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Na primarnu i sekundarnu fazu ko-
agulacije mleka i reoloSke osobine
grusa utiCe veéi broj faktora od kojih
su najznacajniji: koncentracija kazeina,
pH mileka, koncentracija enzima, kon-
centracija kalcijumovih jona, tempera-
tura koagulacije, kao i rezim prethodne
termi¢ke obrade mleka. Vrsta i koncen-
tracija jona u velikoj meri uti¢e na brzi-
nu koagulacije mleka pod dejstvom hi-
mozina. Pored kalcijumovih jona, i dru-
gi joni imaju uticaja na koagulaciju
mleka kojem je dodat himozin. Od os-
talih faktora, koji su zna€ajni za enzim-
sku fazu, ili fizicko-hemijsku fazu ko-
agulacije mleka, od posebnog znacaja
je kiselost odnosno pH mleka. Sniz-
enjem pH vrednosti mleka poveéava se
brzina enzimske faze koagulacije mle-
ka sirilom i postize maksimum pri pH
6.0.

Istrazivanja su pokazala da termi-
Cki tretmani, koji se koriste u tehnologi-
ji mleka, imaju velikog uticaja na pri-
marnu i sekundarnu fazu koagulacije
mleka sirilom. Prethodni termicki tre-
tmani, koji izazivaju denaturaciju serum
proteina i obrazovanje koagregata, pro-
duzavaju vreme obrazovanja gela i
smanjenje brzine njegovog ocvrsSéava-
nja. Kao rezultat ovoga obrazuje se fi-
niji gel, koji karakteriSe slabiji sinerezis
i ve¢a umrezenost. Uticaj niskih tempe-
ratura na mleko ogleda se na razliCite
fizicko-hemijske, biohemijske i mikrobi-
oloske promene, koje imaju za posledi-
cu produzenje vremena koagulacije
pod dejstvom sirila i manji randman si-
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reva. TehnoloSke operacije separiranje
mle¢ne masti i homogenizacija uti¢u
na povecanje brzine koagulacije u mo-
mentu kada ona pocne.

Kljuéne reci: koagulacija * mleko ¢ pH ¢ sirilo
« termiCki tretman ¢ temperatura

uvoD

Koagulacija mleka pomocu proteo-
litiCkih enzima predstavlja jednu od naj-
starijih tehnolo$kih operacija u sirarstvu
(1, 11, 12, 14, 24, 25, 26, 29, 42, 49,
71, 81, 82, 87, 94, 104). Od davnina je
poznato da mleko koaguliSe ako mu
se doda ekstrakt Cetvrtog dela Zeluca
(siriSte) mladih prezivara, koji se naziva
sirilo. Koagulacija mleka pomocu sirila,
u kojem su najznacajniji enzimi himo-
zin i pepsin, interesantna je kako sa fi-
zioloSkog aspekta, s obzirom da je hi-
mozin najvazniji enzim u Zelucu teladi,
tako i sa tehnoloskog aspekta, s obzi-
rom na njihov zna€aj u sirarstvu.

Koagulacija se moze predstaviti kao
dvofazni proces koji obuhvata primarnu
fazu, tokom koje dolazi do hidrolize
k-kazeina, i sekundarnu fazu, u kojoj
dolazi do povezivanja hidrolizovanih
kazeinskih micela, odnosno para-k-ka-
zeina u prisustvu jona Ca2+ i obrazova-
nje gela (14,24,36,101).

Primarna ili enzimska faza
koagulacije

Delovanje himozina na kazeinsku
micelu ukljuCuje odredeni broj nekova-
lentnih interakcija izmedu himozina i
k-kazeina, kao Sto su: elektrostatsko
odbijanje, specificno jonsko vezivanje,

KOAGULACIJE

obrazovanje vodoni¢nih veza, hidrofo-
bne interakcije i hidratacijsko odbijanje.
Uslovi sredine utiCu na jacinu interakci-
je izmedu himozina i k-kazeina, pa sa-
mim tim i na brzinu hidrolize «k-kazeina
i obrazovanje para-k-kazeina (5, 6, 11,
14, 110). U primarnoj fazi dolazi do hi-
drolize peptidne veze izmedu
Phe105-Met106 u x-kazeinu, pri ¢emu
nastaje glikomakropeptid (GMP), koji je

jako hidratisan, i para-k-kazein, Kkoji
ima izrazena hidrofobna svojstva (11,
14,16,24).

U primarnoj akciji himozina hidroli-
zuje se samo «k-kazein. Para-k-kazein
se sastoji od 1-105-te, a glikomakro-
peptid od 106-169-te aminokiselinske
rezidue (11,14,16,24,45).

