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Kontrola pasterizacije mlijeka i mlje¢nih proizvoda
v mljekarama

U laboratorijskicj kontroli miljeénih proizvioda koji podlijezu obavezno]
pasterizaciji, odnosno koji se dobivaju preradbom pasteriziranog miijeka i
vrhnja; Sesto se nalaze takvi koji ne zadovioljavaju., Stoga se moZe zakljuciti
da we kontrola pasterizacije ovih proizvoda u mljekarama ne vr$i kako treba.

U razgovoru s nekim drugovima koji bi trebali biti odgovorni za takvu
kontrolu testo se ¢uju prigovori zbog kompliciranosti metoda i postavija pi-
tanje, ne moZe i se kontrola pasterizacije vrditi na jednostavniji nacin?

Jedan od prigovora odnosi se na pojavu tzv. regenerativne fosfataze, koja
bi trebala biti uzrck $to neki prije ispravno pasterizirani proizvodi makon
izvjesnog viremena, tj. u vrijeme kada se vrsi ispitivanje, daju pozitivou re-
akciju, a time i netaénu predodzbu neispravne pasterizacije.

Nastojat ¢u da u ovom &lanku odgovorim na prigovore i postavlje-
no pitanje pa &u stoga ukratko iznijeti nafa laboratorijska dskustva u kon-
troli pasterizacije mlijeka i milje¢nih proizvoda. Na potetku ovog prikaza
Zelio bih naglasiti da se zadovoljavajuta kiontrola pasterizacije moze provesti
nia jednostavan nadin i bez upotrebe posebnih aparata.

Godine 1953. na ¢uvenoj mljeklarskoj izlozbi u Londonu objavijena je
prva reklama nove jednostavne metode za kontrolu pasterizacije mlijeka. Od
tvrtke koja je objavila tu reklamu, a koja proizvodi kemikalije i laboratorij-
ki pribor za mljekarstvio, dobili smo iste godine uzorke kemikialija i upute
za Tad.

Radilo se o metodi Aschaffenburg-a i Mullen-a, a wuputa za rad bila je
iznesena prema posljednjim poboljSanjima metode koju su autori objavili iste
godine. Bila je to fista metoda koja je veé¢ 1960. godine prikazana u 9 broju
ovog Casopisa.

Nazalost ova: metoda nije nas u to vrijeme mogla zadovoljiti, iz rezloga
koje éu kasnije mavesti, pa smo stoga morali potraZiti drugu sigurniju me-
todu. Odlukili smo se za metodu po Sanders-w. § Sager-u koja je zapravo treéa
modifikacija originalne metode XKay-a i Graham-a. U to vrijeme ova metoda
‘je uw SAD bila vet prihvatena kao druga sluZbena metoda za kontrolu pa-
sterizacije.

Zbog holjeg ocjenjivanja prednosti koje pruzZa metoda po Aschaffen-
burg-u i Mullen-u praktiénom mijekaru (nakon §to je uklonjen glavni nedo-
statak) iznijet ¢u ukratko razlike izmedu spomenutih metoda.

Princip metode po Kay-u i Graham-u i modificiranih metoda je isti. Dje-

“lovanjem enzima fosfataze kod pogodne temperature i povoljne .pH-koncen-
tracije nastupa cijepanje estera fosforne kiseline, pa tako iz spoja dimatrium
fenilfosfiat nastaje fosforma kiselina i fenol. Koli¢ina -oslobodenog fencla slugi
kao mjerilo za aktivnost fosfataze i ocjenjivanje fspravinosti pasterizacije.
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U modificiranim metodama upotrebljene su nove pufer-otopine za odrZa-
vanje povoljne pH-koncentracije § novi reagensi za dokiazivanje oslebodenog
fenola. Na taj nadin uspjelo je osjetljivest metoda povigiti i skyratiti vrijeme
inkubacije, a time i trajanje proba.
' Metoda po Sanders-u i Sager-u omoguduje tadan rad i treba je jo§ uwi-
jek upotrebljavati kada je potrebmo jzraZavanje aktivnosti fosfataze w mjer-
nim jedinicama. Osjetljivost joj je takva da uw 1000 litara pasteriziramog
mlijeka otkriva 1 litru nepasteriziranog. Metoda je medutim dosta komplici-
rana pa ju mogu izvediti samo dobro opremiljeni laboratoriji. Osim, toga me-
toda ima taj nedostatak da postaje nesigurna u prisutnosti fenola i fenolnih
spojevial tj. u prisutnosti tvari kioje se mogu pojaviti kao slucajna omemscen;a
ili dodaci — npr. antioksidansi u mljekarskim proizvodimmas

