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Sažetak 
Autori iznose nova saznanja o biokemijskim procesima na području pro

izvodnje sira kao i prikaz encimatskih procesa koji se odigravaju prilikom 
razgradivanja mlječne bjelančevine. Predloženi su rezultati rada i vođenja 
tehnoloških postupaka kod kojih je upotrebljavano sirilo mikrobiološkog izvo
ra, u dva sirarska pogona Ljubljanskih mlekarni. Referat obuhvaća i kratak 
pregled historijskog razvoja dobivanja proteolitičnih encima mikrobiološkog 
izvora u svijetu. 

Prikazani su rezultati rada s područja bikrobiološkog izvora na Kemij
skom institutu »BORIS KIDRIČ« u Ljubljani. 

Mlječna bjelančevina 
iMlječni piroteini sadrže 19 raz'Mčitih aminokiselina, od Ikojih svaka ima 

svoje apecifilone karakterisltike. Međusobno (aminokiseldne) su povezane pep-
tidnom vezom u polipeptide. Različita struktura polipeptidnih lanaca je uzro
kovana irasporedoim pojedinih amindkiseiliina, kao i Ibrojnoišću li vrstom prisut
nih amiinolkiseMna. Na osnovu toga razlikuj eimo —a, —'ß i k-ikazein. Kazeinski 
kompleks je izgrađen iz aglomerata frakcilja —a, —ß, —Ö i ik- kazeina u odno
su (po K i r c h m e i e r-u) 9 : 4 : 1 : 3 . Više kazeinskih kompleksa se međusobno 
povezuju pomoću Ca-iona i Ca-fosfata u submicele i veće micele u obliku 
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Slika 1: Povezivanje kazeinskih frakcija u aglomerate 
Figure 1: Binding of casein fractions into agglomerates 

micele 

* Refenat je bio u skraćenom obliku objavljen na XXii seminaru za mljekarsku indu
striju u Zagrebu, 8. 2. 1984. 

** Prilikom eksperimentalnog rada sudjelovali su: Mr dipl. ing. Jožioa Friedrich 1 dipl. 
biol. Nina Gunde-Cimerman 

*•* Rezultate iz proizvodnje su pribavili: dipl. ing. Vera Stefanec, Silvo Korošec i Marijar 
Knezič 
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loptice. Lopitica kazeinskog micela broji 7.000 do 10.000 pollipeptidnih lanaca 
i pri tome je 10 puta manja od loptica (kapljica) mlječne masti. Veličina loptice 
se kreće između 10 i 16 nm (1 nm = 1/1.000.000 mm). (SI. 1) 

Frakcije kazeina se jako razlikuju po topivosti i osjetljivosti prema 'kal
ciju. (Tab. 1) 
Tablica 1: Karakteristike kazeinskih frakcija 
Table 1: Characteristics of casein fractions 
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Kazeinski miceli su građeni po određenoim principu, K-ikazein se, po mo
delu, nalazi uglavnom na površini micela. Negativno naelektrizirani Mdrofilni 
dio tzv. glukomakro peptid, je usmjeren prema spoiljnjoj strani kazeinskog 
micela. 

Kazeinski miceli isu u početiku okruženi hidrofilnam opnom (vodena opna) 
koja predstavlja ujedno zaštitnu opnu. Odgovorna je i za fini rasp'ored kazeina 
u mlijeku. Hidratna opna nastaje zbog hidrofilnih osobina k-kazeina i naelek-

odni plašt 

glukomakropeptid 

Slika 2: Shema kazeinskog micela 
Figure 2: Scheme of a casein micelle 
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t r iz iranost i n a površ in i micala, kao i zbog ddpolnog s tanja molökula vode. Ja
činu h id ra tne opne određuju pH kao i sastav soli u ml i jeku — reguliraju spo
sobnost mlijeka da se usiri. 

Biokemijski procesi, koji nastaju kod djelovanja sirišta na mlječnu bljelančevinu 

Razlikujemo 3 faze za vr i jeme djelovanja sirišta na mlječnu bjelančevinu: 
— p r i m a r n a — encimska faza, 
— s e k u n d a r n a — koagulaci jska faza, 
— terc i ja rna — skupl jan je (sinereza). 

