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Block i Mitchell (6) udowodnil, ze wartos¢ odzywcza biatka jest prze-
de wszystkim uzalezniona od jego skladu aminokwasowego. Zapropono-
wali oni, aby warto$¢ odzywcza badanego produktu okresla¢ na podsta-
wie zawarto$ci niezbednego (essential) aminokwasu, ktérego jest naj-
mniej w poréwnaniu z jego iloScig w bialtku catego jaja kurzego, przy-
jetego za wzorzec. Aminokwas taki okreslono jako ograniczajgcy, a me-

tode — metoda wskaznika aminokwasu ograniczajgcego (Chemical Sco-
re-CS). Ma ona duze znaczenie w ocenie jakosci bialek naturalnych (20,
54).

Badania zaréwno in vivo jak i in vitro wykazaly, zZe niektore procesy
technologiczne powoduja obnizenie przyswajalnosci aminokwaséw, a wiec
stopnia wykorzystania ich przez organizm. Obecnie uwaza sig, ze przy-
czyng gorszego wykorzystania aminokwas6w z biatka mogg by¢:

1) reakcje wolnych grup aminowych, gléwnie e-aminowych grup li-
zyny, z weglowodanami lub produktami utlenienia ttuszczow;

2) reakcje miedzy resztami aminokwaséw w obrebie czgsteczki bial-
ka,

3) reakcje prowadzace do utlenienia aminokwaséw siarkowych.

Przeprowadzone przez Forda i Saltera (23) do$wiadczenia nad wptly-
wem drastycznego ogrzewania filetow z dorsza na poziom aminokwa-
séw, wykorzystywanych przez mikroorganizmy do wzrostu, wykazaty
znaczne ich obnizenie w por6wnaniu z biatkami nieogrzewanymi. Nato-
miast calkowita ilo$¢é aminokwasé6w w bialku, traktowanym wysockg tem-
peratura w zasadzie sie nie obnizyla (tab. 1). Powyzsza roznica wynika
z faktu, ze stosowana hydroliza kwasna do oznaczen calkowite] ilosci
aminokwas6w powoduje rozerwanie wszystkich wigzan — zaré6wno pep-
tydowych jak i polaczen aminokwaséw z innymi skladnikami, np. we-
glowodanami, tluszczami — a w tym i tych, ktore moga by¢ oporne na
dzialanie enzymow proteolitycznych.

Ponadto przy oznaczaniu aminokwaséw siarkowych stosowane jest
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Tabela 1

Zawartos¢ (g/16 g N) metioniny, waliny, leucyny, izoleucyny histydyny i lizyny

w filetach z dorsza oznaczone mikrobiologicznie po uprzedniej hydrolizie biatka za

pomocq pepsyny, pankreatyny i erypsyny. Dla poréwnania podano réwniez calkowitq
ilo$¢ aminokwaséw, okreslong mikrobiologicznie po hydrolizie kwasnej (23)
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uprzednie utlenienie biatka kwasem nadmréwkowym w celu przepro-
wadzenia metioniny w sulfon metioniny a cysteiny w kwas cysteinowy.
Zabieg ten pozwala unikngé destrukeji labilnych aminokwaséw siarko-
wych podczas dalszej hydrolizy kwasnej bialka, ale uniemozliwia odroz-
nienie metioniny i cysteiny od ich form utlenionych pod wplywem sto-
sowanych proceséw technologicznych i nieprzyswajalnych dla organizmu
(16, 38, 43).

Poniewaz na podstawie sktadu aminokwasowego oznaczonego po hy-
drolizie kwasnej bialek produktéw przetworzonych przemystowo nie moz-
na wnioskowa¢ o stopniu wykorzystania aminckwaséw przez organizm,
rozwijane sg rozne metody badania ilosci przyswajalnych, tj. faktycznie
wykorzystanych przez organizm aminokwaséw w lancuchu polipepty-
dowym.

W niniejszej pracy dokonano przeglagdu najczesciej stosowanych me-
tod biologicznych, mikrobiologicznych, chemicznych i enzymatycznych
oraz przeprowadzono prébe ich oceny.
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Metody biologiczne

1. Metoda wzrostowa

W oznaczeniach przyswajalnosci aminokwaséw metodg wzrostowsg
wykorzystuje sie wprost proporcjonalng zalezno$¢ (w okreslonych ilos-
ciowo granicach) miedzy spozyciem aminokwasu wolnego lub z bialka,
a przyrostem ciezaru ciata zwierzat dc$wiadczalnych, takich jak miode
czy dorosle szczury oraz kurczeta (56, 37). Przyswajalng ilo$¢ amino-
kwasu w biatku badanego produktu oblicza si¢ na podstawie krzywej
wzrastania zwierzat zywionych dietg z r6znym, ale znanym dodatkiem
czystego aminokwasu. Dla przykiadu przytoczono za Schweigert i Gut-
heneck (56) krzywag wzrastania szczur6w przy roéznym pcziomie me-
tioniny w diecie (rys. 1).
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Rys. 1. Zalezno§¢ przyrostu ciezaru ciala
od ilo$ci metioniny w diecie

Metodg wzrostowa najczesciej oznaczane sg dwa aminokwasy: metio-
nina i lizyna.

