
lSullct irr \-L-P. X-\, d. 4, s. l7--rl, IJr.al islrrva l9til,. I !rt'S. s. l.
Itt71... 73.
ilr ir. Pr.alta

: rrrrrtt'rirtls
r,ijt1 ,]utre,

I lr;.-).
- l;e-109_08

jr' )lrlt,' l-
1it(ilil,t('.
)'l('lllltl
,;,rrr,rii)

'lilll)r)-
\ i,('r II.

Ryehle stanovenie lia,zeinu

'Hte fast ileternrirration of c:rs0in

'l'. l-Aco\-.\, H. lluIlDLixrot.j, E. rir,tllllN'It0\'-i

Abstlact: It is ltossiblt) thc crrscill ('olltcnt irr fborls u ith scr-clrrl proccrhu'cs to rk'tnrrniuc.
\\'e har-t' r't'r'ifie<[ a possibilitv ol ]rirrlct rncthod utiliza,tiorr fbt tletet'utirration of isolrttt'tl
cil.scilr. Ilrr'pt'oposc'cl nrt'tho<l is sitnple ttrrrl {'a,qt atrtl is utilizablcr rrs lor.l;irrg l.rloct'chrn,.

Iirtztrin je hla,vn6, bielkovina mliehl,. \tyznn,n.r jeho stanovenii.r v ostatnorrr
i'rtsc pt't,l<r'tt'i'uje ltltrec rnliektirtnskej problenrtr,tiky, plet,oZe lnlieine bielkovinv
(vo fbrnre suSen6ho rnlieka, lioprecipit6,tov u,lebo ktr,zeinitot') sti, porrZivt.r,jfi
tr,ko plisrr,cly clo inych potra,vin rlemlieineho cltilla,kteru:

rr) n:l zlepienie biologickej irodnot.l' potravin.
b; v d6sledku uplatnenia ich ipeci{ickych {irnkr:njch vlastnosti.
D6lirr,z a stzr,novenie rnlietinl-ch bielkovin je dast'o problernatick6, ltrdZe s,r,

zvvi:tr,ino tl,nalyzuje rnir,teriri,l s nezniirt.r\.m zrikladuym zloZenirn.
Obsa,h lia,zeinlr v mlieku sa ltodla CSN 57 ()530 st,rrnovi neprianto, ako lozdiel

z obsti,lltt vietk;ich rnliei'nvch bielkovil 'r, "6ror.i-ch bielliovi', l<tor6 sil stanovi.,
lilasicl<or-r Kjelclahlor.ou met6dou. Stanovenie po(llir, uveclen6ho nranuS,lnehr-r

l)ostlll)il je pr'1rcne rl iasovo nriloirn6.
Oil'etn klasickej Kjeldahlor.ej n'ret<icl.v. ktorou sa stnnor.ujfi bielkovin) nu

z6,klarle celkov6ho obs:r,htr dusiktr, vo vzorke, exist'rijfr <lir,llie posttrpy st,ilnoveltiir
bielliovin zrlloZen6 na in.vch Principocl). Viacc'r'6 z nich sir Irleprrl,covan6 a mo-
<lifiliova,n6 nil mlieine bielkovinv. Sprrivnost tfchto rnet6cl sir, r'Zcl1'polor.nli,vtr,
s Iijeldtr,hlovou l1et6dou, ktorti str, pokltr,dri za sprlivltu il refereninir.

I(onretin6 tulal.yziitor'\' mliek:r vvtrZivaiir l(jelcltr,hlov princil) (ias u,nalyz je
skr/r,trrni'na nieliolko minfrt opl'oti 6 al 8 l'r pli lovnal<om ntanutilnom postupc),
ako a,j tllr,liier, najrnd, liolorirnetrick6 plincil-r1-. \: osttrtnout i.trse sa vvuZivil
ntrjlrlii spektloskopi:r, v infrir,i'tll'\renej oblasti, krlc srr, slxilu s bielliovina,mi s1,a-
novtrjfi rltr,lSie hltr,vn6 zloZkv ttrlieiktr.: ttrl<, lakt6za, a votln. I(ttprr,cittr, irutom:r,tic-
ki-ch ir,na,l.vzritot'ov je aZ 300 \:zoriek zil hoclinu.

