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WYKORZYSTANIE WEASCWOSCI B-LAKTOGLOBULINY
DO WIAZANIA CHOLEKALCYFEROLU

Streszczenie

Wzbogacanie zywnosci w witaming Ds (cholekalcyferol), ze wzgledu na jej rozpuszczalno$¢ w thusz-
czach, odbywa si¢ zazwyczaj z zastosowaniem nosnikow bedacych pochodnymi thuszczow. Sekwencja
aminokwasow w tancuchu B-laktoglobuliny oraz wyniki badan struktury przestrzennej pozwalaja na za-
kwalifikowanie jej do rodziny lipokalin. Stwarza to mozliwosci wykorzystania B-laktoglobuliny jako
no$nika witaminy D3 w produktach o zmniejszonej zawartosci thuszczu.

Zakres pracy obejmowat uzyskanie potaczen kompleksowych B-laktoglobulina — witamina Dj i otrzy-
manie preparatu w postaci proszku. Zastosowano suszenie rozpylowe oraz suszenie sublimacyjne, jako
metody najczesciej zalecane w przemysle spozywczym do suszenia substancji termolabilnych. Nastepnie
okreslono poziom witaminy D; w uzyskanych kompleksach metoda HPLC i oceniono wplyw zastosowa-
nego procesu technologicznego na zawarto§¢ witaminy w produktach. Badania potwierdzity mozliwos¢
utworzenia kompleksow B-laktoglobuliny z witaming D;. Poziom cholekalcyferolu w probkach suszonych
rozpytowo byt zblizony do zawartosci witaminy D; w probce liofilizowanej. Stwierdzono istotny wpltyw
strumienia podawania surowca oraz brak wptywu temperatury procesu suszenia rozpylowego na zawar-
to$¢ witaminy D; w otrzymanych kompleksach.

Stowa kluczowe: B-laktoglobulina, witamina D3, suszenie rozpytowe, suszenie sublimacyjne

Wprowadzenie

Biatka serwatkowe sg cenione ze wzgledu na wihasciwosci odzywcze i funkcjo-
nalne. Stanowig 0,6 - 0,7 % biatka ogdlnego, w tym okoto 75 % przypada na albuminy,
tj. a-laktoalbuming (a-LA) i B-laktoglobuling (B-LG) [3, 6]. Biatka te odgrywaja istot-
ng rol¢ w zywieniu cztowieka jako wyjatkowo bogate i zbilansowane zrédto amino-
kwasow. Jako substancje biologicznie aktywne stosowane sa do produkcji zywnosci
funkcjonalnej, wptywajacej pozytywnie na organizm czltowieka [9, 14]. Wzbudzaja
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zainteresowanie wsrod konsumentow znacznie czesciej siggajacych po produkty wyka-
zujgce wlasciwosci prozdrowotne. Glownym biatkiem frakcji serwatkowej mleka kro-
wiego (3 g/1; 50 % biatek serwatkowych) jest B-laktoglobulina. Badania wskazuja na
podobng strukture i konformacje B-laktoglobuliny z ludzkim bialkiem wigzacym reti-
nol (RBP, ang. retinol binding protein) [2]. Sekwencja aminokwaséw w tancuchu oraz
wyniki badan struktury przestrzennej pozwalajg na zakwalifikowanie B-laktoglobuliny
do rodziny lipokalin [8]. Wykazano, ze B-laktoglobulina wykazuje zdolnos¢ wigzania
hydrofobowych zwigzkéw, tj. retinolu, kwasow tluszczowych, witamin rozpuszczal-
nych w tluszczach, cholesterolu itp. [11]. Umozliwia to wykorzystanie jej do transpor-
towania wybranych sktadnikow odzywczych w uktadach pozbawionych tluszczu.
Wzbogacanie zywnosci w witaming Ds;, ze wzgledu na jej rozpuszczalno$¢ w thusz-
czach, odbywa si¢ zazwyczaj z zastosowaniem nosnikow bedacych pochodnymi thusz-
czow. Jednak rosngca §wiadomos¢ zywieniowa i zdrowotna konsumentéw powoduje,
ze coraz czgsciej siegaja oni po produkty ze zmniejszong zawartos$cig ttuszczu lub
beztluszczowe. Rownoczesnie oczekuja, ze spozywana przez nich zywnos$¢ bedzie
wzbogacona w skladniki odzywcze. Opisane wiasciwosci B-laktoglobuliny stwarzaja
mozliwosci wykorzystanie jej do wigzania i transportowania niektorych sktadnikow
odzywczych, np. rozpuszczalnej w thuszczach witaminy D; w uktadach o zmniejszonej
zawartos$ci thuszczu.