W przypadku oznaczen przyswajalne] mietioniny tg metoda Schwei-
gert i Gutheneck (56) stosowali dietg, w ktorej kazeina utleniona byta
glownym zroédtem aminokwaséw, z wyjatkiem metioniny, cysteiny, try-
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ptofanu i treoniny, ktére w procesie utlenienia bialka ulegaja badz inak-
tywacji (metionina, cysteina), badz destrukcji (tryptofan, treonina). Po-
niewaz wyzej wymienione aminokwasy nalezg do egzogennych, niezbed-
ne bylo dodanie do diety cysteiny, treoniny oraz tryptofanu, zgodnie
z zapotrzebowaniem zwierzat. Zrodlem metioniny byl oczywiscie ba-
dany produkt. Powyzsza metoda sluszna w swoich zalozeniach, jest
jednak bardzo pracochlonna, jak réwniez kosztowna. Niewatpliwie z tych
dwaéch powod6éw jest ona obecnie rzadko stosowana.

W cznaczeniach przyswajalnej lizyny w bialkach produktéw spozyw-
czych metodg wzrostowg stosuje sie diete, w ktoérej gléwnym Zzroédiem
aminokwasoéw jest najczeSciej gluten pszenny lub sezam (55). Zawiera
on jednak nie tylko znikome iloéci lizyny, ale réwniez izoleucyny, leu-
cyny, waliny, metioniny, histydyny i treoniny, ktére muszg byé dodane
do diety. Zr6édlem lizyny jest badany produkt. Metoda ta, podobnie
jak w przypadku metioniny, stosowana jest sporadycznie.

Metodg wzrostowg Schweigert i Gutheneck (55, 56) okreslili procent
wykorzystania metioniny i lizyny przez szczury z kazeiny, laktoalbu-
miny, odtluszczonego mleka w proszku, kielk6w pszenicy, ptatkéw ow-
sianych, réznych przetworéw z soi i sezamu a takze $wiezego i puszko-
wanego miegsa wieprzowego i wolowego. Rakowska i wsp. (53) zastoso-
wali te metode do oznaczania sumy przyswajalnej metioniny i cysteiny
w wybranych biatkach produktéw przetworzonych przemystowo (tab. 2).

Tabela 2

Zawarto$é¢ przyswajalnych aminokwaséw siarkowych (g/16 g N) w biatkach pro-
duktow przetwarzanych przemyslowo oznaczona biologicznie. Dla poréwnania podano
réwniez catkowitq ilo§é aminokwaséw siarkowych (53)

Suma aminokwaséw
siarkowych
Produ catonia | TS
po hydrolizie
g Wy na
kwasnej szczurach
Mleko suszone rozpylowo 3,81 3,79
Mleko suszone walcowo 3,75 3,13
Serwatka suszona rozpylowo 5,41 5,66
Serwatka suszona walcowo 5,22 4,31 -
Makrela mrozona 4,08 4,89
Makrela sterylizowana, 126° 4,25 2,71

Stwierdzili spadek przyswajalnych aminokwaséw siarkowych w mleku
i serwatce suszonych walcowo oraz w makreli sterylizowanej w 126°.



Przeglad metod stosowanych w badaniach nad przyswajalnosciq aminokwaséw 89

Wyniki uzyskane metoda wzrostowg moga byé uzaleznione od ta-
kich czynnikéw jak zbilansowanie aminokwas6w, poziom bialtka, rodzaj
weglowodanéw czy obecnosé niezidentyfikowanych czynnikéw wzrostu
w diecie.

De Muelenaere i wsp. (13), badajac zawarto$¢ przyswajalnej lizyny
W ryzu otrzymali wyniki wyzsze niz 100%. Dalsze badania wykazaly,
ze wartos¢ dla przyswajalnej lizyny oszacowano zbyt wysoko ze wzgledu
na obecnos¢ niezidentyfikowanego weglowodanu w ryzu, ktéry dzialat
stymulujgco na wzrost zwierzat. 120% zawartoéci przyswajalnych ami-
nokwaséw siarkowych (metionina + cysteina) w nieprzetworzonej ma-
kreli stwierdzila Pienigzek (44). Nie wiadomo jednak co bylo w tym
przypadku powodem tak intensywnego wzrostu szczurow.

2. Bilans azotowy

Zasada oznaczania przyswajalnosci aminokwaséw w oparciu o bilans
azotu jest podobna do metody wzrostowej. Roéznica polega na tym, ze
kryterium oceny jest retencja azotu metods bilansows a mie przyrost
ciezaru ciala zwierzat.

Stosujagc te technike Linkswiler i wsp. (32) udowodnili, ze walina,
leucyna, fenylalanina i treonina w kukurydzy sa w pelni przyswajalne
przez czlowieka.

Metoda ta jednak jest bardzo czasochlonna, kosztowna a przy tym
obarczona duzym bledem i z tego wzgledu ma ograniczone zastosowanie

w rutynowych oznaczeniach.

3. Oznaczenie strawnosci aminokwaséw

W metodzie tej zawarto$§¢ aminokwaséw wykorzystywanych przez or-
ganizm okre$la sie na podstawie iloSci aminokwas6w wydalonych (z ka-
tem) do pobranych z diety.

Ilo$¢ endogennych aminokwaséw w kale, uwzgledniana w obliczeniach
oznacza sie podczas kontrolnego okresu, w czasie ktérego zwierzeta otrzy-
mujg diete bezbiatkowg, nisko biatkowg lub zawierajgca biatko calko-
wicie trawione.

