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|. Czes¢ teoretyczna

1. Wprowadzenie

Biatka s gtdwnymi skladnikami zywnosci oraz niezbdnymi skfadnikami
pokarmowym. $ takze podstawowym elementem budowy tkanek, a ponadtwda w
sktad enzyméw i hormonow, regudgjwiele wanych proceséw organizmu. Zawastdiatka
w produktach spoywczych jest jednym z czynnikow oktajacych ich warté¢ odzywcza.
llos¢ tego sktadnika w surowcach wykorzystywanych w pwpestwie zywnosci, decyduje

czesto o prawidtowym przebiegu procesu produkcyjnegz @ jakéci gotowego wyrobu.

2. Budowa i wiaciwosci biatek
2.1. Struktura biatek

Biatka g naturalnymi produktami zbudowanymi z regzt-aminokwasowych (Rys. 1),
pofaczonych w tacuchy polipeptydowe wraniami transpeptydowymi (jedynie przed
resztami proliny wyspuje konfiguracja cis). Zawart@¢ procentowy podstawowych

pierwiastkéw wchodgeych w sktad biatek przedstawia Tabela 1.

Tabela 1 Sktad procentowy podstawowych pierwiasti@iodzcych w sktad biatka.

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

W biatkach mana znale¢ ponadto jony manganu, cynku, magnealaza, miedzi, kobaltu i
innych metali.

Organizm ludzki nie potrafi syntezowaniektérych aminokwasow i mugzyé one
dostarczane do organizmu wzgwieniu, aby organizm mogt wytworzypotrzebne biatka.f5

to tzw. aminokwasy egzogenne, na Rys. 1 zaznadawoeem czerwonym.



2. Analizazywndgici - oznaczanie zawaroi biatka w mleku metedspektrofotometryczn 3

CH CH,
i 1 T He M ] He o GH 0
Il I EH 1 A, e .
CH; ' "OH “OH HaE™ eH<Cey SH G o RoOgod
2
HH, H NH, HC NH, NH,
glicyna pralira wdina leucynia izoleucyTa
o 0
] 1] H il H,
H,C t E“ g E“ Iﬂ H If‘u:H":‘DH I:Jﬂ:H*H‘u:uH
S b [ 45 2 y
WH, NH, Q NH, H : N :
. I
danina #nyodanira HO tywozyna H histydyna A tryptofan
u] o o
H.C | dH
H,C I L CH HC 5 .l R I
F T LY PRl b FAR S v CH ™~ H.C & "cHC-
CH -~ ~H CH CH HO oH H
Hs' GH™aH | Ho | st TN et e GHTTon I H™ "o
HH, HH, HH, *NH, 2 HH,
EYSENE cyEting metioring Serna trecning
MH
I K oo e 3 0 ;
C ol HH_ - —CH,
- ; W eyl e -
HJN'f W i ‘\I:/ \I:IH I:“'I:IH : “-»E E I:|H OH i \EH’; OH
H, HH, # & HH, h';H
2
argnina lizyna b 2= aspargincuy
u] u]
0 o 0 0
E\ Ea .-'&: - E\ /I: W2 .-'&: - I:_l! —CH, EI!
HO E : oH HM E |:I oH H,N - \I:H.-' “OH
*  NH, T H, I
K K NHJ
lan = glutarminouwy glutamina asparaging

Rys. 1. Struktura aminokwaséw wchodgcych w skitad bialek. Kolorem czerwonym zaznaczono

aminokwasy egzogenne.

R&znorodnd¢ biatek wynika ze skfadu i sposobu uszeregowangztre@nych
aminokwasow w cgsteczce (struktury pierwsz@dowej). Chemiczne wigiwosci | wymiary
reszt aminokwasow powzanych w okréonej sekwencji decydgjo konformacji biatek
(ksztatcie tacuchéw polipeptydowych - strukturze druggdawej), o ich przestrzennym
utozeniu w casteczce (strukturze trzecigdowej), a take o wzajemnym oddziatywaniu
podjednostek przy tworzeniu struktur czwartal@wych. Biatka o okrdonej konformacji
majg charakterystyczne wdaeiwosci biologiczne oraz cechy funkcjonalnezywvnosci.

Struktura pierwszorzedowa, jak juz wspomniano, okdona jest skiadem i

sekwencj aminokwasow tworcych tacuch polipeptydowy:
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Podany powyej schemat nie odzwierciedla rzeczywistej strukturlancucha
polipeptydowego. Po pierwsze nie uwghtia naturalnych &6w miedzy wigzaniami w
czasteczce, po drugie nie obrazuje w petnidetaosci wigzania amidowego, ktére ma w ok.
40% charakter wzania podwojnego uniemliwiajacego rotagj, a po trzecie nie bierze pod
uwag wielkosci i charakteru chemicznego podstawnikbw R - pogeteej struktury
aminokwaséw skladagych sé¢ na polipeptyd, a dalej ggteczk biatka. Rodzaj
aminokwaséw wchodzych w skiad biatek jest z reguty podobny; zazwycrgwiecej jest
reszt kwdnych, a najmniej siarkowych, histydyny i tryptofarNiektore z biatek rinig sie
znacznie sktadem aminokwasow, np. kolagen i elgstyibogate w reszty glicyny, alaniny i
proliny oraz reszty hydroksyaminokwasow, kreatyaaviera duo reszt cystyny, a histony
arginire i lizyne. Duzy wptyw na konformagj biatka i jego oddziatywanie zgodowiskiem
ma polarné¢ reszt aminokwasow. Niepolarny charakter aminokwaskresla sk ilosciowo
za pomog hydrofobowdci Fi; mierzonej zmiap energii swobodnej przy przeniesieniu
aminokwasu z wody do mniej polarnego rozpuszczalnik

Fta = RTIN(NwWAW/NorgPorg) (1)

gdzie:Nw i Norg 0Znaczaj rozpuszczaln@ odpowiednio w wodzie i rozpuszczalniku

organicznym [mol/drf), aAw i Aorg — Wspotczynniki aktywnsei.

Bardzo istotne znaczenie w technologiywnosci ma take hydrofobow@é
powierzchniowa wynikajca z liczby niepolarnych reszt aminokwasow roznieemych na
powierzchni czsteczki, gdy wptywa ona na funkcjonalne wiawosci biatka.

Struktura drugorz edowa - opisuje utaenie taicucha polipeptydowego w przestrzeni
oraz tacuchow wzgtdem siebie; to lokalne struktury powstge w wyniku tworzenia si
miedzypeptydowego wvgzania wodorowego poruzy tlenem grup karbonylowych C=0 i
wodorem grup iminowych NH. W wkzaniach wodorowych uczestniczez odpowiednio
usytuowane grupy hydroksylowe, amidowe, imidazolokegboksylowe i tiolowe ¥cuchdéw
bocznych aminokwasow. \Adania wodorowe tworgzsic takze z dipolami wody obecnymi w
srodowisku. Dtugie tacuchy polipeptydowe biatek fibrylarnych przyjmujnajczsciej
regularr struktug nazwan helisg a (Rys. 2).
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skok 0,15 nm
rotacja 100

0.5nm

Rys. 2. Struktura drugorzedowa biatka w postaci helisyu.

Grupa C=0 kadego aminokwasu wie st wigzaniem wodorowym z grapNH,
aminokwasu przesugtego wzgtdem niego o cztery reszty aminokwasowe iadego
bezpdrednio nad rj. Kazda reszta aminokwasowa jest przegtaw stosunku dogsiedniej
0 0,15 nm wzdta osi helisy i obrécona o 18@vokét osi. Na jeden obrot helisy przypada
zatem 3,6 reszt aminokwasowych. Skok helisy wyQgs4 nm. Helisa, podobnie jak ida
sruba mae by prawo lub lewoskitna. W biatkach wyspuje gtownie struktura helisy
prawosketnej. Helisa a charakteryzuje si polarndgcia; jest to dipol z wewgtrznym
niepolarnym rdzeniem oraz polgrpowierzchm zewrgtrzng (polarne reszty aminokwasowe
wystawione na zewstrz czsteczki).

W biatkach, oprocz struktury heligy wysepuje inny rodzaj struktury drugagdowej,
zwanystrukturg g, strukturg harmonijkowg lub struktura beta-kartki(Rys. 3).
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Rys. 3. Struktura drugorzedowa biatka w postaci harmonijki (struktura p).

Sgsiadupce ze solp tancuchy mog by¢ utozone w jednym kierunku (réwnolegia
harmonijka) lub w kierunku przeciwnym (antyrowndbefy harmonijka) (Rys. 4).

Antyrownolegla |

Rys. 4 Stuktura antyrownolegtej i rownolegtej harmanijki p.

