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1. Wprowadzenie

Biatka sg jednymi z glownych sktadnikow zywnosci oraz niezbednymi sktadnikami pokarmowymi.
Zawarto$¢ biatek w produktach spozywczych jest jednym z czynnikow okreslajacych ich wartos¢
odzywcza. Biatka zbudowane s3a z reszt a-L-aminokwasowych, potaczonych w tancuchy
polipeptydowe wigzaniami trans-peptydowymi.

1.1.Struktura i whtasciwoSci fizykochemiczne biatek

Struktura pierwszo-, drugo-, trzecio- i czwartorzgdowa
Roéznorodnos¢ biatek wynika ze sktadu i sposobu uszeregowania reszt réznych aminokwaséw w
czgsteczce (struktury pierwszorzedowej). Chemiczne wlasciwosci 1 wymiary reszt aminokwasow
powigzanych w okreslonej sekwencji decyduja o konformacji bialek (ksztatcie tancuchow
polipeptydowych - strukturze drugorzgdowej), o ich przestrzennym ulozeniu w czasteczce
(strukturze trzeciorzgdowej), a takze o wzajemnym oddziatywaniu podjednostek przy tworzeniu
struktur czwartorzedowych. Biatka o okreslonej konformacji majg charakterystyczne wtasciwosci
biologiczne oraz cechy funkcjonalne w zZywnosci.

Denaturacja
Pod wplywem wielu czynnikéw fizycznych i chemicznych nastgpuje nieodwracalne zniszczenie
struktury biatka zwane procesem denaturacji. Denaturacja biatka dotyczy zmian w II, III- 1 IV-
rzedowej strukturze biatka natywnego, ktére prowadza do utraty aktywnosci biologicznej lub innej
indywidualnej cechy charakterystycznej przy zachowaniu jego struktury pierwszorzedowe;.
Podczas denaturacji niszczone sg wigzania wodorowe, a w obecnosci odczynnikéw redukujacych
zerwaniu ulegaja wigzania disulfidowe. Denaturacja moze by¢ procesem odwracalnym (tzw.
renaturacja) lub nieodwracalnym. Podczas denaturacji zachodza zmiany rozpuszczalnosci i
przesunigcie punktu izoelektrycznego. Rozwinigcie tancucha peptydowego moze prowadzi¢ do
wzrostu lepkosci, a takze zmian absorpcji w nadfiolecie. Obserwuje si¢ rOwniez czgsto procesy
agregacji 1 wytracania, co jest zwigzane ze zmianami stopnia hydratacji i rozpuszczalnosci bialek.
Najwazniejszymi metodami fizycznymi denaturacji s3: ogrzewanie, silne mieszanie, wytrzasanie,
naswietlanie promieniowaniem nadfioletowym, rentgenowskim i jonizujacym lub dziatanie
ultradzwigkami. Denaturacja chemiczna zachodzi pod wplywem zwiazkow, ktére sa zdolne do
rozerwania wigzan wodorowych, na przyklad pod wptywem roztworu mocznika o stezeniu 6-8
mol/l lub chlorku guanidyny o st¢zeniu 4 mol/l, na skutek dzialania kwaséw lub zasad (wartos¢ pH

ponizej 3 lub powyzej 9), soli metali cigzkich, a takze 1% roztworu dodecylosiarczanu sodu (SDS).
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Rozpuszczalnosé w wodzie
Biatka na ogot sa rozpuszczalne w wodzie. Niektore z nich mogg rozpuszczaé si¢ w rozcienczonych
kwasach lub zasadach, jeszcze inne w rozpuszczalnikach organicznych. Posiadajg zdolnos¢
wigzania czasteczek wody. Efekt ten nazywamy hydratacja. Poczatkowo pegcznieja, a nastepnie
rozpuszczaja si¢ tworzac czastki koloidalne.
Biatka ulegaja procesowi koagulacji i procesowi odwrotnemu - peptyzacji. Koagulacja jest to
przejscie zolu w zel, a peptyzacja jest to przejscie zelu w zol.
Na rozpuszczalnos$¢ biatek ma tez wptyw stezenie soli nieorganicznych. Ich mate st¢zenie wptywa
dodatnio na rozpuszczalnos¢ polipeptydow, jednak przy pewnym st¢zeniu nastepuje uszkodzenie
otoczki solwatacyjnej, co powoduje wypadanie biatek. Proces ten nie narusza struktury bialka, jest
odwracalny i nosi nazwe¢ wysalania bialek.

