
Mycobacterium tuberculosis: 

u kiselom mli jeku (pH 4—6) 
u s i ru tk i ' " -
u jogur tu i kef i ru 
u mas lacu 

18—21 dan 
4—14 dana 

14 dana 
21 d a n 

3—28 t jedana u s i r e v i m a 
Brucella abortus: 

u mli jeku 
u k ise lom mli jeku 
u jogur tu 
u kefiru 
u s la tkom i kiselom vrhn ju 
u mas lacu 
u mek im s i rev ima 

7-

8 dana 
19 dana 
9 dana 

50 dana 
35 dana 

9 dana 
9 d a n a ^ 

Virus slinavke i šapa: 
u mli jeku kod 17—20°C 
u v r h n j u k o d 18—20°C 
u nesol jenom maslacu iz kiselog vrhn ja 
u nesol jenom maslacu iz slatkog vrhnja 

nestaje već u v rhn ju 
8 dana 

27 sat i 
3 dana 

Posebno t r eba spomenut i mogućnost reinfekcije kod svih ml ječnih proiz­
voda, koja je u naš im uvjet ima vrlo česta. Do reinfekcije dolazi p u t e m ne ­
dovoljno očišćenih mlječnih cijevi i boca za mli jeko, bućkalice, s t roja za 
pakovanje i omotne ambalaže kod maslaca, sirnih m a r a m a , u ređa ja za m e h a ­
ničku obradu, kot lova i kada, kalupa, polica za zrenje kod sira. Reinfekci ja 
je često uzročnik k v a r e n j a okusa pa i grušanja konzumnog mli jeka, jakog 
razvoja pl i jesni u maslacu, nadimanja u s i ru i dr. P r i su tn i mikroorgan izmi u 
većem bro ju mogu svoj im metabol izmom s tvara t i zna tnu količinu škodlj ivih 
tvar i , te proizvod učini t i škodljivim i opasnim po l judsko zdravl je . 
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Pro te in i m l e k a su do sada dost? ispit ivani . Oni sačinjavaju j e d a n h e t e r o ­
geni sistem čija je kompleksnos t izučavana hemijsk im i fizičkim me todama , a 
u novije v r e m e i e lektroforezom na papiru , mikroelektroforezom, e lekt rofo-
rezom i šk robnom gelu i disk elektroforezom u pol iakr i lamidu. 

L i t e r a t u r a : 

1958. 

PRILOG PROUČAVAMO PROTEINSKIH FRAKCIJA 
KRAVLJEG MLEKA 



Prote in i mleka se sastoje iz kazeina, l ak toa lbumina i laktoglobul ina. L a k -
toa lbumini i laktoglobulini sačinjavaju otpri l ike 1/8 svih belančevina mleka i 
nazivaju se ras tvorl j ivim belančevinama mleka . Osim ovih frakcija, p rema 
nek im autor ima, nalaze se u mleku i imunoglobulini , koji preo vladu ju u kolo-
s t rumu, äli postoje takođe i u mleku. Oni su kva l i ta t ivno identični ali k v a n ­
t i ta t ivno različiti. 

Smi th je elektroforezom na papi ru s puferom verona l na t r i juma pr i pH 
8.4 našao u k rav l jem mleku šest frakcija: a, b, c, d, e i f. Frakci je a i b p red ­
stavl jaju globuline (pseudo i euglobuline), frakcija e be ta laktoglobulin, dok 
ostale frakcije c, d i f autor nije identifikovao (1). 

S la t te r i Van Winkle ispitujući elektroforezom krav l je mleko ustanovil i 
su, da se p r i ph 4.5 i 6.6 alfa kazein deli na dve frakcije, a. p r i ph 4.1 be ta 
kazein se takođe razlaže na dve komponente : be ta i i b e t a 2 (2). 