PRIMARNA — encimska faza: 
— odvajanje hidrofillnog 'dijela (-gilukomakroipeiptdda od k-ikazeina) 
— odvaijainje negativno naelektri-ziirane gruipe, 
— iodvanje hiidratne opne. 
SEKUNDARNA — faza koagulacije 
— međusobnio povezivanje kazeinskih miicela 
— formiranje lanaca na osnovu elektrostatičkog privlačenja 
— povezivanje lanaca u 'trodimenzlionalnu mirežastu strukturu 
— stvaranje sirišne galerte. 
TERCIJARNA faza (silnereza): 
— kontrakcija kaizeimskilh vlakana (lanaca) 
— spontano odvajianje sirutke. 

P r i m a r n a faza započinje odmah nakon stavljanja sirišta u mlijeko. Odvaja
nje g lukomakropep t ida je u početku najbrže, kasnije se proces usporava . Pr i roda 
veze među para-ikHkazeinom i makropept idom NPN je bila p r e d m e t dugogo
dišnjih in tenzivnih ispi t ivanja . D e l f o u r i suradnici dokazuju, da je veza 
koja se hi'drolizira odmah po 'djelovanju sirišta na k -kaze in pep t idna veza iz
među aminokisel ina feni la lanina i metioniina (Phe-Met). (Slika 3). 

K-KAZEIN 

SIRISTE 

PARA - K - KAZEIN KAZEIN PEPTID 
I S / I 

H,N LEU-SER - F E N ( M E T -AU-IZOL-PRO..yAL-OH 

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

Pepltidna veza između feni la lanina i metionina (Phe-Met) je mnogo osjet
ljivija za proteol i t ske encime od bilo koje druge veze u pro te inskom s is temi 
mlijeka. 
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Dokazano je da i sam raspored, Ikako isekvence itako i vrsta aminokiseilina, 
jako uitjeiču na cijepanje sirištem. 

SEKUNDARNA FAZA — ndlijelko ne koagu'lira dok Ibar 86—88"/o encim-
ske faze nije pro'telklo. Povezivanlje micela počinje kada je ičalk 97"/o k-kazeina 
hidroliziranog. (SI. 4) 

1. hMratantna opni 
2. glikotnakropepti«! 
3. za Ca osjetljiv ai0k kazeina 
4. drug« za Ca otj«gljive fraftciic 

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

TERCIJARNA FAZA — micelni lanci se isprepliću u mrežu koga u svojin 
šupljinama zadržava vodu, suipstance rasitopljene u vodi i kapljice im'asti. Svje
že usireno mlijeko ima tenldenciju iskraćivanja veza između imicela, povećanjž 
brojia veza i isamim tim idolazi do veće stabilnosti Ikompleksa. Sirutka se isti
skuje iz kazeiinske imreže — SINEREZA. (Slika 5). 

Slika 5: Slika trodimenzionalne mreže koaguluma 
Figure 5: Scheme of tridimensional milk coagulum i 

Encimi koji koaguliraju mlijeko 

Više od 6.000—5.000 godina pred novom erom, su lovci i nomadi iz Mak 
Azije i Arabije upotrebljavali želuce svježe zaklanih životinja za sirenje mlije 
ka. Dakle, više od 7.000 godina dugu tradiciju ima sirarstvo, i što je najvažnije 
osnove sirarstva su ostale iste kao i potreban materijal: mlijeko, sirarske kul 
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ture, isirište. Razvojem prehraimbene ifculture raste i ipotreba za dobrima svih 
vrsta. Da bi se tim potrebama udovoljilo moralo se početi s organiziranom pro
izvodnjom prehrambenih dobara. Gddine 1874. u Danskoj K r i s t i a n H a n-
s e n, započinje prvi linduistrijs/ku proizvodnju sirista iz telećih želudaca. Takvo 
sirište damiinira cijeflih 90 godiina u sirarstvu. Po druigoj strani, zadnjih 20 go
dina, m'ljočna industrija bilježi vrftaglav porast potražnije njenih proizvoda. Na 
žalost, (mogućnost veće isiporu'ke telaidi i samim 'tim iproizvodnja isirišta, je sve 
manja. Već 60-ftih godina 'mogao se je naslutiti nedioiäta'tak sirišta, što je bio 
direktan povod za traženje novih (rješenja. Taiko isu se nlpr., počela koiriistiti 
sirista drugih živoitinja, isirila baljnog porijekla, ali i encimi imikrobiološkog 
izvora. Istraživanlja, sa cilljem pronalaženja adekvaltne zamjene za encim tele
ćih želudaca su brojna i daju kako dobre, tako i loše rezultate. 

