ZYWNOSC 3(20), 1999

DAGMARA MIERZEJEWSKA, LUCJAN JEDRYCHOWSKI

MOZLIWOSCI OZNACZANIA ZMIAN DENATURACYJNYCH o-LA
MLEKA KROWIEGO

Streszczenie

Rozbudowana struktura drugo- i trzeciorzgdowa bialek serwatkowych: a-la, B-1g, BSA i immunoglo-
bulin, sprawia, Ze sa podatne na procesy denaturacyjne wywolywane czynnikami chemicznymi lub fi-
zycznymi (temperatura czy wysokie ci$nienia). Procesy termiczne, szeroko stosowane w przemys$le mle-
czarskim, powoduja denaturacje, zmiang wlasciwosci fizyko-chemicznych i Zywieniowych biatek serwat-
kowych. Poznanie tych zmian i technik, ktérymi mozna je obserwowaé jest istotne ze wzgledéw badaw-
czych i zywieniowych.

W artykule przedstawiono przeglad kilku technik wykorzystujacych zmiane wladciwosci immunore-
aktywnych, termodynamicznych (temperatura i entalpia denaturacji, energia aktywacji), fizyko-
chemicznych pozwalajacych lepiej pozna¢ proces denaturacji tych bialek.

WlasciwoSci bialek serwatkowych mleka

Mileko i jego skladniki skupiaja od dawna uwage zywieniowcow i dietetykow. W
ostatnim okresie oprocz wiasciwosci funkcjonalnych i wartosci biologicznych coraz
wigksza uwage zwraca sig¢ na wlasciwoéci immunogenne mleka i produktow mleko
pochodnych. Badania statystyczne wykazuja, ze obecnie okoto 2—-7% ogolnej populacji
niemowlat cierpi na alergie na mleko krowie. Obserwuje sie¢ ciagly wzrost reakcji
uczuleniowych w tej grupie, najprawdopodobniej na skutek zmian $rodowiskowych.
Kliniczne objawy alergii sa bardzo uciazliwe i najczgsciej obejmuja anafilaksjg, wy-
mioty, biegunke, astme, pokrzywke, obrzek naczyniowo-ruchowy, wypryski, i drazli-
wos¢é [1, 28].

W badantach nad alergennos$cia biatek mleka Crawford i Grogan [1] wykazali, ze
bardzo waznymi frakcjami alergennymi mleka sa kolejno o-kazeina, B-laktoglobulina i
o-laktoalbumina.
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Wedtug Baldo [1] wszystkie biatka mleka, zard6wno kazeina, o-laktoalbumina, 3-
laktoglobulina i serum albuminy (BSA), moga by¢ odpowiedzialne za wystgpowanie
odpowiedzi immunologicznej u osob nadwrazliwych na wymieniony produkt.

Biatka mleka sa gtownym skladnikiem diety dziecigcej. Ich alergenne wlasciwo-
§ci stanowia powazny problem i czesto zmuszaja do zastapienia tych wysoko odzyw-
czych skladnikéw innymi, jak np. biatka soi. Fakt ten sklania do poszukiwan metod
zmierzajacych do obnizenia immunoreaktywnych wlasciwosci biatek mleka by umoz-
liwi¢ produkcejg np. hypoantygenowch lub hypoalergicznych odzywek dla dzieci.

Prace McLaughlana [18] wykazaly, ze zastosowanie procesOw termicznych w
czasie przetwarzania mleka moze czgSciowo obnizy¢ wiasciwosci alergennych biatek
mleka. Wiaze sie to jednak z obnizeniem warto$ci zywieniowej poprzez destrukcje
sktadnikéw labilnych termicznie, jak np. lizyna, tiamina, witaminy B¢ czy By, [18]. Z
tego wzgledu przy produkcji odzywek dla dzieci, powstale straty rekompensuje sie
poprzez dodanie odpowiednich ilosci sktadnikoéw labilnych termicznie [18].

