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Wplyw ogrzewania i1 typu dodanego karagenu
na wiasciwosci fizykochemiczne roztworow WPI

Effect of heating and carrageenan type on physico-chemical properties of WPI solutions

ABSTRACT. Kappa and iota carrageenans were used to obtain whey protein isolate (WPI) — car-
ragennan mixed gels and their texture, microstructure and surface hydrophobocity was studied.
The texture properties of WPI (3%) and WPI-carrageenan in the pH range 3-8 and k-,
1-carrageenan concentration of 0.1-0.5% were studied. WPI at a concentration of 3% did not form
gel however, after addition of carragennan, gels were obtained in pH range of 5-8. Synergistic
interactions between unheated WPI and kappa carrageenan (0.5%) were also observed.
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Biatka i polisacharydy cz¢sto wystepuja razem w produktach spozywczych,
a oddziatywania pomigdzy tymi sktadnikami decyduja o strukturze, wtasciwo-
$ciach reologicznych i stabilno$ci tych produktow.

Jednymi z czg$ciej wykorzystywanych w przemysle spozywczym polisacha-
rydéw sa karageny. Zbudowane sa one naprzemiennie ze zwigzkéw (1,3)
a-D-galaktopiranozy i (1,4) B-D-galaktopiranozy [ Gustaw, Mleko 1998]. Wsrod
tych hydrokoloidéw wyrdznia si¢ wiele frakcji, z ktorych kappa (), jota (1)
i lambda (1) sa najczg¢$ciej spotykane. Karageny « 11 rozpuszczaja si¢ w wodzie
po podgrzaniu do 60—75°C i zeluja po ochlodzeniu, natomiast frakcja A rozpusz-
cza si¢ w zimnej wodzie, ale nie zeluje.

Annales UMCS, Sec. E, 2004, 59, 1, 215-223.
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Zastosowanie ultrafiltracji i wymiany jonowej do separacji biatek serwatko-
wych spowodowato wyrazny wzrost zainteresowania tymi biatkami w przemysle
spozywczym. Bialtka serwatkowe maja znakomite wtasciwosci funkcjonalne
i odzywcze. Jedna z gtownych wlasciwosci funkcjonalnych biatek serwatko-
wych jest zdolno$¢ zelowania.

Niektore mieszaniny polisacharydow i polisacharydéw z biatkami wykazuja
synergistyczne oddziatywania, ktore pozwalaja uzyska¢ produkty o nowych
wilasciwosciach funkcjonalnych i zmniejszy¢ koszty produkcji [Gustaw i in.
2001]. Przyktadem sa zele k-karagenu z galaktomannanami, ktore maja catko-
wicie odmienna tekstur¢ w poréwnaniu z zelami karagenu i mniejsza sktonnos¢
do synerezy [Gustaw i in. 2003]. Dodatek karagenu do roztworow biatek ser-
watkowych wplywal rowniez na zmiang ich wlasciwosci reologicznych [Gu-
staw, Mleko 2003; Pikus i in. 2001; Mleko i in. 1997]. Jednak oddziatywania
pomigdzy polisacharydami a biatkami nie sa w petni wyjasnione i wymagaja
dalszych badan. Celem niniejszej pracy byto okreslenie wplywu ogrzewania na
interakcje pomigdzy roznymi typami karagenu i biatkami serwatkowymi.

METODY

Do badan uzyto izolatu biatek serwatkowych (WPI) o zawartosci biatka
91,87% wyprodukowanego przez DAVISCO Foods International (Le Seur,
USA), k-karagenu (kk) i 1- karagenu (jk) produkcji Sigma Chemical Co. (USA).

Biatka serwatkowe i polisacharydy rozpuszczano oddzielnie w 0,1 mol NaCl.
Roztwory biatek serwatkowych przygotowano w stezeniach 6 i 20%, przez mie-
szanie przy pomocy mieszadetka magnetycznego przez 2 h. Roztwory kk i jk
podgrzewano do 70°C w celu rozpuszczenia. Roztwory nastgpnie mieszano w
proporcji 1:1 i ustalano pH w zakresie od 3,0 do 8,0 za pomoca 1 mol HCI lub
1 mol NaOH.

Uktady ogrzewane poddawano obrobce cieplnej w 85°C przez 30 min w
fazni wodne;j.

Wiasciwosci teksturalne badano przy uzyciu analizatora tekstury TA-XT21
(Stable Micro Systems, Wielka Brytania). Zele $ciskano przy predkoéci 1 mm/s
w temperaturze pokojowej. Proby przeprowadzano w trzech powtorzeniach po
6 walcow. Zele traktowano jako materiaty niescisliwe i obliczano naprezenie
$cinajace przy peknigciu [Gustaw, Mleko 2003].

