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JAKOSC HYDROLIZATOW BIALEK MLEKA KROWIEGO
W ASPEKCIE PRODUKCJI ODZYWEK HYPOALERGICZNYCH

Streszczenie

Celem badan byto obnizenie poziomu immunoreaktywnosci biatek mleka krowiego, obecnych w pre-
paratach WPC-65 (a-laktoalbuminy i B-laktoglobuliny) i kazeinianu sodu (a-, B-, k-kazeiny) pod wpty-
wem hydrolizy enzymatycznej przeprowadzonej z wykorzystaniem Alkalazy 2.4 L f-my Novo Nordisk
(Bacillus licheniformis), pronazy — (proteaza ze Streptomyces griseus), papainy — EC 3.4.22.2, pepsyny
(E.C. 3.4.23.1) (Sigma), a takze Lactozymu 3000 L HPG (Novo Nordisk).

Analize uzyskanych produktow przeprowadzono, stosujac nastgpujace metody analityczne: ELISA,
elektroforeza 2D i immunoblotting, rozdzialy chromatograficzne, analiza sensoryczna i spektroskopia
masowa. Pordwnano dziatanie immunoreaktywne wybranych hydrolizatow i handlowo dostgpnych odzy-
wek (Profylac i Nutramigen), wykorzystujac surowice chorych na alergia spowodowana spozywaniem
mleka krowiego.

Stwierdzono mozliwo$¢ uzyskania hypoalergennego produktu na bazie niskoczasteczkowej frakcji
hydrolizatu Alkalazowo-pronazowego biatek serwatkowych WPC-65.

Stowa kluczowe: alergia, hydroliza enzymatyczna, mleko krowie, immunoreaktywnos$¢

Wprowadzenie

Biatka serwatkowe mleka krowiego i kazeina sa podstawowym surowcem do
produkcji ukierunkowanych odzywek dla chorych wymagajacych specjalnej diety.
Najliczniejsza grupe wsrdd takich osob stanowia pacjenci cierpiacy na alergie pokar-
mowa spowodowang spozywaniem mleka. Obecnie szacuje sig, ze 1,9 do 4,4% popu-
lacji dziecigcej §wiata cierpi na alergie pokarmowa wywolana spozywaniem mleka
krowiego. W Polsce alergia na biatko mleka krowiego wystepuje u 2,7% niemowlat
karmionych sztucznie i u 1,8% karmionych naturalnie [8].

Czesto zdarza sig, ze alergii na mleko towarzyszy nietolerancja laktozy, czego
przyczyna jest niedobor laktazy (B-D-galaktozydazy). Badania Wos 1 wsp. [13] wska-
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zuja, ze nietolerancja laktozy wystepuje u 40% dzieci, u ktorych wczesniej stwierdzo-
no alergi¢ na biatka mleka krowiego.

Hydroliza enzymatyczna biatek mleka to najczeséciej stosowana modyfikacja pod-
czas produkcji odzywek hypoalergicznych. Dochodzi wowczas do rozerwania niekto-
rych wiazan peptydowych w obrebie sekwencji epitopow konformacyjnych. Mozli-
wo$¢ Scistej kontroli warunkéw procesu proteolizy pozwala na otrzymywanie produk-
tow o okreslonym i przewidywalnym stopniu hydrolizy, pozadanych masach czastecz-
kowych poszczegélnych frakcji oraz okreslonej zawartosci wolnych aminokwasow.
Zasadnicza wada metody jest powstawanie peptydow o gorzkim smaku, nadajacych
specyficzne cechy sensoryczne, trudne do zaakceptowania.

Podjgte badania miaty na celu uzyskanie hydrolizatu biatkowego o obnizonym
stopniu alergizacji, mogacego stanowi¢ sktadnik odzywki hypoalergicznej dla dzieci
atopowych.

Material i metody badan

Do badan uzyto preparatu bialek serwatkowych WPC-65 oraz kazeinianu sodu,
pochodzacych z firmy Laktopol w Suwatkach. W celu przeprowadzenia hydrolizy bia-
tek mleka zastosowano: pronaze — EC 3.4.24.31 (proteaza ze Streptomyces griseus,
Sigma P 8811), Alkalaze 2,4 L FG f-my Novo Nordisk (proteaza z Bacillus licheni-
formis), papaing — EC 3.4.22.2 (Sigma P 3375), pepsyn¢ - E.C. 3.4.23.1, (Sigma P
7000) oraz Lactozym'™3000 L HPG (Novo Nordisk) obnizajacy zawartos¢ laktozy,
cukru wywolujacego nietolerancj¢ pokarmowa. Proces hydrolizy prowadzono wg me-
todyki przedstawionej we wczesniejszych pracach [14, 15, 16].