Celem pracy byto uzyskanie potaczen kompleksowych p-laktoglobulina — wita-
mina Ds i doprowadzenie preparatu do postaci proszku nie tylko ze wzgledu na wygo-
de i uniwersalnos¢ zastosowania w przemysle spozywczym, ale rowniez ze wzgledu na
stabilno$¢ przechowalnicza, tatwo$¢ dozowania oraz mniejsza objetos¢ (w stosunku do
produktu ptynnego), co jest szczegélnie istotne w czasie transportu, jak i magazyno-
wania.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byla B-laktoglobulina otrzymana od firmy Davisco Foods In-
ternational (Le Sueur, Minnesota). Analiza chromatograficzna (HPLC) wykazata brak
witaminy D; w probce biatka. Cholekalcyferol oraz pozostate odczynniki pochodzity
z firmy Sigma-Aldrich. Badania obejmowaly synteze kompleksow PB-laktoglobuliny
z cholekalcyferolem w stosunku molowym 1 : 2. W tym celu do wodnego, homoge-
nicznego 2 % roztworu B-laktoglobuliny dodawano stopniowo cholekalcyferol (roz-
puszczony uprzednio w minimalnej obj¢tosci etanolu). Roztwor mieszano przez 2 h
w temp. 40 °C. Nastepnie zsyntetyzowane kompleksy suszono rozpytowo lub sublima-
cyjnie do uzyskania preparatow w formie proszkéw. Metody ten sa najczesciej stoso-
wane w przemysle spozywczym do suszenia substancji termolabilnych [5, 7]. Kazdo-
razowo do suszenia rozpyltowego przygotowywano 300 ml roztworu. Roztwory
poddawano homogenizacji w homogenizatorze Ultra Turrax T 25 basic IKA Labor-
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technik (RFN), przez 90 s przy 11000 rpm, a nastgpnie suszono rozpytowo. Suszenie
otrzymanych roztwordéw prowadzono w suszarce rozpylowej firmy Anhydro (Dania),
przy jednej predkosci dysku rozpytowego, wynoszacej 39000 obr./min (Srednica dysku
63,42 mm) i dwoch strumieniach podawania surowca: 15 oraz 25 cm’/min. Suszenie
odbywato si¢ wspolpradowo, a temperatura powietrza wlotowego wynosita odpowied-
nio 120 °C lub 150 °C. Kazde suszenie, przy okreslonych parametrach procesu, powta-
rzano dwukrotnie. Probki w postaci proszkéw uzyskano takze metoda suszenia subli-
macyjnego (liofilizacji). Przed procesem liofilizacji badany roztwor zamrazano w za-
mrazarce komorowej w ciggu 24 h w temp. -70 °C. Nast¢pnie badany materiat podda-
wano liofilizacji w liofilizatorze ALPHA1-4 LDC-1m firmy Christ, z kontaktowym
ogrzewaniem surowca. Proces prowadzono przy statych parametrach: ci$nienie 63 Pa,
cisnienie bezpieczenstwa 103 Pa, czas 24 h oraz temperatura potek grzejnych liofiliza-
tora 30 °C. Kontrola temperatury materiatu w czasie suszenia odbywata si¢ przy uzyciu
termopary. Zawartos¢ witaminy D; w probkach, po ekstrakcji heksanem, oznaczano
metodg HPLC z uzyciem chromatografu cieczowego Waters potaczonego z detektorem
spektrofotometrycznym UV-Vis. Do analizy stosowano kolumn¢ RP C18 o wymiarach
150 x 4,6 mm. Faz¢ ruchoma stanowit uktad: acetonitryl: octan etylu: chloroform
(88:8:4). Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min. Analiz¢ kazdej probki
powtarzano trzykrotnie.

