Fotometrické stanovenie bielkovin v pekdrskyeh vyrobkoch

MICHAL GRODOVSKY

Jednou z najcastejsie vykonavanych analyz v potravinach a krmovinach je
stanovenie bielkovin. Mnoho vedeckych ¢lankov, ako aj novych pristrojov na
odbornom trhu svedéi o tom, ze napriek tomu, zZe Kjeldahlova metdda oslavila
nedavno storo¢nicu svojho zavedenia, zadujem o nové metdédy na stanovenie
bielkovin neustdva.

Pri¢iny tohto javu st viaceré. Klasicka metéda podla Kjeldahla stanovuje
dusik preveditelny za podmienok reakcie na amoniak. Mnozstvo bielkovin,
ktoré sa potom zo stanovenia vypocita nasobenim Specifickym faktorom,
pohybujicim sa v medziach 5,3—6,4 pre jednotlivé druhy analyzovanych
vzoriek, sa preto zvycGajne nazyva hruby protein. Metdda, hoci viackrat modi-
fikovana a dnes uz automatizovand, méa viacero nevyhod. Predovsetkym
je to nevyhnutnost pracovat s koncentrovanou kyselinou sirovou (vznik
neprijemnych plynov kysliénika siri¢itého a sirového), dalej zdlhavost stano-
venia a iné.

Pozornost analytickych chemikov sa preto zamerala na iné, rychlejsie
metdédy, ktoré su zaroven aj Specifickejsie. Prehlad o tychto metéddach prinasa
z Gasu na Cas odbornd tla¢. V ostatnom Case je to u nds napr. Pribelova analyza
prirodnych latok [1] alebo Davidkova rukovit [2].

Jednym z novych smerov pri stanoveni bielkovin je pouzitie fotometrickych
metdd. Boli to napr. Udy [3] a Schober a Hetzel [4], ktori pouzili farbiva oran-
zovli G a amidovil ¢iernu 10B na stanovenie proteinov v pokrutinach. resp.
v krvnej plazme. Hurrell a Carpenter [5] presktsali a zhodnotili tri farbiva,
oranzovu 12, krezolovu Cervend a remazolovi modrid na stanovenie vysky
tepelného poskodenia potravinarskych bielkovin. Kasprowicz a Gruszka [6]
vyskasali amidova ¢iernu 10B a azokarmin B na stanovenie bielkovin v potra-
vinach a polnohospodéarskych surovinach s dobrym vysledkom.

My sme sa v rdmci rieSenia Statnej tlohy venovali preskisaniu a zavedeniu
fotometricke] metédy na stanovenie bielkovin v pekarskveh vyrobkoch. Ako
farbivo sme zvolili kyslt oranzovi G, alebo ako sa dnes bezne v literattre ozna-
¢uje, oranzovd 12. Dostupnost farbiva — jednoducha syntéza. ziskanie po
kratkom pretisten v definovanom stave, ako aj autorovo osvojenie si techniky
pocas kratkej zahraniénej stdze, rozhodli o jeho volbe.
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OranZova 12 je azofarbivo, ktoré sa pripravuje diazotaciou anilinu amasled-
nou kopuléciou s 2-hydroxy-6-naftalénsulfénovou kyselinou. M4 takyto Struk-
tarny vzorec:
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Oranzova 12

Podstatou stanovenia bielkovin pomocou oranzovej 12 je jej reakcia s ba-
zickymi aminoskupinami bielkovin. St to najmé aminokyseliny lyzin, histidin
a arginin, ktoré reagujt so sulfoskupinou oranzovej 12. Zd4a sa, %e malé mnoz-
stvo farbiva viaze aj Skrob pritomny vo vzorke. Podstata tejto reakcie nie je
presne znama, mozno st to nejaké proteinové mostiky v skrobe, ktoré su
zodpovedné za thto vedlajsiu reackiu a spotrebu farbiva. Preto treba stanovit
pre jednotlivé druhy krmiv, pripadne potravin, regresni rovnicu, resp. kalib-
ra¢ni priamku alebo stanovit faktor.

Na simulovanom proteinovom retazci zloZenom zo spomenutych bazickych
aminokyselin, st znamienkom -~ vyznacené miesta, na ktoré sa viaze farbivo.
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Simulovany proteinovy retazec .