Hidroliza k-kazeina pracena je sle-
decéim fizicko-hemijskim promenama:

a) oslobadanjem jako naelektrisanog
i hidrofilnog makropeptida C-termi-
nalne frakcije k-kazeina sa povrsi-
ne kazeinske micele, koji obezbe-
duje stabilnost kazeina preko Bra-
unovog kretanja, elektrostati¢kog,
steriénog (prostornog) odbijanja i
hidratacije,

b) redukcijom naelektrisanja na povr-
Sini micele (18,45,86),

C) smanjenjem hidratacije kazeinske
micele (10,111,113). Ove promene
prouzrokuju smanjenje intenziteta
odbojnih sila izmedu micela, po-
vecavaju intenzitet privliacnih sila
izmedu micela i smanjuju interak-
ciju izmedu kazeina i vode,

d) poveéanjem osetljivosti para-k-ka-
zeinskih micela ka agregaciji (45).
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Hidrolizom k-kazeina gubi se stabi-
liSu¢a uloga «-kazeina, i redukuje C-po-
tencijal kazeinske micele sa -10 do
-20 mV na -5 do -7 mV, a time i inter-
molekularne sile odbijanja i stabilnost
kazeinskog koloidnog sistema
(8,16,32,115). Himozin moze da vrsi i
hidrolizu - 1 ag-kazeina (24,38,49,82,
89). Kod og-kazeina posebno osetljive
veze su izmedu Phe-Phe (23-24) i
Phe-Val (24-25) (38,49). Pri pH 5.0-6.2
himozin moze da hidrolizuje najmanje
25 peptidnih veza u ag-B kazeinu (14,
32,38). Hidroliza «-kazeina pracena je
raskidanjem peptidnih veza izmedu
aminokiselina Ser-Leu (164-165),
Ala-Phe (189-190) i Leu-Tir (192-193).
Sva tri peptida imaju gorak ukus
(14,38). Postoje razli¢ita misljenja o to-
me koja koli¢ina k-kazeina treba da se
hidrolizuje, da bi nastupila koagulacija
mleka. Prema nekim autorima (9,11,45,
108) potrebno je da hidrolizuje 80-97%
k-kazeina da bi doslo do agregacije.
Medutim, istrazivanja su pokazala da
vidljiva koagulacija mleka moze da na-
stane pri razli¢éitom obimu hidrolize
k-kazeina, $to zavisi od uslova pri koji-
ma se odvija enzimska faza koagulaci-
je (5,6,41). Za vreme primarne faze ko-
agulacije, viskozitet mleka u pocetku
opada (24,87). Prema rezultatima Gre-
en i sar. (43), pri temperaturi od 30°C
viskozitet mleka, kojem je dodato sirilo,
ostaje konstantan, ili se smanjuje na
96% od pocetne vrednosti. Nakon 65%
od vremena dodavanja sirila do pojave
vidljive koagulacije, viskozitet pocinje
da raste i smatra se da je u tom inter-
valu 86% enzimske faze prakticno zavr-
$eno. Prema istim autorima, povecanje
viskoziteta mleka za vreme trajanja en-
zimske faze je rezultat agregacije mice-
la u parove i kraée lance, i pocetak
obrazovanja trodimenzionalne mreze.

Sekundarna ili fizicko-hemijska faza
koagulacije

Sekundarna faza pocinje pre nego
Sto je zavrSena primarna faza, pri Ce-
mu se parakazeinske micele, uz aktiv-
no uces$cée kalcijumovih jona, meduso-
bno agregiraju i obrazuju trodimenzi-
onalnu mrezu gela, koji ne pokazuje
pravilnost u pogledu strukture, i u koji
su uklopljeni i drugi sastojci mleka (14,
16,40,71). To znadi da se primarna i
sekundarna faza medusobno preklapa-
ju, pri ¢emu vremensko ka$njenje se-
kundarne faze zavisi od razli¢itih fakto-
ra koagulacije. Prema teoriji fibrilarne
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strukture, odvajanjem hidrofilnog dela
k-kazeina (filamenta) iz kazeinske mi-
cele, stvaraju se uslovi za pocetak agre-
gacije parakazeinskih micela. S obzi-
rom na polidisperznost kazeinskih mi-
cela, broj slobodnih mesta za njihovo
agregiranje obrnuto je proporcionalno
njihovom pre¢niku. Prvo se agregiraju
micele sa manjim pre¢nikom, koje obra-
zuju nerazgranate lance. Prema Dalgle-
ishu (14), u procesu agregiranja domi-
niraju hidrofobne veze.