Nrl st'arrovenie kazeinu vo vzolklt,ch nenrlieineho charakteru srl uvriclzajir

Lrg.'l'. Ytrcovti. ('{c., \li'sllrrnlrf listitv potlavirriilslil','lilt,ni.iarrslirl 53, 82.1 09 llra-
tisiava,

Prom. iirnrr. l'1. llnlrclfniovti, fj'sl;tunrrj- ristrrv l)otri-r,\-inrlrskl-, lfrcrri:iirnshir 5iJ.
825 09 IJratisla,r'rr

Ine. Il. lilirnt'trtovii, \r;J'-shtuunj itsttrv pottirvirriirsll-,'I'n'rrd.iauslirr J3, tJ25 09 Blrr-
t isL,lr.a
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priame i nepriame postupy. Najnoviia, je Resminiho met6cla zaloi,ena n* iirerci-
fickej enzr-nratickej izolfi,cii kazeinu zo vzorkr. porrlocolr chynrozinrr. s naslc-
dujricim kvantitativnym st'anot'enim. Izolovanf krr,zein sa stanovu ie liicldahlo-
vou met'6dou pri pouZiti prepoditavacieho faktora z obsahu dusikri. n,. kazein
6, 38 [t].

Obsah kazeinu sa d6, stanovit podla mnoZstva fbsforu, pretoZe iiazoin obsa-
huje znadn6 mnoZstvo fosfoserinov;ich skupin. Nevyhoclou lnet6dv jo, Ze aj
s6jovd, bielkovina, ktori sa pridr{,va do niektor'lich v;iroblio'r-, je fosfol-rrotein,
a tak m6Ze d6jst k nesprd,vnej interpret6cii v;isledkov [2, 31.

I(azein sa mdZe stanovit aj pomocou stanovenia prolintr v bielkovinlr,ch.
Met6da je pomerne obmodzen6,, pretoZe prolin rrie je pre kazein tak;f ipecifichd',
ako napr. hvdroxyprolin pre ielatinu.

Hydrolfzou kappakazoinu pri clefinovanfch podmienkach sa oclstiepi:r,
glykomakropeptidy, v ktorlfch sa nach6dza kvsolina sialovrl. Na z6,kla<k. strr,-
novenia jej obsahu sa d6, usudzovat na obsah ka,zoinn vo vzolke [-1, 51.

Najv;ihodnejBim rieienim stanovenia p6vodu a obsahu prot'einov je sdiveni-
nd analyza, teda stanovonio prot'einovych fragmont'ov, ktor6 sir selektivne pn*
kaidf proteinovSi komplex. DalSim krokorn je izold,cia tychto fragmentor.
a nasledujirce kvantitativne stanovonie pomocou anal;tzt' arninol<.\'selin.
Fragment6cia sa robi euzlrmovo trypsinom tr, separd,cia cl.rromatografir,k)-.
Postup sa zatial prakticky ned6, vvuZit' [6--81.

Vlisledky a, clisk usia

Zaobernli sme sa stanovenim kazeinu izolovan6ho z mliokr binretovorr rne-
t6dou. Kazein z rozbokn su vvzr6,Za pri hodnote pH ieho izoolektrick6ho bochr
(pH 4, 6). Po oddeleni sa k zrazenine prid5, bitrretov6 irinicllo, htor6 vvtvoli
s peptidicklimi vd,zbarni kazeinu farebny komplex.

Principom stanovenia je tvorba farebn6ho kornplexu pcpticlov so siranorn
medhatyn-r v trlkrrlickom 1-rrostrecli. Sfarbenie komplexu je pulpurovofirr,lo..'6
(ruiovkast6 s prote6zani a pept6nmi, aZ modr6 so Zelatfnou). Reakciu nrrilo
ovplyviujir bodn6 redazce bielkovin a intenzita sfarbenitr, sa vel'mi m6,lo rneni
v zivislosti o<l druhu bielkoviny [9].