Odczyn biatka / punkt izoelektryczny
Podstawowe struktury aminokwasow tworzacych biatko zawieraja rozne grupy funkcyjne -
kwasowe, zasadowe, pierScienie aromatyczne, grupy alkoholowe, atomy siarki itp., stad w
zalezno$ci od pH roztworu, w jakim si¢ znajduja przybieraja - jako catos$¢ - fadunek ujemny lub
dodatni. Ladunek czasteczki biatka w roztworze o okreslonym stgzeniu jonéw wodorowych zalezy
od ilo$ciowego stosunku aminokwasow zasadowych (lizyny, histydyny i argininy) i aminokwasow
kwasowych (kwasu glutaminowego i asparaginowego). Od sumarycznego tadunku czasteczki
zalezy z kolei jej stabilno$¢ w srodowisku o réznym pH. W srodowisku o wysokim stezeniu jonow
wodorowych (niskie pH) czasteczka biatka zyskuje tadunek dodatni, podczas gdy w srodowisku o
niskim st¢zeniu jondw wodorowych (wysokie pH) ma tadunek ujemny. Warto$¢ pH, przy ktorym
sumaryczny tadunek czasteczki wynosi 0, nosi nazwe¢ punktu izoelektrycznego. W punkcie
izoelektrycznym biatko nie wykazuje ruchliwo$ci elektroforetycznej oraz charakteryzuje si¢
najnizsza rozpuszczalnosciag w wodzie.

Wysalanie bialek
Wysalaniem biatek, jak wspomniano, nazywamy proces wytragcenia z roztworu biatek
rozpuszczalnych w wodzie przez wysokie stezenie soli. Stosuje si¢ w tym celu sole, ktorych jony
tatwo tworza wodziany. Zjawisku wysalania sprzyjaja te aniony, ktore tworza wigzania wodorowe
lub maja duza elektroujemnos$¢. Elektrolity wielowarto§ciowe dziataja silniej od
jednowarto$ciowych. Sole wigzace wode¢ pozbawiaja bialka plaszcza wodnego, sprzyjajac ich
asocjacji w wigksze agregaty o zmniejszonej rozpuszczalno$ci, ktére wypadaja z roztworu. Stezenie

soli potrzebne do wysalania biatek zalezy od ich wiasciwosci oraz pH $rodowiska. Najtatwiej
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wysoli¢ biatko w jego punkcie izoelektrycznym, poniewaz czasteczki na zewnatrz obojetne tatwo
asocjuja w wigksze agregaty wypadajace z roztworu. Do wysalania najcz¢$ciej stosuje si¢
(NH4)2S04, NaxSO4, MgSO4. Wysalanie biatek jest procesem odwracalnym, usunigcie soli, np.
przez dialize, sprawia, ze wytracone biatko ponownie rozpuszcza si¢ i wykazuje swe biologiczne
wlasciwosci.
1.2.Metody wykrywania bialek - reakcje charakterystyczne

Metoda biuretowa — wykrywanie wigzania peptydowego

Nazwa reakcji pochodzi od biuretu, zwigzku powstajacego w wyniku kondensacji dwoch

czasteczek mocznika, zawierajacego w swej czasteczce wigzania amidowe:

C/NHz
o= ~NH
2 ogrzewanic \
NH ONH + NHz*
s 0=cC
o=C\ N NH
NH, 2

Obecnos¢ dwoch wigzan amidowych (peptydowych) w czasteczce jest warunkiem zaj$cia reakceji
biuretowe;.

Wigazania peptydowe obecne w biatkach w roztworze alkalicznym ulegaja tautomeryzacji do formy
enolowej (Rys. 1). Nastepnie jony miedzi (Cu®*) ulegaja skompleksowaniu przez enolowe formy
wigzan peptydowych, tworzac barwny (fioletowy) produkt, ktérego absorbancj¢ mierzy si¢
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 546 nm. W kompleksach takich jony miedzi tworza dwa

wigzania jonowe z atomami tlenu oraz cztery wigzania koordynacyjne z atomami azotu (Rys. 2).

i g
—C— H R . —C=N—
forma ketonowa forma enolowa

Rysunek 1. Tautomeryzacja wigzania peptydowego do formy enolowe;j

peptyd lub biatko
+ -
CuSO, w NaCOH

Rysunek 2. Tworzenie kompleksu jonéw miedzi (II) z enolowg forma wigzania peptydowego
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Winian sodowo-potasowy obecny w odczynniku biuretowym, jest czynnikiem kompleksujacym,
utrzymujacym miedz w roztworze, ktéra w srodowisku zasadowym mogtlaby sie wytragca¢ w postaci
wodorotlenku miedziowego. Intensywno$¢ powstatego zabarwienia jest wprost proporcjonalna do
ilo$ci wigzan peptydowych i w zwigzku z tym do st¢zenia oznaczanego biatka.
Proba ksantoproteinowa - wykrywanie ugrupowania aromatycznego w aminokwasach
obecnych w biatku
Aminokwasy zawierajagce pierscien aromatyczny (fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan) pod
wptywem stez. HNOs3 ulegaja nitrowaniu (Rys. 3), w wyniku czego powstaja pochodne nitrowe o
barwie zo6ttej (probe te¢ daja rowniez inne zwigzki aromatyczne, jak fenol, benzen itp.). Po

zalkalizowaniu, powstaje sol o barwie pomarafnczowe;.

