliukoamilaze.

! LM apdoroti amilaze \‘:
| (Vilzim AMY Tex L) it |
E gliukoamilaze .
| (Glucozyme L 300)

N
N

"""" Atba 77

proteazes misiniu /
(Vilzim Deter MIXD 520/180
D)ir gliukoamilaze
N (Glucozyme L 300) o

]
I
1
I
I
|

Vilzim NSP/ Vilzim PRO dry/
Vilzim LPS L Vilzim DETER
+ Vilzim NSP MAXL

| |

+ 3 val + 6 val + 15 val
— — —

* *

F 8

Po3 val DH) Po9 val (DH)

3.6 pav. LM apdorojimo amilaze ir gliukoamilaze schema.

Po 3 val, | abu miSinius buvo pridedamas Vilzim LPS L ir Vilzim NSP fermentiniy preparaty

misinys arba tik Vilzim NSP. Inkubacija buvo vykdoma 6 val. Galiausiai, taip apdoroti LM

15 val buvo veikiami proteaze Vilzim PRO dry. Analogiskas tyrimas buvo atliktas veikiant kita

proteaze - Vilzim Deter MAX L, kuri yra pritaikyta augalinés kilmés baltymy, tokiy kaip sojos,

kakavos ir kt. hidrolizei. Hidrolizés rezultatai gauti LM apdorojus amilaze Vilzim AMY Tex

L ir gliukoamilaze Glucozyme L 300 bei naudojant abi proteazes pateikti 3.7 paveiksle.

5,0
45
4,0
35
3,0
2,5
2,0
15
1,0 0,67 061

0.5 - 0,00 0,00 -
0,0

3val

Hidrolizés laipsnis (DH), mmol/g

+ Vilzim PRO
= + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO
+ Vilzim NSP + Vilzim DETER MAX L

2,73 2,75

9 val 24 val
Hidrolizés trukmeé

+ Vilzim NSP + Vilzim PRO
+ Vilzim DETER MAX L
= + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim DETER MAX L

3.7 pav. Isankstinio LM apdorojimo amilaze Vilzim AMY Tex L ir gliukoamilaze Glucozyme L 300 hidrolizés

rezultatai priklausomai nuo hidrolizés trukmés.
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Baltymy hidrolizés laipsnis nustatytas po 3 val, 9 val ir 24 val antrosios eksperimentinés serijos
metu, LM apdorojus Vilzim Deter MIXD 520/180 D bei gliukoamilaze Glucozyme L 300
pateiktas 3.8 pav.

D50 4,79
°
£ 45
€40
I 35
e 3,0
2 234 ' 2.48
£25 2,14
2 I 2, oo
‘= 2,0 1,64
— 141 T
215
=10 073
=
< 05 0,00 0,00
T 0,0
3val 9val 24 val
Hidrolizés trukmeé
+ Vilzim PRO + Vilzim NSP + Vilzim PRO
® + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO + Vilzim DETER MAX L
+ Vilzim NSP + Vilzim DETER MAX L ® + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim DETER MAX L

3.8 pav. Isankstinio LM apdorojimo amilaze ir proteaze Vilzim Deter MIXD 520/180 D bei gliukoamilaze
Glucozyme L 300 hidrolizés rezultatai priklausomai nuo hidrolizés trukmés.

Sudarytose diagramose, 3.7 pav. ir 3.8 pav., matomas nezymus rezultaty iSsibarstymas, taciau
akivaizdu, kad visais atvejais po 9 val jdéjus proteazés, stebimas staigus hidrolizés laipsnio
padidé¢jimas. Vadinasi, atlikus LM apdorojimg amilazinj ir gliukoamilazinj aktyvuma turinc¢iais
fermentais, priemaiSose esantys angliavandeniai buvo hidrolizuojami, o liucernos baltymy
molekulés tapo lengviau prieinamoms proteazéms. AukscCiausias hidrolizés laipsnis —
4,79 mmol/g (3.8 pav.), buvo nustatytas LM apdorojus amilazés/proteazés misiniu,
gliukoamilaze ir veikiant Vilzim NSP bei proteaze Vilzim DETER MAX L. Si proteazé
pasirinkta tyrimams, nes specifikacijoje yra nurodyta, kad gali hidrolizuoti augalinés kilmés
(sojos ir kakavos) baltymus. Lygiagreciai atlikus proteoliz¢ su Vilzim PRO dry, auk$¢iausas
hidrolizés laipsnis (3,60 mmol/g), buvo gautas apdorojant LM amilaze ir gliukoamilaze bei
veikiant Vilzim LPS L, ir Vilzim NSP (3.7 pav). Taciau, visais atvejais, po 24 val buvo stebimas
hidrolizés laipsnio sumazéjimas (detalesnis paaiskinimas pateiktas 3.4 skyriuje). Taigi,
apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad liucernos miltuose esanc¢iy baltymy hidrolizg
vykdant su proteaze Vilzim DETER MAX L, kuri skirta augaliniy baltymy hidrolizei, gautas
nezymiai aukStesnis hidrolizés laipsnis, lyginant su Vilzim PRO dry, kuri skirta pramoniniam
maisto apdorojimui.

Tyrimo metu, taip pat atlikta NDS-PAGE analizé (2.3.5). Hidrolizaty bei kontroliniy
meginiy, kada LM buvo apdorojami amilaze Vilzim AMY Tex L ir gliukoamilaze Glucozyme
L 300 baltymy iSsidéstymas pagal dydj pateiktas 3.9 pav., o amilazés ir proteazés miSiniu

Vilzim Deter MIXD 520/180 D bei gliukoamilaze Glucozyme L 300 — 3.10 pav.
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3.9 pav. LM hidrolizatai ir kontroliniai méginiai po 24 val trukusios hidrolizés, kurios metu taikytas iSankstinis
apdorojimas amilaze Vilzim AMY Tex L ir gliukoamilaze Glucozyme L 300. Takeliai: 1 — LM (kontrol¢); 2 —
Apdoroti LM + Vilzim PRO dry; 3 — Apdoroti LM + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 4 — Apdoroti LM + Vilzim
LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 5 - Vilzim AMY Tex L + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim
NSP + Vilzim PRO dry (kontrolé); 6 — Apdoroti LM + Vilzim DETER MAX L; 7 — Apdoroti LM + Vilzim NSP
+ Vilzim DETER MAX L; 8 — Apdoroti LM + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim DETER MAX L; 9 - Vilzim
AMY Tex L + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim DETER MAX L (kontrol¢); M —
molekulinés masés dydziy standartas, kDa.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

3.10 pav. LM hidrolizatai ir kontroliniai méginiai po 24 val trukusios hidrolizés, kurios metu taikytas iSankstinis
apdorojimas amilazés ir proteazés misiniu Vilzim Deter MIXD 520/180 D bei gliukoamilaze Glucozyme L 300.
Takeliai: 1 — LM (kontrolé); 2 — Apdoroti LM + Vilzim PRO dry; 3 — Apdoroti LM + Vilzim NSP + Vilzim PRO
dry; 4 — Apdoroti LM + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 5 - Vilzim Deter MIXD 520/180 D +
Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry (kontrolé); 6 — Apdoroti LM + Vilzim DETER
MAX L; 7 — Apdoroti LM + Vilzim NSP + Vilzim DETER MAX L; 8 — Apdoroti LM + Vilzim LPS L + Vilzim
NSP + Vilzim DETER MAX L; 9 - Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim
NSP + Vilzim DETER MAX L (kontrol¢); M — molekulinés masés dydziy standartas, kDa.

