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REZIME

Kajmak je srpski autohtoni mle¢ni proizvod koji se prevashodno izraduje u domacoj
radinosti. Odlikuje se specificnim sastavom i senzornim svojstvima, na osnovu kojih se
moze svrstati u grupu delikatesnih mle¢nih proizvoda, koji se nalaze izmedu sireva i
maslaca. Medutim, izrazita raznolikost uslova u kojima se proizvodi rezultira u izrazito
velikom variranju sastava i kvaliteta kajmaka, koja onemoguéavaju njegov organizovan
1 Siri nastup na trziStu. Proces formiranja kajmaka moze se podeliti na toplu i hladnu
fazu. U toploj fazi, usled povrSinske aktivnosti masti i proteina, kao i intenzivnog
isparavanja vode, dolazi do formiranja pocetne pokoZice, koja predstavlja osnovu i
gornji sloj kajmaka, dok u hladnoj fazi dolazi do obogacivanja pokozice mle¢nom
maséu, pri ¢emu se formira donji sloj kajmaka.

Termicki tretman mleka zastupljen u proizvodnji kajmaka rezultuje izrazenim
promenama na proteinskom kompleksu mleka, pri ¢emu dolazi do denaturacije proteina
surutke, stvaranja koagregata proteina mleka kao i reakcije denaturisanih proteina
surutke sa proteinima iz adsorpcionog sloja globula mle¢ne masti (MFGM). Usled
povrsinske aktivnosti masti i proteina vrelog mleka dolazi do njihove difuzije i
koncentrisanja u grani¢nom sloju mleko-vazduh. Kazeini se u mleku nalaze u
micelarnoj formi 1 kao takvi pokazuju mali afinitet prema hidrofobnim povrSinama.
Nativni proteini surutke su globularni i sporije se adsorbuju. Medutim, nakon termickog
tretmana, na temperaturama od 70 do 75°C, proteini surutke denaturi$u, pri ¢emu dolazi
do modifikacije sekunadarne i tercijarne konformacije molekula ovih proteina. Ove
modifikacije uzrokuju promene njihovih funkcionalnih svojstava, koje se ogledaju u
povecanoj povrSinskoj aktivnosti, izmenjenoj medupovrsinskoj reologiji, emulzionim 1
penivim svojstvima i dr.

Ambijentalni uslovi u kojima se izvodi proces formiranja kajmaka predstavljaju
znacajan faktor u proizvodnji kajmaka. U toku procesa formiranja pokozice i kajmaka
mleko se neprekidno hladi i permanentno je u kontaktu sa okolnim vazduhom. U toku
procesa hladenja dolazi do razmene energije, odnosno, procesa predaje toplotnog fluksa
sa strane vrelog mleka vazduhu, uz istovremeno isparavanje vode iz mleka.

Istrazivanja obuhvatena ovim radom imaju za cilj detaljnije sagledavanje
mehanizama formiranja kajmaka, kao i faktora koji uti¢u na sastav i svojstva proizvoda,

a sve u funkciji stvaranja Sire nau¢ne osnove u poznavanju postupka formiranja ovog



specificnog mle¢nog proizvoda. Eksperimentalni rad disertacije je realizovan
izvodenjem procesa formiranja kajmaka u toku prvih 60 minuta u ambijentalnim i u
kontrolisanim uslovima, a obuhvata proucavanje uticaja sastava i termi¢kog tretmana
mleka, kao i parametara vazduha, na proces pocetne faze proizvodnje kajmaka u kojoj
dolazi do formiranja pokozice, kao osnove strukture buduéeg proizvoda. Primenom
elektroforetskih tehnika, kako u redukuju¢im tako i u neredukujué¢im uslovima,
ostvarena je karakterizacija proteinskih frakcija mleka pre i nakon formiranja pokozica,
kao 1 proizvedenih pokozica. Uticaj termickog tretmana i sastava mleka na strukturu
pokozice sagledan je primenom tehnike skenirajuée elektronske mikroskopije.

Na osnovu analize poredenja koeficijenata varijacije (Cv) rezultata razli¢itih ogleda
ustanovljeno je znac¢ajno smanjenje varijabilnosti parametara prinosa i sastava uzoraka
ogleda izvedenih u uslovima kontrolisanih parametara vazduha u poredenju sa ogledima
izvedenih u ambijentalnim tj. nekontrolisanim uslovima.

Uticaj termickog tretmana na formiranje pokozice je dvojak i moze se posmatrati
kroz uticaj: (i) na proteinski kompleks mleka i (ii) na visinu pocetne temperature
formiranja kajmaka. Intenzitet termi¢kog tretmana se reflektuje na ponasanje proteina
na grani¢noj povrsini, dok se uticaj pocetne temperature ogleda kroz intenzitet
isparavanja vode iz mleka. Vrednost pocetne temperature formiranja kajmaka,
zahvaljujuci specificnom karakteru uticaja na proteine i masti, predstavlja veoma snazan
mehanizam u upravljanju procesom formiranja pokozice. Eksperimentalno je utvrdjeno
da se snizavanjem pocetne temperature formiranja kajmaka snizava koncentracija
proteina, a povecava koncentracija masti u pokozici.

Ispitivanja uticaja sastava mleka su pokazala da su proteini mleka, i pored relativno
male zastupljenosti u kajmaku, daleko najvazniji konstituent, koji predstavlja osnovu za
izgradnju strukture pokozice. Karakter i intenzitet uticaja proteina u mleku na sastav
pokozica preovladujuce zavisi od njihove koncentracije u mleku. U slucaju rastuceg
sadrzaja proteina mleka, pri razli¢itim koncentracijama masti mleka, dolazi do promene
karaktera njihovog uticaja. Porast proteina u mleku sa 3,4% na 4,2% favorizuje uticaj
masti, tako da je ustanovljeno povecanje koli¢ine masti pokozice za oko 20%, a proteina
za samo oko 9%. Medutim, daljim povecanjem sadrzaja proteina u mleku, sa 4,2% na
5%, dolazi do promene karaktera ponasSanja u smislu preovladujuceg ukljucivanja

proteina u pokozicu, tako da je procenat porasta proteina oko 19%, a masti oko 7%.



Intenzitet preovladujuceg uticaja proteina je jaCe izrazen kod viSih nivoa proteina u
mleku, bez obzira na veliko uc¢es¢e masti u mleku, koje je u nasem slucaju iznosilo
maksimalno 8%. U okviru proteinskog kompleksa esencijalnu ulogu imaju proteini
surutke, ¢ije se funkcionalno delovanje aktivira tokom termicke obrade mleka, tako da
denaturisani proteini surutke na neki nacin predstavljaju cementni materijal u izgradnji
pokozice. Funkcionalnost denaturisanih proteina surutke se ispoljava kroz razvijanje
snazne emulgujuce funkcije razmotanih proteina surutke. Njihova funkcionalnost, uz
promovisanje limitirane fibrozne strukture, posebno dolazi do izrazaja u uslovima
povecanog sadrzaja masti u mleku. Naime, uvecano prisustvo masti dovodi do
povecanja sadrzaja masti u pokozici, uz istovremeni porast odnosa apsolutnih koli¢ina
masti i proteina (M/P), §to rezultira u povecanju razudenosti proteinske strukture. Pri
analiziranju doprinosa proteina u formiranju pokozice, sti¢e se utisak da kazeinska
komponenta pokozice u vecoj meri ima ulogu nosaca denaturisanih proteina surutke,
kao i gradivnu ulogu pokozice. Indicije ovakvog razmi$ljanja svoj osnov nalaze u
postavci da je kazein u pokozici prisutan u micelarnoj formi, a $to je potvrdeno veoma
stabilnim medusobnim odnosom kazeinskih frakcija u pokozici. Elektroforetskim
razdvajanjem u redukujué¢im i neredukuju¢im uslovima je potvrdjeno da su proteini
surutke, B-laktoglobulin i a-laktalbumin, u pokozici prisutni isklju¢ivo u vezanoj formi,
pri ¢emu su preovladujuce prisutni disulfidno vezani kompleksi. Takodje je pokazano
da termicki tretman i sastav mleka, kao i parametri vazduha nemaju uticaja na pojavni
oblik distribucije ovih proteina surutke.

Masna faza u sastavu pokoZice predstavlja najzastupljeniju komponetu. Medutim,
nasi rezultati su pokazali da mast, i pored najvece zastupljenosti, nema najvazniju ulogu
U nastajanju pokozice. Masne globule, zahvaljuju¢i svojoj membrani poseduju daleko
najvec¢i kapacitet za sniZavanje povrSinskog napona, pa je u tom smislu i razumljiva
koncentracija masti u povrSinskoj zoni mleka. Medutim, bez obzira na stepen
koncentrovanja masti, formiranje pokozice izostaje ukoliko se onemogucéi isparavanje
vode iz mleka i spre¢i dodatno koncentrisanje proteina, koje rezultira njihovom
koagulacijom.

Ustanovljen je statisti¢ki vrlo znacajan uticaj relativne vlaznosti vazduha na prinos i
sadrzaj masti pokozica. Utvrdeno je da niska relativna vlaznost vazduha (50%)

omogucava veliki obim odnoSenja vlage, Sto kao posledicu ima snazno isuSivanje



pokozice. Povecana isuSenost pokozice usporava dalje agregiranje proteinskog
materijala, $§to u kona¢nom bilansu umanjuje prinos pokozice. Poveéanjem relativne
vlaznosti vazduha sa 50% na 70% dolazi do povecanja prinosa za oko 30% (sa 31,33g
na 40,67¢g). Nasuprot tome, visoka relativna vlaznost tj. poveéanje relativne vlaznosti sa
70% na 90% usporava gubitak vlage, a time usporava i agregiranje proteina, odnosno
usporava formiranje pokozice, $to za posledicu ima smanjenje prinosa za oko 9%. Stoga
je za optimizaciju procesa formiranja kajmaka potrebno utvrditi optimalnu dinamiku,
kako gubitka vlage, tako i agregiranja proteinskog materijala.

Temperatura vazduha, takode, uti¢e na dinamiku formiranja pokozice. U naSim
ogledima je utvrdeno da porast temperature vazduha ostvaruje dvojni uticaj: povecanje
evaporacije vode, §to za rezultat ima porast suve materije pokozice i istovremeno,
povecanje hidrofobnosti sistema, §to za rezultat ima snaznije inkorporiranje masti U
pokozicu, tako da se sadrzaj masti u suvoj materiji pokozice povecava. Ustanovljeno je
da temperatura vazduha ima statisticki zna¢ajan uticaj na prinos pokozice. Sa porastom
temperature vazduha sa 20°C na 30°C dolazi do statisticki znacajnog porasta prinosa U
iznosu od oko 14% (sa 35,679 na 40,67g). Dalji porast temperature vazduha na 40°C
dovodi do pada prinosa za oko 5% (sa 40,679 na 38,67g) ali koji nije statisticki
znacajan.

Na osnovu svega izloZzenog moze se konstatovati da je formiranje pokoZice veoma
kompleksan proces. Naime, mehanizam njenog formiranja u velikoj meri zavisi od svih
ispitivanih faktora kao S§to su: sastav i termicki tretman mleka, kao i parametari
vazduha. U istrazivanjima je ustanovljeno da postoji veoma veliki stepen medusobne
zavisnosti navedenih faktora kao i da centralna pozicija u formiranju pokozice pripada
proteinima surutke, koji zahvaljuju¢i razmotavanju globularne strukture viSestruko
uvecavaju svoju funkcionalnost, kako u procesu emulgovanja masti, tako i u procesu
gelifikacije pokozice.

Kljucne reci: kajmak, pokozica, povrSinska aktivnost, termicki tretman mleka,
mlecna mast, proteini, proteini surutke, bilans energije i mase, pocetna temperatura
formiranja kajmaka
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SUMMARY

Kajmak is a Serbian autochthonous dairy product which is usually manufactured by
the traditional production procedure. Kajmak is characterized by specific composition
and unique properties and can be classified into the group of delicious dairy products,
which takes place between cheese and butter. However, significant differences in the
production conditions often result in a very large variations of the kajmak composition
and quality, which prevent its widespread and organized appearance on the market. The
process of kajmak formation can be divided into hot and cold phases. In the hot phase,
due to the surface activity of proteins and fats, as well as the intense water evaporation,
the formation of the initial skin layer occurs, which represents the base and the top layer
of the final product (kajmak). In the cold phase, initial skin is being enriched by milk
fat, resulting in the formation of the lower layer of the kajmak.

Heat treatment of milk, which is present in the kajmak production, results in the
significant changes in milk protein complex, such as the denaturation of whey proteins,
formation of milk protein coaggregates as well as reaction of denatured whey proteins
and milk fat globule membrane (MFGM). Due to the strong surface activity, milk fat
globule and proteins diffuse to the top layer of milk and concentrate at the air-milk
interface. Casein, due to its micellar form, has minor affinity for hydrophobic surfaces
compared with individual components of casein micelles or casein preparations. Native
whey proteins are globular and hence shows a little surface activity. However, milk heat
treatment at temperatures between 70°C to 75°C cause denaturation of whey proteins as
well as modification of their secondary and tertiary structure. These modifications cause
changes in their functional properties, which result in the increasing of surface activity,
altered interfacial rheology, emulsion and foaming properties and others.

Environmental conditions represent an important factor in the overall kajmak
production. During the process of the initial skin and kajmak formation, milk is
continuously being cooled and permanently is in contact with the surrounding air.
During the cooling process there is high energy exchange, i.e. the process of heat flux
exchange from the hot milk to the surrounding air. At same time, there is the
evaporation of water from milk.

The aim of this research was detailed investigation of the kajmak forming

mechanisms, as well as factors that influence the composition and properties of this



specific dairy product. All of this was done in order to create a wider scientific
knowledge and better understanding of kajmak formation process. Experimental work
of this dissertation was carried out by performing the kajmak process formation during
the first 60 minutes at ambient and controlled environmental conditions. Also, this study
included the investigation of the influence of milk composition and heat treatment , as
well as air parameters, on the initial phase of kajmak production and the skin layer
properties which represent the basis of final product structure. The characterization of
protein fractions of milk before and after skin layer formation, as well as initial skin
layer formed, was carried out using the electrophoretic techniques, in both, reducing and
non-reducing conditions. Also, the influence of milk composition and heat treatment on
the structure of the skin formed has been analyzed using scanning electron microscopy.

The comparison of the coefficient of variation (Cy) showed the significant reduction
in variability of yield and composition of the skin layer samples produced under
controlled compared to the uncontrolled air parameters.

The influence of heat treatment on the skin layer formation can be observed through
influence of (i) the milk protein complex and (ii) the initial temperature of the kajmak
formation. The intensity of the milk heat treatment influence on the behavior of proteins
on the milk surface, while the initial temperature has impact on the intensity of water
evaporation from milk. The initial temperature, due to its specific influence on milk fat
and proteins, represents very powerful tool for managing the process of the skin layer
formation. This study has shown that the lowering of the initial temperature contributes
to the decreasing of protein and increasing of milk fat concentrations in the skin layer.

The research of the influence of milk composition on the skin layer formation
process has shown that the milk proteins are, despite their relatively small content, the
most important constituent, which represents the basis for the skin layer structure. The
character and intensity of the milk proteins impact prevailingly depends on their content
in milk. In the case of increasing of the milk proteins content at different milk fat
contents, the changes of the character of their influence were found. The increase of
milk proteins from 3.4% to 4.2% resulted in increasing of fat and proteins content in the
skin layer for about 20% and 9%, respectively. However, further increase in the milk
protein content from 4.2% to 5%, resulted in the changes of the character due to their

greater involvement in skin formed. Hence, the increasing of the proteins and fat in the



skin layer, due to increasing milk proteins content, were about 19% and 7%,
respectively. Also, the impact of milk proteins was more pronounced at the higher
levels of milk proteins, despite the high fat content which was maximum 8%. Whey
proteins have an essential role within milk proteins complex, and their functional
activity was expressed during milk heat treatment. So, denatured whey proteins
somehow represent builiding material of the kajmak skin layer. Also, functionality of
the denaturated whey proteins, especially at high milk fat content, is mostly
demonstrated through the development of strong emulsifying function of their unfolded
structures as well as with promotion of limited fibrous structure. The increased milk fat
content contributed to the increasing of the skin fat content, with the simultaneous rise
in the milk fat and proteins ratio (M/P), which results in stretching of proteins matrix.
Analysis of the protein contribution have shown that casein component of the skin layer
present the carrier of denaturated whey proteins, as well as building material of the skin
layer. These implications have a basis in the assumption that the casein is present in the
skin layer mainly in micellar form, which was confirmed by a stable and constant ratio
of individual casein fractions in the skin layer. Electrophoretic analysis, in reducing and
non-reducing conditions, confirmed that the whey proteins, B-lactoglobulin and a-
lactalbumin, are present in the skin layer mainly as disulfide linked complexes. Also,
the significant influence of the milk heat treatment and its composition as well as air
parameters on the distribution of whey proteins in the skin was not found.

The most dominant component of the skin layer is fat phase. However, our results
have shown that fat, despite their high content, didn’t show major role in the skin layer
formation. Milk fat globules, owing to its membrane, differ with the greatest capacity
for lowering surface tension, what can be explanation for high fat concentration at the
milk surface layer. However, the skin formation is impossible, despite the high fat
concentration, if evaporation of water from milk is prevented as well as protein
concetration and their further coagulation.

The statistical analysis showed highly significant influence of relative air humidity
on yield and fat content of the skin layer. It was found that low level of relative air
humidity (50%) allows the large amount of moisture removal, which causes the strong
drying of the skin layer. Increased dryness of the skin layer slowed down further

aggregation process of proteins material, which reduces the yield. Increasing the level of



relative air humidity from 50% to 70%, resulted in increase in yield by about 30% (from
31.33 g to 40.67 g). In contrast, the high relative air humidity (increase in relative air
humidity from 70% to 90%) decelerated the moisture loss as well as proteins
aggregation and formation of the skin layer, which resulted in reduced yields for about
9%. Therefore, for the optimization of kajmak formation process it is necessary to
determine the optimal dynamics of both, moisture loss and the proteins aggregation.

The air temperature also affects on the dynamics of the skin layer formation. Our
results have shown that an increase in air temperature achieves a dual effects: stimulates
water evaporation (which contribute to dry matter increasing) and the hydrophobicity of
the system (which indicates the greater incorporation of milk fat). It was found that air
temperature has a significant influence on the yield of the skin layer. Increasing air
temperature from 20°C to 30°C resulted in significant increase in yields by about 14%
(from 35.67 g to 40.67 g). Further air temperature increasing up to 40°C resulted in the
reduction in yield by about 5% (from 40.67 g to 38.67 g) which was not statistically
significant.

According to this study, it can be concluded that kajmak skin formation present very
complex process which is influenced by all studied factors such as: milk heat treatment
and composition and air parameters. Also, very high mutual dependence of these factors
was found. Whey proteins have central position in the skin layer formation belongs to
whey proteins due to their unfolding of globular structures, which contributes to
increasing of their functionality in both, the process of milk fat emulsification as well as

gelification process during the skin layer formation.

Key words: kajmak, skin layer, surface activity, milk heat treatment , milk fat, proteins,

whey proteins, energy and mass balance, the initial temperature of kajmak formation
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1. UVOD

Kajmak je srpski autohtoni mle¢ni proizvod koji se prevashodno izraduje u domacoj
radinosti, postupkom koji je prilagoden uslovima proizvodnje u seoskim
domacinstvima. Izrazita raznolikost uslova u kojima se kajmak proizvodi, a koja je
uslovljena sezonskim promenama ambijentalnih uslova tokom godine, velikim
razlikama u sastavu mleka tokom laktacije, kao i neujednacenim pristupom proizvodniji,
rezultiraju u izrazito velikom variranju sastava i kvaliteta kajmaka. Kajmak je proizvod
koji ima specificna senzorna svojstva na osnovu kojih se moze svrstati u delikatesne
mle¢ne proizvode. Medutim, izraZzene razlike u sastavu i SvVojstvima onemogucavaju
njegov organizovan nastup na trziStu. Prisustvo mikrobioloske kontaminacije u
pojedinim slucajevima, kao posledica uslova i nadina proizvodnje u seoskim
domacinstvima predstavlja prepreku za Siroki 1 organizovani trzi$ni nastup. Potpunije
upoznavanje procesa prisutnih u postupku proizvodnje kajmaka je jedan od preduslova
za postizanje standardizovane proizvodnje kajmaka tradicionalnog, odnosno,
prepoznatljivog kvaliteta.

Proces formiranja kajmaka moze se podeliti na dve faze: toplu i hladnu. U toploj
fazi dolazi do formiranja pocetne (inicijalne) pokozice koja predstavlja osnovu kajmaka,
dok nakon zavrSenog procesa proizvodnje, pokozica predstavlja gornji sloj finalnog
proizvoda. Proces formiranja pocetne pokozice na povrsini mleka zapocinje odmah
nakon razlivanja kuvanog mleka u plitke posude. Formiranje pokozice je rezultat
istovremenog uticaja koncentrisanja povrSinski aktivnih komponenata mleka na
grani¢noj povrsini mleko-vazduh i isusivanja putem intenzivnog isparavanja vode. Ovi
procesi su isprepletani 1 medusobno uslovljeni faktorima medu kojima poseban znacaj
imaju sastav mleka, termicki tretman i visina temperature mleka na pocetku formiranja
pokoZice (poCetne temperature formiranja kajmaka), kao i parametri vazduha.

Sastav mleka, odnosno sadrzaj masti 1 proteina mleka kao povrSinski aktivnih
komponenata mleka, ima veliki uticaj na sastav i strukturu pokozice i kajmaka. U
pogledu uzajamnog uticaja masti i proteina mleka ustanovljen je izvestan kompetetivni
odnos.

Mlec¢na mast, zahvaljuju¢i svom adsorpcionom sloju, maloj zapreminskoj masi 1

uticaju gravitacije, predstavlja najzastupljeniju komponentu kajmaka. Veliki udeo



mle¢ne masti u sastavu kajmaka ukazuje na znaCaj ove komponente za proces
formiranja i sastava kajmaka.

Proteini mleka, iako su u pokozici zastupljeni u zna¢ajno manjoj meri u odnosu na
mle¢nu mast, imaju veoma vaznu ulogu u njenom formiranju. Proteini mleka su
odgovorni za prevodenje povrSinskog sloja mleka obogaéenog povrSinski aktivnim
materijama, iz te€nog u Cvrsto agregatno stanje. Skocentrisani proteini na povrSini
mleka u jednom trenutku gelifikuju, obuhvataju¢i mle¢nu mast izdvojenu na povrsini.
Obrazovani gel, u daljem toku procesa, pod uticajem visoke temperature i intenzivnog
Isparavanja vode, o¢vrsc¢ava i formira ¢vrstu i poroznu pokozicu.

Kazein mleka u svojoj micelarnoj formi se odlikuje znacajno veéom povrsinskom
aktivno$¢u u odnosu na nativne proteine surutke ali i istovremeno manjom povrSinskom
aktivno$¢u u poredenju sa pojedinim kazeinskim frakcijama. Medutim, pod uticajem
termickog tretmana koji predstavlja neizostavnu operaciju u proizvodnji kajmaka, dolazi
do niza promena u strukturi i funkcionalnim karakteristika proteina. Termicki
denaturisani proteini surutke, B-laktoglobulin (B-LG) i a-laktaloumin (a-LA), pokazuju
znacajno povecéanje povrsinske aktivnosti na granici vazduh-voda u poredenju sa svojim
nativnim formama. Usled termic¢kog tretmana dolazi do formiranja razli¢itih kompleksa,
nastalih pretezno kovalentnim povezivanjem proteinskih frakcija. Najznacajniji za
proces formiranja pokozice su kompleksi formirani u interakcijama izmedu
denaturisanih proteina surutke i kazeina, kao i izmedu proteina mleka i komponenata
adsorpcionog sloja mle¢ne masti.

U toku procesa formiranja pokozice i kajmaka, mleko se neprekidno hladi i
permanentno je u kontaktu sa okolnim vazduhom. U toku procesa hladenja dolazi do
gubitka energije, odnosno, procesa predaje toplotnog fluksa sa strane vrelog mleka
okolnom vazduhu uz istovremeno isparavanje vode iz mleka. Mehanizmi razmene
energije su konvektivne i evaporativne prirode, medusobno su isprepletani i posebno su
dinamiéni u pocetnoj fazi procesa formiranja kajmaka. Isparavanje vode je
najintenzivnije na samom pocetku formiranja kajmaka, a formiranjem pokozice na
povrsini mleka, isparavanje se usporava. Formirana pokozica se u toku posmatranog
perioda neprekidno menja u smeru uvecanja mase, o¢vr§¢avanja i smanjenja poroznosti
i na taj nain postaje sve snaznija barijera za isparavanje vode i razmenu energije

izmedu mleka i okolnog vazduha.



U toku celokupnog postupka proizvodnje kajmaka okolni vazduh je u kontaktu sa
mlekom, a zatim i sa formiranom pokozicom. Smatra se da su parametri vazduha, a
posebno temperatura i vlaznost, krucijalni faktori koji u znacajnoj meri determinisu tok
procesa formiranja kajmaka, koji bitno uti¢u na svojstva formirane pokozice i kajmaka
u celini.

1z tog razloga, istrazivanja o uticaju parametara vazduha u toku formiranja kajmaka
mogu pomo¢i u sagledavanju uticaja sezonskih varijacija u tradicionlanoj proizvodnji
kajmaka, kao i iznalaZenju optimalnih parametara proizvodnje u cilju dobijanja
proizvoda zeljenih karakteristika.

Na osnovu svega iznetog, smatramo da je formiranje pokozice i kajmaka u celosti
veoma slozen proces koji je do danas veoma malo izuc¢avan. S tim u vezi, sagledavanje
uticaja sastava mleka i termi¢kog tretmana, kao i parametara vazduha, na svojstva
pokozice, kao osnove strukture proizvoda, u velikoj meri mogu pomoci boljem
upoznavanju procesa formiranja kajmaka, Sto je svakako put ka standardizovanoj

proizvodnji 1 dobijanju proizvoda visokog i ujednacenog kvaliteta.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. TRADICIONALNI POSTUPAK PROIZVODNJE KAJMAKA

Kajmak je mlecni proizvod jedinstvenog hemijskog sastava i specifi¢nih svojstava.
Kajmak se moze konzumirati kao mladi kajmak, neposredno nakon proizvodnje, ili kao
zreo kajmak, nakon odredenog perioda zrenja.

Proizvodnja kajmaka se vezuje za izvesna podruc¢ja Balkana, jugoisto¢ne Evrope,
Male Azije i Bliskog istoka, Avganistana, Irana i Turske. Na tertoriji bivse SFRIJ
(Socijalisticke Federativne Republike Jugoslavije) kajmak se proizvodi na podrucju
Crne Gore, Srbije 1 na Sirokom podrucju bosansko-hercegovackih planina, gde se po
svom kvalitetu i specificnostima izrade posebno izdvaja romanijski skorup-kajmak
(Dozet i sar., 1996, 2007, 2011). U Srbiji proizvodnja i potro$nja ovog specificnog
mle¢nog proizvoda ima veoma dugu tradiciju. Kao autohtoni srpski proizvod, kajmak se
ubraja u veoma cenjene i ekskluzivne proizvode od mleka i predstavlja jedan od
simbola domace poljoprivrede. Danas, kajmak se pretezno proizvodi u domacinstvima i
malim, zanatskim pogonima. Postupak dobijanja kajmaka je zasnovan na
tradicionalnom naéinu izrade. PostojeCa autohtona proizvodnja kajmaka je veoma
usitnjena i neorganizovana. Usled toga, nacin izrade kajmaka se veoma razlikuje po
pojedinim podru¢jima, a proizvod je nestandardnog i neujednacenog kvaliteta Sa
Sirokim varijacijama sastava, svojstava i kvaliteta proizvoda (Pejié, 1956, Dozet i sar.,
1996, Puda i sar., 2005a,b, Perovski i sar., 2006). U isto vreme, svaka proizvodnja na
odredenom podruéju nosi specifi¢nosti lokaliteta koje se ogledaju u nadmorskoj visini,
Klimatskim uslovima, strukturi trava na pasnjacima, rasnom sastavu muznih zivotinja i
sl. (Macej i sar., 2008), tako da, na terirtoriji Srbije, postoji nekoliko visoko cenjenih
kajmaka, nazvanih prema regionu proizvodnje, kao $to su: uzicki, kraljevacki, cacanski,
zlatiborski, rudnicki itd., koji su specifi¢nog i prepoznatljivog ukusa.

Prema vazecoj zakonskoj regulativi, Pravilniku o kvalitetu proizvoda od mleka i
starter kultura (,,Sluzbeni glasnik RS br. 33/2010°), kajmak-skorup se proizvodi
odvajanjem gornjeg sloja termicki obradenog 1 ohladenog mleka.

Postupak izrade kajmaka tradicionalnim nacinom pocinje kuvanjem mleka |
razlivanjem, tj. ulivanjem mleka u otvorene plitke posude, tzv. karlice. Neposredno po

ulivanju mleka pocinje proces formiranja pocetne pokozice. Razlivanje mleka i dalji tok



izrade kajmaka se deSava u prostorijama, tzv. mlekarima, koje obezbeduju proces
sporog, spontanog hladenja mleka do temperature u intervalu od oko 10-18°C u toku 12
do 24 sata (Puda i sar.,2004, 2006), a nekad i duze od 1-3 dana (Dozet i sar.,1996). U
tom periodu dolazi do isplivavanja masti iz dubljih slojeva mleka i inkorporacije u vec
formiranu pokozicu. Formira se sloj poznat kao kora ili kajmak, u Srbiji, odnosno
skorup u Crnoj Gori.

Nakon zavrSenog procesa formiranja, dobijeni kajmak (ili kora na povrSini mleka)
se skida, lagano cedi, slaze u drvene posude (tzv. kacice) i soli. Postupak se nastavlja
svaki dan, dok se kacica ne napuni. Nakon toga, kacCica se zatvara, lagano opterecuje i
ostavlja da zri. U toku zrenja dolazi do izdvajanja seruma koji se odliva pomo¢u slavine
pri dnu kacice. Zrenje traje, u zavisnosti od podrucja proizvodnje, u proseku od jednog
do cetiri meseca. Tokom zrenja se odvijaju biohemijski procesi koji kajmaku daju

specifi¢énu aromu i mazivu strukturu (Dozet i sar., 1996).

2.1.1. Tehnoloski postupak i osnove mehanizama proizvodnje kajmaka

Prema Pudja i sar. (2008) svi parametri procesa proizvodnje i zrenja, kao i sastava i
svojstava kajmaka su u okviru su odgovaraju¢ih parametara srodnih mle¢nih proizvoda:
sireva i maslaca. Kajmak nastaje kao sloj ili kora koja se formira na povrSini mleka
agregiranjem mle¢ne masti, uz izraZzeno uceS¢e proteina. Agregati mle¢ne masti,
odnosno masna faza kajmaka, u izvesnom smislu doprinosi da kajmak poprima
odredene odlike maslaca, dok prisustvo proteina, kao 1 specifi¢an oblik povrSinske
koagulacije kojim su oni zahvaceni tokom formiranja kajmaka, priblizavaju kajmak
proizvodima iz porodice sireva, kod kojih je kao osnova strukture zastupljen proteinski
gel sistem (Puda i sar., 2006).

Kao sirovina za proizvodnju kajmaka, uglavnom se Koristi sirovo punomasno
kravlje, ov¢ije ili meSano kravlje i ov¢ije mleko.

U toku kuvanja mleka u otvorenim emajliranim posudama, mleko se blago mesa i
temperira se na visokoj temperaturi, u zavisnosti od podrucja proizvodnje, u proseku od
30 minuta do jednog sata (Vuci¢ i sar.,2008). Na ovaj nacin podsti¢e se evaporacija
vode iz mleka, koja za posledicu ima povecanje suve materije mleka. Prema Pordevic¢
(1978) pri kuvanju mleka dolazi do delimi¢ne denaturacije proteina i koncentrisanja

ocvrslih proteina na povrsini mleka oko kojih se pocinju okupljati i drugi sastojci



mleka, naroc¢ito masti. Na osnovu dosadasnjih teorijskih saznanja, moze se sa velikom
sigurno$¢u pretpostaviti da tokom ovakvog termic¢kog tretmana na temperaturama iznad
80°C dolazi do formiranja koagregata proteina mleka (Fox i McSweeney, 1998,
Jovanovié, 2001, Macej i sar., 2002, 2007, deAngel i sar., 2006, Donato i Guyomarc’h,
2009). Takode, obzirom da se termicki tretira punomasno mleko, verovatno dolazi i do
interakcija proteina surutke i adsorpcionog sloja masnih globula (engl. milk fat globule
membrane, MFGM) (Houlihan i sar., 1992, Kim i Jimenez-Flores, 1995, Ye i
sar.,2004a). Kolic¢ina proteina surutke vezanih za MFGM kao rezultat termickog
tretmana mleka je zanemarljiva u poredenju sa koli¢inom proteina surutke vezanih za
kazein. Prema Corredig i Dalgleish (1996b) kazeinske micele poseduju znatno veéu
povr§inu u odnosu na masne globule. Naime, preé¢nik kazeinskih micela je oko 50-300
nm, a masnih globula od 0,5-10 um. Istovremeno, povrSina micela je podesnija od
povrsine masnih globula za vezivanje proteina surutke. Ukupna koli¢ina vezanih
proteina surutke za masne globule, kao rezultat termi¢kog tretmana mleka, ¢ini samo
oko 1% ukupno vezanih proteina surutke. Prema rezultatima Ye i sar. (2004a), ova
koli¢ina iznosi oko 1% ukupnog B-LG i oko 0,8% a-LA.

Razlivanje mleka se vrSi u plitkim, otvorenim i najcesée drvenim, a rede
emajliranim ili plasticnim posudama. Kao §to smo napomenuli, postupak razlivanja
mleka se najcesce vrsi u mlekarima, prostorijama sa posebnim ambijentalnim uslovima.
U toku ove faze dolazi do intenzivnog isparavanja vode iz vru¢eg mleka i brzog
formiranja pocetne pokozice. Formiranje pokozice na povrsini mleka se velikim delom
bazira na povrSinskoj aktivnosti kuvanog mleka (Pordevi¢, 1978). Drvene posude,
karlice, su profilisane tako da potenciraju poveéanje medupovrSine na granici mleko-
vazduh. U isto vreme, drvo kao materijal obezbeduje postepeno hladenje, Sto povoljno
utie na spontano isplivavanje masti na povr$inu mleka, odnosno, na donju povrSinu
formirane pokozice. Zonji (1977) navodi da je koli¢ina kajmaka koja se formira u
odredenom vremenskom intervalu srazmerna sadrZzaju masti u mleku 1 povrSini
razlivenog mleka, a obrnuto srazmerna visini sloja mleka i brzini pada temperature.
Prema Sari¢ (1992) pre razlivanja mleka neophodno je zagrejati posude za razlivanje,
kako bi se usporilo brzo hladenje mleka. Mlekari, u kojima se vrsi razlivanje mleka i
dalji postupak formiranja kajmaka, su tako konstrukcijski reseni da obezbeduju blago

strujanje vazduha i temperaturu formiranja kajmaka od oko 15-18°C. Takode, napred



navedenom u prilog ide i Cinjenica da se razlivanje mleka uobicajeno obavlja u
vecernjim satima, a proces formiranja kajmaka u toku noc¢i kada su parametri vazduha
izmenjeni u smislu snizenja temperature i verovatno povecanja relativne vlaznosti. Sve
napred navedeno je u saglasnosti sa odomacéenim stavom da je proizvodnja kvalitetnog
kajmaka vezana za brdsko-planinska podrucja.

Tokom procesa formiranja kajmaka, odnosno, spontanog hladenja mleka i
formiranja pokozice, dolazi do obimnijeg agregiranja mle¢ne masti u ve¢ formiranu
pokozicu. Pretpostavlja se da je nastajanje donjeg sloja kajmaka rezultat fenomena
hladne aglutinacije, S$to predstavlja specificno agregiranje masti i u manjoj meri
proteina. Ono nastaje verovatno usled imunohemijskih reakcija izmedu komponenata
MFGM i imunoglobulina mleka (Walstra i Jenness,1984, Jeli¢, 1989). Ovo agregiranje,
verovatno, u manjoj meri ima oblik koagulacije, a u vecoj meri koalescencije i po
svojim karakteristikama je blisko agregiranju mlecne masti u prvoj fazi buckanja pri
proizvodnji maslaca. Prema Pordevi¢ (1978) sli¢nost kajmaka i maslaca se ogleda i u
tome Sto je u proizvodnji kajmaka najvec¢i deo masti deemulgovan, odnosno nalazi se u
obliku slobodnih masti koje impregniraju ostale sastojke suve materije kajmaka. Prema
Macej i sar. (2008) u toku hladnog stasavanja kajmaka dolazi do procesa kristalizacije
mle¢ne masti. Autori smatraju da je optimalno vreme trajanja procesa formiranja
kajmaka ono u toku kojeg se formira kajmak na povrSini i obavi kristalizacija masti, a
da pri tome ne dode do neadekvatnog porasta kiselosti mleka. Autori smatraju da to
vreme ima maksimalno trajanje u intervalu od 30-36 sati.

Formirani kajmak se skida sa povrSine mleka, slojevito slaze i soli u odgovaraju¢im,
naj¢eS¢e drvenim posudama (Dozet i sar.,1996.). Kajmak se moze upotrebljavati
neposredno nakon proizvodnje, kao mladi kajmak ili se ostavlja na temperaturi 15-18°C
tokom minimalno 1-2 meseca, nakon ¢ega se dobija zreo kajmak (Peji¢, 1956, Dozet i
sar.,1996).

2.1.2. Nedostaci tradicionalnog postupka proizvodnje kajmaka

Postupak proizvodnje kajmaka tradicionalnim nacinom sadrzi niz pozicija koje
predstavljaju ozbiljne rizike po mikrobiolosku ispravnost 1 ukupan kvalitet finalnog

proizvoda.



Tradicionalna proizvodnja kajmaka u autohtonim uslovima najce$¢e se obavlja u
oskudnim higijenskim uslovima i kao takva odlikuje se postojanjem niza kriticnih
mesta, koja predstavljaju potencijalne rizike, koji ¢esto dovode do loSe bakterioloske
ispravnosti i obimnih kontaminacija proizvoda (Perovski i sar., 2006). Nehigijenska
manipulacija sa sirovim mlekom i kajmakom, drveno posude i pribor, duzina trajanja
procesa izrade predstavljaju samo neke od rizika za bezbednost proizvoda. Dodatno,
vazduh koji dolazi u permanentni kontakt sa razlivenim mlekom, se ne precis¢ava, te
kao takav predstavlja veliki rizik moguce kontaminacije proizvoda. Takode, u domacoj
radinosti svi postupci izrade i manipulacije sa kajmakom su manuelnog karaktera, Sto
takode predstavlja potencijalni izvor kontaminacije.

Mleko koje se koristi za izradu kajmaka je promenljivog kvaliteta, a nacin izrade se
odlikuje velikom raznoliko$¢u u pogledu uslova rada i nacina izrade, u zavisnosti od
regiona i individualnih domacdinstava.

Iz napred navedenih razloga, tradicionalni na¢in proizvodnje kajmaka se odlikuje
brojnim nedostacima i veoma je nepodesan za industrijsku primenu. Navedeni nedostaci
tradicionalne proizvodnje kajmaka, kao i variranja sastava i svojstava kajmaka
razli¢itog porekla, predstavljaju najozbiljniju prepreku boljem plasmanu kajmaka na

trzistu.

2.2. FAKTORI KOJI UTICU NA PROIZVODNJU KAJMAKA

Proces formiranja kajmaka, ne uzimajuéi u obzir termicki tretman mleka pre
razlivanja, moze se generalno podeliti na dve faze: (i) toplu i (i1) hladnu fazu. U toploj
fazi (topla inkubacija) dolazi do formiranja pocetne pokozice kajmaka, koja predstavlja
osnovu i gornji sloj kajmaka. U hladnoj fazi proizvodnje dolazi do obogacivanja
pokozice mlecnom masc¢u, pri ¢emu se formira donji sloj kajmaka. Procesi nastajanja
gornjeg i donjeg sloja kajmaka su razlicite prirode, vremenski su razdvojeni, te se mogu
posmatrati potpuno odvojeno. Zajedni¢ko za obe faze proizvodnje je neprekidan proces
postepenog hladenja, kao 1 odsustvo bilo kog vida mehani¢kog tretmana mleka na ¢ijoj

povrsini se formira kajmak.



Pokozica kajmaka, koja se formira u toploj fazi, je Cvrsta, kompaktna, blago
sasuSena, sa visokom suvom materijom. Za formiranje pokozice kajmaka dovoljna je
relativno mala debljina sloja mleka, jer je ovaj sloj tanak i obuhvata manje od trecine
ukupne masti mleka koja se inkorporira u kajmak (Puda i sar., 2004). Mehanizam
nastajanja kajmaka vezan je za pojave u povrsinskoj zoni mleka. Pokozica, odnosno,
gornji sloj kajmaka, nastaje kao posledica koncentrisanja povrSinski aktivnih
komponenata u grani¢cnom sloju mleka 1 vazduha. Drugim re¢ima, u stacionarnom
stanju, usled temperaturskih razlika mleka i okolnog vazduha, dolazi do nagomilavanja
povrsinski aktivnih komponenata u povrSinskoj zoni mleka i njihove agregacije, pri
¢emu dolazi do formiranja pokozice. Osnovni nosioci povrsinske aktivnosti u mleku su
mle¢na mast, odnosno MFGM, i proteini mleka (Whitnah, 1959, Pordevié, 1987, Roehl
i Jelen, 1988, Kristensen i sar., 1997).

Prema Puda i sar. (2006) formirana pokozica, odnosno gornji sloj kajmaka, koji
nastaje kao rezultat povrsinske agregacije i koagulacije, sadrzi mle¢nu mast (50-60%) i
proteine mleka (oko 10 %), uz relativno malo uces¢e vode (oko 30%).

Vazni faktori tople faze su temperatura mleka, temperatura i relativna vlaznost
vazduha i sastav sirovog mleka kao pocetne sirovine. Puda i sar. (2005b) navode da
intenzivan porast sadrzaja masti i proteina mleka dovode do intenzivnog porasta masti,
odnosno proteina pokozice dobijene u toku procesa formiranja kajmaka u trajanju od
130 minuta. U pogledu medusobnog uticaja masti i proteina, ustanovljen je veoma
znacajan uticaj sadrzaja proteina mleka na sadrZaj masti pokoZice, dok s druge strane
sadrzaj masti u mleku ima zanemarljiv uticaj na sadrZaj proteina pokoZice (Puda i sar.,
2005b)

Nakon formiranja gornjeg sloja kajmaka, nastaje hladna faza, u toku koje dolazi do
formiranja donjeg sloja kajmaka, koji je mekan, rastresit, sa delimi¢no uklopljenom
te€nom fazom.

Mehanizam formiranja donjeg sloja kajmaka razli¢it je u odnosu na formiranje
gornjeg sloja i do sada je veoma slabo izu¢avan. Vazni faktori koji uticu na formiranje
donjeg sloja kajmaka su svojstva pokozice formirane u toploj fazi kao i sadrzaj i
svojstva masti u sloju koji je u neposrednom kontaku sa formiranom pokozicom.
Naime, u toku hladne faze masne globule savladuju viskozitet mleka, isplivavaju, t;.

krecu se ka povrsini i inkorporiraju se u formiranu pokozicu.



Sumirajué¢i napred navedene faktore i procese u toku celokupnog postupka
proizvodnje kajmaka, moze se zakljuciti da su medu bitnim faktorima slede¢i: termicki
tretman mleka kao sirovine, sastav mleka (sadrzaj masti 1 ukupnih proteina), proteinski
sastav (odnos kazeina i proteina surutke) i masnokiselinski sastav mleéne masti,
temperatura i relativna vlaznost okolnog vazduha, temperaturna razlika izmedu mleka
na kome se formira kajmak i okolnog vazduha kao i dinamika promene temperature

mleka i temperature vazduha.

2.2.1 Sastav mleka

U analizi tradicionalne proizvodnje Dozet i sar. (1996) ukazuju da se prerada mleka
u kajmak vr$i tokom cele godine. Medutim, u toku godine kvalitet i sastav mleka
podlezu sezonskim varijacijama, koje su uslovljene, pre svega, naCinom ishrane i
periodom laktacije muznih grla. U izvesnim podru¢jima Bosne i Hercegovine,
individualni proizvodaci su uvideli da se kvalitetniji kajmak dobija od mleka u periodu
od maja do kraja septembra, a da duzina ovog perioda zavisi od kvaliteta ispaSe i
vremenskih uslova na brdsko-planinskim podru¢jima (Dozet i sar.,2011). Naime, u
periodu letnje ispase muznih grla bogatim aromati¢nim travama dobija se mleko koje
uti¢e na kvalitet i posebno formiranje specificnih senzornih svojstava kajmaka
karakteristi¢nih za odredeno podrucje proizvodnje.

Sezonske varijacije sirovog mleka se ogledaju pre svega u izmenama hemijskog
sastava mleka i masnokiselinskog profila mle¢ne masti. Sadrzaj mleéne masti u mleku
varira u jako Sirokim granicama, viSe nego bilo koji drugi sastojak. ProseCan sadrzaj
mle¢ne masti kravljeg mleka je oko 3,8% (Pordevié, 1987) sa Sirokim intervalom
variranja koji zavisi od ishrane, rase, perioda laktacije, starosti i zdravstveniog stanja
zZivotinje, kao i stepena uhranjenosti, intervala izmedu muza itd.

Ove promene imaju veliki uticaj na tehnoloski postupak proizvodnje kajmaka, jer
dolazi do promena fizickih karakteristika mlecne masti, medu kojima su najznacajnije

tacka topljenja, odnosno ocvrS¢€avanja, kao i tok kristalizacije.
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2.2.1.1 Uticaj ishrane na sastav mlecne masti

Ishranom se moze znatno uticati na koli¢inu i sastav masti, posebno na njen
masnokiselinski sastav. Faktori ishrane koji uticu na sastav mleka se mogu podeliti na
sezonske i regionalne, a reflektuju se kroz sadrzaj, sastav i pojavnu formu masti i ulja u
osnovnoj ishrani.

Masne kiseline iz hrane predstavljaju jedan od izvora masnih kiselina raspolozivih
za sintezu mle¢ne masti. Masne kiseline poreklom iz hrane, posebno vise masne
kiseline, najcesce polinezasi¢ene, ucestvuju sa oko 18-25% u mle¢noj masti (Hawke i
Taylor, 1983, Dordevié, 1987).

Sezonski faktor se moze sagledati uporedivanjem masnokiselinskog sastava masti
mleka u npr. prole¢énom periodu, U maju mesecu, i zimskom periodu, u novembru.
Uobicajeno je da su u letnjem periodu povecani sadrzaji nizih zasi¢enih kiselina, Cay i
Cs:0 kao i visih nezasicenih kiselina, Cig.1 i C1g:2. S druge strane, u zimskom periodu su,
uglavnom, povecani sadrzaji viSih zasi¢enih masnih kiselina kao $to su: Ciz, Ciap |
Cis:0, kao i nekih kiselina srednjeg lanca Cio.0 (Hawke i Taylor, 1983). Sezonski uticaj je
izrazen i na sadrZzaj nutritivno visoko vredne bioaktivne komponente-konjugovane
linolne kiseline (C1s.,-CLA) (Chilliard i sar., 2001, Kalac i Samkova, 2010). Posebno je
izrazeno povecanje sadrzaja CLA kod mleka dobijenog od muznih grla sa ispase, §to se
smatra rezultatom konzumiranja trava bogatih linolnom (Cig) i linolenskom (Cis:3)
kiselinom, koje su prekusori u nastanku CLA. Sadrzaj CLA u mleku zavisi od vremena
koje grla provedu na ispasi, godiSnjeg doba i sastava trava. Prelaskom na ispasu
utvrdeno je kontinualno povecéanje sadrzaja CLA u mleku, koje dostize maksimalnu
vrednost od 2,54% dvadeset tre¢eg dana ispase (Khanal i sar., 2003).

Ustanovljen je uticaj botani¢kog sastava trava, kao i vrste silaza, na sastav masnih
kiselina u mlecnoj masti. Poznato je da u podrucjima sa kontinentalnom klimom sveZza
trava sadrzi od 1-3% masnih kiselina sa 18 ugljenikovih atoma (najviSe u prolece i
jesen), od Cega 55-65% c¢ini linolenska kiselina. Najzastupljenije masne kiseline u
mleku sa takve ispaSe su: miristinska, palmitinska i stearinska kao i mononezasi¢ene
masne kiseline u koli¢ini od 23 do 32% medu kojima je najzastupljenija oleinska. Ispasa
na visokoplaninskim pasnjacima sa nadmorskom visinom od 1275-2120 m rezultira
znacajnim poveéanjem sadrzaja linolenske i linolne masne kiseline u mleku u odnosu na

srednje planinske i nizijske predele (Collomb i sar., 2002).
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Konzervisanjem sveze trave menja se sastav pocetnog materijala trave, S$to za
posledicu ima promene masnokiselinskog sastava mlecne masti. SuSenjem trava
smanjuje se sadrzaj ukupnih masnih kiselina, posebno linolne i linolenske kiseline
(Shingfield i sar., 2005). U travnim silazama sadrzaj masnih kiselina ostaje uglavnom
nepromenjen, ili je nesto manji usled naknadne fermentacije. Medutim, usled promena u
transferu masnih kiselina u rumenu, ishrana susenom travom, u odnosu na silazu trave,
moze dati mleko sa neSto ve¢im sadrzajem oleinske kiseline (Chilliard i sar., 2001).
Silaza kukuruza sa uobiajenim ucéeS¢em zrna kukuruza od 30-40%, je bogatija
linolnom kiselinom od silaza trava, jer ulje kukuruza, sadrzi oko 60% linolne kiseline. U
mleku muznih krava, prilikom ishrane kukuruznom silazom dolazi do povecanja u¢esc¢a
zasi¢enih masnih kiselina Cg.9 d0 Ci2., kao i nezasi¢enih Cigq i Cigp, @ SManjuje se
udeo palmitinske, stearinske i trans-mononezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na
ishranu travnom silazom (Chilliard i sar., 2001). Sezonski uticaj ishrane uti¢e i na
koli¢inu trans masnih kiselina. Ukupna koli¢ina trans izomera masne kiseline Cig;; U
mle¢noj masti iznosi 1,83% kada se krave hrane kabastom hranom iz ambara, a 5,73%
kada su na ispaSi (Precht i Molkentin, 1999). Drugi autori navode u manjoj meri
razli¢ite podatke, odnosno, da sadrzaj trans izomera masne kiseline Cig.1 u mle¢noj
masti iznosi u zimskom 2,84% i 6,12% u letnjem periodu (Parodi, 1979).

Dodatak masti u obrok moze znatno izmeniti mle¢nost i sadrzaj masti i proteina u
mleku. Hrana uti¢e na mikrobioloSke procese u buragu, koji su u visokoj korelaciji sa
sastavom produkovanog mleka. Izmena u procesu bakterioloske biohidrogenizacije
nezasi¢enih masnih kiselina u buragu klju¢ je manipulacije masnokiselinskim sastavom
mleka. Kod prezivara masne kiseline kratkog i1 delimi¢no srednjeg lanca nastaju
naknadnom sintezom u mlecnoj zlezdi iz glavnog prekusora siréetne kiseline 1 B-
hidroksi buterne kiseline. Nasuprot tome, dugolancane i polinezasi¢ene masne kiseline
poticu iz hrane ili mobilizovane telesne masti. One cirkulacijom dospevaju u mle¢nu
zlezdu gde se direktno ugraduju u mlec¢nu mast.

Dodatak do 5% masti Zivotinjskog porekla u obrok ima skoro linearan uticaj na
udeo masnih kiselina u mleku. U dodatku masti u slobodnom, nezasticenom obliku,
mlecnost 1 sadrzaj ukupnih masti u mleku ostaju nepromenjeni, ali se menja odnos

pojedinih masnih kiselina. Ustanovljeno je smanjenje udela nizih i masnih kiselina
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srednjeg lanca, kao i linolne kiseline, uz izrazito povecanje oleinske kiseline, dok
ucesce buterne kiseline je nepromenjeno (Grummer, 1991).

Tehnoloski napredak je omogucio da se ulja i masti mogu emulgovati ili
inkapsulirati i na taj na¢in zastititi od lipolize i biohidrogenizacije u buragu. Takvim
nac¢inom se izbegavaju promene u produkovanju i udelu slobodnih masnih kiselina u
buragu, koje linearno uti¢u na sintezu masti i laktoze u mleku, pri ¢emu je sastav
masnih kiselina mleka direktno vezan za sastav masnih kiselina zasti¢ene masti.
Danasnji kvalitet zastite dozvoljava iskoriS§¢avanje oko 65% od ukupno dodatih ulja i
masti, dok ostatak ipak podleze biohidrogenizaciji. U¢inak masti u zasti¢enom obliku na
sastav masnih kiselina u mleku je vrlo slican u¢inku mobilizovane masti iz telesnih
rezervi. Masti u zasticenom obliku imaju za posledicu pojacan priliv lipoproteina vrlo
male gustine, a pri pojatanoj mobilizaciji masti iz telesnh rezervi dolazi do povecanog
priliva neesterifikovanih masnih kiselina u mle¢nu zlezdu sa jednakim krajnjim
uticajem na sastav masnih kiselina mleka.

