Siec
o- Uczelni
: Przyrodniczych

m -Rozwoj Innowacyjnego
Mleczarstwa

A Ministerstwo Nauki
é@i\ i Szkolnictwa Wyzszego

Marek Adamczak*, Bartosz Brzozowski

Katedra Inzynierii, Aparatury Procesowe;j i Biotechnologii Zywnosci
Wydziat Nauki o Zywnosci
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

*Kontakt e-mail: marek.adamczak@uwm.edu.pl

Globalny rynek laktoferyny wotowej (LF lactoferrin, bLF bovine lactoferrin) zostat wyceniony na 659,0 min USD
w 2023 roku, a przewiduje sie, ze wzrosnie z 669,9 min USD w 2024 r. do 969,9 mIn USD do 2032 r., wykazujac
w latach 2024-2032 sredni roczny wskaznik wzrostu na poziomie 4,7% (www.fortunebusinessinsight.com). Gtéwny
udziat w rynku LF w roku 2023 stanowity produkty mlekozastepcze dla niemowlat (okoto 48%), a na drugim miejscu
byty suplementy diety zawierajgce LF (okoto 40%). Znaczne ozywienie zainteresowaniem LF widoczne byto podczas
pandemii COVID-19, z uwagi na przebieg infekcji wywotanej przez koronawirus SARS-CoV-2, w tym szczegdlnie
gwattownej reakcji immunologicznej zwanej , burzg cytokinowq”. Stosowanie LF w produkcji zywnosci zostato
zaakceptowane przez EFSA (European Food Safety Authority). Na wniosek Komisji Europejskiej panel EFSA
ds. zywienia, nowej zywnosci i alergendw pokarmowych, Zzywienia i alergii (NDA) zostat poproszony
o przeprowadzenie dodatkowej oceny LF jako sktadnika zywnosci w kontekscie rozporzadzenia (WE) nr 258/97
z uwzglednieniem uwag i zastrzezen natury naukowej zgtoszonych przez panstwa cztonkowskie. Celem wniosku
byto wprowadzenie bLF do obrotu jako skfadnika suplementéw diety, preparatéw do zywienia niemowlat,
dietetycznych srodkéw spozywczych specjalnego przeznaczenia medycznego i odzywek dla sportowcéw oraz
roznych rodzajow zywnosci. W przypadku niemowlgt w wieku od O do 6 miesiecy wnioskodawca oszacowat
spozycie na okoto 200 mg na kg masy ciata i 1,2 g bLF dziennie. W przypadku oséb dorostych spozycie LF
oszacowano na okoto 1,4 g do 3,4 g na dobe. Informacje toksykologiczne, w tym dane na temat genotoksycznosci
in vitro, wskazujg na brak niekorzystnych skutkéw laktoferyny w proponowanych dawkach spozycia. Panel
stwierdzit, ze sktadnik zywnosci bLF jest bezpieczny w ramach proponowanych zastosowan i poziomdéw stosowania
[5]. Literatura dotyczaca réoznych aspektéw otrzymywania, modyfikacji oraz stosowania i wtasciwosci LF jest bardzo
bogata [1, 9, 15, 18, 20, 22].

Charakterystyka chemiczna LF
LF to wigzaca zelazo glikoproteina o masie czasteczkowej 80 kDa z rodziny transferyn, wystepujaca w wiekszosci

ptynéw biologicznych i zaangazowana przede wszystkim w aktywnos$¢ naturalnego uktadu odpornosciowego ssakow.
LF wystepuje w postaci natywnej, jako apo-laktoferyna bez zelaza i holo-laktoferyna nasycona zelazem 100%.
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Ogdlnie, naturalna forma proszku LF (mieszanina apo- i holo-LF) ma kolor fososiowo-rézowy i charakteryzuje sie
15-20% nasyceniem zelazem. Apo-LF ma mase czgsteczkowa wynoszacg 75 kDa, a holo-LF 80 kDa, ale w zaleznosci
od zastosowanej metody oznaczenia uzyskiwano zrdznicowane wartosci. Z wyjatkiem laktoperoksydazy, ktéra
charakteryzuje sie wartoscig punktu izoelektrycznego (IEP) wynoszacg 9,6, wartosc IEP dla LF jest znacznie wieksza
niz innych frakcji biatek mleka (kazeina 4,9-5,6; B-laktoglobulina 4,2; a-laktoalbumina 5,4; albumina surowicy 4,7;
immunoglobuliny 4,8-7,8) i wynosi 9,3-9,5. Ta cecha sprawia, ze proces wymiany kationdw jest mozliwy w celu
selektywnego wydzielenia LF z mleka lub serwatki, zaréwno z zastosowaniem kolumn jonowymiennych jak
i chromatografii membranowej. Zblizone wartosci IEP dla LF i LPO, a takze ich zblizona masa czgsteczkowa
powodujg problemy podczas oczyszczania LF. Czesto otrzymywana mieszanina LF i LPO (lactoperoxidase) okreslana
jest jako laktenina. LF sktada sie z taricucha polipeptydowego posiadajgcego dwa homologiczne ptaty: N— oraz C—
koncowy. Struktury trzeciorzedowe LF potgczone s3g facznikiem w postaci a-helisy. Kazdy pfat jest podzielony na
dwie subdomeny N1 i N2; C1 i C2. Kazdy ptat posiada po jednym miejscu wigzacym jon zelaza Fe®* (Rys. 1).
W wigzaniu jondw zelaza uczestniczg 4 reszty aminokwasowe: Asp, Tyr, Tyr oraz His, natomiast dwie reszty Arg
biorg udziat w wigzaniu jonu dwuweglanowego lub wodoroweglanowego. LF wykazuje bardzo wysokie
powinowactwo do jonéw Fe** (stata wigzania rzedu 1022-1024 M™) i w ten sposéb jest zwiazkiem chelatujacym,
chronigcym przed szkodliwym dziataniem wolnego zelaza. Miejsce wigzace w LF posiada najwieksze powinowactwo
do jondéw zelaza, niemniej jednak inne jony metali moga zosta¢ zwigzane po uprzednim usunieciu jonéw Fe*, np.
jony Ga*, AI**, VO*, Mn*, Co>*, Cu®™, Zn*, niewiele wiadomo jednak na temat biologicznych konsekwengiji
zwigzania innych metali przez LF.