Faktori koji uticu na koagulaciju
mileka sirilom

Na primarnu i sekundarnu fazu ko-
agulacije mleka i reoloSke osobine gru-
Sa utice vedi broj faktora od kojih su
najznacajniji: koncentracija kazeina, pH
mleka, koncentracija enzima, koncen-
tracija kalcijumovih jona, temperatura
koagulacije, kao i rezim prethodne ter-
mic¢ke obrade mleka (5,6,12,24,25,26,
27,29,52,53,59,65,66,69,70,71,72,73,74,
76,81,87,92,94,101,104).

a) Koncentracija enzima

Brzina enzimske faze koagulacije
je direktno proporcionalna koncentraciji
himozina i ova zavisnost graficki pred-
stavlja pravu liniju (11,19,24,35,64,79,
80,100,118).

Vreme koagulacije se smanjuje
povecanjem koncentracije sirila zbog
povecanja brzine hidrolize «-kazeina.
Vecéa koncentracija sirila povecava brzi-
nu odvrséivanja gruda i postize se nje-
gova veca cvrstina (37,46). McMahon i
Brown (78) su ustanovili da je vreme
koagulacije obrnuto proporcionalno sa
koncentracijom sirila.

Na mikrostrukturu gela, osim kon-
centracije sirila, utiCe i vrsta sirila. Ko-
riséenjem himozinskog sirila grus se
uglavnom sastoji od isprepletenih pro-
teinskih lanaca, dok se upotrebom mi-
krobioloskog sirila udeo lanaca sma-
njuje, a povecava udeo ,grozdova”
(37).

b) Temperatura koagulacije

Temperatura mleka ima veliki uti-
caj na enzimsku fazu koagulacije. Naj-
veca brzina je pri optimalnoj tempera-
turi delovanja himozina (14,20,23,24,
33,101,103,121).

Kelly (cit. 29) je ustanovio da se
sa poveéanjem temperature do 40°C,
vreme koagulacije skracuje. Iznad ove
temperature smanjuje se aktivnost en-
zima, jer dolazi do njegove inaktivacije.

Zoon i sar. (121) su zakljudili da se u
temperaturnom intervalu izmedu 20°C i
35°C vreme koagulacije skracuje. Pre-
ma istim autorima, na temperaturi od
40°C vreme koagulacije je bilo duze
nego na 35°C, §to se objasnjava pocet-
kom inaktivacije himozina na toj tempe-
raturi. Prema rezultatima Scott Blair i
Burnett-a (103), poveéanjem tempera-
ture od 21°C na 41°C vreme koagulaci-
je se znacajno skracuje. Poveéanje tem-
perature za 1°C vreme neenzimske fa-
ze se skracuje za 1.3-1.6 puta (24).
Ustanovljeno je da siri$ni enzim ispolja-
va aktivnost i pri temperaturama nizim
od 10°C, ali je ona mala i nije dovoljna
da izazove gelifikaciju mleka (24,29,33).

c) Vrsta i koncentracija jona

Vrsta i koncentracija jona u velikoj
meri utiéu na brzinu koagulacije mleka
pod dejstvom himozina.

Istrazivanja su pokazala da koagu-
lacija mleka moze da nastane pri ra-
zli¢itom obimu hidrolize «-kazeina, $to
izmedu ostalog zavisi i od koncentraci-
je kalcijumovih jona u mleku (4,5,6,7,
24,33,41,102,107,109,122). Skracenje vre-
mena koagulacije sa povecanjem kon-
centracije kalcijumovih jona, koji su do-
dati u mleko u obliku CaCl,, rezultat je
i snizenja pH vrednosti mleka. Medu-
tim, dodavanije, ili uklanjanje kalcijumo-
vih jona, ne uti¢e na brzinu enzimske
reakcije ukoliko se pH vrednost odr-
zava konstantnom. S druge strane, uti-
caj kalcijumovih jona na fizicko-hemij-
sku fazu koagulacije je veoma znaca-
jan, jer je potrebna minimalna koncen-
tracija kalcijumovih jona da bi pocela
faza agregacije para-kazeinskih micela
i obrazovanje gela. Iznad ove minimal-
ne koncentracije kalcijumovih jona, vre-
me koagulacije se skracuje, dok se pri
veoma visokim koncentracijama vreme
koagulacije produzava i pri uslovima
odrzavanja konstantne pH vrednosti
(122). Prema Bringe i Kinsell-i (6), male
koncentracije kalcijumovih jona pove-
¢avaju brzinu hidrolize x-kazeina, dok
poveéanje koncentracije CaCl, iznad 8
mM izaziva zna¢ajno smanjenje brzine
hidrolize. CaCl, povecava sposobnost
para-kazeinskih micela da se agregira-
ju. Mala agregacija para-kazeinskih mi-
cela je primeéena pri koncentraciji
CaCl, od 0-6 mM, ¢ak i posto je celo-
kupna koli¢ina x-kazeina prethodno hi-
drolizovana. Poveéanjem koncentracije
CaCl, od 3 mM do 60 mM, skraduje se
vreme vidljive koagulacije i smanjuje
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koli¢ina k-kazeina koja treba da se hi-
drolizuje, da bi nastupila koagulacija.
Pri koncentraciji od 3 mM CaCl,, potre-
bno je da hidrolizuje 71+7% «k-kazeina,
a pri koncentraciji od 60 mM samo
26+ 8% k-kazeina (6).