Wiele badah wykazuje, ze obrobka cieplna mleka krowiego prowadzi do denatu-
racji bialek w nim zawartych. W zaleznosci od parametrow procesu, ktore wplywaja na
zmiang konformacji bialek serwatkowych mleka [24, 26], powoduje ona stale badz
odwracalne zmiany wlasciwosci fizykochemicznych (rozpuszczalnosci, hydrofobowo-
$ci, zmiang tadunku czasteczkowego). Denaturacja termiczna moze réwniez powodo-
waé zmiany wilasciwo$ci immunoreaktywnych biatek serwatkowych poprzez zmiany
konformacyjne w obrgbie epitopow (tj. fragmentéw odpowiedzialnych za wiazanie z
przeciwcialem).

Do badan procesu denaturacji biatek serwatkowych mleka stosuje si¢ szereg me-
tod, wykorzystujacych réznice wlasciwosci fizycznych i chemicznych biatek w postaci
natywnej i zdenaturowanej, jak np. elektroforeza kapilarna, elektroforeza na zelu po-
liakrylamidowym [1, 19], szybka chromatografia cieczowa (FPLC) [3], wysokospraw-
na chromatografia cieczowa (HPLC) [23], skrecalno$é optyczna (ORD) [2], dichroizm
kolowy (CD) [2, 26], réznicowa kalorymetria scanningowa (DSC) 8], metody krysta-
lografii rentgenowskiej [7, 29] i metody immunometryczne [1, 16, 18, 22].

Charakterystyka bialek serwatkowych

Wriasciwosci bialek wigza sig nieodiacznie z ich struktura pierwszo-, drugo-, trze-
cio-, i czwartorzgdowa. W zaleznos$ci od uktadu sit wewnatrzczasteczkowych, rozktadu
wigzan wodorowych, mostkow dwusiarczkowych, konformacji przestrzennej biatka w
rozny sposob reaguja na czynniki zewngtrzne, ktorym sa poddawane.

Wsrod biatek mleka wyrdznia si¢ frakcjg kazeiny i biatka serwatkowe [15]. Ter-
min ,,biatka serwatkowe”, ,,biatko serum” lub ,biatka niekazeinowe” obejmuje te biat-
ka mleka, ktore pozostaja rozpuszczone po destabilizacji kazeiny przez ukwaszenie do
pH 4,6 lub dzialanie chymozyny [15, 21]. W sklad biatek serwatkowych wchodza: a-
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laktoalbumina (oi-la) 0.11% mleka, 3-laktoglobulina (B-1g) 0.38% mleka, serum albu-
min (BSA) 0.06% mleka, immunoglobuliny (np. proteozo-peptony, transferazg, lakto-
feryng, B-2-mikroglobuliny) 0.06% mleka i enzymy natywne mleka (np. lizozym, lipa-
za, kwasna i alkaliczna fosfataza) [31].

Udziat poszczegdlnych skladnikéw w serwatce przedstawia tabela 1.

Tabela l

Zawarto$¢ biatek w stosunku do biatek ogdtem w serwatce kwasnej i stodkiej [15].
Content of protein fractions in total protein of sour and sweet whey [15].

Frakcje bialek serwatki Serwatka kwasna [%] Serwatka stodka [%)]
Fractions of whey protein Sour whey [%)] Sweeet whey [%]
[-laktoglobulina 54 45
o-laktoalbumina 23 18
Serum albuminy 6 5
Immunoglobuliny 6 5
Kazeina 2 20
Enzymy 2 2

B-laktoglobulina

Gléwnym biatkiem serwatki jest B-lg stanowiaca okoto 50% wszystkich biatek
serwatkowych mleka krowiego. Molekuty B-lg silnie wiaza retinol, stad wynika biolo-
giczna funkcja tego bialka jako transportera witaminy A [15]. Czasteczki B-lg maja
masg czasteczkowa ok. 18 300 Da. Struktura drugorzedowa sklada si¢ z 15% formy o-
helix, 51% formy B-harmonijki i 34% postaci nieuporzadkowanej [15]. Scista struktura
trzeciorzgdowa B-lg nie jest znana, ale badania metoda krystalografii rentgenowskiej
wskazujg, Ze monomer jest w przyblizeniu sferg o §rednicy ok. 3nm. Czwartorzgdowa
struktura jest stabilizowana obecnos$cia grup tiolowych. Kazdy monomer zawiera pigé
reszt cysteinowych, z ktorych cztery zwiazane sa wewnetrznymi mostkami dwusiarcz-
kowymi. W zalezno$ci od pH i temperatury 3-lg moze wystgpowac jako monomer,
dimer lub octamer. Struktura czwartorzedowa utfzymywana jest gtéwnie poprzez sity
elektrostatyczne.

