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Streszenie

Jedng z najwazniejszych wihasciwosci funkcjonalnych biatek jest zelowanie. Tekstura zeli moze by¢
okreslana za pomoca pomiaru sity powodujacej zatamanie sie ich struktury oraz wielkosci wystepujacego
przy tym odksztatcenia. Celem badan byto okreslenie zaleznosci pomiedzy teksturg zeli a ich budowa.
Uzyto izolatu biatek serwatkowych, albuminy surowicy krwi bydlecej oraz $wini i P-laktoglobuliny. Zele
badanych biatek miaty najwiekszg warto$¢ naprezenia przy takich wartosciach pH, przy ktérych prawdo-
podobnie istnieje rownowaga miedzy sitami odpychania i przyciggania pomiedzy tancuchami biatkowymi.
Zele otrzymane z réznych bialek i charakteryzujace sie podobng twardoscig mialy rézna strukture. Mak-
symalng twardo$¢ otrzymanych zeli determinowato stezenie biatka w dyspersji poddawanej zelowaniu.

Wistep

Biatka charakteryzujg sie wiasciwosciami funkcjonalnymi, ktére umozliwiajg
wykorzystanie ich w wielu produktach spozywczych. Jedng z najwazniejszych cech
jest zdolno$¢ tworzenia stabilnych zeli. Tekstura takich zeli moze by¢ okreslana za
pomocg pomiaru sity powodujacej zatamanie sie ich struktury oraz wielkosci wystepu-
jacego przy tym odksztatcenia. Stwierdzono, iz warto$ci naprezenia niszczacego przy
$ciskaniu oraz wzglednego odksztatcenia przy zniszczeniu podczas Sciskania koreluja
odpowiednio z twardoScia i spojnoscia zeli [6].

Biatka globulame moga tworzy¢ dwojakiego rodzaju strukture w zaleznosci od
pH oraz stezenia soli [1]. Przezroczyste zele sg tworzone ze struktur o wielkosci od-
powiadajgcej od jednej do kilku $rednic czasteczki biatka. Takie struktury nazywa sie
drobnousieciowanymi (fine-stranded). Nieprzezroczyste zele tworzone sg z czastek o
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$rednicy 100-1000 razy wiekszej od $rednicy czasteczki biatka. Sgto tak zwane struk-
tury ziarniste (particulate). Niekiedy obserwuje sie powstawanie struktur mieszanych
(mixed), bedgcych czyms$ posrednim pomiedzy drobnousieciowanymi a ziarnistymi.

Wiasciwosci teksturalne zeli moze determinowaé struktura matrycy biatkowej
oraz natura miedzyczasteczkowych oddziatywan. Interesujgca wydaje si¢ odpowiedz
na pytanie, czy matryca biatkowa, utworzona z agregatow oraz pustych przestrzeni o
jednakowych wymiarach, bedzie sie charakteryzowata podobnymi wiasciwosciami
teksturalnymi, niezaleznie od sktadu biatkowego lub inaczej mowigc, czy zele otrzy-
mane z réznych biatek i posiadajagce podobne wiasciwosci teksturalne charakteryzuja
sie podobng strukturg biatkowej matrycy.

Materiat i metody badan

Do badan uzyto izolatu biatek serwatkowych (whey protein isolate-WPI) (Le Su-
eur Isolates, Le Sueur, MN, USA), albuminy surowicy krwi bydlecej (bovine serum
albumin-BSA), albuminy surowicy krwi $wini (pig serum albumin-PSA) oraz
P-laktoglobuliny (Sigma Chemical Co.). W prdbkach oznaczano zawarto$¢ biatka
0g6lnego metodg Kjeldahla (Nx6,38).

Sporzadzano dyspersje biatek o stezeniu 15% (m/m) w 0,1 mol/dm3 roztworze
NaCl. Za pomocg 1 mol/dm3 NaOH lub 1 mol/dm3 HC1 ustalano pH zawiesiny w
przedziale 3,0-11,0, a w przypadku P-laktoglobuliny na poziomie 6,0; 7,0 i 8,0. Za-
wiesiny ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 80°C, przez 30 minut. Otrzymane
zele analizowano przy uzyciu urzadzenia Instron-Universal Testing Machine (Model
6022, Canton, MA, USA). Obliczano wartosci naprezenia niszczacego przy $ciskaniu i
wzglednego odksztatcenia przy zniszczeniu podczas $ciskania [3].