U svima do sada spomenutim metodama nastaje djelovanjem. enzima
bezbojni kemijski spoj femol. Pomoéu posebnih reakcija trebalo je ove ne-
znatne kolitine fenola uginiti vidljivima, pa je stoga nakon procesa inkuba-

. dije trebalo primijeniti posebmni kemijski postupak u kojem iz fenola nastaje
drugi kemijski spoj plave boje.

Nastojanja istrazivada Aschaffenburg-a i Mullen-a bila su zato usmje-
rena na pronalaZenje takvog spoja fosforne kiseline koji je bezbojan, a iz
.kojeg bi se nakon djelovanja enzima fosfataze oslobadali obojeni raspadni
produkti. Oni su kao glavni reagens u ‘svigjoj metodi uzeli natrijsku sol para-
-nitrofenil-fosforne kiseline, kioja se pod utjecajem enzima fosfataze cijepa
na para-nitro-fenol i natrijsku sol fosforne kiseline: , ,
dielovanje en- o N0, | Ok . OH + NatHPO
zima fosfataze . » ‘
dinatrivm para-nitrofendl-fostat . - para-nitrofenol

NQ:.CsH:. 0. P. O(ONa)

Prednost metode je ofita jer kao produkt enzimatske razgradnje nashaje
para-nitrofenol koji je u luZnatoj otopini (u kakvoj se vrsi inkubacija) inben-
zivnio Zute boje, pa tako za dokazivanje produkata cijepamja fosfornog spoja
viSe nisu potrebni posebni reagensi i naknadni kemijski postugpict.

Kao §to sam veé spomenuo prvi pokuSaji primjene ove metode, koje smo
obavili v nasSem laboratoriju odmah nakon njenocg .objavljivanja nisu zadovio-
1jili, Glavna kemikalija tj. dinatrium para-nitrofenil-fosfat se je brzo raspa-
dao i poprimac Zutu boju, pa je iz njega priredena ofoping imala takoder
zutu ‘boju, Osjetljiviost cijele probe bila je stoga toliko smanjena, da njezino
izvodenje viSe nije dmalo smisla.

U toku iduc¢ih godina pokusali smo izvesti probu sa kemikalijamea, drugih

proizvodaca. Nadali smo se da ¢e veta Cistota kemikalije omoguéiti nor-
malno izviedenje probe, medutim neuspjeh je bio isti. ;
- Godéne 1956. objaviio je Siegenthaler iskustva Zadrugne m-lj»ekame u: Bernu
i opisao razmjerno jednostavan nalin &¢iSéenja ove kemikalije. Nakon ppri-
mjene takvog postupka, kojeg smo v nafem laboratoriju donekle modificinali,
_m;otg(la se je ova metoda primjenjivati za rutinske kiomntrole ispravnosti paste-
rizacije mlijekia: i mljednih proizvoda.