Postoje razliCita objasSnjenja kako
dodavanje CaCl, uti¢e na brzinu hidro-
lize k-kazeina. Prema Walstra i Jen-
ness-u (116), CaCl, ne uti¢e direktno
na hidrolizu «-kazeina. Dodavanje
CaCl, u mleko izaziva os$tro snizenje
pH mileka, $to ima za posledicu znatno
povecanje aktivnosti himozina (6).
Smatra se da CaCl, ubrzava koagulaci-
ju para-kazeinskih micela tako $to iza-
ziva promenu u strukturi para-k-kaze-
ina, pri ¢emu dolazi do ekspozicije hi-
drofobnih mesta na koja se vezuje hi-
mozin (85), i snizenje -potencijala pa-
ra-kazeinskih micela (13). Dalgleish
(12) je ustanovio da se agregacija pot-
puno hidrolizovanog kazeina zna¢ajno
povecava dodavanjem 2.5-5 mM
CaCl,. Bringe i Kinsella (6) su ustanovi-
li da se dodavanjem CaCl, povecava
sposobnost kazeinskih micela da se
agregiraju pri svakom obimu hidrolize
k-kazeina.

Pored kalcijumovih jona, i drugi jo-
ni imaju uticaja na koagulaciju mleka
kojem je dodat himozin.

Istrazivanja Dordevi¢ i Cari¢ (26)
pokazala su da se vreme koagulacije
mleka povecava 3.17-3.49 puta, kada
se kalcijumovi joni zamene sa ekvivale-
tnom koli¢inom magnezijumovih jona.
Iz toga proistiCe zakljucak da magnezi-
jumovi joni imaju manji afinitet preme
para-kazeinatu nego kalcijumovi joni.
Isto tako, i soli koje sa kalcijumovim jo-
nima obrazuju nerastvorljive, ili slabo
disosovane soli, produzavaju vreme
koagulacije, ili mogu da je u potpunos-
ti sprece (dodavanje K-Na-tartarata,
Na-citrata, Na-polifosfata, Na-fosfata)
(24,25). Dodavanje NaCl poveéava vo-
luminoznost kazinskih micela i menja
jonsku jacinu rastvora kazeina i himozi-

a (23). Dodavanje NaCl u mleko mo-
ze jako da uspori koagulaciju mleka,
pri éemu se obrazuje mek i pahuljiGast
gru$, koji je nepodesan za dalju prera-
du u sir. Natrijum supstituiSe deo kalci-
juma iz kalcijum-para kazeinata, pri ¢e-
mu on postaje ja¢e hidratisan i ima
manju sposobnost medusobnog spaja-
nja i obrazovanja gela (114,123). Van
Hooydonk i sar. (114) su ustanovili da
dodavanje NaCl u mleko izaziva sni-
zenje pH i produzenje vremena gelifi-

kacije, i ima mali uticaj na brzinu ocvr-
S¢avanja gruSa sa povecanjem kon-
centracije NaCl. Isti autori su zakljucili
da povecanje koncentracije Zn2+ uspo-
rava koagulaciju, dok povecéanje kon-
centracije jona barijuma, kalcijuma,
mangana i magnezijuma skraduje vre-
me koagulacije. Zoon i sar. (123) su
zakljucili da povecanje koncentracije
NaCl zahteva i veéu koncentraciju sirila
da bi se postiglo isto vreme koagulaci-
je ako nije dodat CaCl,. Povecanje
koncentracije NaCl ima za posledicu i
povecanje koncentracije kalcijumovih
jona u mleku, verovatno usled supstitu-
cije micelarno vezanog kalcijuma sa
natrijumom.

d) pH mleka
Od ostalih faktora koji su znac€ajni
za enzimsku fazu, ili fiziCko-hemijsku

fazu koagulacije mleka, od posebnog
znacaja je kiselost, odnosno pH mleka
(5,6,24,61,87).