Dodatkom ulja morskih Zivotinja (riblje ulje, ulje morskih sisara, planktona i algi) u
ishranu muznih Zivotinja znacajno se menja sastav mle¢ne masti. Ova ulja su bogata
dugolancanim masnim kiselinama od 20 do 22 ugljenikovih atoma, koje takode podlezu
biohidrogenizaciji u buragu, kao i masne kiseline sa 18 ugljenikovih atoma, ali se
nikada ne postiZze potpuna zasi¢enost, ve¢ se stvaraju brojni meduproizvodi. Keady i
sar. (2000) su ustanovili da pri dodavanju ribljeg ulja u koli¢ini od 450 g dnevno, dolazi
do znacajnog smanjenja sadrzaja mle¢ne masti U mleku za oko 15 g/kg. Takode,
smanjuje se sadrzaj stearinske kiseline uz veoma izrazen porast palmitinske, CLA,
polinezai¢enih masnih kiselina, kao i vakcenske kiseline (Shingfield i sar. 2003).

Koli¢ina CLA se moZe povecati modifikacijom ishrane, dodatkom zrna suncokreta
koje sadrzi velike koli¢ine linolne kiseline, buduci da postoji visoka korelacija izmedu
sadrzaja linolne kiseline u hrani i u mleku (Hawke i Taylor, 1983, Dhiman i sar., 2000).
Autori su ustanovili da dodatkom u ishrani 15% suncokretovog ulja, snizava se sadrzaj
masti u mleku i menja njen masnokiselinski sastav. Ustanovljeno je smanjenje sadrzaja
svih zasi¢enih masnih kiselina i znacajno poveéanje uceséa nezasicenih: Cig35a 1,7 na
2,8%, Cyg:15a 27,4 na 46,6%, Cigo5a 1,9 na 2,9%, Cig:3sa 1,1 na 2,9%.

Dodatak samo 4% sojinog ulja u ishrani krava, uti¢e na smanjenje sadrzaja masnih

kiselina mle¢ne masti od Cyp do Cyg0, pri Cemu se povecavaju sadrzaji , Cigo, Cisg1,
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Cig2 1 Cig3 (Hawke i Taylor, 1983). Ispitivanjem uticaja bakra u ishrani i pojave
povecanja spontane oksidacije mle¢ne masti, dosSlo se do zakljucka da hranjenjem krava
visokim sadrzajem bakra i soje, dolazi do povecanja sadrZzaja Cig» | Cyg:3 1 arome nastale
spontanom oksidacijom (Morales-Sol i sar., 2000). Bakar uti¢e na aktivnost enzima
desaturaze, koji konvertuje vakcensku kiselinu, 11t-18:1 u bioaktivhu CLA 9c,11t-18:2.
Ulje kanole u ishrani krava ima izrazen uticaj na fizicke osobine maslaca. Ulje kanole
sadrzi oko 58% Cig:1, 20% Cig:2 | 6% Cyg:0. Preparati kanole redukuju sadrzaje masnih
kiselina od Cy.0 do Cy6:0, @ povecavaju sadrzaj Cig:1. Na taj nacin preparati na bazi ulja
kanole redukuju koli¢inu &vrste masti u maslacu na temperaturi od 30°C (Grummer,
1991, Bayourthe i sar., 2000).

Nacin ishrane, posebno restriktivna ishrana, znacajno utice na masnokiselinski
sastav mlecne masti. Ovaj uticaj se u najvec¢oj meri odnosi na esterifikaciju treceg C-
atoma glicerola, jer je utvrdeno da se pri nepovoljnom naéinu ishrane u mle¢noj masti
smanjuje ucesée nizih i masnih kiselina srednjeg lanca na ra¢un povecanja oleinske

kiseline, koja se esterifikuje na poziciji sn- 3 (Christie, 1983, Bobe i sar., 2003).

2.2.1.2 Uticaj rase i perioda laktacije na sastav mlecne masti

Rasa govoda u velikoj meri utie na sadrzaj mlecne masti u mleku. S tim u vezi,
krave rase Dzerzej daju mleko sa vecim sadrzajem masti, prose¢no oko 5,14%, u
odnosu na krave rase Holstajn/Frizijska. Ipak, vazno je ista¢i da i unutar jedne rase
postoje znacajne razlike u sastavu mleka dobijenih od individualnih grla krava. Sadrzaj
mle¢ne masti se smanjuje u toku nekoliko nedelja posle teljenja 1 onda raste do kraja
laktacije. Takode, sastav mleka se menja 1 u toku muze, tako da poslednje izmuzene
koli¢ine imaju znatno ve¢i sadrzaj masti. Procentualni sadrzaj masti je u suprotnoj
korelaciji sa pomuzenom koli¢inom mleka. Ukoliko interval izmedu muZa nije jednak,
mleko dobijeno posle duZeg intervala ima ve¢i sadrZaj masti. Sinteza svih sastojaka
mleka, pa i masti, se smanjuje za vreme infekcije mastitisom. Takode, sadrzaj masti se
lagano smanjuje i sa staro$cu zivotinje (Dordevi¢, 1987).

Mleko u ranoj laktaciji (do 30 dana) sadrzi manju koli¢inu masnih kiselina sa C4.o do
C12:0, U 0dnosu na centralni (do 120 dana) i kasni period laktacije, do 210 dana (Jensen,
2002).
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Koli¢ine triglicerida, koji inace ¢ine 96-98% ukupnih lipida, ne podlezu promenama
u toku laktacije (Bitman i Wood, 1990). Medutim, masnokiselinski sastav triglicerida se
menja u toku laktacije. Koli¢ine masnih kiselina kratkog lanca se povecavaju,
palmitinska Cig. ostaje relativno konstantna, dok se koli¢ine stearinske Cigo i Oleinske
Cig:1 smanjuju. Male promene u koli¢ini su ustanovljene i kod linolne Cig:» i linolenske
Cig:3 (Bitman i Wood, 1990).

Autori Graves i sar. (2007) su ispitivali sadrzaj fosfolipida sfingomielina, koji ulazi
u sastav MFGM, u mleku rasa HolStajn i Dzersej, sa ciljem utvrdivanja mogucnosti
poboljsanja njegovog sadzaja putem ishrane muznih grla. Sadrzaj sfingomielina u
mlecnoj masti mleka Hol$tajn rase je bio veci i iznosio oko 1,044 pg/g masti u odnosu
na njegov sadrzaj kod rase Dzersej, gde je iznosio 0,839 pg/g masti.

Medutim, uporedujuc¢i koncentracije sfingomielina u mleku, nije identifikovana
znacajna razlika obzirom da mleko rase Dzersej ima veéi sadrzaj mlecne masti.
Uporedujuci ove dve rase, moze se zakljuciti da rasa DzZersej ima masne globule veéih
dimenzija. Autori su, takode, ustanovili da koncentracija sfingomielina u mleku raste sa
napredovanjem laktacije, Sto je posledica povecanja sadrzaja masti u mleku sa
odmicanjem laktacije (Pordevi¢, 1987). Shodno tome, Graves i sar. (2007) su
identifikovali najveée koncentracije sfingomielina u mleku kasne laktacije, kada mleko i
sadrzi najviSe masti. Takode, autori su ustanovili da restriktivna ishrana nije znacajnije
uticala na sadrZaj sfingomielina u mleku, kao ni dodatak sojinog ulja u obrok u koli¢ini
od 4%. Dodatak ulja nije uticao ni na veli¢inu masnih globula. Ispitivanjem uticaja
sezone, autori su ustanovili da je koncentracija sfingomielina u mle¢noj masti najveca u
letnjem periodu, a najmanja u zimskom. Medutim, koncentracija sfingomielina u mleku
nije bila pod znacajnijim uticajem sezonskih varijacija u ishrani, pa shodno tome autori
zakljucuju da verovatno nije moguce korigovati koncentraciju sfingomielina u mleku

putem ishrane muznih grla.

2.2.2 Ambijentalni uslovi

Ambijentalni uslovi u kojima se izvodi proces formiranja kajmaka predstavljaju
znacajan faktor u proizvodnji kajmaka (Puda i sar.,2004, 2006). Prema Radovanovicé i
sar. (2012) parametri vazduha: temperatura, relativna vlaznost i brzina strujanja

vazduha imaju znacajan uticaj na difuzione procese prisutne u toku nastajanja pocetne
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pokozice i kajmaka u celini. Autori E¢im-Puric¢ i sar. (2012) su ustanovili da postoji
veoma jak uticaj temperature i relativne vlaznosti vazduha na prinos i sastav pokozica.

U tradicionalnoj proizvodnji kajmaka ambijentalni uslovi su determinisani
konstrukcijskim reSenjem prostorija u kojima se vr$i proces formiranja kajmaka,
specijalno konstruisanim kolibama, mlekarima. Prema Dozet i sar. (2011) mlekari se
grade, u zavisnosti od ogranizacije sakupljanja mleka i izrade kajmaka, ili uz
domacinstvo ili na letnjim ispasistima na planinskim podruc¢jima.

Najveci broj mlekara se gradi od drveta na kamenoj podlozi. Za njihovu izradu
uobicajeno je da se upotrebljavaju balvani ili drugi drveni materijali, a unutra se oblaze
daskama, da bi se obezbedila odgovarajuca temperatura prostorije. Kod starih mlekara,
oblik je klasi¢an-Cetvrtast, a kod novijih i1 pravougaoni. Krovovi su visoki, na dve ili na
Cetiri vode, $to je neophodno za dovod vazduha i prirodnu ventilaciju sa obaveznim
otvorima, tzv. badzama raznih oblika i nacina postavljanja. Posebna paznja se posvecuje
postavljanju krovova, materijalu i tehnici gradnje. Ranije su krovovi bili od Sindre,
manje od slame. Danas se, za izgradnju mlekara, upotrebljavaju savremeni materijali
(Dozet i sar., 2011) .

Pod mlekara je obi¢no dobro nabijena zemlja ili drugi materijali kao §to su: cigla,
beton i sl. U romanijskom kraju, poznatom po proizvodnji ¢uvenog romanijskog
skorupa, tj.kajmaka, koji u svojoj specificnosti izrade ima i proces dimljenja, u
mlekarima su postavljena i ognjiSta ili pe¢i za kuvanje mleka. U hladnim danima
ognjista, pored osnovne uloge u kuvanju mleka i dimljenja kajmaka, imaju i funkciju
temperiranja prostorije namenjene za proizvodnju kajmaka (Dozet i sar., 2011).

Kod izgradnje mlekara veoma je bitno strujanje vazduha i odrzavanje odgovarajuce
temperature, §to veoma uti¢e na formiranje kore kajmaka. Kao §to je napomenuto, na
krovovima mlekara se najées¢e ostavljaju otvori, badze, pomoc¢u kojih se regulise
strujanje vazduha. Dozet i sar. (1996, 2011) su istrazivanjima na terenu, na podrucju
bosansko-hercegovackih planina, gde se proizvodi ¢uveni romanijski skorup, zabelezili
nekoliko konstrukcijskih reSenja tehnika strujanja vazduha, koje za osnovu imaju
poprecno strujanje kroz otvorena vrata mlekara i raznih vidova otvora, badza, na krovu
kolibe. Tehnika je jednostavna, ali je veoma dobra za kvalitetnu izmenu vazduha,
posebno u toku dimljenja, jer se na taj nacin reguliSe uticaj dima na ukus 1 miris

proizvoda. Zabelezeni su slede¢i primeri: badze koje su stalno otvorene, ili se
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povremeno zatvaraju, otvori na vrhu krova, kod rogova krova, izgradnja posebnih
natkrivenih otvora na stranama krova, otvori na strani krova i iznad vrata kolibe sa
mrezama, otvori iznad ognjiSta sa postavljenom malom drvenom plocom koja se dize 1
spusta (Dozet i sar., 2011). Ovi otvori su neophodni u celokupnom toku procesa
formiranja kajmaka, a dodatno su znacajni kod ventilacije dima iz mlekara kod

proizvodnje romanijskog skorupa.

2.3 UTICAJ TERMICKOG TRETMANA NA PROTEINE MLEKA I
POVRSINSKE POJAVE

Termicki tretman mleka koji se u tradicionalnoj proizvodnji sprovodi jednostavnim
kuvanjem mleka, uslovljava znacajne promene na komponentama mleka. Termicki
tretman (koji prethodi procesu formiranja kajmaka) dovodi do promene povrsinskog
napona mleka (Whitnah, 1959, Zayas, 1997). Usled izrazene povrsinske aktivnosti masti
I proteina dolazi do njihove difuzije i koncentrisanja u grani¢nom sloju mleko-vazduh.
Pretpostavlja se da usled izrazene povrsinske aktivnosti komponenata MFGM dolazi do
destabilizacije MFGM na medupovrS$ini vazduha i vode, adsorpcije fragmenata MFGM,
njihovog koncentrisanja i agregiranja (Kristensen i sar.,1997). Stoga, u ovom poglavlju
dat je pregled uticaja termickog tretmana na komponente mleka, prevashodno proteine,
Sto se smatra jednim od najvaznijih faktora u procesu formiranja pokoZice odnosno
kajmaka.

Strogi rezim termicke obrade mleka, kakav je i zastupljen u proizvodnji kajmaka,
rezultuje izrazenim promenama na proteinskom kompleksu mleka, pri ¢emu dolazi do
denaturacije proteina surutke (Pordevi¢, 1987, de Wit i Klarenbeek, 1984,Hong i
Creamer 2002, Macej i sar., 2002, Ye i sar., 2002), stvaranja koagregata proteina mleka
(Fox i McSweeney, 1998, Jovanovi¢, 2001, Vasbinder i deKruif, 2003, Macej i sar.,
2002, 2007, deAngel i sar., 2006, Donato i Guyomarc’h, 2009), kao i reakcije
denaturisanih proteina surutke sa proteinima iz MFGM (Houlihan i sar., 1992, Kim i
Jimenez-Flores, 1995, Ye i sar., 2004a).

Navedene termicki uslovljene promene imaju za posledicu izmenu funkcionalnih

svojstava komponenata mleka (Singh i Creamer, 1992, Damodaran i Song, 1988,
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Dickinson, 1997, 1998, Raikos, 2010, Tran Le i sar., 2011) koje su, kada je formiranje
kajmaka i pokozice u pitanju, uglavnom pozeljne.

Kazein je termicki stabilan protein, u mleku koagulise na 100°C tek nakon 12 sati
(Holt i Horne, 1996, Pordevi¢, 1987). Za razliku od kazeina, proteini surutke potpuno
denaturi$u na 90°C u toku 5 minuta (de Wit i Klarenbaeek, 1984, Dordevi¢, 1987, Ye i
sar., 2002, Macej i sar., 2002, 2007). Posledica termic¢ke denaturacije proteina surutke
su interakcije sulfhidril-disulfidne izmene (pri temperaturama iznad 75°C i pri
normalnom pH mleka) i formiranje kompleksa izmedu B-LG i a-LA i k-kazeina i
verovatno as-kazeina (Fox i McSweeney, 1998).

Kazeini i proteini surutke pokazuju razli¢ito ponasanje na medjupovrsini ulje-voda.
Kazeini se u mleku nalaze u micelarnoj formi i kao takvi pokazuju mali afinitet prema
hidrofobnim povrSinama. Medutim, kazeinati ili pojedinaceni kazeini, tj. kazeinske
frakcije kao $to je npr. B-kazein, u odnosu na kazein, imaju veliku povrsinsku aktivnost
i relativno fleksibilne molekule. Nativni proteini surutke su globularni i sporije se
adsorbuju. Medutim, nakon termickog tretmana, na temperaturama od 70 do 75°C,
proteini surutke denaturiSu. Pod uticajem termickog tretmana dolazi do modifikacije
sekunadarne i tercijarne konformacije molekula ovih proteina. Ove modifikacije
uzrokuju promene njihovih funkcionalnih svojstava, koje se ogledaju u povecanoj
povrsinskoj aktivnosti, izmenjenoj medupovrSinskoj reologiji, emulzionim 1 penivim
svojstvima i dr.

PovrSinska aktivnost agregiranih denaturisanih proteina surutke je uglavnom
nepoznata i zavisi od uslova sredine. Poznato je da nativna forma najzastupljenijeg
proteina surutke, B-LG, menja svoju konformaciju nakon adsorpcije i formira relativno
elasti¢an film na medjupovr§inama (Shimizu i sar., 1981). Ove promene imaju izvesne
sli¢nosti sa razmotavanjem usled denaturacije, mada su manjeg obima. Takode, obzirom
da su ovo mehani¢ki indukovane promene, smatra se da su najverovatnije posledica

promene tercijarne, pre nego sekundarne strukture.

2.3.1 Uticaj visokih temperatura na kazein

Kazein je najznacajniji i najzastupljeniji protein mleka, koji ¢ini oko 75-80%
ukupnih proteina mleka. Kazein je sloZeni kalcijumfosfoglikoprotein 1 spada u grupu

termostabilnih proteina (Macej i sar., 2007). Sastoji se iz Cetiri osnovne i medusobno
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razliCite proteinske frakcije oznacene kao: asl-, as2-, B- i k-kazein. Prema Davies i Law
(1980) procentualno ucesce ovih frakcija u ukupnom kazeinu iznosi 38%, 10%, 36% i
13%. Kod drugih autora podaci o uces¢u pojedinih frakcija u ukupnom kazeinu, u
izvesnoj meri variraju. Prema Fox i McSweeney (2003) ova ucesca iznose 37%, 10%,
35% i 12%, dok prema Schmidt (1982) njihov molarni odnos u kazeinu iznosi 3:0,8:3:1.
Swaisgood (1992) je ustanovio sadrzaj as-, B- i k-kazeina u mleku, koji iznosi
14,5mg/g, 11,5mg/g, odnosno 3mg/g. Pored ovih elektroforetskin komponenata, u
ukupnom kazeinu detektovano je i1 prisustvo nekoliko manje zastupljenih proteina (y-,
R-, S- i TS-kazein), za koje se smatra da su rezultat post-translacionih promena unutar
¢elija, kao §to su fosforilacija, glikozilacija ili delimi¢na proteoliza (Swaisgood, 1993).

Sve elektroforetske frakcije kazeina su fosforilovane na specifican nacin i u
razliitom stepenu. Fosfatne grupe su esterifikovane kao monoestri serina i vezuju
polivalentne katjone, prvenstveno jone kalcijuma i u manjoj meri cinka. Kazeinske
komponente ispoljavaju mikroheterogenost, koja se ogleda u razli¢itom stepenu
fosforilovanja, disulfidnom vezivanju, varijacijama u stepenu glikozilovanja i
genetskom polimorfizmu (Macej i sar., 2007).

Od svih frakcija kazeina samo as2- i k-kazein sadrze cistein, po 2 ostatka po molu,
koji ucestvuje u formiranju intra i intermolekularnih disulfidnih veza. Odsustvo cisteina
ili cistina kod as1- i B-kazeina povecava fleksibilnost ovih frakcija kazeina.

Sve kazeinske frakcije sadrze znacajne koli¢ine, oko 35-45%, apolarnih
aminokiselinskih ostataka valina (Val), leucina (Leu), izoleucina (lle), fenilalanina
(Phe), tirozina (Tyr) i prolina (Pro) s§to utice na veoma izrazenu hidrofobnost kazeina.
Zajednicka osobina svih kazeinskih frakcija je neravnomerno rasporedena hidrofobnost
tj. polarni i apolarni aminokiselinski ostaci nisu ravnomerno rasporedeni duz
polipeptidnih lanaca, ve¢ se nalaze grupisani u skupine, grozdove, tako da formiraju
hidrofobne i hidrofilne regione. Organski fosfat, koji se vezuje za serin, nalazi se u
grozdovima i vezan je za jone kalcijuma. Frakcija P-kazein ima najizraZenije
hidrofobne, a as2-kazein najizrazenije hidrofilne osobine. Takode, i C-terminalni deo k-
kazeina je izrazito hidrofilne prirode (Fox, 1986, Fox i McSweeney, 1998, 2003).

Svi kazeini imaju visok sadrzaj prolina. Od 199 aminokiselinskih ostataka osl-
kazeina 17 su ostaci prolina. Frakcija as2-kazein ima 10 ostataka prolina od ukupno 207
jedinica, B-kazein 35 od ukupno 209, dok k-kazein od ukupno 169 ostataka ima cak 20
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ostataka prolina. Ovako veliki sadrzaj prolina odreduje konformaciju kazeina, ometa
formiranje sekundarne i tercijarne strukture, uslovljava nizak procenat a-heliks i B-
nabrane konformacije. Veliki broj ostataka prolina, koji su prilicno uniformno
rasporedeni duz polipeptidnih lanaca kazeina, uslovljavaju neorganizovanu
konformaciju, koja se u literaturi ¢esto oznacava kao prelom konformacija. Upravo
takva konformacija kazeina je rezultat slabo izraZzene sekundarne i tercijarne strukture,
Sto kazein ¢ini termicki stabilnim. Ova struktura veoma podseca na strukturu
denaturisanih proteina pa se kazein Cesto u literaturi naziva prirodno denaturisani
protein (Swaisgood, 1993).

Frakcija asl-kazein (as1-CN) sa 199 aminokiselinskih ostataka i molekulskom
masom od 23.615 predstavlja dominantnu kazeinsku frakciju sa u¢e$¢em u ukupnom
kazeinu od oko 40% (Farrell i sar., 2004). U primarnoj strukturi, sadrzi 8,5% ostataka
prolina, koji su ravnomerno rasporedeni i onemogucéavaju formiranje a-heliks i -
nabrane konformacije. U primarnoj strukturi as1-CN razlikuju se tri bloka, centralni
hidrofilni i hidrofobni na krajevima molekula (Horne, 2002, Euston i Horne, 2005). U
delu molekula koji pripada centralnom bloku, od 43.-80. ostatka, smesteno je sedam od
ukupno osam fosfoserinskih ostataka i preovladujuce je prisutna a-heliks konformacija
(Farrell, 1999). Hidrofobni segmenti na N terminalnom kraju (od 1.-23.) i C
terminalnom kraju (od 136.-196.) su odgovorni za visoku hidrofobnost molekula i za
asosovanje, odnosno polimerizaciju na bazi hidrofobnih interakcija (Malin i sar., 2005).
Asosovanje i polimerizacija as1-CN su vrlo kompleksni i prevashodno zavise od jonske
jacine, pH i prisutne genetske varijante. Segment od 136.-199. ostatka je termicki
labilan i pri temperaturama od 10-70°C pokazuje konformacione promene Kkoje
odgovaraju stanju otopljene globule, svojstvenom globularnim proteinima. Asosovanje i
polimerizacija molekula as1-CN na bazi hidrofobnih interakcija, koje poti¢u od ovog
segmenta, su limitirani malom jonskom ja¢inom i visokim pH sistema.

Frakcija as2-kazein (as2-CN) sa 207 aminokiselinskih ostataka i molekulskom
masom 25.226 ¢ini oko 10% ukupnog kazeina (Farrell i sar., 2004). Ova kazeinska
frakcija sadrzi 2 ostatka cisteina (Cys) i 10 Pro. U primarnoj strukturi as2-CN razlikuju
se Cetiri bloka sa razlic¢itom hidrofobnos¢u i naelektrisanjem (Euston i Horne, 2005).
Ova kazeinska frakcija ima najizraZenija hidrofilna svojstva u odnosu na ostale

kazeinske frakcije, zahvaljuju¢i prisustvu tri anjonska klastera aminokiselinskih
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ostataka poreklom od fosfoseril i glutamil ostataka. Dva od pomenuta tri anjonska
klasera se nalaze u hidrofilnom delu, koji je lociran u segmentu od prvih 68
aminokiselinskih ostataka na N-terminalnom kraju (Farrel, 1999, Farrell i sar., 2004).
Polovina molekula, idu¢i od C-terminalnog dela, ima globularnu strukturu sa vrlo malo
a-heliks i f-nabranih konformacija. N-terminalni deo formira neuredeni hidrofilni rep
sa ukupnim neto naelektrisanjem -21 (Fox i McSweeney, 1998). Ova kazeinska frakcija
ima sklonost ka asosovanju u zavisnosti od uslova sredine, pre svega jonske jacine. Pri
normalnom pH mleka preovladuju¢e egzistira kao monomer sa jednom disulfidnom
vezom, a sStepen asosovanja na bazi elektrostatickih interakcija se povecava sa
povecavanjem jonske jaCine sistema, do maksimalno 0,2 (Farrell, 1999). U toku
termickog tretmana egzistira kao dimer, a njihovo prisustvo u agregatima, nastalim na
bazi disulfidnih veza, je ustanovljeno pri strozijim termi¢kim tretmanima preko 100°C
(Patel i sar., 2006).

Frakcija p-kazein (B-CN) sa 209 aminokiselinskih ostataka ima molekulsku masu
23.983 i predstavlja oko 35% ukupnog kazeina (Farrell i sar., 2004). B-CN ima
najizrazenija hidrofobna svojstva u odnosu na ostale kazeinske frakcije, a prema svojoj
amfifilnosti podsec¢a na molekul detergenta. Zahvaljujuéi velikom uces¢u hidrofobnih
rezidua, i visokom uces¢éu neuredene strukture (0ko 77%) kao i konformacije [3-okreta
koji uticu na eksponiranje znacajnog broja nepolarnih grupa, postoji veoma izrazena
tendencija ka hidrofobnim interakcijama (Farrell, 1999).U primarnoj strukturi mogu se
uociti dva bloka: visoko hidrofilni blok na N-terminalnom kraju i hidrofobni na C-
terminalnom kraju. Segment na N-terminalnom delu od 1.-23. ostatka, koji predstavlja
samo oko 10% molekula, sadrzi svih pet fosfoserinskih ostataka i 1/3 ukupnog neto
naelektrisanja molekula, koje iznosi -11,5. Posebno izraZzena hidrofobnost molekula je
prisutna od 136.-209. ostatka na C-terminalnom delu, pri ¢emu aminokiselinski ostaci
od 190.-209. ostatka nemaju naelektrisanje. U rastvoru na temperaturi od 4°C B-CN
egzistira kao monomer, dok sa povecanjem temperature polimerizuje a stepen
polimerizacije prevashodno zavisi od koncentracije (Andrews i sar., 1979, Farrell i sar.,
2004).

Frakcija k-kazeina (k-CN) ima ukupno 169 aminokiselinskih ostataka i molekulsku
masu 19.037 (Farrell i sar., 2004). Za razliku od ostalih elektroforetskih frakcija

kazeina, sadrzi glikozilovanu komponentu koja moze imati jednu ili kombinacije vise
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jedinica ugljenih hidrata i njihovih derivata kao §to su: galaktoza, galaktozamin i N-
acetilneuraminska kiselina, tj. sijalna kiselina (Farrell i sar., 2004). Pomenuti
oligosaharidi egzistiraju kao trisaharidi i tetrasaharidi, vezani kovalentnim vezama za
ostatke treonina na C-terminalnom delu, na pozicijama 131, 133 i 135. Primarna
struktura ukazuje na amfiflnost molekula, pri ¢emu se razlikuju dva bloka: hidrofobni
na N-terminalnom kraju i hidrofilni na C-terminalnom kraju molekula. Prisustvo
oligosaharida vezanih u C-terminalnom (od 106.-169. aminokiselinskog ostatka) delu k-
CN uti¢e na povecanje stepena hidrofilnosti ovog dela molekula. Nasuprot tome, N-
terminalni (od 1.-105. aminokiselinskog ostatka) deo k-CN (para-k-CN) je izrazito
hidrofoban (Fox i McSweeney, 1998, Fox i McSweeney, 2003). Prisustvo relativno
velikog ucéesc¢a B-nabrane konformacije (oko 31%) u hidrofobnom delu molekula daje
moguénost asosovanja i formiranja polimera putem inetermolekularnih hidrofobnih
interakcija (Loucheux-Lefebvre i sar., 1978). Pored toga, u svojoj primarnoj strukturi -
CN sadrzi 2 Cys ostatka po molu, zahvaljuju¢i ¢emu B-CN polimerizuje i na bazi
disulfidnih veza (Farrell, 1999). Stepen asosovanja i polimerizacije preovladujuce
zavisi od koncentracije molekula, temperature i jonske ja¢ine sistema.

Kazein nema ni tipi¢no globularnu ni fibrilarnu formu, ve¢ otvorenu i fleksibilnu
strukturu. Holt 1 Sawyer (1993) su proucavaju¢i primarnu i sekundranu strukturu
kazeinskih frakcija, ovaj oblik strukture kazeina nazvali reomorfan. Kazein se u mleku
nalazi u formi kazeinskih micela, koje su rezultat postojanja kvarternerne strukture. U
sastav micele ulazi nekoliko stotina do nekoliko hiljada polipeptidnih lanaca, koji,
zajedno sa mineralnim kompleksom, obrazuju strukturu kazeinske micele. Oko 94%
micela ¢ine proteini 1 oko 6% niskomolekularna jedinjenja kao §to su: koloidni kalcijum
fosfat (CCP), jonski kalcijum i fosfor i male koli¢ine citrata, magnezijum i dr.

Struktura kazeinske micele je dugi niz godina predmet brojnih istrazivanja (Darling
i Dickson, 1979a,b, Anema i Klostermeyer, 1996, Holt i Horne, 1996, Dalgleish, 1998,
Horne, 2002, DeKruif i Holt, 2003, Fox i McSweeney, 2003, Holt i sar., 2003). U
literaturi postoji veéi broj predlozenih modela i svaki od njih pruza objaSnjenje za
pojedine osobine kazeina. Moze se re¢i da se najviSe pominju sledeca dva: model
submicela i model porozne strukture (eng. hairy layer micelle). Postavljeni modeli

kazeinske strukture se razlikuju u pogledu unutrasnje strukture micele, ali oba modela
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podrzavaju znacajnu cementiraju¢u ulogu CCP-a, povrSinsku rasporedenost k-CN i
njegovu stabilizujuc¢u ulogu (Fox, 1998, Walstra, 1999, Holt i sar., 2003).

Kazeinske micele imaju sposobnost da se, u zavisnosti od uslova sredine, agregiraju
u agregate, koji se mogu i razlagati pod odredenim uslovima. U prisustvu jona
kalcijuma dolazi do agregacije micela. U pocetnoj fazi zagrevanja, kazeinske micele se
agregiraju, da bi u kasnijoj fazi do momenta koagulacije disosovale, kada nastaje brza i
intenzivna agregacija micela (Fox, 1986). Visoka termicka stabilnost kazeina se bazira
na ¢injenici da hidrofobne interakcije, koje igraju znac¢ajnu ulogu u agregiranju kazeina,
ne egzistiraju na temperaturma iznad 100°C. Takode, negativno naelektrisanje fosfatnih
grupa kazeina znacajno doprinosi visokoj termickoj stabilnosti kazeina (Fox i
McSweeney, 2003, Fox i Morrissey, 1997).

Termicka stabinost kazeina u koloidnom sistemu mleka zavisi od fizi¢ko-hemijskih
uslova sredine. Delovanje vrlo visokih temperatura moze prouzrokovati razlidite
promene kao $to su: delimi¢na proteoliza, defosforilacija, f-eliminacija serina, serin
fosfata i ostataka cisteina (posebno pri pH>7), disocijacija i agregacija micela (Macej i
sar., 2007). Medutim, u industrijskim procesima se uobicajeno ne primenjuju tako
strogi termicki rezimi u obradi mleka. Na termi¢ku stabilnost kazeina najveci uticaj ima
pH vrednost. Pri pH<6,4 kazein pokazuje malu termicku stabilnost. Medutim, u opsegu
pH od 6,4-6,7, stabilnost se znacajno povecava i dostize maksimum pri pH 6,7. Pri toj
pH vrednosti mleko moze biti zagrevano do 140°C u toku 20 minuta pre nego S$to
koaguli$e. Pri vi§im pH vrednostima, minimum termicke stabilnosti postize se pri pH
6,9, kada pocinje da koaguliSe ve¢ nakon 7 munuta. PoviSenjem vrednosti pH iznad 6,9,
stabilnost kazeina se ponovo povecava (Fox i Morrissey, 1977, Fox, 1998).

Tokom termickog tretmana na poviSenim temperaturama dolazi do disocijacije svih
kazeinskih frakcija iz micela. Anema (1998) je ustanovio da stepen disocijacije
primarno zavisi od temperature primenjenog termickog tretmana, dok veoma malo
zavisi od vremena trajanja tretmana. Povecavanje koncentracije koloidnog kalcijum
fosfata ima manji stepen uticaja na disocijaciju kazeinskih micela u odnosu na
redukovanje njegovog sadrzaja, pri ¢emu dolazi do povecanja obima disocijacije micela
(Anema i Li, 2000). Anema i Klostermyer (1997a) ukazuju da se disocijacija micele
moze javiti kao posledica promene prirode CCP na razlicitim pH vrednostima i

temperaturama, pri ¢emu dolazi do formiranja manje stabilne strukture na viSim pH
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vrednostima. Autori su ustanovili da pH zavisna disocijacija micela moze biti indukvana
temperaturama nizim od 100°C. Pri pH 6,7 identifikovane su male koli¢ine kazeina u
serumskoj fazi, bez obzira na visine temeperatura. Poveéanje nivoa kazeina u serumu se
desava kada pH poraste sa 6,7 na 7,1. Generalno, Kkoli¢ina rastvorljivog kazeina,
odnosno, serumskog kazeina se povecava sa porastom temperature i dostize
maksimalnu vrednost disocijacije na 70-80°C. Daljim povecanjem temperature
disocijacija opada. Disocijativno ponaSanje as- i B-CN pri pH>6,7 pokazuje slicnu
temperaturnu zavisnost tj. povecanje disocijacije sa povecanjem temperature i
maksimumom disocijacije na 70-80°C. Suprotno navedenom, disocijacija k-CN (koja je
takode pH zavisna) se povecava linearno sa poviSenjem temperature u celom
posmatranom temperaturnom intervalu od 20-120°C (Anema i Klostermyer 1997b).

Anema i sar. (2000) pretpostavljaju da hladjenjem mleka, kod koga je doslo do
disocijacije frakcija kazeina iz micele, disosovani k-CN stabilizuje disosovane as- i -
kazeinske frakcije koje se izdvajaju u formi malih agregata u serumskoj fazi mleka. Ova
pojava je ustanovljena pri termic¢kim tretmanima nizim od 70°C. Medutim, u situaciji
kada se mleko termicki tretira na temperaturi iznad 70°C, stanje se menja, jer dolazi do
denaturacije proteina surutke i njihove interakcije sa k-CN. Autori pretpostavljaju da na
ovaj nacin dolazi do spreavanja protektivne uloge K-CN u stabilizaciji disosovanih
kazeina iz micele, tako da, hladenjem takvog mleka, dolazi do asosovanja disosovanih
frakcija sa kazeinskom micelom ili formiranja vecih agregata.

Ustanovljeno je da postoji jaka zavisnost izmedu stepena disosovanja k-CN i
denaturacije proteina surutke u pH intervalu od 6,5-7,1 (Anema, 2007). Nivo
disosovanog k-CN opada sa smanjenjem sadrZaja proteina surutke Pri temperaturama
vi$im od 60°C, dodavanje B-LG snizava nivo disosovanog os- i B-CN, a povecava nivo
disosovanog k-CN. Takode, blokiranje tiolnih grupa uzrokuje povecanje disocijacije os-
i B-CN pri svim temperaturama i snizava nivo disosovanog k-CN pri visim
temperaturama.

Gubitak stabilizuju¢e uloge k-CN dejstvom visokih temperatura se objasnjava
intermolekularniom agregiranjem u koje su ukljucene disulfidne, a verovatno i
vodoni¢ne i/ili hidrofobne veze. Proucavanjem u model sistemima rastvora k-CN,
ustanovljeno je da delovanjem poviSenih temperatura dolazi do formiranja visoko

molekularnih polimera, pre svega preko sulfidril-disulfidnih interakcija. Dejstvom
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visokih temperatura moze do¢i do dekompozicije N-acetil neuraminske kiseline u k-CN,
Sto takode umanjuje njegovu stabilizuju¢u sposobnost. Pri 140°C, oko 30% sijalne
kiseline k-CN se oslobada, a peptidi koji nastaju su rastvorljivi u 12%TCA (Fox i
Morrissey, 1977).

2.3.2 Uticaj visokih temperatura na proteine surutke

Proteini surutke pripadaju grupi globularnih proteina sa izraZenom sekundarnom i
tercijarnom strukturom molekula. Proteini surutke ireverzibilno denaturi$u i koagulisu
pod dejstvom visokih temperatura. Za razliku od kazeina, proteini surutke potpuno
denaturis$u na 90°C u toku 5 minuta (Pordevi¢, 1987, de Wit i Klarenbaeek, 1984, Ye i
sar., 2002, Macej i sar., 2002, Macej i sar., 2007). Medutim, nisu svi proteini surutke
podjednako osetljivi na uticaj visokih temperatura. Ako, pored napred pomenutih B-LG
i a-LA, uzmemo u obzir i albumin krvnog seruma (BSA), proteozo-peptonsku frakciju
(PP) i imunoglobuline (1g), redosled termicke stabilnosti pojedinih proteina surutke bi
bio slede¢i PP>a-LA>B-LG>BSA>Ig (Donovan i Mulvihill, 1987). Uobicajeno je da se
stepen denaturacije proteina surutke uglavnom odreduje stepenom denaturacije B-LG,
obzirom da je on najzastupljeniji i ¢ini oko 50% ukupnih proteina surutke (Pordevic,
1987, Mulvihill i Donovan, 1987). Termicki tretman mleka na 90°C u toku 6 minuta,
izaziva veoma visok stepen denaturacije B-LG, koji iznosi oko 99% (Ghosh i sar,.
1996). Prema Donovan i Mulvihill (1987) termic¢kim tretmanom na 60°C u toku 10
minuta denaturi$e samo 3% , na 70°C oko 15%, na 80°C denaturiSe oko 66%, dok na
90°C oko 85% ukupnih proteina surutke. Takode, ispitivanjem stepena denaturacije u
vremenu tokom zagrevanja, ustanovljeno je da pri termi¢kom tretmanu na 80°C u
trajanju od 2, 3, 5 ili 9 minuta, stepen denaturacije proteina surutke iznosi 20%, 30%,
50% odnosno 80% (Ghosh i sar.,1996).

Smatra se da postoje tri temperaturna intervala: 4-60°C, 60-100°C i 100-150°C, koja
razli¢ito utiCu na promene na proteinima surutke (de Wit i Klarenbaeek, 1984, Macej i
sar., 2007). Temperature do 60°C izazivaju reverzibilne promene na proteinima surutke
(sa porastom temperature pojacavaju se intra i/inter molekularne hidrofobne interakcije,
koje uslovljavju asosovanje i disosovanje). Ove promene se ¢esto zovu predenaturacija,

izazvane delimi¢no gubitkom trodimenzionalne strukture i promenama njihove
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hidratisanosti. Pri temperaturama u intervalu od 60-100°C, dolazi do denaturacije i
ireverzibilnih promena strukture.

Delovanje visokih temperatura na proteine surutke se odvija u dve faze. U prvoj
fazi, se desava denaturacija, kao posledica raskidanja nekovalentnih veza, kao §to su
vodoni¢ne, hidrofobne i dr., dok u drugoj fazi, dolazi do agregacije denaturisanih
proteina. U ovoj fazi, u zavisnosti od uslova sredine, kao Sto su pH, jonska jacina i
koncentracija proteina, moze do¢i do precipitacije ili gelifikacije (de Wit i Klarenbaeek,
1984, Macej i sar., 2007).

2.3.2.1 Uticaj visokih temperatura na B-laktoglobulin

B-LG sa ukupno 162 aminokiselinska ostatka, molekulskom masom monomera
18.277 i sa uceS¢em od oko 50% u ukupnim proteinima surutke predstavlja
najznacajniji protein surutke (Farrell i sar. 2004). U svojoj kompaktnoj globularnoj
strukturi dominira 3-nabrana konformacija koja uz malo uc¢esce a-heliks i veliko uéesce
neuredenih struktura obrazuje B-bure strukturu (Sawyer i sar., 1999). Sredina B-bure
strukture je izrazito hidrofobne prirode $to uti¢e na svojstvo vezivanja hidrofobnih i
amfifilnih molekula. Zahvaljujuéi velkom broju ostataka Lys, B-LG moze ucestvovati u
Majardovim (Maillard) reakcijama §to je posebno izrazeno u proizvodnji i skladistenju
koncentrovanih proteinskih preparata (Morgan i sar., 1998, Le i sar., 2012).

B-LG sadrzi 5 Cys ostataka po monomeru, od kojih Cetiri ucestvuju u formiranju dve
disulfidne veze i jednu koja predstavlja slobodnu sulfhidrilnu grupu na poziciji Cys 119
ili 121. Monomer B-LG moze da asosuje i da gradi agregate razli¢itih veli¢ina u
zavisnosti od pH i temperature (Farrell i Thompson, 1974, Swaisgood, 1986). Na
sobnoj temperaturi, B-LG se javlja kao dimer pri pH izmedu 5,2 i 7,5 (Caessens i sar.,
1997). Prema Farrell i Thompson (1974), B-LG egzistira kao monomer jedino pri pH
ispod 3,5 i iznad 7,5. Izmedu pH 3,5-5,2 reverzibilno asosuje i formira
oktamere/tetramere kod kojih dominiraju hidrofobne interakcije (Swaisgood, 1986,
Caessens i sar., 1997).

Kalcijum neutraliSe nealektrianje B-LG i ima veliki uticaj na stabilnost ovog
proteina surutke (Macej i sar., 2007). Autori de Wit i Klarenbeek (1984) su ustanovili
da se stabilnost denaturisanog B-LG povecava sa porastom pH vrednosti, ali se

dodatkom jona kalcijuma na istom pH, smanjuje. Sklonost denaturisanog B-LG ka
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agregiranju u prisustvu kalcijumovih jona je veca pri pH 6,5 (u odnosu na pH 5,0-6,0),
jer se pri ovoj vrednosti pH povecéava reaktivnost eksponiranih sulthidrilnih grupa p-LG
(Mulvihill i Donovan, 1987).

Prilikom termi¢kog tretmana, na temperaturama od 30-55°C dolazi do disosovanja
dimera u monomere, a daljim povecanjem temperature do denaturacije molekula
(Farrell, 1999). Prilikom denaturacije rusi se tercijarna struktura tj. B-LG gubi
globularnu strukturu, polipeptidni lanci se odmotavaju pri ¢emu dolazi do ekspozicije
reaktivnih sulfhidrilnih (tiolnih) grupa iz unutrasnjosti molekula (Pordevi¢, 1987,
Macej i sar., 2007). Termicka denaturacija B-LG se deSava kroz dve grupe razli¢itih
reakcija, oznacenih kao tip I i tip II, odnosno primarna i sekundarna faza, u toku kojih
se desava formiranje malih i velikih agregata (Sawer, 1968, Mulvhill i Donovan, 1987).

Prema Mulvihill i Donovan (1987) dinamic¢ka ravnoteza izmedu dimernih i
monomernih formi B-LG na nizim temperaturama Se pomera prema formiranju
monomera. Prema Morr (1985) u primarnoj fazi, nakon formiranja monomera, pod
uticajem poviSenih temperatura, zapoc¢inju reverzibilne promene konformacije molekula
koje obuhvataju vecu ekspoziciju tirozinskih i triptofanskih aminikselinskih ostataka
prema rastvaracu, jonizaciju odredenih grupa kao i ekspoziciju tiol grupa iz
unutra$njosti §to uslovljava vecu dostupnost za reagovanje tj. povecanje reaktivnosti. Sa
daljim povecanjem temperature dolazi do raskidanja vodoni¢nih i hidrofobnih veza,
demaskiranja tiol grupa, $to uslovljava gubitak sekundarne strukture. Na temperaturama
vis§im od 70°C zapolinje prva faza agregacije denaturisanih molekula B-LG i
obrazovanje primarnih agregata. Prema Fox i McSweeney (1998) primarna faza u kojoj
dolazi do maksimuma promena se desava u temperaturnom rasponu od poc¢etne 62°C do
75-85°C. U ovoj fazi dolazi do formiranja malih agregata hemijskim vezivanjem cetiri
monomera, putem intermolekularnih disulfidnih mostova, oksidacijom tiolnih grupa ili
tiol-disulfidnim interakcijama (Sawer, 1968). U sekundarnoj fazi dolazi do reakcija
izmedu malih agregata formiranih u prethodnoj fazi i obrazovanja vecih agregata.

Povecanje koncentracije k-CN inhibira agregiranje proteina surutke u agregate vecih
dimenzija. Ispitivanjem u model sistemu, ustanovljeno je da i prisustvo drugih
kazeinskih frakcija kao §to su as- i B-CN uti¢e, odnosno, spre¢ava termicki izazvanu
agregaciju proteina surutke. Naime, tokom termifkog tretmana kazeinske frakcije

agregiraju u micele, koje zatim, prevashodno hidrofobnim interakcijama, reaguju sa
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denaturisanim proteinima surutke, formirajuci agregate (Guyomarc h i sar. 2003, 2009,
Choisar., 2003, O 'Kennedy, 2006).

Kim i sar. (2005) su ispitivali uticaj termic¢kog tretmana na medupovrsinske osobine
B-LG, odnosno promene konformacije i povrSinsku hidrofobnost pri razli¢itim
termic¢kim tretmanima (80°C u toku 5, 15 i 30 minuta) i pri vrednosti pH 7; 5,51 4, sto
je prikazano na Slici 1. Kao metod koris¢en je kruzni dihroizam, CD (eng. circular
dichroism) i hidrofobno vezivanje boje. Autori su zakljuéili da termicki tretman dovodi
do smanjenja sadrzaja uredene strukture, prevashodno konformacije a-heliksa, sa
odgovaraju¢im povecanjem neuredene strukture pri svim pH vrednostima. Strukturne
promene su bile najizrazenije nakon kratkog termickog tretmana (5 minuta), pri cemu je
ustanovljeno smanjenje ucesca a-heliksa sa 16% na 12%. U isto vreme doslo je do
povecanja ucesca neuredene strukture sa 38% na 43%. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima Boyle i sar. (1996), koji su ustanovili da prilikom visokog termic¢kog
tretmana dolazi do smanjenja uredene i adekvatnog povecanja neuredene strukture [3-
LG. Produzeno zagrevanje pokazalo je vrlo mali uticaj na promene sekundarne
strukture, pri pH 7. Medutim, pri pH 4, tokom termi¢kog tretmana neprekidno se
povecéavala hidrofobnost, pri ¢emu se smanjivalo ucesée uredene i povecavalo ucescée
neuredene strukture. Mereno pri razli¢itim vrednostima pH, i nakon razli¢itih vremena
zagrevanja, za razliku od a-helix konformacije, uredena P-nabrana konformacija je
imala izuzetno blage promene uce$¢a u odnosu strukturu nativnih molekula (Kim i
sar.,2005). Autori smatraju da je povecanje povrsinske hidrofobnosti, u odnosu na
nativno stanje, rezultat parcijalne denaturacije i ekspozicije hidrofobnijih grupa usled
delimi¢nog odmotavanja proteinskog molekula. Das i Kinsella (1990) su ustanovili da
prilikom termickog tretmana B-LG, pri pH 6,5, na temperaturama 70°C i 80°C, dolazi
do povecanja molekulske hidrofobnosti za 2,5, odnosno 5 puta, u odnosu na nativno
stanje. Promene hidrofobnosti su zavisne od: distribucije naelektrisanja unutar molekula
proteina (Sto zavisi od pH) i jonske jacine. Prema Kim i sar. (2005) povecanje
povrsinske hidrofobnosti B-LG je viSe izrazeno pri nizim pH vrednostima. Naime,
tokom termickog tretmana, identifikovano je povecanje hidrofobnosti 5 puta pri pH 4,
osam puta pri pH 5,5 i 2 puta pri pH 7, mada su apsolutne vrednosti bile najvecée pri pH
7 (Slika 1). Povrsinska hidrofobnost je bila najniza pri izoelektri¢noj tacki zato §to je

tada kompaktnija tercijarna struktura molekula.
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Kim i sar. (2005) su ustanovili da termicki tretman uzrokuje povecanje fleksibilnosti
molekula, tako §to dolazi do odmotavanja proteinskog molekula. Veée odmotavanje
rezultuje u povecanju fleksibilnosti molekula, S§to za posledicu ima tendenciju
formiranja konformacije petlje (eng. loop formation), koje veoma uti¢e na ponasanje
adsorbovanih proteina na medupovrSinskom sloju. Ovo stanje se oslikava u promeni
adsorpcione izoterme na medupovrsini vazduh-voda i smanjenja prostora po molekulu
usled povecane fleksibilnosti molekula i viSe izrazene konformacije petlje.

Promene sekundarne i tercijarne strukture molekula proteina utiCu na promenu
reoloskih povrsinskih osobina (Dickinson, 1998, Mellema i Isenbart, 2004). Kim i sar.
(2005) su ustanovili da se reoloske povrsinske osobine B-LG reflektuju na poboljsanje
sposobnosti za stabilizaciju emulzija i pena. Ovo poboljSanje je zavisno prevashodno od
pH vrednosti. Poredenjem stabilnosti emulzija pri razli¢itim vrednosti pH, ustanovljeno
je da su emulzije bile najmanje stabilne pri pH 4, a najstabilnije pri pH 7. Takode,
emulzije su pokazale najmanju stabilnost kada su kori§¢eni nativni molekuli B-LG. Pri
pH 7, emulzije su najstabilnije kada su proteini prethodno podvrgnuti termickom

tretmanu na 80°C u trajanju od 15 minuta.
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Slika 1. PovrSinska hidrofobnost rastvora B-LG termicki tretiranog na 80°C pri
razli¢itim vrednostima pH (Kim i sar., 2005).

Kim i sar. (2005) su ustanovili da termicki tretman utiCe na poveéanje
medupovrsinske smicajne elasti¢nosti, G” (eng. interfacial shear elasticity) i
medupovrsinske smicajne viskoznosti, ys (eng. interfacial shear viscosity) adsorbovanih
molekula B-LG i pri pH 5,5 i pri pH 7. Najmanje vrednosti su zabelezene kod nativnih

molekula a najvece kod termicki tretiranih molekula B-LG. Pri pH 7, najveée vrednosti
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G’, us (kao 1 stabilnosti emulzija stabilizovanih molekulima B-LG 1 vremena
koalescencije) su nadene kod termicki tretiranih molekula na 80°C u trajanju od 15
minuta. Pri pH 5,5 iako su utvrdene najvece vrednosti G', pus kao i najduze vreme
koalescencije kod termicki tretiranih molekula na 80°C u trajanju od 15 minuta, najveca

emulziona stabilnost je postignuta kod termickog tretmana u trajanju od 5 minuta.

2.3.2.2 Uticaj visokih temperatura na a-laktalbumin

a-LA predstavlja drugi znacajan protein surutke, koji ¢ini oko 20% ukupnih proteina
surutke i 2-5% ukupnog azota mleka (Swaisgood, 1993, DPordevi¢, 1987, Macej i sar.,
2007). a-LA se karakteriSe tipicanom kompaktnom globularnom strukturom, sa ukupno
123 aminokiselinske jedinice i molekulskom masom 14.178 (Farrell i sar., 2004). a-LA
ima osobinu da vezuje razli¢ite jone, da asosuje i da polimerizuje. Pri normalnom pH
mleka, u sekundarnoj strukturi je zastupljeno 26% a-heliksa, 14% [-nabrane
konformacije i oko 60% neuredenih struktura (Swaisgood, 1986).

U ranijim radovima izvesnog broja autora izneta su misljenja da je a-LA termicki
najnestabilniji protein surutke (Sawer, 1968, Samel i sar., 1971, Bernal i Jelen, 1984) i
da njegova denaturacija a-LA pocinje ve¢ na 62°C i da uklanjanje kalcijuma sniZzava
temperaturu denaturacije. Takode ustanovljeno je da denaturisani a-LA, nakon hladenja,
ima sposobnost da se renaturiSe. Suprotno prethodnim istrazivanjima, Mulvhill i
Donovan (1987) su, merenjem rastvorljivosti pri pH 4,5, ustanovili da a-LA predstavlja
najstabilniji protein surutke. Danas se zna da je a-LA metaloprotein koji vezuje jedan
jon Ca** po molu i to na mestu lanca koji sadrzi &etiri ostatka asparagina (Asp). Molekul
a-LA u kompleksu sa jonima kalcijuma je izuzetno stabilan pri dejstvu temperatura, i
predstavlja termicki najstabilniji protein surutke. Medutim, pri smanjenju pH rastvora
ispod pH 5,0 dolazi do protonovanja ostatka Asp ¢ime a-LA gubi sposobnost vezivanja
kalcijuma i tada postaje termicki nestabilan, denaturise i nerenaturise tokom hladenja.

PonaSanje a-LA prema dejstvu visokih temperatura uslovljeno je postojanjem
parnih, tj. ukupno cetiri disulfidna mosta i odsustvom slobodnih tiol grupa u primarnoj
strukturi. Pri termickom tretmanu na 100°C u trajanju od 10-30 minuta, dolazi do
raskidanja 12-20% disufidnih veza i obrazovanja reaktivnih grupa (Swaisgood, 1986).
a-LA, na temperaturama od 60-80°C pokazuje delimi¢no reverzibilnu denaturaciju (za

razliku od B-LG koji denaturiSe ireverzibilno).
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Denaturacija o-LA se povecava sa temperaturom i povecanjem pH i izraZenija je u
prisustvu B-LG (Elfagm i Wheelocok, 1978). Prilikom termic¢kog tretmana mleka na 74-
96°C dolazi do znacajnog smanjenja koli¢ine a-LA, za razliku od tretmana na 70°C
kada se takva pojava ne deSava. Ovo saznanje navodi na zakljucak da je za interakciju
denaturisanog o-LA sa B-LG, neophodno da se prethodno obrazuju mali agregati
denaturisanih molekula B-LG (Lyster, 1970).