A. Sangiori je izučavao promene kolos t ruma i punog kravl jeg mleka e lek­
troforezom na pap i ru od početka laktacije pa do petog meseca. Nađene su 
zna tne p romene kod različitih frakcija kolos t ruma mleka : neznatno smanjenje 
gama globulina, a povećanje beta laktoglobul ina i alfa l ak toa lbumina (3). Ist i 
au tor je obradio više od 40 uzoraka kravl jeg mleka elektroforezom na papiru , 
pošto je p re thodno iz mleka uklonio mast i i staložio kazein, a dobiveni p ro te ­
inski f i l t rat koncentr isao. Ustanovio je da se e lektroforezom izdvajaju če t i r i , 
frakcije: globulinska, alfa laktoalbuminska , be ta l ak toa lbuminska i a lbu­
min ska (4). 

Biser te i saradnici su izučavali e lektroforezom na pap i ru kazein kravl jeg 
mleka i našli su t r i frakcije: alfa, beta i gama kazein. I s tovremeno su upoređi -
vali kazein krav l jeg mleka s kazeinom različi t ih mleka i ustanovi l i su u većini 
ovih mleka pr isus tvo dve b i tne frakcije: alfa i beta . Isti au tor i su radi l i i ele­
ktroforezu su ru tke kravl jeg mleka i našli sledeće frakcije: se rumalbumin i , be ta 
laktoglobulin, alfa laktoalbumin, sastojak X i imunoglobul in . Biser te je radio 
elektroforezu na pap i ru punog ženinog mleka s fosfatnim puferom pH 6.2. 
P r v a frakcija, najpokretl j ivi ja, preds tavl ja mešav inu alfa kazeina i se rum 
a lbumina , d ruga frakcija odgovara beta laktoglobul inu, a t reća frakcija je 
ve rova tno sas tavl jena od mešavine beta i gama kazeina, be ta lak toa lbumina 
i g lobul ina (5). 

P . Trpinac i saradnic i su radil i e lektroforezu na pap i ru svežeg nekuvanog 
majčinog mleka i istog mleka držanog na ledu i us tanovi l i su, da e lektrofore-
g r a m i pokazuju nezna tne p romene u odnosu p ro te insk ih frakcija svežeg i h la ­
đenog majčinog mleka. 

Deutsch je našao razl ike u frakcionisanju majčinog i razn ih vrs ta ž ivot inj­
skog mleka. Elektroforezom mleka raznih život injskih v r s t a dobijaju se raz ­
ličiti e lektroforegrami, koji su u doba laktaci je za is tu životinjsku v r s tu isti. 

Kazein je složeni fosfoproteid, koji p reds tav l ja 4/5 p ro te ina kravl jeg mleka 
i samo jednu polovinu ženinog mleka. Sam kazein je čvrsto vezan za kalc i jum-
fosfat, koji pr ič injava zna tne teškoće pr i l ikom elektroforetskog izdvajanja, 
Biser te navodi , da kazein kod k rava sadržava 0 ,81% fosfora, dok kod žena 
0,47%. Različite frakcije kazeina sadržavaju razl iči te količine fosfora. Biserte 
je izdvojio u k r av l j em mleku t r i frakcije kazeina i to : alfa, be ta i gama frakciju. 
Upoređujući kazein svežeg kravl jeg mleka s kaze inom različit ih »veštačkih 
mleka« koja se upot rebl javaju u dečjoj dijetetici , kons ta tovao je da većina 
ovih' mleka sadržavaju dve b i tne frakcije i to alfa i be t a frakciju. Osim ove 



t r i kazeinske frakcije, p r ema mišljenju nekih autora , nalazi se u mleku i imu-
noglobulin (7). 

Različi t im ispi t ivanj ima nađen je i različit bro j pro te inskih frakcija u j ed­
nom istom mleku. U fosfatnom puferu kod pH 6.9 nađene su četir i frakcije, 
koje su definisane kao alfa, beta i gama kazein i l ak toa lbumin. 

