Лекція 3.4 Фізико-хімічні основи переробки білка у штучні продукти харчування.

План

1.Сумісність і взаємодія білків і полісахарідів у водному середовищі.

2.Студнеподібний стан і проблема одержання штучних продуктів харчування. 

3.Регулювання складу властивостей і структури студнів.

Актуальність дослідження термодинамічної сумісності білків і полісахаридів обумовлена необхідністю розробки для безвідходних технологій нових принципів фракціонування та концентрування розбавлених розчинів та дисперсій білків.

Фазове розшарування (перехід із однофазного стану до двофазного) систем в-б-псх (вода-білок-полісахарид) є однією з головних особливостей такого роду систем і може бути обумовлена двома типами процесів: перший – заснований на явищі термодинамічної несумісності білка та полісахариду, другий – на утворенні нерозчинених білково-полісахаридних комплексів.

До недавнього часу достатньо ширко були досліджені умови несумісності, фазові рівноваги, а також вплив на них основних фізико-хімічних факторів (рН, іонної сили, Т ˚С) в сумішах водних розчинів, що містять глобулярні білки та полісахариди. Однак, свідчення про вплив направленого регулювання структури макромолекули полісахаридів (змінення концентрації функціональних груп, характеру розподілення іх по ланцюгу)на термодинамічну сумісність іх з білками, що мають невпорядковану конформацію, обмежені.

До білків такого роду відносяться желатина та казеїн. В зв’язку з цим представлялось доцільним систематично дослідити вплив локальних змінень структури макромолекули полісахаридів на термодинамічну сумісність та фазові рівноваги в ситемах в-б-псх, що містять білки з невпорядкованою конформацією.

Термодинамічна несумісність є одним з найбільш характерних властивостей сумішей полімерів. При досить високій молекулярній вазі полімери дають однофазні суміші тільки в тому випадку, якщо змішання супроводжується виділенням тепла. Подібні системи зустрічаються вкрай рідко. Знайдено лише кілька пар полімерів, що утворюють в усьому інтервалі концентрацій термодинамічно стійкі однофазні суміші. Відповідно до визначення Бунгенберг де Йонга [1], поняття комплексної коацерваціі охоплює лише випадок рідиннофазного  розшарування. З тим, щоб не водити нових термінів, ми будемо застосовувати цей термін до будь-якому випадку фазового розшарування розчинів суміші полімерів з концентруванням макромолекулярних компонентів в одній з фаз, незалежно від її агрегатного стану,  фази. Результати дослідження цього явища і погляди на його природу підсумовані в ряді оглядів і монографій [2]. Переважна більшість робіт у цій області присвячено,  поведінці синтетичних і модифікованих природних (похідні целюлози) полімерів технічного призначення.

Відомості про термодинамічну сумісність білків і полісахаридів досить обмежені. Перші дані, які вказують на несумісність цих біополімерів, були отримані в 1896 р. Бейєрінком [3] при дослідженні систем желатину-агар-вода і желатину-розчинний крохмаль-вода. При концентрації вище 1% ці системи розшаровувалися на дві рідкі фази. Розшарування призводило до майже повного поділу білка і полісахарида. Аналогічне явище спостерігав Бючлі [4] при дослідженні сумішей водних розчинів желатини і автоклавування крохмалю. Пізніше Оствальд і Хертель [5] вивчали фазове розшарування сумішей розчинів желатини з золями крохмалю зернових і картоплі. На відміну від крохмалю зернових системи, що містять картопляний крохмаль, були однофазні системи в кислих і лужних областях рН. Нарешті, Дуа [4,5] досліджував фазовий стан системи желатин-амілопектин-вода у зв'язку з  явищем – кристалізацією амілопектину з  желатини.

Таким чином, до останнього часу наявні в літературі відомості про термодинамічну сумісність білків і полісахаридів носили приватний та описовий характер. Рівень наукових досліджень у цій області був явно недостатній для судження про загальні закономірності явищ, що виникають при переробці та використанні білків у складі багатокомпонентних систем, що містять полісахариди.

