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KRZYSZTOF SUROWKA, IRENEUSZ MACIEJASZEK

ODDZIALYWANIA BIALKOWO-POLISACHARYDOWE
I ICH PRAKTYCZNE WYKORZYSTANIE

Streszczenie

Przedstawiono charakterystyke oddziatywan migdzy biatkami i polisacharydami, ktére wynikaja ze
specyficznej budowy tych biopolimerow. Omoéwiono wymagania dotyczace substratow oraz scharaktery-
zowano warunki, jakie powinny zosta¢ spetnione, aby mozliwe bylo powstawanie komplekséw migdzy
nimi. Okre$lono ponadto parametry wystgpowania termodynamicznej niekompatybilnosci roztworow
bialek i polisacharydow. W dalszej cze$ci pracy podano praktyczne implikacje, jakie potencjalnie wynika-
ja z oddzialywan tych makroczasteczek. Opisano rowniez konkretne przyktady zastosowan przemysto-
wych, wskazujac przy tym na to, ze oprocz aplikacji tradycyjnych w przemysle spozywczym coraz czg-
$ciej pojawiaja si¢ nowe niespozywcze zastosowania w obszarach biotechnologii, ochrony $rodowiska,
kosmetyce i technologii materiatlow biodegradowalnych.

Stowa kluczowe: biatka, polisacharydy, biopolimery, interakcje, wlasciwosci funkcjonalne

Wstep

Produkty spozywcze to na ogot ztozone heterogeniczne systemy zawierajace sub-
stancje o bardzo zrdznicowanej charakterystyce chemicznej. Na ich stabilnos¢ decydu-
jacy wplyw maja interakcje miedzy biatkami, lipidami, wegglowodanami i sktadnikami
mineralnymi. Spo$rod nich szczegdlng role odgrywaja oddzialywania biatek i1 polisa-
charydoéw. Kazdy bowiem z tych biopolimerdéw nie tylko z osobna, ale i w postaci po-
faczen o réznej naturze, znaczaco wptywa na teksturg, wlasciwosci reologiczne, hydra-
tacyjne oraz powierzchniowe zywnosci. Badania biochemiczne wykazuja, ze potacze-
nia bialkowo-polisacharydowe sa powszechne w $wiecie ro§lin i zwierzat. Nie jest
wigc zaskakujace, ze rowniez w odpowiednich warunkach in vitro te makroczasteczki
moga ze soba oddziatywac [41], co stwarza szereg mozliwosci modyfikowania ich
wlasciwosci fizykochemicznych. Wigkszo$¢ prac z tego zakresu dotyczy wprowadza-
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nia do biatek dodatkow polisacharydow anionowych. Ich czasteczki wykazuja szcze-
gdlne predyspozycje do reagowania z biatkami poprzez interakcje o charakterze elek-
trostatycznym, a tworzace si¢ produkty czesto rdznia si¢ od substratow pod wzgledem
wlasciwosci funkcjonalnych i mozna je traktowaé jako odrgbna grupeg sktadnikow
zywnosci [76]. Oprocz zastosowan zywieniowych i paszowych kompleksy biatek
z polisacharydami stanowia cenne potprodukty wykorzystywane do celow niespozyw-
czych. Istotng ich zaleta jest zdolno$¢ do biodegradacji, co nabiera szczegolnego zna-
czenia wobec Dyrektywy 94/62/EC Parlamentu Europejskiego z 1994 roku, zalecajacej
ograniczenie akumulacji odpadéw pochodzacych z opakowan oraz ich przerob [63].

Charakterystyka oddzialywan bialkowo-polisacharydowych
Rodzaje oddziatywan

Specyficzna budowa bialek i polisacharydow stwarza mozliwos¢ zachodzenia
migdzy nimi oddzialtywan, ktorych efektem jest powstawanie mniej lub bardziej trwa-
tych kompleksow lub wzajemne wykluczanie sig, okreslane mianem termodynamicz-
nej niekompatybilnos$ci. Sumaryczny efekt takich interakcji jest wypadkowa roznych
wiazan lub sil migedzyczasteczkowych dziatajacych miedzy poszczegdlnymi fragmen-
tami makroczasteczek [37]. W ich rezultacie czasteczki moga si¢ przyciagac lub odpy-
chaé. Oddziatywania odpychajace sa z natury niespecyficzne, zwykle krotkotrwate
i wywotane najczgsciej tadunkami jednoimiennymi, przyciagajace z kolei znacznie
bardziej r6znia si¢ sila i specyficznoscia. Najmocniejsze sposrod nich sa wiazania ko-
walencyjne, ktére moga si¢ tworzy¢ miedzy specyficznymi reaktywnymi grupami
funkcyjnymi. Zwiazki powstale przy udziale wiazan kowalencyjnych sa trwate, jednak
w przypadku bialek i polisacharydéw wystepuja znacznie rzadziej niz z kompleksami
elektrostatycznymi, ktore sa efektem dziatania sit kulombowskich o bliskim lub dale-
kim zasiggu. Energia takich oddzialywan uzalezniona jest od stopnia zjonizowania
czasteczek, zaleznego nie tylko od ich budowy i konformacji, ale takze od pH i sity
jonowej roztworu. Charakterystycznym typem interakcji elektrostatycznych jest most-
kowanie grup anionowych kationami metali dwuwartosciowych (np. Ca'?). Znacznie
stabsze, ale liczne w uktadach biopolimerowych, sa wiazania wodorowe, ktoérych ener-
gia zawiera si¢ w granicach 8-40 kJ/mol. Maja one kierunkowy charakter, a wraz ze
wzrostem temperatury ulegaja ostabieniu. Przeciwna tendencjg, ale tylko do temp. ok.
60°C, wykazuja przyciagajace interakcje hydrofobowe, ktorych energia jest jeszcze
mniejsza (zwykle 4-12 kJ/mol). Powstaja one w $rodowisku wodnym migdzy grupami
niepolarnymi. Z kolei sity van der Waalsa, bedace stabymi przyciagajacymi oddziaty-
waniami elektromagnetycznymi migdzy grupami funkcyjnymi o charakterystyce dipo-
lowej (dipole state lub indukowane), maja zazwyczaj drugorzedny wplyw na interakcje
biatek z polisacharydami. W uktadach makroczasteczek czgsto istotne sa efekty ste-
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ryczne wywolywane naktadaniem sig¢ fragmentow ich chmur elektronowych, co powo-
duje odpychanie i moze prowadzi¢ do zmian konformacyjnych [14].

