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Akademia Rolniczo-Techniczna na strukture i niektore wlasciwosci
Olsztyn kazeiny
1. Wstep

Kazeina jest najwazniejszym biatkiem mleka. Jej sktad, struktura i wiasciwosci sa badane
od wielu lat (1), Jednym ze skiadnikéw kazeiny sa reszty kwasu N-acetyloneuraminowego
(NANA; nazwa systematyczna: kwas 5-acetamido-3,5-dideoksy-D-glicero-D-galakto-2-nonu-
lopiranozowy (2) nalezacego do rodziny kwasow sjalowych. NANA (rys. 1) oraz inne kwasy
sjalowe wystepuja w niektérych bakteriach; stosunkowo rzadko spotyka sie je w wirusach. NA-
NA wystepuje powszechnie u kregowcéw, natomiast nie znaleziono go w roslinach, podobnie
jak innych kwaséw sjalowych.

Rys.l. Struktura kwasu
N-acetyloneuraminowego (3).

H-C-OH
HICOH

2. Przemiany i funkcje kwasu N-acetyloneuraminowego
w organizmach zywych

NANA powstaje w reakcji kondensacji 2-acetamido-2-deoksy-«-D-mannozy (ManNAc)
z pirogronianem lub fosfoenolopirogronianem. Inne kwasy sjalowe tworzg sie poprzez jego
enzymatyczne modyfikacje. NANA jest tez wprowadzany do czasteczek rozmaitych oligosa-
charydéw, polisacharydéw, glikoprotein oraz glikolipidow w reakcjach katalizowanych przez
odpowiednie transferazy. Moze by¢ z nich uwalniany przez enzymy zwane neuraminidazami
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lub sjalidazami (EC 3.2.1.18) i dalej degradowany do ManNAc przez liaze acetyloneurami-
nianopirogronianowg (EC 4.1.3.3). Funkcje NANA wynikajg z jego wilasciwosci. Reszty NANA
maja znaczne rozmiary, zawierajg duzg ilos¢ grup polarnych i sg natadowane ujemnie dzieki
obecnosci dysocjujacej grupy karboksylowej. Odpychajac sie elektrostatycznie reszty te
przeciwdziataja agregacji komorek i uczestnicza w utrzymywaniu ich ksztattu. tadunek ujemny
reszt NANA umozliwia wigzanie kationéw oraz agregacje komérek za pomocg mostkéw wa-
pniowych. Obecnos¢ reszt NANA wptywa na konformacje wieiu biatek odpornosciowych i enzy-
matycznych, przyczynia sie do wzrostu lepkosci ich roztworéw oraz utrudnia ich proteolize.
Reszty NANA maskujg glikoproteiny i komorki przed rozpoznaniem i zniszczeniem przez ukiad
immunologiczny. Efekt ten ma znaczenie, np. przy ochronie ptodu przed ukiadem immunolo-
gicznym matki, a takze przy regulacji czasu zycia komoérki. NANA jest sktadnikiem receptoréw.
Bierze udziat w przytaczaniu hormondw, przeciwciat, toksyn i wiruséw. Te same funkcje petnia
tez inne kwasy sjalowe. Biosynteza, metabolizm oraz funkcje kwaséw sjalowych zostaty
doktadnie oméwione w monografii Schauera (4).

3. Potozenie reszt kwasu N-acetyloneuraminowego w kazeinie

W mleku NANA wchodzi gtéwnie w skiad reszt glikozydowych kazeinync. Wystepujg w niej
oligosacharydy zawierajgce jedng lub dwie reszty NANA (rys. 2). Zevaco i Ribadeau-Oumas (6)
podali dla genetycznego wariantu A kazeinync pie¢ pozycji, w ktorych do tancucha biatkowego
moga by¢ przylaczone reszty giikozydowe. Sagto; Thr-131, Thr-133, Thr-135, Thr-136, Ser-141.
W genetycznym wariancie B, w pozycji 136 wystepuje izoleucyna (7). W wariancie tym wykryto
frakcje zawierajagcg dziewie¢ reszt NANA, co Swiadczy o wystepowaniu reszt glikozydowych
w pozycjach innych, niz wymienione dla wariantu A (6). Reszty giikozydowe przytaczone sg
do C-koncowej czesci tancucha kazeiny-yc. Fragment ten (reszty 10S-169) uwalniany podczas
hydrolizy podpuszczkowej jako glikomakropeptyd jest hydrofilowy w przeciwienstwie do
pozostatej czesci tancucha kazeinync (tzw. parakazeinync) i ma tadunek ujemny. Uwaza sie
(8), ze zadna z pozycji, w ktérych wystepujg reszty giikozydowe nie jest w kazeinienc uprzy-
wilejowana.

