I. Czesé teoretyczna

1. Wprowadzenie

Bialka sa glownymi skladmkami Zywnoscr oraz niezbednymi  skladnikami
pokarmowym. S3 takZe podstawowym elementem budowy tkanek, a ponadto wchodza w
sklad enzymow 1 hormonow, regulujae wiele waznych procesow organizmu. Zawartos¢ biatka
w produktach spozywczych jest jednym z czynnikow okreslajaeyeh ich wartosé odzywezg.
llos¢ tego skladnika w surowcach wykorzystywanych w przetworstwie zywnosci, decyduje

czesto o prawidlowym przebiegu procesu produkeyjnego oraz o jakosci gotowego wyrobu.

2. Budowa i wlasciwosci bialek
2.1. Struktura bialek

Bialka sa naturalnymi produktamu zbudowanymi z reszt a-L-aminokwasowych (Rys. 1),
potaczonych w lancuchy polipeptydowe wigzaniami trans-peptydowymi (jedynie przed
resztami  proliny wystepuje konfiguracja cis). Zawarto$¢ procentowsa podstawowych

prerwiastkow wechodzacych w sklad bialek przedstawia Tabela 1.

Tabela 1 Sklad procentowy podstawowych pierwiastkdow wehodzgeych w sklad biatka.

Pierwiastek Procentowa mawartos¢é w biatku
wegiel 50-55%
tlen 20-23%
wodor 6-7%
azot 12-19%
siarka 0,2-3%
fosfor 0-6%

W biatkach mo#na znalei¢ ponadto jony manganu, cynku, magnezu, zelaza, miedzi, kobaltu 1
mnych metali.

Organizm ludzki nie potrafi syntezowac niektorych aminokwasdéw 1 musza by¢ one
dostarczane do organizmu w pozywieniu, aby organizm mogt wytworzyé potrzebne biatka. Sa

to tzw. aminokwasy egzogenne, na Rys. 1 zaznaczone kolorem czerwonym.



Rys. 1. Struktura aminokwasiw wchodzacych w sklad bialek. Kolorem czerwonym zaznaczono
aminokwasy egzogenne.

Roéznorodno$¢ bialek wynika ze skladu i sposobu uszeregowania reszt roznych
aminokwasow w czasteczee (struktury pierwszorzedowej). Chemiczne wlasciwosel 1 wymiary
reszt aminokwasow powigzanych w okreslone) sekwencji decyduja o konformacji bialek
(ksztalcie lancuchow polipeptydowych - strukturze drugorzedowej), o ich przestrzennym
ulozeniu w czasteczce (strukturze trzeciorzedowej), a takze o wzajemnym oddzialywaniu
podjednostek przy tworzeniu struktur czwartorzedowych. Bialka o okreslonej konformacyi
majg charakterystyczne wlasciwosdci biologiczne oraz cechy funkejonalne w zywnosei.



. Bialka w produktach spozywczych

Bogatym “#rodlem bialka sg jaja, mleko 1 produkty mleczne, migso zwierzat
hodowlanych oraz ryby. Wymienione produkty zawieraja bialka o wysokie) wartosci
odzyweze), tzw. biatka pelnowartoSciowe, w sklad ktorych wchodzy wszystkie egzogenne
aminokwasy w proporcjach zapewniajacych ich maksymalne wykorzystanie przez organizm
ludzki. Wigkszos¢ artykulow pochodzemia roslinnego zaliczana jest do produktow
niskobiatkowych, gdyz obecne w nich bialka sa niepelnowarto$ciowe 1 posiadajg nizsza
wartos¢ odzyweza. Wprawdzie nasiona roslin straczkowych (szczegolnie soi) zawieraja
znaczne ilosci bialka, ale jest ono niepelnowartosciowe z powodu niewystarczajace)
zawarto$ct metioniny. Takze wartos¢ odiyweza zboz jest ograniczona z powodu
niedostateczne) zawartosci lizyny.

