Uticaj sila¥nog mleka na fizi¢ko-hemijske osobine sira ispoljava se naj-
¢esce nepovoljnim promenama ukusa, mirisa, i teksture, a rede konzistencije
i boje.

Tako se prob]em sila¥nog mleka prvo javio u sirarstvu i mada danas postoji
prili¢no obimna literatura uop$te o silaZznom mleku ipak je nemoguée detaljnije
i sigurnije objasniti sustinu svih pojava koje za prnktlcno sirarstvo imaju ve-
liki znadaj. -
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METODE ODREDIVANJA PROTEINA U MLIJEKU

U savremenoj mljekarskoj industriji potrebna je stalna kontrola glavnih
sastojaka mlijeka. U veéini mljekara, mlijeko se plaéa prema sadrZini masti,
§to stimulira proizvodale na povetanje %o masti u mlijeku.

Kako je kolidina proteina (bjelantevina) takoder jedan od va¥nih faktora
koji pridonose boljem iskori$éenju mlijeka, narodito u proizvodniji sira i mljeé-
nog praha, ukazuje se potreba za usvajanjem. jedinstvenih metoda odredivanja
protelna u mlijeku. Takva bi metoda morala odgovarati ovim zahtjevima:

1. mora biti upotrebljiva za uzorke mlijeka u svim stadijima laktacije;

2. uobitajeni konzervansi (HgCle,K2Cr207) koji se dodaJu uzorcima ne smiju
utjecati na taénost rezultata;

3. mora postojati linearan odnos izmedu stvarne sadrZine proteina i izmje--
rene vrijednosti;

4. tehnika izvodenja mora biti jednostavna i pogodna za vrenje serijskih
ispitivanja; .

5. ne smije biti skupa,
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. Osim klasiéne Kjeldahl-ove metode, koja je dosta sloZena i dugotrajna,
postoji €itav niz drugih, koje bi bile prikladnije za serijske analize. .
Posljednjih tridesetak godina objavljeno je mnogo radova w kojima se
predlazu nove, brze metode za odredivanje proteina. Spomenuf éemo samo
neke od njih, a u prvom redu one, koje su ispitane u pojedinim laboratorijima.
Prema karakteristiénim svojstvima odredivanja mozemo ih podijeliti na:

Fizikalne metode: Kemijske metode:
refraktometrijska destilaciona
spektrofotometrijska acidometrijska

i metoda vezanja boje i formol titracija

Od prethodno navedenih metoda dvije su na§le iru primjenu, i to formol
titracija 1 metoda vezanja boje. Ovdje éemo ih podrobnije opisati i navesti
postupak Za svaku od njih.

Formol titraciija

God. 1896. otkrio je Blum da djelovanjem formaldehida na proteine
dolazi do poviSenja kiselosti proteinske otopine. Ovaj su princip primijenili
Schiff (1899.) i Steinegger (1905.) za odredivanje koncentracije amino-kiselina
u otopini proteina. Reakciju formaldehida mo¥emo prikazati ovom Semom:

R. NH: + CH:O0 — ’ R. N : CH: + H:0
Amino- - Formal-
kiseline - dehid.

Formaldehid veZe bazitne NHz skupine, a slobodne COOH skupine se titriraju
luzinom.

Mehanizam reakcije nije jo§ dovoljno ispitan, pa je kod formol titracije
potrebno uvesti faktor koji se empirijski odreduje usporedlvanjem rezultata
titracije s rezultatima Kjeldahl-ove metode. -

Prema Pyne-u, rezultat titracije pomnoZi se s faktorom 0,338 da se dobije

postotak proteina. Razlike u rezultatima formol titracije i metode po Kjel-
dahlu iznose * 0,15%.