IS 3.9 pav. ir 3.10 pav. matyti, kad LM, apdorojus amilaze ir gliukoamilaze, baltymai
esantys miltuose buvo suhidrolizuoti iki jvairaus molekulinio dydzio, nuo 72 kDa iki 10 kDa ar
mazesniy, peptidy. Kontroliniuose 5 ir 9 takeliuose buvo leidziami fermentiniai preparatai.
Matoma, kad dalis peptidy esanciy 2-4 bei 6-8 takeliuose sutampa su zymémis, esanciomis
kontroliniuose fermenty méginiuose, todél tokie persidengiantys peptidai néra laikomi
liucernos baltymy hidrolizés rezultatu. Taip pat, iSanalizavus 2-4 ir 6-8 takelius, aiskiai
matomos tik jiems biidingos gausios mazy peptidy sankaupos, esanéios 17-10 kDa intervale.
Be abejonés, tai yra suhidrolizuoti liucernos miltuose esantys baltymai. Hidrolizés méginiai

matomi 4 ir 8 takeliuose buvo gauti LM apdorojus amilazinj ir gliukoamilazinj aktyvuma
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turinCiais fermentais bei lipaze, Vilzim NSP ir proteaze. Stebint $iy takeliy vaizdg geliuose,
matyti, kad juose esancios mazy peptidy sankaupos yra ryskiausios. Be to, lyginant 2-4 takelius
Su 6-8, geliuose matomas labai panasus suhidrolizuoty baltymy iSsidéstymas pagal dydj. Todél
daroma i$vada, kad abi proteazés tiek Vilzim DETER MAX L, tiek Vilzim PRO dry geba
vienodai efektyviai hidrolizuoti augalinés kilmés - liucernos baltymus.

Apibendrinant svarbu paminéti, kad LM apdorojimas amilazinj ir gliukoamilazinj
aktyvumg turinciais fermentais leido pasiekti Siek tiek auksStesnj miltuose esanciy baltymy
hidrolizés laipsnj, nei veikiant LM denatiiruojanciais agentais ar lipaze. Taciau beveik visy
tyrimy metu pastebima, kad po 24 val hidrolizés laipsnis sumaz¢ja. Buvo padaryta prielaida,
kad vykstant hidrolizés reakcijai, tirpaluose galimai pradeda augti mikroorganizmai, Kurie
baltymy hidrolizatus naudoja kaip maistines medziagas. Todél tolesniame etape buvo atliekami

mikrobiologiniai tyrimai.

3.4 LM hidrolizaty mikrobiologinio uZterstumo tyrimas

3.4.1 Mikrobiologinio uZterStumo Salinimas

Naudojant mikrobiologinés kilmés fermentus ir augalinés kilmés miltus, hidrolizés
méginiuose gali atsirasti mikrobiologinis uZzterStumas. Literatiroje teigiama, kad sausuose
miltuose, esantis minimalus drégmés kiekis, negali palaikyti mikroorganizmy augimo, taciau
neatmetama galimybe, kad jie ilga laika iSlieka ramybés biuisenoje ir pradeda daugintis tik
atsiradus tam palankioms salygoms (Rose ir kt., 2012). Todél, buvo manoma, kad hidrolizés
laipsnio sumazéjimas gali biti siejamas su mikroorganizmais, kurie auga ir dauginasi proceso
metu bei gali naudoti susidariusius peptidus, cukrus ar aminortgstis kaip maisting medziaga.
Nuspresta LM hidrolizaty bei kontrolinius méginius po 24 val trukusios hidrolizés (2.3.6 b)
uzséti ant sterilios LB terpés (2.3.8). Uzséjus méginius, 1ékstelés buvo inkubuojamos 37 °C

temperatiroje per naktj (3.11 pav).

3.11 pav. Mikrobiologinis uZterStumas po 24 val hidrolizés. Lékstelés: 1 — LM (kontrolé); 2 — LM + Vilzim NSP
+ Vilzim PRO dry; 3 — Vilzim NSP + Vilzim PRO dry (kontrolé).

Is 3.11 pav. matyti, kad visuose tirpaluose, tiek kontroliniuose, kuriuose yra tik LM ar tik
tyrimo metu naudoti fermentiniai preparatai, tiek hidrolizés miSinyje proceso metu atsiranda

gausios mikroorganizmy kolonijos. Tai suprantama, nes tiek miltai, tiek fermentiniai preparatai
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atliekant eksperimentg nebuvo sterilinami. Nuspresta, kad prie§ atliekant hidrolize, LM tirpala
reikia autoklavuoti, o fermentiniy preparaty misinj, kurj sudaro Vilzim NSP ir Vilzim PRO dry,
praleisti pro sterily 0,45 um PVDF membraninj filtrg (2.3.9). Tokiu budu issterilinti tirpalai
buvo vel patikrinti. Atitinkamas abiejy tirpaly kiekis buvo uzsétas ant LB terpés ir inkubuota
37 °C temperatiiroje per naktj (3.12 pav.).

\

3.12 pav. Sterilinty tirpaly mikrobiologinio uZterStumo rezultatas. Lékstelés: 1 — LM sterilinti autoklavuojant; 2 —
Vilzim NSP + Vilzim PRO dry praleisti pro 0,45 pm PVDF membraninj filtra.

