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MALGORZATA DAREWICZ, JERZY DZIUBA

STRUKTURA A WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE BIALEK MLEKA

Streszczenie

W pracy przedstawiono i zanalizowano wyniki badan dotyczacych zaleznosci migdzy struktura biatek
mleka a ich wybranymi wilasciwosciami funkcjonalnymi. Waznymi czynnikami wplywajacymi na
wlasciwosci funkcjonalne biatek sa wymiary molekularne, hydrofobowo$¢, tadunek i elastycznos¢. Na
wiasciwosci funkcjonalne maja wplyw takze takie czynniki zewngtrzne, jak: temperatura, pH, sita jonowa
czy obecno$¢ innych czasteczek. Podstawowa przyczyng réznic we wilasciwosciach funkcjonalnych
migdzy biatkami upatruje si¢ w ich odmiennej strukturze. Wiasciwosci funkcjonalne mozna modyfikowac
metodami  fizycznymi, chemicznymi, enzymatycznymi i genetycznymi. Rozpuszczalno$¢ jest
wiasciwoscia fizykochemiczna, od ktérej moga zaleze¢ inne wiasciwosci funkcjonalne. Biatka moga
adsorbowa¢ na granicy faz olej/woda i powietrze/woda i obniza¢ napigcie powierzchniowe, zmieniajac
jednoczesnie swoja strukturg. Dobre wilasciwosci powierzchniowe biatek taczy si¢ ze specyficzna
dystrybucja ich reszt hydrofobowych i hydrofilowych w $cisle odizolowane obszary, polaczona z
zapewnieniem minimalnej masy czasteczkowej. Stwierdzono istnienie zwigzku migdzy udzialem
struktury o-helikalnej, indukowanej adsorpcja na hydrofobowej powierzchni, a ksztaltowaniem sig
zdolnoéci do tworzenia emulsji przez peptydy. W opisywaniu zaleznosci migdzy struktura a funkcja
biatek coraz wigksza rolge zaczynaja odgrywaé wielowymiarowe metody statystyczne. Znajomos$¢
molekularnych podstaw ksztattowania si¢ rozpuszczalnosci, zdolnosci do tworzenia/stabilizowania
emulsji/piany przez biatka jest podstawowa wiedza w badaniach nad zastosowaniami bialek mleka w
zywnosci o pozadanych i zaprojektowanych cechach.

Stowa kluczowe: biatka mleka, emulsje, modele statystyczne, piany, rozpuszczalnos$¢, struktura.

Wprowadzenie

Istnieje wiele definicji funkcjonalnych wtasciwosci biatek zywnosci. Pour-El [44]
okresla wtasciwosci funkcjonalne jako ,jakiekolwiek wtasciwosci produktu
zywnosciowego lub sktadnikéw zywnosci, wylaczajac funkcje odzywcza, ktére
decyduja o ich zastosowaniu”. Wedlug Kinselli [30], funkcjonalne wtasciwosci biatek
obecnych w produktach zywno$ciowych ,to te fizyczne i chemiczne wiasciwosci,
ktére wptywaja na zachowanie si¢ bialek w produktach zywnosciowych podczas ich
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wytwarzania, przechowywania i spozywania”. Z kolei Sikorski [50] definiuje
wlasciwosci funkcjonalne biatek jako ,.te, dzigki ktérym w produkcie zywno$ciowym
zawierajacym biatka w odpowiednich ilo$ciach, poddanym obrébce przy optymalnych
parametrach, wytwarzaja si¢ pozadane cechy sensoryczne”. Biatka moga petni¢ w
produktach surowcach i produktach zywno$ciowych role sktadnikéw o okreslonych
wlasciwosciach funkcjonalnych i biologicznych, co moze by¢ wykorzystane w
produkcji zywnosci funkcjonalnej [32]. W Europie, za zywno$¢ funkcjonalna przyjeto
uwazaé¢ zywnos$¢, co do ktorej ,,udowodniono korzystny wptyw na jedna lub wigcej
funkcji organizmu ponad efekt odzywczy, ktéry to wptyw polega na poprawie stanu
zdrowia oraz samopoczucia i/lub zmniejszeniu ryzyka choréb” [28]. Biologiczna
aktywno$¢ biatek przypisywana jest obecnosci w sekwencjach ich tahcuchéw
polipeptydowych, fragmentéw obdarzonych specyficzng aktywnoscia [18, 19, 32].

