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z B-laktoglobuliny

Effect of pH and Natrium Ions on the Texture of Gels Obtained from B-Lactoglobulin

Jedng z podstawowych wlasciwosci funkcjonalnych biatek jest ich zdolnos¢ do
tworzenia stabilnych zeli. Struktura Zelowa nadaje produktom Zywnosciowym
ksztalt oraz odpowiednie whasciwosci teksturalne. Zapobiega syntezie, kidra poza
pogarszaniem si¢ wygladu i whasciwosci sensorycznych produktu pozbawia go czg¢sto
wielu cennych sktadnikow odzywcezych (4). Stosujac jako Srodek zelujacy biatko o
wysokiej wartosci odzywezej, wzbogacamy produkt w cenne aminokwasy. Przykta-
dem moze by¢ zastosowanie bialek serwatkowych, ktore w wyniku ogrzewania w
odpowiednich warunkach tworza mocne i stabilne zele (6). Ich whasciwosci Zelowania
determinuje f-laktoglobulina, ktéra stanowi okoto 56% wszystkich bialek serwatki.
Pozostate to gléwnie a-laktoalbumina (19%) i albumina surowicy krwi bydlgcej (7%).

Konformacja termicznie zdenaturowanych biatek globularnych nie rézni si¢ zna-
cznie od konformacji natywnego biatka, jednakze ogrzewanie powoduje ekspozycje
na powierzchni pewnych hydrofobowych fragmentow, kiére w natywnym biatku
znajdowaly si¢ w gl¢bi czasteczki. Natura migdzyczasteczkowych oddziatywan
determinuje teksturalne whasciwosci powstajacych zeli. Na te oddziatywania wpty-
wajg takie czynniki jak: pH, rodzaj obecnych jonéw, moc jonowa, zawartos¢
innych substancji (thuszcz, laktoza).

Strukturg zelu mozna okresli¢ przez zbadanie stopnia deformacji oraz sity
potrzebnej do jej zniszczenia. M on tejan o iin (7) stwierdzili, iz takie
podstawowe wielkosci reologiczne, jak wzglgdne odksztatcenie przy zniszczeniu
oraz naprg¢zenie niszczace, korelujg odpowiednio ze spojnoscia i twardoscig zeli.
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Celem pracy byto otrzymanie zeli z zawiesin f-laktoglobuliny w wodzie desty-
lowanej i roztworze chlorku sodowego w réznych wartosciach pH. Zbadano ich
teksturg oraz mikrostrukturg.

MATERIAL I METODY

Badaniom poddano f-laktoglobuling o zawartosci biatka 74,80% (Sigma Chemical Co.)

ZELOWANIE I ANALIZA TEKSTURY

Sporzadzano zawiesiny B-laktoglobuliny o st¢zeniu 120 g biatka/kg zawiesiny w wodzie desty-
lowanej oraz w 0,1 mol/L roztworze NaCl. Przy pomocy Imol/l. HC | lub NaOH ustalano pH
zawiesiny na poziomie 5, 6, 7 lub 8. Zawiesiny umieszczano w szklanych rurkach o srednicy
wewnetrznej 7 mm i dtugosci 80 mm, powleczonych cienka warstwaoleju roslinnego, zamknigtych
z jednej strony gumowymi korkami. Wyloty rurek zakryto folig aluminiows. Zawiesiny ogrzewano
w tazni wodnej o temp. 80°C przez 30 min. Wszystkie probki przetrzymywano nastgpnie w rurkach
w temperaturze pokojowej przez 10 min., a nastgpnie przechowywano przez ok. 20 godz. w temp.
4°C. Zele wysuwano z rurek i cigto przy uzyciu skalpela na 6 mm dtugosci cylindry.

Prébki analizowano przy uzyciu urzadzenia Instron-Universal Testing Machine (Model 6022,
Canton, MA) z gtowicg o cigzarze 50 N przy predkosci przesuwu 50 mm/min.

