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EGZOGENE PROTEINAZE U MLJEKARSKOJ
TEHNOLOGUI

P. F. Fox, Irska

Na Internacionalnom simpoziju u Portorozu od 29. 9. do 3. 10. 1980. odrZao
je P. F. Fox iz Irske referat pod naslovom »Exogenous proteinases in dairy
technology«. Zbog interesantnosti preveli smo ovaj rad i iznosimo ga u mnesto
skraéenom obliku.

SazZetak

Glavna primjena proteinaza u mljekarskoj tehnologiji je u proizvodnji
sira. Prikazana je prve enzimatska te druga ne-enzimatska faza koagulacije
mlijeka sirilom. Ukratko su prodiskutirane moguénosti zamjene teleéeg siri-
la, a u detalje razvoj imobilizirajucih sirila. Razmatrana je takoder moguénost
ubrzanja zrenja sira dodavanjem proteinaza.

Dat je pregled sporedne upotrebe proteinaza ukljuéujuéi proizvodnju pro-
teinskih hidrolizata, modifikaciju proteina i proizvodnju djedje hrane.

Bjelanéevine mlijeka

Kravlje mlijeko sadrzi oko 3,5 belanéevina od kojih je 80% kazein.
Kazein je heterogena grupa od ¢etiri glavnih fosfoproteina i fosfoglikoprotei-
na: os1 oko 40%o; &2 oko 10%p; B oko 40%/v; v oko 10%, koji imaju dosta visoku
toplinsku stabilnost, ali su netopivi u njihovom izoelektri¢nom podruéju (oko
PH 4,6). Jos postoje male koli¢ine Y-kazeina, proteoze — peptona i A-kazeina
koji dolazi od @st — i B-kazeina proteolizom pomoé¢u prirodnih proteinaza mli-
jeka nakon sekrecije. Ostalih 20% bjelantevina mlijeka je sirutkin protein ili
nekazeinska du$i¢éna frakcija koja je toplinski labilna. Sastoji se od &etiri gla-
vna proteina: B-laktoglobulina oko 50%; a-laktalbumina oko 20%; albumina
krvnog seruma oko 10% i laktoglobulina oko 10% uz neke ostale proteine u
manjim koliéinama.

Uz razlike izmedu kazeina i sirutkinog proteina u stabilnosti kod pH 4,6
najznaéajnija je razlika u zgruSavanju sirilom i njihovoj prirodnoj koloidal-
noj formi.

Sirutkini proteini nalaze se u obliku monomera ili niZzih oligomera dok
kazein postoji kao micele prosjetne molekularne teZine oko 10% prosjetnog
promjera oko 100 nm i sadrzi 500 do 1000 monomera. U miceli monomeri su
povezani u prvom redu preko vodikovih i/ili hidrofilnih vezova. Tako obliku-
ju submicele prosjetne molekularne teZine oko 2 X 10° i prosjetnog promjera
10—15 nm. Submicele skupljaju se oblikujuéi micele koje se drze skupa uglav-
nom jonima ili molekulama kalcija i fosfata preko gore spomenutih vezova.
Ovaj koloidni kalcijev fosfat (KKF) predstavlja oko 6% suhe tvari micele.
Micele su vrlo topive (oko 2 g H,O/g bjelan¢evina) i termodinamicki vrlo sta-
bilne. Glavni stabilizirajuéi faktor je KKF i n-kazein. Zakiseljavanjem odstra-
njuje se KKF i time se raspada micela i smanjuje stabilnost Ca®*.
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Iako je x-kazein zastupljen u malom postotku on je glavni stabilizator
micela. %-kazein je amfolitskih svojstava i krajnja amino grupa je hidro-
fobna, a krajnji C segment, bogat ugljikohidratima i polarnim aminokiselina-
ma, je jako hidrofilan. Vjerojatno je w-kazein koncentriran na povrSini micele
i sa svojim hidrofilnim dijelom izloZen je okolnoj vodenoj sredini $to osigurava
stabilnost. Mnoge proteinaze odcjepljuju predio C-terminala x-kazeina §to
ostatak micele &ini nestabilnom i koagulira je u prisustvu Ca?* na temperaturi
iznad 20°C. Ovo je prva karakteristiéna faza u proizvodnji veéine vrste sireva
o ¢emu ¢emo kasnije detaljnije govoriti.

Glavni pregledi i tekstovi o bjelanéevinama mlijeka ukljuéuju autore:
McKenzie (1971), Lyster (1972), Swaisgood (1973), Farrall i Thompson (1974),
Whitney i dr. (1976), Schmidt i Payens (1976), Slattery (1976), Davies i Holt
(1979).

Proteinaze u mljekarskoj tehnologiji

Bjelanéevine u mlijeku, njihovo fizikalno stanje i op¢i uvjeti uvjetuju da
proteinaze viSe nego bilo koja grupa enzima, mozda izuzev lipaza, imaju glav-
nu ulogu u mljekarskoj tehnologiji. Proteinaze u mlijeku i mljeénim proizvo-
dima dolaze iz tri potpuno razlidita izvora.

Prirodne proteinaze su sastojci tek pomuZenog mlijeka Sto je posljedica
modifikacije mlje¢nih proteina, a moZda i postupaka nakon muinje.

Endogene proteinaze su izlu¢ene od mikroorganizama poslije sekrecije mli-
jeka ili pak u mljeénim proizvodima. NajvaZnije su one izluéene od psihrotrof-
nih bakterija koje prouzrokuju kvarenje mlijeka i mljeénih proizvoda.

Zatim ovdje dolaze proteinaze izluéene od startera i drugih mikroorga-
nizama kod zrenja sira, a koje su glavni faktor stvaranja manjih peptida, ami-
nokiselina i pretete okusa.

Egzogene proteinaze su vanjskih izvora, a dodaju se mlijeku ili mljeénim
proizvodima kako bi se proizvele specifiéne promjene. Ovaj prikaz se odnosi
iskljuéivo na koriStenje egzogenih proteinaza u mljekarskoj tehnologiji.

Egzogemne proteinaze

U mljekarskoj tehnologiji od egzogenih proteinaza glavnu upotrebu ima
sirilo koje je ekonomski najvaZnija grupa enzima koji se koriste u industriji
hrane (Skinner, 1975). Treba dodati da su u toku neke manje primjene, a neke
jo§ veée moguénosti su jo§ u istrazivaékom i razvojnom stadiju.

Sirilo bi se moglo definirati kao »sirov preparat bilo koje proteinaze pri-
kladan za proizvodnju sira«.

Tradicionalno sirilo se uglavnom pripravlja ekstrakcijom Zzeludaca sisaju-
¢e teladi kuhinjskom soli. Janjeée ili jareée sirilo se takoder upotrebljava za
zgruSavanje u nekim zemljama, ali ga nema u prodaji (Anifantakis i Green
1980). Himozin je glavna proteinaza sirila dobivenog od vrlo mladih Zivotinja.
a udio pepsina raste kako Zivotinje sazrijevaju.

Promjene u sistemu klanja mlade teladi i porast svjetske proizvodnje si-
ra doveli su do manjka tele¢ih siridta i pokrenule aktivnost u trazenju za-
mjene.
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Mlijeko

Sirilo, bakterijske kulture,
Ca?+, 30°C

Grus + sirutka
(kazein + mast)

pH i temperatura obrade

Nezreo sir

Zrenje (sirilo i bakterijski enzimi)

L

Zreo sir

Slika 1 SaZet prikaz suStine proizvodnje sira

Danas su ¢&etini zamjene za klasiéno sirilo (govedi pepsin, svinjski pep-
sin, kisele proteinaze od Mucor meihei i M. pusillus) u upotrebi s prihvatlji-
vim rezultatima u odredenim uvjetima (Welson, 1975; Green, 1977).

