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Mlijeko kao i mljeéne preradevine zauzimaju sve znadajnije mjesto u
ishranj ljudi. S jedne strane mlje¢ni proizvodi odgovaraju zahtjevima suvre-
mene medicine, a s druge strane suvremena tehnologija proizvodnje, obrade i
prerade mlijeka smanjila je moguénost kvarenja ovih proizvoda, a time po-
veéala trajnost.

Paralelno s razvojem tehnologije mljeénih proizvoda zahtjevi u vezi s
propisima i uslovima pod kojima se namirnice stavljaju u promet postaju slo-
zeniji. Da bi se udovoljilo novim zadacima neophodno je uvadanje novih me-
toda, koje su selektivnije, a pri tome brze, precizne i jednostavne.

Neosporno je da navedena svojstva imaju enzimne metode, koje &ine vaino
podruéje u suvremenoj analitici. Enzimna analiza ima naroé¢iti znataj za na3e
laboratorije, koji nisu snabdjeveni skupom aparaturom kao 3to je plinska i
tekuéinska kromatografija.

Samo odredivanje je ne§to skuplje od klasiénih metoda, no ako se uzme u
obzir uSteda na vremenu i efikasnost takve analize onda je ona i ekonomski
opravdana.

Enzimna analiza nije nova. Veé¢ odavno se odreduje aktivnost enzima
fosfataze, peroksidaze, katalaze, lipaze, reduktaze, proteaze, zatim aktivitet do-
danih enzima tokom obrade odnosno tehnoloskog procesa, te odredivanje inhi-
bicije enzima uslijed djelovanja efektora.

U ovom referatu ¢e biti govora o moguénostima primjene enzimnih me-
toda u kontroli kvalitete mlje¢nih proizvoda tokom tehnoloske obrade, te kon-
troli finalnih proizvoda tokom skladistenja.

Ove metode se do sada nisu primjenjivale kod nas, a u suvremenim labo-
ratorijima veé su postale rutinske, a neke od njih i standardne.

Enzimna analiza, pored veé¢ spomenutog odredivanja aktiviteta enzima.
podrazumijeva i analizu kod koje se koristi aktivitet enzima da bi se kvanti-
tativno odredio supstrat. Enzim je u svojstvu reagensa u visku prema supstratu.
Zahvaljujuéi specifiénosti enzima otpada dugotrajno i zamorno odvajanje i
preéi§éavanje srodnih spojeva zbog kojih ina¢e dolazi do interferencije kod
primjene klasiénih postupaka.

Osim toga u bioloskim uslovima moguée je kvantitativno odredivanje la-
bilnih intermedijera, koji se dugotrajnim postupcima me mogu odrediti.

Iako se samo jedan dio podataka dobiven enzimnim metodama moZe uspo-
rediti sa rezultatima kemijskih ili fizikalno kemijskih metoda, one zbog svoje
specifiénosti imaju prednost pred drugim metodama. Kao primjer se moZe
navesti reduktometrijsko odredivanje Seéera: »Svi Seeri imaju reducirajuée
svojstvo, ali sve reducirajuce supstance nisu Seceri«. Tako prisutnost askorbin-

* Referat odrZan na XXI Seminaru za mljekarsku industriju u Zagrebu, 1983.
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ske kiseline i drugih reducensa svojim reducirajuéim svojstvom utjedu na
poveéanje rezultata.

Nadalje enzimnim metodama se dobiju informacije, koje se do sada po-
znatim metodama moglo dobiti uz veliki gubitak vremena pa &ak sa pogreSnim
rezultatima, koji su bili uslovljeni slabom specifi¢no3éu.

Kao primjer moZe se spomenuti diferenciranje pojedinih $eéera ili poje-
dinih organskih kiselina.

VaZnost enzimne analize dolazi do izrazaja, tamo gdje uobiéajeni postupci
nisu moguéi kao npr. kod stereoizomernih formi mljeéne kiseline, §to je vazno
kod pripreme mljeéno kiselih proizvoda.

Kod odredivanja pojedinih sastojaka enzimnim metodama, najdiru pri-
mjenu jenaSao Warburgov optitki test, koji primjenjuje NAD i NADP —
ovisne hidrogenaze. Piridin koenzimi apsorbiraju svijetlost kod 260 nm, a u
reduciranom stanju imaju jo§ dodatnu apsorpciju sa maksimumom kod 340 nm.
Preko apsorbandije na 340 nm moZe se direktno pratiti enzimna reakcija. Sve-
jedno pri tome da li NAD prima vodik sa supstrata ili NADH otpusta vodik.

Da bi se dobila bar djelomiéna slika o veli¢ini oblasti, koju obuhvata enzi-
mna analiza u kontroli kvalitete mlijeka i mlje¢nih proizvoda, te 0 moguénosti
praéenja i usmjeravanja te kontroli trajnosti mljeénih proizvoda, navesti ¢emo
samo najvaZnija odredivanja.

