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ENCIMI MIKROBIOLOSKOG IZVORA KAO ADITIVI
U MLJEKARSKOJ INDUSTRLI*

Aleksa Cimerman, Kemijski institut »BORIS KIDRIC«, Ljubljana**
Viadimira Kopitar, Ljubljanske mlekarne, Ljubljana***

Sazetak

Autori iznose movae saznanja o biokemijskim procesima na podruéju pro-
izvodnje sira kao i prikaz encimatskih procesa koji se odigravaju prilikom
razgradivanja mljeéne bjelandevine. PredloZeni su rezultati rade i vodenju
tehnolodkih postupaka kod kojih je upotrebljavano sirilo mikrobiolofkog izvo-
ra, u dva sirarska pogona Ljubljanskih mlekarni. Referat obuhwvaéa i kratak
pregled historijskog razvoja dobivanja proteolitiénih encima mikrobiolodkog
izvora u svijetu.

Prikazani su rezuliati rada s podruéja bikrobiolodkog izvora na Kemij-
skom institutu »BORIS KIDRIC« u Ljubljani.

Mlje¢éna bjelancevina

Mljeéni proteini sadrze 19 razli¢itih aminokiselina, od kojih svaka ima
svoje specifidtne karakteristike. Medusobno (aminokiseline) su povezane pep-
tidnom vezom u polipeptide. Razli¢ita struktura polipeptidnih lanaca je uzro-
kovana rasporedom pojedinih aminokiselina, kao i lbrojno§éu i vrstom prisut-
nih aminokiselina. Na osnovu toga razlikujemo —u, —f§ i k-kazein. Kazeinski
kompleks fje izgraden iz aglomerata frakcifja —a, —f, —0 i k- kazeina u odno-
su(po Kirchmeier-u) 9:4:1:3. ViSe kazeinskih kompleksa se medusobno
povezuju pomocu Ca-iona i Ca-fosfata u submicele i vete micele u obliku

O%.O (

a) t )( kazein
@ Q:tf r_]'
O
submicele micele

Slika 1: Povezivanje kazeinskih frakecija u aglomerate
Figure 1: Binding of casein fractions into agglomerates

* Referat je bio u skraéenom obliku objavljen na XXII seminaruy za mljekarsku indu-
striju u Zagrebu, 8. 2. 1984,

#* Prililkom eksperimentalnog rada sudjelovali su: Mr dipl. ing. JoZicag Friedrich i dipl.
biol. Nina Gunde-Cimerman

*#s» Rezultate iz proizvodnje su pribavili: dipl. ing. Vera Stefanec, Silvo Korosec i Marijan
Knezi¢
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loptice. Loptica kazeinskog micela broji 7.000 do 10.000 polipeptidnih lanaca
i pri tome je 10 puta manja od loptica (kapljica) mljeéne masti. Veli¢ina loptice
se kreée izmedu 10 i 16 nm (1 nm = 1/1.000.000 mm). (Sl. 1)

Frakcije kazeina se jako razlikuju po topivosti i osjetljivosti prema 'kal-
ciju. (Tab. 1)
Tablica 1: Karakteristike kazeinskih frakeija
Table 1: Characteristics of casein fractions

— o] — kazein 45—55%0 — o3jetljiv na prisutnost kalcija, zgru-
je iz 199 aminokiselina Sava se u prisutnosii Ca-iona, k-ka-

zein ga stabilizuje
— k — kazein 8—15% — za Ca neogjetljiv, djeluje kao za-
je iz 170 aminokiselina Stitni  koloid cijelog kazeinskog

kompleksa i odrzava koloidni ra-
stvor; siriste ga cijepa

— f — kazein 25—30%0 — neosjetljiv za kaleij
iz 209 aminokiselina
— v — kazein 3—T7" — manje komponente, fragmenti —
kazeina

Kazeinski miceli su gradeni po odredenom principu. K-kazein se, po mo-
delu, nalazi uglavnom na povrSini micela. Negativno naelektrizirani hidrofilni
dio tzv. glukomakro peptid, je usmjeren prema spoljnjoj strani kazeinskog
micela.

Kazeinski miceli su u pofetku okruzeni hidrofilnom opnom (vodena opna)
koja predstavlja ujedno zastitnu opnu. Odgovorna je i za fini raspored kazeina
u mlijeku. Hidratna opna nastaje zbog hidrofilnih osobina k-kazeina i naelek-

odni plast

glukomakropeptid

Slika 2: Shema kazeinskog micela
Figure 2: Scheme of a casein micelle
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triziranosti na povrsini micela, kao i zbog dipolnog stanja molekula vode. Ja-
éinu hidratne opne odreduju pH kao i sastav soli u mlijeku — reguliraju spo-
sobnost mlijeka da se usiri.