W uformowaniu struktury harmonijki, maze bra& udziat wicej niz jeden facuch
polipeptydowy. Odleghx sgsiednich aminokwaséw wzdtuwsi czsteczki wynosi 0,35 nm.
Harmonijke p stabilizup wigzania wodorowe poradzy grupami C=0 i NH, bimcymi w
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jednej ptaszcziynie obok siebie i niekoniecznie pochadgch ze wspoélnego t@ucha
polipeptydowego.

Helisaa i strukturaB wystpuja czsto w r@nych rejonach tej samej gteczki, a
miedzy nimi znajdu siec obszary o strukturze nieupgdkowanej.

Trzeci poziom organizacji strukturalnej biatek, zwastruktur g trzeciorzedowsa,
okresla przestrzenne pofatdowanientaicha polipeptydowego. Strukéurtrzeciorzdowy
stabilizup oddziatywania midzy resztami aminokwasowymi wgpujacymi w r&nych
rejonach cgsteczki. Najtrwalsze gsmostki disulfidowe - kowalencyjne wdania me¢dzy

resztami cysteiny zlokalizowanymi waidych miejscach egsteczki.

H H O H H O
| | | g
—_—p—C—— —r [ e [ e
| |

CH, CHx
| I
SH ?
SH S
| |
CH? {I:HE
—N—!}—C— e e e e
U g N I
H H H H
cysteina cystyna

Oprécz mostkow disulfidowych istan role w utrzymywaniu przestrzennego
uksztattowania cgsteczek biatka odgrywaj wigzania wodorowe twogre se¢ miedzy
réznymi obszarami cgsteczki, wizania hydrofobowe, w ktorych powstaniu uczestnicz
bogate w niepolarne reszty aminokwasowe obszagutdha (np. fenyloalanin leucyre), i
mostki solne powstage medzy resztami aminokwasowymi natadowanymi dodatmp. (
lizyng) a resztami aminokwasowymi natadowanymi ujemnpe &sparagif).

Biatka zbudowane z wtej nz jednego tacucha polipeptydowego mgaptruktur ¢
czwartorzedowa, ktéra okréla wzajemny, na ogét zkony sposob interakcji wszystkich
tanhcuchow. Biatka fibrylarne tworgzstruktury czwartorgdowe w postaci np. superhelikséw
powstatych przez zwiacie wokot wspélnej osi fecuchow polipeptydowych, jak np. w
kolagenie (Rys. 5). W obbie pojedynczego feucha nie wyspuja wigzania wodorowe, za
to kazdy z trzech tacuchow helikalnych jest stabilizowany przez odpytgbast pierscieni
pirolidynowych proliny i hydroksyproliny, ponadtoworzone § wigzania wodorowe
pomiedzy sisiadupcymi aminokwasami kalego z tacuchdéw. Trzy nici skicajg sie wokot

siebie tworzc struktue superhelikalnej liny.
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Rys. 5. Struktura tréjniciowej helisy.

Innym przyktadem czwartogdowej struktury biatka jest hemoglobina, zbudowana
czterech tacuchéw - dwoch facuchowa i dwéch . O biatkach takich mowi sj ze maj
budowe podjednostkow; w skfad podjednostki wchodzimoze jeden lub kilka tacuchow
biatkowych.

Pod wptywem wielu czynnikéw fizycznych i chemiczhyoas¢puje nieodwracalne
zniszczenie struktury biatka zwane procesnaturacji Denaturacja biatka dotyczy zmian
w I, IlI- i IV-rz ¢dowej strukturze biatka natywnego, ktore prowadp utraty aktywngci
biologicznej lub innej indywidualnej cechy charakstycznej przy zachowaniu jego
struktury pierwszorglowej. Podczas denaturacji niszczore vdazania wodorowe, a w
obecndci odczynnikdw redukagych zerwaniu ulegajwigzania disulfidowe. Denaturacja
moze by procesem odwracalnym (tzw. renaturacja) lub nigadalnym. Podczas
denaturacji zachodz zmiany rozpuszczalsoi i przesungcie punktu izoelektrycznego.
Rozwinkcie taicucha peptydowego me prowadzi do wzrostu lepkei, a take zmian
absorpcji w nadfiolecie. Obserwuje sbwniez czesto procesy agregacji i wytrania, co jest
Zwigzane ze zmianami stopnia hydratacji i rozpuszczalindiatek. Najwaniejszymi
metodami fizycznymi denaturacjj:sogrzewanie, silne mieszanie, wysanie, néwietlanie
promieniowaniem nadfioletowym, rentgenowskim i pgnpacym lub  dziatanie
ultradzwickami. Denaturacja chemiczna zachodzi pod wplywernyzww, ktore g zdolne
do rozerwania wizaa wodorowych, na przyktad pod wptywem roztworu makaro stzeniu
6-8 mol/dm3 lub chlorku guanidyny o¢geniu 4 mol/dms3, na skutek dziatania kwaséw lub
zasad (wart€ pH poniej 3 lub powyej 9), soli metali cizkich, a take 1% roztworu

dodecylosiarczanu sodu (SDS) .
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2.2. Wi&ciwosci biatek

Struktura biatek warunkuje ich fizyczne, chemiczaeco z tymscisle zwigzane,
biologiczne wiaciwosci poszczegoélnych biatek. Podstawowe struktury akwasow
tworzacych biatko zawieraj rézne grupy funkcyjne - kwasowe, zasadowe, goienie
aromatyczne, grupy alkoholowe, atomy siarki itpgdsv zalenosci od pH roztworu w jakim
si¢ znajdup przybieraj - jako catd¢ - tadunek ujemny lub dodatni. tadunekasteczki
biatka w roztworze o ok&onym stzeniu jondw wodorowych zatg od ilosciowego
stosunku aminokwaséw zasadowych (lizyny, histydynyargininy) i aminokwasow
kwasowych (kwasu glutaminowego i asparaginowegd)s@marycznego tadunkuagsteczki
zalezy z kolei jej stabilné¢ w srodowisku o ranym pH. Wérodowisku o wysokim gteniu
jonéw wodorowych (niskie pH) gateczka biatka zyskuje tadunek dodatni, podczaswgdy
srodowisku o niskim stzeniu jonow wodorowych (wysokie pH) ma tadunek ujgmiwartcé¢
pH, przy ktérym sumaryczny tadunek asreczki wynosi 0, nosi nazw punktu
izoelektrycznego W punkcie izoelektrycznym biatko nie wykazuje hiivosci
elektroforetycznej oraz charakteryzuje sajnizszy rozpuszczalngeia w wodzie.

Biatka nie posiadgjcharakterystycznej dla siebie temperatury topaieNia ogoét
rozpuszczalne w wodzie. Niektore z nich ma@gzpuszcza sic w rozcigiczonych kwasach
lub zasadach, jeszcze inne w rozpuszczalnikachnmzaych. Posiadgjzdolngé¢ wigzania
czagsteczek wody. Efekt ten nazywanmydratack. Na rozpuszczalr$oé polipeptydow ma
wplyw stzenie soli nieorganicznych. Ich mateztnie wptywa dodatnio na rozpuszczakho
jednak przy pewnym eateniu nasipuje uszkodzenie otoczki solwatacyjnej, co powoduje
wypadanie biatek. Proces ten nie narusza strulbisika, jest odwracalny i nosi nagw
wysalania biatek

Wiasciwosci funkcjonalne biatek - wynikage z ich oddziatywa z wody, innymi
biatkami, sacharydami, lipidami i jonami - umhiviaja oshgniccie pazgdanych cech
sensorycznychzywnosci. Takie cechy funkcjonalne jak: lepio zelowanie, pcznienie,
zwilzanie s¢, rehydratacja, utrzymywanie wody, rozpuszcz&n@ienienie sj, tworzenie
bton, ciast, wtokien i emulsji, stabilizowanie emjulpowoduy, ze biatka mog wptywat na
barwe, soczystéc i tekstue produktéw spaywczych, Odgrywaj rowniez istotrg role przy

rozdrabianiu, mieszaniu i formowaniu artykutagywnosciowych.
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2.3. Podziat biatek

Ze wzgkdu na budow i skiad biatka dzielimy nabiatka proste (zbudowane

wytacznie z aminokwasow) biatka ziozone (posiadag obok aminokwasoéw, tak czsci

niebiatkowe, tzw. grupy prostetyczne.)

