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1. Uvod 

U procesu proizvodnje sira, kao što je poznato , za koagulaci ju kazeina ko 
rist i se himozin, proteoli t ički enzim koji je zbog svog porek la veoma skup, na 
cržištu se nalazi u ograničenim kol ič inama i često je lošeg kval i te ta . Posl jednjih 
godina u svetu se, u cilju el iminisanja ov ih nedos ta t aka , razvija proizvodnja 
proteol i t ičkih p r e p a r a t a mikrobiološkog porek la kao zamena himozinu. Do sada 
je u tv rđeno oko 40 mikroorgan izama čiji enzimi samosta lno ili kombinovani , 
mogu da se kor is te u tehnološkom procesu proizvodnje sira. Imajući u v idu 
sledeće zahteve kojima mora da odgovara neki p r e p a r a t da bi mogao da zameni 
himozin: 

— ne sme bi t i opasan za l judsko zdravl je 
— ne sme zahtevat i b i tne p romene u tehnološkom procesu proizvodnje sira 
— ne sme dovesti do manjeg iskorišćenja po lazne s i rovine 
— kval i te t s i ra ne sme da bude slabiji nego kod t radic ionalnog pos tupka 

u tv rđeno je da remilaza, enzim izolovan iz plesni Mucor miehei , daje najbolje 
rezul ta te . 

Komerci ja ln i p r e p a r a t reni laze proizvodi se kao bis t ra , m r k a tečnost ili 
kao žućkast p r a h u vodi lako ras tvorl j iv . Ak t ivnos t tečnog p r e p a r a t a se izra
žava u Rennet — Units (RU) po ml ili po g r a m u kod p r a h a . 

Delovanje renilaze na kazein (1, 3, 4, 7, 15) odvi ja se u t r i faze: u prvoj 
fazi dolazi do visoko specifične proteolize x-kazeina , č ime je na rušeno s ta -
bilišuće dejstvo ove frakcije na micelu kazeiina. U drugoj fazi se od x-kazeina 
odvaja g l ikomakropept id , a u trećoj fazi dolazi do nespecifične proteolize koja 
teče para le lno sa p rvom i d rugom fazom, a nas t av l j a se u toku zrenja sira. 

Vanderpoor ten i Weckx (17) su anal iz i ra l i de lovanje razn ih proteol i t ičkih 
enzima na kazein metodom elektroforeze na po l i ak r i l amidnom gelu i us tanovi l i 

* Referat održan na XVI Seminaru za mljekarsku industriju, Zagreb 1978. 
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da se prva faza razgradnje kazeina delovanjem renilaze i animalnih proteoli-
tičkih enzima odvija na potpuno isti način. U toku dalje proteolize a^ frakcija 
se brže razgrađuje kod uzoraka koagulisanih animalnim enzimima, ali je raz
gradnja ukupnih belančevina intenzivnija kod uzoraka koagulisanih renilazom, 
tako da randman ostaje isti. 

Elektroforetska ispitivanja u model sistemima (6) su pokazala da enzimi 
himozin, pepsin i renilaza deluju isključivo na x-kazein i dobijeni razgradni 
produkti su po elektroforetskoj pokretljivosti i koncentraciji približno isti kao 
koagulacije kazeina svim ispitivanim enzimima. 

Delovanje renilaze u toku podsiravanja, kao i kvalitet gotovog proizvoda, 
zavise od temperature mleka, pH-vrednosti, količine dodatoga CaCL, vrste 
dodate kulture i drugih faktora. 

U intervalu od 25 — 30 "̂C uticaj temperature na vreme koagulacije mleka 
je identičan za renilazu i animalne enzime, dok je pri temperaturama iznad 
35 "C nađena veća koagulišuća moć renilaze (10). 

Smanjenjem pH-vrednosti mleka do 6,4 koagulišuća moć renilaze i animal
nih enzima se povećava u istoj meri, dok je nađeno da aktivnost renilaze spo
rije raste smanjenjem pH-vrednosti ispod 6,3, jer je koagulišuća moć renilaze 
osetljiva na promene pH-vrednosti (11). 

Koagulišuća moć renilaze se povećava dodatkom CaCU u mleko analogno 
povećanju koagulišuće moći himozina. (11, 18). 