Biokemijski procesi, koji nastaju kod djelovanja siri$ta na mljeénu bljelanéevinu

Razlikujemo 3 faze za vrijeme djelovanja siri§ta na mljeénu bjelanéevinu:
— primarna — encimska faza,

— sekundarna — koagulacijska faza,

— tercijarna — skupljanje (sinereza).

PRIMARNA — encimska faza:

— odvajanje hidrofilnog dijela (glukomakropeptida od k-kazeina)
— odvzjanje negativno naelektrizirane grupe,

— odvanje hidratne opne.

SEKUNDARNA — faza koagulacije

— meduscbnio povezivanje kazeinskih micela )

— formiranje lanaca na osnovu elektrostati¢kog privlacenja

— povezivanje lanaca u 'trodimenzionalnu mreZastu strukturu

— stvaranje sirisne galerte.

TERCITARNA faza (sinereza):

— kontrakecija kazeinskih vlakana (lanaca)
— spontano odvajanje sirutke.

Primarna faza zapocinje odmah nakon stavljanja siridta u mlijeko. Odvaja-
nje glukomakropeptida je u po¢etku najbrze, kasnije se proces usporava. Priroda
veze medu para-k-kazeinom i makropeptidom NPN je bila predmet dugogo-
disnjih intenzivnih ispitivanja. Delfour i suradnici dokazuju, da je veza
koja se hidrolizira odmah po djelovanju sirista na k-kazein peptidna veza iz-
medu aminokiselina fenilalanina i metionina (Phe-Met). (Slika 3).

K-KAZEIN
SIRISTE
_PARA — K- KAZEIN KAZEIN PEPTID

HN........LEU-SER - —ALA - 1201~ PRO. .VAL-0H

Slika 3: Hidroliza k-kazeina poslije djelovanja sirista
Figure 3: Hydrolyses of k-casein after rennet action

Peptidna veza izmedu fenilalanina i metionina (Phe-Met) je mnogo osjet-
ljivija za proteolitske encime od bilo koje druge veze u proteinskom sistemt

mlijeka.

Miekarstvo 34 (6) 1984. 165



Dokazano je da i sam raspored, kako sekvence tako i vrsta aminokiselina,
jako utjeéu na cijepanje siriStem.

SEKUNDARNA FAZA — mlijeko ne koagulira dok bar 86—88% encim-
ske faze nije proteklo. Povezivanje micela po¢inje kada je &ak 97° k-kazeina
hidroliziranog. (Sl. 4)

. hidratanina opna
. glikomakropeptid
. za Ca ogjctijiv ditk kazeina

. druge za Ca oyjedljive frakcije

Slika 4: Shema koagulacije mlijeka
Figure 4: Scheme of milk coagulation

WK -

TERCIJARNA FAZA — micelni lanci se isprepliéu u mrezu koja u svojim
Supljinama zadrzava vodu, supstance rastopljene u vodi i kapljice masti. Svje-
Ze usireno mlijeko ima tendenciju skraé¢ivanja veza izmedu micela, poveéanjs
broja veza i samim tim dolazi do vete stabilnosti kompleksa. Sirutka se isti-
skuje iz kazeinske mreze — SINEREZA. (Slika 5).

Slika 5: Slika trodimenzionalne mreZe koaguluma
Figure 5: Scheme of tridimensional milk coagulum

Encimi koji koaguliraju mlijeko

Vise od 6.000—5.000 godina pred novom erom, su lovei i nomadi iz Malc
Azije i Arabije upotrebljavali Zeluce svjeze zaklanih Zivotinja za sirenje mlije
ka. Dakle, viSe od 7.000 godina dugu tradiciju ima sirarstvo, i 5to je najvaZnije
osnove sirarstva su ostale iste kao i potreban materijal: mlijeko, sirarske kul
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ture, siridte. Razvojem prehrambene kulture raste i potreba za dobrima svih
vrsta. Da bi se tim potrebama udovoljilo moralo se pogeti s organiziranom pro-
izvodnjom prehrambenih dobara. Godine 1874. u Danskoj Kristian Han-
s e n, zapodinje prvi industrijsku proizvodnju sirista iz teleéih Zeludaca. Takvo
siriSte dominira cijelih 90 godina u sirarstvu. Po drugoj strani, zadnjih 20 go-
dina, mljeéna industrija biljeZi vrtoglav porast potraZnje njenih proizvoda. Na
zalost, moguénost veée isporuke teladi i samim tim proizvodnja siridta, je sve
manja. Veé 60-tih godina mogao se je maslutiti nedostatak siriSta, §to je bio
direktan povod za trazenje novih rjelenja. Tako isu se mpr., pocela koristiti
siri§ta drugih Zivotinja, sirila biljnog porijekla, ali i encimi mikrobioloskog
izvora. Istrazivanfja, sa ciljem pronalazenja adekvatne zamjene za encim tele-
¢ih zeludaca su brojna i daju kako dobre, tako i loSe rezultate.

