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Otkup mlijeka provodi se, gotovo u cijelom svijetu prema kolié¢ini masti.
Za proizvodada mljeénih preradevina medutim, vaZna je i koli¢ina bjelan¢evina
u mlijeku. To nije zna¢ajno samo s prehrambeno-bioloskog veé¢ i s komercijal-
nog gledista, jer se od mlijeka s ve¢om koli¢cinom bjelancevina dobiva i veéa
koli¢ina sira.

U na$im zakonskim propisima nema nikakvih odredaba o kontroli koli¢ine
bjelantevina u mlijeku, pa se ona pri otkupu mlijeka i ne odreduje. To je
manjak kontrolne sluzbe. U sluéajevima kad su potrebni podaci o koli¢ini bje-
lanéevina, oni se u laboratoriju gotovo uvijek odreduju 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 neobi¢no je vaZno upotrijebiti analiti¢ku metodu koja
je brza, jeftina, a ipak dovoljno to¢na.

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

Manju su primjenu na$le metode koje se temelje na taloZenju bjelantevina
s pomocu soli teskih kovina (HgCl:) (5) ili na primjeni Esbachovog reagensa
(6) kao i metoda fluorescencije (7).

Pri odredivanju bjelantevina mlijeka, mnogo se upotrebljavaju metode
koje se temelje na kolorimetrijskom odredivanju. Tako bjelancevine mlijeka
s dusiénom kiselinom (uz naknadno zaluZenje) daju ksantoproteinsku reakeciju,
tj. Zuto obojenje (8). Intenzitet nastale boje proporcionalan je koli¢ini bje-
lanevina. Nadalje, bjelancevine pri grijanju uz luzinu i CuSOs daju ljubicasto
obojenje (biuret reakcija). Nakon petnaest minuta mjeri se intenzitet boje koji
je proporcionalan koncentraciji boje (9). Neslerov reagens takoder se moze
primijeniti za kolorimetrijsko odredivanje (Io). Metoda se temelji na razaranju
organske tvari s pomoc¢u H:SO. uz vodikov peroksid, a reakcioni su proizvodi
prakti¢ki bezbojni. Nakon razredivanja vodom, neutralizacije s NaOH i ponov-
nog razrjedivanja dodaje se Neslerov reagens i mjeri intenzitet Zutog obojenja.

Od svih kolorimetrijskih postupaka, najveéu su primjenu nasle metode
odredivanja bjelanéevina s pomo¢u bojila Orange G i amido crnila 10 B
(11—29).

Princip ovih metoda temelji se na &injenici da se kod niskog pH molekule
bjelan¢evina nalaze kao viSevaljani kationi koji tvore netopljiv kompleks s
anionskim bojilom Orange G ili amido ernilom 10 B kada ih se dodaje u su-
visku. Bojilo talozi bjelanfevine u proporcionalnoj koli¢ini s brojem aktiv-
nih bjelanéevinskih bazi¢kih skupina i zato je proporcionalno ukupnim bje-
lan¢evinama.

Postoji ¢itav niz modifikacija ovih metoda, a sastoje se u utvrdivanju opti-
malnih uvjeta kolorimetrijskih postupaka s obzirom na pH, koli¢inu bojila,
odnosno koli¢inu mlijeka.

* Referat sa XI seminara za mljekarsku industriju, Zagreb, Tehnolodki fakultet,
6—8. II 1973.
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U naSem laboratoriju primijenili smo metodu odredivanja bjelantevina
mlijeka s pomoc¢u bojila Orange G, jer je vrlo brza (traje samo 35 minuta) na-
suprot klasi¢nom mikro Kjeldahlovom postupku koji traje najmanje 90 minuta.
Njome se mogu ispitivati uzorci svjezeg mlijeka kao i uzorci mlijeka u prahu.
Najvete razlike izmedu »izra¢unatih i analiti¢kih« vrijednosti iznosile su od
0,14 °/0—0,11 %0 bjelanevina, a to je za praksu zadovoljavajuée.

Osim ove metode, u nasem smo laboratoriju takoder primijenili metodu
od Haugena. Princip Haugenove metode se sastoji u tome da se na traku filtar
papira (Whattman 1 ili Schleicher & Schiil No. 2043 b) nanese 0,05 ml mlijeka
u obliku kapi. Nakon susenja, bjelanéevine mlijeka se fiksiraju u otopini subli-
mata, a zatim boje s amido crnilom 10 B. Nakon ispiranja suviska bojila, zao-
stalo bojilo se eluira s otopinom Na:COs. Intenzitet boje eluata upravno je
proporcionalan koncentraciji bjelanéevina, i mjeri se na fotometru pri 530 nm.

Ovu smo metodu modificirali tako, da smo za eluiranje bojila upotrijebili
0,1 N otopinu NaOH, umjesto metanolne otopine Na:COs, i time skratili postu-
pak eluiranja od 24 sata na 30 minuta. Intenzitet boje eluata mjeri se takoder
pri 530 nm. Da bi se provjerila to¢nost metode izvrSena su usporedna odredi-
vanja bjelanéevina po standardnoj Kjeldahlovoj (mikro) metodi, a zatim su
postignuti rezultati statisticki obradeni. Jednadzba regresije izratunata je teh-
nikom najmanjih kvadrata i ona za Haugenovu metodu glasi:

v = 0,378 + 14,186 x
a modificirana metoda glasi:
y = 0,627 + 7,2841 x

gdje je »x« postotak bjelanéevina odreden po Kjeldahlovoj metodi, a »y« sred-
na vrijednost 6 ocitanih ekstinkcija. Prosjeéna relativnha pogreska iznosi za
obje metode 10 %, to je za praksu zadovoljavajuée.

Zakljutak

Iskustvo u naSem laboratoriju pokazalo je da se u kontroli bjelanéevina
mlijeka mogu, osim Kjeldahlove metode, primijeniti i druge metode ¢&ija je
toénost manja, ali za praksu zadovoljavajuca.

Smatramo da je opisana modifikacija Haugenove metode, zbog svoje jed-
nostavnosti i brzine izvodenja, pogodna za izvodenje serijskih analiza pri
otkupu mlijeka na terenu. Prednost joj je i u tome Sto se uzorci na terenu
pipetom nanose na trake filtar papira, koje se zatim su$i i osufene Salje u
laboratorij na analizu. Koli¢ina uzorka mlijeka je neznatna, a transport daleko
jednostavniji. Osim toga, takvi se uzorci mogu dulje vrijeme ¢uvati.
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