Uz primenu renilaze može se u većini slučajeva koristiti ista kultura, neop
hodna za proces zrenja sira, kao i uz primenu himozina. Novija istraživanja 
potvrđuju gledište da određena kultura u određenoj mlekari može da izazove 
varijante gorkog ukusa u zrelom siru, bilo da je proizveden upotrebom renilaze 
ili himozina, dok ista ta kultura u nekoj drugoj mlekari može dati dobre rezul
tate. Uzrok tome su razlike u sastavu mleka i razlike u tehnološkom procesu 
proizvodnje. (10). 

Na osnovu komparativnih ispitivanja koagulacije kazeina u model sistemima 
himozinom, renilazom i pepsinom iste aktivnosti (5) na temperaturi 30 ^C 
u vremenu od 30 min. ustanovljeno je da je količina vezanog kalcijuma približno 
i'sta, a količina azota u serumu posle koagulacije pepsinom iznosi 0,45'Vo, renila
zom 0,053¼ i himozinom 0,068^0 što kazuje da bi se upotrebom renilaze dobio 
znatno veći randman sira. 

U literaturi se mogu naći podaci o primeni renilaze u procesu proizvodnje 
ementalera, (9), edamskog sira (4), trapista, kačkavalja, belog sira (14) i tilzit-
skog sira (15) koji je po svojim osobinama najsličniji novosadskom. 

Cilj našeg rada je bio da se ispita mogućnost proizvodnje novosadskog 
sira uz primenu renilaze, odnosno uticaj koji ova izmena u tehnološkom pro
cesu proizvodnje ima na tok zrenja, posebno razgradnju proteina i na kvalitet 
gotovog proizvoda. 

2. Metoda istraživanja 

Ispitivanja su vršena na novosadskom siru proizvedenom uz primenu 
renilaze, i uz primenu himozina kao kontrolnog uzorka, po uobičajenom tehno
loškom postupku. Ovaj industrijski ogled je urađen u pogonu »Ljubljanske mle-
kare« — OOUR Mlekara Novi Sad, pri čemu je izvršeno snimanje tehnološkog 
procesa proizvodnje sira i evidentiranje osnovnih parametara. Uzorci sireva 
za hemijska i elektroforetska ispitivanja su uzimani nakon 0, 10, 20, 30 i 40 
dana zrenja, a izvršena je i analiza mleka od kojeg su proizvedeni uzorci. 
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Izvršene su fizičko-kemijske analize mleka: 
— procent masti po Gerber-u (12) 
— kalcijum, kompleksometrijskom titracijom sa EDTA (2) 
— kazein po Kjeldahl-u (12) 
— specifična težina laktodenzimetrom (12). 
Uzorci sireva I serije koagulisane renilazom i II serije koagulisane himo-

zinom, podvrgnuti su sledećim analizama: 
— određivanje kiselosti titracijom po Thörner-u (12) 
— određivanje sadržaja suve materije direktno na vagi ULRTRA-x i meto

dom sušenja na 105" C (12) 
— određivanje sadržaja masti po van Gulik-u (12) 
— određivanje sadržaja ukupnih proteina po Kjeldahl-u (12). 
Frakcije kazeina kod uzorka mleka i uzorka sira tokom zrenja od 0—40 

dana razdvajane su metodom elektroforeze na poliakriilamidnom gelu po metodi 
Raymond-a (13). 

Uzorci sireva I i II serije su organoleptički ocenjivani. U organoleptičkom 
ocenjivanju su pored saradnika na Tehnologiji mleka Tehnološkog fakulteta, 
učestvovali i predstavnici novosadske Mlekare. 

3. Rezultati i diskusije 
Tehnološki proces proizvodnje novosadskog sira prikazan je na Blok šemi. 
Prosečne vrednosti rezultata ispitivanja sadržaja suve materije, ukupnih 

proteina, masti, soli i kiselosti tokom perioda zrenja sireva dobijenih uz primenu 
renilaze (I serija) i himozina (II serija), dati su u Tabeli 1. 

Iz prikazanih rezultata se uočava da je sadržaj suve materije u stalnom 
porastu kod obe serije sireva: kod I serije početna vrednost za sadržaje suve 
materije iznosi 52,80Vo a posle 40 dana zrenja 56,20^/0, dok se kod II serije kreće 
od 51,80 do 55,00'*/o. Veći sadržaj suve materije kod sireva I serije se može 
objasniti povećanim randmanom sira. 

Rezultati o sadržaju proteina tokom perioda zrenja pokazuju da je porast 
ukupnih proteina najizrazitiji u prvih 10 dana zrenja kod obe serije sireva: 
46,80% od ukupnog porasta kod I serije a 62,26 Vo kod II serije. Ako se sadržaj 
proteina izrazi u odnosu na suvu materiju primećuje se opadanje, što se objaš
njava razgradnjom proteina i gubitkom jednog dela azota u obliku gasova (16). 

