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Karakterizacija
beta-laktoglobulina
modifikovanog fruktozom

Majlardova reakcija se Cesto koristi za promenu
bioloskih osobina proteina iz hrane, gliko-
vanjem njihovih amino-kiselina zagrevanjem.
Cilj ovog rada je da se ispita postupak izo-
lovanja B-laktogloblina (B-LG), a zatim oka-
rakteriSe konjugat B-LG-a i D-fruktoze nastao
Majlardovom reakcijom. Izolovani B-LG je sa-
driavao male kolicine o-LA. Majlardova re-
akcija je dala veliki broj razlicitih konjugata
ovog preparata, koji su pokazali odredene anti-
bakterijske osobine. Poredenjem sa Majlar-
dovim proizvodima hromatografski neprecis-
Cene surutke, dolazi se do zakljucka da glavno
antibakterijsko dejstvo, najverovatnije ima mo-
difikovani -LG.

Uvod

B-laktoglobulin (B-LG) je jedan od glavnih
proteina mleka sisara. Njegova funkcija nije
jasno definisana, iako se zna da vezuje neke hi-
drofobne molekule i u¢estvuje u njihovom tran-
sportu (Kontopidis 2004). Molekulska masa
B-LG je 18.4 kDa. Jedan od nacina da se izmene
osobine proteina hrane je i glikovanje, koje se
cesto odigrava tokom termicke obrade hrane
(Ilchmann 2010). Rec¢ je o Majlardovoj reakciji
koja je se odigrava izmedu amino-kiselina i re-
dukujucih Seéera usled zagrevanja.

Ranija istraZivanja su se dosta bavila pro-
izvodima B-laktogloblina nastalim Majlardovom
reakcijom (Oliver et al. 2006). Glikovanje moZe
dovesti do promene alergenosti, anitmikrobne
aktivnosti, antioksidantih svojstava, antimuta-
genih svojstava. Neka istraZivanja su ukazala na
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to da se reakcijom sa Seéerima moze maskirati
epitop odgovoran za alergenost te supstance (Ta-
heri-Kafrani et al. 2009). Osobine koje modi-
fikovani protein poseduje zavisi od prirode same
Majlardove reakcije, koja dovodi do promene u
konformaciji proteina koja pored toga zavisi i od
efekta temperature, vode itd. (Mills ez al. 2006).
Takode, osobine nastalog kompleksa zavise i od
koncentracije Secera kojim je delovano na pro-
tein.

D-fruktoza je redukujuci pentozni Secer, koji
ima vaznu ulogu u prehrambenoj industriji. Za
razliku od glukoze u vecem stepenu se nalazi u
acikli¢nom obliku, tako da se Majlardova re-
akcija odigrava brze sa fruktozom (Dills 1993).

Cilj ovog rada je da se izoluje -laktoglobulin
iz surutke, a zatim, nakon glikovanja D-fruk-
tozom ispita antimikrobno svojstvo nastalih pro-
izvoda, i uporedi sa nepreciséenom surutkom,
takode prethodno tretiranom D-fruktozom.

Materijal 1 metode

U eksperimentu je kori§éena preciséena su-
rutka sveZeg, netretiranog kravljeg mleka. Mleko
je najpre profiltrirano kroz gazu, a zatim centri-
fugiranjem odmaséeno. Kazein je istalozen spu-
Stanjem pH vrednosti na 4.6. Tako dobijena
surutka prec¢i§éena jonoizmenjivackom i gel-fil-
tracionom hromatografijom. Tok hromatografije
je pracen SDS PAG elektroforezom i odre-
divanjem koncentracije proteina u uzorcima.
Modifikacija D-fruktozom izvrSena je prema
izmenjenom protokolu za Majlardovu reakciju
(Jiang 2012). Antibakterijska svojstva ispitana
su na podlogama zasejanim bakterijom E. coli.
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PreciScavanje - LG iz surutke

Netretirano mleko je profiltrirano kroz gazu,
nakon ¢ega je centrifugirano kako bi se otklonile
masti iz mleka. Nakon odmas¢ivanja mleka, pH
vrednost je spusStena na 4.6 pri cemu je kazein is-
taloZen. Kazein je od surutke otklonjen centri-
fugiranjem. Dobijena surutka je dijalizovana
preko nodi (0.02 M fosfatni pufer pH 6.8) u cilju
pripremanja uzorka za jonoizmenjivacku hro-
matografiju. Koncentracija proteina u uzorku
odredena je Bradfordovom metodom prema pro-
tokolu (Vujci¢ 2002).

Jonoizmenjivacka hromatografija radena je
na matriksu DEAE Sepharose 100. Kolona je
prethodno ekvilibrisana 0.02 M fosfatnim pu-
ferom pH 6.8. Nevezani proteini su eluirani sa
ekvilibracionim puferom, dok su vezani eluirani
puferima sa rastu¢om koncentracijom natrijum
hlorida (od 0.1 do 0.5 M). Po zavrSetku hroma-
tografije dobijeno je 7 frakcija za dalju analizu,
od kojih je svaka imala zapreminu 50 mL. Ove
frakcije su analizirane SDS-PAG elektrofo-
rezom. Uzorci za elektroforezu su pripremljeni
kuvanjem, 5 min na 100°C, 20 uL uzorka sa
80 uL. PUZ-a. 14% gel je pripremljen prema pro-
tokolu (Laemmli 1970).