Dla wybranych produktéow zywnosciowych przedstawiono zawartos¢ biatka oraz jego
wartos¢ odzywezg wyznaczong za pomocg wskaznika aminokwasu ograniczajgeego (Tabela 2).
Wskaznik aminokwasu ograniczajacego okresla stopien wykorzystania aminokwasow danego
bialka do budowy bialek ustrojowych, okresla si¢ go po porownaniu skladu bialka ze
wzorcem FAO (zgodnie z Kodeksem Zywieniowym Swiatowej Organizacji Zdrowia
FAO/WHO). Bialka pelnowartosciowe charakteryzujg si¢ wysoka wartoscia wskainika
aminokwasu ograniczajgcego.

Tabela 2. Zawarto$c hatka 1 jego wartosé odzyweza w wybranych produktach spozywezych (Maria Malecka,

Wybrane metody analizy Zywnosci, Wydawniciwo Akademii Ekonomicznej w Poznanin, Poznan, 2003).

Rodza) produktu Srednia zawartosé biatka Wiskaznik aminokwasu
w g/100 g produktu ograniczajgeego wg wzorca FAQ
Jaja cale 12,0 1000
Wolowina 21,0 1000
Diorsz 16,0 990
Mleko krowie 3.0 98,0
Soja 350 78,0
Kasza jeczmienna 8.8 670
Fasola 220 55,0
FLiemmaka 1,7 540
Pileczywo pszenne 58 46,8
Pomudory 0.9 348
Pomarancze 0.9 289
Orzechy wloskie 16,0 220




Bialka mleka dzieli si¢ ze wzgledu na ich budowe, rolg biologiczng 1 wlasciwosct
funkcjonalne na kazeiny, bialka serwatki oraz otoczki kuleczek tluszezowych (Tabela 4).

Tabela 4 Zawartosé batek w mleku krowim (http:/www. food-info net/pl/ga‘qa-fpl htm).

Biatko 2/kg balka Idziat w calkowite)
zawartosel biatka

Kazeina
=51 -kazeina 10.0 306
a-52-kazeina 2.6 .0
f-kazeina 10.1 308
k-kazeina 33 10.1
Catkowita zawartosc kazeiny 260 79.5
Bialka serwatki
a-laktoalbumina 1.2 3.7
[-laktoglobulina 3.2 98
Albumina surowicy krwi 04 12
Immunoglobuliny 0.7 21
Pozostale 0g 24
Calkowita zawartosé hialek serwatka 6.3 193
Kuleczk thuszezowe 04 12
Calkowita zawartosc biatka 32.7 100

3. Metody oznaczania zawartosci bialka

llosciowe oznaczanie ilosci biatka w produktach zywnosciowych opiera sig gldwnie
na obecnosct w ich strukturze atomow azotu 1 przeprowadza sig¢ metodami bezposrednimi 1
posrednimi.

Do bezposrednich metod oznaczania bialka naleza metody spektrofotometryczne
(metoda biuretowa 1 metoda Lovry’ego), nefelometryczne oraz refraktometryczne.

Metody posrednie (np. metoda Kjeldahla) polegaja najcze¢dcie) na okreSleniu
zawartosci azotu, a nastepnie przeliczeniu go na biatkko przy uzycin odpowiednich
wspolczynnikow  przeliczeniowych. W produktach spozywczych oznacza sig tzw, azot
ogolny, w sklad ktorego obok azotu biatkowego wchodzi azot pochodzaey z produktow
odbudowy bialek, a takze azot z imnych zwigzkow organicznych. Przecigtna zawarto$¢ azotu
w biatkach wynosi okolo 16%, dlatego tez dla tzw. bialka surowego wspdlczynnik
przeliczeniowy wynosi 6,25 (100:16=6,25). Pontewaz bialka produktow spozywezych rdinig
sig migdzy soba zarowno skladem jakosciowym jak 1 iloSciowym bialek, odmienna jest takze
zawarta w nich ilos¢ azotu. Dlatego tez dla poszezegdlnych produktow spozywezych stosuje
sig rozne wskazniki przeliczeniowe, 1 tak np. dla bialka jaja kurzego — 6,67, biatka mleka —
6,38, biatka migsa — 6,25 czy dla bialka zyta, pszenicy 1 owsa — 5,70. Stosowane mnoiniki
podaje sig obok oznaczone] zawartosci biatka, np. dla mleka N 6,38. Metody podrednie mozna
stosowac tylko wowczas gdy badany produkt nie zawiera innych zwigzkow azotowych lub