Kuiken i Lyman w 1948 r. (28) okreslili stosujagc powyzszag metode,
zawarto§¢ 10 przyswajalnych aminokwaséw w réznych biatkach pro-
duktéw spozywczych a Kuiken w 1952 roku (27), zademonstrowal za
pomocg tej metody, wplyw proceséw technologicznych na poziom przy-
swajalnych aminokwaséw w bialku nasion bawelny. Watts i wsp. (61,
62) zaadaptowali te metode do badan przyswajalnosci aminokwasow
u ludzi.

Dalsze badania wykazaty, ze uzyskiwane ta3 metodg wartosci sg znacz-
nie wyzsze niz otrzymywane w testach mikrobiologicznych lub chemicz-
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nych (24). Sugerowalo to, ze mikroflora jelitowa wykorzystuje niestra-
wione peptydy czy kompleksy aminokwaséw z innymi zwigzkami i stad
nie pojawiajg sie one w kale i tym wplywajg na zbyt wysokie wartosci
wynikéw (42). Hipoteza ta zostala potwierdzona zaréwno w badaniach in
vitro (17) jak i in vivo (18).

Rownorzedna koncepcja zakladala, ze peptydy oporne na dzialanie
enzymOw proteolitycznych, gléwnie z powodu obecnosci w nich lizyny
z zablokowang grupa e-aminowg, sg czeSciowo absorbowane w jelicie,
a nastepnie wydalane w moczu. Pierwsze dowody wykazujace stusz-
nos¢ zalozenia przedstawione zostaly przez Forda i Saltera (23), a Pron-
czuk i wsp. (51) potwierdzili, ze w moczu szczuré6w zywionych ogrzewa-
ng kazeing lub spieczonymi ciastkami wzrasta frakcja wysokoczgstecz-
kowych peptydow (zakres c.cz.: 250—2500) w pordéwnaniu z bialkiem
nieogrzewanym.

Podobne wyniki uzyskali Ford i Shorrock (24) dla ogrzewanych bia-
lek produktoéw spozywczych.

Metoda oznaczania aminokwaséw w kale nie moze by¢ zatem stoso-
wana do badan poziomu przyswajalnych aminokwaséw w bialkach, po-
niewaz nie uwzglednia ani dziatalnosci mikroflory jelitowej ani tez
mozliwo$ci przenikania peptydow przez bariere jelitowg i wydalania
ich w moczu.

Wyzej wysuniete zarzuty stanowily podstawe modyfikacji tej meto-
dy, polegajgcej na oznaczeniu aminokwaséw wchlonietych do konca je-
lita cienkiego — tzw. ileal digistibility (9). Technika ta wedlug Carpen-
tera (9) moze byé¢ uzyteczna do wykrywania zmian w lancuchu polipep-
tydowym ale wymagane jest udoskonalenie metody w kierunku zwigk-
szenla jej precyzji.

Poziom wolnych aminokwaséw w plazmie krwi (Plasma Amino Acids
Methods-PAA) i w miesniach a zawarto$é przyswajalnych aminokwaséw
w biatku

Poziom wolnych aminokwaséw we krwi jest wynikiem réznicy mie-
dzy ilosciag pobrang przez tkanki a iloScig dostarczong z diety lub tka-
nek endogennych.

Zasada metody polega na oznaczeniu stezenia wolnych aminokwasow
w odbialczonej surowicy krwi po uplywie okreslonego czasu od spozy-
cia positku. Oznaczong zawarto$¢ poréwnuje sie nastepnie z ilo$cig wol-
nych aminokwaséw w surowicy krwi zwierzat otrzymujgcych diete bez-
bialkowg lub pozbawionych pozywienia przez pewien okres czasu. Wy-
maga to Scislego przestrzegania warunkoéw glodzenia jak réwniez spozy-
wania okreslonej ilosci diety. Poniewaz jednak aminogram surowicy
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krwi zwierzat glodzcnych moze wykazywaé zbyt wysokie stezenie nie-
ktérych aminokwaséw, wynikajgce z katabolizmu biatka (3) i tym sa-
mym wplywac¢ na interpretacje wynik6w w wielu laboratoriach odno$ni-
kiem jest aminogram surowicy krwi zwierzat zywionych dietg z pelno-
wartosciowym biatkiem.

Przydatnos¢ tej metody do badan poziomu przyswajalnych amino-
kwaséw w biatku jest caly czas przedmiotem dyskusji. Zalezno$é po-
miedzy poziomem wolnych aminokwas6w w surowicy krwi zwierzgt
a zawartoScig aminokwasow w biatku spozytym przez nie stwierdzil mie-
dzy innymi Pion i wsp. (49), Buraczewski i wsp. (7). Smith i Scott (59,
60) obserwowali, ze stezenie wolnej lizyny i treoniny w surowicy krwi
kurczgt bylo nizsze podczas zywienia zwierzat ogrzewanym bialtkiem ry-
by niz podczas zywienia niecgrzewanym produktem. Narayana Rao i Mc
Laughlan (39) stwierdzili prostoliniowg zalezno$¢ miedzy ilo$cig lizyny
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w surowicy krwi szczuréw a zawartoscig przyswajalnej lizyny (FDN-
-lizyna) w kazeinie ogrzewanej z glukozg (rys. 2). Nie stwierdzono na-
tomiast korelacji dla metioniny.

Natomiast Levenson i wsp. (31), Nasset i wsp. (41) nie stwierdzili
korelacji miedzy sktadem aminokwasowym skarmianego biatka a pozio-



92 D. Pieniqzek

mem aminokwaséw we krwi pséw. Podobne rezultaty otrzymal Eggum
(cyt. wg Bjorna i Egguma (5), przeprowadzajgc doSwiadczenia na $wi-
niach z 10 r6znymi bialkami.

