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Hemija proteina mleka je relativno mlada nauka i zahvaljujuéi teoretskim
dostignuéima kao i intenzivnom eksperimentalnom radu, moZe se ocekivati
dalji napredak u mlekarskoj industriji. Neosporno je, da je istraZivanje pro-
teina veoma kompleksno, zbog veli¢ine i strukture molekula, njihove nera-
stvorljivosti u veéini rastvaraéa, kao i sposobnosti da se hemijski veoma lako
menjaju ili razgraduju u toku izolovanja i definisanja.

Kazein, koji predstavlja 80°% proteina u mleku, veoma je slozene struk-
ture; on se nalazi u obliku koloidnih micela, od ¢&ije stabilnosti u mnogo ¢emu
zavisi kvalitet mleka i mleénih proizvoda. Jo§ su Linderstrém-Lang (10) i Mel-
lander (13) prikazali heterogeni sastav kazeina; primenjujuéi metodu elektro-
foreze ovaj drugi je utvrdio da se kazein sastoji od tri komponente koje su
oznatene sa alfa, beta i gama. U docnijem periodu, 1965, znaéajan doprinos
ovome problemu ¢ine radovi Waugha i Von Hippela (22). U ovim radovima
dati su podaci o otkrivanju unutrasnje strukture kazeina, $to ukazuje na posto-
janje jednog zastitnog koloida u kazeinskoj miceli. Ova komponenta, koja je
nazvana yw-kazein, ulazi u sastav alfa-kazeina: od posebnog znataja je bilo
otkrice da ova komponenta podleZe hemijskoj promeni prilikom dejstva himo-
zina na kazeinski sistem.

Na bazi spomenutih fundamentalnih radova, kao i zahvaljujuéi primeni
savremenih metoda za izolovanje proteina, poslednjih deset godina ué&injen je
pravi prodor u svet proteina mleka; do$lo se do rezultata od velike nau¢ne i
prakti¢ne vrednosti, otkrivanja genetskog polimorfizma, gotovo potpunog sa-
znanja o kazeinskim komponentama i mjihovoj primarnoj strukturi, naéinu
vezivanja i odnosa. Danas se smatra da broj ovih komponenti u kazeinu iznosi
dvadeset. Vredno je ukazati na to da se znafaj navedenih ispitivanja mora
posmatrati u jednom Sirem kontekstu; ona ne predstvaljaju samo doprinos
hemiji mleka, veé upotpunjuju i proSiruju postojeéa saznanja o proteinima,
uopSte. Pored toga kada se govori o biohemijskoj ulozi proteina, ne
treba izgubiti iz vida da oni predstavljaju glavni izvor azota u ljudskom orga-
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nizmu, kao i ¢injenicu da mleko ima veoma povoljan sastav esencijalnih ami-
nokiselina.

ISPITIVANJE PRIMARNE STRUKTURE PROTEINA

Poznato je da su proteini polimerni produkti aminokiselina, koje su medu-
sobno povezane peptidnim vezama. Polaznu osnovu za dalje definisanje nekog
izolovanog proteina zbog toga predstavlja odredivanje njegove primarne struk-
ture, odnosno sekvence aminokiselina. Medutim, glavni problem navedenih
ispitivanja jeste moguénost transformisanja ili razgradnje pojedinih kiselina u
toku hidrolitiékog razlaganja. Iz navedenih razloga posebna paZnja se obraca
na cistin, cistein, triptofan i tirozin; naime, prve dve supstance lako podleZu
delimi¢noj oksidaciji, a druge dve razlaganju u prisustvu HC1, koja se danas
najcéedce koristi u reakcijama hidrolize proteina.

Sistematska metodologija ispitivanja proteina, prema Mooreu i Steinu (15)
sastoji se iz slede¢ih faza:

— pripremanja uzoraka koji su podesni za analizu,

— odredivanja suve materije, pepela i sadrZaja azota,

— kisela hidroliza u (Sest) 6 M HCI,

— odvajanja i odredivanja aminokiselina u hidrolizatu,

— odredivanja tirozina, triptofana, cistina i cisteina posebnim postupkom
— obratunavanja sadrZaja aminokiselina,

— odredivanja sekvence aminokiselina i

— odredivanja drugih neproteinskih sastojaka.