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

P R O T E A Z E 

Ž I V O T I N J S K O G I Z V O R A B I L J N O G IZVORA MIKROORGANIZAMA 

teleće sii'ište papalin gljive: 
goveđi pepsin föcin MUCOR PUSILLUS 
svinjski pepsin bromeilelin MUCOR MIEHEI 
kokošji pepsin ENDOTIA PARASITICA 
tripsin BAKTERIJE: 
himotripsin BACILLUS CEREVS 

BACILLUS POLYMYXA 

Među nabrojenim mogućim izvorima sirišnih encima, imalli je broj itakvih, 
koji se mogu upofcrehitti u sirarskoj induistriji. Prijedlog tih encima je dat u 
drugom dijelu ovog referata. Industrija ih je u početku držala u fazi Eksperi
mentalne upotretoe, ali velć 1976. gddine, 25 /̂0 količina sirila upotrebljenog u 
svijetu, pokiriva Isiirilo mikrobiološkog izvora. 

Danas se u SAD već upotrebljava više od GC/o mikrobiološkog sirila. S 
druge strane, u Erancuskoj, koja je do nedavno proizvodi'la viškove sirista, 
koja gaji u neku rukiu »KULT S I R I S T A « , baca se anatema na isva druga sred
stva za koagulaciju. 

Još energičnije, na novi val sirila odgovara Nizozemska, gdje upotreba 
drugog sirila, osim iz telećih želudaca, nije dozvoljena. Upotrebu nekog dru
gog isirila imože odobriti samo vlada. 

Odmah sa pojavom zamjena za klasično sirište, imoralo se prisltupiti izradi 
metoda za dokazivanje tih zamjena u proizvodima (^iru). Komisija koja bi mo
rala izjgraiditi ite metode za identifikaciju upotrebljenog sirila, formirala se je 
već 1960. prilikoim lauBreta na međunarodno;m mijekarsikom udruženju u Mo
skvi. Zadatalk je povjeren komisiji B (Commiision for technology and enginee
ring), ikoju je vodio P. J. de K o n i n g (NIZO). 

Suština zadataka te komisije je bila uvesti analitičke metode za kvantita
tivno i kvalitativno dokazivanje prisutnosti jedne ili više zamjena za encim: 
identifikacija itipa sirila u siru; razvoj brze kemijske metode za obrađivanje 
tipa sirila; praktična primjena aiirisnih zamjena u sirarstvu. 
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m 
Slika 6: Eletroforezogrami na poliakrilamidnom gelu (kapa — kazein) 
Figure 6: Electrophoretic patterns on poly aery lami de gel (k — casein) 

Sedam godina Ikasnije, P. J. d e K o n i m g već opisuje meitoide i irezultate 
rada svoje komisije. Siriš'te vrlo dolbro dokazujiu aimilaznim testom, kojim je 
dohro vidljiva razlika dzmeđu sirišta životinjis'koig i isirila mikrobiološkog izvo
ra. Razlika se imože ustanoviti pomoću elektroanalize. (Slike 6 i 7) 

^ 

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

Radom koimisije je odmah na samoim početku uvođenja zamjena za encim 
omogućen pregled nad upotrebom tih zamjena u sirarstvu, čime je isključena 
mogućnost bilo kakvih malverzacija. 

Kako je sa tim u Jugoslaviji 

Proces uvođenja zamjene za sirište nas se je i te kako ticao, jer smo među 
prvima osjetili nedostatak teladi i s tim prijetnju da nećemo imati dovoljno 
sirišta iz telećih želudaca. Prof. Š i p k a (i saradnici objavljuju rezultate za
pažanja prilikom upotrebe »RENILAZE« u proizvodnji trapista, kačkavalja i 
belog sira u kriškama. Ogledi su vršeni 1971. i 1972. godine, a rezultati objav
ljeni u »MLJEKARSTVU« januara 1973. 
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sirište 

pepsin 

mješani enzimski preparat 

enzimski preparat firme Pfizer 

Slika 8: Elektroforezogram (na papini) enzima, koji koaguliraju mlijeko 
Figure 8: Paper eletrophoretic test of milk cloting enzymes 

Ljubljaniske mileikarne su gold, 1972. započele pokusnu (proizvodnju sira, za 
čije sirenlje je uipatrebljeno .sirilo milkrobioiloškog izvora. Proizvodnja je tekla 
tako, da je u dva kotla dato isto mlijeko, s tim da je mlijeko u jednom ikotlu 
sireno airištem iz telećih želudaca, a u idrugom sirilom ^mikroMološkog izvora. 
Dodato sirište iđmo italko doziraili, da je vrijeme usirenja bilo jednako — oko 
30 minuta. Koagulluim je u Ikotlu s dodatikom mikrobidloškog sirila bio mekši i 
kod obrade ikoaguluma stvarao se sirni prah. Nakon mjesec dana ocijenili smo 
sireve i senizoirično. 

