See discussions, stats, and author profiles for this publication at: https://www.researchgate.net/publication/291342056

Determination of proteins by FTIR in food and biotechnological products -

part Il

Article - September 2015

CITATIONS
0

3 authors, including:
Marta Dudkiewicz
Lodz University of Technology
7 PUBLICATIONS 24 CITATIONS

SEE PROFILE

READS
210

Dorota Kregiel
Lodz University of Technology

97 PUBLICATIONS 415 CITATIONS

SEE PROFILE

ResearchGate

Some of the authors of this publication are also working on these related projects:

et Antibacterial organosilanes View project

roject  Yeast control agents View project

All content following this page was uploaded by Marta Dudkiewicz on 21 January 2016.

The user has requested enhancement of the downloaded file.


https://www.researchgate.net/publication/291342056_Determination_of_proteins_by_FTIR_in_food_and_biotechnological_products_-_part_II?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_2&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/publication/291342056_Determination_of_proteins_by_FTIR_in_food_and_biotechnological_products_-_part_II?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_3&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/project/Antibacterial-organosilanes?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_9&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/project/Yeast-control-agents?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_9&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_1&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Marta_Dudkiewicz?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_4&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Marta_Dudkiewicz?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/Lodz_University_of_Technology?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Marta_Dudkiewicz?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Dorota_Kregiel?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_4&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Dorota_Kregiel?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/Lodz_University_of_Technology?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Dorota_Kregiel?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Marta_Dudkiewicz?enrichId=rgreq-dd2cfc8ca549760bbc9f3494ab4f1085-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzI5MTM0MjA1NjtBUzozMjAzMjM3MjYwNTMzODVAMTQ1MzM4MjUzNTU0NQ%3D%3D&el=1_x_10&_esc=publicationCoverPdf

LABORATORIUM 9-10/2015

LABORATORIUM PRZEMYSLOWE

Oznaczanie biatek

metoda FTIR

w produktach spozywczych i biotechnologicznych - cz. 1l

Determination of proteins by FTIR
in food and biotechnological products — part II
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STRESZCZENIE | Bialka naleza do najwazniejszych sktadnikow
produktow spozywczych i biotechnologicznych, dlatego tez tak

istotny jest dobor odpowiedniej metody ich oznaczania ilosciowego.
Artykut przedstawia metode FTIR oraz mozliwosci jej zastosowania

w oznaczaniu biatek w produktach spozywczych i biotechnologicznych.
W pracy zaprezentowano takze wyniki oznaczenia biatek

w wybranych produktach spozywczych i suplementach diety.

SEOWA KLUCZOWE | oznaczanie biatek, metoda

FTIR, produkty spozywcze, biotechnologia

SUMMARY | Proteins are the most important constituents

of food and biotechnology products, therefore the selection

of appropriate methods of quantification is so important.

This article presents the method of FT-IR spectroscopy and

the possibilities of its application in determination of protein

in foods and biotechnology. The paper also presents the results

of determination of protein in selected foods and diet supplements.
KEYWORDS | determination of proteins, FTIR

method, food products, biotechnology

romieniowanie podczerwone zostato odkryte na poczatku

XIX w. W 1800 r. Frederick William Herschel poszukiwat

odpowiedzi na pytanie, ktory z koloréw $wiatta widzialne-
go dostarcza cieplo. Zastosowat on prymitywny sprzet: szklany
pryzmat i termometr owinigty w czarny papier, dzigki ktéremu
mierzyl zmiany temperatury wywolywane przez $wiatlo o danym
kolorze. Z jego obserwacji wynikato, ze termometr wskazywat
najwyzsza temperature, gdy byl ustawiony tuz za czerwonym
krancem $wiatta stonecznego. Odkrycie to Herschel opisat
w pracy Experiments on the refrrangibility of the invisible rays of the
Sun. Dopiero w latach pdzniejszych zakres ten nazwano pro-
mieniowaniem podczerwonym [16].

