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Streszczenie

Okreslono temperatury zelowania roztworéw koncentratu bialek serwatkowych w réinych warto-
$ciach pH i stezenia biatka. Stwierdzono, iz warto$ci temperatur punktu zelowania wyznaczone metoda
reologii oscylacyjnej byly mniejsze niz otrzymane metoda reologii rotacyjnej. Wynikato to z faktu, iz za
poczatek zelowania uznawano w pierwszej metodzie moment, w ktérym warto$ci modutdéw byly zblizone,
a w drugiej poczatek wzrostu lepkosci roztworu biatek. Temperatura punktu Zelowania bialek WPC zale-
zala od stezenia biatka w roztworze poddawanym zelowaniu, co prawdopodobnie wynika z zachodzacych
interakcji pomigdzy grupami dwusiarczkowymi ot-laktoalbuminy i reaktywnymi grupami sulfhydrylowy-
mi B-laktoglobuliny. Zaobserwowano zmiany punktu Zelowania wraz ze zmiang pH, co wyjasniono rézni-
cami w fadunku oraz reaktywnosci grup tiolowych czasteczek biatek.

Wstep

Koncentraty i izolaty biatek serwatkowych, ze wzgledu na swoje znakomite wta-
sciwosci funkcjonalne sa stosowane w coraz szerszej gamie produktow spozywczych.
Podstawowe biatka wchodzace w skiad bialek serwatkowych to B-laktoglobulina, o-
laktoalbumina oraz albumina surowicy krwi bydlecej. W odpowiednich warunkach
posiadaja one zdolno$¢ do tworzenia trojwymiarowej matrycy zelowej [9]. Tworzenie
zelu jest jedna z najwazniejszych wlasciwosci biatek serwatkowych. Powstata struktura
moze wpltywa¢ na wyglad produktu, teksturg, wodochtonnos¢ oraz zdolno$é¢ do uwal-
niania dromatéw [2].

W punkcie Zelowania nastgpuje przejscie z lepkoelastycznego plynu w sprezy-
stolepki zel. Agregaty bialkowe lacza si¢ w pojedyncza, ciagla strukture, stabilizowana
przez wiazania dwusiarczkowe, oddzialywania hydrofobowe, wiazania jonowe oraz
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wodorowe. Stan oddziatywan pomigdzy poszczegélnymi tancuchami biatkowymi zale-
zy migdzy innymi od pH $rodowiska, a prawdopodobienstwo takich oddziatywan wa-
runkuje stezenie biatka [6, 10]. Uwaza sie, iz punkty Zzelowania dwoch podstawowych
bialek serwatkowych: B-laktoglobuliny oraz a-laktoalbuminy nie zaleza od st¢zenia
biatka [12].

Wyznaczanie punktu zelowania biatek jest czesto problematyczne 1 wymaga eks-
trapolacji. Najprostsza metoda empiryczna polega na przetrzymywaniu prébek w od-
powiednich warunkach i organoleptycznym sprawdzaniu ptynnosci probki [11]. Meto-
da ta jest oczywiscie obciazona subiektywizmem i jako taka nie moze by¢ zaakcepto-
wana.

Duza dokladno$cia w wyznaczaniu punktu Zelowania odznaczaja si¢ metody re-
ologiczne. Generalnie zasada polega na zaobserwowaniu zmian pewnych wielkos$ci
reologicznych podczas powstawania Zelowej matrycy. W przypadku reologii oscyla-
cyjnej mamy do czynienia ze zmianami moduldw: zachowawczego G’ i stratnosci G”.
Tradycyjnie przyjmuje sig, iz punkt zelowania odpowiada przecigciu sig¢ krzywych
obrazujacych zmiany powyzszych modulow. Wowczas to straty energii na przeptyw
lepki sa rOwne energii oddanej w wyniku sprezystego odksztalcenia. Kat fazowy w tak
okreslonym punkcie zelowania wynosi 45° [13]. Substancje taka w jednakowym stop-
niu mozemy okresli¢ jako lepka i sprezysta. Dalszy spadek wartosci kata fazowego
obrazuje wzmacnianie sie struktury i powstawanie sprezystego zelu [7, 8].