Sirevi — uisireni sirištem iz telećih želudaca, imali su itipioan izgled na 
presjeku 'kao li tipične senzarične osobine. 

Sirevi — usireni sirilom mikrobiološkog izvora, nemaju na presjdku lijepe 
rupice, ruipice su gušće (broj rupica je veći), imale su, nepravilno raspoređene, 
tijesto je bilo mazive konzistencije, okus netipičan i pomalo ikiseo. 

Naša zapažanja ismo prenijeli proizvođaču m,ikroibialoškQg sirila i mora
mo priznati da su nam iposlali korisna uputstva za sirenje njihovim sirištem: 

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

Pridržavajiući se tih uputstava, dobili smo sireve istog kvaliteta kao što 
su sireVi rađeni klasičnim sirištem. Opisana probna proizvodnja je tekla u si-
rari Kočevje (pogon Ljuibljansikih miekarni), gdje je proizveden sir gauda. 
Istovremeno smo proizvodili i 'tvrdi sir tipa grojer, ali u drugoim pogonu Lju-
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bljanskih imielkarni, u sirari Velike Lašče. I ovdje nam je isiriilo imi'krobialaškog 
izvora dale lijepe rezultate nakon pridržavanja već gore opisanih uputstava: 
upola manja doza sirila (mikrobiološkog izvora, kao i usporena obrada koagu-
luma te produžavanje faze predsirenja. Takav sir je 'bio istog kvaliteta kao 
i sir izrađen sirištem iz telećih želudaca. 

Nakon što je izašao novi pravilnik godine 1983. u ikojem se dozvoljava 
upotreba sirila 'milkrobiološkog izvora, poceili smo to isirilo uvoditi u redovnu 
proizvodnju sira. Najviše ga uipoltrebljavamo kad nemamo iprdblema sa kvali
tetom imlijeika. 

Upotrebljavamo (trenutno dvije ivrste sirila imikroibiološkog izvora. U radu 
kao i kvaliteti sira nije vidljive razlike među tim sirilima. U proizvodnji tvr
dog sira » L A Š C A N « U Velikim Laščama, gdje smo zadnjih m'jeseci sistematski 
vodili ;tehnološlke postupke po najstrožijim normama, dolazimo do slijedećih 
rezultata: 

— nešto manje doziranje sirila mikrobiološkog izvora u odnosu na klasič
no isirišite; 

— ipotrebno je tehnololški postupak prilagoditi, jer je faza lusirenja imikro-
biološlkim sirilom brža; potrebno je produžiti fazu učvršćivanja grude 
lod usiren'ja do irezan'ja, odnosno usitnjavanja grude. Predsirenje traje 
da'Me imalo vliše vremena; 

— dbzirom na to, važno je doziranje kultura, da postignemo odgovarajući 
pH; 

— time sprelčavamo stvaranje praha, zadržavanje sirutke i teškoće kod 
zjrenja isira; 

— za vrijeme zrenja, s tako prilagođenom tehnologijom, nismo opazili ni
kakvih promjena u odnosu na isireve proizvedene sirištem liz Itelećih 
žeiluldaca. Kvaliitet isira je bio u istim fazama isti, kao i kvaliteit sira 
iparalelno usirenog klasičnim sirištem; 

— nlilkakve neprijatne niti tuđe okuse nismo imog'li 'uitvrditi kod sireva 
(proizvedenih sirilom imikrobioiloškog izvora; 

— prevelike doze sirila prouzrdkuju velike greške, za vrijeme usirenja 
(cijeđenje sirutke pred rezanijem grude, stvaranje ipraha za vrijenne re
zanja), teškoće kod oblikovanja i stiskan,ja sira kao i nepravilan izgled 
zrelog sira, gusta i rastrgnuta rupičavoat, mazivo tijesto; okus sira je 
neikarakterističan i jako gorak. 