Wiasciwosci  funkcjonalne  mozna  rozpatrywa¢  jako:  wlasciwosci
powierzchniowe, np. zdolno$§¢ do tworzenia i stabilizowania emulsji (powierzchnia
miedzyfazowa olej/woda), zdolno$¢ do tworzenia i stabilizowania piany (powierzchnia
migdzyfazowa powietrze/woda) czy rozpuszczalno$¢ (oddzialywania woda/biatko);
wiasciwosci hydrodynamiczne (oddziatywania miedzyczasteczkowe) np. zelifikujace
czy wlasciwosci tekstury oraz sensoryczne (smak i zapach). Wihasciwosci funkcjonalne
bialek sa pochodna specyficznych cech ich czasteczek [29]: wielkos$ci, ksztaltu,
elastycznosci, podatnosci na denaturacjg, sekwencji aminokwaséw oraz ich
hydrofilowosci i hydrofobowosci, tadunku i jego rozmieszczenia, charakteru i liczby
struktur mikrodomenowych, zdolnosci adaptacji catej czasteczki lub jej domen
sktadowych do zmiennych warunkéw $rodowiskowych, charakteru wzajemnych
interakcji biatek z innymi sktadnikami zywnoS$ci, a takze najwazniejszych cech
srodowiska: pH, temperatury, ci$nienia oraz sily jonowej. Na ksztaltowanie si¢
wiasciwosci funkcjonalnych wptywa fakt tworzenia przez biatka kompleksowych
uktadéw z innymi sktadnikami zywno$ci [53]. Procesy technologiczne, jakim
poddawane sa surowce zywnosciowe, réwniez odgrywaja znaczaca rolg
w ksztaltowaniu wlasciwosci funkcjonalnych biatek.

Pr¢znie rozwijajace si¢ metody bioinformatyczne oraz wielowymiarowe metody
statystyczne skutecznie poszerzyly spektrum metod badawczych stosowanych w
charakterystyce biatek jako nos$nikéw zdefiniowanych wiasciwoséci funkcjonalnych.
Wykorzystujac ~ wielowymiarowe metody statystyczne opracowano modele
matematyczne umozliwiajace przewidywanie wilasciwosci funkcjonalnych biatek na
podstawie znajomosci ich wlasciwosci molekularnych [13, 34, 36, 59, 60]. Metody
bioinformatyczne moga by¢ pomocne w hierarchicznym klasyfikowaniu biatek w tzw.
homologiczne rodziny z uwzglednieniem poziomu organizacji ich struktury,
anastgpnie w prawidlowym formutowaniu hipotez na temat zalezno$ci migdzy
wlasciwosciami  funkcjonalnymi a molekularnymi i ich weryfikowaniu jako
uniwersalnych hipotez w stosunku do homologicznych grup biatek [17, 38, 39].
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Strukturalne wlasciwosci biatek

W wigkszo$ci bialek prawie wszystkie hydrofilowe grupy funkcyjne
zlokalizowane sa na powierzchni czasteczek biatkowych, ale nie wszystkie grupy
hydrofobowe umieszczone sa w ich wnetrzu. W przypadku bialek globularnych 40-
50% powierzchni czasteczek moga zajmowac reszty aminokwasowe o charakterze
hydrofobowym [50]. Ich specyficzne rozmieszczenie w tancuchach polipeptydowych
wplywa na uksztaltowanie powierzchni czasteczek biatek, zdolnosci do tworzenia
oligomeréw i struktur micelarnych oraz wiasciwosci funkcjonalne. Przyktadowo,
w kazeinach-o; i - prawie 2/3 ich tancuchéw polipeptydowych jest silnie
hydrofobowa [52]. W kazeinie-3 wszystkie reszty fosfoserynowe i wigkszo$¢ wolnych
grup karboksylowych umieszczone sa we fragmentach N-koncowych, za§ w kazeinie-
O; w obrebie miedzy pozycja 40. a 80. w liczacym 199 aminokwaséw tancuchu
peptydowym. Amfifilowy charakter tancuchéw polipeptydowych obydwu biatek, z
duzym udzialem tatwo dost¢pnych niepolarnych reszt aminokwasowych powoduje, ze
wykazuja one silng tendencj¢ do adsorbowania na powierzchniach hydrofobowych
[14]. Stwierdzono, ze N-koncowe i C-koncowe czesci tancuchéw polipeptydowych
kilku czasteczek kazeiny-o,; moga taczy¢ sig, tworzac uktad liniowy [25]. Z kolei
czasteczki kazeiny-3 w wyniku oddziatywan hydrofobowych moga taczy¢ sie¢ w micele
ze zwartym, potozonym centralnie, hydrofobowym rdzeniem okrytym luzna warstwa
pozostatych czegsci tancuchéw polipeptydowych. Obok specyficznej dystrybucji reszt
aminokwasowych na wtasciwosci funkcjonalne ma wptyw sktad aminokwasowy.
Okoto 17% reszt aminokwasowych w kazeinie-p i 8,5% w kazeinie-0; to reszty
prolinowe. Ich w miarg jednolite rozmieszczenie wzdtuz tancuchéw polipeptydowych
ww. bialek oraz brak reszt cysteiny utrudnia formowanie struktur uporzadkowanych.
Darewicz i wsp. [10, 11], stosujac metode dichroizmu kotowego ustalili, ze ok. 10%
czasteczki kazeiny- ma struktur¢ o-helikalna, ok. 15% — pofaldowanej kartki, a ok.
73% — nieuporzadkowanego kigbka. Holt i Sawyer [24] zaproponowali, aby zaliczy¢
kazeing- do tzw. biatek reomorficznych.