3.12 pav. matyti, kad sterilinus tirpalus, mikrobiologinis uZterStumas iSnyksta. Todél nuspresta
tolimesng LM hidrolize vykdyti, visy pirma sterilinant naudojamus tirpalus bei indus.
Ankstesniy tyrimy metu nustacius, kad po filtracijos fermentiniy preparaty tirpalas buvo
sterilus, galima spéti, kad mikroorganizmai esantys tirpale yra sulaikomi membranos pavirsiuje.
Taciau zinoma, kad filtro poros gali sulaikyti ne tik mikroorganizmus bet ir baltymo molekules,
o sterilinant fermentinius preparatus ypatingai svarbu neprarasti fermentinio aktyvumo.
Teoriskai sterilinimo metu naudojant 0,45 um PVDF membraninj filtra, fermentiniy preparaty
aktyvumas turéty iSlikti nepakites, nes baltymy molekulés nepraeina tik pro smulkesnés kaip
0,1 um poras. Taciau Zinant, yra svarbus fermentiniy preparaty aktyvumo islaikymas hidrolizés
procesy metu, vis dél to, buvo nuspresta nustatyti ar kinta Vilzim NSP (2.3.4), Vilzim PRO dry
ir Vilzim PRO conc dry (2.3.1) aktyvumas pries ir po sterilinimo membraniniais filtrais. Gauti

rezultatai pateikti 3.7 lentel¢je.

3.7 lentelé. Fermentiniy preparaty Vilzim NSP ir Vilzim PRO dry aktyvumo pokytis sterilinimo metu, naudojant
0,45 um PVDF membraninj filtra.

Fermentas Aktyvumas, U/ml
!
e

Rezultatai parodé, kad fermentiniy preparaty aktyvumai pries filtracija ir po filtracijos kinta

nezymiai. Galima teigti, kad 0,45 um PVDF membraninis filtras pilnai praleidZia baltymines
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medziagas, fermentiniy preparaty aktyvumas néra slopinamas ir taip sterilinti fermentai gali
buti naudojami hidrolizés procese.

3.4.2 Hidrolizés tyrimas apdorojant LM slégiu, mikrobangomis, ultragarsu ir auksta
temperatiira

Siekiant eliminuoti mikrobiologinio uzterStumo jtaka hidrolizés rezultatams, buvo atliktas
dar vienas tyrimas, kurio metu prie§ hidroliz¢ LM buvo apdorojami auk$tu slégiu
autoklavuojant. Taip pat, literatiiroje pateikiama eksperimenty, kuriuose augalinés kilmés
baltymai, iSankstinio apdorojimo metu yra veikiami mikrobangomis, ultragarsu ir auksta
temperatiira virinant (Marciniak ir kt., 2018; Gohi ir kt., 2019). Zinoma, kad taikant fizikinj
apdorojimg medziagos yra ne tik sterilinamos, bet ir iSvyniojamos ar net denatiiruojamos
baltymy molekulés, ir taip gali buti pagerinamas proteaziy pricinamumas prie peptidiniy
jung¢iy. LM buvo veikiami 30 min kiekviena apdorojimo technika (2.3.12). Po apdorojimo
tirpalai buvo atvésinami ir tik tada pridedamas fermentas Vilzim NSP, siekiant iSvengti
fermento inaktyvavimo. Po 16 val § miSinj buvo pridedama proteaz¢ Vilzim PRO dry. Visy
eksperimentiniy serijy metu buvo naudojami sterilinti fermentiniy preparaty tirpalai bei indai.

Gauti hidrolizés rezultatai pateikti 3.8 lenteléje.

3.8 lentelé. LM iSankstinio apdorojimo fizikiniais metodais jtaka hidrolizés rezultatams.

doroii hnik Hidrolizés laipsnis (DH), mmol/g
Apdorojimo technika Po 0,5 val Po 16 val Po 24 val Po 40 val
Autoklavavimas 0 0 0 0
Mikrobangos 0 0 0,043 0
Ultragarsas 0 0 0 0
Virinimas (auksta temperatiira) 0 0,005 0 0

Pagal 3.8 lentel¢je pateiktus rezultatus matyti, kad LM esanciy baltymy hidrolizé nevyksta,
apdorojus miltus slégiu, mikrobangomis, ultragarsu ar auks$ta temperatira. Literatliroje pateikti
apdorojimo eksperimentai buvo vykdomi su baltymy izoliatais, taciau §io eksperimento metu
naudojamas substratas yra bendrame milty miSinyje, todél manoma, kad veikiant LM slégiu,
mikrobangomis, ultragarsu ar aukSta temperatiira jvyksta priemaiSiniy medziagy, esan¢iy milty
sudétyje, agregacija, baltymy molekulés aplimpa ir tampa visiskai neprieinamos naudojamiems
fermentams. Taip pat, literatiiroje teigiama, kad terminis liucernos baltymy apdorojimas daro
neigiamg jtakg baltymy funkcinéms savybéms. Autoriy nustatyta, kad liucernos lapuose esanciy
baltymy denatiiracijos temperatiira buvo 57 °C, kurig pasiekus sumazéja vandeniliniy jungCiy
ir joniniy grupiy gebéjimas prisijungti prie vandens molekuliy, kas lemia prasta baltymy
tirpuma vandeninése sistemose. Manoma, kad jvyksta baltymy termoagregacija (Zhang ir kt.,
2017).
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Kadangi buvo nustatyta, kad hidrolizés laipsnis pradeda mazéti jau po 24 val, buvo
nuspresta patikrinti ar mikroorganizmy kiekis nedidéja proceso eigoje. D¢l Sios priezasties,
hidrolizés bei kontroliniai méginiai, gauti LM iSankstinio apdorojimo metu paveikus aukstu
slégiu (autoklavavus) (2.3.12) buvo uzséti ant sterilios LB terpés (2.3.8). Fermentiniy preparaty
meéginiai pries tyrimg buvo sterilinti filtruojant. Mikrobiologinis uZter§tumas tikrintas po 40 val

trukusios hidrolizés. Uzsétos 1€kstelés inkubuotos 37 °C temperattiroje per naktj (3.13 pav).

3.13 pav. Hidrolizés méginiy, iSankstinio apdorojimo metu paveikty auk$tu slégiu autoklavuojant,
mikrobiologinio uZterStumo tyrimo rezultatas, po 40 val trukusios hidrolizés. Lékstelés: 1 — LM (kontrolé); 2 —
LM + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 3 — Vilzim NSP + Vilzim PRO dry (kontrol¢).