—NH—CH——C—— —NH—CH——C——
|
CH, HNO CH
2 NH3-HZO
T“NO,
OH OH
bezbarwny 5
0 201ty
——NH—CH——C——
1
CH,
—_ 2
“NO,
o
pomaranczowy

Rysunek 3. Reakcja nitrowania aminokwasu aromatycznego (proba ksantoproteinowa) na przykladzie fenyloalaniny

Wykrywanie siarki w aminokwasach — reakcja cystynowa Fola
Bialka, zbudowane z reszt aminokwasowych zawierajacych siarke w grupie hydrosulfidowej: —SH
(cysteina) lub formie wigzania dwusiarczkowego: —S-S- (cystyna), podczas ogrzewania w
srodowisku silnie alkalicznym, ulegaja hydrolizie, za§ zawarta w nich siarka ulega uwolnieniu w
postaci jonow siarczkowych, ktore to z jonami Pb** dajg czarny osad PbS. Nalezy zaznaczy¢, ze
metionina, w ktorej siarka wystepuje w ugrupowaniu tioeterowym (C—S—C) nie daje dodatniego

wyniku tej reakcji.
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O O
T
HS OoH + 2NaOH - HO OH + Na,S + H,0
NH> NH,

Na.S + (CH3COO),Pb — 2CH;COONa + PbS|
Rysunek 4. Reakcja Fola

Reakcja 7 nitroprusydkiem sodu- wykrywanie grup tiolowych w cysteinie
Zwiazki, ktore zawieraja w swej budowie ugrupowania tiolowe, tj. SH, w reakc;ji z nitroprusydkiem

sodu tworzg kompleksowe polaczenia, o czerwono-fiotkowym zabarwieniu:
[Fe(CN)sNOJ> + NHs + R-SH = [Fe(CN)sNOS-R]> + NH4*

Reakcja ninhydrynowa
Aminokwasy pod wplywem ninhydryny ulegaja utlenieniu do iminokwasow. Kolejne etapy
przemian to deaminacja i dekarboksylacja oraz wytworzenie aldehydu skréconego o 1 atom wegla.
W wyniku kondensacji utlenionej i zredukowanej w powyzszym procesie czasteczki ninhydryny
oraz amoniaku powstaje kompleks o fioletowo-niebieskiej barwie (maksimum absorpcji przy 1 =
570 nm), ktérego nat¢zenie jest proporcjonalne do zawarto$ci azotu aminowego aminokwasu.
Reakcja z ninhydryna moze stluzy¢ do iloSciowego oznaczania aminokwaséw metodg
spektrofotometryczng. Dodatni odczyn ninhydrynowy daja obok aminokwasow, peptydow i biatek

takze sole amonowe, aminocukry i amoniak.

2 0
©:/\§<8: . Rj)kor-l 2H,0 >_‘/< -0,

y NH,
0

_/ R /—R H0_

N NH, + RCHO
0

o

0123

Purpura Ruhemanna (ketohydrindylidenodiketohydrindaminian)

Rysunek 5. Mechanizm reakcji ninhydrynowej
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Reakcja Libermanna

Reakcja charakterystyczng dla glikoprotein jest tzw. reakcja Libermanna. W trakcie jej przebiegu,
podczas ogrzewania ze stezonym roztworem HCIl dochodzi do hydrolizy biatka, podczas gdy z
cukréw powstaja pochodne furfuralowe. Te z kolei, z uwolnionymi w czasie hydrolizy fenolami,

daja fioletowo zabarwione potaczenia.

1.3.8klad chemiczny mleka

Mleko to plynna wydzielina wyspecjalizowanych gruczotow ssakéw stuzaca jako pokarm dla
mtodych osobnikéw. Sktad mleka réznych gatunkow zwierzat rézni si¢ do$¢ znacznie i1 zostal
szczegdtowo opisany w pozycji 2 spisu literatury. Mniejsze roznice w sktadzie wystepuja miedzy
poszczegdlnymi rasami i osobnikami. Jest ono zroédtem wysokowartosciowych biatek, tatwo
przyswajalnego thuszczu, soli mineralnych (w tym wapnia, fosforu, potasu) oraz witamin
rozpuszczalnych w tluszczach (A, D, E, K) 1 w wodzie (z grupy B). Mleko niektorych ssakow nie
nadaje si¢ do bezposredniej konsumpcji przez cztowieka, np. mleko fok zawiera 12 razy wigcej
thuszczu, a takze wigcej biatka niz mleko krowie. Istotnym skladnikiem mleka jest laktoza -
disacharyd nadajacy mleku charakterystyczny stodkawy posmak.
Najczesciej wykorzystywanym przez cztowieka jako produkt spozywcezy jest mleko krowie. Sktad
chemiczny mleka krowiego zalezy od wielu czynnikdw, jak np. paszy, rasy i wieku zwierzgcia itp.
Wystepuja w nim rézne sktadniki (Tabeli 1), m.in. substancje mineralne: wapn, fosfor, magnez,

chlor, potas, siarka, zelazo 1 jod. Zwigzki mineralne znajduja si¢ w ilosci okoto 0,7%.