У результаті систематичних досліджень фазового стану систем білок-полісахарид-вода, показано [5], що явище несумісності має загальний характер. Підсумовані результати вивчення фазового стану систем білок-полісахарид-вода, що містять основні типи білків і полісахаридів. Як випливає з наведених даних, всі досліджені системи є двофазними [6,7]. Однак, на відміну від розчинів полімерів технічного призначення, що дають двофазні суміші за будь-яких комбінацій компонентів, за винятком сильно розбавлених, білки і полісахариди утворюють двофазні водні системи лише в певних умовах. Останні визначаються природою біологічних макромолекул і відображають специфіку їх взаємодії у водних середовищах. Ці умови  характерним чином розрізняються для систем різного складу в залежності від типу білка і полісахариду.  

Системи першого типу альбумін-нейтральний полісахарид – вода при досить високій концентрації розшаровуються в ізоелектричних умовах в середовищах з низькою іонної силою. Розшарування  системи на дві рідкі фази супроводжується, поділом макромолекулярних компонентів. У досить концентрованих системах желатину-декстран-вода сорозчиність  макромоле-кулярних компонентів не перевищує 1%. При цьому відмінності в структурі досліджених полісахаридів (амілопектин, глікоген, декстран різної молекулярної ваги) не позначаються на їх сумісності з желатином. Всі досліджені системи зазнають зворотній перехід з двофазного стану в однофазне при відхиленні рН від ізоелектричної точки (ІЕТ) желатини в кислу або лужну область, а також при збільшенні ІЕТ.
 Таблиця  1.1 – Умови несумісності різних типів білків і полісахаридів у водних середовищах 

	Тип  системи
	Умови сприятливі для проведення несумістності

	1. Альбумін-нейтральний  полісахарид-вода
	ІЄТ білка, низька іонна сила

	2. Альбумін-кислий 
полісахарид-вода
	ІЄТ білка, висока іонна активність

	3. Глобулін-нейтральний 
полісахарид-вода
	рН системи, можливо більш близька до ІЄТ білка, висока іонна сила

	4. Глобулін-кислий 
полісахарид-вода
	рН система вижче ІЄТ білка, висока іонна сила


 Аналогічні результати отримані при дослідженні системи сироватковий альбумін – амілопектин-вода [8].

У зв'язку з цим було висловлене припущення про те, що сумісність в цих системах обумовлена самоассоціацієй білків у ізоелектричних умовах. Остання викликана електростатичним взаємодією макромолекул білка за рахунок флуктуації заряду [9]. Зростання сорозчиності  білка і нейтрального полісахариду при відхиленні рН від ІЕТ може бути пояснено придушенням самоассоціації в результаті того, що макроіони білка набувають сумарні однойменні заряди. Інша причина стабільності однофазного стану системи може полягати в утворені розчинних комплексів білок-полісахарид. Утворення таких комплексів було показано, наприклад, для систем желатину-декстран-вода і сироватковий альбумін-амілопектин-вода [10]. Комплексоутворення-спостерігається в кислому середовищі в області однофазного стану систем і пригнічується при додаванні хлористого натрію.
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Рисунок 1.1 – Фазові діаграми отримані при,  рН 6,5 і 0,15 М концентрації NaCl
На перших двох діаграмах зображена система желатин-декстран-вода при 42, 5˚С (область двуфазного стану заштрихована, та позначена (а) та фаза припинення системи желатин 1,5% – вода – при відхиленні рН от ІЄТ желатина (б).

На інших двух зображена ізобарна – ізотермічна фазова діаграма системи козеїн – амілопектин – вода (а) та козеїн – декстран – вода (б).  Область двуфазного стану заштризована. 

