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U v o d 

K r a t k o t r a j n a visoko temperai turna top lo tna obrada m l e k a u cilju s te r i l i 
zacije izaziva n iz hemijskih p r o m e n a n a go tovo svim. n jegovim sastojcima. 
U t akvom VTS (visoko t e m p e r a t u r n o s te r i l i z i ranom т - UHT) mleku hemijske 
p romene se odražavaju i n a njegove fizičke osobine Ikao š to su p romena ukusa , 
mir i sa i destabil izacije p ro te ina u ofolilku po j ave že l i ranja i tzv. sedimenta . 
P re tpos tav l ja se da su p r o m e n e n a p ro t e in ima zna&ajine n a s tabi lnost p ro t e in 
skog kompleksa i njegovo ponašanje u t o k u usk lad iš ten ja takvog mleka . 

Dosadašnja ispi t ivanja s u pokaza la d a t e r m i č k a ob rada m l e k a zavisi od 
rež ima obrade, dovodi do većih ali m a n j i h p r o m e n a u obl iku dena tur i ran ja i 
del imične degradaci je nek ih p ro te ina m l e k a (5, 6, 7, 10). U s ter i l iz i ranom m l e k u 
se redovno susreće sadržaj nepiroteđnskog azota i azota frakci je proteaza i p e p -
tona (8). Takođe j e u tv rđeno , naroč i to n a ekspe r imen ta ln im izoliranim s m e -
sama pojedin ih frakcija p ro te ina mleka , da pod r a z n i m us lovima toplotnog 
t r e t m a n a dolazi d o međusobnog reagovanja i s t v a r a n j a kompleksa . Takav s lu 
čaj formiranja kompleksa pojavl juje s e i zmeđu - laktoglobul ina i pojedinih 
komponena t a kaze ina (3, 4, 11, 13). 

Dosadašnja ispit ivanja u oblasti ove p r o b l e m a t i k e ug lavnom s u izvođena 
pod razl ič i t im eksper imenta ln im uslovima. Iz t a k v i h ogleda teško se može 
precizno sag leda t i s t v a r a n obim p r o m e n a koj i ise m o g a o očekivati đ a se pojavi 
u us lovima savramenog dofoijanja V T S m l e k a . Zbog toga jedan od ciljeva 
naš ih ispi t ivanja odnosi s e n a i s t raž ivanje nas t a l i h p r a m e n a n a p ro te inskom 
kompleksu izol i ranom iz VTS mleka k o j e j e dobi j eno t a k v i m toplo tn im t r e t 
m a n o m koj i j e u modernoj proizvodnj i t oga и п е к а d a n a s u š irokoj p r imen i . 

Drug i p rob lem koj i j e od izuzetnog znača ja za održ ivos t ovoga mleka ve 
zan je za degrada t ivne p r o m e n e n a p ro t e in ima u t o k u uskladiš tenja . Iz veoma 
oskudnih dosadašnj ih ispi t ivanja (5) m o ž e se p re tpos t av i t i d a t akv i procesi 
postoje i d a s u posledica de lovanja v e r o v a t n o r e a k t i v n i h proteaza. S toga je 
j edan od zada t aka ov ih is t raživanja b i o đ a s e i sp i ta postojanje t a k v e po jave 
i u t v r d i ikoje od frakcija prote inskog k o m p l e k s a m l e k a ш najviše podležne 
t i m p r o m e n a m a . 

1 Ovaj rad je finansiran iz fonda za naučni rad zajednice obrazovanja SAVP, 1969. 
2 Rad podnet na II Jugoslavenskom kongresu u prehrani, Zagreb, 3-5. juni 1969. 



M a t e r i j a l i m e t o d i k a 

Mleko za i sp i t ivanje b i lo je proizvedeno pod uobičajenim proizvodnim 
uslovima p r i j ednom od r ež ima k r a t k o t r a j n e visoke t e m p e r a t u r n e steri l iza
cije (139° C, 2—3 sekunde , ind i rek tno zagrevanje). Ster i l iz i rano mleko je 
asept ično pakovano u t e t r a - p a k pap i rnu ambalažu k o j a j e kas i rana polieti-
lenskim f i lmom i aluminisfcom folijom. Uzorci m l e k a su čuvani n a sobnoj 
t empe ra tu r i u toku neš to duže od dve godine. Organoileptička oeena i ana
lize takvog m l e k a su v r šene povremeno. 