Tabela 1. Sktad mleka krowiego (http://www.nutrilife.pl/index.php?art=25)

Substancja Mieko krowie
Bialtko 3,3-43 g/100 ml
Thuszcze 3,9-5,7 g/100 ml
Cukier laktoza 4,5-4,9 g/100 ml
Fosfor 30,7 mmol/l

Wapn 30,11 mmol/l

Tlos¢ keal/100 ml 61-66 kcal

pH 6,6

Sucha masa 12,6-15,4 g/100 ml

Biatka mleka naleza do biatek pelnowartosciowych o wysokiej wartosci biologicznej, zawieraja
bowiem wszystkie aminokwasy egzogenne niezb¢dne do budowy biatka ustrojowego oraz wzrostu
cztowieka. Pod tym wzgledem ustepuja jedynie biatku jaja kurzego, bedacego ,,dietetycznym
wzorcem”. Doskonale uzupetia produkty roslinne, jak pieczywo, kasze, maki, warzywa, ktore
zawieraja bialko niepelnowartosciowe. Warto$¢ energetyczna (kaloryczna) mleka - w zalezno$ci od

zawartosci thuszczu — Wyll()Si okoto 500 -700 kcal/kg 1 p()kl ywa ok. 25% przecie;tne o dziennego
g g
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zapotrzebowania cztowieka na energi¢. Jest wigc to produkt stosunkowo niskokaloryczny, przy
duzej zawartosci biatka.
Biatka mleka dzieli si¢ ze wzgledu na ich budowg, rolg biologiczng 1 wlasciwosci funkcjonalne na

kazeiny, biatka serwatki oraz otoczki kuleczek thuszczowych (Tabela 2).

Tabela 2 Zawartos¢ biatek w mleku krowim (http://www.food-info.net/pl/qa/qa-fp1.htm)

Bialtko g/kg bialka Udzial w calkowitej
zawartosci biatka

Kazeina

o-sl-kazeina 10,0 30,6

o-s2-kazeina 2,6 8,0

B-kazeina 10,1 30,8

k-kazeina 33 10,1

Calkowita zawarto$¢ kazeiny 26,0 79,5

Bialka serwatki

a-laktoalbumina 1,2 3,7

B-laktoglobulina 3,2 9,8

Albumina surowicy krwi 0,4 1,2

Immunoglobuliny 0,7 2,1

Pozostale 0,8 2.4

Calkowita zawarto$¢ biatek serwatki 6,3 19,3

Kuleczki tluszczowe 0,4 1,2

Calkowita zawarto$¢ biatka 32,7 100

Kazeiny sa heterogeniczng grupa fosfoprotein, ztozong z 20 sktadnikdw; sa to najwazniejsze biatka
mleka krowiego, jego zawarto$¢ wynosi 2,4-2,6%. W mleku krowim 40% kazeiny stanowi frakcja
a, 30% frakcja B, a dalsze 10% frakcja k. Kazeiny stracajg si¢ z surowego, odttuszczonego mleka
w temp. 20°C przy pH 4,6; w mleku wystepuja w postaci miceli tworzacych roztwoér koloidalny.
Kuliste micele majg ksztatt maliny ($rednica 20-300 nm), a ich masa micelarna wynosi 107-1010.
Micele posiadaja porowata strukture¢ i s3 wyraznie widoczne pod mikroskopem; czastki miceli
wypeltniaja mniej niz polowe jej objetosci. Taka budowa sprzyja wigzaniu wody, jonow, laktozy i
enzymoéw. W 1 ml mleka jest okoto 7-1013 miceli, ktore stanowia tacznie od 5 do 6% objetosci
mleka. Micele utworzone sg z podjednostek ztozonych z 25-30 czasteczek kazeiny a, B, «, ktorych
domeny hydrofobowe sg zwrocone do wnetrza, a hydrofilowe w kierunku rozpuszczalnika (Rys. 6).
Podjednostki te, podobnie jak micele, maja budowe sferyczna, a ich $rednica nie przekracza 10-20

nm.
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Rysunek 6. Struktura miceli kazeinowej

W miceli podjednostki polaczone s3 mostkami utworzonymi przez jony wapniowe, fosforanowe
1 cytrynianowe:

biatko™— Ca?*— ~biatko

biatko™— Ca?*— HPO4?" — Ca**— ~biatko

biatko™— Ca’*— H-cytrynian® — HPO4?* — Ca’*"— ~biatko
Niecala kazeina wystgpuje w mleku w postaci micelarnej, czyli kompleksu fosforokazeinowego.
Pewna jej cze$¢ (do 8-10%) stanowi tzw. kazein¢ rozpuszczalng, ktora wystgpuje w postaci
pojedynczych czasteczek. Pomiedzy kazeing czasteczkowa i micelarng istnieje stan rownowagi,
zalezny od stezenia jondw wapnia. Wzrost stezenia jonéw wapniowych przesuwa rownowage w
kierunku postaci micelarnej, natomiast gdy stezenie jonow wapniowych maleje, nastgpuje
dysocjacja miceli.
Micele kazeinowe, w $§wiezym mleku przy pH ok. 6,6 maja ujemny tadunek elektryczny, czyli
wystepuje przewaga zdysocjowanych grup kwasowych nad zasadowymi. Warunkuje to tworzenie
si¢ wokol miceli warstw hydratacyjnych o jednoimiennych tadunkach. Warstwy te odpychaja sie,
stabilizujac roztwor koloidalny kazeiny.
Micele kazeinowe cechuje wysoka stabilno$¢ podczas ogrzewania §wiezego mleka — koagulacje
cieplng powoduje dopiero dtugotrwale ogrzewanie w temp. ponad 100°C. Proces koagulacji kazeiny