H PROMIENIOWANIE PODCZERWONE
Zakres promieniowania podczerwonego (IR) w widmie pro-
mieniowania elektromagnetycznego znajduje sie¢ pomiedzy
promieniowaniem widzialnym a mikrofalowym. Analiza spek-
troskopowa polega na wizualnej obserwacji widma (atomowego,
czasteczkowego), spektrograficzna - na jego rejestracji na plycie
fotograficznej, a spektrometryczna - na rejestracji fotoelektrycz-
nej. Obecnie najczesciej stosuje si¢ rejestracje fotoelektryczna,
czego konsekwencja jest preferowanie terminu ,,spektrometria”.
Widmo absorpcyjne powstaje w wyniku pochtaniania przez
dana substancje promieniowania o okre§lonej dhugosci fali
z przechodzacego przez nig promieniowania o widmie cigglym.
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he infrared radiation was discovered at the turn of the

19 century. In 1800, Frederick William Herschel was

trying to answer the question which colour of the vis-
ible light transfers heat. He used primitive equipment: a glass
prism and a thermometer wrapped in black paper, which al-
lowed him to measure changes in temperature caused by light
of a given colour. His observations showed that the thermom-
eter indicated the highest temperature when it was placed just
beyond the red end of the solar light. Hershel described this
discovery in his Experiments on the refrangibility of the invisible
rays of the Sun. It was only later that this range was dubbed
infrared radiation [16].

B INFRARED RADIATION
The infrared radiation (IR) range lies in the electromagnetic
radiation spectrum between the visible light and microwave
radiation. Spectroscopic analysis relies on visual observation
of the (atomic, particle) spectrum, spectrographic analysis -
on its recording on a photographic plate, and spectrometric
analysis - on a photoelectric recording. Currently it is photo-
electric recording which is most commonly used, therefore the
term ,spectrometry” is preferred.

Absorption spectrum is a result of absorption by a given
substance of radiation of a certain wavelength from the
continuous spectrum radiation passing through it. Finding
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Stwierdzenie wystepowania charakterystycznych linii (pasm)
w widmie jest podstawa wykrywania (identyfikacji) pierwiast-
kéw lub zwigzkéw chemicznych w badanej prébcee (analiza
jako$ciowa), a pomiar natezenia promieniowania o okreslonej
dtugosci fali pozwala oznaczy¢ sktad ilosciowy probki (ana-
liza ilo$ciowa). Metody analizy wykorzystuja m.in. zjawiska
w zakresie promieniowania podczerwonego (0,76-1000 Wm)
[6]. Absorbancja promieniowania w zakresie podczerwieni
opisywana jest przez prawo Lamberta-Beera, ktére okresla sto-
pien pochfaniania promieniowania w zaleznosci od dtugosci
drogi, jaka pokonuje promieniowanie w badanym osrodku,
1 stezenia molowego substancji pochfaniajacej. Absorbancja
[A] promieniowania jest wprost proporcjonalna do stezenia
molowego substancji pochlaniajacej [¢] 1 drogi, jaka pokonuje
promieniowanie w badanym o$rodku [I], wiec przy zatozeniu
statosci drogi, dtugosci fali 1 wspotezynnika ekstynkeji mozliwa
jest analiza ilo$ciowa badanej substancji, migdzy innymi biatek.
A=o-c,

gdzie: o = 4mk/A; k - molowy wspotezynnik ekstynkeji (gesto$¢
optyczna); A - dlugo$¢ fali promieniowania.

Aby wykona¢ takg analize, nalezy dokona¢ pomiaréw absor-
bangji dla réznych znanych stezen substancji badanej 1 stworzy¢
krzywa kalibracyjna [1].