W litaraturze brak jest danych na temat wartosci temperatur zelowania bialek
serwatkowych w réznych warunkach pH oraz steZenia biatka. Celem pracy bylo wigc
ich wyznaczenie. Poréwnano wyniki otrzymane za pomoca dwoch réznych metod:
reometrii rotacyjnej oraz oscylacyjne;j.

Materiat i metody

Do badan uzyto koncentratu bialek serwatkowych (whey protein concentrate-
WPC) o zawarto$ci biatka 71,27% (N x 6,38) wyprodukowanego przez PPHW ,,Lak-
topol” sp. z 0. 0. Warszawa.

Sporzadzano roztwory WPC o stezeniu 6, 8, 10 i 12 % (wag.) w 0,1 M NaCl.
Ustalano pH na poziomie 3, 5, 7, 9 i 11 przy uzyciu 1 M NaOH lub HCI. Roztwory
podgrzewano do temp. 85 °C, mierzac ich:

e lepkos¢ za pomoca wiskozymetru Brookfield DV-II+ w ukladzie cylindréw wspot-
osiowych (Small Sample Adapter) przy predkosci 100 obr./min. (wyniki byly reje-
strowane przy uzyciu programu komputerowego Win Gather VI),

e modul zachowawczy G’ oraz stratnoéci G” uzywajac reometru oscylacyjnego
Bohlin VOC w ukladzie cylindrow wspotosiowych C 25 przy czgstotliwosci drgan
5 Hz i maksymalnej warto$ci amplitudy drgan: 0,02.
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Wiyniki i dyskusja

W momencie zelowania obserwowano wzrost lepkosci roztworu WPC. W zalez-
no$ci od wlasciwos$ci teksturalnych powstajacego zelu obserwowano dalszy rowno-
mierny wzrost lepkosci (Rys. 1A), badz nie mozna bylo jej dokladnie zmierzy¢ z uwa-
gi na to, ze powstajacy zel byl nieptynaca, sprezystolepka substancja (Rys. 1B).
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Rys. 1. Wplyw temperatury na Ieplzoéc' (mPa s) roztworu WPC o stgZeniu 8% w: A: pH = 3,0; B: pH
=7,0.
Fig. 1. Influence of temperature on the viscosity (mPa-s) of 8% WPC solution: A: at pH = 3.0; B: at
pH=7.0.
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Rys. 2. Zmiany warto§ci modulu zachowawczego (G’) i stratno$ci (G”) podczas ogrzewania 8%
roztworu WPC w pH 9,0.
Fig. 2. Changes of the values of conservative modulus (G’) and lossiness (G”) during heating of 8%

WPC solution at pH = 9.0.
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Metoda reologii oscylacyjnej pozwolita na bardziej dokladne okreslenie tempe-
ratury zelowania w stosunku do metody reometrii rotacyjnej. W pierwszym przypadku
mozliwe bylto okreslenie temperatury zelowania z doktadnoscia do 0,5°C. Otrzymane
wartosci w przypadku metody reologii oscylacyjnej byly o 0,5-2,5°C mniejsze. Wyni-
ka to z tego, iz w przypadku reologii rotacyjnej za poczatek zelowania uznano wzrost
lepkosci roztworu biatek a w przypadku reologii oscylacyjnej moment w ktérym war-
tosci moduldéw byly zblizone. Gwaltowny wzrost wartosci modutu zachowawczego,
ktory jest odpowiedzialny za wzrost lepkosci, nastepowal w temperaturze okoto 1,5—
2°C wyzszej niz obserwowane zrOwnanie si¢ warto§ci modutow (Rys. 2). Nalezy
zwroOci¢ uwage na fakt, iz obserwowane zrownanie si¢ modulow wystepuje na granicy
czuloséci instrumentu. W celu dokladnego wyznaczenia tego punktu mozna stosowac
ekstrapolacje wartosci modutu zachowawczego do wartosci 0 [3].

