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Sazetak

U radu su opisane vaznije osobine plazmina kao znacajne indogene
proteinaze mlijeka, njegova koncentracija, nacin mjerenja koncentracije i
njegove aktivnosti u mlijeku. Takoder su navedeni c¢imbenici koji utjecu na
njegovu koncentraciju i aktivnost. Od svih ¢cimbenika na povecanu plazminsku
aktivnost u mlijeku najviSe utjecu kasna laktacija i mastitis, odnosno povecan
broj somatskih stanica (BSS). U mlijeku s visokim BSS povecava se indogena
proteoliza, osobito u sistemu plazmin i plazminogen.

Objasnjeno je specificno hidroliticko djelovanje plazmina tijekom
primarne proteolize pojedinih kazeniskih frakcija u mlijeku. Plazmin
najintenzivnije razgraduje [3-CN, a puno manje ag-CN i a-CN, a gotovo
uopée ne razgraduje k-CN.

Aktivacija plazminogena u plazmin sloZen je biokemijski proces uvjetovan
odnosom aktivatora i inhibitora u mlijeku, a moze se znacajno povecati u
mlijeku s visokim BSS. U mlijechom serumu nalazimo ve¢i broj inhibitora
plazmina od kojih je [-laktoglobulin najvazniji nakon njegove toplinske
denaturacije. Inhibitorno na aktivnost plazmina djeluje dodavanje aprotinina i
sojinog tripsin inhibitora u mlijeko.

Od svih karakteristika plazmina najznacajnija je termostabilnost na
temperature pasterizacije, pa cak i sterilizacije. Objasnjen je mehanizam
toplinske inaktivacije plazmina stvaranjem kovalentnih disulfidnih veza
izmedu molekula plazmina i denaturiranih bjelancevina mlijecnog seruma
(prvenstveno R3-laktoglobulina). Kratka pasterizacija inaktivira termolabilne
inhibitore plazminogen aktivatora i inhibitore plazmina $to povecava
plazminsku aktivnost, dok primjena viSih temperatura i produzeno trajanje
toplinske obrade mlijeka inaktivira plazmin.
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Uvod

Plazmin je najvazniji prirodni proteoliticki enzim mlijeka (Andrews,
1983.). Osim u kravljem mlijeku nalazimo ga i u mlijeku ovaca, koza i Zena
(Alichanidis i sur.,1986.). Plazmin je alkalna proteinaza krvnog seruma
vrlo visokog afiniteta prema fibrinu (Karlson, 1988.). U krvnom serumu
plazmin i plazminogen vezani su za fibrinogen i fibrin (Saksela, 1985.,
citirano prema Politis i sur., 1993.). Plazmin pripada skupini enzima dli¢nih
tripsinu. On moze hidrolizirati veliki broj vrsta proteina mlijeka, a visoko je
specifican prema lizinu (Grufferty i Fox, 1988.). Plazmin hidrolizira
polipeptidni lanac iza arginina ili lizina (Andrews, 1983.; Andrews i
Alichanidis, 1983.; Aaltonen i sur.,1988.; Grufferty i Fox, 1988.).
Njegova optimalna pH aktivnost je izmedu 7 i 8 (Grufferty i Fox, 1986.),
odnosno 8,45 (Verdi i Barbano, 1991.), a stabilan je pri rasponu pH
vrijednosti od 1,5 do 9 (Chen i Ledford, 1971.). Optimana temperatura
dielovanja plazmina je 37°C, ai je potvrdeno da djeluje i na temperaturi
hladnjaka (Schaar, 1985.). Pohranom mlijeka na 4°C kroz 5 dana povecat ¢e
se koli¢ina topljivog kazeina kao posljedica proteoliticke aktivnosti enzima
mlijeka (Barbano i sur.,1991.). Donelly i Barry (1983.) utvrdili su daje
proteoliticka aktivnost 20 puta manja na temperaturi od 4°C nego pri tjelesnoj
temperaturi. Oko 80% enzima u mlijeku nalazi se u obliku zimogena-
plazminogena koji tijekom skladistenja postepeno prelazi u plazmin pod
utjecajem aktivatora (Koricka-Dahl i sur., 1983.; Richardson, 1983,
Aaltonen, 1988.). Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu koli¢ine plazmina
i plazminogena (r = 0,528) (Benslimane i sur., 1990.). Omjer izmedu
plazmina i plazminogena za skupno mlijeko u progeku je izmedu 4,9 i 5,6
(Banslimane i sur., 1990.). Najve¢im je dijelom (80-95%) plazmin vezan
za micele kazeina preko lizinskih ostataka 3-CN, pri ¢emu se zna da je 3-CN
bogat tom aminokiselinom (Dulley, 1972.; Korycka-Dahl i sur.,1983.).
Plazmin ostaje vezan za izoelektricki precipitirani kazein, zatim na kazein
zgruSan sirilom ili namicelarni kazein izdvojen centrifugiranjem (Grufferty i
Fox, 1988.). Manji dio plazmina vezan je za proteinski dio membrana kuglica
mlijecne masti (Korycka-Dahl, 1983.; Grufferty i Fox, 1988.). Plazmin i
plazminogen vjerojatno su u ekvilibriju izmedu kazeina i mlije¢nog seruma.
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Ta je ekvilibrij pod utjecgem temperature (Schaar, 1985.). Tretiranje
mlijeka s lizinu slicnom g-aminokapronskom kiselinom (EACA) ili nekom
drugom kiselinom izazvat ¢e bithe konformacijske promjene koje uzrokuju
oslobadanje plazminai plazminogenaiz kazeinske micele pri ¢emu oni prelaze
u mlijecni serum (Dupont i Grappin, 1998.). Proteoliticki enzimi
psihrotrofnih - mikroorganizama svojom aktivnoStu uvjetuju odvajanje
plazminogena od kazeinskih micela u mlijecni serum (Fajardo-Lira i
Nielsen, 1998.).