Prema Anema (2007) za razliku od B-LG, koji prilikom termi¢kog tretmana na 90°C
u toku 20-30 minuta denaturiSe bez obzira na vrednosti pH, denaturacija a-LA zavisi od
vremena trajanja tretmana i pH vrednosti. Autor je ustanovio da termicki tretman na
90°C nakon 20 minuta pri pH 6,5 dovodi do denaturacije oko 90% molekula a-LA, dok
je pri pH 6,9 ustanovljena potupuna denaturacija.

a-LA pripada grupi proteina najviSe koriS¢enih kao model proteini za razlicita
ispitivanja globularnih, uvijenih proteinskih lanaca. Mnogi autori su ustanovili da
termicki tretman poboljSava povrSinske osobine proteina, pri ¢emu je taj efekat veoma
ocigledan kod a-LA. Kod ovog proteina surutke pomenuti efekat se ispoljava kao
rezultat formiranja molekulske strukture tzv. stanja otopljene globule tipi¢ne za
globularne proteine (eng. molten state globule) (Farrell i sar., 2002, Uversky, 2002).
Prema Farrell i sar. (2002) stanje otopljene globule predstavlja specifi¢no
intermedijarno stanje konformacije molekula izmedu nativnog 1 potpuno denaturisanog
stanja. Ovo stanje odlikuje znacajno prisustvo nativne sekundarne strukture i potpuno ili
u velikoj meri izrazeno odsustvo tercijarne strukture i gustog pakovanja bo¢nih lanaca.
Iako su prisutne praznine u konformaciji i pojacana fleksibilnost bo¢nih lanaca, stanje
otopljene globule se ipak karakterise kompaktnom strukturom molekula (Kuwajima,
2002).

Wijesinha-Bettoni i sar. (2007) su vrsili karakterizaciju proteinskih produkata
formiranih nakon termickog tretmana razblazenih rastvora a-LA na temperaturi od 80°C
u trajanju od 30, 60 i 120 minuta. Uslovi eksperimenta su tako izabrani da omoguce da
a-LA ostane najve¢im delom monomer i kao takav pogodan za analiziranje nuklearnom
magnetnom rezonancom (NMR). Autori smatraju da monomeri koji su preostali
neagregirani, igraju najznacajniju ulogu na medupovrSini. Merenjem povrSinskog
napona, ustanovljeno je da produzeno zagrevanje na 80°C, pri pH 7, u odsustvu tiolnih

inicijatora, pojacava povrSinsku aktivnost molekula a-LA na medupovrSini vazduh-
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voda. Takode, autori su ustanovili da pri najduzem termickom tretmanu (120 min.) a-
LA, dolazi do hidrolize izvesnih peptidnih veza i pojave izolovanih serija disulfidno-
povezanih polipeptidnih lanaca manjih molekulskih masa. Uzorci koji su termicki
tretirani u trajanju od 30, 60 i 120 min. pokazali su veliku heterogenost u pogledu
strukture i1 povrsinske aktivnosti. Tokom termi¢kog tretmana, analizom o-LA
monomera, ustanovljeno je permanentno smanjenje uceS¢a nativne strukture, uz
povecanje nepravilno uvijene konformacije i uz neprekidno poveéanje hidrofobnosti.
Wijesinha-Bettoni i sar. (2007) su ustanovili da termicki indukovane nepravilno uvijene
forme o-LA su ireverzibilno formirane, kao rezultat termicki indukovanih disulfidnih
veza. Termicki indukovano nepravilno uvijanje monomera je bilo karakteristi¢no i u
izvesnom stepenu podseéa na stanje otopljene globule. Medutim, nepravilno uvijene
monomerne strukture su imale manje zastupljenu helikoidnu sekundarnu strukturu i
manji broj vodoni¢nih veza, nego klasi¢no pH 2 stanje otopljene globule a-LA. Analize
disulfidnih veza ukazuju da sve nepravilno uvijene monomerne frakcije a-LA (u toku
termickog tretmana od 120 min.) sadrze 61-73 disulfidnu vezu koja se ne nalazi u
nativnom monomeru. Wijesinha-Bettoni i sar. (2007) smatraju da su upravo ove
delimi¢no uvijene formacije povezane disulfidnim vezama odgovorne za izrazeno

povecanje povrsinske aktivnosti a-LA prilikom termi¢kog tretmana.

2.3.3 Interakcije izmedu kazeina i proteina surutke

Temickim tretmanom mleka na temperaturama visim od 70°C u duzem vremenskom
periodu dolazi do interakcija izmedu proteina surutke i kazeina, poznatih pod nazivom
koagregati proteina mleka. Ovakvim tretmanom mogu nastati razlic¢iti kompleksi:
izmedu a-LA i B-LG, a-LA i k-CN, B-LG i k-CN, kao i kompleksi izmedu o-LA, B-LG i
K-CN (Pordevi¢, 1987, Macej i sar., 2002, Macej i sar., 2007). Prilikom denaturacije -
LG, koji u svojoj primarnoj strukturi ima dva disulfidna mosta i jednu slobodnu tiolnu
grupu, dolazi do ekspozicije reaktivnih tiolnih grupa koje mogu reagovati sa disulfidnim
vezama 1 formirati hemijske komplekse sa drugim proteinima u mleku kao §to su a-LA,
k-CN, BSA i imunoglobulini (Lyster, 1970, Mulvihill i Donovan, 1987). Hemijski
kompleksi se mogu obrazovati putem tiol-disulfidne izmene, tiol-tiol oksidacije i
nekovalentnih interakcija (Mulvihill i Kinsella, 1987, McSwiney i sar., 1994, Hoffmann

I van Mil, 1997). Medutim, najve¢i broj autora smatra da se kompleksi obrazuju
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prvenstveno izmedu slobodne i reaktivne tiol grupe denaturisanog B-LG i disulfidne
veze k-CN (Kirchmeier i sar., 1985, Haque i Kinsela, 1988,Sawey i sar., 1999).

Postoje dve teorije o nacinu formiranja koagregata mleka. Prema prvoj teoriji,
proces formiranja koagregata se desava u dve faze. U prvoj fazi dolazi do interakcija
izmedu proteina surutke, dok u drugoj fazi dolazi do interakcija formiranih kompleksa
sa k-CN (Elfagm i Wheelock, 1978, Corredig i Dalgleish, 1999). Prema ovoj teoriji,
stepen formiranja kompleksa odreden je koncentracijom B-LG. Prema drugoj teoriji
(Mottar i sar., 1989), proces formiranja koagregata se, takode, desava u dve faze, pri
¢emu se u prvoj gradi kompleks izmedu termicki denaturisanog B-LG i k-CN, dok u
sledecoj fazi dolazi do rekcija izmedu denaturisanog a-LA i vezanog B-LG. Prema ovoj
teoriji molekuli denaturisanog B-LG su radijalno rasporedeni i najveéim delom
pokrivaju kazeinsku micelu, tako da novonastala povrSina ima veci broj tankih izbo¢ina
koje poti¢u od vezanog B-LG. Denaturisani a-LA se veze za isturene delove B-LG i na
taj naCin hrapava povrSina dobija pravilniji sferni izgled. Prilikom formiranja
koagregata dolazi do promena fizicko-hemijskih svojstava formiranih kompleksa.
Obrazovani kompleksi, nakon hemijskog vezivanja k-CN i B-LG, imaju izrazene
hidrofobne osobine. Medutim, nakon vezivanja a-LA, karakter se menja i nagradeni
kompleksi imaju jako izrazena hidrofilna svojstva (Macej i sar., 2007). Prema Haque i
Kinsella (1988) termi¢kim tretmanom na temperaturi od 60-85°C povecava se
potencijal za hidrofobne interakcije izmedu B-LG i k-CN. Autori navode da, u ovoj fazi
izmedu navedenih proteina, preovladuju hidrofobne interakcije. Ustanovljeno je da pri
ostrijim termickim rezimima (90°C/10 minuta), dolazi do intenzivne denaturacije a-LA,
koji takode moZe da obrazuje disulfidne intermolekularne veze. Medutim, ustanovljeno
je da a-LA ne reaguje sa k-CN bez prisustva denaturisanog f-LG (Elfagm i Wheelock,
1978).

Prema Corredig i Dalgleish (1996a) stepen reagovanja izmedu proteina surutke i
kazeina u mleku se poveCava sa poviSenjem temperature od 75°C do 90°C i
produZenjem vremena termic¢kog tretmana, pri ¢emu se koli¢ina vezanog a-LA znacajno
povecava u intervalu od 80-110°C.

Kompleksi izmedu k-CN i proteina surutke se u najve¢em obimu obrazuju na
temperaturi od 85°C, pri ¢emu je ustanovljeno da se na visim temperaturama koagregati

obrazuju, ve¢om brzinom, ali u manjem obimu (Long i sar., 1963). Do sli¢nih
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zakljucaka su dosli i Hindle i Wheelock (1970). Autori su smesu jednakih koli¢ina k-CN
1 B-LG termicki tretirali u toku 20 minuta na razli¢itim temperaturama, 65°C, 70°C,
75°C, 80°C, 85°C i 99°C i ustanovili da su koli¢ine vezanog B-LG iznosile 3,4%,
15,4%, 48,8%, 67,8%, 82,9% o0dnosno76,7% u zavisnosti od termickog rezima. Pri
temperaturi od 99°C reakcija je bila najbrza, uz manji obim interakcija $to je verovatno
rezultat degradacije cisteina (Hindle i Wheelock, 1970). Macej (1989) je ustanovio da se
termi¢kim tretmanom mleka na 87°C u toku 10 minuta, obrazuje ista koli¢ina
koagregata proteina mleka kao i pri strozijim rezimima kao $to su 90°C i 95°C u toku
10 minuta. Prema Sawyer (1969) pri termi¢kom tretmanu u rezimu 85°C/20 min. 1 gram
k-CN reaguje sa oko 2,2 g B-LG, dok na 99°C priblizno 1,4 g B-LG reaguje sa istom
koli¢inom k-CN. Oldfield i sar. (1998a,b) su ustanovili da u temperaturnom opsegu od
80-130°C dolazi do asosovanja kazeinskih micela i uglavnom B-LG. Molekul a-LA se
ukljucuje u kompleks tek nakon duzeg termickog tretmana i njegov stepen asosovanja
zavisi od visine primenjene temperature. Stepen asosovanja a-LA pri temperaturama od
95-130°C iznosi oko 40%, dok pri temperaturama nizim od 90°C iznosi oko 55%.
Autori su ustanovili i da stepen asosovanja B-LG ne zavisi od visine primenjenog
temperaturnog rezima i da iznosi maksimalno 55%. Takode, ustanovljeno je da dodatak
B-LG obranom mleku pre termickog tretmana, za razliku od a-LA, ne dovodi do
povecanja njegovog procentualnog ucesca u formiranim koagregatima, ve¢ samo utice
na brzinu formiranja kompleksa sa k-CN (Corredig i Dalgleish, 1996a).

Vasbinder i sar. (2003) su ispitivanjem distribucije termicki tretiranih proteina u
koagregatima, upotrebom kombinovane tehnike enzimskog frakcionisanja i kapilarne
elektroforeze, ustanovili da ostriji termicki tretman pri normalnom pH mleka, dovodi do
veCeg stepena denaturacije proteina surutke, pri ¢emu je odnos njihovog ucescéca u
formiranju koagregata konstantan.

Jovanovié i sar. (2007) su ispitivali uticaj razli¢itih rezima termi¢kog tretmana na
nivo rastvorljivih proteinskih kompleksa u rekonstituisanom obranom mleku u prahu,
koris¢enjem tehnike SDS-PAGE. Autori su ustanovili da dolazi do formiranja
koagregata izmedu proteina surutke i kazeina, uz visoko ucesc¢e a-LA (oko 7,55%), cak
i pri blazim termi¢kim tretmanima kao $to je 75°C/20 minuta, a $to je verovatno
posledica prethodnog rezima termicke obrade u postupku proizvodnje obranog mleka u

prahu koris¢enog u ogledima. Takode, autori su, na osnovu rezultata elektoroforetskih
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ispitivanja u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima, zakljuéili da, pri formiranju
koagregata proteina mleka, pored preovladujuce uloge disulfidnih veza, postoji izvesna
verovatnoc¢a ucesc¢a i drugih tipova interakcija.

Novija istrazivanja ukazuju da, kada je k-CN prisutan u kompleksima, dolazi do
prevashodno hidrofobnih interakcija i/ili disulfdnih mostova izmedu kazeinske frakcije i
termiCki denaturisanih, razmotanih proteina surutke (Mulvihill i Donovan, 1987,
Guyomarc'h i sar., 2009). Vezivanje kazeina hidrofobnim interakcijama prevashodno
utice na formiranje velikih agregata termicki denaturisanih proteina surutke.
Ustanovljeno je da kazeinske frakcije, asl- kao i B-CN, iako ne mogu da grade
disulfidne veze, inhibiraju formiranje velikih agregata proteina surutke ili drugih
globularnih proteina (O 'Kennedy i Mounsey, 2006). Autori pretpostavljaju da asl- i -
CN pomoc¢u dominantno prisutnih hidrofobnih interakcija izmedu kazeina i termicki
denaturisanih i odmotanih globularnih proteina imaju zastitnu ulogu (engl. chaperones).
Raikos 2010 ukazuje da postoji odnos kompeticije izmedu asl- ili f-CN sa k-CN.

Intenzivnim termic¢kim tretmanom ¢istih rastvora B-LG u model sistemu, dolazi do
agregiranja 1 formiranja agregata odgovarajuce veliCine, u zavisnosti od koncentracije
proteina i od jonske jacine sistema. Veci agregati se formiraju pri vecoj jonskoj jacini i
vrednostima pH bliskim izoelektricnoj tacki. Ustanovljeno je da k-CN inhibira
formiranje vecih agregata proteina surutke (Guyomarc'h i sar. 2009). Autori
pretpostavljaju da dodatkom k-CN dolazi do povecanja gustine naelektrisanja i
smanjenja veliine formiranih agregata. Takode, dodavanje natrijum kazeinata rastvoru
B-LG dovodi do formiranja manjih agregata nego kada oni reaguju samostalno. Ipak,
efekat je manje izrazen u odnosu na dodavanje ¢istog k-CN.

Cho i sar. (2003) su ispitivali interakcije izmedu k-CN i B-LG pri termickom
tretmanu u model sistemima na 80°C i pH 6,7. Autori su ustanovili da k-CN brze
reaguje sa termicki indukovanim polimerima B-LG, nego sa nativnim B-LG. Termickim
tretmanom smese B-LG i k-CN, dolazi do eksponiranja sulfhidrilnih grupa molekula
monomera B-LG i njihovih interakcija kako sa drugim monomerima B-LG tako i sa
nativnim k-CN. Autori su ustanovili da preovladujuce ucesce interakcija zavisi od
relativnih koncentracija proteina (k-CN i B-LG), pri ¢emu proizvodi njihovih interakcija

ukljucuju: disulfidno vezane komplekse 1:1 (B-LG/k-CN), izvesnu koli¢inu monomera
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k-CN 1 agregate B-LG razliitih veli¢ina koji su nastali kako putem disulfidnih veza,
tako i putem hidrofobnih interakcija.

Ranije se smatralo da se kompleksi izmedu proteina surutke i kazeina nalaze
isklju¢ivo na kazeinskoj miceli. Medutim, noviji podaci govore da se pri nizim pH
vrednostima (pH<6,6) velina agregata proteina surutke nalazi na povrSini kazeinskih
micela, dok je pri visokim pH vrednostima (pH>6,6) veéina agregata proteina surutke
locirana u serumu, tj. u serumskoj fazi, u formi rastvorljivih agregata (Anema i Li, 2003,
Vasbinder i Kruif, 2003, Donato i sar., 2007, Donato i Guyomarc’'h, 2009). Nastanak
rastvorljivin agregata lociranih u serumskoj fazi mleka nije u potpunosti razjasnjen,
mada je poznato da frakcije asl- i B-CN ne uestvuju u obrazovanju ovih kompleksa.
Donato i Guyomarc’h (2009) su poredenjem kompleksa micelarno vezanih i kompleksa
u serumskoj fazi mleka pri pH 6,7 ustanovili da postoje razlic¢ite vrste kompleksa, pre
svega u pogledu njihovog sastava i veli¢ine. Micelarno vezani kompleksi sadrze veci
udeo k- i as2-CN, a manje proteina surutke, u poredenju sa kompleksima lociranim u
serumu mleka. Prema Anema i Li (2003), Anema (2008), Donato i Guyomarc'h (2009)
postoji nekoliko moguénosti formiranja i lociranja takvih kompleksa u serumu termicki
tretiranog mleka, koji se svode na moguca dva scenarija: (i) termicki tretman dovodi do
disocijacije k-CN iz micele u serumsku fazu nakon ¢ega dolazi do njegove interakcije sa
denaturisanim proteinima surutke; (ii) formiranjem kompleksa k-CN vezanog za micelu
sa pojedina¢nim ili agregiranim proteinima surutke i potom kompletnim odvajanjem
formiranog kompleksa iz micele u serumsku fazu.

Ustanovljeno je da su kompleksi kazeina i proteina surutke, pri pH 6,7 prose¢no
veéeg pre¢nika (30-100 nm), u odnosu na micelarno vezane komplekse koji su oko 40
nm (Anema i Li, 2003, Jean i sar., 2006). S tim u vezi, mozemo zakljuéiti da pH
vrednost ima jak uticaj na veli¢inu i oblik ovih kompleksa. Takode, utvrdeno je da sa
porastom vrednosti pH sa 6,5 na 7,2, dolazi do smanjenja pre¢nika i promene strukture
kompleksa od globularne do izduzene (Donato i Dalgleish, 2006).

Poznato je da termicki denaturisani proteini surutke imaju vecu povrSinsku
hidrofobnost i aktivnost u odnosu na nativne molekule. Takode, utvrdeno je i da
termicki indukovani kompleksi proteina surutke imaju daleko vecu povrSinsku

hidrofobnost u odnosu na micele kazeina (Zayas, 1997, Jean i sar., 2006). Autori
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Guyomarc h i sar. (2007) su ustanovili da i micelarno vezani kompleksi k-CN i proteina
surutke povecavaju povrsinsku hidrofobnost kazeinskih micela.

Prilikom termi¢kog tretmana mleka na temperaturama iznad 70°C, dolazi do
kontinualnog povecanja koli¢ine disosovanog k-CN iz micele i njegove distribucije
izmedu serumske i koloidne faze. U isto vreme dolazi do denaturacije proteina surutke i
agregiranja sa k-CN, pri ¢emu dolazi i do distribucije formiranih agregata, izmedu
serumske i koloidne faze. Anema (2007) je ustanovio da je distribucija denaturisanih
proteina surutke izmedu koloidne i serumske faze mleka determinisana disocijacijom k-
CN. Disocijacija k-CN se desava, u izvesnom stepenu, i pri pH vrednosti manjoj od 6,7
(Anema, 2007). Povisenjem vrednosti pH dolazi do povecanja disocijacije k-CN, tako
npr. pri pH 6,3-6,5 ustanovljeno je oko 10-20% disosovanog k-CN, dok pri pH mleka
6,7, 1 7,1, stepen disocijacije iznosi 30-40%, odnosno 60-70%, (Anema i Klostermeyer
1997a, Anema i Li, 2000). Obzirom da se povisenjem pH mleka progresivno povecava
ucesce k-CN u serumskoj fazi, dominantne interakcije denaturisanih proteina surutke
desavaju se sa k-CN u serumskoj fazi. Usled toga, pove¢anjem vrednosti pH u toku
termickog tretmana rezultira poveé¢anjem uces¢a kompleksa lociranih u serumskoj fazi
mleka, a opada uceS¢e micelarno vezanih. Termi¢kim tretmanom mleka na
temperaturama od 80-120°C, pri pH 6,4-6,5, ustanovljeno je da je oko 60-85% ukupnih
proteina surutke locirano na kazeinskoj miceli. Poveéanjem pH na 6,6-6,8 ucesce
proteina surutke se smanjuje i iznosi oko 20-60%, dok pri pH 7,1 iznosi samo 10-15%
(Donato i Dalgleish, 2006, Vasbinder i deKruif, 2003). Pretpostavlja se da su interakcije
izmedu serumskog k-CN i denaturisanih proteina surutke brze, tj. brze se deSavaju

disulfidne interakcije, u odnosu na isti tip interakcija sa koloidnim k-CN (Anema, 2007).

2.3.4 Interakcije izmedu proteina i MFGM

Proteinski sastav MFGM je vrlo kompleksan. Identifikovano je preko 40 polipeptida
sa Sirokim spektrom molekulskih masa od oko 15.000-240.000, pri ¢emu najmanje njih
osam su glikoproteini. Najvise glikozilovana komponenta MFGM je mucin 1 (MUC 1),
¢ija se molekulsa masa krece u rasponu od oko 160.000-200.000. Pored mucina 1, kao
glavni proteini MFGM identifikovani su: ksantin dehidrogenaza/oksidaza (XDH/XO),
butirofilin (BTN), PAS 6 i PAS 7, koji imaju slede¢e molekulske mase: oko 155.000,
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67.000, 50.000, odnosno 49.000 (Mather, 2000). Sadrzaj pomenutih komponenata
varira znacajno sa periodom laktacije. Ustanovljene su vece koli¢ine BTN i XDH/XO u
ranoj i kasnoj, u odnosu na srednju fazu laktacije (Ye i sar., 2002).

Prilikom termic¢kog tretmana mleka dolazi do interakcija izmedu proteina surutke i
komponenata MFGM. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da su prilikom termickog
tretmana mleka, u interakcije sa MFGM ukljuceni proteini surutke, B-LG i o-LA, i u
daleko manjoj meri k-CN (Houlihan i sar., 1992, Ye i sar., 2002). Mehanizam ovih
interakcija nije potpuno razjaSnjen. Pretpostavlja se da proteini surutke mogu na
izvestan nacin dislocirati komponete membrane, bilo pomocu direktne adsorpcije na
membranu, ili adsorpcijom na slobodnu povrSinu masne globule na mestu gde je
MFGM osteCena termickim tretmanom. Jedan broj autora smatra da su u pitanju
isklju¢ivo sulfhidril-disulfidne izmene (Dalgleish i Banks, 1991, Houlihan i sar., 1992,
Sharma i Dalgleish, 1994, Ye i sar., 2002), dok pojedini autori (Kim i Jimenz-Flores,
1995) smatraju da disulfidno vezivanje proteina surutke i proteina MFGM ne moze u
potpunosti objasniti mehanizme njihovih interakcija.

Interakcije izmedu proteina surutke i MFGM su brze i u ve¢em obimu se odigravaju
pri vis§im temperaturama. Medutim, identifikovana je izvesna koli¢ina B-LG vezanog za
proteine MFGM prilikom tretiranja mleka na nizim temperaturama 60-65°C (Ye i sar.,
2004b). lako su ove temperature nedovoljne za termicku denaturaciju proteina surutke,
ipak je detektovana disulfidna priroda ovih veza. Objasnjenje moZe dati Cinjenica da
izvesni proteini MFGM termicki denaturiSu i pri relativno niskim temperaturama, kao
npr. butirofilin i XDH/XO koji denaturis$u ve¢ na temperaturi od 58°C i pri tome mogu
da grade komplekse putem disulfidnih veza (Ye i sar., 2002). Naime, proteini MFGM
sadrze veliki broj disulfidnih 1 sulthidrilnih grupa. Na primer, XDH/XO, kao jedna od
glavnih proteinskih frakcija MFGM, sadrzi 22 disulfidne i 38 sulfhidrilnih grupa, pri
¢emu su Cetiri od njih detektovane u nedenaturisanim proteinskim kompleksima. Ova
¢injenica ukazuje da su slobodne tiolne grupe MFGM na raspolaganju za tiol-disulfidne
interakcije sa B-LG. Autori Corredig i Dalgleish (1996b) su ustanovili da se interakcija
izmedu B-LG 1 MFGM deSava na temperaturama od 65-75°C, te da se zavrSava pre
nego $to je kompletirana denaturacija B-LG. Ye i sar. (2004a) pretpostavljaju da se
asocijacija B-LG i proteina MFGM, verovatno desava posle disocijacije dimera B-LG, a

pre ekspozicije njegovih tiolnih grupa.
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Houlihan i sar. (1992) su ustanovili da se koli¢ina vezanih B-LG i a-LA za MFGM
povecava sa povecanjem vremena termickog tretmana pri 80°C sa 2,5 na 20 minuta, kao
1 da je a-LA u svim ispitivanim uzorcima prisutan u manjoj koli¢ini. U isto vreme
ustanovljeno je da se koli¢ine fosfolipida i triglicerida iz MFGM smanjuju. Autori su
ustanovili da pri termickom tretmanu mleka na 85°C u toku 20 minuta, dolazi do
vezivanja neSto manje od oko 1% proteina surutke za MFGM, i to oko 0,7 mg B-LG/g
masti i oko 0,22 mg a-LA/g masti. Do sli¢nih rezultata su dosli i Ye i sar. (2004a) koji
su ustanovili da maksimalna vrednost asosovanog B-LG iznosi oko 1,0 mg/g masti, a a-
LA oko 0,2 mg/g masti. Takode, autori su dosli do zakljucka da koli¢ina asosovanih
proteina surutke raste sa porastom temperature do postizanja 80°C, a nakon toga ostaje
konstantna.

Corredig i Dalgleish (1996b) su ispitivanjem uticaja duzine vremenskog intervala
termickog tretmana ustanovili da prilikom tretmana na temperaturama od 65-75°C,
nema znacajnih razlika u stepenu vezivanja B-LG i a-LA sa MFGM u funkciji vremena.
Medutim, ustanovljeno je da na temperaturi 85°C Kkoli¢ina vezanih B-LG i a-LA se
povecava sa produZenjem vremena termic¢kog tretmana.

Kinetika termicki izazvanog asosovanja B-LG i o-LA sa MFGM je termicki
uslovljena, sloZzena i nedovoljno istrazena. Ye i sar. (2004b), smatraju da proces
asosovanja proteina surutke i MFGM ukljucuje slede¢e moguce korake: denaturaciju
proteinskih komponenata prisutnih u MFGM; denaturaciju B-LG i o-LA; asosovanje
individualnih polipeptida MFGM; samoagregiranje B-LG 1 a-LA; udruzivanje
pojedina¢nih kao i kompleksa MFGM proteina sa individualnim proteinima surutke ili
njihovim agregatima. Autori su ispitivanjem Kinetike asosovanja proteina surutke i
MFGM ustanovili da je u pitanju kinetika reakcija prvog reda, pri temperaturama od
65-85°C za B-LG i 70-80°C za a-LA. Medutim, pri vi§im temperaturama od 85-95°C za
B-LG i 80-95°C za a-LA, kinetika interakcija se smatra reakcijom drugog reda.

Ye i sar. (2004b) su ustanovili da se pri maksimalnom nivou denaturacije B-LG i a-
LA, postize i maksimalno asosovanje ovih proteina sa MFGM. Takode, autori smatraju
da agregiranjem proteina surutke dolazi do zaklanjanja reaktivnih grupa koje na taj
nacin postaju nedostupne za dalje ucestvovanje u sulfthidril-disulfidnim interakcijama sa

proteinima iz MFGM.
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Ustanovljeno je da prilikom tretmana mleka na 80°C, prvo dolazi do denaturacije
proteina surutke i ekspozicije tiolnih grupa, pa onda do njihove inkorporacije na MFGM
(Ye i sar., 2004a). Ispitivanjem uticaja visokih termickih tretmana mleka na interakcije
proteina iz MFGM i proteina surutke iz mle¢ne plazme, doslo se do rezultata koji
potvrduju da se i B-LG i a-LA asosuju direktno sa proteinima MFGM preko disulfidnih
veza. U oba slucaja, ustanovljena je neophodna temperatura od > 65°C.

Na MFGM adsorbovana je i mala koli¢ina k-CN, koja se povecava sa vremenom
tokom termickog tretmana na 80°C. Pretpostavlja se da k-CN moze direktno reagovati
sa komponentama MFGM ili indirektno, zajedno sa B-LG preko sulfhidril-disulfidnih
interakcija (Houlihan i sar., 1992, Ye i sar., 2002).

Proteinske frakcije MFGM kao $to su BTN i XDH/XO pokazuju veliku termicku
stabilnost i ostaju u nepromenjenom sadrzaju, dok se koli¢ine frakcija, PAS 6 i PAS 7 u
MFGM, smanjuju prilikom termic¢kog tretmana mleka na temperaturi od 80°C. Obzirom
na ¢injenicu da su komponente PAS 6/7 termostabilne prilikom termickog tretmana na
70°C u model sistemima, pretpostavlja se da njihovo smanjenje prilikom termickog
tretmana mleka nastaje usled prisustva proteina surutke, koji izmestaju ove komponente
iz MFGM u serum mleka. Autori pretpostavljaju da dolazi do formiranja proteinskog
kompleksa, a zatim do dislociranja PAS 6 i PAS 7 u fazu mle¢nog seruma (Houlihan i
sar., 1992, Ye i sar., 2002, 2004a,b). Suprotno ovom stanovistu, postoje i misljenja da
ove komponente, pod uticajem termic¢kog tretmana, mogu biti podeljene na frakcije
manje molekulske mase, koje zatim napustaju membranu (Kim i Jimenz-Flores, 1995).

Ye i sar. (2002, 2004a,b) su analizom mleka temicki tretiranog na 65°C u toku 30
min. tehnikom SDS PAGE u neredukjuc¢im uslovima identifikovali frakcije jako velikih
molekulskih masa koje se nalaze na ulazu u gel za koncentrisanje. Ustanovljeno je da
one obuhvataju komplekse tj. polipeptide koji se sastoje od BTN, XDH/XO, PAS 6 i
PAS 7. Autori su ustanovili da sa povisenjem temperature tretmana (>70°C/10 min.)
dolazi do gubitka komponenti PAS 6 i PAS 7, dok komponente BTN i XDH/XO ostaju
u membrani i u potpunosti prelaze u frakcije velikih molekulskih masa. Ustanovljeno je
da su u pitanju kompleksi BTN i XDH/XO sa denaturisanim proteinima surutke tipa
MFGM-B-LG ili MFGM-o-LA formirani na bazi disulfidnih veza. Autori
pretpostavljaju da su prvo formirani kompleksi izmedu BTN i XDH/XO koji zatim

reaguju sa denaturisanim proteinima surutke.
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Autori Ye i sar. (2002) su ispitivali uticaj perioda laktacije i sezone (tri perioda u
toku dve godine) na koli¢ine asosovanih B-LG i a-LA sa komponentama MFGM u
termi¢ki tretiranom mleku. Autori su zakljucili da su proteini surutke maksimalno
asosovani u ranoj (avgust) i srednjoj sezoni (od januara do marta). Takode, ustanovili su
da se sa poveCanjem vremena termiCkog tretmana mleka, povecava i koli¢ina
asosovanih proteina surutke, kako B-LG tako i a-LA.

Macéej (1989), Macej i Jovanovi¢ (1998, 2000), Macej i sar. (2002, 2007, 2008),
Jovanovié (2001) i Jovanovi¢ i sar. (2005) su ustanovili da prilikom izrade sireva od
mleka termicki tretiranog na 87°C, da dolazi do veceg iskoriS¢enja proteina i masti u
odnosu na tradicionalni nacin proizvodnje. IskoriS¢enje proteina je bilo vece za oko
50%, a masti za vise od 60%, Sto svakako moze biti posledica i interakcije izmedu
denaturisanih proteina i MFGM (Macej i Jovanovié, 1998).

Ispitivanjem model sistema emulzija proizvedenih na bazi proteina mleka pri pH 6,8
ustanovljeno je da se, tokom termickog tretmana, menja distribucija veli¢ine ¢estica od
ispod 1 um pre termickog tretmana do 1-10 pm nakon termickog tretmana na 140°C u
toku 80 s (McSweeney i sar., 2004). Ovo povecanje distribucije veli¢ine Cestica je
opisano kao agregiranje masnih globula, §to je rezultat interakcija izmedu
neadsorbovanih proteinskin molekula u serumu i proteina adsorbovanih na povrsini
masnih globula.

Isti tip protein-protein interakcija je odgovoran za povecanje stepena izdvajanja
pavlake kada se emulzije na bazi proteina surutke termicki tretiraju (Euston i sar.,
2000). Autori, smatraju da u ovom slucaju frakcije neadsorbovanih proteina surutke
igraju ulogu “lepka”, koji povezuje emulgujuce Cestice u velike agregate (Slika 2).
Monahan i sar. (1996) pretpostavljaju da se pomenuta agregacija pojacava termicki
uslovljenim razmotavanjem, kako neadsorbovanih proteina surutke u kontinualnoj fazi,
tako i adsorbovanih proteina na medupovrs$ini ulje-voda, pri temperaturi od 30-90°C u
toku 30 minuta. Autori zakljuCuju da u ovom sluéaju, disulfidno uslovljena
polimerizacija izmedu proteina mleka uti¢e na povecanje veliCine Cestica koja dalje vodi

ka flokulaciji.
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Slika 2. Sematski prikaz moguée strukture termi¢ki uslovljenih agregata masnih globula
emulzija na bazi proteina surutke u mleku (Euston i sar. 2000)

2.3.5 Povrsinska aktivnost komponenata mleka

Jedna od osobina te¢nosti na granici sa vazduhom je postojanje tacno definisane
povrsine, tzv. grani¢ne povrSine, koja je odvaja od gasne faze parom iste materije.
Grani¢ni sloj te¢nosti na povrsini razlikuje se po svojim fizickohemijskim svojstvima od
ostalog dela tecnosti. U unutra$njosti te¢nosti svaki molekul je ravnomerno okruZen
drugim molekulima, pa se dejstvo medumolekulskih privla¢nih sila poniStava.
Medutim, molekuli te€nosti koji se nalaze u granicnom sloju okruZeni su drugim
molekulima samo sa jedne strane, dok se na drugoj strani nalaze molekuli gasne faze
koji se od molekula te¢nosti razlikuju po svojim svojstvima i koji su znatno razredeniji
nego Sto su molekuli tecnosti, pa su i sile kojima deluju jako male, te se mogu
zanemariti. Iz tog razloga, sile privlacenja molekula u grani¢nom sloju te¢nosti imaju
rezultantu u sili koja je usmerena ka unutrasnjosti te¢nosti, Sto utic¢e da molekuli u
povrsinskom sloju imaju viSak potencijalne energije (tzv. povrSinske energije) u
poredenju sa molekulima iz unutraS$njosti. Veli¢ina povrSinske energije naziva se
povrsinski napon, koji se definiSe radom koji treba utroSiti da bi se povrSina te¢nosti
povecala za 1m’ i izrazava se u J/m® Ustvari, moZe se re¢i da povrsinski napon
predstavlja silu koja dejstvuje na jedinicu duzine u povrSinskom sloju te¢nosti, odnosno
energiju po povrsini faze koja se suprostavlja poveéanju njene povrsine i izraZava se u
N/m (Pordevi¢, 1987, Walstra, 2003, Mukherjee i sar. 2005).

Povrsinska energija predstavlja faktor intenziteta privlacnih sila izmedu molekula

tecnosti, koji kao rezultat ima obrazovanje sloja molekula na grani¢noj povrsini te¢nosti
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prema vazduhu, koji je znatno zbijeniji u odnosu na molekule u unutrasnjosti te¢nosti i
koji zbog toga ima neke posebne karakteristike. PovrSinski napon zavisi od:
temperature, prirode supstance sa kojom se te¢nost granici, a kod rastvora zavisi jos 1 od
koncentracije rastvora. Povrsinski aktivne materije (PAM) imaju osobinu da snizavaju
povrsinski napon, tako $to se grupiSu na povrsini te¢nosti u kojoj se rastvaraju i tu grade
novu povrsinu. PovrSinski aktivne materije mleka su: proteini, fosfolipidi i proteinske
komponente MFGM kao i slobodne masne kiseline (Whitnah, 1959, Pordevi¢, 1987,
Roehl i Jelen, 1988, Kristensen i sar., 1997).

PovrSinski napon mleka predstavlja prosecno 7% povrSinskog napona vode
(Petrici¢, 1984, Mukherjee i sar., 2005). Vrednosti povrSinskog napona mleka, u
literaturnim podacima, variraju u izvesnim granicama. Medutim, u svim radovima je
evidentno da obrano mleko ima ve¢i povrSinski napon, koji se krec¢e oko 0,051-0,052
N/m, u odnosu na punomasno mleko gde iznosi oko 0,047 N/m (Petrici¢, 1984,
Dordevié, 1987, Wood, 1982, Chandan, 1997). Prema Chandan (1997) i Mukherjee i
sar. (2005) na vrednosti povrSinskog napona mleka, pored gore navedenih, utice i veliki
broj faktora, od onih vezanih za rasu, stanje i laktaciju muzne Zivotonje, do faktora
vezanih za na¢in merenja i mernu tehniku.

Wood (1982) je ustanovio da, pored proteina, i mle¢na mast ima vrlo znacajan uticaj
na povrsinski napon 1 da pavlaka sa 20% mlecne masti ima manji povrSinski napon od
pavlake sa 10% i 22% masti.

Medutim, najveéi uticaj na smanjenje povrSinskog napona mleka ima kazein
(Pordevi¢, 1987, Dickinson, 1997, 1998, Mukherjee, 2005). Emulgujuce osobine
kazeina su determinisane njegovom molekulskom strukturom, koja je visoko neuredena
i u osnovi hidrofobna. Prema starijim literaturnim podacima navedenim kod Dordevié
(1987) proteini surutke (albumini i globulini) su povrsinski neaktivni, dok, sastojak
sigma-proteoza se odlikuje znatnom povrSinskom aktivno$éu. Medutim, noviji
literaturni podaci pokazuju da i proteini surutke, takode, doprinose smanjenju
povrsinskog napona mleka (Haque, 1993, Dickinson, 1998, Euston i Hirst, 2000,
Walstra 2003, Mukherjee i sar., 2005), dok laktoza i najvec¢i deo soli povecavaju
povrsinski napon (Damodaran, 1990, Chandan, 1997).

Prema Dordevi¢ (1987) povrsinski napon mleka odmah nakon muze je neSto veci

nego posle 10-12 sati, kada opada na uobicajene vrednosti. Ova pojava ukazuje da se
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povrsinske materije odmah nakon muZze, verovatno nalaze u izvesnoj labilnoj ravnotezi
sa ostalim komponentama i da postepeno uspostavljaju ravnotezu, odnosno dolaze u
stanje sa najnizom potencijanom energijom. Opadanje povrSinskog napona Sirovog
mleka je brze na nizim temperaturama i na temperaturi 8-10°C ravnoteza se postize
nakon dva ¢asa posle muze. Mada, povrsinski napon mleka i proizvoda od mleka opada
sa porastom temperature (Chandan, 1997, Kristensen i sar. 1997), pojava opadanja
vrednosti povrSinskog napona sirovog mleka pri niZzim temperaturama govori da su se u
mleku odigrale odredene povrsinske pojave i da je doslo do stabilizacije sistema mleka.
Prema Dordevi¢ (1987), ova pojava, je povezana sa stanjem mle¢ne masti i pojaCanom
hidratacijom proteina na nizim temperaturama.

Za povrSinski napon su vezane tzv. povrSinske pojave, koje se deSavaju na grani¢noj
povrsini mleko-vazduh ili u unutraS$njosti te€nosti na grani¢noj povrsini izmedu faze
masti i mle¢ne plazme, kao §to su: obrazovanje emulzije, obrazovanje pene, stvaranje
pokozice na mleku, formiranje adsorpconog sloja mle¢ne masti itd.

Obzirom da je stvaranje pokozice na mleku jedan od osnovnih procesa u formiranju
kajmaka ovo poglavlje obuhvata razmatranje povrsinski aktivnih komponenata mleka

kao i pojava na grani¢nim povrSinama.

2.3.5.1 Proteini mleka na medupovrsinama

Proteini su, zbog svoje amfifilne prirode, povrsinski aktivni i uobicajeno se koriste
kao emulgatori i stabilizatori pene u proizvodnji brojnih prehrambenih proizvoda.
Emulgujuce i povrSinske osobine proteina zavise od njihove prirode i definisane su
slede¢im osobinama: veli¢ina, oblik, neto naelektrisanje i distribucija naelektrisanja,
povrsinska hidrofobnost, stabilnost, fleksibilnost konformacije, aminokiselinski sastav i
struktura (Dickinson, 1991, 1998, Euston i Hirst, 2000). Moze se re¢i da su povrSinska
funkcionalna svojstva proteina uslovljena njihovom sposobnosc¢u: (i) da se adsorbuju na
medupovrsini sa ciljem smanjenja povrSinskog napona; (ii) da se rasporede na
medupovrSini odmotavanjem konformacije, sa adekvatnom orijentacijom hidrofilnih i
hidrofobnih grupa ka vodenoj i nevodenoj fazi; i (iii) da ucestvuju u formiranju filma
odgovarajucih karakteristika kao posledica interakcija delimi¢no denaturisanih proteina
(Zayas, 1997). Sustinski, pri adsorpciji globularnih proteina na medupovrsini,

povrsinske sile dovode do jednog vida denaturacije tj. strukturnih promena na
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molekulima, usled ¢ega globularna forma slabi, a u slucaju veceg intenziteta sila se
delimicno ili potpuno dezintegrise. Adsorbovani molekuli, medusobno reagujuci, grade
viskoelastican sloj, koji obezbeduje stabilnost emulzije, odnosno pene.

Pojedini proteini pri medupovrsinskoj adsorpciji pokazuju razlike u ponaSanju.
Ustanovljeno je da prilikom adsorpcije proteina na medupovrsini dolazi do denaturacije,
koja se ogleda u promeni konformacije njihovih molekula (Graham i Philips, 1979a,b,
Walstra, 2003). Shodno tome, pojedini proteini se mogu klasifikovati kao meki
(eng.“soft”) (Arai i Norde, 1990a,b, Walstra, 2003) kada imaju malu unutra$nju
stabilnost i prilikom adsorpcije mogu lako menjati svoju konformaciju. Drugu grupu
¢ine tzv. kruti (“hard”) proteini koji imaju veliku unutrasnju stabilnost. Wang i
McGuire (1997) su ispitivali povrsinski napon rastvora mutanata T4 lizozima razli¢itih
konformacionih stabilnosti, pri ¢emu su ustanovili da se manje stabilni proteini
adsorbuju mnogo zbijenije i zauzimaju veci prostor na medupovrsini, u odnosu na
stabilnije proteine. Kada su kazeini u pitanju, zahvaljuju¢i njihovoj fleksibilnoj
konformaciji, debljina i izgled adsorbovanog sloja se menja u zavisnosti od njihove
koncentracije. Pri niskim koncentracijama kazeini su razvuceni po medufaznoj povrsini,
dok pri visSim koncentracjama grade kompaktne slojeve vece debljine (Dickinson, 1997,
1998).

Proces adsorpcije proteina na medupovrSinama moze se podeliti na dve faze: u
prvoj, inicijalnoj fazi, dolazi do vezivanja molekula za povrSinu, dok se u toku druge
faze deSava reorijentacija i preuredenje molekula adsorbovanih na medupovrSini
(Damodaran i Song, 1988, Boerboom, 2000). Kada su proteini surutke u pitanju, tokom
adsorpcije dolazi do delimi¢ne denaturacije molekula na medufaznoj povrSini.
Denaturacija je pracena ekspozicijom reaktivnih sulfhidrilnih grupa i daljom
polimerizacijom u sloju ili izmedu slojeva. Polimerizacija izmedu adsorbovanih
molekula vodi do pozeljnog povecanja povrSinske viskoznosti sloja 1 jacine povrSinskog
sloja (Dalgleish, 1996).

PovrSinska aktivnost proteina je odredena njihovom hidrofobnos¢u i fleksibilnoscéu
konformacije. PovrSinska hidrofobnost determiniSe sklonost molekula da se adsorbuje
na medupovrsini, dok fleksibilnost pomaze molekulu da se adsorbuje i ostane kao takav,
zato Sto fleksibilni molekuli prilikom adsorpcije mogu lakSe da se razmotaju, reaguju sa

drugim adsorbovaim proteinima i tako produze vreme zadrzavanja u sloju (Dickinson,
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1991). Prema Suttiprasit i sar. (1992) pored neophodne fleksibilnosti molekula, na
efikasnost adsorbovanja povrSinski aktivnih molekula, znacajno uti¢e i veli¢ina
molekula. Autori su poredenjem povrSinske aktivnosti nativnih molekula a-LA, B-LG i
BSA, ustanovili da a-LA, kao najmanji i najmanje stabilan molekul, ima najveéu
povrsinsku aktivnost. U isto vreme molekul B-LG, iako je znac¢ajno manjih dimenzija u
odnosu na BSA, usled dimerne pojavne forme, nema neophodnu fleksibilnost, usled
¢ega pokazuje sli¢no ponasanje u adsorbovanom sloju, u odnosu na BSA.

Graham i Phillips (1979b) su uporedivali tri strukturno vrlo razliita proteina:
lizozim (globularan i rigidan, krut), BSA (globularan i fleksibilan) i B-CN (neuredena
struktura, fleksibilan). Autori su ustanovili da se visoko fleksibilan i odmotan protein
kao §to je B-CN reorjentiSe i adsorbuje mnogo brze, u odnosu na visoko rigidan i
kompaktan protein kao Sto je lizozim. Ispitivanjem stepena razmotanosti molekula -
CN 1 B-LG, prilkom adsorpcije na medupovrsini, ustanovljeno je da su kod B-CN
konformacione promene kompletirane za samo 10 s, dok je kod B-LG potrebno daleko
vise vremena, oko 10%s (Walstra, 2003).

Kada je u pitanju stepen razmotavanja, odnosno promena konformacije molekula pri
adsorpciji, Damodaran i Song (1988) su ustanovili da molekul BSA u jednom od svojih
strukturnih medustanja zauzima veéi prostor na medupovrSini, odnosno vise je
adsorbovan, u odnosu na molekule BSA koji su u potpunosti odmotani, ili onih u
kompaktnom nativnom stanju. Obimna denaturacija pri adsorpciji moze rezultirati u
slabim medupovrsinskim mehani¢kim osobinama, koje su nepovoljne za dugotrajnu
stabilnost emulzija.

Mnogobrojni fizicki 1 hemijski faktori, kao S$to su: temperatura, hidrostaticki
pritisak, napon smicanja, ultrazvuk ili hemijski (kao $to je pH), uti¢u na funkcionalna
svojstva proteina usled modifikacije njihove strukture (Kim i sar., 2005). Mnogi autori
su ispitivali adsorpciona svojstva nativnih i hemijski modifikovanih molekula proteina
BSA (Cho i sar., 1996, 1997). Modifikacija alkilovanjem daje vecu povrsinsku
hidrofobnost molekula na medupovrsini voda-vazduh (Kim i sar., 2005).
Diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom je ustanovljeno da su molekuli BSA
modifikovani alkilovanjem manje stabilni i vise odmotani na medupovrsini voda-

vazduh u odnosu na nativne molekule BSA.
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Enzimatske modifikacije mogu takode da poboljsaju penivost, emulgujuca i druga
funkcionalna svojstva molekula proteina (Hamada i Swanson, 1994).

Mnogi autori su ustanovili da termicki tretmani mogu da se koriste za poboljSanje
funkcionalnih svojstava proteina (Hunt i Dalgleish, 1994a,b, Farrell, 2002,
Walstra,2003, Tran Le i sar., 2011). Porast temperature tretmana dovodi do slabljenja
vodonicnih 1 elektrostatickih interakcija i do jacanja hidrofobnih interakcija proteina.
Ove promene su izrazene pri temeraturama do 60-70°C (Kim i sar., 2005). Prilikom
termickog tretamana B-LG ustanovljeno je da termicki tretman dovodi do denaturacije,
pri ¢emu dolazi do smanjenja o-heliks i1 P-nabrane uredene konformacije sa
odgovaraju¢im povecanjem hidrofobnosti i neuredene konformacije molekula (Boyle,
1996, Qi i sar., 1997, Kim i sar. 2005). Autori Millgvist-Fureby i sar. (2001) su
ustanovili da termicki tretman rastvora proteina surutke u temperaturnom opsegu 60-
90°C u toku 1000 s, izaziva znacajan gubitak emulgujuéih sposobnosti. Razlog tome je
formiranje velikih agregata, koji nisu efikasni u emulgovanju tj. pokrivanju povrsine
masnih Cestica. Autori su zakljucili da je, u cilju poboljSanja emulgujuc¢ih svojstava
nativnih proteina surutke, neophodan termicki tretman proteina, ali u specificnim
uslovima, obzirom da je emulgujuc¢a sposobnost ovih proteina u tesnoj korelaciji sa
stepenom odmotavanja proteinskih lanaca.

Termicka denaturacija proteina pre adsorpcije znacajno menja odnos IT (povrSinski
pritisak)-I" (povrsinska koncentracija). Tipi¢ne vrednosti I" na ulje-voda medupovsini za
globularne proteine se kreéu u rasponu od 2-4 mg/m? Kod neglobularnih proteina, kao
$to su kazeini, ove vrednosti se kre¢u od 3-5 mg/m% Medutim, kod agregiranih proteina
(npr. denaturisanih usled termickog tretmana) vrednosti I' su daleko vece 1 krecu se u
rasponu od 10-15 mg/m? i vise (Walstra, 2003).

Ustanovljeno je da tretmani visokim hidrostatickim pritiscima (HHP) uticu na
ponasanje proteina na medupovrSinama, 0dnosno na poboljsanje njihovih funkcionalnih
svojstava (Kresic¢ i sar., 2006). Prilikom tretmana HHP ne dolazi do kidanja kovalentnih
veza i promene primarne strukture proteina. Medutim, dolazi do delimi¢ne denaturacije,
koja se ogleda u promenama sekundarne, tercijarne i kvarternerne strukture molekula.
Priroda 1 stepen konformacionih promena zavise od primenjenih hidrostatickih pritisaka.
Tretiranje a-LA visokim pritiscima rezultuje u poboljsanju termicke stabilnosti i

funkcionalnih svojstava ovog proteina, kao $to je povecanje povrsinske aktivnosti, $to je
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posledica razli¢itih medustanja razmotanosti (Stanje otopljene globule) i pratece
povecane hidrofobnosti molekula (Rodiles-Lopez i sar., 2010). Sli¢an efekat se desava i
kod B-LG, pri ¢emu je ustanovljeno da je B-LG manje barometrostabilan u odnosu na a-
LA. Naime, ve¢ pri pritiscima od oko 100 MPa dolazi do denaturacije p-LG, dok
denaturacija a-LA, pocinje na pritiscima veéim od 400 MPa (Huppertz i sar., 2004). S
druge strane, visoki pritisci, od 400-600 MPa, utiCu na smanjenje povrSinske
hidrofobnosti molekula BSA usled indukovane agregacije (Galazka i sar., 1997). Pored
toga, povecanje hidrostatickog pritiska, nije izazvalo znacajne promene povrSinske kod
B-CN aktivnosti na vazduh-voda medupovrsini (Dickinson., 1997).

Ultrazvuk pozitivno utie na stabilizaciju emulzija proteina. Prilikom tretiranja
proteina ultrazvukom deSava se manji obim denaturacije, pri ¢emu dolazi do
fragmentacije lanaca proteina na peptide i lance manjih molekulskih masa. Oni dodatno
doprinose sposobnosti proteina u stabilizaciji emulzija, otvaranju proteinskih lanaca i
usmeravanju hidrofilnog i hidrofobnog dela na medupovrsini (Damodoran, 1986).
Ispitivanjem uticaja ultrazvuka visokog intenziteta, 20 W/cm?, Giizey i sar. (2006) su
zakljucili, na bazi rezultata analize sekundarne strukture, da je povecanje kinetike
adsorpcije BSA rezultovalo ¢injenicom da se proteini podvrgavaju nizu molekularnih
reorijentacija, koje vode do formiranja stabilnog strukturnog meduprodukta, t;.
medustanja, koje poseduje vecu molekularnu fleksibilnost i ve¢u povrSinsku aktivnost.
Sli¢ni rezultati su zabelezeni i za a-LA i B-LG. Delovanjem ultrazvuka na a-LA dolazi
do prelaza iz nativnog stanja u denaturisano stanje (Cornec i sar. 2001), koje je
definisano kao ravnotezno stanje izmedu nativnog i razmotanog stanja, odnosno stanja
otopljene globule. U ovom stanju proteinski molekul je kompaktan skoro kao u
nativnom stanju, ali je slobodnije upakovan (Vasilenko i Uversky, 2002).

Postoji razlika u adsorpciji izmedu razli¢itih tipova proteina (globularni i
neglobularni) na razli¢itim medupovrSinama. Za te svrhe -CN i lizozim su vrlo podesni
za poredenje. Ovi proteini se medusobno ne razlikuju znacajno u pogledu molekulske
mase i hidrofobnosti molekula. Medutim, postoje razlike u stepenu razmotanosti
njihovih nativnih molekula. Prilikom adsorpcije, B-CN se lakSe odmotava u odnosu na
lizozim, koji je daleko kompaktniji protein. Iz tog razloga B-CN, u odnosu na lizozim,
daje vece vrednosti I1 za iste vrednosti I (Walstra, 2003). Poredenjem adsorpcije ovih

proteina na medupovrsini ulje-voda i vazduh-voda, uocavaju se jasne razlike Sto je
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prikazano na Slici 3 (Graham i Plilips, 1979a). Sa Slike 3 se vidi da je kazein vise
ekspandiran na ulje-voda u odnosu na medupovrsinu vazduh-voda. Takode, globularni
proteini su viSe denaturisani na medupovrsini ulje-voda nego na medupovrsini vazduh-
voda.

Emulzije stabilizovane na bazi kazeina su osetljive na prisustvo jona kalcijuma i
promene vrednosti pH. SniZzavanjem vrednosti pH na izoelektri¢énu ta¢ku i dodatkom
kalcijuma dolazi do destabilizacije 1 flokulacije, Sto je posledica smanjenja
elektrostatickih odbojnih sila izmedu emulgovanih cCestica 1 smanjenja sterne
stabilizacije zbog smanjenja debljine adsorbovanog kazeinskog sloja (Dalgleish, 1998,
Dickinson, 1997, 1998).