Aspekty termodynamiczne

Pierwsze wzmianki na temat interakcji biatek z polisacharydami pojawity si¢ w li-
teraturze fachowej na poczatku XX w. i dotyczyly roztworow zelatyny i skrobi ziem-
niaczanej oraz agaru [4], a takze gumy arabskiej [69, 70]. W pozniejszym okresie wy-
kazano, ze zaleznie od sily oddziatywan migdzybiatkowych, miedzypolisacharydo-
wych oraz biatkowo-polisacharydowych, a takze wptywu rozpuszczalnika dochodzi¢
moze do ich wzajemnego kompleksowania, rozpuszczania lub tworzenia niekompaty-
bilnych systemoéw jedno- lub dwufazowych [5]. Ostateczny wynik mieszania roztwo-
row biatek i polisacharydow jest uzalezniony od charakterystyki termodynamicznej
obu biopolimerdw i ich zachowania w roztworze [77, 78, 79]. Opisuje to model Flory-
Hugginsa polegajacy na analizie wptywu czynnikéw entalpowego i1 entropowego na
potencjaty chemiczne w poszczeg6lnych fazach. Z uwagi na to, Ze entropia mieszania
polimeréw jest o kilka rzedow mniejsza niz substancji niskoczasteczkowych, to w wie-
lu przypadkach czynnik entropowy nie rownowazy entalpowego, a rezultatem tego jest
rozseparowywanie si¢ faz. Moze do niego dochodzi¢ na dwa ro6zne sposoby zaleznie
od tego, jakie jest wzajemne powinowactwo biopolimerow i rozpuszczalnika [83].
Homogeniczne na poziomie molekularnym mieszaniny polimeréw moga tworzy¢ sig
jedynie wowczas, gdy sity przyciagania sa wigksze miedzy czasteczkami réoznego typu
niz miedzy tymi samymi. Na rys. 1. przedstawiono mozliwe interakcje migdzy biatka-
mi a polisacharydami w srodowisku wodnym [5, 81]. Po zmieszaniu roztwordéw tych
substancji, przy pH powyzej punktu izoelektrycznego biatka, maja one tadunek
ujemny 1 wykazuja termodynamiczna niezgodno$¢, czego rezultatem jest ogranicze-
nie ich wzajemnej rozpuszczalnosci i utworzenie uktadu dwufazowego, sktadajacego
si¢ z faz wzbogaconych odpowiednio w biatko i polisacharyd (D). Dochodzi do tego
wowcezas, gdy catkowite stezenie sktadnikéw biatkowych i1 polisacharydowych prze-
kracza 4% [76]. Natomiast w przypadku mniejszych stezen obu sktadnikow od granicy
ich rozpuszczalnosci tworzy si¢ niekompatybilny system jednofazowy (C) i1 roztwor
nie rozwarstwia si¢. Przyczyna wystapienia omawianej niezgodnos$ci, oprocz pH, moze
by¢ podwyzszona sita jonowa lub kombinacja obu tych czynnikéw. Faworyzowane sa
wowczas oddzialywania migdzy makromolekutami tego samego typu oraz z rozpusz-
czalnikiem. W zwiazku z tym moze nastapi¢ konformacyjne przejscie polimerow ze
stanu kiebka do helisy, co dodatkowo sprzyja autoasocjacji i w konsekwencji poteguje
nickompatybilnos¢ [58]. Obnizenie pH do warto$ci mniejszej niz punkt izoelektryczny
biatka przy jednoczesnym zachowaniu niskiej sity jonowej roztworu zmienia charakter
oddzialywan elektrostatycznych na skutek przyjecia przez biatko sumarycznego tadun-
ku dodatniego [81]. Biatko z polisacharydem przyciagaja si¢ wowczas tworzac kom-
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pleks, ktory moze by¢ rozpuszczalny (A) lub wydziela¢ si¢ z roztworu w postaci od-
rebnej fazy (B). W tym ostatnim przypadku jedna fazg tworzy rozpuszczalnik z mata
iloscia biopolimeréw, a druga kompleks zwany koacerwatem [18]. O efektywnosci
takiego kompleksowania, oprocz stezenia, decyduja cechy makroczasteczek (masa
czasteczkowa, tadunek netto, konformacja oraz gigtkos¢ tancucha) i ich wzajemny
stosunek, ktory najlepiej jak jest bliski jednosci [76]. Nie bez znaczenia jest rowniez
temperatura. Jak bowiem informuje Tolstoguzov [77], ogrzanie do temp. 80°C roz-
puszczalnego kompleksu zelatyny z pektyna powoduje natychmiastowe rozdzielenie
si¢ faz. Zjawisko kompleksowania jest zwykle odwracalne i wzrost pH do wartosci
powyzej punktu izoelektrycznego i/lub zwigkszenie sity jonowej skutkuje dysocjacja
kompleksu. Mozliwe jest takze elektrostatyczne taczenie si¢ bialek z polisacharydami
anionowymi w $rodowisku powyzej punktu izoelektrycznego, gdy czynnikami spinaja-
cymi te makromolekuty sa jony metali dwuwarto$ciowych (Ca™) lub gdy w czasteczce
biatkowej wystepuja lokalne fragmenty o tadunku dodatnim, stanowiace potencjalne
miejsce kontaktu z ujemnie natadowanym polisacharydem. To ostatnie zjawisko
stwierdzano wielokrotnie w efekcie mieszania roztwordw polisacharydéw anionowych,
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Rys. 1. Roézne rodzaje mozliwych oddzialywan pomigdzy biatkami i polisacharydami w roztworach
wodnych.
Fig. 1.  Different types of possible interactions between protein and polysaccharides in aqueous medium.
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szczegblnie zawierajacych grupy siarczanowe (VI), i biatek przy pH zblizonym do
punktu izoelektrycznego tych ostatnich [2, 17, 23, 86].

