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Rychle stanovenie kazeinu

The fast determination of casein

T. VACOVA, E. BUBELINIOVA, B. KLIMENTOVA

Abstract: It is possible the casein content in foods with several procedures to determine.
We have verified a possibility of biuret method utilization for determination of isolated
casein. The proposed method is simple and fast and is utilizable as working procedure.

Kazein je hlavna bielkovina mlieka. Vyznam jeho stanovenia v ostatnom
case prekracuje ramec mliekarenskej problematiky, pretoze mlieéne bielkoviny
(vo forme suseného mlieka, koprecipititov alebo kazeinatov) sa pouzivaju
ako prisady do inych potravin nemlie¢neho charakteru:

a) na zlepsenie biologickej hodnoty potravin,

b) v désledku uplatnenia ich Specifickych funk¢nych vlastnosti.

Df)kaz a stanovenie mliecnych bielkovin je casto problematické, kedZe sa
zvycajne analyzuje material s neznimym zakladnym zloZenim.

Obsah kazeinu v mlieku sa podla CSN 57 0530 stanovi nepriamo, ako rozdiel
z obsahu vSetkych mlie¢nych bielkovin a sérovych bielkovin, ktoré sa stanovia
klasickou Kjeldahlovou metédou. Stanovenie podla uvedeného manudlneho
postupu je pracne a ¢asovo narocné.

Okrem klasickej Kjeldahlovej metddy, ktorou sa stanovuju bielkoviny na
zdklade celkového obsahu dusika vo vzorke, existuji dalsie postupy stanovenia
bielkovin zalozené na inych principoch. Viaceré z nich st prepracované a mo-
difikované na mlietne bielkoviny. Spravnost tychto metdd sa vidy porovniva
s Kjeldahlovou metddou, ktord sa poklada za spravnu a referencni.

Komeréné analyzatory mlieka vyuzivaju Kjeldahlov princip (as analyz je
skriteny na niekolko mintt oproti 6 az 8 h pri rovnakom manualnom postupe),
ako aj dalsie, najma kolorimetrické principy. V ostatnom case sa vyuziva
na]ma spektr oskopm v infratervenej oblasti, kde sa spolu s bielkovinami sta-
novuji dalsie hlavné zlozky mlieka: tuk, laktéza a voda. Kapacita automatic-
kych analyzatorov je az 300 vzoriek za hodinu.

Na stanovenie kazeinu vo vzorkach nemlieéneho charakteru sa uvidzaja
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priame i nepriame postupy. Najnovsia je Resminiho metéda zalozend na Speci-
fickej enzymatickej izoldcii kazeinu zo vzorky pomocou chymozinu. s nasle-
dujicim kvantitativnym stanovenim. Izolovany kazein sa stanovuje iicldahlo-
vou metddou pri pouziti prepocitavacieho faktora z ocbsahu dusika n: kazein
6, 38 [1].

Obsah kazeinu sa da stanovit podla mnozstva fosforu, pretoze kazein obsa-
huje znaéné mnozstvo fosfoserinovych skupin. Nevyhodou metédy je, ze aj
sojova bielkovina, ktord sa pridava do niektorych vyrobkov, je fosfoprotein.
a tak moze df)]'st' k nespravnej interpretacii vysledkov [2, 3].

Kazein sa moze stanovit aj pomocou stanovenia prolinu v bielkovindch.
Metdda je pomerne obmedzend, pretoze prolin nie je pre kazein taky Specificky,
ako napr. hydroxyprolin pre Zelatinu.

Hydrolyzou kappakazeinu pri definovanych podmienkach sa odstiepia
ely kom(xl\ropeptld\' v ktorych sa nachiddza kyselina sialovi. Na zdklade sta-
novenia jej obsahu sa d& usudzovat na obsah kazeinu vo vzorke [4, 5].

Najvyhodnejsim riesenim stanovenia povodu a obsahu pmteinov je sckvend-
na analyza, teda stanovenio proteinovych fragmentov, ktoré si selektivne pre
kazdy protemovy komplex. Dalsim lu‘ol\om je izolacia tychto fragmentov
a nasledujice kvantitativne stanovenie pomocou an dvl_\",.' (.me()l\.\ selin.
Fragmentacia sa robi enzymovo trypsinom a separdcia chromatograficky.
Postup sa zatial prakticky nedd vyuzit [6—8].

