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REZIME

Proizvodnja i prerada kozjeg mleka je dinami¢na grana mlekarske industrije koja
je u usponu i igra vaznu ulogu u ekonomskom razvoju mnogih zemalja. Poslednjih
godina na trziStu mlecnih proizvoda Sirom sveta, kozji mle¢ni proizvodi se nalaze u

sve

ZiZi interesovanja.

Termicki tretmani su deo postupka proizvodnje velikog broja mlec¢nih proizvoda, a
imaju za cilj poboljSanje pojedinih karakteristika proizvoda, podizanje nivoa
njihove bezbednosti, kao i produZenje roka trajanja. Proteini mleka podvrgnutog
termickom tretmanu menjaju svoje funkcionalne osobine S$to nalazi Siroku
primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Za razliku od kravljeg mleka
koje nakon visokih termickih tretmana menja svoje tehnoloske karakteristike, Sto
oteZava proces proizvodnje i dovodi do stvaranja sira loSijeg kvaliteta, za kozje
mleko postoje naznake u literaturi, da se nakon termickog tretmana koagulacija
neometano odvija, $to ukazuje na potencijalnu mogucénost dobijanja sira sa

uvec¢anim randmanom i nutritivhom vrednoscu.

Cilj ovog rada je bio da se ispita moguénost proizvodnje kozjih belih sireva u
salamuri dobijenih od mleka tretiranog reZimima termicke obrade: 80°C/5 min i
90°C/5 min, bez prilagodavanja faktora proizvodnje u odnosu na kontrolnu
varijantu proizvedenu od mleka tretiranog klasicnim postupkom niske
pasterizacije (65°C/30 min), kao i da se ispitaju karakteristike ovako dobijenih

sireva.

Navedeni cilj sproveden je kroz tri faze. Ispitivan je uticaj termickih tretmana
kozjeg mleka na (1) intenzitet promena na proteinima punomasnog i obranog
kozjeg mleka, kako bi se dobila jasnija slika o sirovini koja se koristi za proizvodnju

sireva; (2) enzimsku koagulaciju kroz odredivanje parametara koagulacije (3) tok



zrenja kozjih belih sireva u salamuri, po pitanju osnovnih fizi¢cko-hemijskih
parametara, proteolitickih promena, kao i promena teksturalnih i senzornih

svojstava.

Rezultati ovog rada pokazali su da primenom visokih termickih tretmana prilikom
obrade kozjeg mleka dolazi do znacajnih promena na proteinima, u pogledu
formiranja kovalentno vezanih agregata. Promene na proteinima mleka uslovile su
pojavu znacajnih razlika u vremenu i brzini koagulacije, kao i u ¢vrsto¢i dobijenog
grusa. Usled sporije koagulacije doslo je do znacajnog uveéanja randmana sireva,
kao i do znacajno veCeg stepena iskoriS¢enja proteina mleka i mlecne masti.
Izmedu kontrolne i eksperimentalnih varijanti sireva postojale su znacajne razlike
u pogledu pH vrednosti, sadrZzaja vode u bezmasnoj materiji, odnosa proteina i
masti u sirevima kao i u pogledu proteinskog sastava. Sve navedene razlike
uslovile su izmenjeni tok zrenja u pogledu proteolitickih i teksturalnih svojstava.
Deskriptivnom senzornom analizom je utvrdeno odsustvo neZeljenih ukusa u svim
uzorcima sireva. Od strane potrosaca ni jedan od uzoraka nije okarakterisan kao
neprihvatljiv. Sir proizveden od mleka tretiranog na 90°C/ 5 min stru¢na komisija
ocenila je odlicnom ocenom u svim ispitivanim fazama zrenja. Ova varijanta sira i

od strane potrosaca dobila je najbolju ocenu za ukupnu prihvatljivost.

Imajuci u vidu sve dobijene rezultate, moZe se zakljuciti da je moguce proizvesti
kozji beli sir u salamuri od mleka tretiranog reZimima termicke obrade oStrijim od
klasicne niske pasterizacije, uz uveéanje randmana i nutritivne vrednosti. Na
osnovu senzorne analize realno je ocekivati da bi ovakav proizvod bio prihvacen

na trzistu.

Kljucne reci: kozje mleko, beli sir u salamuri, obiranje, termicki tretman, agregati
serum proteina/k-kazeina, randman, reologija, proteoliza, tekstura,

senzorna analiza
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DIFFERENT HEAT TREATMENTS
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ABSTRACT

Production and processing of goat’s milk is a dynamic and growing industry that is
becoming an important part of economy in many countries. In receant years, the

dairy products market has been showing great interest in goat’s milk products.

Heat treatment has been used in dairy processing to enhance desirable properties
of the products, such as texture and taste, to ensure their safety and to prolong
their shelf-life. Heat-treatment modifies functional properties of milk proteins and
the procedure has been widely used in the food, cosmetics and pharmacutical

industries.

Heat-treatment at high temperatures causes significant changes in the
technological characteristics of cow’s milk; it has a negative effect on the cheese-
making process and lowers the quality of cheese. However, when goat’s milk is
subjected to high-heat treatment, it appears that the coagulation process is not impeded;
this offers a possibility to produce cheeses from high-heat-treated milk with increased

nutritional value and with a higher production yield.

The object of this study was to investigate the feasibility of production of white brined
goat’s cheese from milk heated at 80°C/5min and 90°C/5min, following the same
production method used for cheeses made from pasteurized milk (65°C/30min);

the characteristics of those cheeses were also to be analyzed and evaluated.

The experiments were conducted in three phases: (1) in order to obtain a clearer picture
of the raw materials used for cheese production, changes in the protein structure of
whole and of skimmed goat’s milk after high-heat treatments were analyzed; (2) the
coagulation parameters of high-heat-treated milk during enzymatic coagulation were
measured in order to estimate the effect of high-heat treatments on enzymatic

coagulation; (3) the maturing process of white brined goat’s cheeses produced from



high-heat-treated milk was analyzed as a function of basic physico-chemical
parameters, of the proteolytic changes and of the changes in textural and sensory

properties.

The results of this study have shown that the use of high-heat treatment of goat’s
milk leads to significant changes in protein structure in the formation of
covalently-bonded aggregates. Changes in milk proteins have caused significant
differences in coagulation time and coagulation rate, as well as in curd firmness. A
slower coagulation rate has led to a significant rise in yield of cheese production,
and has also increased the percentage of fat and protein recovery from milk. A
comparison of the control cheese with the experimental cheeses has revealed
significant differences in pH, in the level of moisture in non-fat solids content, in
the protein-to-fat ratio of cheese, and also in the protein composition. Because of
these differences changes to the proteolytic and textural properties of the
maturing processes have occurred. Descriptive sensory analysis showed the
absence of off-flavors in all cheese samples. Regarding consumer’s preferences, not
a single sample was characterized as unacceptable. Cheese produced from milk
heated at 90°C/5min was graded as “excellent” in all tested stages of maturity; the

same cheese received the best score for overall acceptability by the consumers.

Considering all of the results obtained, it could be concluded that it is possible to
produce white brined cheese from goat’s milk subjected to high-heat treatment more
severe than the common low pasteurization, giving a higher production yield and an
increased nutritional value. Good consumer’s sensory assessment suggests that the

product would be received favourably by the market.

Key words: goat milk, white brined cheese, skimming, heat treatment, whey
protein/k-casein aggregates, cheese yield, rheology, proteolysis,

texture, sensory analysis
Scientific field: Food Technology
Specific scientific field: Dairy Science
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1. Uvod

Gajenje koza zapocelo je pre oko 10 000 godina na planinama Irana. Koze su medu
prvim Zivotinjama bile pripitomljene (Haenlein, 2007). Ono S$to ih cini toliko
jedinstvenim je njihova sposobnost da proizvedu hranu visokog kvaliteta kao Sto je

mleko, ¢ak i u ekstremno nepovoljnim Zivotnim uslovima (Silanikove et al., 2010)

Proizvodnja i prerada kozjeg mleka posebno je zastupljena u regionu Mediterana i
Srednjeg istoka (FAO, 2003), a izuzetno je dobro organizovana u Francuskoj i
Italiji, gde se preraduje u sir koji je visoko kotiran na trzistu. Uzgajanje koza je
takode tradicija i u zemljama kao $to je Spanija, Gréka, Turska i Maroko (Park et al.,
2007). U nerazvijenim zemljama, uglavnom u Aziji, kozje mleko se konzumira u
sveZem, a manje u preradenom stanju, dok se u zapadnim zemljama vecina kozjeg
mleka Kkoristi za preradu. Najpopularniji proizvodi od kozjeg mleka su sirevi

(Bozani¢ et al., 2002).

lako kozje mleko ¢ini svega 2% ukupne svetske proizvodnje, sve se viSe istiCu
njegove prednosti (Bozani¢ et al, 2002). U poredenju sa ostalim domacim
Zivotinjama, poslednjih decenija (od 1980. godine) je zabeleZen najveci porast
populacije koza. Kada je u pitanju proizvodnja mleka, kozje mleko belezi najveci
porast poslednjih par decenija (BoZani¢ et al., 2002, Haenlein, 2004, Morand-Fehr
et al, 2004). Ovakav trend javlja se u najvecoj meri u zemljama u razvoju
(Boyazoglu et al., 2005). Vrlo je verovatno da je gajenje koza i proizvodnja kozjeg
mleka jo$ rasprostranjenija nego Sto to statistike pokazuju, obzirom na to da se ove
Zivotinje u znacajnom broju gaje u stadima koja nisu registrovana, a proizvodnja i

prerada mleka vrsi se za domace potrebe (Haenlein, 2004).

Postoje tri glavna razloga zbog kojih raste potraznja za kozjim mlekom. Prvi razlog
je njegova potrosnja u domacinstvima, koja se neprestano povecava zbog rasta
ljudske populacije. Koza je glavni snabdevac ruralnog stanovnistva proizvodima od
mleka i mesa. Stara izreka koja kaze da je koza ,krava siromaha” vazi i danas. Drugi
razlog za potraznjom kozjeg mleka proizilazi iz toga Sto usled alergijskih reakcija

na kravlje mleko, koje su sve ucCestalije, ljudi se opredeljuju za kozje mleko koje je u
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ovom pogledu znatno prihvatljivije. Tre¢i aspekt je uvecanje broja kulinarskih
specijaliteta koji se dobijaju od kozjeg mleka. Neke zemlje, poput Francuske, imaju
veoma razvijenu tehnologiju prerade kozjeg mleka. Shodno tome u ovim zemljama
se dosta ulaZe u marketing kozjih mle¢nih proizvoda, ¢ime je stvoren Sirok krug
potroSa¢a veoma zainteresovanih za kupovinu i konzumiranje u prvom redu
ekskluzivnih kozjih sireva (Haenlein, 2004). Proizvodnja i prerada kozjeg mleka u
industrijskim uslovima je dosta oteZana sezonskim karakterom individualne
proizvodnje kao i niskim prinosom (Park et al., 2007). Jedan od razloga je takode i
oskudni podaci o biohemijskim i mikrobioloSkim karakteristikama kozjeg mleka,
koje su osnov za optimizaciju i kontrolu postupka proizvodnje sireva (Bontinis et
al,, 2012). Informacije koje se ticu sastava i fizicko-hemijskih karakteristika kozjeg
mleka su od esencijalnog znacaja kako za uspeSan razvoj industrijske proizvodnje i
prerade kozjeg mleka tako i za plasiranje ovih proizvoda na trzistu (Park et al.,

2007).

U mnogim zemljama potrosaci ne prihvataju specifi¢can ukus kozjeg mleka, jogurta
ili sireva, Sto je joS jedan razlog izostanka interesovanja proizvodaca za mlecne
poroizvode ove vrste. Medutim svakako postoji nacin da se uz primenu znanja o
specificnostima kozjeg mleka karakteristican wukus wublazi ili prilagodi

odgovarajuc¢em proizvodu (Morand-Fehr et al., 2004).

Postoji daleko manje naucnih studija koje se bave kozjim mlekom u odnosu na one
Ciji je predmet proucavanja kravlje pa cak i ovcije mleko (Dubeuf et al., 2004,
Raynal-Ljutovac et al.,, 2007). Mnogi razlozi ukazuju na to da rezultati istraZivanja
koja se odnose na kravlje mleko ne mogu jednostavno da se primene na kozje
mleko (Raynal-Ljutovac et al.,, 2007). Pojacano interesovanje potrosaca za kozje
mleko i proizvode od mleka ukazuje na potrebu da se i sa naucne strane fokus
usmeri na proucavanje kozjeg mleka, kako bi se dostigao nivo nauc¢nih rezultata
koji ve¢ postoje a odnose se na kravlje mleko (Morand-Fehr et al., 2004, Boyazoglu

et al, 2005). Svakako, primena dobijenih rezultata u praksi kljucni je korak u

pravcu razvoja ove zapostavljene grane mlekarstva (Boyazoglu et al., 2005).

Prvi sirevi od kozjeg mleka proizvedeni su u Mesopotamiji. Pretpostavlja se da su u

pocetku pravljeni meki sirevi, a zatim tvrdi, odnosno zreli sirevi. Iz centralnih
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delova Bliskog istoka proizvodnja kozjih sireva se proSirila u oblasti Mediterana -
Grckoj, Turskoj, Siriji, Izraelu. Mnoge od ovih zemalja su postale veliki proizvodaci i
potroSaci brojnih vrsta kozjih sireva. Zahvaljuju¢i Feta siru, koji se pravi od kozjeg i
ovcijeg mleka, i koji je Sirom sveta poznat i konzumiran, Grcka se smatra jednim od
najvec¢ih proizvodaca kozjih sireva (Park, 2001). Na prvom mestu nalazi se
Francuska, gde se godiSnje proizvede 68 000 tona kozjeg sira. Asortiman obuhvata
viSe od 90 razlic¢itih varijeteta, od kojih je znacajan broj onih koji se proizvode na
tradicionalan nacin u domacinstvima, prema originalnim recepturama. Uglavnom
su to razlicite vrste autohtonih kozjih sireva karakteristi¢nih za pojedina podrucja

(Bozani¢ et al., 2002).

Kozji sirevi postepeno sticu popularnost medu ljubiteljima mle¢nih proizvoda i
Sirom sveta. Postoji Siroka paleta kozjih sireva koji se proizvode u zanatskim
uslovima, dok postoji manji broj varijeteta koji se proizvode industrijski (Bontinis
et al, 2012). Na popularnost kozjih sireva pozitivno uticu mnogi savremeni
trendovi kao Sto su: povratak prirodi i zdravom Zivotu, popularizacija autenti¢nih
proizvoda specificnog geografskog porekla, sve vele interesovanje za seoski
turizam kao i navika Zitelja Evrope da svoje godisnje odmore provode u nekoj od
zemalja Mediterana gde su kozji sirevi Siroko rasprostranjeni (Morand-Fehr et al.,

2004).

Kada se govori o Sto efikasnijem razvoju sektora proizvodnje i prerade kozjeg
mleka, inicijativa je usmerena, izmedu ostalog, ka proizvodnji sireva koji bi bili
visokog kvaliteta, samim tim bi imali visoku cenu a bili bi prodavani urbanim
potrosacima, uz veliku zaradu (Dubeuf et al., 2004). Kozji sirevi stoga moraju da
odgovore na velike izazove, u smislu kvaliteta i dostupnosti, obzirom da im na
trzistu konkurenciju c¢ine Kkravlji sirevi sa svojom visoko standardizovanom
proizvodnjom i ukusom na Kkoji su potrosaci navikli (Morand-Fehr et al., 2004).
Medutim, izrazita posebnost kozjih sireva sve viSe se smatra prilikom za njihovu
konkurentnost na trziStu koje se nalazi u uslovima sve vece globalizacije (Faccia et

al, 2012).

Nacin proizvodnje i osobine sireva odredeni su karakteristikama prostora sa kog

poticu, prvenstveno klimom i reljefom (Alichanidis i Polychroniadou, 2008). U
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nasoj zemlji, zahvaljuju¢i brdsko-planinskim podrucjima, postoji veliki potencijal
za razvoj kozarske proizvodnje, pri ¢emu znacajno mesto zauzima proizvodnja
belih kozjih sireva koji sazrevaju u salamuri (Niketi¢ et al., 2006). Ipak, u sadasnjim
uslovima, proizvodnja kozih sirevima je ograniena a realizacija na trzistu

skromna (Dozet et al., 2004).

U Srbiji su beli sirevi u salamuri najzastupljenija vrsta sireva Sto se tice
proizvodnje i konzumiranja (~ 60%). UobicCajeno je da se proizvode se od kravljeg,
ovcijeg ili kozjeg mleka, mada se danas uglavnom proizvode od kravljeg mleka, dok
kozji i ovCiji beli sirevi u salamuri cine svega neSto viSe od 1% ukupno
proizvedenih sireva ove vrste. Trenutno se kod nas beli sirevi proizvode kako u
domacdinstvima tako i u industriji. Tradicionalna proizvodnja podrazumeva
uglavnom sirovo mleko i odsustvo starter Kkultura, nasuprot industrijskoj
proizvodnji gde su odgovarajuci termicki tretman i dodatak startera obavezni

(Radulovic¢ etal., 2011).
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2. Pregled literature

2.1. Razlike u hemijskom sastavu kozjeg i kravljeg mleka

Podaci o razlikama u fizicko-hemijskim svojstvima kozjeg i kravljeg mleka su od
esencijalnog znacaja za uspeSan razvoj grane mlekarske industrije koja se bavi

preradom kozjeg mleka.

Kozje mleko se razlikuje od kravljeg po boljoj svarljivosti, izraZenijoj alkalnosti,
vecem pufernom kapacitetu, a sa medicinskog i nutritivnog aspekta ono pokazuje

odredena terapeutska svojstva (Park et al., 2007).

Tabela 1. Hemijski sastav i osobine kozjeg i kravljeg mleka (BoZani¢ et al., 2002)

Parametar Kozje mleko Kravlje mleko
Suva materija (%) 11,94 12,89
Proteini (%) 31 3,38
Mlecna mast (%) 3,6 4,1
Laktoza (%) 4,6 4,6
Pepeo (%) 0,84 0,79
pH 6,74 6,68
Titraciona Kiselost (°SH) 6,8 6,7
Slobodne masne Kiseline (mg/1) 8,1 7,5
Holesterol (mg/100g) 10 13
Energetska vrednost (k]J/100g) 288 284

Hemijski sastav kozjeg i kravljeg mleka vrlo je sli¢an. Sastav kozjeg mleka se menja
u zavisnosti od rase i genotipa koza, zatim od stadijuma laktacije i od godiSnjeg
doba. Duzina laktacije takode je varijabilna, od 150 do 300 dana, a kod mlec¢nih
rasa 210 do 300 dana. Tokom laktacije udeo masti i proteina visok je u kolostrumu
i mleku pocetkom laktacije, dosta niZi sredinom laktacije i ponovo se povecava

krajem laktacije kada se koli¢ina mleka smanjuje (BoZanic et al., 2002).

Uporedni hemijski sastav kozjeg i kravljeg mleka dat je u Tabeli 1.
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2.1.1.Mle¢na mast

Dve KkljuCne razlike u karakteristikama mlecne masti kozjeg i kravljeg mleka
uslovljavaju razlike i u karakteristikama mlecnih proizvoda. Prva razlika je veli€ina
masnih globula. Naime, masne globule obe vrste imaju prosefan dijametar u
opsegu od 1 - 10 um, medutim, broj masnih globula manjih od 5 um je u slucaju
kravljeg mleka = 60% dok je u slucaju kozjeg mleka = 80%. Ova razlika uslovljava
meksu teksturu kozjih mle¢nih proizvoda. Druga razlika je hemijski sastav mlecne
masti. Mletna mast kozjeg mleka ima vec¢i udeo masnih kiselina srednjeg lanca:
kapronske (C6:0), kaprilne (C8:0) i kaprinske (C10:0), od kojih potice
karakteristi¢an ,kozji“ ukus (Silanikove et al., 2010). Struktura i sastav membrana
masnih globula je slicna kod kozjeg i kravljeg mleka, i predstavlja oko 1%

zapremine ukupne mle¢ne masti (Park et al., 2007).

Zbog povecane relativne povrSine masnih globula varenje kozjeg mleka traje
vremenski krace za 20%. Boljoj svarljivosti mle¢ne masti kozjeg mleka doprinosi i
udeo od 35% masnih kiselina kratkog i srednjeg lanca (C6-C14) koje lipaza brZe
hidrolizuje i koje se jednostavnijim mehanizmom apsorbuju u odnosu na masne
kiseline dugog lanca. Odredenu kolic¢inu kozjeg mleka ¢ovek svari za 40 minuta dok

je za varenje iste koli¢ine kravljeg mleka potrebno 2,5 sata (Antunac et al., 2000).

Zbog manjih masnih globula, vreme potrebno za separaciju mle¢ne masti kozjeg
mleka je dosta duZe Sto je tehnoloski znacajno. Obiranje masti u kravljem mleku
krace traje, zbog aglutinacije uzrokovane nakupljanjem masnih globula, koje kod

kozjeg mleka prakti¢no nema (BoZani¢ et al., 2002).

Savremena literatura oskudeva podacima koji se ticu separacije mle¢ne masti
kozjeg mleka. Kao objaSnjenje se navodi Cinjenica da se ni sladoled ni maslac od
kozjeg mleka ne proizvodi nigde u svetu u znacajnim koli¢inama (Park i Guo,
2006). Medutim, znacajne sezonske varijacije sastava kozjeg mleka mogle bi se
ublaziti, a proizvodnja sira ujednaCenog sastava osigurati, ukoliko bi bila na
raspolaganju mle¢na mast i nemasni mlecni prah od kozjeg mleka, (BoZani¢ et al.,

2002).
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2.1.2. Proteini

Struktura kazeinske micele kozjeg i kravljeg mleka se razlikuje u prosecnom
precniku, hidrataciji i mineralizaciji. Precnik micele kozjeg mleka je veci kao i
raspodela veli¢ine (Montilla et al, 1995). Micele kozjeg kazeina sadrze viSe
kalcijuma, neorganskog fosfora i kazeina rastvorljivog u serumu (serumskog
kazeina) (Park et al., 2007). Po definiciji, serumski kazein je kazein koji ostaje u
supernatantu nakon precipitacije kazeinskih micela ultracentrifugiranjem (45 000
g/45 min) (Fairise et al., 1999). Koloidni i serumski kazein su u ravnoteZi koja
zavisi od pH vrednosti i temperature. SniZavanjem temperature i pH, raste sadrZaj

serumskog kazeina, i obrnuto (Hallen, 2008).

Kozje mleko sadrzi manje as kazeina nego kravlje, Cesto sadrZzi viSe as2 nego as1
kazeina, Sto ¢ini da je u ovakvim slucajevima as; dominantna frakcija as-kazeina,
koji sa sobom nosi svoja specificna tehnoloska i funkcionalna svojstva (Haenlein,
2004). Primera radi, utvrdeno je da kravlji asz - CN putem disulfidnih mostova u
sirovom mleku gradi veoma termostabilne dimere, koji se nalaze u unutrasnjem
delu kazeinske micele, i nemaju tendenciju niti da disosuju na monomere, niti da se
disulfidno povezuju sa drugim proteinima prilikom termickih tretmana nizih od
100°C (Rasmussen et al, 1994, Patel, 2007). Udeo os1 kazeina kozjeg mleka
znacajno varira u odnosu na individualne jedinke. Kozje mleko karakteriSe velika
genetska varijabilnost zahvaljujuéi uglavnom as1-CN koji je do sad identifikovan u
10 varijanti. Pored ovog proteina genetski polimorfizam srece se i kod B-1g, k-CN i
B-CN i utice na ¢vrstocu i viskoznost jogurta, sinerezis nakon enzimske koagulacije,

termicku stabilnost, kao i pH vrednost mleka (BoZani¢ et al., 2002).

Niske temperature skladiStenja imaju uticaj na micelarni sistem mleka. Hladenje
vodi parcijalnom rastvaranju koloidnog kalcijum fosfata i §-CN. Ove promene uticu
na smanjenje randmana sira proizvedenog od hladenog mleka. 3-CN kozjeg mleka
je podloZniji rastvaranju tokom hladenja nego 3-CN kravljeg mleka (Park et al.,
2007). Bitno je ove podatke imati u vidu obzirom na to da je -CN dominantna
kazeinska frakcija kozjeg mleka (BoZanic et al., 2002). Za razliku od kravljeg [3-CN-

a koji je sacinjen od 209 aminokiselinskih ostataka, 3-CN kozjeg mleka sadrzi 207
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ostataka aminokiselina. Dve kiseline koje nedostaju kozjem (-CN-u su vezane u

dipeptid: Pro179-Tyriso (Trujillo et al., 1995).

Kravlji k-CN je rastvorljiv u prisustvu kalcijuma u mleku. Zahvaljuju¢i posedovanju
dva cisteinska ostatka (Cys11 i Cysss), u sirovom mleku delimi¢no se nalazi u obliku
velikih sfernih polimera u rasponu od dimera do dekamera (Rasmussen et al.,
1992, Panouillé et al., 2004). Udeo k-kazeina u kravljem mleku je = 12%. On
stabilizuje oko 10 puta vecu masu ostalih kazeinskih frakcija koje su osetljive na
prisustvo kalcijuma. Micela je organizovana tako da se njeno jezgro sastoji od
elektroforetskih frakcija osetljivih na prisustvo kalcijuma, dok se na povrsini nalazi
k-CN. Ovaj model analogan je stabilizaciji lipida emulguju¢im supstancama.
Hidroliza x-CN himozinom i reakcija sulfidril-disulfidne izmene sa (-lg pod
uticajem termickog tretmana mleka potvrduje ovakav model organizacije micele.
Medutim odredeni literaturni podaci idu u prilog teoriji da su micele dovoljno
porozne da veliki molekuli mogu slobodno da difunduju kroz nju. OteZana
koagulacija mleka imobilizovanim sirilom ukazuje na to da x-CN nije dostupan u
velikoj meri. Cinjenica da super-polimerizovane aminopeptidaze, koje obzirom na
svoju veli¢inu ne mogu da difunduju unutar micele, oslobadaju N-terminalne
aminoKkiselinske ostatke sve Cetiri kazeinske frakcije, potvrduje teoriju da povrsina
micele nije prekrivena isklju¢ivo k-CN, ve¢ sadrzi i odredeni udeo ostale tri
kazeinske frakcije (Fox i Brodkorb, 2008). Pretpostavlja se da i 3-CN doprinosi
stabilizaciji kazeinske micele, posebno na nizim temperaturama (de Kruif, 1999).
Prilikom hladnog skladistenja mleka, do 50% (-CN, koji je najhidrofobniji od sve
Cetiri frakcije, disosuje reverzibilno iz micele. Ova pojava je pokazatelj vaznosti
hidrofobnih interakcija i potvrda teorije da je kazeinska micela dovoljno porozna

da omogucuje B-CN da difunduje iz micele u serum. (Fox i Brodkorb, 2008).

Kozje mleko sadrzi 0,18-0,28% f-lg i 0,06-0,11% «-la. SadrZaj B-Ig je veci, a a-la
manji u odnosu na kravlje mleko. Udeo serum albumina i neproteinskog azota

(NPN) u kozjem mleku je visi u odnosu na kravlje mleko (Antunac et al., 2000).

Pored koloidnog kalcijum fosfata (CCP) koji igra bitnu ulogu u integraciji kazeinske
micele, ¢injenica da se micele mogu dispergovati ureom, SDS-om, etanolom (>35%,

>70°C), podizanjem pH vrednosti mleka, ukazuje da u integraciji kazeinske micele
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ucestvuju takode i vodonicne veze, hidrofobne i elektrostaticke interakcije (Fox i

Brodkorb, 2008).

Oko 30% kozjeg kazeomakropeptida (CMP) je glikozilovano, dok je 60% kravljeg
CMP glikozilovano (Park et al.,, 2007).

Koli¢ina ukupnih amino-kiselina podjednaka je u oba mleka. Postoje izvesne
razlike u aminokiselinskom sastavu, ali klju¢na razlika je u tome S$to su proteini
aminokiselina efikasnija. Iako je bioloSka vrednost ova dva mleka pribliZzno
jednaka ipak analiza amino-kiselina pokazuje nesSto vecu koli¢inu slobodnih
amino-kiselina u kozjem mleku, a posebno slobodnih esencijalnih amino-kiselina

(Bozani¢ et al., 2002).
2.1.3. Mineralne materije

SadrzZaj mineralnih materija je visi u kozjem nego u kravljem mleku, pogotovu
sadrZaj kalijuma i hlorida, zbog Cega je ukus kozjeg mleka blago slan. Slanost je
posebno izraZzena krajem laktacije. Sadrzaj kalcijuma, fosfora, i magnezijuma je
takode visi u kozjem mleku, dok je sadrzaj natrijuma i sumpora niZi u odnosu na
kravlje mleko (Park et al., 2007). Kozje mleko sadrZi oko 40% manje citrata u

odnosu na kravlje, a bolji je izvor biorazgradivog gvozda (BoZani¢ et al., 2002).

2.2. Uticaj razlicitih termickih tretmana na kozje i kravlje mleko

Termicka obrada je najznacajnija operacija u obradi i preradi mleka, i sastavni je
deo tehnoloskog procesa proizvodnje svakog mlecnog proizvoda. Termicki
tretman se u mlekarstvu upotrebljava prvenstveno da bi se omogucila bezbednost
proizvoda i duZi rok trajanja (Oldfield et al.,, 2000, Donato i Guyomarc'h, 2009).
Dejstvom visokih temperatura dolazi do eliminacije mikroflore sirovog mleka, do
redukcije ili stimulacije aktivnosti mnogih nativnih enzima mleka kao Sto su
plazmin/plazminogen kompleks, lipaze ili alkalne fosfataze (Buffa et al., 2001).
Mleko podvrgnuto termickom tretmanu menja svoja funkcionalna i tehnoloska

svojstva Sto nalazi Siroku primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji
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(Oldfield et al, 2000, Donato i Guyomarc'h, 2009). Pod dejstvom termickih
tretmana dolazi do ekspozicije -SH grupa Sto uslovljava porast antioksidativnih

svojstava mleka (Raynal-Ljutovac et al., 2007).

2.2.1 Uticaj termickog tretmana na proteine mleka

Termicki tretmani u najvecoj meri uticu na serum proteine, u prvom redu B-Ig i a-
la. Usled dejstva visokih temperatura reaktivne tiolne grupe jednih proteina
formiraju disulfidne mostove sa reaktivnim tiolnim grupama drugih proteina.
Takode, dolazi i do reakcije tiol-disulfidne izmene. Ova reakcija ¢ini proces
denaturacije proteina ireverzibilnim (Vasbinder i de Kruif, 2003). Najvaznija
posledica termickih tretmana je formiranje agregata denaturisanih serum proteina
sa kazeinskom micelom ili formiranje rastvorljivih asocijata serum proteina
(Vasbinder, 2002). Termin ,asocijacija proteina” se odnosi na promene koje se
deSavaju na molekulskom nivou (npr. nastanak dimera). Suprotno od asocijacije,
termini: agregacija, polimerizacija, precipitacija, koagulacija se odnose na
nespecificne protein-protein interakcije, Sto rezultira formiranjem agregata vece

molekulske mase (Patel, 2007).

U slucaju kravljeg mleka, inkorporiranje serum proteina u sir nije uvek ekonomski
opravdano, obzirom da postoje brojni preparati na bazi upravo serum proteina,
koji se koriste kao vrlo popularni funkcionalni ingredijenti visoke nutritivne
vrednosti (Hougaard et al,, 2010). Medutim obzirom na ¢injenicu da se kozji sirevi,
kao Sto je ve¢ spomenuto, i dalje mahom proizvode u tradicionalnim uslovima,
prerada surutke je vrlo nerazvijena grana mlekarstva, pa je ovakav nacin

iskoriséenja kozjih serum proteina i dalje najpogodniji.

2.2.2. Denaturacija serum proteina

U toku razlicitih termickih tretmana mleka, pored ostalih procesa, u prvom redu
dolazi do denaturacije serum proteina. Generalno, pri termickom tretiranju mleka
na temperaturama iznad 60°C zapoCinje denaturacija serum proteina
disocijacijom dimera 3-lg (Vasbinder i de Kruif, 2003). Uocljive promene ponasanja

mleka, kao $to je: duZe vreme potrebno za enzimsku koagulaciju i meksi formirani

10
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sirni gel, deSavaju se kada se mleko tretira temperaturama iznad 70°C (Montilla et
al,, 1995). Termicki tretman kravljeg mleka od 90°C/10 min izaziva denaturaciju
serum proteina vecu od 90% (Vasbinder et al., 2001). Ukoliko se kravlje mleko
zagreva na temperaturama visSim od 90°C u trajanju od 1 min ili viSe, koagulacija
pod dejstvom sirila izostaje (Raynal i Remeuf, 1998, Sandra i Dalgleish, 2007). U
literaturi postoje podaci o dramati¢nim razlikama u ponaSanju kravljeg i kozjeg
mleka kada je u pitanju tretman temperaturom od 90°C (Montillla et al., 1995).
Kozje mleko tretirano ovom temperaturom u toku 30 min koaguliSe neometano
pod dejstvom sirila, pri ¢emu se javlja i znac¢ajno uvecanje randmana u odnosu na

sirovo mleko (Calvo i Balcones, 1998).

Najveci obim denaturacije a-lai 3-Ig deSava se na temperaturama izmedu 80 i 90°C
(Donato i Guyomarc'h, 2009). Osetljivost serum proteina na dejstvo visokih

temperatura opada slede¢im redosledom: Ig>LF>SA>[3-1g>a-la (Patel, 2007).

Proces denaturacije pracen je promenom konformacije B-lg Sto rezultuje u
ekspoziciji reaktivne -SH grupe i gradenju disulfidnih veza sa proteinima koji
sadrze cistein (B-lg, SA) ili tiol-disulfidnom izmenom sa proteinima koji sadrZe
disulfidne mostove (a-la,k-CN i asz-kazein). U procesu tiol-disulfidne izmene 3-lg
se ponasa kao inicijator. Interakcija B-lg sa k-CN Kkoji se nalazi na povrsini
kazeinske micele dovodi do oblaganja kazeinske micele 3-lg-om. Takode, 3-g moze
formirati agregate sa kazeinima u serumu, kao i asocijate i agregate sa serum

proteinima (a-la, B-lg, SA) (Vasbinder, 2002).

Grupa autora pratila je denaturaciju serum proteina u kravljem, kozjem i ovc¢ijem
mleku nakon razlicitih termickih tretmana, odredivanjem sadrzaja rastvorljivih
azotnih materija zaostalih nakon izoelektri¢ne precipitacije kazeina. Utvrdili su da
se brzina denaturacije proteina u zavisnosti od temperature uvecava, sa
odredenim razlikama izmedu mleka tri Zivotinjske vrste. Tretiranje mleka na 80°C
5 minuta vodi denaturaciji 70 - 80% serum proteina bez obzira na vrstu Zivotinje.
Nakon tretmana na 85°C maksimum denaturacije u slucaju kozjeg mleka postize se
nakon 1 min, u slucaju ovcijeg za 1 - 3 min, a kravljeg za 10 min. Na temperaturi od
90°C denaturacija se desava vrlo brzo, a maksimum denaturacije se desava nakon

2 min kod mleka sve tri Zivotinjske vrste. Autori isticu da je ¢ak i pri tretiranju
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mleka na 90°C 20 - 25% proteina ostalo rastvoreno nakon precipitacije na pH 4.6.
Zaostale rastvorljive azotne materije verovatno predstavljaju proteozo-peptonsku
frakciju serum proteina. Razlike u kinetici denaturacije autori objasnjavaju
razli¢itim odnosom B-lg/a-la, koji se razlikuje kod kravljeg i kozjeg mleka: 3,7 i 2.5,
respektivno. U prilog govori i ¢injenica da je -lg znaCajno termolabilniji od a-la, a

temperatura nego isti proteini kravljeg mleka (Raynal and Remeuf, 1998).

Druga grupa autora ispitivala je zavisnost stepena denaturacije od trajanja
termickog tretmana poredeci pritom kravlje i kozje mleko. Uticaj trajanja tretmana
postoji ukoliko se mleko tretira na temperaturi od 75°C. Na temperaturama visim
od 70°C u znacajno veem obimu javlja se denaturacija serum proteina kozjeg
mleka nego kravljeg. Manje od 5% nedenaturisanog 3-lg detektovano je u kozjem
mleku tretiranom na 80°C 5 minuta, dok je u slucaju kravljeg mleka

nedenaturisanog istog serum proteina bilo vise od 20% (Montilla et al., 1995).

2.2.3. Sastav agregata nastalih termic¢kim tretmanom

U model sistemima i u obranom mleku je ustanovljeno da termicki tretman
uzrokuje kovalentno povezivanje B-lg i k-CN reakcijom tiol-disulfidne izmene. U
agregatima se nalazi i a-1g vezan za -1g disulfidnim vezama. U manjoj meri SA, LF i
as2-CN, se povezuju u agregate, takode tiol-disulfidnom izmenom. Imunoglobulini
ucestvuju u obrazovanju agregata uglavanom kroz hidrofobne interakcije (Donato i
Guyomarc'h, 2009). Proteini koji ne poseduju Cys ostatak, as1-CN i B-CN, takode u
manjoj meri ulaze u sastav termicki produkovanih agregata. Pretpostavlja se da se
njihovo povezivanje u agregate vrsi preko laktoze, putem Maillard-ove reakcije
(Chevalier et al., 2009). Ukoliko se serum proteini dodaju u obrano mleko, pod
uticajem termickih tretmana dolazi do njihovog kompletnog ugradivanja u
agregate. Imajuci u vidu da tom prilikom deo k-CN i dalje ostaje van agregata, moZe
se zakljuciti da koli¢ina B-lg, odreduje obim nastanka agregata pod dejstvom

termickih tretmana (Donato i Guyomarc'h, 2009).
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2.2.4. Kovalentno vezivanje proteina unutar agregata (formiranje disulfidnih

mostova)

Cisteinski ostatak Cysieo B-lg ucestvuje u formiranju intermolekulskih disulfidnih
mostova sa k-CN na povrsSini kazeinske micele kozjeg mleka, sa k-CN u serumu, kao
i sa drugim molekulima (-lIg. Ostaci Cysi19 i Cysiz1 B-lg takode ucestvuju u
formiranju intermolekulskih veza sa cisteinskim ostacima fB-Ig i k-CN. Nije
ustanovljeno da Cysios B-laktoglobulina ucestvuje u formiranju intermolekulskih
veza u termicki tretiranom mleku, Sto ukazuje na to da se ovaj ostatak nalazi u
untrasnjosti proteina, pa iz tog razloga nije dostupan. Kod molekula k-CN kravljeg
mleka Cysi1 i Cysss jednako ucestvuju u gradenju intermolekulskih veza. U
formiranju disulfidnih veza B-lIg sa a-la ucestvuju Cyse, Cyss1, Cysi11, i Cysizo a-

laktalbumina (Donato i Guyomarc'h, 2009).

Grupa autora (Henry et al, 2002) identifikovala je formiranje homopolimera
izmedu molekula B-lg i takode izmedu molekula k-CN povezanih disulfidnim
mostovima, kao i agregat izmedu molekula (3-1g i k-CN, nakon izlaganja izolovane
kazeinske micele i B-lg kozjeg mleka termic¢kim tretmanima od 80°C/10 min i
115°C/20s. lako je teoretski moguce da se formiraju homopolimeri -
laktoglobulina sa viSe od dva monomera, navedeni autori su identifikovali samo
dimere. Pretpostavlja se da se dalji polimerizacioni proces odigrava putem
nekovalentnih interakcija, ili da je udeo vecih polimera suviSe mali da bi bio
detektovan. Izmedu k-CN i (-Ig se formira disulfidni most izmedu Cysiso B-lg (koji
je u nativnom molekulu u intramolekulski disulfidno vezan sa Cyses) i Cisss k-
kazeina, koji se u nativnoj formi molekula nalazi u obliku slobodne tiolne grupe, $to
znaci da je u ovom slucaju u pitanju reakcija SH/SS intermolekulske izmene. Ova

reakcija je favorizovana visokom temperaturom.