Mleko ludzkie w odroznieniu od mleka krowiego nie zawiera B-laktoglobuliny i
by¢ moze to jest powodem wystgpowania objawéw alergennych u ludzi, po spozyciu
tego mleka [28]. B-lg byla przedmiotem wczesniejszych opracowan naszego zespolu



MOZLIWOSCI OZNACZANIA ZMIAN DENATURACYJNYCH o-LA MLEKA KROWIEGO 39

[Copernicus PL NO 94-1010], dlatego tez obecnie glowna uwagg zwrdcono na oO-
laktoalbumine ~ biatko immunoreaktywne obecne w mleku matki.

o-laktoalbumina

o-laktoalbumina (o-1a) jest malym biatkiem globularnym o cigzarze 14 200 Da.
Sekwencja aminokwasowa o-laktoalbuminy wolowej jest w okolo 76% homologiczna
do ludzkiej. Mimo tak duzego podobienstwa w strukturze I-rzgdowej biatko to jest
uznawane za jedno z bardziej alergizujacych sktadnikow mleka krowiego.

o-la zawiera cztery wewnatrzczasteczkowe mostki dwusiarczkowe. Widmo di-
chroizmu kotowego (Circular Dichroism- CD) wykazuje, ze w fizjologicznym pH, w
drugorzedowej strukturze o-la wystepuje 26% formy o-helix, 14% B-harmonijki i 60%
postaci nieuporzadkowanej [15]. a-La to metaloproteina wigzaca 1 mol wapnia na 1
mol biatka co wptywa na zachowanie natywnej konformacji czasteczki [26]. W kwa-
$énym pH (ok. 3.5) a-la ulega denaturacji wskutek dysocjacji wapnia [4, 5].

serum albuminy (BSA)

BSA stanowi okoto 10% w stosunku do biatek serum mleka krowiego. Biatko to
okazuje si¢ identyczne, do tego, zawartego we krwi wolowej. BSA ma cigzar moleku-
larny 66 267 Da. Zawiera 17 wewnatrzczasteczkowych mostkéw dwusiarczkowych
rozmieszczonych, w krotkich odstepach, i jedna grupe tiolowa dzigki czemu ma dosé
elastyczna strukture. Drugorzedowa struktura tego biatka globularnego zawiera 55%
formy a-helix, 16% B-harmonijki i 25% postaci nieuporzadkowanej [15, 21].

kazeina

Kazeina to najwazniejsze biatko mleka stanowiace jego 24-2,6%. Ze wzgledu na
obecnos¢ fosforu zalicza si¢ ja do fosfoproteidow. Kazeina to biatko niejednorodne
ztozone z kilku frakcji, gtéwne to: og; kazeina (MW = 22-23,7-10°), B kazeina (MW
ok. 24-10), x, kazeina (MW ok. 19-10%), y kazeina (MW = 20,5-10%). W stanie natyw-
nym kazeina wystgpuje w mleku w postaci miceli tworzacych roztwor o charakterze
koloidalnym.

immunoglobuliny

Frakcja immunoglobulin sklada si¢ z mieszaniny duzych glikoprotein o masach w
zakresie od 150 000Da do 900 000Da. Wyodrgbniono 5 klas Ig w IgA, IgD, IgE, IgM i
IgG. Wszystkie klasy wystepuja jako monomery lub polimery [15].
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Mozliwos$ci analitycznej oceny denaturacji termicznej bialek serwatkowych

Metody stosowane do oznaczania termicznej denaturacji bialek serwatkowych

Trzeciorzgdowa struktura bialek globularnych przypisywana jest precyzyjnej,
trzykierunkowej konfiguracji powstajacej wskutek kompleksowania polipeptydowych
fancuchéw. Podstawowe sekwencje aminokwasowe tworzg zwartg, globularng struktu-
r¢ minimalizujaca wolna energie konformacji. Uklad ten stabilizowany jest przez wia-
zania wodorowe, oddzialywania hydrofobowe, sity ,,van der Wallsa”, sily elektrosta-
tyczne i oddzialywania grup tiolowych. Zniszczenie tych stabilizujacych sit powoduje,
ze struktura bialka staje sig nieuporzadkowana.

