
U ukupnim azotnim materijama
mleka, serum proteini uèestvuju sa
18–20%. Najvaÿnije proteine mleènog
seruma èine �-laktoglobulin (�-lg),
�-laktalbumin (�-la), goveði serum al-
bumin (BSA) i imunoglobulini (Ig). Po-
red ovih proteina, u mleènom serumu
prisutne su u malim kolièinama i druge
azotne materije, kao što su laktoferin,
laktolin, glikoprotein, krvni transferin,
kao i proteozo-peptonska frakcija (PP).

�-laktoglobulin je najviše zastu-
pljen protein u mleènom serumu, mole-
kulske mase 18300 po monomeru. Mo-
lekul sadrÿi dva disulfidna mosta i je-
dnu slobodnu sulfhidrilnu grupu na po-
ziciji 121. Pri pH vrednosti blizu izo-
elektriène taèke, �-laktoglobulin se na-
lazi u obliku dimera, èija je molekulska
masa oko 36000. U pH intervalu
3.5–5.2, �-laktoglobulin reverzibilno ob-
razuje tetramer/oktamer asocijate, u
kojima dominiraju hidrofobne interak-
cije. U pH intervalu 3.7–6.5, �-laktoglo-
bulin obrazuje oktamere.

�-laktalbumin èini 20% ukupnih se-
rum proteina, ili 2–5% ukupnih azotnih
materija mleka. Ima relativno malu mo-
lekulsku masu, 14000, i izraÿen afinitet
prema razlièitim jonima, naroèito prema
kalcijumu. Primarnu strukturu karakte-
riše prisustvo 123 aminokiselinska os-
tatka, visok sadrÿaj sumpora, prisustvo
èetiri disulfidna mosta i odsustvo slo-
bodnih tiolnih i fosfornih grupa.

Mehanizam precipitacije serum
proteina zavisi od više faktora: pH, vi-
sine temperature i duÿine njenog delo-
vanja, koncentracije dvovalentnih katjo-
na, pre svega kalcijuma, jonske jaèine
sredine, sadrÿaja suve materije i sadr-
ÿaja laktoze, odnosno šeæera. Ovi fa-
ktori utièu na obim precipitacije, veli-
èinu obrazovanih agregata, stepen de-
naturacije izmeðu denaturisanih mole-
kula �-laktalbumina i �-laktoglobulina,
kao i na karakter obrazovanog koagu-
luma.

Kljuène reèi: pH • Serum proteini • Termièki
tretman
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Serum proteini, ili proteini surutke,
èine pribliÿno 18–20% ukupnih proteina
mleka. To su kompaktni globularni pro-
teini, koji se meðusobno razlikuju po
strukturi zbog razlika u aminokiselin-
skom sastavu (13, 16, 70, 72). Najva-
ÿniji proteini mleènog seruma su �-la-
ktoglobulin (�-lg), �-laktalbumin (�-la),
goveði serum albumin (BSA) i imuno-
globulini (Ig). Pored ovih proteina, u
mleènom serumu su prisutni i drugi
proteini u malim kolièinama, kao što su
laktoferin, laktolin, glikoprotein, krvni
transferin, kao i proteozo-peptonska
frakcija (PP) (16, 86, 89, 91).

�-laktoglobulin i �-laktalbumin su
najvaÿniji proteini mleènog seruma, s
obzirom na njihovu zastupljenost u
ukupnim serum proteinima i znaèaj u
prehrambenoj industriji.

Proteini mleènog seruma ne koa-
gulišu pod dejstvom himozina i drugih

proteolitièkih enzima, zbog èega se u
proizvodnji sireva izdvajaju sa surut-
kom.

Serum proteini su znatno više hi-
dratisani u odnosu na kazein. Od uku-
pne kolièine adsorpciono vezane vode
u mleku, na albumine i globuline ot-
pada oko 30%, a na kazein oko 50%
(16). Meðutim, èinjenica da serum pro-
teina u mleku ima 5–5.2 puta manje u
odnosu na kazein, jasno ukazuje na
njihovu veæu hidratisanost u odnosu na
kazein. Zbog toga oni, za razliku od
kazeina, ne precipitiraju pri svojoj izo-
elektriènoj taèki, jer pri tim uslovima
sadrÿe još uvek dovoljnu kolièinu sol-
ventno vezane vode, èime se odrÿava
nivo odbojnih sila, dovoljan da spreèi
njihovu agregaciju i precipitaciju.

�-laktoglobulin

�-laktoglobulin je najznaèajniji pro-
tein mleènog seruma mleka. Nativni
�-laktoglobulin je globularni protein
molekulske mase 18300 po monomeru
(6). Molekul sadrÿi dva disulfidna mo-
sta i jednu slobodnu sulfhidrilnu grupu
na poziciji 121 (25, 83), koja pokazuje
poveæanu aktivnost oko pH 7.0 (6, 13,
27, 72, 91).