Sa ovom metodom omogudéeno je miljekarskom strudnjaku da u toku teh-
noloskog postupka pasterizacije mlijeka i virhnja obavi nekolikio ispitivanja
i da vet nakon 1/2 sata sazna da li je pasterizacija ispriavno provedena i da
eventualne grijeSke pravovremeno otkloni.
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Besprijekorna ¢istofa reagensa nakon &i§¢enja je tolikiar da se proha moZe
upotrebljavati bez aparata. Razlike izmedu bezbojnih odnosno mljedno-bije-
lih otopina u kojima se pojavila Zuta boja su takve da ih normalno oko dobro
razaznaje bez upotrebe komparatora. ‘

U zelji da se ovaj jedncstavan nac¢in kontrole pasterizacije uvefde im na-
%im mljekarama opisat éu detaljno izviodenje probe. ’

Iz prije spomenute publikacije vidljivo je da je metoda zbog svoje jedno-
stavniosti i osjetljiviosti nasla $iroku primjenu u mljekarama zemljé koja je na
glasu po uzorno vodenom mljekarstvu.

PROBA NA FOSFATAZU PO ASCHAFFENBURG-U I MULLEN-U

Reagensi:

1. Pomoéna pufer-atopina, koja sluzi za poastizavenje potrebnog pH za

djelovanje enzima fosfataze. Ova otopina prireduje se u nedto vecoj kolitini
" jer se w mjoj otapa glavna kemikalija. Cuva se u hladioniku u boci sa stakle-
nim Cepour. \ {

U ¢asu od oko 100 ml vagne se:

3,50 g bezvodniog natrijskog karbenata (natrium carbonicum anhydr. p. a.)
1,50 g natrijskog bikarbonata (natrium bicarbonicum p. a.)

Odvagnute kemikalije otope se u destiliranoj vodi bez zagrijavanja 1
prenesu u odmjernu tikvicu od 1000 ml koja se nadopuni do znaka sa destili-
ranom vodom. -

2. Glavna otopina (reagens)

U tikvicu od 100 ml vagne se 0,20 g kemikalije dimatrium para-nitrofenil-
fosfat i doda 50 ml pufer-otopine (1). Ako se nakon otapanja kemikalije pri-
mjeti da je otcpina Zute boje (Sto se gotovio redovito dogada), potrebno je pro-
vesti ¢i&enje. U tikvicu se doda priblizno 0,3 g aktivnog ugljena (carko ani-
malis p. a.). SadrZina tikvice se promucka i ostavi stajati priblizno 5 minuta,
niakon Cega se filtrira kroz gusti filter papir, promjera oko 9 cm, u suhu &adu.
Ako filtrat nije posve bistar tj. ako u pocetku filtracije nesto ugljena prolazi
kroz filter papir, treba filtrat vratiti na isti filter papir i postupak po-
nioviti wve dok filtrat ne bude posve bistar. Filtrat se nakon toga prelije u od-
mijernu tikvicu od 200 ml i nadopuni do znaka wsa pufer-otopinom (1).

Ovako priredena glavna otcpina moZe se ¢uvati w hladioniku oko 10 dana.
Kada otopina poZuti treba je baciti i zamijeniti novom.

Opaske uz pripremu reagensa:

1. Kada se vrsi ¢is¢enje otopine dinatrium para-nitrofenil-fosfat, ne smije oto-
plint? nakon dodavanja aktivnog ugljena stajati dulje od 5 minuta, jer time reagens
slabi.

2. Ako otopina ostane Zuta i nakon dodavanja ugljena i filtracije, znak je da
je aktivnost ugljena smanjena, pa ga je potrebno ponovo aktivirati. U nafem labo-
ratoriju radi se to na taj nadin da se aktivni ugljen stavi u porculanski lonci¢, do-
bro pokriven slojem vlaknastog azbesta i kratko vrijeme (oko 1 sat) zagrijava u
elektritnoj pe¢i na oko 350 do 500°C. Nakon ohladenja spremi se u staklenu bocu.

3. Kemikaliju dinatrium para-nitrofenil-fosfat nabavljali smo od tvrtke Fluka
A. G., Buchs SG u Svicarskoj preko nagih poduze¢a koja se bave prodajom labora-
torijskih kemikalija. Ne preporufa se stvaranje zaliha pa stoga nije potrebno na-
bavljati veéu koli¢inu kemikalije od 5 g.