Odvajanje kiselina iz hidrolizata izvodi se po metodi Spackmana (18) u
automatskom amino-analizatoru, u kome se istovremeno spektrofotometrijski
vrsi njihovo dokazivanje i odredivanje. Medutm, za utvrdivanje sekvence ami-
nokiselina jednog proteinskog niza, neophodno je poznavati ne samo redosled
kiselinskih ostataka, veé¢ i raspored funkcionalnih grupa i naelektrisanja. Da
bi se dobio odgovor na ovo pitanje u prvoj fazi se vr§i razgradnja tercijarne
i sekundarne strukture, cepanjem polipeptidnih lanaca, a zatim se identifikuju
aminokiseline na pofetku i kraju svakog dobivenog peptida. Ova razlaganja
najéedée se izvode sa enzimima peptidazama kao Sto su tripsin, himotripsin,
pepsin, pri ¢emu ne treba izgubiti iz vida da ovi enzimi deluju isklju¢ivo na
veze odredenog tipa. Tako tripsin, koji se &esto upotrebljava, raskida samo
peptidnu vezu izmedu arginina i lizina, dok u sluaju supstitucije bilo koje od
spomenutih kiselina ne dolazi do razlaganja.

Slede¢u fazu predstavlja odredivanje sekvence peptidnog niza; prema
Edmanu (6) postupak se sastoji u parcijalnoj hidrolizi i udaljavanju aminoki-
selina sa NH: kraja. Da bi predstava o primarnoj strukturi bila konaéna
potrebno je izvrSiti i analizu terminalnih grupa. Za identifikaciju NH: grupa
koristi se sa uspehom Edmanova metoda ili se po drugom postupku aminoki-
seline prevode u DNP derivate. Za odredivanje terminalnih karboksilnih
grupa u zadnje vreme najéeSée se upotrebljavaju karboksipeptidaze A, B i C.
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PRIMARNA STRUKTURA ALFA «-KAZEINA

Kazein je fosfoprotein i iz mleka se izoluje bilo obaranjem kiselinama,
isoljavanjem ili ultracentrifugiranjem. Za kazein je utvrdeno da se sastoji iz
viSe proteina, a za ove je dokazano da posjeduju vise polimorfnih oblika. Po-
stavka Waugha i von Hippela (22) o postojanju zaStitnog koloida, odnosno x
komponente, koja spretava precipitaciju kazeina u prisustvu Cat+, ukazala je
na postojanje alfa, frakcije.

Kada se govori o alfa,-kazeinu obiéno se misli na alfa,_,, za koji je nadeno
da se javlja u eetiri genetska varijeteta i to alfa; _,-kazein A, B, C i D (1). Ostale
frakecije alfa,,, alfa,_,, alfa, ,, alfa,, i alfa, ,-kazeini po svom hemijskom
sastavu se razlikuju od alfa, ,-kazeina, po$to sadrZe jednu polovinu cistina, sto
ukazuje na prisustvo tio grupa. Zato se oni mogu smatrati delovima alfa-kazeina
ali nikako alfa,_,-kazeina.

Glavni protein kravljeg mleka, alfa, ,-kazein, je polipeptidni lanac, sa
sekvencom za koju je utvrdeno da sadrZi 199 aminokiselina i da ima mole-
kulsku tezinu od 23.600 daltona, U Semi 1 dat je redosled aminokiselina u nizu,
koji poti¢e od grupe nauénika iz Jouy-en-Josas na &elu sa Mercier-om (14).

Kao 3to se iz $ematskog prikaza wvidi alfa, , molekul sadrZi 8 serin
fosfata, od kojih se 7 pojavljuju izmedu 43. i 80. ostatka. Ovaj segment ima
jako izrazenu kiselost zbog posedovanja 12 karboksilnih grupa, Sto govori o
znatnom negativnom naelektrisanju. Karakteristika ovog proteina sastoji se u
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Sema 1. — Primarna struktura alfa, ,-kazein B prema Mercieru et al. (14).
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nejednakom rasporedu naelektrisanja, pa se to sigurno odraZava na sposobnost
agregacije ili polimerizovanja. Raspored ostataka prolina je veoma ujednacen,
a sadrzaj veliki, tako da se vrlo teiko raspoznaje sekundarna ili tercijarna
struktura, 8to je u saglasnosti sa podacima fizitko-hemijskih analiza.