При більш високих концентраціях солі система розшаровується. Явище комплексоутворення цікаво також у тому відношенні, що воно супроводжується характерною зміною реологічних властивостей стабільних систем (підвищення в'язкості), що дозволяє регулювати функціональні властивості білка.
Системи другого типу (див. рис. 1.1) при досить високій концентрації та високій іоній силі розшаровуються в ізоелектричних  умовах на дві рідкі фази. Досліджені кислі полісахариди, будучи полімерними кислотами, іонизовані в свойому  важливому інтервалі рН (3-13). Очевидно тому, що в області рН нижче ІЕТ білки і кислі полісахариди мають різнойменні заряди, а їх електростатична взаємодія призводить до утворення розчинних і нерозчиних  комплексів, тобто призводить до сумісності або комплексної коацерваціі макромолскулярних компонентів (див. нижче). Розчинні комплекси утворюються в середовищі з помірно високої іонної силою (звичайно нижче 0,1-0,2 г іон/л) або при значному надлишку макромолекулярного компонента з високою щільністю заряду (наприклад, декстрансульфата). У цьому випадку білки і кислі полісахариди сумісні. Їх несумісність спостерігається в умовах придушення комплексоутворення електростатичної природи. Отже, аналогічно системам першого типу несумісність альбумінів і кислих полісахаридів спостерігається в ІЕТ при відсутності комплексоутворення між макромолекулярними компонентами.

Перш ніж перейти до розгляду систем третього і четвертого типів, зазначимо, що білки, найбільш перспективні в плані переробки в штучні продукти харчування, звичайно являють собою глютеліни і глобуліни, тобто білки, розчинні у лужних та сольових середовищах і нерозчинні у воді в ізоелектричних умовах. До них відносяться основні (за вагою) фракції резервних білків насіння олійних і зернових культур, козеїн, основна фракція білка дріжджів і т. д. Оскільки, на відміну від альбумінів, глобуліни і глютеліни нерозчинні в ізоелектричних  умовах, поняття сумісності або несумісності застосовується лише до систем з рН, відмінним від ІЕТ білка. Дослідження фазового стану систем, що містять глобуліни і глютеліни, виявило подібну поведінку цих білків, а також показало застосовність для таких систем умов несумісність білків і полісахаридів, знайдених для випадку альбумінів [13].

Системи глобулін (або глютелін) – нейтральний полісахарид-вода розшаровуються при високій іонної силі і величині рН, близькою до ІЕТ білка, на дві рідкі фази, кожна з яких, як свідчить аналіз скаладу фаз, має один із макромолекулярних компонентів. На рис. 1.2 зображена характерна фазова діаграма системи козеїн-дикстран-вода.  Збільшення молекулярної ваги декстрану (від 40-103 до 2000-103) призводить до зниження критичної концентрації розшарування, подібно до того як це спостерігається для систем желатину-декстран-вода. І тут, так само як і у випадку альбумінів, умови розшарування системи тотожні умовам самоассоціаціі білка [15]. Зниження рН, збільшення іонної сили і підвищення температури сприятливі як для самоассоціаціі козеїну, так і для розшарування системи козеїн-нейтральний полісахарид-вода.

Нарешті, системи глобулін (або глютелін) – кислий полісахарид – вода розшаровуються при рН вище ІЕТ білка і високій іонній  силі. Рідиннофазне розшарування також супроводжується поділом макромолекулярних компонентів. Фазові діаграми трьох систем: Козеїн-гуміарабік-вода, казеїн –альгінат натрію – вода і казеїн – карбоксиметилцелюлоза (КМЦ) – вода. Досліджені полісахариди мають близьку молекулярну вагу, але різну молекулярну структуру і розрізняються за схильності до самоассоціаціі. Альгінат – лінійний кополімер D – мануроновой і L – гулуроновоі кислот. Для нього характерні чергова і блочна послідовність мономірних одиниць. Карбоксиметилцелюлозу можна розглядати як лінійний кополімер заміщених і незаміщених мономірних одиниць целюлози. При неповному і нерегулярному заміщення полімерний ланцюг містить незмінені ділянки ланцюга целюлози. Схильність цих макромолекулярних речовин до самоассоціаціі визначається двома факторами, а саме: зарядом і змістом гомополімерних блоків. При високому вмісті блоків цей процес призводить до осадження полімерів в умовах, коли заряд макромолекули досить низький (рН нижче 3). У той же час альгінати з переважанням чергується послідовно мономірні ланки і карбоксиметилцелюлоза з високим ступенем заміщення значно менш схильна до самоассоціації. Вони розчинні навіть у сільнокіслой середовищі (рН близько 2) з високою іонною силою [16]. Гуміарабік, в першому наближенні, являє собою сильноразветвленний D-галактан з D-глюкуроновими кінцевими групами [17,19].Нерегулярне, сильноразветвленна структура гуміарабіку ускладнює  взаємодію сегментів, що належать різним макромолекулам цього полімеру. Гуміарабік тому менш за всіх схильний до самоассоціації. Він розчинний навіть в повністю кислій формі [20].

