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POUZDANOST POKUSA NA PEROKSIDAZU | FOSFATAZU
U KONTROLI ISPRAVNO PASTERIZIRANOG
MLUJEKA | VRHNIJA

Pravilnik o kvaliteti mlijekaiproizvodaodmlijeka
(PKM) objavljen u Sl listu SFRJ br. 15/64. propisuje, da dugotrajno i kratke-
trajno pasterizirano mlijeke mora dati negativnu reakciju na fosfatazu, a vi-
soko pasterizirano mlijeko negativhu reakciju na peroksidazu. U tom se Pra-
vilniku dalje navodi, da se pri dobro provedenoj trajnoj i kratkotrajnoj paste-
rizaciji uni§tava fosfataza, a pri visokoj peroksidaza.

Ako se u dugotrajno i kratkotrajno pasteriziranom mlijeku ustanovi po
jednoj od metoda ispitivanja enzim fosfataza, to je prema PKM dokaz, da to
mlijeko nije bilo zagrijavano dovoljno dugo ili pri dovoljno visokoj temperaturi
odnosno da mu je naknadno dodano sirovo mlijeko. Ako se u visoko pasterizi-
ranom mlijeku prema PKM ustanovi enzim peroksidaza, dokaz je da to mlijeko
nije ispravno zagrijano. Ni u jednom, ni u drugom sludaju mlijeko se u smislu
PKM ne moZe smatrati ispravno pasteriziranim, i ne smije se stavljati u pro-
met odnosno prodaju. Prema PKM nalaz peroksidaze odnosno fosfataze, nakon
provedene toplinske obrade, takoder mora biti negativan u slatkom i kiselom
vrhnju te u maslacu.

Osvrnut éemo se na novija istraZivanja o pouzdanosti pokusa na peroksi-
dazu i fosfatazu.

A) POKUS NA PEROKSIDAZU

Pokus na peroksidazu bio je tatno prilagoden tipu pastera kakav je bio
prilikom uvodenja plodastog pastera. Pobolj$anjem tipova tih uredaja za gri-
janje, osobito posljednjih godina, promijenili su se tehnidki preduvjeti za pokus
na peroksidazu. U prvom redu pobolj§ao se protok mlijeka i s time u vezi sma-
njilo se trajanje grijanja. Uza sve to u jednakoj mjeri su se unistili mikroorga-
nizmi, a uvelike u§tuvala svojstva mlijeka, a i enzima. Kod definiranja triju
postupaka pasterizacije nije se jednako postupalo. Definicija dugotrajne paste-
rizacije bila je, da se mlijeko grije 30 minuta pri 62 do 65°C. Kod kratkotrajne
i visoke pasterizacije odustalo se od utvrdivanja temperature i trajanja zagri-
javanja. To se nepovoljno odrazilo na pouzdanost pokusa na peroksidazu,

Grijanjem mlijeka pri 85°C, prema postojeéim propisima, za visoku paste-
rizaciju peroksidaza se potpuno ne uni$tava. Oko 1,5% peroksidaze koju sadrZi
sirovo mlijeko ostaje neunistena. Koli¢ina peroksidaze, koja zaostaje nakon
grijanja, moZe varirati od 10 do 20%, $to zavisi o kolitini, koju sadrZi sirovo
mlijeko.

Buduéi da osjetljivost reagencija za odredivanje peroksidaze nije jednaka,
trebalo bi propisati standard prema kojem bi se te reagencije ispitale prije pro-
vedbe pokusa na peroksidazu., Ta potreba osobito dolazi do izraZaja u medu-
narodnom prometu, kad se traZi primjena pokusa na peroksidazu. Dolazilo je
npr. do zabuna u kontroli mlijeka u prahu, kada su se prilikom ispitivanja upo-
trebile osjetljivije reagencije.

Jo§ je teZe dokazati propisno zagrijavanje s pomoéu pokusa na peroksidazu,
ako se ne kani dokazati sirovo mlijeko, veé mlijeko koje nije dovoljno zagri-
jano, npr. kad iz jednog pastera istjefe jedan sat u tank mlijeko koje je pro-
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pisno grijano pri 85°C, a zatim mlijeko koje je 15 minuta grijano pri 83°C. Ovo
se ne'moze dokazati pokusom na peroksidazu.