Pomiary metoda matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego (SAXS) wykonano kamera typu Kratky’ ego (Wojskowa Akademia Tech-
niczna, Warszawa), stosujac lampe Cu o liniowym ognisku. Probke zelu przy-
gotowywano w specjalnie wykonanej celce o grubosci 1,5 mm. Promieniowanie
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monochromatyczne osiagnigto poprzez zastosowanie filtru Ni, wzmacniacza
liniowego i analizatora wysokos$ci impulséw. Mierzono krzywe rozpraszania zeli
oraz pustej celki, wynik uzyskany dla pustej celki odejmowano od krzywych
rozpraszania probek. Krzywe rozpraszania przedstawiono jako funkcje inten-
sywnosci od wektora rozpraszania.

Hydrofobowos$¢ powierzchniowa biatek mierzono przy uzyciu kwasu
8-anilino-1-naftalenosulfonowego (ANS) (Sigma Chemical Co., USA). 20 ul
8 mmol ANS dodawano do 4 ml rozcienczonych probek, zawierajacych od
0,001 do 0,01% biatka (w/w). Nastgpnie probki mieszano, okrgcano folig alumi-
niowa i wstawiano na 15 min do fazni wodnej o temperaturze pokojowe;j. Inten-
sywnos¢ fluorescencji mierzono rozpoczynajac od najnizszego do najwyzszego
stgzenia bialka za pomoca spektrofluorymetru Shimadzu F-5000, przy fali
wzbudzenia na poziomie, 390 nm a emisji 470 nm. Hydrofobowo$¢ powierzch-
niowa wyrazono jako nachylenie poczatkowe (So) prostej wyrazajacej zaleznos¢
intensywnosci fluorescencji od st¢zenia biatka.

WYNIKI

Warto$ci naprezenia $cinajacego przy peknigciu mieszanin 3% WPI-kk
w zaleznos$ci od pH i st¢zenia dodanego polisacharydu przedstawiono w tabeli 1.
Biatka serwatkowe nie tworzyly zeli przy 3% stezeniu. W przypadku ogrzewa-
nych mieszanin trwate, dajace si¢ zbada¢ zZele otrzymano tylko w pH 6 przy

Tabela 1. Zmiany naprezenia $cinajacego przy peknigeiu (kPa) zeli 3% WPI
i WPI - karagen (kk) w roznym pH
Table. 1. Changes in shear stress at fracture (kPa) of 3% WPI and WPI -«- carrageenan (kk)
at different pH

pH
kk (%) 5,0 6,0 7,0 8,0
Ogrzewane Heated
0,1 - 5,0 +£0,7 1,64 +£0,17 -
0,2 1,83 £0,2 6,7 +0,32 5,56 +0,57 4,48 +0,23
0,3 2,9 +0,18 8,3+0,22 6,51 £0,29 4,02 £0,19
0,5 2,2 +0,7 7,17 +£0,29 7,2 +£0,45 4,14 £0,87
Nieogrzewane Unheated
0,1 - - - -
0,2 - - - -
0,3 - - - -

0.5 - 7,14 £0,5 ; ;
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najnizszym 0,1% dodatku kk. Wzrost st¢zenia kk wplywal na lepsze zelowanie
mieszanin w zakresie pH od 5 do 8. W pH 4 Zele byty gabczaste i podczas $ciska-
nia wydzielaly duzo wody, ale nie pgkaty nawet przy 80% odksztatceniu, nato-
miast w pH 3 otrzymane zele byty zbyt stabe. Najtwardsze zele otrzymano w pH 6
1z 0,3% dodatkiem kk, wyzsze stgzenie kk i pH wptywaty na ostabienie zZeli
WPI-kk. W przypadku nieogrzewanych mieszanin 3% WPI z kk otrzymano zel
tylko w przypadku najwyzszego stezenia polisacharydu i pH 6. Zel ten byt jednak
stabszy od Zelu otrzymanego na skutek ogrzewania mieszaniny hydrokoloidow,
jednak byl twardszy od zelu samego kk (5,34 kPa). Na podstawie otrzymanych
wynikow mozna przypuszczac, ze nawet w nieogrzewanych mieszaninach polisa-
charydowo-biatkowych wystgpuja interakcje pomigdzy sktadnikami, ktore wply-
waja na wzrost twardosci zelu kk. W poblizu pl gtownego biatka serwatkowego
(p-laktoglobuliny) pomigdzy polisacharydem a biatkami serwatkowymi mogty
powstawac kompleksy elektrostatyczne. Wystgpowanie takich potaczen pomigdzy
biatkami serwatkowymi a karagenem opisano juz wczesniej w przypadku ogrze-
wanych uktadow [Galazka i in. 1999; Gustaw, Mleko 2003]. Oddziatywania po-
migdzy tymi hydrokoloidami ttumaczono rowniez wystgpowaniem fazy separacji
[Pikusiin.2001]. Ogrzewanie moze wzmagac¢ interakcje pomigdzy kk a biatkami
serwatkowymi, co sugerowali juz wczesniej Mleko iin. [1997].