Суттєво, що системи казеїн–альгінат натрію–вода і казеїн–карбоксиметилцелюлоза-вода мають близькі критичні склади, у той час як критична точка системи казеїн-гуміарабік-вода розташована в області значно більш високих концентрацій. Тут знову можна провести паралель між схильністю досліджених полісахаридів до самоассоціацій і положенням критичних точок системи білок – кислий полісахарид-вода. Щодо схильності до самоассоціацій гуміарабік значно поступається альгінату і карбоксиметилцелюлозі. Ймовірно тому системи, що містять гуміарабік, розшаровуються при більш високих концентраціях.

У лужних середовищах самоассоціація кислих полісахаридів, мабуть, виражена слабко через високу щільності однойменних зарядів макромолекул. Асоціація макроіонів, однак, полегшується при високій іонній силі. У зв'язку з цим цікавий той факт, що при постійній величині рН (11-11,5) тіло розшарування зазначених систем тим ширше, чим вище іонна сила [22].

Отже, для систем глобулін (або глютелін)–кислий полісахарид–вода несумісність спостерігається при однойменному сумарному заряді білка і полісахариду і високій іонній силі, тобто за умови придушення електростатичної взаємодії білка і полісахариду, а також самоассоціації макромолекулярних компонентів.

Всі досліджені системи двофазних при сумарній концентрації макромолекулярних компонентів вище 4%, визначеної іонної силі і величині рН. Несумісність білків і нейтральних полісахаридів має місце при рН, що дорівнює ІЕТ білка, і низької іонної сили, а при рН нижче ІЕТ – тільки за високої іонної сили (0,003-1,5 М). Несумісність білка з кислими кар-боксілсодержащімі полісахаридами спостерігається при рН вище ІЕТ за будь-яких значеннях іонної сили, а в області ІЕТ білка і нижче – тільки за високої іонної сили (вище 0,2 М). Кислі сульфатіровапние полісахариди утворюють з білками двофазні системи лише за високої іонної сили (вище 0,5-1AQ, незалежно від рН системи.

Таким чином, cистеми білок–полісахарид–вода є двухфазними  в певних умовах, характерних для вибранної пари макромолекулярних компонентів. Загальними умовами несумісності є виключення можливості утворення комплексів білок–полісахарид, а також самоассоціація хоча б одного з макромолекулярних компонентів. Знання цих умов і врахування специфіки міжмолекулярної взаємодії для вибраної пари макромолекулярних компонентів дозволяють передбачити умови рідиннофазного розшарування для кожної конкретної системи білок-полісахарид-вода.
Вивчення впливу хімічної природи полімерів на їх сумісність в суміші є складним завданням із-за наявності  врахованих чинників: вплив природи розчинника на структурну організацію полімерної молекули, взаємний вплив полімерних молекул, що приводить із зростанням концентрації до зміни величин парних параметрів взаємодії і т.п. чинників.

