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Streszczenie

Jedna z najwazniejszych wlasciwosci bialek serwatkowych jest zdolno$¢ do tworzenia zeli. Na za-
chowanie bialek w roztworze wodnym wplywa warto§¢ pH, moc jonowa roztworu, temperatura, czas
ogrzewania oraz st¢zenie samego biatka.

Celem badan bylo okreslenie wptywu metody ogrzewania, stezenia chlorku sodu i chlorku wapnia na
wiasciwosci reologiczne i strukturg polimeréw izolatu biatek serwatkowych. Stosowano dwie metody
ogrzewania roztworow izolatu biatek serwatkowych (WPI). Pojedyncze ogrzewanie prowadzono przy pH
7,0 w temp. 80°C przez 30 min., za§ podwojne najpierw przy pH 8,0, a nastgpnie po ochtodzeniu do 21°C
ustalano pH na poziomie 7,0 i ponownie ogrzewano w temp. 80°C przez 30 min. Okres$lano wlasciwosci
reologiczne otrzymanych polimerow, a takze analizowano te zwiazki z wykorzystaniem HPLC.

Ustalono, ze twardo$¢ zeli rosla wraz ze wzrostem st¢zenia jonow metali. W przypadku dodatku
chlorku sodu, najwyzszy wzrost wartosci modutu zachowawczego obserwowano w dyspersji o stezeniu
soli 120 mM, za$ 15 mM w przypadku chlorku wapnia. W rozdziatach chromatograficznych wykazano, ze
dodatek soli wptywat na wigkszy stopien spolimeryzowania biatek serwatkowych.

Slowa kluczowe: bialka serwatkowe, reologia, polimeryzacja, wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC)

Wprowadzenie

Biatka serwatkowe charakteryzuja si¢ wysoka wartoscia odzywcza, sa zrodlem
aminokwasow niezbednych do prawidtowego funkcjonowania i wzrostu organizmu,
stanowia takze zrodlo energii. Z uwagi na korzystne wtasciwosci funkcjonalne, takie
jak: rozpuszczalnosé, zdolnos¢ wiazania wody, wlasciwosci pianotworcze, emulgujace
i zelujace oraz ze wzgledu na bardzo dobra przyswajalnos$¢ przez organizm ludzki,
znalazty one szerokie zastosowanie jako dodatek do wzbogacania i uszlachetniania
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produktow zywnosciowych. Bialka serwatkowe odznaczaja si¢ wlasciwosciami fizjo-
logicznymi, odzywczymi i funkcjonalnymi [10].

Glownymi biatkami serwatkowymi sa a-laktoalbumina (o-la), B-laktoglobulina
(B-1g), albumina wotowa serum (BSA) i immunoglobuliny (Ig). W sktad bialek ser-
watkowych moga wchodzi¢ fragmenty B-kazeiny (dawniej zwane proteozo-peptonami)
1 k-kazeiny (glikomakropeptyd), laktoferyna, lizozym i laktoperoksydaza oraz bialka
membranowe [11]. B-lg wystepuje w postaci wielu genetycznych wariantow (A, B, C,
D, Dr, E, F, G, H, I, ] i W) [4]. Wariant 3-lg J wczesniej byl oznaczony jako X [2].
Warianty A i B B-lg w sposob istotny wplywaja na wlasciwosci mleka [4]. W przypad-
ku a-la wyrdznia sig warianty A, B i C; a-la nie jest tylko zrédlem biatka w mleku,
lecz petni rowniez funkcjg regulatora produkcji laktozy [4].

Jedna z najwazniejszych wiasciwosci bialek serwatkowych jest zdolno$¢ do two-
rzenia zeli. Na zachowanie biatek w roztworze wodnym wptywa wiele czynnikow
fizykochemicznych: pH, moc jonowa roztworu, temperatura, czas ogrzewania oraz
stezenie samego biatka [5, 12]. Czynniki te maja wptyw na wiazania, jakie powstaja w
roztworze bialek. B-lg w decydujacy sposéb wptywa na zelowanie preparatéw biatek
serwatkowych. Mechanizm Zelowania 3-laktoglobuliny pod wptywem ogrzewania jest
relatywnie najlepiej poznany [18]. W neutralnym pH i temp. pokojowej B-lg wystepuje
gtéwnie w postaci dimeru. Po ogrzaniu do temp. 70°C dimery B-lg dysocjuja do mo-
nomerow [7] czgSciowo rozfatdowanych [16]. Zmiany te prowadza do wyeksponowa-
nia grup hydrofobowych [17] i wolnej grupy sulthydrylowej [15], co skutkuje powsta-
niem reaktywnego monomeru.