HImN-m",

lizozim
204 =+

o-wW

__________

10

p-kazein

Q=——r—7— T T 1
6 1 2 3 0 2 4

—I"/mg-m™
Slika 3. Odnos povrsinskog pritiska (IT) i povrSinske koncentracije (I') B-kazeina i
lizozima na A-W (vazduh-voda ) i O-W (ulje-voda) medupovrsini (Graham i
Philips, 1979a). Isprekidana linija odnosi se na prethodno denaturisani lizozim adsorbovan
na medupovrsini vazduh-voda.

Natrijum kazeinat pokazuje daleko vecu povrSinsku aktivnost u odnosu na nativne
proteine mleka. Ovaj emulgator daje veoma stabilne emulzije, posebno prikladne za
proizvode kod kojih se primenjuju termicki tretmani. Emulzije stabilizovane na bazi
proteina surutke su nestabilne prilikom zagrevanja, Sto je posebno izraZzeno u slucaju
visoke koncentracije elektrolita i proteina. Tom prilikom dolazi do nepozeljnih
interakcija susednih slojeva. Termickim tretmanom emulzija na bazi ISP (izolata
proteina surutke) i KSP (koncentrata proteina surutke) na temperaturama od 70°C u
toku nekoliko minuta dolazi do veoma izrazenih promena u strukturi adsorpcionog sloja
(Dickinson i Parkinson, 2004).

U dosadasnjim literaturnim radovima 1 ispitivanjima funkcionalnih i povrSinskih

svojstava proteina mleka najvise je paznje poklonjeno: asl- i B-CN i B-LG, koji se u
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literaturi tretirgju kao tri kljuéna proteina mleka u pogledu povrsinske aktivnosti
(Dickinson, 1997, 1998, Singh, 2011). Smatra se da B-LG formira stabilnije emulzije u
odnosu na ostale proteine surutke. Uloga a-LA nije u potpunosti razjasnjena, iako ovaj
protein, zahvaljujuéi Cinjenici da pokazuje najkarakteristi¢nije stanje otopljene globule,
koje je visoko stabilno, predstavlja omiljeni model za ispitivanje karakteristika
globularnih proteina (Web i sar., 2002, Rodiles-Lopez i sar., 2010).

2.3.5.1.1 asi- i f-kazein na medupovrsinama

Kazeinske frakcije as1- i B-CN cine oko tri Cetvrtine ukupnog kazeina u mleku. Ove
kazeinske frakcije su detaljno opisane u poglavljima 2.3.1 i 2.3.2. Navedeni kazeinski
monomeri imaju neto negativno naelektrisanje pri pH svezeg mleka (pH 6,7), oba su po
karakteru amfifilni sa obimnim regionima koje odlikuje visoko uceS¢e hidrofobnih
bo¢nih lanaca. Obe proteinske frakcije imaju tendenciju samoasosovanja u rastvorima i
imaju osobinu da se adsorbuju, kako na hidrofobnim, tako i na hidrofilnim povrsinama.
Obe frakcije daju nizak medupovrsinski napon i odlikuje ih niska povrSinska smicajna
viskoznost na medupovrsini ulje-voda. Shodno tome, mogu se koristiti kao efektivni
stabilizatori za emulzije tipa ulje-u-vodi. Sastav medupovrSinskog sloja na granici faza
je determinisan koli¢inom i strukturom prisutnih proteina u momentu formiranja
emulzija. Kada je ukupna koncentracija mesavina ovih proteina mala (odnos proteina i
ulja oko 1:60) tada se dominanto adsorbuje -CN. Medutim, kada je ukupna koli¢ina
proteina u viSku u odnosu na neophodnu, tada se prvenstveno adsorbuje asl-CN u
odnosu na druge kazeinske frakcije. Frakcija as1-CN na medupovrsini formira tanji sloj
u odnosu na B-CN, koga odlikuje veoma jaka povrsinska aktivnst na osnovu koje moze
da izmesti as1-CN sa povrsine ulje-voda (Dickinson i sar., 1988). Prema Walstra (2003)
obzirom da asl i B-CN imaju bliske povrSinske aktivnosti, u emulzijama stabilizovanim
sa jednim od ova dva proteina, nakon dodavanja drugog, dolazi do tzv. reverzibilne
adsorpcije, pri kojoj dodati protein menja, tj. zamenjuje postoje¢i ve¢ adsorbovani
protein. Fenomen reverzibilne adsorpcije nije mogu¢ kod globularnih proteina kao §to je
B-LG.

Medutim, pored dosta sli¢nosti, evidentno je da postoje i izvesne razlike izmedu
frakcija asl- i B-CN. Distribucija hidrofinih/hidrofobnih segmenata je znatno manje

slu¢ajna kod B-CN u odnosu na asl-CN. Bitna osobina neuniformne distribucije
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hidrofobnih ostataka 3-CN je prisustvo bloka od oko 50 aminokiselinskih ostataka (1.-
50.) na N-terminalnom delu koji je veoma hidrofilan i koji sadrzi svih pet fosfoserinskih
ostataka. Ostatak sekvence od oko 160 ostataka je preovladujuée hidrofoban i nema
neto naelektrisanje (Euston i Horne, 2005). Oc¢igledna amfifilnost B-CN veoma podseca
na tipi¢nu u vodi rastvorljivu PAM male molekulske mase, koja se u literaturi cesto
oznacava kao surfaktant (Schmidt, 1982).

Razdvojenost hidrofilnog i hidrofobnog regiona frakcije as1-CN je manje uocljiva.
Jedan od razloga je veliko uces¢e 1 ravnomerna rasporedenost ostataka Pro, kao 1 velika
koli¢ina hidrofobnih aminokiselinskih ostataka eksponiranih na povr$ini molekula. U
primarnoj strukturi moze se razlikovati pet blokova od kojih su tri glavna hidrofobna:
pocev od N-terminalnog dela, jedan se nalazi u sredini (kod ostataka 90.-110.) i dva su
na krajevima (1.-40. i 150.-199.). U okviru hidrofilnog bloka, sekvenca od 43.-80.
aminokiselinskog ostatka sadrzi sedam od osam fosfoserina i ima neto negativno
naelektrisanje (Farrell, 1999, Farrell i sar., 2004). Pri neutralnoj vrednosti pH, neto
negativno naelektrisanje as1-CN (oko -22¢) je vece u odnosu na naelektrisanje B-CN
(oko -15e). Suprotno od sfernih micela B-CN, vise naelektrisani as1-CN, kroz serije
uzastopnih stepena asosovanja, formira agregate koji lice na lanac (Dickinson i sar.,
1988, Dickinson, 1998), pri ¢emu na uljanu povrSinu se adsorbuje svojim hidrofobnim
krajevima, a centralni deo sa fosfoserinskim ostacima biva izbacen u vodenu fazu.

Ravnotezna slobodna energija adsorbovanih proteina na povrSini ulje-voda i
vazduh-voda je blago veca za osl-CN u odnosu na B-CN. Ova osobina uti¢e na
prioritetnu adsorpciju f-CN u meSovitom kazeinskom sistemu, pri maloj jonskoj jacini.
Dostupni eksperimentalni podaci na razliitim povrSinama ukazuju da je asl-CN
uglavnom adsorbovan na manjim povrS§inama i1 da su njegovi slojevi tanji. PovrSine
prekrivene adsorbovanim as1-CN su daleko vise naelektrisane u odnosu na adsorbovani
B-CN. Shodno tome, emulzija stabilizovana sa as1-CN je znacajno osetljivija prema
flokulaciji pod uticajem soli. Zakljucak je, da B-CN predstavlja bolji sterni stabilizator u
poredenju sa as1-CN, Sto je verovatno posledica jace izraZzene amfifilnosti molekula p-
CN (Dickinson i sar., 1987, Dickinson, 1998).

U pogledu stabilizacije emulzija smatra se da postoje dva osnovna nacina njegovog
delovanja odnosno elektrostatickim i sternim repulzivnim silama. Strukture

adsorbovanih slojeva as1-CN i B-CN su ispitivane na razli¢itim povrSinama i razli¢itim
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tehnikama kao Sto su: spektroskopska elipsometrija, rasejanje X-zraka pod malim
uglom, dinamicko rasejanje svetlosti itd. Na osnovu dosadasnjih saznanja mogu se
izvesti dva zakljucaka: (i) da se molekuli B-CN adsorbuju u mono sloju pri Sirokom
rasponu proteinskih koncentracija u rastvoru; i (ii) da je proteinska distribucija u mono
sloju veoma ne-uniformna, sa hidrofobnim regionima vrlo bliskim povr$ini, U gusto
pakovanom unutrasnjem sloju i mnogo vise naelektrisanim regionima koji se nalaze
daleko od povrSine u mnogo tanjem sloju. Od posebnog znacaja je specificna priroda
sterne stabilizacione pokretljivosti koja daje B-CN njegovu odlicnu emulzionu
sposobnost (Dickinson i sar., 1997a, Dickinson i Parkinson, 2004, Raikos, 2010)
Pomocu tehnike dinamickog rasejanja svetlosti (eng. dynamic light scattering),
dobijene su vrednosti za debljinu hidrodinamic¢kog sloja adsorbovanih molekula B-CN
na polistirenu, koje se nalaze u rasponu od 10-15nm. Na osnovu rezultata analize
produkata proteoliticke razgradnje adsorbovanih molekula B-kazeina delovanjem
tripsinom, kao i na osnovu prethodnh saznanja Dalgleish i Leaver (1991) su predlozili
tzv. model petlja-voz (eng. loop-train model), kao konfiguraciju koja najvise
korespondira sa strukturom adsorbovanih molekula B-CN. Ovaj model, koji se odlikuje
velikom petljom (eng. loop) sa oko 50 ostataka na N-terminalnom kraju, i sa preostalim
segmentima koji se uglavnom nalaze vrlo blizu medupovrsine, u nizu koji podseca na

voz (eng. train) ilustrovan je na Slici. 4,(a).

i i) i)
Slika 4. Modeli adsorbovanih molekula B-CN na povrSini polistirena: (a) Loop-train
model, (b) blob-and-spring model, (i) nativni protein pri maloj jonskoj jacini, (ii)
defosforilovani protein pri maloj jonskoj jacini ili nativni protein pri velikoj jonskoj jadini,

(iii) nativni protein sa vezanim kalcijumovim jonima (Brooksbank sar., 1993)

konformacije u kojoj je oko 50 ostataka sa N-terminalnog kraja formiralo jedan
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njihajuc¢i rep. Medutim, autori Brookbank i sar. (1993) su, na osnovu ispitivanja
elektrostatiCkih interakcija adsorbovanih molekula na polistirenu i saznanja da je rep
daleko konzistentniji sa velikom debljinom hidrodinami¢kog sloja, prihvatili kao
reprezentativan model loop-train, ali su u isto vreme i predlozili dogradenu verziju tzv.
grudvica i opruga modela (eng. blob-and-spring model), sto je prikazano na Slici 4, (b).
Kod ovog modela, grudvica (eng. blob) predstavlja klaster negativno naelektrisanih
ostataka na pozicijama 15-25, koji se odbija od povrsine pomocu elektrostatickih sila,
ali sa zadrzanim kretanjem u rastvoru pomocu rastegnute opruge koja korespondira sa
ostatkom petlje. Kada dode do redukcije efektivnog naelektrisanja grudvice (npr. putem
defosforilacije, ili dodatka soli), opruga se opusta unazad, tako da daje tanji sloj.
Specifi¢no vezivanje jona kalcijuma za fosfoserinske ostatke, takode moze rezultirati u
pomeranju grudvice nazad prema povr$ini, ponovo izazivajuéi Smanjenje adsorbovanog
sloja.

Statisticko modelovanje polimera sli¢nih B-CN na hidrofobnim povr§inama moze se
izvesti i na osnovu postavki SCF metode (metode samousaglasenog polja, (eng. self-
consistent-field theory), koja daje model koji je danas najviSe u primeni (Fleer i sar.,
1993, Leermarkers i sar., 1996). Prema ovoj metodi adsorpcija polimernih produkata
tipa B-CN u proteinskim rastvorima, deSava se u monosloju i ispod izvesnog
kondenzacionog limita. Kondenzacioni prag je redukovan pri nizim koncentracijama
proteina, ali sa povecanjem jonske jacine, ili sa smanjenjem pH. Regioni koji se nalaze
dalje od povrsine su sekvence od 40.-50. ostatka na N-terminalnom kraju. Tri Cetvrtine
molekula su vrlo blizu povrSine u formi vozova ili malih petlji, a ostatak predstavlja
visoko naelektrisani rep, koji se jako njise u vodenoj fazi (Slika 5, a). N-terminalni
segmenti su na prosec¢noj udaljenosti od oko 5Snm od povrsine, pri pH 7. Medutim, ova
udaljenost se redukuje na 3'2 sa snizenjem pH na 5,5. lzracunavanje debljine sloja za
model hipoteticke varijante molekula slicnog B-CN, kod koga je pet fosfoserinskih
ostataka zamenjeno sa polarnim (nenaelektrisanim) aminokiselinskim ostacima, je dalo
vecée adsorbovane koli¢ine, ali i sloj manje debljine, $to je verovatno posledica smanjene
rastvorljivosti defosforilovanih polimera. Ova pojava potvrduje znacaj fosfoserinskih
ostataka B-CN u odrzavanju debelog sternog stabilizacionog sloja, koji sprecava

medupovrsinsku proteinsku precipitaciju (tj. formiranje multislojeva).
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(a) (b)
Slika 5. Sematski prikaz reprezentativnih konformacija adsorbovanih (a) p-CN i (b)
as1-CN (Dickinson, 1998)

Ustanovljena je saglasnost izmedu strukture adsorbovanih molekula tipa B-CN
projektovanih putem SFC teorije i informacija dobijenih prakti¢nim putem, odnosno,
eksperimentalnim tehnikama. Najsnaznija tehnika za proucavanje medupovrSinske
strukture je neutronska difrakcija. Dobijeni podaci u dvo-slojnom modelu, koji se
sastojao od tankog i gustog, unutrasnjeg sloja i manje gustog spoljasnjeg sloja, ukazuju
da pri vrednosti pH u rasponu od 5,5-7,0 na voda-vazduh medupovr$ini odgovaraju
podacima koji ukazuju na postojanje gustog proteinima bogatog unutra$njeg sloja i vise
difuznog spoljasnjeg sloja, koji se Siri u fazu rastvora. Analize na modelu nezavisnom
od navedenog, pokazuju povecanje adsorbovane koli¢ine i debljine sloja kada se pH
snizi sa 7,0 na 5,5. Takode, vrlo razblazen region u kome se nalazi rep, predviden od
strane SFC teorije, je u saglasnosti sa podacima velike debljine hidrodinamickog sloja
(10-15 nm) dobijenim metodom dinami¢kog rasejanja svetlosti. Utvrdeno je da,
defosforilizacija B-CN, vodi ka redukciji debljine hidrodinamickog sloja prac¢enog sa
marginalnim povecanjem adsorbovane koliCine, Sto se ponovo slaZe sa postavkama SCF
teorije (Dickinson, 1998).

Model sloja adsorbovanih molekula as1-CN je kreiran koriS¢enjem identi¢nih
parametara kao kod modela strukture B-CN (Dickinson, 1998). Dok N-terminalni deo
B-CN formira dugacak rep koji se njise dalje od povrsine, centralni deo as1-CN ukazuje
na vecu sli¢nost sa konformacijom petlje ¢iji su krajevi adsorbovani na uljanoj povrsini
pomocu jakih hidrofobnih veza. Na osnovu rezultata infracrvene apsorpcije, na Slici 5,
(b) slikovito je prikazana konformacija as1-CN, koja veoma li¢i na konformaciju petlje,
opisanu za B-CN. Pri neutralnom pH, maksimum prosecne ispruzenosti od povrsine
regiona u obliku petlje, kod ostatka oko broja 60, iznosi manje od 3 nm. Pomenuti
rezultat ukazuje da je adsorbovani as1-CN ispruzen, u proseku, na manjoj udaljenosti
od povrSine, u odnosu na adsorbovani B-CN. Ovaj zakljucak je u skladu sa

eksperimentalnim rezultatima debljine hidrodinamic¢kog sloja as1-CN. Naime, debljina
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sloja as1-CN predstavlja priblizno samo polovinu debljine sloja B-CN. Prilkom
smanjenja vrednosti pH sa 7 na 5,5, koli¢ina adsorbovanog as1-CN se povecava, ali se

ispruzenost regiona u obliku petlje, odnosno njena udaljenost od povrSine redukuje

(Dickinson, 1998).

2.3.5.1.2 p-laktoglobulin na medupovrsinama

Globularni protein B-LG u rastvorima, pri neutralnom pH, egzistira kao dimer, koji
se odrzava stabilnim pomocéu nekovalentnih interakcija. Monomer [-LG, sa
molekulskom masom od 18.277 sadrzi dve intramolekularne disulfidne veze i jednu
slobodnu sakrivenu sulfhidrilnu grupu (Farrell i sar., 2004). Prilikom adsorpcije na
medupovr§inama vazduh-voda ili ulje-voda, molekuli B-LG, koje odlikuje prili¢no
uredena globularna struktura, podlezu izvesnom makromolekularnom preuredivanju i
delimi¢noj denaturaciji. Struktura adsorbovanih globularnih proteina nalazi se na
poziciji izmedu nativne strukture i strukture potpuno denaturisanog stanja (Dickinson,
1998, Dickinson i Matsumura, 1994). Struktura denaturisanih molekula B-LG veoma
li¢i na strukturu stanja globularnih proteina tzv. stanje otopljene globule, koja ima
odmotanu tercijarnu strukturu, ali je zadrzala sekundarnu strukturu slicnu nativnoj.
Monosloj adsorbovanih molekula B-LG mozZe se smatrati kao pseudo dvodimenzioni
sistem od gusto pakovanih cestica, koje su sklone deformaciji i koje medusobno
intenzivno reaguju putem kombinacije jonskih, hidrofobnih i vodoni¢nih veza.
Delimi¢no odmotana struktura molekula globularnih proteina je prac¢ena ekspozicijom
reaktivnih sulthidrinlin grupa i1 sposobnoscu adsorpcije, Sto kao posledicu ima proces
polimerizacije adsorbovanih proteina u sloju nastalih putem sulfhidril-disulfidnih
reakcija (Kirchmeier i sar., 1985, Haque i Kinsela, 1988, Sawey i sar., 1999).

lako se ranije smatralo da su proteini surutke, zbog svoje globularne strukture manje
povrsinski aktivni u odnosu na kazeinske frakcije (Kinsella, 1984), brojna istrazivanja
pokazuju da se oni ipak odlikuju povrSinskom aktivno$cu. Proteini surutke daju guste,
kompaktne adsorpcione slojeve, delimi¢no denaturisanih proteina. U novije vreme,
pomocu tehnike neutronske difrakcije, dobijene su informacije vezane za adsorpciju 3-
LG na medupovrsinu voda-vazduh, kao i za strukturu adsorbovnanih slojeva B-LG , pri
vrednosti pH u rasponu od 5,5-7,0. Dobijeni rezultati o debljini monosloja, merenih pod

istim uslovima, govore da je debljina monosloja f-LG manja u odnosu na debljinu
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monosloja B-CN, i iznosi od 2-3 nm. Ovi podaci su u saglasnosti sa prethodnim
rezultatima (Eaglesham i sar., 1992) za jo$ jedan globularni protein mleka, BSA. Bitna
razlika izmedu B-LG i B-CN, se odnosi na dinamiku poveéanja povrSinske pokrivenosti
i debljine sloja, B-LG, sa vremenom, takode pokazuje postepeno povecanje povrSinske
pokrivenosti i debljine sloja (oko 25% preko 4-5h). Uocava se evidentna promena
strukture sloja, koja nastaje kada se molekuli adsorbovanih proteina postepeno
reorganizuju na povrsini. Stepen formiranja filma i reorganizovanje se povecava sa
redukcijom vrednosti pH, Sto je posledica promene intramolekularnih interakcija 1
kinetike povrSinske denaturacije u uslovima kada se protein priblizava svojoj
izoelektri¢noj tacki (Dickinson, 1998).

Mehanicke osobine proteinskog filma se izrazavaju reoloSkim parametrima kao §to
su: napon povrsine filma (eng. surface shear) i promenljivost stepena deformacije (eng.
dilational deformation). Velike strukturne razlike izmedu sloja adsorbovanog B-LG i
kazeina se u najvecoj meri reflektuju preko reoloskih parametara (Murray i Dickinson,
1996). Na Slici 6. je prikazana vremensko-zavisna funkcija viskoziteta uslovljenog

tangencijalnim naponom za neke proteine hrane.
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Slika 6. Vremenska zavisnost povrSinske smicajne viskoznosti T|app za proteine
adsorbovane na medupovrsini n-tetradekan-voda, pri koncentraciji proteina u
vodenoj fazi 10° wt.% i pri neutralnom pH: (A) miozin, (B) lizozim, (C) k-CN, (D) Zelatin,
(E) natrijum kazeinat, (F) as1-CN, (G) B-CN, (H) B-LG, (I) o-LA (Murray i Dickinson,
1996)
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Velike vrednosti povrsinskih reoloskih parametara za globularne proteine, kao $to su
B-LG i lizozim, mogu se objasniti velikom gustinom pakovanja i unakrsnim vezama
proteina u adsorbovanom sloju, §to je posebno izrazeno u poredenju sa labilnim,
rastresitim pakovanjem neuredenih molekula asl- 1 B-CN. Takode, -elasti¢nost
povrsinskog filma (eng. surface dilational elasticity &4) za adsorbovan B-LG je veci
nego za B-CN, ali su ipak ustanovljene razlike male.

Moze se napraviti analogija izmedu odmotanih molekula B-LG uzrokovanih
adsorpcijom na povrsini i odmotanih u rastvoru indukovanih npr. termickim tretmanom.
Smatra se da su adsorbovani molekuli na medupovrs$ini ulje-voda odmotani u ve¢em
stepenu u odnosu na one odmotane pri termickom tretmanu (Lefebvre i Relkin, 1996).
Analogija je 1 u njihovoj aplikaciji, tj. pretpostavci da se adsorbovani monosloj moze
smatrati kao vrlo tanak sloj koncentrovanog proteinskog gela.

Ispitivanjem odnosa prostora po molekulu proteina adsorbovanog u toku procesa
adsorpcije i razvucenog na medupovrsini u vidu monosloja nakon adsorpcije, Cornec i
sar. (1999) su ustanovili da je prostor po molekulu adsorbovanog B-LG u toku trajanja
adsorpcije manji u odnosu na razvuceni monosloj. Ovi rezultati ukazuju da je
adsorpcija B-LG vremenski zavisna, pri ¢emu su molekuli bili manje odmotani u toku
adsorpcije u odnosu na molekule a-LA. Medjutim, ovo nije slucaj sa a-LA, kod kojeg
nije ustanovljena razlika izmedu adsorbovanog i1 razvucenog sloja molekula na
medupovrsini. Medutim, prostor po molekulu a-LA je manji nego kod B-LG. Takode,
ustanovljeno je da se pri adsorpciji a-LA odmotava brze nego B-LG, ali u manjem
obimu. Ustanovljeno je da izvesna tercijarna struktura ostaje nepromenjena kod
adsorbovanih molekula a-LA, ali ne 1 kod B-LG. Autori su zakljucili da se molekuli -
LG viSe denaturiSu pri adsorpciji, u odnosu na molekule a-LA. Takode, ovi rezultati su
u saglasnosti sa Corredig i Dalgleish, (1995), koji su ustanovili da je denaturacija a-LA
prilikom adsorpcije na medupovrsini ulje-voda reverzibilne prirode, Sto ukazuje da nije
doslo do kidanja disulfidnih veza prilikom adsorpcije. S druge stane, p-LG je pri
adsorpciji pokazao najveci stepen denaturacije i konformacionih promena koje su bile

ireverzibilne.
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2.3.5.2 Kompetetivna i kooperativna adsorpcija proteina

Kod brojnih prehrambenih proizvoda, adsorpcija proteina na medupovrsini ulje-
voda je stabilizovana pomocu razli¢itih kompetitivnih i/ili kooperativnih interakcija,
izmedu proteina i komponenata hrane (Sharma i Dalgleish, 1993). Uprkos ¢injenici da
su emulzione osobine individualnih proteina izu¢avane pretezno u model sistemima
dobro poznate, veoma malo se zna o njihovom ponasanju kada se nadu zajedno u
realnim sistemima kakvi su prehrambeni proizvodi.

Kompetetivna adsorpcija proteina i PAM je fenomen koji se deSava u postupcima
proizvodnje razli¢itih mle¢nih proizvoda baziranih na koloidnim sistemima, kao $to su
sladoledi, razliciti penasti proizvodi i sl. Kompetetivna adsorpcija se deSava s ciljem
stabilizacije ili destabilizacije emuzlija. Kada se posmatra uklanjanje proteina sa ¢vrstih
ili te€nih povrSina pomocu razli¢itih PAM, mogu se definisati dva ekstremno razli¢ita
tipa mehanizama: solubilizacioni mehanizam i mehanizam zamene mesta (eng.
replacement). Kod solubilizacionog mehanizma, desorpcija proteina sa povrsine desava
se kao rezultat proteinske solubilizacije u vodenoj fazi pomoéu PAM rastvorljivih u
vodi, koji formiraju protein-PAM kompleks. PAM, kao samostalan, ne moze da se
adsorbuje na povrsini, ali mora da ima osobinu da intenzivno reaguje sa adsorbovanim
proteinom. Kod mehanizma zamene mesta, kompetetivna zamena adsorbovanih
proteina se deSava kada su interakcije PAM-povrSina jace od interakcije izmedu
proteina i povrSine ili od protein-PAM kompleksa. Ustvari, PAM ne reaguje sa
proteinom, ali mora da ima veoma izrazen afinitet vezivanja za povrsinu (Dickinson,
1998). U praksi, stvarni mehanizmi se de$avaju negde izmedu ova dva ekstremna
sluc¢aja. Kompetetivna adsorpcija, koja ukljucuje jonske PAM, uglavnom se deSava
preko solubilizacionog mehanizma, dok se kod nejonskih PAM desava, uglavnom,
putem zamene.

Ustanovljeno je da kompetetivna adsorpcija zavisi od strukture proteina. Starenje,
kao i termicki tretman emulzija pripremljenih sa npr. B-LG, redukuju sposobnost PAM
za izmeStanjem proteina sa medupovrsSine ulje-voda (Chen i sar, 1993a,b, Dickinson,
1998). Pored toga, i priroda uljane faze, posebno njena polarnost, kao i stanje
kristalizacije uticu na kompetetivnu adsorpciju proteina (Dickinson i Tanai, 1992, Chen
i Dickinson, 1993, Stevenson i sar., 1997).
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U toku homogenizacije mleka, deSava se kompetetivna adsorpcija izmedu kazeina i
proteina surutke, Sto za rezultat ima fomiranje tankog sloja, od oko 10 nm, Kkoji se
sastoji od oba tipa proteina (Millqvist-Fureby i sar., 2001). Sposobnost proteina da bude
preovladujuc¢a komponenta na medupovrsini ulje-voda u toku emulgovanja uglavnom
zavisi od molekulske fleksibilnosti i povrSinske hidrofobnosti (Dickinson, 1991). S tim
u vezi, smatra se da je upravo to osnovni razlog $to je kazein preovladujuce adsorbovan
na medupovrsini mlecnih emulzija. Kazeinska frakcija dominira na medupovrsini ulje-
voda zbog njegove strukture, odnosno, visokog uce$¢a hidrfobnih aminokiselinskih
ostataka, kao i fleksibilnije, otvorenije molekulske strukture, u poredenju sa proteinima
surutke. Fleksibilni i amfifilni kazeini se brzo adsorbuju u toku homogenizacije i
snizavaju povrSinski napon. Medutim, eksperimentalni podaci ukazuju da ¢e se U
emulzijama ulje u vodi, proteini adsorbovati na uljanim povrSinama proporcionalno sa
njihovom koncentracijom u vodenoj fazi (Hunt i Dalgleish, 1994a). U proteinskim
mesavinama kazeinata i proteina surutke, kazeini se adsorbuju prvenstveno na
medupovrsini ulje-voda pri visokim koncentracijama proteina, dok pri malim
koncentacijama (<3%) dominirajuéi su proteini surutke (Raikos, 2010).

Prekrivanjem kontaktne povrsine ulje-voda hidrolizatima proteina surutke (u odnosu
na pojedinacne frakcije hidrolizata proteina surutke) znacajno se pojacava povrSinska
aktivnost naknadno dodatih molekula k-CN ili B-LG A na tu medupovrsinu (Haque i
sar., 2010). Autori pretpostavljaju da dolazi do kooperativne adsorpcije na kontaktnoj
povr§ini. Medutim, kada su umesto nefrakcionisanih hidrolizata, nanete pojedinacne
frakcije, dolazi do smanjenja povrSinske aktivnosti naknadno nanetih k-CN ili B-LG A
jer dolazi do kompeticije i izmeStanja frakcija sa kontaktne povrSine.

Autori Dickinson i Matsamura (1994) su ustanovili da postoji mala verovatnoca
izmeStanja adsorbovanog globularnog proteina kao §to je B-LG, ¢ak ni u prisustvu
veoma fleksibilnih molekula kao §to su f-CN i as1-CN. Prema Dickinson i sar. (1988,
1993) izmestanje adsorbovanih proteina na uljanoj medupovrSini ne zavisi samo od
njihove relativne molekulske fleksibilnosti, ve¢ 1 od gustine medupovrSinskog
pakovanja i jaCine medupovrsinskih protein-protein interakcija izmedu komponenati
koje su formirale medupovrsinski sloj. U tom smislu, ustanovljeno je da as1-CN moze

biti izmeSten od strane B-CN. Takode, u skladu sa napred navedenim, i a-LA moze biti
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izmesten sa medupovrsina od strane B-CN, $to je verovatno posledica nemoguénosti a-
LA da polimerizuje u sloju putem sulfidrilnih interakcija (Dickinson i sar., 1989).

Termicki tretman emulzija hrane stabilizovanih sa proteinima mleka moze uticati na
njenu stabilnost (Brun i Dalgleish, 1999, Hunt i Dalgleish 1994a, Dalgleish i sar., 2002,
Dickinson i Parkinson, 2004). U toku emulgovanja pre termickog tretmana, fleksibilni
amfifilni kazeini se, u odnosu na proteine surutke, brze i u vecoj koli¢ini adsorbuju na
medupovrsini ulje-voda. Termickim tretmanom emulzija stabilizovanih sa proteinima
surutke, u koje su dodati kazeini na temperaturi od 80°C/10 minuta, ne dolazi do
promena u adsorbovanom sloju, $to se moze objasniti formiranim disulfidnim vezama
izmedu proteina surutke u sloju (Hunt i Dalgleish, 1994a). Kazeini ne mogu izmestiti
adsorbovane proteine surutke, ve¢ se jedino mogu ko-adsorbovati, ukoliko kontaktna
povrsina nije zasi¢ena, pri cemu u ovom slu€aju dolazi do izvesne kompeticije proteina
na povr$ini. U suprotnom slucaju, nakon termi¢kog tretmana na temperaturama od 80-
85°C emulzija stabilizovanih sa proteinima mleka, dolazi do promena u sastavu
adsorbovnog sloja. Naime, proteini surutke zamenjuju asl- i p-CN na medupovrSini,
dok k- i as2-CN ostaju u sloju, jer zahvaljujuci slobodnim sulfidrilnim grupama, sa
proteinima surutke grade komplekse pomocu disulfidnih veza (Brun i Dalgleish, 1999).
U emulzijama proizvedenim sa B-LG, substitucija samo 10% B-LG sa Na-kazeinatom,
pre zagrevanja na 90°C, rezultira u stvaranju izuzetne termicke stabilnosti emulzija, ¢ak
I u toku produzenog vremena termickog tretmana, kao npr. 10 sati na temperaturi od
90°C (Dickinson i Parkinson, 2004). Takode, autori su ustanovili da supstitucija samo
5% IPS sa Na-kazeinatom, u emulzijama stabilizovanih sa IPS, pre termi¢kog tretmana,
povecava termiCku stabilost emulzije. Autori objasnjenje nalaze u povecanoj sternoj
stabilizaciji sloja nastaloj usled adsorbovanih kazeinskih molekula. Pored Na-kazeinata
i B-CN, dodat u vrlo malim koncentracijama, pokazuje veoma pozitivan uticaj na
povecéanje termicke stabilnosti emulzija od proteina surutke, putem sterne stabilizacije,
zahvaljujuéi svom N-terminalnom delu molekula, tzv. repu (Slika 7).

Medu komercijalnim preparatima proteina mleka najceS¢e se nalaze sledeci
proizvodi: natrijum kazeinat, ukupni proteini mleka i KPS. Strukturno uredeniji agregati
proteina mleka, kao $to su micelarni kazeinski agregati i OMP (obrano mleko u prahu)
su nepodesni za formiranje emulzija, zbog svoje male fleksibilnosti. Struktura micele se

odrZzava stabilnom putem kalcijumovih mostova i ne moze se brzo razmotati, npr. na
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medupovrsini ulje-voda (Dalgleish, 1993, 1996). Takode, obzirom na veli¢inu
molekula, odnosno micele, prisutan je manji broj efektivnih proteinskih Cestica za
adsorpciju u odnosu na situaciju kada su prisutne disosovane kazeinske frakcije. Pored
navedenog, kada su agregati u pitanju, hidrofobne grupe su cCesto smeStene u
unutrasnjosti, u jezgru, dok je spoljasnja povrSina manje hidrofobna, §to takode
redukuje tendenciju za adsorpcijom na medupovrsini ulje-voda (Euston i Hirst, 2000).
Kazeini daju stabilnije emulzije u odnosu na proteine surutke. Medutim, ako je kazein u
micelarnom ili agregiranom stanju, velika je verovatno¢a da proteini surutke daju

stabilnije emulzije (Zayas, 1997).
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Slika 7. Sematski prikaz uticaja malih koli¢ina Na-kazeinata na strukturu adsorpcionog

sloja termicki tretiranih emulzija od IPS: (A) tanak sloj adsorbovanih proteina surutke
na medupovrSini ulje-voda; (B) gus¢i adsorpcioni sloj sa inkorporiranim kazeinskim
molekulima; (C) reverzibilna flokulacija termicki tretiranih emulzija od IPS; (D) sterno
stabilizovana emulzija putem kazeinskih repova (Dickinson i Parkinson, 2004)

Leman i sar. (1988) su uporedivali emulgujuca svojstva komercijalnih preparata
proteina mleka kao §to su: micelarni kazein, OMP 1 KPS. Autori su ustanovili da se
stabilnost formiranih emulzija, pri neutralnom pH, smanjuje prema slede¢em redosledu:
micelarni kazein > OMP > KPS, gde se pod emulzionom stabilno$¢u podrazumeva
stabilnost emulzija prema flokulaciji i koalescenciji, pri ¢emu pomenuta emulgujuca
svojstva ne moraju obavezno da budu u korelaciji sa medupovrSinskim reoloskim
osobinama.

U stvarnosti, proteini mleka nisu nadeni kao izolovani u emulzijama u idustriji
hrane, ve¢ u kombinacijama sa razli¢itim funkcionalim dodacima. Njihove interakcije
su jako bitne za stabilnost Citavog sistema finalnog proizvoda. Cesto se Kkoriste
emulgatori malih molekulskih masa 1 polisaharidi. Poznato je da se povrSinski aktivne
komponente malih molekulskih masa takmice sa proteinima za prostor na medupovrsini

i izmeStaju ih sa povrSine. U ogledima sa model sistemima od cistih individualnih
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proteina (Dickinson i Tanai, 1992) i komercijalnih preprarata proteina mleka (Euston i
sar., 1995, 1996), ustanovljeno je da su za izmeStanje proteina sa medupovrsine ulje-
voda emulgatori rastvorljivi u vodi efikasniji nego oni rastvorljivi u uljima. Stepen i
mehanizam izmeStanja zavisi od tipa proteina, odnosno od njegove strukture
(globularna ili neuredena).

Izvesni emulgatori mogu formirati medupovrsSinske komplekse sa proteinima mleka
bez njihovog izmeStanja. Poznato je da polisaharidni stabilizatori reaguju sa
adsorbovanim proteinima. Medutim, obzirom da nisu povrsSinski aktivni, ove interakcije
su pracene kooperativnom adsorpcijom. Najuobicajeniji tip interakcija je izmedu
suprotno naelektrisanih grupa proteina i polisaharida, Sto skupa vodi poboljsanju
stabilnosti emulzije prema koalescenciji (Euston i Hirst, 2000).

Na povrsinsku aktivnost proteina mleka takode uti¢u i druge komponente hrane. Tu
spadaju Seceri i soli, kao $to su fosfati, halogenidi i sl. koji dovode do promene u nacinu
kojim proteini reaguju na medupovrini ulje-voda. Seeri u vodenom rastvoru
povecavaju uredenu strukturu (pomocu kooperativnog vezivanja vodonika), Sto
rezultuje povecanjem tendencije proteina ka agregiranju na bazi hidrofobnih interakcija.
Ranija istrazivanja su pokazala da postoji povecanje proteinske povrSinske aktivnosti u
prisustvu Secera, $to je potkrepljeno proteinskom pokrivenoséu na medupovrsini ulje-
voda. Postoji i nekoliko kombinacija protein-polisaharid koje su nepozeljne, jer su
termodinamicki inkompatibilne, (imaju neodrzivu entalpiju meSanja). Kod ovih
kombinacija dolazi do pada stabilnosti emulzije, spontane flokulacije i seperacije faza
(Dickinson i McClements, 1995). Soli kao sto su fosfati imaju sli¢an pozitivan efekat
kao i Seceri. Druge soli, kao $to su hloridi, imaju suprotan efekat, jer oni favorizuju
proteinsko razmotavanje (slabe hidrofobne interakcije), Sto vodi redukciji povrSinske
pokrivenosti (Damodaran, 1990).

Medupovrsinske reoloske osobine i kvalitet formiranog proteinskog filma su veoma
vazni za kontrolu stabilnosti emulzija. Pomenuti kvalitet proteinskog filma zavisi od
stepena u kom proteinski lanci strée u vodenoj fazi, od lateralnih interakcija izmedu
proteina kao i od homogenosti formiranog filma (Mellema i Isenbart, 2004). Poslednja
dva navedena obelezja izrazavaju se preko dilatacionog modula elasti¢nosti povrSine
(eng. elastic dilational modulus of the interface), koji predstavlja elasti¢ni odgovor

medupovrSinskog napona prema periodi¢nim promenama na medupovrsini. Povecanje
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elektrostatiCke i sterne repulzije pojacava stabilnost emulzije i redukuje promene koje
vode ka flokulaciji, a koja obi¢no prethodi koalescenciji. Veée vrednosti modula govore
da je doslo do povecanja stabilnosti emulzija na pomenutoj povrSini.OMP daje nizi
finalni medupovrsinski napon u poredenju sa KPS. Medutim, vrednosti finalnih modula
za KPS su blago vece u odnosu na OMP. Kod OMP koncentracija uopste ne uti¢e na
ponasanje modula. Ponasanje je bilo identi¢no ¢ak i kad su koncentracije podesene na
0,7%. Ovo ukazuje da multislojna adsorpcija (ako uopSte postoji) ne uti¢e na reologiju
medupovrsinskog filma (Mellema i Isenbart, 2004). Medutim, kod visokih
koncentracija KPS, dinamika razvoja modula ukazuje na sporije procese. Ovaj rezultat
ukazuje da odmah nakon prvog adsorpcionog koraka, preuredjenje ili odmotavanje
molekula proteina surutke determiniSe razvoj medupovrSinske reologije. Ova pojava je
dobro poznata kao dvostepeno adsorpciono ponasanje globularnih proteina, kao §to je -
LG, pri ¢emu je bilo izrazenije pri visokim koncentracijama proteina (Boerboom, 2000).

Mellema i Isenbart (2004) su ispitivali uticaj odabranih komponenata na emulgujuce
osobine komercijalnih preparata proteina mleka kao Sto su: OMP i KPS. Ispitivanjem
uticaja sadrzaja kuhinjske soli (NaCl), kalcijuma i laktoze, autori su ustanovili da sva tri
dodatka imaju jak uticaj na medupovrsinske osobine, pri ¢emu su uticaji prilicno sli¢ni
za OMP i KPS. Poredani od jakog ka slabijem, redosled uticaja je slede¢i: kuhinjska so
> kalcijum > laktoza. Uticaj laktoze je bio najmanji i ogleda se samo u uticaju na
rastvorljivost proteina. Uticaj kuhinjske soli je vrlo jak i jaci je u slu¢aju KPS, posebno
u pocetnoj fazi, kada povrSinski napon pada na jako niske vrednosti, bliske nuli. Sli¢no
se deSava 1 sa dodatim CaCl,, samo u nesto kasnijoj fazi. Autori su ovakvo ponaSanje
objasnili na slede¢i nacin: dodavanjem elektrolita kao Sto je natrijum ili kalcijum hlorid,
naelektrisanja proteina su maskirana i proteini postaju viSe hidrofobni. Kazeinske
micele su manje osetljive na dodavanje elektrolita, zato §to su stabilne u rastvorima
zahvaljujuéi sternoj repulziji. Proteini surutke se oslanjaju samo na elektorstaticke
odbojne sile. Gubitak repulzije vodi ka agregiranju i formiranju medupovrsinske
strukture filma. Ovakvo ponaSanje daje mrezu koja je vise krta i obiCno slabija.
Medutim, u isto vreme proteini sa maskiranim naelaktrisanjima teZze da se jace
akumuliraju na hidrofobnim povr§inama. Shodno tome, dobija se rezultujuéi neto efekat
koji se ogleda u slabljenju proteinskog filma, ali je kompenzovan ve¢om ukupnom

koncentracijom proteina u filmu.
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2.4 ZNACAJ VAZDUHA KAO RADNOG AGENSA U PROCESU
FORMIRANJA KAJMAKA

Pocetna faza formiranja kajmaka, koja je pracena formiranjem pocetne pokozice,
nastaje kao rezultat kombinovanog uticaja: (i) povrSinskih pojava, usled kojih se na
grani¢noj povrsini vrelog mleka i vazduha koncentriSu komponente sa izraZzenom
povrsinskom aktivno$¢u, 1 (ii) intenzivnog isparavanja vodene faze, uslovljenog
visokom temperaturom mleka. Veoma vazni faktori pocetne, tople faze formiranja
kajmaka su temperatura mleka, termodinamicki parametri vazduha i sastav pocetne
sirovine. S tim u vezi, u ovom poglavlju dat je kratak pregled procesa formiranja
pokozZice i uloge vazduha kao radnog agensa u procesu formiranja pokoZica i kajmaka.

Spiro i Chong (1997) su ustanovili da se na povr$ini termicki tretiranog, a zatim
ohladenog mleka, obrazuje nerastvorljiva pokozica koja sadrzi nekoliko puta veéu
koli¢inu kalcijuma u odnosu na mleko na kom je formirana. Autori su ustanovili da do
formiranja pokozZice ne dolazi ukoliko u mleku nisu prisutni kalcijumovi joni.

Proteini mleka, iako su u pokozici zastupljeni u znacajno manjoj meri u poredenju
sa mleénom maséu, imaju veoma vaznu ulogu u njenom nastajanju. Proteini su
odgovorni za prevodenje povrSinskog sloja mleka obogaéenog povrsinski aktivnim
materijama iz te¢nog u Cvrsto agregatno stanje. Pretpostavlja se da usled izrazene
povrsinske aktivnosti komponenata MFGM dolazi do destabilizacije MFGM na
medupovrs$ini vazduha i vode, adsorpcije fragmenata MFGM, njihovog koncentrisanja 1
agregiranja (Kristensen i sar., 1997). Isparavanjem vode iz mleka, tokom procesa
formiranja kajmaka, dolazi do dodatnog koncentrisanja prisutnih komponenata i
gelifikacije proteina u povrSinskom sloju. Formiranje pokozice, tj. ocvrSéavanje
povrsSinskog sloja vrelog mleka, javlja se u momentu postizanja kritiéne koncentracije
proteina kod koje oni gube svoju rastvorljivost, usled ¢ega gelifikuju (Nikolai, 2007,
Mahmoudi i sar., 2007), obuhvatajué¢i pri tome mast koncentrisanu u zoni grani¢énog
sloja mleka. Daljim isparavanjem vode dolazi do isuSivanja i o¢vrS¢avanja formirane
pokozice na povrsini mleka, tako da pokozica uobicajeno sadrzi mlec¢nu mast (50-60%)
1 proteine mleka (0oko10%), uz relativno malo uceS¢e vode, oko 30% (Puda i sar.,
2006). Pokozica formirana u pocetnoj fazi formiranja kajmaka se u toku trajanja procesa
formiranja kajmaka, transformise, obogacuje maséu i na taj naCin formira finalni

proizvod, kajmak.

64



Svi termodinamicki procesi koji se desavaju pri proizvodnji kajmaka, a vezani su za
parametre vazduha, deSavaju se na grani¢noj povrSini mleko-vazduh. U toku
celokupnog procesa formiranja kajmaka, vazduh u direktnom je kontaktu sa povr§inom
mleka na kome se formira kajmak. Moze se re¢i da je u pitanju jedan interaktivni odnos
karakter u toku formiranja pocetne pokozice. S tim u vezi, definisanje parametara
vazduha kao radnog agensa u procesu formiranja kajmaka predstavlja jedno od
centralnih pitanja industrijalizacije proizvodnje kajmaka.

Posmatraju¢i celokupni proces formiranja pokoZzice mozemo zapaziti tri razliite

faze procesa:

e U pocetnoj fazi procesa, vazduh je u kontaktu sa pokozicom obrazovanom na
povrsini vrelog mleka, a zatim sa gornjom povrSinom kajmaka u stasavanju.
Na samom pocetku formiranja kajmaka, odmah nakon razlivanja vrelog
mleka, na medupovrSini mleko-vazduh dominanto se deSava proces
isparavanja vode iz mleka. Vazduh koji struji preko vrele povrsine mleka, sa
sobom odnosi oslobodenu vodenu paru. U ovoj fazi, vazduh igra ulogu radnog
agensa, prevashodno u funkciji eliminisanja vodene pare sa povrSine vrelog
mleka, odnosno, isuSivanja, pri ¢emu koli¢ina odnete vlage zavisi od
termodinamickih parametara stanja vazduha (temperature 1 relativne
vlaznosti). Vrlo brzo dolazi do formiranja pocetne pokozZice, koja lagano
o¢vrscava i postaje delimi¢na barijera za dalje intenzivno isparavanje vode iz
mleka.

e U prelaznoj fazi, u uslovima formirane pokozice, koja ima karakter poroznog
medijuma, na medupovrSini se deSavaju procesi koji predstavljaju
kombinaciju isparavanja i konvekcije toplote.

o U sledecoj fazi, kada je formirana zbijena i o¢vrsla pokozica sa izrazenijim
barijernim svojstvima prema isparavanju vode, na medupovrSini pokozica-
vazduh se preovladujuée deSavaju procesi konvekcije toplote, odnosno,

konvektivnog hladenja mehanizmom prolaza toplote.

Sagledavanjem navedenih procesa moze se zakljuéiti da se tokom formiranja

pokozice desavaju vrlo izrazene dinamicke promene. Radovanovié i sar. (2012) su
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ustanovili da se najdinamicnije energetske i evaporativne promene u procesu formiranja
pokozice desavaju u toku prvih desetak minuta procesa, a zatim se progresivno
usporavaju i prakticno su zanemarljive nakon Sezdeset minuta procesa formiranja
kajmaka. Menja se temperatura mleka i struktura, svojstva i izgled pokozice, a u isto
vreme menjaju se i parametri vlaznog vazduha iznad povr$ine mleka na kome se
formira pokozica. Tokom formiranja kajmaka menjaju se i parametri vazdu$ne struje
usled razmene materije i energije izmedu mleka 1 vazduha, odnosno moze se rec¢i da se
menjaju materijalni i energetski bilansi vlaznog vazduha koji struji preko povrsine

vrelog mleka (Voronjec i Kozi¢, 2002).

2.4.1 Promene stanja vlaznog vazduha u procesu formiranja kajmaka

Prilikom strujanja vlaznog vazduha preko zagrejanog mleka u posudi mehanizam
razmene toplote u sistemu mleko-vazduh, odnosno, mleko-vlazan vazduh je dvojak. Sa
jedne strane, usled termicke i koncentracione neravnoteze, dolazi do isparavanja vode sa
slobodne povrsine mleka u smeru povrSina mleka-vlazan vazduh, a sa druge strane se
odvija proces konvektivnhog hladenja mleka direktnim strujanjem vazduha preko
slobodne povrsine mleka i razmene toplote izmedu vazduha i mleka prolazom toplote
kroz zidove posude sa mlekom.

Na Slici 8 prikazane su karakteristi¢ne promene vlaznog vazduha u toku formiranja
pokoZice na povrsini vrelog mleka (Radovanovié i sar., 2012). Mleko na dovoljnoj
udaljenosti od kontaktne povr$ine, predaje toplotni fluks struji vazduha, i postepeno se
hladi do trenutka dok se ne formira pokoZica. Vazduh, prelaze¢i preko povrSine mleka,
prima toplotni fluks, 1 istovremeno mu se povecavaju apsolutna vlaznost 1 temperatura.
Ako bi se proces posmatrao teorijski, mogao bi da se podeli na dva dela. Prvi deo,
predstavljen pravcem 1-1R-2R, oznacava evaporativno hladenje mleka, tj. gledano sa
strane vazduha vlazenje vazduha (Slika 8, a). Koli¢ina vlage koju je vazduh u stanju da
primi definisana je razlikom apsolutnih vlaZznosti stanja 1R 1 2R. Posle vlazenja
vazduha, vazduh se zagreva do kona¢nog stanja 2 putem konvektivne razmene toplote.

S obzirom da se posuda sa mlekom nalazi u neposrednom kontaktu sa strujom
vazduha preko svih slodobnih povrSina, mleko se unutar suda dodatno hladi usled
prolaza toplote od strane mleka ka vazduhu. Na ovaj nacin temperatura mleka na

dovoljnoj udaljenosti od kontaktne povrSine dodatno opada, §to dovodi do toga da
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proces ima karakter spregnutog evaporativnog i konvektivnog hladenja mleka na

kontaktnoj povrsini.

h h 2
: T

2R

1R

X X

a) b)
Slika 8. Promena stanja vlaznog vazduha: a) u slu¢aju evaporativnog i konvektivnog
hladenja mleka; b) usled prolaza toplote kroz zidove suda sa mlekom i preko
formirane povrsine pokozice (Radovanovic i sar., 2012)

Posle formiranja pokozice, koja ima karakter delimi¢ne barijere, evaporativni proces
pocinje da usporava i moze se pretpostaviti da je tempo usporavanja evaporacije u
odredenoj relaciji sa porozno$¢u nagradene pokozice i njenom debljinom, dok se rezim
konvektivnog hladenja mleka vazduhom nastavlja.

Spregnuti mehanizam evaporativne i konvektivne razmene toplote prisutan je u
pocetnoj formi do trenutka formiranja pokozice na kontaktnoj povrsini mleka i vazduha.
Po formiranju pokozice, evaporativno hladenje smanjuje svoj udeo u mehanizmu
razmene toplote mleka i vazduha, a proces hladenja mleka se u sve ve¢oj meri odvija
prolazom toplote kroz zidove suda 1 preko pokoZice.

Proces predavanja toplote sa strane vazduha u ovom delu procesa prikazan je
graficki na Slici 8,(b). Proces zagrevanja vazduha koji prelazi preko posude sa mlekom
dat je pravcem 1-2. Usled opstrujavanja vazduha oko zidova posude sa mlekom i preko
povrsine na kojoj se formirao tanak sloj pokozice, vazduh menja svoje stanje od stanja 1

do stanja 2, gde mu se povecava temperatura i smanjuje apsolutna vlaznost.

2.4.2 Matemati¢ki model razmene energije i mase u procesu formiranja kajmaka u
kontrolisanim uslovima

Model razmene energije i mase na granicnoj povrsini mleko-vazduh

Matematicki model razmene mase i energije u procesu formiranja kajmaka primenili

smo kod procesa formiranja kajmaka u kontrolisanim uslovima vazduha. Formiranje
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kajmaka je izvedeno opstrujavanjem plitke posude sa mlekom u kanalu instalacije i
formiranjem pokozice u toku prvih 60 minuta procesa.

Prema E¢im-Puri¢ i sar. (2012) proces hladenja mleka, koji sa stanovista
termodinamike, predstavlja suStinu procesa formiranja kajmaka,odnosno, pokozice
moze se podeliti u dve faze, u zavisnosti od toga koji je fenomen razmene toplote
dominantniji. U pocetnom periodu razmena toplote evaporacijom ima dominantniju
ulogu, s obzirom na veliku temperatursku razliku, tj razliku parcijalnih pritisaka pare u
vazduhu i na kontaktnoj povrSini mleko-vlazan vazduh, §to prouzrokuje intenzivno
isparavanje. Ovaj proces se veoma kratko odvija visokim intenzitetom, jer relativno
brzo dolazi do formiranja pokozice na kontaktnoj povrsini, koja ima formu delimi¢ne
barijere, ¢ija se debljina vremenom uvecava, a poroznost smanjuje.

Po formiranju pokozice toplotni fluks emitovan evaporativnim hladenjem se
jednokratno i1 znacajno smanjuje, a u daljem toku eksperimenta kontinualno opada
malim intenzitetom. Istovremeno, razmena toplote konvekcijom, zbog smanjenja
evaporativnog toplotnog fluksa dobija ve¢i znacaj.