Kazein iz mleka izdvajan j e zakisel javanjem sa s i rće tnom kise l inom 
(10%) i na t r i j umace t a tom (1 N), po 1 m l od svakog reagensa n a 10 m l mleka, 
da b i se dobio p H 4,7 p r i č emu se kazein taloži. S u r u t k a odvojena cen t r i -
sugiranjem kor i šćena je za dal ja ispi t ivanja tzv. p ro t e ina su ru tke . 

Posle odvajanja s u r u t k e kazein j e t r i p u t a i sp i ran dest i l i ranom dejoni-
z i r anam vodom i centrifugiiran n a 25.000 o/min. u toku 15 min. Dobdjeni 
kazein j e r a s t v a r a n u 5 m l 7M u r e e uz dodatak 1 kap i 2-menkaptoetanola. 
P o pos tupku E l -Negoumy-a (2) ras tvor kazeina je nanesen n a t r a k u (3 X 15 
cm) fil ter h a r t i j e W h a t m a n ЗМ gde je sušen u s t ru j i toplog vazduha. Na isti 
nač in su osušeni i p ro te in i iz su ru tke . 

Tako konze rv i r an i p ro te in i n a har t i j i korišćeni su za elektroforeska 
ispitivanja. Elekt roforeza ptroteina izvođena je na 7 % poliakrilamd'dnom gelu 
po pos tupku koj i j e opisao Petersen (9). Kao elektrol i t kor išcen je pufer TRIS 
(tri-hidroksimetilHmetilamin) -Na 2 EDTA (eШendiamiшlotetrasirćetna kise l ina)-
bo ra tn i pu fe r u 4,5 M u r e i (pH = 9,2; u 0,8). Poliak'riilamidni gel j e p rav l j en 
veličine 23 X 12 X 0,3 om. Elektroforeza j e odvijana u toku 24 časa p r i kon 
s tan tnom naponu od 240 V. n a t e m p e r a t u r i od 5° C. 

R e z u l t a t i i s p i t i v a n j a 

1. Promena u kazemskom kompleksu 

Zonama elektroforeza na pol iakr i lamidnom gelu p reds tav l ja i z v a n r e d n u 
metodu ko jom s e dobij a čak do 20 različit ih frakcija iz kazeiniskog kompleksa 
(12). 'Na slici 1 p r i k a z a n e su pozicije većeg bro ja zona ko je se odnose n a p o 
jedine kaze ine . Takva s l ika se dobij a elektroforezom n a poliakri lamidnoim gelu 
kazeinskog k o m p l e k s a izol i ranog iz svežeg sirovog m l e k a koji n i je p r e t rp io 
n ikakve degradai t ivne p r o m e n e . 

Kazeinski k o m p l e k s ko j i se izolira iz VTS mleka pokazuje izvesne e l ek t ro -
foreske razl ike u odnosu n a kazein iz svežeg sirovog mleka . To se veoma lako 
može zapazi t i k a d a se upo red i izgled i pozicije zona n a s l ikama 2, 3 i 4 p r e m a 
onima koji s e na laze n a slici 1. Iz toga se može zapaziti da kaze inski kompleks 
iz VTS mleka pokazu je u g l a v n o m d v e jasno izražene zone, i t o a s 1 - i ß-kazein. 
P r i t o m e se jasno vidi d a s u iščezle zone a 8 2 - i a s 3 - kaze ina k a o i zona n e -
indent i f ikovanog p r o t e i n a (?) između ß- i a s ; ,^kazeina. Takođe se jasno poka 
zuje da niz zona koje se n o r m a l n o pojavl juju i koje s e označavaju k a o k-kazedn 
ug lavnom se gube. No, p r i (tome t r e b a zapazi t i d a u svim t i m zonama u većem 
ili m a n j e m obimu se na l az i j edna kon t inu i r ana difuizna t r a k a (slika 2 A — E), 
slika 3 (B i C), s l ika 4 (A, B i D). Po red ovoga t r eba t akođe zapazi t i da i s ame 
zone ccR1- k a o i ß-kazeina pokazu ju značajnu dispergiranost . Naroč i to j e v r e d n o 
istaći j ako p r o d u ž e n u i j a sno iz raženu zonu koja se nas tavl ja n a ß^kazeina i 
k reće se p r e m a kompleksu a s -kaze in ima . 
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K a d a se posma t r a ju ove p romene n a kazein-
skom kompleksu sa aspelkta uskladiš tenja VTS 
mleka onda s e može zapazi t i d a su one utoliko 
više izražene ukol iko je m l e k o duže bilo čuvano. 
Na s l ikama 2 i 4 p r ikazan i su rezu l ta t i e lekt ro-
foreze kaze insk ih kompleksa dobij enih iz VTS 
mleka s a s ta rošću od 1 dana do 28 meseci. Izdu
žene k o n t i n u i r a n e t r a k e ukazu ju n a deg rada -
t ivne p r o m e n e koje se obavljaju u toku čuvanja 
ovoga m l e k a n a po jed in im frakci jama kazein-
skog kompleksa . 
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Sl. 1 — Pozicija pojedinih zona proteina kaze-
inskog kompleksa poreklom iz svežeg 
sirovog mleka od pojedinih krava koje 
su dobijene elektroforezom na poliakri-
lamidnom gelu. 