�-laktoglobulin moÿe da se asocira
i obrazuje asocijate (agregate) razlièite
velièine u zavisnosti od temperature i
pH vrednosti rastvora (6, 21, 27, 65,
86).

U pH intervalu od 5.2 (izoelektri-
èna taèka) do 7.5 (6), i u intervalu
5.0–7.0 na sobnoj temperaturi (13),
�-laktoglobulin se nalazi u obliku dime-
ra. Prema Farell i Thompson-u (21) u
širem pH intervalu (3.5–7.5), �-laktoglo-
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bulin egzistira u obliku dimera, mole-
kulske mase oko 36000. �-lg se javlja
u šest genetskih varijanti (A, B, ADR,
BDR, C i D) kod mleka (28, 72), od
kojih su varijante A i B najèešæe za-
stupljene, dok Fox (24) navodi da se
�-lg javlja u pet genetskih varijanti (A,
B, C, D i Dr).

U temperaturnom intervalu od
30–55°C, dimeri �-laktoglobulina diso-
suju na monomere (6). U jako kiseloj
sredini, pri pH niÿem od 3.5, dimer
�-laktoglobulina disosuje usled jakih
elektrostatièkih sila odbijanja na mono-
mere (4, 6, 86, 89). U obliku mono-
mera �-laktoglobulin postoji samo pri
pH niÿem od 3.5 i višem od 7.5 (21).
Prema Swaisgoodu (86), pri pH vred-
nosti blizu izoelektriène taèke i iznad
nje, ukljuèujuæi i pH sveÿeg mleka, na
sobnoj temperaturi svaka genetska va-
rijanta �-laktoglobulina nalazi se u ob-
liku stabilnog dimera molekulske mase
36700. U pH intervalu 3.5–5.2, �-lakto-
globulin reverzibilno obrazuje tetramer-
/oktamer asocijate, u kojima dominiraju
hidrofobne interakcije (6, 86). Prema
Boye i sar. (4), u pH intervalu 3.7–6.5,
�-laktoglobulin se reverzibilno asocira i
obrazuje oktamere. �-laktoglobulin ne
denaturiše u kiseloj sredini (6) i otpo-
ran je na denaturaciju èak i pri pH 2.0
(8). Prilikom njegove denaturacije do-
lazi do razvijanja polipeptidnog lanca i
gubljenja globularne strukture, što se
manifestuje poveæanjem aktivnosti tiol-
nih grupa (6, 48, 70).

�-laktalbumin

�-laktalbumin je drugi po znaèaju
serum protein mleka i èini 20% ukup-
nih serum proteina, ili 2–5% ukupnih
azotnih materija mleka (16, 72, 80, 86,
91). Kao i �-laktoglobulin, ima kompa-
ktnu globularnu strukturu, relativno ma-
lu molekulsku masu, 14000, pokazuje
afinitet prema vezivanju razlièitih jona,
asocijaciji i polimerizaciji i ima dobru
rastvorljivost. Ima dve genetske varijan-
te A i B, molekulske mase 14146 i
14174 (2, 13, 17, 28, 86, 91). Meðutim,
Fox (24) navodi da su u mleku identi-
fikovane tri genetske varijante: A, B i C.

Njegovu primarnu strukturu kara-
kteriše prisustvo 123 aminokiselinske
rezidue, visok sadrÿaj triptofana i aspa-
raginske kiseline, prisustvo jedne rezi-
due arginina i metionina, èetiri disulfid-
na mosta unutar polipeptidnog lanca i
odsustvo slobodnih tiolnih i fosfornih
grupa (13, 24, 50, 72, 77).

Hiraoka i sar. (cit. 2) su pomoæu
EDTA (etilendiamintetraacetat) helirali
kalcijum i na osnovu tih rezultata oka-
rakterisali �-laktalbumin kao metalopro-
tein.

Faktori koji utièu na denaturaciju
i precipitaciju serum proteina

Istraÿivanja su pokazala da meha-
nizam precipitacije serum proteina za-
visi od veæeg broja faktora, kao što su:
pH vrednost (4, 10, 20, 36, 38, 53, 60,
61, 67, 68, 72, 76, 84, 92), visina tem-
perature i duÿina njenog delovanja (12,
13, 15, 18, 19, 33, 37, 38, 51, 57, 59,
63, 92), koncentracija dvovalentnih kat-
jona, pre svega kalcijuma (2, 10, 11,
13, 15, 38, 92), jonska jaèina sredine
(13, 30, 72, 92), sadrÿaj suve materije,
odnosno proteina (18, 33, 38, 66, 72), i
sadrÿaj laktoze (4, 11, 38, 72). Ovi fa-
ktori utièu na obim precipitacije, veli-
èinu obrazovanih agregata, stepen in-
terakcije izmeðu denaturisanih moleku-
la �-laktalbumina i �-laktoglobulina,
kao i na karakter obrazovanog koagu-
luma.

a) Uticaj visokih temperatura na
serum proteine

Serum proteini spadaju u grupu
termolabilnih proteina, koji se ireverzi-
bilno denaturišu i koagulišu pod dej-
stvom visokih temperatura.