Sadržaj masti je kod obe serije sireva u stalnom porastu usled povećanja 
sadržaja suve materije. 

Iz navedenih rezultata (Tabela 1.) se vidi da je sadržaj soli 0,65¼ u sirevima 
I serije što je znatno manje u odnosu na sadržaj soli u II seriji sireva (0,92^/0). 
Na kraju ispitivanog perioda zrenja od 40 dana sadržaj soli se povećao na 1,31̂ /̂0 
(I serija) odnosno l,5P/o (II serija). 

Titraciona kiselost se tokom zrenja povećava kod obe serije sireva, da bi 
dostigla maksimalnu vrednost 203,60 "T posle 30 dana zrenja kod I serije 
odnosno 216,24''T već posle 20 dana zrenja kod II serije. 

Rezultati elektroforeze kazeina prikazani su na Slikama 1 i 2, njihovi 
odgovarajući elektroferogrami na Dijagramima 1, la, 2 i 2a i relativni udeli 
pojedinih frakcija kazeina dobijenih elektroforezom u Tabeli 2. 

Elektroforezom mleka (Tabela 2) ustanovljeno je da se a^ frakcija kazeina 
sastoji iz dve komponente različite elektroforetske pokretljivosti čiji relativni 
udeli iznose 32,00¼ i 20,07Vo. Zbog slabog odvajanja x kazeina u ispitivanom 
slučaju dobijen je neočekivano veći udeo ß kazeina (47,47¼) i mali udeo x 
kazeina (0,37Vo). 
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Tabela 1. — Promena sadržaja suve materije, ukupnih proteina, masti, soli i kiselosti 
tokom perioda zrenja sireva od 0—40 dana; serija I koagulisana renilazom i serija II 

koagulisana himozinom 

KOMPONENTA 

PERIOD ZRENJA (DAN) 

10 20 30 40 

II II II II 

Tabela 2. — Relativni udeli pojedinih frakcija kazeina, đobijeni elektroforezom na 
poliakrilamidnom gelu; serija I koagulisana renilazom i serija II (kontrolna) koagu

lisana himozinom 

II 

S u v a m a t e r i j a */» 52,80 51,81 53,90 52,80 54,20 53,40 55,40 54,10 56,20 55,00 

U k u p n i p ro te in i */o' 27,12 25,89 28,00 27,54 28,28 27,85 28,68 28,20 29,00 28,56 

Mas t »/c 19,90 19,95 20,50 20,50 20,80 21,05 21,30 21,20 21,70 21,30 

So Vo. 0,65 0,92 0,95 1,10 1,04 1,37 1,12 1,42 1,31 1,51 

Kiselos t OT 158,10 134,64 171,00 155,00 185,68 216,24 203,50 199,99 196,39 196,20 

P E R I O D 
Z R E N J A 

(DAN) 
as i 

as — K A Z E I N (Vo) 

a s l l a s I I I 

ß 
as U k u p n o 

K A Z E I N 

(«/o) 

V. — K A Z E I N ("/o) 

A B U K U P N O 

II II II II II II I I II I I 

0 

10 

20 

30 

40 

26,10 28,30 26,66 25,05 52,76 53,35 46,33 44,98 0,35 0,80 0,28 0,36 0,28 0,51 0,91 1,67 

8,57 9,44 23,81 22,02 22,12 21,10 54,50 53,06 

9,54 10,15 24,87 23,09 19,68 21,03 54,09 54,27 

11,85 11,04 25,55 25,22 17,11 20,82 54,46 57,08 

12,29 12,96 26,04 16,00 16,46 22,06 54,79 51,02 

43,82 43,27 0,55 2,46 0,60 0,60 0,54 0,60 1,69 3,66 

39,00 38,04 5,24 0,02 1,09 1,83 0,57 0,74 6,90 7,59 

39,30 36,87 4,91 4,89 0,74 0,62 0,59 0,54 6,24 6,05 

36,92 40,47 6,51 6,92 0,70 0,45 1,07 1,14 8,28 8,51 



0,02 v . C0CI2 : 0,0 2 V. 
KNO3 : 0,2 V . S M E Š E 
K U L T U R A STR. L A C T I S 
I STR. C R E M O R I S 

P R E P A R A T R E N I L A Z E 
K O N C . 98 g / i 7 0 0 I 
M L E K A ( I K A DA 1 , 
O D N O S N O 

H I M O Z I N S K I P R E P A R A T 
K O N C . 180 g / i 7 0 0 I 
M L E KA ( I I K A D A ) 