Odredivanje laktoze, specifiénog $eéera mlijeka i sastojaka namirnica na
bazi mlijeka naroéito u topljenim sirevima.

Glukoza, fruktoza i saharoza su sastojci prema ¢&ijoj koli¢ini se utvrduje
vrijednost npr. razli¢itih desertnih proizvoda na bazi mlijeka.
Odredivanje Skroba u koliko se dodaje jogurt za poboljSanje konzistencije.

Jabuéna kiselina — je parametar koji moZe posluZiti za izratunavanje ko-
li¢ine dodatka voéa u voénim jogurtima i voénom siru. Enzimsko odredivanje
pirogroZidane kiseline kao centralnog metabolita bakterijske razgradnje uglji-
kohidrata, masti i bjelanfevina, moZe se lak3e i brze provesti od brojenja
mikroorganizama.

Limunska kiselina, dolazi u formi Na, K ili Ca soli kod pripravljanja top-
ljenih sireva. Limunska kiselina predstavlja vaZnu kiselinu mlijeka, jer se
stajanjem mlijeka brzo razgraduje, narofito djelovanjem mlje¢no-kiselih ba-
kterija. Ova kiselina pored ostalog igra vaznu ulogu u puferiranju i dispergira-
nju mlijeka,

Octena kiselina nastaje, uz propionsku, iz mljeéne kiseline prilikom prav-
ljenja sira. Tako koli¢ina octene kisel_ine moZe sluZiti kao mjera propionskos
vrenja.

Glutaminska kiselina predstavlja kvantitativou mjeru za proteolizu, koja
nastaje tokom zrenja sira, a igra i stanovitu ulogu kod naknadnog zrenja.

Mljeéna kiselina dolazi u dva izomera kao L mlje¢na kiselina i D mljeéna
kiselina. L miljeénu kiselinu stvaraju Streptococcus — vrste, a D mlje¢nu ki-
selinu Lactobacillus lactis i Lactobacillus bulgaricus.

Lactobacillus helveticus i Lactobacillus acidophilus stvaraju smjese obih
mljeénih kiselina. Odredivanje mlje¢ne kiseline daje dobre informacije u kon-
troli mljeéno kiselog vrenja i u praéenju tehnolo$ke obrade. Na‘temelju odre-
divanja obih formi mljetne kiseline moZe se zakljuéiti na aktivnost mljeénc
kiselih bakterija, te ih determinirati.
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Nadalje na temelju koli¢ine mljeéne kiseline moZe se zakljuditi o svjeZini
mlijeka kao i o toku zrenja sira, a takoder i o kiselosti vrhnja kod pripreme
maslaca. Odredivanjem ukupne mljeéne kiseline moZe se dokazati da li je neko
kiselo mlijeko neutralizirano.

Etanol je vazan indikator za prisutnost kvasca npr. kod pripreme kefira,
no moZe sluZiti i za indirektno odredivanje kvasca u nekom mekom siru.

Acetaldehid se odreduje kao jedna od komponenata arome jogurta. Enzim-
sko odredivanje triglicerida preko glicerola moZe posluZiti kao alternativna
metoda narofito u slufajevima kada uzorak sadrZi malu kolid¢inu masti, kod
odredivanja masti u topljenim sirevima, kao i u sluéajevima kod kojih ima vrlo
malo uzorka kao 3to je to slufaj u mlijeku Zene.

Odredivanje uree mozZe posluziti kao indikator iz kojeg se moze zakljuéiti
na ishranu mlijeénih krava proteinskom hranom.

Odredivanje laktuloze, spoja, koji je karakteristi®an za toplinski tretman
mlijeka i mljeénih proizvoda.

Iz svega izloZenog moZe se zakljuéiti da enzimska analiza ispunjava u
idealnom smislu sve zahtjeve, koji se od neke analize zahtijevaju. Uprkos tome
u laboratorijima se jo§ primjenjuju klasi¢ne kemijske metode, a da se ne po-
stavlja pitanje njihove toénosti.

To je i razumljivo, jer su ove dobro uhodane metode do sada mogle dobro
posluziti.

Spremnost da se neka nova metoda uvede je to manja, kada ona ne daje
rezultate na koje smo navikli. Tada se za odstupanje od to¢nosti rezultata
radije govori o utjecaju »matriksa« (znanstveni naziv koji oznafava ne-
specifiénost).

Prelaz od kemijskih metoda na enzimske mogao bi se lako provesti, bu-
duéi da se enzimi primjenjuju u prehrambenim tehnologijama ve¢ hiljadama
godina (pivo, vino, ocat, sir).

Tako je historija enzima usko povezana sa biokemlijom i tehnologijom na-
mirnica. Cak se moze tvrditi, da se u ovim procesima prvi put zapazilo, pri-
mjenjivalo i studiralo djelovanje ovih biokatalizatora.
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