Veliki broj autora je prouèavao de-
lovanje visokih temperatura na dena-
turaciju serum proteina u mleku (10,
22, 37, 49, 51, 66), u surutki (13, 14,
29, 33, 38, 45, 67, 71, 73), u proizvo-
dima na bazi surutke (5, 34) i u model
sistemima (4, 12, 32, 77, 82, 93). Za
razliku od kazeina, serum proteini pot-
puno denaturišu na 90°C u toku 5 mi-
nuta. Pri izoelektriènoj taèki njihova ra-
stvorljivost se znaèajno smanjuje (10,
23).

Prema de Wit i Klarenbeeku (13)
srednje temperature, do 60°C, prouz-
rokuju reverzibilne promene na serum
proteinima. Promene u njihovoj struktu-
ri, pod dejstvom srednjih temperatura,
nastaju uglavnom kao rezultat hidro-
fobnih interakcija, èiji se intenzitet po-
veæava sa poveæanjem temperature do
60°C, a smanjuje sa njenim sniÿava-
njem. Ove reakcije mogu biti intramo-
lekularne, i/ili intermolekularne. Rever-
zibilne promene u strukturi serum pro-
teina mogu da izazovu asocijaciju, ili
disocijaciju nekih proteina surutke. Ove

promene se èesto objašnjavaju nekom
vrstom „predenaturacije”, izazvane deli-
miènim gubitkom trodimenzionalne
strukture i promenama u njihovoj hidra-
tisanosti.

Ireverzibilne promene u strukturi
serum proteina mogu da nastanu na
temperaturi pri kojoj oni denaturišu, a
dalje pod uticajem nekih faktora okolne
sredine, kao što su pH, jonska snaga,
koncentracija proteina, i dr. Ove irever-
zibilne promene najviše se odraÿavaju
na smanjenje njihove rastvorljivosti
(13). Delovanje visokih temperatura na
serum proteine odvija se u dve faze.
Prva faza obuhvata denaturaciju, koja
nastaje kao posledica raskidanja vodo-
niènih, hidrofobnih i drugih nekovalent-
nih veza u polipeptidnom lancu. U dru-
goj fazi, koja je posledica prve, dolazi
do agregacije proteina, koja u zavis-
nosti od pH, jonske jaèine sredine i
koncentracije proteina, moÿe da izazo-
ve precipitaciju, ili gelifikaciju (13, 30,
35, 72). Na slici 1 prikazana je dena-
turacija i agregacija serum proteina
pod dejstvom visokih temperatura (70).

U temperaturnom intervalu od 60
do 90°C raste i obim denaturacije se-
rum proteina. Na 60°C u toku 10 mi-
nuta denaturiše samo 3% od ukupnih
serum proteina, na 70°C 15%, na 80°C
oko 66%, a na 90°C oko 85% (15).
Prouèavajuæi toplotnu osetljivost serum
proteina pomoæu elektroforeze, Larson
i Rolleri (49) su ustanovili da na 70°C u
vremenu od 30 minuta denaturiše 29%
ukupnih serum proteina. Pri ovome,
denaturiše 89% imunoglobulina, 52%
BSA, 32% �-laktoglobulina i samo 6%
�-laktalbumina. Ghosh i sar. (26) su
ustanovili da primenom termièkog tre-
tmana mleka na 80°C u trajanju od 2,
3, 5 i 9 minuta, stepen denaturacije se-
rum proteina iznosi 20%, 30%, 50% i
80%. Termièki tretman mleka na 90°C/6
minuta, izaziva veæi stepen denaturaci-
je, koji za �-lg iznosi èak više od 99%.

Prema Donovan i Mullvihillu (15),
redosled pojedinih serum proteina u
pogledu stabilnosti prema visokim tem-
peraturama je sledeæi:

PP > �-la > �-lg > BSA > Ig.

Lyster (51) je izuèavao kinetiku
procesa denaturacije serum proteina i
ustanovio da denaturacija �-laktalbumi-
na podleÿe kinetici reakcije prvog reda.
Za razliku od �-laktalbumina, denatura-
cija �-laktoglobulina podleÿe kinetici re-
akcije drugog reda. Meðutim, neki au-
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tori smatraju da je kinetika denaturacije
�-laktalbumina znatno sloÿeniji proces i
na temperaturi od 80°C okarakterisali
su je kao pseudoreakciju I reda (1, 37).

Stepen denaturacije serum prote-
ina se uglavnom odreðuje stepenom
denaturacije �-laktoglobulina, s obzi-
rom da je on najzastupljeniji protein i
èini pribliÿno 50% ukupnih proteina su-
rutke (11, 16, 70, 72).