Rozwazana jest réwniez mozliwo$é oceny poziomu przyswajalnych
aminokwasOw w biatkach poprzez oznaczenie stezenia wolnych amino-
kwas6w w tkankach zwierzecych. Pion (48) stwierdzil, ze koncentracja
wolnych aminokwaséw (zwlaszeza lizyny i treoniny) w mies$niach jest
znacznie wyzsza niz we krwi i ze miesien jest lepszym wskaznikiem za-
wartosci i przyswajalnosci tych aminokwaséw. Dla innych aminokwas6w
wyniki nadal sg jednoznaczne.

Wydaje sig, ze za pomocg metody PAA czy oznaczeh wolnych amino-
kwasOw w migéniach bedzie mozna okresla¢ catkowitg ilogé przyswajal-
nej lizyny w bialkach.

Metody mikrobiologiczne

Opierajg si¢ one na poréwnaniu pomiaru intensywnosci przyrostu pro-
teolitycznych mikroorganizméw, wymagajacych do wzrostu, w zaleznosci
od szczepu, rbéznych aminokwaséw, na podlozu zawierajgcym badane
biatko, z intensywnoscig wzrostu na podlozu ze znanymi stezeniami
aminokwasu.

Ford (21) po raz pierwszy w 1962 roku oznaczyl za pomoca Strepto-
coccus zymogenes poziom przyswajalnej metioniny, histydyny, leucyny,
izoleucyny, argininy, tryptofanu i waliny w wielu biatkach produktéw
spozywczych. Dalsze badania wykazaly, ze ze wzgledu na niskg wydaj-
nos¢ proteolityczng mikroorganizméw niezbedne jest wstepne nadtrawie-
nie bialka za pomoca enzyméw proteolitycznych. Carpenter i wsp. (12)
Narayana Rao i wsp. (40) stwierdzili, ze wstepna hydroliza bialka za po-
mocg papainy podwyzsza wyniki przyswajalnej metioniny, oznaczonej za
pomocg S. zymogenes. Najlepsze rezultaty wg Forda (22) uzyskuje sie
Przy stosowaniu do trawienia 0,36%0 roztworu papainy.

Metoda mikrobiologiczng najczesciej oznaczane sg trzy aminokwasy:
lizyna, tryptofan i metionina. Prowadzone sg réwniez badania nad ozna-
czaniem cysteiny ale dotad nie otrzymano szczepu, ktory jednocze$nie
wymagalby cysteiny do wzrostu i posiadal wlasciwosci proteolityczne.
Dvorak (15) proponuje zastosowanie pelnej enzymatycznej hydrolizy
biatka i nastepnie oznaczanie ilo$ci przyswajalnej cysteiny (uwolnionej
przez enzymy) za pomocg szczepu nieproteolitycznego.

W wielu przypadkach stwierdzono korelacje miedzy metoda mikro-
biologiczng a biologiczng (wzrostows) (37) (rys. 3).

Pongpaew i Guggenheim (50) natomiast (tab. 3) nie stwierdzili za-
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Rys. 3. Poréwnanie zawartoSci przyswajalnej metioniny oz-
naczonej metoda mikrobiologiczng i biologiczng

Tabela 3

Zawarto$é tryptofanu w wybranych biatkach produktéw spoiywczych, oznaczona
metodq chemiczng oraz procent jego przyswajalnosci okres§lony w testach ma zwie-
rzetach i mikrobiologicznie (50)

M et od vy

chemiczna | biologiczna Mikrobiologiczne *
Strepto- Lactoba-

(mg/1 g N) (na szczu- coccus cillus
rach) zymogenes | arabinosus

Kazeina 87 94 91
Bialko jaja g0 100 103 86
Chude mleko w proszku 93 88 94 75
Ryba 78 35 99 82
Ogrzewana maka sojowa 82 87 96 69
Maka sezamowa 87 92 99 83
Maka pszenna 64 88 58
Maka ryzowa 81 96 67
Autoklawowany groch wloski 70 27 81 67
Zeina 27 93 37

- * Po trawieniu za pomocg pepsyny, trypsyny i erypsyny.
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leznosci miedzy metodg mikrobiologiczna a biologiczng w oznaczeniach
przyswajalnego tryptofanu w biatkach produktow spozywczych. Ponadto
wskazali oni na istotne r6znice w wynikach w zaleznosci od stosowanego
szczepu: S. zymogenes dawal wyniki znacznie wyzsze niz Lactobacillus
arabinosus, chociaz biatko w obu przypadkach bylo wstepnie trawione
pepsyna, trypsyng i erypsyng.

Dvorak (14) sugeruje zastosowanie do wstepnego trawienia biatka
pepsyny, aminopeptydazy leucynowej i prolidazy, a wiec ukladu enzy-
matycznego, ktdory uwazany jest za najbardziej wydajny w uwalnianiu
aminokwaséw z lancucha polipeptydowego. Stosujgc powyzszy uklad
wykazal on na przykladzie oznaczania przyswajalnej leucyny w miesniu
wolowym, zgodno$¢ wynikéw uzyskiwanych przy stosowaniu réznych
szczepdw bakteryjnych.

Nadal jednak pozostaje niewyjasniona sprawa, dlaczego w wielu przy-
padkach wyniki uzyskane metodg mikrobiologiczng sg znacznie wyzsze
niz otrzymane biologicznie (tab. 3). Byé moze zwigzane jest to z bledami
metodycznymi, odmiennymi reakcjami organizmdéw na inhibitory, czesto
wystepujgce w produkcie, jak réwniez z faktem, Ze bakterie mogg wy-
korzystywa¢ peptydy niestrawne dla organizméw wyzszych.