SniZzenjem pH vrednosti mleka po-
vecava se brzina enzimske faze koagu-
lacije mleka sirilom i postize maksi-
mum pri pH 6.0 (16,32,60,75,123). Po-
znato je da se sadrzaj himozina u gru-
Su povecava sa snizenjem pH mileka
(51). Adsorpcija himozina na x-kazein
povecava se od 0% pri pH 7.0 do oko
90% pri pH 5.0 (61). Larsson i sar. (61)
su ustanovili da se adsorpcija himozina
na sintetiCke (veStacke) kazeinske mi-
cele poveéava kod onih sa vec¢im
sadrzajem «k-kazeina u pH intervalu
5.6-6.4. Vreme koagulacije se znacaj-
no skracuje sa snizenjem pH vrednosti
mleka (59,62,123). Puhan (cit. 26) je u
svojim istrazivanjima utvrdio da se sniz-
enjem pH sa 6.7 na 6.6, aktivnost hi-
mozina poveéava za 40%, pri pH 6.48
za 83.2%, a pri pH 6.35 himozin je bio
za 133.9% aktivniji nego pri pH 6.7.
Dordevi¢ i sar. (28) su ustanovili da se
povecanjem titracione kiselosti mleka
skraduje i vreme koagulacije mleka. Isti
autori su utvrdili da i malo povecanje
koncentracije kalcijumovih jona iznad
one u svezem mleku, izaziva znacajno
skracenje vremena koagulacije. Snize-
nje pH indirektno utice na povecanje
stepena disocijacije CCP i povecanje
koncentracije kalcijumovih jona, a di-
rektno na smanjenje naelektrisanja ka-
zeinskih micela, §to sve uti¢e na skra-
¢enje vremena koagulacije (5,6,62). pH
vrednost ima velikog uticaja na brzinu
ocvrSéavanja gruSa i broj agregiranih
kazeinskih micela (63). Ove promene

su najviSe izrazene u pH intervalu
6.4-6.7, kada se postize i najvece skra-
¢enje vremena koagulacije (109). Pre-
ma Storry i Ford-u (109), brzina obra-
zovanja grusa je najvecéa pri pH 6.0.

Iz svega napred iznetog moze se
zakljuiti da svi ovi faktori, koji uti¢u na
brzinu enzimske i neenzimske faze ko-
agulacije, imaju direktnog uticaja na re-
oloske osobine gru$a, pre svega na
njegovu Cvrstinu. To znacéi da mleko
koje koagulise pri vi§im temperatura-
ma, vecoj koncentraciji kalcijumovih jo-
na i nizem pH, brze koaguliSe i obrazu-
je ¢vrséi gru$, grublje strukture, sac-
injen od proteinskih lanaca vecée deblji-
ne, koji ¢ine mrezu sa manjim brojem
vec¢ih okaca, ili Supljina u mrezi. Ova-
kav gru$ se mnogo brze kontrahuje i
brze se izdvaja surutka.

Uticaj tehnoloskih operacija na en-
zimsku koagulaciju mleka

a) TermiCki tretman mleka

Termicki tretmani koji se koriste u
tehnologiji mleka imaju velikog uticaja
na primarnu i sekundarnu fazu koagu-
lacije mleka sirilom.

Kannan i Jenness (57) su eksperi-
mentalno utvrdili da smesa kazeina i
B-laktoglobulina, nakon zagrevanja,
sporije koaguliSe u odnosu na termicki
netretirane uzorke. Ovo moze da se
objasni obrazovanjem hemijskog kom-
pleksa izmedu serum proteina i kaze-
ina (koagregata proteina mleka) pod
dejstvom visokih temperatura. Medu-
tim, ukoliko se mleko zagreva u prisu-
sutvu agenasa koji blokiraju -SH grupe
B-laktoglobulina, vreme koagulacije se
skraduje za 75% (5,6,12,24,26,29,65,
66,69,71,72). Marshall (77) i Singh i
Fox (106) su izneli misljenje da stroZi
rezimi termi¢ke obrade mleka viSe uti-
¢u na sekundarnu, nego na primarnu
fazu koagulacije. Prema istrazivanjima
Dalgleish-a (15), pri zagrevanju mleka
na 85°C i 90°C, dolazi do linearnog po-
vecanja vremena koagulacije, dok pri
blazim termi¢kim tretmanima (75°C i
80°C) ovo povecanje nije linearno sa
duzinom zagrevanja.