[sta grupa autora nije registrovala postojanje agregata izmedu B-lg i as2-CN, pa
stoga zakljuCuju da ukoliko ih ima, prisutni su u suviSe malim koncentracijama
koje nisu mogle biti detektovane (Henry et al., 2002). lako poseduje dva cisteinska
ostatka, Cysss i Cyss1, kada je re¢ o kravljem mleku, ucesée as2-CN u formiranju
agregata je daleko reda. Treba imati u vidu da on, kao $to je ve¢ pomenuto, u mleku

egzistira, pored monomera, u vidu termicki vrlo stabilnog dimera, sa dve
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intramolekularne disulfidne veze, Sto smanjuje njegovu reaktivnost (Rasmussen et
al,, 1992, Considine et al,, 2007). Njegovo uceScCe u agregatima velike molekulske
mase (>500 kDa) znacajno je tek kad se mleko tretira temperaturama iznad 100°C.
Odsustvo as2-CN u agregatima formiranim nakon termickih tretmana kravljeg
mleka na 85°C - 90°C moZe biti objaSnjeno time Sto se as2-CN ne nalazi na povrsini
micele pa su iz tog razloga njegove disulfidne veze nedostupne denaturaciji i

reakciji sa denaturisanim 3-lg (Patel, 2007)

Kozji k-kazein se razlikuje od kravljeg po tome Sto umesto dva cisteinska ostatka
poseduje tri (Cysio, Cysi1 i Cysss). U okruzenju kakvo je mleko Cys ostaci su bez
sumnje vezani disulfidnim mostovima, Sto uzrokuje formiranje polimera k-CN. U
nativnoj formi Cysss egzistira u formi slobodnog tiola (Henry et al, 2002).
Utvrdeno je da Cysss ostatak reaguje sa Cysieo ostatkom -1g i u slucaju kravljeg, i u
slucaju kozjeg mleka. Kada je Cysieo B-1g u obliku tiola i nije vezan za Cysee reakcija
moze da se odigra sa nativnim k-CN koji se nalazi u sklopu kazeinske micele
uslovima bliskim fizioloskim, formirajuci pritom stabilne agregate koji su baza za

dobijanje mleka sa izmenjenim tehnoloskim karakteristikama (Lowe et al., 2004)

Mehanizam formiranja agregata izmedu [-Ig i k-CN do danas nije u potpunosti
utvrden, ¢ak ni kada je kravlje mleko u pitanju, obzirom da su rezultati koji su

objavljeni na ovu temu Cesto kontradiktorni (Foucquier et al., 2012).

2.2.5. Nekovalentne interakcije unutar agregata

Utvrdeno je da u agregatima nastalim pod dejstvom termickih tretmana mleka
dominiraju kovalentne veze izmedu molekula. Medutim, dodatkom supstanci koje
blokiraju tiolne grupe (N-etilmaleimid - NEM) u model sistemima koji sadrze B-lg i
k-CN utvrdeno je da do formiranja agregata pod dejstvom termickih tretmana ipak
dolazi, Sto ukazuje na postojanje nekovalentnih interakcija (Donato i Guyomarc'h,
2009). Poznato je da su kazeinske frakcije kravljeg i kozjeg mleka relativno
hidrofobni molekuli, sa relativho niskim nivoom uredenosti sekundarne i
tercijarne strukture. Stoga su svakako hidrofobni segmenti ovih molekula

delimic¢no prisutni i na povrsini micele
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(Yuksel et al., 2012). Medutim do sada nije utvrdeno da li k-kazein ucestvuje u
nekovalentnim interakcijama u mleku pod uticajem termickih tretmana.
Blokiranjem slobodnih tiolnih grupa (-lg u mleku inhibira se tiol-disulfidna izmena
i sve promene koje se deSavaju, sa tehnoloSkog aspekta, usled denaturacije
proteina surutke termickim tretmanom javljaju se u smanjenom obimu (Donato i

Guyomarc'h, 2009).

2.2.6. Lokacija agregata B-laktoglobulin/k-kazein u mleku

Zbog uticaja na sposobnost koagulacije mleka, prihva¢na je pretpostavka da se
agregati nastali termickim tretmanom nalaze na povrSini kazeinske micele.
(Donato i Guyomarc'h, 2009). Separacijom seruma termicki tretiranog kravljeg
mleka (centrifugom ili enzimskom koagulacijom) i njegovom analizom (gel
elektroforezom ili gel filtracijom) pokazano je da postoje agregati izmedu serum

proteina i k-kazeina i u serumu (Singh i Creamer, 1991, Guyomarc'h et al., 2003).
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Slika 1. Prikaz interakcije denaturisanih proteina surutke i kazeinske micele A-
kravlje mleko, V- kozje mleko (Pesic et al., 2012)
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Uporedivanjem micelarnih i serumskih agregata, razdvojenih na pH 6,7 utvrdeno
je da su oni sli¢nih veli¢ina i sastava (autori citirani od strane Donato i Guyomarc'h,
(2009)), mada micelarni agregati sadrZe viSe k- i as;-kazeina a manje proteina

surutke (Guyomarc'h et al., 2003).
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Treba istaci da se kozje mleko ne ponaSa identicno kao kravlje mleko. U kravljem
mleku agregati postoje i u serumu i na povrsini kazeinske micele, dok su kod
kozijeg oni prisutni samo na povrSini micele. Razlike postoje i u sastavu agregata,
jer je kod kozjeg mleka u komplekse ukljuc¢en i as- i 3-kazein, Sto kod kravljeg
mleka nije slucaj. Takode, razlika postoji i u distribuciji agregata na povrsini micele
(Slika 1). Kod kravljeg mleka agregati su veci i neravnomerno rasporedeni po
povrsini kazeinske micela, dok kod kozijeg imamo ravnomernu distribuciju manjih

agregata na povrsini micele (Pesic et al., 2012).

2.2.7. Kinetika formiranja agregata

Kinetika denaturacije i agregiranja kao posledice termickog tretmana analizirana
je uglavnom samo sa glediSta 3-1g. Na temperaturama 70-90°C energija aktivacije
je u rasponu 250-350 kJ/mol i u ovom slucaju je denaturacija korak koji odreduje
brzinu reakcije. Na temperaturama iznad 90°C denaturacija 3-1g je gotovo trenutna
pa brzina cele reakcije zavisi od koraka u kom se formiraju agregati. Kinetika

disocijacije x-CN do sada nije predloZena u literaturi (Donato i Guyomarc'h, 2009).

2.2.8. Velicina i oblik agregata - uticaj na velicinu i oblik kazeinske micele

Metodama koje se zasnivaju na disperziji svetlosti dobijene su vrednosti precnika
micelarno vezanih agregata koji iznose oko 20 nm. Agregati koji se nalaze u
serumu su veci a njihov prec¢nik iznosi od 30 do 100 nm (autori citirani od strane

Donato i Guyomarc'h, (2009)).

Veli¢ina kazeinske micele sirovog kravljeg mleka varira od 15 pa sve do 1000 nm
(prosecna veli¢ina je od 50 - 300 nm) u prec¢niku (Patel, 2007), odnosno 200 nm
(Vasbinder, 2002). Velicina kazeinske micele kravljeg mleka se ne menja ¢ak ni
nakon tretmana na 90°C, dok micela kozjeg mleka pocinje da raste prilikom
tretmana na 85°C, kada se nakon 10 minuta uvec¢a 1.25 puta. Isto ovo uvecanje
uoceno je nakon 1 min na 90°C. Uticaj zagrevanja mleka na veli¢inu kazeinske
micele rezultat je nekoliko procesa. Formiranje agregata izmedu x-CN i 3-lg na
miceli uzrokuje stvaranje nestabilnih hidrofobnih regija koje omogucuju micelama

da se pribliZe jedne drugima i agregiraju. Ovo dalje vodi uvec¢anju micela. Dalje,
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precipitacija fosfata iz kazeinske micele vodi uve¢anju hidratisanosti micele. Micele
kozjeg mleka su u vecoj meri mineralizovane, sadrze viSe B-CN i manje su
hidratisane nego kravlje. Dalje, one poseduju niZu koloidnu stabilnost Sto vodi
veCem stepenu agregiranja kazeinskih micela. Sa druge strane, oStri termicki
tretmani izazivaju disocijaciju kazeina, posebno k-CN, $to dovodi do pojave veceg
broja sitnijih kazeinskih micela. Svi ovi fenomeni deSavaju se u razli¢itom odnosu
kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Ocigledno dolazi do neutralisanja suprotnih
efekata u slucaju kravljeg mleka, Sto nije slucaj sa kozjim, gde rezultanta efekata

uslovljava uvecanje micele (Raynal i Remeuf, 1998).

2.2.9. Fizicko-hemijske osobine agregata

Zeta potencijal agregata izolovanih iz seruma termicki tretiranog mleka iznosi od -
15 do -20 mV (permeat ultrafiltriranog mleka, pH 6,7, temperature 25°C). Ove
vrednosti su vrlo slicne vrednostima za kazeinsku micelu (Donato i Guyomarc'h,
2009). Na ovu temu postoje nesuglasice u literaturi. Postoje podaci koji govore o
tome da promene u mineralnom balansu tokom oStrih termickih tretmana
uslovljavaju porast zeta-potencijala, Sto uslovljava interakciju izmedu micela, i

njihovu dalju agregaciju (Raynal-Ljutovac et al., 2007).

Oprecna misljenja postoje takode i u vezi sa time da li je nakon termickog tretmana
izoelektri¢na tacka (pl) kazeina niZa (4,4-4,5) od pl kazeina netretiranog mleka
(autori citirani od strane Donato i Guyomarc'h, (2009)), ili visa - 5,2 (pl serum

proteina) (Vasbinder et al., 2001).

Kazeinske micele nakon termickog tretmana imaju vecu hidrofobnost od
kazeinskih micela koje nisu podvrgnute termickom tretmanu (Jean et al., 2006),
odnosno, micelarno vezani agregati povecavaju hidrofobnost kazeinske micele
termicki tretiranog mleka (Guyomarc’h et al, 2007). x-kazein koji se nalazi u
sastavu agregata podloZan je razgradnji pod dejstvom himozina, nakon cega se

hidrofobnost micele jos viSe povecava (Mollé et al., 2006).

Termicki tretmani ne uzrokuju znacajnu promenu pH vrednosti mleka (Renan et

al, 2007)
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2.2.10. Uticaj odredenih tehnoloskih faktora na osobine agregata nastalih

termickim tretmanom

Sastav mleka na razlicite nacine utice na stvaranje proteinskih agregata u termicki
tretiranom mleku. U obranom mleku veca koncentracija ukupnih proteina ubrzava
denaturaciju serum proteina. ViSi sadrzaj suve materije mleka uzrokuje vecu
disocijaciju k-CN, ali usporava denaturaciju serum proteina, zbog zaStitne uloge
laktoze i ostalih rastvorljivih neproteinskih komponenti u odnosu na slabljenje
sekundarne i tercijarne strukture polipepdinih lanaca proteina. Koncentracija k-CN
u rastvoru obrnuto je proporcionalna veli¢ini proteinskih agregata. Drugim recima,
agregati koji sadrZe viSu koncentraciju k-CN manje su molekulske mase i pre¢nika.
Oblik u kom se nalazi k-CN (vezan za micelu ili rastvoren u serumu), usmerava
proces agregiranja ka nastajanju agregata koji su micelarno vezani ili rastvoreni u
serumu, respektivno. Sa druge strane, i dodatak ostalih kazeina (as-, B-CN) utic¢e na
formiranje agregata. Ovi proteini igraju zaStitnu ulogu tako Sto uti¢u na ocuvanje
integriteta polipeptidnih lanaca globularnih proteina povezivanjem preko
fosfoserinskih ostataka i hidrofobne povrsine, pri ¢emu ne dolazi do formiranja

novih heterogenih agregata (Donato i Guyomarc'h, 2009).

U model sistemima, dodavanje soli (posebno jona natrijuma i kalcijuma), utic¢e na
agregiranje proteina surutke. Koncentracija rastvorljivih jona (jonska jacina)
predstavlja faktor koji utice na promene u veli¢ini i obliku Cestica agregata.
Smanjenje jonske jac¢ine u model sistemu gde je koriS¢eno obrano mleko bez
laktoze, dovodi do smanjenja obima agregiranja (-lg sa kazeinskom micelom.
Povecanje rastvorljivog kalcijuma ili smanjenje koncentracije fosfata u obranom
mleku dovodi do manjeg obima disocijacije k-kazeina, iz ¢ega se moZe pretpostaviti
da se formira manje serumskih, a viSe micelarno vezanih agregata ili da se agregati
formiraju u manjem obimu. Manja koncentracija kalcijumovih jona u obranom
mleku bez laktoze moZe dovesti do pripajanja as- i 3-CN agregatima u serumu. U
miceli, os-1B-CN vezuju kalcijumfosfat. Samim tim, Sto je viSe as- i 3-CN u miceli, to
viSe kalcijumfosfata prelazi iz seruma u kazeinsku micelu prilikom termickog
tretmana. Uklanjanje kalcijumfosfata iz seruma wuzrokuje povecanje

elektrostatickog odbijanja serum proteina a samim tim njihovo oteZano
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agregiranje pod dejstvom termickog tretmana (autori citirani od strane Donato i

Guyomarc'h, (2009)).

2.2.11. Uticaj termickih tretmana na promene na membranama masnih

globula

Termicki tretmani mleka izmedu ostalog uzrokuju promene na membranama
masnih globula (Singh i Waungana, 2001, Calvo, 2002). Obzirom da proteini koji se
nalaze u sklopu membrane masnih globula sadrZe disulfidne i sulfhidrilne grupe,
logicno je da se pretpostavi da denaturisani serum proteini mogu formirati
agregate i sa proteinima koji se nalaze u sklopu membrana. U svakom slucaju ove
interakcije mogu posredno uticati na agregiranje serum proteina sa k-kazeinom, pa
samim tim i na dejstvo himozina na x-CN (Calvo, 2002). Interakcije izmedu serum
proteina i proteina u sklopu membrana masnih globula, medutim, ne mogu biti
objasnjene samo formiranjem disulfidnih mostova (Kim i Jimenez-Flores, 1995).
Prilikom termickih tretmana moZe do¢i i do zamene prvobitnog materijala
membrane serum proteinima (nativnim ili denaturisanim). Do ugradivanja serum
proteina moZe doc¢i njihovom direktnom zamenom sa proteinima membrane, ili
tako Sto u toku izlaganja mleka oStrim termickim tretmanima dolazi do delimi¢nog
oSte¢enja membrana masnih globula, odnosno do stvaranja pukotina kroz koje
serum proteini mogu prodi i biti adsorbovani na otkrivenoj povrsini masti (Ye et

al, 2004).

Proteini membrane masnih globula sadrZe veliku koli¢inu disulfidnih i sulfthidrilnih
grupa. Kao primer se moZe navesti ksantin oksidaza, jedan od glavnih proteina
membrane masnih globula koji sadrZzi 22 disulfidne veze i 38 sulfhidrilne grupe Sto
znaci da postoji mogucénost stvaranja agregata pod dejstvom termickih tretmana.
Utvrdeno je da slobodne tiolne grupe koje zapocinju reakciju tiol-disulfidne izmene
poticu od proteina masnih globula a ne od serum proteina, Sto znaci da je
denaturacija proteina membrane masnih globula korak reakcije koji odreduje
njenu brzinu. Utvrdeno je takode da je nakon termickog tretmana punomasnog
kravljeg mleka na temperaturama iznad 80°C, 1mg (-Ig/g mle¢ne masti vezano za

membranu, Sto ¢ini oko 10-15% proteina membrane ali samo 1% od ukupnog -1g.
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Kad je u pitanju a-la, istim termickim tretmanom za membranu se vezuje oko 0.25
mg a-la/g mlecne masti Sto ¢ini 0.8% ukupnog o-la, i 3% ukupnih proteina

membrane (Montilla et al., 1995).
2.2.12. Koloidna stabilnost mleka.

Mleko je veoma stabilan koloidni sistem. Bez ikakvih vidnih promena koloidne
stabilnosti, ono moZe biti podvrgnuto Kklju¢anju ili zamrzavanju. Uspe$no
rekonstituisanje mleka u prahu takode potvrduje stabilnost koloidnog sistema

mleka (Vasbinder, 2002).

Razumevanje stabilnosti koloidnog sistema kazeinskih micela u mleku znatno je
unapredena polovinom proslog veka, razvojem DLVO teorije (Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeek) (Verwey i Overbeek, 1948). Prema ovoj teoriji za stabilnost
koloida zasluZzno je elektrostaticko odbijanje dispergovanih koloidnih Ccestica,
kojim se kompenzuje Van der Waals-ovo privla¢enje. Medutim, primenom ove
teorije na koloidni sistem mleka (Walstra i Jennes, 1984), ispostavlja se da
elektrostaticko odbijanje nije dovoljno da kompenzuje Van der Waals-ove
privlacne sile izmedu kazeinskih micela u mleku. Ono S$to ipak ¢ini mleko stabilnim
koloidnim sistemom je odbijanje kazeinskih micela koje je omoguceno postojanjem
treplji k-kazeina koje se nalaze na povrsini kazeinske micele. Naime, k-kazein se
moZe posmatrati kao blok kopolimer, salinjen od dela proteinskog lanca
absorbovanog u micelu i dela koji prodire u rastvor. Ovakav tip stabilizacije naziva
se polimerna ili sterna stabilizacija, i predstavlja najbitniji stabilizujuéi faktor u
koloidnom sistemu mleka (Tuinier i de Kruif, 2002). Ukoliko je u pitanju polipeptid
koji, kao u slucaju k-CN sadrzi vezane jonizujuce grupe, deo makromolekula koji
prodire u rastvor moZe se nazvati ,polielektrolitna treplja”. Ovaj deo k-CN,
kazeomakropeptid naziva se jo$ i glikomakropeptid iz tog razloga Sto sadrZzi
ugljenohidratne ostatke tipa N-aminoneuraminske kiseline (NANA). Stabilnost
koloidnog sistema mleka u direktnoj je zavisnosti od sledecih faktora: duZina
polielektrolitne treplje (N), jonska jaCina rastvora (I), stepen jonizacije

pojedinacnih treplji (a=1/m; m - razmak izmedu susednih naelektrisanja duz
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lanca), gustina polielektrolitnih treplji (o; 1/0 - povrSina po jedini¢noj treplji) (de

Kruif i Zhulina, 1996).

Neuraminska kiselina hidrolizuje na pH 6.7 ¢ime doprinosi delu negativnog
naelektrisanja polielektrolitne treplje. Postoji ukupno 10 negativno naelektrisanih
grupa u glikomakropeptidu. Glikomakropeptid kravljeg mleka sadrzi 64
aminokiselinska ostatka, a njegova duZina iznosi 7 nm. Jonska jaCina sveZeg
kravljeg mleka na pH 6.7 je 0.1M (de Kruif i Zhulina, 1996), odnosno 0,08M. Ovako
visoka jonska jac¢ina ¢ini da postoji jaka interakcija izmedu polielektrolitne treplje

sa vodenom fazom mleka (de Kruif, 1999).

Kazeinske micele u termicki tretiranom mleku se i dalje mogu posmatrati kao
sterno stabilizovani entiteti, ali sa redukovanom gustinom polielektrolitnih
kazeinskih treplji, jer su neke od njih blokirane vezanim serum proteinima (Sandra

i Dalgleish, 2007).

Kao posledica drugacije biohemijske komopozicije kozjeg mleka u odnosu na
kravlje mleko (mineralizacija, hidratacija, interakcije izmedu proteina), kozje
mleko ima niZu koloidnu stabilnost, $sto uzrokuje velike razlike u tehnoloskim
karakteristikama ove dve vrste mleka. Kozje mleko brze koagulise pod dejstvom
sirila a uticaj termickih tretmana na prethodno pomenuti proces je slabiji (Raynal-
Ljutovac et al., 2007). Kao posledica viSeg sadrZaja jonskog kalcijuma, i slabije
solvatacije kazeinske micele (Park i Guo, 2006), kozje mleko takode ima i niZu
otpornost na dejstvo ultra visokih temperatura u poredenju sa kravljim mlekom
(Anema i Stanley, 1998, Morgan et al., 2001, Park et al,, 2007, Raynal-Ljutovac et
al., 2007). Utvrdeno je da cak i dejstvo temperature niZih od 100°C mogu da
poremete stabilnost koloidnog sistema proteina kozjeg mleka, usled ¢ega moZe
do¢i do njihove precipitacije na grejnim povrSinama razmenjivaca toplote u
znacajnoj meri, Sto nije slucaj sa proteinima kravljeg mleka (Rafael i Calvo, 1996).
NiZa koloidna stabilnost manifestuje se takode i veCom osetljivos¢u kozjeg mleka
na etanol. Naime, do precipitacije svezeg kozjeg mleka dolazi nakon dodatka
jednake zapremine 45% etanola i mleka, dok se precipitacija svezeg kravljeg mleka
javlja tek nakon dodatka jednakih zapremina 70% etanola i mleka (Guo et al., 1998,
Raynal-Ljutovac et al., 2007).
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2.3. Uticaj termickih tretmana na siriSnu koagulaciju kravljeg i kozjeg

mleka.

Koagulacija mleka pod dejstvom sirila je jedan od najceS¢e proucavanih procesa,
kada je u pitanju proizvodnja sira, obzirom da je ova faza proizvodnje od
fundamentalnog znacaja u pogledu kvaliteta gotovog proizvoda. Poznato je da se
koagulacija odvija u dve faze. Prva faza je raskidanje veze Pheios-Metios, i
oslobadanje kazeomakropeptida (CMP - k-CN 106-169) u serum, dok para-k-CN
(k-CN 1-106) ostaje vezan za kazeinsku micelu. Obzirom da je k-CN velikim delom
na povrsini micele (u slucaju kravljeg mleka oko 30% (Donato et al, 2007)),
njegova razgradnja utiCe na naelektrisanje micele, kao i na sternu stabilizaciju.
Kada je dovoljna koli¢ina x-CN hidrolizovana, kazeinske micele su destabilizovane i
poCinju da se agregiraju formiraju¢i gru$, Sto se smatra drugom fazom

koagulacionog procesa (Sandra i Dalgleish, 2007).

Visoki termicki tretmani mleka se Cesto upotrebljavaju u tehnologiji izrade sireva
kako bi se zajedno sa kazeinom u sir inkorporirali i serum proteini, koji bi inace pri
sinerezisu bili odliveni zajedno sa surutkom. Cilj koji se postiZe je ve¢i randman,
zbog vece sposobnosti vezivanja vode, i veCeg sadrzaja proteina. Medutim, agregati
koji se stvaraju izmedu serum proteina i k-CN uticu na enzimsku koagulaciju. Gel
koji se dobija od termicki tretiranog mleka je meksi, sadrZi puno vode, a vreme

koagulacije je produZeno.

Kako je k-CN supstrat za himozin, a proteini surutke upravo sa njim grade
agregate, postojala je pretpostavka da formiranje agregata ometa enzimsku fazu
koagulacije. Kao razlog za produZenje koagulacije i loSije karakteristike gela u
literaturi se mogu naci razli¢ite hipoteze: nekompletna hidroliza k-CN usled
formiranja agregata izmedu proteina surutke 1 «-kazeina, precipitacija
rastvorljivog kalcijumfosfata usled dejstva visokih temperatura, stabilizacija
kazeinske micele usled pozitivno naelektrisanih proteina surutke koji se nalaze na
povrsini kazeinske micele. Obzirom na to da je pokazano da precipitacija
kalcijumfosfata ne utice na aktivnost himozina i na agregiranje kazeinskih micela,

moze se reCi da je jedini faktor Kkoji znacajno doprinosi produzenoj enzimskoj
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koagulaciji termicki tretiranog mleka stvaranje agregata izmedu serum proteina i

k-kazeina na povrsini micele (Vasbinder, 2002).

Detaljnija ispitivanja enzimske koagulacije su ukazala na to da denaturacija serum
proteina ne utiCe u znacajnoj meri na iniciranje flokulacije, odnosno pojavu
vidljivih agregata. Denaturacijom se ometa fizicko-hemijska faza koagulacije,
oteZan je proces stvaranja gela i sinerezis tako dobijenog gela (Vasbinder, 2002,
Mollé et al., 2006, Donato i Guyomarc'h, 2009). Naime, utvrdeno je da prilikom
izlaganja termicki tretiranog kravljeg mleka (85°C/10min) dejstvu himozina,
kazeinske micele medusobno interaguju, iako ne dolazi do formiranja gela.
Odnosno, inhibicija formiranja gela nije izazvana uve¢anim odbijanjem micela koje
se nalaze na velikoj udaljenosti jedne od drugih, ve¢ problem predstavljaju
nekompatibilnosti izmedu micela koje se nadu na maloj udaljenosti. Naime,
ispostavlja se da serum proteini na povrsini kazeinske micele ne kreiraju dodatne
odbijajuce interakcije, pa se one mogu pribliZiti na vrlo malu distancu. Sa druge
strane, povrSina micela je takva da ometa njihovo efikasno povezivanje (Sandra i

Dalgleish, 2007).

Smatra se da je vreme koagulacije (eng. Rennet Coagulation Time - RCT) trenutak
u kome enzimska koagulacija mleka postaje vidljiva (Vasbinder, 2002), odnosno
RCT obuhvata i enzimsku i agregacionu fazu koagulacije (Montilla et al., 1995).
Utvrdeno je da formiranje agregata u toku termickih tretmana, kada je kravlje
mleko u pitanju, utiCe na produZavanje vremena koagulacije (RCT), i takode
uslovljava nastanak gela losijih karakteristika (Calvo, 2002). U slucaju kravljeg
mleka, RCT vrednost je ve¢ posle 10 minuta na 75 i 80°C 1.5 puta veca (Raynal i
Remeuf, 1998). Kravlje mleko izloZeno termickim tretmanima od 75°C/25 min,
80°C/20 min i 85°C/15 min ne koaguliSe ni nakon 90 minuta (Montilla et al.,
1995). Na vreme gotovosti gela kravljeg mleka znatno uticu termicki tretmani, dok

na gotovost gela kozjeg mleka takode uticu ali znatno slabije (Montilla et al., 1995).

Sto se ti¢e vremena koagulacije (RCT), u slu¢aju kozjeg mleka postoje vrlo
raznorodni rezultati i zakljucci. Naime, utvrdeno je da termicki tretman na
70°C/30 min ne utice znacajno na RCT kozjeg mleka (Calvo, 2002). Znacajan porast

RCT vrednosti postoji nakon termickog tretmana kozjeg mleka na 80°C duZe od 1

23



Zorana N. Miloradovi¢ - Pregled literature - Doktorska disertacija

minut, koja je tada 1.3 puta vec¢a u odnosu na sirovo kozje mleko, da bi nakon
tretmana na 90°C u trajanju od 1 minut i viSe ova vrednost ponovo bila vrlo bliska
sirovom mleku (Raynal i Remeuf, 1998). Postoje ¢ak podaci koji govore o tome da
oStriji termicki tretmani dovode do skracivanja vremena koagulacije kozjeg mleka
(95°C/1,3,10 min) (Alloggio et al., 2000). Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu
stepena denaturisanih serum proteina i vremena koagulacije kozjeg mleka (Raynal

i Remeuf, 1998).

Jedno od tumacenja razlika u ponasanju termicki tretiranog kozjeg i kravljeg mleka
prilikom siriSne koagulacije je sledece. Generalno je prihvaeno da agregacija
kazeinskih micela kravljeg mleka zapocinje nakon sto je oko 70% (Hallen, 2008),
odnosno 75 - 80% k-CN hidrolizovano od strane himozina (Raynal i Remeuf,
1998), dok je najmanje 90% potrebno za brzo formiranje gela (Sandra i Dalgleish,
2007). Nakon kompletne denaturacije serum proteina oko 75% k-CN ostaje
dostupno dejstvu himozina, $to znac¢i da u slucaju kravljeg mleka stvaranje
agregata izmedu k-CN i B-1g moZe biti limitirajuci faktor za agregiranje micela. Sa
druge strane, poznato je da kazeinske micele kozjeg mleka poseduju nizu koloidnu
stabilnost u odnosu na kravlje mleko, $to ima za rezultat izmedu ostalog krace RCT.
Postoji moguénost da je u slucaju kozjeg mleka potrebno manje hidrolizovanog k-
CN kako bi faza agregairanja micela zapocela, tako da denaturacija serum proteina
nije limitiraju¢i faktor za sekundarnu fazu hidrolize k-CN-a. Agregacija micela se
deSava sporije, ali ne u tolikoj meri kao u slucaju kravljeg mleka. Podatak koji ide u
prilog ovoj hipotezi je Cinjenica da postoji korelacija izmedu procenta
denaturisanih serum proteina i RCT kod kravljeg mleka, dok ova korelacija u

slucaju kozjeg mleka ne postoji (Raynal i Remeuf, 1998).

Termicki tretirano kozje mleko poseduje isti kapacitet umrezavanja micela kao i
sirovo mleko. Koagulacija je sporija ali krajnji broj veza koje ucestvuju u
obrazovanju gela nije izmenjena (Raynal i Remeuf, 1998, Park et al, 2007)
Redukcija sinerezisa izazvana termickim tretmanima moze biti izazvana stvorenim
agregatima koji ometaju privlacenje micela. Sa druge strane, kapacitet vezivanja
vode denaturisanih serum-proteina je visok, i doprinosi zadrzavanju vode u grusu.

U slucaju kozjeg mleka, obzirom da je utvrdeno da ne postoji razlika u
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umreZavanju proteina prilikom stvaranja sirnog gela kada je u pitanju sirovo i
termicki tretirano mleko, smanjenje sinerezisa se pripisuje jedino smanjenju
permeabilnosti gela koje je u relaciji sa denaturacijom serum proteina (Raynal i

Remeuf, 1998).

U istrazivanjima radenim na temu uticaja sadrzaja masti i termickog tretmana na
koagulaciju kozjeg mleka izneti su zakljucci da u slucaju termicki tretiranih
uzoraka postoji uticaj sadrzaja masti. U cilju tumacenja ovog uticaja autori navode
pojavu adsorpcije denaturisanih serum proteina na membranama masnih globula
nakon termickog tretmana mleka. Tako nastale promene na membranama masnih
globula povecavaju sposobnost agregiranja micela destabilizovanih termickim
tretmanom, Sto se moZe potvrditi manjim RCT kod punomasnog u odnosu na
obrano mleko. Sa druge strane, moguce je da agregiranje denaturisanih serum
proteina sa proteinima membrane masnih globula uti¢e na agregiranje ovih
proteina sa k-CN, pa na ovaj nacin utice direktno na enzimsku fazu koagulacije, a

indirektno i na fazu agregiranja kazeinskih micela (Calvo, 2002).

Parametri koagulacije kozjeg mleka vezana su takode i za njegov sastav. Razlike
postoje u mleku razli¢itih rasa, pa ¢ak i individualnih grla koza. Kozje mleko
ostvaruje manji randman sira u odnosu na kravlje. Kada je re¢ o proteinskom
sastavu mleka, as1-CN je glavni faktor brzine nastajanja grusa i njegove cvrstine.
Cvrstina grusa je u pozitivnoj korelaciji sa ukupnim udelom kalcijuma i f-CN, a u

negativnoj korelaciji sa prose¢nim pre¢nikom micele (BoZani¢ et al., 2002).

Prethodno iznete cCinjenice govore u prilog tome da je povecanje randmana
termic¢im tretmanom pogodan metod za proizvodnju sireva koji se odlikuju manjim
sinerezisom (Donato i Guyomarc'h, 2009), kakvi su na primer beli sirevi u salamuri

svrstani u kategoriju mekih sireva.

2.4. Uticaj termickih tretmana mleka na randman sireva

Randman sira se moZe definisati kao masa sira [kg] dobijena od 100 kg mleka, i
kao takav predstavlja glavni pokazatelj efikasnosti i profitabilnosti u sirarstvu

(Fenelon i Guinee, 1999). Imaju¢i u vidu da je proizvodnja sira proces
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koncentrisanja mle¢nih komponenti, posebno mle¢ne masti i proteina, samim tim
oni predstavljaju najznacajniji faktor randmana (Abd El-Gawad i Ahmed, 2011). Na
randman sireva uticu mnogi faktori: sastav mleka, predtretman, vrsta koagulanta,
nacin seCenja i obrade grusa (Fenelon i Guinee, 1999), genetske varijante kazeina,
starter kulture koje se koriste, somatske celije u mleku. U ekonomskom smislu on
je od vitalnog znacaja, jer se malim uveanjem randmana ostvaruje znacajno
uvecanje profita (Abd El-Gawad i Ahmed, 2011). Sa druge strane, u sirarskoj praksi

se toleriSe gubitak randmana od svega 1% (Zeng et al., 2007).

Predvidanje randmana je stoga vrlo bitan faktor menadZmenta u proizvodnji sira.
Vec decenijama se naucnici bave pronalaZzenjem brze, jeftine i tacne metode koja bi
omogucila predvidanje randmana na osnovu sirovine, njenog sastava i svojstava
(Abd El-Gawad i Ahmed, 2011). Randman utvrden na osnovu predvidanja, u
literaturi sa nasSeg govornog podrucdja naziva se joS i ,kontrolni randman”
(Slanovec, 1973), tako da ¢e se i u daljem tekstu ovog rada koristiti navedeni
termin. Kontrolni randman predstavlja potencijal mleka kao sirovine da u realnom
sistemu ostvari realan randman. Poredenje kontrolnog randmana i realnog
randmana pruza moguénost proizvoda¢ima da imaju konstantnu Kkontrolu
efikasnosti procesa proizvodnje a takode i uvid u to kako pojedine tehnoloske

strategije uticu na citav proces proizvodnje sira.

Jedan od nacina predvidanja randmana je racunanje takozvanog teorijskog
randmana, koje se vrsi pomoc¢u odredenih formula. Postoji veliki broj razli¢itih
formula koje su prilagodene posebnim sirnim varijetetima. Najpoznatija i najces¢e
kori$¢ena je formula po Van Slyke-u koja se odnosi na sir Cedar, ali je uspe$no

koriS¢ena i za brojne druge varijetete:
Teoretski randman = [(0.93 G+ C-0.1) x1.09x100] / (100 - U)

G: sadrzaj masti u mleku (%); C: sadrZaj kazeina u mleku (%); U: sadrZaj vode u

siru (%) (Abd El-Gawad i Ahmed, 2011).

Postoji od nedavno i niz formula za izracunavanje teorijskog randmana kozjih

sireva na osnovu hemijskog sastava (Zeng et al., 2007)
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Medutim za male pogone, kakvi su u najveem slucaju pogoni za proizvodnju
kozjih sireva, analize hemijskog sastava mleka su skupe i dugotrajne (Melilli et al,,
2002). U literaturi se srece nekoliko empirijskih metoda za predvidanje randmana,
odnosno odredivanje laboratorijskog randmana (ILCY - Individual laboratory
cheese yield) koje su prakticnije, krac¢e traju i manje koStaju (Calvo i Balcones,

1998, Othmane et al., 2002, Hallen, 2008).

Jo$ devedesetih godina proslog veka termicki tretman je predloZen kao metod za
uvecanje randmana sireva inkorporiranjem denaturisanih serum proteina u
kazeinsku micelu (Benfeldt et al.,, 1997, Sandra i Dalgleish, 2007). Pored uvecanja
randmana, uspesna inkorporacija serum proteina u sir znacila bi takode i uvecanje
njegove nutritivne vrednosti (Calvo i Balcones, 1998), obzirom da su serum

proteini biolo$ki najvredniji proteini (BoZani¢ et al., 2002).

Kao Sto je poznato, himozin svoju aktivnost ispoljava jedino prema kazeinu, serum
proteini odlaze sa surutkom, Sto se sa aspekta sirarstva smatra gubitkom proteina
(Vasbinder, 2002). Tehnoloski najjednostavniji i najjeftiniji na¢in da se serum
proteini ukljuCe u sir je izlaganje mleka namenjenog proizvodnji sira visokim

termickim tretmanima (Vasbinder, 2002).

Termicki tretman se primenjuje uglavnom u cilju uvecanja randmana Kkiselo-
koaguliSucih sireva kao Sto je sir Cottage (Abd El-Gawad i Ahmed, 2011). Medutim
postoje interesantni podaci o inkorporiranju serum proteina i uve¢anju randmana
kravljih sireva u tipu Camembert, kada se sirovom mleku doda mleko tretirano na
90°C/6 min ili kada se pasterizovanom mleku doda mleko tretirano na 80°C/3 min
(Ghosh et al., 1999). Postoji jos jedan izuzetak - italijanski sir Cacioricotta, koji se
proizvodi od kozjeg ili ov¢ijeg mleka. Mleko namenjeno za proizvodnju ovog sira
izlaze se temperaturama od 90-95°C u vrlo kratkom vremenskom intervalu (1
min), nakon c¢ega se koagulacija vrsi na viSoj temperaturi nego Sto je uobicajena, uz
vecu koli¢inu sirila (Pasqualone et al., 2000, Caponio et al., 2001, Faccia et al., 2007,

Faccia et al.,, 2012).

Obzirom da termicki tretman ne utice na vreme koagulacije kozjeg mleka, moZe se

pretpostaviti da postoji mogucnost da se od ovako obradenog kozjeg mleka
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proizvede sir ¢iji bi randman i nutritivna vrednost bili uve¢ani (Calvo i Balcones,

1998).

2.5. Uticaj termickih tretmana na zrenje kozjih belih sireva u salamuri

Zrenje sireva nastalih enzimskom koagulacijom mleka moZe da traje od 2 nedelje
do 2 godine. U toku ovog perioda razvijaju se tekstura i ukus karakteristi¢ni za
odgovarajucu vrstu sira (Upadhyay et al.,, 2004). Termicki tretman mleka moZe da
prouzrokuje brojne fiziko-hemijske promene na njegovim konstituentima, tako da
se sirevi proizvedeni od termicki tretiranog mleka razlikuju od sireva proizvedenih
na tradicionalni nacin, prvenstveno u pogledu teksture i senzornih karakteristika
(Benfeldt et al.,, 1997, Singh i Waungana, 2001). Pored toga, tok proteolitickih
promena koje se deSavaju prilikom sazrevanja sireva sa visokim sadrZajem serum

proteina drugaciji je nego kod sireva proizvedenih na tradicionalan nacin (Benfeldt

etal,, 1997).

2.5.1 Proteoliticke promene tokom zrenja sireva

Biohemijske reakcije koje se odvijaju u siru u toku zrenja obi¢no se grupisu u cetiri
najbitnije kategorije: 1) katabolizam laktata; 2) katabolizam citrata; 3) lipoliza i
katabolizam masnih kiselina; 4) proteoliza i katabolizam aminokiselina. U mnogim
varijetetima sira proteoliza je najkomleksnija i najbitnija od Cetiri primarne
kategorije biohemijskih transformacija koje se desavaju tokom zrenja. Odvija se u
nekoliko faza, zapocinje razgradnjom kazeina, a katalizuju je proteaze i peptidaze
koje poticu iz Sest razlicitih izvora: 1) koagulant (sirilo), 2) mleko, 3) bakterije
mlecne Kiseline startera (BMK startera), 4) nestarterska mikroflora, 5) sekundarni

starteri i 6) egzogene proteaze i peptidaze (Upadhyay et al., 2004).

Sema proteolize mnogih varijeteta sireva prikazana je na Slici 2. U veéini sirnih
varijeteta, kao Sto se moZze uociti sa Slike 2, do inicijalne hidrolize kazeina dolazi
dejstvom enzima rezidualnog koagulanta, i u nesto manjem obimu dejstvom
plazmina. Proizvodi navedenih reakcija su peptidi velikih molekulskih masa. Dalja
degradacija ovih peptida odvija se posredstvom enzima koagulanta, nativnih

enzima ali i posredstvom enzima starterske i nestarterske mikroflore sireva (Sousa
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et al, 2001). Proteoliza se mozZe podeliti na primarnu i sekundarnu, pri ¢emu su za
primarnu odgovorni enzimi rezidualnog koagulanta i nativni enzimi u mleku, dok
su enzimi starterske i nestarterske mikroflore odgovorni za sekundarne

proteoliticke promene (Barac et al., 2013).

KAZEIN

PEPTIDI VELIKE MOLEKULSKE MASE

PEPTIDI MALE MOLEKULSKE MASE

AMINOKISELINE

Slika 2. Proteoliticki agensi u siru u toku zrenja (Sousa et al., 2001)
2.5.1.1.Dejstvo enzima rezidualnog koagulanta na kazein

Rezidualni koagulant koji se u odredenom procentu (0-15%) zadrzava u grusu,
daje glavni i esencijnalni doprinos proteolizi sireva tokom zrenja, pa samim tim i
razvoju ukusa i teksture (Awad et al., 1998). Tradicionalni nacin proizvodnje jo$
uvek zauzima bitno mesto u ukupnoj proizvodnji sireva u svetu. Prilikom
proizvodnje sireva na tradicionalan nacin koristi se sirilo animalnog porekla,
pretezno iz Zeluca teladi (Sousa et al., 2001), u vidu vodenog ekstrakta, paste ili
praha. U sirilu animalnog porekla od enzima su najzastupljeniji himozin i pepsin, a
njihov maseni odnos zavisi najviSe od starosti Zivotinja. Himozin je u najve¢em
procentu prisutan kod teladi i jagnjadi, dok se hrane preteZzno mlekom (himozin:

88-94%, pepsin: 6-12%) (Macej et al., 2007).

U potpuno sveZem mleku himozin pokazuje umanjenu aktivnost, ali ve¢ pri pH 6.5
pokazuje izraZeniju aktivnost. Maksimalna aktivnost u pogledu primarnog
delovanja na kazein himozin pokazuje u pH intervalu od 6.3 do 5.3. Optimalna pH

vrednost za sekundarnu proteoliticku aktivnost himozina, tj. razgradnju kazeina,
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prvenstveno osi-kazeina u toku zrenja sireva nalazi se oko pH 5. Optimalna

temperatura delovanja himozina se krece u intervalu 38 - 40°C (Puda, 2009)

Primarna uloga himozina u toku proizvodnje sira je hidroliza veze Phe1os - Metios
K-CN u mleku, ¢ime se koloidna stabilnost micele narusava, Sto dovodi do
koagulacije mleka na temperaturama viSim od 20°C (enzimska koagulacija). Za
razliku od drugih proteinaza, himozin ima limitiranu proteoliticku aktivnost: as,
as2 i B-CN ne bivaju hidrolizovani u toku koagulacije mleka, mada bivaju

hidrolizovani u siru u toku zrenja. (Hynes et al., 2004).