/3-1 /?-1,3 a-2,3
Thr(Ser)— GalNAc- Gal< -NANA

| P-A3  a-23
Thr(Ser)—O- -GalNAc- - Gal*-------- NANA
ta2,6
NANA

Rys. 2. Sekwencje reszt glikozydowych kazeiny-/c (5); GalNAc-acetamidogalaktoza, Gal-galaktoza.

W mleku kazeina wystepuje w postaci miceli o srednicy od 25 do 680 nm. Najnowsze
koncepcje (9-13) zakladaja ich submicelarng budowe (rys. 3). Submicele przedstawiane sa
jako czastki, w ktérych hydrofobowy rdzen skiladajacy sie z gesto upakowanych, niepolarnych
fragmentow tancuchéw poszczegdlnych form kazeiny otoczony jest przez luzna, polarng
warstwe ztozong z C-koncowych fragmentéw kazeiny-~: oraz fragmentéw kazeiny-a*!, -as2
i -/13 zawierajacych duza iios¢ reszt fosforanowych (14,15). Gtéwnym sktadnikiem powierzchni
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Rys. 3. Struktura submiceii (A) i miceli (B) kazeinowej (10,13).

miceli jest kazeina-~:. Carroll i Farrell (16) wykazali, ze w micelach o srednicy 142+2 nm ka-
zeina-A: znajduje sie przede wszystkim na powierzchni, natomiast w micelach o $rednicy
92+22 nm - w catym przekroju. Istotne jest potozenie glikokazeiny-/c zawierajacej reszty NANA.
Mehaia i Cheryan (17) badali uwalnianie NANA za pomoca rozpuszczalnej oraz immobi-
lizowanej neuraminidazy. Unieruchomiony enzym uwalniat 75% NANA, podczas gdy neurami-
nidaza rozpuszczalna - 90%. Uwzgledniajac fakt, ze enzym unieruchomiony dziatat jedynie na
powierzchni miceli, natomiast enzym rozpuszczalny - w catej ich objetosci, autorzy ci wnio-
skujg, ze co najmniej 75% NANA znajduje sie na powierzchni miceli kazeiny. Jest ona pokryta
warstwa ,,wloskéw", ktoére tworzg C-konicowe fragmenty tancuchéw kazeinync (18). Reszty gli-
kozydowe zawierajace NANA znajduja sie witasnie w obrebie tej warstwy.
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4. Heterogenicznosc¢ kazeiny-/c

Kazeing-A* mozna rozdzieli¢ na szereg frakcji réznigcych sie zawartoscia NANA i innych
reszt glikozydowych oraz grup fosforanowych (8,19). Takeuchi i wsp. (19) poddajac wariant A
kazeinync chromatografii na DEAE-celulozie otrzymali frakcje o zawartosci od 0 do 8 moli
NANA na mol biatka. Takie same frakcje uzyskali podczas rozdziatu kazeinync metoda elektro-
forezy w zelu poliakrylamidowym. Vreeman i wsp. (8,20) frakcjonowali wariant B kazeinync na
DEAE-Sepharose w gradiencie stezenia soli i nastepnie na DEAE-celulozie w gradiencie pH.
Otrzymali frakcje zawierajgce od 0 do 9 moli NANA i od 1 do 3 moli grup fosforanowych na
mol biatka. Charakterystyka otrzymanych do tej pory frakcji kazeiny-/c (8,19) jest przedstawiona
na rys. 4. Rozdzielajg sie one dzieki r6znicom w tadunku elektrycznym; jak sie wydaje - grupy
fosforanowe majg wiekszy wplyw na tadunek kazeiny-", niz NANA. Z drugiej strony zwigzek
miedzy zawartoscig poszczegdlnych grup, a ruchliwoscig obserwowany w réznych warunkach
elektroforezy nie byt jednoznaczny (8,19,21,22). Wiekszos¢ metod chromatograficznych i ele-
ktroforetycznych daje w efekcie od 3 do 6 frakcji kazeiny-zc (21-27). Frakcje uzyskane np. me-
toda Aokiego i wsp, (24) zawierajg 0,2,4,6 i 8 moli NANA na mol biatka (27).
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Rys. 4. Frakcje kazeiny-" (8,19);
«— reszty NANA, O- reszty fosforanowe.
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5. Glikozylacja kazeiny-A: in vivo