Biatka proste dzielimy dodatkowo na:

o

protaminy - posiadag charakter silnie zasadowy, charakteryzsig duza zawartdcia
argininy oraz brakiem aminokwaséw zawigcgich siark, s3 dobrze rozpuszczalne w
wodzie. Najbardziej znanymi protaminanai ldupeina, salmina, cyprynina, ezocyna,
gallina;

histony - posiadaj silny charakter zasadowyj slobrze rozpuszczalne w wodzie, a
takze w srodowisku stabo  kwaym; w  pobczeniu z  kwasem
dezoksyrybonukleinowym gssktadnikami gder komorkowych, wyspujg takze w
czerwonych ciatkach krwi;

albuminy - biatka obogtne, spetnigj szereg wanych funkcji biologicznych: $
enzymami, hormonami i innymi biologicznie czynnynawigzkami. Dobrze
rozpuszczaj sie w wodzie i rozcié@czonych roztworach soli; tatwo koaguuj
Znajdup sie w osoczu krwi, mleku oraz w ggniach.

globuliny - Zle rozpuszczalne w wodzie, natomiast dobrze w eazebnych
roztworach soli; wyspuja w das¢ duzych ilosciach w ptynach ustrojowych oraz
tkance mgsniowej. Przedstawicielem tej klasy biatek jest yinogen osocza, miozyny
oraz immunoglobuliny;

prolaminy - typowe biatka rélinne, wystpuja w nasionach. Ich charakterystygzn
wiasciwoscia jest zdolnéc rozpuszczaniasiw 70% etanolu;

gluteiny - typowe biatka rélinne; posiadaj zdoln@¢ rozpuszczania &i w
rozcienczonych kwasach i zasadach; zawigrdjze ilosci kwasu glutaminowego,
glutaminy oraz proliny.

skleroproteiny- nierozpuszczalne wodzie i rozeiezonych roztworach soli; posiadaj
widknistg budowe dzieki czemu petry funkcje podporowe; do tej grupy biatek naje
kreatyna

Biatka ztazone, ze wzgldu na charakter grupy prostetycznej, dzielimy na:

nukleoproteidy- pofaczone z nukleotydami i kwasami nukleinowymi; veystja w
jadrach komoérkowych; rybonukleoproteidy zlokalizowane przede wszystkim w

cytoplazmie: w rybosomach, mikrosomach i mitochaaudr, w niewielkich iléciach
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takze w pdrach komodrkowych. Wirusy gs zbudowane prawie wytznie z
nukleoproteidow.

fosfoproteidy- pofagczone z resztami kwasu fosforowego (ok. 1%); p@giacharakter
kwasny, zazwyczaj $ polaczone z kationami metali; nale do nich kazeina mleka,
witelina zottka jaja czy ichtulina ikry ryb;

chromoproteidy biatka poijczone z barwnikami. Naie tu hemoproteidy
(hemoglobina, mioglobina, cytochromy katalaza, keydaza) zawierage ukiad
hemowy oraz flawoproteidy.

metaloproteidy biatka pohczone z jednym lub kilkoma kationami metali np. Eeg,
Co, Ca, Mg, Mo czy Zn; atomy metalu stanggrup; czynrg wielu enzymow;
glikoproteidy - ich grug prostetycza stanows cukry, naléa tu m.in.
mukopolisacharydys(ina). Glikoproteidy wysipuja tez w substancji ocznej i ptynie
torebek stawowych;

lipoproteidy- pofagczenia biatek z ttuszczami prostymi lub zbaymi, np. sterydami,
kwasami ttuszczowymi. Lipoproteidy siosnikami cholesterolu (LDL, HDL, VLDL).

Wchodz na przyktad w skiad btony komdrkowe;j.

Inny podziat biatek zwgzany jest z tatwiria rozpuszczania swodzie:

biatka rozpuszczalne w wodzigwane inaczej hydrofilowymi, ze wzglu na ksztatt
nazywane gtakze globularnymi; najczsciej spotykanegw cytoplazmie;

biatka nierozpuszczalne w wodzie, zwane bgydrofobowymi lubfibrylarnymi,

przyjmuj ksztatt widkien, znajdygjsie w btonach komoérkowych.

W zwigzku z podstawowfunkcja biologiczry biatka dzielimy na:

biatka transportuj gce - jest to m.in. hemoglobin, albumina osocza, lipd@ina;
biatka magazynujace - wysepujace np. w nasionach §in;

biatka strukturalne - m.in. glikoproteiny, elastyna, kolagen i keratyna

biatka regulatorowe - niektore hormony jak insulina, glukagon czy homwzrostu ;
toksyny — wystpujace np. w jadzie wza,

przeciwciata;

enzymy- m.in. transferazy, hydrolazy, liazy;

biatka aparatu kurczliwego - aktyna i miozyna.
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2.4. Biatka w produktach spaywczych

Bogatym zrodtem biatka s jaja, mleko i produkty mleczne, gsio zwierat
hodowlanych oraz ryby. Wymienione produkty zawigrdjiatka o wysokiej wartei
odzywczej, tzw. biatka petnowarioiowe, w sktad ktdrych wchodzwszystkie egzogenne
aminokwasy w proporcjach zapewn@ych ich maksymalne wykorzystanie przez organizm
ludzki. Wiekszas¢ artykutdw pochodzenia $bnnego zaliczana jest do produktéw
niskobiatkowych, gd¥ obecne w nich biatkagsniepetnowartéciowe i posiadaj nizsz
wartags¢ odzywczg. Wprawdzie nasiona §bn straczkowych (szczegdlnie soi) zawiegaj
znaczne iléci bialka, ale jest ono niepetnowaitiowe z powodu niewystarczag)
zawartgci metioniny. Take warté¢ odzywcza zbé@ jest ograniczona z powodu
niedostatecznej zawasm lizyny.

Dla wybranych produktovwywnosciowych przedstawiono zawastobiatka oraz jego
wartas¢ odzywcza wyznaczon za pomog wskanika aminokwasu ograniczaggo (Tabela 2).
Wskaznik aminokwasu ograniczgjego okréla stopigé wykorzystania aminokwasow danego
biatka do budowy biatek ustrojowych, okl s go po poréwnaniu sktadu biatka ze
wzorcem FAO (zgodnie z Kodekserlywieniowym Swiatowej Organizacji Zdrowia
FAO/WHO). Biatka petnowartéciowe charakteryzygj sie wysoky wartascia wskanika
aminokwasu ograniczgjego.

Tabela 2. Zawartg biatka i jego warté¢ odzywcza w wybranych produktach spovczych Maria Matecka,

Wybrane metody analizywnaici, Wydawnictwo Akademii Ekonomicznej w Poznanizngi, 2003.

Rodzaj produktu Srednia zawarté biatka Wskaznik aminokwasu
w g/100 g produktu ograniczajcego wg wzorca FAO
Jaja cate 12,0 100,0
Wotowina 21,0 100,0
Dorsz 16,0 99,0
Mleko krowie 3,0 98,0
Soja 35,0 78,0
Kasza ¢czmienna 8,8 67,0
Fasola 22,0 55,0
Ziemniaki 1,7 54,0
Pieczywo pszenne 5,8 46,8
Pomidory 0,9 34,8
Pomaracze 0,9 28,9
Orzechy wioskie 16,0 22,0
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2.4.1. Biatka zawarte w mleku

Sktad mleka ronych gatunkow zwietg rézni sig dos¢ znacznie (Tabela 3). Mniejsze
roznice wystpuja miedzy poszczegolnymi rasami i osobnikami. Mleko niekth ssakow
nie nadaje sido bezpéredniej konsumpcji przez cztowieka, np. mleko fakwiera 12 razy
wiecej tluszczu, a tale wiecej biatka nk mleko krowie. Istotnym sktadnikiem mleka jest
laktoza - disacharyd naday mleku charakterystyczny stodkawy posmak.

Tabela 3Sredni sktad mleka rdych zwierat (g/100 ml) D. Miller Ben Shaul, Sktad mleka dzikich zwigrz

Analiza mleka zwiegz i metody chowu. International Zoo Yearbook, 1959)

Gatunek Tiluszcz Bialko Laktoza
Ston 22,1 3,2 7,4
Szympans 3,7 1,2 7,0
Cztowiek 4.0 1,3 6,5
Kon 1,6 2,7 6,2
Owca 9,0 4,7 5,8
Zebra 4.8 3,0 5,3
Wielbtad 54 3,8 51
Swinia 5,0 3,7 5,0
Kot 5,0 7,2 49
Krowa 3,7 3,3 4.8
Kangur 4,0 3,9 4,7
Koza 41 3,7 4,2

Pies 11,8 8,7 3,3
Szczur 12,0 9,2 3,3
Niedzwiedz polarny 9,5 9,6 3,0
Szara foka 53,2 11,2 2,6
Bébr 19,8 9,0 2,2
Krolik 10,5 15,5 2,0
Delfin 34,9 10,6 0,9

Biatka mleka dzieli i ze wzgtdu na ich budog role biologiczry i wiasciwosci

funkcjonalne na kazeiny, biatka serwatki oraz oko&mleczek ttuszczowych (Tabela 4).