Plazmin je molekula sastavljena od dva lanca: teSkog lanca (lanac A)
molekulske mase oko 60.000 Da i lakog lanca (Ilanac B) molekulske mase oko
25.000 Da povezanih disulfidnim vezom. Proteoliticku aktivnost poseduje
laki lanac (Gruffery i Fox, 1988.).

Koncentracija plazminogena/plazmina u mlijeku

Prosiecna koncentracija plazmina u kravljem mlijeku iznosi 0,21 mg/L, a
plazminogena 0,94 mg/L (Politis i sur.,1989.). Koncentracija plazmina
izrazava se kao plazminska aktivnost mjerena kroz razgradnju razlicitih
supstrata kao $to je 3-kazein koji razgradnjom prelazi u yi-, Y2-, Ys-kazein §to je
moguce izmjeriti PEGE elektroforezom (Kalit i sur., 2002.) ili razgradnjom
nefluerescentnog N-sukcinil-L-alanil-L-fenilalanil-7-amido-4-metil kumarin
koji razgradnjom daje fluorescentni spoj kumarina ¢ija se koncentracija mjeri
intenzitetom fluorescencije (Richardson, 1981.).

Vedi broj ¢imbenika kao Sto su sezona, broj laktacije, stadij laktacije,
dnevne varijacije, teljenje, hranidba, pasminai kemijski sastav mlijeka utjecu
na koncentraciju plazmina i njegova prekursora plazminogena (Schaar,
1985.; Aaltonen i sur., 1988.; Grufferty i Fox, 1988.; Politis i sur.,
1989.). Aaltonen i sur. (1988.) utvrdili su slabu negativnu korelaciju
izmedu koncentracije plazmina i koli¢ine mlijeka (r = -0,283), a pozitivhu
korelaciju izmedu stadija laktacije i plazminske aktivnosti (r = 0,389). U prvih
5 mjeseci laktacije plazminska aktivnost se ne mijenja. Nakon toga perioda
stadij laktacije utjete na plazminsku aktivnost, osobito u devetom i desetom
mjesecu (Politis i Ng-Kwai-Hang, 1989.; Politis i sur., 1989.; Bastian
i sur., 1991.). Koncentracija plazminogena i plazmina na kraju laktacije je
povec¢ana (Bastian i sur., 1991.), Sto se tumati povecanjem permeabil nosti
epitelnih stanica mlijecne Zlijezde, ¢ime se povecava ulijevanje tog enzima iz
mlijekau krv (Korycka-Dahl i sur., 1983.; Saeman i sur., 1988.). Druga
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teorija tvrdi da koncentracija ovih enzima raste u mlijeku kao posljedica
smanjenja sinteze mlijeka, a ulijevanje plazminogena i plazmina u mlijeko
ostgje isto tijekom cijele laktacije (Schaar i Funke, 1986.; Politis i Ng-
Kwai-Hang, 1989.). Krave hranjene sijenom imaju vetu plazminsku
aktivnost od krava hranjenih silazom. lako je utvrden vrlo mali utjecq
pasmine na koli¢inu plazmina u mlijeku (Aaltonen i sur., 1988.; Bastian i
sur., 1991.), Richardson (1983.) je zakljucio da mlijeko frizijske pasmine
ima vec¢u koncentraciju plazmina i plazminogena negoli mlijeko ayrshire
pasmine. U odnosu na pasminu individualne razlike u koncentraciji ovog
enzima su izrazenije, pa mogu iznositi 65-68% (Aaltonen i sur., 1988.).
Mlijeko s vise kazeina ima manju plazminsku aktivnost, dok mlijeko s vise
proteina ima vecu plazminsku aktivnost (Aaltonen i sur.,1988.). Koli¢ina
plazmina znacano se povecava u krava nakon trece laktacije, a osobito u
ljetnom i jesenskom razdoblju (Richardson, 1983.-b; Politis i Ng-Kwai-
Hang, 1989.). U ljetnim mjesecima koli¢ina plazmina tri puta je veca u
odnosu na zimu (Richardson, 1983.). Starije krave imaju vecu koncentraciju
plazmina