Концентрація розчину, при якій, – полімери розшаровуються, виявляється тим вище, чим ближче полімери по хімічній природі. Якщо відмінність по хімічній природі велика, то розшарування може відбутися при концентрації менше 1%. Навіть невеликі відмінності в структурі макромолекул змішуваних полімерів можуть привести до розшарування суміші. У роботі [25] з 30 досліджених пар полімерів тільки 3 не розшаровувалися в розчині. Розшаровуються навіть такі пари, як поліметил і поліетилакрілати, полізлетилметакрилат і поліметилакрілат. Виявлена взаємна нерозчинність натурального каучуку і гутаперчі, яка є цис і транс ізомерами поліізопрена [26]. Сильна відмінність в хімічній природі, обумовлена наявністю полярних функціональних груп, може, навпаки, привести до утворення сумішей, що не розшаровуються в розчині. Очевидно, що слід чекати прояву сумісності для тих полімерів, молекули яких містять заряджені групи, велике число ненасичених зв'язків, сприяючих утворенню π- комплексів, або містять групи, здібні до утворення водневих зв'язків. Специфічна взаємодія змішуваних полімерів, обумовлене присутністю полярних груп в макромолекулах, приводить до негативного значення вільної енергії змішування і сприяє сумісності полімерів. Аналіз відомих прикладів сумісності в сумішах показує, що можливість отримати нову сумісну систему шляхом підбору відповідних різнорідних по хімічній будові компонентів більше, ніж шляхом змішення близьких по хімічній будові структур [26-32]. Специфічні взаємодії обумовлюють сумісність хлорованих полімерів з водневовмісними, наприклад, полівінілхлорид - поліуретан [30]. Цей же тип взаємодій приводить до різкого збільшення сумісності в сумішах полістерол-поліалкиліноксиди [32, 35], сополімери стиролу - поліметакрілати [35]. У ряді робіт автори намагалися встановити зв'язок хімічної природи змішуваних полімерів із значенням параметрів взаємодії полімер-полімер [36,40,41,]. Методом оберненої газової хроматографії, в роботі [41] визначали величину параметра взаємодії полімер–полімер в системах полівінілхлорид - пластифікатори. Встановлений прямий вплив енергії міжмолекулярної взаємодії полімер-полімер на сумісність пластіфікатора з полівінілхлоридом. Наявність груп (донорно-акцепторних або полярізованих взаємодій), здібних до специфічної взаємодії, впливає як на ентальпійную, так і на ентропійную складову вільної енергії взаємодії компонентів, сприяючи сумісності систем, полівінілхлорід-пластіфікатори. У роботі [43] на прикладі системи полістірол-полівінілацетат-тетрагидрофуран була установлена зміна базової рівноваги в системах при заміні полімерів початкової суміші на ряд сополімерів, що містять полярні ланки (метакріловая кислота, акрилова кислота, вініловий спирт, вінілпірролідон). Віськозиметричним методом була оцінена інтенсивность взаємодії полімерів і показана відповідність фазової рівноваги інтенсивності полімер-полімерних взаємодій.

Описаний в останній роботі метод регулювання сумісності полімерів у суміші за рахунок введення в полімер при сополімерізациі ланок, що забезпечують спорідненість полімерів, що робиться, один до одного і до розчинника, вельми перспективний. Таким чином, направлена зміна структури полімерів може мати важливе значення для регулювання їх сумісності. Теоретичне обгрунтування і експериментальний доказ того факту, що слабке заряджання (протонування) одного з компонентів полімерної суміші різко покращує їх сумісність дані в роботах Хохлова  [43-45]. Так, на прикладі сумішей, підготовлюваних, у вигляді плівок: слабо протопірований полі-4 вінілпіріїн (ПВП) - поліетиленгліколь (ПЕГ) - розчинник і ПВП - полівінілпірролідон (ПВ) показано, що при рівних об'ємних частках ПВП і ПЗ їх повна сумісність досягалася, починаючи із ступеня протопірування 8% [41]. Таким чином, із зростанням щільності зарядів одного з компонентів суміші їх сумісність зростає. Цей же спосіб був використаний авторами і для поліпшення сумісності в системі жорсткий полімер + гнучкий полімер [40]. Показано, що сорозчинністю гнучкоцепних полімерів в жосткоцепному зростає при збільшенні щільності заряду в гнучкоцепних полімерах, а сорозчинність жосткоцепних полімерів в гнучкоцепному – при збільшенні щільності зарядів в жосткоцепному полімері.

Отже, збільшення концентрації іонногенних груп в одному із змішуваних полімерів дозволяє в істотному ступені змінювати термодинамічну сумісність полімерів.