W okreslaniu struktury zwiazkéw organicznych najwigksze
zastosowanie ma zakres 4000-400 cm™ (podczerwien podsta-
wowa), a energia promieniowania z tego zakresu zawiera si¢
pomiedzy 4,8-48,0 kJ. Zakres podstawowej podczerwieni mozna
podzieli¢ na kilka obszaréw: obszar 1000-600 cm™, w ktérym
wystepuja drgania deformacyjne poza plaszczyzna wiazan
C-H w zwiazkach aromatycznych 1 alkelynowych; obszar 1000-
1500 cm™ wykorzystywany do analizy jako$ciowej, odpowiada-
jace drganiom rozciagajacym wigzan pojedynczych atomow
o zblizonych masach: C-C, C-N, a takze drgania szkieletowe
czasteczki; obszar 2000-1500 cm’, w ktérym wystepuja drgania
rozciagajace wigzan podwojnych: C=C, C=N; obszar 2500-
2000 cm™, charakterystyczny dla drgan rozciagajacych wiazan
potréjnych: C=C, C=N, a takze obszar 4000-2500 cm™, od-
powiadajacy drganiom rozciagajacym wigzan pojedynczych
pomiedzy atomami réznigcymi sie masg: C-H, O-H [15]. We-
wnetrzna energia czasteczek przybiera rézne formy: energii
rotacyjnej, ktora wynika z wirowania czasteczek wokot wasnej
osi; energii oscylacyjnej, ktdra zwigzana jest z oscylacjami wo-
kot potozen rownowagi atomow czasteczek, energii translacji
zwigzanej z nieuporzadkowanym ruchem molekul, a takze
energii elektronowej, na ktora sktada sie energia kinetycz-
na ruchu elektronéw w czasteczce oraz energia potencjalna
oddzialywan elektronéw z sasiednimi elektronami i jadrami.
Pochfanianie przez czasteczki promieniowania podczerwo-
nego powoduje ich zmiany energii oscylacyjnej 1 rotacyjne;.
W tym zakresie promieniowania ksztalt widm w przypadku
cieczy 1 cial statych, gdzie rotacje czasteczek s3 czesciowo
lub catkowicie hamowane przez miedzyczasteczkowe oddzia-
tywania, uzalezniony jest od wzbudzetr oscylacyjnych. Nato-
miast widma czastek w fazie gazowej, ze wzgledu na swobode
zar6éwno rotacji, jak 1 oscylacji, maja charakter oscylacyjno-
-rotacyjny. Molekuly wieloatomowe maja ztozony charakter
drgan, sa one przedstawiane jako superpozycje pewnej ilo$ci
drgan prostych o jednakowej czestosci 1 zgodnych w fazie
(drgania normalne) [11].

characteristic lines in a spectrum is the basis for the detec-
tion (identification) of chemical elements or compounds
in the examined sample (qualitative analysis), while meas-
uring the intensity of radiation of a certain wavelength
enables the determination of quantitative composition
of the sample (quantitative analysis). Among other things,
analytic methods make use of phenomena in the IR range
(0.76-1000 pm) [6]. The absorbance of infrared radiation
is described by the Beer-Lambert law, which relates the
degree of the absorption of radiation to the length of the
path travelled by the radiation in the studied medium and
the molar concentration of the absorbent. Absorbance
[A] of radiation is directly proportional to the molar con-
centration of the absorbent [c] and the path travelled by ra-
diation in a given medium [l]. Therefore, the assumption
of the path length, wavelength, and extinction coefficient
as constant enables the quantitative analysis of examined
substances, such as proteins.
A=o-c,

where a = 4nk/A; k is the molar coefficient of extinction
(optical density); A 1s the length of radiation wave.

Carrying out such an analysis requires measuring absorb-
ance values for various known concentrations of the examined
substance and creating a calibration curve [1].

The range of 4000-400 cm™ (basic infrared) is of greatest
importance in determining the structure of organic com-
pounds, and radiation energy in this range lies between
5.8 and 48.0 kJ. The basic infrared range can be divided into
several areas: the 1000-600 cm™ area, where deformation vi-
brations occur out of the plane of C-H bonds in aromatic
and alkene/alkyne compounds; the 1500-1000 cm™ area,
used in qualitative analysis, corresponding to the stretching
vibrations of single bonds between atoms of similar mass:
C-C, C-N, and skeletal vibrations of a particle; the 2000-1500
cm? area, where the stretching vibrations of double bonds
occur: C=C, C=N; the 2500-2000 cm™ area, characteristic
of the stretching vibrations of triple bonds: C=C, C=N; and
the 4000-2500 cm! area, corresponding to the stretching vi-
brations of single bonds between atoms of different masses:
C-H, O-H [15]. The internal energy of particles takes vari-
ous forms: of rotational energy, resulting from the particles
spinning around their own axes; oscillation energy, associated
with the atoms in particles oscillating around balanced posi-
tions; translation energy, related to the disordered movement
of molecules; and the electron energy, comprised of the ki-
netic energy of the movement of electrons in a particle and
the potential energy of interactions between electrons and
adjacent electrons and nuclei. The absorption of IR by par-
ticles causes the change of their oscillation and rotation
energy. In this radiation range, the shape of spectra of lig-
uids and solids, where the rotations of particles are partially
or completely impeded by intermolecular forces, depends
on oscillation excitations, whereas the spectra of gaseous
phase particles, due to the freedom of both rotation and os-
cillation, are rotational-vibrational in nature. The vibrations
of polyatomic molecules are complex in character, they are
presented as superpositions of a certain number of simple
vibrations of the same frequency and compatible phase (nor-
mal vibrations) [11].
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L ® SPEKTROMETRIA FTIR