Prema Guinee i sar. (48) prethodni
termicki tretmani, koji izazivaju denatu-
raciju serum proteina i obrazovanje ko-
agregata, produzavaju vreme obrazo-
vanja gela i smanjenje brzine njegovog
ocvrs¢avanja. Kao rezultat ovoga obra-
zuje se finiji gel kojeg karakteri$e slabiji
sinerezis i ve¢a umrezenost (93). Pod
dejstvom visokih temperatura moze da
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dode i do izdvajanja peptida iz kaze-
ina, koji je slican onom koji se oslo-
bada pod dejstvom himozina, $to ta-
kode ima uticaja na brzinu primarne fa-
ze koagulacije mleka. Ugljeni hidrati,
koji su prisutni u k-kazeinu (kazein-ma-
kropeptidu), izdvajaju se zajedno sa
makropeptidom, $to verovatno ima uti-
caja na konformaciju himozin-osetljivog
k-kazeinskog dela, a samim tim i na
mogucnost interakcije himozina sa
k-kazeinom (14,50,105,112). Macej (65,
66), Macej i sar. (72) su ispitivali uticaj
vaznijin faktora na brzinu koagulacije
mleka pri razli¢itim temperaturama i za-
kljucili da na brzinu koagulacije najvise
utice pH, zatim koncentracija kalciju-
movih jona, a najmanji uticaj ima tem-
peratura koagulacije. Puda (91) i Gu-
inee i sar. (47) su ustanovili da najveci
uticaj na brzinu koagulacije kod mleka
u kojem su obrazovani koagregati ima
koncentracija proteina i pH mleka. Jo-
vanovi¢ i sar. (54) su ispitivali brzinu
koagulacije mleka (s) u zavisnosti od
pH mleka (6.5 i 5.8), koli¢ine dodatog
CaCl, (0, 200 mg/I i 400 mg/l), temper-
ature koagulacije (30°C i 35°C) i rezima
termi¢ke obrade mleka (65°C/30 min. i
87°C/10 min). Ustanovljeno je da uzor-
ci mleka termicki tretirani na 87°C/10
min. kojima je dodato 400 mg/l CaCl,,
Cija je temperatura koagulacije bila
35°C, a pH 5.8 koagulisali su 23.28 pu-
ta brze u odnosu na iste uzorke kod
kojih nije dodat CaCl,, Ciji je pH bio
6.5, a temperatura koagulacije 30°C.
Rezultati istrazivanja koji se odnose na
uticaj pojedinacnih faktora koagulacije
pokazali su da je uticaj Ca2t+ ,s jedne
strane, i temperatura koagulacije, s
druge strane, bio jace izrazen kod mle-
ka u kojem su obrazovani koagregati,
pri ¢emu je ovaj uticaj bio narocito
izrazen pri pH 6.5. Pri pH 5.8 razliCite
koncentracije Ca2+ i primenjene tem-
perature koagulacije nisu imale veliki
uticaj na brzinu koagulacije bez obzira
na primenjeni rezim termicke obrade.
pH mleka imao je najvedi uticaj na br-
zinu koagulacije mleka. Uticaj pH naj-
viSe je bio izrazen kod uzoraka u koji-
ma su prethodno obrazovani koagre-
gati pri svim koncentraciama Ca2t i
primenjenih temperatura koagulacije.

Pri strozim rezimima termic¢ke ob-
rade mleka povecava se i kiselost mle-
ka zbog hemijskih promena na laktozi,
defosforilizacije kazeina i precipitacije
CCP (30,34).
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U istrazivanjima Singh i sar. (107)
mleko je zagrevano u temperaturnom
intervalu od 70-100°C/10 min. i tempe-
raturnom intervalu 110-140°C/5 min.
Nakon termiCkog tretmana mileku je
podeSena kiselost u pH intervalu od
6.6-5.6, a vreme koagulacije je odre-
divano na temperaturi od 30°C. Istra-
Zivanja su pokazala da su svi uzorci
mleka zagrevani na temperaturi vi$oj
od 80°C i Ciji je pH bio veéi od 5.8
imali produzeno vreme koagulacije.
Uzorci mleka zagrevani na 110-140°C
u vremenu od 5 minuta nisu koagulisali
pri pH 6.6. Isti autori su ustanovili da
ukoliko se termicki tretirano mleko na-
kon acidifikacije ponovo neutralizaci-
jom dovede do pH 6.6, dolazi do obra-
zovanja ¢vrs¢eg grusa delovanjem hi-
mozina, nego kod nezagrevanog mle-
ka, a vreme koagulacije je krace. Mar-
shall (77) i Banks i Muir (4) su utvrdili
da se snizenjem pH i dodavanjem
CaCl, anulira uticaj termi¢kog tretmana
i dobija gru$ dobrih reolo$kih karakte-
ristika. Prema van Hooydonk i sar.
(112), snizenjem pH termicki tretiranog
mleka na 6.0, skracuje se vreme ko-
agulacije. Dodavanjem 4 mM CaCl,, pri
konstantnom pH, vreme koagulacije
zagrevanog mileka se skracuje, ali se
nikad ne postize vreme koagulacije ne-
zagrevanog mleka.