Tabela 2. Zmiany naprgzenia $cinajacego przy peknigeiu zeli (kPa) 3% WPI
1 WPI -1- karagen (jk) w réznym pH
Table. 2. Changes in shear stress at fracture (kPa) of 3% WPI and WPI -- carrageenan (jk)

at different pH
pH
1-k (%) 6,0 7,0 8,0
Ogrzewane Heated
0,1 - - -
0,2 - 1,66 +£0,28 -
0,3 3,0 +£0,34 2,84 +0,18 4,22 +£0,84
0,5 - 2,2 +0,05 3,64 +0,73

Mieszaniny jk z 3% roztworami WPI zelowaty duzo stabiej w poréwnaniu
z uktadami z kk (tab. 2). Roztwory WPI z dodatkiem jk utworzyly dajace si¢
oznaczy¢ zele tylko w zakresie pH od 6 do 8 i w przypadku wysokich stezen jk.
Uktady jk z biatkami serwatkowymi niepoddawane procesowi ogrzewania nie
tworza stalych zeli. Jota karagen nie wykazuje synergistycznych oddzialywan
z galaktomannanami w przeciwienstwie do frakcji kappa, co ttumaczone jest
duzo wyzsza ggstoscia tadunkow elektrycznych w czasteczce tej frakcji karagenu
i wrezultacie odpychaniem si¢ czasteczek polisacharydow [Gustawiin. 2003].
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Rycina 1. Krzywe rozpraszania SAXS 10% zeli WPI i WPI - - karagen (0,5%)
otrzymanych w pH 7
Figure 1. The SAXS curve for WPI (10%) and WPI-k- carrageenan (0,5%) mixed gels obtained
atpH 7

Narycinie 1 porownano krzywe rozpraszania SAXS zeli 10% WPI i miesza-
nych zeli z 0,5% dodatkiem kk, ogrzewanych i1 nieogrzewanych otrzymanych
w pH 7. Jak wida¢ z wykresu, roznice pomigdzy krzywymi sa bardzo duze, naj-
Wwyzsze rozpraszanie oraz stabo zarysowany pik wykazywata krzywa dla zelu
o pH 7. Wystepowanie piku na krzywej SAXS dla zeli biatek globularnych
$wiadczy o regularnym rozmieszczeniu globul w strukturze zelu [Pikus i in.
2000]. Dodatek kk w przypadku ogrzewanego uktadu spowodowat zmniejszenie
poziomu rozpraszania w poréwnaniu z zelem WPI. Obecnos¢ polisacharydu
zwigkszata jednak wysokos$¢ piku. Wyniki te sa zgodne z wezesniejszymi bada-
niami prowadzonymi przez Mleko i in. [1997], ktérzy roznice w przebiegu
krzywych rozpraszania thumaczyli tworzeniem komplekséw pomigdzy biatkami
a polisacharydem w tym pH. W obecnosci niezdenaturowanych biatek serwat-
kowych pik na krzywej rozpraszania SAXS ulegl przesunieciu w kierunku wyz-
szych wartosci, co moze $wiadczy¢ o zmniejszeniu wielkosci aglomeratow
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utworzonych przez karagen. Natomiast obecno$¢ drugiego piku mozna tluma-
czy¢ obecnoscia struktur mieszanych biatkowo-polisacharydowych, co wskazy-
watoby na to, ze rowniez w nieogrzewanych uktadach wystegpuja oddziatywania
pomigdzy tymi hydrokoloidami.
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Rycina 2. Wptyw pH na hydrofobowos¢ powierzchniowa nieogrzewanych roztworéw WPI
(WPIn) i 1- karagenu
Figure 2. Effect of pH on surface hydrophobocity of unheated WPI (WPIn) and (- carrageenan
mixed systems
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Rycina 3. Wptyw pH na hydrofobowos$¢ powierzchniowa nieogrzewanych roztworow WPI
(WPIn) i k- karagenu
Figure 3. Effect of pH on surface hydrophobocity of unheated WPI (WPIn) and k- carrageenan
mixed systems
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Rycina 2 przedstawia zmiany hydrofobowosci powierzchniowej (So) ogrze-
wanych i nieogrzewanych roztworéw WPI w zaleznosci do zmiany pH i dodatku
jk. Najwyzsza hydrofobowos$cia charakteryzowaty si¢ nieogrzewane roztwory
WPI, sporzadzone w pH 3. Alizadeh-Pazdar i Li-Chan [2000] najwyzsza war-
tos¢ hydrofobowosci nieogrzewanych roztworow WPI réwniez zanotowali
w tym pH. Dodatek jk do nieogrzewanych roztworéw WPI spowodowal wy-
razny wzrost ich hydrofobowo$ci w calym zakresie pH. Wzrost stgzenia kara-
genu takze wplynal na wzrost badanej wielkosci. Szczegolnie duzy wplyw obec-
nosci polisacharydu w roztworze bialek serwatkowych zaobserwowano w pH 3.
Dodatek kk do roztworéw WPI niepoddanych ogrzewaniu nie spowodowat tak
znacznych zmian ich hydrofobowosci powierzchniowej, jak w poprzedniej mie-
szaninie (ryc. 3). Przy niskim st¢zeniu karagenu zaobserwowano niewielki
wzrost hydrofobowos$ci we wszystkich badanych uktadach. Wzrost stezenia
polisacharydu wplynal na zwigkszenie hydrofobowosci w pH 5 i 7, natomiast
w skrajnych wartosciach pH skutek wzrostu stezenia karagenu byt odwrotny.
Mleko i inni [1997] stwierdzili wyrazny wzrost hydrofobowosci nieogrzewa-
nych roztworow biatek serwatkowych po dodaniu kk, szczegolnie w niskim pH.