w mleku mozna wywota¢ takze wieloma innymi czynnikami:
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— Poprzez zakwaszenie mleka do punktu izoelektrycznego, w ktorym ilo$¢ zdysocjowanych
grup kwasowych i zasadowych w micelach kazeiny jest jednakowa (w $wiezym mleku w
temp. 20°C odpowiada warto$ci pH 4,6). Zakwaszenie mleka moze by¢ osiagniete w wyniku
fermentacji mlekowej laktozy, ktéra podczas dluzszego przechowywania mleka pod
wplywem bakterii kwasu mlekowego przeksztalca si¢ w kwas mlekowy. Bezposrednie
dodanie do mleka kwasu mlekowego, siarkowego (VI) czy octowego rowniez powoduje
koagulacj¢ kwasowa kazeiny.

— Dodatek soli metali, takich jak FeCls, PG(CH3COQ);, lub wprowadzenie do mleka
znacznych ilo$ci soli dysocjujacych, np. (NH4)2SO4, NaCl, CaCl,. Powoduje si¢ wowczas
koagulacje przez wysalanie.

— Duzialajagc na mleko enzymami, np. podpuszczka, chymozyng czy pepsyna. Wytracanie
kazeiny zachodzi na drodze koagulacji enzymatyczne;.

Nie wszystkie wymienione metody prowadza do selektywnego wydzielenia kazeiny. Czg¢sto temu
procesowi towarzyszy wytracanie si¢ pozostatych biate mleka, np. ogrzewanie mleka w temp. 80°C
z wodnym roztworem CaCl> pozwala na wytragcenie 90% bialek zawartych w mleku w postaci
obfitego skrzepu.

Mechanizm kwasowej koagulacji kazeiny mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposob. Przy pH mleka
ok. 6,65 ogolny tadunek elektryczny miceli kazeinowych jest ujemny. Otoczone s3 wigc
czasteczkami wody przy czym bieguny dodatnie jej dipoli zwrocone sg w kierunku miceli, a ujemne
na zewnatrz. W ten sposdb micele otoczone zostaja warstwa hydratacyjng o jednoimiennym
zewngtrznym ladunku elektrycznym i dlatego wzajemnie odpychaja sig, co stabilizuje roztwor
koloidalny kazeiny, a warstwa hydratacyjna uniemozliwia takze bezposredni kontakt miedzy
micelami. Stopien hydratacji miceli zalezny jest m.in. od wartosci ich tadunku elektrycznego,
Stopien jonizacji tych grup zmienia si¢ przy zmianach wartosci pH $rodowiska. Dodawanie do
mleka kwasu octowego do momentu osiggnig¢cia punktu izoelektrycznego, powoduje utrat¢ przez
micele zdolno$ci wigzania wody, a zatem warstwy hydratacyjne. Sity odpychania mi¢dzy micelami
zanikaja, nastgpuje wzajemne zblizenie si¢ w agregaty z wytworzeniem zelu.

Mechanizm koagulacji enzymatycznej kazeiny oparty jest na odiaczeniu hydrofilowych
fragmentow submicel. Po zewngtrznej cze$ci miceli kazeinowej znajduja si¢ submicele, ktore
charakteryzuja si¢ sferycznym nagromadzeniem hydrofilowej frakcji k-kazeiny (Rys. 6). Skrzep
podpuszczkowy powstaje w wyniku odlaczenia przez enzym proteolityczny (podpuszczke)

fragmentu k-kazeiny. Od miceli odlgczany jest fragment o silnych wtasciwosciach hydrofilowych,
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fragment ten okreslany jest jako glikomakropeptyd. Fragment k-kazeiny, ktory pozostat w submiceli
(okreslany jako para-k-kazeina) nie posiada wiasciwosci hydrofilowych. W ten sposob micele
kazeinowe, po stracie fragmentéw hydrofilowych, w efekcie oddzialywan hydrofobowych, tacza
si¢ ze sobg dodatkowo tworzac mostki wapniowe. Liczba mostkow warunkuje zwiezto$¢ skrzepu,
za$ zwigkszenie oddziatywan hydrofobowych (zwigzane ze stopniowym traceniem czasteczek
glikomakropeptydu) przyczynia si¢ do separacji serwatki od masy serowej. Na stabilno$¢ skrzepu
wplywa efektywno$¢ enzymatycznego odszczepiania hydrofilowej frakcji  k-kazeiny
(glikomakropeptydu) oraz skuteczno$¢ tworzenia mostkéw wapniowych, co w pierwszym
przypadku zalezy od ilo$ci zdenaturowanej PB-laktoglobuliny zwigzanej z x-kazeing, w drugim
przypadku od zawarto$ci w uktadzie jonow wapnia.