Duza role w ksztattowaniu struktury i funkcji biatek przypisuje si¢ aminokwasom
siarkowym [3]. Grupy tiolowe moga ulec utlenieniu, tworzac wewnatrz- i
miedzyczasteczkowe mostki dwusiarczkowe. W wyniku takich interakcji zmienia si¢
struktura, a wraz z nia funkcje petnione przez biatka. Tworzenie poprzecznych
mostkéw dwusiarczkowych stabilizuje strukture trzeciorzgdowa bialek oraz wptywa na
wlasciwosci funkcjonalne np. ma znaczenie w poprawie cech jakosSciowych pieczywa
wyprodukowanego z dodatkiem odtluszczonego proszku mlecznego [41].

Podstawowa przyczyne réznic we wilasciwosciach funkcjonalnych migdzy
biatkami upatruje si¢ w ich odmiennej strukturze [58], stad jako skrajne przyktady
takich réznic mozna przytoczy¢ kazeing-f i laktoglobuling-B. Kazeina-f to
fosfoproteina o masie czasteczkowej ok. 24-10° Da stanowiaca ok. 35% ogélnej ilosci
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kazeiny w mleku [26]. Model czasteczki kazeiny-f ma wyglad ,krabopodobny”
z dwoma duzymi, wykrzywionymi ramionami [33]. Ksztalt czasteczki w przyblizeniu
moze by¢ przedstawiony jako elipsoida, ze stosunkiem osi 2:1. Gdy pH wynosi 6,6, N-
koncowy segment kazeiny-f obejmujacy 21 reszt aminokwasowych jest zrédtem
wypadkowego ujemnego tadunku netto (-12), pozostata cze$¢ czasteczki jest
praktycznie pozbawiona tadunku. Polarna domena biatka, mimo Ze zawiera mniej reszt
aminokwasowych niz domena hydrofobowa, wykazujac wigksza elastyczno$¢ zajmuje
wigksza objeto$¢ molekularna. Wyjatkowa cecha kazeiny-P jest amfifilowa natura jej
czasteczki [15]. W temp. ponizej 4°C kazeina-f wystgpuje jako monomer [25],
W wyzsze] temperaturze i powyzej stezenia krytycznego tj. 1,5 mg/ml podlega
samoasocjacji [51]. Z kolei laktoglobulina- stanowi ok. 50% ogdlnej ilosci biatek
serwatkowych w mleku [4]. Jest ona biatkiem globularnym zawierajacym pig¢ reszt
cysteinowych, z ktérych cztery sa zaangazowane w tworzenie mostkow
dwusiarczkowych, stabilizujacych strukturg czwartorzgdowa. Wolna grupa tiolowa
utatwia tworzenie nowych struktur. W mleku, lub bardziej ogélnie w zakresie pH od
5,2 do 7,5, natywna laktoglobulina-B wystgpuje jako dimer dwdch identycznych
podjednostek o masie ok. 18:10° Da [23]. Przy pH powyzej 7,5 laktoglobulina-B
denaturuje nieodwracalnie. Przy pH ponizej 3,5 ulega odwracalnej dysocjacji tworzac
monomery, a przy pH migdzy 3,5 1 5,2 odwracalnie tworzy formy
tetramer6w/oktameréw. W drugorzedowej strukturze laktoglobuliny-P udziat struktury
a-helikalnej wynosi ok. 1,5%, pofaldowanej kartki — ok. 43%, a nieuporzadkowanego
ktebka — ok. 47%. Nalezy si¢ wigc spodziewal, ze zaréwno wiasciwosci
powierzchniowe, jak hydrodynamiczne zachowanie si¢ globularnej laktoglobuliny-f3
i reomorficznej kazeiny-P beda catkowicie odmienne.

