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Uvod

Na osnovu brojnih literaturnih izvora u naSoj prethodnoj studiji (1, 2)
istaknuto je da su u savremenoj tehnologiji proizvodnje mleka obavezna pri-
mena hladenja i produZavanje éuvanja sirovog mleka do prerade doveli do
korenitih promena u mikrobioloskom i tehnoloSkom kvalitetu mleka. Osnovne
promene mogu se izmedu ostalog obeleziti kao preovladivanje psihrofilnih bak-
terija sa proteoliti¢kim i lipolititkim metabolitskim osobinama. Pojava proteo-
lize u sirovom mleku kao i rezidualno delovanje nakupljenih termostabilnih
proteinaza u proizvodima kao $to je UHT-mleko i neki drugi trajni proizvodi
predstavlja izuzetan prakti¢ki znaéaj. Buduéi da je direktno odredivanje broja
bakterija, psihrofila i proteolita spor i skup postupak to se ispitivanje mogué-
nosti ocene proteolititkog biopotencijala na osnovu metaboliticke aktivnosti
postavlja kao jedan od puteva da se pronade neki jednostavniji, brzi i jeftiniji
postupak. Stoga je cilj ovoga rada bio da se u tom smislu ispitaju metodoloske
moguénosti i izvrSe izvesni eksperimenti.

Metodoloski problemi ispitivanja proteolize u mleku

Osetljivost pojedinih metoda koje se koriste za odredivanje proteolize pro-
teina je veoma teSko oceniti.

Metode za odredivanje proteolize se osnivaju na odredivanju mnostva raz-
liéitih produkata razgradnje proteina te se izbor najbolje odnosno najpogodnije
metode mora prilagoditi i usaglasiti sa specifi¢nostima proteolize proteina koji
se ispituje.

Metoda Hull-a (3) i Rosen-a (4) koje se koriste za odredivanje opSteg
opsega proteolize smatraju se veoma osetljivim te se Cesto upotrebljavaju za
odredivanje sposobnosti bakterija da izazivaju hidrolizu proteina. Hull-ova
metoda je u osnovi kolorimetrijska metoda za odredivanje tirozina, a Rosen-ova
metoda je za odredivanje slobodnih alfa-amino kiselina. Upotreba ninhidrina
za kolorimetrijsko odredivanje hidrolize proteina koju izazivaju bakterije nije
pokazala dobre rezultate, Fish (5). Naime, odnos izmedu koli¢ine neproteinskog
azota (NPN) i ninhidrinskog broja je veoma varijabilan i zavisan od tipa pro-
teolize kod pojedinih bakterija. Zbog toga se ne preporuduje.

*Rad referiran na V. Jugoslovenskom medunarodnom simpoziju u PortoroZu,
16—18. aprila 1973.
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Kolorimetrijsko odredivanje s pomoéu boja koje stvaraju kompleks sa
proteinima takode je kori§¢eno za pracenje proteolize. Hammond i sar. (6) su
koristili u tu svrhu orange G i na$li da je faktitka osetljivost te metode pri
potpunoj hidrolizi proteina daleko manja u odnosu na metode Hull-a i Rosen-a.
Medutim, oni su utvrdili da kada se radi o delimi¢noj proteolizi, ta metoda
sa orange G ima prednost uprkos manjoj potencijalnoj osetljivosti, u odnosu
na spomenute metode koje su zasnovane na odredivanju amino kiselina kao
produkata proteolize.

Ta prednost se sastoji u tome §to ova metoda moZe da pokaZe smanjenje
u adsorpciji boje pri vrlo blagoj hidrolizi jedne ili viSe peptidnih veza, gde
i ne dolazi do oslobadanja amino kiselina.

Odredivanje neproteinskog azota (NPN) posto se proteini staloze sa trihlor-
siréetnom kiselinom je najée§¢e primenjivan naéin za merenje stepena proteo-
lize proteina. Ovom metodom se dobija kvantitativan uvid u obrazovanje NPN
§to je uglavnom zadovoljavajute kada se radi o hidrolizi samo jedne vrste
proteina. Medutim, u slozenim biofluidima kao 5to je mleko, gde ima vise
razli¢itih proteina, nesto bolja slika efekta i specifi¢nosti proteolize mozZe se
dobiti elektroforezom. Fox (7) isti¢e da dobijene promene u elektroforetskim
osobinama su mnogo osetljivije nego §to su promene u sadrZaju NPN.

Upotreba formolne titracije (formolni titar ili broj) je takode jedan od
moguénosti za praéenje proteolize u mleku. Pijanowski (8) je nesto modifikovao
poznatu metodu formolne titracije mleka u cilju praéenja produkata proteolize
mleka. On je utvrdio da se formolni titar sirovog mleka u toku &uvanja po-
vecava.

Sopstvena ispitivanja

1. Materijal i metodika

Uzorci sirovog mleka skupljeni su sa pojedinih farmi neposredno posle
muZe ili pri prijemu mleka u Novosadskoj mlekari. Uzorci su odmah hladeni,
analizirani, a zatim ¢uvani na temperaturama prema Semi ogleda.
Za pracenje proteolize u sirovom mleku koriséene su ove metode:
(1) kolorimetrijska metoda sa amidnim ecrnilom 10B kao reaktivnom bo-
jom i s pomoéu aparata Pro-Milk Mk II koji inafe ima posebno prila-
goden protofni kolorimetar za kvantitativno odredivanje proteina (9);

(2) formolni titar (broj) odreden je po standardnoj metodi uz dodatak 0,4
ml zasi¢enog rastvora kalijum oksalata na 10 ml mleka koju je inade
dao Pyne (10). Formolni titar u ovome radu predstavlja broj ml 0,1n
NaOH upotrebljenih za formolnu neutralizaciju 10 ml mleka, a izraZen
je u obliku indeksa. Uporedo s proteolizom praéene su organoleptitke
osobine mleka.