Sve ovo ukazuje, da treba korigo-
vati mislijenje prema kojem je produ-
Zeno vreme koagulacije mleka u kojem
su obrazovani koagregati, ili koje je ter-
micki tretirano pri blazim rezimima ter-
micke obrade, isklju¢ivo posledica
smanjenja koncentracije kalcijumovih
jona pod dejstvom visokih temperatura.
Sa dodatkom CaCl, u mleko, kojim se
obezbeduje i ve¢a koncentracija kalci-
jumovih jona nego u sirovom mleku,
nije moguce posti¢i vreme koagulacije
sirovog (nezagrevanog) mleka. Cak, i
sa poveéanjem kiselosti mleka do pH
6.0, radi prevodenja jednog dela neras-
tvorljivog kalcijuma u rastvorljivi oblik,
ne regeneriSe se u potpunosti osetlji-
vost kazeina prema siriSnom enzimu
(24,72). Prema istrazivanjima Macej i
sar. (71,72), Macej i Jovanovi¢ (69) i
Jovanovi¢ (52), od mleka u kojem su
obrazovani koagregati dobija se gru$
losijih reoloskih karakteristika u odnosu
na gru$ dobijen od sirovog i niskopas-
terizovanog. Gru$ je mekan, rastresit,
nepovezan, tesko izdvaja vodu i nije
podesan za dalju obradu i preradu.
Snizenjem pH, poveéavanjem koncen-

tracije kalcijumovih jona, koncentracije
proteina i temperature koagulacije, u
velikoj meri se poboljSavaju reoloske
karakteristike grusa (66,67,68,90,91).

b) Hladenje mleka

Istrazivanja su pokazala da uticaj
niskih temperatura na mleko ne treba
posmatrati samo sa stanovista njihovog
delovanja na razvoj mikroorganizama i
produzenje njegove trajnosti, ve¢ i sa
stanovista fizicko-hemijskih promena i
tehnoloskih osobina mleka.

Za vreme Cuvanja ohladenog mle-
ka deSavaju se razliCite fizicko-hemij-
ske, biohemijske i mikrobioloSke pro-
mene, koje imaju za posledicu produ-
zenje vremena koagulacije pod dejstvom
sirila i manji randman sireva (2,3,21,58,
95,96,98,99). Za vreme cCuvanja ohla-
denog mileka deSavaju se promene u
sonoj ravnotezi Ca-fosfat/citrat (95,96,
98,99,117), dolazi do delimi¢ne deza-
gregacije kazeinskih micela (30,34,83,
84) i povecéanja koli¢ine rastvorljivin
azotnih materija u serumu (serum ka-
zein) (24,97). Peters i Knoop (88) sma-
traju da prelazak jednog dela k-kazeina
sa povrsine micele u serum kod ohla-
denog mleka moze da bude jedan od
razloga sporijeg obrazovanja grusa
pod dejstvom sirila. Postoji generalno
misljenje da se koncentracija rastvorlji-
vog kazeina povec¢ava za vreme cuva-
nja mleka na temperaturi od 2-4°C, pri
¢emu viSe od 42% ukupnog kazeina
disosuje u toku 48 ¢asova na tempera-
turi od 4°C (2,97). Na temperaturi od
4°C, 20°C i 30°C koli¢ina x-kazeina u
serumu iznosi 8%, 15% i 20% (97). Is-
pitivanje disocijacije razli¢itih elektrofo-
retskih komponenti kazeina, pri razlici-
tim pH vrednostima (4.9-6.7) i pri istim
uslovima temperature, kao u prethod-
nom radu, obavili su Dalgleish i Law
(17). Suprotno ranijim istrazivanjima,
autori su dosli do zaklju¢ka da iz mice-
le disosuju sve elektroforetske kompo-
nente, pri ¢emu je koli¢ina B-CN bila
najveca. Koli¢ina elektroforetskin kom-
ponenti i njihov medusobni odnos je
zavisio od pH i temperature, narocito
od temperature na kojoj je mleko pret-
hodno ¢uvano. Na temperaturi 4°C us-
tanovljena je slaba korelacija izmedu
elektroforetskih frakcija kazeina: og4-, B-
i k-kazeina. Naime, disocijacija ove tri
elektroforetske komponente je tekla ne-
zavisno jedna od druge. Prema Fox-u,
(81) Guvanje ohladenog mleka negativ-
no utiCe na sposobnost koagulacije
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mleka pomocu sirila, $to je posledica
viSe faktora. Jedan od njih je rastvara-
nje CCP-a, pri ¢emu je proces reverzi-
bilan primenom HTST pasterizacije ili
zagrevanjem na 40°C/10 minuta. Drugi
faktor je disocijacija nekih kazeina iz
kazeinskih micela, narocito B-CN, pri
¢emu je proces takode reverzibilan.
Slededi razlog je proteoliza kazeina po-
mocu nativnih proteinaza mleka, naro-
¢ito plazmina na disosovani B-CN i
proteoliza kazeina izazvana enzimima
psihrotrofnih mikroorganizama, koja je
posebno izrazena u slu¢aju kada je niji-
hov broj veéi od 106-107 cfu/ml mieka.
Primenom termiCkog tretmana na
60°C/30 minuta, dolazi do reasocijacije
kazeinskih micela, $to je od znacaja za
sirarstvo, jer u protivnom moze da do-
de do smanjenja randmana sira i preko
10% (97,99).