Tabela 4 Zawartg bialek w mleku krowim (http://www.food-info.net/gl/ga-fpl.htm).

Biatko o/kg biatka Udziat w catkowitej
zawartdgci biatka
Kazeina
o-sl-kazeina 10.0 30.6
0-s2-kazeina 2.6 8.0
B-kazeina 10.1 30.8
k-kazeina 3.3 10.1
Catkowita zawart&t kazeiny 26.0 79.5
Biatka serwatki
o-laktoalbumina 1.2 3.7
B-laktoglobulina 3.2 9.8
Albumina surowicy krwi 0.4 1.2
Immunoglobuliny 0.7 2.1
Pozostate 0.8 2.4
Catkowita zawart& biatek serwatki 6.3 19.3
Kuleczki ttuszczowe 0.4 1.2

Catkowita zawart& biatka 32.7 100




2. Analizazywngici - oznaczanie zawaroi biatka w mleku metadspektrofotometryczn 14

Kazeiny s3 heterogeniczn grup fosfoprotein, ziaong z 20 sktadnikow; & to najwaniejsze
biatka mleka krowiego, jego zawastowynosi 2,4-2,6%. Kazeiny gttag Sk z surowego,
odttuszczonego mleka w temp. 20°C przy pH 4,6; vekmlwysgpuja w postaci miceli
tworzacych roztwor koloidalny. Kuliste micele masztait maliny §rednica 20-300 nm), a ich
masa micelarna wynosi £00'°. Micele posiadaj porowas struktue i sa wyraznie widoczne
pod mikroskopem; @atki miceli wypetniag mniej niz potow jej obitosci. Taka budowa sprzyja
wiazaniu wody, jonéw, laktozy i enzyméw. W 1 ml mlejest okoto 7-18 miceli, ktore
stanowj tacznie od 5 do 6% oktjosci mleka. Micele utworzonegs podjednostek zimnych z
25-30 casteczek kazeiny, B, k, ktorych domeny hydrofobowey swrécone do wetrza, a
hydrofilowe w kierunku rozpuszczalnika. W mleku wim 40% kazeiny stanowi frakcig 30%
frakcjap, a dalsze 10% frakcja W skiad kadej miceli wchodzi od 300 do 500 podjednostek
potaczonych jonami wapniowymi, fosforanowymi i cytryn@vymi.
Biatka serwatki. Serwatkatzw. odciek pozostagy po stgceniu kazein z chudego mleka,
jest mieszanip czterech gtownych skladnikow stangaych okoto 80% frakcji f{-
laktoglobuliny, a-laktoalbuminy, immunoglobulin oraz albumin osoczaaz wielu innych
wystepujacych w matych ilgciach, w tym duej liczby enzymow. W mleku wygbuja w
rozproszeniu i bardzo trudne do wydzielenia w postaci skrzepaiidi te nie zawieraj
fosforu, natomiastasbogate w lizyg. B-laktoglobulina ulega denaturacji podczas silnego
ogrzania, co ma niekorzystny wptyw na wydzielarkezepu przy pomocy podpuszczki
Laktoalbumina jest bardziej odporna na wysokie terajury; pasteryzacja (80-90°C) nie
powoduje jej koagulacji, sti pozostaje ona w serwatce. gSteczki albuminy osocza w
srodowisku kwanym asocjuyj. Immunoglobuliny (makroglobuliny)asztozong mieszanig
biatek o duej masie czsteczkowej i wiéciwosciach odpornéciowych. W duych ilosciach
wystepuja W siarze. Obserwuje ¢ije rowniez u krow z zapaleniem wymienia (mastitis).
Mleko mastitisowe to mleko od krow z zapaleniem wgma. Produkowanegprzez komorki
plazmatyczne wyspujace w gruczotach mlecznych. Wymtia st podstawowe 3 grupy
immunoglobulin: typu G (IgG), ktére stanayw®0% catdci globulin mleka bydta (u ludzi
dominup IgA), o masie cgsteczkowej 150-170 tys., typu M (IgM) o masigsteczkowej
0,9-1 min. oraz typu A (IgA) o masiegsteczkowej 300-500 tys. Pasteryzacja mleka niszczy
te frakcje biatek.

W mleku zidentyfikowano okoto 60 rodzimych enzymaw frakcji kazein, wrod biatek
serwatki i w biatkowej otoczce kuleczek ttuszczotwyliektore z nich majistotne znaczenie w

technologii mleczarstwa (m.in. peroksydaza, fogtatakaliczna, plazmina, lipazy).
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3. Metody oznaczania zawartéci biatka

llosciowe oznaczanie ikei biatka w produktactrywnosciowych opiera si gtownie
na obecngci w ich strukturze atoméw azotu i przeprowadzarsetodami bezpoednimi i
posrednimi.

Do bezpdrednich metod oznaczania biatka ralemetody spektrofotometryczne
(metoda biuretowa i metoda Lovry’ego), nefelometng oraz refraktometryczne.

Metody pdrednie (np. metoda Kjeldahla) polegapajczsciej na okréleniu
zawartdci azotu, a naspnie przeliczeniu go na biatko przyzyeciu odpowiednich
wspotczynnikdéw przeliczeniowych. W produktach speczych oznacza sitzw, azot
ogolny, w skiad ktérego obok azotu biatkowego wchodzot pochody z produktow
odbudowy biatek, a tale azot z innych zwzkow organicznych. Przegna zawarté¢ azotu
w biatkach wynosi okolo 16%, dlategoztedla tzw. biatka surowego wspotczynnik
przeliczeniowy wynosi 6,25 (100:16=6,25). Ponievséatka produktow spgywczych ré@nia
si¢ miedzy soly zaréwno skltadem jakoiowym jak i ilosciowym biatek, odmienna jest tadk
zawarta w nich il&¢ azotu. Dlatego tedla poszczegoinych produktéw spwczych stosuje
sie rozne wskaniki przeliczeniowe, i tak np. dla biatka jaja kago — 6,67, biatka mleka —
6,38, biatka mjsa — 6,25 czy dla biatkayta, pszenicy i owsa — 5,70. Stosowane miilo
podaje s} obok oznaczonej zawastm biatka, np. dla mleka N 6,38. Metodyspednie mana
stosowa tylko wowczas gdy badany produkt nie zawiera ifmyevigzzkow azotowych lub
zawiera ich bardzo matlo.

Wedtug innego podziatu metody oznaczania biatkelglsic na nasfpujace grupy:

o metoda Kjeldahla,
metody oparte na wbudowaniu barwnika do biatka,
miareczkowanie formolowe,

metody spektrofotometryczne,

o O O O

metody immunologiczne.

3.1. Metoda Kjeldahla

Najczscie] stosowam metod oznaczania azotu w artykutach gpaczych jest -
znana od 1883 i niewiele modyfikowana - metoda dghla; jest to tale metoda
referencyjna. Polega ona na przeprowadzenie minacfil produktu ze gkonym kwasem
siarkowym(VI) (,na mokro”), zalkalizowaniu roztworua nasfpnie oddestylowaniu i

jakosciowym oznaczeniu powstatego amoniaku. Analizalpemga w trzech etapach:
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0 mineralizacja prébki,

0 destylacja amoniaku z pawodn,

0 miareczkowanie.

Podczasmineralizacji proby w kolbie Kjeldahla nagtuje utlenianie zwizkow
organicznych do ditlenku ¢gla, wody i amoniaku. Mineralizacprowadzi s} przy pomocy
stezonego kwasu siarkowego w obeéoiokatalizatoréw. Jako katalizatory nagéeiej stosuje
sie siarczan(VI) miedzi(ll) lub «ci(ll), albo mieszania selenowo-miedziow Czasami
stosuje si srodki podwyzszapce temperatyrspalania, np. siarczan(VI) sodu lub potasu oraz
srodki utleniagce. Powstalty w czasie mineralizacji amoniak twowzysrodowisku kwasu
siarkowego(VI1) s6l amonoyv

2NHs + HySOy — (NH4)2SOy

Sumaryczny przebieg powszych reakcji przedstawia ngstijacy schemat:

n biatko-C-NH +x HSO; — x CO, +y (NHy).SO +z SO
Siarczan(VI) amonu rozktadacgpo zalkalizowaniu roztworu wodorotlenkiem sodu:

(NH4)2SO; + 2 NaOH— 2 NH; + NaSO, + 2 HO
Wydzielony amoniak oddestylowuje¢sido odbieralnika zawierggego roztwoér stabego
kwasu, np. kwasu borowego wgstijagcego w nadmiarze. Nagiuje wigzanie amoniaku w
forme soli amonowej kwasu borowego

NHs+ HBO3; — NHzH,BOs3
Zwigzany amoniak jest naginie oznaczany przez miareczkowanie mianowanynwayem
silnego kwasu, np. kwasu solnego lub kwasu siargowe
NHH.BO; + HCI — NH,ClI + H;BOs

2 NHH-BO; + Ho:SO; — (NH4).SO; + 2 HBOs
llos¢ azotu w probie obliczaek ilosci mililitrow kwasu zuytego do miareczkowania.