Zele cieto na kawatki o przyblizonej objetosci 1 mm3i utrwalano przez 4 godz. w
4% roztworze aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze kokadylanowym (pH 7,4). Po
trzykrotnym przemyciu w tym buforze, prébki utrwalano przez 2 godz. w 1% roztwo-
rze czterotlenku osmu w 0,1 M buforze kokadylanowym (pH 7,4), odwadniano w se-
riach przy uzyciu etanolu i zatapiano w zywicy Sourr, ktérg polimeryzowano w piecu
prézniowym, w temp. 70°C [7]. Preparaty cieto przy uzyciu ultramikrotomu Om-U3
Reichert na probki o grubosci 60 nm, nastepnie barwiono przy uzyciu octanu uranylu i
cytrynianu otowiawego. Tak przygotowane preparaty ogladano i fotografowano przy
uzyciu elektronowego mikroskopu transmisyjnego BS-500 Tesla (Czechy).

Wykonano pomiary krzywych matokatowego rozpraszania promieniowania rent-
genowskiego. Pomiary przeprowadzano przy uzyciu kamery Kratky’ego (Wojskowa
Akademia Techniczna, Warszawa). Prébke zelu przygotowywano w specjalnie wyko-
nanej celce o grubosci 1,5 mm. Krzywe rozpraszania przedstawiono jako funkcje in-
tensywnosci od wektora rozpraszania.
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Stosujac statystyczny programu Statl (ISK-Skiemiewice), obliczono warto$ci od-
chyleri standardowych oraz zbadano istotno$¢ roznic miedzy wynikami, testem
t-Studenta, na poziomie istotnosci P = 0,05.

Wyniki badan i dyskusja

Wyniki badan tekstury zeli zebrano w tab. 1. i 2. W przypadku zeli BSA i PSA,
wraz ze wzrostem pH do 8,0 stwierdzono wzrost wzglednego odksztatcenia préby przy
zniszczeniu podczas $ciskania, a nastepnie jego zmniejszenie. Nie zaobserwowano
istnienia zwiazku pomiedzy warto$cia pH, a odksztatceniem zeli WPI (tab. 2). Naj-
wieksze warto$ci naprezenia niszczacego przy $ciskaniu zaobserwowano w zakresie
pH 7-10 (tab. 1). Mozna zatozy¢, ze oznaczone zele sg najbardziej twarde w tym za-
kresie pH, gdyz istnieje rownowaga miedzy sitami odpychania i przyciggania pomieg-
dzy faricuchami biatkowymi [5]. Zele charakteryzujace sie podobna twardos$cia miaty
rozng strukture. Zel WPI powstaty przy pH 8,0 wykazywat mieszang mikrostrukture
(fot. 1), a zel BSA przy pH 8,0 i 9,0 skiadat sie z bardziej drobnych struktur (wielkosci
kilkudziesieciu nm) (fot. 2). Podobng strukture miat zel P-laktoglobuliny przy pH 7,0
(fot. 3). Catkowicie inng strukture zaobserwowano w przypadku zelu PSA otrzymane-
go przy pH 9,0 i 10,0. Zel ten jest drobnousieciowanym tworem ztozonym z bardzo
blisko utozonych obok siebie agregatéw (fot. 4).

Tabela 1

Whplyw wartodci pH na naprezenie niszczace przy $Sciskaniu zeli, otrzymanych z zawiesin p-laktoglobuliny
((3-LG), izolatu biatek serwatkowych (WPI), albuminy surowicy krwi bydlecej (BSA) oraz albuminy
surowicy krwi swini (PSA).*

Influence of pH on shear stress at fracture of gels obtained from p-lactoglobulin, whey protein isolate,
bovine serum albumin and pig serum albumin.*

Naprezenie niszczace przy $ciskaniu [kPa]
Shear stress at fracture [kPa]

pH 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 H.O
P-LG nie nie nie 32.91y 63.8p 40.80 nie nie nie 1
badano  badano  badano (2.11) (4.03) (3.82) badano badano  badano
wpy  l4dak 41217 4821 605 51.6™ 432§k 45.0jK
(2.21) (3.92)  (0.54)  (6.60)  (2.09)  (3.38)  (1.39)