Rozpuszczalno$¢

Sposréd  wilasciwosci  funkcjonalnych na szczegdlna uwage zashuguje
rozpuszczalno$¢, ktéra jest uwazana za podstawowa wilasciwos$¢ funkcjonalng biatek
zywnosci. Kinsella [30] podkresla, ze rozpuszczalno$¢ biatek jest fizykochemiczna
wiasciwoscia, od ktérej moga zaleze¢ inne wlasciwosci funkcjonalne. Wiasciwos$¢ ta
w duzym stopniu okres§la mozliwosci zastosowania preparatow biatkowych
w przetworstwie spozywczym. Dobra rozpuszczalno$¢ biatka czesto kojarzy si¢ z jego
dobrymi wtasciwos$ciami funkcjonalnymi [48], chociaz niektérzy autorzy wskazuja na
brak zaleznosci migdzy tym wyréznikiem a np. wlasciwosciami emulgujacymi biatek
[1]. Utrata rozpuszczalno$ci wskutek obrébki zywnosci w drastycznych warunkach jest
w wielu przypadkach wskaznikiem denaturacji i nastgpczego sieciowania biatka [36].
Rozpuszczalno$¢ biatek zalezy od budowy i wlasciwosci rozpuszczalnika, temperatury,
pH Srodowiska, st¢zenia i tadunku jonéw oraz charakteru oddzialywan zinnymi
czasteczkami [6, 27]. Hydrofobowos$¢ powierzchniowa oraz wypadkowy tadunek
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elektryczny to najwazniejsze cechy charakterystyczne czasteczki biatka determinujace
jego zachowanie wobec rozpuszczalnika. Hydrofobowo$¢ powierzchniowa jest
wskaznikiem charakteryzujacym zréznicowany potencjal elektrostatyczny réznych
fragmentéw powierzchni biatka, decydujacym o jej przestrzennym ksztalcie oraz
zachowaniu wobec polarnych i apolarnych rozpuszczalnikéw [47, 56]. Jednym ze
sposobéw modyfikowania charakteru hydrofobowego/hydrofilowego powierzchni
czasteczki biatka moga by¢ modyfikacje chemiczne np. glukozylacja, a ggstosci
fadunku — modyfikacje enzymatyczne np. defosforylacja. Do modyfikowania
wlasciwosci kazeiny-B Darewicz i Dziuba [12] oraz Dziuba i wsp. [16] wykorzystali
spontaniczny proces przytaczania pojedynczych czasteczek cukréw redukujacych,
niekontrolowany przez enzymy, zwany nieenzymatyczng glikacja. Pod wpltywem
modyfikacji glukoza zaobserwowano poprawe rozpuszczalnosci kazeiny-f. Z kolei
usunigcie reszt fosforanowych z kazeiny-f3 spowodowato spadek jej rozpuszczalno$ci
[11]. Nie zawsze biatka zachowuja si¢ zgodnie z ogdlnie przyjetym mechanizmem
towarzyszacym ich wsalaniu i wysalaniu. W badaniach biatek nasion bobiku Darewicz
i wsp. [6] stwierdzili, ze wyizolowane z nich albuminy i globuliny charakteryzuja si¢
odmiennymi cechami rozpuszczalnosci. Istniala graniczna warto$¢ silty jonowej,
powyzej ktérej rozpuszczalno$¢ albumin nasion bobiku malata. Za$ globuliny bobiku,
w przeciwienstwie do albumin, paradoksalnie zwigkszaty swoja rozpuszczalno$¢ wraz
ze wzrostem sity jonowej nawet powyzej granicznej wartosci, przy ktérej albuminy
ulegaty wysalaniu. Zjawisko to thtumaczono oddysocjowaniem frakcji biatkowych oraz
zmiang stanu poligonowego czasteczek biatkowych, powodowanego zmiana wartosci
hydrofobowos$ci powierzchniowej w wyniku ekranizujacego wptywu jonéw soli.
Wynikiem takich zmian mogta by¢ preferencyjna hydratacja molekut biatkowych.
Znajomos¢ opisanego mechanizmu zmian rozpuszczalnosci albumin i globulin moze
mie¢ znaczenie podczas ekstrakcji tych biatek z roztworé6w wodnych oraz
opracowywania technologii otrzymywania izolatéw tych biatek.

Zastosowanie biatek zdecydowanie wzrasta wszedzie tam, gdzie zachowana jest
ich wysoka rozpuszczalno$¢. Szczegdlne znaczenie odgrywa ta wilasciwosé w
srodowisku kwasnym. Wowczas istnieje mozliwo$¢ zastosowania biatek jako
dodatkéw do sokéw i napojéw bez obawy, ze zajdzie ich koagulacja.

Wiasciwosci powierzchniowo czynne

Zjawisko stabilizowania emulsji lub piany przez biatka jest spowodowane ich
zdolnoscia do adsorbowania si¢ na granicy faz, zmniejszania napigcia
powierzchniowego i tworzenia spdjnej warstwy wokot kropelek oleju lub pecherzykéow
powietrza [57]. Eksperymenty dotyczace kinetyki adsorpcji biatek globularnych
dowiodty, ze wigkszo$¢ z nich musi pokona¢ barierg energetyczng, aby zaadsorbowac
si¢ na granicy faz. Natura tej bariery nie jest do konca poznana, ale przypuszcza sig, ze
jest to bariera ci$nienia i elektrostatyczna [56]. W najprostszym przypadku przy
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nieobecno$ci obu tych barier dyfuzja bytaby uzalezniona od rozmieszczenia grup
hydrofilowych i hydrofobowych na powierzchni czasteczki biatka i ich wzajemnych
proporcji [5]. Jezeli powierzchnia czasteczek ma charakter hydrofilowy woéwczas
adsorpcja na granicy faz moze nie zachodzi¢. Jesli jednak zawiera dodatkowo tylko
kilka reszt hydrofobowych i wejda one w oddziatywanie z powierzchnia faz, wéwczas
adsorpcja moze zachodzi¢. Innymi stowy adsorpcja na granicy faz powietrze/woda,
olej/woda zalezy od statystycznego prawdopodobienstwa zderzen grup hydrofobowych
znajdujacych si¢ na powierzchni czasteczek biatka z granica faz.

