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W artykule zbadano wplyw pH na zdolnos¢ wiqzania przez f-laktoglobuling
hydrofobowego ligandu - cholekalcyferolu. Poziom witaminy D, w badanych
kompleksach p-laktoglobulina-witamina D, byt zréznicowany i wahal sie od
120 ug/g do 1682 ug/g w probkach otrzymanych w buforze fosforanowym o
pH wynoszqcym odpowiednio 5,0 oraz 9,0. Stwierdzono istotny wptyw pH na
mozliwos¢ wnikania ligandow do wnetrza barytki p-laktoglobuliny, a zatem na
wlasciwosci wiqzqce p-laktoglobuliny.
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B-laktoglobulina to gltéwne biatko frakcji serwatkowej mleka krowiego (3 g/l;
50% biatek serwatkowych) (1, 2). Wolowa B-laktoglobulina jest sktadajacym si¢
ze 162 aminokwasow biatkiem globularnym o masie 18,4 kDa (3, 4). Sekwencja
aminokwaséw w tancuchu p-laktoglobuliny oraz wyniki badan struktury
przestrzennej pozwalaja na zakwalifikowanie tego biatka do rodziny lipokalin.
Cecha wspdlna lipokalin jest obecnos¢ w strukturze B-barytki z hydrofobowym
wnetrzem, otoczonym przez elastyczne petle. Zdolnos¢ do wiazania w B-barytce
ligandow jest zalezna od pH, ktorego warto$¢ decyduje o osiagnigciu przez ruchome
petle konformacji blokujacej i otwierajacej dostep do barytki. Wykazano, ze
B-laktoglobulina posiada zdolnos¢ wiazania hydrofobowych zwiazkow, tj. retinol,
kwasy tluszczowe, witaminy rozpuszczalne w thuszezach, cholesterol itp. (5, 6).
Ligandy sa wiazane przez B-laktoglobuling z duzym powinowactwem, natomiast
specyficzno$¢ oddziatywan jest niska (7). Za naturalne ligandy, o najwyzszym
powinowactwie do B-laktoglobuliny, uznaje si¢ retinol oraz kwasy thuszczowe.
Bialko wiaze réwniez inne czasteczki, tj. fosfolipidy, triacyloglicerole, pochodne
zwiazkow alifatycznych (estry, aldehydy, ketony, weglowodory), cho¢ ze znacznie
nizszym powinowactwem (8, 9, 10). Wykazano réwniez, ze B-laktoglobulina
moze wiazaé czasteczki lekow, np. leki antydepresyjne lub leki stosowane w
leczeniu nowotwordéw (11). Mechanizm wiazania ligandow przez biatko nie
zostat do konca poznany. Na podstawie wynikow badan mozna wnioskowaé, ze
gtéwna role w oddziatywaniu B-laktoglobulina -ligand odgrywaja niespecyficzne
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oddziatywania hydrofobowe. Opisane wiasciwoséci PB-laktoglobuliny stwarzaja
mozliwosci wykorzystanie jej do wigzania i transportowania cholekalcyferolu w
uktadach o obnizonej zawartosci thuszczu. Wzbogacanie zywnosci w witaming
D,, ze wzgledu na fakt jej rozpuszczania w tluszczach, odbywa sig zazwyczaj z
zastosowaniem nosnikéw bedacych pochodnymi tluszczéw. Rosnaca swiadomosé
zywieniowa i zdrowotna konsumentow powoduje, ze coraz czg$ciej siggaja oni
po produkty z obnizong zawartoécia ttuszczu lub bezttuszczowe. Konsekwencja
stosowania takiej diety moze by¢ niebezpieczne dla prawidlowego funkcjonowania
organizmu ograniczenie spozycia witamin rozpuszczalnych w thuszczach. Opisane
wlasciwosci B-laktoglobuliny stwarzaja mozliwo$ci wykorzystanie jej do wigzania
1 transportowania niektorych sktadnikéw odzywczych, tj. np. rozpuszczalnej w
tluszczach witaminy D.,.