Svi enzimi koji se obiéno upotrebljavaju za zgru$avanja mlijeka pripadaju
grupi kiselih proteinaza (Foltmann, 1978), te posjeduju u osnovi isti kataliti¢ki
centar sa dva bitna aspartatska ostatka. U tercijarnoj strukturi ova dva os-
tatka su skrivena u rascjepu koji moZe sluZiti kao mjesto vezanja peptida
koji sadrze najmanje Sest amino kiselina. Kemizam, struktura i funkcija kise-
lih proteinaza je vrlo dobro proufena i opisana (na pr. Hofmann, 1974, Tang,
1977). Literatura o himozinu prikazana je od Foltmanna (1966, 1971) o pep-
sinu (svinjskom) od Frutona (1971), a opéenito o enzimima koji koaguliraju
mlijeko pisali su Ernstrom (1974) i Green (1977).

Napravljen je znatan napredak poznavanju primarne strukture glavnih
enzima za koagulaciju mlijeka. Ustanovljen je potpun redoslijed svinjskog pep-
sina (Harboe i Foltmann, 1975). Poznat je redosljed od prvih 65 ostataka go-
vedeg pepsina (Harboe i Foltmann, 1975) kao i neki dodatni kraéi segmenti
(Foltmann, 1978).

Ustanovljen je redosljed bitnih segmenata kiselih proteinaza M. meihei
(Foltmann, 1978) 5to nije slutaj sa M. pusillus. Takoder je redoslijed penicilin
pepsina, koji se ne koristi za zgruSavanje mlijeka, rijeSen (Hsu i dr., 1977). Re-
dosljedi ovih kiselih proteinaza pokazuju veliki stupanj homolognosti (Folt-
mann i Pedersen, 1977). PredloZena je tercijarna (prostorni poloZaj svih atoma)
struktura svinjskog pepsina, teleéeg himozina i proteinaze od Endothia para-
sitica (Tang, 1977).

Enzimatska koagulacija mlijeka
Koagulacija mlijeka sirilom odvija se u dvije razlitite faze: primarne en-

zimatske faze u kojoj se zadtitni x-kazein hidrolizira gube¢i kod toga svoju sia-
bilizirajuéu sposobnost i druge ne-enzimatske faze tokom koje se enzimom iz-
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mijenjene micele grupiraju i prelaze u gel stanje uz odgovarajuée uvjete. Treca
faza mogla bi se smatrati onom kod koje se odvija glavna spora proteoliza ka-
zeina tokom zrenja sira. Glavni pregled o tome ukljucuje radove Lindqwista
(1963), Garniera i dr. (1968), Mackinlaya i Wake-a (1971) i Ernstroma (1974).

Enzimatska faza

Linderstrom—Lang su predpostavili 1929. da koagulacija mlijeka sirilom
sadrzi enzimatsku hidrolizu za$titnog koloida. Ovo je potkrijepljeno kada su
Waugh i von Hippel (1956) pokazali da je w-kazein primarni cilj djelovanja
himozina 3to je potvrdio i Wake (1959). Zahvaljujuéi heterogenosti x-kazeina
u odnosu na ugljikohidrate (Mackinlay i Wake, 1965) heterogena smjesa pep-
tida mlijeka ili x-kazeina se cijepa (Alais, 1956, 1963).

Nakon mnogo neuspje$nih pokuSaja identificirana je peptidna veza u-ka-
zeina hidroliziranog tokom enzimatske faze (Delfour i dr., 1965) i to izmedu
ostatka 105—106 fenilalanina i metionina. Ovo su potvrdili Alais i Jolles (1968).
Ovaj period proudavanja koagulacije sirilom prikazan je od Mackinlaya i Wa-
ke-a (1971). Ostale kisele proteinaze koje se upotrebljavaju kao sirilo vjero-
jatno takoder cijepaju ovu vezu (Ernstrom, 1974; Green, 1977).

Hidroliza »-kazeina izmedu 105—106 ostatka stvara hidrofobni N-terminal
peptid koji se smatra kao para-x-kazein, a predstavlja oko 2/3 molekule te
hidrofilni »makropeptid« sa C-terminal dijelom koji sadrzi najve¢i dio uglji-
kohidrata x-kazeina. Reakcija moZe biti uobi¢ajena s stvaranjem 2 ili 12%
TCA — otopljenog dusika (Nitschmann i Bohren, 1955) ili $to je specifi¢nije,
otpustanjem TCA — otopljene N-acetilneuraminske kiseline (Nitschmann,
Wissmann i Henzi, 1957; de Koning, Jenness i Wijnand, 1963). Najosjetljiviji
indikator djelovanja sirila na w-kazein je njihov gubitak topivosti kod pH 5,2
i 5°C (Bingham, 1975). TCA je trikloroctena kiselina.

Optimum pH za enzimatsku fazu koagulacije sirilom je od 5,1 do 5,5 Sto
ovisi o uvjetima reakcije (Humme, 1972). Enzimatska hidroliza %-kazeina, iako
na niskom stepenu, ide i do 0°C (Berridge, 1942). Optimalna temperatura hi-
drolize malih peptida nije odredena, ali je to obi¢no 30 ili 35°C.

Primarna faza djelovanja sirila ma w-kazein potaknuta je CaCl,, MgCl,,
NaCl, EDTA i ortofosfatima (Kato i sur., 1970), a inhibirana a, i ff-kazeinom
(Mikawa i sur., 1973). Zagrijavanje mlijeka produljuje primarnu i sekundarnu
fazu koagulacije sirilom (Kannan i Jenness 1961; Morrissey, 1969), te ako je
tehni¢ka obrada intenzivnija sprijetava se koagulacija.

Inhibicija prve faze povezana je interakcijom w-kazeina i (-laktoglobulina
(Sawyer, 1969; Shalabi i Wheelock, 1977) koja vjerojatno uzrokuje fizikalnu
zaStitu osjetljive veze w-kazeina denaturiranim p-laktoglobulinom.

Fenilalanin-metionin (phe-met) veza (105—106) x-kazeina je nekoliko pu-
ta osjetljivija na proteolizu nego bilo koja druga veza u proteinskom sistemu
mlijeka. Izgleda da je za osjetljivost ove veze vaZzan susjedni serin i histidin,
a zatim povecéane duljine polipeptidnog lanca (Hill, 1968, 1969; Raymond i dr.,
1972; Raymond i Brias, 1979). Hill (1968) smatra da su aktivna srediSta mnogih
hidroliza seril i histidil ostaci pa su ovi, svojom katalitickom ulogom, u z-ka-
zeinu smjes$teni u samom supstratu. Sirilo ima ulogu samo da izvrsi takve pro-
mjene substrata koje su potrebne da aktiviraju ove ostatke.
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Upotreba sintetskih peptida dala je ove prakti®ne moguénosti: (1) Defini-
ciju jedinica himozina koja se normalno izrazava mjernom aktivno3éu zgru-
Savanja mlijeka. Radi razli¢itosti supstrata poteSkote su u usporedivanju ak-
tivnosti sirila ne samo medu laboratorijima nego i unutar jednog laboratorija.
(2) Kvantitativno odredivanje pojedinih enzima u komercijalnom sirilu, koje
je obi¢no smjesa proteinaza, bit ¢e lakSe ako se koriste sintetski peptidi.

Druga faza koagulacije sirilom

Koagulacija sirilom izmijenjenih micela je ne-enzimatski proces. Gubitak
hidrofilnog C-terminal segmenta w-kazeina reducira micelarni zeta potencijal
(Green i Crutchfield, 1971; Green, 1973; Pearce, 1976) i stvaraju se preduvjeti koa-
gulacije sa Ca®'; interakcija micela s polivalentnim kationima takoder predodre-
duje koagulaciju micela (Green i Marshall, 1977). Proces koagulacije je apso-
lutno ovisan o Ca2?* i koloidnog kalcijevog fosfata (Pyne, 1953; Pyne i McGann,
1962). Koagulacija ne nastupa ispod 18°C. Ova velika ovisnost o temperaturi
omoguéuje da se prva i druga faza izoliraju za zasebna prou¢avanja, a takoder
stvaraju osnovu veéini pokuSaja da rijeSe kontinuiranu proizvodnju sirnog
gruSa (Berridge, 1976).