Vysledky a diskusia

Zaoberali sme sa stanovenim kazeinu izolovaného z mlieka biuretovou me-
todou. Kazein z roztoku sa vyzraza pri hodnote pH jeho izoclektrického bodu
(pH 4, 6). Po oddeleni sa k zrazenine prida biuretové ¢inidlo, ktoré vytvori
s peptidickymi vizbami kazeinu farebny komplex.

Principom stanovenia je tvorba farebného komplexu peptidov so siranom
mednatym v alkalickom prostredi. Sfarbenie komplexu je purpurovofialové
(ruzovkasté s protedzami a peptonmi, az modré so zelatinou). Reakeiu mdlo
ovplyviiuji bocné retazce bielkovin a intenzita sfarbenia sa velmi malo meni
v zavislosti od druhu bielkoviny [9].

Prvé studie biuretovej reakeie viedli k izolacii biuretového komplexu so zio-
zenim K,[Cu/biuret),] . 4 H,0. Neskor sa ukéazalo, ze produkty mozu byt
dvojaké, podla toho, ¢i obsahuju alkalicky kov alebo nie. Reakcicu s jedno-
duchymi amidmi bez pritomnosti alkalii vznikaja soli [Cu(amid),|. 2 H,0.
Produkty vznikajice z amidov dikyselin zodpovedaji vzorcu

M, |Cu(di-acid amid),] . 2H,0
a z amidov kyselin vzorcu
M,[Cu(acid imid),]| . 2H,0
kde M = Na alebo K.
Vyznamnym zaverom struktiarnych stadii bolo zistenie, ze styri zakladné
dusikové atémy vstupuji do biuretovej reakcie a ze na tvorbe komplexu sa

zucastnuji dva vodikové atémy z aminokyselin amidov. Aj pocet vodikovych
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atomov v biuretovej reakeii je 2 alebo 4, v zavislosti od acidobazickej rovno-
vahy danej molekuly.

Absorpcné spektrum bis-biureto-mednatého tetrahydratu je identické
50 spektrom zlic¢eniny v roztoku medzi 375 a 640 nm. Z toho sa usudzuje, ze
komplex si zachovava svoju Struktaru i v roztoku [10]. Optickd denzita roz-
toku stupa linearne s obsahom medi, ak je protein v nadbytku. Ak je v nad-
bytku med, optickd denzita opdt stiipa linedrne so vzrastom obsahu proteinu,
avsak takato krivka ma trocha strmsi sklon. Vysvetlenim toho je hypotéza,
ze kazdy atom medi je viazany na styri atémy peptidického dusika [11].
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Obr. 1. Absorpénd krivka biuretového komplexu. 1 — s kazeinovym Standardom, 2 —
s kazeinom izolovanym z mlieka.

Farebnt reakciu mozu rusit niektoré sprievodné latky machidzajice sa
v potravinach (amdnne soli, rozpustné uhlohydrity a pod.) [12, 13]. Odporaca
sa preto bielkoviny vopred oddelit vyzrazanim [12] alebo gélovou filtriciou
[14], a k nim pridat biuretové cinidlo. Pri izoldcii kazeinu z mlieka sme zistili,
ze farebnd veakcia s biuretovym c¢inidlom je rusend zakalom sposobenym
pravdepodobne pritomnostou lipoproteinov v zrazenine kazeinu. Prefiltrova-
nim farebného roztoku komplexu cez kremelinu sa ziskal ¢iry farebny roztok,
pricom filtracia nenarusila intenzitu sfarbenia. Zakal mozno odstranit aj pri-
davkom izopropanolu.
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Biuretovi metddu na stanovenie kazeinu v mlieku sme modifikovali takto:

Do centrifugainej kyvety sa navazi diferenéne 1 ml mlieka s presnostou
0,0002 g, prida sa 6,5 ml vody teplej 40 °C a 0,2 ml 10 9, kyseliny octovej.
Po premiesani sa necha asi 10 min stat a potom sa prida 0,2 ml 1 M octanu
sodného a opat sa premiesa. Po dalsich 10 min sa zrazenina odstredi. Tekuty
podiel sa opatrne zleje. Zrazenina sa kvantitativne pomocou malého mnozstva
vody prenesie do 100 ml odmernej banky. Prida sa 50 ml biuretového ¢inidla.
Miesa sa do rozpustenia zrazeniny. Po 30-min stati sa roztok doplni destilova-
nou vodou do 100 ml. Roztok sa prefiltruje cez kremelinu. Meria sa absorbancia
roztoku pri vinovej dlzke 546 nm v 1-em kyvete. Ako porovnavaci roztok sa
pouzije zmes vody a biuretového cinidla 1 : 1.