Izvedba probe:
1. U dwije epruvete (1,5 X 16 cm) odmijeri se pipetom po 1 ml theka



"/

Ako se ispituje vrhnje stavlja se u epruvete po 1 ml vrhn]a Kod Lqutlvanja
maslaca vagne se 1 g maslaca na listié celofana veli¢ine 5X5 cm. Ovakav listi¢ je
dovoljan da se maslac vagne i toliko zavije da se moze spustiti na dno epruvete.

2. Jedna od epruveta (slijepi pokus) stavi se kroz 1 minutu u kmpsulcu vio-

denu kupelj i zatim naglo ohladi pod tekuéom vodom.

Za vrijeme zagrijavanja treba sadrzaJ u epruvetl izmijeSati. Muesanje se vrii
laganim pokretangem epruvete u samoj kupelji tako, da se sav sadriaj epruvete
jednolitno zagrije. Ovo naro¢ito vrijedi za slijepi poku.s kod ispitivanja maslaca.

3. U svakw epruvetu stavi se zatim pipetom po 5 ml glavne otopine (re-

agensa) i dobro izmijeSa, '

Reagens mora biti posve bezbojan 1 bistar.
MijeSanje se moZe provesti 1agamm kruZnim pokretamem epruveta pa ih Zbog

" toga nije potrebno zatvarati gumenrm ¢epovima, vet samo pokriti' vatom.

- Kod ispitivanja maslaca mijeanje se vr3i tek nakon stavljanja u termostatsku
kupelj (vidi primjedbu u taé. 4).

. . Yl \

4, Epruvete se stave u vodenu kupelj (termostatisku kupelj), ugmgwanu na
37 do 38°C i drZe u njoj 30 minuta. - :

Nakon prve 1 do 2 minute epruvete se na kratko vrijeme podignu iz kupeljl i
lagano izmijeSaju. Ovo je naroéito vaino kod ispitivanja maslaca, koji se ne moze
izmijedati sa reagensom prije nego &to se u vodenoj kupelji zagrije i rastali.

5. Nakon zavrSene inkubacije izvade se epruvete iz vodene kupelis i gle-
daju u prolaznom (najboljem danjem) svjetlu. _

Pojavi 1 se u epruveti zZuta boja (slijepi pokus mora ostati nepromijenjen
tj. mutna otopina mlje¢no bijele-boje), znadi da proizvod nije pasteriziran.
Ako je intenzitet Zute boje slab, odnosno tako slab da se rvazabire samo u us-
poredbi sa slijepim pokusom, znak je da proizvod nije dobro pasteriziran.

Osjetljivost ove probe moZe se jo§ znatno povelati ako se nakon prvog &itanja
rézultata epruvete promuékaju i ponovno stave u . vodenu kupelj za daljnjih 90
minuta.

Ovakvo povecanje os3et1]1vost1 probe u toku kontrolnih ispitivanja u mlje~
karama je prakti¢ki nepotrebno, jer veé¢ inkubacija od 30 minuta otkriva manje
grijeske u pasterlzacm odnosno neznatne primjese sirovog mlijeka ili vrhnja.

Prema iskustvu iz naseg laboratorija moze se nakon inkubacije od 30 mi-

nuta otkriti prisutnost od 0,4% giroviog milijeka u pasteriziranom,

Opaske uz izvodenje probe: »

a) Kod izvodenja probe mora se upotrebljavati samo posve Cisto i suho posude
i pribor. Uvjeti rada donekle su sli¢ni kao kod bakteriologkih ispitivanja.

b) Preporutuje se upotreba bakterioloSkih epruveta sa debljim stijenama, no koje
su natinjene iz posve bezbojnog stakla.