Metods Kjeldahla, oprécz azotu zawartego w biatkach, ozaay jest azot
pochodacy z innych zwazkéw (z jonébw amonowych, grup amidowych, aminowyriaz
iminowych); nie oznaczany jest azot pochgmz z azotanow(lll), azotanéw(V) oraz azot
aromatycznych pigcieni heterocyklicznych. Do oznadzaalezry pobra taky proke, aby
zawierata okoto 0,02 g azotu (z reguly jest to ok@5-1,5 g produktu).

Zasada metody Kjeldahla zostata wykorzystana demstkwowania automatycznego
urzadzenia staagcego do oznaczania azotu. Zestaw obejmuje aparaimoheralizacii,
jednostk do destylacji lub destylacji i automatycznego meakowania i pozwala na

wykonanie ponad stu analiz dziennie (Rys. 6).
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W AW~

Rys. 6. Zestaw do oznaczania bialka metgdKjeldahla firmy Chi: A — jednostka do mineralizacji,: 1 —
odprowadzenie oparéw kwasu siarkowego(V1), 2 — teroodporne probdwki ze mineralizowanymi prébkami, 4
— plaszcz grzejny, 5 — vdcznik; B- aparat do destylacji z pag wodna: 1 — wigcznik, 2 — przycisk Start, 3 —
przycisk dozujacy roztwor NaOH, 4 — pokrtto ustawienia czasu destylacji, 5 — regulacja ne&enia pary
wodnej, 6 — odbieralnik destylatu, 7 — probéwka z estylowars probka, 8 — ostona, 9 — chlodnica wodna

(Mirostawa Klepacka, Analizaywnaosci, Fundacja Rozwoj SGGW, Warszawa 2005).

3.2. Metody oparte na wbudowaniu barwnikéw

Do oznaczania biatka stosujee stakze metody oparte na tworzeniu barwnych
kompleksow biatek z pewnymi organicznymi barwnikamip. czerny amidows 10B,
orarzem G, b¢kitem Coomassie G-250, ktore myolgy¢ ilosciowo wbudowane do biatek. W
pewnych scisle okr&lonych warunkach, zwykle pare] punktu izoelektycznego biatka,
biatko i barwnik reaguj ilosciowo tworzc nierozpuszczalne kompleksy, ktore zma
oddziel¢ poprzez wirowanie lubgszenie od reszty roztworu. Naenie barwy uzyskanego
roztworu zaley od ilosci barwnika niezwgzanego z biatkiem (barwnik dodawany jest w
nadmiarze), czyli jest odwrotnie proporcjonalneldéci biatka w analizowanej probce.

Zasada wbudowywaniag¢sczerni amidowej 10B do biatek zostata wykorzystana
aparacie Pro-Milk, stosowanym do szybkiego oznaezdratek mleka w przensie

mleczarskim.
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3.3. Miareczkowanie formolowe

Metoda formolowa polega na miareczkowym oznaczdoiéci jondw wodorowych
uwolnionych na skutek reakcji formaldehydu z resdtezasadowymi aminokwaséw w
tancuchu biatkowym. Rezultatem tej reakcji jest przamai grup —NK w grupy —N=CH.
Prowadzi to do uwalniania jondw wodorowych, ktoréamczkuje si scisle mianowanym
roztworem wodorotlenku sodu.

Oznaczenie prowadzi¢siw dwoch etapach. W pierwszym etapie miareczkuge si
prébke wodorotlenkiem sodu wobec fenoloftaleiny (do pH8:3); zostaj zobogtnione
wszystkie wolne grupya-aminowe. W drugim etapie dodaje¢ sformaline (takze
zobogtniong), ktéra powoduje uwalnianie jonéw wodorowych z graminowych lizyny
(grupy te nie mog by¢ zobogtnione w pierwszym etapie miareczkowania, ponieva do
pH 9,8 wys¢puja wytacznie w formie zjonizowanej). Uwolnione jony woda® miareczkuje
si¢ ponownie roztworem NaOH. Udziat aminokwasow, w tlimyny, jest w biatku staty
(uwarunkowany genetycznie), dlatega t®s¢ jondw wodorowych uwalnianych po dodaniu
formaliny jest proporcjonalna do #o biatka w produkcie.

3.4. Metody spektrofotometryczne

Do metod spektrofotometrycznych nateprzede wszystkim metoda biuretowa oraz
metoda Lovry’ego.

W metodzie biuretowejvykorzystano reakejzachodzca w srodowisku zasadowym
pomicdzy wiazaniami peptydowymi a jonami miedzi €uw wyniku ktérej powstaj barwne
kompleksy. Stosowanie tej metody jest ograniczobecndcig soli amonowych, ktore
rowniez dap reakcg barwry z jonami miedzi.

Metoda Lovry’egostuzy do oznaczania biatek rozagzonych. Oznaczenie przebiega w
dwdch etapach; w pierwszym ngsije przyhczenie jonow miedzi do biatka (reakcja biuretowa),
w drugim etapie kompleks biatkowo-miedziowy redekupdczynnik Folina-Ciocolteau
fosforomolibdeniano-fosforowolframowy. W wyniku fe&gi tworzy st barwny kompleks,
ktorego absorbancja (mierzona przy 750 nm) jesigraponalna do gkenia biatka.

Metody spektrofotometryczne wykorzystuje sio oznaczania frakcji rozpuszczalnej
w biatkach, ktére decydsjo wiaciwosciach funkcjonalnych surowca. Ma to szczegolne
znaczenie w analizie jako preparatow biatek étinnych i zwierzcych oraz przy ocenie
mig¢sa ryb sktadowanego przez #itay czas w warunkach zamadniczych.

Oznaczanie iléci biatka rozpuszczalnegmlega na wyekstrahowaniu biatka z probki

za pomog odpowiedniego buforu, a naphie okrdleniu ilosci biatka za pomagc
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bezpdredniego pomiaru spektrofotometryczngo uzyskanegoztworu, kdz po
przeprowadzeniu go w barwny kompleks stgsigdczynnik biuretowy (gtenie biatka 1-10
mg/ml) czy odczynnik Folina-Ciocolteau ¢s¢nie biatka 10-10Qg/ml).

Takze analizy ilégciowe metody spektrofotometrii w zakresie nadfioletUV)
pozwalaj oznaczy zawartd¢ biatka w analizowanym produkcie. Biatka, zawieraj
aminokwasy aromatyczne (fenyloalaginryptofan oraz tyrozyna), ktére wykazugdolng¢
pochfaniania wizki swiatta monochromatycznego z zakresu U\idsinierzona absorbancja
jest proporcjonalna do zawasto biatka w prébce.

Rowniez promieniowanie w zakresie podczerwieni (IRyykorzystywane jest do
oznaczania zawaroi biatka. Selektywne pochtanianie promieniowania
elektromagnetycznego z tego zakresu przez odpowedrupy biatek bylo podstaw
konstrukcji uradzen o nazwie Infratec firmy Tecator, w ktérych oprobmtek ogdtem

oznhaczana jest woda, tluszcz i kolagen wsiei.

3.5. Metody immunologiczne

Ostatnio coraz e¢Zciej do oznaczania biatek stosuje sietod immunoenzymatyczn
(ELISA), ktoéra polega na utworzeniu poken specyficznych przeciwciat z analizowanym
biatkiem oraz odpowiednim enzymem. Enzym ten, rggga bezbarwnym substratem,
przeprowadza go w barwny zwek, ktérego stzenie mana oznaczy
spektrofotometrycznie. Metoda ELISA jest bardzotgzuetod, pozwalagca oznaczy nie
tylko poszczegodlne klasy biatek w badanym prodykeike take okreli¢ stopier ich
denaturacji. Z uwagi na tag oznaczenie kmowe polega na pomiarze absorbancji metoda ta
zaliczana jest tadle do metod spektrofotometrycznych.

4. Spektrofotometria UV/Vis
4.1. Wprowadzenie

W metodach spektroskopowych sygnat analityczny pmevsv wyniku oddziatywania
promieniowania elektromagnetycznego lub korpuskeigo na badana prapkPromieniowanie
elektromagnetyczne zachodzi wskutek okresowych rzmg@ola elektromagnetycznego
rozchodzcych s¢ w przestrzeni ze skozory predkoscig i zwigzanych z przenoszeniem energi.
Promieniowanie elektromagnetyczne sktada zifotondw, czyli kwantow promieniowania
(kwantow energii). Charakterystycgith wtasndcia jest energia

E=hv 2
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gdzie: E - energia fotonu wyreona w jednostkach energii (zgodnie z uktadem SI w
dzulach, poprzednio w ergach lub w kaloriach: 1J £ &fy = 0,2389 cal);
h - stata uniwersalna Plancka - 6,886 Js (6,626L0%ergs, 1,583.0° cals);
v - czstotliwos¢ drgaa promieniowania emitowanego lub absorbowanego,
wyrazona w hercach (Hz).