Uticaj visokih temperatura na �-laktoglobulin

Denaturacija �-laktoglobulina, pri
termièkom tretmanu, odvija se u dve
odvojene grupe reakcija, oznaèene kao
tip I i tip II, koje imaju za posledicu
obrazovanje malih i velikih agregata sa
sedimentacionim koeficijentom 3.75S i
29S (72). Sawyer (82) je ovo nazvao
primarnom i sekundarnom fazom dena-
turacije.

U prvoj fazi se obrazuju mali agre-
gati od èetiri monomera pomoæu inter-
molekularnih disulfidnih veza, oksidaci-
jom tiolnih grupa, ili pomoæu disulfidne
izmene (82). Primarna faza (tip I) po-
èinje na temperaturi oko 65°C i postiÿe
maksimum u temperaturnom intervalu
izmeðu 75°C i 85°C (19, 72, 90).

Mali agregati mogu meðusobno
da reaguju i obrazuju veæe agregate
(reakcije tipa II). Ovaj tip agregacije oz-
naèen je kao „nespecifièan”, jer u ovim
reakcijama ne uèestvuju tiolne grupe i
odvija se pri temperaturama niÿim ne-
go primarna agregacija (82). Suprotno
ovome, Elfagm i Wheloock (19) sma-
traju da se obrazovanje krupnih agre-
gata odvija pri višim temperaturama.
Treæi tip reakcija moÿe da nastane blo-

kiranjem tiolnih grupa pomoæu N-etilen-
maleimida (NEM) pre zagrevanja, èime
se spreèava obrazovanje primarnih ag-
regata (reakcija tipa I) i kao posledica
ovoga izostaje i obrazovanje sekundar-
nih, „nespecifiènih” agregata (72). Pre-
ma Mulvihill i Donovanu (72), na niÿim
temperaturama dolazi do pomeranja di-
namièke ravnoteÿe izmeðu dimernog i
monomernog oblika �-laktoglobulina u
pravcu stvaranja monomera. Nakon
ovoga dešavaju se reverzibilne konfor-
macijske promene, koje obuhvataju jo-
nizaciju odreðenih grupa, jaèu ekspo-
ziciju tirozinskih i triptofanskih rezidua
prema solventu, pa se na taj naèin po-
veæava aktivnost tiolnih grupa. Daljim
poveæanjem temperature dolazi do ra-
skidanja vodoniènih i hidrofobnih veza,
demaskiranja tiolnih grupa i gubitka se-
kundarne i tercijarne strukture �-lakto-
globulina. Na temperaturama od 70°C
zapoèinje prva faza agregacije denatu-
risanih molekula �-laktoglobulina i ob-
razovanje primarnih agregata (48, 70).

Uticaj visokih temperatura na �-laktalbumin

Od serum proteina, ne uzimajuæi u
obzir PP frakciju, �-laktalbumin po-
kazuje najveæu termièku stabilnost (11,
49, 52, 72, 79).

U ranijim radovima jednog broja
autora koji su prouèavali termièku sta-
bilnost drugih serum proteina, izneta
su mišljenja da �-laktalbumin spada u
termièki najnestabilnije serum proteine,
s obzirom na nisku temperaturu dena-
turacije (2, 3, 13, 81). Prema ovim au-
torima, denaturacija �-laktalbumina po-
èinje na znatno niÿim temperaturama

(veæ na 62°C) u odnosu na ostale se-
rum proteine, kao i da uklanjanje
kalcijuma dodatno sniÿava temperaturu
denaturacije. Isti autori su prouèavajuæi
termièku stabilnost �-laktalbumina u
model sistemima, ustanovili da
�-laktalbumin ima sposobnost da se
nakon zagrevanja na 62°C i naknadnog
hlaðenja rastvora ponovo renaturiše do
nivoa od 90%.

Suprotno mišljenje imali su Mulvi-
hill i Donovan (72), koji su merenjem
stepena denaturacije �-laktalbumina,
na osnovu njegove rastvorljivosti pri pH
4.5, tvrdili da je �-laktalbumin termièki
najstabilniji serum protein. Fenomen
renaturacije, ili reverzibilne denaturacije
�-laktalbumina, moÿe da posluÿi kao
objašnjenje za mali stepen denatura-
cije, odreðivan na osnovu njegove ras-
tvorljivosti pri pH 4.5. Meðutim, rena-
turacija �-laktalbumina nije ustanovlje-
na kod koncentrata surutkinih proteina
(3, 13).

Osobine �-laktalbumina prema
dejstvu visokih temperatura uslovljene
su postojanjem èetiri disulfidna mosta i
odsustvom slobodnih sulfhidrilnih gru-
pa u polipeptidnom lancu. Pri termi-
èkom tretmanu na 100°C u trajanju
10–30 minuta, dolazi do raskidanja
12–20% disulfidnih veza i obrazovanja
reaktivnih tiolnih grupa (85).