Gel filtraciona hromatografija je radena na
matriksu Sephadex G-100. 1z frakcija dobijenih
prvom gel filtracionom hromatografijom, glo-
bulini su talozeni 40% amonijum-sulfatom po
protokolu (Vujc¢i¢ 2002). Dobijeni talog je ras-
tvoren u PBS-u pH 6.8 (137 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,) i ponovo
razdvojen na matriksu Sephadex G-100. Frakcije
su analizirane na SDS-PAGE.

Majlardova reakcija. Proteini preciséene
surutke su tretirani D-fruktozom modifikovanom
Majlardovom reakcijom (450 mg fruktoze,
0.9 mL rastvora f-LG i 0.6 mL H,O), 18 hna
90°C. Uzorci su zatim analizirani na SDS-
-PAGE.

Antibakterijski test je raden sa koncentro-
vanim i 10 puta razblaZenim uzorkom modifiko-
vane preciScene surutke. Uzorci su nanoSeni u
bunare hranljive podloge zasejanom E. coli. Pre
pocetka eksperimenta, bakterija je uzgajanau LB
te¢noj podlozi tokom no¢i, pa je 100 pL suspen-
zije zasejano na LA podlogu, gde je ravnomerno
utrljano. Podloge su inkubirane na 37°C tokom
nodi. Zona inhibicije je merena lenjirom.
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Rezultati 1 diskusija

Izolovanje surutke. Odredena je koncentra-
cija proteina 40 mL dobijene prec¢iséene surutke.
Na talasnoj duZini od 595 nm je izmerena absor-
banca od 0.360. Na osnovu apsorbance 10 puta
razblaZzenog uzorka i jednacine kalibracione
prave A =0.001C + 0.0068 (gde je A apsorbanca,
a C koncentracija) izracunata je koncentracija
proteina u pocetnom, koncentrovanom uzorku;
ova koncentracija je iznosila 35.32 mg/mL.
Dobijena koncentracija je znatno manja u odnosu
na vrednosti dobijene u ranijim istrazivanjima
(Li 2008) gde je koncentracija iznosila
143.4 mg/mL. Pretpostavlja se da ovako velika
razlika u koncentracijama potice od razlicitih
matriksa kori$¢enih za hromatografije.

Jonoizmenjivacka hromatografija. Frak-
cije dobijene jonoizmenjivackom hromatografi-
jom su analizirane SDS-PAG elektroforezom.
Koncentracija B-LG-a je veca u poslednjih pet
frakcija, dok je u prve dve frakcije koncentracija
znatno manja, Sto se videlo na gelu. U najvecoj
koncentraciji se - LG nalazio u Cetvrtoj frakciji i
stoga je ona odabrana za dalje preciS¢avanje
gel-filtracionom hromatografijom.

Gel-filtraciona hromagrafija. Gel-filtraci-
ona hromatografijom je sakupljeno trideset i
sedam frakcija. Posto je koncentracija proteina u
frakcijama bila veoma mala, gel filtracija je po-
novljena sa jo$ jednom frakcijom od jonoizme-
njivacke hromatografije. Frakcija je prethodno
istaloZena amonijum-sulfatom u cilju koncen-
trovanja proteina. Prikupljeno je sto frakcija i
uraden SDS-PAGE. Zatim je 37 upotrebljivih
frakcija spojeno u grupe na sledeci nacin: 1-6,
20-25, 42-46, 54-57, 62-66, 77-81, 91-96. Nakon
spajanja ovih frakcija, uzorak je ponovo skon-
centrovan amonijum sulfatom i centrifugiran, a
zatim je podvrgnut Majlardovoj reakciji.

Majlardova reakcija. Nakon Majlardove
reakcije uzorci su analizirani na SDS-PAGE-u.
Na slici 1 su prikazani uzorci nemodifikovanih i
modifikovanih proteina surutke (a), odnosno
nemodifikovanog i modifikovanog precis¢enog
B-LG-a (b).

Pracenjem promene izgleda traka kod uzo-
raka nepreciscene surutke uocava se da ne po-
stoji bitna razlika izmedu dva kontrolna uzorka
(na slici oznaceni sa 1), dok se uzorak za koji je
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Slika 1. SDS-PAG elektroforeza uzoraka.

a) Termicki tretirana surutka: 1 — kontrola (bez
dodatka D-fruktoze) 2 — Majlardovi proizvodi
surutke;

b) Termicki tretiran -LG: 1 — kontrola (bez dodatka
D-fruktoze), 2 — Majlardovi proizvodi 3-LG.
Crticama je obeleZena vrednost od 18.4 kDa.