Na osnovu radova Schwarza i Sydowa (1949) u propisno zagrija-
nom mlijeku pri 85°C mogu se s pomo¢u reagensa N3 dokazati ove koli¢ine ne-
dovoljno zagrijanog mlijeka:

60%0 mlijeka grijanog pri 83°C

20% » ” s 820C
10% v " » 81°C
5% » 80°C

5% 51rov0g mh]eka

Radi toga kontrolni uzorak valja uzeti samo i neposredno nakon izlaska
mlijeka iz izmjenjivaa topline. Tada se jedino mo%e dokazati da 1li je mlijeko
zagrijano pri ni%oj temperaturi od 85°C, a nikako ne u mlijeku uzetom iz tanka,
u kojem je izmije$ano propisno grijano mlijeko s nedovoljno zagrijanim.

Pozitivna reakcija na peroksidazu trebala bi biti dokazom, da je mlijeko
nedovoljno zagrijano. Medutim, to nije zbog regeneracije (naknadne reakcije)
peroksidaze.

Daljnja nepouzdanest reakcue na peroksidazu jeste u tome da se peroksi-
daza posve ne uniStava pri 85°C. Razlikujemo originalnu od regenerirane pe-
roksidaze. Vrlo je te¥ko manje koli¢ine originalne peroksidaze, koje se nalaze u
nedovoljno zagrijanom mlijeku ne unistiti, kako bi se iskljutila regenerirana
peroksidaza. To se moZe postici ili spontanim kiseljenjem ili naknadnom paste-
rizacijom mlijeka pri 70°C za vrijeme od 10 minuta. Najmanje odstupanje od
spomenute temperature. ima za posljedicu uniStavanje originalne peroksidaze
ili jedan dio regenerirane peroksidaze ostaje neunisten.

Na osnovu toga regeneracija spretava moguénost dokazwanja nedovoljno
zagrijanog mlijeka. Sigurnost ove metode dokazivanja, kako je naprijed na-
vedeno, jo§ je manja za mlijeko koje potjede iz trgovaéke mreZe, jer je peroksi-
daza uvelike regenerirana. Zato treba uzimati uzorke mlijeka, kad istjete iz
uredaja za grijanje. Tada moZe posluZiti za kontrolu u samom pogonu i ne treba
se bojati smetnja, koje nastaju mijeSanjem propisno zagrijanog mh]eka s dru-
gim mlijekom niti pojavom regeneracije.

DaIJnJa poteskoéa kod prosudivanja visoko zagrijanog mlijeka s pomoéu
pokusa na peroksidazu izgleda da je i u tome, Sto oSteéenje peroksidaze uvelike
zavisi o svjezini mlijeka koje se grije. Perok51daza se to vife oStetuje, Sto je
mlijeko starije.

Jo§ su kompliciraniji odnosi kod visoko zagrijane sirutke. Ako se svjeZa
situtka visoko zagrije ponajprije se ofteéuje peroksidaza kao i u svjezem mli-
jeku, dok je regeneracija mnogo manja. Sto su uzorci sirutke stariji, to se sma-
njuje aktivnost peroksidaze. Dva do tri dana stara, nedovoljne zagrijana sirutka,
pa éak i sirova sirutka, ako se dulje vremena ¢uva pri temperaturi od 40°C,
daje negativni ishod reakcije na peroksidazu i dovodi u zabunu, da je sirutka
propisno zagrijana pri visokoj temperaturi. Stara sirutka kao i staro mlijeko
daje negativnu reakicju na peroksidazu veé kada se grije pri 81°C. »