Biatka serwatki
Serwatka, tzw. odciek pozostajacy po straceniu kazein z chudego mleka, jest mieszaning czterech
glownych sktadnikow stanowigcych okoto 80% frakcji (B-laktoglobuliny, a-laktoalbuminy,
immunoglobuliny oraz albuminy osocza) oraz wielu innych wystepujacych w matych ilosciach, w
tym duzej liczby enzymoéw. W mleku wystepuja w rozproszeniu i sg bardzo trudne do wydzielenia
w postaci skrzepu. Biatka te nie zawieraja fosforu, natomiast sg bogate w lizyne. -Laktoglobulina
ulega denaturacji podczas silnego ogrzania, co ma niekorzystny wplyw na wydzielanie skrzepu przy
pomocy podpuszczki. a-Laktoalbumina jest bardziej odporna na wysokie temperatury; pasteryzacja
(80-90°C) nie powoduje jej koagulacji, stad pozostaje ona w serwatce. Czasteczki albuminy osocza
w §rodowisku kwasnym asocjuja. Immunoglobuliny (makroglobuliny) s ztozong mieszaning biatek
o duzej masie czasteczkowej 1 wlasciwosciach odpornosciowych. Pasteryzacja mleka niszczy te
frakcje bialek.
W mleku zidentyfikowano okoto 60 rodzimych enzymow we frakcji kazein, wérdd biatek serwatki
i w biatkowej otoczce kuleczek tluszczowych. Niektore z nich majg istotne znaczenie w technologii
mleczarstwa (m.in. peroksydaza, fosfataza alkaliczna, plazmina, lipazy).
Kazeina wykazuje podobne wlasciwosci chemiczne jak inne biatka, dlatego tez daje podobne
reakcje charakterystyczne na obecno$¢ wigzan peptydowych czy pierScieni aromatycznych.
Obecnos$¢ wigzania peptydowego mozna wykryé za pomocg reakcji biuretowej. Obecnosé
aminokwasow zawierajacych grupe aromatyczng (fenyloalaning, tryptofan, tyrozyng) zaréwno
wolnych, jak i wchodzacych w sklad peptydow i biatek wykrywa si¢ za pomoca reakcji
ksantoproteinowej, natomiast obecno$¢ wolnych aminokwaséw korzystajac z reakcji

ninhydrynowe;j.
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2. Czes¢ eksperymentalna

2.1.Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zglgbienie wiedzy na temat wlasciwosci biatek obecnych w produktach
spozywczych, poznanie wybranych, charakterystycznych reakcji barwnych stuzacych do
wykrywania obecnosci bialek w produktach spozywczych oraz poznanie niektérych czynnikéw
powodujacych wytracanie kazeiny z roztworu, a takze wlasciwosci tego biatka poprzez
wyznaczenie jego punktu izoelektrycznego, wykrywanie aminokwaséw aromatycznych, wolnych
aminokwasow oraz joné6w wapniowych.

Odczynniki:

- 1 M roztwor wodorotlenku sodu (NaOH)

- 6 M roztwor wodorotlenku sodu (NaOH)

- 10% roztwor wodorotlenku sodu (NaOH)

- 0,2 M octan sodu (CH3COONa)

- 2 M kwas octowy (CH3;COOH)

- 1 M kwas octowy (CH3;COOH)

- 0,2 M kwas octowy (CH3COOH)

- 1 % roztwor glicyny

- 10% wodny roztwor siarczanu miedzi (II) (CuSO4)
- 0,2 % roztwor CaCl,

- Nasycony roztwor szczawianu amonu

- Nasycony roztwor siarczanu amonu

- 0,1% roztwor ninhydryny

- Stezony kwas azotowy (V) HNO;

- Stezony kwas azotowy (V) HCI

- Stezony kwas azotowy (V) H2SO4

- 5% wodny roztwor kwasu trichlorooctowego

- etanol

Sprzet i akcesoria:

- Waga analityczna

- Lopatka do wazenia — 3 szt.
- Statyw do proboéwek

- Palnik
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- Probowki szklane — 25 szt.

- Zlewka poj. 100 ml — 2 szt.

- Lapa do probowek

- Pipety 1 ml — 6 szt.

- Pipety 2 ml — 6 szt.

- Pipety 5 ml — 3 szt.

- Pipety 10 ml — 1 szt.

- Kolba stozkowa 100 ml — 4 szt.
- Kolba stozkowa 200 ml — 5 szt.
- Lapa do kolby stozkowej — 1 szt.
- Kolba ssawkowa prozniowa — 1 szt.
- Pompka wodna — 1 szt.

- Cylinder miarowy 50 ml — 3 szt.
- Cylinder miarowy 100 ml — 1 szt.
- Lejek wigkszy — 3 szt.

- Saczki bibutowe

- Termometr — 1 szt.

- Papierki lakmusowe

- Laznia z lodem — 1 szt.

- Wrzaca taznia wodna — 1 szt.

- Plyta grzejna — 1 szt.

- Bagietka szklana — 3 szt.