Atlikus tyrima matyti, kad mikrobiologinis uZter§tumas atsiranda proceso eigoje, net ir
tirpaluose, kurie buvo sterilinti hidrolizés pradzioje. Kadangi, tyrimo atlikimas idealiai
steriliomis salygomis yra sudétingas, zvelgiant | masto padidinimo etapg ir pareikalauty dideliy
eksplotavimo i$laidy bei energetiniy sanaudy, buvo nuspresta istirti antimikrobiniy medZziagy,
kurios sustabdyty bakterijy vystymasi hidrolizés proceso eigoje, panaudojima.
3.4.3 Antimikrobiny medZiagy panaudojimo tyrimas

Kadangi baltymy hidrolizaty panaudojimas susijgs su maisto pramonés sektoriumi,
suprantama, kad naudojamos antimikrobinés medziagos turéty biiti aprobuotos. Remiantis
Davidson M. P., 2005 ,,Antimicrobials in food* knygoje pateiktomis antimikrobiniy medziagy,
naudojamy maisto gamyboje, kategorijomis bei laboratorijoje turimais resursais nuspresta iStirti
natrio nitrito (kategorija -nitritai), natrio sulfito (sulfitai), kaprino rtugsties (vidutinio ilgio
grandinés riebaly riigstys) ir sorbo riigsties (sorbo riigstis ir sorbatai) antimikrobinj poveiki
(2.3.10), stebint mikrobiologinio uzterStumo kitimg LM hidrolizés méginiuose. Kiekviena
antimikrobiné medziaga kartu su fermentiniais preparatais j miSinius buvo dedama tyrimo
pradzioje, o medZiagy koncentracijos pasirinktos atsizvelgiant j ES nustatytus didZiausius ir
leistinus naudoti maisto produktuose kiekius. LM baltymy hidrolizé buvo atlieckama apdorojant
miltus Vilzim NSP ir Vilzim LPS L fermentais bei pridedant Vilzim PRO dry proteaze.
Mikrobiologinis uzterStumas buvo stebimas uZzs¢jant hidrolizés méginius bei kontrolinius
liucernos ir fermentiniy preparaty méginius ant sterilios LB terpés bei inkubuojant léksteles
37 °C temperatiiroje per naktj. Periodiniai s¢jimai atliekami proceso pradzioje (0 val), po 24 val

ir po 40 val hidrolizés. Lygiagreciai buvo stebimas mikrobiologinio uzterStumo kitimas
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kontrolingje eksperimentinéje serijoje, kurios metu | tiriamuosius miSinius nebuvo dedama

jokia antimikrobiné medziaga. Tyrimo rezultatai pateikti 3.9 lenteléje.

3.9 lentelé. Antimikrobiniy medZiagy jtaka mikrobiologinam uzterStumui (lentelés tesinys kitame puslapyje).

Mikrobiologinis uZterStumas
Po 0 val Po 24 val Po 40 val

MiSinio sudétis

Kontrole
(LM)

Kontrolé
(LM + Vilzim NSP +
Vilzim LPS L + Vilzim
PRO dry)

Kontrolé

(Vilzim NSP + Vilzim
LPS L + Vilzim PRO
dry)

Natrio nitritas
(LM)

Natrio nitritas

(LM + Vilzim NSP +
Vilzim LPS L + Vilzim
PRO dry)

Natrio nitritas
(Vilzim NSP + Vilzim
LPS L + Vilzim PRO
dry)

Natrio sulfitas
(LM)
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3.9 lentelés tesinys. Antimikrobiniy medziagy jtaka mikrobiologinam uzterStumui.

MiSinio sudétis

Mikrobiologinis uZterStumas

Natrio sulfitas

(LM + Vilzim NSP +
Vilzim LPS L + Vilzim
PRO dry)

Po 40 val

Natrio sulfitas
(Vilzim NSP + Vilzim
LPS L + Vilzim PRO
dry)

Kaprino rigstis
(LM)

Kaprino rigstis

(LM + Vilzim NSP +
Vilzim LPS L + Vilzim
PRO dry)

Kaprino rigstis
(Vilzim NSP + Vilzim
LPS L + Vilzim PRO
dry)

Sorbo rigstis
(LM)

Sorbo rigstis

(LM + Vilzim NSP +
Vilzim LPS L + Vilzim
PRO dry)

Sorbo rigstis

(Vilzim NSP + Vilzim
LPS L + Vilzim PRO
dry)
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Tyrimo metu, buvo dar kartg patvirtintas faktas, kad hidrolizés proceso eigoje atsiranda
mikrobiologinis uzterStumas. Kontrolingje bandiniy serijoje, kurios metu mikroorganizmy
dauginimasis nebuvo slopinamas antimikrobinémis medziagomis, lékstelése akivaizdziai
matomos gausios mikroorganizmy kolonijos. LM ir fermenty kontrolinése 1¢kstelése matomas
mikroorganizmy augimas leidzia teigti, kad uzterStumo Saltiniu gali buti tiek fermentiniai
preparatai, tiek liucernos miltai. Taip pat, tyrimo metu paaiskéjo, kad stipriausiu antimikrobinu
poveikiu, slopinant uzter§tumg tiksliniuose (hidrolizés) miSiniuose, pasizyméjo natrio nitritas.
Idomu, tai kad jdéjus natrio nitritg ] fermenty ir LM kontrolinius méginius, mikrobiologinio
uzterStumo problema nebuvo iSsprendziama. Natrio sulfitas ir kaprino riigStis miSiniuose
esan¢iy mikroorganizmy gyvybingumo visai neslopino. Be to, nustatyta, kad sorbo riigstis
pasizyméjo ypatingai stipriu antimikrobiniu poveikiu, slopinant mikroorganizmy dauginimasi
fermentiniy preparaty Vilzim NSP, Vilzim LPS L ir Vilzim PRO dry mi$inyje. Apibendrinant
tyrimg, svarbu paminéti, kad eksperimento tikslas buvo rasti antimikrobinj agenta, kuris
neleisty susidaryti mikroorganizmy kolonijoms hidrolizés méginiuose ir jvertinti, ar hidrolizés
laipsnio sumazgjimas proceso eigoje yra susijes su atsirandanciu mikrobiologniu uzterStumu.
Todél tolimesniy tyrimy metu nuspresta naudoti natrio nitrita.

Ankstesnio tyrimo metu ] miSinius buvo dedama, didziausia leistina maisto produktuose
naudoti natrio nitrito koncentracija - 1000 pg/ml, atitinkamai 0,01 g/10 ml, pagal ES sudarytus
teisés aktus, pagrjstus daugiameciais specialisty stebéjimais bei tyrimais. Ta¢iau analizuojant
gautus rezultatus, matyti, kad mikrobiologinis uzter§tumas naudojant 0,01 g/10 ml natrio nitrito
yra slopinamas, bet ne visiSkai panaikinamas. Todél, buvo nuspresta natrio nitrito kiekj
padidinti penkis kartus (2.3.11), iki 0,05 g/10 ml, ir vykdant hidrolizés reakcija tomis paciomis

salygomis jvertinti mikrobiologinio uzterStumo pokycius. Rezultatai pateikti 3.10 lenteléje.

3.10 lentelé. Natrio nitrito antimikrobinio poveikio priklausomybé nuo koncentracijos, dedant j hidrolizés miSinius
0,01 g/10 ml ir 0,05 g/10 ml.