Proces ten badali Takeuchi i wsp. (28). Glikozylotransferazy uczestniczace w glikozylacji sag
zlokalizowane w aparacie Golgiego. Podczas wewnatrzkomdérkowego transportu kazeinanc jest
fosforylowana, wbudowywana w strukture miceli i glikozylowana. N-acetylogalaktozamino-
transferaza (EC 2.4.1.41) dziatajaca na poczatku procesu glikozylacji nie jest inhibowana przez
pojedyncze grupy fosforanowe przytaczone do tancuchéw kazeiny-/c, natomiast reszty glikozy-
dowe hamujg przytgczanie dalszych grup fosforanowych. Cata kazeina-A jest ufosforylowana,
podczas gdy tylko jej czes¢ zawiera reszty glikozydowe. Kazeina-A zawierajgca wiecej niz jedng
grupe fosforanowa w tancuchu jest bezcukrowa (8) (rys. 4). Fakty te wskazuja, ze glikozylacja
biatka nastepuje po fosforylacji. WigekszoS¢ NANA jest zlokalizowana na powierzchni miceli (17),
co Swiadczy, ze gtdwna Sciezka posttranslacyjnej modyfikacji kazeiny przebiega kolejno przez
nastepujace etapy; fosforylacji, tworzenia miceli oraz glikozylacji. Argumentéw za wnioskiem Ta-
keuchiego i wsp. (28) dostarcza fakt, ze mate micele, w ktérych kazeina-A jest rozmieszczona
w calej objetosci 06) zawierajg wiekszy procent bezcukrowych czgsteczek (26,29). Mozna to
wyttumaczy¢ niedostepnoscia kazeiny-A znajdujacej sie wewnatrz miceli dla glikozylotransferaz
unieruchomionych w aparacie Golgiego. Usuniecie 35% NANA za pomoca neuraminidazy nie
powoduje istotnych zaburzen micelarnej struktury kazeiny (30). Inng mozliwoscia jest glikozyla-
cja wolnej lub zwigzanej w submicelach kazeiny-A. Tlumaczytoby to wystepowanie czesci NA-
NA wewnatrz miceli. Przylgczenie submiceli bogatych w glikokazeing-Ac do miceli hamuje dalszy
jej wzrost.

Zawartos¢ NANA w kazeinie waha sie w granicach 0,11 do 1,12% (27,30). Robitaille i wsp.
(27) badali wptyw réznych czynnikéw na te zawartos¢. Okazato sie, ze maleje ona ze wzrostem
liczby laktacji, natomiast w trakcie laktacji rosnie. Kazeina pochodzaca z mleka kréw o fenoty-
pie AA wykazuje nizszg zawartos¢ NANA niz kazeina z mleka kréw o fenotypie AB. Kazeina-A
A charakteryzuje sie nizsza zawartoscia NANA niz kazeina-Ac B. W genetycznym wariancie
A wykryto frakcje zawierajace do 8 reszt NANA (19), podczas gdy w wariancie B do 9 reszt
NANA (8). Wedlug Robitaille-a i wsp. (27) konformacja kazeiny-AC B bardziej sprzyja przy-
taczeniu dodatkowej reszty glikozydowej. Zawarto$¢ NANA w kazeinie wzrasta, gdy ticzba ko-
morek somatycznych w 1| ml mleka przekracza 200 000 (27). Obserwacja ta jest zgodna z wy-
nikami wczesniejszych badan wskazujagcymi na podwyzszong zawartoS¢ NANA w czasie
mastitis (31). Zawartos¢ NANA w siarze jest wieksza, niz w mleku (32).