R A S T V O R NaC l 
K O N C . 17 - 1 8 ° Be 

E T 1 K E T E 

K A R T O N S K E K U T I J E 

M L E K 0 

V 

P R I J E M M L E KA SA 
1 Z B O R O M S 1 R O V I N E 

S T A N D A R D I Z A C I J A MASTI 

P A S T E R I Z A C I J A 
t = 7 5 ° C , T = 20 sec 

P R I P R E M A M L E K A Z A 
Z G R U Š A V A N J E , t = 30°C 

1 
Z G R U S A V A N J E 

O B R A D A G R U S A , t = 36°C 

I 
F O R M I R A N J E 

P R E S O V A N J E 
2 , 5 - 4 kg / k g S I R A 

S 0 L E N J E 

Z R E N J E 
t = 1 2 ° C , T = 8 0 - 90 Vo 

E T I K E T I R A N J E 

P A K O V A N J E 

E K S P E D I C I J A 

N O V O S A D S K I S I R 

S U R U T K A 

B L O K S E M A T E H N O L O Š K O G P R O C E S A PROIZVODNJE 

N O V O S A D S K O G S I R A 
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Slika 1. — Snimak gela sa frakcijama kazeina novosadskog sira posle 0 dana zrenja. 
Prve tri trake odnose se na seriju I koagulisanu renilazom, a druge tri na seriju II 

(kontrolnu), koagulisanu himozinom 

Slika 2. — Snimak gela sa frakcijama kazeina novosadskog sira posle 40 dana zrenja. 
Prve tri trake odnose se na seriju I, koagulisanu renilazom, a druge tri na seriju II 

(kontrolnu), koagulisanu himozinom 
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Kao što se vidi sa Dijagrama 1 i la ag frakcija kazeina se sastoji od dve 
frakcije agi i agn kod obe serije sireva posle 0 dana, dok se posle 10 dana 
zrenja javlja i treća frakcija kao rezultat proteoliticke razgradnje «g frakcije 
kazeina. Relativni udeli ovih frakcija se tokom zrenja menjaju (Tabela 2.) kod 
obe serije, međutim ukupni relativni udeo ag frakcije ostaje približno isti i 
iznosi posle 40 dana zrenja kod I serije 54,79Vo, a 51,02'Vo kod II serije. 

/?-fraikcija kazeina ostaje tokom zrenja homogena ali se njen relativni 
udeo stalno smanjuje kao rezultat boljeg odvajanja ^-kazeina. Kod sireva 
I serije udeo ß-frakcije na početku zrenja iznosi 46,33Vo, a posle 40 dana 
zrenja 36,92Vo, dok kod sireva II serije na početku iznosi 44,96Vo a na kraju 
40,470/0. 

;>i:-frakcija kazeina se sastoji kod obe serije od tr i komponente čiji se 
relativni udeli menjaju tokom zrenja ali ukupni udeo ove frakcije se povećava. 

Diagram 1. — Elektroferogram frakcija kazeina probne serije, koagulisane renilazom, 
posle 0 dana zrenja 

Diagram l a ) — Elektroferogram frakcija kazeina sira kontrole serije koagulisane 
himozinom, posle 0 dana zrenja 
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Diagram 2. — Elektroferogram frakcija kazeina sira probne serije koagulisane reni
lazom posle 40 dana zrenja 

Diagram 2a) — Elektroferogram frakcija kazeina sira kontrolne serije, koagulisane 
himozinom, posle 40 dana zrenja 

Na početku zrenja kod I serije ukupni udeo x;-kazeina iznosi 0,9rVo a posle 
40 dana 8,28 /̂0, dok kod II serije 1,67% na početku a 8,51% na kraju perioda 
zrenja. 

Kao što se vidi iz rezultata elektroforeze između I serije koagulisane reni
lazom i II serije koagulisane himozinom, nema bitnih razlika. Kod obe serije 
sireva se i u toku koagulacije i u toku zrenja kazein razdvojio na isti broj 
komponenata, čiji se relativni udeli donekle razlikuju, ali je tendencija nji
hovog kretanja tokom zrenja identična kod obe serije. 