Pyne (1955) tvrdi da pH nema bitnog utjecaja na stadij koagulacije, a Ko-
walchyk i Olson (1977) ukazuju na obrnuti odnos pH uz napomenu da koagu-
lacija ovisi viSe o hidrofobnoj i elektrostatskoj interakciji. Koristeé¢i imobili-
zirana sirila, smatrajuéi ih bez topivih enzima, Cheryan i dr., (1975) iznose da
PH uglavnom utjefe na sekundarnu fazu koagulacije sirilom, a manje na pri-
marnu, enzimatsku, fazu. Dalje ¢e biti razmatrano dali se tu radi o imobilizi-
ranom ili slobodnom enzimu.

Koagulacija sirilom izmijenjenih micela moZe se uobi¢ajno mjeriti visko-
zimetrom (Scott i dr., 1961; Green i dr., 1978); lomom svjetla (Payens, 1978,
1978; Dalgleish, 1979); elektronskim mikroskopom (Green i dr., 1978) i oscili-
rajuéom deformacijom (Kowalchyk i Olson 1978) te termobelastografom (Ta-
rodo i dr., 1969). Viskozitet i turbiditet ispotetka pada, ali ispod kriti¢ne faze
oba se parametra naglo povetavaju s pofetkom skupljanja i Zeliranja. Proces
stvaranja gela, kako je zapaZeno elektronskim mikroskopom, opisali su Green
i dr. (1978).

Odavno se smatralo da koagulacija sirilom izmijenjenih micela ne poéinje
dok nije enzimatska faza potpuno zavrSena (Foltmann, 1959; Castle i Whe-
elock, 1972) iako poveéanjem temperature i smanjenjem pH druga faza potinje
prije zavrSetka prve faze. Koagulacija ne zapoéinje dok enzimatska faza nije
86—88%0 zavriena (Green i dr. 1978; Dalgleish, 1979) i jedna pojedinaéna mi-
cela mece sudjelovati u skupljanju dok njegovih 97% x-kazeina ne bude hidro-
lizirano (Dalgheish, 1979).

Koagulacija sirilom izmjenjenih micela, izgleda, vrii se mehanizmom tipa
von Smoluchowski (Payens i dr. 1977; Payens, 1977, 1979) i prosjeéno vrijeme
koagulacije mlijeka sirilom je tako odredeno s 3 faktora (Dalgleish, 1979):

1. stepen proteolize n-kazeina Michaelis-Menten mehanizmom,

2. moguénost da se kod pojedinaéne micele njezin x-kazein pokrene te

omoguéi skupljanje (agregiranje),

3. stepen von Smoluchowskog sakupljanja.
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Prosjeéno vrijeme zgruSavanja, tc, jednako je zbroju enzimatske i faze
skupljanja (Dalgleish, 1980):

t.= tl)rot. + tagr

Km 1 ( 1 ) 4 O XS + 1 ( Mkrit 1 )
L) e SR S
vms.ka "\-1— O vmaks ? 2 ks Cu

Gdje su:
K, i Vs Michaelis — Mentenovi parametri,

o, stupanj hidrolize x-kazeina, S, podetak koncentracije x-kazeina, k,
konstanta brzine za agregaciju, C, koncentracija agregirajuteg materijala,
M,y masa prosjeéne mol. teZine kod t, (oko 10 micelarnih jedinica), M, masa
prosjeéne mol. teZine kod t = 0.

Payens (1979) tvrdi da promatrana lag faza koagulacije sirilom izmjenje-
nih micela nije uzrokovana energetskim ograni¢enjem tipa Deryagin, Landan,
Verwey, Oberbeek nego »steri¢kim faktorom« koji proizlazi iz broja neuspjelih
kolizija izmijenjenih micela.

Payens smatra da se ovdje micele mogu sakupljati samo sa odredenom
stranom povrsine i tako se ugraduju u matriks gela.

Priroda je ovih strana, koje uzajamno djeluju, nepoznata, ali se neke in-
dikacije mogu izvesti iz priliéno ograniéenih rezultata ispitivanja djelovanja
kemijskih modifikacija kazeina na njegovo zgruSavanje sirilom.

Tradicionalno se drzalo da postanak gela sirilom izmjenjenih micela do-
lazi preko Ca®* djelovanja na unakrsno vezgne micele pomotu grupa organskih
fosfata (McFarlane, 1938). Ipak, kazein enziimatski defosforiliziran 70°o koa-
gulira sirilom uz poveéani [Ca®*] §to nameée misao da su za koagulaciju u-
kljuéeni i dodatni faktori (Hsu i dr. 1958).°

Fotooksidacija, gdje histidin ima prvu ulogu, inhibira koagulaciju sirilom
(Zittle, 1965). Hill i Laing (1965) potvrduju da oksidacija histidina inhibira
prvu i drugu fazu dok modifikacija triptofana, metionina i vjerojatno tirozina
ne djeluje ni na jednu fazu. Drugu ali ne prvu fazu koagulacije sirilom inhi-
bira modifikacija 2 — 3 ostatka lizina molekule x-kazeina i to dansil kloridom
(Hill i Craker 1968); modifikacija a, — ili f-kazeina ne djeluje na njihovu sta-
bilizaciju x-kazeinom ili koagulaciju x —a, ili x —f-kazein sistema. Dansi-
lacija poveéava &ist negativni naboj proteina to viSe otezava interakeciju micela.
Modifikacije 1,5 ostatka arginina/mol x-kazeina obradom glioksala takoder
sprijetava agregaciju micela (Hill, 1970). Smatra se (Hill, 1970) da histidin, li-
zin i arginin oblikuju pozitivho nabijene nakupine wx-kazeina blizu veza
osjetljivih na sirilo; netaknut x-kazein ove nakupine je zaStiéen makro-
peptidom, ali je izloZen djelovanju sirila koje slijedi, omoguéujuéi elektro-
statskoj interakciji negativno nabijenih djelova susjednih proteina ili micela
§to vodi agregaciji.

Sirilom izmijenjen (para) w-kazein skuplja se u odsutnosti Ca® (Wake,
1959), ali samo — skupljanje je jako inhibirano niskim nivoom a, — i [j-kaze-
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inom (Lawrence i Creamer, 1969; Kato i dr., 1980) a stimulirano vrlo niskim
koncentracijama a,, — i f-kazeina (Kato i dr. 1980).

Zna&aj ovih opaZanja procesa koagulacije nije jasan, ali ta imaju vjerojatno
vaznost u oblikovanju gela. Kato i dr. (1980) pokazuju da glutaminska i aspa-
raginska kiselina utjeéu na samo — sakupljanje para — w-kazeina time pot-
krepljujuéi misljenje Hilla (1970) o vaZnosti interakecije izmedu pozitivnih i
negativnih grupa u koagulaciji sirilom izmijenjenih micela kazeina.

Djelovanje sirila u siru

Najveéim djelom (oko 90%0) sirila dodanog mlijeku za proizvodnju sira iz-
gubljen je u sirutki i ocjedivanju; stvarna koli¢ina sirila, naroéito himozina,
zadrzanog u gru$u je jako ovisna od pH gru$a kod ocjedivanja (Holmes, Du-
ersch i Ernstrom, 1977). Sirilo zadrzano od gru$a je bitno za zrenje sira jer o
njemu ovisi u prvom redu stvaranje velikih peptida (O’Keeffe, Fox i Daly,
1976, 1978; Visser, 1977 a, b). Proteoliza je bitna za stvaranje karakteristi¢ne
teksture sira (de Jong, 1976). Mali peptidi i amnokiseline sudjeluju u okusu
sira (Mabbitt, 1961) ali pretjerana il nepravilna proteoliza dovodi do stvaranja
loSeg okusa naroéito goréine (Lownie i Lawrence, 1972).