Promieniowanie elektromagnetyczne dlaesi takze przy pomocy dtugai fali

Vv

gdzie c - predkasé swiatta w pré&ni (310° m/s). Wzory (2) i (3) mena przeksztatéi
c
E= h; 4

Spektroskopia molekularna gsteczkowa) obejmuje badanie widmpstieczkowych.
W ogolnym pogciu widma casteczkowego g zawarte trzy rodzaje widm promieniowania
elektromagnetycznego: widmo rotacyjne, widmo osoyjl@o-rotacyjne oraz elektronowo-
oscylacyjno-rotacyjne danejgsteczki.

Catkowia energe czsteczki E mazna zatem przedstawvi jako sumg trzech
sktadnikéw odpowiadagych trzem rodzajom ruchu wasteczce:

E = Ee + Eos + Erot %)
gdzie Ee - energia elektronowa (zg#ana z ruchem elektronow),
Eos - energia oscylacyjna (zg#ana z ruchem oscylacyjnym),
E.ot - energia rotacyjna (z9zana z ruchem rotacyjnym).

Energia elektronowa w ggteczce (wart@ podobna jak w atomie) jest wielokrotnie
wicksza od energii oscylacyjnej, a ta z kolei jestksza od energii rotacyjnej. Rdice
pomiedzy poziomami elektronowymi wynagxkilka elektronowoltéw, pongdzy poziomami
oscylacyjnymi dziegte i setne oxci eV, a pomgdzy poziomami rotacyjnymi tystzne
czesci eV. Stosunek wartgi poszczegolnych rodzajow energii jest w przidatiu
nastpujacy:

Ee:Eos: Ewot = 1000:10:1

Znaczne rénice wartdci poszczegoélnych rodzajow energii powaguge odpowiednie
widma pojawiag sie w réznych zakresach spektralnych. Pochigié kwantéw
promieniowania z zakresu dalekiej podczerwieni jakajmniej energetycznego e
powodowa tylko zmiany energii rotacji; powstaje wtedy widmatacyjne. Zaabsorbowana
energia nie wystarcza do zmiany energii oscylaejnergii elektronowej. Promieniowanie z

zakresu bliskie] podczerwieni, o ¢kiszej energii, powoduje przeja poméedzy poziomami
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oscylacyjnymi. Poniewa zmianom energii oscylacyjnej towarzyszzmiany energii
rotacyjnej, powstaj widma oscylacyjno-rotacyjne. Zmiany energii elekibwe] mae

wywotac tylko zaabsorbowanie promieniowania z zakresu \aldego i nadfioletu. Poniewza
zmianom tej energii towarzyszazwyczaj zmiany energii oscylacyjnej i rotacyjnewstaje

widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne (Rys. 7).

vs

)

V2

E,

4]

Vo
AE,| AE,| 4B,

Vs

V2

Vs

’3 ‘z
Iy vo

a D ¢

Rys. 7 Schemat przgj¢ elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych w cgsteczce dwuatomowej. E -
poziomy elektronowe, v- poziomy oscylacyjne, | - miomy rotacyjne, a - przegcia elektronowe, b -
przejscia oscylacyjne, ¢ - przejcia rotacyjne.

Energie rotacji, oscylacji i elektronowa myogrzyjmowa tylko wartgci okreslone

warunkami kwantowymi, z ktérych podstawoweima sformutowa nastpujaco:

o0 Aby nasgpita absorpcja promieniowania mygsstniet takie dwa stany kwantowe
czasteczkiQny, 1 Yy, , ktérych rénica energii odpowiada energii promieniowania
padajcegohv.

E,-E,=hv,.,=AE (6)

Dla 1 mola substancfiE przyjmie warté¢:

heN, _ 12000
A A

gdzie: No - stata Avogadra,h - stata Plancka,A - dlugaé¢ fali w nm,

AE = hv Ny =

J/ mol (7)

V - czstotliwas¢ promieniowania.
0 Absorpcja promieniowania musi ®ywigzana ze zmignmomentu dipolowego
czasteczki . W sposéb iléciowy warunek ten opisuje tzw. moment pized
migdzy stanami elektronowymi, oldlajacy prawdopodobigstwo absorpcji

dopasowanego, zgodnie z poprzednim warunkiem, toton

Ry = [W, uW,dr (8)
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gdzie:R,m - moment przégia, %, ¥, - elektronowe funkcje stanow, galizy ktérymi
zachodzi przégie elektronowu - moment dipolowy cgsteczki,dr - element
obgtosci.

Przefcie elektronowe dozwolone jest wtedy, ddym #0. Przejcia spetniggce reguty
wyboru nosz nazwe przegé dozwolonych, a niespetnigje regut wyboru - przé&j
wzbronionych. Miag intensywnéci pasma absorpcji jest wagtomolowego wspotczynnika
absorpcji gnax przy dtugdci fali w maksimum absorpCjdmax Wartdé &nax jest mian
prawdopodobigstwa przejcia i dla przej¢ wzbronionyche przyjmuje mate wartai (rzedu

kilku I/mol'cm) a dla przéf dozwolonych wartéci duze (do 1,5.0° I/molcm).

4.2. Prawa absorpcji
Promieniowanie elektromagnetyczne, przechodprzez roztwor, mece ulegé:
absorpcji, odbiciu i rozproszeniu. Nagnie wizki padagcej wyraa st wzorem:
o =1la + k + | 9)
gdzie |, - natzenie promieniowania zaabsorbowanego przez roztwor,
l; - natzenie promieniowania przechagzgo przez roztwor,
I, -natzenie promieniowania odbitego i rozproszonego.
Poniewa pomiary absorpcji promieniowania wykonuje¢ snajczsciej w stosunku do
roztworu poréwnawczego (odérmka), ktdrego skiad powinien byblizony do sktadu préobki
i ktéry znajduje si w identycznych kuwetach, promieniowanie odbit@zproszonelf) w
obu przypadkach jest jednakowe i z@oby¢ pominite. Roztwér odnénika w warunkach
pomiaru nie absorbuje promieniowania, gdyie zawiera substancji oznaczanej i zme
przyja¢, ze natzenie whazki promieniowania przechogeej przez roztwor odrioika jest
rowne naézeniu whzki padagcej na roztwor badanej probki. Stosunek eperia
promieniowania przechodeego przez prokk(l;) do nagzenia promieniowania padgego
na probk (I,) (rbwnego natzeniu promieniowania przechagzego przez odrioik),
nazywamy transmitangjub przepuszczalioig i oznaczamy
T= :—‘ (10)
Transmitangj najczsciej wyrazamy w procentach

|
T =-L[100% (11)
|

(0]

Moze ona przybierawartasci od 0% do 100%.
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Natzenie promieniowania zaabsorbowanego zal®ed stzenia roztworu i od
grubaci warstwy absorbygpej. Matematycznie zataos¢ t¢ opisuje prawo Lamberta-Beera,
ktére w postaci logarytmicznej przyjmuje pdsta

A= Igll—O = kcl (12)
t

Logarytm dziesitny stosunku nafenia whzki promieniowania przechogeego przez
odnanik (I,) do natzenia wizki promieniowania przechogzego przez badarproble (1)
nazywany jest absorbagcpPrzyjmuje ona wartei z przedziatu od 0 do nieskczongci.