O sytuacji fazowej w umiarkowanie st¢zonych roztworach polimeréow, w tym sa-
mym rozpuszczalniku, mozna wnioskowa¢ na podstawie pomiaru rozproszenia Swiatla,
wyznaczajac  sktadniki drugiego wspolczynnika wirialnego roztworu (Apepr, Apo-pos
Aprpo). Poréwnanie wartosci wspotczynnikow Aprpr 1 Apopo Teprezentujacych termody-
namiczny udzial oddziatywan migdzybiatkowych i migdzypolisacharydowych z warto-
scia Aprpo, dotyczaca interakcji migdzy biatkami 1 wielocukrami pozwala na oceng ich
termodynamicznej zgodnosci w roztworze. Warunkiem niezbednym stabilnosci i unik-
nigcia rozwarstwienia jest spetnienie nastgpujacej nieréwnosci:

Apr—pr ’Apo—po/ (Apr—po)2 >1

Do rozseparowania faz moze wigc dojs¢, gdy Ao przyjmuje duze dodatnie war-
tosci, co odpowiada odpychaniu si¢ makroczasteczek (tzw. segregacyjna separacja
fazowa) lub duze wartosci ujemne, co zwiazane jest z przyciaganiem si¢ czasteczek
(tzw. asocjacyjna separacja fazowa) [9, 18]. W tym pierwszym przypadku jest to zja-
wisko termodynamicznej niezgodnosci, do§¢ powszechne w roztworach polimerow.
Wystepuje ono czgsto w uktadach biatek i polisacharydéw obojetnych lub anionowych
majacych tadunek tego samego znaku co biatko. Taka fazowa separacja spowodowana
jest tym, ze w odroznieniu od roztworéw substancji niskoczasteczkowych, polimery
tworza uklady jednofazowe tylko wowczas, gdy ich mieszaniu towarzyszy efekt egzo-
termiczny [76]. Jednakze taczeniu roztworow biatek i polisacharydéw towarzyszy naj-
cze¢sciej niekorzystny termodynamicznie entalpowy efekt endotermiczny, ktory zwykle
nie jest rownowazony przez wptyw entropowy idealnego wymieszania [57]. Na skutek
tego w roztworach wodnych zawierajacych biatka i niosace ten sam tadunek polisacha-
rydy jest wielce prawdopodobne wzajemne wykluczanie si¢ molekut jednego biopoli-
meru z najblizszego sasiedztwa drugiego. Makroskopowo przejawia si¢ to segregacja
uktadu na dwie wspotistniejace ze soba fazy - bogata w biatko i bogata w polisacharyd.
Zjawisko takie nosi nazwe¢ termodynamicznej niekompatybilnos$ci [14] 1 polega na
autoasocjacji makromolekul tego samego typu. W biatkach decydujaca role w tym
procesie odgrywaja oddziatywania hydrofobowe i elektrostatyczne oraz wigzania wo-
dorowe, a wigc sprzyja mu umiarkowane ogrzewanie, pH zblizone do punktu izoelek-
trycznego (pl) oraz protonowanie grup karboksylowych [76]. Dodatkowo w takich
systemach moze dochodzi¢ jeszcze do flokulacyjnego odseparowania duzych agrega-
tow bialek cieplnie zdenaturowanych lub majacych strukture micelarng (np. kazeiny)
[82].

Obserwacja systemow fazowo rozdzielonych jest niekiedy utrudniona z tego
wzgledu, ze zaro6wno biatko, jak i polisacharydy moga rownoczesnie zelowac [91]. Ma
to miejsce wowczas, gdy zmieszane z polisacharydami biatka globularne poddaje si¢
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ogrzewaniu. Uzyskiwany produkt o strukturze zelu makroskopowo moze wygladaé
jednorodnie, jednak pod mikroskopem wida¢ jego budowg heterogeniczna.
Termodynamiczna niekompatybilno$¢ roztworow biatek i polisacharydow zawie-
rajacych grupy karboksylowe zwigksza sig, gdy pH osiaga i nawet nieznacznie prze-
kracza punkt izoelektryczny biatka (pl). Jednakze w roztworach polisacharydow siar-
czanowych do jej wystapienia jest wymagane pH znacznie wyzsze od pl. Stwierdzono
réwniez, ze niezaleznie od rodzaju polisacharydu, zmniejszenie kompatybilnosci za-
chodzi wraz ze wzrostem temperatury i sity jonowej. W przypadku biatek i polisacha-
rydow obojetnych niekompatybilnos¢ zwigksza si¢, gdy pH biatka zbliza si¢ do punktu
izoelektrycznego oraz gdy jest duza masa czasteczkowa wielocukru [76].

Wplyw rodzaju biatka i polisacharydu

Na efektywnos¢ elektrostatycznego kompleksowania biatek i1 polisacharydow
wptywa, oprocz pH i sity jonowe;j, takze rodzaj biatka. Wykazano bowiem, ze rozmaite
biatka kompleksowane z tymi samymi wielocukrami tworza uktady o r6znej kompaty-
bilnosci [58]. Duze znaczenie ma tu dostgpnos$¢ fragmentéw czasteczek tworzacych
miejsca kontaktu. Dotyczy to w szczegolnosci czasteczek biatkowych, ktore zaleznie
od swojego stanu znacznie r6znia si¢ struktura. W biatkach globularnych w stanie na-
tywnym liczebnos¢ dostgpnych miejsc kontaktu jest znacznie mniejsza niz w przypad-
ku czasteczek o rozwinigtej strukturze [85]. W tym ostatnim przypadku tatwiej docho-
dzi do znaczacego zobojetnienia tadunku dodatniego przez aniony polisacharydu, co
przejawia si¢ tym, ze utworzony kompleks jest prawie obojetny pod wzgledem elek-
trycznym i czgsto wydziela si¢ w postaci odrebnej fazy jako substancja nierozpusz-
czalna (np. kompleksy zelatyny z alginianem sodu) [5]. Niezwykle istotny jest takze
rodzaj polisacharydu. Wg Polyakova i wsp. [55] oraz Bograchevej i wsp. [6] termody-
namiczna zgodno$¢ biatek z anionowymi polisacharydami maleje w nastepujacym
kierunku: pektyna > karboksymetyloceluloza > alginian sodu > guma arabska > siar-
czan dekstranu.