Rozdziat hydrolizatow preparatow biatek serwatkowych i kazeinianu sodu z uzyciem
zelu Sephadex G-75

W chromatografii zelowej zastosowano kolumng chromatograficzng (85 cm x 3
cm) o objetosci 600 ml, firmy Pharmacia LKB (Uppsala, Szwecja), wypetiona Zelem
Sephadex G-75. Na szczyt kolumny nanoszono probe o stezeniu 70 mg/ml. Eluat zbie-
rano po 5 ml do probowek umieszczonych w kolektorze frakcji (Pharmacie LKB-
FRAC-100, Uppsala, Szwecja). Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali 214 1 280 nm
w aparacie Spectrophotometer Dn 7500 (Beckman).

Chromatografia frakcji hydrolizatéw o masach czqsteczkowych ponizej 14,4-10°Da
w systemie FPLC z uzyciem kolumny Superdex™ Peptide HR 10/30

Rozdziat wykonywano na kolumnie Superdex'™ Peptide HR 10/30 (firmy
Amersham Pharmacia Biotech) z uzyciem zestawu do FPLC (Pharmacia LKB Pump P-
500, Controller LCC-501 Plus). Proby przed naniesieniem na szczyt kolumny filtrowa-
no przez filtry Millex® GV (firmy Millipor) o §rednicy porow 0,22 um. Rozdziat pro-
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wadzono z szybkoscig 0,2 ml eluatu na min, a absorbancj¢ odczytywano przy dtugosci
fali 214 nm.

Dwukierunkowa elektroforeza (IEF oraz SDS-PAGE), KEKI, Budapeszt

Pierwszy kierunek rozdziatu biatek (IEF) prowadzono w zelu w gradiencie pH, na
pasku IPG (naktadano 0,7-0,9 mg proby na kazdy pasek). Proby byly rozpuszczane
w 250 pl buforu rehydratacyjnego (8 mol/L mocznik, 1% CHAPS, 20 mmol/l DTT),
[4, 12]. Rozdzial prowadzono w urzadzeniu pHaser do izoelektrofokusingu (Bio-Rad
PROTEAN IEF Cell). Po osiagnigciu rownowagi, pasek inkubowano w 1,5 ml roztwo-
ru 6 mol/l mocznik, 375 mmol/l Tris, 130 mmol/l DTT, 2% SDS, 20% glicerolu i deli-
katnie wytrzasana przez 10 min, w temp. pokojowej, a nastgpnie wykonywano rozdziat
biatek w drugim kierunku metoda SDS-PAGE w zelu cienkowarstwowym (75 mm x
83 mm x 1,5 mm) w aparacie Mini-protean II-cell. St¢zenie akrylamidu w Zelu roz-
dzielajacym wynosito 15%. Po zakonczeniu rozdziatu, zele przemyto 20% roztworem
TCA i barwiono barwnikiem Coomassie Brillant Blue R-250. Zele skanowano stosujac
system Gel Doc 2000.

Oznaczanie zawartosci immunoreaktywnych biatek serwatkowych i kazeinianu sodu
metodq COMPETITIVE ELISA.

Mikroptytki optaszczano roztworem antygenu o stezeniu 1 pg/ml w buforze we-
glanowym o pH 9,6 wilosci 100 pl/studzienke, a nastepnie inkubowano 60 min
w temp. 37°C. Po tym czasie ptukano 0,9% roztworem NaCl w 50 mM buforze fosfo-
ranowym o pH 7,5 z 0,05% dodatkiem Tween-20 (PBS-T). Po kazdym etapie metody
ELISA stosowano inkubacj¢ mikroptytek w temp. 37°C i trzykrotne przemycie roztwo-
rem PBS-T. Nastepnie wprowadzano do studzienek po 150 ul 1,5% roztworu zelatyny
w PBS-T i inkubowano 30 min w temp. 37°C. Kolejnym etapem bylo rownoczesne
wprowadzenie do kazdej ze studzienek 50 ul badanych antygendéw, badz standardu i 50
ul roztworu surowicy kroliczej zawierajacej specyficzne przeciwciala. Nastgpnie po-
dawano 100 pl koniugatu koziej przeciwkroliczej 1gG znaczonej peroksydaza chrza-
nowa.