Іншим способом регулювання сумісності полімерів являється метод введення в суміш несумісних полімерів А і В блок або прищеплених сополімерів, блоки яких мають схожу або різну хімічну будова по відношенню до гомополімерів (сополімери типу-А-3 або типа С-Д, де блоки С сумісні з гомополімером А, а блоки Д з гомополімером В) і т.д. Так, блок - сополімери стирола і α-метилстирола однофазні, навіть якщо молекулярні маси блоків перевищують 200 000. При цих молекулярних масах механічна суміш вказаних гомополімеров двухфазна [24]. Аналогічне явище продемонстроване на прикладі блоксополімеров бутадієна і стиролу [32]. Мікророзшарування в розчині блоксополімера відбувається при вищій концентрації, ніж в суміші розчинів полібутадієна і полістиролу тієї ж молекулярної маси і при тому ж співвідношенні компонентів. У роботі [40] вивчалася термодинаміка взаємодії полімерних ланцюгів в прищепленому сополімері полівінілового спирту з полівінілпірідіноксидом в цих же полімерів в сумішах, для чого автори визначали вільну енергію змішення двох полімерів. Було показано, що для обох систем у всій області вивчених складів вільна енергія змішення мала негативне значення. Це однозначно свідчило про мимовільне змішення гомополімеров. Проте, вільна енергія змішення для прищеплених сополімерів була набагато більша, ніж для механічних сумішей. Іншими словами, прищеплені сополімери більш сумісні, ніж суміші цих полімерів.

Труднощі дослідження впливу структури макромолекул полімерв на їх термодинамічну сумісність визначаються в значній мірі складністю отримання полімерів з однаковою молекулярною масою і різною структурою, тобто складністю направленого регулювання структури полімерів. Вперше, було звернена увага на роль структурного чинника при оцінці сумісності полімерів у вже згадуваній роботі Добрі і Боєр-Кавеноки [2]. Автори висказали тут цікаве припущення про механізм розшарування полімерів в суміші. Згідно з їхніми твердженнями, кожна макромолекула полімеру в розчині оточена молекулами розчинника, які утворюють сольватний шар певної структури, близької до структури тих елементів макромолекули, які вони оточують. Таким чином, виникає деяка впорядкованість розташування молекул розчинника і всяка молекула іншої форми, що має інші "квазікристалічні елементи структури", підійшовши впритул до першої, порушить впорядкований шар розчинника. Це відповідає початку виділення полімеру у вигляді другої фази. Якщо ж збільшити концентрацію одного якого-небудь полімеру вище за ту, при якій відбувається розшарування суміші, то у відсутність іншого полімеру виділення твердої фази не відбудеться. Звідси робиться, висновок, що при зближенні однакових молекул впорядковані (сольватні) шари розчинника не заважають один одному, а взаємно добудовують один одного так, що утворюється асоціат молекул з однаковими квазікристалічними елементами структури. Орієнтація молекул розчинника, що знаходиться в безпосередньому контакті з макромолекулами полімерів (зокрема малополярних), доведена в роботах Фрісмана і співавторами. [10,23]. Вплив ступеня розгалуженості на сумісність лінійного і розгалуженого полімерів було вивчено в роботі [85] на прикладі суміші лінійного полістиролу з молекулярною масою (2-5)·105 і мікрогелю полістиролу. При приміщенні в толуол мікрогель полістиролу утворював стійкі розчини, проте після змішення з толуольним розчином лінійного полістиролу система розшаровувалася.

Таким чином, хімічна природа полімерів впливає на їх сумісність в суміші, визначаючи інтенсивність міжмолекулярних взаємодій (полімер-полімер, полімер-розчинник). Направлена зміна структури полімерів (шляхом заряджання, тобто збільшення щільності заряду одного з полімерів, шляхом отримання блок – або прищеплених сополімерів) - це один із способів регулювання термодинамічної сумісності полімерів в суміші. Проте, безперечним залишається те, що ключем до розуміння особливостей термодинамічної сумісності полімерів, особливостей фазової рівноваги в системах полімер-полімер-розчинник є характеристика міжмолекулярних взаємодій між всіма змішуваними компонентами (полімер-полімер, полімер-розчинник). 