Himozin pokazuje veliki stupanj specifi¢nosti za obliZnje peptidne vezove,
najradije izmedu para hidrofobnih ostataka. Himozin redom hidrolizira veze
189 — 190, 163 — 164 i 139 — 140 f-kazeina u otopini te proizvodi tako f—I,
B—II i f—III (Creamer, Mills i Richards, 1971; Pelissier, Mercier i Ribadeau
— Dumas, 1974; Creamer, 1976; Visser i Slangen, 1977). Susjedne veze
ovih mjesta (192 — 193, 165 — 166, 167 — 168) mogu takoder biti hidrolizirane
i dati peptide koji se ne razlikuju od § —11if—2 i to gel elektroforezom. Kod
niskog pH (2 —3) veza 127 — 128 hidrolizira i daje p—IV (Visser i Slangen,
1977; Mulvihill i Fox, 1978).

0g,-kazein ima najmanje 25 mjesta za djelovanje himozina (Pelissier i dr.
1974) ali veéina se hidroliziraju sporo. Najosjetljivija veza je phe 23 — phe 24
(Hill i dr, 1974) ili phe 24 — val 25 (Creamer Richardson, 1974) koje hidroli-
zom daju «,, — I. Specifiénost himozina je znatajno ovisna o eksperimental-
nim uvjetima (slika 2). Segmenti «,,-kazeina predstavljeni nekim od ovih pep-
tida prikazani su u zagradama.

Para — wu-kazein se himozinom vrlo sporo hidrolizira i osjetljive veze
nisu ustanovljene. o,-kazein je takoder vrlo otporan na proteolizu (Guiney,
1972) te produkti hidrolize nisu bili opisani. Hidroliza y-kazeina i proteoza —
peptona nisu istrazeni.

Govedi i svinjski pepsini proteoliziraju viSe nego teleéi himozin i to na izo-
liranom govedem [(-kazeinu, uz sli¢éne specifiénosti (Mulvihill i Fox, 1979 b).
Oba pepsina brzo hidroliziraju ag-kazein u ay-I koji je otporan na daljnju
proteolizu, a peptidi koji su tako nastali imaju drugatiju elektroforetsku po-
kretljivost odgovarajuéih peptida himozina (Mulvihill, 1978). Moguée djelo-
vanje pH i NaCl na specifiénost pepsina nije provjereno, ali aktivnost pepsina
djelovanjem soli je slicna onoj himozina.
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Redoslijed proteolize o ,-kazeina himozinom u razli€itim uvjetima

Proteoliti¢ka aktivnost mikrobnih sirila je ve¢a nego od himozina, ali nji-
hova specifi¢nost prema kazeinu nije jo$ ustanovljena. Ipak elektroforetska
usporedba peptida nastalih iz kazeina animalnim ili mikrobnim sirilima po-
kazuje znatne razlike u specifiénosti (Edward i Kosikowski, 1969; Vanderpoor-
ten i Weckx, 1972; El-Shibiny i Abd El-Salam, 1976, 1977).

Osjetljivost kazeina na proteolizu pomoé¢u himozina i pepsina je jako ovi-
sna od stepena agregacije; mala proteoliza se odvija u netaknutm micelima,
ali razbijanje micela odstranjivanjem koloidnog kalcijevog fosfata daju kom-
ponentama kazeina osjetljivost na proteolizu (Fox, 1970; O'Keeffe i dr. 1975).
Osjetljivost f-kazeina na proteolizu u odnosu na onu o,,-kazeina je veéa kod ni-
zih nego kod visih temperatura (Fox, 1969) §to se vjerojatno moze pripisati od
temperature zavisne agregacije f-kazeina (Payens i van Markwijk, 1963; Gar-
nier, 1966).

Osjetljivost (-kazeina na proteolizu himozinom ili pepsinom je u velike
ovisna o aktivnosti vode (Ay), inhibirana je niskom (5%0) koncentracijom NaCl
(Fox i Walley, 1971) i visokom koncentracijom saharoze (Creamer, 1971) dok je
a,,-kazein optimalno hidroliziran kod oko 5% NaCl. Himozin ili pepsin ne
hidroliziraju f-kazein u siru (Ledford i dr. 1966) vjerojatno radi niske aktiv-
nosti vode uzrokovane djelomifno sadrzajem NaCl (Phelan i dr. 1973). §-ka-
zein se ipak polako hidrolizira prirodnim proteinazama mlijeka (Creamer,
1975). u,,-kazein i para-x-kazein nisu u siru hidrolizirani. ¢,-kazein u siru je
potpuno degradiran, najprije na a,,-I, a kasnije na .-V iu,-VII s manjim ko-
liéinama @ ,-II (Mulvihill i Fox, 1980). Manji peptidi nastali djelovanjem sred-
stava za zgruSavanje izgleda da su dalje degradirani mikrobnim proteinazama
i peptidazama (O’Keeffe i dr. 1976, 1978), ali proizvodi jo$ nisu opisani.

Nadomjesci sirila

Kako je ranije navedeno, pove¢ana proizvodnja sira u svijetu i smanjenje
klanja teladi dovelo je do manjka teletéeg sinila te do traZenja njegove zamje-
ne. Skoro sve proteinaze mogu koagulirati mlijeko ali za razliku od sirila (1) pre-
jako su proteolti¢ke ili je usmjerenje krivo te proizvode greske okusa i tekstu-
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re uz smanjeni prinos; (2) optimalni pH je drugaéiji od mlijeka i (3) termicki
su toliko stabilne da ostaju u proizvedenoj sirutki 5to stvara probleme hrane
u kojoj ima sirutke (Hyslop i dr. 1979; Thunell i dr. 1979, 1980). Danas se ko-
mercijalno upotrebljavaju kod sireva s duljim zrenjem svinjski i govedi pepsi-
ni te proteinaze od M. pusillus i M. meihei te Endothia parasitica. Prema Nel-
sonu (1975) u SAD se sirilom govedeg porijekla proizvede oko 15% sira, svinj-
skog 40%, a enzima porijeklom od Mucora daljnjih 40%.. Izgleda da je upo-
treba nadomjestaka za sirilo, naroé¢ito onih mikrobnog porijekla, u Evropi
mnogo manja.

Mnogo autora se bavi nadomjescima za sirilo (Nelson, 1975; Green, 1977;
Martens i Naudts, 1978) te ovdje o tome netemo dalje raspravljati. Bilo bi
vrijedno zapaziti da postoji dosta veliko zanimanje za moguénost prelaza ge-
netskih informacija za biosintezu himozina od stanica teladi ma mikroorgani-
zme. Kad bi to uspjelo to bi imalo velike posljedice kako za mljekarstvo tako
i za industriju enzima. Kako razna sirila nisu jednako prihvatljiva ili se ne ci-
jene od proizvodaéa sira to su se razvile neke metode identifikacije i kvanti-
fikacije za tipove enzima (Green, 1977; Martens, i Naudts, 1978; de Koning,
1979).

Imobilizirana sirila

Nije zadudujuée da vlada znatan interes za razvoj i koriStenje imobilizi-
ranih sirila i to radi jednog od ovih razloga: (1) tehnika odjeljivanja prve i
druge faze koagulacije sirilom kako bi se one bolje pojedinacno ispitale; (2)
tehnika identificiranja micelarne lokacije n-kazeina; (3) tehnika proizvodnje
sira bez sredstava za koagulaciju za ispitivanje uloge proteinaza startera i
drugih proteinaza u zrenju sira; (4) tehnika uStede enzima u proizvodnji sira
i (5) kao komponenta sistema za kontinuiranu proizvodnju sirnog grusa. Pre-
gled o imobiliziranim sirilima ukljuéuje radove Olsona i Richardsona (1975,
1979), Teylora i dr. (1976) i Cheryana (1978).