Danas naši sirari radije upotrebljavaju sirilo mikrobiološkog izvora nego 
sirište iz telećih žoludaca. Vide prednost u izvanrednoj 'čistoći tog sirila, u 
upola imanje upotreibljenoj ikoličini, kao i u nižoj cijeni. Prebrodili ismo i pre
drasude o poslljeidicama produženog iproteolitičkog učihka kod proizvodnje tvr
dih sireva s dužom fazom zrenja i to baš zadnjim iproizvodnim koracima u 
proizvodnji sira » L A Š C A N « U isirani Velike Lašče. Nikakve irazlike nismo opa
zili niti na presjdku niti na Ikonzisitenciji i okusu sireva proizvedenih sirilom 
miiknobioldškog izvora. 

Navedimo još jeidan podatak, za bolju orijentaciju u iprostoru i vremenu, 
u odnosu na upotrebu sirišta u Slovenijii: prema podacima iz »PROGRAMA 
RAZVOJA MLJEKARSKE INDUSTRIJE U SLOVENIJI OD 1976.—1985.«. 
biti će prerađeno 80.000.000 litara m/lijeka u sir godišnje. Ako računamo po 
3 dkg sirišta na 1.000 litara mlijeka, doMti ćemo godišniju upotrebu od 2.400 kg 
sirišta. 

170 Miekarstvo 34 (6) 1984. 



Odllu'čimo li se za upotrebu miilkroibMoskog sirišta, postavlja se pitanje d£ 
li je bolje uvoziti srazmjerno skupe encimđke preparate, ili tražiti puteve za 
domaću proizvodnju sirila mikrobiološkog izvora. 

Razvoj ideje o upotrebi proteolitičnih encima mikrobiološkog izvora kao 
zamjene za sirište iz telećih želudaca 

U vrijeme, kada se ipočelo intenzivno razmišljati o zamjenama za sirište 
iz telećih želudaca, iproizvodnja antibiotika je već usmjerila irazvoj imoderne 
biotehnologije, to jest imduatrijske proizvodnje određenog proizvoda, pomoću 
mikroorganizasma. Zato je razumljivo, da su se naučnici u svom traženju za
mjena iza (klasično sirište, osvmülii i na mikroorganizme za ikoje je već tada 
bilo znano, da su nepresušan izvor näjrazlicitijih proizvoda: kiselina, encima 
itd. Nije slučajno ni to, da su među prvima započeli istraživanja na tom pod
ručju ibaš Japanci, Ikada (se izna da su imali u razvoju tehnoloških pu^tupaka sa 
gljivicama, već dugu tradiciju i iskustvo. Prvi, industrijiski proizvedeni i prak
tično uipoitreMjen encim »takadiastaza« produkt gljive ASPERGILLUS ORY-
ZAE pojavila se na zapadnom tržištu već 1896. godine (10). Šezidesetih godina 
japanski mikrobiolog A r i m a sa svojim suradnicima istražuje 381 vrstu bak
terija i 540 vrsta gljivica sa ciljem proizvodnje adekvatne zamjene za sirište 
iz tolećih žekiidaca (11). Od svih testiranih mikroorganizama, proteolitični en
cim gljive MUCOR PUSILLUS je najbliži po svojim osobinama sirištu iz tele
ćih želudaca. Zanimljivo je da je Danska firma »NOVO«, koja je danas najveći 
proizvođač encima za industrijsku upotrebu i koja proizvodi sirilo mikrobiolo
škog izvora, prošle godine ustanovila tzv. biotehnološku nagradu u visini 
150.000 idanskih kruna. Ta nagrada bi se svake treće godine dodijelila za izvan
redne zasluge na području biotehnologije. Prvu nagradu je dobio baš prof. 
A r i m a zrbog svojih velikih uspjeha na području mikrobiologije i industrijske 
encimologije (12). 

Drugi naučen jaci su u. priiMižno isto vrijeme, ispitivali druge vrste glji
vica. Među njiima su, zbog osobina encima koje proizvode, dobile praktičnu 
primjenu samo tri. Pored već navedene gljivice MUCOR PUSILLUS, još EN-
DOTHIA PARASITICA I MUCOR MIEHEL 

Gljivicu ENDOTHIA PARASITICA su istraživali najviše Amerikanci tako 
da ju je firma PFIZER patentirala već 1967. godine za komercijalnu proizvod
nju sirila imikrotoiološkog izvora (13). 