Oznaczajac poziom specyficznej IgE na tym etapie analizy dodawano do studzie-
nek ludzka surowicg w rozcienczeniu 1:2, prowadzono inkubacjg 2 h, a nastepnie do-
dawano biotynylowany koniugat poliklonalnej antyludzkiej surowicy IgE (1:5000),
(Nordic Immunology). W dalszej kolejnosci dodawano 100 pl streptawidyny skoniu-
gowanej z peroksydaza chrzanowa w rozcienczeniu 1:100 (Nordic Immunology).

Ciag dalszy w obydwu rodzajach analizy byt taki sam. Po kolejnej inkubacji
iprzemyciu mikroplytki, dodawano substrat (100 pl roztworu 3,3’-,5,5-
tetrametylobenzydyny, TMB) w buforze fosforanowo-cytrynowym, pH 5,5. Po 30-
minutowej inkubacji reakcj¢ enzymatyczng zatrzymywano dodajac 2 M roztwor kwasu
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siarkowego (50 ul/studzienka). Absorbancj¢ odczytywano przy diugosci fali 450 nm
stosujac czytnik ,,Sunrise” firmy Tecan.

Ocena sensoryczna wybranych hydrolizatow

Do badan przygotowano 1% roztwory hydrolizatow WPC w wodzie destylowa-
nej. Z badan sensorycznych wytaczono hydrolizaty kazeinowe, ze wzgledu na wyraz-
nie gorzki smak. Oceng sensoryczna wykonywano metoda ilo§ciowej analizy opisowej
(Quantitative Descriptive Analysis—QDA) [2, 9] w laboratorium sensorycznym, spet-
niajacym wymagania okreslone norma ISO 8589 [6]. Do oszacowania wynikow zasto-
sowano skomputeryzowany system wspomagania analiz sensorycznych ANALSENS.

Analiza bialek mleka przy zastosowaniu spektrometrii mas wykonana w Zakladzie
Biochemii Zywnosci, UWM, Olsztyn

Masy czasteczkowe uzyskanych preparatéw hydrolizowanych biatek analizowano
w trybie liniowym za pomoca spektrometru mas, typu Ettan MALDI-ToF Pro (Amers-
ham Biosciences), stosujac jako matryce kwas sinapinowy (Amersham) w roztworze
50% acetonitrylu i 0,1% kwasu trifluorooctowego. Do kalibracji zewngtrznej wykorzy-
stano o-laktoalbuming (SIGMA). Teoretyczne masy czasteczkowe wyliczano na pod-
stawie sekwencji aminokwasowej, korzystajac z programu pl/MW, dostgpnego na
stronie http://www.expasy.org.

Whiyniki i dyskusja

Dostgpna aktualnie na rynku oferta odzywek dla alergikow charakteryzuje sig
resztkowa aktywnoS$cia alergenng i antygenowa [11]. W publikacji Giampietro [3] do-
tyczacej hypoalergicznych odzywek podkres$lono, ze zadna z dotychczas opracowa-
nych i znajdujacych si¢ w sprzedazy odzywek nie jest catkowicie bezpieczna, oprocz
mieszaniny aminokwasow. Wspotczesne badania skupiaja si¢ wigc na wskazaniu gra-
nicznej warto$ci masy czasteczkowej peptydow, ktore wchodzityby w sktad standary-
zowanej mieszanki hypoalergicznej i nie inicjowaty reakcji alergicznej poprzez wigza-
nie przeciwciat klasy IgE. Duze mozliwosci technologiczne stwarza hydroliza enzyma-
tyczna biatek.