Ispitivanjem terminalnih grupa utvrdeno je da se na NH, kraju nalazi
arginin, a na COOH kraju triptofan. Od nesumnjive vaZnosti je i znaéajan
stepen hidrofobnosti u delu lanca koji poéinje od C-terminalnog, jer bi to
moglo predstavljati objaSnjenje za tendenciju sjedinjavanja u vodenoj fazi.
Pada u oti ¢injenica, da peptidi (ozna&eni sa 1 i 2 u Semi), izolovani iz sira kao
i iz hidrolizata koji su nastali fermentativnim delovanjem na kazein (14), poti¢u
od alfa, , frakcije.

U Semi 2 dat je pregled razlika genetskih varijeteta alfa, ,-kazeina. Danas
se smatra da ovi varijeteti ukazuju na postojanje evolucionih procesa kod
vrsta.

Mesto ostatka Varijeteti
A B C D
14— 26 - + + i
53 Ala Ala Ala Glu
192 Glu Glu Thr P Gly
Sema 2. — Primarna struktura alfa, ,-kazeina: pozicije aminokiselinskih za-

mena za Cetiri genetska varijeteta prema Lysteru (11).

Kao sto se vidi, dva varijeteta (B i C) koji se najéeSte nalaze, razlikuju se
medusobno postojanjem aminokiselinske supstitucije Glu/Gly, $to je utvrdeno
uporedivanjem himotripti¢nih peptida koji su zahvatili C-terminalni deo
alfa,_, molekula (20).

Uzimajuéi u obzir prethodne konstatacije Thompson et al. (21) zakljutuju
da se alfa,_ ,-kazein A pona3a drugafije od ostalih varijeteta, jer mu nedostaje
sedam hidrofobnih aminokiselina. Uticaj navedenih razlika ogleda se u neuobi-
¢ajenoj rastvorljivosti u prisustvu Ca™*, kao i slaboj interakeiji sa » kazeinom.
Sve ove specifiénosti alfa,_, A varijeteta su posledica smanjenja hidrofobnih
veza, i ilustruju kakvu vaznost ima povezivanje nepolarnih aminokiselina za
formiranje koloidne kazeinske micele u jednom takvom sloZenom sistemu kao
sto je mleko.

PRIMARNA STRUKTURA BETA KAZEINA

Beta kazein je druga glavna komponenta micelarnog fosfoproteinskog kom-
pleksa. Ovaj protein, koji se nalazi u vidu polipeptidnog lanca, ima molekulsku
teZzinu od 24.500 daltona i sadrZi 209 aminokiselinskih ostataka (17).

Hidrolizom DNP derivata utvrdeno je da se na NH, kraju nalazi arginin,
dok je hidrolizom sa karboksipeptidazom dokazano prisustvo valina na COOH
kraju. Za sekvencu je karakteristitan raspored naelektrisanja i apolarnosti,
tako da C-terminalni deo ima izraZenu hidrofobnost, a NH, terminalni deo
poseduje gotovo celokupno negativno naelektrisanje molekula. Sigurno je da
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Sema 3. — Primarna struktura beta kazeina A*? prema Ribadeau Dumasu et
al. (17).

ovako neujednadena distribucija negativno naelektrisanih hidrofobnih grupa,
uz visok procenat prolina, uti¢e na slabljenje sposobnosti za formiranje sekun-
darne i tercijarne strukture.

Iz $ematskog prikaza se vidi da je fosfor u vidu pet serinfosfata skoncen-
trisan u NH, terminalnom delu, &ineéi ga jako hidrofilnim. Kao i kod alfa, ,-
-kazeina, beta kazein poseduje dva peptida, za koje je utvrdeno da igraju ulogu
kod stvaranja gorkog ukusa mleénih proizvoda i to najéesce sireva.