6. Wptyw zawartosci reszt NANA na niektore wiasciwosci
izolowanych frakcji kazeiny-/c

Kazeina-AC tworzy polimery, w ktorych poszczegdlne tancuchy biatkowe sg potaczone wia-
zaniami disiarczkowymi. Doi i wsp. (21) oznaczali mase czasteczkowa polimeréw tworzonych
przez poszczegélne frakcje, a takze przez wyjsciowe, nie poddane rozdziatowi biatko. Masa
polimeréw malata wraz ze wzrostem stopnia glikozylacji, niemniej jednak byla najwieksza dla
nierozdzielonej kazeiny-Ac.

Pomiary lepkosci poszczegodlnych frakcji wykazaly, ze rosnie ona wraz ze wzrostem stopnia
glikozylacji (21). Nierozdzielona kazeina-AC charakteryzuje sie lepkoscig wieksza, niz ktérakol-
wiek z frakcji. Badania modelowe, w ktérych uzyto kazeiny z przylgczonymi kowalencyjnie re-
sztami glukozy, galaktozy,laktozy lub maltozy wykazaly, ze lepkos¢ roztworéw kazeiny wzrasta
ze wzrostem zawartosci reszt cukrowych oraz ich wielkosci (33,34).

Rozpuszczalnos$¢ izolowanych frakcji kazeiny-AC oraz odpowiadajacych im glikomakropep-
tydoéw w roztworach TCA rosnie wraz z zawartosciag NANA (8).
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7. Wptyw reszt NANA na stabilno$s¢ miceli kazeinowych

Kazeina-/c petni role ochronng w stosunku do pozostatych form kazeiny w micelach. Jej
C-koncowe fragmenty sa gtéwnym skladnikiem zewnetrznej warstwy witoskowatej zapobiegaja-
cej agregacji i precypitacji micel. Micele sg stabilizowane oddziatywaniami elektrostatycznymi
oraz sterycznymi (35). W oddziatywaniach elektrostatycznych biorg udziat ujemnie natadowane
C-koncowe fragmenty tancuchéw kazeiny-":. Oddziatywania te utrudniajg zetkniecie sie powie-
rzchni miceli z innymi micetami, a takze przyczyniajg sie do usztywnienia warstwy wioskowatej.
Prowadzi to do wzrostu efektéw odpychania eterycznego, ktére sg suma elastycznosci tan-
cuchow biatkowych oraz ich hydratacji. W warstwie wloskowatej moga tez tworzy¢ sie wigzania
wodorowe miedzy tancuchami biatek (36). C-koncowe fragmenty kazeinync zawdzieczajg swoj
tadunek ujemny oraz wiasciwosci hydrofilowe obecnosci kwasnych aminokwasow, reszt gliko-
zydowych oraz reszt fosforanowych. Bezcukrowa kazeina-Ac moze petnic role stabilizatora, jed-
nakze reszty glikozydowe wzmacniajg jej dziatanie. Moga one uczestniczy¢ w tworzeniu oddzia-
tywan eterycznych i elektrostatycznych. Takeuchi i wsp. (19) oznaczali ilos¢ kazeiny-«si
wbudowanej w strukture micelarng razem z kazeinag-#c o rGznej zawartosci reszt glikozydowych.
Procent kazeiny-«si wbudowanej w micele wzrastat z zawartoscia reszt glikozydowych. Rezul-
tat ten Swiadczy o istotnym wplywie reszt glikozydowych na zdolno$¢ kazeiny-Ac do stabilizacji
miceli. Argumentéw za takim wnioskiem dostarczajg takze doswiadczenia, w ktérych uzyto cu-
krow nie wystepujacych w resztach glikozydowych kazeiny-rc. Defosforylowana kazeina-~
z przytaczonymi kowalencyjnie resztami laktozy wykazywata zdolnos¢ stabilizacji miceli (37).
Istotny wptyw reszt glikozydowych na hydratacje oraz objetos¢ zajmowang przez tancuchy
biatkowe wykazaly doswiadczenia wykonane przy uzyciu kazeiny zmodyfikowanej przez kowa-
lencyjne przytaczenie reszt réznych cukrow (33,34,38).