Od svih ¢imbenika koji utjecu na plazminsku aktivnost, broj somatskih
stanica (BSS) u mlijeku ima nagjvedi utjeca (Schaar, 1985.; Aaltonen i
sur., 1988.; Barbano, 1989., Politis i sur.,1989.; Barbano i sur., 1991.).
U mlijeku s visokim brojem somatskih stanica povecava se indogena
proteoliza, osobito u sistemu plazmin i plazminogen (Andrews, 1983.-b;
Ballou i sur., 1995.). Tako se koli¢ina plazminogena povecava za 21%, a
plazmina za 82% (Schaar i Funke, 1986.). Kod BSS do 1,000.000
stanica/mL smatra se da je plazmin dominantan endogeni proteoliticki enzim
mlijeka (Saeman i sur., 1988.; Barbano, 1989.). Pocetha plazminska
aktivnost mlijeka s visokim BSS dva puta je veca u odnosu na mlijeko s
niskim BSS (Kennedy i Kelly, 1997.). Politis i Ng-Kwai-Hang (1989.)
usporedivali su utjecg razlicitog BSS na koncentraciju plazmina. Povecanje
BSS sa 100.000 na 1,300.000 stanica/lmL povecava plazminsku aktivnost za
2,3 puta. Spomenuti su autori utvrdili visoku korelaciju izmedu BSS i
plazminske aktivnosti (r = 0,62). Koncentracija plazmina i plazminogena
linearno se povecava s porastom BSS. Svako povecanje BSS za 250.000
stanica/mL uvjetuje porast koncentracije plazmina za 0,03 mg/L (Politis i
sur., 1989.). Nakon namjernog izazivanja upale vimena krava, maksmalno
povecanje proteoliticke aktivnosti mlijeka dogada se nesto prije maksimalnog
povecanja BSS (Andrews, 1983.-b). Znatgino najvecu koli¢inu plazmina i
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plazminogena nalazimo u mlijeku s visokim BSS na kraju laktacije (Auldist
i sur., 1996.). lako je nepoznat mehanizam prijenosa plazmina i
plazminogena iz krvi u mlijeko, smatra se da oSteceno epitelno stanicje
vimena s povecanom permeabilnoS¢u membrana omoguéuju pasivni prolaz
ovog enzima tijekom upal no-patogenog procesa (A ndrews, 1983.-b; Schaar
i Funke, 1986.; Politis i sur., 1989.; Zecconi, 1995.). Stoga je opc¢enito
veca proteoliticka aktivnost mlijeka s visokim BSS u odnosu na mlijeko s
niskim BSS (Kelly i Foley, 1997.; Auldist i sur., 1996.).