Celem badan byto okreslenie wptywu metody ogrzewania, st¢zenia chlorku sodu
i chlorku wapnia na wlasciwos$ci reologiczne i strukturg polimeréw izolatu biatek ser-
watkowych.

Material i metody badan

Do badan uzyto izolatu biatek serwatkowych (whey protein isolate-WPI) o zawar-
tosci biatka 93,6% (m/m), produkcji (DAVISCO Food Ingredients International; Le
Sueur, MN, USA); NaCl, CaCl,, NaOH produkcji P.P.H. Polskie Odczynniki Che-
miczne w Gliwicach; wzorce mas czasteczkowych (B-laktoglobuliny, a-laktoalbuminy,
BSA) produkcji Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). Zawarto$¢ biatka oznaczano
metoda Kjejdahla [1].
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Otrzymywanie polimerow/agregatow bialek serwatkowych

Pojedyncze ogrzewanie

Roztwory biatek serwatkowych o pozadanym 8% st¢zeniu biatka otrzymywano
przez jednogodzinne mieszanie WPI z woda destylowana w temp. 21°C przy uzyciu
mieszadta magnetycznego Heidolph MR 3002 (Schwabach, Niemcy) przez 2 godz.
przy 300 obr./min. Ustalano pH probki na poziomie 7,0 za pomoca 1M NaOH. Probki
ogrzewano w temp. 80°C przez 30 min, a nast¢pnie chtodzono do temp. 21°C. Otrzy-
many roztwér spolimeryzowanych biatek serwatkowych dalej okreslano jako sh WPI
(single heated whey protein isolate) lub sh (single heated).

Podwojne ogrzewanie

Roztwory biatek serwatkowych otrzymywano jak wyzej. Nastgpnie ustalano pH
probki na poziomie 8,0 za pomoca 1M NaOH. Probki ogrzewano w temp. 80°C przez
30 min. Nastgpnie po ochtodzeniu do 21°C i ustaleniu pH na poziomie 7,0 przy uzyciu
IM HCI roztwory ponownie ogrzewano w temp. 80°C przez 30 min, a nastgpnie chto-
dzono do 21°C. Otrzymany roztwor spolimeryzowanych bialek serwatkowych dalej
okresélano jako dh WPI (double heated whey protein isolate) lub dh (double heated).

Dodatek soli

Do otrzymanych spolimeryzowanych bialek serwatkowych dodawano bezposred-
nio odpowiednio stgzony roztwor chlorku sodu lub chlorku wapnia i mieszano przy
uzyciu mieszadetka magnetycznego, tak aby uzyska¢ koncowe stgzenie od 60 do 240
mM w pierwszym przypadku i od 5 do 15 mM w drugim przypadku i jednoczesnie
otrzyma¢ pozadane 8% stgzenie biatka. Roztwory chlorku sodu i chlorku wapnia do-
dawano bardzo powoli, kroplami. Uktady te zelowaty dopiero podczas przetrzymywa-
nia w niskiej temperaturze przy pomiarach na reometrze oscylacyjnym.

Reometria oscylacyjna

W badaniach oscylacyjnych pomiarow dokonywano przy uzyciu reometru oscyla-
cyjnego RS 300 (Haake, Karlsruhe, Niemcy) w uktadzie cylindréw wspotosiowych
(rotor Z 41, cylinder Z 43). Wszystkich badan dokonywano w temp. 5°C po wcze$niej-
szym umieszczeniu ptynnego roztworu w cylindrze pomiarowym aparatu i przykryciu
go warstwa parafiny. Czas trwania pomiaru wynosit 21 godz. Zmiany wartosci modutu
zachowawczego okres§lano przy amplitudzie drgan 0,1 Hz, odksztalceniu 0,05 w ukta-
dzie CS, czyli kontrolowanego naprezenia. Wyniki rejestrowano komputerowo, wyko-
rzystujac program RheoWin Pro 2.91 (Haake, Karlsruhe, Niemcy).
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Analiza HPLC

Analize¢ chromatograficzna prowadzono przy uzyciu zestawu chromatograficzne-
go firmy Gilson, z oprogramowaniem Unipoint, sktadajacego si¢ z pompy 306, mikse-
ra 811C detektorem 170 DAD i kolumna G4000SWx_ z prekolumna TosoHaas (Japo-
nia). Chromatografie wykluczenia na podstawie rozmiaréw prowadzono z wykorzysta-
niem 0,1M roztworu Na,SO, z dodatkiem 0,05% NaN, w trybie izokratycznym z szyb-
kos$cig przeptywu 0,4 ml/min. Préobki o stezeniu biatka 0,1% filtrowano przez filtr 0,45
um (Millipore, USA). Na kolumne podawano 20 pl badanej probki i analizowano ja
przy dlugosci fali 280 nm.