zawilera ich bardzo malo.



Wedlug innego podzialu metody oznaczania biatka dzielg si¢ na nastepujace grupy:
o metoda Kjeldahla,

o metody oparte na wbudowaniu barwnika do bialka,

o miareczkowanie formolowe,

o metody spektrofotometryczne,

o metody immunologiczne.

J.1. Metoda Kjeldahla

Najczescie) stosowang metoda oznaczanmia azotu w artykulach spozywezych jest -
mmana od 1883 1 niewiele modyfikowana - metoda Kjeldahla; jest to takze metoda
referencyjna. Polega ona na przeprowadzenie mineralizacp produktu ze stgzonym kwasem
statkowym(VI) (,,na mokro”), zalkalizowaniu roztworu, a nastgpnie oddestylowaniu 1

jakosciowym oznaczeniu powstalego amoniaku. Analiza przebiega w trzech etapach:

o mineralizacja probki,

o destylacja amoniaku z parg wodna,

o miareczkowanie.

Podezas mineralizacji proby w kolbie Kjeldahla nastgpuje utlenianie zwigzkow
organicznych do ditlenku wegla, wody 1 amomaku. Mineralizacje prowadz1 sig przy pomocy
stezonego kwasu siarkowego w obecnosel katalizatorow. Jako katalizatory najczescie) stosuje
sig siarczan(VI) miedzi(Il) lub rteci(Il), albo mieszanine selenowo-miedziowa. Czasami
stosuje sig Srodki podwyzszajace temperaturg spalania, np. siarczan(VI) sodu lub potasu oraz
srodki utleniajgce. Powstalty w czasie mineralizacji amoniak tworzy w srodowisku kwasu
starkowego( V1) sol amonowa:

2NH; + Ha804 — (NH4)250;4
Sumaryezny przebieg powyzszych reakeji przedstawia nastgpujgey schemat:
n biatko-C-NH; +x H:S504 —x CO: + y (NHs)504+z 50
Siarczan(V1) amonu rozklada sig¢ po zalkalizowaniu roztworu wodorotlenkiem sodu:

(NH;4):504 + 2 NaOH — 2 NH; + Na,S04 + 2 H,O



Wydzielony amoniak oddestylowuje sig¢ do odbieralnika zawierajgcego roztwor stabego
kwasu, np. kwasu borowego wystgpujgcego w nadmiarze. Nastgpuje wigzanie amoniaku w
forme soli amonowe) kwasu borowego
NH:+ H;BO; — NH3H:BO;
Zwigzany amoniak jest nastepnie oznaczany przez miareczkowanie mianowanym roztworem
silnego kwasu, np. kwasu solnego lub kwasu siarkowego.
NH4H:BO; + HCl — NH,Cl + H;BO;
2 NH3H:BO; + H:804 — (NH4):804 + 2 HiBO;

llo&¢ azotu w probie oblicza sig z tloscl mililitrow kwasu zuzytego do miareczkowania.

Metoda Kjeldahla, oprocz azotu =zawartego w bialkach, oznaczany jest azot
pochodzgey z innych zwiazkow (z jonow amonowych, grup amidowych, amimnowych oraz
iminowych); nie oznaczany jest azot pochodzacy z azotandw(lll), azotanow(V) oraz azot
aromatycznych pierscieni heterocykhcznych. Do oznaczen nalezy pobra¢ taka probe, aby
zawierata okolo 0,02 g azotu (z reguly jest to okolo 0,5-1,5 g produktu).

