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2D ELECTROPHORESIS OF BOVINE MILK PROTEINS
AND MILK FERMENTED DRINK

Streszczenie. Celem badan byla analiza proteomu mleka krowiego oraz mlecznego napoju fer-
mentowanego za pomoca elektroforezy 2D. Kryteriami rozdziatu bialek byty wartosci ich punk-
tow izoelektrycznych (pl) i masy czasteczkowe (MW). Badania wykazaty obecnos¢ 118 oraz 121
spotéw odpowiednio w proteomie mleka oraz mlecznego napoju fermentowanego. Oba proteomy
zawieraty 95 identycznych spotow. Wystepowanie spotow nieidentycznych wskazywato na zmia-
ny bedace wynikiem aktywnosci proteinaz bakteryjnych dziatajacych na biatka mleka podczas
procesu produkcji napoju fermentowanego. Proteolityczne kultury starterowe zastosowane do
produkcji mlecznego napoju fermentowanego powodowaly czgsciowq hydrolizg biatek do pepty-
déw i wolnych reszt aminokwasowych. Uzyskane wyniki pozwalaja potwierdza¢ przydatno$é
elektroforezy 2D do obserwacji zmian w proteomach produktow mleczarskich oraz zywnosci po
zastosowaniu proceséw technologicznych. Rozwdj metod analizy proteomicznej w zakresie do-
skonalenia narzedzi bioinformatycznych pozwoli w przyszlosci na eliminacj¢ artefaktow oraz
ograniczy mozliwos¢ popetniania ewentualnych btedéw w identyfikacji biatek.

Stowa kluczowe: mleko, mleczny napdj fermentowany, biatka, proteomika, proteom, elektrofore-
za 2D

Wstep

Osiagniecia ostatnich lat w zakresie genomiki daty podstawy nowemu obszarowi
badan — proteomice (Wilkins i in., 1996). Jest to dziat wiedzy uzupelniajacy genomike,
zajmujacy si¢ wykrywaniem i charakterystyka bialek oraz ich wzajemnych oddzialy-
wan, kodowanych w obrebie genomu danego organizmu. Zestaw i/lub sklad biatek
zidentyfikowany w obrebie danego organizmu, jego tkanki, komorki lub ptynu ustrojo-
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wego jest okreslany mianem proteomu (Lewandowicz i in., 2009). Wedlug Lewandowi-
cza i in. (2009) analiza proteomiczna znajduje zastosowanie w diagnostyce medycznej,
ale wykorzystanie narzedzi proteomicznych nie byloby w peini mozliwe, gdyby nie
ciggly rozwo6j bioinformatyki — nauki pozwalajacej na analizg¢ duzej ilosci danych
o skomplikowanej strukturze. Poza medycyna po analiz¢ proteomiczng coraz czgsciej
si¢gaja naukowcy zajmujacy si¢ m.in. badaniem zywnos$ci (Bouwman i in., 2011).

Do powszechnie stosowanych metod analizy proteomu nalezy elektroforeza dwu-
wymiarowa (elektroforeza 2D). Metoda ta pozwala na rozdziat nawet do kilkunastu
tysiecy biatek jednoczes$nie. Ponadto elektroforeza 2D umozliwia wykrywanie biatek
w szerokim zakresie stezen oraz pozwala na $ledzenie migdzy nimi réznic w obrebie
badanych proteoméw (Kossowska i in., 2009).

Mleko to pierwszy i podstawowy pokarm ludzi oraz zwierzat. Jest ono bogatym zro-
dlem m.in. fatwo przyswajalnego biatka, na ktore sktada si¢ kazeina, biatka serwatkowe
(o-laktoalbumina, PB-laktoglobulina, immunoglobuliny) oraz inne niskoczasteczkowe
biatka i enzymy (Szwajkowska i in., 2011). Biatka mleka sg Zrédtem peptydow o roz-
nych aktywnosciach biologicznych (Nagpal i in., 2011).