Primarno mesto hidrolize o1 — CN himozinom u toku zrenja sira je Phez3-Phezs.
Cepanje ove veze je odgovorno za inicijalno omekSavanje teksture sira. Tom
prilikom nastaje as1-CN f24-199 (as1-1-CN), peptid dugog lanca, nerastvorljiv u vodi
i peptid kratkog lanca asi-CN f1-23 koji ubrzo biva hidrolizovan od strane
peptidaza startera (Upadhyay et al., 2004). U toku zrenja mekih i polutvrdih sireva
raskidanje ove veze dogada se na pocetku zrenja, usled visoke aktivnosti
rezidualnog himozina. Kod tvrdih sireva, medutim, raskidanje veze Phe23-Phezs
javlja se tek u kasnijim fazama zrenja (Hynes et al.,, 2004). Pod istim uslovima,
kozji as1-CN i primarni produkti razgradnje ovog proteina podloZniji su proteolizi

od analognih proteina kravljeg mleka (Trujillo et al., 1997).

U model-sistemu, himozin ispoljava proteoliticku aktivnost kako u odnosu na asi-
CN tako i u odnosu na -CN. Medutim, u slucaju da se radi o istim proteolitickim
promenama u siru, ispostavlja se da glavni supstrat za ovaj enzim predstavlja asi-
CN, obzirom da usled hidrofobnog agregiranja B-CN, dolazi do maskiranja

potencijalnih mesta hidrolize ovog molekula (Fox i Stepaniak, 1993).

Primarno mesto hidrolize 3-CN himozinom je veza Leu192-Tyr193 pri ¢emu nastaju
B-I-CN (f1-192) i B-CN (f193-209) (Awad et al., 1998). 3-CN (f193-209) se nalazi na
C terminalnom kraju (-CN, i poznat je po izuzetno gorkom ukusu (Madsen i Ardo,
2001). U kasnijim fazama zrenja ovaj peptid biva razgraden peptidazama BMK

(Visser, 1993).

Konformacijski raspored molekula 3-CN u siru zavisi od razli¢itih parametara kao

Sto su pH, temperatura, jonska jacina. Pri niskim temperaturama (<10°C) B-CN se
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nalazi u obliku monomera, Sto olakSava njegovu razgradnju pod dejstvom
himozina. Na viSim temperaturama dolazi do hidrofobnog agregiranja molekula

supstrata, ¢ime je dejstvo himozina oteZano (Visser, 1993)

Mesta podlozna hidrolizi as2-CN-a, koji je inace relativno rezistentan na proteolizu
himozinom, su hidrofobne sekvence, izmedu 90. i 120. i izmedu 160. i 207.

aminokiseline (Upadhyay et al., 2004)

U molekulu para-k-CN postoji nekoliko mesta za koje bi se moglo pretpostaviti da
su podloZna hidrolizi himozinom, medutim, hidroliza izostaje. Objasnjenje za ovu
rezistentnost je njegova sloZenija sekundarna struktura u poredenju sa ostalim

elektroforetskim frakcijama kazeina (Sheehan et al.,, 2007).

Na aktivnost himozina u toku zrenja i koli¢inu rezidualnog himozina utiCe niz

faktora:

Koli¢ina dodatog sirila - veca kolicina sirila upotrebljenog pri podsirivanju mleka
rezultira ve¢om koli¢inom rezidualnog sirila koje ostaje u sirnoj grudi nakon

odlivanja surutke.

Sadrzaj vode u siru - Ukoliko je sadrZaj vode u siru veci, supstrat (kazein) je
pristupacniji za delovanje koagulanata pa su samim tim i procesi razgradnje

intenzivniji. U tom smislu je i aktivnost rezidualnog sirila veca.

Sadrzaj soli u siru - himozin je dosta otporan na visoke koncentracije soli, tako da
se soljenjem njegova aktivnost ne zaustavlja u potpunosti ve¢ samo usporava.
Hidrolizu $-CN-a himozinom inhibira NaCl, u meri zavisnoj od pH sira. Pri pH 5.4
(Sto je kod velikog broja sireva pH vrednost sira na pocetku zrenja) nivo soli u
vodenoj fazi >5% znacajno inhibira dejstvo himozina na 3-CN, a 10% potpuno.
Razlog tome leZi u supstratu, a ne u aktivnosti enzima. Naime pri visokoj jonskoj
jacini koja je prouzrokovana visokim sadrzajem soli, dolazi do agregacije 3-CN pri
¢emu potencijalna mesta hidrolize bivaju maskirana. Ova pojava moze doprineti
objasnjenju izostanka gorkog ukusa u sirevima sa visokim sadrzajem soli. Veza
Leu190-Tyr191 u B-CN kozjeg mleka posebno je osetljiva na visoke koncentrecije soli,
koje ¢ine da ona postane vrlo otporna na dejstvo himozina. Ova pojava moze biti

jedan od razloga zbog kog se kod kozjeg mleka pomenut gorak ukus vrlo retko
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javlja. Za razliku od B-CN, na hidrolizu asi-CN-a ne utice prisustvo NaCl u
koncentraciji od 5-10% (Awad et al. 1998). Ova elektroforetska frakcija pokazuje
visoku osetljivost na himozin ¢ak i kada je koncentracija NaCl 15% (Trujillo et al.,

1997).

pH vrednost tokom obrade grusa - Sto je niza pH vrednost grusa u toku odlivanja
surutke, to je veci procenat koagulanta koji se zadrZava u siru (usled vezivanja
enzima za kazein), termicka stabilnost himozina, a samim tim i njegova aktivnost u

toku zrenja (Sheehan et al., 2007).

2.5.1.2. Nativne proteaze mleka

Postojanje nativne proteoliticke aktivnosti u mleku ustanovljeno je pre vise od sto
godina. Neko vreme je pomenuta aktivnost pripisivana enzimima bakterija, ali
kasnijim ispitivanjima utvrdeno je prisustvo nativnih proteinaza u mleku. Skorija
istrazivanja ukazala su na postojanje dve glavne grupe nativnih proteolitickih
enzima u mleku, od kojih obe vode poreklo iz krvi. Glavni nativni enzimski sistem
sastoji se od plazmina c¢ija je aktivnost kontrolisana kompleksnim sistemom
inhibitora i aktivatora. Druga grupa nativnih proteolitickih enzima, koja je
proucavana tek od skoro, vodi poreklo iz belih krvnih zrnaca. U lizozomima
somatskih ¢elija nalaze se proteoliticki enzimi u koje spadaju elastaza, kolagenaza,
i katepsini B, D, G, Hi L. Od svih kiselih proteinaza poreklom iz lizozoma katepsin D

je najviSe proucavan (Kelly i Mc Sweeney, 2003).

PLAZMINOGEN AKTIVATOR| < INHIBITORI PLAZMINOGEN AKTIVATORA
PLAZMINOGEN ————— | PLAZMIN | <mrnmernran PLAZMIN INHIBITORI

l

KAZEIN —— > POLIPEPTIDI

Slika 3. Plazminogen/plazmin sistem u mleku (Bastian i Brown, 1996)
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Optimalni uslovi dejstva plazmina su 37°C i pH 7.5. Plazmin se izlucuje u krv kao
neaktivni zimogen, plazminogen koji dalje biva aktiviran i konvertovan u plazmin.
Sistem plazmin/plazminogen postoji u krvi, kao i u mleku i sastoji se od plazmina,
plazminogena, plazminogen aktivatora, plazmin inhibitora i inhibitora

plazminogen aktivatora (Slika 3) (Upadhyay et al., 2004).

Pri normalnoj pH vrednosti mleka plazmin je i u aktivnoj formi i u formi zimogena
u velikoj meri vezan za kazeinske micele, a manjim delom c¢ak i za membrane
masnih globula. Plazminogen aktivatori su takode vezani za kazeinske micele, tako
da zajedno sa plazminom i plazminogenom bivaju inkorporirani u sirno testo.
Snizavanjem pH vrednosti mleka ili dodatkom 1M NaCl u mleko dolazi do
disocijacije plazmina iz kazeinskih micela. Pri pH vrednosti < 4.8, disocijacija je
kompletna. Sto se inhibitora ti¢e, oba su prisutna u mleku, ali bivaju odstranjeni iz

sira zajedno sa surutkom.

Pored pH vrednosti, i koncentracije NaCl, na aktivnost plazmina u siru takode utice
i termicki tretman mleka namenjenog proizvodnji sireva. Naime, temperatura
pasterizacije povecava aktivnost plazmina u toku zrenja. Ova pojava je objaSnjena
termolabilnoséu plazmin inhibitora i inhibitora plazminogen aktivatora. Usled
denaturacije ova dva inhibitora pod dejstvom visokih temperatura, raste stepen
konverzije plazminogena u plazmin. Plazminogen aktivator, plazminogen i plazmin
prezivljavaju uslove pasterizacije (Visser, 1993). Nasuprot pasterizaciji, ostriji
termicki tretmani kao Sto je UHT tretman u velikoj meri redukuje aktivnost

plazmina (Kelly i Mc Sweeney, 2003).

Plazmin pokazuje specificnost prema vezama Lys-X i neSto manju specificnost
prema vezama Arg-X, a deluje na kazeinske frakcije po slede¢em redosledu

Bras2>as1 (Bastian i Brown, 1996).

Kao rezultat proteolitickog delovanja plazmina na B-CN nastaju y-kazeini.
Delovanjem plazmina, sa N-terminalnog kraja (B-CN odvajaju se komponente
proteozo-peptonske frakcije: PP5 (B-CN f1-105/107), PP8 spora (3-CN f29-
105/107) i PP8 brza (B-CN f1-28) pri cemu nastaju y1, y2 i y3 (Macej et al.,, 2007).
B-1-CN (B-CN f1-192), koji nastaje dejstvom himozina na [3-CN biva dalje razgraden
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od strane plazmina (Kelly i Mc Sweeney, 2003). Produkti razgradnje 3-CN pod

uticajem plazmina mogu se naci i u mleku.

Hidroliza as2-CN pod dejstvom plazmina je takode vrlo izraZena. Nakon 4h
inkubacije samo 20% ove frakcije ostaje intaktno (Bastian i Brown 1996). Postoji 8
mesta u molekulu as-kazeina koja su podlozna delovanju plazmina (Upadhyay et
al, 2004). Pri tome nastaje oko 14 peptida od kojih su tri potencijalno gorki,
odnosno, mogu da izazovu gorak ukus u siru ukoliko su prisutni u dovoljnoj

kolic¢ini (Kelly i Mc Sweeney, 2003).

Identifikovano je 17 Arg-X i Lys-X veza u molekulu asi;-CN koje su osetljive na
dejstvo plazmina (Upadhyay et al., 2004). Identifikovano je tri peptida velike

molekulske mase koji nastaju dejstvom plazmina na asi-CN (Mooney et al., 1998).

lako poseduje nekoliko Lys i Arg rezidua, k-CN je rezistentan na delovanje
plazmina Sto je vrlo vazno sa tacke gledisSta protektivne uloge ove elektroforetske
frakcije na stabilnost kazeinske micele u mleku (Visser, 1993). Jedan od uzroka
rezistentnosti je ometajuci efekat ugljenih hidrata vezanih za molekul x-CN. Kada

se ugljeni hidrati uklone, ova frakcija postaje nesto podloZnija hidrolizi plazminom.

Kod sireva od ultrafiltriranog mleka moZe se uocCiti smanjena aktivnost plazmina,
Sto se objasnjava inhibitornim dejstvom [-lg koji je integrisan u proteinski
matriks, pa je samim tim prisutan u znatno vecoj koli¢ini nego u drugim vrstama
sireva (Bastian i Brown, 1996). Prilikom tretmana mleka na temperaturama preko
80°C dolazi do osetnog pada aktivnosti plazmina wusled formiranja
intermolekulskih tiol-disulfidnih interakcija sa serum-proteinima, prvenstveno sa

B-lg (Visser, 1993).

Aktivnost plazmina je ve¢a u mleku dobijenom pri kraju laktacije, zatim u mleku
starijih krava i u mleku krava obolelih od mastitisa. Najvisi nivo plazmina uocava
se u mleku krava obolelih od mastitisa. Cak i nakon $to je infekcija izle¢ena, nivo se
ne vraca na pocetni, Sto je moguci razlog izraZenije aktivnosti plazmina kod starijih
krava. Postoje takode i varijacije aktivnosti plazmina kod razli¢itih rasa krava

(Bastian i Brown, 1996).
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Dodavanjem plazmina u mleko namenjeno proizvodnji sira, ili aktiviranjem
plazminogena moZe se ubrzati zrenje. Cinjenica da se plazmin vezuje za kazeinske
micele omogucava da prilikom podsirivanja ne dolazi do velikih gubitaka plazmina

dodatog u mleko. Aktivacija plazminogena moZe se vrsiti dodatkom urokinaze.

Plazmin ne utic¢e direktno na razvoj ukusa u siru, obzirom na to da su proizvodi
njegovog delovanja peptidi velikih molekulskih masa. Medutim, ovi molekuli
predstavljaju prekursore od kojih dalje dejstvom drugih agenasa zrenja nastaju

aminokiseline i brojna aromogena jedinjenja koja su bitni nosioci ukusa sira.

Posebno je vazno ista¢i da i sa pojacanom aktivnoS¢u plazmin nije uzrocnik gorkog

ukusa sira (Kelly i Mc Sweeney, 2003).

2.5.1.3. Proteaze i peptidaze startera

Upotreba startera u proizvodnji sireva pruza moguénost dobijanja odgovarajuce
vrste sireva standardnog kvaliteta. Primarna uloga starter kultura je produkcija
mlecne Kiseline, i pravilno usmeravanje toka zrenja (Dagdemir et al., 2003). Starter
kulture koje se najceS¢e dodaju tokom proizvodnje belih sireva u salamuri su
Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus. lactis ssp. cremoris, Streptococcus
thermophilus i Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Alichanidis i Abd El-Salam,
2004).

Bakterije mlec¢ne kiseline (BMK) ispoljavaju slabu proteoliticku aktivnost, medutim
sadrZe proteozo/peptidazni sistem koji katalizije hidrolizu oligopeptida do peptida

malih molekulskih masa i slobodnih aminokiselina (McSweeney, 2004).

Dodatak starter kulture tokom proizvodnje belih sireva doprinosi znatnom
snizavanju pH vrednosti sirnog testa, ¢ime se favorizuje aktivnost himozina.

(Hayaloglu et al., 2005).

Proteoliza se smatra najbitnijim fenomenom koji se odigrava u siru tokom zrenja.
Tok proteolize determinisSe razvoj teksturalnih i senzornih svojstava sira (Bontinis
et al.,, 2012). Kao posledica proteoliticih promena tokom zrenja javljaju se sledece

pojave:
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e Promena teksture sira:

o usled hidrolize proteinskog matriksa;

o usled opadanja aw vrednosti, Sto je uslovljeno hidrolizom peptidnih veza
i oslobadanjem novih karboksilnih i amino grupa za koje se vezuje voda;

o indirektno, preko povecanja pH vrednosti, pri oslobadanju amonijaka iz
aminokiselina - produkata proteolize;

e Generisanje Zeljenih ali i neZeljenih senzornih svojstava sira:

o direktno produkcijom kratkih peptida i aminokiselina, nosioca ukusa;

o indirektno, oslobadanjem aminokiselina koje predstavljaju supstrate za
veliki broj katabolickih reakcija u toku kojih se obrazuju vazna isparljiva
jedinjenja koja su nosioci ukusa;

o olaksanim oslobadanjem jedinjenja - nosioca ukusa u toku Zvakanja
putem razgradnje proteinskog matriksa proteolizom (Upadhyay et al.,
2004);

Tokom poslednje decenije nekoliko autora bavilo se proucavanjem proteolitickih
promena koje se deSavaju prilikom zrenja razlicitih varijeteta kozjih sireva (Faccia
etal.,, 2007, Tejada et al., 2008, Ferrandini et al., 2011, Abellan et al., 2012, Faccia et
al, 2012, Bara¢ et al., 2013, Hayaloglu et al.,, 2013, Van Hekken et al.,, 2013).
[straZivanja koja su najsli¢nija temi ovog rada ticu se italijanskog kozjeg sira
Cacioricotta dobijenog siriSnom koagulacijom kozjeg mleka termicki tretiranog
temperaturama 90-95°C u trajanju od 1 min. Rezultati koji se ti¢u proteolize ovog
sira ukazuju na veoma limitiranu, kako primarnu tako i sekundarnu proteolizu,
koja se odigrava tokom zrenja uglavnom kao rezultat aktivnosti enzima
rezidualnog sirila tokom pocetne faze zrenja. Smatra se da Sto se proteolize tice
ove sireve karateriSe nepotpuno zrenje, za Sta je zasluZna specificna tehnologija
njihove proizvodnje. Dominantan proces koji se odigrava tokom zrenja je lipoliza

(Faccia et al., 2007, Faccia et al., 2012).

2.5.2. Promene svojstava teksture tokom zrenja sireva

Po definiciji tekstura predstavlja skup karakteristika nekog prehrambenog
proizvoda koje se formiraju kao rezultat kombinacije njegovih fizickih i hemijskih

svojstava, a mogu se percipirati ¢ulom dodira, vida i sluha. Kad je re¢ o siru,
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tekstura igra jednu od najvaznijih uloga u identitetu proizvoda (Buffa et al., 2001).
Teksturalna svojstva hrane cesto su odlucujudi faktor prilikom odabira proizvoda
od strane potroSaca, ¢esto bitniji od ukusa i boje. Razvoj odgovarajuce teksture u
odredenom proizvodu jedan je od najzahtevnijih zadataka prehrambene industrije
u danasSnje vreme, a podrazumeva: a) definisanje teksturalnih svojstava koja
zajedno Cine da proizvod bude prihvatljiv; b) razvoj tehnologije koja obezbeduje
definisanu prihvatljivu teksturu proizvoda; v) merenje i karakterizacija teksture u
dobijenom proizvodu.

Strukturu sira zajedno formiraju: kazeinski matriks unutar kog su uklopljene
globule mle¢ne masti, mineralne materije i serum koji je ili vezan za kazein ili
popunjava Supljine matriksa. Na strukturu sira uti¢u: sadrzaj proteina, masti i
vode, kao i biohemijske transformacije koje se skoro kontinualno odvijaju u
sirevima tokom zrenja i skladiStenja. Struktura i tekstura medusobno su ¢vrsto
povezane (Gunasekaran i Mehmet Ak, 2003). Na sobnoj temperaturi proteini
doprinose tvrdo¢i sira, dok visi sadrZaj masti ¢ini sir meksim. Svakako, tekstura
sira se menja u zavisnosti od fizickog stanja u kome se nalaze proteini i mle¢na
mast, i to najpre kao posledica razli¢ite temperature. Razumevanje same strukture
sireva, a posebno strukture proteina i masti, kao i brojnih transformacija koje se
deSavaju na ovim komponentama u toku proizvodnje i zrenja, mogu pruziti
informacije koje su klju¢ne prilikom razumevanja teksture sireva na molekulskom
nivou (Dufour et al., 2001).

Postoji nekoliko faktora koji mogu doprineti razvoju odredenih karakteristika
teksture tokom proizvodnje sireva. U prvom redu tu su faktori koji uti¢u na sadrzaj
vode u siru: termicki tretman mleka, struktura sirnog gela, obrada grusa
(intenzitet, temperature, trajanje). U zavisnosti od pH vrednosti mleka u trenutku
dodavanja sirila, ili odlivanja surutke sir ¢e imati razli¢ita teksturalna svojstva -
niza pH vrednost u momentu dodavanja sirila i odlivanja surutke rezultuje u
izraZenijoj tvrdo¢i sira (Jack i Paterson, 1992).

Takode, pH samog sira u velikoj meri utice na teksturu. Interakcije izmedu
proteina, koje su vrlo bitne za stabilnu strukturu kazeinskog matriksa, bivaju
oslabljene adsorpcijom vode od strane jonizovanih grupa koje se nalaze u sklopu

proteinskog lanca. Ovakvim vezivanjem vode za proteine biva limitirina koli¢ina
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vode koja se nalazi u Supljinama sirnog matriksa, Sto znaci da su sirevi koje
karakteriSe visoka pH vrednost nesto nalik proteinskoj emulziji, dok se sirevi niske
pH vrednosti mogu posmatrati kao porozna masa kazeina i inkorporirane mle¢ne
masti. U tom smislu, sireve niske pH vrednosti najceS¢e karakteriSe lomljiva
struktura, Sto znaci da ovi sirevi imaju tendenciju ka lomljenju pri malim
deformacijama. Sa druge strane, sirevi Cija je pH vrednost visoka (posebno u
rasponu od pH 5.2 do 6.2) imaju manju sklonost ka lomljenju, odnosno, potrebna je
relativno velika deformacija da bi doslo do pojave pukotina u siru (Watkinson et
al,, 2001).

Sadrzaj vode, soli i kalcijuma mogu da promene efekat pH vrednosti na teksturu
sira. Jasno je da su sirevi sa visSim sadrZajem vode, ukoliko imaju jednak sadZaj soli
i pH, meksi nego analogni sirevi sa niZim sadrzajem vode. Vrlo male promene u
sadrZaju vode mogu imati znacajan efekat na teksturu sireva (Gunasekaran i
Mehmet Ak, 2003).

Efekat koji mle¢na mast ima na teksturu sireva je dosta ispitivana. Generalno,
tekstura sireva sa viSim sadrZajem masti prihvatljivija je za potroSace nego
tekstura istih sirnih varijeteta sa nizim sadrZajem masti, koja je okarakterisana kao
tvrda, kompaktna, elasticna i adhezivna. Visi sadrzaj vode i masti u sirevima ima
tendenciju da oslabi proteinski matriks sira. Ipak, priroda proteinskog matriksa
ima vedi uticaj na teksturu sira nego sadrzaj vode i masti (Bryant et al., 1995).
Tekstura vecine sirnih varijeteta menja se kontinualno tokom zrenja, velikim
delom kao posledica proteolitickih promena koje se deSavaju dejstvom
proteolitickih enzima prisutnih u siru. Ove promene uzrokuju razgradnju
proteinskog matriksa, usled Cega sirevi postaju manje krti i lomljivi, postaju meksi i
kremasti (Hort i Le Grys, 2001). Tri faktora koja imaju najveci uticaj na teksturu
sira tokom zrenja su: a) pH vrednost prilikom odlivanja surutke, koja opredeljuje
udeo rezidualnog himozina i plazmina u siru; b) so u vodenoj fazi sira, koja zajedno
sa temperaturom utice na aktivnost rezidualnog himozina i plazmina u siru; v) pH
sira nakon soljenja - faktor koji najviSe utiCe na teksturu sira. Temperatura i
relativna vlaznost vazduha tokom zrenja sireva takode uti¢u na razvoj teksturalnih
svojstava (Jack i Paterson, 1992).

U literaturi se mogu naci podaci o efektu termickih tretmana mleka na teksturu
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sireva. U prvom redu pominju se niZe vrednosti tvrdoce sireva, kao posledica veceg
udela vode. Ova pojava zapaZena je c¢ak i kod sireva proizvedenih od
pasterizovanog mleka, kada se uporede sa analognim sirevima od sirovog mleka
(Lau et al., 1990, Buffa et al., 2001). Pored veceg udela vode, postoji joS jedan uzrok
nizih vrednosti tvrdo¢e pomenutih sireva koji se navodi, a to je finiji kazeinski
matriks dobijen usled usporene koagulacije termicki tretiranog mleka. Kada je re¢
o lomljivosti, u dosadasnjoj literaturi mogu se naci podaci da inkorporiranjem
serum proteina, kazeinski matriks postaje slabiji, Sto rezultira u izraZenijoj
lomljivosti sireva (Rynne et al.,, 2004). Medutim na ovu temu postoje i oprecni
rezultati, koji se objasnjavaju dominantnim efektom veceg udela vode u sirevima
proizvedenim od termicki tretiranog mleka (Visser, 1991, Watkinson et al., 2002).
Uprkos tome Sto postoje bogati literaturni podaci o efektima razlicitih faktora
proizvodnje na strukturu i teksturu sireva, u praksi je vrlo teSko uskladiti sve
faktore i utvrditi njihov kombinovani uticaj u cilju postizanja Sto prihvatljivije
teksture (Gunasekaran i Mehmet Ak, 2003).

Postoji nekoliko radova koji su se bavili proucavanjem teksture kozjih sireva
(Delgado et al., 2011, Medeiros et al., 2013, Van Hekken et al., 2013). Kozje mleko
je u odnosu na kravlje deficitarno u elektroforetskoj frakciji as1-CN, odgovornoj za
¢vrstinu i izdrzljivost kazeinskog matriksa tokom zrenja sireva. Takode, masne
globule, koje prave prekide u strukturi sira koju formiraju protein, manje su kod
kozjeg mleka a ima ih viSe, Sto znaci da je izraZeniji njihov negativan uticaj na
odrzivost povezane strukture proteina u kozjem siru. Osim toga veéi precnik
kazeinske micele kozjeg mleka uslovljava stvaranje mekSeg koaguluma dobijenog
enzimskom koagulacijom (Van Hekken et al., 2013). Jasno je na osnovu izloZenog
da kozje sireve generalno karakteriSe veci udeo vode, odnosno meksa tekstura od
kravljih analoga (Park i Guo, 2006, Van Hekken et al., 2013). Stavige, dve treéine
kozjih sireva mogu se svrstati u kategoriju mekih sireva $to govori o tome da
hemijski sastav i struktura kozjeg mleka kao sirovine pogoduje upravo proizvodnji

ove vrste sireva (Park i Guo, 2006).
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2.5.3. Uticaj razlicitih faktora na ukus kozjih sireva

Pored teksture, ukus nekog prehrambenog proizvoda je od strane mlekarske
industrije odavno prepoznat kao jedan od najkriti¢nijih, i u isto vreme najvaZnijih
zadataka koji se direktno reflektuju na prodaju i marketing. Karakteristike ukusa
kravljih mle¢nih proizvoda proucavane su u velikoj meri, dok je literatura koja se
bavi ukusom kozjih proizvoda od mleka daleko oskudnija. Ukus mle¢nih proizvoda
proizilazi iz kombinacije nekoliko jedinjenja prisutnih u odgovaraju¢im
koncentracijama. Kravlje mleko karakteriSe slatkast, mle¢ni ukus, dok je ukus
mleka ostalih mlec¢nih Zivotinja Cesto okarakterisan kao jak, sa specifi¢nim, oStrijim
notama (Whetstine i Drake, 2006). Kozje mleko ima karakteristi¢can »kozji« ukus,
koji potiCe od slobodnih masnih kiselina kratkog lanca. Rasprostranjeno je
miSljenje o neprihvatljivom ukusu i mirisu kozjeg mleka. Medutim, sveZe
pomuZeno kozje mleko sa kojim se pravilno i higijenski postupa ne razlikuje se
znacajno po ukusu i mirisu od kravljeg mleka. Do karakteristicnog nepoZeljnog
ukusa mozZe do¢i tokom loSeg postupanja s mlekom, od trenutka muZe do prodaje
ili proizvodnje odredenih proizvoda. Mle¢na mast kozjeg mleka sadrzi ve¢i udeo
masnih kiselina koje su nosioci jakog mirisa (kaprilna, kaprinska i kapronska) a
koje tokom pravilne obrade mleka ostaju vezane u gliceridima. Membrana masne
globule kozjeg mleka ima osetljiviju strukturu nego membrana masne globule
kravljeg mleka i lakSe se oSteti tokom nepravilnog rukovanja mlekom, ¢ime se
moZe ubrzati lipoliza i razvoj karakteristicnog nepoZeljnog ukusa i mirisa (BoZani¢

etal.,, 2002).

Razvoj ukusa sireva tokom zrenja zavisi od mnostva hemijskih reakcija, u prvom
redu od proteolitickih i lipolitickih promena koje se kontinualno odvijaju. Kod
kozjih sireva, lipoliza ima dominantan uticaj na ukus, posebno na razvoj
karakteristicnog ukusa na vosak i na Zivotinje, koji je pored pomenutih kiselina
delimi¢no uzrokovan i prisustvom masnih kiselina razgranatog lanca. Intenzitet
ukusa sirovog mleka zavisi od nekoliko faktora: rase koza, sezone, perioda
laktacije, nacina ishrane, hemijskog sastava mleka a posebno udela masti
(Whetstine i Drake, 2006). Primera radi, pri kraju laktacije, i na pocetku perioda

zasusSenja, kozje mleko ima intenzivniji karakteristican ,kozji“ ukus. Takode,
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primitivne rase ekstenzivno gajenih koza u vecini slucajeva daju mleko vrlo
izrazenog nepoZeljnog kozjeg ukusa, koji se u sirevima dobijenim od ovakvog
mleka mozZe intenziviradi do oporosti. U ovakvim slucajevima se, u cilju
eliminisanja neZeljenog oporo-kozjeg ukusa, pored jednostavne zamene dela
kozjeg mleka kravljim, vrs$i modifikovanje dela mle¢ne masti transesterifikacijom
uz pomo¢ imobilizovane lipaze uz dodatak oleinske i linolne kiseline (Caponio et

al., 2000).

Lipoliza moZe da se intenzivira tokom muze, skladiStenja, obrade i prerade mleka,
pod dejstvom nativnih lipaza i lipaza koje vode poreklo od mikrobioloskih kultura,

bilo starterskih ili nestarterskih.

Na intenzitet karakteristicnog ukusa kozjeg mleka, a samim tim i sira, veliki uticaj
ima njegova obrada. Generalno, termicka obrada mleka prouzrokuje liziranje ¢elija
nestarterskih bakterija mlecne Kkiseline, ¢ime se oslobadaju intracelularne
proteaze, peptidaze i lipaze, Sto bi znacilo da termicki tretmani vode uvecanju
uzrocnika lipolize a samim tim i razvoja neZeljenih ukusa (Whetstine i Drake,
2006). Medutim, utvrdeno je da relativno niska temperatura termicke obrade
mleka (65°C, 1 min) umanjuje intenzitet kozjeg ukusa, ukusa na vosak, i Zivotinje,
redukovanjem lipolize toplotnom inaktivacijom lipaza. Nasuprot tome, skladistenje
mleka na niskim temperaturama kao i homogenizacija, pojaCavaju intenzitet
pomenutih karakteristika, a mogu c¢ak doprineti i pojavi ukusa na uzeglo.
Homogenizacija doprinosi povec¢anju povrSine masnih globula, $to uzrokuje bolju
dostupnost mleCne masti dejstvu lipaza. SkladiStenje dovodi do razmnoZavanja
mikroorganizama u mleku, S$to bez obzira na kasniju termicku obradu vodi
obrazovanju viSeg nivoa lipaza, a samim tim i slobodnih masnih kiselina u mleku
koje se duZe skladisti. Jasno je da e sirevi od kozjeg mleka loSeg kvaliteta, sa
izrazenim neZeljenim senzornim Karakteristikama zadrzati iste te mane ukusa,
koje ¢e tokom zrenja imati potencijal ka intenziviranju. Medutim, utvrdeno je da
parametri zrenja (odabir starter kultura, termicki tretman, uslovi zrenja itd.) imaju

veci uticaj na ukus sireva nego sam kvalitet sirovog mleka od kog je proizveden.

Svi navedeni literaturni podaci pruzaju informacije koje mogu posluziti kao osnova

za kontrolisanje ukusa kozjih sireva (Morgan i Gaborit, 2001). Medutim ¢injenica je
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da kao i u slucaju teksture, samo dobrim poznavanjem uticaja pojedinih faktora na
razvoj Zeljenog ukusa, i njihovim pravilnim kombinovanjem u praksi, moZe se
proizvesti sir prihvatljiv od strane potrosaca. Sto se kozjih sireva ti¢e, obzirom na

specificnost ukusa same sirovine, ovaj zadatak je jos tezi.
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3. Ciljevi rada

Polazni cilj istraZivanja je da se ispita intenzitet promena na proteinima kozjeg
mleka podvrgnutog razlic¢itim termickim tretmanima, kako bi se dobila jasnija slika

o sirovini koja se koristi za proizvodnju sireva.

Cilj istraZivanja je takode da se ispita uticaj termickih tretmana kozjeg mleka na
enzimsku koagulaciju, kroz odredivanje parametara koagulacije. U ovom delu
ogleda cilj bi bio sagledati kakva je povezanost eventualnih razlika izmedu
parametara koagulacije tri ispitivane varijante termicki tretiranog mleka, sa
stepenom ireverzibilnog kovalentnog agregiranja proteina mleka, kao i sa

randmanom proizvedenih sireva.

VaZan segment istraZivanja je takode da se ispitaju razlike u fizicko-hemijskom
sastavu, proteoliticCkim promenama i teksturi kozjih sireva u salamuri tokom

zrenja, nastale kao rezultat termic¢kog tretmana mleka.

Cilj ovog rada je takode da se deskriptivnhom senzornom analizom sireva u ranoj,
srednjoj i kasnoj fazi zrenja utvrdi uticaj termickog tretmana mleka na senzorne
karakteristike kozjih sireva, a takode i da se utvrdi da li je uz primenu termickog
tretmana ostrijeg od klasi¢ne niske pasterizacije moguce proizvesti kozji beli sir u

salamuri prihvatljiv od strane potrosaca.

Svi pojedinacni ciljevi vodili bi ka opStem cilju, da se ispita moguénost proizvodnje
kozjeg sira u salamuri od mleka tretiranog rezimima termicke obrade koji su ostriji
od reZzima klasicne niske pasterizacije. Ovakav sir bi sa svojim specificnim

karakteristikama svakako imao svoje mesto na trzistu proizvoda od mleka.

U okviru svih eksperimenata koji ¢e se sprovesti, rezultati analiza kozjeg mleka i
sireva bi¢e poredeni sa istim rezultatima dobijenim za kravlje analoge, delom
eksperimentalno a delom u odnosu na literaturne podatke. Na ovaj nacin bice
utvrdene eventualne razlike izmedu kozjeg i kravljeg mleka, gledano sa razlicitih
aspekata. Isticanje razlika imalo bi za cilj prilagodavanje tehnoloskih postupaka
koji su ustanovljeni za kravlje mleko, specificnim svojstvima kozjeg mleka, Sto se

Cesto u praksi zanemaruje.
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Takode, izlaganje termicki tretiranog kozjeg mleka razlicitim reZimima obiranja ili
enzimskoj koagulaciji, zatim uporedivanje dejstva termickih tretmana na obrano i
punomasno mleko, ima za cilj da donekle doprinese razjasnjavanju mehanizma koji
se deSavaju na molekulskom nivou prilikom razlic¢itih procesa obrade i prerade

kozjeg mleka, ¢ime bi se upotpunila oskudna literaturu na ovu temu.
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4. Materijal i metode

Sirovo kozje i kravlje mleko za potrebe svih segmenata istrazivanja prikupljeni su
sa lokalnih farmi. Uzorci kozjeg mleka su uzeti sa farme Sanskih koza “Beokapra” iz
Kukujevaca, dok je kravlje mleko uzeto sa farme krava HolStajn-Frizijske rase, PIK
iz Zemuna. Za prva tri seta ogleda uzorci su prikupljeni po tri puta tokom aprila i
maja, a ogledi su radeni paralelno. Za ostali deo ogleda, odnosno ispitivanje uticaja
termickih tretmana na koagulaciju i zrenje sireva, mleko je prikupljeno takode tri

puta u toku junaijula.

Proizvodnja sireva odvijala se u mini-mlekari Poljoprivrednog fakulteta, dok su sve
analize radene u Laboratoriji za tehnologiju mleka, takode na Poljoprivrednom

fakultetu, Univerziteta u Beogradu.

4.1. Efekat termickog tretmana mleka i obiranja na formiranje taloga

4.1.1. Analize osnovnih parametara kvaliteta sirovog mleka

Analiza sirovog mleka obavljena je odmah nakon prikupljanja uzoraka. Primenjene
su sledece metode: odredivanje sadrZaja suve materije - standardnom metodom
suSenja na 102 + 22 C (FIL-IDF, 1987), sadrzaj masti metodom po Gerber-u (FIL-
IDF, 1981), odredivanje sadrzaja azota, odnosno proteina Kjeldal-ovom metodom
(AOAC, 1990), titraciona kiselost (°Soxlet-Henkel) odredivana je koriS¢enjem 0,1 M
NaOH kao titranta, uz indikator fenolftalein. pH vrednost merena je digitalnim pH-

metrom (Consort, Turnhout, Belgium).

4.1.2. Termicki tretman

Uzorci sirovog kozjeg i kravljeg mleka, odmah nakon prikupljanja, zagrevani su na
40°C. Po 10 ml kozjeg i kravljeg mleka je zatim prebaceno u polipropilenske kivete
sa navojem. Termicki tretmani vrSeni su u vodenom Kkupatilu sa kontrolisanjem
temperature unutar kontrolne kivete u kojoj se takode nalazilo 10 ml mleka.
Primenjena su tri razliita termicka tretmana: 70°C, 80°C i 90°C, u trajanju od pet

minuta. Nakon termickih tretmana uzorci mleka su odmah ohladeni vodom do
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postizanja temperature od 20°C. Svi uzorci mleka su ostavljeni preko noc¢i u
frizideru, na temperturi 7-10°C. Sirovo kozje i sirovo kravlje mleko koriS¢eno je

kao kontrolni uzorak.

4.1.3. Obiranje

Uzorci termicki tretiranog kozjeg i kravljeg mleka zagrejani su do 40°C i ohladeni
do 20°C, a potom centrufugirani laboratorijskom centrifugom (Eppendorf AG 5430
Hamburg, Germany), na 20°C, 15 min primenom tri razlic¢ite centrifugalne sile:
600g, 2000g, i 4500g. Nakon centrifugiranja, obzirom da se na povrSini kivete
formirao masni sloj, teCna faza je pazljivo pipetirana iz centra kivete. Imajuéi u
vidu Cinjenicu da se prilikom centrifugiranja na dnu kivete formirao talog, tecna
faza ¢e se u daljem tekstu nazivati ,supernatant” umesto ,obrano mleko“ kao sto bi

bilo o¢ekivano. Talog i supernatant dobijeni obiranjem dalje su analizirani.

4.1.4. Odredivanje masenog udela taloga

Na osnovu vrednosti prethodno izmerenih masa praznih kiveta (mo), masa kiveta
sa mlekom (m1), i masa kiveta sa talogom nakon pazljivog uklanjanja ostataka

masti i supernatanta (mz), izracunati su maseni udeli taloga prema formuli:

(m2- mo)/(m1- me)*100

4.1.5. Analiza hemijskog sastava supernatanta dobijenih nakon termickih
tretmana i obiranja mleka

Analiza sadrzZaja masti u uzorcima supernatanta je vrSena metodom po Gerber-u
(FIL-IDF, 1981). Sadrzaj proteina u supernatantu odreden je metodom po Kjeldahl-
u (AOAC, 1990).

4.1.6. Priprema uzoraka taloga i supernatanata za SDS-PAGE

Uzorci taloga dobijenih centrifugiranjem na 4500g u toku 15 min na 20°C
pripremljeni su za natrijum-dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforezu u
redukuju¢im uslovima (SDS-R-PAGE). Za pripremu uzoraka koris¢en je redukujuci
pufer za ekstrakciju pH 8,00 koji sadrzi 0,125M Tris-HCI, 4% SDS i 5% B-ME. U
polipropilenskoj kiveti talogu je dodat navedeni pufer u masenom odnosu 1:20.

Kivete su smeStene u kljucalo vodeno kupatilo dok se sav talog nije rastvorio.
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Nakon toga, rastvor taloga je pomeSan u odnosu 1:3 sa redukujuéim puferom za
uzorke pH 6,8 sledeCeg sastava: 0,055 M Tris-HCl, 7% glicerola, 5% [B-ME i

0,0025% bromfenolplavog, daju¢i konacno razblaZenje taloga od 1:60.

Supernatanti su pripremljeni za elektroforezu u redukuju¢im i neredukujuéim
uslovima po metodi Anema i Stanley, (1998). Superntanti su pomeSani u odnosu
1:10 kako sa redukuju¢im tako i sa neredukuju¢im puferom za uzorke. Redukujuci
pufer za uzorke je identican prethodno opisanom puferu koji je koriS¢en za
pripremu uzoraka taloga, dok neredukujuci pufer ne, sadrZzi 3-ME $to omogucuje da
disulfidne veze ostanu neredukovane, a proteini koji su tokom termickog tretmana

povezani u agregate putem disulfidnih mostova, ostanu u tom obliku.