Formalny model opisujacy zaleznos¢ wielkosci miceli kazeinowych od energii oddziatywan
przyciagajacych i odpychajacych miedzy submicelami zostat zaproponowany przez Bloomfiel-
da (39). Wzrost energii swobodnej odpychania powoduje zmniejszenie $redniej liczbowej i wa-
gowej liczby submiceli sktadajgcych sie na micele. Poprawnos$¢ wymienionego modelu
potwierdzity wyniki prac doswiadczalnych (25,26,40-45). Mozna z nich wywnioskowa¢, ze czyn-
nikiem ograniczajagcym wielkoS¢ miceli jest zawartos¢ kazeiny-":. Bloomfield (39) uwaza, ze
decydujacy udziat w wytwarzaniu oddziatywan odpychajacych majg zawarte w kazeinieHC re-
szty NANA. Wyniki badan nad zaleznoscig miedzy glikozylacjg kazeiny-/c, a wielkoscig miceli
nie potwierdzajg jednoznacznie tej czesci wnioskéw Bloomfielda. Wprawdzie wedtug Sullivana
i wsp. (40) zawartos¢ NANA w micelach jest odwrotnie proporcjonalna do ich rozmiaréw, nie-
mniej jednak mozna to wyjasni¢ zwiekszong zawartoscig kazeiny-#c w matych micelach. Cre-
amer i wsp. (41) oraz Zbikowska i wsp. (26) stwierdzili, ze stosunek zawartosci glikokazeiny-/c
do zawartosci bezcukrowej kazeiny-/c jest wigkszy w micelach duzych. Yoshikawa i wsp. (29)
oraz Dalgleish (23) nie stwierdzili r6znic w zawartosci glikokazeiny-Ac oraz bezcukrowej kazei-
ny-AC miedzy frakcjami miceli o roznej wielkosci. Rose i wsp. (42), Slattery (43), a takze Kudo
i wsp. (44) podali, ze stopienn glikozylacji kazeiny-Ac jest nizszy w micelach duzych, niz
w matych. Wobec sprzecznosci przytoczonych wyzej rezultatéw trudno wnioskowac jak wpty-
wajg reszty NANA na wielko$¢ naturalnych miceli kazeinowych. Doi i wsp. (46) badali wielkos¢
sztucznie otrzymanych komplekséw tworzonych przez poszczegoélne frakcje kazeiny-Ac z kaze-
ing-CTsi oraz kazeing-/?. Nie stwierdzili oni zaleznosci miedzy stopniem glikozylacji kazeiny-AC,
a wielkoscig tych komplekséw.
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8. Wptyw reszt NANA na hydrolize kazeiny przez podpuszczke
(EC 3.4.23.4) i inne enzymy proteolityczne

Aktualny stan wiedzy na temat podpuszczkowej hydrolizy kazeiny zostat przedstawiony
w wielu pracach przegladowych (13,47-49). Badania nad wplywem reszt glikozydowych na
przebieg tego procesu nie doprowadzity do jednoznacznych rezultatéw. Czes$¢ autoréw uwaza,
ze obecnosc¢ reszt glikozydowych zmniejsza podatnos¢ kazeiny na dziatanie podpuszczki. Sin-
kinson i Wheelock (50) stwierdzili, ze szybkos$¢ uwalniania glikopeptydow z kazeiny maleje ze
wzrostem zawartosci reszt glikozydowych. Doi i wsp. (51) potwierdzili te zaleznos¢ badajac
szybko$¢ powstawania parakazeiny-~c. Addeo i wsp. (52) zaobserwowali wzrost czasu pod-
puszczkowej koagulacji kazeiny ze wzrostem zawartosci NANA. Nasze badania (30) wykazaty,
ze uwolnienie czesci NANA przez neuraminidaze powoduje nieznaczne skrécenie czasu pod-
puszczkowej koagulacji oraz znaczne zmniejszenie ilosci peptydéw rozpuszczalnych w 2%
TCA, uwolnionych przez podpuszczke, Swiadczy to o wptywie zawartosci NANA na faze agre-
gacji miceli kazeinowych. Nastepuje ona po zhydrolizowaniu ponad 65% kazeiny-#c (48). Ka-
zeina zmodyfikowana przez usuniecie czesci NANA ulega agregacji przy mniejszym stopniu
hydrolizy kazeiny-*:. Istniejg jednak rezultaty nie potwierdzajace wniosku o wptywie reszt NANA
na podpuszczkowa koagulacje kazeiny. Creamer i wsp. (40), Gibbons i Cheeseman (53), Cha-
plin i Green (54), Morrissey i wsp. (55) oraz Dalgleish (23) nie stwierdzili wptywu reszt gliko-
zydowych na ten proces.