Proces otrzymywania mlecznych napojow fermentowanych przyczynia si¢ do zmian
wilasciwos$ci mleka. Sg to m.in.: czesciowy rozklad laktozy, a takze: uwolnienie kwasow
thuszczowych, wzrost przyswajalnosci wapnia i innych pierwiastkéw oraz zwigkszenie
strawnosci biatka poprzez wzrost liczby wolnych reszt aminokwasowych (Mojka, 2013).

Procesy technologiczne stosowane w produkcji produktow mleczarskich mogg wy-
wiera¢ wpltyw na zawarte w nich biatka. Wynika to z obecnosci w systemach proteoli-
tycznych kultur bakteryjnych réznego rodzaju proteinaz stosowanych w procesach
otrzymywania mlecznych napojow fermentowanych. W wyniku dziatania zewnatrzko-
morkowych proteinaz oraz wewnatrzkomorkowych peptydaz zachodza m.in. hydroli-
tyczne przemiany bialek (Hayes i in., 2007). Postawiono zatem hipoteze o wplywie
wymienionych przemian biatek mleka na obraz mapy proteomicznej mlecznych napo-
jow fermentowanych. W zwigzku z tym podjeto prace, ktorej celem byta analiza pro-
teomiczna mleka oraz mlecznego napoju fermentowanego za pomocg elektroforezy
dwuwymiarowej oraz ustalenie, czy zastosowane warunki produkcji mlecznego napoju
fermentowanego przyczynialy si¢ do zmian w obrazie obu proteomow.

Material i metody

Mleko i mleczny napdj fermentowany

Swieze mleko pobrano od indywidualnego dostawcy z rejonu Olsztyna, a nastepnie
odttuszczono poprzez odwirowanie z predkoscig 3000-g w czasie 15 min. Z odttuszczo-
nego mleka pochodzacego z tej samej partii wyprodukowano mleczny napdj fermento-
wany wedlug metody Paszczyk i in. (2014) z nastepujacymi modyfikacjami wlasnymi:
1) do produkcji napoju fermentowanego zastosowano szczepionke YO-MIX firmy Da-
nisco zawierajaca kultury bakterii fermentacji mlekowej Streptococcus thermophilus
oraz Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus; 2) nie dodawano proszku mlecznego.

Mleko oraz napdj fermentowany przeznaczony do analizy proteomicznej poddawa-
no homogenizacji ci$nieniowej (mleko: homogenizacja dwustopniowa, 18/5 MPa, napoj
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fermentowany: 70 MPa) (Paszczyk i in., 2014; Zander i in., 2011). Do wykonania elek-
troforezy 2D pobierano probki mleka oraz mlecznego napoju fermentowanego o objeto-
$ci 10 pl.

Odczynniki

Odczynniki niezb¢dne do wykonania elektroforezy 2D zakupiono w firmie Polskie
Odczynniki Chemiczne (POCh, Gliwice). Barwnik Roti®-Blue zakupiono w firmie
Roth (Karlsruhe, Niemcy), a pozostate reagenty o wysokim stopniu czystosci — w Sig-
ma-Aldrich®.

Elektroforeza dwukierunkowa bialek mleka i mlecznego napoju fermentowanego

Do 10-mikrolitrowych probek mleka oraz mlecznego napoju fermentowanego dodawa-
no 500 pul buforu rehydratacyjnego (8 M UREA, 4% CHAPS (w/v), 40 mM Tris i 100 mM
DTT, 1 pl bigkitu bromofenolowego). Probki naniesiono na paski zelowe IPG (Amersham
Biosciences, Piscataway, USA) o dtugosci 24 cm i gradiencie pH 4,0-7,0. Calo$¢ zalewano
olejem mineralnym (ok. 1 cm?). Izoelektryczne ogniskowanie (IEF) wykonano za pomoca
aparatury Ettan™ IPGphor™ (GE Healthcare, Uppsala, Szwecja), w nastepujacych warun-
kach: 1 h-100V, 1 h-500V, 1h-1000V, 0,5 h - gradient napiecia do 8000 V, 1 h —
8000 V. Napiecie zwiekszano do tacznej wartosci 63 000 V/h, a nastepnie do 65 000 V/h,
co kontynuowano przez 11 h. Proces rozdziatu trwat facznie 23,20 h.