tancuch polipeptydowy bLF sktada sie z 696 aminokwasow (hLF 691 aminokwasdow) potgczonych 17 mostkami
disiarczkowymi. Podobienstwo sekwencji bLF i hLF wynosi tylko 70%. Struktury drugorzedowe LF sktadajg sie
w 33-34% z a-helis i w 17-18% struktur B-kartki. Do reszt aminokwasowych LF wigzaniami N-glikozydowymi
potgczone sg reszty cukrowe. Udziat czesci cukrowej wynosi 11,2% catkowitej masy biatka, a jej sktad rdézni sie
w zaleznosci od zrédta LF. Biatko wystepuje w wydzielinach Sluzowych i zawiera gtéwnie N-acetyloglukozamine,
w mniejszych ilo$ciach mannoze, galaktoze, kwas sjalowy i fukoze.

hLF

Rys. 1. Struktura laktoferyny wotowej (bLF) (PBD 1BLF), laktoferyny ludzkiej (hLF) (PDB 1BOL).
Rézowe kota reprezentuja miejsca wigzania jondw zelaza (Fe*?)

Aktywnos¢ biologiczna LF

LF charakteryzuje sie roznymi rodzajami aktywnosci biologicznych (Rys. 2), ktére sprawiajg, ze jest przydatna jako
sktadnik zywnosci, napojéw, farmaceutykow, kosmetykdow oraz opakowan. Nie sposéb omdéwi¢ w tym materiale
wszystkich aktywnosci, w tym bardzo waznych probiotycznych, stymulacji rozwoju wtasciwej mikrobioty przewodu
pokarmowego [22], dziatania neuroprotekcyjnego w chorobie Parkinsona i Alzheimera [6, 21]. LF wykazuje
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aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec wielu patogennych organizmow, takich jak bakterie, grzyby, wirusy, jak Herpes
simplex, cho¢ dane wskazujg na wiekszg aktywnos$¢ przeciwwirusowg produktéw hydrolizy LF [16] oraz nanoczgstek
funkcjonalizowanych LF [10]. Wykazano rdéwniez, ze LF dziata synergistycznie z lizozymem, przeciwciatami,
immunoglobulinami, laktoperoksydazg i antybiotykami przeciwko bakteriom [7]. LF przypisuje sie réwniez
wtasciwosci antynowotworowe [4], zwieksza odktadanie wapnia w osteoblastach [17], a takze poprawia wydajnos¢
wzrostu zwierzat hodowlanych [3]. Uwaza sie, ze zdolnos¢ laktoferyny do wzmacniania uktadu odpornosciowego
wynika z jej zdolnosci do zwiekszania aktywnosci makrofagéw, indukowania cytokin zapalnych, w tym interleukonu-8,
czynnika martwicy nowotwordw alfa i tlenku azotu oraz stymulowania proliferacji limfocytéw, aktywnych monocytéw
i neutrofili [13]. LF jest wainym elementem uktadu odpornosciowego, co czesto przypisywane jest jej
powinowactwu do zelaza. Wychwytujac i wigzac zelazo w organizmie, utrudnia bakteriom dostep do jonu metalu
niezbednego do rozwoju i wzrostu. Do tej pory panowato przekonanie, ze tylko powinowactwo do zelaza sprawia,
ze LF jest czescig uktadu odpornosciowego. Ostatnie badania wykazaty jednak bardziej bezposredni sposéb
dziatania LF. Jak wspomniano wczes$niej, N-koricowy fragment biatka ma silnie dodatni tadunek. Wtasciwos¢ ta
umozliwia LF wchodzenie w interakcje ze $ciang komodrkowg bakterii i jej uszkadzanie [8]. Uwalnianie
lipopolisacharydéw bakterii mozliwe jest takze w wyniki wigzania przez LF jonéw Ca®* [14]. Aktywnos¢ biologiczna
wykazujg réwniez peptydy, np. laktoferycyna, powstajaca w wyniku hydrolizy LF katalizowanej przez pepsyne. Jest
ona fragmentem N-koficowym LF, a analizy sugeruja, iz peptyd ten przejawia jeszcze wiekszg bioaktywnos¢ niz LF.
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Rys. 2. Przyktady aktywnosci biologicznych LF
Technologia otrzymywania laktoferyny