Tablica 2. Pregled encima koji koaguliraju mlijeko
Table 2. Milk cloting enzymes

PROTEAZE

ZIVOTINJSKOG IZVORA BILJNOG IZVORA MIKROORGANIZAMA

telece siriste papain gljive:

govedi pepsin ficin MUCOR PUSILLUS
svinjski pepsin ' bromelein MUCOR MIEHEI
kokosji pepsin ENDOTIA PARASITICA
tripsin BAKTERIJE:
himotripsin BACILLUS CEREUS

BACILLUS POLYMYXA

Medu nabrojenim moguéim izvorima siriSnih encima, mali je broj takvih,
koji se mogu mpotrebiti u sirarskoj industriji. Prijedlog tih encima je dat u
drugom dijelu ovog referata. Industrija ih je u pocéetku drzala u fazi eksperi-
mentalne upotrebe, ali veé 1976. godine, 25°%0 koli¢ina sirila upotrebljenog u
svijetu, pokriva sirilo mikrobioloskog izvora.

Danas se u SAD veé upotrebljava viSe od 60% mikrobioloskog sirila. S
druge strane, u Francuskoj, koja je do medavno proizvodila vi§kove sirista,
koja gaji u neku ruku »KULT SIRISTA«, baca se anatema na sva druga sred-
stva za koagulaciju.

Jo§ energi¢nije, na novi val sirila odgovara Nizozemska, gdje upotreba
drugog sirila, osim iz tele¢ih Zeludaca, nije dozvoljena. Upotrebu nekog dru-
gog sirila moze odobriti samo wvilada.

Odmah sa pojavom zamjena za klasi¢no siriSte, moralo se pristupiti izradi
metoda za dokazivanje tih zamjena u proizvodima (siru). Komisija koja bi mo-
rala izgraditi te metode za identifikaciju mpotrebljenog sirila, formirala se je
ve¢ 1960. prilikom susreta ma medunarodnom miljekarskom udruZenju u Mo-
skvi. Zadatak je povjeren komisiji B (Commision for technology and enginee-
ring), koju je vodio P. J.de Koning (NIZO).

Sustina zadataka te komisije je bila uvesti analiticke metode za kvantita-
tivno i kvalitativno dokazivanje prisutnosti jedne ili viSe zamjena za encim:
identifikacija tipa sirila u siru; razvoj brze kemijske metode za obradivanje
tipa sirila; praktidna primjena giriSnih zamjena u sirarstvu.
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Slika 6: Eletroforezogrami na poliakrilamidnom gelu (kapa — kazein)
Figure 6: Electrophoretic patterns on polyacrylamide gel (k — casein)

Sedam godina kasnije, P. J. de Koning weé opisuje metode i rezultate
rada svoje komisije. SiriSte vrlo dobro dokazuju amilaznim testom, kojim je
dobro vidljiva razlika izmedu siri§ta Zivotinjskog i sirila mikrobioloSkog izvo-
ra. Razlika se moZze ustanoviti pomocu elektroanalize. (Slike 6 i 7)

Y/ 7 A

Slika 7: Elektroforezogrami 4 tjedna starog sira Gauda
Figure 7: Electrophoretic patterns of 4 Week old Gauda cheese

Radom komisije je odmah na samom pocetku uvodenja zamjena za encim
omoguéen pregled nad upotrebom tih zamjena u sirarstvu, é¢ime je iskljuéena
moguénost bilo kakvih malverzacija.