Propis metode po Pyne-u

Reagensi:
1. 0,0025% otopina fuksina
2. 1,00/s etanolna otopina fenolftaleina
3. zasiéena otopina kalijevog oksalata
4. 0,1 n-otopina natrijevog hidroksida
5. formalin (40%¢ otopina formaldehida)
Pribor:
1. tikvice po Erlenmayer-u od 200 .ml, 2 kom.
2. pipeta od 50 ml
3. pipeta od 10 ml
4. pipeta od 2 m}
5. pipeta graduirana od 1 ml 2 kom.
6. bireta od 50 ml. .
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Postupak:
U dvije tikvice po Erlenmayeru od 200 ml oclplpetlra se po 50 ml mlijeka:
U tikvicu br. 1 doda se 0,2 ml 0,0025 % otopine fuksins, a u tikvicu
br. 2 0,5 ml 1%-tne otopine fenolftaleina, zatim se u obje tikvice doda
po 2 ml zasitene otopine kalijevog oksalata i promijeSa. Nakon dvije
minute se sadrzina u tikvici br. 2 titrira s 0,1 n-natrijevom luZinom do
boje otopine u tikvici broj 1. Potom se doda 10 ml formalina, ¢eka se
1 minutu i poriovne titrira s 0,1 n-natrijevom luZinom do boje u tikvici
br. 1. Kod druge titracije potroSeni broj ml 0,1 n-natrijeve luZine daje
formolni broj (po Pyne-u).

Radun:
SadrZina bjelanéevine = (a x 0,338)%
a = broj ml 0,1 n-NaOH potrofen kod druge titracije 0,338 = empirijski
faktor
(ovaj faktor vrijedi samo za rad po opisanoj metodi)

Metode vezanja boje

Pod odredenim uvjetima stanovita koli¢ina proteina veZe i talom kon-
stantnu koli¢inu boje. Ova reakcija izmedu baznih amino grupa proteina i
klsehnsklh grupa bojé odvija se u stehiometrijskom odnosu. Taj se odnos
boje prema proteinima zove »kapacitet vezanja boje«, ili ‘skracéeno DB C
(Dye binding capacity). Pod odredenim uvjetima D B C’ proteina je prili¢nc
konstantan. Na osnovu toga razradeno Je nekoliko metoda odredivanja pro-
teina vezanjem boje.

a) Metoda Amino Black 10 B
Ova metoda zasniva se na ovom principu: kod -niskog pH proteinske mo~
lekule nalaze se kao viSevalentni kationi, koji s anionskim bojilom Amido
Black 10 B daju netopljivi kompleks. Ekstinkcija nevezane beje mjeri se
kod valne duZine 5780 A

b) Metoda pe Udy-u
Kod ove metode proteini mlijeka (pH 2,2) formiraju nefopljivi kompleks
sa suviSkom anionskog bojila »Orange G«. Boja se taloZi u proporcionalnoj
Koli¢ini s brojem aktivnih proteinskih bazidnih grupa, a ekstinkcija neve-
zane boje mjeri se kod valne duZine 4700 A.

Prema podacima kojima raspolaZemo, kod nas se dosad nije mnogo ra-
dilo na odredivanju proteina raznim novim metodama. Najveéu primjenu
ima jo§ uvijek klasitna metoda po Kjeldahl-u. _

Medu -objavljenim radovima na odredivanju proteina u mlijeku drugim
metodama napominjemo odredivanje proteina metodom po Udy-u izvrieno
u Zavodu za poznavanje i analizu Zivotnih namirnica Tehnologkog fakulteta
u Zagrebu.

Dobiveni rezultati kolorlmetrljskog odredivanja usporedem su prema
Kjeldahl-ovoj metodi, izvedenoj u semimikro tehnici. Na osnovu podataka
dobivenih eksperimentalnim mjerenjem ustanovljeno je da postoji linearni
odnos izmedu ekstinkcije’ nevezane boje i Kkoli¢ine proteina u postocima.
Razlike e1/<spemmentaln1h i izratunatih vrijednosti kretale -su se od +0 14
do —0,119%/o
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Propis kolori-metrijske metode

Reagensi:

Pribor:

0,05%0-tna puferska otopina »Orange Gk

»Orange G« boja susi se u termostatu kod 70°C do konstantne teZine.
1 g ove boje otopi se u 2.1 Mac Ilvaineova pufera.

Mac Ilvaine-ov pufer

Otopina A— 0,2M dinatrijev fosfat 145 g NagHPO4 12 H20 p. a.
otopi se u 2 1 vode oslobodene COz, 10 ml ove ctopine titrira se sa 0,1
N HCL uz kap indikatora metiloranZ do boje koju pokazuje 30 ml

otopine (sastava: 2,28 g KH2PO4 p. 2. i 1,00g NaCl p. a. u 250 m! vode) s

istom koli¢inom indikatora. Zatim se otopina A pode51 tako da kod po-
novne titracije trogi 20 ml 0,1 N HCL

Otopina B — 0,1 M 11munska kiselina 45 g krlstahcne limunske
kiseline p. a. otopi se i nadopuni vodom do 2 1. 10 ml ove otopine titri-

" ra se 50,1 N NaOH uz fenolftalein. Otopina B se podesi tako da trosi

30,00 ml 0,1 N NaOH u ponovnoj t1trac1]1 Za odrZavanje otopina A i
B dodaje se 0,1%0 toluola.