Faktor na prepocet obsahu kazeinu vo vzorke sa zisti pomocou ¢istého kazei-
nu. Nivazok kazeinu 0,05 g sa prenesie do odmernej banky na 100 ml a spra-
cuje uz uvedenym sposobom.

Vypodita sa:

navazok kazeinu (g)

F =

absorbancia vzorky kazeinu 546 m
Obsah kazeinu vo vzorke:

absorbancia vzorky 546 nm

9% kazeinu = F . . 100

navazok vzorky (2)

Priprava biuretového ¢inidla: 9 g Seignettovej soli sa rozpusti v 400 ml
0,2 M NaOH (bez karbonatov, pripraveny z nasyteného odstiateho NaOH),
potom sa prida 3.0 g jemného praskového CuSGO, .5 H,0 p.a.a 5,0 g Kl p. a.
Kazda zo soli musi byt pred pridanim dalsej rozpustend. Zmes sa doplni 0,2 M
NaOH na 1000 ml. Roztok sa dd skladovat v tmavej flasi pomerne dlhy ¢as.

Metddu sme overili na sérii vzoriek odstredeného mlieka. Interval spolahli-
vosti stanovenia kazeinu vo vzorkach bol od 2,91 do 3,07 9,. Zistena relativna
sirka intervalu spolahlivosti bola 4 0,97 9%,.

Schober a spol. [15] zistili v porovnani s Kjeldahlovou metddou relativne
velki chybu v spravnosti biuretovej metédy. Dalsi autori zistili pri porovnani
vysledkov ziskanych biuretovou a Kjeldahlovou metddou korelacné koeficienty
r= 0,91 [16], a r = 0,95 [17].

Zistené odchylky vysledkov sa ¢asto komentuji ako prekazky pre praktické
vyvuzivanie biuretovej metédy. Na druhej strane metdda pritahuje pozornost
svojou jednoduchostou a moznostou adaptacie na autoanalyzatorovi techniku.
Cas vyvoja sfarbenia biuretového komplexu mozno skratit zvysenim teploty
z 30 min az na 1 min. V klinickej biochémii s zname viaceré automatické
analyzatory, ktoré vyuzivaji biuretovii metédu na stanovenie bielkovin
v telesnych tekutindch, pricom sa za hlavni vyhodu metddy poklada jej
rychlost. Jednoduchost a rychlost biuretovej metédy umoznuja vyuzit tato
metédu i v potravinarskych aplikaciach.

Po predchadzajicej specifickej izolicii kazeinu z nemlie¢nych potravinovych
materidlov mozno biuretovii metédu aplikovat ako vyhovujtci prevadzkovy
postup na rychle stanovenie pridavku kazeinu, resp. mlietnych bielkovin
v potravinach.
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Obsah kazeinu v potravinach mozno stanovit viacerymi postupmi. Overili
sme moznost vyuzit biuretovi metdédu na stanovenie izolovaného kazeinu.
Navrhovand metdda je jednoducha a rychla a mozno ju vyuzit ako prevadzko-
vy postup.
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110;10pmunﬁc RA3CHHA B IMHIIECBLIX IPOYRTAX BO3MOKHO OIPE; e/ IHTH HECROJILRIMI MeTO-
oMbl HpOBEpAIN  BO3MOMKHOCTL  HCHOJIL30BAHMA  OMYPET-MCTO/ (A JUIs  OHpPe;le/Ie HisT

HS0HPOBAHHOIO Rasenita. [Ipe;uiaraeMplii MCTO;( IIPOCTOI, CROPBII I MOKHO €10 HCII0/Ib30-
BATL RAK METOJL, POHBIT K ORCIJYaTaiiiL.
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