Szczegblny wptyw na adsorpcje i formowanie bton ma stabilno$¢ konformacji,
zdolno$¢ do jej przearanzowania na granicy faz oraz symetria/asymetria
rozmieszczenia polarnych i apolarnych grup funkcyjnych, a w konsekwencji
amfifilowos$¢ struktur biatkowych. Wielu autoréw wskazywalo na amfifilowos¢
struktur biatkowych jako warunek konieczny, po ktérego spelnieniu biatka/peptydy
charakteryzowaty si¢ dobrymi wlasciwo$ciami powierzchniowymi, w tym
emulgujacymi i pianotwérczymi [9, 10, 15, 57]. Silnie amfifilowa natura kazeiny-f
utatwia jej koncentracje na powierzchni mig¢dzyfazowej, co jest wstgpnym etapem
procesu formowania emulsji lub piany [11, 15].

Piany

Piana powstaje wskutek zdyspergowania pgcherzykow powietrza w fazie ciekle;j.
Dodatek biatka powoduje wzrost lepko$ci fazy wodnej, co zwigksza trwato$¢ filmu
migdzyfazowego, a tym samym wytworzonej piany [58]. Bialka obnizaja napigcie
powierzchniowe przez interakcje zaréwno z czasteczkami wody, jak i powietrzem, co
pozwala na formowanie wigkszej ilosci pecherzykow piany. Po adsorpcji czasteczek
biatka na powierzchni pgcherzykéw powietrza polarne reszty aminokwaséw znajdujace
si¢ na powierzchni czasteczek biatek zwracaja si¢ w strong cieczy, za$ niepolarne — w
stron¢ powietrza. Wokét pecherzykow powietrza powstaje spdjny, elastyczny film
miedzyfazowy. Pecherzyki nie tacza si¢ ze soba, gdyz stykaja si¢ jednoimiennie
natadowanymi fragmentami czasteczek bialek. Objgtos$¢ pecherzykéw powietrza moze
stanowi¢ nawet 99% ogolnej objetosci piany, a ich $rednice zawieraja si¢ w przedziale
0,1-1 mm [55]. Do czynnikéw wplywajacych na tworzenie piany mozna zaliczy¢
hydrofobowos¢ powierzchniowa, umiejscowienie hydrofobowych reszt
aminokwasowych na powierzchni bialka, obecno$¢ grup tiolowych, kationéw
i anionéw, weglowodanéw, lipidow. Dowiedziono, ze biatko o idealnych
wiasciwosciach pianotwdérczych powinno mie¢ duza hydrofobowos¢ powierzchniowa,
dobra rozpuszczalno$¢, niski tadunek netto przy wartosci pH produktu spozywczego,
a jego tancuch polipeptydowy powinien ulega¢ fatwo rozfatdowaniu [43]. Bigelow [2]
podaje, ze minimalna warto$¢ hydrofobowosci biatka umozliwiajaca adsorpcje na
granicy faz wynosi ok. 1000 kJ/mol. Adsorpcja biatka na powierzchni miedzyfazowe;j
powietrze/woda czy olej/woda zwigzana jest z prawdopodobienstwem zetknigcia si¢
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czasteczki bialka z powierzchnia miedzyfazowa. Im wigksza liczba obszaréw
hydrofobowych, tym wigksze bedzie prawdopodobienstwo zetknigcia si¢ tych
obszar6w z powierzchnia migdzyfazowa [5]. Dobre wiasciwosci pianotworcze
wykazuja biatka podobne budowa do kazeiny-f, ktéra tatwo adsorbuje si¢ na
powierzchni powietrze/woda, zmniejszajac w ten sposob napigcie powierzchniowe [7,
9, 10]. Jednakze piana utworzona z jej udziatem jest mato stabilna ze wzgledu na stabe
wiasciwosci lepkosprezyste [43].

Stabilnos¢ uformowanych pian nie jest zjawiskiem niezmiennym. Stabilno$¢
piany zalezy od zdolnosci biatka do ochrony utworzonej piany przed dzialaniem sit
grawitacji 1 mechanicznymi interakcjami. Stabilne piany sa zwykle tworzone przy pH
bliskim punktowi izoelektrycznemu biatka, kiedy to sily oddzialywan
elektrostatycznych sa najmniejsze.

Procesy, ktére podwyzszaja warto$¢ hydrofobowosci polepszaja wtasciwosci
pianotworcze. Pianotwoércze wtasciwosci biatka mozna zwigkszy¢ przez krétkotrwate
ogrzanie. Termiczna denaturacja w zakresie temp. 40-60°C przez 30 min poprawia
wlasciwosci pianotwoércze biatek serwatkowych. Optymalne warunki ogrzewania
zaleza od rodzaju i stezenia biatka [36].