Bez obzira kakve su temperature vazduha u neporemecenoj struji i mleka na
odredenoj dubini u posudi, na povrSini kontakta Cestice vazduha i mleka imaju
ravnoteznu temperaturu. Na Slici 9 Sematski je prikazana kontaktna povrS$ina mleko-
vazduh, odnosno, mleko-vlazan vazduh, gde su:

a- neporemecena struja vlaznog vazduha koji struji preko mleka
U - zamiSljena ravan u blizini kontaktne povrSine sa strane mleka
S — zamiSljena ravan u blizini kontaktne povrSine sa strane vlaznog vazduha

U praktiénom smislu ravni U i S su u stvari donja i gornja grani¢na povrSina
pokozice, kroz koju se, tokom vremena, vr$i razmena mase i toplote od mleka ka
vazdu$noj struji.

Mleko odaje toplotu sa strane kontaktne povrSine, direktno u struju vlaznog
vazduha, kao i1 prolazom toplote kroz zidove posude. Preko kontaktne povrSine razmena
toplote obavlja se putem istovremenog odavanje mase i toplote vazdusnoj struji. U
proizvoljno uo¢enom vremenskom trenutku bilans energije izmedu povrsina U i S moze
se predstaviti izrazom:

mAh=Q

(©)
m(hl,s - hl,u ): A(qcond - c.lconv - qrad)
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Slika 9. Sematski prikaz razmene mase i energije na kontaktnoj povrsini mleko-vazduh
(E¢im-Duric i sar., 2012)

ZraCenje sa povrsine mleka emituje se ispod povrSine u, tj. neposredno ispod realne
kontaktne povrsine. S obzirom na temperaturske profile na kontaktnoj povrsini 1 ako se
pretpostavi da je povrSina mleka prozracna, zraCenje se moze zanemariti, pa se
prostiranje toplote kroz u ravan moze svesti samo na kondukciju. Kroz ravni u i s
prolazi samo komponenta 1, kako je oznaceno u (3), §to je u ovom slucaju voda, koja
Isparava iz zagrejanog mleka.

Maseni protok vode koja isparava preko povrSina U I S u vazdusnu struju moze se,

prema prvom Fikovom zakonu izraziti:

ﬂ =0m (a)l,s — Wy, ) (4)

= =—pDy, dx

m

A

Sredivanjem prethodnih izraza, zajedno sa standardnim jednacinama za odredivanje
toplotnog fluksa pri razmeni toplote konvekcijom 1 kondukcijom, dobija se sledeci izraz

po kom se moze izracunati promena temperature mleka tokom nekog posmatranog

vremenskog perioda:

oT
- ﬂ,a =a(T,-T,)+ gml(a)l,z ~Da )hfg ©

u

gde je:
hfg :hl,s - h1,u

U uobicajenoj praksi, prvi ¢lan sa desne strane znaka jednakosti odgovara

senzibilnom toplotnom fluksu koji se emituje sa strane mleka prema vazdu$noj struji, a
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drugi ¢lan je latentni toplotni fluks. Analogno ovom izrazu, koli¢ina vode koja ispari iz

mleka i apsorbuje se vazdusnom strujom moze se odrediti iz:

1 dm
— — O — _ == — 6
Adz ;’“(¢p5 pa) D, ( )

Razmena mase 1 toplote moze se iskazati slede¢im izrazom:

2
O, N 2D, i ow, | O D, O, 0 )
ot w +w oy oy oy

Ova jednacina se numericki istovremeno resava sa jednacinama (5) i (6) da bi se
dobilo resenje za senzibilni i latentni toplotni fluks u nekom vremenskom trenutku.
Granicni uslovi koji se primenjuju Su:

9o,

=0, z=0
oy
d | .
el —_ 8
4- =i ®)
odl
pl d‘[_ Jl,s

Vaznu ulogu u opisu strujnog polja, kao 1 ukupnog fenomena razmene mase i
toplote imaju bezdimenzioni kriterijumi. Obzirom da kondukcija i difuzija podlezu
Fourier-ovom, odnosno Fick-ovom zakonu, koji imaju identi¢an matematicki oblik,
mozZe se uspostaviti odgovaraju¢a analogija izmedu konvektivne razmene mase 1
toplote. Shodno tome, za opisivanje fenomena konvektivne razmene mase, Prandtl-ov
broj se zamenjuje Schmidt-vim brojem, a Nusselt-ov broj Sherwood-ovim brojem. Na
osnovu iznete analize, za modeliranje fenomena jednovremene razmene mase i toplote
moze se izvesti:

Nu=0.664-ReY?. Pr¥3 (9)
Sh=0.664- Re¥2. Sc¥* (10)

Prolaz toplote kroz zidove posude

Zbog malih brzina strujanja vazduha, strujno polje u kanalu je na granici prelaznog
rezima ka turbulentnom rezimu strujanja. Prolaskom vazduha oko posude sa mlekom,

slobodan prostor za strujanje vazduha sa svih strana posude se smanjuje, ¢ime se
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lokalno ubrzava vazdusna struja i prelazi se u turbulentno podrucje. Koeficijent prelaza
toplote sa strane vazduha u turbulentnom grani¢nom sloju moze se predstaviti slede¢im
izrazom:

q. =Nu-4 (11)

air I

Sa strane mleka koeficijent prelaza toplote racuna se prema:

0.25
=2 [ ) 05 (or-po (_F:j (12
I

ml

Sa strane vazduha koeficiejnt prelaza toplote racuna se prema:

I
Ukupan toplotni fluks koji se preda prolazom toplote od mleka ka vazdusnoj struji kroz

Xgir = NUIAZ(EJOGGA]-Rel/Zprl/S (13)

zidove posude odreduje se prema:

q:k '(tml _tair): 1 '(tml _tair) (14)

1
1,6, 1
Au A Qi

U simulaciji tradicionalnog postupka proizvodnje kajmaka, u bilansu energije,
jednacina (13) menja se sa jednainom (12) s obzirom da ne postoji kontrolisano
stujanje vazduha oko posude sa mlekom, pa je u razmeni toplote prisutna prirodna
konvekcija i sa spoljasnjih strana zidova posude.

Iz svega napred izloZenog moze se zakljuciti da proces formiranja pokozice i
kajmaka u celosti predstavlja vrlo sloZzen difuzioni proces koji zavisi od brojnih
parametara. Usled toga, deo ekeperimentalnog rada ove doktorske disertacije,
pionirskim koracima je usmeren na sagledavanju bilansa energije i mase tokom
proizvodnje pokoZica u zavisnosti od procesnih parametara, temperature i relativne

vlaznosti vazduha.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Kajmak je nas delikatesni mle¢ni proizvod koji bi po svojim senzornim svojstvima,
kao i po ugledu koji ga prati u porodici tradicionalnih prehrambenih proizvoda, mogao
imati poziciju jednog od vode¢ih brendova srpske poljoprivrede. Medutim, zbog
neujednacdene i nedovoljno bezbedne proizvodnje na individualnim gazdinstvima, kao i
odsustva jedinstvenog stru¢nog pristupa U naporima za njegovu industrijsku
proizvodnju, kajmak se i dalje nalazi na marginama trgovinskih bilansa poljoprivrednih
i prehrambenih proizvoda.

Istrazivanja obuhvacena ovim radom imaju kao jednu od postavki detaljnije
sagledavanje mehanizama formiranja kajmaka, kao i faktora koji uti¢u na sastav i
svojstva proizvoda, a sve u cilju stvaranja Sire nau¢ne osnove u poznavanju procesa
formiranja ovog specifi¢énog mle¢nog proizvoda. Eksperimentalni rad ove doktorske
disertacije obuhvata proucavanje uticaja Sastava i termickog tretmana mleka, kao i
uslova vazduha, na proces pocetne faze formiranja kajmaka u kojoj dolazi do formiranja
pokozice kao osnove strukture buduceg proizvoda.

Istrazivanja imaju za cilj da detaljno prouce ulogu komponenata mleka, posebno
proteina i masti, na tok formiranja i svojstva pokozice. S tim u vezi, poseban osvrt je dat
na ispitivanje uloge termicki tretiranih proteina mleka, prevashodno termolabilnih
proteina surutke u procesu formiranja kajmaka. Primenom elektroforetskih tehnika,
kako u redukuju¢im tako 1 u neredukuju¢im uslovima, izvrSena je detaljna
karakerizacija proteinskih frakcija mleka pre i nakon formiranja pokozica, kao i
proizvedenih pokozica. Na taj nafin moguce je otvoriti nove puteve u upoznavanju
mehanizama zastupljenih u nastajanju pokoZice, kao i1 uloge proteina u tom procesu.
Uticaj termiCkog tretmana i sastava mleka na strukturu pokoZice su vrSena primenom
tehnike skeniraju¢e elektronske mikroskopije. Ove savremene tehnike u velikoj meri
doprinose upoznavanju osnovnih faktora koji uti¢u na svojstva pokozice kao osnove
strukture buducéeg kajmaka.

Jedan od veoma vaznih parametara postupka proizvodnje kao i kvaliteta kajmaka su
uslovi u kojima se sprovodi proces formiranja kajmaka. S tim u vezi, set ogleda koji je
baziran na kontroli odnosno variranju parametara temperature i relativne vlaznosti
vazduha, omogucava sagledavanje znacaja ovih parametera, a takode ukazuje na

sloZenost difuzionih procesa koji se odigravaju tokom postupka formiranja kajmaka.
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Razmatranje bilansa mase i energije tokom procesa formiranja pokozice omogucéava
stvaranje osnove za postavljanje numerickog modela procesa formiranja kajmaka $to bi
znaCajno pomoglo u iznalaZzenju optimalnih parametara standardizovane proizvodnje
kajmaka.

Rezultati rada koji proizilaze iz ove doktorske disertacije bi trebalo da omoguce
sagledavanje sustinskih uzroka velikog variranja sastava i kvaliteta kajmaka, kao i
boljem poznavanju prisutnih mehanizama. Takode, rezultati ovog rada, kao pionirski
koraci u detaljnijem izucavanju kajmaka, u velikoj meri mogu da doprinesu kreiranju
savremene i potencijalne industrijske proizvodnje kajmaka, koja bi svakako doprinela
dobijanju proizvoda ujednacenog i visokog kvaliteta, kao i bezbednosti sa velikim

potencijalima kako za domace tako i za inostrano trzi$te prehrambenih proizvoda.
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4. MATERIJAL I METOD RADA

4.1 EKSPERIMENTALNI RAD

Izrada i laboratorijska ispitivanja uzoraka pokozica i kajmaka su realizovani u
laboratoriji Odeljenja za Tehnologiju mleka i u laboratoriji za Termodinamiku i
termotehniku Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Eksperimentalni rad
je realizovan izvodenjem procesa formiranja kajmaka u:

» AMBIJENTALNIM USLOVIMA, tradicionalnim postupkom proizvodnje
kajmaka. Ovaj set ogleda sadrzi sledece celine:

- Preliminarna istrazivanja U cilju sagledavanja uticaja i intervala variranja,
odnosno, definisanja referentnih parametara za dalja istrazivanja;

- Ispitivanje uticaja termickog tretmana mleka na prinos, sastav i
mikrostrukturu pokozica i distribuciju proteinskih frakcija;

- Ispitivanje uticaja sastava mleka na prinos, sastav i mikrostrukturu pokozica i
distribuciju proteinskih frakcija.

» KONTROLISANIM USLOVIMA, koji simuliraju tradicionalni postupak
proizvodnje u potencijalno industrijskim uslovima, izvedenim u kanalu
tehnoloske instalacije za proizvodnju kajmaka. Ovaj set ogleda se odnosi na:

- Ispitivanje uticaja parametara vazduha na prinos, sastav i distribuciju
proteinskih frakcija pokozica kao i bilans energije i mase procesa formiranja

pokozica.

4.1.1 Priprema uzoraka za ispitivanje

4.1.1.1 Priprema uzoraka pokoZica i kajmaka

Sirovine i priprema mleka za izradu kajmaka

U postupku podeSavanja zeljenog sastava mleka, prevashodno u pogledu sadrzaja
mlecne masti, proteina, kao i proteina surutke, koris¢ene su sledece sirovine:
- Sirovo mleko (,,Granice”, Mladenovac), kao osnovna sirovina;
- Pasterizovana nehomogenizovana pavlaka (,,PIK Zemun”, Zemun), za

standardizaciju sadrzaja mle¢ne masti mleka;

74



- Koncentrat proteina mleka u prahu Promilk 852 A2 (Ingredia, Francuska), za
standardizaciju sadrzaja ukupnih proteina mleka;
- Koncentrat proteina surutke u prahu, Textrion Progel 800 (DMV International,

Holandija), za korigovanje sadrzaja proteina surutke mleka.

Priprema pojedinih uzoraka mleka, je obuhvatila standardizaciju u cilju postizanja
odgovarajuceg sastava, a U skladu sa planom pojedinih ispitivanja.

Standardizacija sastava mleka zahteva prora¢un pojedinih sirovina, kao i njihovu
pripremu. Proracun potrebnih koli¢ina pojedinih sirovina za odredeni sastav mleka se
dobija na osnhovu sastava sirovina koje se koriste u postupku standardizacije. Za
podesavanje Zeljenog sastava mleka sa razli¢itim koncentracijama ukupnih proteina i
masti izraCunavanje procentualnih ucescéa svake sirovine (sirovo mleko, Promilk 852 A2
i pavlaka) je izvedeno postavljanjem tri jednacine sa tri nepoznate kao $to je prikazano u
Tabeli 1. Nepoznate su oznacene sa X, y, z i predstavljaju udele koli¢ina navedenih

sirovina.

Tabela 1. Primer izraCunavanja potrebnih koli¢ina sirovina za pripremu mleka (ogled
B5, koli¢ina mleka 3 kg, mleko sa 6% mlec¢ne masti i 4,2% proteina)

Sirovina Hemijski sastav, % Izracunato Izradunata
Mleéna mast Proteini ucesce koli¢ina
sirovine, % sirovine, g
Sirovo mleko 3,65 3,35 91,20 2736,00
Pavlaka 35,40 1,86 7,51 225,30
Promilk 852 A2 1,00 78,00 1,29 38,70

Izracunavanje potrebnih koli¢ina sirovina:

3,65x + 35,4y + 1z = 6,00
3,35x + 1,86y + 782 = 4,20
X+y+z=1,00

X (sirovo mleko) = 0,9120
Y (pavlaka) = 0,0751
Z (Promilk 852 A2) = 0,0129

Koli¢ina potrebnog koncentrata proteina surutke u prahu, izracunava se na osnovu
zeljenog sadrzaja ovih proteina, koja se dodaje u mleko i njihovog sadrzaja u

koncentratu Textrion Progel 800.
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Nakon proracuna pojedinih sirovina potrebnih za standardizaciju zeljenog sastava
mleka vrsi se njihova priprema, koja obuhvata rekonstituciju i hidrataciju sirovina u
prahu (Promilk 852 A2 i Textrion Progel 800) u sirovom mleku. Miksiranje
visokoproteinskih prahova u sirovom mleku je izvrSeno do njihovog potpunog
rastvaranja, a potom se hidratacija obavila na temperaturi od 4-8°C u toku 90 minuta.
Nakon zavrSene hidratacije, u rekonstituisano mleko se dodaje odgovarajuca koli¢ina
pavlake, ¢ime je zavrSen postupak standardizacije mleka za izradu kajmaka. Tako
pripremljeno, odnosno, standardizovano mleko se potom termicki tretiralo izabranim

rezimom, U zavisnosti od ogleda koji se izvodi.

Proizvodnja pokoZica i kajmaka

Uzorci mleka za izradu pokozica i kajmaka tj. mleka standardizovanog sastava (koje
¢emo u daljem tekstu, zvati mleko) su termicki tretirani, Sarznim postupkom, Uz
mehanicki tretman meSanjem pri ¢emu Su dinamika zagrevanja, visine i intervali
odrzavanja postignutin temperatura realizovani u skladu sa planom ogleda
odgovarajucih ispitivanja. Koli¢ina mleka je u svim izvedenim ogledima bila konstantna
I iznosila 3 kg, sa visinom sloja mleka od 7 cm. PovrSina mleka na granici mleko-
vazduh kod svih izvedenih ogleda je bila 0,045m?.

Pocetna temperatura formiranja kajmaka predstavlja temperaturu na kojoj prestaje
termicki i mehanicki tretman mleka i zapocinje proces formiranja pokozica i/ili kajmaka
izlaganjem posude sa mlekom ambijenalnim uslovima, odnosno kontrolisanim uslovima
vazduha, u stanju mirovanja. Pocetna temperatura formiranja kajmaka je varirala u
skladu sa planom ogleda u okviru pojedinih ispitivanja. Proces formiranja kajmaka je u
svim ogledima realizovan tradicionalnim postupkom proizvodnje kajmaka, spontanim
hladenjem pripremljenih uzoraka u ambijentalnim uslovima, osim za uzorke u okviru
ispitivanja uticaja parametara vazduha, gde je hladenje mleka vrSeno u kontrolisanim
uslovima, strujanjem kondicioniranog vazduha preko povrSine mleka na kome se
formira kajmak. U ogledima u kojima je cilj bio dobijanje uzoraka kajmaka, proces
formiranja kajmaka je trajao 17 sati, dok je u ogledima kod kojih je cilj bio dobijanje
pokozica, proces je prekidan posle odgovarajuceg perioda formiranja kajmaka, i u

skladu sa planom ogleda pojedinih ispitivanja. Po okon¢anom procesu formiranja
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kajmaka, uzorci kajmaka, odnosno pokozice, su sakupljani sa povrsine mleka i drenirani

u toku 5 minuta.

4.1.1.2 Priprema uzoraka mleka pre formiranja pokoZica i mleka preostalog
nakon formiranja pokoZica

Uzorci mleka standardizovanog sastava su termicki tretirani, Sarznim postupkom,
kao $to je navedeno u prethodnom odeljku. Uzorci mleka pre formiranja pokozica su
uzimani iz srediSnjeg dela termicki tretiranog mleka u momentu neposredno pre
zapocinjanja procesa formiranja kajmaka, na postignutoj pocetnoj temperaturi
formiranja kajmaka.

Uzorci mleka preostalog nakon formiranja pokozica (u toku prvih 60 minuta procesa
formiranja), su uzimani nakon izuzimanja pokozica. Pre uzimanja uzoraka, celokupna
masa mleka je dobro izmeSana u cilju ujednacavanja 1 dobijanja reprezentativnog
uzorka za analizu.

Svi uzorci mleka su uzimani kivetama sa dr§kom u koli¢ini od oko 10 g. Nakon
uzorkovanja mleka, kivete su zatvarane i odmah hladene uz intenzivno mesanje kako bi

se sprecilo formiranje pokozice na povrsini. Ohladeni uzorci su odmah ispitivani.

4.1.2 Sagledavanje znacaja odabranih parametara procesa formiranja kajmaka

Preliminarna istrazivanja imaju za cilj da sagledaju moguc¢nosti variranja pojedinih
parametara tokom formiranja kajmaka na osnovu cega su definisane vrednosti
parametara koje su u daljem toku istrazivanja koris¢ene kao referentne. Istrazivanja ovih
ogleda su obuhvatila ispitivanja uticaja reZima termicke obrade mleka, uslova i
dinamike formiranja kajmaka, kao i sastava mleka, na prinos i sastav kajmaka i

pokozica.

4.1.2.1 Rezim termickoq tretmana mleka

4.1.2.1.1 Temperatura i vreme termickog tretmana mleka
Ispitivanja uticaja rezima termickog tretmana mleka na prinos i sastav pokozica i
kajmaka realizovano je u toku razli¢itih vremena procesa formiranja kajmaka od 15, 30,
60, 180, 300 i 1020 minuta, izvodenjem sledecih ogleda:
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- Ogled I: termicki tretman pri 85°C u toku 10 minuta,
- Ogled I1: termicki tretman pri 95°C u toku 10 minuta,

— Ogled Il termicki tretman pri 99°C u toku 20 minuta.

Kod svih ogleda, pocetna temperatura formiranja kajmaka je bila na temperaturi

termiCkog tretmana.

4.1.2.1.2 Dinamika termickog tretmana mleka

Sagledavanje dinamike termickog tretmana mleka tj. postizanja pocetne temperature
formiranja kajmaka se vrsilo izvodenjem ogleda koji su obuhvatili:

— brzu dinamiku termickog tretmana (D1-D4), koja je podrazumevala
zagrevanje mleka od 1°C u toku 1 minuta i

- sporu (D5) dinamiku termic¢kog tretmana, koja je podrazumevala zagrevanje
mleka od 1°C u toku 2 minuta.

Mleko kori$¢eno u ovim ogledima je sadrzalo 4% masti i 3,4% proteina, a proces
formiranja kajmaka je pracen u toku prvih 60 minuta procesa. lzvedeni ogledi su bili
sledeci:

- Ogled D1: termicki tretman mleka brzom dinamikom zagrevanja do
postizanja 95°C i odrzavanje temperature 10 minuta;

- Ogled D2: termicki tretman mleka brzom dinamikom zagrevanja do
postizanja 95°C i odrzavanje temperature 20 minuta;

- Ogled D3: termicki tretman mleka brzom dinamikom zagrevanja do
postizanja 85°C i odrzavanje temperature u toku 10 minuta;

— Ogled D4: termicki tretman mleka brzom dinamikom zagrevanja do
postizanja 85°C i odrzavanje temperature u toku 10 minuta, a zatim termicki
tretman brzim zagrevanjem do postizanja 95°C uz odrzavanje temperature 10
minuta;

- Ogled D5: termicki tretman mleka sporom dinamikom zagrevanja do
postizanja temperature od 95°C i odrzavanje temperature u trajanju 10 minuta.

Kod svih ogleda, pocetna temperatura formiranja kajmaka je bila temperatura mleka

po zavrSenom termic¢kom tretmanu.
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4.1.2.2 Uslovi i dinamika formiranja kajmaka

4.1.2.2.1 Pocetna temperatura formiranja kajmaka

Ispitivanje uticaja pocetne temperature formiranja kajmaka na prinos i sastav
pokozica, realizovano je setom ogleda koji su obuhvatili termicki tretman mleka brzom
dinamikom do 95°C i odrzavanjem na toj temperaturi u toku 10 minuta, hladenjem uz
neprekidno mesanje do Zeljene pocetne temperature i formiranjem pokozica u toku
prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka. Ispitivanja su izvedena upotrebom mleka
sa 4% masti i 3,4% proteina (T1, T2, T3 i T4) i mleka istog sastava kome su dodati
proteini surutke u koli¢ini od 0,6% (T1/SP, T2/SP, T3/SP i T4/SP). Izvedeni ogledi su
oznaceni kao sledec¢i:

- Ogled T1: pocetna temperatura formiranja kajmaka 65°C;

- Ogled T2: pocéetna temperatura formiranja kajmaka 77°C;

- Ogled T3: pocetna temperatura formiranja kajmaka 85°C;

- Ogled T4: pocetna temperatura formiranja kajmaka 95°C;

— Ogled T1/SP: pocetna temperatura formiranja kajmaka 65°C; 0,6% dodatih
proteina surutke;

- Ogled T2/SP: pocetna temperatura formiranja kajmaka 77°C; 0,6% dodatih
proteina surutke;

— Ogled T3/SP: pocetna temperatura formiranja kajmaka 85°C; 0,6% dodatih
proteina surutke;

- Ogled T4/SP: pocetna temperatura formiranja kajmaka 95°C; 0,6% dodatih

proteina surutke.

4.1.2.2.2 Vreme formiranja kajmaka

Ispitivanje uticaja vremena formiranja kajmaka na prinos i sastav pokozica i
kajmaka dobijenih od mleka sa 4% masti i 3,4% proteina, termicki tretiranog brzom
dinamikom do 95°C/10 min. i pocetnom temperaturom formiranja kajmaka 95°C, je
vrseno U toku 15; 30; 60; 180; 300 i 1020 minuta procesa formiranja kajmaka.
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4.1.2.3 Sastav mleka

4.1.2.3.1 Sadrzaj mlecne masti i proteina

Set ogleda oznacenih od M0 do M5, kreiran je sa ciljem ispitivanja uticaja sastava
mleka na prinos i sastav pokozica. Ova ispitivanja su izvedena od mleka tretiranog
brzom dinamikom termickog tretmana do postizanja 95°C i vremenom odrzavanja
postignute temperature u toku 10 minuta, u toku prvih 60 minuta procesa formiranja
kajmaka. Izvedeni ogledi u zavisnosti od sastava mleka su sledeci:

- Ogled MO0: mleko sa 4% masti i 3,4% proteina (kontrolni ogled);

- Ogled M1: mleko sa 6% masti i 3,4% proteina;

- Ogled M2: mleko sa 8% masti i 3,4% proteina

- Ogled M3: mleko sa 4% masti i 6% proteina,;

- Ogled M4: mleko sa 8% masti i 6% proteina,;

- Ogled M5: mleko sa 8% masti i 3,4% proteina i 0,6% dodatih proteina

surutke.

4.1.2.3.2 Uticaj dodatih proteina surutke

Set ispitivanja uticaja dodatih proteina surutke na prinos i sastav pokozica i kajmaka
realizovan je koris¢enjem mleka (4% masti i 3,4% proteina) bez i sa dodatim proteinima
surutke koja su termicki tretirana brzom dinamikom do postizanja 95°C i vremenom
odrzavanja 10 minuta. Ogledi su obuhvatili vreme formiranja kajmaka od 60, 180 i
1020 minuta, a oznaceni su kao:

- Ogled SO: mleko bez dodatih proteina surutke;
- Ogled S1: mleko sa 0,15% dodatih proteina surutke;
- Ogled S2: mleko sa 0,6% dodatih proteina surutke.

4.1.3 Proucavanje uticaja termickog tretamana mleka na prinos, sastav i
mikrostrukturu pokoZica i distribuciju proteiniskih frakcija u pocetnoj fazi
procesa formiranja kajmaka

Ispitivanja uticaja rezima termickog tretmana mleka na sastav i svojstva pokozica
formiranih nakon prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka, realizovana su u okviru

serije ogleda oznacenih oznakom A, koja je obuhvatila sledec¢e oglede:
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- Ogled Al: termicki tretman mleka na 85°C u toku 10 minuta, pocetna
temperatura formiranja kajmaka 85°C;

- Ogled A2: termicki tretman mleka na 85°C u toku 10 minuta i 95°C u toku 10
minuta, po¢etna temperatura formiranja kajmaka 95°C;

- Ogled A3: termicki tretman mleka na 85°C u toku 10 minuta i 95°C u toku 10
minuta, hladenje, pocetna temperatura formiranja kajmaka 85°C;

- Ogled A4: termicki tretman na 95°C, bez odrzavanja temperature, po¢etna

temperatura formiranja kajmaka 95°C.

U svim ogledima serije A koris¢eno je mleko sa 4% masti i 3,4% proteina, termicki
tretirano brzom dinamikom termic¢kog tretmana (1min./1°C) i vremenom formiranja
kajmaka od prvih 60 minuta. Uzorak A2 (sa navedenim sastavom i odabranim rezimom
termickog tretmana mleka) je definisan kao referentni, kako za seriju ogleda A, tako i za

seriju ogleda B.

4.1.4 Proucavanje uticaja sastava mleka na prinos, sastav i mikrostrukturu pokoZica i
distribuciju proteiniskih frakcija u pocetnoj fazi procesa formiranja kajmaka

Ispitivanja uticaja sastava mleka na sastav i svojstva pokozica realizovana su u
okviru serije ogleda oznacenih oznakom B. Ogledi su izvedeni sa mlekom razli¢itog
sastava, odnosno sadrZaja masti i proteina, kao 1 dodatih proteina surutke, a pokozice su
dobijene nakon prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka. Ispitivanja u okviru ove
serije obuhvatila su sledece oglede:

- Ogled B1, mleko sa 6% masti i 3,4% proteina;

- Ogled B2, mleko sa 8% masti i 3,4% proteina;

- Ogled B3, mleko sa 4% masti i 4,2% proteina;

- Ogled B4, mleko sa 4% masti i 5,0% proteina;

- Ogled B5, mleko sa 6% masti i 4,2% proteina;

- Ogled B6, mleko sa 8% masti i 5,0% proteina;

- Ogled B7, mleko sa 4% masti i 3,4% proteina i 0,6% dodatih proteina
surutke;

- Ogled B8, mleko sa 6% masti i 4,2% proteina i 0,6% dodatih proteina
surutke;

- Ogled B9, mleko sa 8% masti i 5,0% proteina i 0,6% dodatih proteina surutke.
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Rezim termicke obrade mleka i vreme formiranja pokozica svih uzoraka serije B su
identi¢ni sa rezimom termiCke obrade i vremenom formiranja pokozica koji su
primenjeni kod referentnog uzorka A2 (85°C u toku 10 minuta i 95°C u toku 10 minuta,

pocetna temperatura formiranja kajmaka je 95°C)

4.1.5 Proucavanje uticaja parametara vazduha na prinos i sastav pokozica,
distribuciju proteinskih frakcija i bilans energije i mase u pocetnoj fazi procesa
formiranja kajmaka

Ispitivanja uticaja parametara vazduha na prinos i sastav pokozica, distribuciju
proteinskih frakcija i bilans energije i mase realizovana su u okviru serije ogleda
oznacenih oznakom C. Sastav i termicki tretman mleka, kao i pocetna temperatura
formiranja kajmaka, uzoraka serije C su identi¢ni kao kod uzorka A2 (sastav mleka: 4%
masti i 3,4% proteina; termicki tretman mleka 85°C u toku 10 minuta i 95°C u toku 10
minuta, po¢etna temperatura formiranja kajmaka: 95°C).

Ispitivanja uticaja parametara vazduha su vrSena u kanalu tehnoloske linije za
proizvodnju kajmaka (Termoklima, Beograd) koja obezbeduje kontrolisane uslove
parametara ulaznog vazduha koji opstrujava posudu sa mlekom i realizovana u toku
prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka. Brzina strujanja ulaznog vazduha je
odrzavana konstantnom pri 0,7 m/s §to je rezultiralo konstantnim protokom od 0,04
m%/s, a temperatura 1 relativna vlaznost variraju u zavisnosti od ogleda prema sledec¢em:

- Ogled C1, vazduh temperature 30°C i relativne vlaznosti 50%;
- Ogled C2, vazduh temperature 30°C i relativne vlaznosti 70%;
- Ogled C3, vazduh temperature 30°C i relativne vlaznosti 90%;
- Ogled C4, vazduh temperature 40°C i relativne vlaznosti 70%;
- Ogled C5, vazduh temperature 20°C i relativne vlaznosti 70%.

U okviru serije C, uzorak C2 ima status referentnog uzorka.

4.2 METODE RADA

Ispitivanja su obuhvatila analiticka odredivanja sastava uzoraka, karakterizaciju
proteinskih frakcija uzoraka sirovog mleka, mleka pre formiranja pokozica, mleka
preostalog nakon formiranja pokozica i pokozica, kao i odredivanje mikrostrukture

odabranih pokozica.
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4.2.1 Analiticke metode ispitivanja
Za analiziranje sirovina za standardizaciju mleka, standardizovanog mleka, mleka
pre formiranja pokozica, kao i mleka preostalog nakon formiranja pokozica, koris¢ene
su slede¢e metode:
- Odredivanje sadrzaja mle¢ne masti mleka, standardnom metodom po Gerber-u
(IDF standard 105:1981); koncentrata proteina mleka u prahu i pavlake,
acidobutirometrijskom, odnosno butirometrijskom metodom (Pravilnik o
metodama uzimanja uzoraka i metodama hemijskih i fizi¢kih analiza mleka i
proizvoda od mleka, Sl. list SFRJ, br. 32/83).
— Odredivanje sadrzaja ukupnog azota po metodi Kjeldahl-a pomocu Kjeltec
aparata (Tecator 1002, Svedska); sadrzaj proteina se izra¢unava mnoZenjem
sadrzaja ukupnog azota sa faktorom 6,38 (IDF standard 20-1:2002).
Za analiziranje uzoraka kajmaka i pokozica koris¢ene su sledece metode:
- Odredivanje sadrzaja suve materije, (SM) standardnom metodom susenja na
102+2°C (IDF standard 4A:1982);
- Odredivanje sadrzaja mle¢ne masti butirometrijskom metodom po Van Guliku
(Carié i sar. 2000.; IDF 5B:1986);
- Odredivanje sadrzaja ukupnog azota po metodi Kjeldahl-a pomocu Kjeltec
aparata (Tecator 1002, Svedska); sadrzaj proteina se izra¢unava mnoZenjem
sadrzaja ukupnog azota sa faktorom 6,38 (IDF standard 20-1:2002);
- Odredivanje sadrzaja proteina u suvoj materiji, (PUSM) racunskim putem,;
- Odredivanje sadrzaja masti u suvoj materiji, (MuSM) ra¢unskim putem;
- Odredivanje prinosa pokozica i kajmaka merenjem na vagi (Shimadzu,
Japan);
- Odredivanje apsolutnih vrednosti sadrzaja komponenata sastava, izraZenih u
gramima, racunskim putem,;
- Odredivanje sadrzaja masti u vodenoj fazi, raCunskim putem, izracunava se iz
apsolutnih sadrzaja masti i vode na slede¢i nacin: mast x100/(mast+voda);
- Odredivanje sadrzaja proteina u vodenoj fazi, raCunskim putem, izraCunava se
iz apsolutnih sadrzaja proteina i vode na slede¢i nacin: proteini

x100/(proteini+voda);
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— Odredivanje distribucije masti (M/m?) i proteina po jedinici povriine (P/m?)
racunskim putem, deljenjem apsolutnih sadrzaja masti, odnosno, proteina sa
povrsinom mleka koja iznosi 0,045m?;

- Odredivanje odnosa apsolutnih koli¢ina masti i proteina (M/P), ra¢unskim
putem;

- Odredivanje indeksa Sioo, racunskim putem, Koji predstavlja zbir sadrzaja
masti i proteina;

- Odredivanje indeksa masti Sy, ra¢unskim putem, koji predstavlja
procentualno ucescée sadrzaja masti u indeksu Siqo;

- Odredivanje indeksa proteina Sp, racunskim putem, koji predstavlja
procentualno ucesce sadrzaja proteina u indeksu Sio;

— Odredivanje indeksa IPS racunskim putem, koji predstavlja indeks povecanja,
odnosno smanjenja procentualnog uc¢esca pojedine i-te komponente u
materijalu 1 (%i; ) u odnosu na njeno ucesc¢e u materijalu 2 (%i,). Predstavljen
je koli¢nikom (%iz)Xx 100/(%iy).

4.2.2. Proracun bilansa energije i mase

Za analizu uticaja parametara vazduha, koji opstrujava posudu sa mlekom,
obavljena su ispitivanja u kontrolisanim uslovima formiranja kajmaka, u kanalu
tehnoloske linije za proizvodnju kajmaka koja se sastoji iz slede¢ih jedinica: regulator
protoka ulaznog vazduha; zagreja¢ vazduha i ovlaziva¢ vazduha; set mernih
instrumenata za merenje temperature mleka i zidova posude sa mlekom, kao i
temperature, relativne vlaznosti i brzine strujanja ulaznog i izlaznog vazduha. Tokom
eksperimenata, merenja su se sprovodila na mernim pozicijama, kao $to je prikazano na
Slici 10.

%

1/ 2 \3

Slika 10. Sematski prikaz posude sa mlekom u kanalu tehnoloske linije za proizvodnju
kajmaka sa prikazanim pozicijama mernih tacaka: 1-temperatura i relativna
vlaznost ulaznog vazduha, 2-temperatura mleka u posudi, 3-temperatura i
relativna vlaznost vazduha na izlazu.
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Analiziranje parametara vazduha izvrSeno je proracunavanjem energetskih i
masenih bilanasa vlaznog vazduha na osnovu:
- Odredivanja razmenjenog toplotnog fluksa, raunskim putem, na bazi
izvrSenih merenja.
- Odredivanja koli¢ine vlage uklonjene sa povrsine mleka, racunskim putem, na

bazi izvrSenih merenja (Mathcad 13, Mathsoft Engineering & Education);

4.2.3 Karakterizacija proteinskih frakcija uzoraka pokoZice, mleka pre formiranja
pokoZica i mleka preostalog nakon formiranja pokoZica

Karakterizacija proteinskih frakcija uzoraka pokozica, kao i mleka pre formiranja
pokozica i preostalog nakon formiranja pokoZica, je realizovana primenom SDS
poliakrilamidne gel elektorforeze (SDS PAGE) po metodi Laemmli-ja (1970). SDS
PAG clektroforeza je izvrSena u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima, S§to je
omogucilo karakterizaciju proteinskih komponenata uzoraka bez i sa formiranim
kompleksima proteina mleka formiranih na bazi disulfidnih veza. Rezultati

elektroforetskih ispitivanja su obradeni denzitometrijskom analizom.

4.2.3.1 Pripema uzoraka i izvodenje SDS poliakrilamidne elektroforeze

Za SDS PAG elektroforezu u redukuju¢im uslovima, priprema uzoraka pokozica je
obuhvatila slede¢u proceduru: 1,0 g homogenizovanog uzorka pokoZice je rastvoreno u
5 ml Tris-HCI pufera pH 8,00 sa dodatim 2-merkaptoetanolom (Merck, Nemacka).
Zagrevanje sadrzaja je vrSeno do klju¢anja, uz povremeno mesSanje Vortex mesalicom
do potpunog rastvaranja uzoraka pokozice. Zatim je izvrSeno centrifugiranje na sobnoj
temperaturi sa ciljem obezmaS¢ivanja uzoraka. 100 pl dobijenog supernatanta
odpipetirano 1 meSano sa proracunatom koli¢inom 0,055 mol/dm? Tris-HCI pufera pH
6,80; sa 4% SDS; 2% 2-merkaptoetanola (Merck, Nemacka); 10% glicerola i 0,003%
boje bromfenolplavo. Dodavanjem proracunate koli¢ine pufera izvrSeno je podeSavanje
koncentracije proteina tako da su, na ovaj nacin, pripremljeni ekstrakti pokozica
sadrzavali proteine u koncentaciji 3 pg proteina/pl ekstrakta. Uzorci su nakon toga
zamrznuti, a neposredno pred elektroforezu je izvrSeno odmrzavanje 1 temperiranje
uzoraka na sobnu temperaturu. Na gel je nanoSeno po 5Sul pripremljenog ekstrakta

uzoraka pokozica.
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Za SDS PAG elektroforezu u redukuju¢im uslovima, priprema uzoraka mleka
(sirovog mleka, mleka pre formiranja pokozica i mleka preostalog nakon formiranja
pokozica) je obuhvatila slede¢u proceduru: 5 g mleka je centrifugirano na sobnoj
temperaturi na 3000 o/min u toku 15 minuta sa ciljem izdvajanja sloja masti na povrsini.
100 pl dobijenog supernatanta je odpipetirano i mesSano sa proracunatom koli¢inom
0,055 mol/dm® Tris-HCI pufera pH 6,80; sa 4% SDS; 2-merkaptoetanola (Merck,
Nemacka); 10% glicerola i 0,003% boje bromfenolplavo. Pripremljeni uzorci su
termicki tretirani na kljuCalom vodenom kupatilu u toku 5 minuta. Dodavanjem
proracunate koli¢ine pufera izvrSeno je podeSavanje koncentracije proteina tako da su,
na ovaj nacin, pripremljeni ekstrakti uzoraka mleka sadrzavali proteine u koncentraciji 3
pg proteina/pl ekstrakta. Uzorci su zamrznuti, a neposredno pred elektroforezu je
izvr§eno odmrzavanje i temperiranje uzoraka na sobnu temperaturu. Na gel je nanoSeno
po 5ul pripremljenog ekstrakta uzoraka pokozica.

Za SDS PAG elektroforezu u neredukuju¢im uslovima, priprema uzoraka pokozica i
mleka se realizovala na napred navedeni nacin uz izuzimanje 2—merkaptoetanola.

Elektroforetska analiza obavljena je na poliakrilamidnim gel plo¢ama dimenzija 10
x 20 x 1 mm. Kao gel za koncentrisanje koris¢en je 4% gel (3,90 % akrilamida i 0,1 %
bis akrilamida) pripremljen u 0,125 mol/dm?® Tris-HCI puferu pH 6,80 i sa 0,1% SDS.

Kao gel za razdvajanje koris¢en je 15% gel (14,62% akrilamida 1 0,38% bis
akrilamida) pripremljen u 0,375 mol/dm?® Tris-HCI puferu pH 8,85 i sa 0,1% SDS.

Neposredno pre izlivanja, izv§ena je polimerizacija, tako §to je u napred navedene
rastvore gelova dodavano: 0,2% (v/v) Temed-a (Merck, Nemacka) i 1% (v/v) sveze
pripremljenog 10% rastvora amonijum persulfata.

Kao radni pufer koriséen je Tris—glicinski pufer pH 8,30 (0,025 mol/dm? Tris; 0,192
mol/dm? glicin; 0,1% SDS).

Za razdvajanje je koriS¢ena vertikalna elektroforetska jedinica tipa EV 220
(Consort, Belgija), termostatirana sa rashladnim uredajem Multitemp II 1 povezana sa
izvorom napona MacroDrive, istog proizvodaca.

Kao kontrola za identifikaciju pojedinih dominantnih proteina koris¢eni su: os—, B— |
k-kazein (Sigma, USA). Za odredivanje molekulskih masa detektovanih podjedinica
koris¢en je standard molekulskih masa (Sigma, USA) koji se sastojao od sledecih

proteina sa slede¢im molekulskim masama: albumin krvnog seruma, BSA (66.000);
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ovalbumin (45.000); gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (36.000); karbonska
anhidraza, goveda (29.000); tripsinogen (24.000); tripsin inhibitor (20.000); i a-
laktoalbumin (14.200).

SDS poliakrilamidna gel elektroforeza izvedena je pod slede¢im uslovima:

| const.=80 mA / Umax. 300V / t=12°C,

Vreme trajanja elektroforeze je bilo od 1 — 1,5h.

Gelovi su bojeni 0,21% rastvorom Coomassie Blue R—250, koji je
istovremeno sadrzao 3,9% TCA, 6% siréetne kiseline 1 17% metanola, u toku
90 minuta.

Odbojavanje gelova je vrseno u rastvoru sa 18% metanola i 8% siréetne
kiseline, a za ¢uvanje je koriS¢en rastvor sa 5% sircetne kiseline 1 5%
glicerina.

Odbojeni gelovi su skenirani na skeneru Epson Expression 10000XL (Epson,
Japan) i denzitometrijski analizirani softverom ImageQuant (ver. 5.2; 1999
Molecular Dynamics, Amersham Pharmacia Biotech.,Vienna, Austrija). Za
karakterizaciju proteinskih frakcija, denzitometrijskom analizom
koncentracija svake proteinske frakcije je izrazena kao procenat od ukupno

detektovanih proteinskih frakcija.

4.2 .4 Ispitivanje mikrostrukture pokoZica

Ispitivanje mikrostrukture uzoraka pokozice kajmaka je izvrSeno tehnikom

skenirajuce elektronske mikroskopije (eng. scanning electron microscopy, SEM).

4.2.4.1 Priprema uzoraka i izvodenje skenirajude elektronske mikroskopije

Skenirajuca elektron mikroskopija je vrSena kod uzoraka pokozica proizvedenih od

mleka sa razli¢itim sastavom i tretiranih razli¢itim termic¢kim tretmanom oznacenih kao:
Al, A2, B2, B4, B7 i B9.

Priprema uzoraka pokozica za ispitivanje mikrostrukture je obuhvatila uzorkovanje i

fiksaciju, dehidrataciju, obezmas¢ivanje 1 operacije finalne pripreme, Sto je opisano u

daljem tekstu.
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- Uzorkovanje i fiksacija: komad pokozice, dimenzija oko 2x2x10 mm, se iseca0o
iz unutrasnjosti pokozice, koji se potom stavljao na fiksaciju u 2,8% rastvor
glutaraldehida u fosfatnom puferu (0,05M, pH 6,0) u toku 48 h, pri temperaturi
oko 5°C.

- Dehidratacija: dehidratacija fiksiranih uzoraka pokozice se obavljala
sukcesivnim potapanjem uzoraka u seriju rastvora alkohola razlicitih
koncentracija, slede¢im redosledom: 30, 50, 70, 90 1 100% alkohola.
Dehidratacija u svakoj koncentraciji alkohola se obavljala u trajanju od 60
minuta.

- Obezmascivanje uzoraka pokozica: dehidratisani uzorci su se u cilju
obezmaséivanja drzali u hloroformu u trajanju od 60 minuta, a potom u
apsolutnom alkoholu gde su ¢uvani do vr$enja dalje analize.

- Finalna priprema uzoraka pokozica: pripremljeni uzorci pokozica, nakon
isecanja na manje komade, su suSeni na kriti¢noj tacki pomocu te¢nog CO;
pomocu susaca na kriti¢noj tacki (Critical Point Dryer, CPD 030, BAL-TEC,
Scan, Germany), ¢ime je kompletirana priprema uzoraka. Neposredno nakon
suSenja, uzorci su presvlaceni zlatom na uredaju za uparavanje (SCD 005
sputter coater, BAL-TEC).

- Skenirajuca elektron mikroskopija je vrSena na aparatu JEOL JSM—6390 LV,
pri 13 kV, pri magnifikacijama 2000x, 5000x, i 10000x.

4.2.5 Statisticka analiza

Statistickom analizom su ispitivani uticaj termic¢kog tretmana i sastava mleka kao i
parametara vazduha na sastav pokozica (uzorci iz ogleda serija A, B i C) i distribuciju
proteinskih frakcija (uzorci iz ogleda serije C). Svaki eksperiment je realizovan u tri
ponavljanja. U istrazivanju je realizovan jednofaktorijalni ekspriment. Analiza varijanse
(ANOVA) je vrSena programom STATISTICA 6,0 (StatSoft, USA). Razlika izmedu
srednjih vrednosti je poredena na nivou 5%, a u pojedinacnim slucajevima i na nivou

1% statisti¢ke znacajnosti, koris¢enjem LSD testa.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1 UTICAJ ODABRANIH PARAMETARA PROCESA FORMIRANJA
KAIJMAKA NA PRINOS I SASTAV POKOZICA I KAJMAKA

Eksperimentalni rad na proucavanju pojedinih faza u postupku izrade kajmaka
zahteva definisanje parametara, kao i njihove intervale, koji imaju poseban znacaj za
proces formiranja kajmaka. U tom smislu, u ovom poglavlju su, na osnovu seta
preliminarnih istrazivanja odabrani parametri kao i njihov uticaj na sastav i svojstva
pokozica i kajmaka, a sve sa ciljem odredivanja njihovih vrednosti koje su koris¢enje u

daljim ispitivanjima.

5.1.1 ReZim termickog tretmana mleka

5.1.1.1 Temperatura i vreme termickog tretmana mleka

Prinosi pokozica, odnosno kajmaka, dobijenih u toku razli¢itog vremena formiranja
kajmaka, u zavisnosti od rezima termickog tretmana mleka prikazani su na Grafikonu 1,
dok su vrednosti sadrzaja masti i proteina prikazani u Tabeli 2, a njihove apsolutne
vrednosti (apsolutni sadrzaji) na Grafikonu 2.

Na osnovu rezultata prikazanih na Grafikonu 1 uocava se da je tretman mleka
95°C/10 min., dao najveci prinos pri svim posmatranim periodima formiranja kajmaka.
Najmanji prinos je dobijen od mleka termicki tretiranog na najnizoj posmatranoj
temperaturi od 85°C, dok je neSto veci zabelezen pri temperaturi od 99°C. Analizom
podataka iz Tabele 2 uocava se da bez obzira na primenjeni termicki tretman sadrzaj
masti raste sa vremenom, dok sadrzaj proteina opada.

Apsolutne vrednosti sadrzaja masti 1 proteina (Grafikon 2) permanento rastu sa
vremenom, §to je rezultiralo u rastu prinosa U svim ogledima. Ukoliko zbirni sadrzaj
masti i proteina predstavimo indeksom Siqo, a parcijalna uc¢e$¢a masti, odnosno proteina
predstavimo odgovaraju¢im indeksima: Sy (masti) i Sp (proteina), uocava se da Sy,
pokazuje trend porasta, a S, trend opadanja (Grafikon 3). Ukoliko razmatramo

pojedinacne vrednosti, moZe se uociti blago kolebanje vrednosti u¢es¢a masti i proteina
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u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka, dok se u narednom periodu naznaceni
trend jasno uocava.

U celini posmatrano, uoc¢ava se da posmatrani termi¢ki tretmani pokazuju najmanje
razlike u sastavu kajmaka na kraju, odnosno posle 1020 minuta, a da se najvece razlike
uocavaju u samom pocetku procesa formiranja kajmaka. Najvece razlike sastava se
odvijaju u periodu sa najve¢im uc¢e$¢em proteina (pocetni period formiranja kajmaka),
dok se ujednacavanje sastava javlja u uslovima dominacije masti. Ovakva analiza
ukazuje da su razlike znacajnije ukoliko je vece ucesce proteina u pokozici, odnosno

kajmaku, $to sugeriSe da proteini imaju veoma vaznu ulogu U procesu formiranja

kajmaka.
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Grafikon 1. Dinamika prinosa tokom formiranja kajmaka uzoraka pokozica i kajmaka
dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana mleka

Tabela 2. Sadrzaji masti i proteina uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih u zavisnosti od
termickog tretmana mleka

Ogled | Ogled 11 Ogled 11
Vreme, min. 85°C/10 min. 95°C/10 min. 99°C/20 min.
Mast, % Proteini, % Mast, % Proteini, % Mast, % Proteini, %
15 40,00 11,25 34,00 11,32 42,00 10,11
30 39,00 10,86 49,00 9,82 56,00 8,61
60 52,00 8,78 46,00 9,32 53,00 9,54
180 54,00 7,34 52,00 9,24 61,00 8,29
300 54,50 6,81 54,00 8,81 58,50 8,35
1020 61,00 5,13 59,50 5,25 68,00 5,54

90



80 8
60 = 6
o 40 24
£ | S "
“ 0 o == ¥ W I T ‘
15 30 60 180 300 1020 o oo 15 30 60 180 300 lo0 W7 CHIOmIn
A - B95°C/10 min. B ) E95°C/10 min.
vreme, min. B99°C/20 min. vreme, min. B99°C/20 min.

Grafikon 2. Apsolutni sadrZaji masti (A) i proteina (B) uzoraka pokozica i kajmaka
dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana mleka
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Grafikon 3. Indeksi masti i proteina uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih u zavisnosti
od termickog tretmana mleka

5.1.1.2. Dinamika termickog tretmana mleka

Prinosi pokozica u zavisnosti od dinamike termickog tretmana mleka, tj. postizanja
pocetne temperature formiranja kajmaka, prikazani su na Grafikonu 4, dok su vrednosti
sadrzaja masti i proteina prikazani na Grafikonu 5, a njihovi udeli u suvoj materiji na
Grafikonu 6. Apsolutni sadrzaji komponenata pokozice prikazani su na Grafikonu 7.

Analiza podataka prikazanih na Grafikonu 4 ukazuje da je tretman mleka D4, kod
kojeg je primenjen kaskadni nacin zagrevanja dao najveci prinos, dok su tretmani D2 i

D5 i pored snaznog termickog tretmana rezultirali neSto manjim, ali medusobno
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ujednacenim prinosima. Tretman D1 kojeg odlikuje manje intenzivan tretman (krace
vreme odrzavanja na 95°C) je imao dodatni pad prinosa, dok je tretman D3 koji se
odlikovao najslabijim rezimom termicke obrade rezultirao najmanjim prinosom.
Najveci prinos, ustanovljen kod uzorka sa kaskadnim nac¢inom zagrevanja (D4), ukazuje
da relaksacija u porastu temperature mleka proizvodi sustinski efekat na tok formiranja
kajmaka. Ovo dalje upucuje na pretpostavku da kaskadni porast temperature mleka sa
pauzom na 85°C verovatno omogucéava specifican tok odvijanja reakcija na proteinima
mleka, koje u krajnjem efektu bi mogle stimulativno uticati na prinos pokozice.

Kada se posmatraju sadrzaji masti i proteina, kao i sadrzaji MuSM i1 PuSM
(Grafikoni 5 i 6) uocava se da sadrzaj proteina varira u uzim granicama (od 7,85% do
8,29%) u odnosu na sadrzaj masti (od 44% do 50%).

Kada se posmatraju apsolutne vrednosti sadrzaja masti i proteina (Grafikon 7),
uocava se da su najmanje vrednosti oba parametra prisutne kod ogleda D3 koji ima i
najnizi prinos, dok ogled D4, kojeg odlikuje najveéi prinos ima i najveée apsolutne
sadrzaje masti 1 proteina.

Kada posmatramo indekse masti i proteina, Sy, odnosno Sp, uocava se da
posmatrane vrednosti variraju u uskim intervalima (Grafikon 8). Ogled D3 odlikuju
vrednosti bliske sredini intervala. Ogled D2, sa najviSom temperaturom i najduzim
temperiranjem na postignutoj temperaturi, rezultira dobijanjem uzoraka sa najveéim
uceS¢em masti i najmanje proteina, dok ogled D4, sa kaskadnim zagrevanjem, doprinosi

najve¢em ucescu proteina i najmanje masti u ispitivanim uzorcima pokozica.