Zadnji se pojavio na tržištu sirišni encim iz gljivice MUCOR MIEHEI, 
iako su Danci već 1965. počeli testiranje termofilnih (mikroorganizama, koji 
razgrađuju kompost, da bi našli odgovarajuće mikroorganizme za proizvodnju 
z a m j e n a za sirište iz telećih želudaca (14). 

Napomenuti moramo, da je u to vrijeme bilo napravljeno dosta pokusa i 
sa bakterijskim proteolitičnim encimima. O bakterijskom encimu, koji ima 
slične osobine sa telećim sirištem, mogu se naći podaci koji datiraju s početka 
ovoga vijeka. Ma da, moramo naglasiti, tada još nisu mislili na upotrebu tih 
encima u sirarstvu. 

Englezi su u toku rata (1944.) patentirali postupak za proizvodnju sira 
pomoću sirišnih preparata iz različitih vrsta roda BACILLUS-a. Kasnije su 
neke bakterijske encime ispitivali i u sirarstvu. Ispitivali su, najviše, encimc 
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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 oče
kivanja kao izamjena za teleće sirište. Još uvijek su u toku 'istraživanja ba!kte-
rijäkih encilma, aili izgleda da isu ti encimi protealitiöki prejaki, kao i da teh
nike njihovog doibivanija nisu )do kraja .usavršene. 

Ako se još ĵeidnom vratiimo na tri gilavne sikupine encima iz ,gore navede
nih gljivica, koje se danas upotrebljavaju u sirarstvu, treba reći da su encimi 
bjeilančevine imanje illi više znane ^Strukture i saistava, za Ikoje važe sVi fizikalni 
i kemiijis'ki zalkani ikao (i za ostale (bjelančevine lu prirodi. 

Endiim iz gljive ENDOTHIA PARASITICA je bio izoliran u kristalnom 
obliku odmah poslije otkrića (13). To je termolatoiLna kisela proteaza koja je 
manje osjetljiva na pH substrat od te^lećeg sirišta ii manje osjetljiva na koncen
traciju Ca iona u mlijeku. 

Skoro istovremeno sa dobivanjem ENDOTHIA encima, izolirali su u kri
stalnom obliku i encim iz ipllijesrti M. PUSILLUS (16). Ovaj encim je listo ikisela 
proteaza, ali nefšto tenmostabilnilji dd telećih s'irišta. Prisutnost iCa iona u mli
jeku izrazitije utječe na ovaj endim nego na teleće Bii*ište. 

Kisela proteaza je i encim iz gljive M. MIEHEI, ali po kemijskom sastavu-
-glukopratein (17). Neke osobine sirila doibivenih 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 

Gljivica: ipH izoel. toöka: molska masa 
ENDOTHIA PARASITICA 
MUCOR PUSSILUS 
MUCOR MIEHEI 

4,0—5,5 
4,0—6,0 
4,5 

4,6 
3,5-
4,2 

-3,8 
34.000—39.000 
29.000—30.600 
38.000—41.800 

Za sve encimske preparate mikrobiološkog izvora, napravljen je veliki broj 
biokemijskih testova, poznat je i raspored i aminokiseüina lu njiima, a opisani 
su i broljni ogledi uipotreibljlivos'ti tih encima za industrijsku proizvodnju naj-
različiitijih tipova sira. Razumljivo je, da je prvi luislov za upotrebljivost encima 
mikrobioHdšlkog izvora potvrda, da gljivica ne proizvodi toksiine ili druge po 
zdravlje opasne supistance. 

Biotehnološki postupci za proizvodnju encima mikrobiološkog izvora 

U svjetskoj literaturi nalazimo srazmjemo malo ipodataka o proizvodnji 
encima mikrobiološkog izvora za potrebe sirarstva. U pojedinim člancima dati 
su teik širi pddaći, iz kojih je moguće samo posredno ući u ipojedinos'ti pro
blema. 