Emulsje

Emulsjami nazywamy uklady dyspersyjne, sktadajace si¢ z dwéch lub wigcej
niemieszajacych si¢ ze soba cieczy, z ktérych jedna wystepuje w postaci fazy ciagtej, a
druga w formie rozproszonych kropelek. Podczas mieszania oleju i roztworéw
wodnych biatlek pojawia si¢ tendencja do ograniczenia kontaktu miedzy nimi
i separacja faz. Poczatkowo minimalny kontakt jest osiagany wskutek formowania
sferycznych kropel przy naktadzie energii z zewnatrz. Emulsje stabilizowane biatkami
zapewniaja minimalny kontakt grup hydrofobowych z woda. Jest to stan
najkorzystniejszy energetycznie [56]. Czas niezbedny do utworzenia spdjnej warstwy
wokot kropelek oleju 1 ustalenia si¢ rownowagi termodynamicznej zalezy od rodzaju
biatka. Zjawiska te przebiegaja szybko z udzialem bialek o IuZnej, elastycznej
strukturze (np. kazeina-f), ze $rednig szybkoscia w przypadku biatek globularnych (np.
bydlgca albumina serum) oraz wolno z biatkami o zwartej strukturze (np. lizozym).
Wielko$¢ kropel fazy rozproszonej jest podstawowa wielkos$cia charakteryzujaca
emulsje. Srednica tych kropel w emulsjach produktéw spozywczych waha si¢ w
granicach od 0,2 do 10 pm i zalezy od metody wytwarzania emulsji, réznicy lepkosci
obu faz, rodzaju uzytego emulgatora oraz od nakladu energii przy tworzeniu emulsji
[55]. W produktach o niskiej jakosci wystgpuja krople o Srednicy ok. 10 pm i powyzej.
W majonezie dobrej jakos$ci krople wynosza 2—4 um.

W celu utatwienia powstawania emulsji, a takze poprawy jej stabilno$ci nalezy
wprowadzi¢ do ukladu czynnik stabilizujacy. Moze nim by¢ dzialanie polegajace na
wprowadzeniu  emulgatora, np. biatka [56]. W  przeciwienstwie do
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niskoczasteczkowych emulgatoréw struktura biatlek moze ulec zmianie pod wptywem
adsorpcji. Po adsorpcji na hydrofobowej powierzchni struktura kazeiny-f ulega
zmianie [40]. Pierwsze 50 aminokwaséw czeSci N-koncowej tancucha
polipeptydowego ma bezposredni kontakt z polarnym S$rodowiskiem. Tworza one
petle, ktdéra jest ,,zakotwiczona” na powierzchni migdzyfazowej dzigki obecnosci
aminokwaséw  hydrofobowych. Pozostala cze§¢ czasteczki kazeiny-f  jest
»przyczepiona” do hydrofobowej powierzchni w postaci powyginanego tancucha.

Dobry emulgator powinien nie tylko tworzy¢, ale réwniez stabilizowa¢ nowo
utworzona powierzchni¢ mi¢dzyfazowa. Dowiedziono, ze emulsje stabilizowane przez
biatka sa bardziej stabilne przy pH réznym od wartosci punktéw izoelektrycznych
biatek np. wlasciwosci emulgujace laktoglobuliny-/ zaleza od wartosci pH $rodowiska
[56, 57]. Wykazuje ona lepsze wtasciwosci przy pH powyzej 7,0. Stabilno$¢ emulsji
zalezy m.in. od lepkosci fazy ciagtej, sit ciazenia, tadunku wypadkowego i struktury
biatka. Rodzaj urzadzenia do wytwarzania emulsji, ilo$¢ energii dostarczanej podczas
emulgowania w duzym stopniu wyznaczajq zakres i charakter zmian emulsji w czasie
[35]. Réwniez czynniki $rodowiskowe, np. stezenie biatka, kwasowos$¢ czynna,
stosunek faz olej/woda i sita jonowa decyduja o stabilnosci emulsji [9, 10, 11].
Kazeina-f jest najbardziej efektywnym stabilizatorem sposrod wszystkich biatek
mleka, poniewaz w najwyzszym stopniu zmniejsza napigcie powierzchniowe.
Zdolnos$¢ obnizania napigcia powierzchniowego maleje wedtug kolejnosci: kazeina-f >
-as1 > -k > laktoglobulina-f > laktoalbumina-o > albumina serum [16, 31].

