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SazZetak

U uvodu je ukratko prikazana problematika upotrebe enzima mikrobnog
podrijetla u proizvodnji sireva. U suradnji sa tvormicom lijekova »KRKA« u
Novom Mestu nc Hemijskom instituty »Boris Kidrié« vrie se pokusi submerzne
fermentativne proizvodnje enzima mikrobnog podrijetia uz pomoé gljive Rhizo-
mucor miehei. Prikazane su promjene enzimatskih aktivnosti u fermentacijskoj
komini u tok'u fermentacije u laboratorijskom fermentoru. Sirovi enzimski pri-
pravak je okarakteriziran u usporedbi sa domaéim i uvoznim teleéim sirilom
i sa mikrobnim pripravkom renilaza danske firme »NOVO«, Domaéi enzimski
pripravak ima pogodne osobine za upotrebu u -domaéoj sirarskoj industriji.

Summary

Briefly the problems of the use of microbial rennets in cheese manufactu-
ring are presented. In collaboration with the farmaceutical factory »KRKA«
in Novo Mesto and the »Boris Kidri¢« Chemical Institute in Ljubljana experi-
ments of submerged production of Rhizomucor miehei rennet have been carried
out. Changes of enzyme activities in the fermentation broth during fermenta-
tion in a laboratory fermenter are given. The raw enzyme is characterized in
comparison with a Yugoslav and an Austrian calf rennet and the microbial
enzyme Rennilase, sNOVO«, Denmark. The enzyme preparation has suitable
properties and could be used in cheese production.

Uvod

Veé prije dvije godine, na XXII mljekarskom seminaru u Zagrebu, bili su
prikazani rezultati naSih pokusa proizvodnje enzima mikrobnog podrijetla. Po-
znato je da je standardni i najkvalitetniji enzim za koagulaciju mlijeka jo3
uvijek teleée sirilo koje zbog nedostatka i visoke cijene sve &eS¢e zamjenjujemo
proteolitickim enzimima drugih izvora. Najvainije svojstvo pogodne zamjene
je visoka sposobnost koagulacije kazeina i istovremeno 3to niZa nespecifiéna
proteolititka aktivnost. Ona, naime, katalizira cijepljenje proteinskih molekula
do peptida koji siru kvare organolepti¢ka svojstva i istovremeno, zbog prejake
hidrolize, smanjuju iskoriitenje. Po tim svojstvima telefem sirilu su najbliZe
proteaze gljiva iz roda Khizomucor (Arima, et al, 1967).

* Rad je djelomifno prikazan kao predavanje na XXIV Seminaru za mljekarsku industriju,
Opatija, 1986,
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U na$oj zemlji jo§ nitko ne proizvodi sirilo mikrobnog podrijetla, iako se
u nekim sirarskim pogonima ve¢ upotrebljavaju uvozni pripravci, npr. renilaza
i fromaza. Na Kemijskom institutu »Boris Kidrié« u Ljubljani se, na poticaj
kolega iz Ljubljanskih mljekara, poéelo raditi na istraZivanjima u dobivanju
enzima za sirenje uz pomo¢ gljiva. Zanimanje za taj rad pokazala je i tvornica
lijekova »KRKA« u Novom Mestu koja suraduje u proizvodnji enzima u indu-
strijskom opsegu.

Od prvog izvjeStaja (Cimerman i Kopitar, 1984) na3 je rad osjetno
napredovao. Poslije testiranja mnogih sojeva razli¢itih gljiva i razli¢itih sup-
strata izabran je najefikasniji proizvoda& — gljiva Rhizomucor miehei i opti-
malni supstrat za fermentaciju.

Eksperimentalni dio

U svim pokusima proizvodnje sirila mikrobnog podrijetla upotrijebljena je
gljiva Rhizomucor miehei NRRL 5283 koja u Zbirci Kemijskog instituta »Boris
Kidri¢« nosi oznaku B 196. Gljiva raste na kosom krumpir-glukoznom agaru
kod 35°C, a ¢uva se kod 4°C.

Inokulum za fermentaciju priprema se iz suspenzije spora (5.107 spora/ml) : 2
ml suspenzije spora za inokulaciju 100 ml supstrata. Supstrat sadrzi pSeni¢ne
mekinje sa dodacima (Friedrich, et al, 1985). Fermentacije su izvedene
u 5 ] laboratorijskom fermentoru tvrtke Bioengineering, uz mijeSanje i zra-
Cenje.

Aktivnost koagulacije i proteoloti¢ka aktivnost mjereni su prema Arimi
i suradnicima (1967, 1968). lipolititka aktivnost po metodi Somkutija i
suradnika (1969).

»Specifi¢na aktivnost« je razmjer izmedu koagulacijske i proteoliti¢ke
aktivnosti.

Pri karakterizaciji enzima mjeren je utjecaj temperature, pH i Ca
klorida na aktivnost koagulacije (prospekti firme »NOVO«).