Celem podjetych badan byto okreslenie wplywu pH na zdolno$¢ wiazania przez
B-laktoglobuling hydrofobowego ligandu - cholekalcyferolu. Badane kompleksy
B-laktoglobulina — cholekalcyferol otrzymano w postaci proszku z uzyciem susze-
nia rozpylowego jako najczesciej stosowanej metody do suszenia substancji termo-
labilnych. Nastgpnie w uzyskanych kompleksach okreslono poziom witaminy D,
metoda HPLC.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byta B-laktoglobulina otrzymana od firmy Davisco Foods
International (Le Sueur, Minnesota). Analiza chromatograficzna (HPLC) wykazata
brak witaminy D, w probce biatka. Cholekalcyferol oraz pozostate odczynniki
pochodzity z firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Minnesota). Badania obejmowaty
synteze kompleksoéw B-laktoglobuliny z cholekalcyferolem w stosunku molowym
1:2. W tym celu w 400 ml buforu fosforanowego o pH wynoszacym odpowiednio
3,0; 5,0; 6,8; 7,4; 9,0 rozpuszczano 8 g P-laktoglobuliny do uzyskania roztworu
homogenicznego, dodawano stopniowo 0,36 g cholekalcyferolu (rozpuszczonego
uprzednio w minimalnej objgtosci etanolu). Nastgpnie roztwor mieszano przez 2 h w
temp. 40 °C. Tak otrzymane potaczenia przeprowadzono w formg¢ proszkéw metoda
suszenia rozpytowego. Kazdorazowo do suszenia rozpylowego przygotowywano
400 ml roztworu. Roztwory poddawano homogenizacji w homogenizatorze Ultra
Turrax T 25 basic IKA Labortechnik, wyprodukowanym w Niemczech, przez 90 s
przy 11000 rpm, a nastgpnie suszono rozpylowo. Suszenie otrzymanych roztworow
prowadzono w suszarce rozpytowej firmy Anhydro (Dania), przy predkosci dysku
rozpytowego, wynoszacej 39000 obr/min (Srednica dysku 63,42 mm) i przy
strumieniu podawania surowca: 51,4 cm?®/min. Suszenie odbywato si¢ wspotpradowo,
a temperatura powietrza wlotowego wynosita 120°C. Zawarto$¢ witaminy D, w
probkach, po ekstrakejiheksanem, oznaczanometoda HPLC zuzyciem chromatografu
cieczowego Waters polaczonego z detektorem spektrofotometrycznym UV-Vis. Do
analizy stosowano kolumng¢ RP C18 o wymiarach 150 x 4,6 mm. Faz¢ ruchoma
stanowit uklad: acetonitryl: octan etylu: chloroform (88:8:4). Predkos¢ przeptywu
fazy ruchomej wynosita 1 ml/min. Analiz¢ kazdej probki powtarzano trzykrotnie.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W  wyniku przeprowadzonych doswiadczen otrzymano kompleksy
B-laktoglobuliny z cholekalcyferolem w postaci proszku, co jest szczegolnie istotne
ze wzgledu na wygode i uniwersalno$¢ zastosowania w przemysle spozywczym,
stabilnos$¢ przechowalnicza, tatwo$¢ dozowania oraz mniejsza objetos¢ (w odniesieniu
do produktu ptynnego). Polaczenia pomigdzy biatkiem a witaming utworzono w pH
wynoszacym od 3,0 do 9,0. B-laktoglobulina zachowuje swoja natywna strukturg
w szerokim zakresie pH. W pH pomiedzy 2 a 3 wystepuje w postaci monomerdw,
pomigdzy 5,7-5,2 asocjuje w oktamery. W warunkach zblizonych do fizjologicznych
wystepuje w formie dimerdw. Utworzenie si¢ dimerow stabilizowanych wiazaniami
wodorowymi nastepuje w wyniku asocjacji monomeréw za posrednictwem
B-wstegi. W pH ok.11 nastepuje alkaliczna denaturacja biatka. Badania opisane w
literaturze wskazuja, ze monomer B-laktoglobuliny wiaze jedna czasteczke ligandu
(12). W zsyntezowanych polaczeniach biatko-witamina okreslono zawartos$¢
witaminy D,. Badania wykazaty istotny wptyw wartosci pH na zdolno$¢ wiazania
cholekalcyferolu przez B-laktoglobuling. Poziom witaminy D, w kompleksach byt
zrdéznicowany 1 wynosit od 120 pg/g do 1682 ng/g w probkach otrzymanych w
buforze fosforanowym odpowiednio o pH 5,0 oraz pH 9,0. Kompleksy otrzymane
w roztworach buforéw fosforanowych o pH 6,8; 7,4 oraz 9,0 charakteryzowatly si¢
wysoka zawarto$cia witaminy D, (tabela 1).