Metody chemiczne

Do rutynowanych badan stosowane sg najczeSciej szybkie metody
chemiczne, polegajace na oznaczeniu wybranego aminokwasu w biatku
za pomocg wybiorczej reakcji chemicznej. Metody te muszg byé selek-
tywne tzn. w reakcji nie mogg bra¢ udzialu formy aminokwaséw, ktore
powstaly w trakcie przetwarzania bialka i ktére nie sg wykorzystane
(przyswajalne) przez organizm. Do tej pory w oparciu o powyzsze zalo-
zenia zostaly opracowane metody oznaczania przyswajalnej lizyny (8),
tryptofanu (58), metioniny i cysteiny (45), a wiec tych aminokwasoéw,
ktére jak wykazal Autret i wsp. (1) najczeSciej ograniczajg wartos¢ od-
zywczg biatek. Czy wyniki uzyskane za pomoca metcd chemicznych sg
wiarygodne, tzn. czy okre$lajg one jaki jest faktyczny poziom aminokwa-
sOw przyswajalnych w bialku? Analizie poddano metody oznaczen przy-
swajalnej lizyny, metioniny i cysteiny. Na temat oznaczenia przyswa-
jalnej lizyny niejednokrotnie juz pisano. Wiadomo, ze polega ona na.
oznaczeniu wolnych g-aminowych grup lizyny w lancuchu polipeptydo-
wym, najczesciej za pomocg 1-fluoro-2, 4-dwunitrobenzenu (FDNB) (8).

Grupa e-aminowa w biatkach produktéw przetworzonych przemysto-
wo jest czesto zablokowana bgdz w wyniku reakcji Maillarda (33), badz
interakcji z lipidami (30) lub na skutek reakcji tej grupy z grupa ami-
dowa asparaginy lub glutaminy biatek (4). W powyzszych przypadkach
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powstajg wigzania chemiczne, ktére albo nie sg trawione przez enzymy
albo trawienie jest wolniejsze tak, ze biologiczna dostepnos$é lizyny moze
by¢ znacznie obnizona (52).

Badania poziomu przyswajalnej lizyny w bialkach produktéw spo-
zywcezych za pomocg metody chemicznej byly przeprowadzone na rézno-
rodnym materiale (bialka mleczne, miesne, roslinne, rybne) w wielu
osrodkach (11). Wykazaly one, ze wyniki uzyskane metodg chemiczng sg
wysoko skorelowane z danymi wuzyskanymi w testach biologicznych
zwlaszceza w przypadku bialek mlecznych (tab. 4). Swiadczy to, ze za po-
mocg tej metody mozna oznacza¢ catkowitg ilo$¢ przyswajalnej lizyny
w bialkach tej grupy produktow.

Tabela 4

Porownanie zawarto$ci przyswajalnej lizyny (g/16 g N) w mleku poddanemu réinej
obrébce termicznej (11)

Lizyna (g/16 g N)
przyswajalna

catkowita | FDN-li- | strawno$é | tegt na

zyna * in vitro szczurach
-+ dializa

Liofilizowanie 8,3 8,4 8,3 8,4
Suszenie rozpylowe 8,0 8,2 8,3 8,1
Odparowanie 7,6 6,4 6,2 6,1
Suszenie walcowe:

2 7.1 46 5,4 5,9

4 6,8 3,8 45 4,0

6 6,3 2.5 3,1 2,9

8 6,1 1,9 2,3 2,0

* Wg metody Carpentera (8)

Nadal jednak jest sprawg dyskusyjng w jakim stopniu wiarygodne mo-
gg by¢ wyniki oznaczen przyswajalnej lizyny za pomocg metody che-
micznej dla innego rodzaju bialek. W wielu przypadkach stwierdzono
bowiem, ze wynik zawartoéci przyswajalnej lizyny, szczegélnie w bial-
kach miesnych i rybnych, byl nizszy, gdy stosowano do oznaczen metody
biologiczne czy mikrobiologiczne w poréwnaniu z metcdg chemiczng (9,
57). Réznice w wynikach przyswajalnej lizyny, dla niektérych bialek,
przytoczono za Carpenterem i Booth’em (9) w tabeli 5 oraz Shorrockiem
i Fordem (57) w tabeli 6.
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Tabela

Poréwnanie wynikéw zawartosci przyswajalnej lizyny uzyskanych za pomocq metody
chemicznej oraz testow biologicznych.
Wartosci podane sq w 9, nieogrzewanego biatka (11)

Przyswajalna lizyna
wg metody

Badany materiat
chemicznej | biologicznej

Filety watlusza

ogrzewane w 135° C, 18 godz.

w stanie powietrznie suchym 59 42a, 390
Filety watlusza

ogrzewane w 121°C, 24 godz.

w stanie powietrznie suchym 62 37a
Filety watlusza

ogrzewane w 115°C, 27 godz.

przy wilgotnosci préby 1,3% 72 52¢

przy wilgotnoSci préby 149/, 67 63p
Wolowina

ogrzewana w 121°C, 12 godz. 83 63

Mies$nie kurczat

ogrzewane w 116°C, 27 godz.
przy wilgotnosci préby 149, 78 56¢, 50f

— wg metody mikrobiologicznej z uzyciem S. durans
— test wzrostowy na szczurach.