Sita przyciagan kulombowskich miedzy biatkami i polisacharydami zalezy w spo-
sob istotny od gestosci tadunku [82]. Na przyktad Pereyra i wsp. [54] wykazali, ze
biatka mleka tworza bardziej trwate kompleksy z pektyna niskometylowana niz z wy-
sokometylowana, a Dickinson [14] zaobserwowal, ze karagen zawierajacy grupy siar-
czanowe (VI) silniej reaguje z biatkami niz polisacharydy karboksylowe (alginiany,
pektyny). Wptywu gestosci tadunku nie mozna rozpatrywacé niezaleznie od wielkosci
czasteczek 1 ich podatnosci na zmiany struktury. Molekuly tatwo ulegajace zmianom
konformacyjnym, takie jak kazeina lub Zzelatyna, wiaza mocniej polisacharydy niz
biatka globularne (albumina wotowa, p-laktoglobulina). Stwierdzono jednak, ze ciepl-
na denaturacja tych ostatnich przyczynia si¢ do poprawy zdolno$ci wiazania polisacha-
rydow [3, 8, 82]. Tak wigc, bardziej elastyczne molekuly biatkowe lub o rozwinigtej,
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zdenaturowanej strukturze sa lepszym obiektem do przytaczania przeciwnie natadowa-
nych czasteczek polisacharydowych niz zwarte biatka globularne w stanie natywnym.

Gtowna dodatnio natadowana grupa funkcyjna w biatkach sa sprotonowane grupy
aminowe (-NH;"). Oprocz nich pewne znaczenie maja rowniez guanidynowe i imida-
zolowe fragmenty tancuchow bocznych [58]. Liczba i rozmieszczenie w czasteczce
tych dodatnio zjonizowanych grup ma podstawowe znaczenie dla mozliwosci kom-
pleksowania polisacharydow. Proces denaturacji zwigksza dostgpno$¢ takich miejsc
o uprzednio niewyeksponowane i ukryte w natywnej strukturze biatka, a wzrost ela-
stycznosci molekuty biatkowej utatwia dopasowanie si¢ jej do struktury polisacharydu,
utatwiajac kontakt i dajac stabilniejsze kompleksy niz z biatkiem natywnym.

Ladunek elektryczny polimeru, a tym samym i potencjalna zdolnos¢ do interakcji
kulombowskich zalezy od tego, jak dalece jego aktualne pH odbiega od punktu izo-
elektrycznego. Punkt (ply,) biatek sojowych wynosi ok. 4,5, a polimerow anionowych
(plpo) jest nizszy. Zatem w zakresie pl,,<pH<pl, wspomniane makroczasteczki charak-
teryzuja si¢ odmiennymi fadunkami netto i dochodzi¢ moze migdzy nimi do koacerwa-
cji [14]. Sila tego procesu uzalezniona jest od dystrybucji zjonizowanych grup na po-
wierzchni biatka, jego podatnos$ci na rozwinigcie struktury, konformacyjnej stabilnosci
i gestosci tadunku polisacharydu [42]. To czy utworzony kompleks bedzie rozpusz-
czalny lub nierozpuszczalny, oraz czy tworzy si¢ on w sposdb odwracalny, zalezy od
stezenia biopolimerdw, sity jonowej i pH. Powstawaniu nierozpuszczalnych koacerwa-
tow sprzyja niskie st¢zenie soli i pH znacznie mniejsze od punktu izoelektrycznego
biatka. Powstajace w ten sposob potaczenia zawieraja czegsto wigcej biatka niz polisa-
charydu i dlatego ich fadunek og6lny jest dodatni [76].

Podczas alkalizowania roztworéw biatkowych z dodatnio natadowanych grup
funkcyjnych odszczepiaja sig¢ protony. Wzmaga to migdzybiatkowe sity odpychajace
(wywotane grupami anionowymi) i réwnocze$nie doprowadza do ostabienia przycia-
gania czasteczek polisacharydow. Ten ostatni efekt bardzo silnie zalezy od rodzaju
wielocukru. Wykazano bowiem, ze elektrostatyczne przyciaganie anionow karboksy-
lanowych (-COQ") jest znacznie stabsze niz siarczanowych (VI) (-OSOj3’). Oznacza to,
ze przy pH > pl,, kompleksowanie z udzialem grup —COO" jest bardzo stabe lub w
ogole do niego nie dochodzi [58], chociaz w niektérych uktadach mozliwe jest po-
wstawanie kompleksow rozpuszczalnych dzigki lokalnym dodatnio natadowanym ob-
szarom w biatkach, ktore stanowig miejsca styku z ujemnie zjonizowanymi polisacha-
rydami. Jezeli takie potaczenia tworzone sa przez biatka globularne, to z reguty zawie-
raja wigcej polisacharydu i ich ogdlny tadunek jest ujemny [76]. Na powstawanie ta-
kich komplekséw znaczacy wplyw ma sita jonowa. Gdy przekracza ona 0,2 M, to jony
zawarte w roztworze oslabiaja oddziatywania elektrostatyczne migdzy czasteczkami
biopolimerdéw, czego rezultatem jest utrata przez system termodynamicznej zgodnosci
[58]. W odroznieniu od tego, wykazujace duza gestos¢ tadunku polisacharydy siarcza-
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nowe moga w tych samych warunkach tworzy¢ do$¢ mocne i odwracalne kompleksy
z biatkami [14]. Przyktadem takich kompleksow sa polaczenia albuminy wotowej z
siarczanem (V1) dekstranu oraz 1- i k-karagenami [22], a takze powszechnie wykorzy-
stywane do stabilizowania i wzmacniania tekstury produktow mleczarskich kompleksy
kazeiny z karagenem [31].

