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W artykule scharakteryzowano kompleksy p-laktoglobuliny z witaming D, i
mieszaninami cukrow: laktozq, trehalozq i maltodekstrynq przy uzyciu aparatu
DSC. Uzyskane krzywe DSC charakteryzowaly sie przebiegiem i ksztaltem
zaleznym od sktadu surowcowego kompleksow. Na krzywych DSC obserwowano
endotermiczne piki o wyraznym przebiegu. Przemiany endotermiczne jakim
podlegajq kompleksy swiadczq o zmianach w strukturze badanych substancji.
Przemiany fazowe kompleksow p-laktoglobuliny z witaming D, $wiadczq o
utworzeniu polqczen biatko — cholekalcyferol.
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Biatka serwatkowe mleka tj. a-laktoalbumina (a-LA) i B-laktoglobulina (B-LG)
stanowia przedmiot wielu badan. Sa one powszechnie cenione ze wzgledu na swoje
wlasciwosci odzywceze 1 funkcjonalne. Stanowia 0,6-0,7% biatka ogodlnego, w tym
okoto 75% przypada na albuminy, tj. a-LA 1 B-LG (1,2). Gtownym biatkiem frakcji
serwatkowej mleka krowiego (3 g/1; 50% biatek serwatkowych) jest B-laktoglobulina.
Odgrywa ona istotna rol¢ antyoksydacyjna w mleku dzigki obecno$ci aminokwasow
siarkowych oraz mozliwosci syntezy glutationu (3). Bydlgca laktoglobulina jest
sktadajacym si¢ ze 162 aminokwaséw biatkiem globularnym, posiadajacym mase
18,4 kDa. Posiada w swej budowie 5 reszt siarkowych, z czego 4 sa zaangazowane
W tworzenie wewnatrzczasteczkowych mostkow disiarczkowych (4). W strukturze
B-laktoglobuliny zawarte sa centra kielichowe, ktére powoduja wbudowanie
(zamkniecie) witaminy D w kompleks z bialkiem oraz struktury zewngtrzne,
ktére rdwniez sa zdolne przytaczy¢ (zwiazac) witaming D. Jednakze biologiczne
funkcje B-laktoglobuliny w transporcie witaminy D nie zostaty jeszcze dostatecznie
wyjasnione (5).

Badania wskazuja na podobna strukture i konformacje B-laktoglobuliny z ludzkim
biatkiem wiazacym retinol (RBP, ang. retinol binding protein) (6). Wykazano,
ze P-laktoglobulina wykazuje zdolno$¢ wiazania hydrofobowych zwiazkéw,
tj. retinolu, kwasoéw tluszczowych, witamin rozpuszczalnych w tluszczach,
cholesterolu itp. (7). Umozliwia to wykorzystanie jej do transportowania wybranych
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sktadnikéw odzywczych w uktadach pozbawionych tluszczu. Wzbogacanie
zywnoSci w witaming D, ze wzgledu na fakt jej rozpuszczania w tluszczach,
odbywa si¢ zazwyczaj z zastosowaniem no$nikow bedacych pochodnymi thuszczow.
Jednak rosnaca $wiadomos$¢ zywieniowa i zdrowotna konsumentow powoduje,
ze coraz czgSciej siggaja oni po produkty z obnizona zawarto$cia ttuszczu lub
beztluszczowe. Rownocze$nie wymagaja oni, aby spozywana przez nich zywnos¢
byta uzupetniana sktadnikami odzywczymi. Sprostanie takim wymaganiom stanowi
nietatwe wyzwanie dla przemystu spozywczego poszukiwania nowych mozliwosci
wzbogacania Zywnosci w witaming D, (4).

Celem badan byto okreslenie wplywu sktadu komplekséw B-laktoglobuliny z
witaming D, na ich wilasciwosci termiczne. Badanie wilasciwosci termicznych
materialu wykonu]e sig¢ m. in. aby stwierdzi¢ jaki jest stopien czystosci danej probki.
W przypadku kompleksow B-laktoglobuliny z witamina D, krzywe DSC pozwalaja
na obserwacj¢ skuteczno$ci tworzenia kompleksow. W zaleznosm od wysokosci
temperatury pikow endotermicznych mozna wnioskowaé o jakos$ci wytworzonego
kompleksu B-laktoglobuliny z witaming D, .