Prvi poku$aj imobiliziranja sirila izgleda da je bio 1969 (Green i Crutch-
field) i to s ohrabrujué¢im rezultatima i to s himozin-agrosom. Medutim izlu-
¢ivanje otopljenog enzima iz kompleksa je bilo znatno i koagulacija mlijeka je
u cijelosti pripisana topivom enzimu. Brown i Swaisgood (1975) oskudno iz-
vjeStavaju uspjeSnu imobilizaciju himozina na poroznom staklu.

Jansen i Olson (1969) iznose da papain netopiv tretiranjem gluteraldehi-
dom mozZe koagulirati mlijeko, ali o tome daju malo podataka. Superpolime-
riziran papain je koriSten za ispitivanje strukture micela kazeina (Ashoor i dr
1971).

Svinjski pepsin imobiliziran na poroznom staklu moZe katalizirati enzi-
matsku fazu koagulacije mlijeka; pokusi su pokazali da kataliza nije uzroko-
vana topivim enzimom. Mlijeko pH 5,6 ili 5,9 kod 15°C propusteno je kroz ko-
lonu i zagrijano na 30°C da se dobije tipi¢an grus. Glavni problem je bio u
zatepljenjima kolone uzrokovane adsorpcijom proteina i gubitkom enzimatske
aktivnosti (Ferrier i dr. 1972).

Enzimatska faza koagulacije u reaktivnoj koloni i dalje je prou¢avana
(Cheryan i dr. 1975a) te je utvrdeno da ne dolazi do topivosti enzima iako tu
ima i nejasnih stvari. Na primjer, podaci pokazuju da zgruSano mlijeko imobi-
liziranim pepsinom pomije$ano sa 2,5 istog volumena sirovog mlijeka koagu-
lira sporo $to se moZe tumaditi kao indiciraju¢e da treba u-kazeina samo u
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proporciji prisutnih micela da se hidroliziraju za postizavanje Zeliranja. Nije
prikazano da su netaknuti miceli prisutni u gelu ili da se enzimatska hidroliza
#-kazeina ne dogada u smjesi, te bi koagulacija bila uzrokovana prisutnosc¢u
malih koli¢ina otopljenog koagulirajuéeg sredstva. Angelo i Shahani (1979) su
ipak dobili sliéne rezultate sa sirilo-sefaroza — 4B.

U suprotnosti s iskustvima s otopljenim sirilom otpustanje neproteinskog
dusika (NPN) imobiliziranim pepsinom nije u skladu s vremenom (Hicks i dr.
1975) i dok je trajanje koagulacije sirilom u obrnutoj relaciji s visinom NPN
otpuStenog pepsin-staklom, koagulacija se dogada u Sirem rasponu vrijednosti
NPN. Nazalost kontinuirano otpustanje NPN nakon izlaska mlijeka iz kolone
nije mjereno. Supernatant ultracentrifugiranog obranog mlijeka koje je pro-
Slo kroz pepsin-staklenu kolonu uspio je zgru$ati netretirano obrano mlijeko
ili iznova dispergirane kazeinske micele dok simulirani ultrafiltrat mlijeka
tretiran na isti na¢in nije to mogao uéiniti. Ovaj rezultat je tumacen kao po-
drSka modelu kazeinskog micela predloZzenog od Parry i Carrolla (1969) u ko-
jem se koagulacija milijeka sirilom smatra izazvana para-z-kazeinom koji je
nastao iz seruma x-kazeina. Neuspjeh sa enzimatskim tretiranjem simulira-
nog ultrafiltrata mlijeka izgleda da sprije¢ava otopljeni enzim kao odgovoran
ali izgleda moguée da proteini supernatanta ultracentrifugiranog obranog mli-
jeka (proteini sirutke i male micele) mogu otpustiti enzime iz pepsin-staklene
kolone dok slobodni protein simuliranog ultrafiltriranog mlijeka to ne moze
uéiniti. Veé¢ina ovih podataka potvrdili su Lee i dr. (1977).

Porozan staklo-pepsin puno se bolje ponaSa u {luidiziranom sloju nego
u reaktoru sa zatvorenim slojem zahvaljujuéi uglavnom nemoguénoséu zacep-
ljenja (Cheryan i dr. 1975 b). Ipak, gubitak enzimatske aktivnosti ostaje; brzo
potetno opadanje je uzrokovano adsorpcijom x-kazeina ili makropeptida na
koloni, ali uzrok kasnijem i sporijem opadanju nije ustanovljen.

Djelomi¢na regeneracija kolone moZe se izvesti tretiranjem s 2M uree kod
pH 3,5 ali regenerirane kolone gube vrlo brzo aktivnost kod ponovne upotrebe.

Stabilnost pepsin-stakla se poboljSala slojem cirkonija na staklu ili pre-
svlaéenjem stakla proteinom te i drugim naéinima (Cheryan i dr. 1976). Iako
se nije uspio rije&iti gubitak aktivacije najbolji se pokazao sistem adsorpcije
stakla aluminijem kod niskog pH (Paquot i dr. 1976).

Himozin imobiliziran na poroznom staklu koristio je Dalgleish (1079) za
proutavanje agregacije micela iretiranih himozinom. Hidroliza x-kazeina pra-
¢ena je mjerenjem vrijednosti para-z-kazeina : o,-kazein u elektroforetogra-
mu. Smatralo se da je glavni uzrok hidrolizi imobilizirani enzim iako sc poja-
vilo neSto otopljenog himozina. Za razliku od Hicks-a i dr. (1975) hidroliza
#-kazeina se u biti pojavila prije nego su se micele mogle agregirati.

Iako su a-himotripsin, himozin i Suparen imobilizirani na staklu mogli
hirolizirati kompletan kazein ili izolirane kazeine, oni misu mogli koagulirati
mlijeko ¢éak i nakon produljenog vremecna (Beeb:s, 1973).

Imobilizacija svinjskog pepsina na hitozanu s akroleinom kao vezajuéim
sredstvom Dila je uspjesSna, ali aktivnost koagulacije mlijeka nije usianovlje-
na (Hirano i Miura, 1979). Imobilizacija pepsina parafinskim voskom opisana
je od Savangikar i dr. (1978). Otopljenom smjesom voska i enzima mogu se
oresvuéi razne povrdine; film zadrzava moguénost da koagulira mlijeko dulje
v11jcme. Ova tehnika je jeftina i vrlo interesantna jer se tako mogu presvuéi
razini djelovi opreme ili skladisni tankovi s kojima mlijeko dolazi u dodir.
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Adsorpciju sira hidroksilapatitom ili uklapanjem u kalcijev alginat ispi-
tivali su Glogowsk1 i Rand (1978) kao nac¢in da povec¢aju zadrzavanje koaguli-
rajuceg sredstva u sirnom gruSu kako bi se smanjili gubici u sirutki.

Tako je mnogo enzima za zgruSavanje mlijeka uspje3no imobilizirano raz-
nim tehnikama i s raznim nosaéima. Svinjski pepsin se za to prikazao najpri-
kladnijim. Porozno staklo je najraSirenije, ali su rezultati bolji sa tilanom i
aluminijem. Sva imobilizirana sirila su slabe stabilnosti, te iako se mogu djelo-
miéno regenerirati, brzo gube aktivnost. Iako se smatra da bi bile brojne pred-
nosti upotrebom aktivnog, stabilnog i imobiliziranog sredstva za zgru$avanje
Taylor i dr. (1976) zakljuéuju da to danas jo§ nema ekonomske vrijednosti od-
nosno dok nema jo§ znaéajnijeg razvoja bilo tehnolosSkog ili ekonomskog. Iaka
veéina objavljenih radova pokazuje meznalajnim otapanje enzima, opisane
karakteristike koagulacije mlijeka tretiranog imobiliziranim sirilima su takc
razliite u mnogotemu s onima opaZzenim s topivim enzimima da to navodi
autora da bude rezerviran na potpuno odsustvo topivih enzima. Podaci Beeby-a
(1979) podrzavaju ovu rezerviranost.