Elektrosynteza

W obliczu ciaglego zainteresowania problematyka oddziatywan pomigdzy cza-
steczkami biopolimeréw opracowano w krakowskim srodowisku naukowym technike
wytwarzania kompleksow biatkowo-polisacharydowych zwana metoda elektrosyntezy
[12]. Polega ona na przepuszczaniu pradu stalego przez zalkalizowane roztwory biatek
i polisacharydow. Podczas tego procesu ujemnie naladowane czasteczki biopolimerow
migruja do anody, gdzie w wyniku reakcji elektrodowych nastgpuje stracanie powsta-
jacego z nich kompleksu. W dotychczasowych pracach ta technika otrzymano wiele
elektrokomplekséw m.in. pomigdzy pektyna, karboksymetyloceluloza, skrobig ziem-
niaczang i guma ksantanowa a zelatyna, albuming jaja kurzego, kazeina i biatkami
sojowymi oraz serwatkowymi [12, 44-46, 49-50, 86-90]. Analizy chemiczne uzupet-
nione badaniami spektroskopowymi i analiza termograwimetryczna wykazaty, ze
w zaleznosci od rodzaju substratow i warunkéw elektrosyntezy w tworzeniu si¢ kom-
plekséw, obok oddzialywan elektrostatycznych, moga bra¢ udziat wiazania peptydowe
i grupy aminowe bialek oraz ugrupowania anionowe (np. fosforanowe i karboksylowe)
i grupy hydroksylowe polisacharydow.

Wplyw oddzialywan bialkowo-polisacharydowych na wybrane wlasciwos$ci
funkcjonalne i przydatnos¢ technologiczng

Kompleksy biatek i polisacharydéw niejednokrotnie wykazuja lepsze wiasciwosci
funkcjonalne niz pojedyncze sktadniki, z ktorych powstaja. Wynika to z ich struktury
oraz z tego, ze sktadaja si¢ one jednoczesnie z bialek i wielocukréw. Kompleksy takie
moga mie¢ pozadane wlasciwosci hydratacyjne (rozpuszczalnosé, zwilzalnosc), reolo-
giczne i strukturotworcze (modyfikowanie lepkos$ci, zelowanie) oraz powierzchniowe
(wlasciwos$ci emulgujace i pianotworcze). Mozna na nie wptywac przez regulacje pH,
sily jonowej, gestosci tadunku, temperatury, cisnienia oraz dzialaniem sitami mecha-
nicznymi [28, 62, 80].

Rozpuszczalnosé, wlasciwosci reologiczne i zdolnos¢ zelowania

Wynikiem oddziatywan bialek z polisacharydami jest poprawa [19] lub pogorsze-
nie [36] stabilno$ci termicznej. Zmienia si¢ takze rozpuszczalno$¢ i po takiej modyfi-
kacji czgsto jest ona lepsza w szerszym zakresie pH. W literaturze przedmiotu poda-
wane sa nawet przyktady, w ktorych wielocukry zawierajace grupy sulfonowe stoso-



ODDZIALYWANIA BIALKOWO-POLISACHARYDOWE [ ICH PRAKTYCZNE WYKORZYSTANIE 25

wano do rozpuszczania biatek zdenaturowanych [29, 30]. Z drugiej jednak strony wiele
jest doniesien o formowaniu si¢ kompleksoéw nierozpuszczalnych, co wykorzystywane
bywa do odseparowywania biatek z bardzo rozcienczonych roztwordéw [34], a nawet
do ich frakcjonowania w przypadkach, gdy roznia si¢ powinowactwem do polisachry-
du. W ten sposob mozna rozdziela¢ biatka serwatkowe, stosujac pektyng [60]. W prak-
tycznych zastosowaniach wptywu kompleksowania na rozpuszczalno$¢ przydatne sa
diagramy fazowe poszczegolnych uktadow biatkowo-polisacharydowych [76]. Istotny
jest rowniez wptyw polisacharydow na reologiczne wlasciwosci roztworow biatko-
wych. Np. niektore rodzaje gum daja efekt antagonistyczny, inne za§ moga dziata¢
synergistycznie w odniesieniu do parametrow reologicznych biatek sojowych [59]. Jest
to czgsto spowodowane tworzeniem si¢ potaczen o charakterze kompleksow [66].

Cenna wiasciwos$cia funkcjonalng sktadnikow zywnosci jest zdolnos¢ zelowania.
W procesie tym makroczasteczki zmieniaja konformacjg i agreguja, formujac przy tym
trojwymiarowa strukturg. Obecno$¢ polisacharydu w otoczeniu biatka w warunkach
ich niekompatybilnos$ci przyczynia si¢ do zwigkszenia termodynamicznej aktywnos$ci
tego ostatniego, czego rezultatem moze byc¢ sprzyjanie jego agregacji i w konsekwencji
latwiejsze zelowanie. Zjawisko to zachodzi czgsciej w obecnosci biatek o rozwinigtej
strukturze, a jest rzadkie w przypadku biatek globularnych [10, 27]. W warunkach, gdy
istnieje termodynamiczna zgodno$¢ i powstaja kompleksy, moze takze dochodzi¢ do
wystepowania struktur zelowych. Jest to szczegolnie korzystne, gdy wyjsciowe sktad-
niki nie maja zdolnosci do zelowania. Przyktadem ukladu tego typu jest mieszanina
roztworow kazeinianu sodu i alginianu sodu (1:3) o 7-procentowym stgzeniu, ktora
w Srodowisku o pH 4,5 i przy matej sile jonowej tworzy zel trwaty nawet w temp. 80°C
[76]. Obserwuje si¢ rownoczes$nie wptyw pH, sity jonowej, a takze temperatury i czasu
na reologiczne wlasciwosci utworzonych zeli [64].