4.1.7. SDS-PAGE

SDS-PAG elektroforeza je izvedena prema po metodi Laemmli (1970). Pre same
analize uzorci su zagrevani u kljucaloj vodi u trajanju od 5 minuta. Na gel je
nanoS$eno po 5 pl uzoraka. Elektroforeza je vrSena pomocu elektroforetske jedinice
Twin Plate 20,5 x 10 cm TV200YK (Consort, Turnhout, Belgium), i napajanje EV202
istog proizvodaca. Radni uslovi su bili slededi: konstantna struja od 80 maA, i
maksimalan napon od 300 V. Nakon elektroforeze gelovi su fiksirani i bojeni u
rastvoru koji sadrzi 0,23% Coomassie Brilliant blue R250, 3.9% trihlorsircetne
kiseline, 6% sircetne kiseline i 17% metanola. Bojenje je trajalo 1 h na temperaturi
od 45° C. Nakon toga vrSeno je obezbojavanje rastvorom koji sadrzi 8% sirc¢etne

kiseline, i 18% metanola, nakon ¢ega su gelovi skenirani.

4.1.8. Kvantifikacija proteina i nomenklatura

Identifikacija proteinskih traka vrSena je na osnovu standarda Roti-Mark 10-150
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany), kao i na osnovu poredenja sa
elektroforetskom pokretljivoS¢u proteina na elektroforetogramima publikovanim
do sada (Pesic et al., 2012, Barac¢ et al., 2013), koji se odnose na kozje mleko i
sireve. Kvantifikacija proteina vrSena je denzitometrijskom analizom skeniranih
gelova, na osnovu racunanja povrSine ispod maksimuma Kkoji odgovara
pojedinac¢nim proteinima, uz koriS¢enje racunarskog programa Lablmage 1D L340

(Kapelan Bio-Imaging GmbH, Leipzig, Germany). Prema nomenklaturi koju je
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predloZio Havea, (1998), proteini koji su dobijeni SDS-PAG elektroforezom u
neredukuju¢im uslovima nazvani su “SDS-monomerni” a oni dobijeni u
redukuju¢im uslovima ,ukupni redukovani“ proteini. Nivo ireverzibilne
denaturacije svake proteinske frakcije posmatran je kao udeo ,SDS-
monomerni“/“ukupni redukovani“ proteini. Na ovaj nacin, svi uzorci pripremljeni u
redukuju¢im uslovima predstavljali su kontrolne uzorke za svoje ne-redukovane

analoge.

4.1.9. Statisticka obrada podataka

Deo ogleda u kome se analizira efekat termickog tretmana i uticaja centrifugalne
sile tokom obiranja na maseni udeo formiranog taloga postavljen je prema planu
podeljenih parcela (SPLIT-PLOT). Oba navedena faktora definisani su kao slucajni.
Na glavnoj parceli (main plot) posmatran je uticaj centrifugalne sile i bloka, dok je
u okviru podparcele (subplot) posmatran uticaj termickog tretmana i interakcije
izmedu centrifugalne sile i termickog tretmana. Uzorci kozjeg i kravljeg mleka
uzeti su tri puta, tokom tri dana, gde je svaka SarZa bila posmatrana kao zaseban
blok. Maseni udeo taloga svakog bloka ponaosob predstavljao je aritmeticku
sredinu tri uzastopna merenja. Analiza varijanse za plan podeljenih parcela
izvrSena je koris¢enjem GLM procedure (General Linear Model) uz korisc¢enje

programa Statistica 10.0 (Stat Soft. Inc., Tulsa, USA).

Za parna poredenja rezultata denzitometrijske analize, odnosno stepena
ireverzibilnog agregiranja proteina nakon termickih tretmana kori$cen je t-test na

nivou znacajnosti a=0,05.

4.2. Efekat sadrzaja masti na kovalentno ireverzibilno agregiranje

proteina mleka

4.2.1 Termicki tretman i obiranje uzoraka

U ovom delu ogleda sirovo kravlje i kozje mleko podeljeno je na dva seta uzoraka.
Prvi set uzoraka oba mleka je podvrgnut obiranju, na nacin kao Sto je opisano u

poglavlju 4.1.3., i to primenom najblazih uslova: 600 g/15 min/20°C, a zatim
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termicki tretiran, procedurom opisanom u poglavlju 4.1.2. Drugi set uzoraka
termicki je tretiran u prisustvu mle¢ne masti. Nakon termickog tretmana ovi uzorci
su takode obrani pomenutim reZimom. Obzirom na to da prilikom obiranja mleka
pod navedenim uslovima ne dolazi do pojave taloga, u ovom slucaju te¢na faza
moze da se posmatra kao obrano mleko, pa ¢e i u daljem tekstu biti tako

oznacavana.

4.2.2 Priprema uzoraka, SDS-PAG elektroforeza i kvantifikacija proteina

Uzorci obranog mleka pripremani su analogno uzorcima supernatanata, kao Sto je
opisano u poglavlju 4.1.6, elektroforetska analiza uzoraka sprovedena je metodom
prikazanom u poglavlju 4.1.7, dok je kvantifikacija proteina vrSena na nacin opisan

u poglavlju 4.1.8.

4.2.3. Statisticka obrada podataka

Eksperiment je ponovljen tri puta. Rezultati su obradeni primenom trofaktorijalne
analize varijanse (ANOVA). Ispitivan je uticaj faktora: termic¢kog tretmana, vrste
mleka i prisustva masti, na stepen ireverzibilnog agregiranja proteina Kkoji

ucestvuju u formiranju agregata nakon termickog tretmana (zavisna promenljiva).

U cilju poredenja srednjih vrednosti ocena ispitivanih proizvoda primenjen je LSD
test. ZakljuCci su izvedeni na nivou statisticke znacajnosti o =0,05 (nivo
pouzdanosti od 95 %). Statisticka obrada podataka izvrSena je primenom

kompjuterskog programa Statistika 10.0

4.3. Odredivanje kontrolnog randmana u sluc¢aju punomasnog i

obranog termicki tretiranog kozjeg mleka

4.3.1. Odredivanje kontrolnog randmana

Mogucnost uvecanja randmana termickim tretmanom mleka ispitivana je
odredivanjem takozvanog kontrolnog randmana na osnovu metode (Hallen, 2008)
sa minimalnim modifikacijama. Ova metoda predstavlja simulaciju proizvodnje
sira u laboratoriji. Uzorci mleka (10 ml) zagrevani su na 31°C. Svakom uzorku je

dodato 0,02% CacClz i 25 pl, 1.5 mg/ml teleceg sirila u prahu (Caglificio Clerici, 94%

49



Zorana N. Miloradovi¢ - Materijal i metode - Doktorska disertacija

himozin, 6% pepsin, Clerici-Sacco Group, Cadorago, Italy) jac¢ine 765-1620 IMCU/g.
Nakon dodatka sirila, uzorci su izmesSani vibracionom mesalicom, i ostavljeni na 30
min u vodenom kupatilu gde je njihova temperatura odrZavana na 31°C. Nakon 30
min, formirani koagulum Spatulom je presecen vertikalno u krst, i ostavljen
dodatnih 30 min na istoj temperaturi. Nakon toga je proces presovanja simuliran
centrifugiranjem na 1260 g/20 min laboratorijskom centrifugom. Surutka-
supernatant je odliven, a masa precipitata odnosno koaguluma, koji je predstavljao
pandan siru u realnom sistemu izmerena je (zajedno sa kivetom), pa je na osnovu
ove mase (m2), kao i mase prazne kivete (mo) i kivete sa mlekom (m1) raCunat

kontrolni randman.

4.3.2. Odredivanje sadrZaja suve materije u koagulumu

Sadrzaj suve materije u koagulumu odreden je metodom susenja, standardnom

metodom koja se primenjuje za sir (FIL-IDF, 1982).

Radi uporedivosti merenih velic¢ina, odredeno je procentualno uveéanje kontrolnog
randmana termicki tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolni randman uzorka
sirovog kozjeg mleka. Na osnovu dobijenog sadrzZaja suve materije u koagulumu
raCunato je takode i procentualno uvecanje sadrzaja vode u koagulumima
dobijenim iz termicki tretiranog mleka, u odnosu na koagulum dobijen iz sirovog
mleka, kako bi se mogao ustanoviti stepen korelacije ove veli¢ine sa uvecanjem

kontrolnog randmana.

4.3.3. Statisticka obrada podataka

Eksperiment je ponovljen tri puta. Rezultati su obradeni primenom dvofaktorijalne
analize varijanse (ANOVA), gde su posmatrani faktori: termicki tretman i prisustvo
masti (dva nivoa faktora - punomasno i obrano mleko), kao i njihove interakcije. U
okviru prve analize varijanse, kao zavisna promenljiva posmatrano je uveanje
kontrolnog randmana, a u okviru druge analize varijanse, uvecanje sadrZaja vode.
U cilju poredenja srednjih vrednosti ocena ispitivanih proizvoda primenjen je LSD
test. ZakljuCci su izvedeni na nivou statisticke znacajnosti o =0,05 (nivo

pouzdanosti od 95 %).
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VrSena je takode i korelaciona analiza kako bi se utvrdio stepen povezanosti
izmedu procentualnog uvecanja kontrolnog randmana i: (1) procentualnog
uveCanja sadrZaja vode, (2) procentualnog uvecanja stepena kovalentnog
agregiranja proteina (-1g, a-la i k-CN), izracunatih na osnovu rezultata prikazanih

u prethodnom poglavlju.

StatistiCka obrada podataka izvrSena je primenom kompjuterskog programa

Statistika 10.0.

4.4. Proizvodnja kozjeg belog sira u salamuri

4.4.1. Proces proizvodnje

Proizvodnja sira vrSena je u tri ponavljanja u toku jula i avgusta. Osnovni
parametri kvaliteta sirovog kozjeg mleka - sirovine za proizvodnju sireva,

odredivani su standardnim metodama, kao $to je navedeno u poglavlju 4.1.1.

U SarZznom razmenjivacu toplote, odnosno duplikatorskom sudu, 60 L sirovog
kozjeg mleka podeljeno je u tri SarZe od po 20 L, a zatim tretirano pomocu tri
razli¢ita reZima termicke obrade: 65°C/30 min (65/30 - kontrolna varijanta),
80°C/5 min (80/5 - eksperimentalna varijanta 1) i 90°C/5 min (90/5 -
eksperimentalna varijanta II). Nakon termickog tretmana mleko je hladeno na
<10°C i smeSteno u hladnjacu gde je ostavljeno preko no¢i. Narednog dana vrseno
je zagrevanje mleka do 31°C, a zatim inokulacija starter kulturom na nivou od 5%
(w/v), oznake Lyofast MO 030 (Clerici-Sacco Group, Cadorago, Italy), koja se
sastoji od mezofilnih bakterija mle¢ne Kiseline: Lactococcus lactis subsp. lactis i L.
lactis subsp. cremoris. Nakon 30 min, kada je pH vrednost dostigla 6,5, dodat je
CaClz u koncentraciji od 0,2 g/L, a potom telete sirilo u prahu (karakteristike
navedene u poglavlju 4.3.1.) u koncentraciji od 0.2 g/10 L. Koagulacija je trajala 45
min, a potom je grus secen na kocke dimenzija ~5 cm i ostavljen da stoji jo§ 15 min.
Sirni grus je zatim pazljivo prebacen iz duplikatora u kalupe gde je vrSeno cedenje
5-10 min, a zatim presovanje pod opterecenjem od ~2 kg/kg sira u trajanju od 1h
nakon cega je opterecenje povecano na~4 kg/kg sira u trajanju od dodatnih 1 h, na

sobnoj temperaturi.
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Po zavrsSetku presovanja sir je seCen na kriSke dimenzija 15 x 7 cm, dok je debljina
kriSke varirala od 2 do 3 cm u zavisnosti od termickog tretmana, odnosno
randmana. Kriske su zatim suvo soljene i pakovane u plasticnu ambalaZzu
odgovarajucih dimenzija, pri ¢emu je u svakom pakovanju bilo po 2 kriSke. Na ovaj
nacin je dobijeno po 5 pakovanja, svako za po jednu taCku zrenja kada je vrSen
odgovarajudi set analiza. Nakon 24 h na sobnoj temperaturi, kriSke su potopljene u
salamuru sa 6% Nac(l, ¢ija je pH vrednost podeSena dodatkom mlecne kiseline na

5,0. Zrenje se odvijalo na temperaturi 13-15°C u trajanju od 40 dana.

Bitno je istaci, da su svi parametri proizvodnje sira bili identi¢ni u kontrolnoj i dve
eksperimentalne varijante sireva. Ovakav pristup imao je za cilj eliminisanje Sto je
moguce viSe faktora koji bi uticali na karakteristike tri proizvedene varijante
sireva, kako bi se dobijene razlike mogle pripisati razli¢itom termickom tretiranju

mleka.

4.4.2. Parametri koagulacije kozjeg mleka i randman sireva

4.4.2.1. Reoloska merenja parametara koagulacije

Za potrebe merenja parametara koagulacije koriS¢en je reometar Kinexus Pro
(Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK), u kombinaciji sa ,Vane“
geometrijom istog proizvodaca. Primenjena je oscilatorna reometrija sa malom
amplitudom (eng. SAOR - Small Amplitude Oscillatory Rheometry). Reometrija je
zapocCeta 4 min nakon dodavanja sirila (poglavlje 4.4.), unoSenjem uzorka u donji

deo ,Vane“ geometrije koja je prethodno temperirana na 31°C.

Formiranje gela praceno je merenjem modula viskoznosti G" i modula elasti¢nosti
G', kao i odgovarajuceg faznog ugla §=arc tan (G"/G') u funkciji od vremena (time
sweep measurement), pri frekvenciji oscilacije od 1Hz i deformaciji od 0,01%.

Merenje je trajalo 60 min.

Neposredno posle pomenute sekvence, izvrseno je merenje modula elasti¢nosti, G'
sukcesivnom promenom frekvencije od 20 Hz do 0.1 Hz sa deformacijom od 0.01%

(frequency sweep measurement).
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Na osnovu grafika dobijenih reoloSkim merenjima racunati su slede¢i parametri:
vreme koagulacije (CT), brizina agregiranja (AR) i ¢vrstina grusSa (CF), po metodi

Dimassi et al., (2005).

Vreme koagulacije [s] je raCunato kao momenat u kom fazni ugao dostiZe vrednost
45°. Brzina agregiranja je definisana kao nagib tangente u prevojnoj tacki krive
zavisnosti modula viskoznosti od vremena [Pa/s], a raCunata je kao maksimum

prvog izvoda navedene funkcije (Slika 3).
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Slika 3. Reometrija procesa prelaska mleka iz stanja sola u stanje gela pod
uticajem sirila (Dimassi et al., 2005)

Cvrstoca grusa je odredena na osnovu krive zavisnosti modula elasti¢nosti G' od
frekvencije. CF zapravo predstavlja vrednost izmerenog modula elasti¢nosti pri

frekvenciji od 1.5 Hz i izrazava se u [Pa].

Svi navedeni parametri racunati su pomoc¢u racunarskog programa OriginPro 8

(OriginLab Corporation, Northampton, USA)

4.4.2.2. Odredivanje kontrolnog i realnog randmana

Odmah nakon dodatka sirila u mleko (poglavlje 4.4.1.), direktno iz duplikatorskog
suda uzeti su uzorci za odredivanje kontrolnog randmana (po tri uzorka od svake
varijante termic¢kog tretmana), i postavljeni u vodeno kupatilo temperirano na
31°C. Dalji tok eksperimenta vrSen je metodom po Hallen-u (2008), na nacin

opisan u poglavlju 4.3.1.
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U cilju raCunanja realnog randmana merena je masa grude, odmah nakon faze
presovanja, pre soljenja. Randman je racunat kao masa grude [kg] koja se dobija od
100 kg mleka (Sabado$, D, 1996, Abd El-Gawad i Ahmed, 2011). Kontrolni

randman je radi poredenja izraZavan na isti nacin.

4.4.2.3. Statisticka obrada podataka

Svi opisani eksperimenti su ponovljeni tri puta. Rezultati su obradeni primenom
jednofaktorijalne analize varijanse (ANOVA), gde je termicki tretman posmatran
kao faktor. Cetiri zasebne analize varijanse obuhvatile su sledeée zavisne
promenljive: CT, AR, CF i randman. U cilju poredenja srednjih vrednosti ocena
ispitivanih proizvoda primenjen je LSD test. Zakljucci su izvedeni na nivou

statisticke znacajnosti oo = 0,05.

VrSena je takode i korelaciona analiza kako bi se utvrdio stepen povezanosti
izmedu realnog randmana i: (1) kontrolnog randmana; (2) CT; (3) AR; (4) CF, na

nivou statisticke znacajnosti takode a = 0,05.

Statisticka obrada podataka izvrSena je primenom kompjuterskog programa

Statistika 10.0.

4.4.3. Hemijski sastav i sastav proteina surutke

U toku Ccitave faze cedenja i presovanja sireva, kako kontrolnih tako i
eksperimentalnih, sakupljana je surutka. Iz celokupne mase surutke, nakon
mesSanja uzet je uzorak od 300 ml. Sva tri uzorka surutke analizirani su u pogledu
sadrZaja suve materije, masti i proteina prema metodama opisanim u poglavlju
4.1.1. Sastav proteina analiziran je SDS-PAGE metodom opisanom u poglavljima
4.1.6.,4.1.7.1 4.1.8. Jedina razlika u postupku pripreme uzoraka surutke u odnosu
na pripremu uzoraka mleka je u tome Sto se uzorci surutke mesani sa redukujucim

puferom za uzorke u odnosu 1:1.

Procenat iskoriS¢enje masti i proteina mleka prilikom proizvodnje sira racunat je

prema metodi Lau et al., (1990) na slede¢i nacin:
DFW = ((Wm-R) x Fs)/(Wm x Fm) x 100

DFC=100-DFW
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DFW - udeo masti koji odlazi u surutku (%)

DFC - udeo masti koji se zadrzava u siru (%), odnosno iskoriS¢enje masti.
Wm - masa mleka - 100kg

R- randman (kg)

Fs - sadrzaj masti u surutki (%)

Fm - sadrzaj masti u mleku (%)

Na isti nacin raCunato je iskori$¢enje proteina.

4.4.3.1. Statisticka obrada podataka

Svaki opisani eksperiment je ponovljen tri puta. Rezultati su obradeni primenom
jednofaktorijalne analize varijanse (ANOVA), gde je termicki tretman posmatran
kao faktor. Tri zasebne analize varijanse obuhvatile su sledee zavisne
promenljive: sadrZaj masti, sadrZaj proteina i sadrzaj suve materije. U cilju
poredenja srednjih vrednosti ispitivanih parametara hemijskog sastava surutke
primenjen je LSD test. ZakljuCci su izvedeni na nivou statisticke znacajnosti

a=0,05.

Statisticka obrada podataka izvrSena je primenom kompjuterskog programa

Statistika 10.0.

4.5. Zrenje Kozjih belih sireva u salamuri

Nakon 1, 10, 20, 30 i 40 dana zrenja, uzorci kontrolne i eksperimantalnih varijanti
sireva su analizirani, kako bi se odredili osnovni parametri njihovog kvaliteta,
proteoliticke promene i teksturalna svojstva. VrSena je takode i senzorna analiza

sireva, i to nakon 3, 10 i 40 dana.

Obzirom na to da su sve tri varijante sira proizvedene tri puta, sve analize vrSene

su takode u triplikatu.
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4.5.1. Promene osnovnih parametara kvaliteta sireva tokom zrenja

SadrzZaj ukupne suve materije u ispitivanim uzorcima odreden je standardnom
metodom suSenja na temperaturi 102+2°C (FIL-IDF, 1982). SadrZaj masti je
odreden metodom po Van Gulik-u (FIL-IDF, 1986). SadrZaj azota odnosno proteina
je odreden metodom po Kjeldahl-u (AOAC, 1990). SadrZaj soli u siru odreden je
metodom po Volhart-u (FIL-IDF, 1988b). pH vrednost je merena nakon
homogenizacije 10 g uzorka sa 10 mL destilovane vode, uz upotrebu digitalnog pH-

metra (Consort, Belgium) (Ardé i Polychroniadou, 1999).

Racunati su takode i medusobni odnosi pojedinih parametara hemijskog sastava
sireva znacajnih za analizu toka zrenja: voda u bezmasnoj materiji sira (VuBM),
mast u suvoj materiji sira (MuSM), so u vodenoj fazi sira (SuVF), odnos proteina i

masti u siru (P/M).

4.5.1.1. Statisticka obrada podataka

Svaki opisani eksperiment je ponovljen tri puta, na sirevima iz tri zasebne
proizvodnje. Rezultati su obradeni primenom dvofaktorijalne analize varijanse
(ANOVA), gde su termicki tretman i stadijum zrenja posmatrani kao faktor. Kao
zasebne zavisne promenljive analizirani su svi navedeni parametri fizicko-
hemijskog sastava, kao i njihovi medusobni odnosi. U cilju poredenja srednjih
vrednosti ocena ispitivanih proizvoda primenjen je LSD test. Zakljucci su izvedeni

na nivou statisticke znacajnosti a = 0,05.

StatisticCka obrada podataka izvrSena je primenom kompjuterskog programa

Statistika 10.0.

4.5.2. Proteoliticke promene tokom zrenja sireva

4.5.2.1. Primarna proteoliza

PraCenje primarne proteolize, vrSeno je pomocu SDS-PAGE. Priprema uzoraka
sireva vrSena je na slede¢i nacin: 0,4 g uzorka odmereno je u polipropilensku

kivetu, a zatim je dodato 5 ml redukujuéeg pufera za ekstrakciju Ciji je sastav opisan

u poglavlju 4.1.6. Nakon potpunog rastvaranja uzoraka sira u klju¢alom vodenom
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kupatilu, i hladenja, rastvoru je dodat redukujuci pufer za uzorke u razmeri 1:3.

Dalji tok analize identi¢an je metodi opisanoj u poglavljima 4.1.7. i 4.1.8.

4.5.2.2. Sekundarna proteoliza

Sekundarna proteoliza, odnosno dubina zrenja, praena je sadrZajem azotnih
materija sira rastvorljivih u 12% TCA. Na ovaj nacin dobija se azotna frakcija koja
sadrzi neproteinske azotne materije, odnosno aminokiseline i peptide koji sadrze

do 20 aminokiselinskih ostataka (Rohm et al., 1996).

Koncentracija TCA upotrebljena za frakcionisanje varira u literaturi od 2 - 12%
(w/v). Postoje takode i grupe metoda koje se razlikuju u odnosu na to da li je
frakcionisanje pomoc¢u TCA vrSeno iz vodenog ekstrakta sira ili iz frakcije

rastvorljive pri pH 4.4. (Ardo i Polychroniadou, 1999, Polychroniadou et al., 1999).

U ovom radu analiza je vrSena metodom (O'Keeffe et al.,, 1978), po kojoj se azotne
materije rastvorljive u 12% TCA frakcioniSu iz vodenog ekstrakta sira, a izraZene

su kao procentni udeo od ukupnih azotnih materija (TCA-SN/TN)x100

4.5.2.3. Statisticka obrada podataka

Svaki opisani eksperiment je ponovljen tri puta, odnosno obuhvatao je sireve iz tri
zasebne proizvodnje. Primenom dvofaktorijalne analize varijanse (ANOVA), gde su
termicki tretman i stadijum zrenja posmatrani kao faktor, obradeni su rezultati
dobijeni denzitometrijskom analizom elektroforetograma za procentualno uces$ce
procenta rezidualnog asi-CN i B-CN, koji su posmatrani kao zasebne zavisne

promenljive.

Jednofaktorijalnom analizom varijanse obradeni su podaci za procentualno ucesce
kazeinskih frakcija, glavnih serum proteina kao i serum proteina velikih
molekulskih masa, u usirevima, jedan dan nakon proizvodnje. Svi navedeni
procentualni udeli posmatrani su kao zavisne promenljive, dok je termicki tretman

posmatran kao faktor.

Dvofaktorijalna ANOVA primenjena je takode i na rezultate dobijene analizom

azotne frakcije rastvorljive u 12% TCA, gde je procentni udeo ove frakcije u
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ukupnim azotnim materijama predstavljao zavisnu promenljivu, dok su termicki

tretman i statijum zrenja posmatrani kao faktori.

U cilju poredenja srednjih vrednosti ocena ispitivanih proizvoda primenjen je LSD

test. Zakljucci su izvedeni na nivou statisticke znacajnosti a = 0,05.

StatistiCka obrada podataka izvrSena je primenom kompjuterskog programa

Statistika 10.0.

4.5.3. Promena teksturalnih svojstava tokom zrenja sireva

Analiza teksture izvedena je pomocu instrumenta: Texture Analyser TA.XTPlus, sa
¢elijom kapaciteta 5 kg (Stable Micro Systems, Surrey, UK), primenom tri metode:
metod preloma klinom, metod penetracije sfericnom sondom i metod secenja
Zicom. Pre nego Sto je izvedena analiza teksture sirevi su izvadeni iz salamure i
temperirani na sobnoj temperaturi (*20°C) tri sata kako bi se ova temperatura

uspostavila u ¢itavoj masi svakog uzorka.

4.5.3.1. Metod preloma klinom (Wedge Fracture Test)

Analiza teksture metodom preloma klinom izvrSena je na po Sest uzoraka svake
varijante sira, dimenzije 3 x 2 X 2 cm. Prelom uzoraka klinom vrSen je do dubine od
10 mm racunajuc¢i ukupno dubinu do koje je penetrirao gornji i donji klin. Brzina
penertacije klina bila je 2 mm/s, a sila aktivacije 5 g. Ovom metodom izmeren je

parametar , Tvrdoc¢a prilomljenju“ [g].

4.5.3.2. Metod penetracije sfericnom sondom (Spherical probe test)

Metodom penetracije sfericnom sondom izvrSena je analiza teksture na po Sest
uzoraka sve tri varijante sira, dimenzije 3 x 2 x 2 cm. VrSena kompresija od 25% od
pocetne visine uzorka (5 mm), brzinom od 2mm/s, pri ¢emu je sila aktivacije bila
2,5 g. Ovom metodom merena su dva parametra: “Tvrdoéa pri kompresiji” [g] i

»Lepljivost” [g]

4.5.3.3. Metod secenja Zicom (Wire Cutter Test)

Metodom secenja Zicom analizirani su uzorci sira dimenzije 6 x 4 X 2 cm, na kojima

je izvrSena analiza teksture metodom seCenja uz pomo¢ Zice debljine 0,3 mm.
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Secenje uzoraka je izvrSeno do dubine od 15 mm, brzinom od 0,5 mm/s, pri ¢emu

je sila aktivacije iznosila 50 g. “Cvrsto¢a pri se¢enju” [g]

4.5.3.4. Softverska analiza grafika

Nakon merenja teksture izvrSenih pomenutim metodama, izrac¢unavanje vrednosti
parametara teksture sa dobijenih grafika vrSeni su kompjuterskim programom

EXPONENT specijalno dizajniranim za navedeni analizator teksture.

4.5.3.5. Statisticka obrada podataka

Svaki opisani eksperiment je ponovljen tri puta, na sirevima iz tri zasebne
proizvodnje. Primenom dvofaktorijalne analize varijanse (ANOVA), gde su termicki
tretman i stadijum zrenja posmatrani kao faktor, obradeni su rezultati analize
teksture za tvrdoc¢u pri lomljenju, tvrdo¢u pri kompresiji, ¢vrstinu pri secenju, koji

su posmatrani kao zasebne zavisne promenljive.

U cilju poredenja srednjih vrednosti ocena ispitivanih proizvoda primenjen je LSD

test. Zakljucci su izvedeni na nivou statisticke znacajnosti a = 0,05.

Vrsena je takode i korelaciona analiza izmedu parametara: tvrdoca pri lomljenju i

¢vrstina pri seCenju; tvrdoc¢a pri lomljenju, pH vrednost;

Statisticka obrada podataka izvrSena je primenom kompjuterskog programa

Statistika 10.0.

4.5.4. Senzorna analiza sireva

Senzorna analiza oglednih proizvoda obuhvatila je: deskriptivnu senzornu analizu,
senzorno testiranje potroSaca i senzorno ocenjivanje kvaliteta. Deskriptivna
analiza i senzorno testiranje potrosaca realizovani su u Laboratoriji za senzorno
ispitivanje namirnica, dok je senzorno ocenjivanje kvaliteta izvedeno u Laboratoriji

za tehnologiju mleka, na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

4.5.4.1. Uzorci

Za potrebe ispitivanja obezbedena je dovoljna koli¢ina sireva proizvedenih od
mleka tretiranog primenom tri razlic¢ita termicka tretmana (65°C/30 min, 80°C/30

min i 90°C/30 min). Svi primenjeni oblici senzornog ispitivanja izvedeni su u
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ranoj, srednjoj i kasnoj fazi zrenja sira, odnosno nakon 3, 10 i 40 dana zrenja. Na

ovaj nacin, ispitivanjem je obuhvaceno devet oglednih proizvoda (potpuni blok).

Za potrebe deskriptivne analize od strane senzornog panela obezbedeno je svih
devet uzoraka istovremeno, u dva ponavljanja. Pre analize uzorci su vadeni iz
salamure i temperirani na sobnu temperaturu 1h. Svih 9 uzoraka servirani su

istovremeno.

Za potrebe ocenjivanja prihvatljivosti od strane potrosaca, kao i ocene kvaliteta od
strane stru¢ne komisije, obezbedeno je po 3 varijante sireva u tri razli¢ita dana.

Najpre su servirani sirevi koji su sazrevali 3, zatim 10 i na kraju 40 dana.

Svi radni uzorci sira Sifrirani su slucajno odabranim trocifrenim brojevima i

servirani ocenjiva¢ima na papirnim tanjirima.
Za ispiranje usta tokom rada kori$¢ena je niskomineralizovana flasirana voda.
4.5.4.2. Deskriptivna senzorna analiza i eksterno mapiranje preferencije

Senzorni panel za deskriptivnu analizu se sastojao od 8 osoba iz redova osoblja i
studenta master studija Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. U
okviru tri dvocasovne sesije, panel je uveZbavan u pogledu prepoznavanja
svojstava od interesa uz koris¢enje referentnih uzoraka prikazanih u Tabeli 1.
Deskriptivnom analizom, u ovom radu, obuhvacena su samo odredena svojstva
vezana za ukusnost proizvoda. Senzorna svojstva prikazana u Tabeli 2. odabrana
su iz leksikona senzornih svojstava za kozji sir (Carunchia Whetstine et al., 2003),
uz odredena prilagodavanja u odnosu na specifi¢an tip sireva koji je u ovom radu

analiziran.

Nista Intenzivno

Slika 4. Izgled skale za ispitivanje intenziteta odabranih senzornih svojstava

Deskriptivna analiza je izvedena u skladu sa metodologijom opisanom u literaturi
(Meilgaard et al., 1999; Lawless i Heymann, 2010), u okviru koje je, medusobnim
poredenjem uzoraka, meren intenzitet odabranih senzornih svojstava. Definicije

ispitivanih senzornih svojstava prikazane su takode u Tabeli 2. Za ispitivanje
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intenziteta senzornih svojstava koriS¢ena je linearna nestruktuirana skala duzine
15 cm sa opisanim krajnjim vrednostima (Slika 4). Ocenjivaci su merili intenzitet

pojedinacnih senzornih svojstava medusobnim poredenjem uzoraka, pri cemu im

je bila ostavljena sloboda da razlic¢ite delove skale koriste po svom nahodenju.

Deskriptivna senzorna analiza je izvedena u dva ponavljanja.

Tabela 2. Spisak senzornih svojstava sa definicijama i referentnim proizvodima
koji su koriS¢eni u deskriptivnoj analizi

Senzorno Opis senzornog svojstva Referentni proizvodi
svojstvo
aroma/ukus
Na maslac Aroma povezana sa prirodnim, sveZim, Maslac “Meggle”,
maslacom Kragujevac
Na kuvano mleko | Aroma povezana sa kuvanim mlekom Pasterizovano mleko
(kombinacija slatkog i “Imlek”, Padinska Skela,
karamelizovanog) 2.8% masti, kuvano na
85°C/10 min
Na kozu Aroma koja podseca na vlaznu Sirovo kozje mleko
zivotinjsku dlaku (vuce na jetko,
ustajalo i donekle kiselo)
Na surutku Aroma povezana sa surutkom Sveza kravlja surutka
Na kvasac Aroma povezana sa fermentuju¢im Svezi pekarski kvasac,
kvascima “Vrenje”, Beograd,
rastvoren u vodi (3%)
Na jogurt Aroma povezana sa jogurtom Jogurt, “Imlek”, Padinska
Skela, 2.8% masti
Slan ukus Osnovni ukus koji proizvode vodeni Rastvor NaCl u vodi (1%)
rastvori NaCl i drugih soli
Kiseo ukus Osnovni ukus koji proizvode vodeni Rastvor limunske kiseline
rastvori razlicitih Kkiselina kao Sto su u vodi (0,08%)
limunska, sir¢etna, fosforna, jabucna i
dr.
Sladak ukus Osnovni ukus koji proizvode vodeni Rastvor saharoze u vodi
rastvori saharoze i drugih Secera. (1%)

4.5.4.3. Senzorno testiranje potrosaca

Senzorno testiranje potrosaca u pogledu prihvatljivosti sireva proizvedenih od
mleka tretiranog pomocu tri razli¢ita termicka tretmana vrSeno je u okviru tri
odvojena dana, tako Sto su svi sirevi u okviru jednog testiranja bili istog stepena
zrelosti. Ukupno je testirano 40 potrosSaca, pri ¢emu je svaka testirana osoba

ocenila svih devet oglednih uzoraka.
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Ocenjivacki list se sastojao od dve grupe pitanja, u okviru kojih su koriSc¢eni i

razliciti tipovi skala za merenje prihvatljivosti.

U okviru prve grupe pitanja od ispitanika je traZeno da ocene: (1) stepen ukupne
prihvatljivosti proizvoda (kao celine), (2) stepen prihvatljivosti mirisa (3) stepen
prihvatljivosti ukusa i (4) stepen prihvatljivosti teksture odnosno konzistencije,
primenom hedonske skale od 9 podeoka (Slika 5). Centralna vrednost hedonske
skale se odnosi na indiferentan stav potroSaca prema proizvodu (“niti mi se
dopada niti mi se ne dopada”). Od ove vrednosti u desnu stranu raste stepen
dopadanja, a u levu stepen nedopadanja (Meilgaard et al., 1999; Lawless i

Heymann, 2010).

stepen nedopadanja stepen dopadanja
dl I | -
- I »
Izuzetno mi Niti mi se svida, Izuzetno mi
se ne svida niti mi se ne svida se ne svida

Slika 5. Hedonska skala kori$¢ena za ispitivanje stepena prihvatljivosti odabranih
senzornih svojstava

stepen nedopadanja stepen nedopadanja
d I | -
- I L
0 U U U U 0 [ [ [
Nedovoljno Otprilike onako kako Previse jako
jako treba

Slika 6. Skala “upravo onako kako bi trebalo da bude”

U okviru druge grupe pitanja od ispitanika je traZeno da ocene: (1) intenzitet
kiselog ukusa, (2) intenzitet slanog ukusa, (3) intenzitet ukupne jacine ukusa, (4)
tvrdocu i (5) masnocu sireva, primenom skale “upravo onako kako bi trebalo da
bude” koja se takode sastojala od 9 podeoka (Slika 6). Centralna vrednost skale
“upravo onako kako bi trebalo da bude” se odnosi na optimalni nivo intenziteta
ispitivanog svojstva (“kako treba da bude”), onako kako ga potrosac dozivljava kao
prihvatljivog, dok prema desnoj i levoj strani raste stepen nedopadanja zbog jace i
slabije izraZenog svojstva, respektivno. Naime, kod intenziteta kiselog ukusa leva
strana skale se odnosila na “nedovoljno kiselo”, a desna na “previse kiselo”; kod
intenziteta slanog ukusa leva strana se odnosila na “nedovoljno slano”, a desna na

“previse slano”; kod tvrdoce sira, leva strana se odnosila na “previse meko”, a
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desna na “previSe tvrdo”; kod ukupne jacine ukusa, leva strana odnosila se na
“nedovoljno jak ukus” a desna na “previse jak ukus”, dok se za stepen masnoce sira

leva strana odnosila na “nedovoljno mastan” a desna na “previSe mastan” sir.

4.5.4.4. Senzorna ocena kvaliteta sireva

Senzorno ispitivanje kvaliteta sireva vrSeno je primenom korigovanog petobalnog
bod sistema (Radovanovic i Popov-Ralji¢, 2001), u okviru kojeg je ukupan senzorni
kvalitet ocenjivan preko slede¢ih odabranih grupa senzornih svojstava: spoljni

izgled, izgled preseka, miris, ukus i konzistencija.

Stru¢na komisija sastojala se od 5 ¢lanova: 4 doktora nauka u naucnoj oblasti
“nauka o mleku” i 1 stru¢ni saradnik na Odeljenju za tehnologiju mleka

Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Tabela 3. Uputstvo za senzornu ocenu kvaliteta kozjih belih sireva u salamuri

Senzorni Senzorni defekti
atributi

Spoljasnji | Kriska pravilnih dimenzija bez o$tecenja, ujednacene izrazito bele boje (5)
izgled Delimi¢no oStecena i deformisana kriska, primese Zute ili ruzicaste boje (3)
Nepravilan oblik, izrazena oStecenja, rupe, pukotine, neujednacena boja (1)
Ostali defekti (1, 2, 3)

Izgled Gladak presek, pravilne, ne suviSe izrazene Supljike (5)

preseka Povecan broj krupnih i/ili sitnih Supljika nepravilnog oblika i rasporeda (3)
Veliki broj Supljika, znaci nadimanja (1)

Ostali defekti (1, 2, 3)

Miris Mlecno kiseo, jasno izrazen (5)

Mlecno kiseo slabo izrazen (3)

Jako Kkiseo sa primesama stranih mirisa (na loj, kvasce...) (1)
Ostali defekti (1, 2, 3)

UKkus Prijatan, mlecno kiseo umereno slan, jasno izrazen (5)

Prijatan ali nedovoljno izraZen, izraZenija kiselost ili slanost (4)
Neprijatan, prekiseo, metalan, gorak, ukus na loj (1)

Ostali defekti (1, 2, 3)

Konzi- Srednje ¢vrsta, povezana (5)

stencija Slabije povezana, delimi¢no lomljiva, brasnjava, suva (3)

SuviSe meka ili suviSe ¢vrsta, izrazito lomljiva, brasnjava, suva (1)
Ostali defekti (1, 2, 3)

Prilikom ocenjivanja koriS¢en je bodovni raspon od 0 do 5 sa moguc¢nos$¢u davanja
polubodova (0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5). Koris¢eno je takode i uputstvo dato u Tabeli 3.

Obzirom da reprezentativna svojstva nemaju jednak uticaj na ukupni kvalitet, za
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svako odabrano svojstvo kvaliteta odreden je koeficijent vaznosti (KV) pomocu
kojeg je vrSena korekcija (mnoZenjem) date ocene. Ispitivani parametri kvaliteta sa
odredenim koeficijentima vaZnosti su obuhvatili sledece: spoljni izgled-2, izgled
preseka-3, miris-4, ukus-6 i konzistencija-5. Koeficijenti vaZnosti su izabrani
prema uticaju pojedinih svojstava na ukupan kvalitet, a izbalansirani tako da
njihov zbir iznosi 20. Sabiranjem pojedinac¢nih korigovanih ocena dobijen je
jedinstven kompleksni pokazatelj koji odrazava ukupan senzorni kvalitet i koji se
izrazava kao “% od maksimalno moguceg kvaliteta”. Deljenjem ove vrednosti sa
zbirom koeficijenata vaznosti (20) dobijena je ponderisana srednja ocena koja

takode izrazava ukupni senzorni kvalitet sira.

Senzorno ocenjivanje kvaliteta je izvedeno sa jednim ponavljanjem.

4.5.4.6. Statisticka obrada podataka

e Deskriptivna senzorna analiza
[zmerene vrednosti sa skala intenziteta ocitavane su “ru¢no”, uz pomoc¢ lenjira. U
cilju provere znacajnosti multivarijacionog efekta kod wuzoraka u pogledu
ispitivanih svojstava, originalni deskriptivni podaci su, za svakog ocenjivaca
posebno ukljucuju¢i oba ponavljanja, prvo standardizovani (Romano et al., 2008),
da bi zatim bili podvrguti jednofaktorskoj multivarijacionoj analizi varijanse
(MANOVA) u okviru koje je “uzorak” odabran kao promenljiva sa fiksnim nivoom
faktora. Standardizovani deskriptivni podaci su dalje, u cilju identifikovanja
senzornih svojstava u okviru kojih su se ispitivani proizvodi znacajno razlikovali,
bili podvrgnuti trofaktorijalnoj analizi varijanse (ANOVA), pri ¢emu je “uzorak”
odabran kao promenljiva sa fiksnim nivoom faktora, dok su “ocenjivaci” i

“ponavljanje ispitivanja” odabrani kao promenljive sa slu¢ajnim nivoom faktora.