2. Proteini sedimenta 

U toku uskladiš tenja VTS mlelka s p o n t a n o se izdvaja j edna frakcija koja 
se taloži n a d n u ambalaže obrazujući p r i t o m e tzv. sediment. P r e m a izvesniim 
l i teraturni im podacima (1) t a k a v sed iment sadrž i oko 60—67% p ro t e ina u suvoj 
mater i j i . Naša e lektroforeska ispi t ivanja p ro t e ina iz s ed imen ta pokazuju da se 
oni sastoje ug lavnom iz 3—4 frakcije, s l ika 5 (A i B) i s l ika 6 (B). E lek t ro -
foreski najpoikretljivija frakcija pojavl juje s e n a pozicij i a s l - k a z e i n a p r i čemu 
pakazu je r edovno veću ;dispergiranoist. D r u g a frakci ja je j edn im de lom n a 
poziciji ß-kazeina A (genetska fonima ili v a r i a n t a A), a d r u g i m de lom pokazuje 
veću mobi lnos t t e se pr ib l ižava poziciji ß-laktoglofoulina, s l ika 5 (poređenje 
p roba A, B p r e m a C). Treća frakcija č i ja j e e lekt roforeska pokret l j ivos t m a n j a 
od p re thodne d v e nalaz i se j edn im delom n a poziciji zone m a n j e pokre t l j ive 
frakci je p ro t e ina k rvnog seruma. Neki uzorc i s ed imen ta pokazuju t akođe i 
če tv r tu frakciju koja pokazuje na jman ju e lekt roforesku pokret l j ivost i na laz i 
se n a poziciji k-kazeina . Sed iment t akođe pokazuje u n e k i m slučajevima difu-



znu t r a k u i t r e b a is taći da je uvek u tvrđeno da dosta ma te r i j a l a sed imen ta 
ostaje u i shodiš tu n e pokazujući n i k a k v u elektroforesku pokret l j ivost . 

SI. 2 Pozicije poje
dinih zona pro
teina kazein
skog komplek
sa koji je izo
liran iz VTS 
mleka posle 
različitog tra
janja uskladi
štenja: 

A 24 meseca, 
B 23 meseca, 
C 28 meseci, 
D 5 meseci, 
E 7 meseci i 
F 9 meseci. 

3. Proteini taloga dobijenog centrifugiranjem 
i gela iz želiranog VTS mleka 

Za VTS m l e k o je karakter is t ično ' d a s u p ro te in i veoma nak lon jen i d e s t a 
bilizaciji ko ja u k r a jn j em slučaju dovodi d o po tpunog njegovog žel i ranja . Već 
pr i običnom cent r i fugi ranju VTS mleka lako se iz n jega izdvaja veći i l i m a n j i 
talog. U n a š i m i sp i t ivan j ima ta log smo dobij ali cent r i fugi ranjem n a 3.000 o/min. 
u toku 20 minu ta . Tako dobi jen talog iz neželiranog, kao i gel ko j i s e dobi je 
cent r i fugi ranjem iz že l i ranog VTS mleka daju elektroforeski gotovo i s tu s l iku 
prote inskih frakcija. Na slici 3 međusobn im poređen jem uzoraka B i C k a o 
i uzoraka D i E može se zapazi t i osnovne dve zone n a poziciji aai- i a -kaze ina . 
Takođe t r e b a zapazi t i d a se kod ta loga zona ßnkazeina difuzno' p r o d u ž a v a u 
p ravcu a s l - k a z e i n a š to n i je slučaj kod kazeinskog kompleksa ko j i j e izol i ran 
iz istog mleka . Pos to jan je difuzne t r a k e u slučaju B i C, a ko ja odsus tvu je 
u s lučaju D i E, jav l ja s e k a o posledica degrada t ivn ih procesa koji s u n a s t a l i 
u toku dugoročnog uskladiš tenja . 