Misinio sudétis ir natrio Mikrobiologinis uZterStumas
nitrito koncentracija Pradinis (0 val) Po 24 val Po 40 val

Natrio nitrito koncentracija
0,01 g/10 ml

(LM + Vilzim NSP + Vilzim LPS
L + Vilzim PRO dry)

Natrio nitrito koncentracija
0,05 g/10 ml

(LM + Vilzim NSP + Vilzim LPS
L + Vilzim PRO dry)
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IS 3.10 lentel¢je pateikty rezultaty matyti, kad padidinus natrio nitrito koncentracijg iki
0,05 g/10 ml mikrobiologinis uzterStumas yra slopinamas Siek tiek stipriau, nei naudojant
0,01 g/10 ml. Kadangi Sio etapo metu, ypatingai svarbu jvertinti hidrolizés efektyvumo
priklausomybe nuo mikrobiologinio uzterStumo ir uztikrinti kuo auksStesnj LM baltymy
hidrolizés laipsnj, tolimesnés hidrolizés metu nuspresta naudoti didesne - 0,05 g/10 ml natrio
nitrito koncentracija.

3.4.4. LM hidrolizés tyrimas, panaudojant natrio nitrita

Eksperimentiskai nustatyta, kad natrio nitritas neleidzia susidaryti gausioms
mikroorganizmy kolonijoms hidrolizés méginiuose. D¢l Sios priezasties nuspresta atlikti LM
hidrolizg j reakcijos ir kontrolinius misinius dedant 0,05 g/10 ml natrio nitrito. Sio tyrimo metu
taikytas LM i8ankstinis apdorojimas. LM esantys baltymai buvo veikiami uréja (2.3.13), 0
miltuose esantys angliavandeniai skaidomi, naudojant amilazés ir proteazés miSinj Vilzim
Deter MIXD 520/180 D, bei gliukoamilaze Gliucozyme L 300, atitinkamai LM fermentiniais
preparatais veikiant 1 val ir 2 val (2.3.6 a) (3.14 pav).

D ORRRDREEEEEEEE \ Vilzim NSP / L
. LM ne/apdoroti , Vilzim LPS L PVR‘IS“;‘
' uréja | + Vilzim NSP Ty
,,,,,,,,, Tl | |
" apdoroti
E L + 3 val + 6 val + 15 val
! (Vilzim Deter MIXD 520/180 | — — —
| Dyir i (__— C (._—
\ (Glucozyme L300) | = - # Po 24 val (DH)
””””””””””” v v

Natrio nitritas E E

Po 3 val (DH) Po 9 val (DH)

3.14 pav. Hidrolizés schema, proceso metu naudojant natrio nitrita ir taikant LM iSankstinj aprodorojima.
Po apdorojimo uréjos tirpalu ir polisacharidus skaidanciais fermentais, LM 6 val buvo veikiami
lipaze Vilzim LPS L ir fermenty miSiniu Vilzim NSP (2.3.6 a). Buvo manoma, kad papildoma
miltuose esanciy priemaisy (lipidy ir pluosta sudaran¢iy makromolekuliy) hidrolizé dar labiau
atvers liucernos baltymy peptidines jungtis ir padés pasiekti kuo aukstesnj hidrolizés laipsnj.
Galiausiai, baltymy hidrolizé buvo vykdoma naudojant Vilzim PRO dry proteaze. Lygiagreciai
buvo atlikti tyrimai, kai po apdorojimo uréja, amilaze ir gliukoamilaze j tirpalg buvo dedama:

e Vilzim NSP ir Vilzim PRO dry (nenaudojama lipaz¢);

e Vilzim PRO dry (nenaudojama lipazé ir Vilzim NSP).
Nuspresta naudoti jvairius fermentiniy preparaty kokteilius, siekiant nustatyti optimaliausias
hidrolizés salygas, kadangi ankstesniy tyrimy rezultatai gali buti klaidinantys dél proceso metu

atsirandanc¢io mikrobiologinio uZterStumo. Taip pat, atlikta dar viena lygiagreti eksperimentine
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serija, iSankstinio apdorojimo metu nedenatiiruojant liucernos baltymy uréjos tirpalu. Toks
sprendimas priimtas, nustacius, kad po fizikinés LM esanciy baltymy denattiracijos (3.4.2)
proteolizé nevyksta. Sios eksperimentinés serijos metu (nenaudojus uréjos tirpalo) LM buvo
hidrolizuojami identiSkais fermentiniy preparaty misSiniais, kaip apraSyta anksCiau. Aptarty

hidroliziy rezultatai pateikti 3.15 pav.

2 50
o
g 45 4,03
€ 40 I 378
~ 35 3,43 3,35 3
E ’ 2,93 3,03 2,98 2,96 e f5
=30 2,60 T i 2,71
e 25 2,09 1 zfs 19 218
2 20 I P
= 143
- 1,5
D
S 10
(=]
;E 05 0,00 0,00
= 0,0
3val 6 val 24 val

Hidrolizés trukmé

Vilzim Deter MISD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim PRO dry
Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry
= Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry
Ur¢ja + Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim PRO dry
Uréja + Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry
® Uréja + Vilzim Deter MIXD 520/180 + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry

3.15 pav. Natrio nitrito antimikrobinio poveikio jtaka LM hidrolizés rezultatams.
Atlikus tyrimg matyti, kad vykdant LM hidrolizg, esant natrio nitritui, po 24 val visais atvejais
buvo stebimas hidrolizés laipsnio kilimas. Taip pat, akivaizdu, kad iSankstinio apdorojimo metu
veikiant LM denattiruojanéiu agentu — uréja, LM esantys baltymai yra hidrolizuojami lengviau,
nes gaunamas aukStesnis hidrolizeés laipsnis. Be to, tyrimo metu LM buvo veikiami skirtingais
fermentiniy preparaty kokteiliais po denatliravimo uréjos tirpalu ir apdorojimo amilaze ir
gliukoamilaze. 3.15 pav matoma, kad auksciausias hidrolizés laipsnis — 4,03 mmol/g buvo
gautas papildomai LM paveikus su Vilzim NSP ir proteaze Vilzim PRO dry. Hidrolizés metu
naudojant lipaze, Vilzim NSP ir proteazg, po 24 val nustatytas hidrolizés laipsnis (3,78 mmol/g)
nezymiai skyrési nuo aukséiausios, tyrimo metu gautos, DH reikimeés. Sis skirtumas tarp dviejy
auksciausiy tyrimo metu nustatyty hidrolizeés laipsniy buvo 5 % paklaidos ribose. Taip pat,
svarbu atsizvelgti j 3.3.2 skyriuje pateiktus rezultatus, kurie aiskiai parodé, kad LM iSankstinio
apdorojimo metu naudojant lipazg, gaunamas Zenklus hidrolizés laipsnio padidé¢jimas. Taigi,
apibendrinant §j tyrimg galima drasiai teigti, kad uréjos tirpalas padeda atverti peptidines
liucernos baltymy jungtis, tikslingai veikdamas glaudZig baltymo struktiirg, o visi tyrimo metu
iSbandyti fermentiniai iSankstinio apdorojimo biidai, jskaitant LM veikimg amilaze,
gliukoamilaze, lipaze ir Vilzim NSP taip pat buvo veiksmingi. Be to, svarbu paminéti, kad po
24 val nustatytas hidrolizés laipsnio augimas reiskia, kad mikrobiologinio uzter§tumo problema

buvo sékmingai iSspgsta naudojant natrio nitrita.
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Siekiant vizualizuoti hidrolizés metu susidariusius peptidus ir jy pasiskirstymg pagal dydj,
buvo atlikta NDS-PAGE analizé (2.3.5). Rezultatai pateikti 3.16 paveiksle.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