6.44d 150k 10.3bd 48.7Im  56.2m0 64.4p 61.2p 48.1Km  30.1f
(0.60) (0.90) (0.97) (2.69) (4.18) (4.67) (2.09) (2.29) (1.38)
4.35a 16.3e 8.38 8.97d 9.81kc 355 65.0P 63.6p 39.0H
(0.39) (0.20) (0.49) (0.17) (0.36) (2.90) (6.49) (5.71) (1.97)
*Wartos$ci $rednie (odchylenie standardowe dla trzech powtorzen po szes¢ prébek)

*Mean values (standard deviation for three replications; six samples in one replication)

----- Tekstura nieodpowiednia do pomiaru

----- Texture inappropriate for measurements

a-p Réznice miedzy $rednimi oznaczonymi réznymi literami sg statystycznie istotne (P < 0,05)

a-p Differences between means with different letters are statistically signifficant (P < 0.05)

BSA

PSA
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Tabela 2

Whptyw wartosci pH na wzgledne odksztatcenie przy zniszczeniu podczas $ciskania zeli, otrzymanych z
zawiesin p-laktoglobuliny (p-LG), izolatu biatek serwatkowych (WPI), albuminy surowicy krwi bydlecej
(BSA) oraz albuminy surowicy krwi $wini (PSA).*

Influence of pH on shear stress at fracture of gels obtained from P-lactoglobulin, whey protein isolate,
bovine serum albumin and pig serum albumin.*

Wzgledne odksztatcenie przy zniszczeniu podczas Sciskania
Shear strain at fracture

pH 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0
nie nie nie 0.82 0.77Km  0.89 pr nie nie nie
p-LG badano badano badano (0.02) (0.01) (0.01) badano badano badano
WPI 0.27b 1.35 0.90py 093g 090py  0.94r 1.12s
(0.01) (0.01) (0.01) (0.01) (0.01) (0.01) (0.08)
BSA 0.29b 0.39e 050d 0.73jk 0.86mp 0.87gg 0.74jd 0.72Hjk 0.70hj

(0.01) (0.00) (0.02) (0.05) (0.04) (0.02) (0.05) (0.03) (0.01)
0.18a 0.37e 0.62efg 0.60ef 0.80lm 0.89py 0.66fth 0.59e  0.67cH
(0.03) (0.11) (0.03) (0.01) (0.08) (0.08) (0.04) (0.07) (0.02)
*Wartosci Srednie (odchylenie standardowe dla trzech powtérzen po szes¢ probek)

*Mean values (standard deviation for three replications; six samples in one replication)

----- Tekstura nieodpowiednia do pomiaru

----- Texture inappropriate for measurements

a-t Roznice miedzy $rednimi oznaczonymi roznymi literami sg statystycznie istotne (P < 0,05)

a-t Differences between means with different letters are statistically significant (P < 0.05)

PSA

Fot. 1. Mikrostruktura (TEM) zelu WPI, pH 8,0.
Phot. 1. Microstructure (TEM) of gel WPI, pH 8.0.

Badania rentgenograficzne zeli metodg SAXS réwniez wykazaty istnienie podob-
nych réznic w budowie zeli. Ksztatlty krzywych rozpraszania SAXS potwierdzaja, ze
wszystkie zele, z wyjatkiem PSA, ztozone sg z czastek o réznej wielkosci, potaczo-
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nych w agregaty (rys. 1, 2 i 4). Zel PSA, otrzymany przy pH 9,0 sktada sie natomiast z
pojedynczych struktur o jednakowych, w przyblizeniu, wymiarach (rys. 3). Dla warto-
§ci pH 10,0 w ktdrej zaobserwowano powstawanie drobniejszych struktur (fotografii
nie zamieszczono) w poréwnaniu z pH 9,0, krzywe rozpraszania SAXS potwierdzajg
istnienie struktur o mniejszej wielkosci (rys. 1i 2). Mimo tych roznic, w przypadku
obu zeli zanotowano nie rdznigce sie statystycznie warto$ci naprezenia niszczacego
przy peknieciu (tab. 1). Przebieg krzywej SAXS zelu BSA przy pH 10,0 moze $wiad-
czy¢ o pewnym uporzadkowaniu agregatéw biatkowych w zelach. Prawdopodobnie z

Fot. 2. Mikrostruktura (TEM) zelu BSA, pH 8,0.
Phot. 2. Microstructure (TEM) of gel BSA, pH 8.0.