Ocena surowca za pomocq analizy spektralnej

Mleko jest bardzo rozbudowana matryca zywnosciowa o licznych interakcjach
wystepujacych pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami. Wspodtczesne techniki badaw-
cze, takie jak np. spektroskopia masowa, pozwalaja w pelni zaobserwowac niektore
wzajemne powigzania pomigdzy biatkami, cukrami, tluszczami i innymi substancjami
0 mniejszym znaczeniu technologicznym, ale bardzo duzym wplywie na organizm
ludzki.
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Stwierdzono, ze surowiec wybrany do produkcji hydrolizatow (WPC-65) jest bo-
gatym zbiorem glikoprotein (biatka skoniugowane z laktoza lub heksoza), ktore nie-
watpliwie stanowia duze zagrozenie alergenne. Na podstawie analizy mas czasteczko-
wych wykazano obecno$¢ 15 glikoprotein w zakresie mas czasteczkowych od
14519,767 do 19251,765 Da (tab. 1). W pracy dotyczacej zastosowania spektrometrii
masowej do monitorowania jakosci mleka, Siliciano 1 wsp. [10] zwracaja szczeg6lna
uwagg na fakt pojawiania sig¢ laktozylowanych biatek, ktore reaguja w sposob zblizony
do haptenow, powodujac wzrost aktywnosci alergennej poszczegdlnych biatek.

Tabela 1

Masy czasteczkowe bialek i glikoprotein scharakteryzowane w sktadzie surowca biatek serwatkowych
uzytych do produkcji hydrolizatow, przy zastosowaniu spektrometru mas typu Ettan MALDI ToF Pro
(Amersham Biosciences).

Molecular weight of proteins and glycoproteins found in WPC raw material used to production of hydro-
lysates determined by mass spectrum with usage Ettan MALDI ToF Pro (Amersham Biosciences).

Masa czasteczkowa [Da] . Pow1e.r zchnia Czas [ps] Przewidywany produkt
Molecular weight [Da] DeanStk,l umown.e} Time [us] Components
Area [arbitrary units]

14190,9 5209 80,7581 a-la
14519,7 12647 81,6850 a-la+2 heksozy
14683,6 16588 82,1430 a-lat+laktoza+heksoza
14842,6 18521 82,5850 a-la+2 laktozy
15016,2 18402 83,0651 a-latlaktoza+3 heksozy
15173,3 16655 83,4970 o-la+ 2 laktozy+2 heksozy
15330,9 12968 83,9280 a-la+3 laktozy+heksoza
15493,7 11468 84,3708 a-lat+4 laktozy
18511,2 2633 92,1946 B-lgtheksoza
18599,2 2925 92,4128 B-lg+laktoza
18776,7 4560 92,8514 B-lg+3 heksozy
18837,9 4876 93,0022 B-lg+3 heksozy
18926,5 6201 93,2200 B-lg+laktoza+2 heksozy
19098,8 8751 93,6421 B-lg+laktoza+3 heksozy
19157,0 9690 93,7841 B-1g+2 laktozy-+heksoza
19251,7 11809 94,0150 B-1g+3 laktozy

Immunoreaktywnos¢ hydrolizatow — ELISA i elektroforeza 2D

Metoda ELISA stwierdzono, ze zaré6wno hydroliza jedno- i dwustopniowa
preparatu biatek serwatkowych nie pozwolita na wyizolowanie frakcji catkowicie
pozbawionej immunoreaktywnosci. Wraz ze zmniejszaniem si¢ udzialu bialek
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wysokoczasteczkowych w poszczegélnych frakcjach obserwowano obnizanie sig
poziomu immunoreaktywnosci wzgledem a-la i B-lg, ktora jest charakterystyczna dla
biatek niemodyfikowanych. Procesy enzymatyczne, powodujac rozerwanie tancucha
biatkowego, nie niszczyly jednak obszaré6w obejmujacych epitop. Dlatego tez
w kazdej, analizowanej oddzielnie frakcji, stwierdzano aktywne wigzanie si¢ antygenu
z przeciwciatem. W tab. 2. przedstawiono pozostala immunoreaktywno$¢ wybranych
hydrolizatow serwatkowych podzielonych na frakcje w zalezno$ci od mas czasteczko-
wych skladowych bialek. Enzymem najbardziej obnizajacym immunoreaktywno$é
o-la byta pronaza. Koszty jej zakupu sa jednakze zbyt wysokie, aby wskazywac ja jako
enzym do wykorzystania w przysztej produkcji odzywek dla dzieci alergicznych.
Dlatego tez uwagg zwrocono na Alkalaze, ktora jest tansza, a rowniez skuteczna.
Proces hydrolizy dwustopniowej z Alkalaza i pronaza byt najkorzystniejszym
procesem, albowiem pozwolit na uzyskanie obnizenia immunoreaktywnosci o-la do
0,244 pg/ml, a B-lg do 1,566 pg/ml.