S I . 3 Pozicije pojedinih frak
cija proteina koje su đo-
bijene elektroforezom na 
poliakrilamidnom gelu iz 
raznih uzoraka mleka: 
A i F — kazeinski kom-
kompleks koji je izoliran 
i sirovog (toplotno ne tre
tiranog) mleka, B — 
proteini taloga koji je 
dobijen centrifugiranjem 
V T S mleka i C — ka
zeinski kompleks koji je 
izoliran iz istog V T S 
mleka posle centrifugi-
ranja i izdvajanja talo
ga (B), D — proteini ta
loga koji je dobijen cen
trifugiranjem V T S mle
ka i E — kazeinski kom
pleks koji je izoliran iz 
istog V T S mleka posle 
centrifugiranja i izdva
janja taloga (D). U slu
čaju B i C V T S mleko 
je uskladištavano 12 me-
seci, a u slučaju D i E 
V T S mleko je staro 1 
dan. 

D i s k u s i j a 

Visoka k ra tko t r a jna sterilizacija mleka sa svoj im t emp e ra tu rn o - v r e m e n 
s k i m rež imom koji se kor is t i industr i jski u pro izvodnj i VTS m l e k a izaziva 
izvesne p r o m e n e na pro te in ima takvog mleka koje se mogu u tv rd i t i zonalnom 
elektroforezom na pol iakr i lamidnom gelu. K a d a se posmat ra ju p romene n a 
p ro t e in ima kazeinskog kompleksa onda se može kons ta tova t i da u zoni a-
kaze ina iščezavaju posle steri l izacije i uskladiš tenja frakci je ocs2- i a s 3 -kaze ina . 
Takođe se gubi i frakcija kaze ina do s a d a ne iden t i f ikovana frakcija kaze ina (?) 
koja se n o r m a l n o pojavljuje između -kazeina i oc 8 3-kazeina. Dosadašnja ispi t i -
vanga koja s e na laze u Mteratuiri ne sad rže p o d a t k e ko j i b i neš to de ta l jn i je 
govori l i o nač inu ponašanja i eventualno suš t in i p r o m e n a koji s e odigravaju 
n a ovim frakci jama p r i ovakvom t r e tmanu . No, iz ovih naš ih ispi t ivanja jasno 
proizi lazi da se p r i t akvom t r e t m a n u dešavaju izvesne p romene koje se odra
žavaju n a elektroforeskom ponašanju t ih p ro te ina . Ovde t r eba t akođe istaci 
da se na pozici jama tih p ro te ina pojavl juje j e d n a v iše-manje izražena difuzna 
zona. 



Sl. 5 Pozicije pojedinih zona proteina mleka: A — 
kazeinski kompleks koji je izoliran iz sirovog 
(toplotno netretiranog) mleka. B — proteini 
sedimenta koji je nastao u toku dugoročnog 
uskladištenja VTS mleka i C — protein iz 
taloga koji se dobije centrifugiranjem VTS 
mleka. 
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SI. 6 Pozicije pojedinih frakcija proteina surutke koji su izoliram iz sirovog (topiotno 
netretiranog) mleka (B) i proteini sedimenta VTS mleka (A). 

U pogledu a s l - k a z e i n a može se zapazi t i d a se on pojavl juje uvek s nešto 
većom izraženom difuznoišću zone p r i čemu se na roč i to dističu frakcije koje p o 
kazuju nešto veću elektroforesku pokret l j ivost . Sl ičan slučaj je u t v r đ e n i sa 
ß-kazeinom. Kod ovih pro te ina pr imećuje se naroč i to veća dispergiranost zona 
u s lučajevima k a d a je VTS mleko duže čuvano . 

Sudeći po tome da k-kazein gotovo iščezava posle toplo tne obrade i usk la
dištenja može se zaključit i da se na ovom k o m p l e k s u p ro t e ina očito dešavaju 
izrazi te p romene . 

Za p romene n a pro te in ima koje se m o g u u t v r d i t i u VTS m l e k u posle dužeg 
uskladiš tenja karak te r i s t i čno je da su one samo j edn im d e l o m izazvane u toku 
sterilizacije. Dobar deo t ih p romena p rouz rokovan j e u toku uskladiš tenja 
na jver ovalni je de lovanjem reak t iv i ran ih proteol i t ičk ih enzima. 

Iz ovog proizi lazi da VTS mleko n i je poš teđeno izvesnih proteol i t ičkih .pro
m e n a u toku dužeg čuvanja. U tom pogledu j e za ve rovan je i moglo b i se p r e t 
postavi t i d a mikrobiološki kval i te t ili bol je rečeno potenci ja ln i proteol i t ički 
akt iv i te t s i rovog m l e k a može d a u t iče na k r a j n j i kva l i t e t VTS mleka . 