Kako je sa tim u Jugoslaviji

Proces uvodenja zamjene za siriSte nas se je i te kako ticao, jer smo medu
prvima osjetili nedostatak teladi i s tim prijetnju da netemo imati dovoljno
siri$ta iz teleéih Zeludaca. Prof. Sipka i saradnici objavljuju rezultate za-
pazanja prilikom upotrebe »RENILAZE« u proizvodnji trapista, kackavalja i
belog sira u kriskama. Ogledi su vrSeni 1971. i 1972. godine, a rezultati objav-
ljeni u »MLJEKARSTVU« januara 1973.
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Slika 8: Elektroforezogram (na papiru) enzima, koji koaguliraju mlijeko
Figure 8: Paper eletrophoretic test of milk cloting enzymes

Ljubljanske milekarne su god. 1972. zapoéele pokusnu proizvodnju sira, zz
¢ije sirenjje je upotrebljeno sirilo mikrobidlogkog izvora. Proizvodnja je tekls
tako, da je u ‘dva kotla 'dato isto mlijeko, s tim da je mlijeko u jednom kotlu
sireno wsiriStem iz tele¢ih Zeludaca, a u drugom sirilom mikrobiolo$kog izvora.
Dodato siri§te smo itako dozirali, da je vrijeme usirenja bilo jednako — oko
30 minuta. Koagulum je u kotlu s dodatkom mikrobioloskog sirila bio meksi i
kod obrade koaguluma stvarao se sirni prah. Nakon mjesec dana ocijenili smo
sireve i senzoriéno.

Sirevi — usireni siriStem iz teleéih Zeludaca, imali su tipi¢an izgled na
presjeku kao i tipi¢ne senzoriéne osobine.

Sirevi — usireni sirilom mikrobioloskog izvora, nemaju na presjeku lijepe
rupice, rupice su gusée (broj rupica je veéi), male su, nepravilno rasporedene,
tijesto je bilo mazive konzistencije, okus netipi¢an i pomalo kiseo.

NaSa zapazanja smo prenijeli proizvodatu mikrobioloskog sirila i mora-
mo priznati da su nam poslali korisna uputstva za sirenje mjihovim siristem:

— lagano (sporo) rezanje koaguluma,
— usporavanje cijele faze predsirenja.

Pridrzavajuéi se tih uputstava, dobili smo sireve istog kvaliteta kao &to
su sirevi radeni klasi¢nim siriStem. Opisana probna proizvodnja je tekla u si-
rari Kolevje (pogon Ljubljanskih mlekarni), gdje je proizveden sir gauda.
Istovremeno smo proizvodili i tvrdi sir tipa grojer, ali u drugom pogonu Lju-
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bljanskih mlekarni, u sirari Velike Lasc¢e. I ovdje nam je sinilo mikrobioloSkog
izvora dale lijepe rezultate nakon pridrzavanja ve¢ gore opisanih uputstava:
upola manja doza sirila mikrobiolo$kog izvora, kao i usporena obrada koagu-
luma te produzavanje faze predsirenja. Takav sir je 'bio istog 'kvaliteta kao
i sir izraden siri§tem iz telec¢ih Zeludaca.

Nakon 3to je izasao mowvi pravilnik godine 1983. u kojem se dozvoljava
upotreba sirila mikrobioloSkog izvora, poceli smo to sirilo uvoditi u redovnu
proizvodnju sira. Najvi§e ga upofrebljavamo kad mnemamo problema sa kvali-
tetom mlijeka.

Upotrebljavamo trenutno dvije wrste sirila mikrohiolo$kog izvora. U radu
kao i kvaliteti sira nije vidljive razlike medu tim sirilima. U proizvodnji tvr-
dog sira »LASCAN« u Velikim Lastama, gdje smo zadnjih mjeseci sistematski
vodili itehnolo§ke postupke po mnajstroZijim normama, dolazimo do slijede¢ih
rezultata:

— nesto manje doziranje sirila mikrobiolo$kog izvora u odnosu na klasié-
no siriste;

— |potrebno je tehnolo8ki postupak prilagoditi, jer je faza wusirenja mikro-
biolodkim sirilom brZa; potrebno je produziti fazu utvrSéivanja grude
od usirenja do rezanja, odnosno usitnjavanja grude. Predsirenje traje
daklle malo viSe vremena;

— obzirom na to, vazno je doziranje kultura, da postignemo odgovarajuéi
PH;

— ‘time spredavamo stvaranje praha, zadrZavanje sirutke i tefkoce kod
zrenja sira;

— za vrijeme zrenja, s tako prilagodenom tehnologijom, nismo opazili ni-
kakvih promjena u odnosu ma sireve proizvedene siriStem fiz itele¢ih
zeludaca. Kvalitet sira je bio u istim fazama isti, kao i kvalitet sira
paralelno usirenog klasi¢nim siri$tem;

— mnikakve neprijatne niti tude okuse nismo mogli utvrditi kod sireva
jproizvedenih sirilom mikrobioloskog izvora;

— prevelike doze sirila prouzrokuju velike greSke, za vrijeme ‘usirenja
(cijedenje sirutke pred rezanjem grude, stvaranje praha za vrijeme re-
zanja), teskoce kod oblikovanja i stiskanja sira kao i nepravilan izgled
zrelog sira, gusta i rastrgnuta rupi¢éavost, mazivo tijesto; okus sira je
nekarakteristi¢an i jako gorak.

