
PRILOG RJEŠAVANJU ANALITIČKE KONTROLE BJELANČEVINA 
U MLIJEKU PRILIKOM OTKUPA* 

Matilda GRÜNER i Mirko FILAJDIC 
Tehnološki fakultet, Zagreb 

Otkup mlijeka provodi se, gotovo u cijelom svijetu prema količini masti. 
Za proizvođača mlječnih prerađevina međutim, važna je i količina bjelančevina 
u mlijeku. To nije značajno samo s prehrambeno-biološkog već i s komercijal­
nog gledišta, jer se od mlijeka s većom količinom bjelančevina dobiva i veća 
količina sira. 

U našim zakonskim propisima nema nikakvih odredaba o kontroli količine 
bjelančevina u mlijeku, pa se ona pri otkupu mlijeka i ne određuje. To je 
manjak kontrolne službe. U slučajevima kad su potrebni podaci o količini bje­
lančevina, oni se u laboratoriju gotovo uvijek određuju po Kjeldahlovoj metodi. 
Ta metoda, iako precizna, ima i nedostataka; dugotrajna je, pa zbog toga i nije 
prikladna za brze rutinske analize. 

Kod otkupa mlijeka neobično je važno upotrijebiti analitičku metodu koja 
je brza, jeftina, a ipak dovoljno točna. 

U literaturi je opisan velik broj metoda, koje se lako i brzo izvode. Jedna 
od tih je i metoda »formol titracije«. Popriličan broj modifikacija ove metodt 
(1—4) ukazuje na to, da ona ne daje zadovoljavajuće rezultate. 

Manju su primjenu našle metode koje se temelje na taloženju bjelančevina 
s pomoću soli teških kovina (HgCL) (5) ili na primjeni Esbachovog reagensa 
(6) kao i metoda fluorescencije (7). 

Pri određivanju bjelančevina mlijeka, mnogo se upotrebljavaju metode 
koje se temelje na kolorimetrijskom određivanju. Tako bjelančevine mlijeka 
s dušičnom kiselinom (uz naknadno zaluženje) daju ksantoproteinsku reakciju, 
tj. žuto obojenje (8). Intenzitet nastale boje proporcionalan je količini bje­
lančevina. Nadalje, bjelančevine pri grijanju uz lužinu i CuSO^ daju ljubičasto 
obojenje (biuret reakcija). Nakon petnaest minuta mjeri se intenzitet boje koji 
je proporcionalan koncentraciji boje (9). Neslerov reagens također se može 
primijeniti za kolorimetrijsko određivanje (lo). Metoda se temelji na razaranju 
organske tvari s pomoću H2SO4 uz vodikov peroksid, a reakcioni su proizvodi 
praktički bezbojni. Nakon razređivanja vodom, neutralizacije s NaOH i ponov­
nog razrjeđivanja dodaje se Neslerov reagens i mjeri intenzitet žutog obojenja. 

Od svih kolorimetrijskih postupaka, najveću su primjenu našle metode 
određivanja bjelančevina s pomoću bojila Orange G i amido crnila 10 B 
(11—29). 

Princip ovih metoda temelji se na činjenici da se kod niskog pH molekule 
bjelančevina nalaze kao viševaljani kationi koji tvore netopljiv kompleks s 
anionskim bojilom Orange G ili amido crnilom 10 B kada ih se dodaje u su-
višku. Bojilo taloži bjelančevine u proporcionalnoj količini s brojem aktiv­
nih bjelančevinskih bazičkih skupina i zato je proporcionalno ukupnim bje­
lančevinama. 

Postoji čitav niz modifikacija ovih metoda, a sastoje se u utvrđivanju opti­
malnih uvjeta kolorimetrijskih postupaka s obzairom na pH, količinu bojila, 
odnosno količinu mlijeka. 
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u našem labora tor i ju primijeni l i smo metodu određivanja b je lančevina 
mli jeka s pomoću bojila Orange G, jer je vr lo brza (traje samo 35 minuta) na ­
supro t k las ičnom mik ro Kjeldahlovom pos tupku koji t ra je na jmanje 90 minu ta . 
Njome se mogu ispi t ivat i uzorci svježeg mli jeka kao i uzorci mli jeka u p r ahu . 
Najveće razl ike između »izračunat ih i analit ičkih« vr i jednost i iznosile su od 
0,14 °/o—0,11 V» bje lančevina , a to je za p raksu zadovoljavajuće. 

Osim ove metode , u našem smo laborator i ju t akođer primijenil i me todu 
od Haugena . P r inc ip Haugenove metode se sastoji u tome da se na t r a k u fi l tar 
pap i ra (Wha t tman 1 ili Schle icher & Schül No. 2043 b) nanese 0,05 ml mli jeka 
u obliku kapi . N a k o n sušenja, bjelančevine mli jeka se f iksiraju u otopini subl i ­
mata , a zat im boje s amido crni lom 10 B. Nakon ispiranja suviška bojila, zao­
stalo bojilo se e lu i ra s o topinom NaaCOa. Intenzi tet boje e luata u p r a v n o je 
proporc ionalan koncent rac i j i bjelančevina, i mjeri se na fotometru pr i 530 nm. 

Ovu smo me todu modificiral i tako, da smo za e lu i ran je bojila upotr i jebi l i 
0,1 N otopinu NaOH, umjes to metanolne otopine Na2CO:i, i t ime skrat i l i pos tu­
pak eluiranja od 24 sata n a 30 minuta . Intenzi te t boje e lua ta mjer i se t akođer 
pr i 530 nm. Da bi se provjer i la točnost metode izvršena su usporedna određ i ­
vanja b je lančevina po s t andardno j Kjeldahlovoj (mikro) metodi , a za t im su 
post ignut i rezul ta t i s tat is t ički obrađeni . J ednadžba regres i je iz računata je t eh ­
n ikom na jmanj ih k v a d r a t a i ona za Haugenovu metodu glasi : 

y = 0,378 + 14,186 X 

a modif icirana me toda glasi : 

y = 0,627 + 7,2841 x 

gdje je »X« postotak b je lančevina određen po Kjeldahlovoj metodi, a »y« sred-
na vri jednost 6 oči tanih ekstinkcija. Prosječna re la t ivna pogreška iznosi za 
obje metode 10 "/o, to je za p raksu zadovoljavajuće. 

Z a k l j u č a k 

Iskustvo u našem labora tor i ju pokazalo je da se u kont ro l i b je lančevina 
mli jeka mogu, osim Kje ldah love metode, pr imijeni t i i d ruge metode čija je 
točnost manja , ali za p r a k s u zadovoljavajuća. 

S m a t r a m o da je opisana modifikacija Haugenove metode , zbog svoje jed­
nostavnost i i b rz ine izvođenja, pogodna za izvođenje seri jskih analiza pri 
o tkupu mli jeka na t e renu . P rednos t joj je i u tome što se uzorci na t e r enu 
p ipe tom nanose na t r a k e f i l tar papira , koje se zat im suši i osušene šalje u 
laborator i j na anal izu. Količina uzorka mli jeka je neznatna , a t r anspor t da leko 
jednostavni j i . Osim toga, t akv i se uzorci mogu dulje v r i j eme čuvati . 
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