Juz od wezesnych lat czterdziestych XX wieku spektrometria
w podczerwieni uwazana byta za pierwsza fizyczng technike
badawcza o niemal uniwersalnym zastosowaniu w identyfikacji
budowy czasteczkowej. Rozwoj 1 zastosowanie spektrometrow
z transformacjg Fouriera (FTIR - Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) zrewolucjonizowat pomiar widm w podczerwieni.
Algorytm niezbedny do szybkiego przeliczenia transformacji
Fouriera (zamiana otrzymanego widma z postaci intensywnosci
w funkgcji czasu do postaci intensywnosci w funkgji czestotli-
wosci) byt juz dostepny w 1965 roku, jednak dopiero rozwoj
w dziedzinie komputeryzacji, mozliwosci cyfrowej obrobki
danych oraz zastosowanie 1 miniaturyzacja lasera pozwolity
na szerokie wykorzystanie spektroskopii FTIR [2].

Spektrofotometry zbudowane sa z trzech podstawowych czgsci:
zrédha promieniowania, interferometru (najczesciej dwuwiazko-
wego, zaprojektowanego przez Michelsona w 1891 roku) 1 detek-
tora. Zrodio promieniowania podczerwonego kieruje pasmo fal
na interferometr, tam promieniowanie pada na zwierciadto pot-
przepuszczalne, rozdzielajace pasmo na dwie identyczne wigzki,
z ktérych jedna jest odbijana, a druga - transmitowana. Odbita
wiazka dociera do nieruchomego zwierciadta, po czym zostaje
zawrdcona. Wigzka transmitowana kierowana jest na zwierciadto
ruchome, ktore porusza si¢ wzdtuz osi optycznej o dodatkowej
odlegtosci x/2 1 po odbiciu wraca. W momencie rekombinacji
obu wiazek réznica drég optycznych wynosi x, co prowadzi
do interferencji. Tak zmodulowana wigzka z interferometru
trafia do celki pomiarowej zawierajacej badang substancje. Tam
dochodzi do absorpcji promieniowania. Nastgpnie ostabione
promieniowanie rejestrowane jest za pomoca detektora. Sygnat
analogowy mierzony w detektorze to natezenie promieniowania
w funkgji réznicy drég optycznych x. Sygnat ten nazywany jest
interferogramem. Interferogram zamieniany jest na dane cyfrowe,
ktore poddaje sie obrébce matematycznej z uzyciem algorytmu
szybkiej transformaty Fouriera w celu otrzymania widma ab-
sorpcyjnego badanej proby. W tej metodzie konieczne jest wy-
konanie pomiaru tfa, czyli wyznaczenie spektrum dla proby nie
pochtaniajacej promieniowania podczerwonego. Takie spektrum
absorbangji stworzone z widma tta 1 widma proby moze zostaé
poddane analizie jako$ciowej 1 ilo$ciowej. Proces takiej analizy
badanego spektrum polega na odwzorowaniu uzyskanego widma
za pomocg widm referencyjnych z uwzglednieniem odpowiednich
mnoznikow, ktore wyznaczaja rzeczywiste stezenia okreslonych
substancji chemicznych [14]. Spektrometry FTIR maja zdolno$¢
pomiaru stabych sygnatéw, a zastosowanie zmian w konstrukeji
lub wykorzystanie odpowiednich przystawek umozliwiaja wyko-
nanie pomiaru nie tylko bezposrednio w $wietle przechodzacym.