Danas ma$i sirari radije upotrebljavaju sirilo mikrobiolo§kog izvora mego
siriSte iz tele¢ih Zeludaca. Vide prednost u izvanrednoj i¢istoéi tog sirila, u
upola manje upotrebljenoj koli¢ini, kao i u nizoj cijeni. Prebrodili smo i pre-
drasude o posljedicama produzenog proteoliti¢kog u¢inka kod proizvodnje tvr-
dih sireva s duZzom fazom zrenja i to baj zadnjim proizvodnim koracima u
proizvodnji sira »LASCAN« u sirani Velike Las¢e. Nikakve razlike nismo opa-
zili niti na presjeku niti na konzistenciji i okusu sireva proizvedenih sirilom
mikrobiologkog izvora.

Navedimo jo§ jedan podatak, za bolju orijentaciju u prostoru i vremenu,
u odnosu na upotrebu sirista u Sloveniji: prema podacima iz »PROGRAMA
RAZVOJA MLJEKARSKE INDUSTRIJE U SLOVENIJI OD 1976.—1985.«.
biti ée preradeno 80.000.000 litara milijeka u sir godisnje. Ako ra¢unamo po
3 dkg siri§ta na 1.000 litara mlijeka, dobiti éemo godisnju upotrebu od 2.400 kg
sirista.
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Odluéimo li se za upotrebu mikrobiolo§kog siridta, postavlja se pitanje de
li je bolje uvoziti srazmjerno skupe encimske preparate, ili traZiti puteve za
domacu proizvodnju sirila mikrobioloskog izvora.

Razvoj ideje o upotrebi proleoliticnih encima mikrobioloskog izvora kao
zamjene za siriSte iz teleéih Zeludaca

U vrijeme, kada se pocelo intenzivno razmisljati o zamjenama za siriSte
iz teleéih Zeludaca, proizvodnja antibiotika je veé usmjerila razvoj moderne
biotehnologije, to jest industrijske proizvodnje odredenog proizvoda, pomodlu
mikroorganizama. Zato je razumljivo, 'da su se nauénici u svom traZenju za-
mjena za klasiéno siriSte, osvrnuli i na mikroorganizme za koje je veé¢ tada
bilo znano, da su nepresuSan izvor najrazli¢itijih proizvoda: kiselina, encima
itd. Nije sluéajno ni to, da su medu prvima zapoéeli istrazivanja na tom pod-
ru¢ju bas Japanci, kada se zna da su imali u razvoju tehnoloskih pustupaka sa
gljivicama, ve¢ dugu tradiciju i iskustvo. Prvi, industrijski proizvedeni i prak-
titno upotrebljen encim »takadiastaza« produkt gljive ASPERGILLUS ORY-
ZAE pojavila se na zapadnom itrZidtu veé 1896. godine (10). Sezdesetih godina
japanski mikrobiolog Arima sa svojim suradnicima istraZuje 381 vrstu bak-
terija i 540 vrsta gljivica sa ciljem proizvodnje adekvatne zamjene za siriste
iz teleéih Zeludaca (11). Od svih testiranih mikroorganizama, proteoliti¢ni en-
cim gljive MUCOR PUSILLUS je najblii po svojim osobinama siri§tu iz tele-
¢ih Zeludaca. Zanimljivo je da je Danska firma »NOVOx«, koja je danas najveci
proizvoda¢ encima za industrijsku upotrebu i koja proizvodi sirilo mikrobiolo-
§kog izvora, prosle godine ustanovila tzv. biotehnoloSku nagradu u visini
150.000 danskih kruna. Ta nagrada bi se svake tre¢e godine dodijelila za izvan-
redne zasluge na podruéju biotehnologije. Prvu nagradu je dobio ba$ prof.
Arima zbog svojih velikih uspjeha na podrué¢ju mikrobiologije i industrijske
encimologije (12).

Drugi nauéenjaci su u pribliZno isto vrijeme, ispitivali druge vrste glji-
vica. Medu njima su, zbog osobina encima koje proizvode, dobile prakti¢nu
primjenu samo tri. Pored veé navedene gljivice MUCOR PUSILLUS, jo§ EN-
DOTHIA PARASITICA I MUCOR MIEHEI

Gljivieu ENDOTHIA PARASITICA su istrazivali najviSe Amerikanci tako
da ju je firma PFIZER patentirala ve¢ 1967. godine za komercijalnu proizvod-
nju sirila mikrobioloskog izvora (13).