Nowa konformacjg i stopieni jej nieuporzadkowania nazywamy biatkiem zdenatu-
rowanym. Jezeli wymienione zmiany wywotane sg dziataniem wysokiej temperatury to
okresla si¢ je mianem denaturacji termicznej. Tanford [15] zdefiniowal denaturacje
biatek glownie jako zmiang natywnej struktury wysokorzedowej na nizej rzedowa, bez
niszczenia podstawowych wigzan kowalencyjnych w peptydach.

Denaturacja bialek moze by¢ wywolana réznymi czynnikami: dziataniem hydro-
litycznym enzymoéw, ogrzewaniem, zamrazaniem, dzialaniem wysokim ci$nieniem,
ekstremalnym pH, czynnikami chaotropowymi, dzialaniem zwiazkéw chemicznych:
mocznika, chlorku guanidyny, SDS, rozpuszczalnikami organicznymi jak etanol, ace-
ton, merkaptoetanol, a w odniesieniu do metaloprotein zwigzkami chelatujacymi.

Denaturacja bialek globularnych powoduje zmiany ich wlasciwosci fizycznych,
chemicznych i funkcjonalnych. W odniesieniu do bialek mleka, gléwnie serwatko-
wych, termiczna denaturacja jest bardzo waznym czynnikiem warunkujacym ich war-
to§¢ zywieniowa, wlaSciwosci funkcjonalne i alergenne. Istotnym wydaje si¢ okresle-
nie zalezno$ci pomigdzy stopniem denaturacji bialek, a zmiang ich wlasciwosci immu-
noreaktywych [15] i zachowaniem wla$ciwosci zywieniowych i odzywczych.

Istnieje wiele sposobéw charakterystyki zmian denaturacyjnych biatek mleka. Po-
szukuje si¢ metod szybkich, wszechstronnych i czutych umozliwiajacych na biezaco
kontrolowanie zmian denaturacyjnych mleka podczas technologicznej obrébki ter-
micznej (towarzyszy ona wszystkim procesom technologicznym przemystu mleczar-
skiego).

Ponizej przedstawiono kilka metod badania denaturacji biatek:

Metoda roznicowej kalorymetrii scanningowej (Diferent Scanning Colorymetry-DSC)

Termiczne niszczenie struktury bialek globularnych wymaga szybkie) ,,orientacji”
energii termicznej potrzebnej do zerwania wewnatrzczasteczkowych wiagzan wodoro-
wych. Wydzielone w ten sposob ciepto moze by¢ monitorowane technika roéznicowej
kalorymetrii scanningowej (DSC) [8].
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W metodzie tej proba natywnego biatka i proba odniesienia stymulowane sa w
tym samym systemie cieplnym. Proba odniesienia moze zawiera¢ rozpuszczalnik bez
biatka, badz identyczny roztwor bialka wczeéniej zdenaturowanego w tych samych
warunkach.

Termogram DSC dla endotermicznego niszczenia struktury biatek globularnych
dostarcza nam danych o wielu zmiennych np. temperaturze denaturacji biatek (Ty) i
entalpii denaturacji (AHy). Warto§¢ T4 odczytywana jest przy maksimum piku, a war-
toS§¢ AHy jest proporcjonalna do powierzchni pod pikiem. T4 jest miernikiem stabilno-
$ci cieplnej bialek podczas gdy AHy jest zalezne od drugorzedowej struktury bialka,
glownie z forma o-helix. Wielko$¢ AT Y, (szeroko$¢ piku mierzona w polowie jego
wysokosci) jest indeksem opisujacym naturg przejscia ze stanu natywnego do stanu
zdenaturowanego. Charakterystyka DSC moze zmienia¢ si¢ wraz ze zmiana szybkoS$ci
ogrzewania, gtéwnie wptywa to na zmiang warto$ci Tq4. Jezeli biatko podlega bardzo
szybkiemu ogrzewaniu to Ty moze by¢ wysokie. W celu otrzymania racjonalnego po-
ziomu warto$ci Ty Ruegg i wsp. [14] zalecaja pomiar T4 przy réznych predkosciach
ogrzewania i ekstrapolacje wynikéw taka, by otrzymac¢ temperaturg denaturacji przy
szybkosci ogrzewania %/, .