Kalic¢ina proteoza-peptona dobar je indikator proteolize u mastiticnom
mlijeku. Utvrdena je visoka korelacija izmedu koli¢ine proteoza-peptona i
BSS od r = 0,87. Od velikog broja proteoza-peptona u mlijeku najvazniji je
fragment PP1 (f 29-107). Ovaj se fragment signifikantno i linearno povecavau
mlijeku s visokim BSS. Drugi znacajan proteoza-pepton je PP5 (f 1-105/7).
Tre¢i razgradni produkt jest PP3. Njegova se koli¢ina ne povecava
signifikantno tijekom proteolize, pa se ne smatra znacgnim pokazateljem
plazminske aktivnosti (Le Roux i sur., 1995.).

Postotak intaktnog kazeina u post-infektivnom razdoblju ne vraca se na
pred-infekcijsku razinu nakon eliminacije patogena (Saeman i sur., 1988.).

Proteoliticki enzimi somatskih stanica nemaju specificno hidroliticka
svojstva. Produkti hidrolize tih enzima daju polipeptide razli¢ite duzine i
aminokiselinskog sastava (Andrews, 1983.-b; Saeman i sur.,1988.; Verdi
i Barbano, 1988.; Verdi i Barbano, 1991.). Njihova je aktivnost neznatna
u usporedbi s plazminom. Izolirani krvni leukociti dodani mlijeku dobre
bakteriol oske kakvoce nisu bitno utjecali na razgradnju proteina mlijeka nakon
njihova razbijanja homogenizacijom (Grieve i Kitchen, 1985.). Za razliku
od njih, plazmin ima specifi¢no hidroliticko djelovanje, jer cijepa polipeptidni
lanac molekule kazeina na mjestu ostatka lizina i daje prilicno ujednacene
polipeptide (produkte primarne proteolize) (Verdi i Barbano, 1988,
Barbano, 1989.). Proucavanjem utjecaja proteoliticke aktivnosti plazmina na
kazein utvrdeno je da ngjvedi dio polipeptida iz kazeina u mlijeku nastaje
razgradnjom [3-CN (Noomen, 1975.; Ali i sur., 1980.; Donnelly i Barry,
1983.), atek neznatni dio potjece od a,-CN i ao-CNi K-CN (Eigel, 1977.;
Andrews i Alichanidis, 1983.). Ne postoji signifikantna korelacijaizmedu
koncentracije plazmina i stupnja proteolize k-CN (Eigel, 1977.; Grieve i
Kitchen, 1985.; Politis i Kn-Kwai-Hang, 1989.; Barbano i sur.,
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1991.). B-CN se 2 do 3 puta brze razgraduje u usporedbi s a,-CN (Noomen,

1975.). C-terminalni fragmenti 3-CN nastali djelovanjem plazmina su y;-([-
CN f 29-205), y--(>-CN f 106-209) i ys-(3-CN f 108-209), a odgovargjuc¢i N-
terminalni fragmenti su proteoze-peptoni PP8 brzi (3-CN f 1-28), PP8 spori
(B-CN f 29-105/107) i PP5 (3-CN f 1-105). Plazmin razgraduje a-CN u
mlijeku, ali joS nisu identificirani peptidi koji pri tom nastgju. Smatra se da
barem neki od njih pripadaju skupini proteoza peptona. U vrlo malom opsegu
moguca je razgradnja ag-CN u mlijeku pri ¢emu nastgje malo istrazeni A-CN i
nedefinirani protoza peptoni (Fox i McSweeney, 1998.).