Wiyniki i dyskusja

Na rys. 1. 1 2. przedstawiono zmiany zachowan reologicznych w zaleznosci od ste-
zenia chlorku wapnia i chlorku sodu. Ustalono, Ze wraz ze wzrostem stgzenia jonéw me-
tali twardo$¢ zeli rosta. Najwyzszy wzrost wartosci modutu zachowawczego obserwo-
wano w dyspersjach o stezeniach soli: 120 mM chlorku sodu oraz 15 mM w przypadku
chlorku wapnia. Stwierdzono roéwniez, ze metoda podwdjnego ogrzewania powodowata
powstawanie zeli twardszych niezaleznie od stezenia soli. Mleko i wsp. [13], badajac
proces podwojnego zelowania bialek serwatkowych o zawartosci 7% biatka, uzyskali
wzrost wartosci modutu zachowawczego wraz ze wzrostem stezenia chlorku wapnia. Ju
i Kilara [9], obserwujac proces zelowania na goraco w obecnosci 60 mM CaCl,, odnoto-
wali 18% wzrost sprezystosci roztworu WPI wraz z uptywem czasu. Barbut i Foegeding
[3], stosujac zimne zelowanie indukowane jonami wapnia 4% roztworu WPI, rowniez
uzyskali znaczacy przyrost wartosci modutu zachowawczego w czasie.

Na rys. 3. przedstawiono rozdziat 0,1% roztworu WPI. Na chromatogramie moz-
na wyraznie rozrozni¢ najwazniejsze biatka serwatkowe tj. BSA, B-laktoglobuling, i o-
laktoalbuming. Poszczegdlne piki oznaczono poprzez przeprowadzenie analizy wzor-
cOw masowych poszczegodlnych biatek serwatkowych. Zastosowanie podwojnej poli-
meryzacji spowodowato powstanie polimerow/agregatow o duzej masie czasteczko-
wej, ktore byly widoczne na chromatogramie po okoto 9,6 min (pole powierzchni piku
ok. 22 mln). Czegs$¢ biatek serwatkowych nie utworzyta polimeroéw/agregatéw, co byto
widoczne w dalszej czgsci krzywej. Podobne rozdziaty chromatograficzne uzyskano
we wczesniejszych badaniach [8]. Dla poréwnania wykonano rowniez rozdziat biatek
serwatkowych ogrzewanych jednostopniowo. Otrzymany rozdziat jest bardzo podobny
jak w przypadku biatek poddanych podwojnej polimeryzacji, jednak pik obrazujacy
polimery/agregaty bialek serwatkowych ma duzo wigksze pole powierzchni (ok. 38
mln), jak réwniez piki pojedynczych biatek serwatkowych sa duzo stabiej zaznaczone.
Moze to $§wiadczy¢ o tym, ze podczas jednostopniowej polimeryzacji wigksza ilo§é
biatek serwatkowych ulegla polimeryzacji/agregacji.
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Rys. . Zmiany wartosci modutu zachowawczego (G”) pojedynczo (s) i podwdjnie (d) ogrzewanych
dyspersji WPI (8% bialka) w obecnoéci roznych stezen chlorku wapnia.

Fig. 1.  Changes of preservative modulus values (G’) of single (s) and double heated (d) WPI disper-
sions (8% protein) with calcium chloride added at different concentrations.
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Rys. 2. Zmiany warto$ci modutu zachowawczego (G’) pojedynczo (s) i podwojnie (d) ogrzewanych
dyspersji WPI (8% bialka) w obecnosci roznych stezen chlorku sodu.

Fig. 2.  Changes of preservative modulus values (G”) of single (s) and double heated (d) WPI disper-
sions (8% protein) with sodium chloride added at different concentrations.
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Rys. 3.  Chromatogram 0,1% roztworéw WPIL.
Fig.3.  Chromatograph of 0,1% WPI solutions.
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Rys. 4.  Wplyw dodatku soli (NaCl) na stopien polimeryzacji biatek serwatkowych poddanych poje-

dynczemu ogrzewaniu.
Fig. 4.  The salt (NaCl) addition influence on polymerization of single heated (sh) WPI.



WEASCIWOSCI REOLOGICZNE ORAZ STRUKTURA POLIMEROW IZOLATU BIALEK SERWATKOWYCH 331

Dodatek soli w ilosci 120 mM NaCl lub 10 mM CacCl, istotnie wptynat na stopien
polimeryzacji biatek serwatkowych, szczegdlnie w przypadku roztworéw poddawa-
nych podwojnemu ogrzewaniu (rys. 4). Otrzymane piki po czasie retencji charaktery-
stycznym dla polimerdéw/agregatéw biatek serwatkowych (tj. okoto 9 min) byly wyz-
sze 1 mialy wigksze pole powierzchni (63 mln w przypadku NaCl i 71 mln po dodaniu
CaCl,) w porownaniu z roztworami poddanymi podwojnemu ogrzewaniu bez dodatku
soli. W przypadku pojedynczo ogrzewanych roztworéw po dodaniu soli nie zaobser-
wowano tak wyraznych zmian w przebiegu krzywej rozdziatu (rys. 5).
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- dhWPI 10mM CaCl, --- dhWPI 120mM NaCl - dhWPI

Rys. 5. Wplyw dodatku soli (NaCl) na stopien polimeryzacji biatek serwatkowych poddanych pod-
wojnemu ogrzewaniu.