Paski uzyskane po IEF réwnowazono, dodajac 7 cm® buforu ekwilibracyjnego
(sktad: 6 M UREA, 75 mM Tris-HCI, 29,3% glicerolu (v/v), 2% SDS (w/v), 0,002%
biekitu bromofenolowego (w/v) z dodatkiem DTT) przez 15 min. Nastepnie bufor usu-
wano, a cata procedure powtarzano, stosujac bufor ekwilibracyjny z dodatkiem jodooc-
tanu (IAA). Po zrownowazeniu paski optukiwano buforem elektrodowym, a nast¢pnie
umieszczano na powierzchni zelu poliakrylamidowego o stezeniu 12,5% (w/v). Do
aparatu Ettan Dalt Six (GE Healthcare) wprowadzano bufor elektrodowy (192 mM
glicyny, 0,1% SDS (w/v), 25 mM preparatu Trizma BASE, woda dejonizowana). Roz-
dziat biatek oraz wzorcéw masowych na podstawie ich mas czasteczkowych przepro-
wadzono w nastgpujacych warunkach: 2 h przy napigciach na zel 5 oraz 15 mA az do
uzyskania pelnego rozdziatu. Rozdziatl prowadzono tacznie przez 22 h w przypadku
mleka oraz 19 h w przypadku napoju fermentowanego. Analize wykonano w trzech
powtdrzeniach (Gorg i in., 2004). Uzyskane Zele zanurzano w roztworze bedgcym mie-
szaning kwasu ortofosforowego (8,5%, v/v) oraz metanolu (20%, v/v), a nastepnie bar-
wiono (barwnikiem Roti®-Blue 0 stgzeniu 20%, v/v oraz metanolem 0 stezeniu 60%,
v/v). Po uplywie 15 h zele plukano trzykrotnie w roztworze metanolu o st¢zeniu 25%
(viv) (Gorg i in. 2004).

Analiza komputerowa

Odbarwione zele skanowano za pomocg skanera Image Scanner 3 (GE Healthcare).
Obrazy zapisano w rozdzielczo$ci 300 dpi. Analize obrazu prowadzono za pomocg
programu komputerowego Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare). Punkty
izoelektryczne (pl) oraz masy czasteczkowe (MW) obliczono dla wszystkich spotow.
Warto$ci MW oraz pl wyrazono jako warto$¢ $rednig z trzech powtorzen.
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Wyniki i dyskusja

Sposrdod sktadnikéw odzywezych mleka biatka naleza do najwazniejszych z punktu
widzenia wlasciwosci biologicznych (D’Alessandro i Zolla, 2012). Mleko krowie za-
wiera ich érednio 32 g/l, z czego frakcje kazeinowe stanowig ogotem okoto 80%, biatka
serwatkowe — okoto 16%, peptony i peptydy o niewielkiej masie czasteczkowej — okoto
3% oraz biatka otoczek kuleczek ttuszczowych — okoto 1% (D’Alessandro i Zolla,
2012). Kazeina jest gtownym biatkiem mleka, charakteryzujacym si¢ duza wartoscia
technologiczng zwigzang z szybkoscig powstawania i zwig¢ztoscia skrzepu (Krol i in.,
2011). Kazeina mleka nie jest tworem jednorodnym, w jej obrebie wystepuje wiele
subfrakcji, z czego najwazniejsze to formy: osi-, as2-, B- oraz x-kazeina (Caroli i in.,
2009). Bialka serwatkowe, tj. B-laktoglobulina, a-laktoalbumina czy laktoferyna, cha-
rakteryzuja si¢ potencjatem prozdrowotnym, a ich dziatanie prewencyjne w zapobiega-
niu wspolczesnym chorobom cywilizacyjnym jest wieloaspektowe. Rola immunoglobu-
lin polega na implikowaniu humoralnej odpowiedzi organizmu (Kr6l i in., 2011).