Tijekom proteolize nastaju mnogi meduspojevi koji nisu konacni produkti
proteolize (razli¢iti proteoza-peptoni), ato ovisi 0 vremenu trgjanja proteolize.
Postoji linearno signifikantna povezanost izmedu plazminske aktivnosti i
kolicine proteoza-peptona u mlijeku pojedinih krava (Schaar, 1985.). Sirovi
proteoza peptoni, nastali proteolizom, sastoje se od barem 38 pojedinacnih
proteoza-peptona. Od 38 proteoza-peptona barem 25 nastgje djelovanjem
prirodne alkalne proteinaze mlijeka (Grufferty i Fox, 1988.). Koli¢ina
proteoza-peptona PP8 (brzi) linearno se povetava, sto je dokaz da je ovaj spoj
konatni produkt razgradnje B-CN. Suprotno tome koncentracija proteoza-
peptona PP5 ne raste linearno, a to potvrduje da ova fragment nije stabilan
nakon hidrolize. Od ukupne koli¢ine proteoza-peptona koji nastaju u mlijeku
djelovanjem plazmina inkubacijom na 37°C kroz 7 dana, oko 52% potjece od
B-CN, 29% od a4-CN, 9% od a,-CN i 4% od k-CN. Ostaih 6% nije se
moglo to¢no pripisati ni jednoj frakciji kazeina. Dakle, pri spomenutim
uvjetima dolazi do povecanja kolicine proteoza-peptona u mlijecnom serumu
sa 25 mg/mL na 11,1 mg/mL seruma. U pasteriziranom mlijeku te su
vrijednosti i vece (15,5 mg/mL). No daljnjom inkubacijom mlijeka dolazi do
laganog pada kolic¢ine proteoza-peptona, sto se tumaci njihovom hidrolizom na
joS manje dijelove (Andrews i Alichanidis, 1983.). Apsolutno povecanje
koli¢ine razgradnih produkata proteoza-peptona jednako je apsolutnom padu
kolicine intaktnog ag-CN i B-CN (Verdi i sur., 1987.). Od ukupne kolicine
proteoza-peptona samo 23% nastaje kao podljedica post-sekretorne razgradnje
kazeina u uvjetima pohrane na 5°C kroz 3 dana, dok ostali produkti nastaju jos
u samom vimenu (Schaar, 1985.). Kod mastiticnog mlijeka, produzenom
inkubacijom na 37°C, prestgje razgradnja oy-CN ostavljgjuci znatan dio
ovoga proteina nerazgradenog, dok se razgradnja 3-CN nastavlja (Andrews,
1983.).
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Aktivacija plazminogena

Aktivacija plazminogena u plazmin sloZen je biokemijski proces
uvjetovan odnosom aktivatorai inhibitora u mlijeku. Plazminski sustav sastoji
se od plazmina, plazminogena, inhibitora plazmina, aktivatora plazminogena i
inhibitora aktivatora plazminogena (Richardson, 1983.; Fox i Law, 1991.).

Flazminogen
axtivator
Inkibstor
aktnatora
- Y
Flazminogen .  Plazminogen

(= 20 mgiL mlijeka) {# 0.3 ng/L miijeka)

&

Inkibitor protenaze milijexa
{ » 24 |adinice/L tripsin inhibitora u miijeku

Sikal:  Odnosizmedu prirodne proteinaze i njenih inhibitora u kravijem
mlijeku. U zagradama su vrijednosti koncentracije plazminai
plazminogena u mlijeku (Richardson, 1983.).

Fig. 1. Relationship between natural proteinase and itsinhibitorsin cow's
milk. Plasmin and plasminogen concentrations are mentioned in
brackets (Richardson, 1983.)

Ova enzimatski sustav krvlju dospijeva u mlijeko (Grufferty i Fox,
1988.; Fang i sur.,1996.). Aktivatori plazminogena vezani su za kazeinske
micele (Deharveng i Nielsen, 1991.), dok se inhibitori nalaze u mlijecnom
serumu (Korycka-Dahl i sur.,1983.). Za aktiviranje plazminogena u plazmin
postoje dvije ngjvaznije skupine aktivatora: urokinazni i tkivni tip aktivatora
(Fang i sur.,1996.).
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Visok broj somatskih stanica (BSS) i aktivacija plazminogena

Mlijeko mastiticnih krava bogato je tkivnim tipom aktivatora, dok je
urokinaznog tipa manje (Zecconi, 1995., Kelly i Foley, 1997.). Aktivatori
plazminogena u mlijeku mastiticnih krava nalaze se vezani za somatske
stanice. Ti aktivatori djelomi¢no su termo-stabilni, te ih UHT postupak samo
dielomi¢no inaktivira (Kelly i Foley, 1997.). Za razliku od somatskih
stanica (leukocita) mlijeka mastititcnih krava, leukociti izdvojeni iz krvi
goveda, te umjetno dodani u mlijeko niskog BSS, nece imati aktivatorski
ucinak na plazminogen (Verdi i Barbano, 1991.; Fang i sur.,1996.). To
pokazuje, da je pobudivanje aktivatora plazmina i proteolize vezano za
upal no-patogene procese koji se odvijgju tijekom infekcije Sto podrazumijeva
interakciju endotelnih stanicai leukocita (Fang i sur., 1996.).