3.16 pav. LM hidrolizatai, po 24 val trukusios hidrolizés, kurios metu buvo naudojamas natrio nitritas. Takeliai: 1
— LM (kontrol¢); 2 — LM + Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim PRO dry; 3 - LM +
Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 4 — LM + Vilzim Deter
MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 5 — LM apdoroti uré¢ja
(kontrol¢); 6 — LM apdoroti ur¢ja + Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim PRO dry; 7 —
LM apdoroti uréja + Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry; 8 —
LM apdoroti uréja + Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim
PRO dry; 9 — Vilzim Deter MIXD 520/180 D + Glucozyme L 300 + Vilzim LPS L + Vilzim NSP + Vilzim PRO
dry (kontrolé); M — molekulinés masés dydziy standartas, kDa.

3.16 pav., 2-4 bei 6-8 takeliuose matoma, kaip visy eksperimentiniy serijy metu buvo
suhidrolizuojami liucernos miltuose esantys baltymai (1 ir 5 takeliai). Pastebétas gana aiSkus
skirtumas lyginant hidrolizatuose susidariusiy peptidy kiekj, kuriy molekuliné¢ masé buvo nuo
17 kDa iki 10 kDa. LM baltymus apdorojus uréja (6-8 takeliai) matomos gausesnés mazy
hidrolizaty sankaupos. Taip pat, akivaizdu, kad iSskirtinai tik 2-4 takeliuose esantys peptidai
ties 72 kDa Zyme, susidaro iSankstinio apdorojimo metu nedenattiravus liucernos baltymy.
Meéginiai, kuriuose nustatyti auksc¢iausi hidrolizés laipsniai buvo leidziamj j 7 ir 8 takelius.
Matoma, kad Siuose hidrolizatuose susidaré didesnis kiekis nuo 43 kDa iki 26 kDa dydzio
peptidy. Taigi, iSanalizavus NDS-PAGE, galima teigti, kad gauti hidrolizés rezultatai, nustatant
DH, atitinka gelyje matomus hidrolizaty profilius, nes ryskiausios peptidy Zymés buvo stebimos
7 ir 8 takeliuose.

Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, kad mikrobiologinio uzter§tumo problema
buvo sékmingai iSspresta | hidrolizaty miSinius pridéjus antimikrobinj agenta — natrio nitrita.
Stebint hidrolizés laipsnio pokycius laike, po 24 val nustatytas DH did¢jimas. Taciau, tyrimo
metu, nustatytos auksc¢iausios hidrolizés laipsnio vertés - 4,03 mmol/g ir 3,78 mmol/g neZymiai
skyrési nuo ankstesniy tyrimy metu gauty DH verciy. Pavyzdziui, LM baltymus apdorojus
ur¢jos tirpalu ir LM esancias priemaiSas Vilzim NSP po 6 val nustatytas hidrolizés laipsnis
buvo — 3,91 mmol/g, o veikiant lipaze ir Vilzim NSP — 4,60 mmol/g. Taip pat, svarbu prisiminti,

kad naudojami proteolitiniai fermentai liucernos baltymo molekule kerpa tik ties Trp, Tyr, Phe
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ir Leu. Todél galima spéti, kad hidrolizés metu buvo pasiektos optimalios apdorojimo proceso
salygos ir maksimali liucernos baltymy hidrolizé, kuri gali jvykti naudojant Vilzim PRO dry
proteaze. Be to, tolimesniy tyrimy metu buvo planuojama atlikti LM baltymy hidrolize su
Vilzim PRO conc dry - koncentruotu fermento Vilzim PRO dry atitikmeniu. Buvo tikétasi, kad
LM baltymy hidroliz¢ nustatytomis optimaliomis sglygomis bus galima jvykdyti naudojant
mazesnius koncentruoto fermento kiekius. Taciau dél Salyje paskelbto karantino ir apriboto

darbo laboratorijose tyrimai buvo sustabdyti.

3.5 Liucernos baltymy iSskyrimas

Zinoma, kad miltinés priemaiSos, esanios LM sudétyje bei ypatingai glaudi baltymo
struktiira gali slopinti proteolizés efektyvuma, dél riboto proteazés prieinamumo prie peptidiniy
jungciy. Nustacius optimalias LM apdorojimo salygas baltymo molekul¢ gali buti iSlaisvinama
ir tapti lengviau prieinama, o suardzius ketvirting, treting ir antring struktiirg yra atveriamos
peptidinés jungtys. Taip apdorotus baltymus paveikus proteaze bity gaunama maksimali
baltymo hidrolizé, kuri yra jmanoma atsizvelgiant | proteazés specifiSkumg. Taigi, norint
isitikinti ar atlikto tyrimo metu buvo nustatytos optimalios LM apdorojimo salygos ir pasiektas
aukscCiausias hidrolizés laipsnis, naudojant Vilzim PRO dry, nuspresta atlikti baltymy
i8skyrimga. Liucernos baltymy izoliata suhidrolizavus Vilzim PRO dry tapty aisku ar anktesniy
tyrimy metu buvo pasiekta visiSka baltymo proteolizé.

3.5.1 Liucernos milty nuriebalinimas

Eksperimentiskai yra parodyta, kad augaliniai miltai turéty biti nuriebalinti pries baltymy
i$skyrimg. Katyal M. ir kt. palygino nuriebalinimo proceso jtaka iSskirty kvieciy baltymy
kiekiui. Nustatyta, kad i§ nuriebalinty kvieciy milty buvo i$skirta daugiau baltymy (Katyal ir
kt., 2019). LM nuriebalinimas (2.3.14) atliktas remiantis lipidy tirpumu organiniuose
tirpiklivose. Tyrimo metu buvo naudojamas heksanas, atsiZzvelgiant j tirpiklio savybes, tokias
kaip stabilumg ir virimo tempratiirg - 68,74 °C, kuri yra pakankamai auksta, kad baty galima
dirbti laboratorinémis saglygomis kambario temperatiiroje ir pakankamai Zema, siekiant lengvai
pasalinti tirpiklj iS susidariusio produkto. Eksperimento metu LM buvo suspenduojami heksane
ir maiSomi purtykléje, kambario temperatiiroje. Siekiant bent vizualiai nustatyti heksane

iStirpusiy lipidy sudétj atlikta ekstrakto dujy chromatografijos (GC) analizé (3.17 pav).
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3.17 pav. Susidariusio ekstrakto, po LM nuriebalinimo, GC analizés rezultatai. Juoda kreivé — heksano tirpalas
(kontrolé); Roziné kreivé - heksano tirpalas po ekstrakcijos.