U cilju utvrđivanja eventualnih razlika u kvalitetu sireva dobijenih pri-
menom renilaze i himozina izvršena je organoleptička ocena proizvoda. Ocena 
za kvalitet sireva I serije, koagulisane renilazom bila je veća od ocene za 
sireve II serije, koagulisane himozinom. 
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4. Zaključak 

Rezul ta t i uporednih ispi t ivanja s i reva dobi jenih koagulaci jom reni lazom i 
h imozinom pokazuju da nema bi tn ih raz l ika u sadrža ju i p r o m e n a m a koj ima 
podležu komponen te sira. Ev iden t i r ane raz l ike u organolept ičkoj oceni idu u 
pr i log seri je koagul isane renilazom. Tehnološki pos tupak proizvodnje novo
sadskog s i ra uz p r imenu reni laze ne zah teva b i tne p r o m e n e u odnosu na 
t radic ionaln i pos tupak proizvodnje uz p r i m e n u himozina. Obzirom na ove po 
da tke kao i rani je napomenute v i šes t ruke prednos t i reni laze u odnosu na 
himozin, indus t r i j ska p r imena mikrobiološkog enzima reni laze u tehnološkom 
procesu proizvodnje novosadskog sira je u po tpunos t i op ravdana i sa t ehno
loškog i ekonomskog aspekta. 
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ö -.: S u m m a r y 
The described investigations treated Novosadski cheese produced in industrial 

conditions, according the usual procedure, with Mucor miehei enzyme-rennilase, and 
chymosin as a control. 

The examinations were carried out after 0, 10, 20, 30 and 40 days of ripening and 
included determinations: acidity, the content of DM, NaCl, fat, total N, the products 
of protein degradation by PAG electrophoresis and organoleptic quality. 

The results of the comparative investigations of cheeses where milk clotting 
enzyme w âs rennilase or chymosin, showed that there is not a significant difference 
in content and changes of the components during cheese ripening. Some differences 
in organoleptic quality were on the behalf of the cheese group where milk was 
coagulated by rennilase. 

VAŽNOST IZBORA SOJEVA I TEMPERATURE INKUBACIJE 
ZA PRIPREMU KULTURA U PROIZVODNJI JOGURTA 

Mr Ljerka KRŠEV, Mljekarsko poduzeće »Dukat« — Zagreb 

Uvod 

Proizvo/dnja jogurta zauzima važno mjesto u svjetskoj 'mljekarstooj iin-
diustriji. 

Stvaranje gruša, tj. stvaranje određene feolioine mlječne kiseline, ikoja 
obara kazein, ovisi o razvoju dvaju termorezistentnih mikroorganizama Strep
tococcus thermophilus i Lactobacillus bulgaricus. U toku svog razvoja u mli
jeku ovi :mikroorganizani iizajamno pomažu rast jedan drugog, stvaraju 
mlječnu kiselinu i aromatöke tvari. U praksi se obično održavaju, t j . precjep-
Ijuju u smjesi. Njihov odnos ru Simjesi je uobičajeno 1:1 i taj se odnos u toku 
propagiranja kulture, kao i u jogurtu nastoji zadržati. 

U praifcsi se također traži, da ikultura bude vrlo aktivna, da stvori u što 
je moguće kraće vrijeme željenu kiselost (36—40« SH u 2—2,5 sata) na tem
peraturi do 45^0. Stvoreni gruš, dovoljno ikiseo i bez izdvojene sirutke hladi 
se i sprema u hladno, s tim da mu kiselost ne raste, i da je dovoljno aro
matičan. Ovi zahtjevi se dosta teško mogu ispuniti. 

U ovom dijelu rada ispitali smo kako utječe temperatura inkubacije na 
nekoliko (miknoorganizama iz naše zbirke, a takođe i na smjese tih mikro
organizama tj . miješane kulture. 

Eksperimenalne metode 
1. Sojevi 
Ispitali smo sojeve iz vlastite zbirke, te sojeve, koje smo izabrali iz 

miješanih kultura dobivenih iz Mljekanskog školskog centra Kranj, Poljo
privrednog fakulteta — Zagreb i Laboratorija za proizvodnju mljekarskih 
kultura Visby — Njemačka. U jednom dijelu pokusa ispitivali smo i soj Lacto
bacillus helveticus dobiven iz Laboratorija za mljekarske kulture Carlin — 
Marshal — Francuska. 

Sojeve smo uzgajali na steriliziranom mlijeku i poslije 2—3 preqjep-
Ijivanja (4—5 sati na 37^0) dobili smo kulturu, koju smo spremili na —20^0 

(0,5 ml kulture u 10 ml mlijelka — bez inlciubacije). Pred upotrebu te su se 
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