Kod mlijeka s visokim BSS veca je koncentracija plazminogena i
plazmina, dok je njihov omjer niZzi u odnosu na mlijeko s niskim BSS, &o
ukazuje na znacajnu ulogu leukocita u procesu ubrzanja aktivacije (Verdi i
Barbano, 1991.). Omjer izmedu plazminogena i plazmina pokazatelj je
aktivacije plazminogena u plazmin. Do 250.000 BSS/mL tg je omjer 4,7, a
kad BSS prelazi 1,000.000 stanica/lmL on iznosi 4,0 (Politis i sur.,1989.).
BSS od 500.000 stanica/mL uzrokuje znac¢ajnu konverziju plazminogena u
plazmin u vimenu prije muznje (Verdi i Barbano, 1991.; Zachos i sur.,
1992.). Mlijeko s 1.000.000 BSS/mL ima 8 puta vecu konverziju
plazminogena u plazmin (Zachos i sur., 1992.). Dodavanje plazminogena u
sterilizirano mlijeko s visokim BSS povecava gelifikaciju mlijeka u odnosu na
mlijeko s niskim BSS (Kelly i Foley, 1997.). Titracija urokinazom pokazala
je da za aktiviranje plazminogena treba manje urokinaze mlijeku mastiticnih
negoli mlijeku zdravih krava (Fang i Sandholm, 1995.). Pri kraju laktacije
plazminogen se intenzivnije aktivira u plazmin (Richardson, 1983.-g
Aaltonen i sur., 1988.; Bastian i sur., 1991.) kao podljedica povecanog
BSS, razlike u vrsti somatskih stanica, te prisustva infektivnih agensa
(Zachos i sur., 1992.). Smatra se, da pri aktivaciji plazminogena vaznu
ulogu imagu polimorfonuklearni leukociti. Oni  otpustaju aktivatore
plazminogena (Andrews, 1983.-a; Politis i sur.,1989.; Verdi i Barbano,
1991). Politis i sur., (1989.) smatraju da je povecana koncetracija plazmina
u mlijeku mastiticnih krava posljedica prekomjernog ulijevanja plazminogena
u mlijeko, amanje zbog pretvorbe plazminogena u plazmin.
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Ni jedno sredstvo koagulacije mlijeka (ispitani su renin teladi, enzimi
proteolize Mucor pusillus, M. miehei i Endothia parasitica) ne prevodi
plazminogen u plazmin (Verdi i Barbano, 1991.-a).

Inhibicija plazmina
U mlijecnom serumu nalazimo prirodne inhibitore plazmina kao $to su
o1-antitripsin, a,-makroglobulin, tripsin inhibitor kolostruma, az-antiplazmin
i Cl-inhibitor (Richardson, 1983.; Grufferty i Fox, 1988.). Uloga tih

inhibitora jest prevencija samorazgradnje tkiva u vimenu (Buzalski i
Sandholm, 1981., citirano prema Alichanidis i sur.,1996.).

Na aktivnost plazmina inhibitorno djeluju sirutkini proteini (proteini
mlije¢nog seruma), prvenstveno a-laktalbumin, B-laktoglobulin i abumin
krvnog seruma goveda (BSA) u koncentracijama koje nalazimo u normalnom
mlijeku (Alichanidis i sur., 1986.; Politis i sur., 1993.). Od svih
sirutkinih proteina B-laktoglobulin imanagjjaci inhibitorni u¢inak, ali tek nakon
temperaturne denaturacije (Rollema i Poll, 1986.). Struktura i konformacija
[-laktoglobulina ima presudnu ulogu na inhibiciju plazminogena (Bastian i
Brown, 1992.). Razlicite pH vrijednosti mlijeka nemagu utjecga na
inhibitorni ucinak B-laktoglobulina (Politis i sur., 1993.). Utvrdeno je, da A-
genetska varijanta [3-laktoglobulina ima nekoliko puta vedi inhibitorni u¢inak
nego genetska varijanta B (Politis i sur., 1993.). BSA, c¢ija se koalicina
znatajno povecava tijekom mastitisa, predstavija vrlo jak inhibitor aktivnosti
plazminai plazminogena u mlijeku (Politis i sur., 1993.). To¢an mehanizam
nxina na koji sirutkine bjelancevine inhibirgju proteoliticku aktivnost
plazmina nije razjasnjen, ali se zna da sve sirutkine bjelancevine sadrze u
svom aminokiselinskom sastavu nekoliko ostataka cisteina i slobodne
sulfhidrilne grupe koje u tom mehanizmu vjerojatno imaju odredenu ulogu
(Politisi sur., 1993.).