¢) Izvodenje slijepog pokusa moZe se kod brzih orijentacionih ispitivanja ispu-

stiti, no time se donekle smanjuje osjetljivost, jer se teZe usporeduju razvijene
boje. :
d) ‘Ako se ispitivanje vr§i na terenu ili izvan laboratorija, moguée je umjesto
vodene kupelji upotrijebiti vlastitu toplinu tijela. U takvom slutaju zaéepljena
epruveta se inkubira u dZepu prsluka. Naravno da je tadnost kod takvog ispitivanja
manja.

e) Konzerviranje uzoraka milijeka sa 1,5% kloroforma ne smeta osjetljivosti
probe.

f) Kod ispitivanja vrlo kiselih proizvoda (kiselo vrhnje, kiselo mlijeko i shcno),
poltrebno je pH prije inkubacije korlo‘matl U epruvetu se dodaju 2—3 kapi 0,1
n-luZine

g) Preporuda sé 1spravnost reagensa i rada povremeno kontrolirati sa paste-
riziranim mlijekom kojemu je dodano oko 1%/s sirovog theka

Na kraju ovog izlaganja Zelio bi se osvrnuti na pojavu regenerativne fos-
fataze. U okviru ovakvih ispiitvanja koja se vr¥e u mljekarama na proizviodi-

ma koji su netom pasterizirani ne moZe se ofekivati pojava regenerativne fosfa-
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taze, pa Ce ispravino pﬁaJs’oe;m'zmam pro-nzwodl wvijek davati negativau reaatkvcuvu
na aktiviost fosfataze.

Pojava - reaktiviranja fosfataze nesumnjivo postoji, a njen uzrok treba
prvenstveno traziti w aktivnosti posebnih grupa bakterija. Uvjeti pod kojima
mioZe nastupiti reaktivacija ne spadaju u temu ovog ¢lanka, no nastup takvih
aktivnosti biti ¢e mozda mnogo puta bolje razmatrati iz aspektia pokvarenosti
umjesto ispravnosti pasterizacije.

Opisivanjem naprijed iznesene jednostavne probe nadam se da sam prak-
ti¢nom mljekarskom strudnjakiu nia lak naéin omoguéio kiontrolu pasterizacije.
Svrha pasierizacije mlijeka nije samo uwdovoljavanje sanitarnim propisima
vet postizanje kvalitelnih mljeénih proizvoda, a to je na kraju cilj svake
kontrole.
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Zavisnost kvalitete maslaca o suhoj tvari bez masti

Samo je malo mljekara koje su dosad pokazale interes da ustanovljavaju
subu tvar bez muasti kod vlastite proizviodnje maslaca, iako to svaki proizvo-
da¢ maslaca ne moze podcijeniti.

Na prinos (potrodnju masnih jedinica) i na kvalitettn maslaca utjede i su-
ha tvar bez masti u maslacu. Ulstinu nastojalo se dia se mepranjem maslaca
poveta suha tvar bez masti i time Stedi mast, jer po zakonskim propisima
maslac trebia da ima samo 80% muasti (kod nas prema kvaliteti do 82%).

Uglavnom dosad se nije postigao trajan uspjeh, jer je ¢Cesto ovaj nadin
rada negativino utjecao na kvalitet maslaca. Predmjevalo se da je povetana
sadrZina bjelantevine uzrok da je maslac »sirast, kiseo«. Medutim, onaj koji
se s time zamima, jpak zna, da se ova pogrefka moZe pojaviti i onda kada je
u maasdacu malo bjelantevine. »

Z.bno.g toga su se dvije godine po jednostavnoj metodi testirali uzorei ma-
slaca, da se vidi, odnosno ustanovi, da li poviSenje suhe tvari bez masti uz-
rokuje pogresku »sirast, kiseo«. Kroz godinu dana ispitivala se sadrZina suhe
tvari bez masti u uzorcima sa spomenutim pogredkama.

Kod 25 uzoraka maslaca s pogreskom ssirast, kiseo« ustanovljeno je da
je sadriina suhe tvari bez masti iznosila:

sadrZzina suhe tvari

Uzorei bez masti w %
5 | 0,61—0,70
4 0,78—0,80
8 0,81—0,90
3 0,91—1,00
1 1,01—1,10
3 1,11—1,20
1 1,51—1,61
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