Cak kad bi se pojavili stabilni i ekonomi¢ni imobilizirani enzimi, trebalo
bi jo§ mnoge probleme rijesiti:

1.) Dok bi se enzimom modificirano mlijeko koaguliralo kad je tempera-
tura iznad 20°C postoji znatan rizik koagulacije u reaktoru u sluéaju meha-
ni¢kih gresaka. Kad bi se to dogodilo bilo bi vrlo teSko obnoviti enzim.

2.) Mnogi sirarski pogoni preraduju 10® l/dnevno mlijeka; koli¢ina i ko-
§tanje imobiliziranog enzima bi bila vrlo velika.

3.) Mnogi pogoni rade 20 sati/dnevno §to oteZava odrzavanje sanitarnih
uvjeta reaktora iako bi se kolone ¢&istile otopinom H,O.,.

4.) Iako je sugerirano da ée odsustvo sredstva za koaguliranje u grusu
olak$ati kontroliranje zrenja mekih sireva, ovom autoru izgleda da bi bilo po-
trebno dodavati proteinaze grusu, barem tvrdim sirevima, dok ostaci koagu-
lirajuéeg sredstva u grusu uobifajenim metodama proizvodnje igraju glavnu
ulogu u zrenju sira. Ovo bi se vjerojatno uéinilo infuzijom ili dodavanjem en-
zima u kapsulama u mlijeko za sirenje.

Ubrzano zrenje sira

Zrenje sira je kompleksan proces koji obuhvac¢a proteolizu, glikozu, lipo-
lizu i razne sekundarne promjene katalizirane, uglavnom, sredstvom za zgru-
Savanje, bakterijama startera i njihovim enzimima, prirodnim enzimima mli-
jeka, te u nekim tipovima sira, egzogenim lipazama.

Zrenje je spor proces koji traje i do 2 godine za neke vrsile; uglavnom za
nizi sadrzaj vode u siru dulje je potrebno vrijeme zrenja. U modernoj mljekar-
skoj tehnologiji, veéina sireva sazrijeva pod kontroliranim uvjetima tempera-
ture i vlage. Tako je zrenje sira skup proces jer su potrebne moguénosti pre-
voza i zrenja velikih koli¢ina sira.

Prema Law (1980) za zrenje tone ¢edar sira u Britaniji treba 45 funti $to
je 3,6% od troskova za mlijeko i preradu. Dalje zrenje je u neku ruku nekon-
troliran proces te se pojavljuju znatne razlike u kvaliteti gotovog proizvoda.
Radi navedenih razloga poveéan je interes za ubrzanje zrenja sira.

Mogu se koristiti razni naéini (Law, 1978) za ubrzanje zrenja sira koji su
vetinom u pokusnoj fazi:

1.) Vise temperature zrenja ubrzavaju razvoj okusa i pogreSaka okusa te
se zato ne preporu¢uju iako bi to bio najlak$i i najeftiniji nacin.
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2.) Povecanje aktivnosti mikrobnih populacija; ako starter igra glavnu
ulogu u zrenju, onda bi zrenje trebalo biti ubrzano poveéanjem broja mikro-
organizama startera; ipak razvijanje loSeg okusa moze takoder biti ubrzano.
Tehnika poveéanja broja stanica startera ukljuéuje: dodatak modificiranih
startera (tretiranih lisozimom, naglo izloZenih toplini, pripremljenih stare-
njem) ili modifikaciju tehnike prerade (prethodna hidroliza laktoze, vece koli-
¢ine startera pripremljenih na vi$im temperaturama).

3.) Upotreba startera sa selekcionarnim mutantima sa karakteristikama za
brzo zrenje.

4)) Sistem zrenja dodatom smjesom (Kristoffersen i dr. 1967; Sutherland,
1975).

5.) Dodavanje egzogenih enzima:

a) dodavanje sirne smjese u sirni grus,
b) ekstrakt kulture startera bez stanica dodavan sirnom grusu,
c) izolirani enzimi.

Za razliku od Kristoffersena po kojemu se smjesa dodaje ¢itavom siru,
Dulley (1976) dodaje sirnu smjesu gruSu ¢edara kao izvor mikroorganizama i
enzima. Smjese se pripremaju mijeSanjem 2 dijela svjeZeg gruSa s jednim di-
jelom 5% salamure sa 0,3% kalijevog sorbata. Nakon zrenja 1 sedmice na
30°C, dodaje se 600 g takve smjese na 10 kg gruSa &edara poslije soljenja. Grus
se vadi, tjesti i normalno zrije. Postignuto je smanjenje zrenja do 6 sedmica
u odnosu na uobitajeno vrijeme da se postigne zrelost. Mozda je iznenadujuce
da nema razlike u 12% TCA — otopljenog N izmedu pokusnih sireva §to na-
vodi na misao o odsutnosti proteinaza i peptidaza iz smjese a takoder da pro-
teoliza nije graniéni faktor zrenja.

Normalni okus i proteoliza sira ne uspjevaju kod kemijskog zakiseljenja,
bez startera i zato postoji moguénost ubrzanja zrenja dodatkom ekstrakta star-
tera bez stanica. Dodavanje ovakvog ekstrakta asepti¢kom sirnom grusu pro-
uzrokuje normalnu proteolizu (Gripon i dr. 1977); razvoj okusa nije ocijenjen.
Law (1980) procjenjuje da su stanice 200 litara kulture konstantnog pH po-
trebne da udvostruée populaciju startera 1 tone sira; ili bi bila potrebna ek-
vivalentna koli¢ina ekstrakta bez stanica. Dok se znafajnije ne razvije proiz-
vodnja i priprema kultura, visoke cijene sprije¢avaju ovaj pristup.

Metoda s najboljim izgledima neposrednog uspjeha bi bila koristenje ko-
mercijalno pristupaénih, jeftinih enzima. Chaudhari i Richardson (1971) po-
kazuju da ekstrakt Zeluanog tkiva janjeta koji sadrZi Zeluéane lipaze i pro-
teinaze (ne himozin) ubrzava lipolizu i proteolizu kod raznih vrsta sireva te
poboljSava okus. Ubrzanje proteolize sira postignuto je dodavanjem proteinaze
Aspergillus-a u grud sira (Nakanishi i Itoh, 1973, 1974),

Utjecaj raznih kombinacija lipaza, proteinaza i dekarboksilaza na razvoj
okusa &edar sira i sirne mase prouéavali su Kosikowski i Iwasaki (1975). Manje
enzima daje ukusni sir za 4 sedmice na 20°C; viSe enzima, narotito kod visih
temperatura, vodi pogreskama okusa i teksture. Enzimi se dodaju sa soli kako
bi se smanjili gubici enzima. Zakljuéeno je da upotreba mikrobnih lipaza i pro-
teinaza pruza moguénost ubrzanja zrenja sira. Tehnika je poboljSana (Sood i
Kosikowski, 1979) jer enzimatski tretiran sir na 4,5°C nije pokazao znacajnije
ubrzanje zrenja pa se predloZilo zrenje na 10°C, a zatim stabilizacija hlade-
njem na 4,5°C.