Metoda DSC pozwala na monitorowanie procesu denaturacji bezposrednio w try-
bie ciaglym i z duza czutoscia. Proby poddawane analizie sg niewielkie (zaledwie kilka
mg). Wspodlczesne aparaty sa na tyle doskonate, ze mozna badaé wiele prob jednocze-
$nie w poréwnywalnych warunkach. DSC znalazlo zastosowanie do badania odwracal-
nej denaturacji r6znych bialek w tym réwniez f-laktoglobuliny [8, 15].

Metoda pomiaru rozpuszczalno Sci

Termiczne niszczenie struktury bialek globulamnych powoduje zanik we-
whnatrzczasteczkowych oddziatywan. Efekt ten prowadzi do zmniejszenia rozpuszczal-
nosci biatek, co mozZe by¢ miernikiem zasiggu ich denaturacji [10, 11, 12].

Maksymalng czuto§¢ pomiaru rozpuszczalno$ci bialek osiaga si¢ przy pomiarze w
pH bliskiemu punktowi izoelektrycznemu, wowczas gdy odpychajace sity elektrosta-
tyczne pomigdzy biatkami sa minimalne. Przy pH oddalonym od tego punktu denatu-
racja nie zawsze prowadzi do zmniejszenia rozpuszczalno$ci. Harwalkar [10] stwier-
dzil, Ze biatka serwatki wykazuja wysoka rozpuszczalno$é podczas intensywnego
ogrzewania (90°C, 30 min) w pH 2,5, ale tatwo wypadaja przy pH 4,6. To spostrzeze-
nie stwarza mozliwos¢ dalszej interpretacji iloSciowej i jakoSciowej zmian bialek przy
zastosowaniu metod elektroforezy SDS-PAGE [19], natywnej elektroforezy akrylami-
dowej lub chromatografii FPLC [3].
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Zjawisko to leglo u podstaw termicznego wydzielania biatek serwatkowych w
nowych procesach technologicznych produkcji serkoéw albuminowych, serwatkowych
napojow fermentowanych czy wydzielania bialek serwatkowych metoda Centri-Whey.

Metody immunologiczne

Wystgpowanie specyficznych oddzialywan pomigdzy antygenem (biatkiem) i
przeciwciatem wyprodukowanym przez zywy organizm w wyniku jego reakcji obron-
nej pomoglo opracowac szereg metod tzw. immunochemicznych, immunoenzymatycz-
nych.

Gloéwna zasada tych metod (szeroka grupa obejmujaca m.in. RIA, EIA, ELISA)
polega na immunologicznej reakcji antygenu z przeciwcialem. Stwarza to mozliwo$é
posredniego ilo$ciowego oznaczenia antygenu w probie. W przypadku zdenaturowa-
nych bialek serwatki dotyczy to mozliwosci oznaczenia pozostatej ilosci natywnej o-la
i B-lg. W tej reakcji przeciwciata wyprodukowane specyficznie przeciwko o-la i B-lg
beda sig taczy¢ jedynie z niezmienionymi epitopami natywnych pozostatosci tych bia-
ek [16, 18, 22]. Wykorzystanie do detekcji wysoce specyficznych przeciwcial mono-
klonalnych, ukladéw biotynoawidynowych lub specyficznych zwiazkéw fluorescen-
cyjnych jako znacznikdéw pozwala znacznie zwigkszy¢ czulo$¢ (ok.10-ciokrotnie) i
precyzyjno$é tej metody w stosunku do metody ELISA wykorzystujacej znaczniki
enzymatyczne.