Statisticka analiza koja je imala za cilj redukciju polaznih dimenzija obuhvatila je
sva ispitivana senzorna svojstva. Originalni podaci deskriptivne analize su prvo
grupisani po ocenjivacima za svako ponavljanje ispitivanja posebno (matrice sa po
9 redova - uzorci, i 9 kolona - ispitivana senzorna svojstva) i inicijalno obradeni
primenom uopStene Prokrust analize (GPA - Generalized Procrustes Analysis) u

cilju dobijanja konsenzus podataka (Dijhterhuis, 1996). Konsenzus podaci
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dobijeni GPA analizom su obradeni primenom analize glavnih komponenata (PCA -
Principal Component Analysis) bazirane na korelacionoj matrici (Nees et al,, 2010).
Ekstrahovane glavne komponente su koriS¢ene kao prediktori (nezavisno-

promenljive) u daljoj analizi podataka primenom linearne viSestruke regresije.

Ocene ukupne prihvatljivosti sireva, dobijene testiranjem potrosaca uz primenu
hedonske skale su, posebno za svakog potrosaca, podvrgnute linearnoj viSestrukoj
regresiji na glavne komponente ekstrahovane primenom PCA analize (McEwan,
1996). Ukupan broj potrosaca Cije su ocene ukljuene u postupak viSestruke
regresije iznosio je 40. Dobijeni nestandardizovani regresioni koeficijenti su
podvrgnuti klaster analizi (klasterovanje pomocu K-sredina) u cilju izdvajanja
grupa potrosaca (klastera) sa slicnim misljem o prihvatljivosti sireva. Srednje
vrednosti regresionih koeficijenata za identifikovane klastere unoSene su u PCA
dijagrame. Ovakva metoda, gde se prvo primeni PCA na deskriptivne senzorne
podatke, a zatim primeni regresioni model kako bi se izvrSila regresija ocena
prihvatljivosti od strane potroSaca na uzoracke PCA koordinate, naziva se eksterno
mapiranje prihvatljivosti (PREFMAP - External preference mapping) (McEwan,
1996; Nees et al,, 2010).

e Senzorno testiranje potrosaca

Uzimajucdi u obzir klastere/grupe potrosaca formirane primenom klaster analize u
okviru eksternog mapiranja preferencije, ocene prihvatljivosti dobijene primenom
hedonske skale, za svaki ispitivani parametar posebno (miris, ukus, tekstura i
ukupna prihvatljivost), su podvrgute trofaktorijalnoj ANOVA gde su kao nezavisno
promenljive sa fiksnim nivoima faktora odabrane “grupe potroSaca / klasteri”,
“termicki tretman” i “stadijum zrenja”. U cilju poredenja srednjih vrednosti ocena
ispitivanih proizvoda primenjen je LSD test. Zaklju¢ci su izvedeni na nivou

statisticke znacajnosti o = 0,05 .

Podaci dobijeni primenom hedonske skale su takode, nezavisno od klaster/grupa
potrosaca, obradeni primenom dvofaktorijalne analize varijanse (ANOVA), za
miris, ukus, teksturu i ukupnu prihvatljivost posebno, gde su ispitivani efekti

primenjenih nivoa termickog tretmana i stadijuma zrenja, kao i njihove interakcije.
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U cilju poredenja srednjih vrednosti ocena ispitivanih proizvoda primenjen je

Tukey HSD test. Zakljucci su izvedeni na nivou statisticke znacajnosti a. = 0,05 .

Podaci dobijeni primenom skale “upravo onako kako bi trebalo da bude” najpre su
prikazani u vidu distribucije ucestalosti ocena. U ovom delu analize podataka
izvrSena je transformacija originalnih ocena iz skale od 9 podeoka u skalu sa 5
podeoka. Drugim recima, originalne ocene su rasporedene u pet novih podgrupa.
Ocene 4, 5 i 6 svrstane su grupu “kako treba”, ocene 2 i 3 u grupu “umereno
odstupa (-)”, ocene 7 i 8 u grupu“umereno odstupa (+)”, dok su ocene 11i 9 ¢inile
grupe “izrazito odstupa (-)” i “izrazito odstupa (+), redosledno”. Ukoliko je viSe od
80% potrosaca za odredeno svojstvo dalo ocenu 4, 5 ili 6, moZe se smatrati da je za

konkretan uzorak intenzitet tog istog svojstva prihvatljiv za potrosace.

Nakon toga, podaci dobijeni na osnovu skale “onako kako treba da bude” obradeni
su takode i primenom metode “pada srednje vrednosti ocene ukupne
prihvatljivosti proizvoda” (Mean drop analysis). U okviru ove metode, pad srednje
vrednosti ocene ukupne prihvatljivosti proizvoda se posmatra u odnosu na ocene
dobijene primenom skale “upravo onako kako bi trebalo da bude” za svako
ispitivano svojstvo, gde se podaci grupisu u tri grupe: (1) grupa ocena ispod “kako
treba da bude”, (2) grupa ocena “kako treba da bude” i (3) grupa ocena iznad “kako
treba da bude”. Uzimajudi u obzir da je skala bila relativno osetljiva, sa 9 podeoka
(od 1 do 9), u grupu ocena “kako treba da bude” svrstane su originalne ocene “4”,
“5” 1 “6”. Ovakav pristup je opravdan uzimajuci u obzir da je psihologija potrosaca
takva da se, prilikom probanja uzorka, po pravilu teZe odlucuje za davanje ocene
“kako treba da bude” iz razloga Sto u mislima uvek postoji neki idealan proizvod
¢ija su svojstva na viSem nivou u odnosu na proizvod koji se trenutno testira.
Grupa ocena ispod “kako treba da bude” obuhvatila je originalne ocene “1”, “2”

“3”, a grupa ocena iznad “kako treba da bude” ocene “7”, “8” i “9”. Razlika u
srednjim vrednostima ocena ukupne prihvatljivosti proizvoda ispitana je
primenom jednofaktorijalne ANOVA (gde su pomenute grupe ocena posmatrane
kao fiksni faktor) i Tukey HSD testa. Zakljucci su izvedeni na nivou statisticke

znacajnosti o = 0,05 .
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Grupe ocena ispod ili iznad “kako treba da bude” kod kojih je utvrdena statisticki
znacajna razlika u srednjim vrednostima ocena ukupne prihvatljivosti proizvoda,
ispitane su u pogledu broja testiranih potrosaca koji su dali ocenu koja pripada
odgovarajucoj grupi. Samo kod onih grupa kod kojih je utvrdena statisticki
znacajna razlika u ukupnoj prihvatljivosti i kod kojih je pripadajuci broj potrosaca
bio znacajno veliki, izvoden je zaklju€ak da su potrosaci ocenili posmatrani uzorak
kao proizvod sa vecim ili manjim intenzitetom posmatranog svojstva u odnosu na
proizvod “kako treba da bude”. Sve grupe koje su brojale viSe ili jednako 20 % od
ukupnog broja testiranih potroSaca tretirane su kao znacajno velike, Sto je i

uobicajena praksa za ovakvu vrstu ispitivanja (Lawless i Heymann, 2010).
e Ocena kvaliteta sireva

Podaci dobijeni primenom petobalnog bod sistema obradeni su primenom
trofaktorijalne analize varijanse (ANOVA), gde su “stadijum zrenja” i “termicki
tretman” odabrane kao nezavisne promenljive sa fiksnim nivoima faktora, a
“ocenjivaci” kao promenljiva sa slucajnim nivoom faktora. U cilju poredenja
srednjih vrednosti ocene kvaliteta ispitivanih proizvoda primenjen je LSD test.

Zakljucci su izvedeni na nivou statisticke znacajnosti o = 0,05 .

Izmedu srednje vrednosti ocena koje su potrosaci dali za ukupnu prihvatljivost
uzoraka i srednje ponderisane ocene koje je strucna komisija dala za ukupan
kvalitet sireva izvrSena je korelaciona analiza na nivou statisticke znacajnosti

a=0,05.
e Softver

GPA analiza uradena je primenom statistickog softvera Idiogrid verzija 2.4 od
05.19.2008 (Grice, 2002). Svi preostali statisticki testovi su izvedeni uz primenu

statistickog softvera SPSS (verzija 17.0 od 01.12.2008).
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5. Rezultati i diskusija

5.1. Efekat termickog tretmana i intenziteta centrifugalne sile pri

obiranju kozjeg i kravljeg mleka na formiranje taloga

Kao Sto je opisano u prethnodnom poglavlju, uticaj termickog tretmana na
proteine mleka, o kom ¢e biti re¢i u ovom i slede¢em poglavlju, pracen je
elektroforetskim tehnikama, koje podrazumevaju prethodno uklanjanje masti iz
uzorka. Tokom preliminarnih istraZivanja (rezultati nisu prikazani), prilikom
obiranja uzoraka za elektroforezu, primeceno je stvaranje taloga tokom
centrifugiranja. Primeceno je takode i to da je koli¢ina taloga u slucaju kozjeg

mleka veca nego u slucaju kravljeg mleka ukoliko se primeni isti reZim obiranja.

U literaturi se moZe naci Citav niz uslova centrifugiranja u cilju obiranja uzoraka
mleka za elektroforezu: 8500 g/15 min/4 °C (Lindmark-Mansson et al., 2005),
5000 g/20 min/4 °C (Sandra i Dalgleish, 2007), 4500 g/20min/20 °C (Garcia-Risco
et al., 2002), 3000 g/30min/5 °C (Calvo i Espinoza, 1999), 3000 g/30 min/15 °C
(Lieske et al., 1997), 2000 g/30 min/32 °C (Devold et al., 2000), 2000 g/30 min/4
°C (Moatsou et al., 2004), 1620 g/10 min/20 °C (Shuiep et al.,, 2013), 1000 g/30
min/4 °C (Law i Leaver, 2000), 600 g/15 min/20 °C (Raynal i Remeuf, 1998). Ni u
jednoj od navedenih publikacija nije navedeno na osnovu c¢ega je izvrSen odabir
primenjenih uslova obiranja, samim tim nije moguce utvrditi koji je razlog za
postojanje tako Sirokog spektra reZima koji se koriste za centrifugiranje uzoraka

mleka.

S tim u vezi, pre nego Sto se pristupi elektroforetskoj analizi uticaja termickih
tretmana na proteine mleka, potrebno je utvrditi uslove obiranja koji ¢e biti
primenjeni. Optimalni uslovi obuhvatali bi visoku efikasnost obiranja mleka bez
gubitaka u pogledu sadrzaja proteina. Cilj ovog dela rada je da se uporedi maseni
udeo formiranog taloga, da se utvrdi u kojoj meri dolazi do taloZenja proteina

tokom obiranja, a takode i da se ispita da li termicki tretman, koji prethodi obiranju
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ima uticaj na taloZenje proteina tokom centrifugiranja mleka. Odgovori na
navedena pitanja imali bi za cilj takode i da daju doprinos u utvrdivanju razlika u

koloidnoj stabilnosti kozjeg i kravljeg mleka.
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¥
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—=.  Sirovo W W
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O |- so°c/s min VoV v RRR
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W

Wt~ Sirovo Supernatant
3 ) & v
S |+ 70°c/5 min
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4500g/15 min/20°C

W
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¥ ¥
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Slika 7. Sema pripreme i oznaCavanja uzoraka

U cilju pojednostavljenja analize i diskusije dobijenih rezultata, na Slici 7 prikazana
je Sema pripreme uzoraka opisanih u poglavlju Materijal i metode, kao i nacin

oznacavanja uzoraka.

5.1.1. Osnovni parametri kvaliteta sirovog kravljeg i kozjeg mleka

Pre bilo kakve pripreme uzoraka analizirani su osnovni fiizicko-hemijski parametri
sirovog kozjeg i kravljeg mleka. Dobijeni rezultati (Tabela 4) su u velikoj meri
uporedivi sa parametrima objavljenim od strane autora (Raynal-Ljutovac et al.,
2008), medutim u odnosu na parametre kvaliteta objavljene od strane (BoZani¢ et
al., 2002, Park, 2006) mozemo uociti da postoji neSto niZi sadrzaj proteina i suve

materije u uzorcima mleka analiziranim u ovom radu.
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Iz Tabele 4 se moZe uociti da postoji velika slicnost izmedu fizicko-hemijskih
parametara kravljeg i kozjeg mleka. Medutim, postoji razlika izmedu vrednosti
standardne devijacije, pri ¢emu je ona neSto visa kod kozjeg nego kod kravljeg
mleka. Razlog tome je uobiCajeno variranje u sastavu kozjeg mleka na pocetku

laktacije (Park, 2006).

Tabela 4. Osnovni fizicko-hemijski parametri kvaliteta sirovog mleka (april-maj)

Kozje mleko Kravlje mleko
pH 6,63+0,04 6,74+0,04
Titraciona Kiselost (°SH) 6,18+0,09 7,32+0,11
Sadrzaj proteina (%) 2,79+0,22 2,94+0,11
Sadrzaj masti (%) 3,5+0,42 3,72+0,26
Sadrzaj suve materije (%) 11,64+1,00 11,77+0,27

Rezultati u tabeli predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanjatstandardna devijacija

5.1.2. Maseni udeo taloga

Na osnovu statisticke obrade podataka prema planu podeljenih parcela (Split-Plot)
(Tabela 5) pokazalo se da postoji znacajan uticaj centrifugalne sile na formiranje
taloga i kod kozjeg i kod kravljeg mleka (p<0,05). U slucaju kozjeg mleka, termicka
obrada koja je prethodila obiranju, znacajno je uticala na maseni udeo taloga

nakon (p<0,05): ostriji termicki tretman uslovio je uvecanje taloga.

Tabela 5. Statisticka analiza masenih udela taloga prema planu podeljenih parcela

Kravlje mleko Kozje mleko

Faktor MS P MS P
Glavna parcela

Blok 0.0029 0.2136 0.0131 0.4710

Centrifugalna sila 1.5501 <0.0001 16.7355 <0.0001
Podparcela

Termicki tretman 0.0018 0.4435 0.7600 0.0151

Interakcija 0.0018 0.4331 0.0922 0.0013

(Centrifugalna sila x

termicki tretman)
Eksperimentalna greska 0.0017 0.01676

Znacajan uticaj bloka na formiranje taloga nije postojao ni kod kravljeg ni kod
kozjeg mleka, Sto govori o tome da ne postoji uticaj varijacija u fizicko-hemijskom

sastavu izmedu tri razli¢ite Sarze mleka.
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Efekti primenjenih uslova obiranja, kao i termickog tretmana kozjeg i kravljeg
mleka na maseni udeo formiranog taloga predstavljeni su na Slici 8. Sa slike se
jasno mozZe uociti postojanje razlike u koli¢ini formiranog taloga izmedu dve
ispitivane vrste mleka. U zavisnosti od primenjene centrifugalne sile i jacine
termickog tretmana, koli¢ina taloga nastala obiranjem kozjeg mleka je 2-4 puta
veca u odnosu na kravlje mleko, u zavisnosti od termickog tretmana i centrifugalne
sile. Usled razliitog nacine sekrecije mleka, broj somatskih ¢elija koje se mogu naci
u ispravnom sirovom kozjem mleku je vis$i nego u ispravnom sirovom kravljem
mleku (Park i Humphrey, 1986). Vrlo je moguce da u talogu kozjeg mleka postoji
veca koli¢ina somatskih ¢elija nego u talogu kravljeg mleka, ali postavlja se pitanje
da li u toku centrifugiranja odredeni proteini precipitiraju i zajedno sa somatskim
¢elijama, Celijskim ostacima i neCisto¢ama ulaze u sastav taloga. Dobijeni rezultati
ukazuju na to da primenjeni rezimi obiranja mleka imaju znacajan uticaj i na kozje
i na kravlje mleko, Sto ukazuje na potrebu da se definiSu odgovarajuc¢i uslovi

obiranja mleka u cilju Sto vece efikasnosti i Sto manjih gubitaka proteina.

3,5 3,5
——600¢g
3 3
& &
s 2 & 2 —A— 4500 g
o o
815 315
o o
35 1 5 1
= S ——h————&h—
0,5 — e — 0,5 . - .
0 0 = = hd —
Sirovo 70°C 80°C 90°C Sirovo 70°C 80°C 90°C
A Termicki tretman B Termicki tretman

Slika 8. Maseni udeli taloga formirani nakon centrifugiranja sirovog i termicki
tretiranog kozjeg (A) i kravljeg (B) mleka. Prikazane vrednosti predstavljaju
aritmeticke sredine tri bloka

Moze se uociti takode da sa povecanjem centrifugalne sile dolazi do izraZenijeg
uticaja termickog tretmana na maseni udeo taloga dobijenog obiranjem kozjeg

mleka (Slika 8A). Efekat termic¢kog tretmana koji je prethodio obiranju, na
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formiranje taloga, posebno je uocljiv kada su u pitanju uzorci tretirani na 90°C

centrifugirani silom od 2000 gi 4500 g.

U revijalnom radu koji se bavi procesima termicke obrade mleka (Livney et al.,
2003) istaknuto je da pasterizacija ili termicki tretmani na temperaturama ispod
100°C ne destabilizuju koloidni sistem mleka, medutim rezultati prikazani u ovom
radu pokazuju da se u slucaju kozjeg mleka koloidna stabilnost u odredenoj meri
naruSava primenom sub-ultra visokih temperatura. U slucaju kravljeg mleka nije

detektovana ovakva pojava.

5.1.3. Sadrzaj proteina i masti u supernatantu

Supernatanti dobijeni centrifugiranjem sirovog mleka obe Zivotinjske vrste
analizirani su u pogledu sadrZaja masti i proteina. Kada je re¢ o sadrZaju masti
dobijeni su isti rezultati za kozje i kravlje mleko. Prilikom obiranja masti
primenom centrifugalne sile od 600g u supernatantu zaostaje 0,1 % masti dok je

primenom sile od 2000g i 4500g postignuto kompletno obiranje (Tabela 5).

Tabela 5. SadrZaj proteina i masti u supernatantima kozjeg i kravljeg mleka

Vrsta mleka Parametri 600g 2000g 4500g

Kozje UP (%) 2,368+0,004 1,955+0,021b 1,505+0,028¢
M (%) 0,1 0 0

Kravlje UP(%) 2,931+0,0092 2,858+0,058a 2,557+0,012b
M(%) 0,1 0 0

UP-ukupan sadrzaj protein; M-ukupan sadrzaj masti;

Rezultati u tabeli predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja+standardna devijacija

Vrednosti za sadrzaj proteina koje imaju razlic¢ita slova u superskriptu znacajno se razlikuju
(p<0.05)

U Tabeli 5. pored sadrzaja masti prikazan je sadrZaj proteina u supernatantima

dobijenim prilikom obiranja primenom razlic¢itih centrifugalnih sila.

Poredenjem sadrZaja proteina t-testom utvrdeno je da ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu supernatanta dobijenog centrifugiranjem kravljeg mleka
silom od 600 g i 2000 g. Medutim znacajna razlika postoji izmedu supernatanta
dobijenog primenom centrifugalne sile od 600 g i 4500 g, iz Cega proizilazi da
obiranje mleka rezimom 4500 g/15 min/20°C nije preporucljivo ¢ak ni za kravlje
mleko. Sto se kozjeg mleka ti¢e, postoji statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu

supernatanta dobijenog centrifugiranjem na 2000 g i 4500 g u poredenju sa 600 g.
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Na osnovu ovakvog rezultata moze se zakljuciti da se u slucaju kozjeg mleka mora
joS paZzljivije pristupiti odabiru centrifugalne sile prilikom obiranja, kako bi se
izbegli gubici proteina taloZenjem. Ispostavlja se na osnovu prethodno izloZenog,
da je reZim obiranja 600 g/15 min/20°C jedini prihvatljiv izbor kada je re¢ o
kozjem mleku. U slucaju kravljeg mleka postoji mogucnost da se izvrsi potpuno
obiranje reZimom 2000 g/15 min/20°C. Rezim obiranja 4500 g/15 min/20°C
ispostavio se nepodesan za obe vrste mleka.

100 -
90

DO kozje

M kravlje

Indeks udela proteina (%)

600 g 2000 g 4500 g

Centrifugalna sila

Slika 9. Indeks udela proteina u supernatantima kravljeg i kozjeg mleka

Na Slici 9, sadrzaj proteina u superntantima dobijenim centrifugiranjem mleka na
2000 g i 4500 g predstavljeni su u odnosu na sadrZaj proteina u supernatantu
dobijenom primenom najniZe centrifugalne sile (600 g), i izraZeni su kao indeks
udela proteina. Na ovaj nacin, sadrzaj proteina u supernatantu dobijenom
najblaZzim rezZimom obiranja prikazan je kao 100% (Slika 9). Ovakav prikaz
ilustruje razliku u uvec¢anju gubitaka proteina kod kozjeg i kravljeg mleka, odnosno
predstavlja jo$ jednu ilustraciju niZe koloidne stabilnosti kozjeg mleka u odnosu na

kravlje.
5.1.4. SDS-PAGE analiza supernatanta

Elektroforetogrami uzoraka supernatanta kravljeg i kozjeg mleka prikazani su na

Slikama 10 i 11. MoZe se uociti da 0,1 % masti koja je zaostala u supernatantu
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nakon procesa centrifugiranja nije uticala na vidljivost proteinskih traka, pa samim

tim ni na tacnost denzitometrijske analize.

Kada se kozje mleko centrifugira na 4500 g, moZe se primetiti postojanje razlika
izmedu uzoraka supernatanta pripremljenih u redukuju¢im uslovima dobijenih od
sirovog mleka (Slika 10. 4500g, traka R), i uzoraka grejanih na 80°C i 90°C (Slika
10. 4500g, trake 8 i 9), u pogledu intenziteta obojenja linija koje odgovaraju
sadrZaju (-lg. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) postoji kada je u pitanju uzorak
tertiran rezimom 90°C/5 min i ostali uzorci pripremljeni u redukuju¢im uslovima.
Intenzitet obojenja se smanjuje sa pooStravanjem termickog tretmana, Sto je u
saglasnosti sa predhodno prikazanim rezultatima masenih odnosa taloga (Slika 8) i
sadrZaja proteina u supernatantima (Tabela 5), odnosno govori u prilog tome da
centrifugiranjem kozjeg mleka pomenutom centrifugalnom silom dolazi do
taloZenja odredene koliCine proteina. Ovakva pojava izostaje kada je u pitanju
kravlje mleko, a razlog moze biti to Sto je maseni udeo taloga u slucaju kravljeg

mleka viSestruko manji.
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Slika 10. SDS-PAG elektroforetogrami supernatanata kozjeg mleka pripremljenih
u redukujucim (trake R,7,8,9) i neredukuju¢im uslovima (trake R*, 7*, 8%, 9*)

Takode, na osnovu elektroforetograma uzoraka supernatanta kozjeg i kravljeg

mleka (Slika 10 i 11), moZe se uociti da odnos SDS-monomera/ukupnih monomera
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B-laktoglobulina opada sa primenom jacCe centrifugalne sile. Kad je re¢ o uzorku
prethodno tretiranom na 90°C/5 min, kod obe vrste mleka postoji statisticki
znacajna razlika (p<0,05) izmedu uzoraka centrifugiranih na 600 gi 4500 g. Do ove
pojave dolazi usled taloZenja ovog proteina zajedno sa kazeinom pri oStrijim

reZimima obiranja, a posledica je ta da neadekvatni uslovi obiranja mogu dovesti

do pogresnog zakljucka da je obim denaturacije 3-lg veci nego Sto zaista jeste.
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Slika 11. SDS-PAG elektroforetogrami supernatanata kravljeg mleka pripremljenih
u redukujucim (trake R,7,8,9) i neredukujuc¢im uslovima (trake R*, 7*, 8%, 9%)

5.1.5. SDS-PAGE analiza taloga

Talozi formirani obiranjem mleka centrifugalnom silom od 4500 g analizirani su
metodom SDS-R-PAGE. Dobijeni elektroforetogrami prikazani su na Slici 12. MozZe
se uoCiti da uzorci D8 i D9 kozjeg mleka sadrze visi udeo B-laktoglobulina i a-
laktalbumina nego uzorci DR i D7. Kod kravljeg mleka Sto se tice -laktoglobulina
uocCava se slicna pojava, dok u koli¢ini a-laktalbumina ne postoji statisticki

znacajna razlika izmedu Cetiri analizirana uzorka.

Ukoliko se uporede elektroforetogrami uzoraka taloga kozjeg i kravljeg mleka
(Slika 12) sa analognim elektroforetogramima supernatanta (Slika 10 i 11), moZe

se uoCiti da znacajna koli¢ina serum proteina odlazi u talog nakon termickog
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tretmana na 80°C/5 min, dok znacajno ireverzibilno kovalentno agregiranje serum

proteina zapocinje tek nakon tretmana 90°C/5 min.

U ovom radu je utvrdeno da je koloidni sistem kozjeg mleka mnogo podloZniji
destabilizaciji tokom centrifugiranja nego koloidni sistem kravljeg mleka, pri ¢emu
odredena koli¢ina koloidnih Cestica napusta rastvor i odlazi u talog, uglavnom
najvece odnosno najnestabilnije Cestice. Samim tim je objasnjivo zbog cega vecinu
taloga u uzorcima DR i D7 ¢ini kazein. Medutim, kada se uzorci mleka izloZe
termickom tretmanu od 80°C i 90°C u trajanju od 5 minuta pre centrifugiranja,
pored kazeina znacajan udeo proteina u talogu ¢ine i glavni serum proteini. MoZe
se pretpostaviti da nakon ovih termickih tretmana serum proteini postaju deo
kazeinskih micela, pa zajedno sa njima odlaze u talog. Na osnovu elektroforetske
analize taloga nije moguce utvrditi prirodu veza kojima su serum proteini
pripojeni kazeinskim micelama, moguce je da su zastupljene sve vrste veza:

hidrofobne, elektrostaticke i kovalentne.

- §808 8BS |-
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DR D7 D8 D9 DR D7 D8 D9
Slika 12: SDS-R-PAG elektroforetogrami kozjeg (C) i kravljeg (B) taloga dobijenog
obiranjem sirovog mleka (DR), i mleka termicki tretiranog na 70°C/5 min (D7),
809C/5 min (D8), 90°C/5 min (D9)
Kao Sto je spomenuto u poglavlju Pregled literature, kinetika denaturacije i
agregiranja 3 - 1g prilikom zagrevanja mleka na 80°C i na 90°C je razlicita. Naime,

energija aktivacije reakcije denaturacije [3 - lg je znatno veca ukoliko se mleko

76



Zorana N. Miloradovi¢ - Rezultati i diskusija - Doktorska disertacija

tretira temperaturom od 80°C, Sto za posledicu ima sporiju denaturaciju ovog
proteina na toj temperaturi. Na 90°C denaturacija 3 - laktoglobulina desava se
gotovo trenutno, S$to ocigledno omogucava njegovo ukljucivanje u agregate u
znacajno vecem obimu. Imajuci prethodnu teoriju u vidu, pojavljivanje pomenutog
proteina u talogu mleka zagrevanog na 80°C/5 min, dovodi do zakljucka da se
nakon ovakvog termickog tretmana [ - lg vezuje za micelu elektrostaticki ili
hidrofobno. Prema odredenim autorima, nakon termickog tretmana izmedu
proteina prvo dolazi do hidrofobnih interakcija koje su u izvesnoj meri pracene
tiol-disulfidnom izmenom (Donato i Guyomarc'h, 2009). Osim toga, pri blaZim
termickim tretmanima, promene u konformaciji serum proteina, do kojih inicijalno
dolazi, mogu biti reverzibilne dok su pri ostrijim tretmanima ove konformacijske
promene u mnogo vecoj meri pracene formiranjem asocijata serum proteina ili

njihovim agregiranjem sa kazeinskom micelom (Law i Leaver, 2000).

U literaturi postoje podaci da je stepen denaturacije a-laktalbumina i -
laktoglobulina viSi od 50% i 75%, respektivno, kada se kozje mleko tretira
temperaturom od 80°C u trajanju od 5 minuta (Montilla et al.,, 1995). Pojedini
autori detektovali su ¢ak i viSi stepen denaturacije, i objavili podatak da manje od
5% nedenaturisanog 3 - laktoglobulina zaostaje u kozjem mleku nakon tretmana
na 80°C /5 minuta, dok pri istom termi¢kom tretmanu kravljeg mleka zaostaje viSe
od 20%. Ovakvi rezultati, obzirom da je u pitanju bila druga metodologija, ukazuju
na to da do denaturacije serum proteina dolazi u znacajnoj meri i na
temperaturama nizim od 90°C, medutim prema istraZivanjima na kojima je ovaj
rad baziran, ireverzibilno kovalentno agregiranje se deSava u znacajnoj meri tek

tretiranjem mleka na 90°C/5 min.

5.2. Efekat sadrzaja masti na kovalentno ireverzibilno agregiranje

proteina Kravljeg i kozjeg mleka

U ovom delu rada cilj je bio utvrditi da li i na koji nac¢in prisustvo masti utice na
ireverzibilno agregiranje serum proteina i k-CN nakon termicke obrade. Takode,

obzirom na razlike u strukturi proteina kao i veli¢ini masnih globula kozjeg i
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kravljeg mleka, o ¢emu je bilo reci u poglavlju Pregled literature, cilj je bio ispitati
da li postoji razlika u navedenim efektima termicke obrade izmedu ove dve vrste

mleka.

Na Slici 13 i 14 prikazani su elektroforetogrami uzoraka kravljeg i kozjeg mleka,
punomasnog (A) i obranog (B), analizirani SDS-PAG elektoroforezom, u
redukuju¢im (1, 2, 3 i 4) i neredukujué¢im uslovima (1%, 2* 3* i 4*). Kao Sto je
opisano u poglavlju Materijal i metode, u cilju pripreme uzoraka izvrSeno je
obiranje rezimom koji je u prethodnom poglavlju odabrano kao najadekvatnije
(600 g/15 min/20°C), u cilju izbegavanja gubitaka proteina taloZenjem tokom

centrifugiranja.

Sa prikazanih elektroforetograma (Slike 13 i 14), mogu se uociti pojedine sli¢nosti i
razlike u ireverzibilnom agregiranju proteina kravljeg i kozjeg mleka, bez obzira na
to da li je termicki tretman izvrSen na punomasnom ili obranom mleku. Naime, u
mleku obe vrste pojava HMW kompleksa koji se mogu detektovati na ulazu u gornji

gel (gel za koncentrisanje) tek nakon tretmana na 80°C/5 min i 90°C/5 min.

HMW —7 ol = . 4 O
kompleksi g

K-CN — - - —
polimeri

as2-CN
dimer’

as-CN— -
b -
K-CN —

Blg —
L T T e rr YT

a-La ——
- - . - - - - - -

1 1% 2 2%3 3%4 4% 1 1% 2 2%3 3% 4 4%

Slika 13. Elektroforetogram uzoraka kravljeg mleka: punomasno (A); obrano (B);
sirovo (1); 70°C/5min (2); 80°C/5min (3); 90°C/5min (4); redukujuci uslovi (1, 2,
3,4) i neredukujudi uslovi (1*,2*,3* ,4%)
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Slika 14. Elektroforetogram uzoraka kozjeg mleka: punomasno (A); obrano (B); sirovo
(1); 70°C/5min (2); 80°C/5min (3); 90°C/5min (4); redukujuci uslovi (1, 2, 3, 4) i
neredukujuci uslovi (1*,2* ,3* ,4%)

Linija koja odgovara dimeru asz-CN, detektovana je u svim uzorcima kravljeg
mleka pripremljenim u neredukuju¢im uslovima (Slika 13), Sto je u saglasnosti sa
literaturnim podacima. Ova linija se ne pojavljuje na trakama koje oznacavaju
uzorke pripremljene u redukuju¢im uslovima. Kao Sto je ve¢ spomenuto u
poglavlju Pregled literature, u sirovom kravljem mleku as2-CN se nalazi u obliku
dimera koji je formiran vezivanjem monomera disulfidnim mostovima. Ovaj dimer
se nalazi u unutrasnjosti kazeinske micele i veoma je stabilan na dejstvo visokih
temperatura. Ukoliko se mleko podvrgava termickim tretmanima na
temperaturama niZim od 100°C, on ne disosuje do monomera niti se pripaja HMW
kompleksima (Rasmussen et al., 1994, Patel, 2007). Rezultati ovog rada potvrduju
literaturne navode u slucaju kravljeg mleka, ali kada je u pitanju kozje mleko,
dimer as2-CN nije detektovan ni u uzorku sirovog niti termicki tretiranog mleka
(Slika 14). Odsustvo dimerne forme os;-CN moZe se posmatrati kao josS jedna

specificnost kazeinske micele kozjeg mleka.

U svim uzorcima pripremljenim u neredukuju¢im uslovima, bilo da je u pitanju
sirovo ili termicki tretirano kozje ili kravlje mleko, potvrdeno je postojanje
polimera k-CN, detektovanih na ulazu u donji gel (gel za razdvajanje). Poznato je da

k-CN kravljeg mleka preko svojih Cys ostataka formira polimere koji mogu sadrzati
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i do deset monomernih jedinica (Rasmussen et al.,, 1994, Panouillé et al., 2004).
Postojanje polimera k-CN kozjeg mleka je u literaturi takode potvrdeno (Henry et
al, 2002), sa tom razlikom $to broj monomera koji ulaze u njihov sastav nije
ispitan. Na osnovu ovog rada moZe se pretpostaviti da u odredenoj meri i kod
kozjeg mleka dolazi do pojave homopolimera k-CN c¢ija je molekulska masa na
osnovu standarda proteina poznate mase >150 kDa. Potrebna su dalja istrazivanja

kako bi se ova pretpostavka potvrdila.

Identifikacija proteinskih linija vrSena po ugledu na rezultate drugih autora
(Manzo et al., 2008, Pesic et al., 2012), i uz pomo¢ standardnog rastvora proteina

poznate molekulstke mase.

Radi sagledavanja uticaja termickog tretmana, vrste mleka i uticaja masti na stepen
ireverzibilnog agregiranja proteina koji u€estvuju u formiranju agregata (-lg, a-la

i K-CN) vrSena je trofaktorijalna analiza varijanse.

Kad je u pitanju B-lg, na stepen kovalentnog agregiranja statisticki znacajno utice
(p<0,05) termicki tretman i prisustvo masti u sprezi sa vrstom mleka. Nakon
parnih poredenja srednjih vrednosti u okviru faktora koji imaju znacajan uticaj,
utvrdeno je da nakon termickog tretmana na 70°C/5 min ne postoji statisticki
znacajno kovalentno agregiranje ovog proteina (p<0,05), za razliku od tretmana na
80°C i 90°C u trajanju od 5 min, nakon kojih je stepen agregiranja statisticki
znacajno razli¢it u odnosu na sirovo mleko. Sa Slike 15 se navedene razlike jasno

mogu videti, kako za kravlje (B) tako i za kozje mleko (C).

Nekoliko autora objavilo je podatak da se denaturacija serum proteina kozjeg
mleka javlja u ve¢em obimu nego u slucaju kravljeg mleka ukoliko se primene
termicki tretmani na temperaturama od 85°C i visim (Law, 1995, Montilla et al.,
1995, Raynal i Remeuf, 1998). Navedeni autori objasnjavaju ovakvu razliku time
dejstvo visokih temperatura u poredenju sa proteinima kravljeg mleka. U ovom
radu, medutim, rezultati analize varijanse nisu utvrdili statisticki znacajan uticaj
interakcije faktora vrste mleka i termickog tretmana. Ako se ipak izvrSi parno
poredenje, dobija se podatak da statisticki znacajna razlika (p<0,05) postoji jedino

izmedu uzoraka punomasnog kravljeg i kozjeg mleka tretiranog na 90°C/5 min, pri
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cemu je B-1g kravljeg mleka znacajno manje ucestvovao u kovalentnim agregatima
nego isti protein kozjeg mleka. Ovaj podatak ide u prilog tvrdnji prethodno

navedenih autora.

Ako izvr§imo parna poredenja u okviru interakcije faktora vrste mleka i prisustva
masti, mozemo zakljuCiti da u slucaju kravljeg mleka postoji znacajna razlika
(p<0,05) izmedu stepena kovalentnog agregiranja 3-lg u obranom i punomasnom
mleku, pri ¢emu do intenzivnijeg agregiranja dolazi u slucaju obranog mleka. Kod
kozjeg mleka znacajna razlika izmedu obranog i punomasnog mleka u navedenoj

pojavi ne postoji.
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Slika 15. Stepen ireverzibilnog agregiranja 3-laktoglobulina kravljeg (B) i kozjeg
(C) punomasnog i obranog mleka

Na koji nacin prisustvo mle¢ne masti znacajno ometa agregiranje 3-1g u kravljem
mleku, ne spominje se u literaturi. Poznato je da veci udeo proteina u mleku
uslovljava visi stepen denaturacije serum proteina. Medutim, imaju¢i u vidu da je
primenjena temperatura od 90°C, kada sama denaturacija 3-lg nastupa gotovo
trenutno (Donato i Guyomarc’h, 2009), moZemo pretpostaviti da mlecna mast
inhibira fazu agregiranja denaturisanih molekula 3-lg. Obzirom na veli¢inu masnih

globula, moZe se pretpostaviti da je u pitanju sterni efekat.

Daljom statisticCkom analizom se dobija da je termicki tretman jedini faktor koji
ima znacajan uticaj (p<0,05) na stepen kovalentnog agregiranja a-la. Nakon parnih
poredenja ispostavlja se da jedino nakon termickog tretmana na 90°C/5 min
postoji statisti¢ki znacajan (p<0,05) stepen kovalentnog agregiranja ovog proteina

u agregate, u poredenju sa sirovim mlekom.
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Slika 16. Stepen ireverzibilnog agregiranja a-laktalbumina kravljeg (B) i kozjeg (C)
punomasnog i obranog mleka

Analogno opisanoj pojavi vezanoj za [(-lg, postoji statisticki znacajna razlika
(p<0,05) izmedu stepena kovalentnog agregiranja o-lg punomasnog kozjeg i
kravljeg mleka nakon termickog tretmana na 90°C/5 min. Sa Slike 16, kao sa
elektroforetograma na Slikama 13 i 14, moZe se uociti da je bez obzira na sadrzaj
masti i vrstu mleka, obim vezivanja a-la u proteinske agregate putem disulfidnih

veza viSestruko manji nego $to je to slucaj sa -1g.
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Slika 17. Stepen ireverzibilnog agregiranja k-kazeina kravljeg (B) i kozjeg (C)
punomasnog i obranog mleka.
Sa Slike 17 moZe se pratiti obim povezivanja k-CN u agregate putem disulfidnih
mostova. Bilo da je rec¢ o kozjem ili kravljem mleku, punomasnom ili obranom, sa
grafika se vidi da je trend udela SDS-monomera u ukunim monomerima ove
kazeinske frakcije sa pooStravanjem termickog tretmana vrlo neujednacen,
odnosno naizmeni¢no raste i opada bez ikakvog jasnog reda. U toku razlicitih
termickih tretmana dolazi do (1) disocijacije polimera k-kazeina i (2) ukljucivanja

monomera u proteinske agregate velikih molekulskih masa. Izgled krive
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kovalentnog agregiranja svih analiziranih uzoraka mleka ukazuje na to da se pri
razli¢itim termickim tretmanima dva pomenuta procesa odigravaju u razli¢itom
obimu. Znacajan uticaj termickog tretmana (p<0,05) postoji i u slucaju ovog
proteina na kovalentno vezivanje njegovih monomera u proteinske agregate, pri
¢emu se na osnovu parnih poredenja moZe utvrditi da statisti¢ki znacajna razlika
(p<0,05) postoji izmedu uzorka tretiranog na 90°C/5 min u poredenju sa sirovim
mlekom. Sto se ti¢e uticaja masti na stepen denaturacije, ne postoji statisticki

znacajan efekat na stepen kovalentnog agregiranja ovog proteina.

Na osnovu prethodno iznetih rezultata moze se zakljuciti da je (-lg pored toga Sto
je inicijator reakcije stvaranja agregata proteina mleka reakcijom tiol-disulfidne
izmene, u znacajnoj meri iz svog monomernog oblika pod dejstvom termickog
tretmana na 80°C/5 min i 90°C/5 min presao u neku vrstu asocijata ili agregata.
Takode, moZe se zakljuciti da se znacajno kovalentno agregiranje a-la i k-CN
deSava samo nakon tretmana na 90°C/5 min. Na osnovu toga se moze zakljuciti da
na 80°C/5 min u najvec¢oj meri dolazi do formiranja homopolimera [-lg.
Detaljnijom analizom sastava HMW kompleksa metodom 2D-elektroforeze (Havea,
1998, Patel, 2007), ili nekom drugom metodom, mogla bi se potvrditi ova
pretpostavka. Svakako, dalja istrazivanja na temu uticaja termickih tretmana na
mehanizme koji se odigravaju na molekulskom nivou osnovnih komponenata
kozjeg mleka su potrebna, kako bi se u Sto vecoj meri ispitale specifi¢nosti kozjeg
mleka, i na osnovu njih izvrs$ila optimizacija procesa njegove obrade i prerade

(Alloggio et al., 2000).

5.3. Uvecanje randmana sireva od punomasnog i obranog kozjeg mleka

primenom razlicitih termickih tretmana

Uporedni prikaz uvecanja kontrolnog randmana i uveéanja sadrZaja vode u
“model” sirevima (koagulumima) pod uticajem termickih tretmana punomasnog i

obranog mleka prikazan je na Slici 18.