— test wzrostowy na kurczetach.

— strawno$é na kurczetach (ideal digestibility).

h O oW

Jedna z hipotez tlumaczy powyzsze roéznice obecnoscia lizyny z wolng
g-aminowg grupg w peptydach niestrawnych dla organizmu. Aminokwas
w tej formie nie jest wykorzystywany przez organizm, ale jest ozna-
czany metodg chemiczng.

Chemiczne metody oznaczania poziomu przyswajalnych aminokwa-
séw siarkowych: metioniny i cysteiny w bialkach produktéw spozyw-
czych zostaly zaadaptowane przez Pienigzek i wsp. (45). Polegaja one na
oznaczeniu wolnych grup SCH; metioniny i SH cysteiny w lancuchu po-
lipetydowym, po uprzedniej czeSciowej hydrolizie enzymatycznej biatka
za pomocg pankreatyny. Ilos¢ oznaczonych wolnych grup jest miarg
przyswajalno$ci aminokwas6éw siarkowych w biatku. Stwierdzono bo-
wiem, ze utleniona metionina (sulfon i sulfotlenek) i cysteina (kwas cy-
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Tabela 6

Zawarto§é przyswajalnej lizyny (g/16 g N) w réznych bialtkach produktéw spoZyw-
czych oznaczona chemicznie w reakcji z FDNB, mikrobiologicznie za pomocq Tetra-
hymeny oraz w testach wzrostowych na szczurach (57)

Test
Tetrahy- wzrostowy
mena * FDNB na szczu-
rach
Ryba, FM 101 4,8 6,1 6,9
Mieso, MM 101 1,1 41 4,3
Mieso wielorybie, WM 1 1,2 4,1 4,2
WM 3 2,7 6,1 6,7
WM 7 0,8 3,0 1,8
Drozdze, HY 101 1,9 5,7 7,0
HY 104 i 2,6 5,8 7,1
Orzeszki ziemne, CN 101 2,4 2,6 3,5
GN 2,1 3,0 3,2
Orzeszki ziemne ogrzewane
HGN 0,6 1,3 1,0
Soja, SB 4,2 5,4 5,0
Soja ogrzewana, HSB 1,0 2,4 1,3
Miesienn watlusza,
nieogrzewany, CM 6,4 8,5 10,9
Miesien wattusza,
ogrzewany, HCM 1,0 5,6 4,3
Kazeina 8,1 8,4 8,6

* Oznaczenia przeprowadzono bez wstepnego trawienia enzymatycznego

steinowy) a wiec formy, w ktérych grupy SCH; i SH zostaly zmienione
nie s3 wykorzystywane jako zroédlo aminokwaséw siarkowych przez or-
ganizm i nie biorg one réwniez udzialu w tych reakcjach chemicznych.

Stosujgc powyzsze metody Pienigzek i wsp. (47) wykazali, ze procesy
technologiczne stosowane w przetwarzaniu zywnos$ci takie jak pastery-
zacja, zageszczanie i sterylizacja, suszenie walcowe, sterylizacja w 126°
prowadzg do obnizenia zawartoSci przyswajalnej metioniny i cystyny w
niektérych produktach mlecznych i rybnych. Dokladne dane przedsta-
wiono w tabeli 7.

Wyniki badan in vitro zostaly potwierdzone w testach wzrostowych
na zwierzetach (tab. 2) i na tej podstawie uwaza sig, ze spadek poziomu
przyswajalnych aminokwaséw siarkowych, stwierdzony za pomocg me-

7 — Postepy Nauk Roln. nr 3/76
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tod chemicznych ma istotny wplyw na wykorzystanie biatka przez zwie-
rzeta. Wydaje sie, ze powyzsze metody moga znalezé zastosowanie nie
tylko jako szybkie metody wskaznikowe, pozwalajace okresli¢ zmiany
w poziomie przyswajalnej metioniny i cysteiny w biatkach produktéw
spozyweczych, przetworzonych przemystowo, ale réwniez ocenia¢ calko-
witg zawarto$¢ przyswajalnych aminokwas6éw siarkowych w bialku.

Tabela 7

Zawarto$é ogélnej i przyswajalnej metioniny i cysteiny (g/16 g N) w wybranych
biatkach produktéw spozywczych (47)

Ogéblna Przyswajalna
Produkt Me- | stra- | Cy- |stra- | Me- |stra- | Cy- |stra-
tioni-| ta* | ste- | ta* | tio- | ta* | ste- | ta*
na % | ina | % |nina| % | ina | %
Mleko: .
Swieze 2,97 — 0,92 — 2,90 — 0,92 —
skondensowane:
slodzone 2,82 3 10,9 2 247 15 0,63 32
niestodzone 2,82 3 088 4 2,58 11 0,88 4
suszone:
rozpylowo 2,97 0 084 9 293 0o 083 9
walcowo 2,90 0 0,8 8 2,26 22 0,83 9
Serwatka:
Swieza: 2,30 — 3,00 — 2,44 — 2,95 —
suszona:
rozpylowo 2,37 0 3,03 — 237 3 2,9 0
walcowo 2,53 0 2,99 0 2,10 14 2,87 3
Makrela:
Swieza 2,92 — 1,06 — 2,87 — 1,24 —_
parowana 3,10 0 1,15 0 281 0 1,26 0
sterylizowana:
115° 3,02 0 1,12 0 295 0 044 65
126° 2,96 0 1,29 0o 231 19 0,31 75
parowana i sterylizowana:
115° 3,11 0 1,03 0 292 0 044 65
126° 3,16 0 1,12 0 231 19 0,32 75