Wlasciwosci emulgujqce i pianotworcze

Kompleksy biatek i polisacharydow moga wykazywaé bardzo dobre wlasciwosci
emulgujace 1 stabilizujace, co pozwala na zastgpowanie nimi niskoczasteczkowych
emulgatoréw syntetycznych. Eliminuje to konieczno$¢ stosowania specjalnych proce-
dur legislacyjnych, a dodatkowo jest korzystne ze wzgledéw zywieniowych i prozdro-
wotnych [5]. Wedlug Dickinsona [13] oraz Galazki i wsp. [21] przytaczenie polisacha-
rydu do biatka jest najlepszym sposobem na zatrzymanie wielocukru na powierzchni
migdzyfazowej emulsji. Poprawia to steryczna stabilizacje tej powierzchni i zwykle
sprzyja tworzeniu si¢ mniejszych kuleczek fazy rozproszonej podczas homogenizacji.
O efektywnosci stabilizujacej kompleksow decyduje rodzaj oddzialywan miedzy ma-
kroczasteczkami, przy czym silne wiazania chemiczne sa znacznie bardziej efektywne
niz stabe oddziatywania asocjacyjne [5, 15].
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Rezultatem zainteresowania wykorzystaniem potaczen biatkowo-polisacharydo-
wych jako emulgatoréw bylo pojawienie si¢ patentow z tego zakresu [24, 43]. Dalsze
badania wykazaty, ze o przydatnosci konkretnego kompleksu decyduja jego sktadniki.
Larichev i wsp. [40] stwierdzili, ze trwato$¢ emulsji stabilizowanych przez kompleksy
albuminy wotowej (BSA) z siarczanem dekstranu silnie zalezy od pH i sity jonowej, co
wskazuje na istotny efekt elektrostatyczny w ich tworzeniu. Z kolei Tokaev i wsp. [71]
odnotowali, ze efekt stabilizowania emulsji przez kompleksy kazeiny z pektyna jest
wyjatkowo silny na skutek powstawania zelopodobnej struktury na powierzchni mig-
dzyfazowej. Rowniez emulsje wytwarzane przy wspotudziale kompleksow biatek so-
jowych z alginianem sodu [47] powstawaly tatwiej i wykazywaty wigksza stabilno$¢
niz jej odpowiedniki otrzymywane z samego biatka sojowego. Przyczyna tej poprawy
wiasciwosci emulgujacych w obecnos$ci polisacharydu bylo tatwiejsze rozwinigcie sig
czasteczek biatek i lepsze wyeksponowanie aktywnych powierzchniowo fragmentow
czasteczki, co z kolei utatwia wigzanie tluszczu i1 tworzenie bariery przeciwdziatajacej
koalescencji. Lippi i Taranto [47] podj¢li badania nad poprawa wiasciwosci emulguja-
cych sojowego izolatu biatkowego poprzez mieszanie go z alginianem sodowym.
Utworzona mieszanina wykazywata aktywno$¢ emulgowania i zdolnos$¢ do stabilizo-
wania emulsji porownywalng z tymi wlasciwos$ciami funkcjonalnymi zoéttka jaja. Dal-
sze prace nad tym zagadnieniem prowadzili Kiosseoglou i Doxastakis [38], ktorzy
zaobserwowali, ze dodatek do biatka sojowego polisacharydow jonowych sprzyja
zmniejszeniu rozmiaréw czastek fazy rozproszonej tworzonych emulsji oraz zwigksza
lepko$¢ fazy ciaglej. Nalezy tu jednak nadmieni¢, ze w okreslonych warunkach pH,
sily jonowej i stezenia polisacharyddéw tworzace si¢ kompleksy z biatkami moga przy-
czynia¢ si¢ do zmniejszenia stabilnosci emulsji, tak jak to odnotowali Dickinson
i Pawlowsky [16] w przypadku kompleksu albuminy z surowicy krwi wotowej (BSA)
z 1-karagenem.

Oprécz emulsji uktadem dyspersyjnym szczegdlnie czegsto spotykanym w produk-
tach spozywczych sa piany. Wykazuja one naturalna tendencj¢ do zanikania, jednak
istnieje wiele substancji je stabilizujacych. Mozna do nich zaliczy¢ takze niektore
kompleksy biatek z polisacharydami anionowymi, szczegdlnie ze, jak wykazat Tolsto-
guzov i wsp. [74, 75], czasem maja one lepsze wlasciwosci powierzchniowo aktywne
dla uktadéw ciecz-powietrze niz same biatka. Ahmed i Dickinson [1], analizujac
wplyw dodatku bialek soi na wtasciwosci aeracyjne alginianéw glikolu propylenowe-
go, stwierdzili, ze zwigkszaja one wydajnos$¢ pienienia roztworow tego polisacharydu
w srodowisku obojetnym. Zwiazane to bylo z formowaniem si¢ na powierzchni mig-
dzyfazowej woda-powietrze kompleksow elektrostatycznych biatko-alginian.
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Ekstruzja

Oddziatywania biatkowo-weglowodanowe byly takze przedmiotem badan doty-
czacych procesu ekstruzji [68]. W ich wyniku stwierdzono, ze frakcje weglowodanowe
wchodzace w sktad maki sojowej zmniejszaja udzial migdzybiatkowych oddziatywan
wodorowych i hydrofobowych w ekstrudatach, a niektore z nich (substancje pektyno-
we) przyczyniaja si¢ rownocze$nie do wzrostu znaczenia wigzan jonowych. Ponadto
wykazano, ze w procesie ekstruzji substancje pektynowe i hemicelulozy zostaja czg-
sciowo unieruchomione w biatkowej matrycy ekstrudatow. W literaturze przedmiotu sa
réwniez opisane badania nad wptywem na przebieg ekstruzji dodatku polisacharydow
niepochodzacych z soi. Wynika z nich, ze alginian sodu w ekstruderze ulega interak-
cjom z rozwinigtymi czasteczkami biatek, dajac w efekcie produkt o twardszej struktu-
rze, zwigkszonej gestosci 1 bardziej odporny na dziatania mechaniczne [7]. Podobny
wplyw wykazuje skrobia, ktora w czasie ekstruzji moze taczy¢ si¢ z B-konglicynina,
glownie poprzez wiazania niekowalencyjne [53]. Znaczaco poprawiaja jakos$¢ ekstru-
datow tworzace sig¢ w ekstruderze kompleksy A-karagenu z biatkami sojowymi [48].