Denaturacija �-laktalbumina je izra-
ÿenija u prisustvu �-laktoglobulina, i
ovaj efekat se poveæava sa porastom
temperature i pH vrednosti sredine
(19). Smanjenje sadrÿaja �-laktalbumi-
na se ne zapaÿa na temperaturama do
70°C, ali je znaèajno u temperaturnom
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Slika 1. ŠEMATSKI PRIKAZ DENATURACIJE I AGREGACIJE SERUM PROTEINA POD UTICAJEM VISOKIH TEMPERATURA (70)
Figure 1. SCHEME OF DENATURATION AND AGGREGATION OF WHEY PROTEIN DURING HEAT TREATMENT (70)

A – nedenaturisana molekula serum proteina / undenatured whey protein molecule
B – denaturisana molekula serum proteina / denatured whey protein molecule
C – nastajanje agregata / forming aggregate

– heksagonalni simboli predstavljaju hidrofobne rezidue



intervalu od 74–96°C, što navodi na za-
kljuèak da pri ovim uslovima, �-laktal-
bumin reaguje sa obrazovanim agrega-
tima denaturisanog �-laktoglobulina,
odnosno da je za interakciju �-laktalbu-
mina i �-laktoglobulina neophodno da
se prethodno obrazuju mali agregati
denaturisanog �-laktoglobulina (51).

b) Uticaj pH na serum proteine

Precipitacija serum proteina, koja
je posledica njihove denaturacije pod
dejstvom toplote, takoðe zavisi od pH
vrednosti. Istraÿivanja su pokazala da
uticaj pH vrednosti na obim denatura-
cije serum proteina zavisi od visine
temperature. Prema Donovan i Mulvihillu
(15), u temperaturnom intervalu od
60–70°C, promena pH vrednosti od
4.5–7.0 nije imala uticaja na obim de-
naturacije serum proteina. Meðutim, pri
višim temperaturama (80–90°C), sa po-
veæanjem pH vrednosti poveæava se i
stepen denaturacije serum proteina (3,
12, 13, 15, 81). U pH intervalu 2.5–3.5,
uoèena je najmanja osetljivost serum
proteina prema dejstvu visokih tempe-
ratura, pri èemu zadrÿavaju svoju do-
bru rastvorljivost (69).

Hillier i sar. (38) su dokazali da
�-laktalbumin i �-laktoglobulin u slatkoj
surutki pokazuju veæu termièku stabil-
nost pri pH 4.0 (blizu izoelektriène ta-
èke), nego u neutralnoj, ili alkalnoj sre-
dini. Harwalkar (30) je ustanovio da u
toku zagrevanja kisele surutke na 90°C
u toku 20–30 minuta, pri pH 5.5, serum
proteini ostaju rastvorljivi. Meðutim, naj-
veæi deo serum proteina precipitira pri
pH 4.5 i 6.5. Isti autor smatra da je
rastvorljivost serum proteina pri pH 2.5
nakon zagrevanja posledica veæeg po-
zitivnog naelektrisanja proteina, kao i
zbog èinjenice da su pri ovako niskim
vrednostima pH, reakcije oksidacije ti-
olnih grupa i sulfhidril-disulfidne izmene
svedene na minimum. Na osnovu ovo-
ga autor je zakljuèio da serum proteini
nakon termièkog tretmana pri pH 2.5
nisu kompletno denaturisani. Harwalkar
(31) je zagrevao rastvor �-laktoglobu-
lina u toku 30 minuta pri pH 2.5, 4.5 i
6.5 i dokazao da je pri pH 2.5, �-lakto-
globulin potpuno rastvorljiv. Pri pH 4.5,
�-laktoglobulin u celosti precipitira, dok
je pri pH 6.5 kolièina precipitiranog
�-laktoglobulina zavisila od jonske ja-
èine rastvora. Pri pH 4.5 i 6.5 �-lakto-
globulin je bio potpuno denaturisan,
dok je pri pH 2.5 ustanovljeno prisu-
stvo dve vrste molekula: jedni slièni na-

tivnom, koji su rastvorljivi pri pH 4.5 i
drugi, koji se razlikuju od nativnih mo-
lekula, i nisu rastvorljivi pri pH 4.5. Dru-
gi oblik je imao karakteristike irever-
zibilno denaturisanog molekula koji
meðutim, nije imao sposobnost da se
agregira pri pH 2.5. De Rham i
Chanton (10) smatraju da rastvorljivost
serum proteina znaèajno opada prili-
kom zagrevanja u pH intervalu 4.5–6.0,
ali ne i pri pH vrednosti veæoj od 6.0.
Townend i Gyuricsek (87) su ustanovili
da serum proteini kisele surutke imaju
najveæi obim precipitacije pri pH 6.5.
Prema Lysteru (51), promene pH vre-
dnosti sredine ne utièu bitnije na ste-
pen denaturacije �-laktalbumina, ali se
u prisustvu �-laktoglobulina stepen de-
naturacije �-laktalbumina raste sa po-
veæanjem pH. Bernal i Jelen (3) sma-
traju da termièka denaturacija �-laktal-
bumina zavisi od pH. Prema ovim au-
torima, on je mnogo osetljiviji pri pH
3.5 nego pri pH 4.5–6.5. Njegova ter-
mièka stabilnost u velikoj meri zavisi
od kolièine vezanog kalcijuma.