Statistickom obradom podataka utvrdeno je da termicki tretman ima statisticki

znacajan uticaj (p<0,05), kao i prisustvo mlecne masti u sprezi sa termickim
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tretmanom. Nakon parnih poredenja ustanovljeno je da ne postoji statisticki
znacajna razlika (p<0,05) izmedu uvecanja kontrolnog randmana koji se odnose na
uzorke dobijene od punomasnog i obranog mleka tretiranog na 70°C. Sto se tice

ostalih uzoraka, sva parna poredenja dala su statisticki znacajnu razliku (p<0,05).

Ukoliko se na isti nacin obrade podaci za uvecanje sadrZaja vode, dobija se da oba

faktora, kao i njihova interakcija imaju statisticki znacajan uticaj (p<0,05).

Sa Slike 18 moZemo uociti razlike u uvecanju kontrolnog randmana ukoliko se
primene razliCiti tretmani na obrano ili punomasno mleko. Prvo $to se moZe uociti
je da u slucaju obranog mleka imamo blaZi trend uvecanja u odnosu na punomasno
mleko, sve do tretmana od 80°C/5, nakon c¢ega sledi nagli skok, da bi kontrolni
randman iz obranog mleka nakon termickog tretmana na 90°C/5 min bio uvecan
cak 84,48(%4,32)% u odnosu na sirovo mleko. Nasuprot obranom mleku, u slucaju
punomasnog mleka uvecanje kontrolnog randmana kontinualno raste, da bi nakon

tretmana mleka na 90°C/5 min bio uvecan 65,54(+0,22)%.

Interesantno je to da termicki tretman na 80°C/5 min utice viSe na uvecanje
kontrolnog randmana punomasnog mleka nego obranog, dok je situacija u slucaju
tretmana na 90°C/5 min suprotna. Drugim re¢ima, kada je u pitanju uvecanje
kontrolnog randmana, prisustvo masti doprinosi intenzivnijem uvecanju ukoliko
se kozje mleko tretira rezimom na 80°C/5 min a inhibira isto uveéanje primenom

tretmana na 90°C/5 min.

Sa Slike 18 (B) moZe se uociti da uvecanje sadrzaja vode u velikoj meri prati trend
uvecCanja sadrzaja randmana, Sto potvrduje i korelaciona analiza. Na osnovu
koeficijenata korelacije prikazanih u Tabeli 6 se vidi da bez obzira da li je u pitanju
obrano ili punomasno mleko, korelacija izmedu uveéanja kontrolnog randmana i
uvecanja sadrZaja vode je visoka i statisticki znacajna. U slu¢aju punomasnog
mleka, jedina statisticki znacajna korelacija (p<0,05) postoji izmedu uvecanja
kontrolnog randmana uvecanja sadrzaja vode. Odredeni autori navode da je
uvecanje randmana pod uticajem termickog tretmana gotovo iskljucivo posledica

uvecanja sadrzaja vode u siru (Abd El-Gawad i Ahmed, 2011).
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Medutim na osnovu korelacione analize parametara koji se ticu obranog mleka, iz
Tabele 6, moZemo uociti da pored izuzetno visoke, statisticki znacajne (p<0,05)
korelacije izmedu uvecanja kontrolnog randmana i uvecanja vode, postoji isto tako
visoka korelacija, takode znacajna (p<0,05) izmedu uvecanja kontrolnog randmana

i uvecanja stepena kovalentnog agregiranja B-Ig i a-la.
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Slika 18. Uporedni prikaz uvecanja laboratorijskog randmana (A) i sadrzaja vode u
“model” sirevima(B) pod uticajem termickih tretmana punomasnog i obranog
kozjeg mleka: sirovo (1); 70°C/5min (2); 80°C/5min (3); 90°C/5min (4);

Na osnovu rezultata korelacione analize moZemo zakljuciti da stepen kovalentnog
agregiranje serum proteina prouzrokovan termic¢kim tretmanima obranog mleka,
kao i uvecanje sadrzaja vode u “model” siru, dovodi do uvecanja kontrolnog
randmana. Medutim kada je punomasno mleko u pitanju, stepen formiranja

kovalentno vezanih agregata u kojima ucestvuju glavni serum proteini nisu u
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znacajnoj meri povezani sa uveCanjem kontrolnog randmana. Potrebna su
detaljnija istrazivanja kako bi se utvrdilo u kojoj meri i na koji na¢in mast utice na

navedene pojave.

Tabela 6. Koeficijenti korelacije izmedu uvecanja kontrolnog randmana i: uvecanja
sadrZaja vode; uvecanja stepena kovalentnog agregiranja (-Ig, a-la i k-CN

Uvecanje stepena kovalentnog agregiranja

Uvecanje
sadrZaja vode B-lg a-la Kk-CN
Uvecanje kontrolnog
randmana Punomasno 0,997%* 0,993nz 0,980z 0,414nz
mleko
Uvecanje kontrolnog
randmana 0,999+ 0,999* 0,999* 0,949n

Obrano mleko

* znacajna korelacija ™nije znacajna korelacija (p<0,05)

Na kraju ovog dela rada, pored ostalog, utvrdeno je i to da nakon termickih
tretmana mleka na 80°C/5 min i 90°C/5 min, koagulacija pod dejstvom sirila ne
izostaje, kao Sto je to inacCe slucaj kod kravljeg mleka. Na osnovu dobijenih
rezultata u model sistemu moZe se ocekivati uvecanje randmana sireva u realnom
sistemu ukoliko se kozje mleko namenjeno proizvodnji sira termicki tretira nekim

od ispitivanih rezima termicke obrade.

5.4. Izrada sireva

Nakon ispitivanja uticaja termickih tretmana na proteine kozjeg mleka i nakon Sto
je u model sistemu ispitana i potvrdena moguc¢nost proizvodnje sireva od termicki
tretiranog mleka, koje evidentno poseduje potencijal da ostvari ve¢i randman,
pristupilo se proizvodnji sireva. Obzirom da se pokazalo da termicki tretman na
70°C/5 min ne utice znacajno na ispitivane promene na proteinima, odabrani su
tretmani: 80°C/5 min i 90°C/5 min za proizvodnju dve eksperimentalne varijante
sireva. Radi poredenja proizvedena je kontrolna varijanta sira, od mleka tretiranog
niskom pasterizacijom (65°C/30 min), standardnim termickim tretmanom Kkoji se

koristi u proizvodnji sireva.

Kao Sto je ve¢ pomenuto, mleko za proizvodnju sira uzimano je tri puta, tokom

junaijula, a osnovni parametri njegovog kvaliteta prikazani su u Tabeli 7.
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Tabela 7. Osnovni parametri kvaliteta sirovog kozjeg mleka (jun-jul)

Parametri

pH 6,63+0,04

Titraciona kiselost (°SH) 6,02+0,03

Sadrzaj proteina (%) 2,57+0,10

Sadrzaj masti (%) 2,75+0,15

Sadrzaj suve materije (%) 10,30+0,04

Rezultati u tabeli predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanjatstandardna devijacija

Iz tabele se moze videti da kozje mleko proizvedeno u junu i julu (Tabela 7) ima
nizi sadrzaj proteina i masti, a samim tim i suve materije u odnosu na mleko
proizvedeno u aprilu i maju (Tabela 2), Sto je u saglasnosti sa literaturom (BoZani¢
et al., 2002, Park et al., 2007). Na osnovu ovako niskog sadrZaja suve materije a

posebno proteina, realno je ocekivati i nizak randman.

5.4.1. Efekat termickih tretmana na parametre koagulacije kozjeg mleka

Efikasnost procesa proizvodnje sireva je u velikoj meri odredena procesom
koagulacije, od kog zavisi i kvalitet sireva, i koli¢ina sira koja se moZe dobiti od litre
mleka. Proces koagulacije moZe se okarakterisati slede¢im parametrima: vreme
koagulacije (CT), brzina formiranja gela (AR), ¢vrstina gela (CF) i randman sireva.
Parametri koagulacije determiniSu ne-enzimsku fazu siriSne koagulacije. CT
(odnosno RCT) definiSe tacku u kojoj su kazeinske micele agregirale u dovoljnoj
meri da pocinje formiranje vidljivih agregata - flokulacija. AR je srednja brzina
kojom se formira sirni gel, od momenta pojave prvih vidljivih flokula. Ova dva
parametra su bitna sa aspekta vremena koje je potrebno utrositi do momenta
secenja grusa, dok parametar CF odreduje kvalitet i randman sireva (Dimassi et al.,
2005). Navedeni parametri se ve¢ decenijama Koriste u cilju ocene ucinka procesa
proizvodnje sira (Ustunol i Brown, 1985, Alloggio et al.,, 2000, Clark i Sherbon,
2000, Mishra et al., 2005, Tan et al., 2007).

Kao Sto je u poglavlju Materijal i metode opisano, proizvedeno je tri varijante
sireva, od mleka tretiranog (1) niskom pasterizacijom 65°/30 min - kontrolna
varijanta; (2) 80°C/5 min - prva eksperimentalna varijanta, i (3) 90°C/5 min -

druga eksperimentalna varijanta.
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Na Slici 19. Prikazani su parametri koagulacije kozjeg mleka tretiranog navedenim

termickim tretmanima.

Rezultati koji se ticu brzine koagulacije i ¢vrstine grusa ukazuju na to, da Sto se
oStriji termicki tretman primeni, sve je sporija koagulacija, a stvoreni gel ima
manju ¢vrstinu. Nakon statistiCke analize navedenih rezultata pokazalo se dajeiu
slucaju AR i CF, termicki tretman znacajno (p<0,05) uticao na smanjenje svakog od
navedenih parametara koagulacije. Ova pojava ne razlikuje se od iste pojave u
kravljem mleku, a takode potvrduje postojeCe literaturne podatke koji se ticu

kozjeg mleka (Calvo, 2002, Vasbinder, 2002).
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Slika 19. Parametri koagulacije: brzina koagulacije, vreme koagulacije i ¢vrstina
grusa u zavisnosti od termickih tretmana (65°C/30 min, 80°C/5 min i 90°C/5 min)
Medutim, zanimljiv podatak dobija se po pitanju vremena koagulacije (CT). Na
osnovu rezultata statistiCke analize, utvrdeno je da termicki tretman ne uticCe
znacajno (p<0,05) na vreme koagulacije. Ipak, sa Slike 19 se moZe uociti da u
odnosu na mleko tretirano na 65°C/30 min, nakon tretmana na 80°C/5 min CT
raste, dok nakon tretmana na 90°C/5 min opada. U literaturi su podaci na ovu

temu naizgled razliciti i kontradiktorni. Naime, postoje autori koji iznose zakljucak
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da termicki tretman (70°C/30 min) ne utice znacajno na CT (Alloggio et al., 2000,
Calvo, 2002). Drugi autori pak daju podatak, da se nakon tretmana na 80°C/1 min,
CT uvecava 1,3 puta da bi nakon tretmana na 90°C/1 min ova vrednost ponovo bila
vrlo bliska sirovom mleku (Raynal i Remeuf, 1998). Postoji takode grupa autora
(Alloggio et al., 2000) sa slede¢im zaklju¢kom: nakon termickog tretmana kozjeg
mleka na 80°C/1, 3 ili 10 min ne postoji uticaj termickog tretmana na CT, dok se

nakon tretmana na 95°C/1, 3 ili 10 min vreme koagulacije skracuje.

Kada se navedeni literaturni podaci sumiraju, zajedno sa rezultatima ovog rada,
dolazi se do sledeceg zakljucka: ukoliko se kozje mleko termicki tretirana T < 80°C,
vreme koagulacije ili ostaje isto, ili raste, dok termicki tretmani na T = 90°C ili
nemaju uticaj ili uticu tako Sto skracuju vreme koagulacije. Potrebna su dalja
istrazivanja kako bi se utvrdio uzrok suprotnog dejstva razli¢itih termickih

tretmana na vreme koagulacije kozjeg mleka.

VaZno je takode istac¢i da termicki tretmani na T = 90°C imaju suprotan efekat na
vreme koagulacije kravljeg i kozjeg mleka. Objasnjenje koje se najcesce srece u
literaturi na ovu temu je: razli¢it mineralni i proteinski sastav kozjeg i kravljeg
mleka (Caponio et al, 2001). Potrebna su dalja istrazivanja da bi se detaljnije

utvrdilo $ta je tacno uzrok ovakvih razlika.

5.4.2. Efekat termickih tretmana na randman kozjih sireva

lako parametri koagulacije u velikoj meri uticu na randman i kvalitet sireva
(Ostersen et al, 1997, Clark i Sherbon, 2000), sam randman je glavno merilo
kojime se karakteriSe efikasnost procesa i potencijal mleka, obzirom da parametri
koagulacije oslikavaju proces proizvodnje sira samo do momenta seCenja grusa

(Hallen, 2008).

U proizvodnji kozjih sireva postiZze se generalno manji randman u odnosu na
kravlje mleko (Caponio et al., 2001, BoZanic¢ et al., 2002). To je joS jedan razlog viSe
da se ispita mogucnost uvecanja randmana upravo kozjih sireva, u ovom radu

konkretno belih sireva u salamuri.

Na Slici 20(A) dat je uporedni prikaz randmana i kontrolnog randmana koji se

odnose na mleko tretirano niskom pasterizacijom, i tretmanima 80°C/5 min i
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90°C/5 min. Takode, na Slici 20(B) prikazan je procentualni odnos randmana i
kontrolnog randmana za iste rezime termicke obrade mleka. Ovaj odnos se u
literaturi naziva “efikasnost randmana”, i sluZi u ekonomske svrhe, radi kontrole

procesa proizvodnje sireva (Abd El-Gawad i Ahmed, 2011).

Statisticka analiza podataka dobijenih za randman i kontrolni randman pokazuje
da u oba slucaja postoji znacajan uticaj temperature (p<0,05). Ukoliko se pak
izvrSe parna poredenja izmedu razliCitih reZima termicke obrade, ispostavlja se da
se randman sireva dobijenih od mleka tretiranog na 80°C/5 min i 90°C/5 min ne
razlikuju statisticki znacajno (p<0,05). Dakle, iako se potencijal mleka u pogledu
ostvarivanja randmana nakon tretmana na 90°C/5 min statisticki znacajno
razlikuje od potencijala mleka tretiranog na 80°C/5 min, u realnosti se ovaj
potencijal ne ostvaruje u potpunosti. Sa Slike 20 (B) se jasno vidi da efikasnost u

slucaju najostrijeg primenjenog tretmana ¢ak niza od efikasnosti u sluc¢aju niske

pasterizacije.
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Slika 20. Uporedni prikaz randmana i kontrolnog randmana sireva (odnosno
“model” sireva) dobijenih od mleka termicki tretiranog na 65°C/30 min, 80°C/5
min i 90°C/5 min (A); Efikasnost proizvodnje - procentualni odnos randmana i

kontrolnog randmana (B)

Ono S$to se prvo namece kao razlog male efikasnosti randmana nakon termickog
tretmana kozjeg mleka na 90°C/5 min je c¢vrstina grusa koja je u slucaju
pomenutog tretmana ima najnizu vrednost. Literaturni podaci o uticaju ¢vrstine
grusa na randman sireva su kontradiktorni. Pored pomenute tvrdnje da je CF
parametar koji odreduje kvalitet i randman sireva (Dimassi et al., 2005), postoji i

suprotan uvid, a to je da ne postoji ¢vrsta veza izmedu CF i randmana, obzirom na
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to Sto pored ovog faktora postoji joS ¢itav niz drugih faktora koji mogu uticati na
gubitke masti i kazeina tokom proizvodnje sira: konstrukcija opreme, nacin
seCenja i obrade grusa, vrsta sira koji se proizvodi (Hallen, 2008, Abd El-Gawad i
Ahmed, 2011). parametar CF odreduje kvalitet i randman sireva (Dimassi et al.,

2005).

Ispitivanjem Kkorelacije izmedu randmana sve tri varijante sira i parametara
koagulacije dobijenih u prethodnom poglavlju (AR, CT, CF) dobijen je sledeci
rezultat. Jedina znacajna korelacija (p<0,05, R=-0,999), i to vrlo jaka, negativna,
postoji izmedu brzine agregiranja i randmana sireva. Rezultatima ovog rada se
dakle potvrduju literaturni podaci (Hallen, 2008, Abd El-Gawad i Ahmed, 2011), da
ne postoji znacajna korelacija izmedu randmana i cvrstine gruSa. MozZe se
zakljuciti takode da je uvetanje randmana pod uticajem termickih tretmana

nastalo kao posledica sporijeg stvaranja proteinske mreZe (niZa vrednost AR).

lako je efikasnost randmana nakon tretiranja mleka na 90°C/5 min najmanja u
odnosu na ostale ispitivane rezime termicke obrade, sam randman je i dalje najveci
(Slika 20 (A)). Naime, od 100 kg mleka tretiranog niskom pasterizacijom dobija se
10,68 (x0,59) kg sira, dok se od mleka podvrgnutog tretmanu na 90°C/5 min
dobija 15,38 (20,60) kg. U ekonomskom smislu uvecanje od 44% (90°C/5 min) je
vrlo povoljno, kao takode i uvecanje od 33,2% koliko se postiZe tretmanom na

80°C/5 min u odnosu na nisku pasterizaciju.

Nakon ovog seta ispitivanja potvrdena je jedna od glavnih hipoteza: ustanovljeno
je da prilikom proizvodnje kozjih belih sireva u salamuri dolazi do veoma
izrazenog uvecanja randmana ukoliko se mleko termicki tretira ispitanim
reZimima oStrijim od uobicajene niske pasterizacije, i to bez ikakvih prilagodavanja
ostalih faktora proizvodnje (koli¢ina sirila, koli¢ina CaCl;, temperatura i duzina
koagulacije).

5.4.3. Efekat termickih tretmana na parametre kvaliteta i sastav proteina
surutke

Obzirom na to da randman sireva zavisi od udela razli¢itih komponenata koje su se
zadrZzale u grusu, ispitivanjem sastava surutke moZe se dobiti informacija o

gubicima, posmatrano iz ugla proizvodnje sireva (Lau et al., 1990). Sa druge strane,
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poslednjih decenija naglo raste interesovanje potrosaca za surutkom, a posebno
kozjom, budu¢i da je ona veoma bogat izvor bioaktivnih jedinjenja pa stoga ima
veliku nutritivnu vrednost. lako je znacajno manje proucavana u odnosu na kravlju
surutku, kozja surutka u poslednje vreme dobija na vaZnosti, obzirom na to da
Sirom sveta raste proizvodnja kozjih mle¢nih proizvoda (Herndndez-Ledesma et
al, 2011). Pored brojnih komponenata koje ulaze u sastav surutke, proteini su
posebno bitni sa aspekta bioloske vrednosti (Lau et al.,, 1990), pri ¢emu proteini
kozje surutke u poredenju sa kravljom imaju vecu nutritivnu vrednost (Pintado i

Malcata, 1996).

Postoji relativno mali broj autora koji se bavio analizom sastava kozje surutke
dobijene kiselom koagulacijom (Pintado i Malcata, 1996, Pesic et al., 2011) i
siriSnom koagulacijom (Casper et al., 1998) Postoje takode radovi na temu uticaja
termickog predtretmana mleka na sastav kravlje surutke (Outinen et al., 2010a,
Outinen et al., 2010b). Medutim koliko je poznato, ne postoji ni jedna publikacija
koja se bavi uticajem termickog tretmana mleka na sastav kozje surutke dobijene
siriSnom koagulacijom. S tim u vezi zadatak ovog dela rada bio je da se ispita
osnovni hemijski sastav i sastav proteina surutke dobijene nakon proizvodnje
sireva od nisko pasterizovanog kozjeg mleka, kao i od mleka tretiranog reZimima
oStrijim od niske pasterizacije, sa ciljem da se utvrde gubici - sa aspekta
proizvodnje sireva, a takode i sa ciljem da se okarakteriSu tri dobijene varijante
surutke.
Tabela 8. Osnovni parametri kvaliteta surutke dobijene nakon proizvodnje sira od
mleka tretiranog na tri reZima termicke obrade: 65°C/30 min (W1),

80°C/5 min (W2) i 90°C/5 min (W3); W*-surutka dobijena nakon
proizvodnje kozjeg sira u tipu Cedra od pasterizovanog mleka

Uzorci surutke w1 w2 w3 WH*
Sadrzaj proteina (%) 0,92+0,14 0,72+0,08 0,50+0,02 0,77
Sadrzaj masti (%) 1,05+0,10 0,58+0,17 0,35+0,05 0,51
Sadrzaj suve materije (%) 6,78+0,17 6,16+0,26 5,78+0,15 6,61

Rezultati u tabeli predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanjatstandardna devijacija
*Izvor podataka: (Casper et al., 1998)
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U Tabeli 8 prikazani su osnovni parametri kvaliteta surutke dobijene
proizvodnjom sira od mleka tretiranog niskom pastserizacijom (W1), termickim

tretmanom na 80°C/5 min (W2) i termic¢kim tretmanom na 90°C/5 min (W3).

Nakon statisticke analize podataka utvrdeno je da termicki tretman mleka
znacajno utiCe (p<0,05) na sva tri parametra kvaliteta surutke, pri ¢emu izmedu
svih uzoraka u pogledu sadrzZaja masti, proteina i suve materije postoji statisticki

znacajna razlika (p<0,05).

Obzirom da se u oba slucaja radi o pasterizovanom mleku, parametri kvaliteta
kontrolnog uzorka surutke (W1) poredeni su sa rezultatima iz literature (Casper et
al,, 1998), koji su takode prikazani u Tabeli 7 (W*). U pitanju je naime sastav kozje
surutke dobijene prilikom proizvodnje sira u tipu Cedar, sirisnom koagulacijom
pasterizovanog punomasnog mleka. Uocljive su velike razlike u svim parametrima,
koje se mogu pripisati ili razli¢itoj tehnologiji proizvodnje sira ili razli¢itom
sastavu mleka kao polazne sirovine. Na Zalost, u navedenoj publikaciji nije dat

hemijski sastav kozjeg mleka od kog je sir u tipu Cedra proizveden.

Na osnovu sadrzZaja masti i proteina u uzorcima surutke W1, W2 i W3, sadrzaja
masti u mleku od kog su sirevi proizvedeni (poglavlje 5.4.), i na osnovu randmana
(poglavlje 5.4.2.), izraCunat je procenat iskoriS¢enja masti i proteina mleka, nakon

primene tri razlic¢ita termicka tretmana (Tabela 9).

Tabela 9. Procenat iskoriS¢enja masti i proteina mleka prilikom proizvodnje sira od
mleka termicki tretiranog na: 65°C/30 min, 80°C/5 min i 90°C/5 min

Uzorci surutke w1 w2 w3
Iskorisc¢enje proteina (%) 67,30+5,47 76,20+4,02 83,36+1,30
Iskoris¢enje masti (%) 64,49+3,11 79,95+5,73 89,22+1,27

Rezultati u tabeli predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanjatstandardna devijacija

Iz Tabele 9 jasno se vidi da iskori$¢enje glavnih komponenata mleka znatno raste
sa pooStravanjem termickog tretmana. Interesantan podatak je taj da ukoliko se
posmatra procentualno uvecanje iskoriS¢enja ove dve komponente mleka u slucaju
termickog tretmana mleka na 80°C/5 min i 90°C/5 min u odnosu na nisku
pasterizaciju, moZe se uociti da termicki tretman vise utice na uvecanje sadrzaja

masti (23,92% i 38,34%, respektivno) nego na uvecanje sadrzaja proteina (13,22%
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i 23,86%, respektivno). Ista pojava utvrdena je kada su u pitanju kravlji sirevi

proizvedeni od termicki tretiranog mleka (Macej, 1989, Jovanovi¢, 2001).

Na Slici 21 prikazan je elektrofotetogram sve tri varijante uzoraka surutke kao i

uzorka mleka koje je u ovom slucaju predstavljalo kontrolni uzorak.

Sa Slike 21 moZemo uociti da su u uzorku surutke W1 identifikovani glavni serum
proteini, kao i serum proteini velikih molekulskih masa: LF, SA i Ig-HC. U uzorku
W2 pak, izostaju LF i Ig-HC, dok su u uzorku W3 odsutna sva tri serum proteina
velikih molekulskih masa, -lg je prisutan u izrazito maloj koli¢ini a prisustvo «a-la

je znacajno redukovano.

LF —
SA — | w—
Ig-HC—

CN

__GMP
oligomer

s — - -
o2 — - e

M Wl W2 W3

Slika 21. Elektroforetogram uzoraka surutke dobijene prilikom proizvodnje sira od
mleka tretiranog termickim tretmanima 65°C/30 min (W1), 80°C/5 min(W2) i 90°C/5
min(W3), kao i uzorka mleka (M)

Na osnovu redosleda izostajanja serum proteina iz surutke proizilazi redosled
osetljivosti serum proteina ka irevezibilnoj denaturaciji pod dejstvom termickih
tretmana: Ig~LF>SA>(3-lg>a-la. U literaturi se navodi isti redosled osetljivosti
serum proteina kravljeg mleka na dejstvo visokih temperatura: Ig>LF>SA>-lg>a-
la (Patel, 2007). Jedina razlika je u tome Sto se na osnovu termickih tretmana

primenjenih u ovom radu nije mogla utvrditi razlika izmedu osetljivosti Ig i LF.

U svim uzorcima surutke na elektroforetogramu je detektovana linija koja se nalazi

na poziciji koja odgovara molekulskoj masi oko 20 kDa. Ova linija je na osnovu
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literaturnih podataka (El-Salam et al., 1996, Mikkelsen et al., 2005, Abd El-Salam et
al, 2009, Rojas i Torres, 2013) identifikovana kao GMP oligomer, sastavljen od

monomera povezanih preko svojih glikozidnih ostataka.

Denzitometrijskom analizom proteinskih traka uzoraka surutke W1, W2 i W3,
dobija se procentualni proteinski sastav navedenih uzoraka, koji je prikazan na

Slici 22.
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Slika 22. Procentualni sastav proteina prisutnih u uzorcima surutke dobijene
proizvodnjom sireva od mleka tretiranog termickim tretmanom na 65°C/30 min
(W1),80°C/5 min (W2)i90°C/5 min (W3)

Kao sto se moze videti sa Slike 22, proteinski sastav analiziranih uzoraka je veoma
razlicit, Sto pruza mogucnost da se primenom razlicitih termickih tretmana mleka
namenjenog proizvodnji sira dode do potpuno novog, specificnog proizvoda.
Primera radi, kao $to je poznato, visoka koncentracija a-la (uzorak W3) predstavlja
potencijal kozje surutke kao sirovine za dobijanje proizvoda sa poboljSanim
emulguju¢im svojstvima, dok prisustvo f-lg (uzorak W1, W2) doprinosi
poboljSanju penivih, geliraju¢ih i emulguju¢ih svojstava (Casper et al, 1998).
Posebno je interesantano prisustvo GMP u uzorku surutke dobijene iz mleka
tretiranog na 90°C/5 min kao polazne sirovine (W3). Udeo GMP u ovom uzorku je
znatno veci nego u druga dva uzorka (>20%), usled izostanka proteina osetljivih
na dejstvo navedenog termickog tretmana. Zbog bioloske aktivnosti koju poseduje,

ovaj protein budi sve vefu paznju naucne javnosti i farmaceutske industrije
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(Mikkelsen et al., 2005). Nasuprot B-lgi a-la, glikomakropeptid ima slabo izrazena
peniva i emulgujuca svojstva, pa njegovo prisustvo u navedenoj varijanti surutke
¢ini da ona, iako najsiromasnija u pogledu sadrZaja masti i proteina, ima svoju
specificnu vrednost i karakteristike. Potrebna su dalja istrazivanja kako bi svaka

od tri varijante surutke bila detaljnije okarakterisana.

5.5. Zrenje sireva

Prilikom proizvodnje sireva od kravljeg mleka tretiranog termic¢kim tretmanima
ostrijim od niske pasterizacije, neophodno je prilagoditi odredene faktore, kako bi
se kompenzovao negativan efekat termickog tretmana na siriSnu koagulaciju
mleka. U literaturi se mogu nadi razli¢iti nacini prilagodavanja tehnoloskog
postupka: (1) podesSavanje pH mleka na 6,2 (Singh i Waungana, 2001), ili ¢ak 5,8,
(2) uvecanje sadrzaja kalcijumhlorida, (3) koagulacija na temperaturi visSoj od
uobicajene (Jovanovi¢, 2001) (4) sniZavanje pH vrednosti mleka do 6,2 a zatim
neutralizacija do pH 6,6 (Singh i Waungana, 2001). Cak i u sluéaju proizvodnje
kozjeg sira Caccioricotta, nakon visokog termickog tretmana (90°C/1 min) vrsi se
prilagodavanje tehnoloskog postupka, dodavanjem vece koli¢ine sirila i
povisenjem temperature koagulacije, u cilju kompenzovanja negativnih efekata
termickog tretmana (Caponio et al., 2001). U ovom radu, medutim, kao Sto je vec
receno, obe eksperimentalne varijante sira (80/5 i 90/5) proizvedene su bez
ikakve modifikacije u odnosu na kontrolnu varijantu (65/30), kako bi se
posmatrane razlike izmedu sireva mogle pripisati isklju¢ivo uticaju termickog

tretmana.

U literaturi postoji veliki broj radova na temu uticaja termickog tretmana na
parametre koagulacije kravljeg mleka, i fizickih karakteristika gelova nastalih
siriSnom koagulacijom. Medutim, savremena literatura je dosta siromasna u
podacima o efektu termickog tretmana na teksturu, ukus, funkcionalnost i tok

zrenja (Singh i Waungana, 2001), posebno kada su u pitanju kozji sirevi.

Cilj narednih poglavlja je da se ispita uticaj termickih tretmana mleka ostrijih od

uobicajene niske pasterizacije (80°C/5 min i 90°C/5 min) na fizicko-hemijske
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karakteristike, promene na proteinima i teksturalne promene tokom zrenja kozjih
belih sireva u salamuri. Cilj je takode i da se ispita senzorni kvalitet i prihvatljivost

ovih sireva u ranoj, srednjoj i kasnoj fazi zrenja.

5.5.1. Promene osnovnih parametara kvaliteta sireva tokom zrenja

U Tabeli 10, dati su osnovni parametari kvaliteta sireva dobijenih od mleka
tretiranog razli¢itim termickim tretmanima, u cilju njihove karakterizacije, kroz
ukupno pet tacaka zrenja: 1, 10, 20, 30 i 40 dan. Odnosi izmedu pojedinih
parametara kvaliteta dati su u Tabeli 11. U odnosu na parametre kvaliteta kozjeg
sira Caccioricotta, proizvedenog od termicki tretiranog mleka na 90°C/1 min,
ekperimentalni sirevi analizirani u ovom radu imaju manji sadrZaj suve materije,
pa samim tim i proteina i masti (Caponio et al., 2001). Parametri kvaliteta su u
velikoj meri uporedivi sa parametrima kozjeg belog sira u salamuri od sirovog
mleka, analiziranog u radu (Barac et al., 2013), kao i turskog belog sira u salamuri

od pasterizovanog mleka (Topg¢u i Saldamli, 2006).

Na osnovu statisticke analize parametara kvaliteta sireva, moZe se zakljuciti da
termicki tretman utice znacajno (p<0,05) na sadrZaj suve materije i proteina.
Parna poredenja ukazuju na to da se ova razlika zasniva na statisticki znacajnoj
razlici (p<0,05) izmedu sadrZaja suve materije u uzorku sira 65/30 i oba
eksperimentalna uzorka, prvog dana zrenja. Naime, usled slabo izraZenog
sinerezisa koji se javlja kod sireva proizvedenih od mleka tretiranog reZimima
oStrijim od niske pasterizacije zaostaje znacajno viSe vode u sirevima (Singh i
Waungana, 2001). Shodno tome, i sadrZaj proteina je znacajno visi u kontrolnom
uzorku prvog dana zrenja. Nasuprot sadrzaju proteina, iz Tabele 10 se vidi da ne
postoji znacajna razlika u sadrzaju masti izmedu kontrolnog i eksperimentalnih

uzoraka sireva prvog dana zrenja, Sto statisticka analiza i potvrduje.

Ovakav rezultat se moze objasniti izraZenijim iskoris¢enjem masti u poredenju sa
iskoriS¢enjem proteina (poglavlje 5.4.3.). Obzirom da sirevi sazrevaju u salamuri,
sadrZzaj suve materije kontrolnog i eksperimentalnih sireva se tokom zrenja

izjednacavaju, usled postojanja dinamicke ravnoteze izmedu sira i salamure.
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Tabela 10. Promena osnovnih parametara kvaliteta tokom zrenja (1, 10, 20, 30 i 40
dan) kozjih belih sireva u salamuri proizvedenih od mleka tretiranog na
65°C/30 min (65/30), 80°C/5 min (80/5), 90°C/5 min (90/5);

Dani zrenja

Termicki
tretman 1 10 20 30 40
65/30  4427+162 4034+131 3876+043 39,82+1,66 38,16+3,82
%SM - g0/5 38,54+1,18 39,93+152 38,98:0,90 39,48+174 39,84+0,99
90/5 38,08+0,30 38,76+043 39,25:1,07 39,21+2,05 39,49+1,38
65/30  1843:025 1635:0,87 16,76+213 1569+1,17 16,03+1,32
%UP  g0/5 14,81+131 16,17:0,96 16,05:0,19 16,23+1,63 15,63+0,90
90/5 14774145 14,94+033 1556+079 1533+1,21 15,86:0,90
65/30  1850:0,71 17,67+1,53 18,00+1,73 1883+1,04 17,50+2,64
%M go/5 17,5042,12 18,00£0,87 18,50+0,71 1883+1,04 18,58+0,52
90/5 18254035 1817+0,28 19,17+029 1850+0,71 19,00+1,73
65/30  127+0,05 271037  246:020  320+0,83  3,29:0,53
%NaCl g4 /5 1,09+0,14  2,58+0,26  2,68+0,17  3,124048  3,09+0,46
90/5 1,090,36  2,67+045  2,60£023  3,01033  3,39:0,92
65/30  504:021 494+0,11  4,88+0,15  500:0,1  5000,07
pH  go/5 497+0,11  459:0,04  453+0,07  4,52+0,12  4,50+0,08
90/5 4,96+0,09 447:0,10  443+0,07  4,49+0,06  449+0,12

SM - suva materija; UP - ukupni proteini; M - mast

Rezultati u tabeli predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanjatstandardna devijacija

Na osnovu sadrzaja VuBM i MuSM (Tabela 10), sve tri varijante spadaju u meke

sireve, na granici izmedu polumasnih i punomasnih (CAC, 2013).

Termicki tretman ima znacajan uticaj (p<0,05) na sadrzaj VuBM, MuSM i P/M. Iz
Tabele 11 se moZe videti da se sa pooStravanjem termickog tretmana mleka sva tri

navedena parametra uvecavaju.

Ukoliko se izvrSe parna poredenja, dobija se podatak da Sto se tice sadrzaja VuBM i

odnosa P/M, postoji statisti¢ki znacajno uvecanje (p<0,05) ve¢ nakon termickog
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tretmana na 80°C/5 min, dok se dve eksperimentalne varijante visokog termickog
tretmana (80/5 i 90/5) statisticki znacajno ne razlikuju. Parnim poredenjem istih
uzoraka sireva u pogledu sadrZzaja MuSM mozZe se utvrditi da znacajan porast
prouzrokuje tek termicki tretman na 90°C/5 -min. Uticaj termickih tretmana na
navedene parametre zabeleZen je u literaturi kada je u pitanju kravlje mleko

(Macej, 1989, Jovanovi¢, 2001, Rynne et al., 2004).

Tabela 11. Promena odredenih odnosa izmedu pojedinih parametara kvaliteta

tokom zrenja (1, 10, 20, 30 i 40 dan) kozjih belih sireva u salamuri
proizvedenih od mleka tretiranog na 65°C/30 min, 80°C/5 min,

90°C/5 min
Dani zrenja

Termicki

tretman 1 10 20 30 40
~ 65/30 67,52+1,29  72,46x0,67  72,22+0,77  73,62+2,35  74,92+2,99
N
5 80/5 74,41+0,10 73,26+1,92 75,82+1,50 74,56+1,22 73,89+0,77
e}
S 90/5 75,81+0,16  74,83+0,77  75,16+1,06 76,04+0,58  74,70+0,11
= 65/30 41,14+0,17  43,75+2,59  47,55+1,24  45,89+2,80 45,86+0,47
N
> 80/5 45,25+3,55  45,12+2,55  47,62+0,30 47,69+0,67 46,64+0,32
N
>
= 90/5 47,99+0,42 46,87+1,24  48,85+0,59  48,65+1,78  48,05+2,66

65/30 2,24+0,12 4,52+0,54 4,33+0,49 5,15%1,02 5,27+0,40
S 80/5 176£021  428%0,28 4374022 521099  519+0,77
L
?s) 90/5 176+057  437%0,72 4312029  502#0,76  567+1,69

65/30 1,00+0,01 0,93+0,11 0,93+0,07 0,89+0,07 0,92+0,04
2 80/5 0,90+0,12 0,90%0,06 0,86+0,02 0,85+0,02 0,84+0,04
o

90/5 0,85+0,05 0,82+0,03 0,81+0,03 0,79+0,05 0,84+0,05

VuBM - voda u bezmasnoj materiji, MuSM - mast u suvoj materiji, SuvVF - so u vodenoj fazi, P/M -
odnos proteina i masti.
Rezultati u tabeli predstavljaju srednje vrednosti tri ponavljanjatstandardna devijacija

Bitno je ista¢i da se eksperimentalni sirevi ne razlikuju znacajno od kontrolne
varijante po pitanju osnovnog hemijskog sastava. Odnosno, termickim tretmanom
kozjeg mleka ne dobijaju se beli sirevi u salamuri obogaceni visokim sadrzajem

proteina ili masti, kao Sto bi se mozda moglo ocekivati na osnovu stepena
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iskoris¢enja ovih parametara. Ipak, uticaj koji termicki tretman mleka vrsi na
sadrzaj VuBM, MuSM i P/M moze se odraziti na tok zrenja, kao i na teksturalne i

senzorne karakteristike sireva.

pH 5,10 -
5,00 -
4,90 -
4,80 -
4,70 -
4,60 -
4,50 -
440 - —8—65/30
4,30 -
—-30/5
4,20 -
—&—90/5
4,10 T T T T 1
1 10 20 30 40
Stadijum zrenja (dani)

Slika 23. Uporedni prikaz promene pH vrednosti sireva dobijenih termickim
tretmanom mleka na 65°C/30 min (65/30), 80°C/5 min (80/5) i 90°C/5 min,
nakon 1, 10, 20, 30 i 40 dana zrenja
Prilikom proizvodnje sireva od termicki tretiranog mleka, kao Sto je ve¢ pomenuto,
sinerezis je oteZan. JoS jedan efekat slabije izraZenog sinerezisa je i vece
zadrzavanje laktoze u grusu, koja fermentiSe posredstvom bakterija mlecne
kiseline, ¢cime doprinosi opadanju pH (Hougaard et al, 2010). Na ovaj nacin,
pocCetna znacajna razlika u sadrzaju suve materije eksperimentalnih sireva i
kontrolne varijante doprinela je da termicki tretmani mleka imaju statisticki
znacajan uticaj (p<0,05) na promene pH vrednosti tokom zrenja sireva. Takode,
poznato je da niZi sadrzaj VuBM u siru podrazumeva veci puferni kapacitet (Puda i
Macej, 1996), sto je verovatno doprinelo zadrzavanju pH vrednosti sira 65/30 na
viSoj vrednosti tokom cCitavog perioda zrenja. Na Slici 23 dat je uporedni prikaz
promene pH vrednosti sve tri ispitivane varijante sireva tokom zrenja. Statistickom
analizom je utvrdeno da se u pogledu pH vrednosti prvog dana zrenja sirevi ne
razlikuju statisticki znacajno (p<0,05), da bi se ve¢ nakon 10 dana uspostavila
statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne varijante i obe eksperimentalne
varijante, pri ¢emu se eksperimentalne varijante izmedu sebe ne razlikuju

znacajno (p<0,05).
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U slucaju uzorka 65/30 moZe se uociti blagi porast pH vrednosti nakon 20 dana
zrenja. Na osnovu porasta pH vrednosti moZe se pretpostaviti da kontrolni uzorak
podleZe intenzivnijim proteolitickim promenama, kao Sto je naznaceno u literaturi

(Upadhyay et al., 2004).