Zele $ciskano pomigdzy dwiema réwnolegtymi ptytkami powleczonymi ttuszczem roslinnym az
do otrzymania pierwszego piku przy 5% spadku wartosci sity. Prébki analizowano w trzech powto-
rzeniach po 6 walcéw w kazdym powtdrzeniu. Zele zostaty potraktowane jako niescisliwe materiaty.
Warto$ci naprezenia niszczacego przy sciskaniu i wzglednego odksztalcenia przy zniszczeniu pod-
czas Sciskania zostaty obliczone wg Hamanna (2). Wzglgdne odksztatcenie przy zniszezeniu podczas
Sciskania obliczono ze wzoru:€ g ¢ = In [l - (Ah/h)], gdzie h - wysokos¢ walca, aAh - wielkosc
przesunigcia gtowicy do zniszczenia probki. Naprezenie niszczace przy sciskaniu obliczono ze wzoru:

dsre=F [l - (Ah/h)]/ZJtrz. gdzie F - sita powodujaca peknigcie walca, r - poczatkowy promien walca.

OTRZYMYWANIE ZDJEC MIKROSKOPOWYCH ZELI

Zele pocigto na kawatki o objgtosci | mm“, a nastepnie utrwalano wstgpnie w 4% roztworze
aldehydu glutarowego w 0,1 mol/L buforze kakodylanowym o pH = 7,4 przez 4 godz. w temperaturze
pokojowej. Po trzykrotnym przemyciu tym samym buforem preparaty dotrwalano w 1% czterotlenku
osmu przez 2 godz. w takim samym 0,1 mol/L. buforze kakodylanowym w temp. 4°C. Odwadniano
w seriach przy uzyciu roztworéw alkoholu etylowego o stgzeniach 30, 50, 70,901 99,8%, a nastgpnie
w tlenku propylenu (8). Preparaty zatapiano w zywicy Spurr Low Viscosity (Polysciences). Nastgpnie
po polimeryzacji krojono je na skrawki tzw. ultracienkie o grubosci 60 nm i po dobarwieniu 8%
octanem uranylu, a nastgpnie cytrynianem otowiu wg Reynoldsa (8) ogladano i wykonywano
elektronogramy przy uzyciu mikroskopu clektronowego BS-500 Tesla przy 60 kV.

ANALIZASTATYSTYCZNA

Istotnos¢ réznic migdzy wynikami w tescie Studenta w przedziale ufnosci 0,05 obliczono przy
uzyciu programu Stat 1 (ISK-Skierniewice).
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WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Tabele 1i 2 przedstawiaja wptyw pH na wzgl¢dne odksztatcenie przy zniszcze-
niu podczas Sciskania Zeli otrzymywanych z zawiesin f-laktoglobuliny w odpo-
wiednio: wodzie destylowanej oraz 0,1 mol/L NaCl. Stwierdzono, iZ Zele otrzymy-
wane z dodatkiem 0,1 mol/L NaCl charakteryzowata wigksza sp6jno$¢ w porow-
naniu z zelami otrzymywanymi z zawiesin f-laktoglobuliny w wodzie destylowa-
nej. Dodatek soli spowodowat rowniez wicksze ujednolicenie si¢ wartosci wzgledne-
go odksztatcenia. Wyniki te sa zgodne z badaniami Mleko i Achremowicza
(5), ktérzy zauwazyli, iz dodatek jonéw sodowych do zawiesin koncentratéw biatek
serwatkowych powodowat wzrost wartosci wzglednego odksztatcenia otrzymywa-
nych zeli. Wzrost warto$ci odksztatcenia wraz z dodatkiem jonéw sodowych mozna
wedlug Bowlanda i Foegedinga (1)wytlumaczy¢ zmianami struktury
powstajacej matrycy biatkowej. Zaobserwowali oni, iz drobnousieciowane Zele
powstajace przy niskich st¢zeniach jonéw sodowych cechuja si¢ wysokimi warto-
$ciami odksztatcenia. Wyzsze st¢zenia Na® powodowaty spadek tej wielkosci do
minimum. Takie Zele posiadaty mieszana (mixed) mikrostrukturg¢. Wzrost st¢Zenia
jonéw sodowych powodowat powstawanie struktur ziarnistych (particulate). Na-
stgpowat rownoczesnie wzrost warto$ci odksztatcenia. Obserwowany w niniejszej
pracy wzrost spéjnosci po dodaniu NaCl wynika z tego, iz struktura matrycy
biatkowej staje si¢ bardziej ziarnista (particulate). Aby zaobserwowac powstawanie
struktury drobnoziarnistej, badania zeli otrzymywanych z dodatkiem NaCl prze-
prowadzono w pHwyzszym o jedng jednostk¢ w poréwnaniu z Zelami bez dodatku
soli. Wzrost pH zawiesiny f-laktoglobuliny w 0,1 mol/L NaCl powodowat zmiang
wartosci odksztatcenia, odzwierciedlajgcg zmiang mikrostruktury Zelu. Najnizsza
wartos¢ odksztalcenia zaobserwowano przy pH = 7. Otrzymany Zzel posiadat
woéwczas strukturg mieszana (mixed) - fot. 1B. Wzrost pH do 8 spowodowat istotny
wzrost spojnosci, gdyz powstajacy Zel posiadat struktur¢ bardziej drobnousie-
ciowang (fot. 1C). Podobng tendencjg zaobserwowano w przypadku koncentratow
biatek serwatkowych (3).