Aschaffenburg i D r e w r y su ispitivali frakcije l ak toa lbumina i laktoglobu-
lina kod različi t ih v r s ta k r ava i ustanovil i da broj be ta frakcija ni je k a r a k t e ­
r is t ičan za određenu j ednu vrs tu krava . 

U n e k i m slučajevima šu kod mleka jedne iste v rs te k r a v a našl i jednu, a 
ka tkada dve be ta laktoglobul inske frakcije. Isti au tor i su utvrdi l i , da se isti 
broj frakcija na laz i kod mleka krava , koje su jednoj a jn i blizanci. Nasupro t 
ovome kod dvojajnih bl izanaca nađene su različite frakcije za be ta lak toglo­
bulin (8). I r adov i d rug ih autora govore o heterogenost i be ta laktoglobul ina 
(9). Veliki bro j r adova namenjen je pi tanju hemijskog sas tava ovih pro te ina , 
osobito p i t an ju nj ihove identičnosti s odgovarajućim proteinima, a lbumin ima 
i, globul inima k r v i i kolos t ruma. Globulini k rv i i m leka su identični, dok su 
se rumalbumin i i l ak toa lbumin i vrlo slični, ali ne i is tovetni . Elekt rofore tskim 
ispi t ivanj ima je t akođe u tv rđeno da beta laktoglobulin pu tu je sporije od s e rum 
albumina. Na osnovu ovoga se predpostavlja da mlečna žlezda filtruje g lobul ine 
mleka iz krvi , a s intet iše laktoalbumine. 

Pro te in i mleka vezuju na, sebe kao i prote ini s e ruma mnogo razl iči t ih 
•supstanci. Tako je u tv rđeno da gvožđe nije vezano za be ta laktoglobulin, već 
za druge globul inske frakcije. 

Vandegaer i Mie t t inen su vršili elektroforezu pro te ina paster izovanog i 
s teri l izovanog mleka . Paster izaci ja od 15 minuta na 27° ne menja b i tno sas t av 
proteina, dok se posle sterilizacije javlja po tpuna denaturac i ja be lančevina 
tako da je razdvajan je u pojedine frakcije nemoguće. 

Pošto se u novi je v r e m e elektroforetekim izdvajanj ima pod razl iči t im us lo­
vima dobija veći bro j frakcija, cilj našeg rada bio je da se ispitaju p ro te inske 
frakcije krav l jeg mleka iz Niša papi rnom i mikroelekt roforezom po K e r n - u i 
da se u t v r d i nj ihov b ro j . Naša dalja ispit ivanja bi nas tavi l i e lektroforezom 
mleka u šk robnom gelu. 

Eksper imenta ln i deo 

Za naša ispi t ivanja uz imal i smo oko 60 uzoraka k rav l j eg mleka od K o n -
zumne m l e k a r e u Nišu. Analize su vršene u lak tac ionom per iodu od ok tobra do 
decembra 1964. 

Vršeno je razdva jan je frakcija proteina krav l jeg mleka elektroforezom 
na pap i ru i mlečnog s e r u m a kravl jeg mleka mikroelekt roforezom po K e r n - u . 

Pap i rna e lektroforeza je vršena u vlažnoj komor i po Gra smann i H a n n i g - u 
(11) na sobnoj t e m p e r a t u r i od 18—22°. Kao pufer upo t reb l j en je ve rona l n a -
t r i jum, ,pH 8.6, jonske jač ine 0.1 i fosfatni pufer, p H 6.2, jonske jač ine 0.1. 
Elektroforetsko izdvajanje vršeno je na t r akama filter pap i r a W h a t m a n No I 
( t rake 4x30). Nanošenje mleka na t r ake vršeno je mikrop ipe tom. Razdva jan je 
frakcija t ra je 12 sa t i p r i naponu od 140 V. Posle toga v r e m e n a t r ake se v a d e 
i osuše na sobnoj t e m p e r a t u r i . Trake smo bojili bromfenolplavim, a odbojanje 
se vrš i i sp i ran jem 4 pu t a po 5 minu ta ü 5'% ras tvoru s i rće tne kisel ine. Pos le 



odbojavanja s t r a k e je skinut višak boje, a ostaju obojene samo izdvojene frak­
cije, koje su e lu i rane 0.01 N ras tvorom NaOH i određen intenzi te t e lu i rane 
boje spektrofotometri jski . 