Nors ir mazais kiekiais, GC analizé leido aptikti digliceridus ir trigliceridus, atitinkamai 5-
10 min ir 17-25 min, interavuose. Galima teigti, kad ekstrakcija buvo atlikta s¢kmingai, kadangi
yra zinoma, kad digliceridai ir trigliceridai yra pagrindinés augalinio aliejaus sudedamosios
dalys (Moldoveanu ir Chang, 2011).

3.5.2 Liucernos miltuose esanciy baltymy izoliacija
Nuriebalinus LM, buvo atliktas liucernos baltymy iSskyrimas Sarminio

ekstrahavimo/izoelektrinio nusodinimo budu (2.3.15). Pirmosios stadijos metu miltai buvo
iStirpinti Sarminiame tirpale (pH 10), o netirpi dalis atskirta filtruojant ir po to centriftiguojant.
Kito etapo metu iStirpe baltymai buvo iSsodinami pasiekus liucernos baltymy izoelektrinj taska
(pH 3,5). Isséde baltymai buvo surinkti centrifiguojant ir pakartotinai iStirpinti, privedus tirpalo
pH iki 7. Galiausiai gautas iSgrynintas liucernos baltymy tirpalas buvo iSdziovintas

liofilizuojant (3.18 pav).

Liucernos

baltymy izoliatas

3.18 pav. Liucernos baltymy izoliatas gautas Sarminio ekstahavimo/izoelektrinio nusodinimo budu.

Susidare liucernos baltymy milteliai buvo Zalsvos-rusvos spalvos. Planuota izoliato hidrolizé
su Vilzim PRO dry ir Vilzim PRO conc dry nebuvo atlikta, dél susiklosc¢iusios COVID-19
situacijos. Todél galima tik spéti, kad suhidrolizavus iSgrynintus liucernos baltymus bity

gautas panasus hidrolizés laipsnis kaip anksteniy tyrimy metu - mazdaug 4 mmol/g. Tokiu
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atveju, biity patvirtina hipotezé, kad atliktas LM apdorojimo tyrimas leido maksimaliai paSalinti
augalines priemaiSas. Ir apibendrinant buty galima teigti, kad LM esanc¢iy baltymy hidrolize
vyko efektyviausiai, LM baltymus apdorojus uréjos tirpalu bei fermentiniais preparatais -
Vilzim Deter MIXD 520/180 D (amilaze ir proteaze) + Glucozyme L 300 (gliukoamilaze) +
Vilzim LPS L (lipaze) + Vilzim NSP + Vilzim PRO dry.

4. REZULTATU APTARIMAS

Apzvelgus gautus rezultatus, nustatyta, kad hidrolizuojant augaliniuose miltuose esancius
baltymus, ypatingai svarbu uztikrinti sgveikg tarp fermento ir substrato. Miltuose esancios
priemaiSos — jvairiis cukriis ir angliavandeniai buvo suskaidomi amilazés ir gliukoamilazés
pagalba. Pluostg sudaran¢ios makromolekulés hidrolizuojamos fermenty misiniu — Vilzim NSP
turin¢iu ksilanazinj, celiuliazinj, gliukanazinj, mananazinj, pektinazinj ir galaktozidazinj
aktyvumus. Sudétyje esantys lipidai buvo veikiami lipaze. O apdorojimas cheminiais
reagentais, tokiais kaip guanidino hidrochloridas ir uréja padéjo sutrikdyti liucernos baltymy
ketvirting, treting ir antrin¢ strukttras. Po tokiy LM modifikacijy buvo palengvintas proteazés
prieinamumas prie peptidiniy jung€iy. Taciau, sunku jvertinti, ar LM apdorojimo metu buvo
pasiektos optimaliausios salygos, kadangi literatiiroje triksta duomeny apie tikslig liucernos
milty biocheming sudétj. Todél tolimesniy tyrimy metu yra siiloma optimizuoti LM
apdorojima, iSbandant skirtingas naudoty fermentiniy preparaty bei denatiiravimo medziagy
kombinacijas, eiliSkuma ir veikimo laikus.

Be to, tyrimo metu pastebéta, kad hidrolizés laipsnis mazéja ilgéjant hidrolizés trukmei.
PavyzdZiui, po 6 val ar po 9 val méginiuose nustatytos hidrolizés laipsnio vertés buvo didesnés
nei pamatavus po 24 val. Jrodyta, kad tokius DH pokyc¢ius 1émé proceso metu atsirandantis
mikrobiologinis uZterStumas. Mikroorganizmams dauginantis susidar¢ baltymy hidrolizatai
buvo naudojami kaip maistiné medZziaga. Taip pat nustatyta, kad natrio nitritas pasiZymi
gebéjimu slopinti hidrolizés méginiuose atsirandant] mikrobiologinj uZterStumg ir hidrolizés
laipsnis reakcijy metu tendencingai auga. Tiesa, atliekant mikrobiologinius tyrimus su natrio
nitritu bei didinant jo koncentracija, uZterStumas buvo tik slopinamas, bet ne visiSkai
pasalinamas. D¢l Sios priezasties biity naudinga identifikuoti mikroorganizmus, augancius
hidrolizés méginiuose ir tikslingai parinkti antimikrobing medziagg ar medziagy derinj,
leidziantj visiSkai pasalinti mikrobiologinio uzterStumo problema ar bakteriocidiSkai veikti tik
tuos mikroorganizmus, kurie maitinasi baltymy hidrolizatais.