£ 6,00 -
[
3
3 5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 - —8—65/30
——-30/5
1,00
—&—90/5
0,00 . ; ; ;
1 10 20 30 40
Stadijum zrenja (dani)

Slika 24. Uporedni prikaz promene sadrZaja soli u vodenoj fazi (SuVF) sireva
dobijenih termickim tretmanom mleka na 65°C/30 min (65/30), 80°C/5 min
(80/5)190°C/5 min, nakon 1, 10, 20, 30 i 40 dana zrenja
Na Slici 24 prikazan je trend promene sadrZzaja SuVF u Kkontrolnoj i
eksperimentalnim varijantama sireva. Poznato je da pored konzervisSuceg efekta,
so vrsi uticaj na sastav, mikrofloru, tok zrenja, teksturu i senzorna svojstva sireva
(Trujillo et al., 1997). Medutim, statistiCkom analizom podataka utvrdeno je da
termicki tretman ne utice znacajno (p<0,05) na sadrzaj soli, kao ni na sadrzaj soli u
vodenoj fazi sira, Sto se jasno moZe videti i sa Slike 24. Na SuVF sireva utice
stadijum zrenja statisticki znacajno (p<0,05). Naime, znacajno uvecéanje sadrzaja
SuVF detektovano je nakon 10 dana. Od 10 do 30 dana ova vrednost se postepeno
uvecava, nakon ¢ega nema statisticki znacajne promene (p<0,05) u poslednjih

deset dana zrenja.
Bitno je napomenuti da se intenzivniji biohemijski i mikrobioloski procesi javljaju
ukoliko je koncentracija SuVF < 3%, dok koncentracija > 5% uslovljava inhibiranje

aktivnosti pojedinih enzima (Puda, 1992). Kod sve tri varijante sireva ve¢ nakon 10
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dana zrenja uspostavlja se koncentracija SuVF koja se nalazi izmedu navedene dve

granic¢ne vrednosti.

Trend promene sadrzaja soli u vodenoj fazi kao i pH vrednosti, treba imati u vidu
prilikom posmatranja proteolitickih, teksturalnih i senzornih promena tokom

zrenja ispitivanih sireva.

5.5.2. Efekat termickih tretmana na proteoliticke promene tokom zrenja sireva

5.5.2.1. Primarna proteoliza

Uticaj termickih tretmana na primarnu proteolizu pracen je SDS-PAG
elektroforezom. Iako ova elektroforetska tehnika ne omogucuje potpuno
razdvajanje kazeinskih frakcija, smatra se najadekvatnijom tehnikom ukoliko su u

siru pored kazeina prisutni i serum proteini (Faccia et al., 2007).

Prisustvo serum proteina u uzorcima sireva Cije je mleko tretirano oStrijim
termickim tretmanom od niske pasterizacije moZe se uociti sa elektroforetograma
(Slika 25). Treba pritom naglasiti da se pored glavnih serum proteina, u uzorcima
80/5190/5 moZe detektovati i prisustvo serum proteina velike molekulske mase

(LF, SA i Ig-HC).

Denzitometrijskom analizom elektroforetograma, izvrSena je relativna
kvantifikacija svih identifikovanih proteinskih frakcija, kako bi se utvrdilo: (1) u
kojoj meri se razlikuje proteinski sastav uzoraka sireva 65/30, 80/5 i 90/5 prvog
dana zrenja (Slika 26); i (2) koji je intenzitet i obim proteolitickih promena, na
osnovu promene udela rezidualnog as-CN (Slika 27) i 3-CN (Slika 28) u sve tri
varijante sireva tokom zrenja. Nije bilo moguce odvojeno kvantifikovati udeo (3-lg i
pk-CN, obzirom da su linije koje se odnose na ova dva proteina preklopljene na
elektroforetogramu. Zato je i na Slici 26 i u statistickoj analizi uzeta vrednost koja
obuhvata udeo oba proteina, pod pretpostavkom da se uveéanje udela ove dve

preklopljene linije odnosi samo na uvecanje (3-Ig.

Statistickom analizom podataka za proteinski sastav sireva utvrdeno je da termicki
tretman znacajno utiCe na uvecanje sadrzaja glavnih serum proteina kao i serum
proteina velikih molekulskih masa. Usled veceg udela serum proteina u

eksperimentalnim uzorcima sireva javlja se umanjen udeo kazeina. U slucaju (3-CN,

102



Zorana N. Miloradovi¢ - Rezultati i diskusija - Doktorska disertacija

smanjenje udela pod uticajem termickog tretmana je i statisticki znacajno

(p<0,05).
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Slika 25. Elektroforetogram sireva dobijenih termickim tretmanom mleka na
65°C/30 min (65/30), 80°C/5 min (80/5) i 90°C/5 min, nakon 1, 10, 20, 30 i 40
dana zrenja, M-uzorak sirovog mleka; S - standard poznatih molekulskih masa od
10-150 kDa
Na osnovu parnih poredenja uzoraka u pogledu udela proteina jedan dan nakon
proizvodnje, moZe se zakljuciti sledece: udeo svih serum proteina isuzev a-la
statisticki znacajno raste ve¢ nakon termickog tretmana na 80°C/5 min, dok
izmedu dve eksperimentalne varijante sireva ne postoji statisticki znacajna razlika.
Uzorak 90/5 sadrzi znacajno manje (p<0,05) B-CN od kontrolnog uzorka i znacajno
viSe a-la. Na osnovu statisticke analize, i histograma (Slika 26) moZe se zakljuciti
da se radi o tri varijante sira znacajno razlicitih u pogledu proteinskog sastava na
pocCetku zrenja, Sto moZe uticati na pojedine procese koji se tokom zrenja

odigravaju, ali takode i na senzorna svojstva i nutritivnu vrednost sireva.

Ukoliko se statisticka analiza primeni u cilju sagledavanja intenziteta i obima
zrenja kontrolnog i eksperimentalnih sireva, moze se zakljuciti sledece: termicki
tretman, stadijum zrenja i interakcija ova dva faktora uti¢u znacajno na sadrzaj
rezidualnog as-CN. Parnim poredenjima utvrdeno je da se nakon deset dana
izjednacava pocetna razlika u udelu ovog proteina izmedu kontrolnog i
eksperimentalnih uzoraka, da bi se nakon 30 dana zrenja kontrolni uzorak

statisticki znacajno razlikovao (p<0,05) od uzorka 80/5, a nakon 40 dana od oba
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eksperimentalna uzorka sira. Naime, kod eksperimentalnih uzoraka statisticki
znacajan (p<0,05) pad udela rezidualnog as-CN detektovan je nakon 10 dana, da bi
u daljem toku zrenja udeo ovog proteina ostao konstantan. U prethodnom
poglavlju je napomenuto da je %SuVF u prvih 10 dana bila < 3%, Sto je svakako,

barem delimi¢no, pogodovalo intenzivnijim biohemijskim reakcijama.

60
50
40 DLF/SA/lg
Oas-CN
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WpE-CN
20 Op-lg/pk-CN
Boa-la
10 —
JA-snlE 0B

65/30 80/5 90/5

Slika 26. Procentualni sastav proteina prisutnih prvog dana zrenja u uzorcima
sireva proizvedenim od mleka tretiranog termickim tretmanom na 65°C/30 min
(65/30),80°C/5 min (80/5)i90°C/5 min (90/5)

U kontrolnom uzorku, proteoliticke promene na as-CN su izraZenije, Sto se jasno
vidi sa Slike 27. Nakon 10, kao i nakon 20 dana dolazi do statisticki znacajnog
(p<0,05) smanjenja udela rezidualnog as-CN u odnosu na pocetni udeo. Nakon 30 i
40 dana dolazi do smanjenja intenziteta proteolize as-CN, odnosno ne dolazi do
statisticki znacajnog smanjenja udela rezidualnog as-CN. Od pocetnog udela ovog
proteina koji je iznosio 29,8(*2,7)%, na kraju zrenja ostaje 12,4(+1,9)%. Uzorak
80/5190/5, u kojima je na pocetku zrenja bilo prisutno 26,8(+3,3) i 23,7(+1,4)%,

nakon 40 dana ostali su sa 18,9(%4,2) i 17,1(%2,5)% as-CN respektivno.

Statistickom analizom utvrdeno je da stadijum zrenja nema znacajan uticaj
(p<0,05) na procentualni udeo rezidualnog (3-CN, Sto se i sa Slike 28 mozZe jasno
videti. PoCetna, znacajna razlika u udelu $-CN u eksperimentalnim uzorcima sireva
zadrZava se do kraja zrenja. Nizak stepen razgradnje ovog proteina tokom zrenja

ispitivanih sireva je i ocekivano imajuci u vidu sledece: (1) B-CN je u najvecoj meri
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supstrat za plazmin, kome ne pogoduje niska pH vrednost karakteristi¢na za sireve
koji sazrevaju u salamuri (Upadhyay et al., 2004); (2) visoki termicki tretmani
mleka redukuju aktivnost plazmina (Kelly i Mc Sweeney, 2003); (3) B-lg koji je
integrisan u proteinski matriks inhibitorno deluje na dejstvo plazmina (Bastian i
Brown, 1996) (4) dejstvo himozina na 3-CN je sa druge strane inhibirano visokom
koncentracijom SuVF koja se javlja u svim varijantama sira nakon 20 dana zrenja
(>5%); Kao rezultat svega navedenog dobijamo da uzorak 65/30 pocetnih
44,4(+2,9)% na kraju zrenja sadrze 42,9(£3,7)% [-CN, dok uzorci 80/5 i 90/5 sa
pocetnih 40,2(£0,3)% i 37,6(x1,1)% na kraju zrenja imaju 37,2(¥4,0)% i
32,8(%2,6)% B-CN respektivno.
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Slika 27. Promena procentualnog udela rezidualnog as-CN u sirevima dobijenim
termickim tretmanom mleka na 65°C/30 min (65/30), 80°C/5 min (80/5) i 90°C/5
min, nakon 1, 10, 20, 30 i 40 dana zrenja
U odnosu na postojecu literaturu koja se bavi istom tematikom rezultati
prezentovani u ovom radu sli¢ni su po pitanju intenzivnijih proteolitickih promena
na os-CN i limitirane proteolize 3-CN. Generalno u mnogim sirnim varijetetima
susree se intenzivnija razgradnja as-CN u odnosu na (-CN. Nekoliko autora je
registrovalo istu pojavu u kozjim sirevima proizvedenim na sli¢an nacin (Asteri et
al, 2010, Bontinis et al,, 2012, Hayaloglu et al., 2013). Bontinis et al., (2012) navode
da, ukoliko se koristi sirilo Zivotinjskog porekla (Sto je u ovom radu bio slucaj),

dolazi do intenzivnije proteolize as-CN u odnosu na 3-CN. Pored toga, na niskim pH

105



Zorana N. Miloradovi¢ - Rezultati i diskusija - Doktorska disertacija

vrednostima himozin je aktivniji, a buduci da je glavni supstrat za himozin upravo
as-CN, u sirevima koji se odlikuju niskom pH vrednoSc¢u, izraZenija je hidroliza

ovog proteina (Sousa et al., 2001).
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Slika 28. Promena procentualnog udela rezidualnog -CN u sirevima dobijenim
termickim tretmanom mleka na 65°C/30 min (65/30), 80°C/5 min (80/5) i 90°C/5
min, nakon 1, 10, 20, 30 i 40 dana zrenja
Razlog za znacajno inhibiranu proteolizu as-CN u sirevima dobijenim od kozjeg
mleka tretiranog tretmanima oStrijim od niske pasterizacije u literaturi do sada
nije razjasSnjen. Postoje ¢ak i kontradiktorni rezultati odredenih autora, prema
kojima se pod dejstvom visokih termickih tretmana inhibira proteoliticka
razgradnja (3-CN, dok na proteolizu as-CN-a termicki tretman ne utice (Benfeldt et
al.,, 1997). U ovom radu, veéi sadrzaj VuBM i niZza pH vrednost eksperimentalnih
sireva ¢ak idu u prilog intenziviranju proteolize as-CN. Negativan uticaj termickih
tretmana na razgradnju os-CN moZe se objasniti time da su usled kompleksnije
umreZenog matriksa, u eksperimentalnim uzorcima sira potencijalna mesta
hidrolize manje dostupna dejstvu himozina (Benfeldt et al., 1997). Dodatni razlog
moZe da predstavlja to Sto je odnos P/M znacajno manji kod eksperimentalnih
sireva u odnosu na kontrolni, ¢ime je dostupnost potencijalnih mesta hidrolize

dejstvu enzima dodatno umanjena.
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5.5.2.2. Sekundarna proteoliza

Jedan od nacina sagledavanja obima sekundarne proteolize, koja se ¢esto posmatra
kao pokazatelj “dubine zrenja” (Tejada et al., 2008) je pracenje udela azotne
frakcije koja ostaje rastvorljiva u 12% rastvoru TCA tokom zrenja. Rezultati
navedene analize dati su grafikom na Slici 29, gde je dat udeo azota rastvorljiv u
12% TCA (u odnosu na ukupan azot prisutan u siru) u zavisnosti od stadijuma

zrenja.
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Slika 29. Promena procentualnog udela azotne frakcije rastvorljive u 12% TCA u
sirevima dobijenim termi¢kim tretmanom mleka na 65°C/30 min (65/30), 80°C/5
min (80/5)190°C/5 min, nakon 1, 10, 20, 30 i 40 dana zrenja
Na osnovu statisticke analize rezultata dolazi se do zakljucka da ni termicki
tretman ni stadijum zrenja ne vrSe znacajan uticaj na dubinu zrenja odnosno
sekundarnu proteolizu. Sli¢ni rezultati mogu se naci u literaturi kada su u pitanju
kozji sirevi, po pitanju limitiranog obima sekundarne proteolize (Faccia et al,
2007, Bontinis et al.,, 2012, Hayaloglu et al., 2013). U revijalnom radu, Singh i
Waungana, (2001) navode da termicki tretman izaziva usporeno generisanje
neproteinske azotne frakcije rastvorljive u 12% TCA. Sa Slike 29 se moze uociti da
nakon 40 dana zrenja, kontrolni uzorak sadrZi nesto viSe 12% TCA rastvorljive
frakcije, medutim ova razlika ipak nije statisticki znacajna. Ipak na osnovu
postojece razlike namece se pretpostavka da bi termicki tretman znacajno uticao

ukoliko bi sirevi sazrevali u duzem vremenskom intervalu.
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5.5.3. Promena teksturalnih svojstava tokom zrenja sireva

Analiza teksture obuhvatila je merenje Cetiri razli¢ita parametra koriS¢enjem tri
razli¢ita alata, prema metodama opisanim u poglavlju Materijal i metod. Grupa
analiza primenjenih u ovom radu spada u takozvane imitativne ili
semifundamentalne metode, kojima se mehanicki imitira senzorno ocenjivanje
ispitivanog svojstva hrane koje bi covek mogao da oceni svojim culima

(Gunasekaran i Mehmet Ak, 2003).

Bitna komponenta dozivljaja teksture sira je nacin na koji se on lomi, posebno
prilikom prvog zagrizaja. Metodom preloma klinom (fracture wedge test),
primenjenom u ovom radu simulira se upravo prvi zagriZaj, na osnovu kog
instrument meri tvrdo¢u pri prelomu odnosno lomljivost uzorka (Vincent et al.,

1991).

Druga primenjena metoda je metoda seCenja Zicom (wire cutter test). SecCenje
Zicom ili noZem ukljucuju prelom, plasticnu deformaciju i trenje u unutrasnjosti
uzorka sira (Gunasekaran i Mehmet Ak, 2003). Na osnovu ove metode odredivana

je Cvrstoca pri secenju.

Kao poslednji alat za merenje teksturalnih svojstava uzoraka upotrebljena je
sfericna sonda (spherical probe test) koja vrsi kompresiju uzoraka (Burka et al.,
2013). Pomenutom metodom vrsSi se merenje dva parametra: tvrdoca pri

kompresiji, i lepljivost uzorka.

Na Slici 30 prikazane su promene teksturalnih svojstava tokom 40 dana zrenja
sireva proizvedenih od mleka tretiranog na 65°C/30 min, 80°C/5 min i 90°C/5

min.

Statistickom obradom rezultata analize teksturalnih svojstava utvrdeno je da
termicki tretman i stadijum zrenja uticu na sve parametre teksture osim na
lepljivost, na koju uti¢e samo stadijum zrenja, pri ¢emu na tvrdo¢u sira pri
lomljenju i ¢vrstocu pri seCenju, kao i na lepljivost uti¢e interakcija navedenih

faktora.

Kad je rec o tvrdoc¢i uzoraka pri lomljenju (Slika 30A) kod kontrolnog uzorka je

statistiCkom analizom utvrden znacajan pad ove vrednosti (p<0,05) nakon 10 dana
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zrenja, da bi se nakon trideset dana tvrdoc¢a kontrolnog uzorka pri lomljenju
ponovo uvecala. U prvoj fazi zrenja porast krtosti kontrolne varijante moze se
objasniti padom pH vrednosti tokom ovog perioda Sto se kao objaSnjenje srece i u
literaturi (Watkinson et al., 2001). Nakon 30 dana, obzirom da je doSlo do znacajne
razgradnje proteinskog matriksa, sirevi postaju manje krti i lomljivi, Sto je i

ocekivano na osnovu literaturnih navoda (Hort i Le Grys, 2001).
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Slika 30. Promena teksturalnih svojstava: A - tvrdoca pri prelomu; B - ¢vrstina pri
secCenju; C - tvrdoc¢a pri kompresiji; D - lepljivost; tokom zrenja sireva (1, 10, 20,
30140 dan) dobijenih termickim tretmanom mleka na 65°C/30 min (65/30),
80°C/5 min (80/5)i90°C/5 min
Na eksperimentalne uzorke sireva stadijum zrenja ne utice statisticki znacajno
(p<0,05) po pitanju ovog parametra, mada se sa Slike 30 moZe uociti blagi porast
tvrdoée tokom zrenja. Sto se ti¢e uticaja termickog tretmana, postoji statisticki
znacajna razlika (p<0,05) izmedu kontrolnog i oba eksperimentalna uzorka, dok se
eksperimentalni uzorci medusobno ne razlikuju znacajno (p<0,05). Sa Slike 30B se
moZe uociti gotovo identican trend promene cvrstoce ispitivanih varijanti sireva,

Sto se potvrduje korelacionom analizom kojom je utvrdeno postojanje znacajne

pozitivnhe korelacije za uzorke 65/30, 80/5 i 90/5 (R=0,92, R=0,95 i R=0,92,
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respektivno (p<0,05)). Znacajna korelacija izmedu tvrdoce uzoraka pri lomljenju i
¢vrstoce pri seCenju je donekle i ocekivana obzirom da kao Sto je napomenuto,
seCenje Zicom ili noZem ukljucuju prelom, plasticnu deformaciju i trenje u
unutraSnjosti uzorka sira. Na osnovu utvrdene korelacije moZe se zakljuciti da

ukoliko se kozji beli sirevi u salamuri seku Zicom, dominira efekat preloma.

Sto se ti¢e ispitivane tvrdoce sireva pri lomljenju kao i ¢vrstine pri secenju,
utvrdeno je da na pocetku zrenja kontrolni uzorak pokazuje statisti¢ki znacajno
(p<0,05) vecu vrednost oba parametra u odnosu na eksperimentalne uzorke.
Nakon 20 dana, po pitanju oba parametra, ispitivane tri varijante sira se
izjednacCavaju, da bi nakon toga ovi parametri rasli u sluc¢aju kontrolnog uzorka, i
znacajno se razlikovali (p<0,05) od eksperimentalnih uzoraka i nakon 30 i nakon
40 dana. Velika tvrdo¢a pri lomljenju kontrolnog uzorka na pocetku zrenja moze se
objasniti znacajno ve¢im udelom SM odnosno manjim udelom VuBM u odnosu na
eksperimentalne uzorke. Smanjenje tvrdoce tokom zrenja, do dvadesetog dana
uslovljeno je padom pH vrednosti, usled ¢ega sir postaje krt, lako se lomi odnosno
ima niZu vrednost tvrdoc¢e lomljenja. U nastavku zrenja, obzirom da u ovom uzorku
dolazi do znacajne proteolize os-kazeina, pri cemu pH vrednost raste, dolazi do
smanjenja krtosti sira, odnosno tvrdoc¢a pri lomljenju se ponovo povecava, kao i
¢vrstina pri secenju. U literaturi se smanjenje tvrdoce pri lomljenju pripisuje
gubitku elasti¢nih svojstava sireva prouzrokovanom razgradnjom proteina tokom
zrenja. Na viSim pH vrednostima dolazi do delimi¢ne adsorpcije vode na
molekulima kazeina, usled ¢ega se uvecava tvrdoca sireva pri lomljenju, odnosno

krtost sira se smanjuje (Buffa et al., 2001).

Na Slici 30C prikazana je promena tvrdoce sira pri kompresiji. Na osnovu parnih
poredenja podataka utvrdeno je da statisticki znacajna razlika postoji izmedu
kontrolnog uzorka i eksperimentalnih uzoraka, pri cemu se eksperimentalni uzorci
ne razlikuju znacajno (p<0,05). Sa Slike 30C se vidi da je navedena razlika posebno
naglasena prvog dana, Sto je i oCekivano na osnovu znacajno nizeg sadrzaja VuBM
u kontrolnom uzorku. Tokom zrenja se uocava nagli porast tvrdoc¢e pri kompresiji
eksperimentalnih uzoraka sireva nakon 10 dana, Sto je verovatno posledica

znacajnog pada pH vrednosti u ovom vremenskom intervalu. Kontrolni uzorak sira
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pokazuje blazi porast tvrdoce pri kompresiji, Sto se takode poklapa sa blaZim

padom pH vrednosti u ovom uzorku nakon 10 dana.

Na osnovu testa kompresijom dobija se takode i podatak o lepljivosti sira. Ovaj
parametar teksture se prvog dana zrenja takode znacajno razlikuje kod kontrolnog
uzorka u odnosu na oba eksperimentalna uzorka. Eksperimentalni uzorci imaju
znacajno izrazZeniju lepljivost, Sto je takode oCekivano s obzirom na znacajno visi
sadrZzaj VuBM. Statistickom analizom podataka utvrdeno je da se tokom zrenja
lepljivost eksperimentalnih uzoraka ne menja znacajno (p<0,05). Znacajan porast
lepljivosti kontrolnog uzorka nakon 20 dana (p<0,05) moZe se pripisati znacajnom
porastu sadrzaja VuBM. Kod uzorka 65/30 u navedenoj tacki zrenja zabeleZen je
takode i najveli sadrzaj MuSM, koji verovatno doprinosi visokoj vrednosti za

posmatrani parametar teksture.

Na osnovu analize teksturalnih svojstava tri ispitivane varijante sireva, moZemo
zakljuciti sledece: (1) termicki tretman znacajno utice na sve ispitivane parametre
teksture kao i na tok promena teksturalnih svojstava sireva tokom zrenja; (2)
izmedu uzoraka 80/5 i 90/5 ne postoje znacajne razlike u ispitivanim
parametrima teksture, Sto znaci da sve promene koje se desavaju, nastaju ve¢ pri
termi¢ckom tretmanu od 80°C/5 min; (3) parametri koji u najvecoj meri direktno
doprinose tome da se tekstura sira dobijenog od pasterizovanog mleka znacajno
razlikuje od sireva dobijenih ostijim termickim tretmanima su pH vrednost, stepen
proteolitickih promena i sadrzaj VuBM, Sto je i ranije u literaturi navedeno (Buffa
et al.,, 2001). Indirektno, ove razlike svakako mogu biti pripisane uticaju termickih
tretmana na izmenjen oblik i sastav kazeinskih micela u samom mleku, usled ¢ega
su izmenjeni parametri koagulacije, pojedini parametri fizicko-hemijskih svojstava

sireva, kao i tok proteolitickih promena tokom zrenja.

5.5.4. Senzorna analiza sireva
5.5.4.1. Deskriptivna senzorna analiza i eksterno mapiranje preferencije
Rezultati multivarijacione analize varijanse (MANOVA), koja je obuhvatila svih

devet ispitivanih senzornih svojstava, su pokazali znacajni multivarijacioni efekat u

pogledu dejstva posmatranih tretmana. Wilks’ lambda vrednost je bila statisticki
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znacajna (p <0,0001). Trofaktorijalna analiza varijanse (ANOVA), kojoj su bili
podvrgnuti podaci za svako ispitivano svojstvo pojedinacno, je pokazala da se u
okviru tri od devet ispitivanih svojstava (ukus na maslac, ukus na surutku i ukus na
jogurt) ne javlja statisticki znacajna razlika izmedu oglednih uzoraka (p > 0,05).
Medutim, uzimajué¢i u obzir da su pojedinacne p - vrednosti za pomenuta tri
svojstva bile bliske grani¢noj vrednosti od 0,05, ova tri svojstva nisu bila izbacena
iz dalje statisticke analize koja je obuhvatila postupak redukcije dimenzija. Kod
svih ispitivanih svojstava razlike izmedu ponavljanja ocenjivanja nisu bile
statisticki znacajne (p > 0,05), medutim, interakcije “ocenjivaci’-“ponavljanje” su
uvecini slucajeva bile statisticki znacajne (p <0,05), Sto ukazuje na to da su
ocenjivaci Kkoristili razli¢ite delove skale u razliCitim ponavljanjima ocenjivanja.
Uticaj ovog efekta, kao i efekta razliCitog koriS¢enja skale od strane razli¢itih

ocenjivaca, se u velikoj meri redukuje primenom uopstene Prokrust analize (GPA).

GPA analiza je obuhvatila originalne deskriptivne podatke za svih devet ispitivanih
svojstava, koji su bili grupisani u 16 pojedinacnih matrica (8 ocenjivaca x 2
ponavljanja). Kao rezultat GPA analize, posle dimenzionog skaliranja, centriranja,
izotropnog skaliranja i rotiranja inicijalnih matrica podataka, dobijena je matrica
(9 kolona/svojstva x 9 redova/uzorci) sa konsenzus podacima. Ukupni indeks
varijabiliteta izmedu matrica dobijenih nakon reskaliranja i rotiranja (consenus
proportion) iznosio je 0,74 (74%), Sto ukazuje na relativno jaku saglasnost izmedu
ocena datih od strane razliCitih ocenjiva¢a, posmatraju¢i sva ponavljanja
ocenjivanja posebno. Ova vrednost je testirana u pogledu statisticke znacajnosti
(randomization test) (Grice and Assad, 2009). Rezultati testa su pokazali da je

dobijena vrednost statisticki znac¢ajna na nivou = 0,05 (p < 0,01).

Konsenzus podaci, dobijeni GPA analizom, su dalje podvrgnuti analizi glavnih
komponenata (PCA). Varimax rotacija je odabrana iz razloga Sto je ona pruzala
najbolji raspored koeficijenata korelacije glavnih komponenata i originalnih
promenljivih (loading values) u poredenju sa Quartimax i Equamax rotacijama, kao
ortogonalnim rotacijama koje su bile dostupne u okviru koriS¢enog statistickog
softvera. Odabir broja glavnih komponenata je izvrSen na osnovu Kaiser-ovog

kriterijuma koji sugeriSe zadrzavanje onih glavnih komponenata kod kojih
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karakteristicni koren (eigen-vrednost) ima vrednost vecu od jedinice. Prve tri
ekstrahovane glavne komponente su zadovoljavale ovaj kriterijum u kom smislu su

zadrzane za dalju analizu i objaSnjavanje varijacija izmedu objekata posmatranja.

Pomocu prve tri ekstrahovane glavne komponente moZe da se objasni 89,25 % od
ukupnih varijacija vezanih za originalne promenljive (ispitivana senzorna
svojstva), i to: komponental=38,88%; komponenta?2=29,60%; i
komponenta 3 = 20,78 %.

Za originalnu promenljivu se podrazumevalo da stoji u visokoj korelaciji sa
glavnom komponentom ukoliko je vrednost koeficijenta korelacije (r) bila jednaka
ili ve¢a od 0,72 (Stevens, 2009) U visokoj korelaciji sa komponentom 1 stoje ukus
na kuvano mleko, surutku, kvasac i jogurt, sa komponentom 2 ukus na maslac,
sladak ukus, kiselost i slanost, dok je sa komponentom 3 u visokoj korelaciji jedino
ukus na kozu, odnosno kozje mleko. Nijedna od navedenih originalnih

promenljivih nije u visokoj korelaciji sa preostale dve glavne komponente (r < 0,5).

Pojedinacne ocene ukupne prihvatljivosti ispitivanih proizvoda, dobijene
testiranjem potroSaca, podvrgnute su visSetrukoj linearnoj regresiji koris¢enjem
prve tri ekstrahovane glavne komponente u svojstvu regresora, a preko ocena
pojedinacnih eksperimentalnih uzoraka dobijenih PCA analizom. Dobijeni
nestandardizovani regresioni koeficijenti su koriS¢eni kao koordinate za testirane

osobe u trodimenzionalnom prostoru glavnih komponenata.

U okviru Slika 31, na graficima oznacenim sa “A” prikazana su ispitivana svojstva
(originalne promenljive) preko korelacionih vrednosti u odnosu na glavne
komponente, dok je na graficima oznac¢enim sa “B” prikazan poloZaj ispitivanih
uzoraka i grupa testiranih potrosaca dobijenih klaster analizom u prostoru glavnih
komponenata. Klaster analizom je izvrSeno grupisanje testiranih potrosaca u 3
klastera (grupe). Ovakvo grupisanje predstavlja najve¢i moguéi broj formiranih
klastera, pri ¢emu je zadovoljen uslov da svaki Kklaster broji vise (ili jednako) od
20 % od ukupnog broja testiranih potrosaca. Naime, klaster 1 se sastoji od 47,5 %

potrosaca, klaster 2 = 32,5%, i klaster 3 = 20%.
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Slika 31. Eksterno mapiranje prihvatljivosti potrosaca (PCA analiza bazirana na
korelacionoj matrici; Varimax rotacija). A: korelacioni dijagram originalnih
promenljivih; B: poloZaj ispitivanih uzoraka i grupa (klastera) testiranih potrosaca
u trodimenzionom prostoru glavnih komponenata.

U srednjoj fazi zrenja, nakon 10 dana, sireve karakteriSe izrazena slanost. Nakon
40 dana zrenja, kontrolni uzorak (65/40), i donekle uzorak 80/40 imali su

izrazenu kiselost, ukus na jogurt, i kvasac. Treba napomenuti da od svih

analiziranih svojstava, jedino koje bi se moglo donekle okarakterisati kao
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nepoZeljno je ukus na kvasac, koji je ujedno i jedini detektovan nepoZeljan ukus u

svih 9 uzoraka.

Bilo je oCekivano da Ce sirevi od termicki tretiranog mleka imati jaCe izrazen ukus
na surutku i kuvano mleko. Ova svojstva ukusa imala su najjaCi intenzintet kod
eksperimentalnih uzoraka nakon 3 i 10 dana zrenja i to slede¢im redosledom: 80/3
zatim 90/10, 90/3 i 80/10. Ocigledno je da se u kasnijim fazama zrenja pomenuta
svojstva, koja su slabog intenziteta i na pocetku zrenja, ili potpuno gube ili bivaju

maskirana drugim svojstvima.

Ukus na kozje mleko bio je takode slabo izraZen u svim analiziranim uzorcima sira,
bez obzira na termicki tretman i stadijum zrenja. Obzirom na to da su sirevi
proizvedeni od mleka Sanske rase koza, gajenih u intenzivnim uslovima, ovaj
podatak je u saglasnosti sa literaturom (BoZani¢ et al., 2002), odnosno potvrduje
teoriju da ukoliko je kozje mleko sveZe, i sa njim se pravilno i higijenski postupa,
izostaje karakteristican ukus koji odreden broj potrosaca ne prihvata. Ukoliko pak
uporedimo sve uzorke, moZemo uociti da su najizraZeniji kozji ukus imali sirevi
stari 40 dana. Ovaj podatak se takode moZe objasniti literaturnim navodima iz
prethodnih poglavlja, prema kojima su lipoliticke promene koje se deSavaju tokom
zrenja odgovorne za intenziviranje kozjeg ukusa, putem generisanja slobodnih
masnih kiselina kratkog lanca (Caponio et al., 2001, BoZani¢ et al., 2002). Medutim
ono Sto takode moZemo utvrditi na osnovu dobijenih rezultata je to da u slucaju
belih sireva u salamuri oStriji termicki tretmani mleka ne uti¢u na razvoj kozjeg
ukusa tokom zrenja. Stavise, sa dijagrama B moZemo da uo¢imo da od sireva koji
su sazrevali 40 dana najslabije izraZen kozji ukus ima uzorak 90/40, dok je kod
kontrolnog uzorka dobijenog od mleka tretiranog niskom pasterizacijom ovo
svojstvo najizraZenije.

Po pitanju prihvatljivosti od strane potrosaca, na dijagramima “B” u okviru Slike 31
potrosaca), dok se grupa 2 i 3 (ukupno 52,5 % potrosaca) opredelila za zrelije
sireve. Grupa 2 (32,5% potrosaca) pokazivala je naklonost ka sirevima izraZenije
kiselosti, slanosti i kozjeg ukusa, dok je grupa 3 (20%) teZila sirevima kod kojih je

kozji ukus bio najslabije izraZen. Poslednji podatak ide u prilog Cinjenici da ipak
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postoji znacajan broj potroSaca koji ne pokazuje naklonost ka karakteristicnom
ukusu kozjeg sira bez obzira na to Sto je u pitanju beli sir u salamuri koji je na

nasem trziStu veoma zastupljen.

5.5.4.2. Senzorno testiranje potrosaca

Na osnovu analize varijanse utvrdeno je da postoji statisticki znacCajan efekat

klastera na ocene za ukus, miris, teksturu i ukupnu prihvatljivost sireva.

Tabela 12. Poredenje srednjih vrednosti ocena izmedu razli¢itih grupa (klastera), u
okviru pojedinih senzornih kategorija

MIRIS

D.zrenja 3 10 40

T.tretman | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5

Klaster 1 7.25 6.85  7.852 7.45 7.35 7.90a 5.15 6.05  7.552
Klaster 2 7.84 730 7922 | 6.69 7.31 6.23b | 4.92 6.77  7.31
Klaster 3 7.28 571 557> | 7.28 8.00 7.28% | 5.00 571  5.57°

UKUS

D. zrenja 3 10 40

T.tretman | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5

Klaster 1 6.95 725  8.002 | 6.852 7.45 8.352 6.20 6.55 8.40
Klaster 2 7.84 777 8462 | 8.08  7.61 7.23b | 6.61 7.23 7.85
Klaster 3 7.43 6.43 5.86b | 757> 728 771 | 7.28 6.57 7.86

TEKSTURA

D. zrenja 3 10 40

T.tretman | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5

Klaster 1 6.752  6.60  7.552 690 7.00a> 795 6.0 6.25 7.85
Klaster 2 8.23» 731 8.00a 7.54 8.152 7.31 6.38 6.69 7.00
Klaster3 | 7.14a» 6.28  5.00° 7.57 6.14>  6.86 7.28 5.86 7.28

UKUPNA PRIHVATLJIVOST

D. zrenja 3 10 40

T. tretman | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5 | 65/30 80/5 90/5

Klaster 1 6.852 720 8352 | 6.752 7.25 8.302 | 6.152 6.80 8.40
Klaster 2 838> 7.61 8.23a | 7.54ab  7.23 7.08> | 6.852>  7.15 7.69
Klaster3 | 8.00®» 6,71 643> | 857> 771  8.28 | 7716 728 7.57

vrednosti u tabeli predstavljaju aritmeti¢ku sredinu ocena unutar klastera
statisticki znacajna razlika (p > 0,05) u srednjoj vrednosti ocena postoji ukoliko one unutar kolone
imaju razlic¢ita slova u superskriptu.

Na osnovu poredenja srednjih vrednosti pomocu LSD testa utvrdene su statisticki
znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti ocena koje su potrosaci u okviru grupa
davali za miris, ukus, teksturu i ukupnu prihvatljivost svakog od devet uzoraka. U
ovom delu istrazivanja cilj je bio utvrditi Sta je to Sto u pogledu navedenih
senzornih kategorija svrstava potrosace u jednu od tri grupe. Rezultati opisanih

parnih poredenja ocena prikazani su u Tabeli 12.
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Na osnovu prikazanih rezultata moZemo =zakljuciti da grupa 1 kojoj su
potroSaca daje siru 90/3 u pogledu ukupne prihvatljivosti i teksture. Nakon deset
dana zrenja ova grupa potrosaca daje znacajno viSu ocenu istom siru, u odnosu na
grupu 2 u pogledu ukupne prihvatljivosti, ukusa i mirisa. Nakon 40 dana zrenja za
ovu grupu potrosaca ista varijanta sira ostaje najprihvatljivija, s tim Sto u odnosu
na ostale grupe, jedino ocena za miris statisticki znacajno odstupa od grupe 3.
Prosecna ocena za sir 65/40 koju daje grupa 1 statisticki je znacajno niZza u odnosu

na prosecnu ocenu grupe 3, kada je u pitanju ukupna prihvatljivost.

Grupa 3 i grupa 2 se razlikuju statisticki znacajno po naklonosti prema sirevima
nakon 3 dana zrenja, gde je grupa 3 dala znacajno niZu ocenu siru 90/3 u pogledu
mirisa, ukusa, teksture i ukupne prihvatljivosti. Grupa 3 dala je najviSu ocenu za
ukupnu prihvatljivost sira 65/40, znacajno viSu u odnosu na grupu 1. Takode, Sto
se tiCe sireva starih 10 dana, grupa 3 je najbolje ocenila sir 65/10, u odnosu na
grupu 1, ova ocena je statisticki znacajno visa. MoZe se uociti da je grupa 3 Sto se
tice ukupne prihvatljivosti generalno najvise ocene davala sirevima nakon 10 dana
zrenja. U pogledu teksture, uzorak 80/10 znacajno je niZe ocenjen u poredenju sa

ocenom grupe 11 2.

Na osnovu analiziranih rezultata, uopsteno se moZe zakljuciti da grupa 1 (47,5 %
potrosaca), koja je i najbrojnija, pokazuje naklonost ka mladim sirevima, a takode i
prema sirevima proizvedenim od mleka tretiranog najoStrijim termickim
tretmanom u svim stadijumima zrenja. Grupa 3 (20%) sa druge strane, najbolje
ocenjuje kontrolnu varijantu sireva, dobijenu od mleka tretiranog uobicajenom,
niskom pasterizacijom, kroz sve analizirane tacke zrenja. Ovakvi sirevi se trenutno
mogu nacdi na trziStu. U pogledu stadijuma zrenja ova grupa pokazuje najvecu
naklonost, u odnosu na ostale grupe, ka siru starom 10 dana. Obzirom da je
deskriptivnom analizom ustanovljeno da sireve u ovoj fazi zrenja karakterise samo
izrazena slanost, mozemo zakljuciti da se tih istih 20% potrosaca opredeljuje za

sireve Koji nemaju izrazena bilo koja od analiziranih specifi¢nih svojstava ukusa.

U cilju poredenja srednjih vrednosti ocene ukupne prihvatljivosti ispitivanih

proizvoda izvrSena je dvofaktorijalna analiza varijanse gde su posmatrani faktori:
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starost proizvoda i termicki tretman, kao i njihova interakcija, dok su ocene
potroSaca (ukupno 40), posmatrane kao zavisne promenljive.
Tabela 13. Statisticka znacajnost efekta stadijuma zrenja, termickog tretmana i njihove

interakcije na ocene prihvatljivosti mirisa, ukusa, teksture kao i ukupne
prihvatljivosti uzoraka sireva

p-vrednosti
Faktori Miris Ukus Tekstura .Ukup.r.la
prihvatljivost
Starost proizvoda 0,000" 0,104nz 0,035* 0,131nz
Termicki tretman 0,018" 0,000" 0,021* 0,000"
Statost proizvoda x 0,002" 0,127nz 0,296nz 0,282nz
Termicki tretman

* faktori koji su imali statisticki znacajan uticaj na ocene,
nzfaktori koji nisu imali statisti¢ki znacajan uticaj na ocene

U Tabeli 13 prikazane su p-vrednosti navedenih faktora i njihove interakcije,
odnosno njihova statisticka znacajnost u pogledu ocena u okviru senzornih

kategorija: miris, ukus, tekstura, kao i u pogledu ukupne prihvatljivosti.

Dalja analiza bila je izvrSena u cilju poredenja srednjih vrednosti ocene kvaliteta
ispitivanih proizvoda hedonskom skalom za miris, ukus teksturu i ukupnu
prihvatljivost. Rezultati parnih poredenja prikazani su u Tabeli 14 gde su uzorci
svrstani u podgrupe, unutar kojih se njihove ocene ne razlikuju statisti¢ki znacajno

(p<0,05).

Iz rezultata prikazanih u Tabeli 14 moZe se uociti da ni jedan od uzoraka nije
presao granicu neprihvataljivosti. U pogledu mirisa uzorak 65/40 zajedno sa
uzorkom 80/40, izdvajao se od ostalih po svojoj statisticki znacajno niZoj oceni
(5,0, 6,2, respektivno). Sto se ti¢e ukusa i ukupne prihvatljivosti, uzorak 65/40 je
dobio takode najniZu srednju ocenu (6,5, 6,6, respektivno), mada se statisticki nije
izdvajao iz grupe od 6 bolje ocenjenih uzoraka, Sto se moZe povezati sa rezultatima
deskriptivne analize, gde je za isti uzorak senzorni panel utvrdio postojanje
najintenzivnijeg ukusa na kvasac u poredenju sa ostalim uzorcima. Isto vaZi i za
uzorak 80/40, ¢ija je ocena nesto visa iako ne statisticki znacajno (6,8, 1 7,0 za ukus

i ukupnu prihvatljivost).