Mikroelektroforeza je rađena s pomoću a p a r a t a za mikroelektroforezu 
firme »Kern«, čija je konstrukci ja zasnovana na metodi Labha rd -S t aub -a i 
Lotmar. Kod ovog apara ta redukcijom veličine ćelije i e lekt rodnih sudova 
r edukovana je zapremina proteinskih ras tvora i pufer a. Ćelija ima -sledeće 
dimenzije: visinu 30 mm, a poprečni presek 1.5x5 mm. Za r ad na ovom apa ra tu 
potrebno je oko 5 ml ras tvora prote ina i 100 ml pufera (što upo'ređeno s 
Tiselius-ovom apa ra tu rom 25 ml, odnosno 1500 ml ili 4—5 mg mater i ja la koji 
može da se frakcioniše s tačnošću + 2.5%). 

U ovom r a d u smo osim kvant i t a t ivn ih p r o m e n a frakcija prote ina pra t i l i 
i kva l i ta t ivne p romene (oblik i izgled in ter ferencionih t raka) . 

P u f e r — Elektroforetska istraživanja v r šena su Michaelis-ovim puferom 
(Na-veronal-Na-acetat ) , jonske jačine 0.1, p H 8.6. 

M l e č n i s e r u m — Za analizu je uz imano krav l je mleko odnosno se­
r u m ovog mleka . Mleko je centr ifugiranjem oslobođeno lipida, zat im je doda-
van labferment (himozin) 1—2 kapi/10 ml i posle blagog mućkanja je ostavljeno 
1 čas u t e rmos ta tu n a 37°. Centr i fugiranjem na 3000 obr ta ja u minut i , prvo je 
odvojen najveći deo kazeina, a posle' ceđenja i ponovl jenog centrifugir an ja n a 
4000 obr ta ja /min. dobiven je opalescentni mlečni se rum. Uzorci mlečnog se ­
r u m a u koj ima je koncentraci ja prote ina bila man ja od 1,5% moral i su p re t ­
hodno da se koncent ru ju . Mlečni se rum je s tavl jen u kesicu od celofana i 
s tavljen u s t ru ju h ladnog vazduha iz fena. Žel jena koncentraci ja obično se 
postizala za 15—20 minuta , tako da za to v r e m e nije dolazilo do denatur i sanja 
belančevina. P r imećeno je izvesno dena tur i san je frakcija srednje brzine po­
kretl j ivosti , ako se pervaporaci ja vrši posle dijalize. 

SI. 1 proteinske frakcije kravljeg mleka 
— papirna elektroforeza -— 

SI. 2 — elektroforezogram seruma kravljeg mleka 
— mikroelektroforeza — 



Dijaliza mlečnih se ruma vršena je 48—60 časova u h ladn jaku na + 4°, uz 
najmanje 4—5 izmena pufera u tom vremenu. 

Elektroforeze su v ršene s naponom od 60 Volti, jačina struje od 3.5 mAmp. 
Elektroforetski tok u ćeliji t ra je 40—45 minuta na sobnoj t empera tu r i (18—25°), 
posle čega je vršeno snimanje . 

O b r a č u n a v a n j e — Iz silaznih grana elektrof orezograma cr tane su 
kr ive g rad i j ena ta indeksa p re laman ja i iz njih iz računavana re la t ivna procentna 
koncentraci ja pojedin ih frakcija proteina mlečnog seruma. 