Problem genetskog polimorfizma kod beta kazeina ne$to je sloZenije pri-
rode i zahteva dodatna proufavanja u cilju dobivanja konaéne slike o broju
varijeteta. Od momenta kada je Aschaffenburg (1) otkrio da beta kazein postoji
u tri varijeteta (A, B i C), nadeni su A' A% A? i beta D; ovo ima za posledicu
ispitivanje substitucija aminokiselina, na osnovu kojih se i doslo do razli¢ite
elektromobilnosti veé¢ spomenutih varijeteta. U sledeéoj tabeli dat je pregled
do sada poznatih substitucija.
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Varijeteti Aminokiselinske supstitucije

Al — A® 67 Pro — His
A — B 122 Ser — Arg
37 Glu — Lys
Al — C 35 Serin P — Ser
A — A 106 His — GIn
Sema 4. — Pozicije aminokiselinskih supstitucija genetskih varijeteta beta

kazeina prema Mercieru et al. (14)

Medutim. od ne manjeg znacaja su rezultati Grovesa i saradnika (7) koji
se bave izu€avanjem strukture takozvanih »malih« kazeina. Za ove kazeine, u
literaturi poznate po nazivima TSA? TSB, R i S, dokazano je da su delovi
beta kazeina isti. Autori objavljuju da TSA® i S predstavljaju jedan polimorfni
par, a TSB i R drugi, s tim $to prva dva obuhvataju deo beta kazeina lanca
od broja 106—209, a druga dva od 108—209. Izmedu navedenih polimorfnih
parova postoji samo jedna razlika u sastavu i to je zamena Ser—arg. U ovu
grupu spada i gama kazein, kome je do sada mala paZnja posvetena, i koji
obuhvata segment aminokiselina od broja 26—209.

Od posebne je vaznosti i pitanje porekla ovih »malih« kazeina. Da 1li se
ovde radi o prirodnim kazeinskim komponentama ili pak o produktima koji se
stvaraju u toku izolovanja, tesko je dati odgovor, mada navedena ispitivanja
(7) navode na mogu¢nost proteoliti¢kog razlaganja beta kazeina i stvaranja
novih frakecija.

PRIMARNA STRUKTURA — -z- KAZEINA

Od svih poznatih i do sada ispitivanih kazeina o » kazeinu najmanje se
zna. Pitanje postojanja »zastitnog« koloida, koje je nateo Linderstrom — Lang,
a u potpunosti dokazali Waugh i Von Hippel, predstavlja klju¢ za objasnjenje
strukture kazeinske micele i reakcija koje dovode do njenog formiranja. Fun-
damentalnost spomenutih radova ogleda se u ¢injenici, da alfa, ,-kazein, iako
nerastvorljiv u prisustvu Ca*™, biva za$tiéen od precipitacije sa Cat*, kada se
nalazi u kompleksu sa z kazeinom. Pos$to je dokazano da » kazein podleZe
promeni u toku dejstva himozina, postaje razumljivo zasto su preduzeta brojna
fizitka i hemijska ispitivanja u cilju detaljnog upoznavanja njegove strukture.
Zahvaljujuéi doprinosu Jollesa i saradnika (9), kao i ranije spomenute grupe
iz Jouy-en Josasa, primarna struktura » kazeina delimiéno je poznata. Kori-
ste¢i se podacima navedenih autora Swaisgood (19) objavljuje da molekulska
leZina » kazeina iznosi 18.995 daltona a aminokiselinski sastav bi bio slede¢i:
Aspas, Ast:, Thris, Seriz, SerPi, Gluiz, Glnu, pyo Glni, Prose, Gly2, Alais, 1/2 Cyse.
Valu, Mete, Iles, Leus, Tyrs, Phes, Trp1, Lyss, Hiss i Args. Smatra se da COOIT1
kraj zauzima valin a NH: kraj piroglutamin. Do postojete strukture doslo se
postepeno. Naime, bilo je poznato da u prisustvu Ca®™* himozin cepa peptidni
lanac » kazeina na nerastvorljivi deo para = kazeina i rastvorljivi COOH
terminalni fragment oznafen kao makropeptid. Zato se prema Mackinlayu i
Wakeu (12) pristupilo intenzivnom proutavanju navedenih delova, kao i prirodi
veze koja se raskida prilikom njihovog nastajanja.
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Ispitivanja su dobrim delom bila skoncentrisana na makropeptidni lanac,
posto je utvrdeno da je on izvor heterogenosti » kazeina; ovo je s jedne strane
u vezi sa pojavom genetskog polimorfizma a s druge sa variranjem u ugljeno-
hidratnom sastavu. Makropeptid obuhvata oko 1/3 » kazeina i ima blago izra-
zenu hidrofobnost zbog posedovanja kiselina sa polarnim grupama koje su
uglavnom kiselog karaktera. Ovi podaci, kao i odsustvo baznih i aromatiénih
aminokiselina, ukazuju na koncentraciju negativmnog mnaelektrisanja u ovom
segmentu. Od nesumnjive vaZnosti je i prisustvo veteg broja aminokiselina sa
hidroksilnom grupom, serina i treonina, §to bi prema Hillu i Wakeu (8) moglo
imati odredenog uticaja na stabilnost kazeinske micele.