Figure 1. SDS-PAG electrophoresis patterns.

a) Heat-treated whey: 1 — control (without the
addition of D-fructose) 2 — Maillard’s whey
products;

b) Heat-treated 3-LG: 1 — control (without the
addition of D-fructose), 2 — Maillards products 3-LG.
Dashes marked value of 18.4 kDa.

pretpostavljeno da je Majlardov proizvod zna-
¢ajno razlikuje (2). Kod Majlardovih proizvoda
dolazi do povecanja molekulske mase oba glavna
proteina surutke ukljucujuéi B-LG usled konju-
gacije sa D-fruktozom. Da ne dolazi do jednake
konjugacije vidi se iz pojave Sirenja proteinskih
traka na gelu. Kada se uzorci Majlardovih
proizvoda nepreciséene surutke, uporede sa pro-
izvodima gde je surutka precis¢ena hromato-
grafski, vidi se da je B-LG zastupljeniji od ostalih
proteina, ali da izolovanje nije u potpunosti
uspelo jer se i dalje vide tragovi drugih proteina
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kao §to je a-LA (kako u nemodifikovanom, tako
i u modifikovanom uzorku). Medutim, deli-
micno precisceni B-LG pokazuje ocekivani trend
u porastu molekulske mase nakon konjugacije sa
D- fruktozom. Ovaj rezultat nam pokazuje da je
Majlardova reakcija uspesno izvrsena.
Antibakterijska aktivnost modifikovanog
B-LG data je u tabeli 1, gde su prikazane vred-

nosti zona inhibicije.

Tabela 1. Pre¢nici zone inhibicije kod
antibakterijskog testa

Prec¢nik zone inhibicije (mm)

nerazblaZeni  uzorak
uzorak razblazen
deset puta
Kontrola 0 0
Modifikovani 27 0
proteint |
nepreciséene
surutke
Modifikovana 25 0
preciscena
surutka (B-LG)

1z rezultata prikazanih u tabeli moZe se za-
kljuciti da Majlardovi proizvodi surutke, kao i
B-LG imaju antibakterijsko dejstvo. Do pojave
zone inhibicije ne dolazi u slu¢aju kontrolne
grupe (netretirana surutka, odnosno netretirani
B-LG), dok koncentrovani uzorak dovodi do
znacajnog smanjenja bakterijskog rasta. Uzorak
koji je razblaZen deset puta, usled premale kon-
centracije modifikovanih proteina ne pokazuje
antibakterijsko svojstvo. Antimikrobna aktiv-
nost Majlardovih proizvoda proteina surutke i
samog -LG sa bilo kojim Secerima do sada nije
pokazana (Chevalier et al. 2001). 1z rezultata se
takode moZe primetiti da je antibakterijsko dej-
stvo modifikovanih ukupnih proteina surutke
gotovo jednako kao i dejstvo rastvora modifi-
kovanog preciséenog B-LG-a. Ovo govori o mo-
guénosti da antimikrobno dejstvo prvenstveno
poti¢e od modifikovanog B-LG, dok ostali pro-
teini imaju manji doprinos. Takode, postoji i
mogucénost da antibakterijsko dejstvo potice i od
velike koli¢ine termicki tretiranog Secera, §to je
pokazano u nekim radovima (Suortti i Milkki
1984).
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Zakljucak

Preciscavanje surutke u cilju dobijanja beta
laktoglobulina (3-LG) bilo je delimi¢no uspesno,
uz pojavu pojedinih glavnih proteina surutke u
tragovima. PoboljSanje postupka izolovanja mo-
Ze se poboljsati koriSéenjem kvalitetnijih ma-
triksa za hromatografiju. Majlardova reakcija je
uspesno izvedena, uz stvaranje velikog broja
razli¢itih Majlardovih proizvoda -LG-a i D-fru-
ktoze. Modifikovani proizvodi pokazuju anti-
bakterijsko dejstvo, vodedi ka zakljucku da je
modifikovani B-LG najveéim delom zasluzan za
ovu osobinu.
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Stefan Maksimovic

Characterization of
Beta-lactoglobulin Modified with
Fructose

Maillard reaction is often used to change the
biological properties of food proteins. In previ-
ous studies, a lot of various experiments with dif-
ferent Maillard products of f-lactoglobulin
(B-LG) have been done. The aim of this project
was to examine the process of B-LG isolation,
and to characterize the Maillard products that are
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obtained with isolated B-LG and D-fructose.
Through experiments we have confirmed that the
B-LG isolation procedure is partially successful,
since there are traces of a-LA left in the end.
Also, we confirmed by SDS PAGE that the Mail-
lards reaction gives many different conjugates,
since we have the increase of molecular weight
and band broadening in the lanes where the prod-
ucts were examined, compared to non modified
B-LG. It was also shown that these products have
certain antibacterial properties in experiments
with E. coli. From the results that were obtained,
it is possible to come to the conclusion that the
main antimicrobial effect actually comes from
modified B-LG. \
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