Uzywane aktualnie metody spektroskopowe oparte s3 na kil-
ku technikach pomiaru: wewnetrznego odbicia (IRS - internal
reflection spectroscopy), transmisyjnej (TS - transmission spectrosco-
), emisyjnej (ES - emission spectroscopy), rozproszonego odbi-
cia (DRS - diffuse reflection spectroscopy), zwierciadlanego odbicia
(ERS - external reflection spectroscopy) oraz fotoakustycznej (PAS
- photoacoustic spectroscopy) [2].

B ANALIZA BIALEK

Dzieki mozliwosci identyfikowania grup funkcyjnych wielu
zwigzkéw oraz wigzan pomiedzy poszczegdlnymi atomami
metoda spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera

46

B FTIR SPECTROMETRY

Already from the early 1940s, infrared spectrometry was con-
sidered as the first physical research technique almost univer-
sally applicable in the identification of molecular structure.
The development and application of Fourier transform in-
frared spectroscopy (FTIR) revolutionised the measurement
of infrared spectra. While the algorithm necessary for the
fact calculation of Fourier transform (the transformation
of the received spectrum from the form of intensity against
time into intensity against frequency) was already available
in 1965, it was only the development of computers and the
capability for digital data processing and the use and minia-
turisation of lasers that made the wide use of FTIR spectros-
copy possible [2].

Spectrophotometers are composed of three basic parts:
a source of radiation, an interferometer (usually a double-
beam one, designed by Michelson in 1891), and a detector.
The source of infrared radiation directs a band of waves at the
interferometer, where the radiation falls on a semi-transparent
mirror, dividing it into two identical beams, of which one
is reflected and the other transmitted. The reflected beam
reaches a static mirror and then is turned back. The transmitted
beam is directed at a movable mirror, which moves along the
x/2 long optic axis, and returns reflected. When both beams
are recombined, the difference between optic paths equals
x, which leads to interference. Such a modified beam from
interferometer goes into the measurement cuvette containing
the studied substance, where the radiation is absorbed. The
attenuated radiation is subsequently recorded by the detector.
The analogue signal measured in the detector is the radia-
tion intensity against the difference in optical paths x and
is known as interferogram. An interferogram is transformed
into digital data, which are then mathematically processed
with the fast Fourier transform algorithm in order to receive
the absorption spectrum of a given sample. In this method,
it is necessary to make a background measurement, or deter-
mine the spectrum for a sample that does not absorb infrared
radiation. Such an absorbance spectrum composed of the
background and sample spectra can be analysed qualitatively
and quantitatively. The process of spectrum analysis involves
the representation of the obtained spectrum using reference
spectra and taking into account appropriate multipliers,
which determine the actual concentrations of certain chemi-
cal substances [14]. FTIR spectrometers are able to measure
weak signals and, by applying changes in their construction
or using proper add-ons, make it possible to take measure-
ments not only directly in the passing light.

The currently used spectroscopic methods are based
on several measurement techniques: internal reflection spec-
troscopy (IRS), transmission spectroscopy (TS), emission
spectroscopy (ES), diffuse reflection spectroscopy (DRS),
external reflection spectroscopy (ERS), and photo-acoustic
spectroscopy (PAS) [2].