Tabele 3 i 4 przedstawiaja wpltyw pH na napr¢zenie niszczace przy Sciskaniu
zeli otrzymywanych z zawiesin p-laktoglobuliny odpowiednio w wodzie destylo-
wanej oraz 0,1 mol/L NaCl. Dodatek NaCl spowodowat wzrost wartosci napreze-
nia. Jest to zgodne z poprzednimi badaniami (5), w ktérych stwierdzono, iz dodatek
jonéw sodowych do zawiesin izolatu biatek serwatkowych powoduje wzrost twar-
dosci otrzymywanych Zeli. Maksymalng warto$¢ naprgzenia niszczacego zaobser-
wowano przy dodatku jonéw sodowych w ilosci 100 mmol/L. Stwierdzono (6), iz
pozytywne dziatanie dodatnich jonéw na Zelowanic wynika z faktu, Ze jony te wiaza
i neutralizujg ujemne grupy czasteczek polipeptydéw. Dziatanie takie jest bardzic
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Tab. 1. Wptyw pH na wzgledne odksztatcenie przy zniszczeniu podczas Sciskania Zeli otrzymywa-
nych z zawiesin B-laktoglobuliny w wodzie destylowanej*
Effect of pH on relative deformation with destruction while stressing the gels obtained from

the suspensions of f-lactoglobulin in destilled water

pH 1 11 11 Srednia
5 0,06 0,70 0,61 0,66°
6 0,21 0,19 0,19 0,20°
7 0,55 0,52 0,52 0,53°

* Kazdy z trzech wynikéw jest §rednig z szesciu powtdrzen

a-c R6Znice miedzy $rednimi oznaczonymi réznymi literami sa statystycznie istotne (<0,05)

Tab. 2. Wptyw pH na wzgledne odksztatcenie przy zniszczeniu podczas $ciskania Zeli otrzymywa-

nych z zawiesin B-laktoglobuliny w 0,IM NaCl*

Effect of pH on relative deformation with destruction while stressing the gels obtained from

the suspensions of B-lactoglobulin on 0.1 M NaCl

pH | 11 11 Srednia
6 0,82 0,83 0,81 0,82°°
7 0,77 0,72 0,80 0,76
8 0,85 0,88 0,81 0,85"

* Kazdy z trzech wynikéw jest Srednig z sze$ciu powtorzen

a-c Réznice miedzy §rednimi oznaczonymi réznymi literami sa statystycznie istotne (<0,05)

Tab. 3. Wptyw pH na napreZenie niszczace przy Sciskaniu zeli otrzymywanych z zawiesin f-lakto-

globuliny w wodzie destylowanej*

Effect of pH on destruction tension while stressing the gels obtained from the suspensions

of B-lactoglobulin in distilled water

pH I 11 111 Srednia
S 9,66 8,95 9,14 9,25°
6 2,66 241 2,28 245"
7 5,11 427 4,30 4,56

* Kazdy z trzech wynikéw jest Srednig z szesciu powtérzen

a-c Réznice migdzy Srednimi oznaczonymi réznymi literami sa statystycznie istotne (<0,05)