Tabela 1.Zawartos¢ witaminy D, w kompleksach p-laktoglobulina-cholekalcyferol w zaleznosci od pH roztwo-
ru buforu fosforanowego

Table 1. Vitamin D, quantity in p-lactoglobulin-cholecalciferol complexes depending on pH values of phospha-
te buffer solution

warto$¢ pH roztworu buforu zawarto$¢ witaminy D, w kompleksach g-laktoglobulina-
fosforanowego cholekalcyferol [ug/g]; x = SD
3,0 6008
5,0 1204
6,8 1468+12
7,4 1326+11
9,0 152014

Najnizszy poziom cholekalcyferolu wykazano dla potaczen utworzonych w pH
wynoszacym 3,0 oraz 5,0, odpowiednio 600 oraz 120 pg/g. Otrzymane wyniki sa
zgodne z wynikami badan Kontopidisa (1). Wykazat on, ze warto$¢ pH decyduje o
konformacji elastycznej petli, otwierajacej i zamykajacej dostep do wngtrza barylki
znajdujacej si¢ w strukturze B-laktoglobuliny i odpowiedzialnej za wigzanie ligandow.
Struktury krystaliczne B-laktoglobuliny opisane dla pH 6,2 oraz 7,1 potwierdzaja
réznice w konformacji ruchomej petli (13). W pH ponizej 6,2 petla wystepuje w kon-
formacji stabilizowanej poprzez wiazania wodorowe i przez to utrudniajacej dostep
do barylki. Uwaza sig, ze zmiany konformacyjne pegtli powodujace zamknigcie
dostgpu do baryltki chronia niewielkie ligandy przed denaturacja w czasie trans-
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portu przez zotadek. W pH 7,1 mozliwe jest wnikanie ligandu do wngtrza barytki.
Nastepuje wowczas zerwanie wiagzan wodorowych i otwieranie ruchome;j petli (14).
Obnizanie wartosci pH powoduje uwalnianie ligandow z wnetrza barytki. Bada-
nia nad oddzialywaniem kwasu palmitynowego z B-laktoglobuling wykazaly silne
zwiazanie ligandu przez biatko w zakresie pH 5,9-8,4 (15). Spadek pH powodowat
uwalnianie kwasu z miejsca wiazacego.

Szczegolne zalety kompleksow B-laktoglobuliny z cholekalcyferolem w
postaci proszkéw moglyby by¢ wykorzystywane w celu wzbogacania zywnosci o
obnizonej zawartosci thuszezu lub bezttuszczowych w spetniajaca istotna funkcje w
organizmie witaming D, oraz cechujace sig¢ wysokimi wiasciwosciami odzywczymi
1 funkcjonalnymi biatka serwatkowe.

WNIOSKI

1. Badania wykazaly mozliwo§¢ otrzymania kompleksow pomigdzy
B-laktoglobuling a cholekalcyferolem w postaci proszku.

2. Istotnym parametrem decydujacym o dostgpie ligandow do wngtrza barytki,
a zatem wptywajacym na wlasciwosci wiazace B-laktoglobuliny byta warto$¢ pH.

3. Poziom witaminy D, w kompleksach byt zroznicowany i wynosit od 120 pg/g
do 1682 ng/g.

4. Najwyzsza zawarto$cia witaminy D, charakteryzowaty si¢ kompleksy otrzy-
mane w roztworach buforow fosforanowych o wysokim pH.

A. Gorska, E. Ostrowska—-Liggza, M. Wirkowska, J. Brys$

THE INFLUENCE OF PH ON THE B-LACTOGLOBULIN CAPABILITY TO BIND
CHOLECALCIFEROL

Summary

The amino acids sequence and the results of the B-lactoglobulin 3-dimensional structure suggest that it po-
sses the ability to bind and transport a variety of ligands, many of which are lipophilic nutrients. In the stu-
dy the influence of pH on the B-lactoglobulin capability to bind hydrophobic ligand - cholecalciferol was
presented. Results obtained show the significant effect of pH on binding properties of f-lactoglobulin. The
highest ammount of vitamin D, was quatified in the complexes obtained in the phosphate buffer solution
of pH 6,8; 7,4 and 9,0. The pH value determines the conformation of elastic loop in p-lactoglobulin struc-
ture, which acts as a gate over the binding site. If it is in the closed position (low pH) the binding is inhi-
bited or impossible, at high pH when it is open, ligands are allowed to penetrate into the hydrophobic bin-
ding site. The binding properties of B-lactoglobulin can be implemented to deliver vitamin D, without the
presence of the fat in which it normally associates

Badania naukowe finansowane ze srodkow budzetowych na nauke w latach 2010-2012 jako projekt ba-
dawczy nr N N312 068639.
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