Практична робота 1.
Тема. Фракціонування білків хімічними та біологічними методами і визначення їх харчової цінності
Мета: розділити суміш альбумінів і глобулінів методом висолювання та вивчити дію ферментів  на їх перетравлювання

Контрольні запитання

1. Класифікація білків.

2. Методи виділення білків.

3. Методи фракціонування білків.

4. Явище денатурації білків.

5. Які амінокислоти, що входять в склад білків, мають відчутне поглинання в ультрафіолетовій частині спектру.

6. Що таке номограма Адамса?

Дослід 1.Розділення альбумінів і глобулінів яєчного білка методом висолювання

Об'єкт дослідження: 3 % розчин яєчного білка  в 1 % розчині NaCl 

Обладнання і посуд: бюретки, скляні лійки, скляні палички, фільтри паперові, пальники. 

Реактиви: оцтова кислота 1 %-й р-н, NaCl сухий порошок, амонію сульфат (NH4)2SO4, насичений р-н,  (NH4)2SO4 сухий порошок, дистильована вода.

Методика виконання роботи

1. До 1 мл розчину яєчного білка додають 9 мл дистильованої води. Спостерігають помутніння розчину унаслідок випадання осаду глобулінів. Глобуліни можуть розчинятися в слабких розчинах солей і не розчиняються в дистильованій воді.

2. До 1 мл яєчного білка додають натрію хлорид до насичення (до того моменту, коли сіль перестане розчинятися). Випадає білий аморфний осад глобулінів. Через 10 хвилин (час, необхідний для повного осадження глобулінів) осад фільтрують. Пробірку з фільтратом кип'ятять. Спостерігають випадання яєчного альбуміну.

3. До 1 мл яєчного білка додають рівний об'єм насиченого розчину сульфату амонію, випадає осад глобулінів. Осад фільтрують і до фільтрату додають порошок сульфату амонію до насичення. Утворюється осад яєчного альбуміну, який спливає вгору унаслідок високої густини рідини. Результати аналізу вносять в таблицю 11.

Таблиця 11. Результати досліджень розділення альбумінів і глобулінів

	Назва білка
	Ступінь насичення
	Результат досліду

	
	
	


Дослід 2. Вивчення перетравлювання альбумінів і глобулінів яєчного білка ферментам

Швидкість, з якою відбувається гідроліз харчових білків, це один з показників їх біологічної цінності, оскільки дає можливість передбачати ступінь утилізації білків тканинами живих організмів. Для вивчення цього показника на харчовий білок послідовно діють системою протеїнази, яка містить пепсин і трипсин. При цьому постійно видаляють методом діалізу з реактивного середовища продукти гідролізу. Цей спосіб імітує умови, при яких відбувається гідроліз харчових білків в організмі. Для проведення дослідження використовують прилад «штучний шлунок», який має зовнішню і внутрішню посудини, розділені між собою напівпроникною мембраною. У внутрішню судину поміщають скляну електромішалку. Така конструкція приладу забезпечує безперервне перемішування маси, яка ферментується, і діаліз продуктів гідролізу білків.

Об'єкт дослідження: яєчний білок.

Обладнання і посуд: «Штучний шлунок», штатив з пробірками, водяна лазня.

Реактиви: соляна кислота 5 М розчин, пепсин кристалічний (активність не менше ніж 2500од/мг білка), гідроксид натрію, 0,02 н розчин, бікарбонатний буфер (рН 8,2...8,6), трипсин кристалічний (активність 8 ТЕ в 1 г препарату).

Методика виконання роботи

Наважку продукту, яка містить приблизно 150 мг білка поміщають у внутрішню посудину приладу, додають 15 мл 0,02 н розчину соляної кислоти з рН 1,2. В зовнішню посудину наливають 60 мл тієї ж кислоти. Для того, щоб підтримати ізотонію, внутрішню посудину занурюють в зовнішню, доки рівні рідин в них не вирівняються. 

Проби інкубують на водяній лазні при температурі 37°С впродовж 15 хвилин при постійному перемішуванні. Потім у внутрішню посудину додають 15 мг кристалічного пепсину, в концентрації ферменту 1 мг/мл, який відповідає його вмісту в шлунку. Ферментацію проводять впродовж 4 годин при постійному перемішуванні. 

Після цього суміш з внутрішньої посудини нейтралізують розчином гідроокису натрію, після чого додають 10 мл бікарбонатного буферу. Суміш із зовнішньої судини замінюють також бікарбонатним буфером. Рідина в обох судинах повинна бути на одному рівні. Після термостатування при 37°С впродовж 15 хвилин у внутрішню судину вносять 15 міліграм кристалічного трипсину і проводять ферментацію впродовж 4 годин. Після завершення процесу суміш з внутрішньої судини піддають діалізу по відношенню до дистильованої води.

Про ступінь перетравлювання білка судять по різниці між кількістю білка, узятого на дослідження і кількістю, який залишився після послідовної обробки наважки продукту. Накопичення продуктів гідролізу вимірюють реакцією з біуретовим реактивом. Реакція базується на утворенні фіолетового комплексу пептидних зв'язків білка з іонами двовалентної міді в лужному середовищі.