Velika paznja posvecéena je i ugljenohidratnom sadrZaju, za koji je utvrdeno
da varira u toku laktacionog perioda i da je nejednako rasporeden duZ makro-
peptidnog lanca. Seéeri koji se nalaze u vidu galaktozamina, galaktoze i sijalne
kiseline, i to u molarnom odnosu 1:1:1, povezani su glikozidnim vezama za
hidroksi-aminokiseline COOH kraja makropeptidnog niza. Predpostavlja se da
bi ovako visok procenat ugljenohidrata mogao imati odredenu funkeciju u toku
kolostralnog perioda.

Makropeptid poseduje i dve aminokiselinske substitucije, na osnovu kojih
se razlikuju dva genetska varijeteta. Razlika izmedu % kazeina A i % kazeina
B ogleda se samo u zameni seledeéih parova Thr/Ileiss i Asp/Alaus, posto oba
varijeteta daju istovetne para x kazeine.

Para * kazein ili nerastvorljivi deo » kazeinskog kompleksa (u prisustvu
Cat ™), isto tako je detaljno prouéen i utvrdeno je da u svom sastavu sadrii
celokupnu koliéinu arginina i histidina, kao i veliki procenat aromati¢nih ami-
nokiselina. Od posebnog interesa je i prisustvo sumpora s obzirom da se obe
polovine cistina nalaze u para » kazeinskom segmentu. Vetina istrazivaca sma-
tra da su molekuli % kazeina povezani u veée agregate disulfidnim mostovima.
S druge strane Beeby (2) stoji na gledi$tu da % kazein sadrzi blokirane hidro-
sulfidne veze, ¢ime ovo pitanje ostaje otvoreno a u vezi s tim i uloga » kazeina
u formiranju micele.

DEJSTVO HIMOZINA NA -z- KAZEIN

Problemu koloidne stabilnosti koloidnog sistema u mleku i njegovej trans-
formaciji pod uticajem himozina u prisustvu Ca™™, posveéena je ogromna paz-
nja. Kada je utvrdeno da se ovo dejstvo sastoji od dva separatna procesa i to
hemijske promene » kazeina, a zatim koagulacije kao posledice prethodne
faze, pristupilo se objasnjenju postojanja peptidne veze koja se raskida prili-
kom delovanja himozina. Praktino ovo je predstavljalo odredivanje COOH
terminalne grupe para x kazeina i NH: terminalne grupe makropeptida. Medu-
tim, kako navode Mackinlay i Wake (12), kada je dokazano da se radi o feni-
lalanil-metionin vezi, dobiveno je samo delimi¢no rjeSenje, jer nije dat odgo-
vor zasto se upravo na tom mestu vri raskidanje veze. Predpostavlja se da je
u pitanju veza koja je izuzetno labilna, i da je njena osetljivost vrlo poveéana
bliskim prisustvom serina i histidina u boénom lancu. Navedeno objadnjenje
o velikoj reaktivnosti spomenute veze, pre bi se moglo prihvatiti nego teza o
specifitcnom dejstvu himozina (mada ne treba izgubiti iz vida da je dejstvo
himozina na kazein intenzivnije nego njegova uobifajena proteolititka aktiv-
nost), posto je poznato da pepsin i himotripsin sli¢no razgraduju » kazein, kao
i da je optimum za dejstvo himozina, pH4.
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Ako se za prvu fazu moze re¢i da se odlikuje hemijskim transformacijama
odnosno razgradnjom zaStitnog koloida, za drugu su karakteristiéne reakcije
polimerizacije, odnosno stvaranje strukture gela uz neophodno prisustvo Ca* ™.
U poéetku se smatralo da je za formiranje ovakve strukture potrebno stvara-
nje kalcijumovih mostiéa izmedu fosfatnih grupa. Nasuprot tome ispitivanja
Binghama (4) pokazala su da se defosforilisani alfa._ , kazein precipituje pnd
uticajem Ca* ™, ali i rastvara ako mu se doda % kazein. Ovo ukazuje na posio-
janje grupa koje nemaju fosfatni karakter a poseduju sposobnost vezivanja
Catr,