Jednoli¢na raspodjela dodanog enzima bitna je za uspjeh ove tehnike; sli-
¢an problem bi trebalo rije$iti kod imobiliziranih sirila da bi se postigao us-
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pjeh. Jednoliéno dodavanje enzima mlijeku moZe se osigurati, ali najveéi dic
enzima gubi se sirutkom S§to, osim kostanja, utjefe na stvaranju problema kod
sirutke kada se koristi u proizvodnji hrane. Sol koja se €edar siru normalno
dodaje mozZe biti donosilac enzima (Nakanishi i Itoh, 1973; Kosikowski i Iwa-
saki, 1975; Sood i Kosikowski, 1979). Difuzija velikih molekula enzima u sirni
gru§ je spora i moZe utjecati na nejednoliéno zrenje; dalje, ova tehnika ne bi
bila prikladna za neke vrste mekih sireva gdje se gru$ ne ispire prije vade-
nja. Tehnika koja jo§ nije dovoljno ocijenjena ali obe¢ava ukljuéuje mikroin-
kapsulaciju enzima u mljeénu mast (Magee i Olson, 1978; Magee i dr. 1979) i
injektiranje pod visokim tlakom (Lee i dr. 1978).

Proteinski hidrolizati

Proteinski hidrolizati su dobro uvedeni proizvodi za iskori$tenje proteinom
bogatog otpada i neuobi¢ajenih na pr. biljnih proteina i od ribolova. Eksten-
zivno hidrolizirani proteini imaju tradicionalnu primjenu u juhama, namazi-
ma, aromama i dijetetskoj hrani. Zadnje vrijeme se ogranifena hidroliza upo-
trebljava kao sredstvo modificiranja funkcionalnih osobina proteina.

Ekstenzivni hidrolizati

Ekstenzivni proteinski hidrolizati se uglavnom pripremaju iz soje, glute-
na, proteina mlijeka, otpadaka mesa i ribljih proteina i to kiselom hidrolizom.
Neutralizacija kiselih hidrolizata dovodi do visokih postotaka soli 30 do 50%
suhe tvar. Za neke primjene (juhe, za¢ini) ne smeta veéi sadrzaj soli, ali to
nije prihvatljivo za dijetetsku hranu i prehrambene nadomjestke. Dalje, kisela
hidroliza prouzrokuje potpuno ili djelomiéno unistenje nekih amino kiselina.

Enzimatska hidroliza je jedna od moguce alternative za kiselu hidrolizu
(Adler — Nissen, 1976, 1977). Ipak, proteoliza ima neke ozbiljne nedostatike Sto
kombinacija nekih proteinaza s nekim supstratima daje gorke peptide. Gor-
¢ina se uglavnom smatra uzrokom visoke hidrofobnosti (Ney, 1971) narocito kad
je C-terminal ostatak hidrofoban (Sullivan i Jago, 1972). Vazno je u prvoj fazi
izabrati prave enzim — supstrat kombinacije za proizvodnju proteinskih hi-
drolizata. Medutim moguce je takoder odstraniti gorki okus, ili ga barem sma-
njiti na prihvatljivi stupanj, obradom s aktivnim ugljenom (Murray i Baker,
1952), karboksipeptidazom A (Arai i dr. 1970), leucin amino peptidazom (Clegg
i McKillan, 1974) ili ultrafiltracijom (Roozen i Pilnik, 1973).

Mljeéni proteini nisu raSireni kao supstrat za ekstenzivnu proteolizu, jer
kazein je poznat po svojoj sklonosti da daje vrlo gorke hidrolizate. Goré&ina se
pojavljuje veé kod relativno niskog stepena proteolize u ¢edar i gouda siru ako
je pojatana ili neizbalansirana aktivnost proteinaza (Lowrie i Lawrence, 1972:
Sullivan i dr. 1973; Stadhouders, 1978).

(-kazein se smatra glavnim izvorom gorkih peptida u &edar siru (Fox i
Walley, 1971; Sullivan i Jago, 1972), a Clegg i dr. (1974) su identificirali pepti-
de koji sadrze 53—79 ostatke J-kazeina kao glavne uzroke gorkog okusa pa-
pain rastvora kazeina. Ipak Pelissier i Manchon (1976) iznose da je s veéinom
proteinaza u,,-kazein skloniji goréini nego f-kazein.

Clegg i McMillan (1974) su pronasli na¢in da odstrane goréinu ficin/pepsin
ili papain hidrolizata bjelanjka jaja ili kazeina i to amino peptidazom leucin
svinjskih bubrega. Proces ponovljen u veé¢im razmjerima (Clegg i dr. 1974) po-
kazao je da se biolofka vrijednost hidrolizata moZe usporediti nerastvorenim
kazeinom Sto se smatra prikladnim za bolesnike s probavnim smetnjama.
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Proizvod s okusom ekstrakta goveda dobio se fermentacijom rekonstituira-
nog mljeénog praha s Pseudomonas fluorescens (Claydon i dr. 1968), a mogao
bi se koristiti u raznim juhama. Nije se pokusalo izolirati enzim, ali preparat
enzima ovog mikroorganizma moze dati zadovoljavajuéi proizvod.

Ogranic¢ena proteoliza

Glavni cilj ograni¢ene proteolize je modificiranje i popravljanje funkcio-
nalnih osobina kao topivosti, pjenjenja, kapaciteta emulgiranja, viskoziteta
itd. (Kinsella, 1976). Proizvodnja sira je moZda najistaknutiji primjer koristenja
ogranicene proteolize u tehnologiji hrane, a ovdje ¢emo se ograniéiti na modi-
fikaciju »izoliranih«, funkcionalnih proteina. Upotreba ovih proteina sve vide
raste (Wolnak, 1974). Soja proteini, kazeinati i obrano mlijeko u prahu su gla-
vni funkecionalni proteini danas a znatno zanimanje pokazuje se za protei-
ne ribe i raznih sjemenki. Krv je izvanredan izvor proteina s velikom bio-
loskom vrijednosti i izvrsnim funkcionalnim osobinama, ali nije mnogo kori-
Sten radi estetskih razloga.

—vam

Enzimatske modifikacije funkcionalnih osobina mnogo se viSe primjenjuju
kod ribljih proteinskih koncentrata vjerojatno zbog mnogostranih vrijednosti
i male sklonosti na gorki okus (Hale, 1969; Cheftal i dr. 1971; Spinelli i dr. 1972,
1975; Hewa i dr. 1976; Yanez i dr. 1976; Ballester i dr. 1977).

Mlijeko je izvor 3 tipa funkcionalnih proteina s razli¢itim osobinama: ka-
zein, kazeinati i kazein-sirutkin protein koprecipitati, laktoalbumin (termick:
denaturiran iz sirutke) i koncentrati proteina sirutke (nedenaturirani dobiveni
ultrafiltracijom). Kazein kao i soja protein, netopiv je u svom izoelektriénom
podruéju, osobina koja mu ograni¢ava upotrebu u kiseloj hrani. Metode pro-
izvodnje kiselo-topivog kazeina, bez gorkog okusa uz kontroliranu proteolizu
opisao je Haggett (1974). Laktoalbumin u stvari netopiv, ima zato ogranitene
funkcionalne osobine. Djelomi¢na hidroliza (8—12%0 o — amino N) laktoalbu-
mina, naroé¢ito tripsinom, daje proizvod skoro potpuno topiv kod pH 6 i 7,
65% kod pH 4,5 i samo je malo gorak (Jost i Monti, 1977, 1978) i ima izgleda
da se koristi kao sastojak hrane. Proteoliza sirutkinog proteina smanjuje emul-
girajuéi kapacitet, poveéava specifi¢an volumen pjene za oko 25%, ali uvelike
smanjuje stabilnost pjene (Kuehler i Stine, 1974).