2. Rezultati ispitivanja i diskusija

Polaze¢i od prethodnih razmatranja o op$tim moguénostima praéenja
proteolize mi smo u ovom radu odabrali dve metode za koje smo smatrali da
su najpogodnije da se prilagode rutinskom ispitivanju i to kolorometrijsku sa
amidnim crnilom i formolni titar. U tabeli 1 i 2 pokazane su promene %o trans-
misije kao merila proteolize u toku €uvanja sirovog mleka na raznim tempe-
raturama. Opadanje vrednosti %o transmisije pokazuje pojavu i intenzitet pro-
teolize.
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Rezultati pokazuju da je pojava proteolize u pojedinim ogledima bila raz-
li¢gita. Uglavnom da nije dos$lo do promena u toku prva dva dana ¢uvanja na
59C. Veli¢ina promene %o transmisije je dosta mala 1—2% do prvih 7 dana
¢uvanja. Tek kod dugorotnog ¢éuvanja do 27 dana (5°C) pokazala se veéa raz-
lika, oko 6%. Da bi sagledali uticaj intenzivnijeg procesa proteolize dodavali
smo sirilo. U takvom jednom ogledu u tabeli 2 posle poveéanja % transmisije
u poéetku doslo je do velikog pada za oko 10%0 u toku 7 dana.

Na3a ispitivanja proteolize s pomoé¢u formolne titracije u tri serije ogleda
pokazala su da se dobijaju povetane vrednosti formolnog titra sirovog mleka
u toku éuvanja na 5°C, tabela 3. Ta poveéanja nisu velika i iznose oko 1 do
5% u toku prvih 24 sata ¢uvanja, a kod nekih uzoraka nije doSlo uopste do
poveéanja. Nadalje se takode pokazalo da se ta vrednost prvih dana poveéava,
ali docnije posle 2—3 dana ili se ne menja ili naginje ka opadanju.

Tabela 1.

Kretanje ?/0 transmisije kao pokazatelja proteolize kod mleka u pojedinim
ogledima na temperaturama 5 i 10 C zavisno od trajanja fuvanja

Temperatura uskladiStenja mleka i oznaka ogleda

Dani 5°C 10°C
I I o I I III
0 40,0 42,0 44,0 40,0 = 42,0 44,0
2 40,0 40,0 44,0 40,0 40,0 44,0
4 40,0 40,0 44,0 40,0 40,0 42,0
14 39,0 30,0 —= — = i
Tabela 2.

Uticaj temperature i dodatak sirila na proteolizu u toku fuvanja mleka
odnosno na promene ?/¢ transmisije

Trajanje

éuvanja Mleko Mleko sa dodatkom Mleko

(dana) na 5°C sirila na 20°C na 20°C
0 37,5 39@ 37,5
1 37,5 46,5 I15
5 37,5 29 29
7 37,5 27,5 35
27 31,5 10 22

(1) — Od 7.do 27 dana mleko ¢uvano na 20°C
(2) — Posle 15 minuta delovanja sirila; pre dodavanja sirila ta vrednost je
iznosila 37,5.

Poredenje dobijenih rezultata sa organoleptickim promenama u prvom
redu ukusa i mirisa, moZe se utvrditi da su organolepti¢ke promene bile znatno
izraZenije. To se moZe smatrati posledicom uporednih promena i na drugim
sastojeima mleka.

Merne promene u %o transmisije i formolnog titra su dosta male §to je
svakako posledica i male proteolize. Ipak, ako se medusobno uporede moZe
se videti da su promene u formolnom titru nesto uoé¢ljivije u toku 1—2 dana,
%to bi znatdilo da bi ova metoda bila prikladnija za ovu svrhu ispitivanja.

76 Mljekarstvo 23 (4) 1973



Tabela 3.
Srednja vrednost poveéanja formolnog titra u procentima od pofetne vrednosti

(100) za Eetiri serije ogleda u toku €uvanja (5°C)

Trajanje Serije ogleda
¢uvanja
(dan) I II III
0 100 100 100
1 103 105 102
2 107 113 103
3 110 — 103
5 — 107 ——
6 — 109 103
7 112 — T
8 110 101 —
Zakljudak

Iz prednjih ispitivanja mogu se izvesti ovi zakljuéci:

(1) od niza moguénosti dokazivanja i praéenja proteolize u sirovom mleku
dve metode bi mogle biti od posebnog znaéaja za rutinsku kontrolu i to
kolorimetrijska metoda sa amidnim crnilom i formolna titracija;

(2) ispitivanja ukazuju na ne$to bolju mernu osetljivost formolne titracije
u odnosu na koriséenu kolorimetrijsku metodu i tehniku;

(3) ispitivanja pokazuju da postoji moguénost, ali da je jo§ otvoreno pita-
nje kolika je osetljivost ovih metoda i veli¢ina promena koje se mogu
utvrditi i imaju praktiénu vrednost. U tom smislu trebalo bi izvesti niz
daljih ispitivanja.

A STUDY ON THE DETECTION OF PROTEOLYSIS IN REFRIGERATED

RAW MILK

Summary
Various methods for the detection of proteolysis were discussed in a great

detail. Two methods considered the most convenient for routin work were
used in following the proteolysis in refrigerated raw milk: (a) a colorimetric
method (amido black 10B) adapted to the procedure for Pro-Milk Mk II appa-
ratus (9) and (b) a formol titration method (10).

The results indicate that the proteolysis occuring in stored refrigerated

raw milk can be followed by these methods. The sensitivity of formol titration
is slightly superior to the colorimetric method, but it is not yet clear whether
the sensitivity found is sufficient practical control.
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