Udy, autor metédy, vyvinul Specidlny pristroj, ktory sa sklada z reaktora,
ddvkovata a spektrofotometra. Spektrofotometer mé prietokovi kyvetu,
ktord umoziiuje priame meranie absorbancie vzorky bez riedenia pri Standardnej
vlnovej dizke. Aj v Eurépe st odborné firmy (Tecator, Foss Electric a iné),
ktoré pontkajt zariadenia na priame meranie. Kvoli rozsireniu tejto rychlej
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metédy aj v laboratéridch, ktoré nevlastnia potrebné zahraniéné pristroje,
prepracovali sme metodiku bez pouzitia tychto pristrojov.

Metodicks dast

Pristroje a pomdcky. Fotometer (napr. Spekol), homogenizator (mixér,
mlynéek na kavu, prip. porceldnova trecia miska), stolova centrifiga.

Reagencie. 1. Roztok farbiva: Ndvazok 3,9 mmolu oranzovej 12 (1,3 g)
sa rozpusti v 1 litri fosfatového timivého roztoku. Navazok sa najprv rozpusti
za tepla v 100 ml tlmivého roztoku, po ochladeni sa doplni do litra.

2. Fosfatovy tlmivy roztok: Pripravi sa rozpustenim 3,4 g fosforetnanu
dihydrogéndraselného (KH,PO,), 1,7ml 85 9, kyseliny fosforetnej (alebo
alikvotné mnozstvo inej koncentricie), 60 ml ladovej kyseliny octovej (98—
100 %), 1 ml kyseliny propiénovej a 1 g kyseliny stavelovej. Najprv sa odde-
lene rozpustia v malom mnozstve vody fosforeénan dihydrogéndraselny
a kyselina stavelovd, vleji sa do 800 ml vody, do ktorej sa postupne pridaji
ostatné chemikalie. Po vytemperovani sa banka doplni po znatku. Roztok
sa pouzije na pripravu roztoku farbiva.

Pracovnyj postup. Navazok vzorky volime taky, aby obsahoval okolo 15 mg
dusika. V pripade pekarskych vyrobkov a muky je to okolo 0,8 g. Pekdrske
vyrobky pred navazenim opatrne vysusime pri max. 60 °C (333 K), osejeme
napr. sitom (o¢ko 0,63 mm, dr6t 0,4 mm). Ak pouzijeme spdsob v trecej miske
na reakeiu farbiva so vzorkou, nemusi byt natolko jemno preosiata. K vzorke
priddme 40,0 ml roztoku farbiva a mieSame, najlepsie elektromagnetickou
miesackou 3 minity. Po skonceni vzorku centrifugujeme alebo presajeme cez
fritu G-4. Z ¢ireho filtratu pipetujeme 1,00 ml do 100 ml odmernej banky
a doplnime po znacku. Takisto zriedime aj zakladny roztok farbiva. Absorban-
ciu vzoriek, ako aj zriedeného farbiva meriame pri 480 nm. Absorbancia zrie-
deného zakladného roztoku farbiva ma byt blizka 0,6, absorbancia vzorky
blizka 0,3.

Filtrovat pracovné roztoky farbiva pred meranim cez filtraény papier sa
neodportca, pretoZe absorbuje premenlivé mnoZstva farbiva a skresluje tak
vysledok.

Vypocet. Udy na vypocet bielkovin uvadza vzorec

P Ve — (Vv + v)C,
kn

kde P je 9, bielkovin vo vzorke, ¥ — ml pridaného farbiva (40 ml), ¢" —
koncentrécia farbiva v zdkladnom roztoku (1,3 g v 1 litri), » — objem vzorky,
zvycajne zanedbatelne maly, C'— koncentracia farbiva v rovnovaznom stave,
k — Specificky faktor pre jednotlivé druhy vzoriek (st to vlastne decg farbiva
viazané 1 g proteinu vzorky), n — navazok vzorky v g.

V nasom laboratériu sme upravili vzorec takto

A'— A4

P = ,
nk
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kde A’ je absorbancia zakladného farbiva zriedeného v pomere 1 : 99 (zvycajne
okolo 0,6), 4 — absorbancia roztoku farbiva v rovnovahe so vzorkou po zrie-
deni 1 :99. '
Ostatné symboly maji vyznam ako v prvom vzorci. Pri vyneseni hodnét 4
oproti P (stanoveného napr. Kjeldahlovou metédou) ziskame priamku zavis-

Tabulka 1. Stanovenie bielkovin v pecive

Viorka | = A P k DBC Relat“’f,}a g
(o]