Mozliwa jest przy tym automatyzacja metody, dzigki czemu mozna analizowaé
wiele prob w stosunkowo krétkim czasie przy zachowaniu jednakowych warunkow i
minimalizacji zuzycia ,,szkla” laboratoryjnego i odczynnikéw. Mankamentem metod
immunochemicznych jest mozliwo$¢ wystapienia reakcji krzyzowych pomiedzy prze-
ciwcialem i innym biatkiem anizeli antygen.

Wiasciwosci spektralne

Biatka serwatkowe sa optycznie aktywnymi czastkami i posiadajg duza ilo$¢
asymetrycznych atoméw wegla. Zmiany strukturalne (powstate np. w wyniku denatu-
racji termicznej) bialek pociagaja za soba zmiany ich optycznej aktywnosci, ktére mo-
ga by¢ monitorowane przez dyspersje skrecalnoéci optycznej (optical rotary disper-
sion-ORD) [2, 11] i dichroizm kotowy (circular dichroism-CD) [2, 27].

Zjawisko dichroizmu kotowego zachodzi wéwczas gdy obie kolowo spolaryzo-
wane skladowe fali §wiatla liniowo spolaryzowanego absorbowane sa przez roztwor w
réznym stopniu. Miarg tego zjawiska moze by¢ roznica wspotczynnikéw ekstynkcji
$wiatla kotowo spolaryzowanego w lewo i w prawo (A€ = g - &) [25]. Dichroizm ko-
towy moze by¢ przedstawiony jako eliptyczno$¢ molarna 6 zalezna od diugosci fali A,
wyrazona wzorem:
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[a] M M - cigzar molekularny [g]
[B ] i = A gdzie 1 — droga optyczna [dm]
100-7-c ¢ — stezenie roztworu [g/cm’]

[ady — skrecalno$¢ whasciwa

Dyspersja skrgcalnodci optycznej (ORD) to zalezno$§é skrecalnosei optycznej od
dlugosei fali §wiatla spolaryzowanego. Krzywa ORD mozna uzyska¢ przez pomiar

skrecalnosci wlasciwej [OCK w funkcji dhugosci fali A, co wyraza sie wzorem

c- stezenie roztworu [g/em’]
I- droga optyczna [dm]
a- obserwowany kqt skrecenia

[oc],Tl = lﬂ— gdzie
c

Pomiary ORD i CD przeprowadza sie przy uZyciu spektropolarymetrow. Analiza
przebiegu krzywych dyspersyjnych w szerokim przedziale dtugosci fal pozwala okre-
§li¢ konformacje zwiazkoéw optycznie czynnych jak steroidy, polipeptydy, proteiny i
in.

Do pomiaru zmian denaturacyjnych biatek czesto wykorzystuje sie zdolnosé ab-
sorpcji $wiatla UV (293nm) przez reszty aminokwasow aromatycznych tryptofanu [17,
24].

Krystalografia rentgenowska

Technika krystalografii rentgenowskiej wykorzystuje zjawisko dyfrakcji §wiatla
czyli ugigcia $wiatla (odchylenia prostoliniowego biegu wiazki §wietlnej) przechodza-
cego przez szczeling o szeroko$ci rzedu diugosci fali. Ugigcie to bada sig na siatkach
dyfrakcyjnych. W przypadku promieni rentgenowskich rolg siatek spetniaja krysztaty,
w ktorych odleglosci miedzy ptaszczyznami sieciowymi sa rzedu dlugosci fali promie-
ni X [7].

Dokonujac szeregu pomiaréw i wyliczen matematycznych mozna identyfikowac
pierwiastki, wyznacza¢ odleglosci migdzy ptaszczyznami sieciowymi co ma ogromne
znaczenie w badaniach strukturalnych zwiazkéw chemicznych [7].

Metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich shuzy przede wszystkim do identyfi-
kacji substancji krystalicznych. Umozliwia ona okre$lenie sktadu mieszanin kilku sub-
stancji lub sktadu fazowego zwiazkow tego samego pierwiastka. Oprocz tego jest po-
wszechnie stosowana do badania struktury substancji krystalicznych. Obraz dyfrakeyj-
ny zalezy od struktury krysztatu, poniewaz ksztalt i rozmiar komorki elementarnej
okresla polozenie linii dyfrakcyjnych, a rozmieszczenie atomdéw w obrebie komorki
elementarnej okresla wzgledne natgzenie linii. Poza tym metody dyfrakcyjne stuza np.
do badania przemian fazowych i uporzadkowania struktury [7, 29].
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Zmiany denaturacyjne o-la mleka krowiego

Labilnos$¢ struktur konformacyjnyh bialek mleka pod wptywem wielu procesow,
czy czynnikéw jest podstawa szeregu oznaczen majacych na celu zbadanie zmian wia-
$ciwosci fizykochemicznych i odzywczych tych biatek. Roznorodno$é dostgpnych
technik analitycznych pozwala zbadaé rézne parametry biatek mleka poddawanych
procesowi denaturacji.

Na podstawie dotychczasowych badan okazuje sig, ze o-la jest po
B-laktoglobulinie jednym z wrazliwszych termicznie biatek mleka [15, 24]. W pH 6,7
denaturuje ona juz w temperaturze 65°C. Pomimo duzej sklonno$ci do denaturacji
cieplnej a-la okazuje sig by¢ odporna na koagulacjg cieplna. Denaturacja o-la podczas
ogrzewania w zakresie temperatur od 20 do 110°C jest w 80-90% odwracalna - co
thuamaczy pozorna stabilno$¢ a-la przy pomiarze denaturacji metoda pomiaru zmiany
rozpuszczalno$ci. Stosunkowo atwa renaturacja o-la powodowana jest najprawdopo-
dobniej matym rozmiarem tego biatka (tylko 123 reszty aminokwasowe) i obecno$cia
czterech wigzan dwusiarczkowych, ktore ograniczaja ilo§¢ stanow konformacyjnych
wystgpujacych w a-la. Biatko to jest duzo tatwiej denaturowane w kwasnym pH co
wiaze sig z dysocjacja i resocjacja zawartego w nim wapnia. Przy pH 7,5 a-la wyka-
zuje termiczng tranzycjg w temperaturze 58°C co jest wykrywalne metoda dichroizmu
kolowego, natomiast przy pH 7,5, w obecnosci 1mM EDTA (czynnik kompleksujacy
jony wapnia) molekuty denaturuja juz w temperaturze 32°C [14]. Wiele badan wyka-
zalo, ze wiazanie jonéw Ca' stabilizuje strukture o-la, redukuje hydrofobowos¢, mo-
bilnos¢ elektroforetyczna i aktywno$¢ o-la podobna do lizozymu oraz podatno$¢ na
dziatanie proteinazy [15, 24]. Ogrzewanie o-la z nadwyzka Ca™ (9mM powoduje
wzrost Ty, (temperatura, w ktorej 50% o.-la jest w postaci rozfaldowanej) z 34,5+0,7°C
(dla apo o-1a) do 47+2,6°C [24]. Powyzszy fakt §wiadczy o waznej roli jaka odgrywaja
jony metali w stabilnosci termicznej o-la. (podobna zaleznos$¢ stwierdzono dla jonéw
Mg*? i Mn"? w pierwszorzedowych strukturach, i Zn*?, A", Co*? w strukturach drugo-
rzgdowych [5, 26]).

Odwracalno$¢ denaturacji 0-la maleje ze wzrostem temperatury. Wydiuzanie cza-
su ogrzewania w wysokich temperaturach powoduje nieodwracalno$¢ tego procesu i
zwigkszenie trwalej agregacji czasteczek [6]. Wiele oligomeréw zwiazanych wiaza-
niami dwusiarczkowymi jest formowanych w miare wzrostu czasu gotowania, propor-
cjonalnie ro$nie rowniez ich wielko$¢.

Badania Lyster wykazuja, Ze denaturacja cieplna o-la jest procesem pierwszorzg-
dowym, w wielu przypadkach dwuetapowym [20].