Tabela 2
Immunoreaktywnos$¢ poszczegdlnych frakcji wybranych hydrolizatow biatek serwatkowych.
Immunoreactivity of fractions of selected WPC hydrolysates.
Enzym stosowany Numer Masy czasteczkowe bialek frakcji Immunoreaktywno$¢
do hydrolizy frakcji serwatkowych Immunoreactivity
Enzyme used for Number | Protein molecular mass of fraction a-la B-lg
hydrolysis of fraction [-10° Da] [ng/ml] [ug/ml]
I 67-43 4,002 0,051
I 43-25 4,299 7,626
Pronaza I 25-13,7 5,921 14,160
v 13,7-6,5 0,197 1,566
\Y 6,5-1,35 0,037 3272
I 18,5-6,8 21,460 13,910
II 6,8-4,8 10,420 11,710
Alkalaza | 4,814 0.215 2,467
v >1,4 0,116 2,476
I 25-13,7 4,746 3,647
Alkalaza + pronaza 1I 13,7-6,5 4,831 5,587
0l 6,5-1,35 0,244 1,566

Immunoreaktywne wtasciwosci poszczegodlnych hydrolizatdéw zostaty dobrze
udokumentowane metoda immunoblottingu, wykonana po dwukierunkowe;j
elektroforezie.
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Obraz elektroforetyczny hydrolizatu uzyskanego z WPC przy udziale Alkalazy
uwidocznil mnogo$¢ biatek i peptydéw obecnych praktycznie w calym analizowanym
zakresie pl (3-10) i mas czasteczkowych (do 67-10° Da). Najwigksze skupisko immu-
noreaktywnych podjednostek biatkowych stwierdzono w obszarze ponizej 14,4-10° Da
i pl 2,5-7. Elektroforegram biatek WPC hydrolizowanych pronaza uwidocznit biatka
w wiekszosci zhydrolizowane do czasteczek mniejszych niz 20-10° Da gltéwnie w za-
kresie pl 4-6,5 oraz 9-10 pl. Natomiast na immunoblocie wykonanym z przeciwciatem
anty a-la widocznych byto wyodrebnionych 5 plamek, za$ z przeciwciatem anty -1g
byto wyrazne skupisko wigkszej liczby plamek ponizej 22-10° Da. Elektroforegramy
rozdzialow bialek serwatkowych w systemie 2D uzyskanych podczas dwustopniowe;j
hydrolizy przedstawiaja skupisko plamek biatkowo-peptydowych w zakresie pl 3-6,5
(hydrolizat WPC z Alkalaza i papaina) pl 3,8-6,2 (hydrolizat WPC z pronaza i Alkala-
za), pl 4,2-6,2 (hydrolizat WPC z pronaza i papaina), ponizej masy czasteczkowej od-
powiadajacej wielkosci czasteczek 20,6-10° Da. Na rys 1. przedstawiono przyktad
elektroforezy dwukierunkowej i immunoblottingu hydrolizatu WPC z Alkalaza i pro-
naza. Zaden z proceséw dwustopniowej hydrolizy nie zagwarantowal catkowitej re-
dukcji immunoreaktywno$ci nowo wytworzonych produktow z WPC. Jednoczes$nie
stwierdzono, ze tatwiej hydrolizowane jest bialtko a—la niz B-1g. Proteoliza B-lg spo-
wodowata powstanie wigkszej ilosci peptydow, w ktdrych pozostaly epitopy o charak-
terze liniowym, reagujace z przeciwciatem anty-p-lg.

Holland i wsp. [5] zastosowali metodg elektroforezy 2D do analizy wszystkich
biatek mleka. Stosujac 24 cm zel do rozdzialu biatek na paskach w zakresie pl 4-7
1 SDS-PAGE w 14% zelu oznaczono 150 plam wskazujacych na obecno$¢ rdéznych
biatek, z czego 50 zidentyfikowano metoda PMF (Peptide Mass Fingerprinting). Naj-
wyrazniej byly widoczne plamy pochodzace od oy kazeiny, B-kazeiny, B-lg i a-la.
W obrebie oy, kazeiny scharakteryzowano trzy plamki, ktore obrazowaty rézne po-
ziomy fosforylacji. k-kazeina wystgpowata w postaci przynajmniej 10 oddzielnych
plamek w przedziale pl 5-81 — 4,47. Autorzy stwierdzili, ze obraz elektroforetyczny
biatek mleka jest nastepstwem potranslacyjnych ich modyfikacji wystepujacych u po-
szczegolnych krow.