Sumirajuéi sva dosadadnja ispitivanja pretpostavlja se da pored fosfatne
grupe u intermolekularnom vezivanju ucestvuju i slede¢e funkcionalne grupe:
imidazol, guanidin, amino, hidroksilna i karboksilna. Detaljnije analize sigurno
¢e pruZiti bolji uvid u su$tinu navedenih reakcija koje su od vitalnog znacaja
za preradu mleka.

ZAKLJUCAK

Na osnovu prethodnih izlaganja proizlazi da je uéinjen veliki napredak
u obja$njenju fundamentalnih problema iz oblasti proteina mleka. S obzirom
da na neka veoma vaZna pitanja odgovor jo§ nije dat, moZe se ocekivati da ¢e
istraZivanja u buduénosti biti usmerena u tom pravcu.

Jedan od osnovnih problema jeste pitanje strukture i prirode agregacije
u micelarnom kazeinskom kompleksu (16); u ovoj oblasti su do sada pojedi-
natni sastojci micele detaljno prouéeni. PredloZeni modeli za formiranje ka-
zeinske micele (11) predstavljaju samo delimi¢no resenje.

U narednom periodu treba oéekivati definitivno razjasnjenje porekla i
uloge takozvanih »malih« kazeina i gama kazeina. Sem toga sigurno ¢e biti
posvetena vetéa paZnja hidrolitickom razlaganju alfa, , i beta kazeina pod
uticajem himozina, kao i pitanju termostabilnosti beta kazeina ¢ije je pona-
Sanje na niZim temperaturama veoma interesantno (5).
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KVALITET SLADOLEDA | NJEGOV ZNACAJ U ISHRANI*
Dr Simo PARIJEZ

Ujedinjena poljoprivreda, promet i industrija — Sarajevo

Uvod

Sladoled je visokokaloriéna i lako probavljiva hrana, éija je proizvodnja
novijeg datuma, pa se njegovom kvalitetu poklanja sve veéa paZnja u nauci
i praksi. Inage, sladoled je smrznuti mlje¢ni proizvod, koji se sastoji od mljeé-
ne masti, bjelan¢evina, uglji¢nih hidrata, stabilizatora, aroma, voc¢a i drugih
aditiva koji ovom proizvodu daju osobine kvalitete i vrste. Prema vaZetem
Pravilniku o kvalitetu mlijeka i proizvoda od mlijeka, odnosno zavisno od
sadrzaja masti, Secera, vo¢a i ukupne suve materije, kod nas je sladoled klasi-
ficiran u tri osnovne grupe i to: mljeéni, krem i voéni sladoled.

Imajuéi u vidu da je sladoled veoma hranjiv prehrambeni proizvod, koji
jo3 uvijek mije naSao svoje mjesto u redovnoj ishrani stanovni$tva, potrebno
je jo§ dosta uraditi na poveéanju proizvodnje i potro$nje ovog proizvoda. Sto
se li¢e moguénosti za poveéanje proizvodnje, poboljSanja kvaliteta i asortimana
u naSoj zemlji postoje svi uslovi, jer posjedujemo osam savremeno opremljenih
fabrika sladoleda. Radi toga se pred nas postavlja zadatak kako poveéati po-
troSnju ovog veoma interesantnog proizvoda, ako znamo da se po proizvodnji
i potrodnji sladoleda malazimo pri dnu evropske i svjetske ljestvice. Kretanje
ukupne proizvodnje i potronje sladoleda po stanovniku u nekoliko evropskih
i vanevropskih zemalja moZemo sagledati u tabeli 1.

Referat odrZfan na IV Jugoslavenskom kongresu o ishrani (Ohrid 22—24. IV 1975)
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