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ELWIRA WOROBIEJ, ANETA WUJKOWSKA, BEATA DRUZYNSKA,
RAFAL WOLOSIAK

AKTYWNOSC PRZECIWUTLENIAJACA HANDLOWYCH
PREPARATOW BIALEK SERWATKOWYCH

Streszczenie

W pracy badano wtasciwosci przeciwutleniajace handlowych preparatéw biatek serwatkowych rézni-
cych sig¢ zawartoscia bialka i laktozy. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca preparatow okreslano wobec kationo-
rodnikow ABTSe+ i nadtlenkéw w emulsji kwasu linolowego.

Oznaczenia przeprowadzone w celu scharakteryzowania biatek preparatow serwatkowych wykazaty,
ze preparat WPI 95 cechowat si¢ zarowno najwigksza powierzchniowa hydrofobowo$¢ aromatyczna, jak
i najwigksza zawartoscia dostgpnych grup tiolowych i lizyny. Wszystkie preparaty charakteryzowaty si¢
dobra aktywnoécia przeciwrodnikowa wobec syntetycznych kationorodnikow ABTS™. Najskuteczniejsza
dezaktywacje rodnikéw ABTS™ wykazaty preparaty WPC 60 i WPC 80 (ok. 76 %), a najmniejsza prepa-
rat WPI 95 (ok. 65 %). Sposrod badanych preparatow najwigksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca wobec
emulsji kwasu linolowego stwierdzono w przypadku WPC 34 i WPC 60, w ktoérych oprocz biatek wyste-
puje w znacznych ilosciach laktoza. Moze to §wiadczy¢ o interakcji tych sktadnikéw i ich wzmozonym
wplywie na aktywnos¢ przeciwutleniajaca.

Stowa kluczowe: biatka serwatkowe, przeciwutleniacze, utlenianie kwasu linolowego

Wprowadzenie

Jako$§¢ produktow spozywczych zalezy nie tylko od podstawowych surowcow,
ale i od dodatkéw. Wysoka warto$¢ zywieniowa, a takze doskonale wtasciwosci funk-
cjonalne wykazuja preparaty biatek serwatkowych [3]. Biatka serwatkowe stosuje si¢
glownie jako substancje modyfikujace cechy fizykochemiczne produktow spozyw-
czych m.in. poprzez zelowanie, emulgowanie, a takze poprawiajace ich smak i zapach.
Preparaty bialek serwatkowych znalazly zastosowanie jako dodatki do zywnosci
w przemysle mleczarskim (jogurty, sery), migsnym (produkty strukturyzowane), pie-
karskim, cukierniczym (wafle, ciasta) i koncentratow spozywczych (zupy w proszku).
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Obecnie postrzegane sa one rowniez jako warto$ciowe sktadniki odzywcze w zywnosci
dietetycznej czy skladniki biologicznie aktywne w zywnosci funkcjonalnej. Wyniki
ostatnich badan wykazaly, ze dodatkowa funkcja biatek, dotychczas niewykorzystywa-
na, moze by¢ przedluzenie trwatosci zywnosci przez zapobieganie procesom oksyda-
cyjnym [10, 16, 17].

Celem pracy byto porownanie wlasciwosci przeciwutleniajacych preparatow bia-
ek serwatkowych o r6znej zawartosci biatka i laktozy.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono na czterech handlowych preparatach biatek serwatko-
wych rozniacych sig zawartoscig biatka i laktozy. Koncentraty i izolat bialek serwat-
kowych oznaczono skrétami podanymi przez ich producentow i dystrybutoréw, wyni-
kajacymi z zawarto$ci biatka: WPC 34, WPC 60 (PPHU Laktopol), WPC 80 (MSM
Ostrowia), WPI 95 (Lacma).

W celu scharakteryzowania preparatow oznaczano: zawarto$¢ biatka ogoélem
i rozpuszczalnego (metoda Kjeldahla), powierzchniowa hydrofobowo$¢ aromatyczna
biatek (metoda spektrofluorymetryczna z kwasem 8-anilino-1-naftalenosulfonowym;
ANSA) [4], zawarto$s¢ dostgpnych grup tiolowych w reakcji z 2,2°-ditiobis
(5-nitropirydyna) (DTNP) [9, 14] i lizyny (metoda spektrofluorymetryczng) [1], zdol-
no$¢ do chelatowania jonow zelaza(Il) metoda spektrofotometryczng z ferrozyna [7],
a takze przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny frakcji (SDS-PAGE) [6].

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa preparatéw biatek serwatkowych (przy zastosowa-
nym dodatku 100 mg% biatka) oznaczano wobec kationorodnikow ABTS"", ktére uzy-
skiwano z kwasu 2,2'-azynobis-3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego (Sigma) w reak-
¢ji z nadtlenosiarczanem potasu [13]. Ponadto okreslano zdolno$¢ badanych prepara-
tow do inhibicji utleniania emulsji kwasu linolowego w reakcji katalizowanej nieen-
zymatycznie (hemoglobina) [5].