Uz domaéi enzimski pripravak (DEP) upotrijebljeni su slijedeéi enzimi:
— Astra — teleée sirilo

— austrijsko teleée sirilo (Jozef Hundsbichler Reines Naturlab),

— renilaza (Rennilase, Novo, Denmark).

DEP je upotrjebljen kao nekoncentrirani sirovi enzimski preparat (filtrat)
i kao ultrafiltracijom koncentrirani pripravak.

Rezultati
Pregled rezultata fermentacija u laboratorijskom fermentoru
Pratene su promjene u komini za fermentaciju tijekom fermentacije u

5 1 laboratorijskom fermentoru. Rezultat jednog od pokusa prikazan je na
grafikonu 1.
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Grafikon 1. Parametfri submerzne fermentacije kod proizvodnje mikrobnog sirila

Figure 1. Parameters of Submerged Fermentation During the Production of Microbial
Rennet

Legenda:
Legends:

Aktivnost koagulacije (SU)
++= Milk Clotting Activity (SU)

_.. Proteoliti¢ka aktivnost (Ess)
Proteolytic Activity (Egw)

Specifié¢na aktivnost
Specific Activity

— PH
pH

wens ToOpljive bjelanZevine (mg/ml)
Soluble Proteins (mg/ml)

sesss Lipolitiéka aktivnost (ml 0,01 M KOH)
Lipolytic Activity

Iz grafikona 1 vidi se da je proizvodnja enzima (krivulja za jakost sirila)
poéela po prvom danu fermentacije rasti i rasla je sve do kraja 4. dana. Kri-
vulja koja prikazuje nespecifiénu proteolitit(ku aktivnost ima slini smjer,
samo $to na kraju fermentacije jo§ raste. Omjer izmedu koagulacijske i pro-
teolititke aktivnosti (tj. specifiéna aktivnost) mora biti 5to veéi. Taj je razmjer
bio najveéi poslije 48 sati fermentacije, ali je koagulacijska aktivnost bila
jo¥ uvijek niska.

S obzirom na to, najpogodnije vrijeme u datim uvjetima bilo je oko 100
sati (pribliZno 4 dana). '
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Poslije 48 sati pH vrijednosti su po¢ele rasti i poslije 4 dana dostigle su
vrijednosti ispod 7. Zanimljiva je i krivulja koja prikazuje lipolititku aktiv-
nost. Lipoliti¢ka aktivnost je nepoZeljna jer uzrokuje uZeZen okus sira. Pojavi
se prije proteolititke aktivnosti, i njezin se rast prije zavrsi. Lipolititka aktiv-
nost je, u odnosu na koagulacijsku aktivnost, niZa na kraju fermentacije nego
na potetku. Iz vremenske krivulje za pojedina¢ne aktivnosti vidi se da je
bitno pravovremeno zavriiti fermentaciju.

Vaznija svojstva domaéeg enzimskog pripravka

Iz fermentacijske komine filtriranjem je bio pripremljen sirovi enzimski
pripravak. Taj smo pripravak usporedivali sa enzimima koji se upotrebljavaju
u naSim sirarskim pogonima (domaée teleée sirilo, austrijsko teleée sirilo i
danski mikrobni pripravak renilaza). Svojstva smo prikazali uz pomoé tri
parametra: utjecaj temperature, pH i koncentracije Ca®* jona u mlijeku na
aktivnost enzima.

U tablici 1. prikazana je ovisnost vremena koagulacije o temperaturi mli-
jeka u procesu sirenja.

Tablica 1. Vrijeme koagulacije (s) u ovisnosti o lemperaturi mlijeka (°C)
Table 1. Coagulation time (s) in relation to the temperature of milk (°C)

Vrijeme koagulacije
Coagulation Time

DEP
(nekoncentriran) Astra Teleée sirilo Renilaza
Temperatura Laboratery (1:100) (1:100) (1:200)
Temperature PIE;:);::?OB Astra Calf Rennet Rennilase
(Unconcentrated)
25 57 72 70 35
30 31 45 41 24
35 19 32 31 12
40 10 25 26 9,5
45 8 18 0 7.6
50 5 11 10 46
55 4,9 10,5 8 4
60 39 7,5 7.5 4
65 3,3 55 5 0,8
=0 4 5 0,6

Uz dodatak svih enzima, mlijeko se brZe usiri kod poveéane temperature.
Ako pogledamo promjene u vremenu koagulacije, vidimo da su kod obi¢no
upotrijebljenih temperatura od 30 ° do 35 °C najveée razlike kod renilaze (skra-
¢enje za oko 50%) i kod naSeg enzimskog pripravka (skraéenje za oko 40%o).
Najmanja razlika je kod austrijskog pripravka (24%). To znadi da s poveéa-
njem temperature najvie moZemo utjecati na aktivnost mikrobnog sirila.
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Na grafikonu 2 prikazan je utjecaj pH vrijednosti mlijeka (u rasponu od
6 do 7) na relativnu aktivnost sirila. Relativhu aktivnost izratunali smo s
obzirom na aktivnost kod pH = 6,5, koja je uobiajena kod analiza, i uzeli smo
je kao 100%, Sva mjerenja obavljena su pri temperaturi od 35 °C.
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Grafikon 2. Utjecaj pH vrijednosti mlijeka na aktivnost koagulacije
Figure 2. Effect of the pH Values of the Milk on Milk Clotting Activities