c) Uticaj Ca2+ na serum proteine

Generalno posmatrano, na termi-
èku denaturaciju serum proteina, pored
znaèajnog uticaja pH sredine, veliki uti-
caj ima i prisustvo dvovalentnih katjo-
na, pre svega kalcijumovih jona izme-
ðu kojih postoji odreðena meðuzavis-
nost.

Još su Zittle i sar., 1957. godine
(cit. 72) pokazali da se maksimalna
precipitacija �-laktoglobulina u odsu-
stvu kalcijumovih jona ostvaruje pri nje-
govoj izoelektriènoj taèki. Oni su istakli
znaèaj kalcijumovih jona i pH na ter-
mièku koagulaciju �-laktoglobulina.
Prema ovim autorima, obim precipita-
cije �-laktoglobulina iz rastvora, koji sa-
drÿi kalcijumove jone, zavisi od njego-
vog naelektrisanja, koje je ekvivalentno
kolièini vezanog kalcijuma i analogno
je precipitaciji pri izoelektriènoj taèki.
Oni su ustanovili da se precipitacija
�-laktoglobulina moÿe ostvariti u istom
obimu, ili sniÿenjem pH do izoelektri-
ène taèke, ili u alkalnoj sredini u pri-
sustvu kalcijumovih jona. U pH inter-
valu 6.0–8.0, kolièina kalcijuma, koja se
veÿe za �-laktoglobulin, ekvivalentna je
njegovom negativnom naelektrisanju.
Ove rezultate su potvrdili De Wit (11),
De Wit i Klarenbeek (13), koji su utvr-
dili da je kolièina Ca2+ potrebna da
izazove agregaciju �-laktoglobulina, za-
grevanog u prisustvu CaCl2, ekvivalent-

na njegovom naelektrisanju. Isti autori
su ustanovili da, ukoliko se rastvor
�-laktoglobulina zagreva bez prisustva
Ca2+ i nakon toga ohladi, za njegovu
agregaciju je potrebno dodati 4 puta
veæu kolièinu Ca2+ u odnosu na ra-
stvor, koji je zagrevan u prisustvu kal-
cijumovih jona. Takoðe su ustanovili da
je osetljivost denaturisanog �-laktoglo-
bulina da se agregira u prisustvu Ca2+

veæa oko pH 6.5, jer se poveæava i
reaktivnost tiolnih grupa pri ovoj pH
vrednosti. Mulvihill i Donovan (72) su
takoðe potvrdili ulogu kalcijumovih jo-
na i njihovu vezu sa pH pri agregaciji
surutkinih proteina. Oni su ustanovili
da dodavanje Ca2+ nije imalo uticaja
na obim agregacije pri zagrevanju sla-
tke surutke u pH intervalu 5.0–6.0. Me-
ðutim, pri pH vrednostima 6.5 i 7.0,
dodavanje Ca2+ je uticalo na znaèajno
poveæanje obima agregacije proteina
slatke surutke. Obim agregacije mogao
je da se uporedi sa onim koji se pri
istom pH ostvaruje kod kisele surutke.
Za razliku od kisele surutke, najveæi
obim precipitacije proteina kod slatke
surutke bio je pri pH 4.5 (65). Ove ra-
zlike mogu da se objasne razlièitim sa-
drÿajem kalcijuma u kiseloj i slatkoj su-
rutki, s obzirom da kisela surutka ima
2.5–3 puta veæi sadrÿaj kalcijuma.