Najaci inhibitorni ucinak na plazmin imagu aprotinin i sojin tripsin
inhibitor u kolicini od 5 x 10-3 M u mlijeku (Andrews, 1983.; Grufferty i
Fox, 1986.). Plazmin moze inhibirati dodavanje 6-aminohekso kiseline (Fox
i Law, 1991.; Farkye i Fox, 1991.).
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Termostabilnost plazmina

Jedna od najvaznijih osobina plazmina njegova je stabilnost na djelovanje
temperatura pasterizacije, pa ¢ak i sterilizacije. Kod UHT mlijeka dolazi do
razgradnje prvenstveno B-CN i ag-kazeinske frakcije djelovanjem plazmina,
pri ¢emu se javlja dluzavost steriliziranog mlijeka. Pod elektronskim
mikroskopom kazeinske micele takvog mlijeka medusobno se spajau
koncastim tvorevinama koje predstavljgju hidroliticke produkte razgradnje
kazeina (de Koning i sur., 1985.). Razlog termostabilnosti plazmina je u
velikom broju disulfidnih veza u molekuli. Tako ljudski plazmin sadrzi 24 S-S
mostova. Te kovalentne veze povezuju mjesta u molekuli koji su relativno
udaljeni u primarnoj strukturi, $to je vjerojatno razlog stabilnosti prema
ireverzibilnoj termic¢koj denaturaciji (Rollema i Poll, 1986.). Kazein, nakoji
se plazmin veze u mlijeku, takoder ima za&tithu ulogu, te &titi plazmin i
plazminogen od toplinske denaturacije. Kazein djeluje kao zastitni substrat od
inaktivacije na temperaturama pasterizacije, dok na temperaturama
sterilizacije nema takav ucinak (Alichanidis i sur., 1986.). Za inaktiviranje
90% enzima mlijeka potrebna je toplinska obrada od gotovo 1,4 min na
temperaturi od 140°C (Barbano, 1989.). Pad proteoliticke aktivnosti
plazmina vjerojatno je posljedica denaturacije (-laktoglobulina pri ¢emu
dolazi do izloZenosti reaktivnih sulfhidrilnih grupa (-SH). One reverzibilno
reagirgu sa S-S mostovima plazmina, te nastagje tiol-disulfidna interakcija
(Grufferty i Fox, 1986.; Rollema i Poll, 1986.). Dodavanje L-cisteina u
obrano mlijeko (2,9 mM) povecava inaktivaciju plazmina za oko 20 puta na
temperaturi od 80°C (Rollema i Poll, 1986.). Za pocetak inaktivacije
plazmina potrebna je temperatura veca od 70°C kako bi doslo do denaturacije
B-laktoglobulina i naruSavanje strukture plazmina (Rollema i Poll, 1986.).
Kod kratke pasterizacije naglo hladenje mlijeka uvjetuje ponovnu aktivaciju
plazmina (Alichanidis i sur., 1986.). Kinetika inaktivacije plazmina i
plazminogena nije ovisna o koncentraciji plazmina i njegova zimogena u
mlijeku (Rollema i Poll, 1986.). Interakciju plazmina s proteinima
mlije¢nog seruma moguce je blokirati pomoc¢u oksidativnih spojeva kao sto je
kalijev jodat (KJO3). Tretiranje mlijeka s KJO3 prije UHT postupka uvjetuje
vrlo intenzivnu proteolizu djelovanjem plazmina (Grufferty i Fox, 1988,
Kelly i Foley, 1997.). Ako se u mlijeko doda 0,1 mM KJO3 prije UHT

tretiranja do¢i ¢e do znatne razgradnje kazeina tijekom skladistenja na 37°C
kroz 6 dana (Kennedy i Kelly, 1997.). Primjenom drugih vrsta kemijskih
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oksidansa, kao Sto su vodikov peroksid (H2Op), kalijev permanganat
(KMnQy) ili kalijev bikromat (K2Cro07), nije postignut zastitni ucinak, iako
je njihov redoks potencijal visi (Kennedy i Kelly, 1997.). Produljenjem
trgjanja UHT smanjen je ucinak dodavanja KJO3 = $to upucuje dataj oksidans
vjerojatno inducira aktivnost enzima, a sam kemijski ne utjece na proteolizu.
Ovag oksidans utjece na oksidaciju SH grupa, Sto smanjuje formiranje
disulfidnih veza izmedu proteinske molekule plazminai denaturiranih proteina
B-laktoglobulina koji predstavlja najvedi izvor slobodnih SH grupa u mlijeku
(Grufferty i Fox, 1986.).