Nepublicirani radovi autora pokazuju da viskozilet otopina kazeinata mo-
Ze biti znatno smanjen ogranit¢enom proteolizom koja nebi kvarila njegov okus.
Smanjen viskozitet olakSava suSenje raspriivanjem te ga ¢&ini prikladnijim za
dodavanje napicima, ali smanjuje njegovu funkcionalnu vrijednost za druge
primjene kao u mesnim proizvodima. Kapacitet emulgiranja masti i sposob-
nosti tutenja kazeinata proteolizom jako je smanjena. —

Tvorba plasteina

Izgleda da je ve¢ oko 100 godina poznato da proteinaze mogu sintetizirati
peptidne veze kao $to ih hidroliziraju. Izraz »plastein« se upotrebljava za poli-
peptide visoke molekularne teZine sintetizirane takvim reakcijama. Mehani-
zam tvorbe plasteina, koja se najbolje vrsi u 30—40%0 otopinama malih peptida
kod pH 5—7 (bez obzira na optimum hidrolize enzima) se uglavnom smatra
da ide putem transpeptidizacije (Horowitz i Haurowitz, 1959; Hofsten i Lala-
sidis, 1976), hidrofobnim vezama koje imaju vazinu sekundarnu ulogu.
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Znactaj plastein reakcije u nauci o prehrani nije shvaéen do 1970 kada je
grupa iz Japana odstranila gorki okus enzimatskih hidrolizata proteina soje.
Kasnije se prona$lo da se ova reakcija moZe koristiti za popravljanje hranid-
bene vrijednosti biljnih proteina tako $to se u plastein inkorporirao lizin i me-
tionin a to je protein za bolesnike koji imaju fenilketonuriju. Takoder plastein
reakcija omoguéuje proé¢i$éavanje novih proteina (Fujimaki i dr. 1971, 1977; Arai
i dr. 1975; Eriksen i Fagerson, 1976).

Najvise radova o tvorbi plasteina je sa soja proteinima, a manje sa pro-
teinima mlijeka, jednostaniénim proteinima, zeinima, ribljim proteinima i al-
buminom jajeta. Kazein nije dobar supstrat za tvorbu plasteina, jer je previse
hidrofilan, a sirutkin protein je dobar (Arai i dr. 1975). Dok se ne dokaze vrijed-
nost funkcionalnih osobina plasteina dotle se ne objavljuje. Dok proteini mlijeka
imaju dobru biolosku vrijednost, nemaju toksina ni loSu boju ili lo§ okus, dotle
bi plastein reakcija jedinu zna¢ajnu privlaénost imala u mljekarskoj tehnolo-
giji za popravljanje veé¢ dobrih funkcionalnih osobina mljeénih proteina. Iz ne-
objavljenog rada autora uspjelo je alkalnom proteinazom, alkalazom, hidro-
lizom i resintezom dobiti oko 65% plasteina od kazeina, a samo 400 od laktal-
bumina. Tako veliki polipeptidi da se mogu ustanoviti gel elektroforezom nisu
u oba plasteina pronadeni. Sposobnost tu¢enja kazein plasteina je manja, ka-
pacitet emulgiranja masti nesto slabiji nego kod natrijevog kazeinata, ali nje-
gova topivost u podrué¢ju izoelektriéne totke je znatno poboljSana. Zakljueno
je da s obzirom na koriStenje i gubitak proteina nije vjerojatno da bi tvorba
plasteina iz kazeina mogla biti ekonomiéna.

Topivost i druge funkcionalne osobine laktalbumin plasteina su pobolj$a-
ne u odnosu na laktalbumin kojemu, da se podsjetimo, su vrlo lo3a i slabija od
drugih funkecionalnih proteina. Tako plastein reakcija pruza moguénost da se
obnovi protein sirutke termi¢kom denaturacijom, centrifugiranjem, enzimat-
skom hidrolizom i tvorbom plasteina. S obzirom na velike koli¢ine neiskoriste-
ne sirutke izgleda da bi osnivanje pokusnog pogona za plastein reakcije, a za
iskoriStenje sirutke imao opravdanje. Dakako postoje mnoge prikladne meto-
de za obnavljanjem nedenaturiranog sirutkinog proteina (Craig, 1979) i uspje-
$nost primjene plastein reakcije ovisit ¢ée o ekonomskom opravdanju u odnosu
na ove druge.

Razne primjene

Obrada mlijeka tripsinom (Shipe i dr. 1975) je iSla za popravljanjem nje-
gove stabilizacije u odnosu na oksidativnu ranketljivost u prvom redu modi-
fikacijom membrana mljeénih kuglica i poboljSanjem kapaciteta vezanja bakra
tripsinom modificiranih proteina mlijeka.

Koncentrirana mlijeka sterilizirana UHT postupkom (oko 150°C X 4—35
sek.) su po boji i okusu bolja od onih dobivenih konvencionalnim postupkom
(oko 110°C X 20 min.) Ipak niZzi viskozitet djeluje kod potro%ada kao manje
suha tvar i prouzrokuje osjetljivost na obiranje masti i sedimentaciju soli. Vrlo
ogranitena proteoliza pepsinom ili sirilom je prijedlog (Tarassuk i Nury, 1952)
da se viskozitet poveéa, a boja i okus ostanu isti. Gubitak stabilnosti koje pro-
uzrokuje proteoliza moZe se sprijeéiti upotrebom ortofosfata. Prema autoru ova
tehnika se komercijalno ne koristi vjerojatno Sto zahtijeva strogu kontrolu
za sigurno dobivanje Zeljenih rezultata. Dalje, UHT-koncentrati nisu jo$ trgo-
vacki raSireni, jer se opaZa tendencija Zeliranja tokom uskladiStenja.

Majéino mlijeko proizvodi mnogo mekSi gru$ tretiranjem sirilom negs
kravlje mlijeko §to je uzrokovano, izmedu ostalih faktora, i manjim sadrza-
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jem i razli¢itim karakteristikama kazeina (Bezkorovainy, 1977). Cvrst gru$ koji
nastaje od kravljeg mlijeka uvjetuje neprikladnost za hranu izvjesnih kate-
gorija djece i odraslih sa odredenim probavnim smetnjama. Velik je interes
modificiranja ili »humaniziranja« kravljeg mlijeka za pripremu mlijeka za
dojenéad. Raniji poku$aji proizvodnje mlijeka mekSeg gruSa izgleda da su bili
ograni¢eni na obradu mlijeka vankreatinom, a da se nisu pojavile druge po-
pratne pojave u pogledu organolepti¢ke ili hranidbene kvalitete (Conquest i dr.
1976). Izvanredne klini¢ke rezultate dalo je enzimatski tretirano mlijeko (Storrs
i Hull, 1956). Te prednosti nisu bile isklju¢ivo u smanjenju tenzije grusa, nego
u tome da 1/3 dodatog enzima prezivljuje pasterizaciju, kojim se proizvod ob-
raduje, a to se smatra da pridonosi »in vivo« probavu proteina. Majéino mlijeko
sadrzi mnogo viSe prirodnih proteinaza a pasterizirano, enzimatski tretirano
mlijeko, ima pribliZno isti nivo aktivnosti proteinaza kao i sirovo majé¢ino mli-
jeko.

U modernoj tehnologiji djeéje hrane kravlje mlijeko je »humanizirano«
mijenjanjem odnosa kazein i sirutkin protein dodavanjem demineralizirane si-
rutke obranom mlijeku. Danas nije poznata kod ovog tipa proizvoda enzimat-
ska obrada.

(Opsirnu literaturu koju je naveo autor ne iznosimo, te se svaki zainte-
resirani moZe obratiti Urednistvu ovog &asopisa).

Summary

The principal applications of proteinases in dairy technology are in che-
ese manufacture., The enzymatic primary phase and non- enzymatic seconda-
ry phase of rennet coagulation of milk are reviewed. Aspects of veal rennet
substitutes are briefly discussed and developments in immobilized rennets con-
sidered in detail. The possibility of accelerating cheese ripening via added pro-
teinases is also considered.

Minor applications of proteinases including production of protein hidro-
lyzates, protein modification and baby food manufacture are reviewed.
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