Opublikowane dotychczas prace na temat proteomiki biatek mleka dotyczytly gtow-
nie aspektow medycznych (D’Alessandro i Zolla, 2012), np. zastosowano jg do porow-
nania biatek serwatkowych mleka krow zdrowych i chorych na mastitis oraz do charak-
terystyki biatek mleka roznych gatunkoéw ssakow w celu poznania mechanizmow maja-
cych wptyw na alergenno$¢ mleka krowiego (D’Alessandro i Zolla, 2012).

Elektroforeza dwukierunkowa (2D) nalezy do przydatnych metod proteomicznych
shuzacych do analizowania duzej liczby biomakroczasteczek w relatywnie krotkim cza-
sie. Podstawa tej metody jest rozdzial oraz identyfikacja biatek na podstawie ich punktu
izoelektrycznego oraz masy czasteczkowej (Manso i in., 2005). Na rysunku 1 przedsta-
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Rys. 1. Proteom mleka: A — asi-kazeina, B — asz-kazeina, C — B-kazeina, D — «k-kazeina, E —
B-laktoglobulina, F — a-laktoalbumina, G — immunoglobuliny

Fig. 1. Milk proteome: A — asi-casein, B — asz-casein, C — B-casein, D — k-casein, E — p-lac-
toglobulin, F — a-lactalbumin, G — immunoglobulins
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wiono elektroforegram 2D obrazujacy proteom mleka. Przedstawia on lacznie 118 spo-
tow o roznych masach czasteczkowych (MW) oraz punktach izoelektrycznych (pl).
Najwigksze skupiska spotow biatkowych znajdujg si¢ w rejonach zaznaczonych symbo-
lami A-G. Obszary te reprezentujg gtéwne biatka mleka (Yang i in., 2014). W obszarze
A zidentyfikowano 8 spotow charakteryzujacych si¢ pl w zakresie 4,0-4,3 oraz MW
w zakresie 30-33 kDa. Szczegotowe dane na temat zakreséw punktéw izoelektrycznych
oraz mas czasteczkowych biatek znajdujacych si¢ w poszczegoélnych obszarach zesta-
wiono w tabeli 1. Zakresy MW oraz pl wskazujg, ze spoty znajdujace si¢ w obszarze A
odpowiadajg asi-kazeinie (O’Donnell i in., 2004). Obszar B zawierat 6 spotow (tab. 1).
Ich MW oraz pl odpowiadaty asy-kazeinie, co jest zgodne z danymi literaturowymi
(Galvani i in., 2000). B-Kazeing zidentyfikowano w obszarze C, w ktérym oznaczono 4
spoty (tab. 1). Skupisko spotow najbardziej zréznicowanych pod wzgledem pl (4,4-6,0)
znajdowato si¢ w obszarze D. Zidentyfikowano w nim 21 spotow (tab. 1). Wedtug Hol-
landa i in. (2004) s to spoty odpowiadajace roznym genotypom k-kazeiny. Biatka ser-
watkowe, tj. PB-laktoglobuling oraz a-laktoalbuming, zidentyfikowano odpowiednio
w rejonach E 1 F, w ktorych znajdowalo si¢ po 5 spotow. Immunoglobuliny (4 spoty)
wystepowaly w obszarze G (tab. 1). Spoty wystepujace w obszarach A-G zajmowaty
okoto 72% tacznej objetosci spotow proteomu mleka, w tym frakcje kazeinowe — ponad
56% (tab. 1, kolumna 5).

Tabela 1. Zakresy punktow izoelektrycznych (pI) oraz mas czasteczkowych (MW) bialek zidenty-
fikowanych w proteomie mleka

Table 1. Ranges of isoelectric points (pl) and molecular weights (MW) of proteins identified in
milk proteome

Obszar Liczba spotow Zakres pl Rz;wkreesop/ll\;/://v %Vol* Biatko
Area Number of spots | Range of pl g(Da) %\Vol* Protein
A 8 4,04-4,26 30 147-32 681 22,763 osi-Kazeina
as;-Casein
B 6 4,77-4,99 32 495-34 454 5,382 as-Kazeina
as-Casein
C 4 4,63-4,90 30906-31 119 15,866 B-Kazeina
B-Casein
D 21 4,42-5,92 26 864-29 837 12,201 k-Kazeina
k-Casein
E 5 4,64-5,00 23 996-24 260 10,895 B-Laktoglobulina
f3-Lactoglobulin
F 5 4,77-5,02 20 372-20 423 3,846 a-Laktoalbumina
a-Lactalbumin
G 4 5,64-5,85 62 724-63 714 0,799 Immunoglobuliny
Immunoglobulins

*0%Vol — procent objgtosci zajmowanej przez dane biatko wzglgdem catego proteomu.
*%\Vol — percentage of the volume occupied by given protein in a whole proteome.