Zmieniajac strukture biatka mozna doprowadzi¢ do zmian jego konformacji, co
z kolei moze wptywaé na zmiany jego zdolnosci do tworzenia i stabilizowania emulsji.
Wzrost hydrofilowosci moze w niektérych przypadkach odegra¢ pozytywna role
w ksztaltowaniu wlasciwosci emulgujacych. Glikozylacja B-laktoglobuliny powoduje
wzrost masy czasteczkowej, zmniejszenie wypadkowego tadunku netto, zwigkszenie
hydrofobowosci powierzchniowej, a co za tym idzie popraweg wlasciwosci
emulgujacych [21, 45]. Podobne zmiany emulgujacych wtasciwosci glikozylowanej
kazeiny-B obserwowali w swoich badaniach Darewicz i Dziuba [12] oraz Dziuba
i wsp. [16]. Zmiany te obejmowaly nowy sposéb aranzacji struktury kazeiny-p na
hydrofobowej powierzchni. Zaobserwowano wowczas zmniejszenie udziatu struktury
nieuporzadkowanej i wigkszy stopien ,,upakowania” czasteczek na hydrofobowe;j
powierzchni. Zmniejszona hydrofobowos¢ powierzchniowa tak zmodyfikowanej
czasteczki, jej zwigkszony tadunek wypadkowy netto promowaty = sity
elektrostatycznego i sterycznego odpychania, stabilizujac emulsj¢ 1 zapobiegajac jej
koalescencji. Z kolei stosujac w swoich badaniach fosfataze alkaliczng, Darewicz
iwsp. [8, 10, 11] modyfikowali warto$¢ tadunku wypadkowego netto czasteczki
kazeiny-P. Paradoksalnie mimo usunigcia reszt fosforanowych, bedacych zrédtem
oddziatywan elektrostatycznych i sterycznych, emulsja stabilizowana defosforylowana
kazeina-f nie ulegta destabilizacji. Zjawisko to ttlumaczono wciaz amfifilowym
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charakterem catej czasteczki kazeiny-f oraz, co bardziej istotne, zmianami
strukturalnymi tj. indukowaniem przyrostu struktury o-helikalnej. Zmniejszenie sit
odpychania o charakterze elektrostatycznym i sterycznym byto kompensowane przez
bardziej zwartq architekture struktury defosforylowanej kazeiny-3, co w konsekwencji
zapobiegato destabilizacji emulsji.

Wielu autoréw [20, 42, 46] sugeruje istnienie zalezno$ci migdzy obecnoS$cia
struktury drugorzgedowej w roztworach naturalnych i syntetycznych peptydéw a ich
biofizycznymi wilasciwo$ciami. Zwracano m.in. uwage na zwiazek migdzy udziatlem
amfifilowej struktury orhelikalnej w drugorzedowej strukturze laktoferyny i biatek
hemowych oraz ich peptydéw a ich wtasciwo$ciami antybakteryjnymi. Starano sig
takze udowodni¢ istnienie statystycznie istotnej korelacji migdzy udziatem
procentowym amfifilowego o~heliksu w strukturze drugorzedowej peptydow
syntetycznych a ich zdolnosciami do tworzenia i stabilizowania emulsji. Darewicz i
wsp. [7, 10, 11] stwierdzili istnienie zwiazku migdzy udziatem struktury o-helikalnej,
indukowanej adsorpcja na hydrofobowej powierzchni, a ksztattowaniem si¢ zdolnosci
do tworzenia emulsji przez peptydy.

Matematyczna formalizacja zaleznos$ci struktura-funkcja

Pomimo do$¢ duzej liczby publikacji, w ktérych autorzy podejmuja problem
relacji pomigdzy struktura a funkcjami biatek i peptydéw, wciaz w wyjasnieniach
mechanizméw lezacych u podstaw ksztattowania si¢ zalezno$ci migdzy struktura
biatek a ich funkcja trudno znalezé pewne uniwersalne tezy. Nakai i wsp. [36]
prébowali  sformutowaé zaleznosci miedzy struktura bialek zywnosci a ich
wlasciwosciami funkcjonalnymi. Stwierdzili wowczas, ze rozpuszczalnos$¢, tadunek
wypadkowy netto, zdolno§¢ do asocjacji czasteczek biatkowych, zawarto$¢ grup
tiolowych lub mostkéw dwusiarczkowych oraz hydrofobowo$¢ bocznych reszt
aminokwasowych w biatkach maja wplyw na ich wlasciwosci emulgujace
1 pianotworcze. Jednocze$nie Nakai i wsp. [36] oraz Giuliani i wsp. [22] twierdza, ze
zaleznos$ci migdzy struktura bialek a ich wtasciwo$ciami funkcjonalnymi sa w wielu
przypadkach nieliniowe. Z tego powodu coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢
wielowymiarowe metody statystyczne wykorzystujace analize regresji wielokrotnej,
regresji metoda czastkowych najmniejszyh kwadratéw, regresji sktadowych gtéwnych
czy sieci neuronowe [34, 49]. Nakai i wsp. [36, 37], postugujac si¢ roéwnaniami
regresji, zwrdcili uwage na znaczenie rozpuszczalnosci biatek w matematycznej
interpretacji  wynikéw oceny ich wtasciwosci funkcjonalnych. Wprowadzenie
wynikéw oznaczen hydrofobowo$ci powierzchniowej 1 rozpuszczalnosci do
zaproponowanego modelu regresji wielokrotnej, pozwalajacego  oszacowaé
wihasciwosci emulgujace badanych bialek, spowodowato wzrost wspoétczynnika
determinacji [37]. Podobna metodg analizy matematycznej wykorzystali tez Voutsinas
1 wsp. [54] w badaniach wtasciwo$ci emulgujacych biatek réznego pochodzenia po ich
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obrobce cieplnej. Autorzy wskazali na mozliwo$¢ przewidywania wtasciwosci
pianotwdrczych i emulgujacych za pomoca réwnan regresji uwzgledniajacych
rozpuszczalnos¢ 1 hydrofobowos¢.