Laktoferyna jest przemystowo izolowana z serwatki lub mleka odttuszczonego przy uzyciu proceséw chromatografii
membranowej i jonowymiennej (Rys. 3). Niewiele szczegétowych informacji dostepnych jest na temat tych
proceséow. Wiadomym jest, ze w celu unikniecia denaturacji LF stosowane jest jako surowiec niepasteryzowane
odttuszczone mleko lub serwatka. Po filtracji surowiec przepuszczany jest przez kolumne kationowymienna.
Zanieczyszczenia s3 wymywane z kolumny za pomocg buforu o matym stezeniu soli, a laktoferyna jest wymywana
buforem o duzym stezeniu soli. Otrzymanie utrwalonego preparatu LF jest poprzedzone zageszczeniem metoda
ultrafiltracji i odsoleniem przez diafiltracje. Suszenie jest wymagane do przeksztatcenia koncentratu laktoferyny
w forme nadajgcg sie do transportu i sprzedazy. Dwie metody suszenia LF stosowane przemystowo to liofilizacja lub
suszenie rozpytowe. Wczesniejsze analizy wskazywaty, ze po zastosowaniu suszenia rozpytowego (temperatury:
wlotowa 180°C, wylotowa 95°C) mozna uzyska¢ produkt o doskonatych wtasciwosciach fizyko-chemicznych
i aktywnosci przeciwutleniajgcej, lepszych nawet od produktu otrzymanego po liofilizacji [19]. W ostatnio
zaprezentowanej pracy wykazano, z uzyciem nowych dostepnych technik analitycznych, ze LF suszona rozpytowo
wykazywata znacznie wiekszy zakres denaturacji i mniejszg zdolnos¢ wigzania zelaza w poréwnaniu z ptynnym
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koncentratem lub produktem liofilizowanym [11]. Pétprodukt i produkt wykazywaty aktywnosé bakteriostatyczng
nawet przy matych stezeniach laktoferyny wynoszacych 0,01 mgxcm™. Nie zaobserwowano natomiast dziatania
bakteriobdjczego dla zadnego stezenia lub obrdébki laktoferyny.
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Rys. 3. Ogdlny schemat otrzymywania LF, LPO i mieszaniny LF i LPO.
Proces technologiczny polega na realizacji 3 gtéwny etapéw: przygotowania surowca (niebieski obszar),
wydzielaniu produktu metodg chromatografii (czerwony) i formulacji produktu (zielony).

Podsumowanie

LF to wielofunkcyjne biatko, glikoproteina o bardzo zréznicowanych aktywnosciach biologicznych i co za tym idzie
szerokich zastosowaniach. Produkcja suplementéw zywnosci jak i produktow spozywczych wzbogaconych w LF
wymaga analiz interakcji ze skfadnikami matrycy produktu. Wcigz wiele technologii i technik zwigzanych
z otrzymywaniem i przygotowaniem preparatdéw zawierajacych LF wymaga doskonalenia, a biezgce zastosowania
zmuszajg do kontroli procesu produkcyjnego. Wazna jest nie tylko ilos¢ LF, ale takze charakterystyka funkcjonalna
izolowanego biatka na kazdym etapie realizacji proceséw i operacji jednostkowych. Jedng z pierwszych
i podstawowych wtasciwosci LF jest dziatanie antymikrobiologiczne. Ze wzgledu na pojawienie sie opornosci na
antybiotyki, wykorzystanie nutraceutykdw jest alternatywng strategig dla réznych zastosowan biomedycznych.
LF jest jedng z kluczowych substancji immunomodulujgcych wystepujacych naturalnie w ptynach ustrojowych,
a szczegblne uzasadnione jest pozyskiwanie LF z mleka oraz serwatki. Znaczacy jest rozwdj w zakresie otrzymywania
rekombinowanej LF. Podawanie LF jest skuteczne do zmniejszania ryzyka infekcji drég oddechowych (RTI,
respiratory tract infection) [2]. LF moze réwniez odgrywac korzystng role w leczeniu objawow i rekonwalescencji
pacjentéw cierpigcych na RTI i wspomagad leczenie COVID-19, jednak wymaga to dalszych dowodéw i analizy
duzych grup pacjentéw [12]. Wyniki badan wskazujg na zasadno$¢ wzbogacania w LF preparatow dla niemowlat
[20]. Warto zwrdci¢ takze uwage na zmiany na rynku producentdow LF, konsolidacje produkcji oraz ewolucje
regulacji prawnych dotyczacych oceny mleka, serwatki, po wydzieleniu LF oraz innych biatek.
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