Ocena sensoryczna

Produkcja hydrolizatow z biatek mleka taczy sig z ryzykiem uzyskania produktow
o niezadawalajacych lub wrecz negatywnych cechach sensorycznych, co jest szczegol-
nie wazne podczas produkcji odzywek dla dzieci. Dlatego tez zastosowanie analizy
sensorycznej do oceny hydrolizatéw pozwala na wyeliminowanie catkowicie nieko-
rzystnych produktow i wylonienie tych, ktore moga spetnia¢ oczekiwania konsumen-
tow.
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Rys. 1. A) Elektroforeza dwukierunkowa hydrolizatu biatek serwatkowych WPC uzyskanego z pronaza
i Alkalaza,
B) immunoblotting z przeciwciatami skierowanymi do a-la (rozc. 1:1500),
C) immunoblotting z przeciwciatami skierowanymi do -1g (rozc. 1:1000)
Fig. 1. A) 2D electrophoresis of WPC hydrolysate obtained with pronase and Alcalase,
B) Immunoblott with anti-a-la antibodies (diluted 1:1500),
C) Immunoblott with anti-p-la antibodies (diluted 1: 1000).
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Zaobserwowano, ze dominujacymi cechami, typowymi dla tego rodzaju produk-
tow, byly smak i zapach mydlasty oraz mleka w proszku. Intensywnos¢ tych wyrozni-
kow byta znacznie wyzsza od pozostatych, takich jak zapach thuszczu, smak stodki
i stony.

Wszystkie hydrolizaty charakteryzowaly si¢ stabo wyczuwalnym zapachem thusz-
czu oraz niskim poziomem smaku stodkiego. Podczas hydrolizy laktozy znacznie
wzrosta w preparacie ilo$¢ glukozy, aczkolwiek nie miato to wptywu na poprawg sma-
ku hydrolizatu.

Hydrolizat pepsynowy opisano jako najbardziej stony, na co niewatpliwie miat
wplyw proces przygotowywania preparatu, a w szczego6lnosci konieczno$¢ zmiany pH
do warto$ci optymalnej do dziatania kazdego ze stosowanych enzyméw. Podezas tego
procesu uzywano roztworow NaOH oraz HCI, co byto przyczyna wytworzenia znacz-
nej 1los¢ soli w reakcji zobojgtniania.

Glownym wyréznikiem decydujacym o jakosci sensorycznej hydrolizatow bial-
kowych bylto natezenie smaku gorzkiego. Smak gorzki stwierdza si¢ zazwyczaj w pre-
paratach zawierajacych peptydy o masach czasteczkowych ponizej 10-10° Da. Jego
nasilenie jest proporcjonalne do stopnia hydrolizy i aktywno$ci zastosowanej proteazy
[1]. Stwierdzono, ze wszystkie badane hydrolizaty charakteryzowaty si¢ mniej lub
bardziej intensywna gorycza, ktorej towarzyszyt dodatkowo smak zjelczatego thuszczu.
Najwyzsza oceng og6lna uzyskat hydrolizat Alkalazowo-papainowy.

Alergennos¢ hydrolizatow

Wytwarzanie specyficznych przeciwcial klasy IgE jest genetycznie uwarunkowa-
ng cecha atopii, aczkolwiek na poziom immunoglobulin wptywa duzo innych czynni-
kéw srodowiskowych, ustrojowych oraz procesy regulacji komorkowe;.