Frakci je pro te ina mlečnog seruma — Mikroelektroforezom na Kern-ovom 
apa ra tu post ignuto je razdvajanje proteina mlečnog se ruma u pe t frakcija 
(si. 2). Zbog vrlo različitog i neujednačenog obeležavanja pojedinih frakcija 
proteina mlečnog seruma, odlučili smo da frakcije obeležimo r imskim broje­
vima, počevši obeležavanje s najmanj im brojem (I) za na jbržu frakciju, kao 
što su to činili i nek i drugi autori . 

I frakcija — Liči na p rea lbumine k rvnog seruma, a koju jedni au tor i na ­
zivaju »proteoza« frakcijom, a drugi »proteoza-pepton« frakcijom. Ovu frak­
ciju nismo uspel i da jasno izdvojimo u svim mlečnim se rumima u ovom delu 
läktacionog per ioda. z 

I I frakcija — Po obl iku ' in terferencionih t raka u e lektroforezogramu veoma 
liči na a lbumine k rvnog seruma, pa je mnogi au tor i nazivaju »serum albu-
minima«. Ona je bila jasno izdvojena u svim mlečnim serumima. 

III frakcija je bila razdvojena u dve frakcije, koje smo obeležili sa Ш а i 
IHb, a po pokret l j ivost i je zauzimala mesto koje u e lekt roforezogramima za­
uzimaju alfa globulini u k r v n o m serumu. 

IV frakcija — Po položaju koji zauzimaju u e lekt roforezogramima prote ina 
mlečnog se ruma podseća na Beta-globuline krvnog se ruma. 

V frakcija — Po položaju interferencionih t r a k a u e lekt roforezogramu za­
uzima mesto kao i Gama-globul in i k rvnog seruma, • a koju mnogi au tor i nazi­
vaju imunolaktoglobul in i . 

Rezul tat i i diskusija 

Vršeno je razdvajanje prote ina kravl jeg mleka p a p i r n o m elektroforezom 
i se ruma krav l jeg mleka mikroelektroforezom. Elekt rofore tska određivanja 
vršena su u svežem mleku, mleku koje je čuvano u fr ižideru na + 4 ° , kao i u 
kuvanom mleku. Kako se prote in i mleka kuvan jem denatur i šu , to" se .u elek­
tr ičnom polju ne razdvaja ju na pojedine frakcije, te ih nismo mogli n i odredit i . 

Rezul ta t i i spi t ivanja pro te ina kravl jeg mleka iz Niša pap i rnom e lek t ro­
forezom i mikroe lek t roforezom mlečnog seruma krav l jeg mleka da t i su u 
tabeli I i II . 

U tabel i I da te su g ran ične vrednost i re la t ivnih p rocena ta pojedinih f rak­
cija prote ina , koje su dobivene pap i rnom elektroforezom u laktac ionom p e ­
r iodu od oktobra do decembra 1964. 

Frakci je smo i ovde obeležili r imskim brojevima, počevši obeležavanje 
s na jman j im bro jem (I) za na jbržu frakciju. U p r v u frakci ju spada: a-kazein, 
u d rugu : /^-laktoglobulin i u t reću: ß- i / -kazein, l ak toa lbumin i globulin. " 



TABELA I 

vrs ta Prote inske frakcije (papirna elektroforeza) u rel . % 

mleka I I I III 

sveže 
kravl je 
mleko 

)8-12 ,83 21,43—29,54 50,24—71,48 

TABELA II 

Proteinske frakcije (mikroelektroforeza) u rel. % 

I II Ш а Ш р IV V 

serum 
kravl jeg 

mleka 

1,90 
do 
2,70 

40,50 4,80 7,80 8,40 17,30 
do dö do do do 
47,80 6,10 9,70 14,20 25,20 

Iz tabele II se vide granične vrednos t i re la t ivn ih procena ta pojedinih 
frakcija mlečnog seruma kravl jeg mleka dobivenih mikroelektroforezom u 
laktacionom per iodu od oktobra do decembra 1964. 