Obecnos¢ reszt NANA moze takze ksztattowac¢ podatnos¢ kazeiny na dziatanie innych en-
zymoéw proteolitycznych. Doi i wsp. (51) stwierdzili, ze plazmina (EC 3.4.21.7) hydrolizuje jedy-
nie bezcukrowa kazeine-*:. Poréwnujac ten wynik z wynikami badann nad odpornoscia kazei-
ny-*: na dziatanie plazminy (56,57) Addeo i wsp. (52) doszli do wniosku, ze glikokazeina-*:
chroni inne formy kazeiny przed hydroliza przez plazmine. Hipoteze te podwazajg rezultaty
Andrewsa i Alichanidisa (58), ktérzy uzyskali catkowita hydrolize kazeinync przez plazmine.

Reszty NANA moga zwieksza¢ odpornos¢ kazeiny na dziatanie pozakomérkowych enzy-
mow proteolitycznych pochodzenia mikrobiologicznego. Potwierdzajg to badania w ktérych
mleko poddane dziataniu proteinaz po inkubacji z oczyszczona neuraminidaza charakteryzo-
wato sie mniejszg zawartoscig kazeiny i wieksza zawartoscig azotu rozpuszczalnego w 2% TCA,
niz mleko inkubowane w tych samych warunkach bez neuraminidazy (30).

Wedtug Doi i wsp. (51) szybkos¢ hydrolizy kazeiny-*: przez trypsyne (EC 3.4.21.4),
chymotrypsyne (EC 3.4.21.1) i pronaze maleje ze wzrostem zawartosci reszt glikozydowych.

9. Wptyw reszt NANA na cieplng stabilnosc kazeiny

Przeglad wspoélczesnej wiedzy o przemianach kazeiny pod wplywem ogrzewania mozna
znalez¢ w pracach Muira (59), Singha i Foxa (60) oraz van Boekela i wsp. (61-63). Reszty
NANA wptywajg na zachowanie sie kazeiny poddanej dziatlaniu podwyzszonej temperatury.
Czesciowe uwolnienie reszt NANA z kazeiny powoduje obnizenie jej cieplnej stabilnosci, rozu-
mianej jako czas termicznej koagulacji (30). Obecnos¢ reszt NANA utrudnia zetkniecie sie po-
wierzchni miceli podczas koagulacji. Przy ogrzewaniu kazeiny-*: powyzej I00VC nastepuje jej
czesciowa hydroliza, ktérej produktem jest makropeptyd (64,65). Hindle i Wheelock (64) uwa-
zaja, ze bezcukrowa kazeina-/c ulega hydrolizie pod wplywem podwyzszonej temperatury szyb-
ciej, niz biatko glikozylowane. Wniosku tego nie potwierdzajg van Hooydonk i wsp. (65). Pod
wplywem ogrzewania kazeina-*: czesciowo oddysocjowuje z miceli. Wedlug Aokiego i Kako
(66) glikokazeina-k oddysocjowuje szybciej niz bezcukrowa kazeina-*:.

BIOTECHNOLOGIA 3 (18) '92
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10. Podsumowanie

Kazeina tworzy niezwykle ztozone ukitady. Na jej wiasciwosci wplywa wiele czynnikow;

zawarto$¢ NANA jest tylko jednym z nich, odgrywa jednakze istotng role. Przedstawione w ar-
tykule wyniki moga zosta¢ wykorzystane w przechowalnictwie mleka oraz przy produkcji seréw
podpuszczkowych. Wyniki i wnioski dotyczace struktury kazeiny moga by¢ przydatne w bada-
niach witasciwosci innych glikoprotein.
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The influence of N-acetylneuraminic acid residues on the structure
and some properties of casein

Summary

The influence of N-acetylneuraminic acid content on the colloidal state, susceptibility to enzymic ac-
and heat stability of casein have been discussed. The presence of N-acetylneuraminic acid residues

increases the resistance of casein to enzymic action and heating.
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