1 | o702 | 033 1083 | 0,0355 | 10,98 41,43
2 06094 | 0,335 | 10,83 | 00350 | 10.83 0,00
3 0,7016 0,340 10,54 0,0352 10,59 -+ 0,46
4 0,7021 0,345 10,54 0,0345 10,38 — 1,55
5 0,7007 0,350 10,26 0,0349 10,19 — 0,65
6 0,7005 0,342 10,26 0,359 10,52 + 2,56
7 07015 | 0,335 | 10,83 | 0349 | 10,79 0,34
8 07015 | 0,340 | 10,83 | 0342 | 10.59 — 2,22

% — 0,050 | &=

Spy = 5,4 .10 |

n — navazok vzorky v g, A — absorbancia vzorky pri 480 nm, P — bielkoviny stanovené na

0,6 — A
pristroji Kjel-Foss Automatic, & — faktor vypoc¢itany podla vzorca k = —————, kde 0,6 je
n
; : 0,6 —A4
A’, DBC — bielkoviny vypocitané podla vzorca DBC = —————, relativha chyba =
nk
(DBC — P)
= ———————— ., 100,
P

Tabulka 2. Stanovenie bielkovin v bielom chlebe (slovensky vyberovy)

Vzorks 7 A P % DBC Relat“’f,}a chyba,
(o)
1 0,8003 | 0,320 | 10,83 | 0,0323 | 10,47 — 3,28
2 8008 325 | 10.83 317 | 10,28 — 5,06
3 8040 325 | 10.26 333 | 10.25 — 0,18
4 8012 330 | 10.26 328 | 10,08 —1.66
5 7998 305 | 10.83 341 | 1104 + 1,97
6 8021 300 | 10.83 345 | 11.20 + 3.39
7 8012 310 | 10.83 334 | 10.84 + 0,06
8 8006 315 | 10.83 320 | 10.66 — 159
9 8013 300 | 10.83 346 | 11.21 + 3.51
10 8025 302 | 10.83 343 | 1112 + 2,66
11 8019 297 | 1112 340 | 11.32 T 174
12 8016 300 | 1112 337 | 1121 + 0.77
I — 0,0334 8= +233
Snoy — 1,106 . 10-3

Vysvetlivky ako pod tab. 1.
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losti, ktora pre mlieko a séju prebieha zaciatkom stistavnej osi — za predpokla-
du rovnakého navazku. Latky obsahujice viésie percento Skrobu viazu uréité
mnozstvo farbiva na Skrob, takZe priamka pretina os y (os absorbancie) v uréi-
tej vyske. Zavislost je vSak aj tu priamkovd. Vhodnou metédou na zistenie
hodnoty k je vybrat reprezentativny stbor vzoriek skimaného tovaru, kde
stcasne stanovime percentualny obsah proteinov niektorou klasickou metédou
a spektrofotometricky pomocou farbiva. Z grafu, pripadne vypoétom (priklady
pozri v tab. 1-—3) stanovime hodnotu k, ktort potom pouzijeme pri dalsich
analyzach neznamych vzoriek tohto druhu. V tabulkach pouZivame symbol
DBC, ktory sa pouZiva na stanovenie bielkovin v anglosaskej literatire
(dye binding capacity — kapacita na viazanie farbiva).

Tabulka 3. Stanovenie bielkovin v tmavom chlebe

Veorka 7 4 P L DBC Relatl\'ga chyba

%o
1 0,8036 0,280 10,83 0,0368 11,12 + 2,71
2 8004 285 10.83 363 10,99 -+ 1,51
3 8000 295 10,83 352 10,65 — 1,67
B 8002 292 10,83 355 10,75 — 0,73
5 8007 275 11,40 356 11,34 — 0,55
6 8007 277 11,40 354 11,27 — 1,16
7 8023 295 10,83 351 10,62 — 1,95
8 8003 297 10,83 349 10,58 — 2,35
9 8022 287 10,83 360 10,90 -+ 0,64
10 8023 290 10,83 357 10,79 — 0,34
11 8001 280 10,83 369 11,17 + 3,16
12 8007 280 10,83 369 11,16 -+ 3,08
13 8003 292 10,83 355 10,75 — 0,74
14 8003 295 10,83 352 10,65 — 1,70