Gdy stzenie roztworu jest wygane w mol/l, a grubi& warstwy jest wyrazona w cm,
wspotczynnik proporcjonalrci k nosi nazw molowego wspétczynnika absorpcg)(Wzor
(12) przyjmuje wowczas posta

A=c¢lc (13)
Jest to podstawowe prawo spektrofotometrii absgnegy

Zaleznos¢ migdzy absorbangja transmitangjwyraza zalenosc:

1
A=lg= 14
9 (14)
lub gdy transmitancja jest wytana w procentach
0
A=lg 100% (15)
T
Zaleznos¢ odwrotry tj. transmitancji od absorbancji wyiawzor
100
=— a w procentach T=—0 16
104 P 10% (16)

Czutas¢ metody spektrofotometrycznej okle wspotczynnik proporcjonaldoi z
prawa Lamberta-Beera:
o molowy wspotczynnik absorpcji wdaiwej (¢) dla stzenia wyraonego w mol/l,
ktérego jednostkjest I/(mol cm);
0 masowy wspotczynnik absorpcg)(dla stzenia ) wyrazonego w g/l, ktérego jednogtk
jest /(g - cm). Liczbowo wspéiczynnik absorpcji wkwej jest rowny absorbancji

roztworu substancji oznaczanej ezehiu 1 g/l, w kuwecie o gruboi 1 cm.

a= V (7)

Absorpcg wiasciwg wyraza st w ml/(ug - cm); jest ona wtedy liczbowo réwna
absorbancji roztworu oznaczanej substancjicaestiu 1 pug/ml (dawniej ppm) w kuwecie o

grubasci warstwy 1 cm.
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Jeeli w badanym roztworze znajduje e¢sikilka skladnikéw, oznaczanie
spektrofotometryczne mioa wykong poprawnie tylko wtedy, gdy spetnione jest prawo
addytywndci absorbancji, wg ktérego absorbancja mieszarésy jdowna sumie absorbancji
poszczegolnych skiadnikow, a absorbancja pojedgoa&tadnika jest taka, jakby tylko on

jeden znajdowat siw badanej probce. Matematycznie prawo to d&jg nastpujace wzory:

A=A+A+. . A=D A (18)
i=1
A=£,gl+ecl+..6,61=> g6l (19)

i=1
a dla s¢zenia masowego;
A=ap,l+a,p,+..8,60,1=) ap | (20)
i=1
gdzie:A - absorbancja mieszaniny,
A1, Ay, A, - absorbancje poszczegoélnych skiadnikéw,
C1, &, G- Skzenia molowe poszczegolnych skiadnikow,
&, &, & - molowe wspotczynniki absorpcji poszczegolnyctagkikow,
ay, &, a, - wspotczynniki absorpcji wkgiwej poszczegoélnych sktadnikdow,

P, P2, P - Skzenia masowe poszczegolnych skiadnikow.

4.3. Analiza ilasciowa

Najczscie] do wykonywania iléciowych oznaczé spektrofotometrycznych jest
stosowana metoda krzywej wzorcowej (krzywej kalilyyaej). Krzywg wzorcowg nazywamy
przedstawioa graficznie zalenos¢ absorbancji od stenia substancji wzorcowej. Wykonanie
takiego wykresu umiaiwia bezpdrednie odczytywanie szukanychesn na podstawie
zmierzonych warteci absorbancji oznaczanych prébek. Prostoliniovaepreg tej zalenosci
w badanym zakresieswiadczy o spetlnieniu przez uklad prawa LambertarBee
Wspotczynnik kierunkowy otrzymanej prostej (tang&gi® nachylenia) jest to wspoétczynnik
absorpcji oznaczanej substancji (przy jednostkayepaci warstwy pochtaniagej). W celu
wykreslenia krzywej wzorcowej przygotowujeesb - 6 roztworéw wzorcowych o coraz
wickszych sgzeniach tak dobranych, abyzroty siec o okoto 30% i obejmowaty swym
zakresem gkenia oznaczanych roztworow.

Nie wystarczy jednorazowe spgdzenie krzywej wzorcowej. Zmiany warunkow
pracy i temperatury, partii odczynnikbéw, wskazprzyrzzdu powoduy przesunicie Sk
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krzywej lub zmiag kata jej nachylenia. W zateosci od tego jak die g te odchylenia,
nalezy kazdorazowo sporgdza krzywa pracy w danym dniu pomiaru, albo korzysragednej
krzywej wyznaczonej na podstawie kilku serii pordiar

Krzywa wzorcowa mize przechodZi lub nie przechodzi przez pocatek uktadu
wspohrzdnych (Rys. 8).

a)A b) 4 e

y=asx y=asx+a y=asx+bx
ag

9, mg/ml 9, mg/ml p, mg/ml

Rys. 8. Rodzaje krzywych wzorcowych dla uktadéw jednosktadikowych a) ukfad spetniapcy prawo
Lamberta-Beera, b) uklad spelniagcy prawo Lamberta-Beera zawierajcy state podige, c) ukiad
niespetniajacy prawa Lamberta-Beera

Przypadek a), gdyy = a,x spetnione jest prawo Lamberta-Beera, po oznaczaisorbancii
badanego roztworfy skzenie substancji oznaczanej odczytugevegprost z krzywej wzorcowej
(as - wspdiczynnik absorpcji wiaiwej). Przesunricie prostej kalibracyjnej wzdiuosi A
(przypadek b) bywa spowodowane obécip, oprocz sktadnika oznaczanego, innych substanciji
absorbujcych (podiaa, tta). Jeeli absorbancja podia nie zaley od sktadnika oznaczanego, to
eliminuje s¢ jego wptyw przez odrie ustalonej wartei a, albo wprowadza sijako odnaénik
Slepg proke. Jeeli uklad nie spetnia prawa Lamberta-Beera (przggad), mana rownie
prowadzé oznaczanie korzystgj z krzywej wzorcowej, jednak wymaga to zwkszenia liczby

roztworow wzorcowych tak, aby ichegenia nie ranity si¢ wiecej niz 10%.

4.3.1. Wybor diugéri fali i stezerr roztworéw wzorcowych
W spektrometrii iléciowej naley dokon& wyboru:
o analitycznej dtuggci fali przy ktorej lzda wykonane pomiary,
0 odpowiednich stzen substancji oznaczanej,
0 metody pomiaru.

Analityczrg diugas¢ fali A wybiera s¢ na podstawie krzywej absorpcji (Rys. 9)
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a)A b) A
o9 L S Amax
<
llb‘r' { ﬂi:::::::' :
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Rys. 9. Poréwnanie doktadnéci pomiaru absorbancji roztworu dla réznych diugacsci fali: a) krzywe absorpcji, b)

zaleznosé absorbancji od stzenia przy Amax i Amin-

Pomiary wykonywane przymax 0dznaczaj sic najwicksza doktadng€ria i czutcicia. Z
Rys. 9 wid&, ze zmiana stzenia w przedzialgn - o> 0 4p powoduje zmiag absorbancji o
AA. Przy Amax Wartags¢ 4A jest znacznie wksza nk przy Amin. Chocia praktyczny bid
pomiaru absorbancji jest w przyidiniu jednakowy £0,01), jest oczywisteze dla duych
wartasci 4A doktadndé pomiaru lgdzie najweksza. Dla jednakowych ddéw pomiaru
absorbancji kid oznaczenialp bedzie duo wigkszy przyAmin Niz Przy Amax

Bardzo mate gtenia substancji barwnej w roztworze a&znaczane z dym bidem,
gdyz przepuszczalié roztworu badanego jest podobna do przepuszcsalrroztworu
odniesienia i najegciej bliska 100%. W przypadku intensywnie zabarwin roztworow
tylko mata czé¢ promieniowania przechodzi przez roztwor, cozéakowoduje zwikszenie
wynikéw pomiaru. W celu wyboru najkorzystniejszesigrenia warstwy absorbagej naley

znale¢ takie wartdci A (T), aby przy danym bbzie 4A (4T) blad wzgkdny wyznaczenia
stqzenia% byt najmniejszy. Zatenos¢ biedu %od transmisji mgna wyrazé nastpujacym

rownaniem:

Ac _ 0,434
c TlogT

(21)

Graficznie zalenos¢ biedu wzgkdnego sgzenia od transmisji przedstawia Rys. 10.
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%
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00T %

Rys. 10. Zalénosé miedzy btedem wzgkdnym pomiaru a mierzonymi wartosciami absorbanciji.

Pomiary absorbancji wykonujegsnapetniagc kuwet pomiarovy roztworem probki
badanej, a kuwetodniesienia - odrsmikiem, ktorym jest najegciej rozpuszczalnik na ogot
w metodach bezgeednich Iub Slepa proba (w metodach g¢rednich). Metody
spektrofotometryczne bezfrednie § to metody, ktérych podstawjest selektywna absorpcja
oznaczanego skiladnika. Metodyspexnie to te, w ktdrych pomiary absorpcji prowadii
dopiero po spowodowaniu absorpcji (nafciej w reakcji powstawania barwnego zuku),
ktorej warta¢ jest proporcjonalna doggenia oznaczanego sktadnika.

Przygotowujc robocze roztwory wzorcowe przez rozmeenie wzorcowego
roztworu podstawowego, najkorzystniej jest tak dodlstezenia, aby otrzymaoptymalny dla
danego spektrofotometru zakres wéctanierzonej absorbancji. Najgie] uwzywany zakres
wartasci pomiarowych dla aparatéw punktowych wynosi 0,D,8 wartdci absorbancji.
Nalezy obliczy¢ - na podstawie zataosci ¢ = Alel (jezeli wartas¢ ¢ jest znana) - gtenie

odpowiadajce zatagonym wartéciom absorbanciji.