Van der Ven i wsp. [59, 60] wykorzystali w charakterze narzedzia statystycznego
analize regresji metoda czastkowych najmniejszych kwadratéw, opracowujac model
umozliwiajacy przewidywanie wlasciwosci pianotworczych i emulgujacych
hydrolizatéw biatek mleka na podstawie mas czasteczkowych obecnych w nich
peptydéw oznaczonych metoda chromatografii zelowej. Ponadto van der Ven i wsp.
[60] zastosowali t¢ metod¢ do opracowania modelu matematycznego wyjasniajacego
réznice we wlasciwosciach pianotwdrczych, emulgujacych oraz gorzkim smaku
hydrolizatéw biatkowych na podstawie r6znic w ich widmach FTIR [60].

Wyniki dotychczasowych badan Darewicz i wsp. [13] pozwolily na zastosowanie
metody regresji wielokrotnej do opisu zalezno$ci migdzy zdolno$ciami do tworzenia
oraz stabilizacji piany oraz tworzenia emulsji przez biatka i peptydy a ich
rozpuszczalno$cig oraz czasem retencji (analiza chromatograficzna) lub parametrami
spektroskopowymi (analiza widm UV). Ponizej przedstawiono przyktadowe réwnanie
opisujace zalezno$ci migdzy zdolno$cia do tworzenia piany (F,) przez biatka i peptydy
a ich rozpuszczalnoscia i czasem retencji (tg), dla ktédrego wspdtczynniki korelacji
wielokrotnej byty istotne statystycznie (p < 0,05).

Fy" = 105,4843 - 0,9379 x Rozp + 0,5216 X tg

Analizujac wyniki badan uzyskiwane w réznych osrodkach naukowych mozna
stwierdzi¢, ze obok licznych proceséw i zjawisk, w przypadku ktérych matematyczne
modele zaleznos$ci sa stosunkowo dobrze poznane, wystepuja takze liczne procesy
i zjawiska, ktérych struktura lub prawa dzialania nie zostaly jeszcze poznane i opisane
w stopniu wystarczajacym do tego, zeby zbudowac ich efektywne modele. Co wigcej,
w przypadku niektérych zjawisk sam problem przyczynowosci bywa otwarty, gdyz
czegsto nie ma pewnosci, jakie czynniki naprawd¢ wptywaja na rozwazane procesy,
determinujac ich przebieg oraz rezultaty. Ogromna zaleta wielowymiarowych metod
statystycznych jest fakt, ze pozwalaja one poszukiwa¢ modeli opisujacych takie
wiasnie stabo znane zjawiska i procesy.

Podsumowanie

Jako podstawowa przyczyne réznic we wlasciwosciach funkcjonalnych migdzy
biatkami wymienia si¢ ich odmienne wtasciwosci strukturalne. Modyfikacje
tancuchéw polipeptydowych biatek oraz zmiany warunkéw Srodowiska wptywaja na
konformacje ich czasteczek i w konsekwencji na rozpuszczalno$¢, zdolnosci do
tworzenia/stabilizowania emulsji/pian. Sugeruje si¢, ze warunkiem koniecznym
wystgpowania korzystnych wilasciwosci emulgujacych i pianotwérczych biatek jest
amfifilowos$¢ ich struktur. Zalezno$ci migdzy struktura biatek i ich wtasciwosciami
funkcjonalnymi moga by¢ opisane z wykorzystaniem wielowymiarowych metod
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statystycznych, co moze znalez¢ zastosowanie przy projektowaniu Zzywnosci
o pozadanych i przewidywalnych cechach.

Praca finansowana w ramach badan wtasnych Katedry Biochemii Zywnosci UWM
w Olsztynie, temat nr 522-0712-0203.
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THE STRUCTURE OF MILK PROTEINS VERSUS THEIR FUNCTIONAL PROPERTIES
Summary

In the paper, results of the study on the relationship between a structure of milk proteins and some
selected functional properties of them were presented and analyzed. Several factors, such as: molecular
size, hydrophobicity, charge, and flexibility are important for the functional properties of proteins.
Additionally, external factors, such as: temperature, pH, ionic strength, and the presence of other
molecules influence these functional properties. A distinct structure of individual proteins is considered
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the main reason why there are differences in functional properties of the proteins. Functional properties
can be modified in several ways, e.g. by the physical, chemical, enzymatic, or genetic modification. Other
functional properties may also depend on solubility which is a physical-chemical feature. Proteins can
adsorb at oil/water and air/water interfaces, and, thereby, they can lower the surface tension; at the same
time, they also change their structure. Good interfacial properties of proteins are attributed both to the
specific distribution of clustering hydrophilic and hydrophobic residues into exactingly isolated zones and
to the minimum molecular mass of the peptide enabling this distribution. It was stated that there was a
relationship between the a-helical adsorption-induced structure on the hydrophobic surface and the
emulsion forming ability of peptides. Advanced statistical methods become more and more popular and
they are used to describe the structure-function relationships of proteins. The knowledge of molecular
basis of proteins solubility, and foam/emulsion forming/stabilizing abilities is fundamental for the purpose
of studying the milk proteins applications in food with required and design properties.
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