k = 0,0358 S=—219

Sp—y = 6,86 . 104

Vysvetlivky ako pod tab. 1.
Diskusia

Ako porovnanie vysledkov ziskanych pomocou fotometrickej metddy a kla-
sickou Kjeldahlovou metédou na automatickom pristroji ukazuje, je téato
metoda stanovenia bielkovin je dostatoéne presnd. Relativne chyby sa pohy-
bujt v rozmedzi 4+ 3 9,, iba jeden pripad sa vyskytol. kde dosiahla relativna
chyba 5 9,. Priemerna relativna chyba pri stanoveni bielkovin v pecive bola
1,15 -+ 0,93 9%, v bielom chlebe 2,16 - 1,49 9. v ¢iernom chlebe 1,59 - 0,96
%.- Pritom ma pred Kjeldahlovou metédou niekolko vyhod. Predovsetkym
je rychlejsia, v priemere mozno ziskat vysledok za 5 mintt, kym aj automatic-
kou Kjeldahlovou metédou to trvd 15 mintut. Nedavno uverejnil Sepp [7]
obsiahle porovnanie metéd na stanovenie bielkovin. Vo svojom porovnani
uvazoval s pristrojom Udytec, ktory sme nemali k dispozicii, ale ani nasa
modifikdcia metddy, ako sme v nasich pokusoch dokézali, netrva ovela dlhsie,
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a nie st naklady na dovoz. Podla jeho tvah sa vyplati pristroj Udytec za
predpokladu 2000 pracovnych hodin za rok a zisku 10 centov za jednu analyzu
uz za pol roka, automaticky pristroj Kjel-Foss Automatic az za sedem rokov.
Néklady na jeden rozbor sme nemohli vypocitat, lebo niektoré chemikalie
(oranzovéa 12) sme pripravovali laboratérne. Sepp v svojom prehlade uvadza
cenu pre Udytec 0,15 centov, pre Kjel-Foss Automatic 1,45 centov.

Uréitym nedostatkom fotometrickej metédy je, Ze je porovnavajica. Ako
sme uz uviedli, treba pre rozlicné druhy vzoriek pouzivat rozliéné faktory.
Nehodi sa na stanovenie bielkovin v rozlicnych zmesiach s kolisavym zloZenim.
Naopak, je velmi vhodna na sériové analyzy, napr. pri slachtitelskom vybere
najvhodnejsich odréd alebo v zavodnych laboratériach. Mozno ju pouzit aj na
sledovanie nutriénej hodnoty potravinarskych vyrobkov. Pomocou tejto
metddy mozno zachytit aj zmeny vyuzitelného lyzinu spésobené napr. nevhod-
nym tepelnym osetrenim alebo dlhym skladovanim.

Sthrn

Opisuje sa spektrofotometrickda metéda vyuzivajica reakciu oranzovej 12
s aminokyselinami na stanovenie bielkovin v pekarskych vyrobkoch. Porovna-
nie metédy s klasickou Kjeldahlovou metédou ukédzalo, Ze navrhovand metéda
je dostatotne presna a oproti Kjeldahlovej metdde rychlejsia a lacnejsia.
Je vhodné najmé na sériové analyzy v zavodnych laboratéridch.

Autor dakuje spolupracovnikom A. Stangovej a Li. Kompanikovi za technic-
kit pomoc pri experimentilnej praci.
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MDOTOMETPIYECKOE OLPee/ICHIC GeIROB B IHIEBBIX MPOAYKTAX

BriBoan
Orncanne cneKTpopoTOMETPUUCCKOTO METOAA HCMOAL3YIOMEro PEARIII0 OpPaHKeBOIrO
12 ¢ aMITHORUCIOTAMIL JIISL OMpe/eNeHIIsT 0JIKOB B IMINEBLIX IPOAyKTaX. CpaBHEHHE MeTo/la
¢ RJACCIIeC RIM METO0M R belIbalisd ITOKa3ao, uTo IpeyiaraeMbplii MeTol ABIACTCA JocTa~
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TOUHO TOYHBIM U B pasHmIy oT Meroja Hbeibfansa Goiee UHTEHCHBHLIM I GOJI€C JIENICBLIM.
BriuenpuseleRubii METO TOHLIA JUISA CePHIHEIX AHAIIB0B B 3aBOJHLIX nadoparopusx.

Grodovsky, M.
Photometrie determation of proteins in bakery products
Summary
Description of spectrophotometric method, utilizing the reaction of orange — 12 to
amino acids for proteins determination in bakery products. Comparison with classical
Kjeldahl method has demonstrated, that proposed method is sufficient precise and com-

pared to Kjeldahl method faster and cheaper. It is suitable especially for serial analyses
in works laboratories.
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