Iz naprijed navedenih razloga u zadnje vrijeme reakcija na peroksidazu
smatra se nepouzdanom. PokuSalo se usporediti, ponajviSe u pogledu njihove
tac¢nosti, pokus na peroksidazu s reakcijom na fosfatazu. Medutim, to ipak nije
pravilno. Fosfataza se posve uni$tava veé kratkotrajnom pasterizacijom mlijeka
pri 71°C .za 30 do 40 sekunda. Medutim, kod sada$njih tipova pastera reakcija
na peroksidazu nije prikladna kao dokaz da je mlijeko visoko grijano pri 85°C.
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Pokus na fosfatazu ne moZe se upotrijebiti kao zamjena za pokus na pe-
roksidazu, jer je kod visokog zagrijavanja veé pri 76°C reakcija na fosfatazu
negativna. Da je mlijeko zagrijano pri rasponu temperature od 75° do 85°C naj-
bolje se moZe dokazati s pomoéu dijagrama temperature na uredaju za pasteri-
zaciju. Tatnost takve registracije iznosi + 0,5°C. Ta¢no odrZavanje temperature
u uredaju za pasterizaciju mo¥e se jo§ osigurati dodatnim relejem, povezanim
sa Zivinim kontaktnim termometrom, koji ée staviti u pogon alarmni uredaj ili
prekidaé elektri¢ne struje. A

Da 1i je do8lo do prodora sirovog mlijeka ili je ono naknadno dospjelo u
propisno zagrijano mlijeko, najmanje moZemo to dokazati reakcijom na fosfa-
tazu, s obzirom da se njome moZe utvrditi prisutnost od §,5%0¢ sirovog mlijeka.
I u svakom slufaju negativnog rezultata pokusa na peroksidazu treba ta-
koder ispitati visoko zagrijano mlijeko na fosfatazu, da bi se utvrdila eventualna
sadrzina sirovog mlijeka.

B) POKUS NA FOSFATAZU

Gilcreas je veé god. 1939. opazio da je 40% uzoraka vrhnja nakon
ispravno provedene pasterizacije u elektro-pasteru davalo pozitivnu reakciju
na fosfatazu, pa je izgledalo da je tome razlog nedovoljno grijanje. Medutim,
svi uzorci pasteriziranog mlijeka su naprotiv dali negativnu reakciju. Iste je
godine Br o wn dokazao, da je koncentracija enzima u vrhnju veéa od one u
mlijeku i da se zbog toga vrhnje mora grijati pri viSoj temperaturi nego mlije-
ko. Zapazio je &ak da maslac proizveden iz besprijekorno pasteriziranog vrhnja
koje je dalo negativhu reakciju na fosfatazu, pokazuje pozitivhu reakciju na
fosfatazu, ako se drZi pri sobnoj temperaturi. Isti autor smatra sigurnim da se
ovdje ne radi o bakterijskoj fosfatazi, ve¢ mnogo prije o pravoj regeneraciji.

Wiley, Newman i Whitehead su god. 1941 takoder konstatirali, da
zagrijavanje mlijeka pri visokoj temperaturi u vacreatoru &éak pri 93,3:C
(200°F) ne unistava potpuno fosfatazu.

Objasnili su to time da vrhnje sadrzi ne§to »vezane« fosfataze, koja se oslo-
bada dodavanjem soli ili Setera odnosno prilikom su$enja vrhnja u vakuumu.
Do tog je Sasa fosfataza za§tiéena topljivim bjelandevinama koje se denaturiraju
grijanjem. Barber i Frazier (1943) opazili su naknadni nastanak pozitivhe
reakcije na fosfatazu i u ohladenom pasteriziranom vrhnju.

Ritter (1953) je vrlo tadno opisao fosfatazu pri pasterizaciji vrhnja. Po
njegovim podacima vrhnje se mora grijati najmanje 1 minutu pri 70°C da bi
dalo negativan rezultat pokusa na fosfatazu. Fosfataza se po njegovim opaZa-
njima kemijskim putem reaktivira u prisutnosti razli¢itih tvari, kao npr. na-
trijevog klorida, magnezijevog klorida, saharoze, galaktoze i stanovitih kalci-
jevih spojeva.