Prv6 itridie biurotovej reakcie viedli k izolicii biuretov6ho komplexrr so zio-
Zerrirn Kr[C'u/biuret)rl . I HrO. Nesk6r sa uk6zaIo, :ze produl<t.r' nr6Zrr br-t
dvojak6, podl'a toho, ii obsahujfr alkalicklf kov alebo nie. Rer-r,kciou s joclno-
duchS?mi nrnidmi bez pritomnosti alk6,lii vznikajir soli [()u(anrid)rl . 2 H"O.
Procltrktv vznikajirce z tltnidov clikl'selin zodpovedl,jir vzorcrr

1I"lCu(di-acid a,nricl)rl . .i:H rO

a z amiclov kyselin vzorott

llrfC]u(acid imid)rl . .uH,O

kde II : Na, alebo K.
Vyznarnn;fm zdr'erorn Strrkt'rirnvch Stfdii bolo zistenie, Ze It.r-ri z6,kladn6

cltrsikov6 at6rny vstupujri do binretovej reakcie a i,e na tvorbe komplexu sa
zfiitr,stirujfr dva vodikov6 at6mv z trurinokvselin amidov. Ai poiet vtxliliovych
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at6rnov v biuretovej reakcii je 2 alebo 4, v zS,vislosti od acidobrizickej rovno-
vd,hy danej molokul5r.

Absorpdnd spektrlrm bis-biuleto-medhat6ho tetrahvdr6,tu je identick6
so spektrom zhideniny v roztokrt rnedzi 375 a 640 rrrn. Z toho sa usudzuje, Ze
komplex si zachovS,va, svoju Struktfru i v roztoku ll0'1. Opticki4, denzita roz-
toku stirpa lined,rne s obsahom medi, ak je prot'ein v nadbytku. Ak je v nad-
by-tku med, opt'ick6" denzita opilt stripa lined,rne so vzrastom obsahu proteinu,
tr,v5a,k tak6,to krivka md trocha strmdi sklon. Vysvet'lenim toho je hypot6za,
i:ekaid! at6m medi je viaz:r,ny na ityri at'6my pepticlick6ho clusika ill].
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Olrr'. 1. Absorpdnh, l<r'ivl<a biuretor-dho liomplextt. I s litlzeinovfm itantlalrtorn, 2 --
s l<azefnorn izolovan)'m z mlieha.

tr'arebnri leakcitr m6Zu ruiit niektor6 sprievocln6 15,tk5r na,clid,clzajfrce sa
v potravind,ch (am6nne soli, rozpustn6 ulrlohydrS,tr- a pod.) !2, l3]. Odporrid:1,
sa preto bielkovin). voprecl oddelit vJ,zt6"i,anim [12] alebo g6lovou filtr6,ciotr
Il{1, a k nim pridat biuretov6 dinidlo. Pri izol6cii kazeinu z mlieka sme zistili,
2e farebnr{, l'eakcia, s biuretovyrn dinidlonr ie mienri zrikalom sp6sobenyn'r
pravdepodobne pritomnostou lipoprot'einov v zrazenine kazeinlr. Prefiltrova-
nim farebn6ho roztoku komplexu cez krernelirru sa ziskal dir;r farebny roztok,
priiorn filtrd,cia nena,ru5ila intenzitu sfarbenitr,. Zhkr"l moZno oclstrdnit aj pli-
rlavliom izopropanolu.

0,0
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Biuretovri met6du na stanovenie kazeinu v mlieku sme moclifikovali t:tkt'o:
Do centrifugabnej kyvety sa navri,Zi di{'erendne 1 ml mlieka s presnostou

0,0002 g, prid6, sa 6,5 ml vocly teplej 40oC a 0,2mI l0 or( kyseliny octovej.
Po premie5ani sa nech6, asi 10 min sttit :r, potom sa pridd, 0,2 ml I NI octantr
soclndho a, op5,t sa premie5a. Po dalSich I0 min sa zrazenina odstredi. Tekuty
pocliel sa opatrne zleie. Ztazenina sa kvant'itativne pomocou rnal6ho mnoZstva
vodl' plenesie clo 1OCi ml odmernej banky. Pridd sa 50 ml biuretov6ho dinidla,.
l\{ieia, sa, do rozpustenia zrazeniny. Po 30-min st'6ti sa roztok cloplni destilovrr,-
nou voclou do 100 ml. Roztok sa prefiltruje cez krernelinu. Nleria sa absorbanciit
loztokrr pri vlnovej dlZke 540 nm r. l-cm l<vvete. Ako porovnSvtr,ci roztok srl
porrZiie zmes vocl1' tl biur"etov6ho diniclla I : L

Fi,r,l<tol na prepoiret obsahu kazeintr r-o vzorke sa zisti pomocorl iist6ho kazei-
nu. Nriva,Zok ka,zeinu 0,059 sa prenesie <1o oclmernej btr,nkv na l()0 ml a splil-
cuje uZ rrveclenynt sp6soboru.