4.4, Aparatura
Do pomiaréw absorpcji skg spektrofotometry. Rys. 11 przedstawia blokowy stéie
spektrofotometru.
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Rys. 11. Blokowy schemat spektrofotometru optyczneg Z - zrédio promieniowania ciagtego, M -
monochromator, K - kuweta z badanym roztworem,K, - kuweta z rozpuszczalnikiem (odnfnik), D -

uktad detektora, R - rejestrator, P- synchroniczny przesuw tdmy rejestratora i bebna monochromatora.

Zrodlo Z wysyla chgte promieniowanie elektromagnetyczne. Wydiona przez
monochromatoM monochromatyczna wzka promieniowania przechodzi na przemian przez
kuwet K z badanp substang i przez identyczyn kuwet poréwnawcz&, (z odnagnikiem).
KuwetaK, w przypadku pomiardéw absorpcji roztworow jest wipena ta sarm ciecz, w
ktorej rozpuszczono substagidpadan. W niektorych przyrgdach (tzw. spektrofotometry
dwuwigzkowe) promieniowanie wychoglze z monochromatora jest dzielone na dwigziii

o jednakowym nateniu, z ktérych jedna przechodzi prz€a druga, jednocZaie, prze,.

W obu przypadkach, w uktadzie detektdba nast¢puje pomiar natzenia whzki, ktdra
przeszta przez kuweK (Ip) i przechodzcej prze kuwet K, (Io). RejestratoR kresli widmo

absorpcyjne badanej substancji w postaci krzyavejf(A).

4.5. Mazliwosci i ograniczenia spektrofotometrycznej analizy iléciowej
4.5.1. Czutéé

Czutas¢ metody definiuje si jako najmniejsze oznaczalnegznie substancji lub
najmniejsza rénica w s¢zeniach substancji, kt§imozna oznacz§ za pomog danej metody.
Dla metod spektrofotometrycznych obiektywnym, licslym wyraeniem czutéci jest
molowy wspotczynnik absorpcjigl. Molowy wspotczynnik absorpciji nie me przekroczy
wartcsci 1,510° (ta wartéé wynika z teorii). Najmniejsze stenie substancji (mol/l)
oznaczalne spektrofotometrycznie ina obliczy¢ ze wzoru Lamberta-Beera. Przy zadoiu,
ze A = 0,02 (minimalna absorbancja, kiGnozna zmierzy), | = 2 cm (grubé& kuwety), e =

10" (molowy wspétczynnik absorpgjrednio czutej metody spektrofotometrycznej)
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0,02 _
c=——=10°M 21
201¢* 1)
Jeli przyja¢ mag molowg substancji jako przyktadowo rowr200 g/mol to minimalne
oznaczalne stenie tej substancji (dldrednio czutej metodyg = 1¢f, i klasycznego

spektrofotometru) wyniesie

o 10° 2016

103

=2007"g/ml = 0,2ug/ml = 0,2 ppm

4.5.2Technika pomiaréw
Technika pomiarow w zakresie UV/Vis jest prostagparatura tatwo dogina.
Wickszas¢ stosowanych rozpuszczalnikow jest tania i tatwaodpyszczenia (typowe z nich

to heksan, metanol, woda).

4.5.3. Zastosowanie spektrofotometrii UV/Vis
Metoda mae by stosowana do oznaczania zawssitdladowych oraz do oznaczania

czystaci gtdbwnego sktadnika.

4.5.4 Wady metody spektrofotometrii UV/Vis

Zasadnicz wady tej metody jest dty biad, ktory przecjtnie wynosi 5 - 10%, a
podczas oznaczanigadéw (do 1F %), ze wsipnym zagszczaniem, wielk@ bledu maze
wynosi do 30%.

ll. Czesé¢ doswiadczalna

2.1. Celéwiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawdadb biatka w  mleku metogd

spektrofotometryczn

2.2.Zasada metody

Metoda wykorzystuje zdoldé czerni amidowej 10B do wbudowywaniag sw
struktug biatka i tworzenia nierozpuszczalnego kompleksuzenC amidowa 10B jest
barwnikiem diazowym, pochodn kwasu 8-amino-1-naftolo-3,6-disulfonowego, p-

nitroaniliny i aniliny. Posiada dwie grupy sulfonewktore wsrodowisku o pH niszym od
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punktu izoelektycznego biatelg gdysocjowane (aniony) i wia siec z grupami kationowymi

biatek.
@——N:N————/ I \'—N:N“@-NOZ

+ - -
H035 — A 503.|!|-

Rys. 12. Czef amidowa 10B.
Kompleks ten mzna usup¢ przez odwirowanie lubgszenie. Ild¢ wytragconego

zwigzku jest proporcjonalna do zawaito biatka. Nadmiar czerni amidowej pozostaje w
roztworze i zabarwia go, a intensyvgddego zabarwienia jest odwrotnie proporcjonalna do
ilosci biatka w analizowanym produkcie. Caeaamidowa 10B nie wize st z niebiatkowymi

Zwigzkami azotowymi.

2.3. Odczynniki, sprat i aparatura
Odczynniki:

o Podstawowy roztwoér czerni amidowej 10B: w kolbiearoiwej poj. 1000 ml,
zawierajcej okoto 300 ml wody destylowanej, roZpi¢ 3,17 g kwasu
cytrynowego, 0,4156 g fosforanu disodowegoAN2Q, - 2 HO) i 0,088 g czerni
amidowej 10B. Calkg starannie wymiesza rozpucic, po czym uzupetdiwody
destylowan do kreski. Roztwor powinien wykazywaH 2,35.

o Kazeina.

Sprzt:
o bibuta filtracyjna 6 szt.,
o lejek 6 szt.,
o topatka 1 szt.,
o folia aluminiowa 1 szt.,
0 pipeta poj. 2,0 ml 1 szt.,
0 pipeta poj. 10 mi 4zt.,
0 zlewka 6 szt.,
0 probowki wirowkowe poj. 10 ml z korkami 12 szt.,
o wiréwka laboratoryjna 1 szt.,
0 spektrofotometr 1 szt.,
0 waga analityczna 1 szt.
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2.4. Wykonanie oznaczenia

2.4.1. Analiza prébki mleka

Do grubdciennej probowki wiréwkowej odmierzy2,0 ml mleka i doda 8 ml
podstawowego roztworu czerni amidowej 10B. Probpmatka korkiem, wytrzsat 5 minut,
po czym odkorkowai wywazy¢é wobec drugiej probowki wirowkowej zawiegapj wodk.
Odwirowa przez 10 min. przy pdkosci 4000 obr./min. Roztwor przgszy¢ przez bibug
filtracyjng. Zmierzy¢ absorbanegj przy diugdci fali A = 590 nm w odniesieniu do wody

destylowanej.

2.4.2. Sporadzenie i analiza roztworow wzorcowych kazeiny
Odwazy¢ na wadze analitycznej z doktade® 0,1 mg odpowiednio: 7 mg, 10 mg, 13

mg, 16 mg i 19 mg kazeiny (na folii aluminiowej)d®azki wprowadz¢ do peciu osobnych
probéwek wiréwkowych, po czym do k@dej z nich doda 2 ml wody destylowanej i 8 ml
roztworu podstawowego czerni amidowej 10B. ProbGreltka& korkiem, wytrasa: 5 minut,

a nasgpnie odkorkowa i wywazy¢ wobec probowek wirowkowych zawiegaych wod.
Odwirowa przez 10 min. przy pdkosci 4000 obr./min. Roztwory przgsz\¢ przez bibug
filtracyjng. Analize roztworéw wzorcowych kazeiny wykoé&adentycznie jak dla probki

badane;.

2.5. Opracowanie wynikow

Sprawozdanie powinno zawi€razgsc teoretyczy i praktyczr. W czsci praktycznej
przedstawd procedug sporadzania roztworow kalibracyjnych oraz dokiadnie apidalsze
postpowanie analityczne.

Ze zmierzonych wartei absorbancji roztworow wzorcowych wyznaézyartasci
srednie. Na papierze milimetrowym wykh€ zaleenos¢ A = f(c); wyznaczy rownanie
krzywej kalibracyjnej metagnajmniejszych kwadratéw.

Zmierzy¢ wartag¢ absorbanciji probki mleka 5-krotnie. Nastievartasci absorbancji
na wykres krzywej kalibracyjnej i odczytaodpowiadajce im stzenia; s¢zenie biatka w
mleku wyznaczy takze z rownania krzywej kalibracyjne;.

Wyznaczy srednpg zawartd¢ biatka w badanej probce; przeprowadziatystyczn
ocere wynikéw za pomog testu t-Studenta na poziomie u§ni0,95.
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Skomentowa uzyskane wyniki.
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