Obrobka cieplna towarzyszy wigkszosci proceséw w przemysle mleczarskim. Pa-
rametry poszczegolnych procesdéw sa zroznicowane (Tab. 2).
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Tabela 2
Parametry proceséw termicznych w przemysle mleczarskim [15].
Parameters of thermal pocesses in dairy industry [15].
Rodzaj procesu Temperatura/czas
Kind of process Temperature/time
Termizacja v 65°C/30s
pasteryzacja w niskiej temperaturze 72°C/15s
pasteryzacja w wysokiej temperaturze 90°C/5min
Sterylizacja 110°C/5-10s
Ultrapasteryzacja 120°C/2-4s
UHT 140°C/3-8s

W Polsce stosuje si¢ parametry zgodne z ., Instrukcjami Technologicznymi do
Produkcji Artykulow Mleczarskich”(Wyd.II, W-wa 1993): pasteryzacja 75°C/5s, ste-
rylizacja 135°C/1s.

Powyzsze warunki w polaczeniu z warunkami Srodowiskowymi ukfadu, w kto-
rym sa stosowane (np. obecno$¢ kazeiny, st¢zenie soli) beda w réoznym stopniu wptly-
waly na jako$¢ produktu finalnego.

Wzrost temperatury i czasu jej dzialania na mleko powoduje wzrost ilosci zdena-
turowanych biatek serwatki. Prowadzi to jednoczesnie do wzmozonej kompleksacji
cze$ci zdenaturowanych bialek z micellami kazeinowymi (ma to szczegdlne znaczenie
przy produkcji niektorych gatunkoéw serwitdw, jogurtdéw i mleka zaggszczonego). Ma
to rowniez wplyw na zmiany wlasciwosci fizycznych mleka (np. lekki wzrost lepkosci,
pogorszenie wlasciwosci zelujacych) [8].

Inny efekt na biatka wywoluje obrdbka cieplna surowej serwatki. W tym ukladzie
duzy wplyw na stan bialek serwatkowych ma pH. Przy pH bliskim 7,0 zwigksza si¢
metnos¢ serwatki co jest spowodowane przez bialka serwatkowe, nie ma to jednak
duzego wptywu na ich wla$ciwosci sedymentacyjne [15, 21].

Oproécz proceséw termicznych rowniez inne procesy jednostkowe, szeroko stoso-
wane w skali przemystowej, powoduja podobne zmiany w biatkach produktow spo-
zywczych. Do najwazniejszych procesow, ktorych wplyw wydaje sig najistotniejszy
zaliczy¢ mozna homogenizacj¢ (zabieg mechaniczno-termiczny), destabilizacje, hy-
droliz¢ enzymatyczng, zmrazanie, stosowanie ultradzwigkoéw, mikrofal, procesy mem-
branowe i coraz czesciej ostatnio stosowane wysokie ci$nienia [13, 23]. Szeroko bada
si¢ rowniez modyfikacje chemiczne biatek (np.sukcynylacja, acetylacja) i ich wpltyw
na chemiczne i immunoreaktywne wlasciwosci produktéw tych reakcji [29].
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Celem okre$lenia wptywu proceséw technologicznych w obrobce termicznej bia-
tek, nieodzowne jest szybkie i doktadne okreslenie poziomu zachodzacych zmian de-
naturacyjnych. Nieodzowne do tego wydaje si¢ zastosowanie odpowiednich technik
analitycznych. W $wietle przedstawione] literatury duze znaczenie przypisa¢ nalezy
szybkim i fatwym w wykonaniu technikom spektrofotometrycznym, i wysoce specy-
ficzne technikom immunoenzymatycznym. Dzieki zastosowaniu tych metod mozemy

uzyskac szeroki obraz przemian biatek zachodzacych podczas procesu denaturacji ter-
miczne;.
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POSSIBILITIES OF MONITORING THE DENATURATION CHANGES
OF a-LA IN COW’S MILK

Summary

Whey proteins: a-la, f-lg, BSA and immunoglobulins due to their complex secondary and tertiary
structures undergo denaturation caused by either chemical or physical factors (temperature, high pres-
sure). Thermal processes — commonly employed in the dairy factory — cause denaturation and change
physical, chemical and nutritional pro;%ies of whey proteins.

This paper reviews different techniques used for monitoring the protein changes important regarding
research and nutritional aspects.