60 1 51,59
50 43,89 43,59
40 A 36,53 33,50
o 30 -
o
g 20
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ogledi Eprinos,g

Grafikon 4. Prinosi uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa formiranja

kajmaka, u zavisnosti dinamike termickog tretmana mleka (u zagradama,
pored oznake ogleda su date vrednosti visine temperature (°C) i vremena odrzavanja
(min.), a kod ogleda D5 dinamika zagrevanja)
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Grafikon 5. Sadrzaji masti i proteina u uzorcima pokozica dobijenih toku prvih 60 min.
procesa formiranja kajmaka, u zavisnosti od dinamike termickog tretmana
mleka (u zagradama, pored oznake ogleda su date vrednosti visine temperature (°C) i
vremena odrzavanja (min.), a kod ogleda D5 dinamika zagrevanja)
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Grafikon 6. Sadrzaji masti i proteina u suvoj materiji uzoraka pokozica dobijenih u toku
prvih 60 min. procesa formiranja kajmaka, u zavisnosti od dinamike

termickog tretmana mleka (u zagradama, pored oznake ogleda su date vrednosti
visine temperature (°C) i vremena odrzavanja (min.), a kod ogleda D5 dinamika

zagrevanja)
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Grafikon 7. Apsolutni sadrzaji masti i proteina uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih
60 min. procesa formiranja kajmaka, u zavisnosti od dinamike termic¢kog

tretmana mleka (u zagradama, pored oznake ogleda su date vrednosti visine
temperature (°C) i vremena odrzavanja (min.), a kod ogleda D5 dinamika zagrevanja)
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Grafikon 8. Indeksi masti i proteina uzoraka pokozica, dobijenih u toku prvih 60 min.
procesa formiranja kajmaka, u zavisnosti od dinamike termickog tretmana

mleka (u zagradama, pored oznake ogleda su date vrednosti visine temperature(°C) i
vremena odrzavanja (min.), a kod ogleda D5 dinamika zagrevanja)

Na osnovu ovih ogleda moze se izvesti zaklju¢ak da se sa povecanjem visine
temperature promoviSe povecanje sadrzaja proteina, dok se produzavanjem vremena

temperiranja na visokoj temperaturi promovise inkorporiranje masti u pokozicu.

5.1.2 Uslovi i dinamika formiranja kajmaka

5.1.2.1 Pocetna temperatura formiranja kajmaka

Prinosi pokozica u zavisnosti od pocetne temperature formiranja kajmaka prikazani
su u Tabeli 3, dok su vrednosti sadrzaja masti i proteina prikazani u Tabeli 4, a njihove
apsolutne vrednosti u Tabeli 6.

Analizom rezultata ustanovilil smo da se prinos pokoZica smanjuje sa snizenjem
pocetne temperature formiranja kajmaka (Tabela 3). S tim u vezi, sniZenjem
temperature sa 95°C na 85°C ostvaruje se veoma veliki pad prinosa (oko 45%), dok se
njenim daljim snizenjem uoCava znatno umereniji pad prinosa. Snizavanjem
temperature se, takode, indukuje i smanjenje sadrzaja proteina, kao i povecanje sadrzaja
masti 1 suve materije pokozice. Smanjenje ucesca proteina u pokozici je ocekivano, jer
se u uslovima niZe temperature mleka smanjuje intenzitet isparavanja vode, a time se
umanjuje teznja denaturisanih proteina ka precipitaciji i inkorporiranju u pokozicu.
Snizavanjem pocetne temperature formiranja kajmaka dolazi do povecanja sadrzaja
MuSM, odnosno do smanjenja sadrzaja PuSM (Tabela 4). Posmatranjem podataka o
koncentraciji masti, odnosno proteina u vodenoj fazi pokozice, moze se zakljuciti da je

na viSim temperaturama ja¢i uticaj inkorporiranja proteina nego masti (Tabela 6).
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Pomenute razlike su vrlo izrazene na visSim temperaturama mleka (85 1 95°C) dok su na
nizim tempreraturama skoro neprimetne (Tabela 6).

Kada se posmatraju apsolutne vrednosti sadrzaja pojedinih komponenanta pokoZice,
moze se videti da sa snizavanjem temperature mleka, zahvaljuju¢i opadanju prinosa,
opadaju vrednosti svih komponenata sastava (Tabela 5). Isti trend imaju i vrednosti
distribucije apsolutnih koli¢ina masti i proteina po jedinici povrine (M/m? P/m?), pri
¢emu je indeks pada veci kod apsolutnih kolicina proteina (Tabela 6). Shodno tome,
snizavanjem temperature, odnos apsolutnih koli¢ina masti i proteina, (M/P), prikazanih
u Tabeli 6, raste. Ovi rezultati mogu ukazivati da u procesu formiranja kajmaka pocetna
temperatura formiranja kajmaka ima jak uticaj na dinamiku isparavanja vode. Visa
temperatura stimuliSe gubitak vode, dok niZza temperatura smanjuje intenzitet gubitka
vode.

Posebno je interesantno posmatrati uticaj pocetne temperature formiranja kajmaka
od uzoraka mleka kojima su pre termicke obrade dodati proteini surutke u koli¢ini od
0,60% (Grafikon 9). Povecano prisustvo proteina surutke pri visokim pocetnim
temperaturama formiranja kajmaka intenzivira ukljucivanje proteina, §to za rezultat ima
dodatno povecanje prinosa, kao i povecano ucescée proteina i vode, a smanjenje ucesca
masti u pokozici. Poredenjem uzoraka sa i bez dodatih proteina surutke se uoc¢ava da se
na svim ispitivanim temperaturama javlja isti opisani trend porasta sadrzaja uceSca
proteina i vode, odnosno smanjenje uce$¢a masti (Tabela 5, Grafikon 9). Medutim,
poredenjem uzoraka sa i bez dodatih proteina surutke (Tabela 5) se vidi da se dodatkom
proteina surutke povecavaju apsolutne vrednosti i masti i proteina ali sa razli¢itom
dinamikom. Kod svih uzoraka sa dodatim proteinima surutke, u odnosu na one bez
dodatih proteina surutke, zabeleZzene su vece apsolutne vrednosti i masti i proteina

pokoZice.

Tabela 3. Prinosi uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. formiranja kajmaka u
zavisnosti od pocetne temperature formiranja kajmaka

Ogled Temperatura na pocetku Prinos pokozice, g
procesa formiranja kajmaka,
°C
T1 65 20,59
T2 77 26,84
T3 85 30,47
T4 95 55,70
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Tabela 4. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. formiranja kajmaka u
zavisnosti od pocetne temperature formiranja kajmaka

Ogled _ Sadrzaj, %
Mast Proteini SM MuSM PuSM
T1 56,50 7,43 65,15 86,72 11,40
T2 54,00 7,54 62,59 86,28 12,05
T3 53,00 8,22 61,66 85,96 13,33
T4 48,00 9,51 59,89 80,15 15,88

Tabela 5. Apsolutni sadrzaji masti i proteina uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60
min. formiranja kajmaka u zavisnosti od pocetne temperature formiranja

kajmaka
Apsolutni sadrzaj, g

Ogled Mast Proteini SM Voda
Mileko bez T1 11,63 1,53 13,41 7,18
dodatih T2 14,49 2,02 16,80 10,04
proteina T3 16,15 2,50 18,79 11,68
surutke T4 26,74 5,30 33,36 22,34
Mileko sa T1/SP 15,87 2,27 18,38 11,01
dodatim T2/SP 19,92 2,98 23,39 12,82
proteinima | T3/SP 24,18 3,69 28,01 16,36
surutke TA4/SP 27,07 6,35 34,75 28,21

Tabela 6. Odabrani parametri uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min.
formiranja kajmaka u zavisnosti od pocetne temperature formiranja

T1 TI1/SP| T2 T2/SP| T3 T3/SP| T4 T4ISP

65°C

77°C
temperatura, °C

85°C

95°C

kajmaka
Mast/proteini, | Mast/povrsina, | Proteini/povr§ina, | Mast u vodenoj Proteini u
Ogled (M/P) (M/m?) (P/m?) fazi, % vodenoj fazi, %
g/m? g/m?
T1 7,60 258,44 34,00 61,83 17,57
T2 7,17 322,00 44,89 59,07 16,75
T3 6,46 358,89 55,56 58,02 17,63
T4 5,05 594,22 117,77 54,48 19,17
70 i 570 62,96
Sg | 44,37
240 [ | 2939 554 30,47
é 30 2b,59 :
i
0 | )

Grafikon 9. Uporedni prikaz prinosa uzoraka pokozica bez i sa dodatim proteinima
surutke dobijenih u toku prvih 60 min. formiranja kajmaka u zavisnosti od

pocetne temperature formiranja kajmaka (ogledi oznaceni sa T1, T2, T3 i T4 su
bez dodatih proteina surutke, a ogledi oznaceni T1/SP, T2/SP, T3/SP i T4/SP su sa
dodatim proteinima surutke u koli¢ini 0,60%).
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5.1.2.2 Vreme formiranja kajmaka

Prinosi, sadrzaji masti i proteina pokozica u zavisnosti od vremena formiranja
kajmaka prikazani su u Tabeli 7, dok su apsolutne vrednosti komponenata sastava

prikazane u Tabeli 8.

Tabela 7. Prinosi i sastav uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih u tokom procesa
formiranja kajmaka

Vreme, min. Prinos, g Mast , % Proteini, %
15 17,06+1,75 33,33+2,08 10,93+1,07
30 25,49+3,79 42,3345,97 10,30+8,84
60 29,47+2,83 44,33+1,76 9,51+0,66
180 42,09+3,00 49,33+3,06 8,97+0,82
300 47,1948,19 54,1746,25 8,32+0,44
1020 89,96+24,25 55,67+3,40 6,26+0,95

* vrednosti su prikazane kao prose¢na vrednost + standardna devijacija

Tabela 8. Apsolutne koli¢ine i odabrani parametri uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih

tokom procesa formiranja kajmaka

V:]air:e, Mast , g Proteini , g M/m? P/m? M/P
15 5,69+0,92 1,86+0,06 126,44+20,38 41,33+1,39 3,06+0,48
30 10,79+1,97 2,63+0,28 239,78+43,82 58,44+6,31 4,10+0,83
60 13,06+1,31 2,80+0,11 290,22+29,14 62,22+2,34 4,66+0,30
180 20,76+1,78 3,78+0,59 461,33+39,54 84,00+13,18 5,49+0,69
300 25,56+2,65 3,93+0,82 568,00+58,80 87,33+18,32 6,50+0,92

1020 50,08+15,37 5,63+0,65 | 1112,89+341,57 | 125,11+14,35 8,89+1,67

* yrednosti su prikazane kao prose¢na vrednost + standardna devijacija

Uporeduju¢i parametre u razli¢itim fazama formiranja kajmaka moze se zakljuciti
da sa povecanjem vremena formiranja kajmaka, raste prinos kao i sadrzaj masti, dok
ucescée proteina opada (Tabela 7). Medutim, apsolutne vrednosti i masti i proteina, kao i
njihova distribucija na povrSini, rastu sa vremenom formiranja kajmaka, ali sa
razli¢itom dinamikom (Tabela 8). Takode, odmicanjem vremena formiranja kajmaka
raste i odnos M/P. Ovakvi rezultati su i o¢ekivani obzirom da sa vremenom formiranja
kajmaka, spontano opada temperatura mleka (Grafikon 10), pri ¢emu dolazi do vise
izrazenog isplivavanja masti na povrSinu i sve ja¢eg njenog inkorporiranja u veé
formiranu pokozicu (Puda i sar. 2005b, 2006). Indeksi masti i proteina sa vremenom se
menjaju, tako Sto indeks masti prati povecanje a indeks proteina smanjenje (Grafikon
11).
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Grafikon 10. Dinamika promene temperature mleka tokom procesa formiranja kajmaka
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Grafikon 11. Indeksi masti i proteina uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih tokom
procesa formiranja kajmaka

5.1.3 Sastav mleka

5.1.3.1 Sadrzaj mlecne masti i proteina

Prinosi pokoZica u zavisnosti od sadrZzaja masti 1 proteina mleka prikazani su na
Grafikonu 12, dok su vrednosti sadrzaja masti i proteina prikazani u Tabeli 9, a njihove
apsolutne vrednosti u Tabeli 10. Distribucija masti i proteina po povrsini pokozice, kao i

medusobni odnos masti i proteina, M/P, prikazani su u Tabeli 11.
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Grafikon12. Prinosi uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa

formiranja kajmaka, u zavisnosti od sastava mleka (u zagradama, pored oznake
ogleda su dati sadrzaji masti i proteina u mleku za izradu pokozZica)

Eprinos,g

Tabela 9. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa formiranja
kajmaka, u zavisnosti od sastava mleka

Sadrzaj, %

Ogled
Mast Proteini SM MuSM PusSM
MO 48,00 8,15 59,83 80,23 13,62
M1 58,00 7,27 66,48 87,24 10,94
M2 61,00 6,32 69,94 87,22 9,04
M3 53,50 8,02 62,82 85,16 12,77
M4 64,00 6,51 71,72 89,24 9,08

Tabela 10. Apsolutne vrednosti komponenata sastava uzoraka pokozica dobijenih u toku
prvih 60 min. procesa formiranja kajmaka, u zavisnosti od sastava mleka

Ogled Apsolutni sadrzaj, g
Mast Proteini SM Voda
MO 17,53 2,98 21,86 14,67
M1 23,20 2,91 26,59 13,41
M2 28,55 2,96 32,73 14,07
M3 28,62 4,29 33,61 19,89
M4 32,96 3,35 36,94 14,56

Tabela 11. Odabrani parametri uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa
formiranja kajmaka, u zavisnosti od sastava mleka

Ogled M/P M/m? P/m?
MO 5,89 389,55 66,22
M1 7,98 515,56 64,67
M2 9,65 634,44 65,78
M3 6,67 636,00 95,33
M4 9,83 732,44 74,44

Posmatranjem podataka iz Grafikona 12 i Tabela 9, 10 i 11 moZemo uociti da sa
povecanjem sadrzaja masti sa 4% na 6%, odnosno 8%, pri nepromenjenom sadrzaju

proteina (3,4%), dolazi do ujednacenog porasta prinosa. Takode, ukupna masa proteina
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pokozice se odrzava na nivou oko 3 g, dok odnosi M/P imaju vrednosti 5,89; 7,98 i
9,65. Povecéanje sadrzaja proteina sa 3,4% na 6%, pri nepromenjenom sadrzaju masti
(4%), dovodi do znacajnog porasta prinosa sa 36,5g na 53,59, ukupna masa proteina
pokozice se povecava sa oko 3g na oko 4,3 g, dok odnos M/P ima vrednosti 5,89 i 6,67

Povecanje sadrzaja masti na 8% 1 proteina na 6% rezultira prinosom od 51,5g,
masom proteina pokozice od 3,35 g dok odnos M/P ima vrednost 9,83.

Iz analiziranih podataka se uocava da sastav mleka ima snaZzan uticaj, kako na
prinos, tako i na sadrzaj proteina i masti pokozice. Analizirani ogledi su obuhvatili samo
prvi sat nastajanja kajmaka, te je u ovoj fazi od posebnog znacaja evidentirati
mehanizme koji mogu rezultirati povecanjem ukupnih koli¢ina proteina koji se
inkorporiraju u pokoZicu.

Prema rezultatima (Tabela 9) moze se pretpostaviti da je nivo proteina od 3,4%
suviSe nizak da bi mogao da utice na dominantan uticaj poveéanih koli¢ina masti u
mleku na kome se formira pokozica. Ova pretpostavka je ilustrovana poredenjem ogleda
MO 1 M2 (mast se menja sa 4,0 na 8,0% pri sadrzaju proteina od 3,4%) sa ogledima M3
1 M4 (ista promena masti pri viSem nivou proteina od 6,0%). Naime, povecanjem
sadrzaja masti sa 4,0 na 8,0% (pri nizem nivou proteina od 3,4%) dolazi do povecanja
sadrzaja masti pokozice za oko 27%, dok isto poveéanje sadrzaja masti pri nivou
proteina od 6,0% proizvodi povecanje sadrzaja masti pokozice za oko 19%. Razlike
medu pomenutim ogledima su jo$ izrazenije kada se posmatraju apsolutne vrednosti
sadrzaja masti i proteina (Tabela 10).

Povecanje sadrzaja proteina u mleku sa 3,4 na 6,0% pri sadrzaju masti od 4,0%
dovodi do povecanja sadrzaja masti pokozice od oko 11% i blagog smanjenja sadrzaja
proteina, ali i veoma izrazenog povecanja apsolutnog sadrzaja proteina od oko 44%.
Medutim, isto povecanje sadrzaja proteina mleka pri sadrzaju masti od 8,0% dovodi do
poveéanja sadrZzaja masti pokozice za samo oko 5% i blagog povecanja sadrzaja
proteina i manje izrazenog povecanja apsolutnog sadrzaja proteina, oko 13%. Kada se
posmatraju apsolutne vrednosti masti, na osnovu, datih ogleda, moze se zakljuciti da se

u oba slucaja vrednosti sadrzaja masti povecavaju (Tabela 10).
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5.1.3.2. Sadrzaj dodatih proteina surutke

Prinosi pokozica u zavisnosti od sadrzaja proteina surutke prikazani su na Grafikonu
13, dok su vrednosti sadrzaja masti i proteina prikazani u Tabeli 12 a njihove apsolutne

vrednosti u Tabeli 13.
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Grafikon 13. Prinosi uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih tokom procesa formiranja

kajmaka u zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina surutke (bez dodatih
proteina surutke, ogled SO; sa 0,15% dodatih proteina surutke, ogled S1; sa 0,60%
dodatih proteina surutke, ogled S2).

Tabela 12. Sastav uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih tokom procesa formiranja
kajmaka u zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina surutke

Vrrneiw-e, Ogled Sadrzaj, %

Mast Proteini SM MuSM PusSM

S0 44,00 10,17 60,29 72,98 16,87

60 S1 51,00 10,08 67,03 76,09 15,04
S2 50,00 9,74 62,96 79,42 15,47

SO 56,12 8,05 67,79 82,79 11,87

180 S1 55,50 8,42 67,35 82,41 12,50
S2 56,50 8,00 68,82 82,10 11,62

SO 58,00 5,76 66,75 86,89 8,63

1020 S1 55,50 6,10 66,16 83,89 9,22
S2 56,50 6,59 68,30 82,72 9,65
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Tabela 13. Apsolutni sadrzaji komponenata Sastava uzoraka pokozica i kajmaka
dobijenih tokom procesa formiranja kajmaka u zavisnosti od koli¢ine
dodatih proteina surutke

Apsolutni sadrzaj, g
Vreme, min. Ogled

Mast Proteini SM Voda
SO 11,88 2,75 16,28 10,72
60 S1 15,30 3,02 20,11 9,89
S2 22,00 4,29 27,70 16,30
SO 26,94 3,86 32,54 15,46
180 S1 30,53 4,63 37,04 17,96
S2 39,55 5,60 48,17 21,83
SO 60,90 6,05 70,09 34,91
1020 S1 65,49 7,20 78,07 39,93
S2 66,67 7,78 80,59 37,41

Tabela 14. Odabrani parametri uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih tokom procesa
formiranja kajmaka u zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina surutke

Vreme, min. Ogled M/P M/m? P/m?

SO 4,33 264,00 61,11

60 S1 5,07 340,00 67,11

S2 5,13 488,89 95,33

SO 6,98 598,67 85,78

180 S1 6,59 678,44 102,89

S2 7,06 878,89 124,44

S0 10,07 1.35333 134.44

1020 s1 9,10 1.45533 160,00

S2 8,57 1.481,56 172,89

Dodatak proteina surutke u mleko u izvesnoj meri menja tok procesa formiranja
kajmaka, pri ¢emu su promene u vecoj meri izraZene u pocetnoj fazi procesa. Dodatak
0,15% proteina surutke, $to predstavlja priblizni ekvivalent Cetvrtine celokupnih
proteina surutke u mleku, dovodi do blagog povecanja prinosa, koji se odrzava tokom
celokupnog posmatranog perioda. Medutim, dodavanje proteina surutke u mleko u
koli¢ini od 0,60%, $to je priblizni ekvivalent dupliranja njihove koncentracije, dovodi
do veoma izrazenog povecanja prinosa u toku prvog sata, koji se vremenom smanjuje,
tako da se prinos posle 17 h izjedna¢ava sa uzorkom S1 (0,15% dodatih proteina
surutke).

Kada posmatramo indekse masti i proteina u pokozicama (Grafikon 14), odnosno
kajmaku, mozemo zapaziti da indeksi Sy 1 Sy u uzorcima pokozica, tj. kajmaka sa

dodatim proteinima surutke ostaju skoro nepromenjeni kada se porede sa uzorcima bez
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dodatih proteina surutke. Pomenuti odnosi ostaju stabilni ¢ak i u uslovima sa duplo

veéim koli¢inama dodatih proteina surutke (Grafikon 14).
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Grafikon 14. Indeksi masti i proteina uzoraka pokozica i kajmaka dobijenih tokom
procesa formiranja kajmaka u zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina

surutke (bez dodatih proteina surutke, ogled SO; sa 0,15% dodatih proteina surutke,
ogled S1; sa 0,60% dodatih proteina surutke, ogled S2).

Prema literaturnim podacima, dodatak B-LG obranom mleku pre termickog
tretmana, ne dovodi do povecanja njegovog procentualnog uceséa u formiranim
koagregatima sa kazeinom, ve¢ samo uti¢e na brzinu formiranja kompleksa sa k-CN
(Corredig i Dalgleish, 1996a, Vasbinder i sar. 2003). Nasi rezultati potkrepljuju
stanoviSte da proteini surutke na izvestan nacin imaju ulogu katalizatora procesa
formiranja kajmaka, pri ¢emu ne dolazi do naruSavanja medusobnog odnosa
komponenata pokozice. Dodatna potvrda stabilnosti medusobnih odnosa pojedinih
komponenata pokozice dobija se uvidom u sastav pokozice dobijene od mleka sa
priblizno dupliranom koli¢inom proteina surutke i masti (ogled M5, Tabela 16). Podaci
prikazani u Grafikonu 15 ukazuju da se sa znaCajnim povecanjem sadrzaja proteina
surutke i masti znacCajno poveéava prinos pokozice, ali da struktura suve materije
pokozice ostaje prilino konstantna. Ovo upucuje na zakljucak da povecanje sadrzaja
pojedinih komponenata sastava mleka utice na kvantitet formirane pokozice, ali ne i na

sustinu mehanizma stvaranja kajmaka.

Tabela 15. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa formiranja

kajmaka u zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina surutke (bez dodatih proteina
surutke, ogled M2; sa 0,60% dodatih proteina surutke, ogled M5).

Ogled Sadrzaj, % Apsolutni sadrzaj, g
Mast Proteini SM MuSM PusSM Mast Proteini SM Voda
M2 61,00 6,32 69,94 87,22 9,04 28,55 2,96 32,73 14,07
M5 58,00 5,98 66,90 86,70 8,93 35,96 3,71 41,48 20,52

103



Tabela 16. Odabrani parametri uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa
formiranja kajmaka, u zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina surutke (bez
dodatih proteina surutke, ogled M2; sa 0,60% dodatih proteina surutke, ogled M5).
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Ogled M/P M/m? P/m?
M2 9,65 634,44 65,78
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Grafikon 15. Prinosi uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa
formiranja kajmaka, u zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina surutke
(bez dodatih proteina surutke, ogled M2; sa 0,60% dodatih proteina surutke, ogled M5.
U zagradama, pored oznake ogleda su dati sadrZaji masti i proteina u mleku za izradu
pokozica, kao i dodati proteini surutke oznaceni kao sp.)
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Grafikon 16. Sadrzaj masti i proteina (A) i indeksi masti i proteina (B) uzoraka
pokozica dobijenih u toku prvih 60 min. procesa formiranja kajmaka, u
zavisnosti od koli¢ine dodatih proteina surutke (bez dodatih proteina surutke,

ogled M2; sa 0,60% dodatih proteina surutke, ogled M5. U zagradama, pored oznake
ogleda su dati sadrzaji masti i proteina u mleku za izradu pokozica, kao i dodati

proteini surutke oznac¢eni kao sp.)
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5.1.4 Analiza rezultata preliminarnih istraZivanja

Na osnhovu rezultata prethodno analiziranih ogleda Zeleli smo da ustanovimo
moguce intervale variranja parametara, njihove uticaje na proces formiranja i svojstva
pokozice odnosno kajmaka, kao i da definiSemo njihove referentne vrednosti za dalja
istrazivanja.

Na osnovu rezultata ogleda uticaja rezima termickog tretmana uocava se da je
tretman mleka 95°C/10 minuta, dao najveci prinos pri svim posmatranim periodima
formiranja kajmaka. Pomenuti tretman klasifikovan je kao najbolji. Najmanji prinos je
dobijen koris¢enjem mleka termicki tretiranog na najniZoj posmatranoj temperaturi od
85°C, dok je nesto veci zabeleZen kod temperature od 99°C.

Analizom podataka uticaja vremena formiranja kajmaka i razli¢itih termickih
tretmana, smo ustanovili da se najdinamic¢nije promene deSavaju u prvih Sezdeset
minuta procesa formiranja kajmaka. 1z tog razloga smo se opredelili da se u narednim
ispitivanjima proces formiranja kajmaka prekida posle 60 minuta, odnosno kada je na
mleku formirana pokozica. U tom smislu u daljem radu se nece koristiti termin kajmak,
ve¢ ¢e se u analizi koristiti termin pokozica. Obzirom na cinjenicu da je pokozica
preteca kajmaka, termin formiranje kajmaka predstavlja sinonim kako za proces
formiranja kajmaka, tako i za proces formiranja pokozica.

Uporeduju¢i parametre u razli¢itim fazama formiranja kajmaka moze se zakljuciti
da sa povecanjem vremena formiranja kajmaka raste i prinos, kao i procentualni sadrzaj
masti, dok procentualno ucesce proteina opada. Medutim, apsolutne vrednosti 1 masti 1
proteina rastu sa vremenom formiranja kajmaka, ali sa razli¢itom dinamikom.

Analizom uticaja pocetne temperature formiranja kajmaka, ustanovili smo da se
prinos pokozica smanjuje sa snizavanjem pocetne temperature formiranja kajmaka, pri
¢emu se sniZzenjem temperature sa 95°C na 85°C ostvaruje veoma veliki pad prinosa
(oko 45%), dok se daljim sniZzenjem temperature uoc¢ava znatno umereniji pad prinosa.
Snizavanjem temperature se indukuje i smanjenje procentualnog uces¢a proteina, kao i
povecanje sadrzaja masti 1 suve materije pokoZice. Smanjenje uceS¢a proteina u
pokoZici je o€ekivano, jer se u uslovima niZe temperature mleka smanjuje intenzitet
isparavanja vode, a time se umanjuje teznja denaturisanih proteina ka precipitaciji.

Na osnovu rezultata iz seta ogleda, ispitivanja dinamike zagrevanja, kao referentni

tretman u daljim ispitivanjima izabrali smo ogled D4 sa dinamikom brzog zagrevanja
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koji ima zadrzavanje u toku 10 minuta na dve temprerature od 85 i 95°C. Ogled D4 je
rezultirao najve¢im prinosom kao i najvecim apsolutnim sadrzajem masti 1 proteina.
Takode, ovaj ogled u velikoj meri simulira postupak proizvodnje kajmaka u domacoj
radinosti, §to dodatno opredeljuje ovaj rezim (D4) kao referentni u daljim ispitivanjima.

Iz analiziranih podataka se uo¢ava da sastav mleka ima snazan uticaj kako na prinos,
tako 1 na sadrzaj proteina i masti pokozice. Kao referentni uzorak za dalje oglede
izabrali smo mleko sa 4,0% masti i 3,4% proteina.

Dodatak proteina surutke u mleko u izvesnoj meri menja tok formiranja kajmaka,
pri ¢emu su promene u vecoj meri izrazene u pocetnoj fazi procesa. Dodatak 0,15%
proteina surutke, dovodi do blagog povecanja prinosa, koji se odrzava tokom
celokupnog posmatranog perioda. Medutim, dodavanje proteina surutke u mleko za
formiranje kajmaka u koli¢ini od 0,60%, §to je priblizni ekvivalent dupliranja njihove
koncentracije u mleku, dovodi do veoma izrazenog povecanja prinosa u toku prvog sata
formiranja kajmaka, koji se vremenom smanjuje tako da se posle 17 h izjednacava sa
uzorkom kajmaka koji je dobijen kada je u mleko za formiranje kajmaka dodato 0,15%
proteina surutke. Radi jasnijeg sagledavanja uticaja proteina surutke, u daljim

eksperimentima smo definisali dodavanje proteina surutke u koli¢ini od 0,60%.
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5.2 UTICAJ TERMICKOG TRETMANA MLEKA NA PRINOS | SASTAV
POKOZICA | DISTRIBUCIJU PROTEINSKIH FRAKCIJA U
POCETNOJ FAZI FORMIRANJA KAJMAKA

5.2.1 Uticaj termickog tretmana mleka na prinos i sastav pokoZica

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka u

zavisnosti od termi¢kog tretmana mleka, prikazani su u Tabeli 17, dok su prinosi i

apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u Tabeli 18.

Tabela 17. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od termi¢kog tretmana mleka

Ogled Sadrzaj, %
Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PusSM, %
Al 50,83+2,02 a | 8,34+0,40 ac | 60,81+221 a | 83,59+0,28 a | 13,74+1,11 a
A2 58,50+5,41 a | 7,9740,07 a | 70,50+4,62 a | 83,43%£3,13 a | 11,42+084 b
A3 63,33+2,47 a | 6,72+0,29 b | 71,51+2,26 a | 8857199 a | 9,40%0,50 c
A4 56,00£7,86 a | 8,71%0,17 c | 67,62+5,94 a | 82,56+4,37 a | 12,95+1,34 ab

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;

Tabela 18. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od termiCkog tretmana mleka

Ogled Prinos, ¢ Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P
Al 38,33+4,93 a| 19,44+1,97 3,20+0,57 a | 23,26%2,39 15,07+2,66 a| 6,11+050 a
A2 32,28+2,01 a| 18,95+2,88 2,57+0,14 bc | 22,67+2,82 9,61+0,87 b| 7,34%0,73 a
A3 29,50+350 a| 18,73+2,80 1,9840,26 b | 21,15+3,17 8,35+0,33 b | 9,44+0,69 b
A4 34,00£1,00 a| 19,06+2,88 2,96+0,06 ac | 23,00+2,27 11,00£1,94 b| 6,45+1,02 a

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati (F-kolic¢inik <1);

Kada posmatramo uticaj termickog tretmana mleka na procentualni i1 apsolutni
sadrzaj proteina u pokozici (Tabele 17 1 18) moZzemo zakljuciti da postoje statisticki
znacajne razlike izmedu pojedinih uzoraka, §to upucuje na zakljucak da termicki
tretman ima znaCajan uticaj na inkorporiranje proteina u sastav pokozice. Kada
posmatramo procentualna uce$éa proteina (Prilog, Tabela 1), uzorci A2, A3 i A4
medusobno se statisticki znacajno razlikuju, (tj. vrlo znacajno p<0,01), dok uzorak Al
pokazuje slicnost sa uzorcima A2 i A4 (nema statisticki znacajne razlike, p>0,05).
Mehanizam inkorporiranja proteina u pokoZicu nije do sada detaljno proucavan.
Medutim, na osnovu dosadasnjih saznanja iz ove oblasti moze Se pretpostaviti da je

mehanizam transformacije proteina iz rastvorljivog stanja prisutnog u mleku u stanje
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gela rezultat porasta koncentracije termicki tretiranih proteina do granice njihove
rastvorljivosti, odnosno do momenta gelifikacije. S tim u vezi, smatra se da je porast
koncentracije proteina rezultat jednovremenog delovanja: a) povrSinskih pojava, usled
kojih se masti i proteini koncentriSu na granici faza i time istiskuju vodu iz zone
grani¢nog sloja 1 b) isparavanja vode zbog visoke temperature mleka. Najmanji
procentualni sadrzaj proteina u pokozici imao je uzorak A3, a najve¢i uzorak A4, dok su
uzorci Al i A2 imali relativno bliske vrednosti, pozicionirane izmedu uzoraka A3 i A4.
Analiza uticaja termi¢kog tretmana na uklju¢ivanje proteina u pokozicu mogla bi da
se posmatra iz dva ugla i to: a) da pocetna temperatura formiranja kajmaka ima snazan
uticaj na intenzitet isparavanja, pa tako visa temperatura stimuli$e isparavanje, dok niza
temperatura smanjuje intenzitet isparavanja vode iz mleka i b) kroz uticaj temperature
mleka na povecanje povrSinske aktivnosti proteina i njihove sposobnosti da i u manjoj
koncentraciji ostvaruju efekat smanjenja povrSinskog napona. Moze se pretpostaviti da
je, u slucaju manje efektivnog delovanja proteina na smanjenje povrsinskog napona,
potrebno vise proteina da bi se postigao isti efekat u snizenju povrSinskog napona kakav
bi se postigla niza koncentracija proteina sa izrazenijom povrSinskom aktivnoscéu.
Imajué¢i u vidu napred iznete teze, interesantno je sagledati medusobne odnose
pojedinih termickih tretmana. Uzorci Al i A3 su proizvedeni pri jednakim pocetnim
temperaturama formiranja kajmaka (85°C), ali se odlikuju znacajno razli¢itim
sadrzajem proteina (8,34%, odnosno 6,72%), Sto na prvi pogled ukazuje na
nekonzistentnost stava da pocetna temperatura formiranja kajmaka ima snazan uticaj na
sadrzaj proteina u pokozici. Medutim, naznaCeni uzorci su bili izloZeni razliitim
termi¢kim tretmanima. Uzorak A1l je imao blazi termi¢ki tretman (tretiran do 85°C),
dok je uzorak A3 imao snazniji termicki tretman (tretiran do 95°C), pa je pre procesa
formiranja kajmaka ohladen do 85°C. Iz toga proizilazi da je kod uzorka A3 termicki
tretman imao snazan uticaj na Ssvojstva proteina, Sto je verovatno rezultovalo
obimnijom denaturacijom proteina surutke i njihovim naknadnim ukljuc¢ivanjem u
sastav pokozice. Iz literature je poznato da globularni proteini snazno povecavaju
povrsinsku aktivnost u slucaju odmotavanja globularne strukture prilikom termic¢kog
tretmana (Hunt i Dalgleish, 1994a,b, Farrell, 2002, Walstra, 2003, Tran Le i sar.,
2011). Drugim re¢ima, proteini uzorka A3 su termi¢kim tretmanom stekli vecu

povrsinsku aktivnost, $to je u punoj saglasnosti sa prethodno iznetom tezom da proteini
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koji se odlikuju jaGom povrSinskom aktivno$cu i u manjoj koncentraciji ostvaruju efekat
snizenja povrSinskog napona. Slican zakljuak se moze izvesti analiziranjem uzoraka
A2 1 A4. Naime, uzorak A2 je imao snazniji termicki tretman u poredenju sa uzorkom
A4. Na osnovu literaturnih podataka (Hindle i Wheelock, 1970, Macej, 1989) mozemo
pretpostaviti da je termicki tretman zastupljen kod uzorka ogleda A4 proizveo donekle
manji obim interakcija izmedu kazeina i proteina surutke, u odnosu na termicki tretman
zastupljen kod uzorka ogleda A2. Kako je kod ovih ogleda, po¢etna temperatura
formiranja kajmaka identi¢na, to se jasno uoc¢ava da slabiji termicki tretman (kod ogleda
A4) indukuje porast proteina u pokozici.

Uticaj pocetne temperature formiranja kajmaka se veoma jasno sagledava pri
poredenju uzoraka A2 i A3, gde su uzorci pokozice dobijeni od mleka izloZenih
identi¢nim termickim tretmanima, ali razli¢itim pocdetnim temperaturama formiranja
kajmaka. 1z rezultata se jasno vidi da se sa snizavanjem pocetne temperature formiranja
kajmaka znacajno snizava koncentracija proteina u pokozici, $to se moze direktno
dovesti u vezu sa intenzitetom isparavanja vode.

Napred izneta razmiSljanja 1 pretpostavke o uklju¢ivanju proteina u pokozicu su u
saglasnosti sa podacima apsolutnih sadrzaja proteina, kao i njihovih distribucija na
grani¢noj povrsini mleko-vazduh. Najmanji sadrzaj proteina ima uzorak pokozice A4, a
najveli uzorak Al za koga se pretpostavlja da je imao najslabije izrazenu aktivnost
proteina. Strukturno uredeniji agregati proteina mleka, kao $to su agregati kazeinskih
micela i OMP su nepodesni za formiranje emulzija zbog svoje male fleksibilnosti
(Euston i Hirts, 2000). Prema Dalgleish (1996) struktura micele se odrzava stabilnom
putem kalcijumovih mostova i kao takva ne moze se brzo razmotati, npr. na
medupovrsini ulje-voda. Takode, obzirom na veli¢inu molekula, odnosno micele,
prisutan je manji broj efektivnih proteinskih €estica za adsorpciju u odnosu na situaciju
kada su prisutne disocirane kazeinske frakcije. Pored navedenog, kada su agregati u
pitanju, hidrofobne grupe su ¢esto smestene u unutrasnjosti, u jezgru, dok je spoljasnja
povrSina manje hidrofobna, Sto takode redukuje tendenciju ovakvih proteina za
adsorpcijom na medupovrsini ulje-voda (Euston i Hirst, 2000).

Kada je u pitanju sadrzaj masti u pokozici, termicki tretman mleka nema statisticki
znaCajan uticaj (Tabela 17). Uocene razlike izmedu uzoraka sa razli¢itim pocetnim

temperaturama formiranja kajmaka A2 i A3, nisu statisti¢ki znacajne, mada se uzorak sa
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nizom temperaturom formiranja kajmaka odlikuje ve¢im sadrzajem masti. Za razliku od
uticaja na proteine, pocetna temperatura formiranja kajmaka nije pokazala znacajan
uticaj na sadrzaj masti pokozice (Prilog, Tabela 1). Ovakav rezultat se moze smatrati
o¢ekivanim, jer isparavanje vode, koje je visoko zavisno od temperature formiranja
kajmaka ne utice na agregiranje masti, posto masna faza, za razliku od proteinske, ne
podleze strukturnim promenama uslovljenim isparavanjem vode.

Razli¢iti karakter uticaja poCetne temperature formiranja kajmaka na proteinsku,
odnosno na masnu fazu, ukazuje da ona moze predstavljati veoma snazan mehanizam u
upravljanju procesom formiranja kajmaka i u regulaciji u¢esc¢a pojedinih komponenata u
sastavu kajmaka.

U razmatranju medusobnog uticaja sadrzaja proteina 1 masti u pokoZzici posebno se
uoCava uzorak A3, koji se odlikuje najmanjim sadrZzajem proteina, a istovremeno
najveéim sadrzajem masti. Analizom ovog uzorka se mogu izvesti dva zakljucka: 1) da
su proteini u uzorku A3 imali izuzetno veliki kapacitet povrSinske aktivnosti; i 2) da je
sniZzavanje temperature produzilo vremenski period u kojem proteinska faza gelifikuje,
putem usporavanja isparavanja vode, §to je omogucilo da mast u ve¢em obimu ispliva
na povrsinu i utisne se u strukturu pokozice. Iz ovoga se takode moze zakljuciti da se u
uslovima brzeg stvaranja pokozice povecava udeo proteina u pokozici, jer za
akumuliranje masti vremenska dimenzija ima vaznu ulogu. Takode se veoma jasno
moze zakljuCiti da se sustinska kontrola procesa formiranja kajmaka, posebno u
pocetnom periodu, ostvaruje kontrolom desavanja u okviru proteinske faze. Analizom
rezultata proteina 1 masti u vodenoj fazi pokozice, mozemo zakljuciti da nivo
primenjenog termi¢kog tretmana mleka ne utie statisticki znacajno na vrednosti
pomenutih veli¢ina (Prilog, Tabela 1).

Analizom podataka za sadrzaj SM (Prilog, Tabela 1) mozZe se uociti da, statisticki
posmatrano, termicki tretman mleka nije pokazao znacajan uticaj na sadrzaj SM
pokozice. Osnovni razlog ovakve situacije je velika varijabilnost sadrzaja suve materije
unutar pojedinih uzoraka. Naime, uzorci mleka su standardizovani i u tom smislu bi se
moglo ocekivati da se dobiju homogeni rezultati. Medutim, uocena varijabilnost ukazuje
da na sadrZaj suve materije pokozice veoma uticu 1 drugi, nekontrolisani faktori. U tom
smislu smatramo da uticaj ambijentalnih uslova ima poseban znacaj. Napominjemo da

su pri izvodenju ogleda ambijentalni uslovi bili ujednac¢eni u meri koliko se to moglo
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posti¢i uticajem sobne temperature i standardizovanom udaljeno$¢u uzoraka mleka u
toku procesa formiranja kajmaka od otvorenog prozora. Medutim, Cinjenica da su
spoljasnji uslovi varirali u pogledu temperature, relativne vlaznosti i brzine strujanja
vazduha jasno ukazuje da se u ovim ogledima spoljasnji uslovi ne mogu smatrati
konstantnim. Ovakva situacija je u potpunoj saglasnosti sa izrazenim varijacijama u
sastavu kajmaka proizvedenog kod razli¢itih individualnih proizvodaca (Puda i sar.
2005a), kao i kod odredenih proizvodaca u razli¢itim periodima godine. Imajuci u vidu
ovako veliki uticaj spoljas$nje sredine, jedan od vaznijih zakljucaka ovog dela rada bi
mogao da bude upravo zahtev da se u proucavanju formiranja kajmaka znacajna paznja
posveti kontroli ambijentalnih uslova u kojima se proces formiranja kajmaka desava.

Podaci 0 vrlo znacajnom variranju sadrzaja proteina, i sadrzaja masti (koje nije
statisticki zna€ajno), trebalo bi da rezultiraju 1 u relativno znac¢ajnom variranju sadrZaja
suve materije. Medutim, podaci o sadrzaju suve materije ukazuju da se ne uocavaju
znacajne razlike, iako komponente koje ¢ine suvu materiju variraju. Ova na prvi pogled
izrazena nelogi¢nost moze se objasniti poznatom c¢injenicom da povecani sadrzaj
proteina promovise povecano prisustvo vode, dok povecani sadrzaj masti promovise
smanjivanje sadrzaja vode (Puda, 2009). Drugim re¢ima, variranje u komponentama
suve materije ne mora ultimativno da utice na variranje ukupne suve materije, jer
medusobno suprostavljeni uticaji pojedinih komponenata na afinitet vezivanja vode
mogu dovesti do izraZenijih variranja u nivou SM ¢ime se, zahvaljuju¢i pove¢anom
variranju unutar istog uzorka, praktiéno anuliraju razlike izmedu uzoraka, tako da
njihove razlike izlaze iz okvira statistiCke znacajnosti. Ovu pretpostavku potkrepljuju i
podaci vezani za apsolutni sadrzaj masti i SM. Naime, statistickom analizom varijanse
ustanovljeno je da je varijabilnost unutar grupa veca od variranja izmedu grupa (F-
koli¢nik je manji od jedinice). Na osnovu ovog podatka jedino se moze zakljuciti da se
promene sadrzaja SM ne mogu Kkoristiti za statisticku analizu, jer suprotstavljeni
trendovi promena sadrzaja masti 1 proteina svojom komplementarno$¢u proizvode
izuzetno visok stepen variranja unutar serija, u poredenju sa variranjem izmedu serija.

U celini posmatrano, razmatranjem standardnih devijacija, odnosno koeficijenata
varijacije (Prilog, Tabela 12), unutar ponavljanja istog ogleda, uocava se znatno manji
stepen variranja sadrZaja proteina u poredenju sa variranjem sadrZaja suve materije i

mle¢ne masti. S tim u vezi, moZzemo izneti misljenje da su nestandardni ambijentalni
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uslovi u kojima je izvoden ogled imali znatno manji uticaj na sadrzaj proteina u
pokozici u odnosu na njihov uticaj na sadrzaj SM i masti.

Analiziranjem podataka prinosa pokozica vidi se da medu uzorcima ne postoji
statisticki znacajna razlika, iako se srednje vrednosti na prvi pogled medusobno
razlikuju. Takvi rezultati se, takode, mogu objasniti znacajnim uticajem nekontrolisanih
faktora, na prvom mestu ambijentalnih uslova, $to je analizirano i pri razmatranju
sadrzaja SM uzoraka pokozica. Medutim, vazno je ista¢i da podaci o prinosu nemaju
posebnog znacaja, jer je tokom ovih ogleda ispitivana samo prva faza procesa
formiranja kajmaka, koja nema odlucujuéi uticaj na prinos kajmaka u celosti. Podaci o
prinosu, budu¢i da oslikavaju masene udele, mogu biti korisno upotrebljeni u funkciji
sagledavanja koli¢ina pojedinih komponenata u sastavu pokoZice, na prvom mestu
proteina, koji se inkorporiraju tokom formiranja pokozice. Ovaj stav potenciramo iz
razloga $to je upravo prva faza formiranja kajmaka karakteristicna po obimnijem

inkorporiranju proteina u sastav kajmaka u celini (Puda i sar., 2005a,b, 2006).

5.2.2 Uticaj termickog tretmana mleka na distribuciju proteinskih frakcija

Uticaj termiCkog tretmana na distribuciju proteinskih frakcija je sagledan
karakterizacijom proteinskih frakcija mleka pre formiranja pokozica, formiranih
pokozica i mleka preostalog nakon formiranja pokozica. Karakterizacija proteinskih
frakcija vrsena je elektroforetskim razdvajanjem pomocu SDS PAGE u redukujué¢im i u
neredukuju¢im wuslovima. SuStinska razlika primene redukuju¢ih, odnosno
neredukuju¢ih uslova pri elektroforetskom razdvajanju proteina, je u tome S§to se
koris¢enjem 2-merkaptoetanola (2-ME) obezbeduje raskidanje disulfidnih veza
proteina, koje su eventualno prisutne unutar izvorne proteinske strukture, kao i one
nastale kao posledica primenjenog termi¢kog tretmana mleka. Drugim re€ima,
koris¢enjem redukujuéih uslova pri elektroforetskom razdvajanju proteini surutke se
izdvajaju kao zasebna frakcija, nezavisno od toga da li su prethodno, zbog termickog
tretmana, bili asosovani u veé¢e komplekse. Nasuprot tome, PAGE u neredukujué¢im
uslovima omogucava da obim izdvajanja proteina surutke u posebnu frakciju odgovara

stanju slobodnih proteina surutke.
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5.2.2.1 Karakterizacija proteinskih frakcija mleka pre formiranja pokoZica

Elektroforegrami uzoraka mleka pre formiranja pokozica, analizirani SDS PAG
elektroforezom, prikazani su na Slici 11. Karakterizacija proteinskih frakcija,
denzitometrijskom analizom je izrazena kao procenat svake proteinske frakcije od
ukupno detektovanih proteinskih frakcija. Kod analiziranih uzoraka mleka pre
formiranja pokozica ustanovljen je veliki broj frakcija, pri ¢emu kod pojedinih uzoraka
uocava razli¢it broj diferenciranih frakcija proteina (od 7 do 11). S tim u vezi, radi
jednostavnijeg i preglednijeg prikazivanja, mi smo se pri analizi rezultata,
identifikovane proteinske frakcije koncentrisali, odnosno, grupisali u slede¢e kategorije:
(i) grupa frakcija velikin molekulskih masa (koja obuhvata proteinske frakcije koje
imaju manju pokretljivost od kazeina i na gelu se nalaze iznad kazeinskih frakcija,
oznacene su u daljem tekstu FVMM); (ii) grupa frakcija kazeina (koja obuhvata as- , -
i k-CN, oznaéene kao FK) i (iii) grupa frakcija dominirajucih proteina surutke (koja

obuhvata a-LA i B-LG, oznacene kao FDSP).
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Frakcije
L '. . p— '!u } kazeina
— e = (FK)
—_— - ..

. - ——— Frakcue_dom.
proteina
surutke
(FDSP)

1 2 3 Bl 5 6 7 B8 1 2 3 2 5 6 : 7 8
B

uslovi.
Slika A: 1. Standard as-CN; 2. Standard B-CN; 3. Standard mol. mase 14.200-66.000; 4.
Sirovo mleko; 5-8. Uzorci mleka pre formiranja pokozica ogleda Al, A2, A3 i A4. Slika B:
1. Standard os-CN; 2. Standard B-CN; 3. Standard k-CN; 4. Standard mol. mase 14.200-
66.000; 5-8. Uzorci mleka pre formiranja pokozica ogleda Al, A2, A3 i A4.

Slika 11. SDS elektroforegrami uzoraka mleka pre formiranja pokozica, dobijenih u

zavisnosti od termic¢kog tretmana mleka : A-redukujué¢i i B-neredukujuéi

Distribucija grupa proteinskih frakcija u uzorcima mleka pre formiranja pokozica u

zavisnosti od termi¢kog tretmana mleka prikazani su na Grafikonu 17, distribucija
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frakcija kazeina u ukupnim kazeinima u Tabeli 19, dok su njihovi medusobni odnosi,
kao i odnosi izmedu pojedinih FDSP prikazani u Tabeli 20.

Posmatrajuc¢i rezultate denzitometrijske analize uzoraka mleka pre formiranja
pokozica PAGE u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima (Grafikon 17) uocava se
znacajno smanjenje uc¢e$¢a dominirajucih proteina surutke u neredukujué¢im uslovima,
Sto je i o¢ekivano s obzirom da usled termic¢kog tretmana ovi proteini surutke denaturisu
i u velikoj meri agregiraju, odnosno, reaguju sa k-CN, sa proteinima MFGM, kao i
medusobno, grade¢i pri tome komplekse sa Sirokim rasponom molekulskih masa
(Dalgleish i sar., 1997a, Ye i sar., 2004a, Chevalier i sar., 2009, 2010). Pomenuti
agregati velikih molekulskih masa se formiraju u interakcijama k-CN, B-LG, a-LA i
drugih proteina mleka koji sadrze slobodne sulfhidrilne grupe. Patel i sar. (2006) su
ustanovili da disulfidno vezani agregati uklju¢uju skoro sve proteine surutke, k-CN i
veliko ucescée as2-CN. Istovremeno, analiza pri neredukuju¢im uslovima ukazuje da se
deo dominirajuéih proteina surutke izdvojio u formi zasebnih frakcija, ukazujuéi da nisu

svi proteini surutke ukljuéeni u komplekse koji se formiraju uz uéesce disulfidnih veza.
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Grafikon 17. Distribucija grupa proteinskih frakcija uzoraka mleka pre formiranja
pokozica dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana mleka
Podaci su dobijeni denzitometrijskom analizom elektroforegrama SDS-PAGE u
redukujué¢im i neredukujuéim uslovima, kao procenat od ukupno detektovanih
proteinskih frakcija.

Prema Dalgleish i sar. (1997b) ne postoji stehiometrijski odnos reakcije izmedu
najzastupljenijih proteina surutke u mleku, B-LG i a-LA. Priroda njihovog agregiranja
kao i dobijenih produkata veoma zavise od masenog odnosa izmedu B-LG i a-LA, pri
¢emu intermedijarni produkti agregiranja (molekulske mase oko 100.000) nastaju samo

u slucaju kada su maseni odnosi ovih proteina priblizni. U slucaju preovladujuéeg
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uceséa B-LG, pri termickim tretmanima iznad 75°C, dolazi do brzog procesa
kopolimerizacije, pri ¢emu mogu biti formirani produkti velikih molekulskih masa do
300.000, bez prisustva intermedijarnih stanja (Matsudomi i sar., 1992, Dalgleish i sar.,
1997,b). BSA pripada grupi proteina surutke i u mleku se nalazi u znac¢ajno manjoj
koli¢ini u odnosu na a-LA i B-LG, ¢ine¢i samo 0,7-1,3% ukupnih proteina obranog
mleka (Macej i sar., 2007). Chevalier i sar. (2009) su elektroforetskom analizom mleka
u neredukujué¢im uslovima ustanovili da, prilikom termickog tretmana na 90°C, dolazi
do obimne denaturacije BSA 1 formiranja termicki indukovanih kompleksa velikih
molekulskih masa na bazi disulfidnih veza, $to rezultuje potpunim nestankom frakcije
slobodnog BSA. Takode, autori su identifikovali da BSA u toku termickog tretmana
asosuje sa kazeinskom micelom, tako da se nakon tretmana nalazi u micelarnoj frakciji.
Takode, poznato je da u toku termiCkog tretmana na 80°C BSA reaguje i sa a-LA,
putem disulfidnih veza, gradec¢i komplekse velikih molekulskih masa (Matsudomi i sar.,
1993).

Denzitometrijska analiza, uzoraka mleka pre formiranja pokozica, PAGE u
redukujué¢im i neredukujué¢im uslovima je pokazala da velike frakcije u neredukuju¢im
uslovima sadrze frakcije kompleksa daleko ve¢ih molekulskih masa, koje se krecu u
rasponu od oko 60.000 do 160.000, kod uzoraka ogleda A1-A3, odnosno oko 180.000
kod uzorka ogleda A4. U redukuju¢im uslovima molekulske mase velikih frakcija se
kre¢u u rasponu od oko 48.000 do oko 80.000 (ogledi A1,A2 i A3), odnosno 98.000 kod
ogleda A4.