De Rham i Chanton (10) smatraju
da na rastvorljivost serum proteina pri-
marno utièe jonska sredina. Njihova
rastvorljivost znaèajno opada prilikom
zagrevanja u pH intervalu 4.5–6.0, a ne
i za vreme zagrevanja pri pH veæem od
6.0, dok se ne postigne kritièna kon-
centracija kalcijumovih jona, koja zavisi
od pH sredine. De Wit i Klarenbeek
(13) su prouèavali ulogu kalcijumovih
jona na agregaciju serum proteina i us-
tanovili da se proteini iz desalinizovane
(demineralizovane) surutke brÿe izdva-
jaju u prisustvu Ca2+ nego iz normalne
surutke. De Wit (11) i Klarenbeek (13)
su ustanovili da se proteini iz desa-
linizovane surutke brÿe izdvajaju u pri-
sustvu Ca2+ nego iz normalne surutke
koja sadrÿi citrate i fosfate. Pri termi-
èkom tretmanu fosfati obrazuju slabo
disosovani Ca-fosfat, èija se koncentra-
cija poveæava sa porastom pH vredno-
sti, a fosfati ispoljavaju veæi afinitet pre-
ma jonima kalcijuma nego proteini su-
rutke. Ovo se odraÿava na bolju ra-
stvorljivost proteina surutke. Prema de
Wit i Klarenbeeku (13) stabilnost dena-
turisanog �-laktoglobulina se poveæava
sa porastom pH, ali se brzo smanjuje
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poveæanjem koncentracije Ca2+ pri is-
toj pH vrednosti.

Kronman i sar. (cit. 2) su ustanovili
dva mesta vezivanja kalcijumovih jona
u �-laktalbuminu. Jedno mesto obez-
beðuje jaku vezu (Ka=2.7x10–6 M–1), a
drugo slabiju (Ka=3.1·10–4 M–1). Zagre-
vanjem koncentrata proteina surutke
(WPC) moÿe da doðe do obrazovanja
agregata �-laktalbumina (dimera), ili
agregata �-laktalbumin /�-laktoglobulin,
koji su meðusobno povezani preko di-
sulfidnih veza (33). Za obrazovanje ag-
regata vaÿnu ulogu imaju i joni kalci-
juma. Smanjenjem koncentracije kalci-
jumovih jona u rastvoru koncentrata
serum proteina, obrazuju se agregati
veæe rastvorljivosti i poveæava kolièina
�-laktalbumina, koja stupa u reakciju
sa �-laktoglobulinom (75). Sulfhidrilne
grupe �-laktoglobulina igraju znaèajnu
ulogu u denaturaciji kako �-laktoglobu-
lina, tako i �-laktalbumina. Obrazovani
agregati, koji se formiraju preko disul-
fidne izmene, u sebe mogu da ukljuèe
i druge proteine koji sadrÿe disulfidne
veze (51).

d) Uticaj suve materije

McKenna i O’Sullivan (66) su do-
kazali da denaturacija serum proteina u
koncentrovanom obranom mleku opa-
da sa poveæanjem suve materije i da
mnogo više zavisi od suve materije ne-
go od promene temperature u intervalu
od 75–80°C. Poveæanje suve materije
surutke usporava denaturaciju �-lakto-
globulina, ali se ubrzava denaturacija
�-laktalbumina (29, 38, 73). Maksimal-
na termièka stabilnost serum proteina
ostvarena je pri suvoj materiji surutke
od 20% (29).

e) Uticaj šeæera

Poveæanje sadrÿaja laktoze inhibi-
torno deluje na denaturaciju �-laktoglo-
bulina A i B, ali ubrzava denaturaciju
�-laktalbumina. To se objašnjava time
da laktoza spreèava obrazovanje pro-
teinskog kompleksa indukovano delo-
vanjem visokih temperatura (38). U pri-
sustvu laktoze, �-laktoglobulin denatu-
riše u manjem obimu u odnosu na
koncentrat dobijen ultrafiltracijom, koji
ne sadrÿi laktozu. Termièka denaturaci-
ja �-laktoglobulina se poveæava sa po-
veæanjem sadrÿaja �-kazeina u rastvoru
(74).

Yamauchi (cit. 72) je ustanovio da
se u prisustvu šeæera obrazuje manja

kolièina kompleksa izmeðu �-laktoglo-
bulina i �-laktalbumina za vreme zagre-
vanja. Stabilišuæi efekat šeæera i polihi-
droksilnih alkohola ispitivalo je više au-
tora (11, 13, 74). Dodavanje 4% lakto-
ze ili 30% sorbitola u 10% rastvor �-la-
ktoglobulina, poveæava temperaturu de-
naturacije za 2°C odnosno 12°C (11).

f) Interakcija serum proteina sa
adsorpcionim slojem kapljica
mleène masti

Istraÿivanja veæeg broja autora su
pokazala da delovanjem visokih tempe-
ratura na mleko ne dolazi samo do
promena na serum proteinima i kazei-
nu, ili samo do interakcije izmeðu
�-laktalbumina i �-laktoglobulina, veæ i
do interakcije izmeðu denaturisanih se-
rum proteina i kazeina, i da se pri to-
me obrazuje stabilan kompleks izmeðu
ovih proteina, koji su u literaturi ozna-
èeni kao koagregati proteina mleka.
Najnovija istraÿivanja su pokazala, da
osim ovih proteinskih interakcija, pod
uticajem visokih temperatura, dolazi i
do interakcije izmeðu serum proteina i
adsorpcionog sloja masnih kapljica.