B ANALYSIS OF PROTEINS

Thanks to the capability to identify the functional groups
in many compounds and the bonds between individual atoms,
the Fourier transform infrared spectroscopy method is used
as a universal tool to analyse samples of mixed constituency,
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wykorzystywana jest jako uniwersalny przyrzad do analizy zrdz-
nicowanych pod wzgledem sktadu probek, zawierajacych miedzy
innymi: estry, weglowodany, ttuszcze czy biatka. Analiza FTIR
charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cia, szybkoscia, doktadnoscia
1 bezpieczefistwem stosowania [13]. Wykorzystywana byta w ana-
lizie sktadu chemicznego migdzy innymi: kamieni zotciowych [9],
w analizie probek krwi u pacjentéw z niewydolnoscig nerek [3],
diagnozowaniu raka piersi [4], stezenia glukozy, trojglicerydow,
cholesterolu, albumin i catkowitego stezenia biatka w osoczu
krwi [7] czy wykrywania obecno$ci hormonéw plciowych [12].
Ponadto badano obecnos¢ biatek i ich stezenie w takich pro-
duktach spozywczych, jak: mleko, masto czy ser [13].
Spektroskopia FTIR pozwala na przeprowadzanie obserwacji
struktury drugorzedowej biatek oraz jej zmian wywotanych r6z-
nymi czynnikami zewnetrznymi. Wykorzystywana jest rowniez
w badaniach stabilno$ci 1 agregacji biatek, mechanizméw ich
denaturacji (badania wptywu temperatury, pH 1 ci$nienia) oraz
poznania molekularnych podstaw ich funkcjonowania. Biatka
maja dziewig¢ charakterystycznych obszarow, z ktorych trzy majg
najwieksze znaczenie w analizie ich struktury drugorzedowe;:
pasmo amidowe I (drgania rozciagajace wiazania C=0, okoto
1700-1600 cm™), pasmo amidowe II (drgania sprzezone zginajace
wigzania N-H 1 rozciagajace wigzania C-N, okoto 1600-1500 cm™),
pasmo amidowe III (drgania rozciagajace wigzania C-N i drgania
zginajace wigzania N-H, okoto 1340-1200 cm™). Kazda struktura
drugorzedowa biatka wykazuje charakterystyczna geometrie sie-
ci wigzah wodorowych miedzy atomami tlenu karbonylowego
tanicucha polipeptydowego a atomem wodoru grupy aminowej,

containing among other things esters, hydrocarbons, lipids,
and proteins. The FTIR is characterised by high sensitivity,
speed, accuracy, and safety of use [13]. It was used, among
other things, to analyse the chemical composition of bile
stones [9] and blood samples in patients with renal insuffi-
ciency [3], to diagnose breast cancer [4], to analyse the con-
centration of glucose, triglycerides, cholesterol, albumins,
and total serum protein [7], or to detect the presence of sex
hormones [12]. Moreover, the presence and concentration
of proteins was studied in such food products as milk, but-
ter, and cheese [13].

FTIR spectroscopy enables performing the observation
of the secondary structure of proteins and its changes caused
by various external factors. It is also used in the studies on the
stability and aggregation of proteins, denaturing mechanisms
(studies on the effect of temperature, pH, and pressure), and
learning the molecular bases of their function. In proteins
there are nine characteristic regions, three of which are of ut-
most importance in the analysis of their secondary structure:
amide 1 band (vibrations stretching the C=0O bonds, about
1700-1600 cm™), amide 2 band (coupled vibrations bend-
ing the N-H bonds and stretching the C-N bonds, about
1600-1500 cm™), and amide 3 band (vibrations stretching the
C-N bonds and vibrations bending the N-H bonds, about
1340-1200 cm™). Every secondary protein structure shows
a characteristic geometry of a network of hydrogen bonds
between the oxygen atoms of the carbonyl peptide chain and
a hydrogen atom of the amino group, which produces the
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PRODUKTY SPOZYW(CZE FOOD PRODUCTS

Nazwa produktu Stezenie biatka [mg/ml] Product name Protein concentration [mg/ml]
Sok z buraka ¢wiktowego 2,866 Beetroot juice 2.866
Sok pomidorowy 1,547 Tomato juice 1.547
Sok owocowo-warzywny 0,945 Fruit and vegetable juice 0.945
Sok warzywny 2,846 Vegetable juice 2.846
Mleko krowie 2% 4,677 2% cow'’s milk 4.677
Mleko krowie 3,5% 6,187 3.5% cow’s milk 6.187
Mleko krowie 7,5% 7,316 7.5% cow’s milk 7.316
Mleko kozie 4,346 Goat's milk 4.346

PRODUKTY BIOTECHNOLOGICZNE

BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS

Nazwa produktu Stezenie biatka [mg/ml]

Komercyjny roztwér enzymu | 13,570

Komercyjny roztwor enzymu Il 11,168

Komercyjny roztwér enzymu lli 2,341
Ekstrakt drozdzowy 8,509

Product name Protein concentration [mg/ml]

Commercial solution of enzyme | 13.570

Commercial solution of enzyme Il 11.168

Commercial solution of enzyme Il 2.341
Yeast extract 8.509

Tab. 1. Przyktad oznaczenia strzezenia biatka (Direct Detect®) w produktach spozywczych
i biotechnologicznych (opracowanie wtasne)
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Rys. 1. Przyktad analizy iloSciowej biatek w produktach spozywczych metoda Direct Detect®
(A - woda, B - mleko krowie 2%, C - mleko krowie 3,5%, D - mleko krowie 7,5%) (opracowa-
nie whasne)

co powoduje charakterystyczne dla tej struktury zakresy czestosci
> drgan wigzan zaangazowanych w jej tworzenie [11].