Interesantno je uociti da su svi uzorci Sto se teksture tiCe svrstani u istu homogenu

podgrupu, u kojoj je opseg ocena bio od 6,3 do 7,5. Na osnovu ovog podatka
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mozemo zakljuCiti da iako su razlike u teksturi postojale, kao Sto je to u
prethodnom poglavlju utvrdeno, po pitanju njene prihvatljivosti potroSaci nisu
izdvojili ni jedan od uzoraka.

Tabela 14. Poredenje srednjih vrednosti ocena izmedu razlicitih grupa (klastera), u
okviru pojedinih senzornih kategorija

Ukupna

Miris Ukus Tekstura prihvatljivost

65/40 502,522 | 65/40 651,85 |80/40 632,03 | 65/40 661,67
80/40 622,15 | 80/40 6,8+1,87® | 65/40 64+2,02 | 80/40 7,0+1,59
80/3 6,8:222> | 80/3 7,3t1,77%c | 80/3  68+1,99 | 80/3  7,3%1,61®
90/40 7,1+1,95° | 65/3 73167%c | 65/10 72+1,85 | 65/10 7,3+1,39
65/10 72+195> | 65/10 74+1,60%c | 80/10  7,2¢1,95 | 80/10 7,3+1,462
90/10 7,3+1,82> |80/10 751,52 | 90/3  7,3+1,92 | 65/3  7,6%1,38®
65/3  7,5¢1,77° | 90/3 7,8+1,67> | 65/3  7,3+1,67 |90/10 7,9+1,68b
80/10 7,5:1,43v | 90/10 7,9+1,47> | 90/40  7,5¢1,74 | 90/3  8,0+1,29
90/3  7,5:1,94> | 90/40 81£1,07¢ |90/10 7,6+1,50 | 90/40 8,0%1,21b

Vrednosti u tabeli predstavljaju aritmeti¢ku sredinu svih ocena # standardnu devijaciju
Homogene podgrupe uzoraka za svaku ispitivanu kategoriju, odnosno njihove prosec¢ne ocene
obeleZene su istim slovima u superskriptu

Suprotno ocekivanjima, najbolje ocene u svim kategorijama dobili su sirevi
proizvedeni od mleka tretiranog termickim tretmanom 90°C/5 min (27,5) i to: za
ukus i ukupnu prihvatljivost - uzorak 90/40, za teksturu uzorak 90/10 a za miris
90/3. Ipak, obzirom da se oni nisu izdvajali statisticki znacajno od ostalih uzoraka
treba napomenuti da je mala pouzdanost u pogledu izvodenja zakljucka o razlici po

pitanju prihvatljivosti ovog sira u odnosu na ostale.

U nastavku analize rezultata senzornog testiranja, prikazana je distribucija
ucestalosti ocena koje su potrosaci davali za svih 9 uzoraka sireva na skali “upravo
onako kako bi trebalo da bude” (Slika F). Kao Sto je opisano u poglavlju Materijal i
metode ocene su podeljene u 5 grupa. Da bi se za intenzitet nekog svojstva u
odredenom uzorku izveo zakljuc¢ak da je kao takav prihvatljiv potrosacima, bez
dodatne statisticke analize, potrebno je da postoji 80% ili viSe odgovora u grupi

“kako treba”.

Sa grafika koji su prikazani na Slici 32 bitno je naglasiti nekoliko interesantnih

detalja. Ono Sto je najuocljivije je to da je za uzorak 90/40 svako ispitivano
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svojstvo viSe od 80% testiranih potroSaca svrstalo u kategoriju “kako treba”.
Obzirom na to da ni jedan od 9 uzoraka nije dobio ovako dobre ocene, mozemo
zakljuciti da su senzorna svojstva uzorka 90/40 najbolje izbalansirana Sto se tice
miSljenja potroSaca.

Ako posmatramo uporedno distribuciju ucestalosti ocena za sva tri uzorka nakon
tri dana zrenja, uzimajuci u obzir ocene koje se odnose na masnocu sira, mozemo
primetiti da je viSe od 80% potroSaca ocenilo masnocu uzorka 90/3 ocenama
“kako treba”. Sa druge strane, odredeni broj potrosaca (navesti koliko %) u slucaju
uzorka 80/3 opredelio za ocenu koja ga karakteriSe kao nedovoljno masnog. Isti je
slucaj sa uzorkom 65/3, osim S$to je broj potroSaca joS veci. Ovakav redosled
odgovara rezultatima analize fizicko-hemijskih parametara kvaliteta (Poglavlje
5.5.1.) iz kojih se vidi da je uzorak sa najmanjim sadrZajem masti zaista 65/3. Isti
pak uzorci nakon 40 dana zrenja dobili su suprotnu distribuciju ocena. Naime
prema misSljenju odredenog broja potrosaca, sir dobijen od mleka obradenog
niskom pasterizacijom (65/40) umereno odstupa ka previSe masnom siru, sir
80/40 takode, u manjoj meri, s tim Sto je isti broj potrosSaca smatrao da je ovaj
uzorak premalo mastan, dok se u pogledu uzorka 90/40 ni jedan potrosac nije
opredelio za ocenu koja teZi ka desnoj strani skale Sto se tice ovog svojstva, a
odreden mali broj smatrao je da je uzorak 90/40 nedovoljno mastan. Ovakav stav
potrosaca ne poklapa se sa utvrdenim sadrzZajem masti u siru, premda razlike nisu
velike. Ono Sto moZemo pretpostaviti je da potrosaci “mazivost” poistovecuju sa
“masno¢om”, obzirom da zbog najintenzivnije proteolize kazeinske frakcije as-CN
(Poglavlje 5.5.2.) kontrolni uzorak u kasnijim fazama zrenja zaista poseduje

najmaziviju strukturu.

Interesantno je takode istaCi da su za sireve u ranoj fazi zrenja potrosaci u
najvetem broju u odnosu na ostale tacke zrenja, za slanost davali ocene koje ih
karakteriSu kao preslane, iako sirevi u ovoj fazi zapravo imaju znacajno manji

sadrzaj soli u odnosu na zavr$nu fazu zrenja (Poglavlje 5.5.1.).

Objasnjenje za reakciju potrosa¢a moZemo naci u tome da u kasnijim fazama zrenja
kiselost koja raste, kao i ostala svojstva ukusa, maskiraju slanost koja je

odredenom broju potros$aca izirazenija nego Sto bi trebalo da bude.
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Rezultati analize pada srednje vrednosti ocene prihvatljivosti dati su na slikama
32(A), 32(B) i 32(C). Navedeni dijagrami prikazuju: (1) pad srednje vrednosti
ocene ukupne prihvatljivosti proizvoda za onaj broj potroSaca koji su intenzitet
pojedinacno ispitivanih svojstava ocenili kao vedi ili manji u odnosu na “kako treba
da bude” u poredenju sa srednjom vrednosti ocene ukupne prihvatljivosti
proizvoda za broj potrosaca koji su intenzitet pojedinacno ispitivanih svojstava
ocenili sa “kako treba da bude”, zatim (2) statisticku znacajnost tog smanjenja
srednje vrednosti ocene, kao i (3) procentualni udeo potrosaca koji su intenzitet
pojedinacno ispitivanih svojstava ocenili kao vedi ili manji u odnosu na “kako treba
da bude”. U poglavlju koje se odnosi na materijal i metod ispitivanja receno je da su
sve grupe koje su brojale viSe ili jednako 20 % od ukupnog broja testiranih
potroSaca smatrane kao znacajno velike. Ovo znaci da se za sve vrednosti pada
ocene ukupne prihvatljivosti koje su statisti¢ki znacajne i koje se na dijagramima
nalaze desno od grani¢nih 20 % potroSaca moze izvesti zaklju¢ak da su potrosaci
ocenili posmatrani uzorak kao proizvod sa ve¢im ili manjim intenzitetom

posmatranog svojstva u odnosu na proizvod “kako treba da bude”.

Sa Slike 33, moZemo uociti da ne postoji nijednan uzorak, a takode i u okviru
uzoraka nijedno svojstvo koje je ispitivano, kod kog je usled odstupanja ocene od
one “kako treba da bude” doSlo do znacajnog pada ocene ukupne prihvatljivosti.
Ovo bi znacilo sledece, da iako su odgovarajuce grupe potroSaca dale primedbu u
pogledu manje ili veée izraZenosti pojedinih ispitivanih svojstava, u odnosu na to
“kako bi trebalo da bude”, to nije uticalo negativno na njihovo misljenje o ukupnoj
prihvatljivosti proizvoda. Konkretno za slanost, objasnjenje za ovakvu pojavu pri
ocenjivanju moZemo dati na osnovu toga Sto potrosaci verovatno uzimaju u obzir
nacin na koji je uobicajeno konzumirati bele sireve u salamuri, Sto dopusta njihovu

izrazeniju slanost.

Zamerka koja se pored preterane slanosti takode srete kod najveteg broja
uzoraka, mada ne uzrokuje statisticki znacajan pad ocene ukupne prihvatljivosti, je
previse jak ukus (Uzorci: 80/3,90/3,80/10,90/10, 65/40, 80/40). Potrosacima je
prepusteno da sami pretpostave $ta podrazumeva jak ukus. Imajuci u vidu njihov

odgovor u slucaju sireva u ranoj i srednjoj fazi zrenja, moze se zakljuciti da
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3 dana star proizvod 10 dana star proizvod 40 dana star proizvod
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Slika 32. Distribucija ucestalosti ocena dobijenih primenom skale “upravo onako kako bi trebalo da bude” u pogledu prihvatljivosti
slanog i kiselog ukusa, tvrdoée, masnoce i jaCine ukusa, za uzorke tretirane termickim tretmanima: 65°C/30 min, 80°C/5 min i
90°C/5 min nakon 3, 10 i 40 dana zrenja.
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Slika 33. Rezultati analize pada srednje vrednosti ocena ukupne prihvatljivosti za
uzorke tretirane termickim tretmanima: 65°C/30 min, 80°C/5 min i 90°C/5 minuta
nakon 3 (Slika 33(A)), 10 (Slika 33 (B)i 40 dana zrenja Slika 33 (C)

potroSaci varijante sireva dobijene od mleka tretiranog termickim tretmanom
oStrijim nego Sto je niska pasterizacija ocenjuju kao sireve sa previse jakim
ukusom. Medutim, nakon 40 dana zrenja kod varijante sira proizvedenog od mleka
tretiranog najoStrijim primenjenim reZimom termicke obrade, jac¢ina ukusa je
ocenjena “kako treba da bude”, od strane vise od 80% potrosaca, sto ukazuje na to
da naznaceni termicki tretman prouzrokuje pojavu specificnog ukusa, jaeg nego
Sto su potrosaci navikli, koji se tokom zrenja gubi ili biva maskiran ostalim

komponentama ukusa koje se tokom zrenja generisu.

5.5.4.3. Ocena kvaliteta sireva

Na osnovu ocena koje su clanovi stru¢ne komisije dali za spoljni izgled, izgled
preseka, miris, ukus i konzistenciju oglednih uzoraka, za svakog ocenjivaca
posebno raCunata je ponderisana srednja ocena koja izrazava ukupni kvalitet
proizvoda, na nacin opisan u poglavlju Materijal i metod. Rezultati su prikazani u

Tabeli 15.
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Analizom varijanse ponderisanih srednjih ocena kvaliteta ustanovljeno je da
znacajan efekat (p<0.05) na ukupan kvalitet imaju i termicki tretman i stadijum

zrenja, dok interakcija ova dva faktora nije bila statisticki znacajna.

Na osnovu ponderisanih srednjih ocena moZe se izvesti zakljuak da odlican
kvalitet koji podrazumeva izraZena pozitivna svojstva bez nedostataka (ocena >
4,5) imaju uzorci: 80/3,90/3,90/10 i 90/40, dok svi ostali uzorci imaju vrlo dobar

kvalitet (3,5 < ocena < 4,5), koji podrazumeva manje nedostatke.

MoZe se uociti da se nakon tri dana zrenja kvalitet svih uzoraka ponaosob znacajno

razlikuje, pri ¢emu je uzorak 65/3 ocenjen najslabijom ocenom dok je uzorak 90/3

najbolje ocenjen. Sir dobijen od mleka tretiranog termickim tretmanom 90°C/5

minuta dobio je od strane stru¢ne komisije znacajno bolju ukupnu ocenu kvaliteta

od ostalih uzoraka (p<0,05).

Tabela 15. Ponderisane srednje vrednosti ocena kvaliteta za uzorke tretirane
termic¢kim tretmanima: 65°C/30 min, 80°C/5 min i 90°C/5 minuta

nakon 3, 10 i 40 dana zrenja, dobijene metodom bodovanja
pojedinacnih svojstava (spoljasnji izgled, izgled preseka, miris, ukus i

konzistencija)
Termicki tretman
Stadijum zrenja 65°C/30min 80°C/5min 90°C/5min
3 dan 4.22+0,13° 4.524+0,20™° 4.97+0,45"°
10 dan 4.24+0,06 4,100,105 4.57+0,12%°
40 dan 4.29+0,06° 4.16+0,335 4.80+0,1875°

Srednje vrednosti koje su obeleZene razli¢itim malim slovima znacajno se razlikuju unutar reda (Uticaj
termickog tretmana)

Srednje vrednosti koje su obelezene razli¢itim velikim slovima znacajno se razlikuju unutar kolone
(Uticaj stadijuma zrenja)

Ukoliko se ponaosob posmatraju tri razli¢ite varijante sireva kroz zrenje, moze se
zakljuciti da se ukupna ocena kvaliteta za sir dobijen od mleka tretiranog niskom
pasterizacijom ne razlikuje znacajno u ranoj, srednjoj i kasnoj fazi zrenja. Sir od
mleka tretiranog na 80°C/5 minuta najbolje je ocenjen nakon 3 dana zrenja, dok je
u srednjoj i kasnoj fazi zrenja dobio znacajno niZu ocenu ukupnog kvaliteta
(p<0,05). I poslednja varijanta, sir dobijen najosStrijim termickim tretmanom
(90°C/5 minuta), na pocetku zrenja dobio je znacajno viSu ocenu nego nakon 10

dana. Zapravo uzorku 90/3 strucna komisija je dala najbolju ocenu od svih

analiziranih uzoraka, koja se ipak statisticki znacajno (p<0,05) ne razlikuje od

125



Zorana N. Miloradovi¢ - Rezultati i diskusija - Doktorska disertacija

ocene koja je dodeljena uzorku 90/40. Drugim re¢ima, stru¢na komisija smatra da
sir proizveden od mleka tretiranog na 90°C/5 minuta ima najbolji kvalitet bilo da
je sasvim mlad (3 dana) ili da je zreo (40 dana). Generalno najslabije ocene za
kvalitet dobili su uzorci nakon 10 dana zrenja, Sto se moZe povezati sa
deskriptivnom senzornom analizom, na osnovu koje se vidi da u ovom stadijumu
zrenja sirevi imaju najuzu paletu senzornih svojstava, Sto je stru¢na komisija i

prepoznala.

[zmedu srednje vrednosti ocena koje su potrosaci dali za ukupnu prihvatljivost
uzoraka i srednje ponderisane ocene koje je stru¢na komisija dala za ukupan
kvalitet sireva izvrSena je korelaciona analiza. Utvrdeno je da izmedu navedenih
ocena postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija (p<0,05, R=0,73). Na osnovu
korelacione analize moZemo da zaklju¢imo da su potrosaci “prepoznali” kvalitet

onih sireva za koje je strucna komisija dala visoku objektivnu ocenu kvaliteta.
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6. Zakljucci

1. Cinjenica da se nakon obiranja formira veca koli¢ina taloga u slucaju kozjeg
mleka nego u slucaju kravljeg mleka, kao i Cinjenica da se termickim
tretmanom koji se primeni pre obiranja kozjeg mleka utice na formiranje
znacajno veceg udela taloga u sluCaju kozjeg mleka u odnosu na kravlje,
predstavlja jo$ jednu od manifestacija niZe koloidne stabilnosti kazeinskih
micela kozjeg mleka. lako je ovakva razlika u koloidnom sistemu kazeina kozjeg
i kravljeg mleka poznata decenijama, rezultati ovog rada mogu posluZiti kao
osnova za buduca istrazivanja koja bi se bavila prilagodavanjem uslova
obiranja kozjeg mleka u industrijskim uslovima, Sto bi rezultovalo boljim
kvalitetom kozjeg mleka i mle¢nih proizvoda.

2. Obzirom na to da je utvrdeno da se nakon uklanjanja masti iz kozjeg mleka
primenom reZima obiranja na 600 g/ 15 min/ 20°C ne umanjuje vidljivost
proteinskih traka nakon elektroforetske analize, moZe se zakljuciti da je
navedeni rezim adekvatan u okviru pripreme uzoraka, kako bi se izbegli gubici
proteina taloZenjem, a samim tim i pogresna interpretacija rezultata.

3. Nakon termickog tretmana na 80°C/5 min i 90°C/5 min, kako kravljeg tako i
kozjeg mleka, uocava se pojava HMW kompleksa. Takode, stepen agregiranja (3-
CN nakon tretmana na 80°C i 90°C u trajanju od 5 min, statisti¢ki je znacajno
razlicit u odnosu na sirovo mleko.

4. Zarazliku od kravljeg as2-CN koji se u sirovom mleku nalazi u obliku dimera, u
sluc¢aju kozjeg mleka dimer os2-CN nije detektovan ni u uzorku sirovog niti u
termicki tretiranim uzorcima mleka. Odsustvo dimerne forme os2-CN moZe se
posmatrati kao jo$ jedna specificnost kazeinske micele kozjeg mleka.

5. Na osnovu ovog rada, odnosno rezultata elektroforetskse analize termicki
tretiranog mleka, moZe se pretpostaviti da u odredenoj meri i kod kozjeg mleka
dolazi do pojave homopolimera k-CN c¢ija je molekulska masa na osnovu
standarda proteina poznate mase >150 kDa. Potrebna su dalja istraZivanja

kako bi se ova pretpostavka potvrdila.
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6. Kad je u pitanju B-lg, na stepen kovalentnog agregiranja statisticki znacajan
uticaj (p<0,05) ima termicki tretman i prisustvo masti u sprezi sa vrstom
mleka. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) postoji izmedu wuzoraka
punomasnog kravljeg i kozjeg mleka tretiranog na 90°C/5 min, pri ¢emu B-Ig
kravljeg mleka znacajno manje ucestvuje u kovalentnim agregatima nego isti
protein kozjeg mleka. U slucaju kravljeg mleka postoji znacajna razlika
(p<0,05) izmedu stepena kovalentnog agregiranja [(-lg u obranom i
punomasnom mleku, pri ¢emu do intenzivnijeg agregiranja dolazi u slucaju
obranog mleka. Kod kozjeg mleka znacajna razlika izmedu obranog i
punomasnog mleka u navedenoj pojavi ne postoji.

7. Obim vezivanja a-la u proteinske agregate putem disulfidnih veza visestruko
manji nego Sto je to slucaj sa (-lg. Statisticki znacajna razlika postoji izmedu
stepena agregiranja a-la u mleku tretiranom na 90°C/5 min i sirovog mleka.
Trend udela SDS-monomera k-CN u ukunim monomerima ove kazeinske
frakcije sa pooStravanjem termickog tretmana vrlo je neujednacen, odnosno
naizmenicno raste i opada bez ikakvog jasnog reda Znacajan uticaj termickog
tretmana postoji i u slucaju ovog proteina na kovalentno vezivanje njegovih
monomera u proteinske agregate, pri ¢emu se na osnovu parnih poredenja
moze utvrditi da statisticki znacajna razlika (p<0,05) postoji izmedu uzorka
tretiranog na 90°C/5 min u poredenju sa sirovim mlekom. Na osnovu
prethodno iznetih rezultata moZe se zakljuciti da je -lg pored toga Sto je
inicijator reakcije stvaranja agregata proteina mleka reakcijom tiol-disulfidne
izmene, u znacajnoj meri iz svog monomernog oblika pod dejstvom termickog
tretmana na 80°C/5 min i 90°C/5 min preSao u neku vrstu asocijata ili
agregata. Takode, moze se zakljuciti da se znacajno kovalentno agregiranje o-la
i k-CN deSava samo nakon tretmana na 90°C/5 min. Na osnovu toga se mozZe
pretpostaviti da na 80°C/5 min u najve¢oj meri dolazi do formiranja
homopolimera B-lg. Dalja istrazivanja na temu uticaja termickih tretmana na
mehanizme koji se odigravaju na molekulskom nivou osnovnih komponenata
kozjeg mleka su poZeljne, kako bi se u Sto vecoj meri ispitale specifi¢nosti
kozjeg mleka, i na osnovu njih izvrsila optimizacija procesa njegove obrade i

prerade.
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8. SiriSnom koagulacijom termicki tretiranog mleka potvrdeno je da ¢ak i kad se
primeni tretman 90°C/5 min, koagulacija ne izostaje, kao u slucaju kravljeg
mleka. Na osnovu dobijenih rezultata u model sistemu utvrdeno je da se pod
dejstvom termickih tretmana znacajno uvecava kontrolni randman Na osnovu
rezultata korelacione analize moZe se zakljuliti da stepen kovalentnog
agregiranja serum proteina prouzrokovan termickim tretmanima obranog
mleka, kao i uvecanje sadrzaja vode u “model” siru, dovodi do uvecanja
kontrolnog randmana. Medutim kada je punomasno mleko u pitanju,
formiranje kovalentno vezanih agregata u kojima ucestvuju glavni serum
proteini nisu u znacajnoj meri povezani sa uve¢anjem kontrolnog randmana.
Potrebna su detaljnija istraZivanja kako bi se utvrdilo u kojoj meri i na koji
nacin mast utice na navedene pojave.

9. Pod dejstvom termickih tretmana dolazi do znacajnog sniZavanja Cvrstine
grusa (CF) i do znacajnog smanjenja brzine agregiranja (AR), Sto je i ocekivano.
Ukoliko se kozje mleko termicki tretira na T < 80°C, vreme koagulacije ili ostaje
isto, ili raste, dok termicki tretmani na T = 90°C ili nemaju uticaj ili uti¢u tako
Sto skracuju vreme koagulacije. Potrebna su dalja istrazivanja kako bi se
utvrdio uzrok suprotnog dejstva razli¢itih termickih tretmana na vreme
koagulacije kozjeg mleka. Vazno je takode ista¢i da termicki tretmani na T 2
90°C imaju suprotan efekat na vreme koagulacije kravljeg i kozjeg mleka.
Objasnjenje koje se najceSce srece u literaturi na ovu temu je: razli¢it mineralni
i proteinski sastav kozjeg i kravljeg mleka Potrebna su dalja istrazivanja da bi
se detaljnije utvrdilo Sta je ta¢no uzrok ovakvih razlika.

10. Ispitivanjem korelacije izmedu randmana sve tri varijante sira i parametara
koagulacije (AR, CT, CF) utvrdeno je da jedina znacajna korelacija (p<0,05, R=-
0,999), i to vrlo jaka, negativna, postoji izmedu brzine agregiranja i randmana
sireva, odnosno, uveéanje randmana nastaje kao posledica sporijeg formiranja
grus$a, dok izmedu c¢vrstine grusa i randmana ne postoji znacajna korelacija, a
takode ni izmedu vremena koagulacije i randmana.

11.1ako je efikasnost randmana nakon tretiranja mleka na 90°C/5 min najmanja u
odnosu na ostale ispitivane rezime termicke obrade, sam randman je i dalje

znacajno uvecan u odnosu na randman nakon tretiranja mleka rezimom niske
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12.

13.

14.

15.

16.

pasterizacije. Naime, od 100 kg mleka tretiranog niskom pasterizacijom dobija
se 10,68(%0,59) kg sira, dok se od mleka podvrgnutog tretmanu na 90°C/5 min
dobija 15,38(+0,60) kg. U ekonomskom smislu uvecanje od 44% je vrlo
povoljno, kao takode i uvecanje od 33,2% koliko se postiZe tretmanom na
80°C/5 min.

Ukoliko se posmatra procentualno uvecanje iskoriS¢enja masti i proteina mleka
prilikom proizvodnje sira nakon termickog tretmana mleka na 80°C/5 min i
90°C/5 min u odnosu na nisku pasterizaciju, moZe se uociti da termicki tretman
viSe utiCe na uvecanje sadrZaja masti (23,92% i 38,34%, respektivno) nego na
uvecanje sadrzaja proteina (13,22% i 23,86%, respektivno).

Osnovni hemijski sastav, kao i proteinski sastav uzoraka surutke dobijene
prilikom proizvodnje sira od niskopasterizovanog mleka, od mleka tretiranog
na 80°C/5 min i 90°C/5 min je znacajno razlicit, Sto pruZza mogucénost da se
primenom razli¢itih termickih tretmana mleka namenjenog proizvodnji sira
dode do potpuno novog, specificnog proizvoda. Potrebna su dalja istrazivanja
kako bi svaka od tri varijante surutke bila detaljnije okarakterisana.

Nakon proizvodnje sira, i odredivanja promena osnovnih parametara kvlaiteta
tokom zrenja, na osnovu sadrZzaja VuBM i MuSM, prema Pravilniku o kvalitetu
proizvoda od mleka i starter kultura sve tri varijante proizvedenih sireva
spadaju u meke sireve na granici izmedu polumasnih i punomasnih sireva.

Po pitanju osnovnog hemijskog sastava, eksperimentalni sirevi se ne razlikuju
znacajno od kontrolne varijante. Odnosno, termic¢kim tretmanom kozjeg mleka
ne dobijaju se beli sirevi u salamuri obogaceni visokim sadrZajem proteina ili
masti, kao $to bi se moZda moglo ocekivati na osnovu stepena iskoriséenja ovih
parametara. Ipak, uticaj koji termicki tretman mleka vrsi na sadrzaj VuBM,
MuSM P/M kao i na pH vrednost, moZe se odraziti na tok zrenja, kao i na
teksturalne i senzorne Kkarakteristike sireva. Termicki tretman ne utice
znacajno (p<0,05) na sadrzaj soli, kao ni na sadrzaj soli u vodenoj fazi sira. Kod
sve tri varijante sireva ve¢ nakon 10 dana zrenja uspostavlja se koncentracija
SuVF koja se nalazi izmedu 3 i 5%.

Termicki tretman znacajno utice na uvecanje sadrzaja glavnih serum proteina

kao i serum proteina velikih molekulskih masa u siru. Usled veceg udela serum
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18.

19.

proteina u eksperimentalnim uzorcima sireva javlja se umanjen udeo kazeina.
U slucaju B-CN, smanjenje udela pod uticajem termickog tretmana je i
statisticki znacajno (p<0,05) MoZe se zakljuciti da se radi o tri varijante sira
znacajno razli¢itih u pogledu proteinskog sastava na pocetku zrenja, Sto moZze
uticati na pojedine procese koji se tokom zrenja odigravaju, ali takode i na
nutritivnu vrednost i senzorne karakteristike sireva.

Na osnovu statisticke analize moZe se zakljuciti da oba faktora: termicki
tretman i stadijum zrenja uticu znacajno na sadrZaj rezidualnog as-CN u
sirevima. U kontrolnom uzorku, proteoliticke promene na os-CN su izraZenije,
Sto se moZe objasniti time da su usled kompleksnije umreZenog matriksa, u
eksperimentalnim uzorcima sira potencijalna mesta hidrolize manje dostupna
dejstvu himozina.

Statistickom analizom utvrdeno je da stadijum zrenja nema znacajan uticaj
(p<0,05) na procentualni udeo rezidualnog [3-CN, Pocetna, znacajna razlika u
udelu B-CN u eksperimentalnim uzorcima sireva zadrzava se do kraja zrenja.
Sto se ti¢e sekundarne proteolize, ni termic¢ki tretman ni stadijum zrenja ne
vrSe znacajan uticaj na promenu udela azotne frakcije rastvorljive u 12% TCA,
odnosno ne uticu na dubinu zrenja, koja je u slucaju sve tri varijante sira
limitirana.

Na osnovu analize teksturalnih svojstava tri ispitivane varijante sireva,
mozemo zakljucCiti sledeCe: (1) termicki tretman znacajno utiCe na sve
ispitivane parametre teksture kao i na tok promena teksturalnih svojstava
sireva tokom zrenja; (2) izmedu uzoraka 80/5 i 90/5 ne postoje znacajne
razlike u ispitivanim parametrima teksture, Sto znaci da sve promene koje se
desSavaju, nastaju ve¢ pri termickom tretmanu od 80°C/5 min; (3) parametri
koji u najvecoj meri direktno doprinose tome da se tekstura sira dobijenog od
pasterizovanog mleka znacajno razlikuje od sireva dobijenih ostijim termickim
tretmanima su pH vrednost i sadrzaj VuBM. Indirektno, ove razlike svakako
mogu biti pripisane uticaju termickih tretmana na izmenjen oblik i sastav
kazeinskih micela u samom mleku, usled Cega su izmenjeni parametri
koagulacije, i pojedini parametri fizicko-hemijskih svojstava sireva, kao i tok

proteolitickih promena tokom zrenja.
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22.

Deskriptivnom senzornom analizom utvrdeno je sledece: (1) sirevi proizvedeni
od mleka tretiranog reZimima oStrijim od niske pasterizacije imali su izraZeniji
ukus na surutku i kuvano mleko u odnosu na sireve dobijene od
niskopasterizovanog mleka, mada je i kod njih intenzitet ovih ukusa bio slabiji
od ocekivanog, posebno u kasnijim fazama zrenja. (2) Ni u jednom uzorku, bez
obzira na termicki tretman i stadijum zrenja, ukus na kozje mleko nije bio
izrazen, mada je do intenziviranja ukusa doslo u zavrsnoj fazi zrenja, Sto se
moZe objasniti uvecanjem sadrzaja slobodnih masnih kiselina putem
lipolitickih promena.

Po pitanju prihvatljivosti od strane potrosaca, utvrdeno je da su mladi sirevi,
kao i sirevi dobijeni od mleka termicki tretmiranog na 90°C/5 min kroz sve faze
grupi 1, grupa 2 i 3 (ukupno 52,5 % potrosaca) se opredelila za zrelije sireve.
Grupa 2 (32,5% potrosaca) pokazivala je naklonost ka sirevima izraZenije
kiselosti, slanosti i kozjeg ukusa, dok je grupa 3 (20%) teZila sirevima kod
kojih je kozji ukus bio najslabije izrazen. Poslednji podatak ide u prilog Cinjenici
da ipak postoji znacCajan broj potrosaca koji ne pokazuje naklonost ka
karakteristicnom ukusu kozjeg sira bez obzira na to $to je u pitanju beli sir u
salamuri koji je na naSem trZiStu veoma zastupljen. Ova grupa takode, najbolje
ocenjuje kontrolnu varijantu sireva, dobijenu od mleka tretiranog uobicajenom,
niskom pasterizacijom, kroz sve analizirane tacke zrenja. U pogledu stadijuma
zrenja ova grupa pokazuje najvecu naklonost, u odnosu na ostale grupe, ka siru
starom 10 dana. Obzirom da je deskriptivnhom analizom ustanovljeno da sireve
u ovoj fazi zrenja karakteriSe samo izrazena slanost, mozemo zakljuciti da se tih
istih 20% potrosaca opredeljuje za sireve koji nemaju izraZena bilo koja od
analiziranih specifi¢nih svojstava ukusa.

Iz rezultata dobijenih na osnovu ocene prihvatljivosti od strane potrosaca,
moZe se uotiti da ni jedan od uzoraka nije presao granicu neprihvataljivosti. Sto
se teksture tice, moZe se zakljuciti da iako su razlike u teksturi potvrdene
instrumentalnim metodama, po pitanju njene prihvatljivosti potrosaci nisu
izdvojili ni jedan od uzoraka. Suprotno ocekivanjima, najbolje ocene u svim

kategorijama dobili su sirevi proizvedeni od mleka tretiranog termickim
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23.

tretmanom 90°C/5 min i to: za ukus i ukupnu prihvatljivost - uzorak 90/40, za
teksturu uzorak 90/10 a za miris 90/3.

Na osnovu distribucije ucestalosti ocena koje su potrosaci davali za svih devet
uzoraka sireva na skali “upravo onako kako bi trebalo da bude” uzorku 90/40
za svako ispitivano svojstvo visSe od 80% potrosaca dalo je jednu od ocena iz
grupe “kako treba”. Sto se ostalih uzoraka ti¢e, nije postojao ni jedan uzorak
kod kog je usled odstupanja ocene od one “kako treba da bude” doSlo do
znacajnog pada ocene ukupne prihvatljivosti. Ovo bi znalilo da iako se
potroSaci izjaSnjavaju za svojstva pojedinih uzoraka nepovoljno, oni smatraju

ipak da je taj isti uzorak prihvatljiv.

24.Stru¢na komisija ocenila je kvalitet sira dobijenog od mleka tretiranog

25.

26.

termic¢kim tretmanom 90°C/5 minuta znacajno boljom ukupnom ocenom
kvaliteta od druge dve varijante sireva. Stru¢na komisija smatra da sir
proizveden od mleka tretiranog na 90°C/5 minuta ima najbolji kvalitet ukoliko
je sasvim mlad (3 dana) ili zreo (40 dana). Generalno najslabije ocene za
kvalitet dobili su uzorci nakon 10 dana zrenja, Sto se moZe povezati sa
deskriptivnom senzornom analizom, na osnovu koje se vidi da u ovom
stadijumu zrenja sirevi imaju najuzu paletu senzornih svojstava, $to je strucna
komisija i prepoznala.

Izmedu srednje vrednosti ocena koje su potrosaci dali za ukupnu prihvatljivost
uzoraka i srednje ponderisane ocene koje je stru¢na komisija dala za ukupan
kvalitet sireva izvrSena je Kkorelaciona analiza. Utvrdeno je da izmedu
navedenih ocena postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija (p<0,05,
R=0,73). Na osnovu korelacione analize moZemo da zaklju¢imo da su potrosaci
“prepoznali” kvalitet onih sireva za koje je strucna komisija dala visoku
objektivnu ocenu kvaliteta.

Imaju¢i u vidu sve dobijene rezultate, moZe se zakljuciti da je moguce
proizvesti kozji sir u salamuri od mleka tretiranog reZimima termicke obrade
ostrijim od klasi¢ne niske pasterizacije uz uvec¢anje randmana i visu nutritivnu
vrednost. Na osnovu senzorne analize realno je oCekivati da bi ovakav proizvod

bio prihvacen na trzistu.
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Cryaujexu nporpam: [Ipexpambena TeXHOIOrH]ja

Hacnos jpoxropcke jauceprauuje: . Kapakrepuernke OGelMX cupeBa Y cajaMypH

Npou3BeaeHuX 01 KO3jer MJieKa TPETHPAHOI PA3JHYHTHM TePMHYKHM TperMannma‘

Menrop: nipod.ip Ormen Mz‘lhei

[Tornucanu/a: 3opana H. MuiopajioBuh

WsjaBbyjeM Ja je 1iTaMiaHa Bep3dja Moje JOKTOPCKE JMCepTaluje HCTOBETHa
€JIEKTPOHCKO] BEP3MjH KOjy caM mpejao/na 3a objasibiBarbe Ha noprany Jururannor
penozuTopujyma Yuusepsurera y beorpanuy.

Jlo3BoJbaBam jia ce 00jaBe MOjH JINYHM TTOJIAIM Be3aHU 3a JOOHjambe aKaJeMCKOr 3Barmba
JIOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy MM M [pe3uMe, FOJJHHa U MecTo polerma u jaTym oa0paHe
paja.

OBM JIMYHE [OJAIIM MOTY ce 00jaBUTH Ha MpPEXHHM CTpaHULAMa JUrdTaaHe
Oubnuoreke, y eINEKTPOHCKOM Karajory W y mnyOiukauujaMa YHHBEp3UTETa Y

beorpany.

[Mornue fokTOpanIa

V Beorpany, 27.03.2015. / g f
gm#a W/’;&ﬂ



[puaor 3.

H3jaBa o kopumhemwy

Osnamhyjem Yuusepsurercky oubnmorexy ,,Cerozap Mapkosuh™ na y Jlururannu
periozuTopujymM YuuBepsurera y beorpamy yHece MOjy AOKTOPCKY AMCEPTALU]y 10
HACJIOBOM:

,,Kapak’repucnme oenux cupeBa v cajaMypH NPOUIBEACHHX 0L Ko3jer muJieka

TpeTHPAHOr PA3JIHYHTHM TePMHYKHM TpeTManuma‘

KOja je MOje ayTOPCKO JIeNO0.

Jucepraiujy ca CBUM NPHJIO3UMA [IPEAAo/Ia caM y elIeKTPOHCKOM (opmaty 1oroHom
3a TPAJHO apXHUBHPALE.

Mojy ZOKTOPCKY AMCEpPTALNjY OXpambeHy Yy Jlurntanty perno3uTopujym Y HuBep3urera
y beorpay mory j1a KopucTe ¢BH KOjH NOIITYjy ojpeade cajpikane y 01adpaHoM THITY

ymuuenne Kpearusne 3ajennune (Creative Commons) 3a Kojy cam ce 0Ty4uo/a.

1. AytopcTBo
2. AYyTOPCTBO - HEKOMEPIH]AIHO
AYyTOPCTBO — HEKOMEPIHjaIHO — Oe3 nmpepajie
4. AyTOpcTBO — HEKOMEPIIHJAIHO — JEITUTH 1101 HCTHM yCJI0BUMA
5. AyropcerBo — 6e3 npepa/jie
6. AyTOpCTBO — A€THMTH IO/ UCTHM YCIIOBHMA
(Monumo J1a 3a0KpyXKHUTE caMo jeHy OJ1 IeCT IOHYheHUX JIMIEHIHM, KpaTak OImuce

JIMLEHLHM JIaT je Ha Kpajy).

[Tornue goxkTopania

Y Beorpany, 27.03.2015.
Jopase V/MP?QOM




1. AyropcTBo - J[03BOJbaBaTe yMHOXKaBame, JTUCTPUOYIU]y M jaBHO CAOMINTaBamke jeia, U
mpepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HadyuH oapeheH O cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIUIICHIIC, YaK U y KoMeplujainae cBpxe. OBO je Hajciio00HU]ja 0] CBUX JIUIICHITH.

2. AyrtopcTBo — HekoMmeprujanHo. Jlo3Bo/baBaTe YMHOXaBame, IUCTPUOYIHjY U jaBHO
caomIITaBame Jiena, 1 Ipepajie, ako ce HaBeJe nMe ayTopa Ha HauuH ojJpehen ox crpane ayTopa
nin AaBaona Jmrenne. OBa TUIeHIIa He J03BOJbaBa KOMEPLIMjaIHy yIoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO - HeKOMepIHjasiHo — Oe3 pepaje. Jlo3BosbaBaTe YMHOKABAKE, JUCTPUOYIIH]Y U
jaBHO caomIITaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, MPeodINKOBaka WK yIoTpede ena y CBOM Jiey, ako
ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ozapeheH o cTpaHe ayTopa miu JaBaona JuieHie. Oa
JIMIICHIIA HE JI03BOJbaBa KOMEPIHMjaIHy yroTpeOy aena. Y oJJHOCYy Ha CBE OcTalie JIMIEHIIE, OBOM
JIUIICHIIOM ce orpaHnyaBa HajBehn o0MM IpaBa Kopuihema Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjAITHO — JISTUTH TI0JI UCTHM ycloBUMa. J{03BoJbaBaTe yMHOXKABAE,
JTMCTpUOYIM]y U jaBHO CaolINTaBame Jena, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayropa Ha HAYWH
oJipeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIEHIIe U aKo ce Ipepaja AUCTpUOyHpa rmoj UCTOM
Win ciuvHoM JureHioM. OBa JIMIIEHIIA HE JI03BOJhaBa KOMEpPIHMjaNHy yrnorpely jena u
npepaja.

5. AyropcrBo — 0e3 mpepane. Jlo3BojbaBaTe YMHOXKAaBame, JAUCTPUOYIHM]Y W jaBHO
CaoIITaBamke Jea, 0e3 MpoMeHa, MPEoOIMKoBamka WK yIoTpede Aeiia y CBOM JeTy, ako Ce
HaBeJle IMe ayTopa Ha Ha4MH ojpeljeH oJ] cTpaHe ayropa win JaBaora JmieHie. OBa JIrieHa
JI03BOJhaBa KOMEPIIHjaJIHY YIIOTpeOy mena.

6. AyTOPCTBO - JIETUTH ITOA UCTUM yciaoBUMa. /[03BoJpaBaTe yMHOXKaBarmbe, AUCTPUOYIIH]Y H
jAaBHO caoNINTaBame Jea, | mpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oJpel)eH o] CTpaHe
ayTopa WJIM JaBaolla JIMICHIIE U aKo ce Tpepajga JUCTpHOyUpa TIOJ UCTOM WM CIUYHOM
mureanioM. OBa JMIIEHIA T03BOJbaBa KOMEPIMjaIHy ymoTpedy mnena u mpepanga. CrudHa je

co(pTBEpCKUM JIMIICHIIaMa, OHOCHO JIUIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