Ogrzewanie roztworow WPI z dodatkiem 0,01% jk spowodowalo wzrost hy-
drofobowosci mieszanin poza uktadem sporzadzonym w pH 5, gdzie wystapito
sktaczkowacenie uktadu (ryc. 4). Hydrofobowos$¢ powierzchniowa jest zalezna
od ilosci hydrofobowych aminokwaséw odstonigtych na powierzchni czasteczki
biatka, a ogrzewanie powodowalo wzrost ilosci tych aminokwaséw. Wyniki te
sa zgodne z wynikami otrzymanymi przez Mleko i in. [1997]. Wzrost stezenia
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Rycina 4. Wptyw pH na hydrofobowo$¢ powierzchniowa ogrzewanych roztworow WPI (WPIo)
i 1- karagenu
Figure 4. Effect of pH on surface hydrophobocity of heated WPI (WPIo)
and 1- carrageenan mixed systems
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Rycina 5. Wptyw pH na hydrofobowos¢ powierzchniowa ogrzewanych roztworéw WPI (WPIo)
i - karagenu
Figure 5. Effect of pH on surface hydrophobocity of heated WPI (WPIo)
and k- carrageenan mixed systems

karagenu wywotat sktaczkowacenie mieszanin w pH 3 i 5, natomiast w pH 7
zanotowano spadek warto$ci hydrofobowosci powierzchniowej. Dodatek 0,01%
kk do ogrzewanych roztworéw WPI sporzadzonych w pH 3 spowodowat wzrost
hydrofobowo$ci, natomiast w pH 5 wystapita flokulacja biatka, co miato tez
miejsce w przypadku roztworéw zawierajacych wyzsze stezenie karagenu w pH
315 (ryc. 5). Natomiast w pH 7 i1 10 dodatek polisacharydu spowodowat spadek
warto$ci hydrofobowosci biatek serwatkowych. Dodatek jk i kk do jednego
z biatek serwatkowych — BSA spowodowal spadek hydrofobowosci biatka za-
rowno w przypadku natywanych, jak i zdenaturowanych biatek w pH 7.
W obecnosci kk zanotowano wyzsze warto$ci hydrofobowosci powierzchniowej
niz w przypadku mieszanin z druga frakcja karagenu [Galazka i in. 1999].

WNIOSKI

1. Dodatek jota i kappa karagenow powodowat tworzenie zeli indukowanych
ogrzewaniem juz przy 3% stezeniu biatek serwatkowych.

2. W nieogrzewanych mieszaninach bialek serwatkowych i karagenu roéwniez
wystepowaly interakcje pomigdzy tymi polimerami.

3. Ogrzewanie spowodowato wzrost hydrofobowosci powierzchniowej roz-
tworow WPI. W obecnosci polisacharydow hydrofobowosé wzrastata w przy-
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padku nieogrzewanych roztwordéw bialka, natomiast w przypadku mieszanin
ogrzewanych zaobserwowano niewielki wzrost lub nawet spadek hydrofobowosci.

4. Oddzialywania pomigdzy jota karagenem a biatkami serwatkowymi sa wy-
raznie stabsze w poréwnaniu z uktadami z kappa karagenem.
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