Tab. 4. Wptyw pH na naprgzenie niszczace przy Sciskaniu Zeli otrzymywanych z zawiesin -lakto-
globuliny w 0,1 mol/L. NaCl*

Effect of pH on destruction tension while stressing the gels obtained from the suspension of
B-lactoglobulin in 0.1 mol/L. NaCl

' pH I 11 11 Srednia
6 22,5 24,5 19,3 22.1°
7 38,8 40,8 39,3 39,6°
8 33,1 314 32,4 32,3"

* Kazdy z trzech wynikéw jest Srednig z szesciu powtérzen

a-c R6znice migdzy Srednimi oznaczonymi roZnymi literami sg statystycznie istotne (<0,05)
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Fot. 1. Mikrostruktura (TEM) zelu fi-laktoglobuliny otrzymanego przy (A) pH = 6,0, (B) pH = 7,0, ( ©)
pll =80

Microstructure (TEM) of gel of B-lactoglobulin obtained with (A) pl = 6.0, (B) pH =
7.0, ( C) pll = 8.0
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efektywne w pH zblizonym do 7 niz w odczynie kwasnym, co potwierdzajg
otrzymane wyniki (tab. 4).

Zaobserwowano, iz w przypadku zeli otrzymywanych z zawiesiny p-laktoglo-
buliny w 0,1 mol/L NaCl wzrost pH z 6 na 7 spowodowal wzrost wartosci
napre¢zenia niszczacego, a nastgpnie jego obnizenie przy pH = 8 (tab. 4). Podobng
tendencjg¢ zauwazono w przypadku zeli otrzymywanych z zawiesin izolatu biatek
serwatkowych w 0,1 mol/L NaCl (3). Jest to zwigzane ze zmiang mikrostruktury
otrzymywanych zeli. Przy pH = 7 zaobserwowano powstawanie struktury miesza-
nej (mixed) - fot. 1B. Przy takiej wartosci pH istnicje rownowaga migdzy sitami
odpychania i przyciagania pomigdzy tancuchami biatkowymi. Powyzej i ponizej
tej wartoSci pH zaobserwowano powstawanie odpowiednio struktury bardziej
drobnousieciowanej (fine-stranded) oraz ziarnistej (particulate) - fot. 1Ci 1A. W
zelach o takiej strukturze wzrasta warto$¢ sit odpychania, co zmniejsza ilosé
migdzyczasteczkowych oddziatywan i co za tym idzie twardos$¢ powstajacych zeli.

WNIOSKI

1. Zele otrzymywane z dodatkiem 0,1 mol/L NaCl charakteryzowata wigksza
sp6jno$¢ w poréwnaniu z zelami otrzymywanymi z zawiesin B-laktoglobuliny w
wodzie destylowance;j.

2. Dodatek NaCl spowodowat wzrost twardosci powstajacych zeli.

3. Zele otrzymywane z dodatkiem NaCl wykazywaly najwicksza twardo$é w pH
=7. Potwierdza to fakt, iz jony sodowe, wiazac i neutralizujac ujemne grupy czasteczek
polipeptydéw, umozliwiaja wigksze oddziatywania migdzyczasteczkowe.

4. Zele o najwickszej twardosci posiadaly struktur¢ mieszang (mixed), w ktorej
istnieje rownowaga migdzy sitami odpychania i przyciggania pomig¢dzy fancuchami
biatkowymi
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SUMMARY

The purpose of the studies was to obtain gels from the suspension of -lactoglobulin in distilled
water and the solution of natrium chloride in different values of pH. Their texture and microstructure
were examined. It was observed that gels obtained with an addition of 0.1 mol/LL NaCl were
characterised by greater compaction as compared to the gels obtained from the suspensions of
-lactoglobulin in distilled water. An addition of NaCl caused greater hardness of the gels. The gels
obtained with an addition of NaCl showed the greatest hardness in pH = 7. This confirms the fact that
natrium ions through binding and neutralising the negative groups of particles of polypeptides enable
greater intra-particle inter-relation. It was observed that an increase of pH caused changed structure
of the gel from granular through mixed to small-net one. Gels of the greatest hardness had a mixed
structure, where there is a balance between the forces of repulsion and attraction within protein chains.
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