Istraÿivanja su pokazala da u toku
zagrevanja mleka, �-laktoglobulin i
�-laktalbumin reaguju sa proteinima
membrane masnih kapljica. Interakcija
se odvija vrlo sporo na 72°C, ali je
intenzivirana na temperaturi 87°C (47).
Prema van Boekel i Folkertsu (88), ma-
ksimalna asocijacija serum proteina sa
membranom masnih kapljica primeæe-
na je pri zagrevanju mleka na 85°C u
toku 4 minuta. Dalgleish i Banks (9)
smatraju da se ova interakcija odvija
obrazovanjem disulfidnih veza, dok su
Fink i Kessler (cit. 7) ustanovili da za-
grevanjem mleka iznad 120°C, dena-
turisani serum proteini migriraju ka po-
vršini razdvajanja i poveæavaju gustinu
membrane masnih kapljica. Kim i Jime-
nez-Flores (47) objašnjavaju da se se-
rum proteini u toku zagrevanja mleka
adsorbuju na površini membrane mas-
nih kapljica, uz istovremeno premešta-
nje proteina membrane masnih kapljica
molekulske mase od 49000 u unutraš-
njost masne kapljice. Prema istraÿiva-
njima Corredig i Dalgleisha (7), kolièina
vezanog �-laktoglobulina i �-laktalbu-
mina je u funkciji vremena i visine tem-
perature na koju se mleko zagreva.
Osim toga, zapaÿeno je da se inter-
akcija �-laktoglobulina sa membranom
masne kapljice završava mnogo pre

vremena koje je potrebno da se desi
potpuna denaturacija serum proteina.
Termièki tretman mleka na 85°C u toku
20 minuta izaziva vezivanje oko 0.22
mg �-laktalbumina/g masti i 0.7 mg
�-laktoglobulina/g masti, što znaèi da
se manje od 1% serum proteina vezuje
za membranu masne kapljice.

Kalab (46) je metodom elektron-
-mikroskopije ustanovio da masne ka-
pljice u jogurtu proizvedenom od ce-
log, homogenizovanog mleka nisu slo-
bodno dispergovane, nego su asocira-
ne (koagregirane) sa aglomeratima pro-
teinskih èestica.

Jovanoviæ (39, 40), Jovanoviæ i
sar. (41, 42, 43, 44), Maæej (54, 55,
56), Maæej i sar. (58, 62, 64), Puða i
sar. (78) su ustanovili da se pri izradi
sireva od mleka termièki tretiranog na
87°C iskoristi oko 50% ukupnih prote-
ina mleka i više od 60% mleène masti,
nego pri proizvodnji ovih sireva na tra-
dicionalan naèin, što je za posledicu
imalo znatno veæi randman sireva. Do-
bijeni rezultati navode na zakljuèak da
masne kapljice nisu samo fizièki uklop-
ljene u proteinski matriks, veæ verovat-
no postoji i jedan vid njihove hemijske
interakcije sa proteinima, i na taj naèin
je znatno manji prelazak masti u su-
rutku za vreme obrade gruša.
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SUMMARY

THE WHEY PROTEINS

Sneÿana T. Jovanoviæ, Miroljub B. Baraæ and Ognjen D. Maæej

Faculty of Agriculture, University of Belgrade, Department for food technology and
biochemistry

Serum proteins present 18–20% of total milk nitrogen components. �-lactoglobulin
(�-lg), �-lactalbumin (�-la), bovine serum albumin (BSA) and immunoglobulins (Ig) are
the most important milk serum proteins. Also, milk serum contains low percent of other
nitrogen components such as lactoferrin, lactolin, glycoprotein, blood transferrin and
proteose-peptone fraction (PP).
�-lactoglobulin is the major milk serum protein. It is composed of 18300 Da molecular
weight monomers. Molecule of �-lactoglobulin has two disulfide bonds and free –SH
group at 121position. At pH near isoelectric point exists as a dimmer (M.W. about
36000). At pH 3.5–5.2 �-lactoglobulin expresses reversible tetramer-octamer association.
These aggregates are based on hydrophobic interaction. At pH 3.7–6.5, these mole-
cules aggregate as octamer.
�-lactalbumin presents 20% of serum proteins or 2–5% of total milk nitrogen compo-
nents. Molecular weight of �-lactalbumin is relatively small (14000). �-lactalbumin ex-
presses high affinity to different ions, especially to Ca- ions. The primary structure is
characterized with 121 amino acid residues, high content of sulphur, and four disulphide
bonds. There are no free –SH groups and phosphoric groups.
The mechanism of serum protein precipitation depends on several factors: pH, tempera-
ture level, ionic strength, dry matter and lactose content. These factors influence the de-
gree of precipitation, weight of aggregates, the degree of major proteins denaturation as
well as the nature of coagulum.

Key words: Heat treatment • pH • Whey
proteins