Do oznaczen stosowano 0,1 % ekstrakty bialek w buforze fosforanowym o pH
7,0, ktore uzyskiwano w wyniku wytrzasania proébek przez 60 min i odwirowania
(10 000 obr./min przez 10 min).

Wiyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wszystkie badane preparaty zawieraty nieznacznie
wigcej biatka ogétem od minimalnej warto$ci deklarowanej przez producenta (tab. 1).
Najwigksza zawartoscia laktozy charakteryzowat si¢ preparat WPC 34 (50%), nato-
miast w preparacie WPI 95 laktoza nie wystgpowata lub byta obecna w ilosciach $la-
dowych.
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Tabela l
Zawarto$¢ biatka i laktozy w preparatach serwatkowych.
Content of protein and lactose contained in the whey protein preparations.
Zawarto$¢ biatka Zawarto$¢ biatka
Preparaty ogdtem [% s.m.] rozpuszczalnego [%] Zawarto$¢ laktozy™ [%]
Preparations Content of total protein | Content of soluble protein Content of lactose [%]
[% d.m.] [%]

WPC 34 39.2+0,5 32,4+0,2 50

WPC 60 64,4+ 04 57,0+£0,3 20

WPC 80 85,3+0,3 70,0 £ 0,6 6

WPI 95 974+ 1,1 89,0+ 0,3 -

* - wartosci deklarowane przez producenta / values as declared by the manufacturer

Powierzchniowa hydrofobowos$¢ aromatyczna bialek ma istotny wptyw na ich
wlasciwosci funkcjonalne, gdyz decyduje o zdolnosci biatka do wchodzenia w reakcje
ze zwiazkami niepolarnymi (lipidami). Biatka mleka wykazuja stosunkowo niska
hydrofobowos$¢ w stanie natywnym, poniewaz hydrofobowe fragmenty ukryte sa we-
wnatrz czasteczek biatkowych [12]. Na podstawie wynikéw badan (tab. 2) stwierdzo-
no, ze najwicksza powierzchniowa hydrofobowos$¢ aromatyczna (460 j.u. Fl/g biatka)
wykazaty biatka preparatu WPI 95, a najmniejsza biatka preparatu WPC 34 (388 j.u.
FI/g biatka). W przypadku pozostatych oznaczen wykonanych w ramach charaktery-
styki biatek stwierdzono, Zze najwigksza zawarto$¢ dostepnych grup sulthydrylowych
(ok. 15 pM -SH/g biatka) i lizyny (151 j.u. FI) wystgpowata takze w biatkach preparatu
WPI 95, a najmniejsza w preparatach WPC 34 i WPC 60. Ilos¢ dostepnych grup
sulthydrylowych i reszt lizyny w czasteczkach biatka ma wplyw na ich dziatanie
przeciwutleniajace, ktore zwiazane jest z redukcja wolnych rodnikow poprzez oddanie
labilnego atomu wodoru [11].

W zastosowanych warunkach oznaczenia badane preparaty bialek serwatkowych
nie wykazywaty zdolnosci wiazania jonow zelaza — katalizatoréw reakcji utleniania,
mimo ze rozdzialy elektroforetyczne (rys. 1) preparatu WPI 95 wskazuja na obecno$é¢
laktoferyny, dobrego chelatora tych jonow.

Rozdziaty elektroforetyczne bialek (rys. 1) wykazaty, ze wszystkie preparaty ce-
chowat podobny udzial gléwnych frakcji - B-laktoglobuliny (18-10° Da) i jej dimeru
(37-10° Da) oraz albuminy surowicy wotowej (66:10° Da), ponadto w wigkszosci pre-
paratow stwierdzono obecno$é frakeji o m. cz. 24 10° i 32:10° Da.
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Tabela 2
Charakterystyka bialek preparatow serwatkowych.
Profile of proteins of whey preparations.
Powierzchniowa Zawarto$¢ dostgpnych
hydrofobowo$¢ grup tiolowych Intensywno$¢é
Preparaty aromatyczna Content of available fluorescencji lizyny
Preparations Surface aromatic thiol groups Fluorescence intensity
hydrophobicity [umol -SH/g biatka / [j.u. FI]
[j.u. FI/g biatka ] protein]
WPC 34 387,72 +£8,7 nw* 103,86 + 5,23
WPC 60 397,99+ 7,1 5,45+0,32 90,11 £9,25
WPC 80 403,44 +9,1 11,12 £0,28 129,75+ 6,37
WPI 95 460,46 + 10, 1 15,16 £ 1,07 150,84 + 8,22

nw* - nie wykazano / not detected
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1— marker; 2 — WPC 34; 3 - WPC 60; 4 - WPC 80; 5 — WPI 95.

Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat preparatow bialek serwatkowych.
Fig. 1. Gel electrophoresis patterns of whey protein preparations.