У пробірку поміщають 1 мл суміші, яка досліджується і містить 2...10 міліграм білка. Потім додають 4 мл біуретового реактиву, перемішують і залишають при кімнатній температурі 30 хвилин, вимірюють оптичну густину на спектрофотометрі або фотоелектроколориметрі з довжиною хвилі 540 нм. Кількість білка в розчинах визначають по калібрувальному графіку. Його будують по стандартному розчину сироваткового альбуміну, який містить в 1 мл 10 мг білка.

Дослід 3 .Визначення енергетичної, харчової і біологічної цінності білків у харчових продуктах

Поняття харчової, біологічної і енергетичної цінності їжі характеризують корисність харчових продуктів залежно від їх хімічного складу і ґрунтуються на особливостях метаболічних перетворень окремих харчових речовин в організмі людини.

Визначення енергетичної цінності продуктів

При окисленні в організмі людини утворюється з 1 г білка - 4 ккал, вуглеводів - 4 ккал, ліпідів - 9 ккал енергії.

Знаючи масову частку білка, ліпідів і вуглеводів в продукті, розраховують енергетичну цінність. Вона рівна сумі творів маси білків, ліпідів і вуглеводів в 100 г (або 1 кг) продукту на кількість енергії, що виділяється 1 г кожного з цих компонентів:

Ец= Мб·4 + Мж·9 + Мв·4

Завдання: розрахувати енергетичну цінність продукту відповідно до індивідуального завдання.

Визначення харчової цінності продуктів -інтегрального скору

Харчову цінність продукту визначають шляхом розрахунку відсотка відповідності - інтегрального скору, кожного з найважливіших компонентів за формулою збалансованого харчування, розробленою академіком А.А. Покровським.

Формула збалансованого харчування відображає добову потребу людини в основних харчових речовинах (табл. 12).

Харчову цінність продукту розраховують на масу продукту, яка відповідає 10% добових енергетичних витрат людини, тобто 245 ккал (для чоловіка у віці 18...29 років, 1 група інтенсивності праці).

Спочатку визначають енергетичну цінність продукту, потім розраховують масу продукту, яка виділить 245 ккал, потім вміст в ній основних компонентів (білків, амінокислот, ліпідів, вуглеводів, мінеральних речовин, вітамінів, і т.д.).

Таблиця 12. Добова потреба організму в основних харчових речовинах

	Харчові речовини


	Денна потреба
	Харчові речовини
	Денна потреба

	Вода, г
	1750-2200
	Натрій
	4000

	Білки,г

в т.ч. тваринні
	67
	Калій
	2500

	
	37
	Магній
	400

	Незамінні амінокислоти, мг
	Залізо
	15

	Валін
	3000
	Фтор
	0,75

	Лейцин
	4000
	Цинк
	15

	Ізолейцин
	3000
	Йод
	0,15

	Триптофан 
	1000
	Селен, мкг
	70

	Треонін
	2000
	Вітаміни, мг

	Лізин
	4000
	Аскорбінова кислота
	80


Для визначення кількості білків в 120 г нежирного сиру необхідно дані, узяті із довідника хімічного складу продуктів харчування - 18 г в 100 г сиру перерахувати на 120 г сиру:
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Таким чином, розраховуємо всю решту показників по амінокислотах нежирного сиру і інших компонентах страви (картопля, яйця, мука).

«Сирники з сиру і картоплі». Для приготування однієї порції цієї страви необхідно: сир нежирний - 120 г, картопля - 85 г, яйця - 8 г, мука (пшенична) - 25 г, кулінарний жир - 5 г. Відсоток збереження білків під час теплової обробки 94%, дані розрахунків вносимо в таблицю 13.

Таблиця 13. Визначення білкового і амінокислотного складу «Сирників із сиру і картоплі»

	Назва
	Кількість амінокислот (мг) в:
	Аміно

кислот

ний

скор

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	

	
	120г сиру не жирного
	35г картоплі
	8г яєць
	25г борошна
	5г жиру
	сиро

винному наборі
	готовому виробі
	1г біл

ку ви

ро

бу
	

	Білок


	21,6
	1,7
	1,02
	2,67
	0
	26,89
	25,28
	
	

	Неза

мінні аміно

кислоти мг 

в т.ч. валін та ін .
	9,22

1,19
	0,61

0,10
	0,42

0,06
	0,72

0,1
	0

0
	10,97

1,45
	10,31

1,37
	64


	108


Відомості про кількість білків і амінокислот в сировинному наборі страви - це сума відомостей колонок № 2, 3, 4, 5, 6 або:

21,6 + 1,7 + 1,02 + 2,67 = 26,89 (г)
в готовій страві, з урахуванням відсотка збереження білків:
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Таким же чином виконують розрахунки по кожній амінокислоті.

Для визначення кількості амінокислот (мг) в 1 г білка страви необхідно кількість амінокислоти в готовій страві розділити на сумарну кількість білків в ній.

За формулою розраховуємо амінокислотний скор кожної  незамінної амінокислоти:

АСваліну = 
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Після розрахунку амінокислотного скору всіх незамінних амінокислот, робимо висновок про те, які з них мають якнайменший скор, а отже, лімітують біологічну цінність даного страви.

На підставі даних про склад харчових продуктів слід перерахувати продукти, які містять ці амінокислоти в більшій кількості для того, щоб наблизити амінокислотний склад раціону до оптимального.
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