MATERIAL I METODY

Do badanuzyto -laktoglobuliny otrzymanej od firmy Davisco Foods International
(Le Sueur, Minnesota). Cholekalcyferol pochodzil z firmy Sigma - Aldrich.
Badania obejmowaty synteze kompleksow B-laktoglobuliny z cholekalcyferolem w
stosunku molowym 1:2. W tym celu do wodnego, homogenicznego 2% roztworu
B-laktoglobuliny dodawano stopniowo cholekalcyferol (rozpuszczony uprzednio
w minimalnej objgtosci etanolu). Nastepnie roztwor mieszano przez 2 h w temp.
40 °C. Tak otrzymane potaczenia przeprowadzono w forme¢ proszkéw metoda
suszeniasublimacyjnego (liofilizacji). Jako substancji stabilizujacych kompleksy
uzywano mieszanin cukrow: maltodekstryny i laktozy oraz maltodekstryny i
trehalozy. Przed procesem liofilizacji badany roztwdér zamrazano w zamrazarce
komorowej w ciagu 24 h w temp —70°C. Nastgpnie badany material poddawano
liofilizacji w liofilizatorze ALPHA1-4 LDC-1m firmy Christ, z kontaktowym
ogrzewaniem surowca. Proces prowadzono przy statych parametrach: ci$nienie
63 Pa, ci$nienie bezpieczenstwa 103 Pa, czas 24 h oraz temperatura potek grzejnych
liofilizatora 30°C. Kontrola temperatury materiatu w czasie suszenia odbywata si¢
przy uzyciu termopary. Badane kompleksy B- laktoglobuhny z witaming D, byly
analizowane przy uzyciu skaningowego kalorymetru réznicowego — DSC, Q200
TA Instruments. Kalorymetr zostat skalibrowany przez sprawdzenie standardowych
temperatur topnienia przy uzyciu indu o wysokiej czystosci. Wszystkie pomiary dla
kazdej proby wykonywano w atmosferze azotu jako medium chtodzacego. Proba
odniesienia bylo puste naczynko aluminiowe niehermetycznie zamknigte, uzywane
podczas kazdego eksperymentu. Masa proszku wynosita 10 — 15 mg, probki byty
schtadzane do temperatury 10°C i utrzymywane w tej temperaturze przez 5 minut.
Krzywe DSC proszku otrzymywano w wyniku ogrzewania probki od temperatury
10°C do temperatury 170°C z szybkosécia 5°C/min. W wyniku badan otrzymano
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krzywe DSC przeptywu ciepta (W/g) w zaleznosci od temperatury (°C). Proby
wykonywano w trzech powtorzeniach (8).

WYNIKI ICH OMOWIENIE

Przedmiotem badan byly kompleksy B-laktoglobuliny z cholekalcyferolem
(witaming D,) z dodatkami mieszanin cukrow. Mieszanina laktozy i maltodekstryny
w stosunkach masowych odpowiednio 9:1 1 7:3 zostaly wykorzystane w komplek-
sach L-1 1 L-2. W kompleksach L-3 i L-4 zostaly wykorzystane mieszaniny treha-
lozy 1 maltodekstryny w stosunkach masowych 9:1 1 7:3. Krzywe DSC otrzymane
dla poszczegolnych komplekséw przedstawiono na rysunku 1. Wszystkie cztery
krzywe DSC charakteryzuja si¢ pikami endotermicznymi w zakresie temperatur od
okoto 53 do 70°C (Ryc.1).
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Ryc. 1. Krzywe DSC kompleksow B-laktoglobuliny z witaming D,.
Fig. 1. The DSC curves complexes of B-lactoglobulin with vitamin D,.