W badaniach poréwnano potencjat alergenny dwoch hydrolizatdéw o najnizszej
immunogennosci produkcji wlasnej oraz dwoch wyprodukowanych przemystowo (Nu-
tramigen i Profylac). Uzyskane wartosci $rednie absorbancji opisujace poziom IgE
specyficznej oszacowany w stosunku do hydrolizatéw Alkalazowo-pronazowych
z WPC i kazeinianu sodu byty nizsze (0,248 i 0,306) niz analogicznych handlowych
odzywek (Nutramigen i Profylac) wyprodukowanych na bazie takiego samego surowca
(0,278 1 0,332), (rys. 2.). Sktania do wyciagnigcia wniosku o stusznym i korzystnym
kierunku prowadzonych badan dazacych do wprowadzenia nowego zestawu enzyma-
tycznego mogacego stanowi¢ w przysztosci podstawe do produkcji odzywek hypoaler-
gicznych.
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Rys. 2. Poziom specyficznej immunoglobuliny klasy E w reakcji z A) hydrolizatem WPC i kazeinianu

sodu uzyskanym przy zastosowaniu Alkalazy i pronazy, B) odzywkami Nutramigen i Profylac.

Fig. 2.  The level of specific IgE determined against of A) Alcalase-pronase hydrolysate from WPC and
sodium caseiante, B) Nutramigen and Profylac.
Whioski

1. Metoda spektrometrii masowej pozwolita na oceng stosowanego liofilizatu biatek
mleka 1 wykazanie obecnosci adduktow reszt cukrowych z czasteczkami biatko-
wymi, co moze inicjowac reakcje alergiczne jako skutek procesu technologicznego
wstepnej obrobki mleka.

2. Stwierdzono znaczne zroznicowanie immunoreaktywnosci frakcji peptydowo-
biatkowych hydrolizatow serwatkowych i kazeinowych. Produktem charakteryzu-
jacym si¢ najnizsza immunoreaktywno$cia w stosunku do przeciwcial anty-o-la
i anty-B-lg byl hydrolizat bialek serwatkowych uzyskany przy uzyciu dwustopnio-
wej hydrolizy WPC-65 Alkalaza i pronaza, a w szczego6lnosci jego niskoczastecz-
kowa frakcja.

3. Podczas analizy metoda ELISA z wykorzystaniem ludzkich surowic stwierdzono,
ze hydrolizaty te charakteryzowaly si¢ nizsza alergennoscia anizeli preparaty han-
dlowe Nutramigen i Profylac.

4. Zastosowanie Laktozymu pozwolito na obnizenie poziomu laktozy w hydroliza-
tach, co moze mie¢ duze znaczenie dla osob cierpiacych na nietolerancj¢ mleka
wywotana obecnoscia tego dwucukru.

5. Ocena sensoryczna wybranych hydrolizatdow wykazala znaczny poziom nieko-
rzystnych cech smakowych i zapachowych utrzymujacych si¢ w hydrolizatach.
Poprawe walorow sensorycznych hydrolizatu WPC uzyskano stosujac hydrolize
dwustopniowa z Alkalazg i papaina.



54 Barbara Wroblewska, Lucjan Jedrychowski, Marek Farjan

Badania wykonano w ramach grantu PBZ/KBN021/P06/99/16

Autorzy skladajq serdeczne podziekowanie pracownikom Zaktadu Biochemii
Zywnosci, UWM w Olsztynie, prof. dr hab. Jerzemu Dziubie, dr. inz. Marcie Niklewicz
i dr hab. Piotrowi Minkiewiczowi, prof. UWM za pomoc w wykonaniu i opracowaniu
wynikow uzyskanych metodq spektroskopii masowej.

Praca byta prezentowana podczas XXXVII Ogolnopolskiej Sesji Komitetu Nauk o
Zywnos’ci PAN, Gdynia, 26 — 27.1X.2006.

Literatura

[1] Bumberger E, Belitz HD.: Bitter taste of enzymic hydrolyzates of casein. Z. Lebensm.-Unters. For-
sch. 1993, 197, 14-19.

[2] Barytko-Pikielna N.: Sensoryczna analiza profilowa i ocena konsumencka w opracowaniu nowych
produktéw zywnosciowych. Mat. Konf. ,,Food produkt development — Opracowywanie nowych pro-
duktow zywnos$ciowych” Akademia Rolnicza, Poznan 1995, s. 207-220.

[3] Giampietro P.G., Kjellman N.I.M., Oldaeus G., Wouters-Wesseling W., Businco L.: Hypoallergenic-
ity of an extensively hydrolyzed whey formula. Pediatric Allergy and Immunology, 2001, 12, 2, 83-
86.