Piekarnictwo

Nie do przecenienia jest rola oddzialywan skrobi z bialkiem podczas wypieku
i sktadowania pieczywa. Procesy te zostaly ostatnio szczegdtowo opisane przez Fika
[20]. W pierwszym z nich dochodzi do wkomponowywania si¢ ziarenek napgczniatej
i skleikowanej skrobi do skoagulowanej struktury gliadyny i gluteniny. Utworzone
struktury w pieczywie $wiezym sa zwarte, jednak podczas czerstwienia pojawiajq si¢
wewnatrz nich warstwy powietrza. Im bardziej czerstwy jest chleb, tym wigksze sa te
komory powietrzne. Rownocze$nie wg Martina i wsp. [51] oraz Hoseneya i Millera
[35] powstaja wigzania krzyzowe mig¢dzy napeczniata skrobig a zdenaurowanym glu-
tenem i jest ich tym wigcej, im bardziej napegczniale sa granulki skrobiowe, a zatem
takze zwigkszona powierzchnia potencjalnego kontaktu z biatkiem. Te krzyzowe inte-
rakcje maja charakter wiazan wodorowych, a wigc w podwyzszonej temperaturze ta-
two ulegaja rozrywaniu, co wykorzystuje si¢ podczas od§wiezania pieczywa [20].
Liczbe biatkowo-skrobiowych wiazah w pieczywie moze ogranicza¢ dodatek do ciasta
a-amylazy, ktéra hydrolizujac skrobi¢ utrudnia jej retrogradacj¢ oraz skutecznie elimi-
nuje powstawanie wspomnianych wiazan krzyzowych. Taki efekt mozna osiagnac
rowniez poprzez dodatek do ciasta gotowych hydrolizatow skrobiowych lub zastoso-
wanie skrobi czg$ciowo roztozonej w procesie ekstruzji [20, 92]. Za gtdéwny powdd
czerstwienia pieczywa uwaza si¢ jednak retrogradacjg skrobi. Kulp [39] twierdzi, ze
proces ten moze by¢ zahamowany w obecnos$ci tluszczow oraz biatek, gdyz te kom-
pleksujac polimery skrobiowe utrudniaja ich agregacje. Dobrze koresponduje to ze
spostrzezeniami pozytywnego wptywu dodatkéw glutenu, maki sojowej lub potpro-
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duktéw mleczarskich bogatych w biatko na elastyczno$¢, porowato$¢, barwe i walory
smakowo-zapachowe pieczywa po wypieku i podczas jego przechowywania [20].

Zastosowanie zjawiska oddzialywan bialek i polisacharydow

Kompleksy biatkowo-polisacharydowe znajduja wiele zastosowan w przemysle
spozywczym, biotechnologii, medycynie, przemysle farmaceutycznym i kosmetycz-
nym oraz innych. Wykorzystuje si¢ je m.in. do odzyskiwania biatek z rozcienczonych
roztwordw przez stracanie ich polisacharydami anionowymi przy niskim pH. Metoda
ta pozwala na stracenie ok. 90% bialka, ktore powstaje jako produkt uboczny w roz-
nych procesach przetworczych. Smith i wsp. [61] odzyskiwali tym sposobem biatka
sojowe zawarte w odcieku po produkcji koncentratu, stosujac w tym celu m.in. kwas
alginowy. Gillberg 1 Tornell [26] opisali metodg otrzymywania izolatow bialka rzepa-
ku, w ktorej jako czynnik stracajacy zastosowali polisacharydy anionowe. Z kolei wie-
lu badaczy [32, 34, 52, 65] uznato, Ze najlepiej do odzyskiwania bialek serwatkowych
nadaje si¢ karboksymetyloceluloza, chociaz efekt jej dziatania zalezy od pH, sity jo-
nowej i stopnia podstawienia. Biatka serwatkowe odzyskiwane z udzialem tego polisa-
charydu wykazuja bardzo dobre wlasciwosci funkcjonalne, a stracanie jest selektywne
i mozna je wykorzysta¢ do frakcjonowania serwatki na o-laktoalbuming
i B-laktoglobuling, a takze do rozdzielania biatek komodrek drozdzy [73]. Ogdlnie nale-
zy stwierdzi¢, ze metoda ta ma duze mozliwosci aplikacyjne w ochronie srodowiska,
gdyz $cieki pozbawione substancji biatkowych charakteryzuja si¢ znacznie mniejszym
biologicznym zapotrzebowaniem tlenu (BZTs5).

Laczenie si¢ bialek z polisacharydami moze tez stuzy¢ do zapobiegania stracaniu
si¢ ich z roztwordw. Bialka w postaci kompleksow jonowych z polisacharydami czg$¢
swoich dodatnio natadowanych grup funkcyjnych maja zwiazanych przez grupy anio-
nowe tych ostatnich, co powoduje istotne przesunigcie punktu izoelektrycznego po-
wstajacych uktadow w kierunku $rodowiska bardziej kwasnego. Sprawia to, ze przy
pH charakterystycznym dla wielu lekko kwasnych napojow, ktore jednoczesnie czgsto
zblizone jest do punktu izoelektrycznego biatek, nie nastgpuje ich stracanie w postaci
komplekséw z polisacharydami [83]. Zjawisko to wykorzystuje si¢ do zapobiegania
precypitacji kazeiny z mlecznych napojow o smaku owocowym, ktore najlepsze cechy
sensoryczne wykazuja przy pH migdzy 4 i 5. Szczego6lnie przydatnym polisacharydem
do tego celu jest karboksymetyloceluloza [56]. Hidalgo i Hansen [33] stwierdzili, ze
dodatek nadmiaru polisachrydéow anionowych do nierozpuszczalnych kompleksow
z biatkiem moze prowadzi¢ w kwasnym $rodowisku nawet do ponownego ich prze-
chodzenia do roztworu. Wedtug tych autoréw spowodowane jest to peptyzacja polega-
jaca na przeorientowaniu molekut bialkowych na czasteczkach wielocukréw, co powo-
duje tatwiejszq ich hydratacjg, a w konsekwencji rozpuszczanie.
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Jedna z potencjalnie najbardziej interesujacych wlasciwosci uktadéw biatkowo-
polisacharydowych zaobserwowali Imeson i wsp. [36], ktorzy stwierdzili, ze obecnos¢
wielocukrow moze zapobiega¢ termicznej precypitacji bialek zwigzanej z ich cieplna
denaturacja. Tak wigc nawet po obrobce termicznej pozostaja one w roztworze i moga
dzigki temu wykazywac typowe dla nich wtasciwosci funkcjonalne.