Legenda:
Legends:

Domaél enzimski pripravak (DEFP)
— . Labonatory Enzyme Preparation (DEP)

Astra-teleéi enzim
e Astra-Calf Enzyme

oo Austrijski teleéi enzim
Austrian Calf Enzyme

--=-= Rennllase, Novo
Rennilase, Novo

Iz grafikona 2 vidi se da je aktivnost sirila veéa 3to je ni%a pH vrijednost
mlijeka i obrnuto, Utjecaj pH je kod naSeg pripravka vrlo izrazit, krivulja je
sliéna krivulji za uvozno teleée sirilo, ali se aktivnost renilaze sa pH vari-
jacijama u mlijeku najmanje mijenja.

Utjecaj koncentracije dodatog Ca-klorida na aktivnost mlijeka prikazan
je na grafikonu 3. Mlijeku je dodano od 0 do 110 mg CaCl,/100 ml mlijeka.
Od svih primjera, vrijeme koagulacije je bitno duZe kod mlijeka bez dodatka
CaCl,. Ako se uzmu u obzir samo potetne i konatne vrijednosti, moZemo reéi
da smo dodatkom kalcijeva klorida najviSe skratili vrijeme usirenja kod oba
mikrobna pripravka. Dodatak CaCl, je najmanje utjecao na aktivnost teleéeg
sirila.
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Grafikon 3. Utjecaj CaCl, u mlijeku na aktivnost koagulacije
Figure 3. Effect of CaCl,; of the Milk on Milk Clotling Activities

Legenda:
Legends:

—— Domadéd enzimski pripravak (DEF)
‘Lahoratory Enzyme Preparation (DEP)
s AStra-teleél enzim
Astra-Calf Enzyme

w—=u=- Austrijski teleél enzim
Austrian Calf Enzyme

Svi prikazani rezultati slaZu se sa podacima iz literature o svojstvima mi-
krobnog sirila. Potvrdili smo ih i pokusima sirenja u industrijskim pogonima.

Upotreba domaéeg enzimskog pripravka u sirarskim pogonima

Uvjeti kod upotrebe domaceg enzimskog pripravka u sirarskim pogonima
sabrani su u tablici 2.

Kod sirenja mlijeka sa niZom temperaturom i niZim stupnjem kiselosti
i sa nizom koncentracijom Ca2?* iona u mlijeku, morali smo dodati veéu koli-
¢inu enzima nego u pogonima gdje usiruju mlijeko kod visih temperatura, veée
kiselosti i sa veéom koncentracijom Ca2?t iona.

Odnos izmedu koli¢ine mlijeka i koli¢ine enzima kojima moZemo usiriti
mlijeko u velikoj mjeri ovisi o uvjetima sirenja. Organoleptié¢ka svojstva sireva
proizvedenih sa na%im pripravkom vrlo su pogodna u odnosu na proizvode
uobiajene proizvodnje. IstraZivanja nastavljamo u smjeru poboljSavanja ia-
¢ine nafeg enzima, Uvjereni smo da éemo poboljSavanjem uvjeta uzgoja i po-
stupaka za izolaciju i koncentriranje enzima dobiti jo§ pogodniji enzimski
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pripravak. Radimo i na poboljSavanju proizvodnih sojeva uz pomoé modernih
genetskih metoda.

Zakljugak

Ukratko moZemo reéi da je domaée mikrobno sirilo po svojstvima vrlo
sli¢éno uvoznom enzimskom pripravku »Rennilase« i drugim komercijalnim pri-
pravcima i da su date sve moguénosti da se pripravak moZe industrijski pro-
izvoditi u najkraéem vremenu.
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U znak priznanja za doprinos aktivnostima nauénika iz oblasti mikrostruk-
ture hrane, prof. dr. M. Cari¢, Tehnoloski fakultet, Novi Sad, je izabrana u
Uredni¢ki odbor medunarodnog &asopisa »Food Microstructure«. Izbor je izvr-
Sen na Medunarodnom godi$njem skupu u New Orleans-u, Louisiana, SAD.

U maju 1987. godine ée se odrZati nauni skup o mikrostrukturi hrane, u
Hamilton-u, Ontario, Canada.

Sve informacije o ovom skupu, kao i o &asopisu, mogu se dobiti direktno
od prof. dr. M. Carié.

Dr. Miloslav Kalab
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