[4] Hanson B. J., Schulenberg B., Patton W.: A novel subfraction approach for mitochondrial proteins: A
tree-dimensional mitochondrial proteome map. Electrophoresis 2001, 22, 950-959,.

[5] Holland J. W., Deeth H. C., Allewood P. F.: Proteomic analysis of k-casein micro-heterogeneity.
Proteomics, 2004, 4, 743-752.

[6] ISO 8589:1998. Sensory analysis — General guidance for the design of test rooms.

[7] ISO/DIS 13299.2:1998. Sensory analysis — Methodology - General guidance for establishing a sen-
sory profile.

[8] Koztowska-Wojciechowska M., Naruszewicz M., Mamcarz A., Mamcarz B.: Rada Promocji Zdro-
wego Zywienia Czlowieka. Mleko i jego przetwory — niezbedne produkty w zachowaniu zdrowia.
Ekspertyza i rekomendacje. Warszawa 2004.

[9] Matuszewska 1., Szczecinska A., Baryltko-Pikielna N.: Przydatno$¢ sensorycznej metody profilowe;j
w interpretacji preferencji konsumenckich wybranych produktéw. Zywno$é. Technologia. Jakosé,
1998, 1, (14), 5-21.

[10] Siciliano R., Rega B., Amoresano A., Pucci P.: Modern mass spectrometric methodologies in
monitoring milk quality. Analytical Chemistry, 2000, (72), 2, 15.

[11] Rosendal A., Barkholt V.: Detection of Potentially Allergic Material in 12 Hydrolyzed Milk Formu-
las, J. Dairy Sci., 2000, 83, 2200-2210.

[12] Szab¢ E., Hajos Gy., Matuz J.: Identification of major allergens of cereal proteins by electrophoretic
methods. Pol. J. Food Nutr. Sci. 2002, 11/52, SI 2, 131-134,.

[13] Wos H. Grzybowska-Chlebowczyk U., Ubik-Wrdbel B., Szymanska M., Maciejowska A., Kopyta L.
Czgstos¢ wystgpowania nietolerancji laktozy u dzieci z IgE-zalezna alergia na biatka mleka krowie-
go, Pediatria Wspotczesna. Gastroenterologia, Hepatologia i Zywienie Dziecka, 2000, 2, 1, 31-34.

[14] Wroblewska B., Jedrychowski L., Szabo E., Hajos G.: The reduction of cow milk proteins immuno-
reactivity by two—step enzymatic hydrolysis. Acta Alimentaria, 2005, 34, 3, 307-315.

[15] Wroblewska B., Troszynska A.: Enzymatic hydrolysis of cow’s whey milk protein in aspect of utility
in production of hypoallergenic formulas. Pol. J. Food Nutr. Sci., 2005, 14/55, 4, 349-357.



JAKOSC HYDROLIZATOW BIALEK MLEKA KROWIEGO W ASPEKCIE PRODUKCJI ODZYWEK... 55

[16] Wroblewska B., Jedrychowski L., Hajos G., Szabo E.: Properties of an enzymatic hydrolysate ob-
tained from sodium caseinate isolate as a hypoallergenic formula. Pol. J. Envir. Studies, 2005, 14, II,
411-416.

QUALITY OF COW MILK PROTEIN HYDROLYSATES IN ASPECT OF PRODUCTION
OF HYPOALLERGENIC FORMULAE

Summary

The aim of the study was to reduce of the immunoreactivity of cow milk proteins, present in WPC-65
(a-lactalbumin i B-lactoglobulin) and sodium caseinate (a-, B-, K-casein) as a result of enzymatic hydroly-
sis prepared with Alcalase 2.4 L, Novo Nordisk (Bacillus licheniformis), pronase — (Streptomyces griseus
protease), papain — EC 3.4.22.2, pepsin (E.C. 3.4.23.1) (Sigma), and LactozymuTM3000 L HPG (Novo
Nordisk).

The analysis was carried out by ELISA methods, 2D electrophoresis, gel chromatography, sensory
analysis and mass spectroscopy. The immunoreactivity of selected hydrolysates and hypoallergenic for-
mulas (Profylac and Nutramigen) was compared using of CMA patients sera.

It was concluded that there is possiblity to obtain hypoallergic product based on low molecular frac-
tion of WPC-65 Alcalase-pronase hydrolysate.

Key words: allergy, enzymatic hydrolysis, cow milk, immunoreactivity
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