Da reakcija na fosfatazu kod razlid¢itih mlje®nih proizvoda zakazuje i da
moZe dovesti do pogre$ne ocjene proizlazi iz toga, §to &ak uperizirano, tj. prak-
ti€ki sterilno mlijeko pokazuje pozitivni fosfatazni test, o emu izvjedtavaju
Wright i Tramer (1953). U toku sedmodnevhog &¢uvanja pri 22—37°C
(maksimum pri 30°C) povisuje se fosfatazna vrijednost mlijeka od 2,5—2,8 na
13—18 Lovibond-jedinica, iako je ono jo¥ uvijek sterilno, pa je time iskljudena
pojava bakterijske fosfataze. Prema Procteru (1949) ne radi se tu o pravoj
regeneraciji, nego o reakciji sulfhidrilnih grupa, koje se oslobadaju grijanjem
mlijeka pri visokoj temperaturi.
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Siegenthaler (1954 i 1956) se bavio ponajviSe tudenim vrhnjem, pa je
zapazio, da nakon zagrijavanja pri visokoj temperaturi dolazi do regeneracije
fosfataze. Kao §to je kod regeneracije peroksidaze, tako je i kod regeneracije
fosfataze regenerirani enzim osjetljiviji od originalnog, i grijanjem vrhnja 5
minuta pri 55°C uniStava ga se 75%, dok se visockom pasterizacijom uni$ti samo
25%0 originalnog enzima.

Wright (1956) je utvrdio regeneraciju fosfataze ne samo u vrhnju nego
i u mlijeku stanovitih farma nakon provedene kratkotrajne pasterizacije pri
normalnoj temperaturi (71 do 72°C/15 sek.). I u mlijeku zagrijavanom iznad
100°C ustanovljena je regeneracija fosfataze. Samo dugotrajno pasterizirano
mlijeko u nijednom slu€aju nije dalo pozitivnu reakciju na fosfatazu niti je u
njemu kasnije nastupila regeneracija.

Simonart i Huberlant (1956) objasnili su regeneraciju fosfataze.
Oni su naime opazili, da otrovi enzima, kao §to su formalin i sublimat, spreca-
vaju ponovnu pojavu pozitivne fosfatazne reakcije u pasteriziranom vrhnju,
dok to naprotiv ne €ine tolucl, vodikov superoksid i penicilin. S druge strane
inverziji (»preokretu« reakcije) pogoduje $eéer, natrijev klorid, povrsinski ak-
tivne tvari kao §to je npr. klorid kvaternog alkilamina i evaporiranje. Iz ovih
pojava dade se zakljuditi, da regeneracija nastaje oslobadnjem »vezane« ili »za-
Sticene« fosfataze. Vjerojatno je ta zaStita fizikalno-kemijske prirode.

Scholz (1956) je potvrdio, da je fosfataza vezana na mast i &to je mlijeko
masnije, to je njena vrijednost vi§a. U kratkotrajno pasteriziranom vrhnju koje
se tuva pri temperaturi od 10 do 30°C vrijednost fosfataze se povetava.

Paschke (1958) se bavio reaktiviranjem fosfataze u maslacu. Dok ma-
slac iz kiselog vrhnja ne pokazuje pojave regeneracije, u maslacu iz slatkog
vrhnja nastupa nakon jedne do dvije sedmice tako jaka regeneracija, da se viSe
ne moZe dokazati da li je vrhnje bilo pravilno zagrijano.

Fram (1957) je istraZivao kratkotrajno zagrijano vrhnje, mlijeko i obrano
mlijeko. Vrhnje (20%0, odnosno 38%) grijano 16 sekunda pri 74°C dalo je po-
zitivnu reakciju na fosfatazu nakon 2 sata éuvanja pri 31°C, mlijeko nakon 6
sati, a obrano mlijeko nakon 18 sati.

Paschke (1960) je utvrdio, da se kisela fosfataza ne regenerira u slat-
kom vrhnju ni u maslacu iz slatkog vrhnja, i izradio je metodu za razlikovanje
originalne od regenerirane fosfataze.