Fig. 5. The salt (NaCl) addition influence on polymerization of double heated (dh) whey protein isolates
WPL

Ju i Kilara [8] stwierdzili, ze wzrost st¢zenia NaCl z 20 mM do 200 mM spowo-
dowal wzrost twardosci zeli, co potwierdzily wczesniejsze badania Nakamury i wsp.
[14]. Natomiast wigksze stezenie NaCl powyzej 400 mM powodowato wolne zmniej-
szanie twardosci [8]. Dodatek CaCl, w stgzeniu 10 — 20 mM powodowat niemalze
liniowy wzrost twardosci, natomiast wigksze stezenia soli powyzej 40 mM powodowa-
ty spadek twardos$ci Zeli. We wczesniejszych badaniach, nad wptywem obecnosci jo-
now wapniowych na lepkos$¢ roztworow biatek serwatkowych poddanych wczesniej-
szej obrobee termicznej, stwierdzono ze optymalne stezenie Ca®" zalezy od warunkow,
w jakich przeprowadzono wstgpne ogrzewanie i sktadu uzytego WPI [13]. Barbut
I Foegeding [3] zaobserwowali, ze wzrost st¢zenia CaCl, (10 — 150 mM) powodowat
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wzrost naprgzenia stycznego podczas zimnego zelowanie biatek serwatkowych indu-
kowanego jonami wapnia. Dodatek Ca®* do wstepnie ogrzewanych roztworéw biatek
serwatkowych wplywal na zwigkszenie intensywnosci oddzialywan pomigdzy utwo-
rzonymi podczas wstgpnego ogrzewania polimerami/agregatami, natomiast przy wyz-
szych stgzeniach jonéw wapniowych stopien agregacji biatek serwatkowych wzrastat i
wptywal niekorzystnie na rownowage pomigdzy sitami wewnatrz- i zewnatrzczastecz-
kowymi i przez to na wlasciwosci reologiczne otrzymanych zeli [13]. Glibowski 1 wsp.
[6] stwierdzili Ze przy niskim st¢zeniu jonow wapnia sie¢ zelowa powstawata przy
malym udziale mostkéw wapniowych, natomiast taki sposob taczenia poszczegdlnych
czasteczek biatka dominowat przy wysokich st¢zeniach jonéw wapniowych.

Whioski

1. Wykorzystanie reometrii oscylacyjnej pozwala na obserwacj¢ procesu zelowania
bez jednoczesnego niszczenia powstajacej sieci zelu.

2. Warto$¢ modutu zachowawczego rosta wraz ze wzrostem stgzenia chlorku sodu
7 60 do 240 mM, natomiast w przypadku chlorku wapnia z 5 do 15 mM.

3. Pojedyncze ogrzewanie biatek serwatkowych powodowato wigkszy stopien poli-
meryzacji w porownaniu z podwojnym ogrzewaniem.

4. Dodatek NaCl i CaCl, wplywal na wigkszy stopien spolimeryzowania biatek ser-
watkowych.
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RHEOLOGICAL PROPERTIES AND STRUCTURE OF WHEY PROTEIN ISOLATE
POLYMERS

Summary

One of the most important properties of whey protein is ability to create gels. The pH, ion power of
solution, temperature, time of heating, concentration of proteins influence on behaviour of proteins in
hydrous solution.

The aim of this study was to investigate the method of heating, concentration of sodium chloride and
calcium chloride on rheological properties and chemical structure of whey proteins.

There were two methods of heating the WPI solutions applied. Single heating was led in pH 7,0 in
temperature 80°C by 30 min., meanwhile double heating was first in pH 8,0 and after cooling to room
temperature, pH was established on level 7,0 then was heated in 80°C by 30 min. The rheological proper-
ties of obtained polymers and measured by the HPLC were defined.

Hardness of gels was growing along to the concentration of metals ions. The highest growth of storage
modulus was in the case of dispersions with the highest concentration of sodium chloride (120 mM) and
calcium chloride (15 mM).

The chromatographic fractionation showed, that the addition of salt influenced on higher polymeriza-
tion of whey proteins.

Key words: whey protein, rheology, polymerization, High Performance Liquid Chromatography (HPLC)