Innym waznym zastosowaniem kompleksow biatkowo-polisacharydowych jest
mikrokapsutkowanie. Moga one tworzy¢ state filmy wokot kropelek emulsji bedacych
nosnikami substancji mikrokapsutkowanych lub tez zamyka¢ w swojej strukturze ko-
acerwatu czastki rozpuszczalnika zawierajacego substancj¢ mikrokapsutkowana [5].
Metodg tg stosuje sig¢ w technologii aromatow, srodkow ochrony roslin, w kosmetyce,
farmacji i medycynie. Wazna cecha tworzacych sig struktur jest zmniejszanie szybko-
$ci uwalniania si¢ tak zamknigtych sktadnikéw do srodowiska pod wptywem czynni-
kéw zewnetrznych.

Produkty interakcji bialek z polisacharydami sa tez wykorzystywane do wytwa-
rzania zamiennikow thuszczu. Jakkolwiek thuszcze sa podstawowym sktadnikiem diety
cztowieka, to istnieje tendencja do ograniczania ich spozycia i zastgpowania produk-
tami niskottuszczowymi, w ktorych funkcje lipidow przejmuja niejednokrotnie biatka i
polisacharydy. Przyktadem kompleksu wymienionych makromolekutl, stosowanym
jako zamiennik tluszczu, jest kompleks biatek mleka i gumy ksantanowej [11].

Produkcje analogéw migsa na bazie kazeiny, biatek sojowych i drozdzy oraz algi-
nianow i pektyn opisali Tolstoguzov i wsp. [72]. Dodatek dwuwarto$ciowych kationow
metali do substratow zmieszanych przy pH<pl bialka, a nastgpnie podwyzszenie pH
i ogrzanie catosci do temp. 40-90°C pozwolilo na uzyskanie analogdéw migsa w postaci
zeli polisacharydowych zawierajacych biatkowe inkluzje. Jezeli proces zelowania
prowadzi¢ w przeptywie, to mozliwe jest wytwarzanie takich analogéw w formie ani-
zotropowej, zawierajacej zorientowane wtokna w matrycy zelu [67].

Badania nad wptywem polisacharydéw anionowych na biatka enzymatyczne wy-
kazaly, ze przy niskich wartosciach pH, na skutek interakcji grup karboksylanowych
polisacharydéw z dodatnio natadowanymi biatkami, dochodzi do zmian konformacyj-
nych tych ostatnich [25]. Rezultatem moze by¢ ostabienie lub catkowita inaktywacja
funkcji katalitycznej enzymu. Zatem jak sugeruje Ledward [41] powstawanie w takich
warunkach kompleksow biatkowo-polisacharydowych moze by¢ potencjalna metoda
przedtuzenia trwatoséci produktow spozywczych. Samant i wsp. [58] twierdza jednak,
ze takie oslabienie aktywno$ci moze by¢ spowodowane przesuni¢ciem si¢ pH opty-
malnego dziatania enzymu pod wptywem pola elektrycznego polisacharydu, a zwigk-
szenie sily jonowej srodowiska powoduje rozpad komplekséw i powrot optymalnego
pH do wartosci poczatkowej. Ostabiajace aktywno$¢ enzymatyczna dziatanie polisa-
charydow znalazto zastosowanie przy izolowaniu insuliny z trzustki, bowiem te biopo-
limery hamuja aktywnos¢ proteolityczng i dzigki temu umozliwiaja wyekstrahowanie
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insuliny w stanie nienaruszonym. Interesujace badania nad zastosowaniem polisacha-
rydow anionowych do poprawy biologicznej wartosci zywnosci prowadzili Varfolo-
meeva i wsp. [84], ktorzy zastosowali te biopolimery do inaktywowania inhibitorow

trypsyny.

Podsumowanie

Badania nad budowg i wlasciwo$ciami biopolimeréw, w polaczeniu ze znacznym
postgpem w dziedzinie inzynierii materialowej, przyczynity si¢ do rozwoju technik
wytwarzania nowych produktéw z surowcow naturalnych. Duze osiagnigcia w tym
zakresie nastapity dzigki wykorzystaniu wiedzy o wzajemnych oddzialywaniach mig-
dzy biatkami i polisacharydami. Obok typowych, dobrze juz ugruntowanych zastoso-
wan w przemysle spozywczym pojawiaja si¢ nowe, w obszarach biotechnologii,
ochrony $rodowiska czy kosmetyki. Duze potencjalne znaczenie ma takze stosowanie
kompleksow bialek i polisacharydow w charakterze materiatow biodegradowalnych.
Istotnym problemem przy wytwarzaniu z nich réznych wyrobow jest zachowanie od-
powiedniej wytrzymatosci. Omawiane kompleksy niejednokrotnie wykazuja lepsze
wiasciwosci mechaniczne niz komponenty z ktoérych powstaja. Dlatego tez budza duze
zainteresowanie firm zajmujacych si¢ wytwarzaniem nie tylko opakowan biodegrado-
walnych, ale i materiatdéw opatrunkowych, nici chirurgicznych, a nawet protez. Wazna
zaleta takich wyrobow jest ich naturalne pochodzenie oraz to, ze sa materiatami odna-
wialnymi.
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PROTEIN-POLYSACCHARIDE INTERACTIONS AND THEIR PRACTICAL APPLICATIONS
Summary

Characteristic of protein-polysaccharide interactions, resulting from the specific structure of these bio-
polymers, were presented in the paper. Substrate requirements were discussed as well as treatment condi-
tions necessary to form such interactions. In case of protein-polysaccharide solutions, parameters for their
thermodynamic incompatibility were also defined. Next, practical implications were assessed arising from
the macromolecular interactions. Some industrial applications were also referred. Apart from the tradition-
al use in food technology new, non-nutritive ways of protein-polysaccharide complexes usability were
emphasized especially in biotechnology, environmental protection, cosmetics and technology of biode-
gradable materials.

Key words: protein, polysaccharides, biopolymers, interactions, functional propertie
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