Sve ovo navodi na zakljuCak da
hladenje i vreme C¢uvanja ohladenog
mleka moze da se odrazi na tok ko-
agulacije mleka sirilom i reoloske oso-
bine grusa, koje ¢e se razlikovati od
onih kod svezeg mileka, koje pretho-
dno nije bilo podvrgnuto hladenju. Ta-
kode je ustanovljeno da duze cuvanje
mleka na niskim temperaturama moze,
da pogorsa kvalitet sireva usled prote-
olititkog delovanja psihrofilnih bakteri-
ja, koje stvaraju produkte hidrolize gor-
kog ukusa koji se iz mleka prenose u
sir. Ovo se posebno javlja ako je pro-
ces hladenja spor (3-6 Casova).

¢) Standardizacija i homogenizacija
mleka

Separiranje mle¢ne masti i homo-
genizacija uticu na povecéanje brzine
koagulacije u momentu kada ona po-
¢ne (22,102). Sadrzaj masti utice na
vreme ocvr§éavanja gruSa i njegovu
Cvrstinu. Prema Guineey i sar. (48), ho-
mogenizacijom se usitnjavaju masne
kapljice na koje se adsorbuju kazein-
ske micele, koje na taj nacin dobijaju
pseudoproteinski karakter, i postaju sa-
stavni deo proteinskog matriksa koji se
obrazuje koagulacijom mleka pomodéu
sirila. Prema istim autorima, povecanje
sadrzaja mle¢ne masti utice na skra-
¢enje vremena koagulacije i oGvr§éava-
nja gruSa. Green i sar. (44) su ustano-
vili da je obim agregacije kazeinskih
micela i obrazovanje grusa upola maniji
nego kod nehomogenizovanog mleka.
Homogenizovane masne kapljice se
bolje i lakSe uklapaju u proteinski ma-
triks zbog adsorpcije kazeina na po-

vr§inu masnih kapljica (48,55,56,119,
120). Homogenizacijom UF koncentra-
ta znaCajno se usitnjavaju masne ka-
pliice i dobija gru$ uniformnije struktu-
re nego kod nehomogenizovanog kon-
centrata. Homogenizovane masne ka-
pliice su mnogo ravnomernije raspo-
redene unutar proteinskog matriksa,
¢ime se objasnjava povecanje Cvrstine
grusa od homogenizovanog UF kon-
centrata (37).

| separacija i homogenizacija, po-
red toga Sto ubrzavaju koagulaciju, us-
poravaju izdvajanje seruma iz gru$a
odnosno sinerezis (102).

Na osnovu do sada iznetog moze
se zakljuciti da se kombinacijom para-
metara koagulacije mleka moze uticati
na kvalitet gru$a, a samim tim i na nje-
govu dalju obradu, mikrostrukturu i
kvalitet sira. Struktura gru$a ima direk-
tan uticaj na strukturu, teksturu i sastav
sira (39,93).
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SUMMARY
THE FACTORS OF ENZYMATIC COAGULATION OF MILK
Snezana T. Jovanovi¢, Miroljub B. Bara¢ and Ognjen D. Macej

Faculty of Agriculture, University of Belgrade, Department for food technology and bi-
ochemistry

Enzyme induced coagulation of milk is one of the oldest technological operations used
in cheese making. Chymosin-induced coagulation could be considered as two-stage
process. The first stage is hydrolysis of k-casein. In the second stage, in the presence
of Ca2+-ion hydrolysed casein micelles interact with each other and form a gel.
Several factors including casein concentration, pH of milk, Ca2*-ion concentration, tem-
perature of coagulation and parameters of preliminary milk treatment, have influence on
both phase of milk coagulation and rheological properties of curd. lon species as well
as their concentration have important influence on hymosin-induced coagulation of milk.
Also, especially significant factor of both stages of coagulation is acidity of milk. The in-
crease pH of milk causes velocity increase of enzymatic (first) phase of rennet — indu-
ced coagulation. Maximum values could be obtained at pH 6.0.

Preliminary heat treatments of milk cause the denaturation of whey proteins and formati-
on of aggregates. Thus, the duration of gelling is longer and decreases the velocity of
hardness process. As a result, gel with better properties is formed. This gel is character-
ized with lower syneresis and better crosslinking. Besides the effects on microorgan-
isms, the use of high temperatures has influence on physico-chemical and technological
properties of milk. During the storage of milk several physico-chemical, biochemical and
microbiological changes occur. These changes have effect on longer duration of ren-
net-induced coagulation and lower yield. Milk fat separation process and homogenizati-
on have influence on initial coagulation velocity.

Key words: coagulation ¢ heat treatment

* milk * pH * rennet ¢ temperature.
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