Badane preparaty zawieraty rowniez frakcje wysokoczasteczkowe (m.in. immu-
noglobuliny), widoczne w gornej czgsci zelu. Natomiast jedynie na elektroforogramie
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preparatu WPI 95 zaobserwowano niewielka frakcje o m. cz. ok. 80-10° Da, ktora zi-
dentyfikowano jako laktoferyne [2].

Wszystkie preparaty charakteryzowaty si¢ dobra aktywnoscia przeciwutleniajaca
wobec syntetycznych kationorodnikow ABTS®" (rys. 2). Najwyzsza aktywno$¢ cecho-
wata preparaty WPC 60 i WPC 80 - ok. 76%, co moze wynika¢ z obecnosci w nich
laktozy i1 jej wptywu na zmiany konformacyjne w biatku [8], przyczyniajace si¢ do
poprawy skutecznosci dezaktywacji rodnikow. Stabsza aktywno$¢ preparatu WPI 95
(ok. 65%), pomimo wigkszej zawarto$ci dostgpnych grup tiolowych, moze $swiadczy¢
o tym, ze grupy te sa jedynie czgsciowo odpowiedzialne za dziatanie przeciwutleniaja-
ce biatek serwatkowych [15].
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Rys. 2. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca preparatow biatek serwatkowych wobec kationorodnikow ABTS*",
Fig. 2. Antioxidant activity of whey protein preparations towards ABTS"".

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca preparatow biatek serwatkowych wobec nadtlen-
kéw kwasu linolowego przedstawiono na rys. 3. Najstabsze dziatanie wobec nadtlen-
kéw kwasu linolowego podczas autooksydacji wykazal wysokobiatkowy preparat
(WPI 95) - ok. 10%, w przypadku ktorego stwierdzono najwyzsza powierzchniowa
hydrofobowos$¢ aromatyczna, majaca istotne znaczenie dla zahamowania tego procesu.
Najlepsza zdolno$¢ do inhibicji reakcji utleniania emulsji kwasu linolowego wykazaly
natomiast preparaty - WPC 34 (52 %) 1 WPC 60 (42 %), ktére zawieraly znacznie
wiecej laktozy od pozostatych, co moze swiadczy¢ o wptywie na dzialanie przeciwu-
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tleniajace rowniez interakcji biatek z sacharydami. Modyfikacja sacharydami glowne-
go biatka serwatkowego (B-laktoglobuliny) przyczynia si¢ bowiem do poprawy jego
wlasciwosci emulgujacych (mimo zmniejszenia si¢ hydrofobowosci czasteczki), wyni-
kajacych ze zwigkszenia stabilno$ci warstwy hydratacyjnej na granicy migdzyfazowej

[8].
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Rys. 3. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca preparatow bialek serwatkowych wobec nadtlenkéw kwasu linolo-
wego.
Fig. 3. Antioxidant activity of whey protein preparations towards the linoleic acid peroxides.

Whioski

1. Preparaty bialek serwatkowych wykazuja dobre wlasciwosci przeciwutleniajace
wobec kationorodnikéow ABTS"" oraz stabsze wobec nadtlenkéow w emulsji kwasu
linolowego.

2. Najlepsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca sposrod badanych preparatow stwierdzo-
no w przypadku WPC 34 i WPC 60, w ktorych oprocz biatek wystgpuje w znacz-
nych ilosciach laktoza, co moze $wiadczy¢ o wplywie na dzialanie przeciwutlenia-
jace rowniez interakcji tych sktadnikow.

Praca byta prezentowana podczas VI Konferencji Naukowej nt. ,, Nowoczesne me-
tody analityczne w zapewnieniu jakoSci i bezpieczenstwa zywnosci”, Warszawa, 6 - 7
grudnia 2007 r.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF COMMERCIAL PREPARATIONS OF WHEY PROTEINS
Summary

In the study, the antioxidant properties were investigated of commercial preparations of whey proteins
that varied in the contents of protein and lactose. Antioxidant activity of those preparations was deter-
mined towards the ABTS radical cations and the peroxides in the linoleic acid emulsion.

The determinations performed to characterize the proteins contained in the commercial preparations of
whey proteins proved that the WPI 95 preparation was characterized by both the highest aromatic surface
hydrophobicity and the highest contents of available groups of thiol and of lysine. All the preparations
exhibited a high antiradical activity towards ABTS. The WPC 60 and WPC 80 preparations showed the
most effective deactivation of the ABTS radicals (approx. 76 %), whereas the lowest — the WPI 95 prepa-
ration (approx. 65 %). Among the preparations investigated, the highest antioxidant activity towards the
linoleic acid emulsion was found in the case of WPC 34 and WPC 60, in which, except for proteins, the
lactose was present in high amounts. This may suggest the interaction of those components and their in-
creased impact on antioxidant activity.

Key words: whey proteins, antioxidants, linoleic acid oxidation
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