Plazmin je nesto stabilniji u mlijeku s visokim BSS kada se koriste nize
temperature toplinske obrade (63-90°C). Stoga ¢e pasterizacija imati manji
uc¢inak inaktivacije plazmina u mlijeku s visokim BSS (Kennedy i Kelly,
1997.). Razlog moze biti Sto mlijeko s visokim BSS sadrzi znatno vise
aktivatora plazminogena koji su termorezistentni (Zachos i sur.,1992.).

Temperature pasterizacije pojacavaju hidroliticku aktivnost plazmina
(Fox i Law, 1991.). Proteoliticke promjene na a4-CN i B-CN bile su
izraZenije u pasteriziranom u odnosu na sirovo mlijeko (Andrews, 1983.).
Nakon 7 dana inkubacije pasteriziranog mlijeka doslo je do razgradnje gotovo
90% B-CN i 60% 0y-CN. Pasterizacijom se mijenja omjer izmedu
plazminogenai plazminas 0,411 na 0,797. Aktivacija plazminogena u plazmin
u pasteriziranom mlijeku vjerojatno je posljedica toplinske inaktivacije
termolabilnih inhibitora plazminogen aktivatora i inhibitora plazmina (Fox i
Law, 1991.). Aktivacija plazminogena u plazmin nastavlja se i nakon
toplinske obrade djelovanjem plazminogen aktivatora (Dupont i Grappin,
1998.).

Utjecq toplinske obrade mlijeka na plazminsku aktivnost ovisi o0 visini i
trgjanju toplinske obrade. Proteoliticke promjene u siru proizvedenom od
mlijeka termicki obradenog na 110°C kroz 60 sekundi intenzivnije su nego u
siru proizvedenom iz pasteriziranog mlijeka na 63°C kroz 30 min (Lau i
sur.,1991.). Plazminska aktivnost gotovo se ne mijenja termickom obradom
na 72°C kroz 15, 30 ili 60 sekundi, te na 80°C kroz 15 sekundi. Primjenom
vish temperatura toplinske obrade, uz duze trganje, povecava kolicinu
nerazgradenog B-CN s 20% na 75%, a agCN s 10 na 45% kod sireva

Cheddar zrelih 16 tjedana (Benfeldt i sur.,1997.).
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PLASMIN: INDIGENOUSMILK PROTEINASE

Summary

The most important characteristic of plasmin, as significant indigenous
milk proteinase, its concentration, concentration measuring procedure and
activity of plasmin are described. The most important factors, which have an
influence on concentration and plasmin activity in milk, are stage of lactation
and mastitis (high somatic cell count — SCC). In high SCC milk indigenous
proteinase activity increased, especially in plasmin and plasminogen system.

Soecific hydrolytic activity of plasmin during primary proteolysis of some
casein fractions is described. 3-CN is most susceptible fraction, but ax-CN
and a9-Cn are less susceptible to degradation by plasmin. Almost all
fractions of k<-CN are resistant to degradation by plasmin.

Activation of plasminogen to plasmin is very complex biochemical process
influenced by activators and inhibitors in milk, and can be increased in high
SCC milk. There are many various types of inhibitors in milk serum and 13-
lactoglobulin is the most important after its thermal denaturation. Addition of
aprotinin and soybean tripsin inhibitors in milk inhibits plasmin activity.

Most important characteristic of plasmin is its thermostability on
pasteurisation and even sterilisation. Mechanism of thermal inactivation of
plasmin with developing covalent disulphide interaction between molecule of
plasmin and serum proteins (mostly 3-laktoglobulin) is described. Thermo-
sensitive inhibitors of plasminogen activators and inhibitors of plasmin are
inactivated by short pasteurisation and therefore increase plasmin activity,
while higher temperature and longer treatment time inactivate plasmin
activity.

Key words. plasmin, primary proteolysis, somatic cell count,
thermostability
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