Irodyta, kad liucernos miltuose esanciy baltymy hidrolizés metu, naudojant natrio nitrita,
mikrobiologinis uZterStumas buvo slopinamas, taciau lukesciai, kad ilgéjant hidrolizés trukmei

bus nustatytas drastiSkas hidrolizés laipsnio kylimas nepasitvirtino. Po 24 val nustatytos
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auksciausios DH vertés (4,03 mmol/g ir 3,78 mmol/g) nezymiai skyrési nuo DH reikSmiy,
kurios buvo gautos po 6 val, hidrolizés metu nenaudojant antimikrobinés medziagos. Todé¢l
buvo iskelta hipoteze, kad atliekant tyrimg pasiektos optimalios LM apdorojimo salygos ir
visiSka baltymo hidroliz¢é, kuri yra imanoma naudojant proteaz¢ Vilzim PRO dry. [vertinant tai,
kad proteolizés metu baltymo molekulé¢ yra skeliama tik ties Trp, Tyr, Phe ir Leu
aminoriugstimis. ISsikeltai hipotezei patvirtinti, buvo nuspresta isskirti liucernos baltymus ir
atlikti baltymy izoliato proteoliz¢ su Vilzim PRO dry. Buvo tikétasi, kad hidrolizés rezultatai
bus artimi DH reikSméms, nustatytoms proceso metu taikant iSankstinj LM apdorojimg. Tac¢iau
dél neplanuotai nutraukto darbo laboratorijose tyrimas buvo sustabdytas. Be to, hipotezei
pasitvirtinus, verta apsvarstyti palitilyma, liucernos baltymy hidrolizei naudoti labiau specifing
proteaze, atsizvelgiant i liucernos baltymuose esantj a.r. procentinguma. Taip pat, tyrimo metu
rezultaty steb¢jimui buvo pasirinkta metodika jvertinanti laisvy amino grupiy skaiciy tirpale,
taCiau tolimesniy tyrimy metu buty tikslinga naudoti HPLC ar HPLC-MS metodikas,

leidzianéias jvertinti j kokius peptidus yra suhidrolizuojami baltymai.
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ISVADOS

. Nustatyta, kad komerciniy proteaziy Vilzim PRO dry ir Vilzim PRO conc dry, i$skirty
i8 Bacillus licheniformis, aktyvumai islieka stabiliausi kalio fosfatiniame buferyje.
[vertinus dviejy metodiky Bradford‘o ir TNBS tinkamumg liucernos baltymy hidrolizés
nustatymui, pasirinkta antroji, paremta 2,4,6-trinitrobenzeno sulfoninés rugsties saveika
su laisvomis amino grupémis.

Nustatyta, kad LM apdorojus uréjos tirpalu, amilazés ir proteazés misiniu Vilzim Deter
MIXD 520/180 D, gliukoamilaze Glucozyme L 300, lipaze Vilzim LPS L ir fermenty
misiniu Vilzim NSP, miltuose esantys baltymai yra hidrolizuojami efektyviau.

. Atlikus mikrobiologinio uzterStumo tyrimg nustatyta, kad natrio nitritas geba slopinti

mikroorganizmy augimg liucernos milty hidrolizate.
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SANTRAUKA

Prognozuojama, kad iki 2050 m. spartus gyventojy populiacijos augimas lems tradiciniy
baltyminiy produkty, tokiy kaip pieno ir mésos, triikumg visame pasaulyje. Siekiant i§vengti
baltymy stokos, pramoné yra nuolatos skatinama ieSkoti alternatyviy baltyminiy Saltiniy.
Pagrindine alternatyva yra laikomi augaliniai baltymai dél didelio vitaminy ir skaiduliniy
medziagy kiekio. Taciau zinoma, kad augaliny zaliavy sudétyje nemazg procenting dalj sudaro
sunkiai virSkinamos priemaisos, pvz., celiuliozé, o patys augaliniai baltymai pasiZzymi ypatingai
glausta ir sudétingai skaidoma struktiira. Tyrimo metu buvo siekiama pritaikyti tinkamg
fermentiniy preparaty derinj, kuriuo veikiant augalinius miltus bity suskaldomos
nepageidaujamos priemaiSos bei padidintas augalinés kilmés baltymy, kaip maistiniy
ingridienty, pritaikomumas juos suhidrolizavus. Fermentiniai procesai turi daug pranaSumy
prie§ cheminius procesus, ypa¢ maisto pramongéje.

Tyrimo objektu pasirinkti liucernos miltai, dél jy sudétyje randamo didelio kiekio baltymy.
Taciau nezinoma liucernos augalo biocheminé sudétis apsunkina miltuose esanciy priemaisy
suskaidyma. Sio darbo tikslas buvo suhidrolizuoti liucernos baltymus bei parinkti kuo
optimalesnes liucernos milty fermentinio apdorojimo salygas.

Liucernos baltymy hidrolizés rezultatai buvo vertinami nustatant hidrolizés laipsnj (DH).
Geriausi rezultatai buvo gauti, liucernos miltus apdorojus amilazés ir proteazés miSiniu Vilzim
Deter MIXD 520/180 D, gliukoamilaze Glucozyme L 300, lipaze Vilzim LPS L ir fermenty
misiniu Vilzim NSP bei pacius milty baltymus denatliravus uréjos tirpalu ir galiausiai juos
paveikus maistine komercine proteaze Vilzim PRO dry. Atlikus mikrobiologinio uzter§tumo
tyrimus nustatyta, kad natrio nitritas geba slopinti mikroorganizmy augima liucernos baltymy

hidrolizate.
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Investigation of enzymatic hydrolysis of plant proteins

SUMMARY

It is predicted that by 2050 rapid growth of population will lead to a worldwide shortage of
traditional protein products, such as meat and dairy. To avoid protein shortages, the industry is
constantly seeking for alternative sources of protein. Plant proteins are considered as the main
alternative due to their high content of vitamins and fiber. However, plant raw materials are
known to contain a significant percentage of indigestible impurities, such as cellulose, which
limit the use of plant-based flour as a dietary protein. Another problem is the particularly
compact and poorly degraded structure of the plant protein. It is important to select the right
combination of enzymes for the hydrolysis of impurities, which could lead to the increased
availability of proteins in plant flour. Furthermore, the enzymatic hydrolysis of proteins would
improve their nutritional properties. Protein hydrolysates are more easily absorbed by the body
and are not contaminated with toxic substances during the enzymatic process, in contrast to
chemical hydrolysis.

Alfalfa protein flour was chosen as the object of research due to the high amount of protein
found in it. However, the degradation of impurities in alfalfa flour is complicated by the
unknown biochemical composition of the alfalfa plant. The aim of this work was to hydrolyze
alfalfa proteins and to select the most optimal conditions for the enzymatic pretreatment of
alfalfa flour.

The results of hydrolysis of alfalfa proteins were evaluated by determining the degree of
hydrolysis (DH). The best results were obtained by pretreating alfalfa flour with a mixture of
amylase and protease Vilzim Deter MIXD 520/180 D, glucoamylase Glucozyme L 300, lipase
Vilzim LPS L and enzyme mixture Vilzim NSP and denaturing the flour proteins with urea
solution, followed hydrolysis with commercial protease Vilzim PRO dry. Studies on
microbiological contamination have shown that sodium nitrite was able to inhibit the growth of

microorganisms in alfalfa protein hydrolyzate.
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