Glowne bialka serwatkowe: B-laktoglobulina i a-laktoalbumina naleza do katego-
rii tzw. Zelujacych biatek z powodu swojej niskiej masy czasteczkowej, pomimo tego
iz ich hydrofobowo$¢ jest wieksza niz 30% [12]. Punkt Zzelowania tych bialek nie zale-
zy od stezenia biatka. W niniejszych badaniach zaobserwowano jednakze, ze wraz ze
wzrostem zawarto$ci biatka nastgpuje spadek temperatury poczatku zelowania we
wszystkich badanych warto$ciach pH (tab. 1 i 2). Podobne zjawisko zaobserwowali
Shimada i Matsushita [12] w odniesieniu do albuminy jaja kurzego. Zasugerowali oni,
ze na skutek usieciowania tych bialek za pomoca reaktywnych grup sulthydrylowych
owoalbuminy nastepuje przemiana owoalbuminy, biatka ktérego punkt zelowania nie
zalezy od stezenia, w zalezna od st¢zenia albuming jaja kurzego. Podobnie obserwo-
wang zalezno$¢ temperatury Zelowania WPC od stgZenia biatka mozna wytlumaczy¢
zachodzacymi interakcjami pomigdzy grupami dwusiarczkowymi «-laktoalbuminy
i reaktywnymi grupami sulfhydrylowymi B-laktoglobuliny. Wczesniej stwierdzono, iz
ogrzewanie P-laktoglobuliny z a-laktoalbuming lub albuming surowicy krwi bydigce)
prowadzi do powstawania koagregatow [1]. Ogrzewanie za$ samej (-laktoalbuminy
nie prowadzi do jej agregacji [5]. Tak wiec uwaza sig, iz agregaty w zdenaturowanych
roztworach biatek serwatkowych sa utworzone z koagregatéw tych trzech podstawo-
wych biatek [4].

Zaobserwowano zmianeg temperatury Zelowania roztworu WPC wraz ze zmianga
pH (tab. 1 i 2), a najnizsza jej warto$¢ stwierdzono dla pH 5 oraz 11. W pH 5,2 znaj-
duje si¢ punkt izoelektryczny bialek serwatkowych i biatka te koaguluja w rezultacie
istniejacych sit przyciagania. Na skutek tego zmiang lepkosci wystgpujaca przy two-
rzeniu si¢ zelu typu koagulum obserwuje si¢ w stosunkowo niskiej temperaturze.
W przeciwiefistwie do pH 5,0, w pH 11 biatka serwatkowe posiadaja duzy fadunek
ujemny, ktéry powoduje silne odpychanie si¢ ich fancuchéw. Tym nalezy thumaczy¢
fakt, ze przy stezeniu biatka 6 oraz 8% nie zaobserwowano tworzenia sig zelu. W wy-
soce zasadowym pH wystepuje jednakze duze rozfaldowanie bialek serwatkowych
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oraz deprotonizacja grup tiolowych, co sprzyja tworzeniu si¢ wigzan dwusiarczko-
wych. Jezeli wigc stezenie biatka, a wiec prawdopodobienstwo oddziatywan jest do-
statecznie wysokie, to oddzialywania te beda zachodzi¢ stosunkowo szybko. Wyraza
sig to niska temperatura zelowania WPC przy stezeniu biatka 10 oraz 12%. W nizszych
wartosciach pH (9 i 7) deprotonizacja grup tiolowych jest mniejsza, a co za tym idzie
temperatura zelowania jest wyzsza. Wciaz wystepuja bowiem warunki odpychania sig
jednoimiennie natadowanych tancuchow biatkowych. Stosunkowo wysoka temperaturg
zelowania stwierdzono w pH 9 przy najnizszym stezeniu bialka (6%), a wigc matym
prawdopodobiefistwie oddziatywan (tab. 1 i 2). Przy pH 3 oddziatywania elektrosta-
tyczne powodujace odpychanie si¢ tancuchow biatkowych sa tak duze, ze bialka po-
siadaja tendencje do pozostawania w roztworze. W warunkach niskiego pH nastgpuje
zahamowanie oddzialywah pomigdzy grupami dwusiarczkowymi i sulfhydrylowymi.