Zadnji se pojavio na irZi§tu siridni encim iz gljivice MUCOR MIEHEI,
iako su Danci veé 1965. poceli testiranje termofilnih mikroorganizama, koji
razgraduju kompost, da bi nasli odgovarajuée mikroorganizme za proizvodnju
zamjena za sirifte iz telec¢ih zeludaca (14).

Napomenuti moramo, da je u to vrijeme bilo napravljeno dosta pokusa 1
sa bakterijskim proteolitiénim encimima. O bakterijskom encimu, koji ima
sliéne osobine sa tele¢im siriStem, mogu se naci podaci koji datiraju s poéetka
ovoga vijeka. Ma da, moramo naglasiti, tada jo§ nisu mislili na upotrebu tih
encima u sirarstvu.

Englezi su u toku rata (1944.) patentirali postupak za proizvodnju sira
pomoéu siriSnih preparata iz razli¢itih vrsta roda BACILLUS-a. Kasnije su
neke bakterijske encime ispitivali i u sirarstvu. Ispitivali su, najvi$e, encime
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dobivene bakterijama BACILLUS CEREUS, B. MESENTERICUS, B. POLY-
MYXA i B. SUBTILIS. Ali do danas niti jedan od tih encima nije ispunio oce-
kivanja kao zamjena za telete siriSte. Jo$ uwvijek su u toku 'istrazivanja bakte-
rijskih encima, ali izgleda da su ti encimi proteolitidki prejaki, kao i da teh-
nike njihovog dobivanja nisu do kraja usavrSene.

Ako se jo§ /jednom vratimo na tri glavne skupine encima iz gore navede-
nih gljivica, koje se danas upotrebljavaju u sirarstvu, treba reé¢i da su encimi
bjelandevine manje ili viSe znane strukture i sastava, za koje vaze svi fizikalni
i kemijski zakoni kao i za ostale bjelanéevine u prirodi.

Encim iz gljive ENDOTHIA PARASITICA je bio izoliran u kristalnomn
obliku odmah poslije otkri¢éa (13). To je termolabilna kisela proteaza koja je
manje osjetljiva na pH substrat od teleéeg siri§ta i manje osjetljiva na koncen-
traciju Ca iona u miijeku.

Skoro istovremeno sa dobivanjem ENDOTHIA encima, izolirali su u kri-
stalnom obliku i encim iz plijesni M. PUSILLUS (16). Ovaj encim je listo kisela
proteaza, ali neSto termostabilniji od teleéih siriSta. Prisutnost Ca iona u mli-
jeku izrazitije utjefe na ovaj encim nego na telete siriste.

_'Kisela proteaza je i encim iz gljive M. MIEHEI, ali po kemijskom sastavu-
-glukoprotein (17). Neke osobine sirila dobivenih iz gljivica, prikazane su u ta-
blici 3.

Tablica 3.: Neke osobine glavnih tipova sirila dobivenih iz gljivica (15)
Table 3.: Some characteristics of the main types of fungal rennets

Gljiviea: pH izoel. todka: molska masa
ENDOTHIA PARASITICA 40—55 486 34.000—39.000
MUCOR PUSSILUS 4,0—6,0 3,5—3,8 29.000—30.600

MUCOR MIEHEI 4,5 4,2 38.000—41.800

Za sve encimske preparate mikrobioloSkog izvora, napravljen je veliki broj
biokemijskih testova, poznat je i raspored i aminokiselina u mjima, a opisani
su i brojni ogledi upotrebljivosti tih encima za industrijsku proizvodnju naj-
razli¢itijih tipova sira. Razumljivo je, da je prvi uslov za upotrebljivost encima
mikrobiolo§kog izvora potvrda, da gljivica ne proizvodi toksine ili druge po
zdravlje opasne supstance.

Biotehnolo3ki postupci za proizvodnju encima mikrobioloskog izvora

U svijetskoj literaturi nalazimo srazmjerno malo podataka o proizvodnji
encima mikrobioloskog izvora za potrebe sirarstva. U pojedinim ¢lancima dati
su tek $iri podaci, iz kojih lje moguée samo posredno ué¢i u pojedinosti pro-
blema.