Na okreslenie stezenia biatek w analizowanej probie pozwala
system Direct Detect® firmy Merck. System ten oznacza liczbe
wigzafi amidowych w fancuchach polipeptydowych, na pod-
stawie ktdrej okreslane jest stezenie biatek. Analizowana pro-
ba nanoszona jest bezposrednio na hydrofilowa membrane
wykonana z politetrafluoroetylenu (PTEE) [10]. Przykladowe
pomiary stezenia biatek w produktach spozywczych 1 biotech-
nologicznych przedstawiono w tab. 11 na rys. 1.

Szybkos¢, czuto$é, prostota wykonania oraz mozliwos¢ we-
wnetrznej kalibracji urzadzen do spektroskopii w podczerwieni
z transformacja Fouriera pozwalajg na dokonywanie dokladnych
1 powtarzalnych pomiaréw. Metody ilo$ciowe moga by¢ fatwo
rozwijane 1 kalibrowane, dzieki czemu istnieje mozliwoé¢ wiacze-
nia ich do rutynowych procedur wykorzystywanych w analizie
produktéw spozywezych 1 biotechnologicznych. Metoda ta, poza
biatkami, mozna bada¢ réwniez inne sktadniki zywnosci, takie
jak: tluszcze, cukry, a takze zanieczyszczenia zZywnosci (niepo-
zadane zwiazki, bakterie chorobotworcze) [8]. Przewaga metody
FTIR nad innymi technikami jest rowniez fakt, ze mozliwe jest
uzyskanie widm dla biatek w réznych §rodowiskach, a analiza
wymaga mniej czasu, mniejszej ilosci probki. Pomiaréw dokona¢
mozna zaréwno dla préb wystepujacych w postaci cieczy, ciat
statych, jak i past. Powszechne stosowanie tej metody w analizie
zywno$ci moze by¢ ograniczone przez wysoki koszt spektrosko-
p6w IR oraz programéw komputerowych, niezbednych do analiz
otrzymanych widm [5]. a
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Tab. 1. An example of determining the protein concentration (Direct Detect®) in food and
biotechnological products (own study)

D Protein peak

ABSORBANCE

WAVE NUMBER [cm"]

Fig. 1. An example of quantitative analysis of proteins in food products with the Direct Detect®
method (A - water, B - 2% cow’s milk, C - 3.5% cow’s milk, D - 7.5% cow’s milk) (own study)

frequency ranges of vibrations of the bonds involved in its
creation [11].

The concentration of proteins in a sample can be deter-
mined with the Direct Detect® system by Merck. This system
determines the number of amide bonds in polypeptide chains,
on which the concentration of protein is based. The analysed
sample is applied directly to the hydrophilic membrane made
of polytetrafluoroethylene (PTFE) [10]. Examples of measured
concentrations of proteins in food and biotechnological prod-
ucts are compiled in Table 1 and Fig. 1.

The speed, sensitivity, simplicity of making, and internal
calibration capability of the Fourier transform infrared spec-
troscopy devices enable making precise and repeatable meas-
urements. Quantitative methods can be easily developed and
calibrated, which makes it possible to include them among
routine procedures used in the analysis of food and biotech-
nological products. Apart from proteins, this method also al-
lows the examination of other food ingredients, such as fats,
sugars, and food contaminations (undesirable compounds,
pathogenic bacteria) [8]. The FTIR method has also this ad-
vantage over other techniques that it is possible to obtain
spectra for proteins in various environments, and the analysis
requires less time and a smaller amount of the sample. The
measurements can be taken for samples in the form of liquids,
solids, and pastes. The widespread use of this method in food
analysis may be limited by the high cost of IR spectroscopes
and computer programmes necessary for the analysis of the
obtained spectra [5].
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