Zasada metody Kjeldahla zostala wykorzystana do skonstruowania automatycznego
urzgdzenia sluzacego do oznaczania azotu. Zestaw obeymuje aparat do mineralizac),
jednostke do destylacp lub destylacp 1 automatycznego miareczkowania 1 pozwala na

wykonanie ponad stu analiz dziennie (Rys. 6).
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Rys. 6. Zestaw do oznaczania bialka metodsa Kjeldahla firmy Chi: A - jednostka do mineralizacji,: 1 —
odprowadzenie opardow kwasu siarkowego(VI), 2 - termoodporne probiwki ze mineralizowanymi probkami, 4
— plaszez grzejny, 5 — wlycznik; B- aparat do destylacji z parg wodng: 1 - wlgeznik, 2 - przycisk Start, 3 -
preycisk dozujgey rozitwir NaOH, 4 - pokretlo ustawienia czasn destylacji, 5 — regulacja nateZenia pary
wodnej, 6 — odbieralnik destylatu, 7 — probiwka z destylowana pribks, 8 — oslona, 9 — chlodnica wodna
(Mirostawa Klepacka, Analiza zvwnoscl, Fundacia Rozwo) SGGW, Warszawa 2005).



3.2. Metody oparte na wbudowaniu barwnikow

Do oznaczania biatka stosuje si¢ takze metody oparte na tworzeniu barwnych
kompleksow bialek z pewnymi organicznymi barwnikami, np. czernig amidowa 10B,
oranzem G, blekitem Coomassie G-250, ktore moga by¢ ilosciowo wbudowane do biatek. W
pewnych Scifle okreslonych warunkach, zwykle ponizej punktu izoelektyeznego bialka,
biatko 1 barwnik reaguja ilosciowo tworzac nierozpuszczalne kompleksy, ktore mozna
oddzieli¢ poprzez wirowanie lub sgezenie od reszty roztworu. Natezenie barwy uzyskanego
roztworu zalezy od ilosci barwnika miezwigzanego z bialkiem (barwnik dodawany jest w
nadmiarze), czyli jest odwrotnie proporcjonalne do ilosci bialka w analizowane] probee.

Zasada wbudowywania si¢ czermi amidowe) 10B do halek zostala wykorzystana w
aparacie Pro-Milk, stosowanym do szybkiego oznaczania bialek mleka w przemyéle

mleczarskim.

3.3. Miareczkowanie formolowe

Metoda formolowa polega na miareczkowym oznaczeniu iloSei jondow wodorowych
uwolnionych na skutek reakeji formaldehydu z resztami zasadowymi aminokwaséw w
fanicuchu biatkowym. Rezultatem te) reakep jest przemiana grup -NH: w grupy =N=CHa,.
Prowadzi to do uwalniama jondéw wodorowych, ktore miareczkuje sie Scisle mianowanym
roztworem wodorotlenku sodu.

Oznaczenie prowadzi sig w dwoch etapach. W plerwszym etapie miareczkuje sig
probke wodorotlenkiem sodu wobec fenoloftaleiny (do pH = 8.3); zostaja zobojgtnione
wszystkie wolne grupy a-aminowe. W drugim etapie dodaje si¢ formaling (takze
zobojetniong), ktora powodwe uwalmanie jondw wodorowych z grup e-aminowych lizyny
(grupy te nie moga by¢ zobojetnione w plerwszym etapie miareczkowania, poniewaz az do
pH 9.8 wystepuja wylacznie w formie zjonizowanej). Uwolnione jony wodorowe miareczkuje
si¢ ponownie roztworem NaOH. Udzial aminokwasdéw, w tym hzyny, jest w bialku staty
(uwarunkowany genetycznie), dlatego tez ilosé jondéw wodorowych uwalnianych po dodaniu

formaliny jest proporcjonalna do ilosci biatka w produkcie.