Wiyniki i dyskusja

W badaniach podjeto probe zastosowania B-laktoglobuliny do utworzenia kom-
pleksow z witaming D;. Opisane w literaturze badania wskazuja na zdolno$¢ tego biat-
ka serwatkowego do tworzenia potgczen z substancjami lipofilowymi [11]. Analiza
chromatograficzna stosowanej w badaniach p-laktoglobuliny wykazata brak witaminy
D; w sktadzie probki (rys. 1). Otrzymane wyniki potwierdzily mozliwo$¢ otrzymania
kompleksow pomiedzy B-laktoglobuling a witaming D (rys. 2 i 3, tab. 1). Badania
przeprowadzone w r6éznych warunkach suszenia rozpylowego (temperatura powietrza
wlotowego — 120 °C lub 150 °C; strumien podawania surowca — 15 ml/min lub
25 ml/min) wykazaty brak wplywu temperatury na zawarto$¢ witaminy D; w komplek-
sach (tab. 1). Poziom witaminy D; w probkach suszonych rozpylowo (temperatura
powietrza wlotowego 120 °C lub 150 °C, strumien podawania surowca 25 ml/min) byt
zblizony do zawarto$ci witaminy D; w probce liofilizowanej, w ktorej materiat nie byt
poddawany dziataniu podwyzszonej temperatury. Jedng z istotnych przyczyn takiego
rezultatu moze by¢ proces towarzyszacy suszeniu rozpytowemu — tzw. ,,efekt chtodzg-
cy odparowania”. Znaczna ilo$¢ ciepta dostarczanego do komory suszenia ze strumie-
niem gazu suszgcego jest zuzywana na proces odparowania. Z suszonych czastek po-
bierane jest ciepto przemiany fazowej parujacej wody, co powoduje spadek temperatu-
ry materiatu suszonego. Przyjmuje si¢, ze temperatura powierzchni suszonych czastek
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osigga temperatur¢ termometru mokrego powietrza wylotowego [1, 4, 13, 15, 17].
Umozliwia to wykorzystanie tej metody do suszenia materialdéw o matej odpornosci na
podwyzszong temperature. Metodg, ktdéra w znacznym stopniu umozliwia wyelimino-
wanie wplywu podwyzszonej temperatury jest suszenie sublimacyjne. Proces ten pole-
ga na usuni¢ciu wody z materiatu poprzez jej zamrozenie, a nastgpnie sublimacje¢ lodu
do pary wodnej. Zaletg tej metody suszenia jest zachowanie w produkcie pierwotnych
biologicznych cech surowca, ze wzgledu na to, ze materiat nie jest poddawany dziata-
niu podwyzszonej temperatury. Wadami sg dlugi czas oraz wysokie koszty procesu
[10, 13, 16]. Zastosowanie liofilizacji, a zatem wyeliminowanie podwyzszonej tempe-
ratury w procesie suszenia, nie przyczynito si¢ do zwickszenia zawartosci cholekalcy-
ferolu w probce. Moze to thumaczy¢ rozwinigciem powierzchni w czasie suszenia sub-
limacyjnego, tj. wigksza powierzchnia kontaktu kompleksu B-laktoglobuliny i chole-
kalcyferolu z tlenem, ktory wykazuje wrazliwo$¢ na ten czynnik [12].
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Rys. 1. Chromatogram B-laktoglobuliny.
Fig. 1. Chromatogram of B-lactoglobulin.

Badania wykazaty brak wptywu temperatury (120 i 150 °C) w czasie suszenia
rozpylowego na zawarto$¢ witaminy D; w probce (tab. 1). Przyczyna takiego efektu
jest najprawdopodobniej odpornos¢ witaminy D5 na dzialanie podwyzszonej tempera-
tury. Jest ona roéwniez stosunkowo trwata w §rodowisku zasadowym, natomiast wyka-
zuje wrazliwos¢ na dziatanie kwasow, promieniowania ultrafioletowego i tlenu [12].
Istnieje zatem potrzeba kontynuowania badan w celu okre$lenia wptywu innych para-
metrow procesu, np. pH roztworu na zawarto$¢ witaminy D; w kompleksach. Parame-
trem, ktory istotnie wptywat na zawarto§¢ witaminy D; w badanych kompleksach byt
strumien podawania surowca. Stwierdzono wigkszg zawarto$§¢ cholekalcyferolu
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Rys. 2. Chromatogram probki wyizolowanej z kompleksu f-laktoglobulina — witamina Ds, suszonej
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rozpytowo (temp. powietrza wlotowego 150 °C, strumien podawania surowca 25 ml/min).
Chromatogram of sample extracted from spray-dried complex compound of B-lactoglobulin with
vitamin D; (inlet air temperature: 150 °C; material feed flux: 25 ml/min.).
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Chromatogram probki wyizolowanej z kompleksu B-laktoglobulina — witamina Dj;, suszonej

sublimacyjnie (ci$nienie 63 Pa, temperatura potek grzejnych liofilizatora 30 °C).