Vvpoi'ita, sa:

tt' : nriv:r,Zok kazeintr (g)

absorbtrncitr vzork)' kazeinu 5-16 m

Obstr,li kazeintt vo vzorke:

o/okazeinv : F absr,rlbancin vzor'hv 546 nnr
100

n6vtr,Zoli vzorkr' (g)

Pliln'rlva biuletor'6ho i'initllr: f) g Sei-qncttovej soli sa rozpusti r. 400 ntl
0,2 1I NaOH (bez karrbon6tov, pripravenli z nasl'ton6ho odstaiteho NaOH),
ltotonr str, prid6, 3,0g jenru6ho pr5.{kov6ho CrrSOu. 5 H20 p. a. a 5,0 g KI p. a.
Kti,ldi z<l soli mtrsi blt pleci pritlanim ditliei rozptrstenil. Zrnes sa cloplni 0,2 ll
Na,OH nl, l000 rn[. Roztoli sa, cld, skiadovat v t,mavej flaii pomeme cllhy d.as.

fletrirltr srne overili na s6rii vzoriek oclstreclen6ho mlieka. Intelval spola,hli-
vosti stanovenitt linzcinu vo vzorkS,ch boi ocl 2,91 clo 3,07 o/o.Zistentt, relativnrl
iirka intelvrllu spoltr,lrlivosti bola + 0,97 o/o.

Scht.,bcr a spol. U5] zistili v porovn&ni s I(jeldahlor'ou met6dotr relativne
velkir chvbu v sr)r,prr"6,vnosti biuret6vej met6c1.v. D-alii autori zist'ili plipli porovnani
r'lrsledliov ziskan;ich biuletovotr a, Kjelcltr,hlovou met6tlotr korelatn6 kioeficientr
i' : 0,91 l16l, a, i' : 0,95 f 17l.

Ziston6 oclch;ilk.v vfsledkov stt dasto liomentujfi ako prek6,Zk.y prc+ prnktick6
v1'uZivir,nie biuretovej met6cl;'. Na druhej sttilne met6da pritahuje pozorno-.f
wojotr iednoclucl-rostou a moZnostou tr,dapt6,cie na autoanal5'z6,tolovri tecluriku.
Cas r-t'voja sfarbenia biuretov6ho komplexu rnoZno slu6,tit zvy5enim teplot.t'
z 30 min tl,Z na I rnin. V klinickej bioch6ntii sfr zndrme viacer6 automaticli6
a,nal.yz:it'or;', ktor6 vyuZivairi biuretovir r-net6clu nrl stanovenie bielkovin
v telesnych tekutintich, pridorn sa za hlavnir v)ihoclu metddy pokladi iej
rychlost''. Jeduotluchost a rSichlost biuretor.ej met6dy qmoZiujri vylZid tfito
met6du i v potravinrirskvch aplik6,ci6,ch.

Po pleclchtidzajricei Specifickej izold,cii hazeinu z nomliednych potravinovych
r-nateriiilov moZno biuretovir net'6du a,plikovat ako vyhovujirci prevri,dzkoly
post'up na r;ichle stanovonie pridavkrr ka,zeinrt, resp. mlieinvch bielkovin
v potra,vin6rch.
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Srihrn

Obsah kazeinu v potravin6ch rnoZno stanovit viacerymi po$tupmi. Overili
sme moZnost vyuZid biuretovir met6clrr na, stanovenie izolovan6ho kazeinu.
Navrhovand mei6da je jednoduch6 a richla a mozrlo ju r'1-uZit ako prev{,dzho-
v1i postup.
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