Postupak za proizvodnju encima mikrobiloškog izvora označujemo kao 
biotehniološki. To znači, da gajimo određeni mikroorganizam na odgovaraju
ćem supstratu pod povoljniim uslovima. To gajenje može biti na površini sup
strata (površinsko) ili u samom supsitratu (submerzno). Submerano gajimo mi
kroorganizme u tekućem supstratu u posebnim biorealktorima Ili fermentori-
ma, uz iStalnio miješanje i provjetravanje. Po završenom postupku potrebno je 
mikroorganizam odvojiti od supstrata i iz njega, različitim metodama izolacije. 
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dobiti encim. U b'iotehnološfcoj proizvodnji enciima za s i rarđtvo, upotrebljavaju 
se kao isuipstrati p re t ežno S todbne isirovine (pšenične imekinje, kukuruzn i škrob, 
kukuiruzno ili soj ino Ibrašno) ,sa do'datko>m određenih sioli, ili s i rutka. Tempe
r a t u r a 'je skoro luVije'k relaltivno visoka (do 35"C). U ipočeiiku fermentaci je je 
pH oko 5, a vr i jeme fermentac i je je do 5 d a n a (18, 19). Ne^ki podaci sakupljeni 
su u tabeli 2. 

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

Gljiva: Način gajenjia: Suibstrat: AUTOR: 

M. PUSILLUS površinlski 

M. PUSILLUS subrnerzno 

E. PARASITICA ? 
M. MIEHEI submeDzno 

M. RENNINUS submenzno 

A r i m a et al., 1967 (11) 

S o m k u t i et al., 1967 (18) 

psemone 
mekiinje 
pšenične 
mekiinje 
? S a r d i n a , 1969 (13) 
kukuruzni škrob, C h a r l e s et a'L, 
sojlno brašno, 1970 (21) 
amilaza 
kulfcuruznli skrdb B e l y a u s k a i t e et al., 
kazein, isoili 1980 (21) 

Po završenom fenmentaci jskom pos tupku gljivicu otf i i t r i raju i iz fi l trata 
izoliraju encim taloženjem ili ekstrakci jom. Ogledi pokazuju , da je količina 
dobivenog encima, ikao i n jegova aktivnost , veća kod submerznog uzgoja nego 
kod povi^šinskog (19). 

Opisanim m e t o d a m a talože se različiti encimi od kojih neki , pored sposob
nosti s irenja imlijeka, imaju i prateolliti'čnu, lipoiliti'čnu, ili neku idrugu encim-
sku akt ivnost , koja nega t ivno utječe pr i proizvodnji ili zrenju sira. Naročito 
negat ivno n a kvailitet s i reva utječe proteol i t ična i l ipoli t ična siposobnost encim-
sfcag p repa ra ta . 

Sto se tiče mogućnost i pojave toksičnosti sirila mikrobiološlkog izvora, kojfi 
se upotrebl javaju lu s i r a r s tvu , sakupl jeni su u tablici 5. 

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

Tabela 5: Some microbial enzyme preparations used in cheese production 

Trgavaoko ime: Proizvođač: Iizvor: 

MEITO 
NOUSY RENNENT 
EMPORASE 

SURE CURD 
SUPAREN 
FROMASE 

MARZYME 
RENNILASE 

Meito Sagyo. Japan 
Meito Sagyo, Japan 
Dalrylanid Food Lab., 
U.S.A. 
Pfizer Utd., U.S.A. 
Pfizer Ltd., U.S.A. 
Wallerstein Co.; U.S.A. 
(Rapidase, France) 
Miles Lab., U.S.A. 
Novo Ind., Denmark 

MUCOR PUSILLUS 
M. PUSILLUS 
M. PUSILLUS 

ENDOTHIA PARASITICA 
E. PARASITICA 
MUCOR MIEHEI 

M. MIEHEI 
M. MIEHEI 
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Postojanje velikog broja encimskih preparata mikrobiološkog izvora, koji 
zamjenljuju sirište iz teleöih želudaca, nikako ne znači da je dalji razvoj zna
nja na /tom pddiručjiu nepotreban. Naprotiv, u toku su brojna istraživanja, kako 
na podru'čjiu proizvodnje raznih vnsta sireva encimima nnikrobidloškog izvora, 
tako i na području bioteibnoloake proizvodnje tih encima. Na itoim području su 
moguća dva irazvojna smjera: biokemijske modifikacije enciima uz upotrebu 
kemijskih i fizikalnih sredstava, ili, druga mogućnost, genetske promjene so
jeva za proizvodnju, odnosno fiziološke manipulacije u toku same fermentacije. 

Na prijedlog naše mljekarske industrije Kemijski institut »BORIS KI-
DRlC« u Ljiubljani je započeo sa ispitivanjima biotehnoilaške proizvodnje en
cima mikrobiološkog izvora za sirarstvo. 