2.2.Wykrywanie bialek — reakcja biuretowa

Analizowane produkty spoiywcze:
- Mleko skondensowane

- Mleko sojowe

- Zelatyna

- Biatko jaja kurzego

- Roztwor soku z cytryny

- Suplementy biatkowe
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Wykonanie:

- W przygotowanych probodwkach umiesci¢ probki badanej zywnosci (w przypadku cieczy ok. 2 ml,
w przypadku ciat statych ok. 0,2 g)

- Do kazdej probowki doda¢ po ok. 2 ml 10% roztworu NaOH

- Zawartos$¢ probowek doktadnie wymieszaé

- Do kazdej badanej mieszaniny wla¢ po §ciance probowki 4 ml 10 % wodnego roztworu CuSO4

- Probowki odstawi¢ do statywu. Obserwowac¢ zmiany.

Jesli probka zawierata bialko to na granicy faz (badana mieszanina — roztwor CuSQO4) pojawi sig¢

fioletowe zabarwienie.

2.3.Badanie odczynu mleka

Analizowane produkty spoiywcze:
- Mleko krowie $wieze (przechowywane w lodowce)

- Mleko krowie przechowywane w temperaturze pokojowe;j

Wykonanie:
Papierkiem lakmusowym zbada¢ odczyn mleka $wiezego oraz przechowywanego w temperaturze

pokojowej. Porowna¢ wyniki.

2.4.Wytracanie kazeiny z mleka Swiezego
2.4.1. Z uzyciem kwasu octowego — CH;COOH
Prosze¢ nie wyrzuca¢ probki uzyskanej w eksperymencie 2.4.1 !!!
Do kolby stozkowej 200 ml wla¢ 25 ml mleka, doda¢ 25 ml wody o temp. 38°C, a nastgpnie
porcjami tagodnie mieszajac 1 ml 2 M kwasu octowego. Calo$¢ pozostawi¢ na 10 minut, po czym
zdekantowac ciecz znad osadu przez lejek z sagczkiem bibulowym gladkim do drugiej kolby. Osad

osusza¢ miedzy kartkami bibuly i pozostawi¢ do przygotowania roztworu kazeiny w dalszych

etapach ¢wiczenia oraz _pordwnania ilosci osadu z punktu 2.4.2 oraz 2.4.3. Pozostala po

odsaczeniu ciecz nie powinna zawiera¢ kazeiny, moze zawiera¢ inne biatka takie jak globuliny 1

albumina (réwniez pozostawi¢ do dalszvch doSwiadczen).

2.4.2. Z uzyciem siarczanu amonu — (NH4)2SO4
Do kolby stozkowej 100 ml wla¢ 5 ml mleka i doda¢ 35 ml nasyconego roztworu (NH4)2SOs.

Nastepnie cato$¢ pozostawi¢ w lazni z lodem w temp. 2°C do wytracenia kazeiny, po czym

14



Katedra Analizy
Srodowiska

Chemia Zywnosci
JJL 1. Struktura, wtasSciwosci i wykrywanie biatek

zdekantowac¢ ciecz znad osadu przez lejek z saczkiem bibutowym gladkim do drugiej kolby poj.
100 ml. Pozostawi¢ osad do poréwnania wzgledem innych metod stracania. Niewielka ilo$¢ osadu
pobra¢ do kolby poj. 100 ml, doda¢ nadmiar wody w celu sprawdzenia czy reakcja jest odwracalna
1 osad ulega rozpuszczeniu.
2.4.3. Z uzyciem chlorku wapnia — CaCl,

Do kolby stozkowej 200 ml wla¢ 25 ml mleka, ogrza¢ je do temp 80°C, a nastepnie doda¢ porcjami
tagodnie mieszajac 25 ml 0,2% roztworu CaCl,. Calo$¢ pozostawi¢ na 10 min, po czym
zdekantowac¢ ciecz znad osadu przez lejek z saczkiem bibutowym gladkim do drugiej kolby poj.
200 ml. Kazeina w tym przypadku wytraca si¢ w postaci ko-precypitatu z biatkami serwatkowymi.
Pozostawi¢ osad do poréwnania wzgledem innych metod stracania. Niewielka ilo$¢ osadu pobra¢
do kolby poj. 100 ml, doda¢ nadmiar wody w celu sprawdzenia czy reakcja jest odwracalna i osad

ulega rozpuszczeniu.

2.5.Denaturacja bialek obecnych w zywnosci
Analizowane produkty spoiywcze:
- biatko jaja kurzego

Nalezy przygotowa¢ 50 ml 1% wodnego roztworu biatka jaja kurzego.

2.5.1. Denaturacja z uzyciem kwasow nieorganicznych i organicznych (POD
DYGESTORIUM)

Do czterech probowek wla¢ po ok. 1 ml 1% wodnego roztworu biatka jaja kurzego i nastgpnie dodac

ostroznie, po $ciance, unikajac zmieszania, odpowiednie kwasy wg ponizszej tabeli. Sprawdzi¢, czy

na granicy obu faz tworzy si¢ bialy pierScien wytragconego biatka. Zapisa¢ obserwacje. Nastepnie

kazda probowke ostroznie wstrzasnac.