6

Mogut, D., Iwaniak, A., Hrynkiewicz, M., (2015). Elektroforeza 2D biatek mleka krowiego i mlecznego
napoju fermentowanego. Nauka Przyr. Technol., 9, 3, #42. DOI: 10.17306/J.NPT.2015.3.42

Rysunek 2 przedstawia proteom mlecznego napoju fermentowanego. Gtowne frak-
cje kazeiny i biatek serwatkowych znajdujg si¢ w analogicznych do proteomu mleka
obszarach. Zidentyfikowano ogotem 121 spotow, z czego 95, tj. okoto 79%, bylo iden-
tycznych ze spotami zidentyfikowanymi w proteomie mleka. Spoty identyczne ozna-
czono na niebiesko, a na czerwono zaznaczono takie, ktorych nie mozna bylo jedno-
znacznie dopasowac. Zakresy MW oraz pl obliczone dla bialek zidentyfikowanych
w proteomie mlecznego napoju fermentowanego (tj. identycznych spotéw w obu pro-
teomach) pokrywaty si¢ z danymi zawartymi w tabeli 1 (dane niezamieszczone).
Znaczne podobienstwo obu proteomdéw mozna wyjasni¢ tym, ze fermentowane napoje
mleczarskie naleza do produktow, w ktorych obecne sa te same frakcje bialek co
w mleku, a ich zawarto$¢ i liczba moze by¢ taka sama lub rézni¢ si¢ zaleznie od poste-
powania technologicznego. W rezultacie moga by¢ one bardziej strawne pod wptywem
zachodzacej fermentacji mlekowej a tym samym lepiej przyswajalne dla organizmu
(Dabrowska i in., 2014).

Na rysunku 2 zaznaczono réwniez dwa przyktady (1 i 2), ktére moga wskazywac¢ na
nieprecyzyjnos¢ dziatania programu identyfikujacego spoty. Pierwszy (1) wskazuje
na obecnos¢ ,,dodatkowej” frakcji biatkowej w proteomie mlecznego napoju fermento-

E LW
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B

Rys. 2. Proteom mlecznego napoju fermentowanego: A — asi-kazeina, B — asz-kazeina, C — B-
-kazeina, D — «-kazeina, E — B-laktoglobulina, F — a-laktoalbumina, G — immunoglobuliny.
Spoty niebieskie — identyczne z proteomem mleka, spoty czerwone — rdznigce si¢ od proteo-
mu mleka. 1 i 2 — inne zaobserwowane roznice w stosunku do proteomu mleka (potencjalne
artefakty): 1 — obecno$¢ dodatkowego spotu, 2 — brakujacy spot, ktéry wykryto w proteomie
mleka

Fig. 2. Proteome of milk fermented drink: A — asi-casein, B — asz-casein, C — pB-casein,
D — k-casein, E — B-lactoglobulin, F — a-lactalbumin, G — immunoglobulins. Blue spots —
identical with the milk proteome, red spots — different than those in milk proteome. 1 and
2 — other observed differences between milk and milk fermented drink (potential artefacts):
1 — presence of additional spot, 2 — missing spot which was detected in milk proteome
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wanego. W drugim przypadku (2) wykazano brak jednego spotu, ktory wystepowal
w proteomie mleka. Zjawisko to mozna wyjasni¢ istnieniem artefaktow, wynikajacym
m.in. z migrowania biatek na Zelu 2D i osiaggania ,,dowolnej” lokalizacji na elektrofore-
gramie. Spoty biatkowe moga si¢ rowniez naktadac na siebie, co moze mie¢ wptyw na
doktadno$¢ rozdziatu elektroforetycznego oraz interpretacje wynikéw (Campostrini
i in., 2005). Hunsucker i Duncan (2006) podkre$laja, ze chociaz metody detekcji biatek
wymagaja udoskonalen, to elektroforeza 2D jest wcigz najlepszym narzedziem analizy
proteomicznej, a jej zastosowanie pozwolilo na uzyskanie wielu cennych informacji na
temat ludzkiego proteomu.