Postupak za proizvodnju encima mikrobilo§kog izvora oznadujemo kac
biotehnoloski. To znaéi, da gajimo odredeni mikroorganizam na odgovaraju-
éem supstratu pod povoljnim uslovima. To gajenje moZe biti na povrsini sup-
strata (povrSinsko) ili u samom supstratu (submerzno). Submerzno gajimo mi-
kroorganizme u teku¢em supstratu u posebnim bioreaktorima ili fermentori-
ma, uz stalno mijeSanje i provjetravanje. Po zavrSenom postupku potrebno je
mikroorganizam odvojiti od supstrata i iz njega, razli®¢itim metodama izolacije
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dobiti encim. U biotehnolo$koj proizvodnji encima za sirarstvo, upotrebljavaju
se kao supstrati pretezno $krobne sirovine (pSeniéne mekinje, kukuruzni Skrob,
kukuruzno ili sojino brasno) sa dodatkom odredenih soli, ili sirutka. Tempe-
ratura je skoro uvijek relativno visoka (do 35°C). U potetku fermentacije je
pPH oko 5, a vrijeme fermentacije je do 5 dana (18, 19). Neki podaci sakupljeni
su u tabeli 2.

Tabela 4: Nekoliko podataka o proizvednji glavnih tipova sirila mikrobioloikog izvora
Table 4: Some production data of main types of microbial rennets

Gljiva: Naé¢in gajenja: Substrat: AUTOR:

M. PUSILLUS povrsinski p3eniéne Arima et al, 1967 (11)
mekinje

M. PUSILLUS  submerzno pseniéne Somkuti et al, 1967 (18)
mekinje

E. PARASITICA ? ? Sardina, 1969 (13)

M. MIEHEI submerano kukuruani §krob, Charles et al,
sojino brasno, 1970 (21)
amilaza

M. RENNINUS submenzno kukuruzni $krob Belyauskaite et al,
kazein, soli 1980 (21)

Po zavrSenom fermentacijskom postupku gljivicu otfiltriraju i iz filtrata
izoliraju encim taloZenjem ili ekstrakcijom. Ogledi pokazuju, da je koli¢ina
dobivenog encima, kao i njegova aktivnost, ve¢a kod submerznog uzgoja nego
kod povrSinskog (19).

Opisanim metodama taloZe se razli¢iti encimi od kojih neki, pored sposob-
nosti sirenja imlijeka, imaju i proteolitiénu, lipoliti®nu, ili neku drugu encim-
sku aktivnost, koja negativno utjeée pri proizvodnji ili zrenju sira. Naroéito
negativno ma kvalitet sireva utjede proteolitiéna i lipoliti¢na sposobnost encim-
skog preparata.

Sto se tite moguénosti pojave toksiénosti sirila mikrobiolofkog izvora, koj}
se upotrebljavaju u sirarstvu, sakupljeni su u tablici 5.

Tabela 5: Nekoliko encimskih preparata mikrobiolofkog izvora koji se upotreblja-
vaju u sisarstvu

Tabela 5: Some microbial enzyme preparations used in cheese production

Trgovatko ime: Proizvodaé¢: Izvor:

MEITO Meito Sagyo, Japan MUCOR PUSILLUS

NOUSY RENNENT Meito Sagyo, Japan M. PUSILLUS

EMPORASE Daian]arud Food Lab., M. PUSILLUS
U.S.A.

SURE CURD Pfizer Litd., U.S.A. ENDOTHIA PARASITICA

SUPAREN Pfizer Ltd., U.S.A. E. PARASITICA

FROMASE Wallerstein Co., U.S.A. MUCOR MIEHEI
(Rapidase, France)

MARZYME Miles Lab., U.S.A. M. MIEHEI

RENNILASE Novo Ind., Denmark M. MIEHEI
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Postojanje velikog broja encimskih preparata mikrobiolo§kog izvora, koji
zamjenjuju siriSte iz teleéih Zeludaca, nikako ne znaé¢i da je \dalji razvoj zna-
nja na tom podruéju nepotreban. Naprotiv, u toku su brojna istrazivanja, kako
na podruéju proizvodnje raznih vrsta sireva encimima mikrobiolo§kog izvora,
tako i ma podru&ju biotehnoloSke proizvodnje tih encima. Na tom podruéju su
mogucéa dva razvojna smjera: biokemijske modifikacije encima uz upotrebu
kemijskih i fizikalnih sredstava, ili, druga mogué¢nost, genetske promjene so-
jeva za proizvodnju, odnosno fizioloske manipulacije u toku same fermentacije.

Na prijedlog maSe mljekarske industrije Kemijski institut »BORIS KI-
DRIC« u Ljubljani je zapoteo sa ispitivanjima biotehnoloske proizvodnje en-
cima mikrobiolo8kog izvora za sirarstvo.