Tabela 3. Zawarto$¢ probowek w doswiadczeniu 2.5.1 oraz obserwacje

Skiadnik Numer probowki

1 2 3 4 5
1% roztwor biatka 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
HCl . 0,5 ml - - - -
HNO:s . - 0,5 ml - - -
H2SO4 . - - 0,5 ml - -
5% TCA - - - kroplami -
Osad (bialy pierscien)
Obecnos$¢ osadu po wytrzasaniu
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Po zmieszaniu obu warstw wytracone, zdenaturowane biatko rozpuszcza si¢ w nadmiarze stezonego
kwasu solnego i1 siarkowego (sole biatek z tymi kwasami silnie dysocjuja), nie rozpuszcza si¢
natomiast w nadmiarze kwasu azotowego oraz kwasu trichlorooctowego (TCA). Dzigki temu TCA
sa stosowane m.in. do odbiatczania ptynow biologicznych.

2.5.2. Denaturacja alkoholem
Do probéwki z korkiem wla¢ ok. 1 ml roztworu biatka jaja kurzego i stopniowo doda¢ 1 ml etanolu,
wstrzasnac 1 odstawié. Zaobserwowaé czy wytraca si¢ osad. Nastepnie doda¢ 10 ml wody i ocenié
odwracalnos¢ reakcji (czy osad si¢ rozpuszcza).

2.5.3. Denaturacja termiczna
Do probowki z korkiem wlaé¢ ok. 1 ml roztworu bialka jaja kurzego i ogrza¢ w ptomieniu palnika.
Zaobserwowacé czy wytraca si¢ osad. Nastepnie doda¢ 10 ml wody i oceni¢ odwracalno$¢ reakcji

(czy osad si¢ rozpuszcza).

2.6.Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny
2.6.1. Przygotowanie roztworu kazeiny
Do kolby stozkowej 100 ml odwazy¢ 1 g wytraconej w punkcie 2.4.1 kazeiny i doda¢ 50 ml wody
ogrzanej do temp 40 °C oraz 4 ml 1 M NaOH. Po rozpuszczeniu kazeiny roztwor zoboj¢tni¢ wobec
papierka lakmusowego dodajac 4 ml 1 M kwasu octowego.
2.6.2. Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny
W 6 probowkach sporzadzi¢ roztwory buforu octowego o pH wzrastajacym od 3,6 do 5,6 wedlug

tabeli zamieszczonej ponize;j.

Tabela 4. Sporzadzenie roztworéw buforu octowego o pH wzrastajacym od 3,6 do 5,6

. . . Numer probéwki
Odczynniki, odczyn i obserwacje
1 2 3 4 5 6
0,2 M kwas octowy [ml] 4.6 4,1 3,0 2,0 1,0 0,5
0,2 M octan sodu [ml] 0,4 0,9 2,0 3,0 4,0 4.5
pH 3,6 4,0 4.4 4,6 5,2 5,6
QOcena obfitosci osadu (-), (+), (++), (++1)

Po wymieszaniu, do kazdej probowki doda¢ 1 ml przygotowanego roztworu kazeiny, doktadnie
wymieszac 1 pozostawi¢ na 40 min. Po tym czasie obejrze¢ roztworu w probowkach i wpisa¢ wyniki

do tabeli, pamigtajac, ze punktowi izoelektrycznemu kazeiny odpowiada pH, przy ktérym
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wystepuje najbardziej obfity osad. Brak osadu oznaczy¢ znakiem minus (-), osad stabo obfity

znakiem plus (+), osad $rednio obfity znakiem (++), osad bardzo obfity znakiem (+++).
2.7.Wykrywanie wapnia w kazeinie

Do jednej probéwki odmierzy¢ 1 ml roztworu kazeiny, do drugiej 1 ml cieczy pozostalej po

odsaczeniu kazeiny w punkcie 2.4.1 i doda¢ po 1 ml nasyconego roztworu szczawianu amonu. O

obecnos$ci wapnia $wiadczy wytracanie si¢ bialego osadu szczawianu wapnia (COO)>Ca.

2.8.Reakcje charakterystyczne dla bialek
2.8.1. Wykrywanie aminokwasow aromatycznych - reakcja ksantoproteinowa (POD
DYGESTORIUM)

Do probowki odmierzy¢ 1 ml roztworu kazeiny, doda¢ 1 ml stgzonego kwasu azotowego (V) i
ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 5 min. Ostudzi¢ 1 doda¢ stopniowo 3,5 ml 6 M NaOH —
ostroznie!

2.8.2. Wykrywanie wolnych aminokwasow — reakcja ninhydrynowa
Przygotowac 2 probdéwki. Do pierwszej wla¢ 1 ml roztworu kazeiny, do drugiej 1 ml roztworu
glicyny. Nastepnie do probéwek doda¢ po 1 ml 0,1% roztworu ninhydryny i ogrzewaé mieszaning
we wrzacej tazni wodnej przez 3 minuty. Zapisa¢ obserwacje i wnioski. Jesli bezbarwny roztwor

zyskuje niebiesko-fioletowe zabarwienie, to badana substancja zawiera wolne aminokwasy.

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

Sprawozdanie z ¢wiczenia powinno zawierac:
- Strong tytulowa

- Cel 1 zakres ¢wiczenia

- Schemat wykonanych eksperymentoéw

- Otrzymane wyniki

- Dyskusj¢ 1 wnioski w oparciu o literature

- Spis literatury
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