U neredukuju¢im uslovima, pri samom ulazu u gel za koncentrisanje, mogu se uociti
blago izrazene frakcije najvecih molekulskih masa. Prema Patel i sar. (2006), ove
frakcije obuhvataju komplekse k-CN, as2-CN i proteina surutke i veoma su izrazene
pri termi¢kim tretmanima iznad 100°C. Takode, medu frakcijama velikih molekulskih
masa, moze se uociti razliCit intenzitet pojedinih frakcija koje, prema literaturnim
podacima, mogu odgovarati homopolimerima k-CN, dimeru as2-CN, molekulu 1gG
(Oh i Richardson, 1991, Patel i sar.,2006, Chevalier i sar., 2009, Chevalier i Kelly,
2010). U redukuju¢im uslovima, prema literaturanim podacima, medu velikim
frakcijama se nalazi manji deo proteina surutke i to: laktoferin (76.000-93.000), BSA
(oko 66.300) i teski lanci imunoglobulina IgG, molekulske mase oko 52.000-69.000
(Havea i sar., 1998, Bash i sar., 1985, Patel i sar., 2006).
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Posmatranjem proporcije velikih frakcija u disocijativnim uslovima, odnosno u
prisustvu 2-ME, teoretski posmatrano, moglo bi se o¢ekivati veoma mali udeo ovih
frakcija. Medutim, u nasim rezultatima identifikovali smo da FVMM ¢ine od 4,5-11% u
odnosu na ukupno identifikovane frakcije. Jedno od potencijalnih objasnjenja je
mogucnost postojanja skrivenih disulfidnih veza. Chevalier i sar. (2009) su ispitivanjem
mleka termicki tretiranog na 90°C, kombinacijom 2DE u redukuju¢im uslovima,
identifikovali kompleks koji sadrzi i as1-CN. Pomenuti heteropolimer predstavlja
mesavinu as1-/as2-/k-CN. Ispitivanjem sirovog mleka istom tehnikom identifikovano je
prisustvo ovog kompleksa. Autori su pretpostavili da je ovaj kompleks delimi¢no, zbog
skrivenih disulfidnih veza koje ostaju zasti¢ene, rezistentan na delovanje redukujucih
agenasa kao sto je 2-ME. Takode, ustanovljeno je da visoke temperature mogu da
pojacaju neenzimatske reakcije izmedu proteina i laktoze 1 formiranje kovalentno
vezanih kompleksa rezistentnih na redukujuce agense. Proteini bez prisutnih ostataka
cisteina (B-CN i as1-CN) mogu biti ukljuéeni u ove komplekse (Chevalier i sar., 2001).

Kada posmatramo distribuciju pojedinih frakcija kazeina u ukupnim kazeinima, kao
1 njihove medusobne odnose (Tabele 19 1 20), mozemo zakljuciti da njihovi sadrzaji
variraju u vrlo uskim granicama i imaju stabilne medusobne odnose, kako u

redukujucim, tako i u neredukujué¢im uslovima.

Tabela 19. Distribucija frakcija kazeina u ukupnim kazeinima sirovog mleka i uzoraka
mleka pre formiranja pokozica dobijenih u zavisnosti od termi¢kog tretmana

mleka
Nacin pripreme Zastupljenost u ukupnim
uzoraka za SDS Ogled kazeinima
PAGE as-CN, % | (B+k)-CN, %
Sirovo mleko 50,28 49,72
.. Al 50,67 49,33
Reﬁ;ﬁ‘yiu“ A2 53.16 46,84
A3 51,99 48,01
A4 53,76 46,24
Sirovo mleko 50,57 49,43
.. Al 48,97 51,02
Nerzgl‘g;‘?u‘“ A2 48,67 51,33
A3 47,65 52,36
A4 44,39 55,61

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujucéim i neredukujuéim uslovima

Posmatrano u redukuju¢im uslovima, odnos izmedu kazeinskih frakcija as/(f+k)
mleka pre formiranja pokozica, vrlo malo varira i ima vrednost priblizno kao u sirovom

mleka (Tabela 20). U neredukuju¢im uslovima pomenuti odnos izmedu kazeinskih
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frakcija zadrzava stabilne vrednosti, ali u neSto nizim apsolutnim iznosima. Stabilni
odnosi izmedu kazeinskih frakcija u redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima mogu biti
objasnjeni stabilnos¢u kazeinske micele, odnosno, veoma slabo izrazenom disocijacijom
kazeinskih frakcija iz micele pri normalnom pH mleka. Takode, vazno je ista¢i da
elektroforetska analiza ne predstavlja dovoljno precizan alat za kvantifikaciju
pomenutih odnosa. Naime, poznato je da pod uticajem vrednosti pH i temperature
dolazi do disocijacije kazeinske micele i oslobadanja frakcija u serumsku fazu mleka.
Medutim, pri normalnoj vrednosti pH mleka (pH 6,7) identifikovane su male koli¢ine
kazeina u serumskoj fazi, bez obzira na visine temepratura primenjenih termickih
tretmana (Dalgleish i sar., 1997a,b, Anema, 2000). Takode, Anema (2007), je ustanovio
da je pri vrednosti pH 6,7 veli¢ina kazeinskih micela termicki tretiranog mleka na 90°C
sli¢na kao kod termicki netretiranog mleka.

Kada posmatramo odnose izmedu dominirajucih frakcija proteina surutke, B-LG i
a-LA, (Tabela 20) mozemo videti da se njihov odnos pod uticajem termickog tretmana
mleka, pri neredukuju¢im uslovima, menja u pravcu smanjenja uce$éa B-LG, pri cemu

se uocavaju manje razlike uslovljene primenjenim reZimom termickog tretmana mleka.

Tabela 20. Odnosi izmedu frakcija kazeina i proteina surutke sirovog mleku i uzoraka
mleka pre formiranja pokozica dobijenih u zavisnosti od termi¢kog tretmana

Nacin
uggfarﬁgnfa Ogled as-CN/(B+k)-CN | B-LG/o-LA

SDS PAGE
Sirovo mleko 1,01 5,19
Al 1,03 5,05
Redukujuéi A2 1,14 5,37
uslovi A3 1,08 6,85
A4 1,16 6,07
Sirovo mleko 1,02 2,31
. Al 0,96 0,68
Nered;ukl}]um D 0.95 0.02
ustovt A3 0,01 1,24
A4 0,80 1,03

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujucim uslovima
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5.2.2.2 Karakterizacija proteinskih frakcija pokozica

SDS elektroforegrami uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od termickog
tretmana mleka prikazani su na Slici 12, dok je distribucija grupa detektovanih

proteinskih frakcija kao i njihovih odnosa prikazana na Grafikonu 18.

roxodice bpoxodice r L me— Rt e T
SDS-R SDSNR

t

— R TR —

- =T oY s

- - -
- : I

——

wae

> £ 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
A. B.
Slika 12. SDS elektroforegrami uzoraka pokozica, dobijenih u zavisnosti od termickog
tretmana mleka : A-redukujuci uslovi i B-neredukujuci uslovi: 1. Standard as-CN;
2. Standard B-CN; 3. Standard mol. mase 14.200-66.000; 4-7. Uzorci pokoZica ogleda A1, A2,
A3i A4,

Kada se posmatra distribucija grupa proteinskih frakcija u uzorcima pokoZica u
zavisnosti od termi¢kog tretmana mleka (ogledi A1l-A4, Grafikon 18) u redukujué¢im
uslovima uocava se kod svih uzoraka znacajno prisustvo FDSP, koje se krece od
23,18% kod uzorka A3 do 26,97% kod uzorka A2. Istovremeno se uocava relativno
malo prisustvo FVMM, koje je ima najmanju vrednosti kod najslabijeg termic¢kog
tretmana (A1-2,23%), dok se kod ostala tri termicka tretmana krecée u intervalu od 5,48
do 7,16%. Zastupljenost FK malo varira izmedu pojedinih uzoraka pokozica i krece se
od 66,87% do 71,16%.

Razmatranje rezultata denzitometrijske analize uzoraka pokozica Al-A4 u
neredukuju¢im uslovima je pokazalo da se na elektroforegramu ne izdvajaju FDSP kao
zasebna frakcija, ve¢ da su proteini surutke, (B-LG i a-LA), kompletno vezani u velike
agregatne forme u okviru kojih disulfidne veze verovatno imaju esencijalni znacaj. S
tim u vezi, kod svih uzoraka je uoCen znacajan porast FVMM, koje su zahvatale
priblizno 20% od ukupno detektovanih proteina pokozice. Na elektroforegramima su se,

pored FVMM, izdvojile samo FK. Takode, interesantno je zapaziti da se kod
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neredukujucih uslova, kada se posmatra distribucija grupa frakcija, prakti¢no ne vide
razlike izmedu primenjenih termickih tretmana mleka.

Poredenjem rezultata redukujucih i neredukujucih uslova, uocava se da je koli¢ina
FDSP, koja se izdvojila kod svih uzoraka analiziranih u redukuju¢im uslovima (od
23,18% do 26,97%), veca od ukupne koli¢ine izdvojenih proteina oznacenih kao

frakcije velikih molekulskih masa pri neredukujuc¢im uslovima (od 19,69 do 20,9%).
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Grafikon 18. Distribucija proteinskih frakcija uzoraka pokozica, dobijenih u zavisnosti
od termickog tretmana mleka.
Podaci su dobijeni denzitometrijskom analizom elektroforegrama SDS-PAGE u
redukujucim i neredukujucim wuslovima, kao procenat od ukupno detektovanih
proteinskih frakcija

Mozemo pretpostaviti da je u frakcijama velikih molekulskih masa detektovanih u
neredukujuéim uslovima prisutna i izvesna koli¢ina kazeina koji reaguje sa proteinima
surutke gradeci disulfidno vezane komplekse vrlo velikih molekulskih masa, koje ostaju
zarobljene u gelu za koncentrisanje (Patel i sar., 2006, Chevalier i sar., 2010). Prisustvo
kazeina u frakcijama velikih molekulskih masa dodatno umanjuje prostor za
participiranje proteina surutke u frakcijama velikih molekulskih masa. Ovakav ishod
upucuje na razmisljanje da se u neredukuju¢im uslovima verovatno jedan deo proteina
surutke izgubio, odnosno zbog velikih molekulskih masa agregata nije usao u gel za
razdvajanje, ve¢ je zadrZan u gelu za koncentrisanje. Potvrdu za ovakvu tezu nalazimo i
kroz analiziranja uceS¢a kazeina u ukupnim proteinima. Naime, relativno uceSc¢e
kazeinskih frakcija se sa priblizno 70% u redukuju¢im uslovima povecalo na priblizno
80% u neredukujuc¢im uslovima, pri ¢emu se moze ocekivati da je 1 deo kazeina ugraden
u krupne agregate, Sto dodatno povecava ucesce kazeina. Pove¢ano procentualno ucesce

kazeina moze se ostvariti samo ukoliko je doslo do znacajnijeg odliva proteina surutke
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iz ukupnih proteina, sto takode upucuje na gubitak proteina surutke u neredukujuéim
uslovima razdvajanja.

Kada posmatramo distribuciju kazeinskih frakcija u ukupno izdvojenim kazeinima
(Grafikon 19, Tabela 21) uocava se da je odnos izmedu pojedinih kazeinskih frakcija
veoma stabilan, kako u redukujuéim, tako i u neredukujué¢im uslovima. Ovakav rezultat
upucéuje na zakljucak da proces formiranja pokozice prakticno ne uti¢e na medusobne
odnose pojedinih kazeinskih frakcija u sastavu pokozice. Daljom analizom podataka o
distribuciji kazeinskih frakcija moze se pretpostaviti da se kazein u pokozicu
preovladuju¢e ukljucuje u micelarnoj formi, ¢ime se prakticno omogucava zadrzavanje
stabilnih medusobnih odnosa pojedinih kazeinskih frakcija. U novijoj literaturi (Anema,
2000, 2007) postoje brojni podaci koji ukazuju da se pri visokom termickom tretmanu
mleka javlja delimi¢na disocijacija micela kazeina. S tim u vezi, moze se postaviti
pitanje da li se ovako disosovane kazeinske frakcije mogu ukljuciti u strukturu
pokozice. Iz nasih rezultata se ne moze dobiti direktan odgovor na ovo pitanje.
Medutim, naSi podaci potvrduju stabilan medusobni odnos kazeinskih frakcija,
sugeriSu¢i da ukoliko se disosovane kazeinske frakcije uklju¢uju u pokozicu, njihovo
ukljuc¢ivanje nema selektivni karakter. Medutim, kada posmatramo odnose izmedu, -
LG i a-LA, u redukujué¢im uslovima, (Tabela 21) mozemo videti da se njihov odnos
menja pod uticajem termickog tretmana mleka. Najmanja vrednost pomenutog odnosa
je nadena kod najblazeg termickog tretmana Al (3,32) a najveca vrednost kod ogleda

A3 (9,79).
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Grafikon 19. Distribucija kazeinskih frakcija u ukupnim kazeinima uzoraka pokozica,
dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana mleka, analiziranih SDS-
PAGE u redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima
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Denzitometrijska analiza elektroforegrama posmatranih uzoraka u redukuju¢im
uslovima je u grupi FVMM identifikovala frakcije ¢ije se molekulske mase kre¢u u
rasponu od oko 50.000 do oko 76.000. Kod svih ogleda preovladuju¢e uces¢e ima
frakcija od oko 68.000-72.000 (ucesce se krece u intervalu 1-4,4%), pri ¢emu se, kod
uzoraka A2 1 A3, sa vidljivim uces¢em (1-1,5%) javlja i frakcija nesto vec¢e molekulske

mase.

Tabela 21. Odnosi izmedu frakcija kazeina i proteina surutke uzoraka pokozica,
dobijenih u zavisnosti od termi¢kog tretmana mleka, analiziranih SDS-
PAGE u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima

Nacin pripreme
uzorakazaSDS | Ogled | os-CN/(B+k)-CN | B-LG/o-LA
PAGE
Al 1,14 3,32
o A2 1,04 4,38
Reﬁg‘ll(‘)‘\‘}i”‘” A3 1,14 9,79
Ad 1,13 5,76
Al 1,26 /
Neredukujuéi A2 1,17 /
uslovi A3 1,07 /
A4 1,14 /

Posmatrano kod svih ogleda iz ove grupe, denzitometrijska analiza u neredukujué¢im
uslovima je pokazala da grupa FVMM u odnosu na redukujuce, sadrzi nekoliko frakcija
kompleksa veéih molekulskih masa, koje se krecu u rasponu od oko 53.000 do 100.000.
Kod svih uzoraka su identifikovane identi¢ne frakcije, pri cemu dominirajuce ucesce, sa
viSe od 50% zastupljenosti, U svim uzorcima zauzima frakcija molekulske mase od oko
72.000. Takode, kod svih uzoraka, na samom ulazu u gel za razdvajanje, izdvaja se
frakcija molekulske mase od oko 100.000 sa ucées¢em od 1,6-2,4% u ukupno
identifikovanim frakcijama, pri ¢emu najmanji sadrzaj ove frakcije ima uzorak Al, a
najveci uzorak A2.

U neredukujué¢im uslovima, slicno kao kod uzoraka termicki tretiranih mleka, pri
samom ulazu u gel za koncentrisanje mogu se jasno uociti frakcije najvecih molekulskih
masa. Za razliku od prethodno opisanih uzoraka mleka pre formiranja pokozica (odeljak
5.2.2.1), ove frakcije u uzorcima pokozica A su vizuelno daleko jace izrazene na
elektroforegramima.

Prema literaturnim podacima u okviru frakcija veoma velikih molekulskih masa
zarobljenih na poziciji ulaza u gel za koncentrisanje, mogu se naci, kako disulfidno

vezani kompleksi kazeinskih frakcija i proteina surutke (Patel i sar., 2006, Chevalier i
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sar., 2010) tako i kompleksi formirani disulfidnim povezivanjem FDSP (prvenstveno -
LG), u manjoj meri k-CN sa proteinskim komponenatama iz MFGM (Houlihan i sar.,
1992, Kim i Jimenez-Flores, 1995, Ye i sar., 2002, 2004a,b). Mehanizmi ovih
interakcija jo$ uvek nisu konaéno definisani, ali je evidentno da ve¢ pri termi¢kom
tretmanu od 60-65°C dolazi do formiranja disulfidno vezanih agregata (Dalgleish i
Banks, 1991, Houlihan i sar., 1992, Corredig i Dalgleish, 1996b). Od proteinskih
komponenata MFGM u pomenutim interakcijama najviSe su zastupljene komponente
ksantin oksidaza (mol. mase oko 155.000) i butirofilin (mol. mase od oko 67.000)
(Mather, 2000, Ye i sar., 2002), kao najzastupljenije frakcije MFGM. Pored pomenutih
interakcija, prilikom termic¢kog tretmana mleka dolazi do izmeStanja komponenata PAS
6 (mol. mase oko 50.900) i PAS 7 (mol. mase 47.200) iz MFGM u serumsku fazu
mleka (Ye i sar., 2002).

Na osnovu napred navedenog i na osnovu ¢injenice da prilikom formiranja pokozice
dolazi do koncentrisanja mle¢ne masti, moglo bi se ocekivati da su pomenuti kompleksi
i pojedinacne komponente vidljive na gelu. Prema Ye i sar. (2002) proteinske
komponente MFGM ¢ine oko 0,03-0,04% proteina mleka. Obzirom da se prilikom
formiranja pokozice kajmaka sadrZzaj masti mleka povecava za oko petnaest puta, moglo
bi se ocekivati da sadrzaj proteinskih komponenata MFGM u pokozici iznosi oko 0,45-
0,6%, Sto predstavlja oko 5-7% ukupno prisutnih proteina pokozice. Pored toga,
moramo uzeti u obzir ¢injenicu da je proteinski sastav MFGM vrlo kompleksan, koga
¢ini preko 40 polipeptida sa Sirokim spektrom molekulskih masa od 15.000-240.000.
Ako uzmemo u obzir i ¢injenicu da butirofilin predstavlja dominantnu komponentu koja
¢ini maksimalno oko 40% svih frakcija MFGM, moglo bi se ocekivati njegovo ucesée u
pokozici od oko 2-3% od ukupno identifikovanih proteinskih frakcija. Medutim, postoji
verovatno¢a odsustva proporconalnosti u sadrzajima komponenti mleka i pokozice,
odnosno, moguce je da komponente MFGM, kao povrsinski vrlo aktivne, dezintegrisu
membranu i fragmentno ili samostalno se inkorporiraju u pokozicu (Kristensen i sar.,
1997). Na osnovu navedenog moglo bi se ocekivati da u SDS PAGE redukujué¢im
uslovima frakcija butirofilina moZe da ima uce$¢e minimalno od oko 3% od ukupno
identifikovanih proteina, Sto nacelno pruza mogucnost kvalitativne 1 kvantitativne
analize. U tom smislu, u buduc¢im istraZzivanjima ovom pitanju bi trebalo posvetiti

odgovarajucu paznju.
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5.2.2.3 Karakterizacija proteinskih frakcija mleka preostalog nakon formiranja
pokoZica
Elektroforegram uzoraka mleka preostalog nakon formiranja pokozica analiziranih

SDS PAG elektroforezom prikazan je na Slici 13. Analogijom, kao kod
denzitometrijske analize mleka pre formiranja pokozica, odnosno analize pokozica, i
ovde su sve identifikovane proteinske frakcije klasifikovane u identi¢ne grupe: FVMM,
FK i FDSP.

MLEXD POSLE
SDS-R

1 2 3 N 5 6 7 8

Slika 13. SDS elektroforegram uzoraka mleka preostalog nakon formiranja pokozica,
dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana mleka, analiziranih u

redukuju¢im uslovima: 1. Standard as-CN; 2. Standard B-CN; 3. Standard mol. mase
14.200-66.000; 4. Sirovo mleko; 5-8. Uzorci mleka preostalog nakon formiranja pokozica
ogleda Al, A2, A3i Ad.

Distribucija grupa detektovanih proteinskih frakcija prikazani su na Grafikonu 20 i u
Tabeli 22. Posmatraju¢i podatke ucesca pojedinih frakcija (Grafikon 20) moze se
zakljuciti da su zastupljenosti FVMM, FK i FDSP prili¢no ujednacene kod svih ogleda.
Ispitivani termicki tretmani nisu bitnije uticali na distribuciju grupa frakcija kod mleka
preostalog nakon formiranja pokozica. Posmatraju¢i uporedne rezultate
denzitometrijske analize uzoraka elektroforegrama dobijenih u redukuju¢im uslovima
uzoraka termicki tretiranog mleka nakon i pre formiranja pokozica (Tabela 22), uocava
se izrazena slicnost u procentualnim sadrzajima i proporcionalnosti uces¢a grupa

frakcija.
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Grafikon 20. Distribucija proteinskih frakcija uzoraka mleka preostalog nakon
formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana
mleka.

Podaci su dobijeni denzitometrijskom analizom elektroforegrama SDS-PAGE u
redukujucim uslovima, kao procenat od ukupno detektovanih proteinskih frakcija

Tabela 22. Uporedni prikaz distribucije grupa frakcija uzoraka mleka pre i nakon
formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od termi¢kog tretmana

SDS PAGE Ucesce frakcija
u red. Ogled [FVMM,% | FK.% | FDSP,%
uslovima
Al 4,59 76,88 18,54
Mleko pre ™75 8.41 7621 | 1538
form. A3
pokozice 11,32 76,94 11,74
Ad 5,83 80,76 13,41
Al 4,97 76,48 18,55
Mieko posle ™ A2 6,55 7743 | 16,02
form. : . !
pokozice A3 8,58 76,82 | 14,60
A4 5,53 78,75 15,72

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim uslovima

Kada posmatramo distribuciju pojedinih frakcija kazeina u ukupnim kazeinima, kao
1 njihove medusobne odnose (Grafikon 21 i1 Tabela 23) moZemo zakljuciti da njihovi
sadrzaji variraju u uskim granicama. U poredenju sa podacima termicki tretiranog mleka
pre formiranja pokozica, mozemo zakljuciti da prakti¢no nema promena u sadrzajima,
odnosno da proces fomiranja pokozica nije vidljivije narusio sadrzaje i odnose koji su
postojali u mleku pre formiranja pokozica i u pokozicama. Ovaj zakljucak potkrepljuje i
Cinjenica da masa formirane pokozice predstavlja samo oko 1% mase termicki
tretiranog mleka pre formiranja pokozica (Puda i Radovanovic¢, neobjavljeni podaci).

Kada posmatramo odnose izmedu dominirajucih frakcija proteina surutke, B-LG i a-

LA, (Tabela 23) mozZemo videti da se njithov odnos pod uticajem termicke obrade mleka
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1 procesa formiranja pokozice blago menja, pri ¢emu uzorak Al ima najniZzu vrednost
pomenutog odnosa (4,93), a ogled A4 najvisu (5,99). Uporedujuéi odnos B-LG/a-LA sa
napred analiziranim podacima mleka pre formiranja pokozica i pokozica u redukuju¢im
uslovima, mozemo zakljuciti da su vrednosti koli¢nika proporcionalne i prilicno

ujednacene.
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Grafikon 21. Uporedni prikaz distribucije kazeinskih frakcija u ukupnim kazeinima
uzoraka mleka pre i nakon formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od

termickog tretmana mleka
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujucim uslovima

Tabela 23. Odnosi izmedu frakcija kazeina i proteina surutke uzoraka mleka preostalog
nakon formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od termi¢kog tretmana

Nacin
pripreme i ) ) )
uorakaza | O9led as-CN/(B+k)-CN | B-LG/o-LA
SDS PAGE
Al 1,17 4,93
Redukujuéi [—52 114 543
uslovi v 11 299

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim uslovima

5.2.3 Uporedna analiza karakterizacije proteinskih frakcija uzoraka mleka, pre i
nakon formiranja pokoZica i pokoZica u zavisnosti od termickog tretmana
mleka

Ako uporedimo proteinske frakcije mleka pre formiranja pokozica sa odgovaraju¢im
frakcijama u pokozici (Tabela 24) u redukuju¢im uslovima uocava se znacajno

povecanje ucesca frakcija FDSP kod uzoraka pokozice u odnosu na uzorke mleka, dok
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se istovremeno uocava blago smanjenje uceS¢a FK. Kada posmatramo situaciju u
neredukuju¢im uslovima, uocavamo potpuno odsustvo slobodnih FDSP kod uzoraka
pokozica, dok su u mleku bili zastupljeni u solidnom obimu. Ovakva distribucija
frakcija ukazuje na prisustvo selektivnih mehanizama u procesu nastajanja pokozice.
Naime, odsustvo slobodnih FDSP u pokozici, uz njihovo istovremeno veoma obimno
prisustvo u formi vezanoj za kazein, ukazuje da se FDSP u pokozicu prakti¢no
ukljucuju isklju¢ivo u formi agregata, medu kojima su agregati sa kazeinskim micelama
verovatno preovladujuci. Ukljuc¢ivanje FDSP isklju¢ivo u formi agregata ima svoju
direktnu potvrdu i u veoma stabilnom medusobnom odnosu pojedinih kazeinskih
frakcija. Analiza nacina uklju¢ivanja FDSP direktno ukazuje na znacaj operacije
termicke obrade u formi kuvanja mleka u autohtonoj proizvodnji kajmaka, koja

predstavlja neophodan korak, bez kojeg nema proizvodnje kajmaka.

Tabela 24. Uporedni prikaz distribucije grupa frakcija uzoraka mleka pre formiranja
pokoZica i pokozica dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana mleka

Nacin FVMM, % FK, % FDSP, %
pripreme Ogled
uzoraka za Mleko* | Pokozica IPS** % | Mleko Pokozica IPS, % Mleko | Pokozica IPS, %
SDS PAGE
Al 4,59 2,23 48,58 76,88 71,16 92,56 18,54 26,62 143,58
Redukujuci A2 8,41 6,16 73,25 76,21 66,87 87,74 15,38 26,97 175,36
uslovi A3 11,32 7,16 63,25 76,94 69,66 90,54 11,74 23,18 197,44
A4 5,83 5,48 94,00 80,76 69,46 86,01 13,41 25,06 186,87
Al 20,97 20,23 96,47 66,50 79,77 119,95 12,52 0,00 0,00
Neredukujuci A2 21,72 20,26 93,28 65,47 79,75 121,81 12,82 0,00 0,00
uslovi A3 20,61 19,69 95,54 72,85 80,31 110,24 6,54 0,00 0,00
Ad 22,53 20,90 92,76 71,82 79,10 110,14 5,65 0,00 0,00

Uzorci su analizirani denzitometrijskom analizom elektrogoregrama SDS-PAGE u redukujuéim i
neredukujucim uslovima

*Mleko pre formiranja pokoZica

**IPS predstavlja indeks povelanja, odnosno smanjenja procentualnog uceséa frakcija pokoZice u
odnosu na procentualno ucesée u mleku pre formiranja pokozica (vrednosti IPS<100, ozrnacavaju da je
doslo do smanjenja, a vrednosti IPS>100, da je doslo do pove¢anja uceséa)

Analizom frakcija unutar FVMM, interesantno je zapaziti da se frakcija od oko
72.000 (72.000£4.000) javlja i u redukuju¢im i u neredukujué¢im uslovima u uzorcima
pokoZica, pri ¢emu se relativno uceS¢e pomenute frakcije viSestruko uvecava u
neredukuju¢im uslovima. Ovakav rezultat otvara pitanje da li pomenuta frakcija ima
poseban znaCaj u nastajanju pokozica. Stoga su na Slici 14 prikazani rezultati
denzitometrijske analize uzoraka referentnog ogleda A2, a u Tabeli 25 su prikazani
uporedni podaci uéesc¢a frakcije molekulske mase od 72.000£4.000 u mleku pre i nakon

formiranja pokozica i u uzorcima pokozica kako u redukuju¢im, tako i u neredukuju¢im

126




uslovima. Analizom podataka iz Tabele 25 se vidi da su koncentracije pomenute
frakcije u pokozicama u neredukujué¢im uslovima visestruko uvecane (sa vrednostima
od 12,72-14,89%) u odnosu na njihove koncentracije u redukuju¢im uslovima (1,83-
4,38%). Takode, koncentracije ove frakcije u pokozicama u neredukujué¢im uslovima su
u znacajnoj meri uvecane u odnosu na njihove koncentracije u uzorcima mleka pre
formiranja pokozica (6,46-10,26%) posmatrano u istim uslovima. Porast udela ove
frakcije ukazuje da je u procesu formiranja pokozica zastupljen selektivni mehanizam
koncentrovanja pomenute proteinske frakcije. Kako uces¢e ove frakcije znacajno
prevazilazi koncentraciju prirodnih proteinskih frakcija mleka sa sliénim molekulskim
masama, to se namece zaklju¢ak da ova frakcija ima karakter proteinskog kompleksa
koji je verovatno rezultat primenjenog visokog termickog tretmana mleka. Takode,
zastupljenost pomenute frakcije, koja se kreée u intervalu od 12-14% od ukupnih
proteina sugeriSe da u strukturi ovog kompleksa mora biti prisutna i neka od kazeinskih
frakcija, jer jedino kazeinske frakcije svojom zastupljeno$¢u mogu da obezbede toliko

obiman udeo u ukupnim proteinima.

Tabela 25. Ucesée frakcije molekulske mase od oko 72.000£4.000 u ukupnim
proteinskim frakcijama uzoraka mleka pre i nakon formiranja pokozica i
pokozica dobijenih u zavisnosti od termickog tretmana mleka

Ucesce frakcije mol.mase 72.000+4.000 u ukupno detektovanim frakcijama, %
Mleko pre . Mleko_ nak_on
Ogled L .. PokozZica formiranja
formiranja pokozica .
pokoZica
SDS-R SDS-NR SDS-R SDS-NR SDS-R
Al 4,04 6,55 1,83 14,89 4,00
A2 3,50* 6,46* 3,46* 13,18* 2,94*
A3 4,37 7,29 4,38 12,72 3,25
Ad 3,18 10,26 2,43 14,40 3,16
Mol. masa 75.000 73.000-79.000 | 68.000-76.000 | 68.000-72.000 | 71.000-75.000

Uzorci su analizirani denzitometrijskom analizom elektroforegrama SDS-PAGE u redukujuéim i
neredukujucim uslovima

* analiza mleka pre formiranja pokoZica- frakcija br. 3 (Slika 14, 1R i 1NR)

analiza pokozica- frakcija br. 3 (Slka 14, 2R) i frakcija br. 4 (Slika 14, 2NR)

analiza mleka preostalog nakon formiranja pokoZica- frakcija br. 2 (Slika 14, 3R)

Prisustvo frakcije molekulske mase od oko 72.000+4.000 i u uzorcima pokozica u
redukujué¢im uslovima otvara pitanje da li je ova frakcija homogena, ili je kod
neredukujucih uslova doslo do nakupljanja vise frakcija slicnih molekulskih masa (Slika
14). Takode, jedna od mogucnosti koja se navodi i u literaturi (Chevalier i sar., 2001,

Chevalier i sar., 2009.) bi mogla da bude i prisustvo kompleksa rezistentnijih na
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disocijativne agense, kao i eventualno prisustvo skrivenih disulfidnih veza. Ovakva
mogucnost kod uzoraka pokozice moze biti realna, jer se pretpostavlja da se u procesu
formiranja pokozica javljaju veoma snazne sile pra¢ene intenzivnim gubitkom vode kao
disperzne sredine, a koje dovode do izrazenog sabijanja materijala ugradenog u
pokozicu, §to moze uzrokovati obimnije medusobno reagovanje komponenata u dodiru.

U neredukuju¢im uslovima, kod pokozica, slicno kao kod uzoraka mleka pre
formiranja pokozica, pri samom ulazu u gel za koncentrisanje mogu se jasno uociti
frakcije veoma velikih molekulskih masa. Za razliku od uzoraka mleka, ove frakcije su,
vizuelno posmatrano, daleko jace izrazene kod pokozica. Obzirom da se posmatrani
uzorci pokozica (posebno izrazeno u neredukuju¢im uslovima) razlikuju prema sadrzaju
najve¢ih identifikovanih frakcija (mol. mase od oko 100.000), postoji teoretska
mogucénost da se posmatrani uzorci pokozica medusobno razlikuju i u odnosu na
strukturu neidentifikovanih velikih kompleksa koji se nalaze na samom ulazu u gel za

koncentrisanje.
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1R: Mleko pre formiranja pokozica uzorka ogleda INR: Mleko pre formiranja pokozica uzorka ogleda
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2R: Pokozica uzorka ogleda A2, SDS-R 2NR: Pokozica uzorka ogleda A2, SDS-NR
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3R: Mleko preostalo nakon formiranja pokoZica uzorka ogleda A2, SDS-R

Slika 14. Denzitogrami elektroforegrama uzoraka mleka pre i nakon formiranja
pokozica; i pokozica referentnog ogleda A2.

Uzorci mleka pre formiranja pokoZica (1R, INR) i uzorci pokozica (2R, 2NR) su analizirani
SDS-PAGE u redukujucim i U neredukuju¢im uslovima, dok su uzorci mleka preostalog
nakon formiranja pokozica (3R) analizirani SDS-PAGE u redukujuéim uslovima
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5.3 UTICAJ SASTAVA MLEKA NA PRINOS | SASTAV POKOZICA |

DISTRIBUCIJU PROTEINSKIH FRAKCIJA U POCETNOJ FAZI

FORMIRANJA KAJMAKA

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u toku prvih 60 minuta procesa formiranja

kajmaka u zavisnosti od sastava mleka (ogledi od B1-B9) prikazan je u Tabeli 26, a

prinosi i apsolutne vrednosti sadrzaja komponenata sastava pokozica u Tabeli 27.

Odabrani parametri pokoZica su prikazani u Tabeli 28.

Tabela 26. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od sastava mleka

Ogled

Procentualno ucesce

Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PusSM, %
B1 62,83+4,65 6,49+0,65 73,34+2,21 85,61+3,77 8,87+1,14
B2 70,67+4,65 5,56540,42 78,86+3,01 89,54+2,55 7,05+0,80
B3 62,83+1,76 7,72+0,19 73,76+2,12 85,19+1,41 10,47+0,20
B4 60,33+4,93 8,25+0,96 70,84+2,11 85,30+8,65 11,63+1,11
B5 65,50+2,78 7,24+0,17 74,02+2,04 88,47+1,82 9,78+0,21
B6 61,83+2,02 8,02+0,44 74,75+1,96 82,71+1,15 10,74+0,76
B7 58,67+2,02 7,9040,22 68,10+4,05 86,24+2,20 11,62+0,65
B8 60,67+1,76 7,91+0,49 72,34+1,98 83,86+1,13 10,95+0,81
B9 58,50+4,36 9,04+0,60 70,07+4,96 83,48+1,23 12,98+1,76

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija

Tabela 27. Prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava uzoraka pokozica dobijenih
u zavisnosti od sastava mleka

Ogled Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g
B1 38,74+3,40 24,26+1,44 2,52+0,43 28,38+2,11 10,36+1,54
B2 40,67+1,53 28,70+1,05 2,26+0,25 32,04+0,68 8,62+1,52
B3 36,35+1,36 22,84+0,95 2,81+0,12 26,80+0,69 9,55+1,04
B4 40,61+3,40 24,50+2,85 3,36+0,55 28,80+3,16 11,81+0,61
B5 46,91+0,87 30,72+1,17 3,40+0,10 34,71+0,62 12,20+1,13
B6 53,40+4,81 33,02+3,14 4,27+0,31 39,89+3,28 13,51+1,89
B7 46,77+8,20 27,33+3,82 3,69+0,59 31,64+3,66 15,13+4,57
B8 44,33+5,94 26,84+3,09 3,5310,68 32,04+4,09 12,2942,11
B9 51,61+6,94 30,00+2,04 4,69+0,93 35,93+2,31 15,67+4,71

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija
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Tabela 28. Odabrani parametri uzoraka pokozica

dobijenih u zavisnosti od sastava

mleka
2 2 Proteini u vodenoj Mast u vodenoj
Ogled M/P M/m P/m fazi % fazi. %
B1 9,81+1,77 539,13+31,93 56,07+9,56 19,55+0,40 70,15+3,24
B2 12,83+1,78 637,67+23,38 50,2045,61 20,87+1,16 76,93+3,71
B3 8,14+0,04 507,53+21,09 62,38+2,69 22,81+1,82 70,55+2,20
B4 7,43+1,52 544,52+63,36 74,56+12,32 22,10+3,14 67,39+1,57
B5 9,04+0,21 682,64+25,98 75,47+2,30 21,86+1,67 71,59+2,43
B6 7,73+0,64 733,70+69,86 94,97+6,80 24,14+1,41 71,01+2,24
B7 7,43+0,25 607,32+84,78 81,96+13,08 19,99+2,17 64,83+3,68
B8 7,69+0,67 596,46+68,71 78,37+15,02 22,27+1,38 68,69+2,10
B9 6,51+0,88 666,65+45,27 104,23+20,58 23,36+1,83 66,18+5,36

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

Imajuéi u vidu da su ogledi grupe B medusobno veoma raznorodni, jer obuhvataju
uticaj masti, proteina, proteina surutke, kao i njihove medusobne interakcije, to su u
cilju preglednijeg analiziranja uticaja pojedinih faktora,

podaci grupisani na

odgovarajuci nacin i poredeni sa podacima uzorka referentnog ogleda (ogled A2).

5.3.1 Uticaj sadriaja masti mleka na prinos i sastav pokoZica

U okviru analize uticaja sadrzaja masti mleka, oglede smo Klasifikovali u tri grupe,

na osnovu sadrzaja proteina u mleku od 3,4; 4,2 i 5%.

5.3.1.1 Mleko sa 3,4% proteina

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka u
zavisnosti od sadrzaja masti mleka, pri 3,4% proteina mleka, prikazani su u Tabeli 29,

dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u Tabeli 30.

Tabela 29. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od sadrzaja masti mleka pri
3,4% proteina mleka

Ogled Sadrzaj, %
(Yom/%p) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PuSM, %
A2 (4/3,4) | 58,50+541 a| 7,97+0,07 a | 70,50+4,62 a | 8343+313 a | 11,42+084 a
B1(6/3,4) | 62,83+4,65 a| 6,49+065 b | 7334+221 a| 8561+377 a | 887+114 b
B2 (8/3,4) | 70,67+4,65 a| 555042 ¢ | 7886+301 a | 8954+255 a | 7,05+0,80 b

* (%m/%p), oznacava procentualne sadrzaje masti i proteina u mleku za izradu pokozica

**Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

***\/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou
p>0,05;
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Tabela 30. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u

zavisnosti od sadrzaja masti mleka pri 3,4% proteina mleka

(fJ/oOrg}S/Sp) Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P

A2 (4/3,4) | 32,28+2,01 a| 18,95+2,88 a| 2,57+0,14 | 22,67+2,82 a| 9,61+0,87 a| 7,34+0,73 a
B1(6/3,4) | 38,74+3,40 b | 24,26+1,44 b| 2,52+0,43 | 28,38+2,11 b| 10,36+1,54 a| 9,81+1,77 b
B2 (8/3,4) | 40,67¥1,53 b | 28,70x1,05 c| 2,26+0,25 | 32,04+0,68 b | 8,62+152 a| 12,83x1,78 b

*Prikazane vrednosti su srednje vrednosti £ standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1);

Ako analiziramo podatke iz Tabele 29, uo¢ava se da se sa variranjem sadrzaja masti
u mleku, uz konstantnu vrednost proteina mleka (3,4%), sastav nastalih pokoZzica
odlikuje statisti¢ki vrlo znacajnim razlikama u sadrzaju proteina, dok razlike u sadrzaju
masti pokozica nisu statisticki znacajne. Posebno bi trebalo ista¢i da su poredenjem
sadrzaja proteina pokozica ogleda A2, B1 1 B2, ustanovljene statisticki veoma znacajne
razlike (p<0,01) izmedu ogleda A2 i B1, odnosno ogleda A2 i B2 (Prilog, Tabela 2).

Interesantno je zapaziti da su razlike izmedu vrednosti sadrzaja masti pokozica na
prvi pogled velike. Medutim, i pored vizuelno izraZenih razlika, vrednost F koli¢nika pri
grupnom testiranju sva tri ogleda sa razli¢itim nivoima sadrzaja masti mleka nije
pokazala statisticki znacajne razlike, ali je bila vrlo blizu grani¢ne vrednosti za nivo
znacCajnosti od 5%. Stoga je za vrednosti sadrzaja masti pokozica uradeno poredenje
grupnim testom izmedu dve grupe. Ovakav oblik statisticke analize je pokazao da se
poredenjem jedino u sluc¢aju uzoraka ogleda A2 i B2 (Prilog, Tabela 6) moze ustanoviti
statistiCki znacajan uticaj sadrZaja masti mleka na sadrZaj masti pokoZice. Odsustvo
statitisticki znacajnih razlika izmedu vrednosti sadrZaja masti pokoZica dobijenih
grupnim poredenjem tri ogleda (A2, B1 i B2) pokazuje da su kod ovih ogleda veoma
izraZene varijacije unutar samih serija.

Medutim, kod parametra pokoZice kao Sto su: sadrzaj suve materije, MuSM 1
apsolutni sadrzaj vode, grupnim poredenjem posmatranih ogleda, moze se zakljuciti da
analizirani sadrZaji masti u mleku ne uticu statisticki znac¢ajno na pomenute parametre
sastava pokoZce (Prilog, Tabela 2).

Kad su proteini u pitanju, testirani ogledi su pokazali daleko ve¢u homogenost

unutar pojedinih grupa u odnosu na medusobne razlike srednjih vrednosti izmedu grupa,
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tako da se moze re¢i da posmatrani sadrzaji masti mleka (pri 3,4% proteina) imaju
statisticki vrlo znacajan uticaj na sadrzaj proteina pokozice.

Ako posmatramo prinos pokozica i posebno apsolutno uce$¢e pojedinih
komponenata u prinosu, uocava se da porast sadrzaja masti mleka dovodi do statisticki
znacajnog povecanja prinosa, i posebno statisticki vrlo znacajnog povecanja apsolutnog
sadrzaja masti u pokozici (Prilog, Tabela 2). S druge strane, apsolutni sadrzaj proteina
pokazuje tako veliki obim variranja da se nije mogla vrsiti obrada ovih podataka.

Kada analiziramo komentarisane podatke u celini, moZzemo uociti izvesne
pravilnosti. Porast sadrzaja masti mleka, pri 3,4% proteina, dovodi do obimnijeg
ukljucivanja masti u pokozicu i istovremeno do opadanja u¢esc¢a proteina u pokozici. Na
ovaj nacin se znacajno menja medusobni odnos masti i proteina, koji se sa 7,34 kod
ogleda A2 povecava na 9,81 kod ogleda B1, odnosno 12,83 kod ogleda B2 (Tabela 30).
Porast sadrzaja masti je generalno pracen izvesnim porastom hidrofobnosti sistema, $to
za rezultat ima smanjenje ucesc¢a vode i povecanje ucesca suve materije u pokozici, koja
se sa 70,5% povecava na 73,3%, odnosno na 78,9%.

Povecavanje prinosa pokozice, uz istovremeno opadanje uceS¢a proteina, je
rezultiralo u velikom rasipanju podataka za apsolutni sadrzaj proteina, te se na taj nacin
sadrzaj proteina, koji je kod analize sastava pokazao statisticki veoma znacajne razlike,
kod analize prinosa odlikovao takvim obimom rasipanja podataka da ih nije bilo
moguce statisti¢ki obradivati. Ovakav obrt u statisti¢koj znacajnosti jednog parametra
ukazuje na veoma veliku medusobnu uslovljenost parametara, koja je u sluc¢aju proteina
rezultirala suprotstavljenim trendovima u promenama procentualnog sadrzaja proteina i
prinosa pokozice, te su veoma znacajne razlike iskazane u sadrzaju proteina u velikoj
meri anulirane kada se isti parametar posmatra kroz prizmu prinosa, odnosno njegovog

apsolutnog sadrzaja.

5.3.1.2 Mleko sa 4,2% proteina

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka u
zavisnosti od sadrzaja masti mleka, pri 4,2% proteina mleka, prikazani su u Tabeli 31,

dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u Tabeli 32.
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Tabela 31. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od sadrzaja masti mleka pri
4,2% proteina mleka

Ogled Sadrzaj, %
(%m/%p) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PuSM, %
A2 (4/3,4) | 58,50+5,41 a| 7,97+0,07 a | 70,50+4,62 a | 83,43+3,13 a | 11,42+0,84 a
B3 (4/4,2) | 62,83+1,76 a| 7,72+0,19 a | 73,76x2,12 a | 85,19+141 a | 10,47£0,20 ab
B5 (6/4,2) | 65,50+2,78 a| 7,24+0,17 b | 74,02+2,04 a | 88,47+1,82 a| 9,78x0,21 b
* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
Tabela 32. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od sadrzaja masti mleka pri 4,2% proteina mleka
(W?rg};gp) Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P
A2 (4/3,4) | 32,28+2,01 a| 18,95+2,88 a| 2,57+0,14 a| 22,67+2,82 a| 9,61+0,87 a| 7,34%0,73 a
B3 (4/4,2) | 36,35+1,36 b| 22,84+0,95 b| 2,81+0,12 a| 26,80+0,69 b| 9,55+1,04 a| 8,14+0,04 a
B5 (6/4,2) | 46,91+0,87 c| 30,72£1,17 «c| 3,40+0,10 b| 34,71+0,62 c| 12,20£1,13 b| 9,04#0,21 b

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**\/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;

Analiziranjem podataka prikazanih u Tabelama 31 i 32, generalno se moze zakljuditi
da porast sadrzaja masti u mleku, kod kojeg je nivo proteina standardizovan na 4,2%
uti¢e na sadrzaj masti pokozica i pokazuje blagi porast, ali bez statisticke znacajnosti,
dok sadrzaj proteina pokoZica opada, pri ¢emu u sluéaju uzorka B5S ovaj pad ima
statistiCku znacajnost. Istovremeno, prinos pokoZica se statisticki vrlo znacajno
povecavao (Prilog, Tabela 3). Porast prinosa je veoma uocljiv, pri ¢emu se uocava
statisticki veoma znacajni porast apsolutnog sadrzaja masti uzorka B5 u odnosu na
uzorak B3, kao i u odnosu na referentni uzorak A2, dok je porast apsolutnog sadrzaja
masti uzorka B3 u odnosu na standardni uzorak A2 statisticki znacajan (p<0,05).

Interesantno je zapaziti da se apsolutna koli¢ina proteina u pokozici povecava,
uprkos smanjenju procentualnog ucesc¢a proteina u pokozici. U tom smislu, posebno je
indikativno poredenje parametara za proteine pokozica uzoraka B3 i BS, kod kojih je
sadrZaj proteina u mleku bio identican (4,2%), a sadrzaj masti u mleku varirao (4 1 6%).
Sadrzaj proteina pokozice je sa 7,72% pao na 7,24%, a da je pri tome doslo do porasta
apsolutne koli¢ine proteina, koja se sa 2,81 g kod uzorka B3 povecala na 3,40 g kod
uzorka B5. Porast apsolutne koli¢ine proteina pokozice, uprkos smanjenju njegovog
procentualnog ucesca, se moze objasniti znacajnim porastom apsolutnog sadrzaja masti
pokozice koja je svojim ukljucenjem u pokozicu vezala za sebe i uvecanu koli¢inu

proteina.
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Ako poredimo uticaj rastuc¢eg sadrzaja masti na sastav pokozica u funkciji porasta
sadrzaja proteina mleka sa 3,4% na 4,2%, mozemo zakljuciti da pri nizem sadrzaju
proteina mleka porast sadrzaja masti u mleku ima daleko veéi uticaj na obim
ukljucivanja proteina u pokozicu. U tom smislu porast sadrzaja masti u uslovima nizeg
nivoa proteina mleka snazno favorizuje uklapanje masti u pokozicu, ¢ime se postize
jasna dominacija masti nad proteinima u pokozici, §to se najbolje sagledava kroz
medusobni odnos masti i proteina (M/P) pokozice koji se kod nivoa proteina mleka od
3,4% 1 masti 8% (ogled B2) povecava na 12,83 (Tabela 30). Nasuprot tome, porast
sadrzaja masti u uslovima poviSenog nivoa proteina (4,2%) znaCajno umanjuje
dominaciju masti, tako da se dobijaju ujednacene vrednosti sadrzaja masti pokozice,
uprkos rastu¢em sadrzaju masti u mleku. Istovremeno, ukljucivanje proteina, uprkos
uocljivom padu njihovog procentualnog uces¢a u pokozici, demonstrira jasan trend
porasta njihove apsolutne koli¢ine u pokozici. Drugim re¢ima, porast sadrzaja proteina
u mleku znacajno uti¢e na tok formiranja pokozice i efekat proizasao iz izrazene
povrSinske aktivnosti emulgovane masne faze biva delimi¢no potiskivan proteinskim
uticajem, odnosno viSe ispoljenom tendencijom proteina ka agregiranju. Ovakva
tendencija je vrlo realna, jer porast koncentracije proteina u mleku sa 3,4 na 4,2%
predstavlja porast proteina za 23,5%. Iz literature je poznato da koncentracija proteina,
kada je siriSna koagulacija u pitanju, predstavlja najznacajniji pojedinacni faktor
koagulacije (Puda, 2009). U tom smislu, mozZe se opravdano pretpostaviti da ¢e i u
agregiranju proteina, karakteristicnom za pocetnu fazu procesa formiranja kajmaka,

koncentracija proteina imati vaznu ulogu, $to nasi rezultati i potvrduju.

5.3.1.3 Mleko sa 5% proteina

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka u
zavisnosti od sadrzaja masti mleka, pri 5% proteina mleka, prikazani su u Tabeli 33,
dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u Tabeli 34.

Na osnovu podataka prikazanih u Tabelama 33 i 34 odnosno, grupnim poredenjem
referentnog ogleda (4% masti i 3,4% proteina) i onih sa razli¢itim nivoima masti u
mleku pri 5% proteina, moze se zakljuciti da se podaci vezani za prinos veoma razlikuju

1 da su kod vecine parametara prinosa ustanovljene statisticki znacajne razlike (Prilog,
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Tabela 4). Istovremeno, podaci o sastavu pokozica imaju relativno bliske vrednosti, uz
istovremeno izrazeno variranje unutar pojedinih grupa, Sto kod veéine parametara

prakticno onemucava poredenje.

Tabela 33. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od sadrzaja masti mleka pri
5% proteina mleka

Ogled Sadrzaj, %
(Yom/%p) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PuSM, %
A2 (4/3,4) | 58,50+5,41 7,97+0,07 70,50+4,62 a | 8343+3,13 11,42+0,84
B4 (4/5) | 60,33+4,93 8,25+0,96 70,84+2,11 a | 85,30+8,65 11,63+1,11
B6 (8/5) | 61,83+2,02 8,02+0,44 74,75¢196 a | 82,71+1,15 10,74+0,76

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1)

Tabela 34. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od sadrZaja masti mleka pri 5% proteina mleka

((y?ngqjs/gp) Prinos, ¢ Mast, g Proteini, g SM, g Voda, ¢ M/P

A2 (4/3,4) | 32,28+2,01 a| 18,95+2,88 a| 2,57+0,14 a| 22,67+2,82 a| 9,61+087 a | 7,34%0,73
B4 (4/5) | 40,61+£3,40 b| 2450+2,85 a| 3,36£0,55 b| 28,80£3,16 a| 11,81+0,61 ab | 7,43+1,52
B6 (8/5) | 53,40+4,81 «c| 33,02£3,14 b| 4,2740,31 c| 39,89+3,28 b | 13,51+1,89 b | 7,73+0,64

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vyednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1)

Na osnovu podataka prikazanih u Tabelama 33 i 34 odnosno, grupnim poredenjem
referentnog ogleda (4% masti i 3,4% proteina) i onih sa razli¢itim nivoima masti u
mleku pri 5% proteina, moze se zakljuciti da se podaci vezani za prinos veoma razlikuju
1 da su kod vecine parametara prinosa ustanovljene statisticki znacajne razlike (Prilog,
Tabela 4). Istovremeno, podaci o sastavu pokoZzica imaju relativno bliske vrednosti, uz
istovremeno izrazeno variranje unutar pojedinih grupa, Sto kod vedine parametara
prakticno onemogucava poredenje.

Uporedivanjem tabelarnih vrednosti ogleda B4 i B6 (Tabele 33 i 34) mozemo uociti
da povecanje sadrzaja masti u mleku sa 4 na 8% (pri sadrzaju proteina od 5%) dovodi
do povecanja prinosa za oko 31%, apsolutnog sadrzaja masti I proteina za oko 35%,
odnosno za oko 27%.

Poredenjem ogleda B6 sa standardnim ogledom A2 (Prilog, Tabela 4), moZemo

zakljuciti da postoje statisticki vrlo znacajne razlike u pogledu prinosa pokozica,
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apsolutnih sadrzaja suve materije, proteina i masti (p<<0,01), dok poredenjem ogleda B4
sa standardnim ogledom A2, mozemo zakljuciti da postoje statisticke znacajne razlike u
pogledu prinosa pokozica i apsolutnog sadrzaja proteina (p<0,05). Kod apsolutnog
sadrzaja masti ustanovljene razlike izmedu vrednosti kod posmatranih ogleda (A2, B4)
nisu statisticki znacajne (p>0,05).

Poredenjem ogleda B4 i B6 mozemo zakljuciti da povecanje sadrzaja masti u mleku,
pri 5% proteina, dovodi do statisticki vrlo znacajanih razlika vrednosti prinosa i
apsolutnog sadrzaja suve materije pokozice (p<0,01), kao 1 statisticki znacajnih razlika
(p<0,05) apsolutnih sadrzaja masti i proteina pokozice (Prilog, Tabela 4).