Podsumowujac wyniki analizy proteomicznej, mozna stwierdzi¢ istnienie niewiel-
kich réznic w obu proteomach. Na przyktad proteom mlecznego napoju fermentowane-
go zawieral 3 spoty wiecej niz proteom mleka. Byly to spoty stabo widoczne, ktdre
mozna uzna¢ za artefakty, co omowiono wyzej. Z kolei niedopasowanie 26 spotoéw
$wiadczy o zmianach, jakie zaszly podczas produkcji mlecznego napoju fermentowane-
g0, co wplyneto na rdznice w obrazie 2D obu proteomdw. Proteoliza zachodzaca pod-
czas produkcji napojéw fermentowanych nie jest tak dalece posunieta, jak np. podczas
procesu produkcji serow dojrzewajacych. Wplyw na to moze mie¢ stosunkowo mate
stezenie wydzielanej proteazy bakteryjnej oraz krdtsza hydroliza biatek podczas fer-
mentacji mleka w poréwnaniu z czasem trwania hydrolizy biatek podczas dojrzewania
serow. Ponadto aktywno$¢ proteolityczna enzymoéw pochodzenia bakteryjnego jest
zrdéznicowana w zaleznosci od zastosowanego szczepu (Wroblewska i Jedrychowski,
2003). Obserwacje Shihaty i Shaha (2000) wykazaty, ze zaleznie od genotypu tych
samych drobnoustrojow zmienia si¢ zdolno$¢ proteolityczna produkowanych przez nie
enzymow.

WhnioskKi

Analizowane produkty Zywnos$ciowe, tj. mleko i mleczny napdj fermentowany, cha-
rakteryzowaly si¢ znacznym podobienstwem w obrazach obu proteoméw, o czym
$wiadczy identyczno$¢ 95 na 118 1 121 spotdéw zidentyfikowanych odpowiednio
w proteomie mleka i napoju fermentowanego. Roznice obserwowane w obu proteomach
wynikaly z aktywnosci proteolitycznej kultur bakteryjnych powodujacych cze$ciowa
hydroliz¢ biatek mleka. Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze elektroforeza dwu-
kierunkowa jest przydatnym narzedziem obserwowania zmian w obrgbie proteomow
produktow zywnosciowych. Dynamicznie rozwijajace si¢ metody bioinformatyczne
wspomagaja badania proteomiczne, co pozwala na analiz¢ wynikOw w stosunkowo
krotkim czasie.
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2D ELECTROPHORESIS OF BOVINE MILK PROTEINS
AND MILK FERMENTED DRINK

Summary. The aim of the study was the analysis of milk and milk fermented drink proteomes
with the use of 2D electrophoresis. The criteria of proteins separation were the values of their
isoelectric points (pl) and molecular weights (MW). Our results showed that milk and milk fer-
mented drink proteomes consisted of 118 and 121 spots, respectively. The computer analysis
revealed the identity of 95 spots in both proteomes. Non-identical spots indicated the changes
resulting from the action of bacterial proteinases on milk proteins during the production of milk
fermented drink. Proteolytic starter cultures applied to produce the milk fermented drink led to
a partial hydrolysis of milk proteins to peptides and free amino acid residues. Results obtained led
to confirm the suitability of 2D electrophoresis to observe the changes in the proteomes of milk
products, as well as other food products after the application of technological processes. The
development of the methods of proteomic analysis will let, in the future, eliminate the artefacts,
which may limit the possibility of errors during proteins’ identification.

Key words: milk, milk fermented drink, proteins, proteomics, proteome, 2D electrophoresis
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