Iz g ran ičn ih vrednost i koje su date u t abe lama I i II može se kons ta tovat i 
da nisu zapažene pravi lnost i u odnosu na broj frakcija kao i na njihov među­
sobni odnos u vezi sa ovim periodom laktaci je . 

Iz slike 1 se vidi da pap i rnom elektroforezom nismo uspeli da dobijemo 
više od t r i frakcije u kravl jem mleku. Međut im, mikroelektroforezom uspeli 
smo da dobijemo pe t frakcija u se rumu krav l j eg mleka, kao što se i vidi iz 
slike 2. 

Zakl jučak 

Izvršeno je razdvajanje prote inskih frakcija od nekih 60 uzoraka kravl jeg 
mleka iz Niša pap i rnom elektroforezom i mikroelekt roforezom se ruma k ra ­
vljeg mleka u laktacionom periodu od ok tobra do decembra 1964. Od svih 
ispi tanih uzoraka kravl jeg mleka p a p i r n o m elektroforezom samo u 8 sluča­
jeva izdvojene su dve frakcije. Kod svih ostal ih uzoraka p a p i r n o m elektrofe-
rezom izdvojene su tri, a mikroelektroforezom se ruma kravl jeg mleka izdvo­
jeno je pet frakcija proteina. . 

Nisu zapažene pravi lnost i u odnosu na broj frakcija i n j ihov re la t ivni 
odnos u vezi s ovim periodom laktaci je . ' 

Dobiveni elektroforezogrami pokazuju nezna tne p romene prote inskih frak­
cija svežeg i h lađenog, te se iz ovoga vidi da nema razl ike u biološkoj vred­
nosti što se tiče prote inskih frakcija. 

K u v a n j e m mleka proteini se dena tu r i šu te se u e lekt r ičnom polju ne 
razdvajaju na frakcije. 



R E S U M E 

CONTRUBITION A L'ETUDE DES. FRACTIONS PROTEIQUES 
DU LAIT DE VACHE 

On a fait la separa t ion des fractions proteiques de cea 60 echant i l lons du 
lait d e vache de Ndš l 'e lectrophorese ä papier et p a r le microelect rophorese du 
se rum d u lai t de vache pendan t la periode de lactat ion du mois d'octo'bre jusqu 'au 
mois de novembre 1964. De toutes les echanti l lons du lait de vache examinees 
pa r l 'e lectrophorese ä papier , on a separe, seulement en hu i t cas, d e u x fractions. 
Mais des au t res echant i l lons du se rum du lait de vache examinees p a r l 'elec­
t rophorese ä papier , on a separe trois fractions, et des echant i l lons examinees 
par le microelect rophorese , cinq fractions. 

On n 'a pas observe les regular i tes relat ives au n o m b r e de fractions et 
leur connexion re la t ive concernant ćette periode de lactat ion. 

Les e lec t rophoregrammes obtenus indiquent les changemenits imsignifiants 
des fractions pro te iques du lait frais et refrigere. 

Quan t aux fractions proteiques, on peut r e m a r q u e r q'u'il n 'y a aucune 
difference en va leu r biologique. 

Les pro te ines sont dena turees par la cuisson du lait et elles ne se separen t 
pas en fractions dans le champ electr ique. 
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PROIZVODNJA 3 PROMET MLEKA 

Uvod 

I s t raž ivanje ove mate r i j e obuhva ta uglavnom poznavanje obima proizvod­
nje mleka , pot rošnju proizvođačkog stanovništva i količine o tkupl jenog mleka . 

Samo poznavanje obima proizvodnje kao osnove za formiranje t r žn ih 
viškova, povlači za sobom i najnužni je p r ikaz ivan je odnosa koji u t iču n a 
proizvodnju. 