Mac Ilvaine-ov pufer cdredenog pH priprema se uzimanjem odredenih
koli¢ina otopina A i B. Tako se za 1 litru pufera (pH 2,2) uzima 20 ml
otopine A i 980 ml otopine B, ' '

mikrobireta a 2 ml
odmjerna tikvica a 2 1
odmjerna tikvica a 100 ml
odmjerna tikvica a 25 ml
pipeta graduirana a 1 ml
pipeta odmjerna a 25 ml
magnetska mjeSalica
spektrofotometar »Unicamc«
kiveta promjera 1 cm

-Radni postupak:

Kolig¢ini od 0,75 ml theka doda se 25 m], 0,05%-tne puferske otopine
»Orange G« i mijeSa 5 minuta na magnetskoj mjesalici..Zatim se cen-
trifugira 20 minuta kod 3.000 okretaja. 2 ml centrifugata otpipetira se
u odmjernu tikvieu od 100 ml i nadopuni destiliranom vodom do ozna-
ke. Ekstinkcija nevezane boje ofita se fotometriranjem kod 4700 A
Fotometriranje se vrsi u kivetama promjera 1 cm u »Unicam« spektro-
fotometru (slijepa proba: Hz0 destil.).

Za izradunavanje rezultata potrebno je naliniti ba¥darni diagram.

Na iduéoj strani dajemo prikaz jednog takvog diagrama:

.Pored toga dosta je proSirena metoda alkalne destilacije vodenom parom,
te éemo je ukratko opisati. Ovu je metodu objavio Kofranyi god. 1950, a prin-
cip je ovaj: zagrijavanjem mlijeka u alkalnom mediju stvara se amonljak a
koli¢ina dobivenog amonijaka u uskoj je vezi sa sadrZinom proteina u mlijeku.
Postupak:

U svrhu ispitivanja uzorak mlijeka se ohladi s NaOH, doda se BaClz
i nakon toga se provodi destilacija vodenom parom u destilecionom
aparatu po Parnas-Wagneru. Destilaciia traje 10 minuta, radunajuéi od
momenta kad prodestilira prva kap. Prodestilirani amonijak hvata se
u predloZak s odredenom koli¢inom n/40 H2SOs. Ostatak kiseline se
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retitrira s n/40 NaOH i na taj nadin izraduna koli¢ina vezane Hz2SOu4.
Broj mililitara n/40-H»SO4 vezanih za amonijak mnoZi se s faktorom
0,191 da se dobije sadrZina proteina u mlijeku.

Lolkema i Have su god. 1958, proveli ispitivanje proteina u mlijeku ovom
metodom. Uspotredivanjem rezultata s Kjeldahlovom metodom dobili su stan-
dardnu devijaciju razlike od 0,05%. Kako se pokazalo da je ova metoda taénija
nego druge u Holandiji predioZena je kao standardna metoda za odredivanje
sadrZine proteina u mlijeku pri obratunavanju otkupne cijene mlijeka.

Zakljuéak:

Iskustva u svijetu, a posebno u Holandiji, pokazala su prednosti novih
brzih metoda odredivanja proteina u mlijeku, tako da se mn0g1 laboratoriji
danas njima uvelike sluze.

Pojedine od ovih metoda, npr. formol titracija, dosta su jednostavne i ne
traze nekih posebnih aparatura, tako da se ispitivanje moze vrsiti i u laborato-
riju ve¢ih mljekara. Druge, koje zahtijevaju specijalne aparature i veée struéno
iskustvo kao npr. metoda po Udy-u, mogu se provoditi u za to osposobljenim
laboratorijima.

Smatramo da bi bilo korisno da se i kod nas uvedu neke od ovih metoda za
odredivanje proteina u mlijeku, tim vi3e, $to danas ve¢ imamo dobro opremlje-
ne centralne institute, koji su u moguénosti da vrse "serijska 1sp1t1van3a za
mljekarsku industriju.
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