* W stosunku do bialka nieprzetworzonego

Mechanizmy zmian w bialku prowadzace do powstania nieprzyswe i~
nych form metioniny i cysteiny sg do tej pory poznane w niewielkim
stopniu. Obecnie uwaza sie, ze pcd wplywem czynnikéw utleniajacych
metionina i cysteina zawarte w bialkach sg przeksztalcane w formy
utlenione. Njaa (43) przeprowadzajac badania nad wartoscia odzywcza
suszonych ryb wykazal znaczny spadek iloSci przyswajalnej metioniny
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w bialkach poddanych dzialaniu wysokiej temperatury. Wysungt hipo-
teze, ze inaktywacja metioniny moze by¢ w tym przypadku zwigzana
z przeksztalceniem tego aminokwasu do sulfonu metioniny. Lea 1 wsp.
(29) przypuszczajg, ze sulfotlenek metioniny moze powstawa¢ w obec-
nosci produktéw utlenienia tluszczow.

Prac dotyczacych przeksztalcen cysteiny w bialkach pod wplywem
proceséw technologicznych w zasadzie nie ma. Jedynie Carpenter i Bjar-
nason (10), a takze Bender (2) wysuneli hipoteze, Ze aminokwas ten moze
zosta¢ utleniony do kwasu cysteinowego pod wplywem obrébki termicz-
nej bialka.

Nie zostalo dotychczas wyjasnione, czy zmodyfikowane formy ami-
nokwaséw siarkowych tzn. z zablokowana grupa SCH; i SH hamuja
hydrolize enzymatyczng bialka w przewodzie pokarmowym i tym samym
unieczynniajg wolng metionine i cysteine, ktére wystepuja w ich sa-
siedztwie?

7 badan in vitro przeprowadzonych miedzy innymi przez Pieniagzek
i wsp. (46) wynika, ze sulfon metioniny jest uwalniany przez enzymy
proteolityczne z bialka w 80%. Natomiast obecnos¢ sulfotlenku metio-
niny w lancuchu polipetydowym hamuje hydrolize enzymatyczng (16,
26). Rowniez kwas cysteinowy, jak wykazaly miedzy innymi badania
Pienigzek i wsp. (46), Wilkesa i wsp. (63) nie jest uwalniany z bialka pod-
czas trawienia enzymatycznego.

Biorgc pod uwage fakt, ze utlenione formy aminokwaséw siarkowych
moga wystepowaé¢ w bialkach produktéw spozywczych nalezy podkres-
li¢ konieczno$é przeprowadzenia wiekszej ilosci badan nad przydatnoscig
metod chemicznych do oznaczen calkowitej iloSci przyswajalnej metio-

niny i cysteiny.

Metody enzymatyczne

Réwnolegle z rozwojem metod biologicznych, mikrobiologicznych
i chemicznych prowadzone byly badania nad zastosowaniem hydrolizy
enzymatycznej bialka in vitro do oceny poziomu przyswajalnych ami-
nokwaséw. Do badan stosowano zaréwno pojedyncze enzymy jak i ukla-
dy enzymatyczne a uwolnione aminokwasy 0znaczono metodami chemicz-
nymi lub mikrobiologicznymi. Niepeina hydroliza enzymatyczna biatka
za pomocg wybidrczych enzymoOéw np. pepsyny, papainy, trypsyny po-
zwala jedynie okres$li¢ réznice w uwalnianiu poszczegblnych aminokwa-
séw w bialku przed i po stosowanym zabiegu termicznym. Evans i Butts
(19) zademonstrowali na przykladzie autoklawowania biatka soi, ze pro-
ces ten obniza uwalnianie aminokwaséw przez enzymy. Mauron (39)
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przeprowadzil hydrolize biatka za pomocg pepsyny i pankreatyny w po-
Ygczeniu z dializg. Uwolnione aminokwasy oznaczal na analizatorze ami-
nokwaséw. Metoda ta wg Maurona moze mie¢ duze znaczenie w jakosScio-
wej kontroli mleka przetwarzanego przemyslowo. Stwierdzil on bowiem
istotne roéznice, zwlaszcza w poziomie lizyny w mleku w zaleznos$ci od
stosowanego procesu technologicznego.

Na podstawie ilosci uwolnionych aminokwaséw podczas czeSciowe]j
hydrolizy enzymatycznej nie mozna oceni¢ calkowitego poziomu ami-
nokwas6w przyswajalnych, poniewaz wiele z nich moze wystepowaé¢ w
peptydach, niestrawnych w warunkach in vitro natomiast rozkladanych
in vivo. Dlatego tez prowadzone sg w wielu oSrodkach badania nad opra-
cowaniem warunkéw kompletnej hydrolizy enzymatycznej biatka (25,
34). .

Obecnie uwaza sie, ze najoptymalniejszym ukladem enzymatycznym
do trawienia bialka in vivo jest papaina (lub pankreatyna), aminopepty-
daza leucynowa i prolidaza.