Fot. 3.  Mikrostruktura (TEM) zelu P-LG, pH 7,0.
Phot. 3. Microstructure (TEM) of gel P-LG, pH 7.0.
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Fot. 4. Mikrostruktura (TEM) zelu PSA, pH 9,0
Phot. 4. Microstructure (TEM) of gel PSA, pH 9.0.

Rys. 1-4. Krzywe matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego.
Fig. 1-4. Small angle X-ray scattering curves.
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uwagi na fakt, iz w tych warunkach pH czasteczki biatek natadowane sg ujemnie, wy-
stepuje ich elektrostatyczne odpychanie. Maksymalizacja wartosci naprezenia niszcza-
cego przy peknieciu, moze wiec by¢ spowodowana istnieniem uporzadkowanych
struktur, za pomoca wigzan podnoszacych opornos¢ prébki na pekniecie przy sciska-
niu.

Stwierdzono, ze nie istniejg statystycznie istotne réznice pomiedzy maksymal-
nymi warto$ciami naprezenia stycznego przy $ciskaniu zeli wszystkich czterech bada-
nych preparatow biatkowych (tab. 1). Warto$¢ ta wynosita $rednio okoto 63 kPa.
Swiadczy to o tym, ze stezenie biatka w zawiesinie poddawanej zelowaniu determinuje
twardos¢ zelu. Zgodne jest to z wczesniejszymi badaniami Foegedinga [2] oraz Mleko
i wsp. [5], w ktorych stwierdzono, ze istniejg wyktadnicze zaleznosci pomiedzy steze-
niem biatka w zelach biatek serwatkowych, a ich twardo$cig. Naprezenie styczne przy
peknieciu, okreslone jako funkcja stezenia biatka, moze by¢ wyrazone w postaci wzo-
ru:

a (kPa) = A (% biatka)n Q)

Wartosci statej ,,n” wahajg sie w przedziale 2,19-2,79, w odniesieniu do zeli izo-
latu biatek serwatkowych, a w przypadku zeli koncentratow biatek serwatkowych 3,3-
4,1. Stata ,,A” zeli izolatu biatek serwatkowych wynosita 0,047 [2]. Podstawiajac te
wartos¢, naprezenie 63 kPa oraz stezenie 15% do wzoru (1) otrzymuje sie warto$¢
wspotczynnika ,,n” réwng 2,66 a wiec zawierajaca sie w zakresie okreslonym dla zeli
WPI przez Foegedinga [2].

Whnioski

1. Zele biatek globulamych posiadajg najwieksza warto$é naprezenia przy peknigciu
w takich wartosciach pH, przy ktérych prawdopodobnie istnieje réwnowaga mie-
dzy sitami odpychania i przyciggania pomiedzy fancuchami biatkowymi.

2. Zele otrzymane z roznych biatek i charakteryzujace sie podobng warto$cia napreze-
nia, przy peknieciu posiadaja rozna strukture. Swiadczy to o tym, iz nie tylko wiel-
kos¢ i stopien upakowania agregatow determinuje ich twardo$¢. Réwniez budowa
czasteczek biatek, determinujac nature miedzyczasteczkowych oddziatywan, wpty-
wa na teksture powstajgcego zelu.

3. Maksymalng warto$¢ naprezenia przy peknieciu zeli determinuje stezenie biatka w
zawiesinie poddawanej zelowaniu.
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TEXTURE AND STRUCTURE OF SOME GLOBULAR PROTEIN GELS

Summary

Gelation is one of the most important functional properties of proteins. Gel texture can be evaluated by

measurements of the force necessary to break the structure and the value of strain. The aim of this research
was to find relationships between texture and structure of the gels. Whey protein isolate, bovine serum
albumin, pig serum albumin and P-lactoglobulin were used. The greatest value of shear stress at fracture
was noted at pH, at which there is probably a balance between repulsive and attractive forces in the pro-
teins molecules. For the gels obtained from different proteins and characterized by similar shear stress
value, different structures were observed. Maximum value of shear stress was determined by the protein
concentration. jH