Rezultati uvodnih laboratorijskih istraZivanja proizvodnje sirila mikrobioloskog
izvora na kemijskom institutu »Boris Kidri€«

Istrazivanja sa podruéja biotehnologije zapotinju traZzenjem odgovarajucih
mikrobnih sojeva i testiranjem tih sojeva za dobivanje odredenih produkata.
Za na$a istraZivanja izolirali smo i mabavili razli¢ite gljivice iz roda MUCOR.
Sojevi sa oznakom institutske kolekecije (B 153, B 154, B 155, B 156, B 157,
B 160, B 162) su izolirami iz razli¢itih izvora (mlijeko, jogurt, rajéica itd.), tri
soja smo nabavili. Nabavili smo MUCOR PUSILLUS (B 162) i MUCER MEIHEI
Rlizomucor MIEHEI — B 163) u Vsesovjetskoj mikrobioloskoj kolekciji u
Moskvi, a MUCOR PUSILLUS (B 168) u Americi (iz zbirke NRRL, Peoria).

Sve navedene sojeve smo ispitali u fermentacijskom testu.

Gljivice smo gajili u submerznoj kulturi na tresilici i ma temperaturi od
35°C. Supstrat je bio sastavljen iz mlijeka i glukoze (pH = 5). U toku fermen-
tacije pratili smo rast gljivica pod mikroskopom, promjene pH, tezinu suhog
micelija i vrijeme koagulacije milijeka (22). Na osnovu dobivenih rezultata, iza-
brali smo 4 gljivice i to B 155, B 162, B 163 i B 168. Te gljivice smo ponovo
ispitali na supstratu iz pSeni¢nih mekinja, glukoze i obranog mlijeka. Ostali su
uslovi bili isti kao i kod prvog ogleda.

Utvrdili smo, da pH u supstratu, kod veéine testiranih sojeva prvo malo
pada, a kasnije do kraja ogleda raste. Sve testirane gljivice su u supstratu
dobro rasle, a najbolje sojevi B 163 i B 168. Vrijeme potrebno za usirenje mli-
jeka je prikazano u tablici 6.

Tabela 6: Vrijeme sirenja mlijeka (u min.) u toku fermentacije razli¢itim gljivicama
Table 6: Milk clotting times (in min.) during fermentation with different fungi

dani fermentacije

Gljivieca

3. dan 4. dan 5. dan 6. dan
B 155 4 7 38 nad 40*
B 162 29 30 nad 40 28
B 163 4 2 2 1
B 168 28 19 25 5

* Vrijeme sirenja mlijela smo mjerili svake minute prvih 40 minuta
Iz tablice 6 je vidljivo, da gljivice B 155 i B 163 imaju majkraca koagula-

cijska vremena; i to gljivica B 155 do ¢etvrtog dana fermentacije, a kod glji-
vica B 163 su vremena koagulacije sve kraéa do kraja ogleda. Cetvrtog i Sestog
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dana fermentacije, mjerili smo proteolitidnu (22), aminoliti¢énu (23), celulolitié-~
nu (24) aktivnost filtrata i ustanovili da je aminoliti¢na aktivnost niska. Proteo-
litiénu aktivnost smo mjerili samo §estog dana fermentacije i bila ‘je relativno
niska.

Fermentaciju smo ponovili i na miZoj temperaturi (30°C) i to sa gljivicom
M. Pusillus soj B 162 i B 168), koja vaZi za mezofilnu. Pokazalo se, da gljivica
B 162 daje bolje rezultate kod temperature 35°C, a B 168 daje sli¢ne rezultate
1 na 30°C.

Iz rezultata uvodnog istrazivanja moZemo zakljuéiti, da su izabrane glji-
vice za daljnji rad dovoljno aktivne. Ispitivanja se moraju nastaviti u eilju
optimizacije uslova fermentacije, kako u tresenim kulturama, tako i u fermen-
toru. Isto tako treba usavr$iti metode za dokazivanje razli¢itih encimskih ak-
tivnosti, posebno lipolitiéne aktivnosti.

Summary

The aim of the precent article is to precent new knowledge of the bioche-
mical processes during cheese manufacture as well as to give an insight into
eitzyme changes taking place during decomposition of milk proteins. Experi-
mental results and variations of the technological procedure using microbial
rennents in two cheese manufacturing plants of »Ljubljanske mlekarne« are
shown.

A short review of the development of the microbial rennet production in
the world is given. Briefly resuts of fermentation of microbial milk clotting
enzymes in the laboratory of »Boris Kidri¢« Institute of Chemistry are men-
tioned.
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