Najwyrazniejsza przemiang endotermiczng zaobserwowano dla kompleksu L-1.
Temperatura tego piku wyniosta okoto 65°C. Dla pozostatych kompleksow rowniez
wystapity podobne przemiany endotermiczne. Mialy one znacznie tagodniejszy
przebieg. Temperatury tych przemian wynosity odpowiednio dla kompleksu L-2 —
okoto 58°C, dla L-3 — okoto 70°C i dla L-4 — okoto 53°C. Najostrzejszym pikiem
endotermicznym charakteryzowat sie kompleks L-1, w ktorego sktadzie oprocz
p-laktoglobuliny 1 witaminy D, byly obecne laktoza i maltodekstryna (9:1). Pik o
najtagodniejszym przebiegu zostat zaobserwowany dla kompleksu L-2 o podobnym
sktadzie surowcowym jak kompleks L-1 rézniacym sie tylko od niego stosunkiem
masowym laktozy do maltodekstryny (7:3). Dla wszystkich kompleksow zaobser-
wowano wyzsze temperatury pikéw endotermicznych dla substancji o stosunku
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masowym cukroéw 9:1, tak dla mieszanin maltodekstryny z laktoza czy trehaloza.
Wystepowanie endotermicznych pikéw w tak niskich temperaturach moze by¢
zwiazane ze zmianami jakimi pod wplywem podwyzszonej temperatury ulega
B-laktoglobulina. De Wit i Swinkels (9) wykazali, ze w przedziale temperatur od 40
do 100°C B-laktoglobulina ulega agregacji, co powoduje czg¢§ciowa zmiang struktury
biatka. Zaobserwowane w niniejszej pracy temperatury pikow endotermicznych
sa temperaturami, w ktorej biatka zaczynaja ulega¢ agregacji, co wplywa na
ich dalsze przemiany. Natywna f-laktoglobulina wystgpuje w postaci dimerow
dwoch identycznych podjednotek. Podwyzszenie pH, temperatury, ci$nienia i inne
czynniki Srodowiska moga wptynac na wystapienie szeregu zmian jakim moze ulec
laktoglobulina. W zakresie pH pomiedzy 3,5 a 5,2 B-laktoglobulina odwracalnie
tworzy formy tetramerow/oktamerdw. Takie przemiany warunkuja wystepowanie
endotermicznych pikdw w wyzej wymienionym zakresie temperatur. W zakresie
temperatur od okoto 80 do 114°C obserwowano szerokie piki o fagodnym przebiegu.
Najwyzsza temperatura dla tego przejécia fazowego charakteryzowat si¢ kompleks
L-3 — okoto 110°C, najnizsza kompleks L-2 — okoto 101°C. Poréwnanie temperatur
drugiej przemiany endotermicznej dla poczatkowych substratow oraz kompleksow
pomigdzy B-laktoglobuling a witaming D, swiadczy o utworzeniu potaczen biatko
— cholekalcyferol. Przejscia fazowe zachodzqce w takich zakresach temperatur
$wiadcza o przemianach zachodzacych w [-laktoglobulinie. Takie tagodne
przejécia fazowe sa charakterystyczne dla polimeréw. Krzywa DSC kompleksu L-1
charakteryzowata sie niewielkim pikiem endotermicznym, w zakresie temperatur
119 - 124°C. Kompleks L-1 zawierat najwicksza ilo$¢ laktozy. Przemiana fazowa
rozpoczynajaca si¢ w takiej temperaturze moze $wiadczy¢ o obecnosci laktozy w
kompleksie. Dla kompleksu -4 obserwowano dwa niewielkie piki endotermiczne.
Pierwszy w zakresie temperatur 114-120°C, drugi w zakresie 124-132°C. Sktadnikami
tego kompleksu byty trehaloza i maltodekstryna w stosunku wagowym 7:3. Obecnos$¢
dwoch przemian endotermicznych §wiadczy o wigkszej zawarto$ci maltodekstryny w
kompleksie L-4. Dodatek laktozy do kompleksow L-1 i L-2 spowodowal przegigcie
krzywej DSC w koncowym zakresie temperatur. Laktoza obecna w kompleksach
rozpoczeta proces topnienia. Tak charakterystycznego przegigcia nie obserwowano
dla kompleksoéw L-3 i L-4, w ktorych sktadzie wystgpowata trehaloza. Na podstawie
uzyskanych krzywych DSC stwierdzono wptyw sktadu badanych komplekséw na
ich ksztalt. Obnizenie zawarto$ci maltodekstryny spowodowato wzrost temperatury
pierwszych przemian endotermicznych badanych kompleksow.

WNIOSKI

Sktad surowcowy kompleksow B-laktoglobuliny z witaming D, miat wptyw na
ksztalt i przebieg krzywych DSC. Pierwsze przemiany endotermiczne §wiadcza
o przemianie biatek B-laktoglobulin. Druga przemiana fazowa obserwowana dla
wszystkich kompleksow wskazuje na wytworzenie kompleksow B-laktoglobuliny
z witaming D, . Dodatek mieszanin cukrow miat wplyw na ksztalt i przebieg krzy-
wych DSC. Uzyskane wyniki §wiadcza o mozliwosci wykorzystania techniki DSC
do oceny skutecznos$ci tworzenia kompleksow biatko — cholekalcyferol.
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THE INFLUENCE OF COMPOSITION OF COMPLEXES B-LACTOGLOBULIN WITH VITAMIN
D, ON DSC CURVES

Summary

In the study complexes B-lactoglobulin with vitamin D, and sugar mixtures: lactose, trehalose and malto-
dextrin were characterized by using DSC. DSC curves obtained were characterized by the shape and
course depending on the composition on complexes. The DSC curves were observed endothermic peaks.
The changes in structures of the investigated samples were shown for endothermic peaks. Phase transi-
tions of complexes B-lactoglobulin with vitamin D, indicated to establish binds protein — cholecalcyferol.
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