Chromatogram of sample extracted from freeze-dried complex compound of B-lactoglobulin

with vitamin Ds (pressure: 63 Pa; temperature of heating shelves in freeze dryer: 30 °C).
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Tabela 1l

Zawarto$¢ witaminy D; w sproszkowanych preparatach zawierajacych kompleks B-laktoglobulina — wita-
mina Dj, otrzymanych podczas suszenia rozpylowego lub sublimacyjnego.

Content of vitamin D; in powdered preparations containing complex compound of B-lactoglobulin with
vitamin D and produced during spray-drying or freeze-drying processes.

Zawarto$¢ witaminy D; w kompleksach
f-laktoglobulina — witamina D5 [pg/g];
Warunki procesu suszenia X *s
Conditions of drying process Content of vitamin D; in complex
compounds of B-lactoglobulin with
vitamin D [pg/g]; X £ SD;n=3
Suszenie rozpylowe, temperatura powietrza wlotowego
120 °C, strumien podawania surowca 15 ml/min. 180+ 8
Spray drying; inlet air temperature: 120 °C; material feed flux:
15 ml/min.
Suszenie rozpylowe, temperatura powietrza wlotowego
120 °C, strumien podawania surowca 25 ml/min. 120+ 4
Spray drying; inlet air temperature: 120 °C; material feed flux:
25 ml/min.
Suszenie rozpylowe, temperatura powietrza wlotowego
150 °C, strumien podawania surowca 15 ml/min. 200+ 6
Spray drying; inlet air temperature: 150 °C; material feed flux:
15 ml/min.
Suszenie rozpylowe, temperatura powietrza wlotowego
150 °C, strumien podawania surowca 25 ml/min. 120+5
Spray drying; inlet air temperature 150 °C; material feed flux:
25 ml/min.
Suszenie sublimacyjne; cisnienie 63 Pa, temperatura potek
grzejnych liofilizatora: 30 °C 110+ 4
Freeze drying; pressure: 63 Pa, temperature of heating shelves
in freeze dryer: 30 °C

w probkach suszonych rozpylowo przy strumieniu podawania surowca wynoszacym
15 ml/min w poréwnaniu z procesem prowadzonym przy strumieniu podawania su-
rowca 25 ml/min.

Whioski

1. Potwierdzono mozliwo$¢ utworzenia kompleksow B-laktoglobuliny z witaming D;,

2. Poziom witaminy D; w probkach suszonych rozpylowo byt zblizony do zawartosci
witaminy D; w probce liofilizowanej.

3. Stwierdzono brak wptywu temperatury procesu suszenia na zawartos¢ witaminy D5
w produkcie. Zastosowanie liofilizacji, a zatem wyeliminowanie podwyzszonej
temperatury w procesie suszenia, nie przyczynito si¢ do wigkszej zawartosci cho-
lekalcyferolu w probcee.
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4,

Stwierdzono istotny wplyw strumienia podawania surowca na poziom cholekalcy-
ferolu w uzyskanych potgczeniach.

Badania byly finansowane ze srodkow budzetowych na nauke w latach 2010-2012

Jjako projekt badawczy nr N N312 068639.

[15]
[16]

[17]
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USING BINDING FEATURE OF B-LACTOGLOBULIN TO BIND CHOLECALCYFEROL
Summary

Fortifying food with a fat-soluble vitamin Ds (cholekalcyferol) is usually carried out using some carri-
ers that are fat derivatives. Based on the amino-acid sequence in -lactoglobulin (f-LG) chain and on the
results of research into its 3-dimensional structure, the B-lactoglobulin can be classified into a family of
lipocalins. Consequently, it is possible to use B-lactoglobulin as a carrier of vitamin D; in food products
with a reduced fat content. Under the scope of study, complex compounds of B-lactoglobulin with vitamin
D; were developed and a preparation in the form of powder was produced. Spray drying and freeze drying
processes were applied since those two methods are most frequently recommended in food industry to dry
thermo-changeable substances. Next, using an HPLC analysis, the content of vitamin D; was determined
in the complex compounds developed, and the assessment was performed of the effect of the technological
process applied on the content of vitamin Dj in the products. The research results confirmed the potential
of producing complexes of B-lactoglobulin with cholecalciferol. The level of cholecalciferol in the spray-
dried samples was comparable to the level of Ds in the freeze-dried sample. It was found that the material
feed flux impacted the content of vitamin D; in the complex compounds developed, whereas the process
temperature during spray-drying was found to have no impact on the content of vitamin Ds therein.

Key words: B-lactoglobulin, vitamin D3, spray drying, freeze drying
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