Između p ro te ina sedimenta koji se dobi je cen t r i fug i ran jem iz nežel i ranog 
m l e k a i gela iz žel iranog mleka n e postoje n e k e b i tne i vel ike razl ike. Među
t im, prote in i sed imenta koj i s e formiraju spon t an im ta loženjem n a d n u amba 
laže u toku dužeg čuvan ja pokazuju da se b i tno raz l ikuje od njih. To jasno 



ukazuje da taj s ed imen t ni je povezan sa procesom želiranja VTS mleka . Ta 
kođe može se zaključi t i da proces želiranja preds tav l ja j edan kon t inu i ran i p r o 
ces destabil izacije koj i nije posledica s a m o poremećaja zone ravnoteže nego 
i p r o m e n a n a p ro te in ima . 

Z a k l j u č a k 

Ispi t ivanja p r o m e n a prote ina u VTS mleku uz p r imenu zonalne e lek t ro
foreze n a po l iakr i l amidnom gelu pokazala su ovo: 

1. prLmenom zonalne elektrofoareze n a poliakrilatmidu može se o tk r i t i niz 
p r o m e n a na p ro te in ima mleka koj i nas ta ju p r i termičkoj obradi i u t oku 
dužeg uskladiš ten ja VTS mleka; 

2. u tv rđeno je d a s e pojavljuju zna tne p romene n a a s 2 - , a s 8 - i k -kaze ina 
koje se odražava ju n a njihove elektro-foareske osobine. Ovi prote in i go
tovo po tpuno iščezavaju te se ne mogu nać i n j ihove zone n a gelu; 

3. dofoijeni rezu l ta t i pokazuju da na VTS .mleku nisu izazvane neke veće 
p r o m e n e n a a s l - i ß-kazeina koje bi se mogle o tkr i t i elektrofoirezom. 
Međut im, zapaženo je da se zona t ih p ro te ina zna tno povećava pokazu
jući j edn im d e l o m veću elektroforesku pokret l j ivost i difuznost; 

4. kod žel i ranog VTS ni leka proteini gela n e pokazuju elektroforesku r a 
zliku u odnosu n a ove prote ine koj i se izdvoje u ta logu iz neže l i ranog 
m l e k a p r i centr i fugiranju (3.000 o/min. 20-minuta) . Međut im, sed iment 
koji se spontano obrazuje u toku dužeg usklad iš ten ja po pro te inskom 

sas tavu raz l ikuje se od gela i centr ifugalnog ta loga; 
5. p r o m e n e u p ro te in ima VTS mleka su s a m o jedn im delom posledica 

t e rmičke ob rade p r i sterilizaciji. Ispi t ivanja jasno- pokazuju n a doba r 
deo p r o m e n a u toku dužeg uskladiš tenja tog mleka , odakle b i se moglo 
pre tpos tav l ja t i da su t e p romene posledica akt ivnost i r eak t ivn ih p r o -
teoli t ičkih encima. 

C H A N G E S O N P R O T E I N S O F U H T STERILIZED M I L K 
I N D U C E D B Y H E A T T R E A T M E N T A N D S T O R A G E 

I. F . VUJICIC, B r a n k a BACIC 

S u m m a r y 

Fresh U H T steri l ized mi lk and dur ing the 28 m o n t h s to rage (20° C) h a s 
been examened b y t h e Polyacrylamide gel e lectrophoresis in order to fol low 
changes on p ro te ins . Elect rophoret ic pa t t e rn s show tha t t he m i n o r p ro te ins 
a s 2 - , a s 3 - case in and unident i f ied fraction occuring b e t w e e n these p ro te ins and 
-casein d i sappear after s ter i l izat ion and in the courslof s to rage as wel l . R e 
m a r k a b l e changes h a v e b e e n found on t h e bands of k^casein and d i spersed 
bands-and a s i - ca se in . These a l ternat ions w e r e as m u c h as t h e s to rage w a s 
longer. 

A sed imen t obta ined b y centirifugation (3000 rpm/20 min.) f rom ungel i f ied 
mi lk and gel p ro te in fract ion separa ted from gelified mi lk consist of t h e s a m e 
prote in components . But , the sediment formed spontaneously d u r i n g the s to
rage of t h e U H T ster i l ized mi lk is dist inguished from .them b y t h e o ther p r o 
te in fractions. 