Tabela 8

Poréwnanie strat aminokwaséw (%)) w kazeinie ogrzewanej, okreSlonych po hydro-
lizie kwasnej oraz enzymatycznej. Oznaczenia przeprowadzono na analizatorze amino-
kwasow (46)

Kazeina (% strat po hydrolizie)
ogrzewana (90° 24 godz.) ogrzew:ilir_lagl(glt‘);;z? godz.)
Aminokwas
. - o enzyma-
kwasnej etl;?;gl;. kwasnej ty c}:r:lej
Kwas cysteinowy 17 — 14 —
Sulfon metioniny 16 — 10 —_
Metionina — 75 — 88
K.was asparaginowy 0 36 0 43
Treonina 0 38 0 46
Seryna 9 44 3 61
Kwas glutaminowy 0 24 0 46
Prolina 3 14 6 23
Glicyna 0 28 0 52
Alanina 0 14 0 40
Walina 1 4 2 54
I1zoleucyna 0 0 0 58
Leucyna 0 3 2 48
Tyrozyna 10 0 12 32
Fenylalanina 5 0 7 15
Lizyna 13 15 22 32
Histydyna 0 25 0 46
Arginina 10 22 12 38
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Badania Pienigzek i wsp. (46) wykazaly, ze ogrzewanie kazeiny ma
istotny wplyw na obnizenie poziomu aminokwaséw uwalnianych przez
pankreatyne, aminopeptydaze leucynowg i prolidaze (tab. 8). Poniewaz
nie stwierdzono w zasadzie destrukcji aminokwaséw (oznaczanie po hy-
drolizie kwa$nej) obnizenie ilosci uwalnianych aminokwaséw z kazeiny
ogrzewanej bylo zwigzane z powstaniem peptydéw opornych na dzialanie
stosowanych enzymow proteolitycznych (46). Nasuwa sie pytanie czy
peptydy te sg hydrolizowane w warunkach in vivo? Badania nad tym
zagadnieniem sg w toku a od ich wyniku uzaleznione bedzie stosowanie
proponowanego ukladu enzymatycznego do hydrolizy bialek przetwo-
rzonych przemystowo.

Zastosowanie ukladéw enzymatycznych do badania catkowitego po-
ziomu przyswajalnych aminokwaséw rozwazane jest w stosunku do izo-
latow i koncentratéw biatkowych oraz bialek produktéw spozyweczych
takich jak produkty mleczne, miesne i roslinne.

Zasadniczym problemem jest umozliwienie enzymom dostepu do bia-
tek, ktére najczeSciej sg nierozpuszczalne w odczynnikach, stosowanych
do hydrolizy. Zwiekszenie stosunku enzym: substrat jak 1:10 czeSciowo
tylko rozwigzuje te sprawe. Prowadzone sg réwniez badania nad zasto-
sowaniem endopetydaz grzybowych o szerszym spektrum dzialania niz
pankreatyna czy papaina.

Wydaje sie, ze kompletna hydroliza enzymatyczna pozwolilaby naj-
bardziej obiektywnie, ze znanych metod irn vitro okresli¢ catkowity po-
ziom przyswajalnych aminokwasow.

Podsumowanie

Metody oznaczen zawartoSci przyswajalnych aminokwaséw w bial-
kach rozwijajg sie zasadniczo w dwoéch kierunkach.

Zadaniem pierwszego jest szybka ocena zmian w iloSci wybranego
aminokwasu w biatku przetworzonym w stosunku do surowca. Stuzg do
tego metody chemiczne np. metoda Carpentera dla lizyny (8). Mc Car-
tiego i Sullivana (36) w adaptacji Pienigzek i wsp. (45) dla metioniny
a takze metody enzymatyczne, polegajgce na poréwnaniu ilosci amino-
kwasu, uwolnionego w czasie czeSciowej hydrolizy enzymatycznej z bial-
ka przetworzonego i nieprzetworzonego.

Drugi kierunek zajmuje si¢ opracowaniem i zastosowaniem metod
oceny calkowitej ilo$ci przyswajalnych aminokwasow w biatku. Sg to
gléwnie metody mikrobiologiczne i biologiczne. Te ostatnie mimo, ze daja
najpelniejszg ocene sg ze wzgledu na czasochionnos¢ i kosztownosé¢
stosowane sporadycznie. Dlatego tez prowadzone sg badania nad mozli-
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woscig zastosowania szybkich metod chemicznych do oznaczen catkowite]
ilo$ci przyswajalnych aminokwaséw w biatku. Uwaza sie, ze metodg Car-
pentera mozna okresli¢ catkowity poziom przyswajalnej lizyny w bial-
kach produktéw mlecznych, ale dla innych grup produktéw metoda wy-
maga jeszcze dalszych modyfikacji. Uzyteczno$¢ metod do oznaczen cal-
kowitej ilo$ci przyswajalnej metioniny i cysteiny jest w trakcie badania
(p. metody chemiczne).

Nalezy nadmienié, ze za pomocg metod biologicznych, mikrobiologicz-
nych czy chemicznych oznaczany jest poziom wybranego aminokwasu
i na jego podstawie okre$la sie jakos¢ bialka. Poniewaz wiadomo, ze
o tym decyduje nie tylko ilo§¢ np. przyswajalnej lizyny czy metioniny,
ale zawarto§é innych, egzogennych aminokwaséw dla organizmu, rozwi-
jany jest jeszcze jeden kierunek, ktéry zajmuje si¢ opracowaniem metod
do oznaczen mozliwie najwiekszej ilosci przyswajalnych aminokwaséw
w bialku. Szczegdlng uwage poSwieca sie¢ kompletnej hydrolizie enzy-
matycznej bialka w warunkach in vitro. Obecnie uwaza sig, ze metoda
ta pozwolilaby najbardziej obiektywnie oceni¢ poziom wszystkich przy-
swajalnych aminokwaséw w bialku.
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