Rezultati uvodnih laboratorijskih istraživanja proizvodnje sirila mikrobiološkog 
izvora na kemijskom institutu »Boris Kidrič« 

Istraiživanja sa područja biotehnologije započinju traženjem odgovarajućih 
mikrobnih sojeva i testiranjem tih sojeva za dobivanje određenih produkata. 
Za naša istraživanja izolirali smo i nalbavili irazličite gljivice iz roda MUCOR. 
Sojevi sa oznsdkoim institutske kolekcije (B 153, B 154, B 155, B 156, B 157, 
B 160, B 162) ISU izolirani iz raz/ličitih izvora (m'lijelko, jogunt, irajčica itd.), tri 
soja smo nabavili. Nabavili smo MUCOR PUSILLUS (B 162) i MU CER MEIHEI 
Rlnzoviucor MIEHEI — B 163) u Vsesovjetskoj 'mikrobiološkoj kolekciji u 
Moskvi, a MUCOR PUSILLUS (B 168) u Americi {iz zbirlke NRRL, Peoria). 

Sve navedene sojeve smo ispitali u fermentacijisfcom testu. 
Gljivice smo gajili u aubmerznoj kulturi na itresilici i na temperatuiri od 

35"C. Supstrat je bio sastavljen iz mlijeka d glukoze (pH = 5). U toku fermen
tacije pratili smo rast gljivica pod mikroskopom, promjene pH, težinu suhog 
micelija i vrijeme koagulacije imlijeka (22). Na osnovu dobivenih rezultata, iza
brali smo 4 gljivice d to B 155, B 162, B 163 i B 168. Te gljivice ismo ponovo 
ispitali na supstratu iz pšeničnih ime^kinja, glukoze i obranog imliijeka. Ostali su 
uslovi bili isti kao i kod prvog ogleda. 

Utvi^diM smo, da pH u supstratu, kod većine testiranih sojeva prvo malo 
pada, a kasnije do kraja ogleda raSte. Sve testirane gljivice isu u supstratu 
dobro (rasle, a najbodje 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 različitim gljivicama 
Table 6: Milk clotting times (in min.) during fermentation with different fungi 

Glj ivica 
d a n i f e r m e n t a c i j e 

Gl j ivica 
3. d a n 4. d a n 5. d a n 6. d a n 

B 155 
B 162 
B 163 
B 168 

4 
29 

4 
28 

7 
30 

2 
19 

38 
n a d 40 

2 
25 

n a d 40* 
28 

1 
5 

* Vrijeme sirenja mlijekia smo mjerili svake minute prvih 40 minuta 

Iz tablice 6 je vidljivo, da gljivice B 155 i B 163 imaju najkraća koagula-
cijska vremena; i to gljivica B 155 do četvrtog dana fermentacije, a kod glji
vica B 163 su vremena koagulacije sve kraća do kraja ogleda. Četvrtog i šestog 
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dana fermentaci je , imjerili smo proteoliitiionu (22), aminoli t ičnu {23), celulolitič-
nu (24) akt ivnost f i l t ra ta i ustanovil i da je aminoli t ična akt ivnost niska. P ro t eo -
li t ičnu akt ivnost smo mjeri l i samo šestog dana fermentaci je i b i la je re la t ivno 
niska. 

Fe rmentac i ju ,gmio ponovili i na inližoj t e m p e r a t u r i (30"C) i to sa gljivicom 
M. Pusillus soj B 162 i B 168), koja važi za imezoMniu. Pokazalo se, da gljivica 
B 162 daje bolje rezu l ta te kod t empera tu re 35"C, a B 168 daje slične rezu l t a te 
1 na 30»C. 

Iz rezu l ta ta uvodnog is'traživanja možemo zaključiti , da su izabrane glji
vice za dailjn'ji /rad dovoljno akt ivne. Ispitivanija se mora ju nas tavi t i u cilju 
optimizacije luislova fermentaci je , kako u i;resenim k u l t u r a m a , italko i u fe rmen-
toru. Isto tako t r eba usavrš i t i metode za dokazivanje različitih enciimskih ak 
tivnosti , posebno lipoli t ične aktivnositi. 

Summary 

The aim, of the precent article is to precent new knowledge of the hioche-
mical processes during cheese m,anufacture as well as to give an insight into 
enzyme 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 vnicrobial milk clotting 
enzymes in the laboratory of »Boris Kidrič« Institute of Chemistry are men
tioned. 
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