Tabela l

Temperatury zelowania (°C) roztworéw biatek serwatkowych wyznaczone metoda reologii rotacyjne;.
The gel points of whey protein concentrate solutions determined by rotational rheometry.

oH stezenie biatka (% wag.) / protein concentration (wt. %)
6 8 10 12
3 87 85 82 80
5 70 68 67 65
7 77 77 77 76
9 81 75 73 73
11 nie zeluje nie zeluje 65 64

Tabela 2

Temperatury zelowania (°C) roztworéw bialek serwatkowych wyznaczone metoda reologii oscylacyjne;j.
The gel points of whey protein concentrate solutions determined by oscillatory rheometry.

oH stezenie bialka (% wag.) / protein concentration (wt. %)
6 8 10 12
3 86 84,5 81 78,5
5 68 66 64,5 63
7 75.5 75,5 75 74,5
9 79,5 73,5 71 71,5
11 nie Zeluje nie zeluje 63 62
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W pH 3 zaréwno strukturalna stabilno§¢ monomerycznej formy B-laktoglobuliny jak
i niska reaktywno§¢ wolnych grup tiolowych zmniejsza prawdopodobiefistwo polime-
ryzacji bialek serwatkowych, ktora przebiega gldwnie za pomoca wiazan dwusiarcz-
kowych. Wszystkie te czynniki powoduja, ze w pH 3 zaobserwowano najwyzsze tem-
peratury zelowania w calym badanym zakresie stgzen biatka WPC (tab. 11 2).

Whioski

Wartosci temperatur punktu zelowania wyznaczone metoda reologii oscylacyjnej
byly mniejsze niz otrzymane metoda reologii rotacyjnej. Wynikato to z faktu, iz za
poczatek zelowania uznawano w pierwszej metodzie moment, w ktérym wartosci mo-
dutéw byly zblizone, a w drugiej poczatek wzrostu lepkosci roztworu bialek ktory
nastepuje podczas wzrostu modutu zachowawczego.

Temperatura punktu Zzelowania bialek WPC zalezy od st¢zenia bialka w roztworze
poddawanym zelowaniu. Wyznaczone temperatury zelowania mozna wykorzysta¢
w procesach technologicznych.

Zaobserwowane zmiany punktu zelowania wraz ze zmiana pH mozna wyjasni¢
zmianami w proporcji pomiedzy sitami przyciagania i odpychania pomigdzy taficu-
chami bialkowymi oraz zmiang reaktywnosci grup tiolowych. Pomimo iz krancowe
warto$ci pH uzyte w powyzszych badaniach odbiegaja znacznie od pH Zywnosci, za-
obserwowane zjawiska mozna uzy¢ w praktyce stosujac wieloetapowe procesy.
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DETERMINING THE GEL POINT OF WHEY PROTEINS BY ROTATIONAL
AND OSCILLATORY RHEOMETRY

Summary

The gel points of whey protein concentrate solutions at different pH and protein concentration was
determined. Values obtained by oscillatory rheometry were 0.5-2.5°C lower that corresponding values
obtained by rotational rheometry. Moduli crossover point is at lower temperature than the point at which
there is increase of viscosity. The gel point depended on protein concentration what probably was caused
by interactions between whey proteins. Gelation temperature changed with pH. At different pH protein
particles have different net charge and reactivity of thiol groups.