Mickle, Drab i Olson su potpuno opovrgli pouzdanost pokusa na
fosfatazu kada su utvrdili, da se aktivnost fosfataze poveéava &ak i u dugo-
trajno pasteriziranom mlijeku (63 odnosno 67°C). Fosfataza se pri 22 i 320C brze
regenerira nego ako se ¢uva pri 11°C. Aktivnost fosfataze povetava se éuvanjem
mlijeka neovisno o temperaturi ¢uvanja.

Mac Farren, Thomas, Black i Campbell (1960) ustanovili su
optimalne uvjete regeneracije fosfataze, a ti su za mlijeko pri temperaturi gri-
janja od 104 do 110°C, a za vrhnje pri 104 do 121°C, kada se nakon toga mlijeko
odnosno vrhnje ¢uvaju pri 34°C. Regeneracija se poveéava dodavanjem 1,5%0
magnezijevog klorida vrhnju odnosno 2% mlijeka. Aktivnost fosfataze se po-
veéava za 8 do 10 puta.

Sydow (1962) na temelju podataka navedenih istraZivanja, da iz pozitiv-
ne reakcije na fosfatazu ne moZe odmah zakljutiti na neispravan rad pastera
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ili na prisutnost sirovog mlijeka, oscbite ako se mlijeko i mlje¢ni proizvodi za-
grijavaju pri visokoj temperaturi. U tim slu€ajevima potrebna je radi prosu-
divanja ispravnosti zagrijavanja, osim pokusa na fosiatazu, bakterioloSka pre-
traga (nalaz koliformnih bakterija, broj Zivih bakterija) i termogram uredaja
za grijanje.

ZAKLJUCAK

Kontrolni organi vanjskih inspekcijskih sluzbi (sanitarne, veterinarske i
tr#ne) pridrZavaju se odredaba postojeéeg PKM, te po istom donose i rjeSenja
na temelju izvrSenih laboratorijskih pretraga. Buduéi da ocjena o ispravnosti
rada pastera odnosno postupka pasterizacije na osnovu pozitivnog rezultata
pokusa na peroksidazu ili pokusa na fosfatazu &¢esto donosi mljekarskoj pro-
izvodnji materijalne gubitke — potrebno je hitno mijenjati postojeci PKM.

Iz izloZenog vidljivo je, da se propisi o kontroli ispravno provedenih po-
stupaka toplinske obrade mlijeka i vrhnja — pokus na peroksidazu i pokus na
fosfatazu — koje sadrzava PKM ne temelje na dana$njim nauénim saznanjima,
pa stoga predlaZem da na$i naudni instituti, fakulteti ili mljekarska struc¢na
udruZenja izrade prijedlog nadleZnim organima za ispravak i nadopunu nave-
denih propisa Pravilnika o kvalitetl mlijeka i proizvoda od mlijeka.
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PROIZVODNJA MLIJEKA NA DRUSTVENIM GOSPODARSTVIMA
! STOCARSKIM CRGANIZACIJAMA U KOOPERACUI U SRH
GOD. 1966.

Na drultvenim gospodarstvima ukupan broj goveda se ne$to poveéao, ali
se nefto smanjio broj krava, kako je to vidljivo iz izvjeStaja »Rezultati uzgoja
i kontrole produktivnosti goveda i svinja« Stotarskog selekcijskog centra Hr-
vatske u Zagrebu.

Brojno stanje goveda na druitvenim gospodarstvima SRH u god. 1966.
Tabela I

?}w Raspl. Podmlatka

[l

° 'g Pasmina bikova u Krava zenskog muskog Ukupno

N - pripustu préko do 1 preko do 1

ks 1 god. god. 1 god. god.

30 domacda

§arena 12 9454 2981 2195 194 1237 16073

17 crno-Sara 15 7532 3541 1922 16 549 13575
4 crveno-Sara 5 935 362 352 1 198 1853
8 smeda 3 938 . 185 212 9 108 1455
4 siva 2 90 31 13 —_— —_— 136
4 jersey 3 187 106 54 —_ 9 359
1 hereford 1 50 11 11 — 35 108
1 podolac 1 . . 59 65 10 — 42 177

69 Svega 42 19245 7282 4769 220 2178 33736
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