3.4. Metody spektrofotometryczne

Do metod spektrofotometrycznych nalezy przede wszystkim metoda biuretowa oraz
metoda Lovry’ego.

W metodzie biuretowej wykorzystano reakeje zachodzaca w Srodowisku zasadowym
pomigdzy wigzamami peptydowymi a jonami miedzi Cu’,w wyniku ktore) powstaja barwne
kompleksy. Stosowanie te] metody jest ograniczone obecnoseig soli amonowych, ktore
rowniez daja reakcjg barwng z jonami miedzi.

Metoda Lovry’ego shuzy do oznaczania bialek rozeienczonych. Oznaczenie przebiega w
dwoch etapach; w pierwszym nastepuje przylaczenie jondw miedz1 do biatka (reakcja biuretowa),
w drugim etapie kompleks bialkowo-miedziowy redukuje odczynnik Folina-Ciocolteau
fosforomolibdemano-fosforowolframowy. W wyniku reakejn tworzy sig barwny kompleks,
ktdrego absorbancja (mierzona przy 750 nm) jest proporcjonalna do stezenia biatka.

Metody spektrofotometryczne wykorzystuje si¢ do oznaczania frakeji rozpuszczalne)
w biatkach, ktore decydwa o wlasciwosciach funkcjonalnych surowca. Ma to szczegolne
znaczenie w analizie jakosci preparatow bialek roslinnych 1 zwierzecych oraz przy ocenie
migsa ryb skladowanego przez dluzszy czas w warunkach zamrazalniczych.

znaczanie ilosci biatka rozpuszczalnego polega na wyekstrahowaniu biatka z probki

za pomoca odpowiedniego buforu, a nastgpnie okresleniu 1losci biatka za pomoca

bezposredniego pomiaru  spektrofotometryczngo uzyskanego roztworu, badz po
przeprowadzeniu go w barwny kompleks stosujac odezynnik biuretowy (stgzenie biatka 1-10
mg/ml) czy odezynnik Folina-Ciocolteau (stezenie biatka 10-100 pg/ml).

Takze analizy ilosciowe metodg spektrofotometrii w zakresie nadfioletu (UV)
pozwalaja oznaczy¢ zawartos¢ biatka w analizowanym produkcie. Bialka, zawieraja
aminokwasy aromatyczne (fenyloalaning, tryptofan oraz tyrozyna), ktore wykazujg zdolnosé
pochlaniania wigzki swiatla monochromatycznego z zakresu UV, stad mierzona absorbancja
Jjest proporcjonalna do zawartoSei biatka w probee.

Rowniez promieniowanie w zakresie podczerwieni (IR) wykorzystywane jest do
oznaczania zawartosci biatka. Selektywne pochlanianie promieniowania
elektromagnetycznego z tego zakresu przez odpowiednie grupy bialek bylo podstawa
konstrukep urzadzen o nazwie Infratec firmy Tecator, w ktorych oprocz bialek ogolem

oznaczana jest woda, tluszez 1 kolagen w magsie.



3.5. Metody immunologiczne

Ostatnio coraz czgscie) do oznaczania bialek stosuje sig metodg¢ immunoenzymatyczng
(ELISA), ktdra polega na utworzeniu polaczen specylicznych przeciwcial z analizowanym
biatkiem oraz odpowiednim enzymem. Enzym ten, reagujac z bezbarwnym substratem,
przeprowadza go w  barwny =zwigzek, ktorego stezenie mozna oznaczyC
spektrofotometrycznie. Metoda ELISA jest bardzo czuly metods, pozwalajacy oznaczy¢ nie
tylko poszczegdlne klasy bialek w badanym produkcie, ale takZze okreslic stopien ich
denaturacji. Z uwagi na to, ze oznaczenie koncowe polega na pomiarze absorbaneji metoda ta

zaliczana jest takze do metod spektrofotometrycznych.