Ako zbirno posmatramo oglede B serije i to uzorke od B1-B6, u kojima je
posmatrano variranje sadrzaja masti mleka pri razli¢itim nivoima proteina mleka, kao i
njihovo poredenje sa referentnim uzorkom A2, moZemo uoditi veoma izrazene
pravilnosti. Ve¢ smo komentarisali pri poredenju grupa uzoraka sa nivoima proteina od
3,4%, odnosno 4,2% (poglavlja 5.3.1.1 i 5.3.1.2), da se sa porastom sadrzaja proteina
mleka umanjuje uticaj rastuceg sadrzaja masti. Uklju¢ivanjem u analizu 1 uzoraka B4 i
B6, kod kojih je sadrzaj proteina mleka 5% jasno se uocava nastavak prethodno
opisanog trenda. Naime, porastom sadrzaja proteina mleka na 5% uocava se dodatno
slabljenje uticaja sadrzaja masti mleka na sastav pokozica, $to se u slu¢aju pomenutih
uzoraka demonstrira nemogu¢noS¢u poredenja podataka. Kada celovito analiziramo
podatke sastava vidimo da se pri 3,4% proteina javljaju izraZene razlike u sastavu, da su
pri 4,2% proteina razlike neznatne (prisutne samo u slu¢aju jednog parametra), dok su u
slu¢aju 5% proteina medusobne razlike izmedu uzoraka toliko male i da su unutar
grupne razlike uslovljene uticajem nekontrolisanih faktora (verovatno ambijentalnih
uslova) prakticno onemogucile poredenje uzoraka. Medutim, kada analiziramo
parametre apsolutnog sadrZaja proteina, situacija je potpuno suprotna. Pri 3,4% proteina
mleka parametre apsolutnog sadrzaja proteina je zbog bliskosti srednjih vrednosti bilo
nemoguce analizirati; pri 4,2% proteina se pokazuju izvesne statisticki znacajne razlike
izmedu pojedinih parametara, dok se u sluaju 5% proteina uocava veoma jasna i
statisti¢ki znacajna, a u pojedinim sluc¢ajevima i vrlo zna¢ajna razlika izmedu ispitivanih

parametara pokozica.
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5.3.2 Uticaj sadriaja proteina mleka na prinos i sastav pokoZica

U okviru analize uticaja sadrzaja proteina mleka na sastav i prinos pokozica, ogledi

su Klasifikovani u tri grupe, u zavisnosti od sadrzaja masti mleka od 4; 6 i 8%.

5.3.2.1 Mleko sa 4% masti

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka u
zavisnosti od sadrzaja proteina mleka, pri 4% masti mleka, prikazani su u Tabeli 35,

dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u Tabeli 36.

Tabela 35. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od sadrzaja proteina mleka
pri 4% masti mleka

Ogled Sadrzaj, %
(%om/%p) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PusM, %
A2 (4/3,4) | 58,50+5,41 7,97+0,07 70,50£4,62 a 83,43+3,13 11,42+0,84 a
B3 (4/4,2) | 62,83%£1,76 7,72+0,19 73,76+£2,12 85,19+1,41 10,47+0,20 a
B4 (4/5) 60,33£4,93 8,25+0,96 70,84+2,11 85,30+8,65 11,63+£1,11 a
* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**\/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1);
Tabela 36. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od sadrzaja proteina mleka pri 4% masti mleka
(‘V?n%ﬁ/gp) Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P
A2 (4/3,4) | 32,28+2,01 a | 18,95+2,88 a| 2,57+0,14 a | 22,67+2,82 a| 9,61+087 a| 7,34+0,73
B3 (4/4,2) | 36,35+1,36 ab | 22,84+0,95 a| 2,81+0,12 a| 26,80+0,69 a| 9,55+1,04 a| 8,14+0,04
B4 (4/5) | 40,61+3,40 b | 24,50+2,85 a| 3,36+0,55 a| 28,80+3,16 a| 11,81+0,61 b| 7,43%1,52

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**V/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1);

Analizom podataka iz Tabela 35 1 36 mozemo zapaziti da variranjem sadrZaja
proteina u mleku sa 3,4 na 5%, pri konstantnoj vrednosti sadrzaja masti od 4%, dolazi
do variranja sadrzaja masti i proteina u uskim, skoro identi¢nim intervalima variranja.
Apsolutne koli¢ine masti 1 proteina variraju u slicnim, mada Sirim intervalima, pri ¢emu
razlike variranja ovih parametara nisu statisti¢ki znacajne.

Povecanjem sadrzaja proteina u mleku sa 3,4 na 5% pri 4% masti dolazi do
povecanja prinosa za oko 26%. Grupnim poredenjem posmatranih ogleda (A2, B3, B4),
uocava se da sadrzaj proteina u mleku ima statisti¢ki znacajan uticaj na prinos i sadrZaj

vode u pokozici (Prilog, Tabela 5). Poredenjem prinosa ogleda A2, B3 i B4,

138




ustanovljene su statisticki veoma znacajne razlike izmedu ogleda A2 i B4 (p<0,01), dok
razlike prosecnih vrednosti prinosa ogleda A2 i B3, kao i ogleda B3 i B4 statisticki nisu
znacajne (Prilog, Tabela 5).

Poredenjem ogleda sa grani¢nim, tj. najmanjim i najve¢im sadrzajem proteina (A2 i
B4) mozemo videti da su indeksi povecanja (IPS), apsolutnog sadrzaja masti, odnosno
proteina, kod uzorka ogleda B4 u odnosu na uzorak A2, skoro identi¢ni i iznose oko
30%. S tim u vezi, interesantno je sagledati dinamiku indeksa povecanja apsolutnih
koli¢ina masti i proteina pokozice kroz uticaj rastucih sadrzaja proteina mleka. Tako,
poredenjem ogleda A2, B3 i B4 mozemo ustanoviti da porast proteina sa 3,4% na 4,2%
favorizuje uticaj masti, koji se ogleda u povecanju apsolutne koli¢ine masti za oko 20%,
dok je porast proteina bio za samo oko 9%. Medutim, daljim povecanjem sadrzaja
proteina u mleku, sa 4,2 na 5% dolazi do promene ponaSanja u smislu preovladujuceg
ukljucivanja proteina u pokozicu, tako da je indeks porasta apsolutne koli¢ine proteina
oko 19%, a masti oko 7%. Navedeni podaci su u saglasnosti sa ranije ustanovljenim
stanoviStem da pri nizem sadrzaju proteina u mleku, rastuéi sadrzaj masti ima

dominantan uticaj na obim uklju¢ivanja i masti i proteina u pokozicu.

5.3.2.2 Mleko sa 6% i 8% masti

Prinosi, sastav 1 apsolutni sadrzaji komponenata sastava uzoraka pokozica dobijenih
u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka u zavisnosti od sadrZaja proteina mleka,

pri 6 i 8% masti mleka prikazani su u Tabeli 37.

Tabela 37. Prinosi, sastav, apsolutne koli¢ine i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od sadrzaja proteina mleka pri 6 1 8% masti mleka

Ogled . Sadrzaj, % Apsolutni sadrzaj,
(%rg/%p) Prinos, g Mast, % : Proteini, % Massg Prthe?ni, g M/P
B1(6/3,4) | 38,74+3,40 a | 62,83+4,65 6,49+0,65 a| 24,26x1,44 a| 2,52+0,43 a| 9,81+1,77
B5 (6/4,2) | 46,91+0,87 b | 65,50+2,78 7,24+0,17 a| 30,7241,17 b| 3,40£0,10 b 9,04+0,21
B2 (8/3,4) | 40,67+1,53 a| 70,67+4,65 a| 555+0,42 a| 28,70+1,05 a| 2,26x0,25 a| 12,83+1,78 a
B6 (8/5) 53,40+4,81 b | 61,83+2,02 b| 8,02+0,44 b| 33,02+3,14 a| 4,27+0,31 b| 7,7320,64 b

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vyrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati grupnim poredjenjem(F-kolicinik <1)

Analiziranjem podataka statisticke analize posmatranih grupa moZemo uociti
izrazen uticaj povecanja sadrzaja proteina u mleku na sastav pokozice, pri ¢emu je

izrazeniji pri ve¢im sadrzajem masti (Tabela 37). Poredenjem ogleda B2 i B6
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ustanovljen je vrlo znacajan uticaj proteina mleka (p<0,01) na procentualno i apsolutno
ucesce proteina u pokozici, kao i na odnos masti i proteina u pokozici (Prilog, Tabela 7).
U isto vreme porast sadrzaja proteina mleka sa 3,4% na 5% ima znacajan uticaj na
procentualno uces¢e masti u pokozici (p<0,05).

Analiziranjem grupnih poredenja ogleda B1 i BS, odnosno ogleda B2 i B6, (Prilog,
Tabela 7), mozemo zakljuciti da porast proteina i pri 6% i 8% masti mleka ima
statisti¢ki znacajan uticaj na povecanje prinosa pokozica, koje iznosi 21% odnosno 31%
(Tabela 37). Interesantno je zapaziti da indeksu povecanja prinosa kod ogleda sa ve¢im
sadrzajem masti dominanto doprinose proteini. Naime, kod ogleda sa 8% masti (B2 i
B6) moze se ustanoviti da masti, iako su zna¢ajno uvecane, gube primat nad proteinima,
tako da procentualno uce$¢e masti ima pad za oko 12,5%, dok ucesce proteina belezi
porast od oko 44,5%. U isto vreme, apsolutne vrednosti masti se povecavaju za samo
15,1%, dok proteini rastu za ¢ak 88,9%.

Posmatranjem ogleda sa manjim sadrzajem masti uoCava se drugacija Situacija,
odnosno, vise ujednacen uticaj povecanih sadrzaja proteina mleka u odnosu na
prethodnu grupu ogleda. Naime, povecanjem sadrzaja proteina u mleku, dolazi do
povecanja svih komponenata pokozice, pri ¢emu je porast procenualnog ucesca proteina
dvostruko veéi od porasta procentualnog sadrzaja masti. Takode, i porast apsolutnih
kolic¢ina proteina je za oko 30% veci od porasta apsolutne koli¢ine masti u pokozici.

Na osnovu ovih ogleda moglo bi se zakljuciti da, i pored pove¢anog uces¢a masti u
mleku, pojacan sadrzaj proteina od 4,2, i posebno od 5%, ima dominantan uticaj na
sastav pokozica. Preovladujuci uticaj proteina je viSe izrazen kod viseg nivoa proteina u

mleku, bez obzira na veliko u¢e$¢e masti u mleku, koje je u naSem slucaju iznosilo 8%.

5.3.3 Uticaj dodatih proteina surutke mleka na prinos i sastav pokoZica

U okviru analize uticaja dodatih proteina surutke u mleko za formiranje kajmaka, na
sastav 1 prinos pokozica, ogledi su, na osnovu sastava mleka, grupisani u tri grupe, i to
prema sledecem: 4% masti i 3,4% proteina; 6% masti i 4,2% proteina; i 8% masti i 5%

proteina. Proteini surutke su dodavani u koli¢ini od 0,6%.
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5.3.3.1Mleko sa 4% masti i 3,4% proteina

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka
od mleka sa 4% masti i 3,4% proteina, bez i sa dodatim proteinima surutke, prikazani su

u Tabeli 38, dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani
u Tabeli 39.

Tabela 38. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od dodatih proteina surutke u
mleko sa 4% masti i 3,4% proteina

Ogled Sadrzaj, %
(Yom/%p) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PusM, %
A2 (4/3,4) | 58,50+5,41 7,97+0,07 70,50+4,62 83,43+3,13 a | 11,42+0,84
B7 (A2 +sp.) | 58,67+2,02 7,90+0,22 68,10+4,05 86,24+220 a | 11,62+0,65

*U zagradama su dati sadrZaji masti/proteina u mleku, dodati proteini surutke su oznaceni sa (Sp)
**Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

***\/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou
p>0,05;

****\rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati grupnim poredenjem(F-kolicinik
<1);

Tabela 39. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od dodatih proteina surutke u mleko sa 4% masti i 3,4% proteina

Ogled . -

(%m/%p) Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P
A2 (4/34) | 32,28+2,01 a|18,95+2,88 a| 2,57#0,14 a| 22,67+2,82 a| 9,61+0,87 a| 7,34%0,73
B7(A2 +sp.) | 46,7748,20 b| 27,33+3,82 b| 3,69+0,59 b| 31,64+3,66 b| 1513457 a| 7,43%0,25

*Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

**\/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati grupnim poredenjem (F-kolicinik
<1).

Iz podataka prikazanih u Tabelama 38 1 39, odnosno grupnim poredenjem
parametara ogleda B7 i standardnog ogleda A2, moze se uociti da dodatak proteina
surutke u koli¢ini od 0,6% u mleko sastava 4% masti i 3,4% proteina dovodi do
promena u prinosu i sastavu pokozica. Kada posmatramo broj¢ane vrednosti parametara
ovih ogleda (Tabele 38 i 39), mozemo videti da dodatkom proteina surutke
procentualno uceS¢e masti 1 proteina ostaje skoro nepromenjeno. Medutim, dodatak
proteina surutke dovodi do znacajnog skoro podjednakog porasta apsolutnih koli¢ina i
masti i proteina u pokozici za oko 44%, kao i prinosa za oko 45%. U tom smislu, kada
posmatramo statistiCku analizu prinosa 1 apsolutnih vrednosti parametara sastava
(Prilog, Tabela 8) mozemo izvesti zakljucak da dodatak proteina surutke, ima statisticki
znacajan uticaj na prinos i na sadrzaje komponenti sastava pokozice (p<0,05), dok u isto

vreme, procentualna uc¢es¢a masti i proteina se ne mogu uporedivati jer dolazi do veoma
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velikih varijacija unutar grupe (koje su veée od varijacija izmedu grupa). Ovakvi podaci
ukazuju da proteini surutke svojim prisustvom znacajno doprinose obimnijem

ukljuc¢ivanju, kako proteina, tako i masti u sastav pokozica i kajmaka.

5.3.3.2 Mleko sa 6% masti i 4,2% proteina

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka
od mleka sa 6% masti i 4,2% proteina, bez i sa dodatim proteinima surutke, prikazani su
u Tabeli 40, dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani
u Tabeli 41.

Tabela 40. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od dodatih proteina surutke u
mleko sa 6% masti i 4,2% proteina

Ogled Sadrzaj, %

(%om/%p) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PuSM, %

B5 (6/4,2) 65,50+2,78 a| 7,24+0,17 a| 74,0242,04 a | 88,47+182 a | 9,78+0,21

B8 (B5 +sp.) | 60,671,76 a| 7,91#0,49 a| 72,34+198 a | 8386+113 b | 10,95:0,81

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;

Tabela 41. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od dodatih proteina surutke u mleko sa 6% masti i 4,2% proteina

Ogled

(%m/%p) Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P
B5 (6/4,2) 46,91+0,87 | 30,72£1,17 a| 3,40£0,10 34,71+0,62 a| 12,20£1,13 9,04+0,21 a
B8 (B5 +5sp.) | 44,33t594 | 26,84+309 b| 353:0,68 |32,04+409 a| 1229+211 | 7,69+0,67 b

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

**V/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati grupnim poredenjem (F-kolicinik
<1);

Iz podataka prikazanih u Tabelama 40 1 41, odnosno grupnim poredenjem
parametara ogleda B5 i ogleda B8, u kome su dodati proteini surutke, moze se uoditi
razlika u odnosu na prethodnu grupu poredenja (mleko standardnog sastava kome su
dodati proteini surutke). Na prvi pogled, izgleda da dodatak proteina surutke u koli¢ini
od 0,6% u mleko fortifikovanog sadrzaja i masti i proteina (6% masti i 4,2% proteina),
ne dovodi do znacajnith promena u ponaSanju komponenata mleka. Grupnim
poredenjem ova dva ogleda (Prilog, Tabela 8), moze se zakljuciti da dodatak proteina
surutke nema znacajan uticaj na procentualne i apsolutne sadrzaje komponenata sastava

(p>0,05), dok prinos i apsolutni sadrzaji proteina, dodatakom proteina surutke,
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pokazuju veoma velike varijacije unutar grupe, vecih od varijacija izmedu grupa, te se
stoga ovi parametri ne mogu uporedivati (Prilog, Tabela 8). Kada posmatramo broj¢ane
vrednosti parametara masti i proteina pokozice (Tabele 40 i 41), moZzemo videti da
dodatkom proteina surutke dolazi do blagog pada procentualnog (sa 65,5% na 60,67%) i
apsolutnog ucesc¢a masti sa 30,729 na 26,84g. Istovremeno dolazi do blagog povecanja
procentualnog (sa 7,24% na 7,91%) i apsolutnog ucesca proteina sa 3,409 na 3,530.
Medutim, prinosi beleze pad vrednosti sa izrazenim variranjima unutar uzorka, pri
¢emu je koeficijent varijacije, (Prilog, Tabela 12), izrazeniji kod ogleda B8 (13,41%) u
odnosu na prinos ogleda B5 (1,85%).

Ako detaljnije analiziramo uticaj dodatih proteina surutke na proces formiranja
pokoZica mozemo zapaziti da je dodatak proteina surutke doprineo porastu znacaja
proteina u procesu formiranja pokozice. Naime, analiziranjem prethodnih ogleda je
ustanovljeno da porast sadrzaja ukupnih proteina mleka dovodi do izrazenije uloge
proteina u procesu nastajanja pokozice, pri cemu se smanjuje vrednost odnosa M/P, dok
prinos raste. Dodatkom proteina surutke se dodatno pojacava opisani trend, pa tako
pokoZica formirana na mleku sa 4,2% proteina i 6% masti, u slu¢aju dodavanja proteina
surutke, pokazuje dodatno smanjenje apsolutne koli¢ine masti (za oko 12,6%), uz
istovremeno dodatno povecanje apsolutne koli¢ine proteina (za oko 3,8%), §to rezultira
u smanjenju odnosa M/P sa 9,04 na 7,69 (Tabela 41). Napred navedeno smanjenje
apsolutne koli¢ine masti uz istovremeno poveéanje apsolutne koli¢ine proteina, za

posledicu je imalo blago smanjenje prinosa.

5.3.3.3 Mleko sa 8% masti i 5% proteina

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka
od mleka sa 8% masti i 5% proteina, bez i sa dodatim proteinima surutke, prikazani su u
Tabeli 42, dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u
Tabeli 43.

Iz podataka prikazanih u Tabelama 42 1 43, odnosno grupnim poredenjem
parametara ogleda B6 sa ogledom B9 kome su dodati proteini surutke, moze se uociti
slicnost u odnosu na prethodnu grupu poredenja (mleko pojaanog sastava kome su

dodati proteini surutke). I kod ovog seta ogleda moze se izvesti zakljucak da dodatak
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proteina surutke u koli¢ini od 0,6% u mleko izrazito pojacanog sadrzaja i masti i
proteina (8% masti i 5% proteina), ne dovodi do znacajnih promena u ponaSanju

komponenata mleka, koje bi se reflektovale na sastav pokozica (Prilog, Tabela 8).

Tabela 42. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od dodatih proteina surutke u
mleko sa 8% masti i 5% proteina

Ogled Sadrzaj, %

(%om/%p) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PuSM, %

B6 (8/5) 61,83+2,02 a| 8,02+0,44 a| 74,75#1,96 a | 82,71+1,15 10,74+0,76  a
B9 (B6 +sp.) | 58,50+4,36 a| 9,04+0,60 a | 70,07+4,96 a | 83,48+1,23 12,98+176 a

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

**\/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati grupnim poredenjem (F-kolicinik
<1);

Tabela 43. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od dodatih proteina surutke u mleko sa 8% masti i 5% proteina

Ogled . -

%m/%p) | Tnos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P

B6 (8/5) | 5340+4,81 | 33,02¢3,14 a| 427+03L | 39,89+328 a| 13514189 | 7,73:0,64 a
B9 (B6 +sp.) | 51,61£694 | 30,00+2,04 a| 4,69+093 | 3593+2,31 a| 1567+471 | 651+088 a

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

**\/rednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati grupnim poredenjem (F-kolicinik
<1);

Grupnim poredenjem ova dva ogleda moze se zakljuéiti da dodatak proteina surutke
nema znacajan uticaj na procentualne i apsolutne sadrzaje komponenata sastava
(p>0,05), dok se apsolutne koli¢ine proteina i prinosa ne mogu vrsiti poredenja. Kada
posmatramo brojéane vrednosti parametara masti i proteina pokozica (Tabele 42 i 43),
mozemo ustanoviti slicne trendove kao kod prethodnog ogleda. Dodatkom proteina
surutke dolazi do blagog pada procentualnog (sa 61,83% na 58,50%) i apsolutnog
sadrzaja masti sa 33,029 na 30,00g. U isto vreme dolazi do blagog povecanja
procentualnog (sa 8,02% na 9,04%) i apsolutnog sadrzaja proteina sa 4,279 na 4,69g.
Medutim, koli¢ine prinosa beleze pad vrednosti sa izrazenim variranjima unutar uzorka
(Tabela 43).

Komentarisani rezultati su u potpunoj saglasnosti sa prethodno opisanim podacima u
odeljcima 5.3.1 i 5.3.2. Detaljnijim analiziranjem se uocava da dodatak proteina surutke
indukuje dodatno pojacavanje uticaja proteina na proces formiranja pokozice, Sto se
jasno sagledava kroz indeksno posmatranje parametara sastava (indeks pada ucesca

masti u pokozici iznosi 5,4, dok indeks porasta ucesca proteina iznosi 12,7%).
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5.3.4 Uporedna analiza uticaja sadriaja masti i proteina mleka na prinos i sastav
pokoZica

Pri analiziranju sastava pokozica uzoraka B1-B6 mozemo uociti izvesne pravilnosti
U uticaju sadrzaja masti, odnosno, proteina u mleku na sadrzaj masti i proteina u
pokozici. Generalno, mozemo zakljuciti da se sa porastom sadrzaja proteina u mleku
umanjuje uticaj rastuc¢eg sadrzaja masti u mleku. Karakter i intenzitet uticaja proteina u
mleku preovladujuce zavisi od njihove koncentracije u mleku. Na osnovu rezultata ovog
seta ogleda mozemo pretpostaviti da u slucaju rastuéeg sadrzaja proteina mleka, pri
razli¢itim koncentracijama masti mleka, u jednom momentu, odnosno pri odredenoj
koncentraciji proteina u mleku, dolazi do promene karaktera njihovog uticaja. Tako npr.
kod mleka sa 4% masti, porast proteina u mleku sa 3,4% na 4,2% favorizuje uticaj
masti, Sto rezultira povecanjem koli¢ine masti pokozice za oko 20%, a proteina za samo
oko 9%. Medutim, daljim povecanjem sadrzaja proteina u mleku, sa 4,2% na 5%, dolazi
do promene karaktera ponasanja u smislu preovladujueg ukljucivanja proteina u
pokozicu, tako da je indeks porasta proteina oko 19%, a masti oko 7%. Intenzitet
preovladujuéeg uticaja proteina je jaCe izrazen pri visem nivou proteina u mleku, bez
obzira na veliko uceS¢e masti u mleku, koje je iznosilo 8%. Tako, pri viSem nivou
proteina u mleku (5%), povecanje sadrZzaja masti sa 4 na 8% dovodi do povecanja
sadrzaja masti pokozice za samo 2,5%. Medutim, pri nizem nivou proteina u mleku
(3,4%), uticaj proteina je daleko manji, tako da povecanjem sadrzaja masti u mleku sa 4
na 8% dolazi do skoka sadrzaja masti pokozice za oko 20%.

Pri analiziranju sastava pokozica uzoraka B7-B9 sagledava se uticaj dodatih
proteina surutke na sadrzaj masti i proteina pokozica. Dodatak proteina surutke
doprinosi povecanju znaCaja proteina u procesu formiranja pokozice. Naime,
analiziranjem ovih ogleda je ustanovljeno da porast sadrzaja ukupnih proteina mleka
dovodi do pojacane uloge proteina u procesu nastajanja pokozice, pri ¢emu se smanjuje
brojna vrednost odnosa M/P, dok vrednost prinosa raste.

Na osnovu poredenja rezultata referentnog ogleda (A2) sa ogledima izvedenim uz
dodatavanje proteina surutke (B7, B8 i B9), mozemo zakljuciti da proteini surutke
svojim prisustvom doprinose znacajnom povecanju ukljucivanja vec¢ih koli¢ina i
proteina i masti u pokozicu, pri ¢emu njihovi indeksi (Sm 1 Sp) variraju u uskim

granicama. Zanimljivo je zapaziti da indeksi masti 1 proteina ostaju prili€no stabilni ¢ak

145



I u uslovima kada je u velikoj meri izmenjen inicijalni sastav mleka kome su dodati
proteini surutke (Grafikon 22). Naime, kada posmatramo podatke sastava pokozica
ogleda sa dodatim proteinima surutke B7, B8, B9 i referentnog ogleda A2 (Tabela 44)
mozemo uociti da sadrzaji masti uzoraka pokozica imaju vrlo bliske vrednosti, pri ¢emu
ogled B9 i referentni ogled imaju identi¢ne vrednosti (58,5%). Sadrzaj proteina varira u
uskim granicama, izuzev ogleda sa najve¢im sadrzajem ukupnih proteina,(B9).
Medutim, kada posmatramo apsolutne koli¢ine komponenata sastava pokozica B7, B8 1
B9, mozemo konstatovati izrazit porast aplosutnog sadrzaja masti za oko 44,2%; 41,6%
I 58,3%, odnosno proteina za 43,6%; 37,4% i 82,5% u odnosu na uzorak A2. Kao
rezultat navedenog imamo povecanje prinosa pokozica za 44,9% kod ogleda B7; 37,3%

kod ogleda B8 1 ¢ak 59,9% kod ogleda B9.
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Grafikon 22. Indeksi masti i proteina (A) i uporedni prikaz prinosa i apsolutnih sadrzaja
masti i proteina (B) uzoraka pokozica referentnog ogleda A2; i ogleda sa

dodatim proteinima surutke B7, B8 i B9
U zagradama su dati sadrZaji masti/proteina u mleku, dodati proteini surutke su oznaceni
sa (sp)

Tabela 44. Uporedni prikaz prinosa, procentualnih i apsolutnih sadrzaja masti i proteina
u uzorcima pokozica

Ogled (%m/%p) | Prinos, g Mast, % Proteini, % Mast, g Proteini, g
A2 (413,4) 32,28 58,50 7,97 18,95 2,57
B7 (4/3,4 + sp) 46,77 58,67 7,90 27,33 3,69
B8 (6/4,2 + sp) 44,33 60,67 7,91 26,84 3,53
B9 (8/5 + sp) 51,61 58,50 9,04 30,00 4,69
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5.3.5 Uticaj sastava mleka na distribucija proteinskih frakcija

Uticaj sastava mleka na distribuciju proteinskih frakcija je sagledan

karakterizacijom proteinskih frakcija mleka pre i preostalog nakon formiranja pokozica,
I formiranih pokozica.

5.3.5.1 Karakterizacija proteinskih frakcija mleka pre formiranja pokoZica

Elektroforegrami uzoraka mleka pre formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od
sastava mleka, analizirani SDS PAG elektroforezom u redukuju¢im i neredukuju¢im
uslovima prikazani su na Slikama 15 i 16. Denzitometrijskom analizom ustanovljeno je
od 7-11 frakcija, koje smo radi jednostavnijeg i preglednijeg prikazivanja, grupisali kao
u odeljku 5.2.2.1.

LMLEXO PRE LE Frakcije

e §f e gy - gump— velikih mol.

masa (FVMM)
i
T - - - kazeina (FK)
L L LB 1 Bl
Frakcije dom.
proteina
surutke

- T B4 ¢ 7 ‘8§ 9 0 1112 13 (FDSP)

Slika 15. SDS elektroforegram uzoraka mleka pre formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti
od sastava mleka, analiziranih u redukuju¢im uslovima: 1. Standard os-CN; 2. Standard
B-CN; 3. Standard mol. mase 14.200-66.000; 4. Sirovo mleko; 5-13. Uzorci mleka pre
formiranja pokozica ogleda B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8 i B9.
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Slika 16. SDS elektroforegram uzoraka mleka pre formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti
od sastava mleka, analiziranih u neredukuju¢im uslovima: 1. Standard as-CN; 2.
Standard B-CN; 3. Standard k-CN; 4. Standard mol. mase 14.200-66.000; 5-13. Uzorci mleka
pre formiranja pokozica ogleda B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8 i B9.
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Distribucija grupa proteinskih frakcija u uzorcima mleka pre formiranja pokozica
dobijenih u zavisnosti od sastava mleka, prikazana je na Grafikonu 23, distribucija
frakcija kazeina u ukupnim kazeinima na Grafikonu 24, dok su njihovi medusobni
odnosi kao i odnosi izmedu FDSP prikazani u Tabeli 45.

Kada posmatramo rezultate denzitometrijske analize uzoraka mleka pre formiranja
pokozica (Grafikon 23) uocava se izrazeno smanjenje uc¢e$¢a FDSP i povecanje frakcija
FVMM u neredukuju¢im uslovima u odnosu na iste u redukujué¢im uslovima. U okviru
ogleda u neredukuju¢im uslovima, ué¢eS¢e FVMM u uzorcima ogleda B1-B6 pokazuje
manji obim variranja, u rasponu od oko 21,5% do 27%, dok uzorci ogleda B7-B9, kod
kojih su dodati proteini surutke pokazuju neSto izrazenije variranje (17-28%). U
redukuju¢im uslovima je znatno manji udeo frakcija FVMM, §to je 1 ocekivano.
Molekulske mase frakcija grupe FVMM u neredukujuc¢im uslovima se kre¢u u rasponu
od oko 68.000 do 115.000, dok su u redukujué¢im uslovima prisutne frakcije manjih
molekulskih masa, iz grupe FVMM, koje se kre¢u u rasponu od oko 50.000 do oko
98.000.

Poredenjem frakcija FVMM u redukuju¢im uslovima uzoraka proizvedenih u
ogledima serija B (uticaj sastava mleka) i A (uticaj termic¢kog tretmana mleka) mozemo
zapaziti da su one zastupljene u slicnom ukupnom iznosu, kao i da su u njima prisutne
frakcije slicnih molekulskih masa, pri ¢emu, kod obe serije ogleda, dominira frakcija
molekulske mase od oko 68.000. Medutim, kada uporedimo proteinske frakcije
identifikovane u neredukuju¢im uslovima iz grupe FVMM ogeda serije B i A, moZemo
uociti da su kod ogleda iz serije B identifikovane frakcije ve¢ih molekulskih masa, koje
su istovremeno zastupljene i u veéem ukupnom procentualnom iznosu. Frakcije
najve¢ih molekulskih masa su identifikovane analizom mleka pre formiranja pokozica,
ogleda B6, koje se odlikuje najve¢im sadrzajem i masti (8%) i proteina (5%).
Interesantno je zapaziti da uzorak B9 sa identi¢nim sastavom mleka kao uzorak B6, uz
dodatak proteina surutke, ima unutar grupe FVMM frakcije sa manjim molekulskim
masama. Moguce objasnjenje moze biti gubitak frakcija veoma velikih molekulskih
masa, koje su verovatno zaostale na ulazu u gel za koncentrisanje, a Sto je posebno

uocljivo kod elektroforegrama uzoraka ogleda B serije.
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Grafikon 23. Distribucija proteinskih frakcija uzoraka mleka pre formiranja pokozica

dobijenih u zavisnosti od sastava mleka
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujuéim uslovima

Kada posmatramo uces$¢e kazeinskih frakcija u ukupnim kazeinima u uzorcima
mleka pre formiranja pokozica ogleda serije B, kao i njihov medusobni odnos (Grafikon
24, Tabela 45) mozemo uociti da sadrzaji as-CN, s jedne strane, i B i k-CN, s druge
stane, variraju u uskim granicama i imaju bliske vrednosti u poredenju sa Sirovim
mlekom. Medusobni odnos izmedu kazeinskih frakcija os/(B+k) je stabilan i u
redukuju¢im i u neredukujué¢im uslovima, ¢ak i u uzorcima sa dodatim proteinima
surutke (Grafikon 24, Tabela 45). Stabilnost posmatranih odnosa izmedu kazeinskih
frakcija je ustanovljena i kod uzoraka ogleda serije A (odeljak 5.2.2.1). Stabilni odnos
izmedu kazeinskih frakcija, kao 1 njihove sli¢nosti sa uzorcima sirovog mleka smo
objasnili stabilnos¢u kazeinske micele. Rezultatima ogleda serije B mozemo potvrditi
iznetu pretpostavku o stabilnosti tj. slabo izrazenoj disocijaciji kazeinske micele pri
normalnoj vrednosti pH mleka.

Kada posmatramo odnose izmedu, FDSP moZemo zapaziti da se u neredukujué¢im

uslovima njihov odnos menja u pravcu izraZzenog smanjenja ucesca B-LG.
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Grafikon 24. Distribucija frakcija kazeina u ukupnim kazeinima sirovog mleka i
uzoraka mleka pre formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od

sastava mleka
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujucim uslovima

Tabela 45. Odnosi izmedu frakcija kazeina i proteina surutke sirovog mleka i uzoraka
mleka pre formiranja pokozica dobijenih u zavisnosti od sastava mleka

uzogﬁglrzlapggseglzGE Ogled as-CN/(B+k)-CN |  B-LGla-LA
Sirovo mleko 1,00 4,98
Bl 1,09 5,28
B2 1,07 4,25
B3 1,04 6,93
B4 0,99 6,22
Redukujuéi uslovi B5 1,00 1,77
B6 1,01 8,26
B7 1,06 6,87
B8 1,09 6,60
B9 1,11 8,70
Sirovo mleko 0,98 2,30
Bl 0,96 0,84
B2 0,96 /
B3 0,92 0,61
Neredukujuci B4 0,89 0,46
uslovi B5 1,00 1,25
B6 0,98 0,74
B7 0,93 0,83
B8 0,89 0,92
B9 0,88 2,23

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujucim uslovima
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5.3.5.2. Karakterizacija proteinskih frakcija pokozica

Elektroforegrami uzoraka pokozica, u zavisnosti od sastava mleka, analizirani SDS
PAG elektroforezom u redukuju¢im i neredukujuc¢im uslovima prikazani su na Slikama
17 i 18. Distribucija grupa proteinskih frakcija kao i njihovi medusobni odnosi prikazani
su u Tabeli 46 i Grafikonu 25. Distribucija frakcija kazeina u ukupnim kazeinima
prikazana je na Grafikonu 26, a njihovi medusobni odnosi kao i odnosi izmedu FDSP

prikazani su u Tabeli 47.
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Slika 17. SDS elektroforegram uzoraka pokozica, dobijenih u zavisnosti od sastava
mleka, analiziranih u redukuju¢im uslovima: 1. Standard as-CN; 2. Standard B-CN;

3. Standard mol. mase 14.200-66.000; 4-12. Uzorci pokozica ogleda B1, B2, B3, B4, B5, B6,
B7, B8 i B9.
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Slika 18. SDS elektroforegram uzoraka pokozica, dobijenih u zavisnosti od sastava
mleka, analiziranih u neredukuju¢im uslovima: 1. Standard as-CN; 2. Standard B-

CN; 3. Standard mol. mase 14.200-66.000; 4-12. Uzorci pokozica ogleda B1, B2, B3, B4,
B5, B6, B7, B8 i B9.

151



Tabela 46. Distribucija grupa proteinskih frakcija i odnos FDSP/FK uzoraka pokozica
dobijenih u zavisnosti od sastava mleka

Nadin pripreme Ucesce frakcija, % Odnos frakcija
uzori,'ff\éaESDS Ogled | ty/pm FK FDSP | %FDSP/%FK
B1 6,02 6503 | 2895 0,44
B2 6,78 66,73 | 26,50 0,40
B3 6,74 67.65 | 2561 0,39
s B4 8,36 6732 | 2432 0,36
Ress‘fll;‘f}ium B5 5,33 69,81 | 24,86 0,36
B6 711 67,98 | 2491 0,37
B7 4,80 57,85 | 37,35 0,65
B8 5,38 59,41 | 3521 0,59
B9 5,22 5921 | 3557 0,60
B1 19,69 | 80,31 0 0
B2 1854 | 8146 0 0
B3 20,06 | 79,94 0 0
o B4 2162 | 78,39 0 0
Neredukujuéi B5 1850 | 8150 0 0
uslovi
B6 17,74 | 8226 0 0
B7 1552 | 8448 0 0
B8 12,83 | 87,17 0 0
B9 13,05 | 86,95 0 0

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujucim uslovima
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Grafikon 25. Distribucija proteinskih frakcija uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti

od sastava mleka
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujucim uslovima

Analizom rezultata denzitometrijske analize uzoraka pokozica u redukujuéim

uslovima se uocava da se kod uzoraka B1-B6 uces¢e FK u ukupnim proteinima krece u

intervalu od 65,03% do 69,81%, uces¢e FDSP u intervalu od 24,86% do 28,95%, dok je
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zastupljenost FVMM u intervalu od 5,33% do 8,36%. Poredenjem distribucije
proteinskih frakcija pokozica sa njihovom distribucijom u mleku pre formiranja
pokozica (odeljak 5.3.5.1), uofava se znaCajan pad uceSca kazeinskih frakcija i
istovremeni znacajan porast uce$¢a FDSP. Ovakva kretanja su rezultirala da se
medusobni odnos FK/FDSP, koji se u mleku nalazi u uskom intervalu, prose¢no oko
0,18, povecao i u pokozici iznosi prose¢no oko 0,39 (od 0,36 do 0,44). Promena odnosa
FK/FDSP jasno ukazuje da je u nastanku pokoZice prisutan selektivni mehanizam
ukljucivanja pojedinih proteinskih frakcija mleka, koji favorizuje uklju¢ivanje proteina
surutke, a umanjuje uéesée kazeina. Istovremeno, promena sastava mleka nije znac¢ajno
uticala na afinitet ni proteina surutke, ni kazeina ka uklju¢ivanju u pokozicu.

Analizom uzoraka, u redukujué¢im uslovima, kod kojih su dodati proteini surutke
(uzorci B7-B9) jasno se vidi da se uce$¢e proteina surutke u ukupnim proteinima
pokozice dodatno povecalo i kretalo se u intervalu od 35,21% do 37,35%, a da se ucesce
kazeinskih frakcija dodatno smanjilo i kretalo se u intervalu od 57,85% do 59,41%, sto
je rezultovalo da se medusobni odnos FDSP/FK povecao i kretao se u intervalu 0,60 do
0,65 (Tabela 46). Vrlo je interesantno uporediti odnos FDSP/FK uzoraka termicki
tretiranog mleka i pokozica ogleda B7-B9 (odeljak 5.3.5.1). Naime, pri analizi uzoraka
ogleda B7-B9 uocen je sukcesivni porast nivoa proteina u mleku sa 3,4% na 4,2%,
odnosno 5%, $to je imalo za posledicu da se kod pomenutih uzoraka mleka odnos
FDSP/FK smanjuje sa 0,34 na 0,27, odnosno 0,19. Medutim, odnos FDSP/FK uzoraka
pokozica je bio prilicno stabilan. Konstantnost odnosa FDSP/FK uzoraka pokozice,
uprkos njihovom opadaju¢em odnosu u mleku ukazuje da uticaj koji proizilazi iz
dodatka proteina surutke u mleko ima znatno snazniji efekat na tok formiranja pokozice
od efekta porasta koncentracije ukupnih proteina mleka. Iz pomenute analize se moze
zakljuciti da su proteini surutke znacajniji faktor formiranja pokozice od kazeina.
Imajuéi u vidu da smo u prethodnim analizama istakli da je uloga proteina mleka u
nastanku pokozice daleko snaZnija od uloge masti, to se kao celoviti zaklju¢ak moze
ista¢i da na formiranje pokozice najsnazniji uticaj imaju proteini surutke, nesto slabiji
uticaj ima kazein, dok mlecna mast ima najmanje snazan uticaj na tok formiranja
pokoZice.

Poredenjem grupa frakcija pokoZica u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima

mozemo uociti potpuni izostanak frakcija FDSP u neredukuju¢im uslovima, na osnvu
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¢ega mozemo zakljuciti da su svi proteini surutke u pokozici prisutni u formi disulfidno
vezanih kompleksa. Pomenuto smanjenje, tj. potpuni nestanak FDSP u neredukujué¢im u
odnosu na redukujuc¢e uslove (gde je iznosilo od 24,32-37,35%), je vece od povecanja
uc¢es¢a FVMM u neredukujué¢im uslovima sa iznosom od 12,83-21,62%. U isto vreme
FK su se znatno povecale i imaju vrednosti iznad uobicajenih za sastav mleka (78,39-
87,17%). Ovo zapazanje navodi na zakljucak da je jedan deo proteina surutke prakti¢no
izgubljen za analizu. Postojanje izraZzene koliCine proteinskog materijala zarobljenog na
ulazu u gel za koncentrisanje daje osnovu za pretpostavku da su u pitanju frakcije
veoma velikih molekulskih masa, koje u svom sastavu verovatno u znacajnoj meri
sadrze frakcije iz grupe FDSP.

Kada posmatramo distribuciju tj. u¢es¢e pojedinih kazeinskih frakcija u ukupno
izdvojenim kazeinima (Grafikon 26), uocava se da je odnos izmedu pojedinih
kazeinskih frakcija slican kao kod sirovog mleka, odnosno kod mleka pre formiranja
pokozica (odeljak 5.3.5.1) i da ga odlikuju bliske vrednosti, koje su veoma stabilane,
kako u redukuju¢im, tako i u neredukuju¢im uslovima. Ovakav rezultat potvrduje vec
iznetu pretpostavku da proces formiranja pokozice prakticno ne utice na medusobne
odnose izmedu pojedinih kazeinskih frakcija u sastavu pokozice. Takode, moze se
pretpostaviti da se kazein u pokozicu preovladujuce ukljucuje u micelarnoj formi, ¢ime
se prakticno omogucava zadrzavanje stabilnih medusobnih odnosa pojedinih kazeinskih
frakcija. Pomenuti odnosi kazeinskih frakcija u pokozici su stabilni, ¢ak i kad je sastav
mleka prilicno izmenjen u odnosu na tipi¢ni. MoZemo zakljuciti da sastav mleka, pa ¢ak
ni dodatak proteina surutke (u priblizno dvostrukoj koli¢ini od tipi¢no prisutne u mleku)
ne uticu na medusobni odnos kazeinskih frakcija koje se uklju¢uju u pokozicu.
Medutim, kada posmatramo odnose izmedu, B-LG i a-LA, u redukuju¢im uslovima
(Tabela 46) mozemo videti da se njihov odnos menja pod uticajem hemijskog sastava
mleka. Medutim, iz raspolozivih podataka nije moguce sagledati pravilnosti u uo¢enim
promenama. Najmanje vrednosti pomenutog odnosa su ustanovljene kod ogleda B7, B8
I B9 kod kojih su dodati proteini surutke, bez obzira na sadrzaj ukupnih proteina u
mleku. Znacajna disperzija vrednosti medusobnog odnosa proteina surutke u uzorcima
pokozica ukazuje da je ovom pitanju potrebno u budu¢im istrazivanjima posvetiti vecu

paznju.
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Denzitometrijskom analizom elektroforegrama pokozica dobijenih u redukujuc¢im
uslovima u grupi FVMM identifikovane su frakcije ¢ije se molekulske mase kre¢u u
rasponu od oko 53.000 do oko 86.000. Kod svih ogleda preovladujuce uéesée imaju tri
frakcije, ¢ije su molekulske mase od oko 68.000-72.000, odnosno 76.000 i 82.000.
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Grafikon 26. Distribucija kazeinskih frakcija u ukupnim kazeinima uzoraka pokozica

dobijenih u zavisnosti od sastava mleka
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujucim uslovima

Tabela 47. Odnosi izmedu frakcija kazeina i proteina surutke uzoraka pokozica
dobijenih u zavisnosti od sastava mleka

Nacin
Dorakaza | Odled | asCN/B+HO-CN | B-LG/a-LA
SDS PAGE
Bl 0,97 3,38
B2 1,02 5,09
B3 1,03 5,08
B4 1,02 8,65
Redukujuéi B5 1,03 8,71
uslovi B6 1,05 6,48
B7 1,12 2,56
B8 1,06 3,34
B9 1,05 3,75
B1 1,09 /
B2 1,11 /
B3 1,14 /
L B4 1,11 /
Nerzcslllz)li}:]um B5 119 ;
B6 1,15 /
B7 1,08 /
B8 1,12 /
B9 1,11 /

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujucéim i neredukujuéim uslovima
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Posmatrano kod svih ogleda iz ove grupe, denzitometrijska analiza u neredukujué¢im
uslovima je pokazala da grupa FVMM u neredukuju¢im uslovima u odnosu na
redukujuce, sadrzi nekoliko frakcija kompleksa ve¢ih molekulskih masa, koje se krec¢u u
rasponu od oko 53.000 do 100.000. Kod svih uzoraka su identifikovane identi¢ne
frakcije, pri cemu preovladujuce ucesée u FVMM, sa vise od 50% u svim uzorcima
zauzima frakcija molekulske mase od oko 68.000-72.000. Takode, kod svih uzoraka na
samom ulazu u gel za razdvajanje izdvaja se frakcija molekulske mase od oko 100.000,
sa uceS¢em od 1,5-3,2% u ukupno identifikovanim frakcijama, pri ¢emu najmanji

sadrzaj ove frakcije ima uzorak B2, a najveci uzorak B4.

5.3.5.3 Karakterizacija proteinskih frakcija mleka preostalog nakon formiranja
pokoZica

Elektroforegram uzoraka mleka preostalog nakon formiranja pokozica, dobijenih u
zavisnosti od sastava mleka, analiziranih SDS PAG elektroforezom u redukuju¢im
uslovima prikazan je na Slici 19. Slicno kao kod dosadasnjeg razmatranja
denzitometrijske analize uzoraka mleka i pokozica (odeljci 5.2.2 i 5.3.5) i ovde smo sve
identifikovane proteinske frakcije klasifikovali u slede¢e grupe: FVMM, FK i FDSP.

MILEXO POSLE
SDSR

— - — o -

had
—
LI R s 4“.“

1 2 3 WSS NG 7 U8 Ol W SEE 13

Slika 19. SDS elektroforegram uzoraka mleka preostalog nakon formiranja pokozica,

dobijenih u zavisnosti od sastava mleka, analiziranih u redukuju¢im uslovima:
1. Standard as-CN; 2. Standard B-CN; 3. Standard mol. mase 14.200-66.000; 4. Sirovo
mleko; 5-13. Uzorci mleka preostalog nakon formiranja pokozica ogleda B1, B2, B3, B4, B5,
B6, B7, B8 i B9.

Distribucija grupa proteinskih frakcija u uzorcima mleka preostalog nakon
formiranja pokozica, u zavisnosti od sastava mleka, prikazana je u Tabeli 48 i na
Grafikonu 27. Distribucija frakcija kazeina u ukupnim kazeinima je prikazana na

Grafikonu 28, a odnos izmedu frakcija kazeina i frakcija proteina surutke u Tabeli 49.
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Kada posmatramo procentualno ucesc¢e detektovanih grupa frakcija (Grafikon 27,
Tabela 48) mozemo uociti slicnost u zastupljenosti i medusobnim odnosima koje smo

utvrdili analiziranjem mleka pre formiranja pokozica (odeljak 5.3.5.1).

Tabela 48. Uporedni prikaz distribucije grupa frakcija uzoraka mleka pre formiranja
pokozica 1 mleka preostalog nakon formiranja pokozica, dobijenih u
zavisnosti od sastava mleka

SDS PAGE Uces¢e frakcija, %

u rjg‘;l\‘/‘ilﬁ;‘m Ogled FVMM FK FDSP
B1 6,28 79,07 14,65

B2 10,38 77.68 12,44

B3 8,80 76,64 14,56

B4 11,73 74.29 13,98

M'el')‘gk'i’);eijgrm' B5 8,88 7713 13,99
B6 8,79 7751 13,70

B7 6,50 69,96 2354

B8 8,53 72,09 19,38

B9 4,99 80,02 14,99

B1 6,33 76.70 16,97

B2 6,94 78.39 14,67

B3 6,70 77,34 15,96

B4 9,41 7715 13,45

fgfr'l‘i.kgofo";ze B5 7,03 78.87 14,10
B6 9,58 78.73 11,69

B7 5,07 74.42 19,60

B8 7,29 7551 17,20

B9 6,88 81,47 11,65

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim uslovima

Kada posmatramo ucesce pojedinih frakcija kazeina, kao 1 njthove medusobne
odnose (Grafikon 28 i Tabela 49), mozemo zakljuéiti da njihovi sadrzaji variraju u
uskim granicama. U poredenju sa podacima mleka pre formiranja pokozica mozemo
zakljuciti da prakticno nema promena u sadrzajima, odnosno, da proces fomiranja
pokozice nije vidljivije naruSio sadrzaje i odnose koji su postojali u mleku pre
formiranja pokoZce. Ovi rezultati su podudarni sa rezultatima denzitometrijske analize
mleka nakon formiranja pokozica ogleda iz serije A (odeljak 5.2.2.3).

Kada posmatramo odnose izmedu dominirajucih frakcija proteina surutke, B-LG i a-
LA, (Tabela 49) moZzemo videti da se njihov odnos pod uticajem sastava mleka i

procesa formiranja pokozice blago menja. Uporedujuci koli¢nik B-LG/a-LA sa napred
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anliziranim podacima mleka pre formiranja pokozice i sa podacima pokoZice u

redukuju¢im uslovima, mozemo zakljuciti da su vrednosti koli¢nika proporcionalne i

prilicno ujednacene, Sto je takode u saglasnosti sa rezultatima denzitometrijske analize

ogleda serije A (odeljak 5.2.2.3).
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Grafikon 27. Distribucija grupa proteinskih frakcija uzoraka mleka preostalog nakon

formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od sastava mleka
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujucim uslovima
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Grafikon 28. Distribucija frakcija kazeina u ukupnim kazeinima uzoraka mleka

preostalog nakon formiranja pokozica, dobijenih u zavisnosti od sastava
mleka
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim uslovima
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Tabela 49. Odnosi izmedu frakcija kazeina i proteina surutke uzoraka mleka preostalog

nakon formiranja pokozica dobijenih u zavisnosti od sastava mleka

SDSPAGE | Ogled | as-CN/(B+k)-CN | B-LG/a-LA
B1 1,04 5,87
B2 1,01 6,56
B3 1,04 4,93
B4 1,07 7,46
Redukujuéi B5 1,08 5,68
uslovi B6 1,06 9,72
B7 1,15 7,45
B8 1,13 6,41
B9 1,11 /

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim uslovima
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5.4 MIKROSTRUKTURA POKOZICA

5.4.1 Uticaj termickog tretmana i sastava mleka na mikrostrukturu pokoZzica

U ovom segmentu rada prikazani su rezultati dobijeni skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom (SEM) pokozica proizvedenih u okviru setova ogleda A i B. Na Slikama
od 20 do 31 su prikazane odabrane mikrostrukture pokozica, pri razli¢itim uvecanjima.
Radi boljeg sagledavanja mikrostrukture pokozica i poroznosti proteinskog matriksa,
merene su dimenzije praznina unutar strukture matriksa, kao i zidova proteinskog
matriksa, pri uvecanju 2000x, 5000x i 10000x. Kod praznina, koje su uglavnom
nepravilnog kruznog oblika, meren je preénik izmedu najudaljenijih tacaka praznina.

Na mikrostrukturama pri uve¢anju 2000x, uocava se da se pokozice generalno
odlikuju prisustvom praznina sa manje ili viSe gusto isprepletanim proteinskim lancima.
Izuzetak predstavlja pokozica ogleda Al, ¢ija se mikrostruktura razlikuje od svih ostalih
analiziranih pokozica (Slike 20 i 21). Prema Joshi i sar. (2004) meduprostori, 0dnosno
praznine u proteinskom matriksu sira, su mesta serumske faze i uklopljene masti. Kod
kajmaka sadrzaj proteina je u odnosu na sir viSestruko manji i krece se u intervalu od 6-
7%, dok preostali udeo sastava ¢ini mast sa 50-60% i voda sa 30-40% zastupljenosti
(Puda i sar., 2004). Sli¢no tome, u hemijskom sastavu pokozica, proteini participaraju
sa oko 10%, a masti oko 50-60% (Puda i sar., 2006). S tim u vezi, na mikrostrukturi
kajmaka, odnosno pokozica, moze se ocekivati znatno veca zastupljenost praznina
unutar proteinskog matriksa, sli¢no kao kod maslaca, koje su nastale eliminacijom vode
(kao kontinualne faze) i masti (obuhvacene proteinskim matriksom) iz uzoraka. Mle¢na
mast u kajmaku participira jednim delom u emulgovanom, a verovatno ve¢im delom u
deemulgovanom stanju. Prema Dordevi¢ (1978) slicnost kajmaka i maslaca se ogleda
upravo u prisustvu masti najve¢im delom u deemulgovanom obliku, odnosno u obliku
slobodnih masti koje impregniraju ostale sastojke suve materije. Takode, tokom
dosadasnjeg rada na polju kajmaka, koji je prethodio izradi ove doktorske disertacije,
doslo se do saznanja o postojanju deemulgovanih masti tokom procesa formiranja
kajmaka. Naime, ustanovili smo da se mleko preostalo nakon formiranja i izuzimanja
kajmaka otezano separira u separatoru, $to bi bila uobifajena praksa u industrijskim
uslovima, jer dolazi do veoma izraZzenog agregiranja masti i formiranja maslaca (Puda i

Radovanovié¢, neobjavljeni podaci).
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Uticaj termickog tretmana mleka na strukturu pokozice analiziran je poredenjem
mikrostrukture uzorka Al i referentnog uzorka A2 (Slike 20-23). Uzorci pokozica Al i
A2 su dobijeni od mleka identi¢nog sastava, tretiranih razli¢itim termickim tretmanima.
Uzorak pokozice Al je u pripremi mleka imao, u odnosu na uzorak A2, slabiji termicki
tretman (85°C/10 minuta). Ovakav rezim termicke obrade je bitno uticao na
mikrostrukturu pokozice Al. Naime, na mikrostrukturama uzorka Al se uocava
izrazena uniformnost proteinske strukture, kod koje dominiraju zaobljeni oblici, za koje
mozemo predpostaviti da su rezultat postepenog umrezavanja proteinske faze mleka,
koja je ravnomerno obuhvatala masne globule, kao dominantnu fazu u sastavu
pokozice. Izgled proteinske strukture pokozice uzorka Al bi se mogao uporediti sa
izgledom pcelinjeg sa¢a. Dimenzije praznina, pretezno sfernih oblika, u kojima je
verovatno bila obuhva¢ena masna faza pokozice, su od 1,5 do 5,9 um, dok je debljina
protenskog materijala na pozicijama dostupnim za merenje u intervalu od 0,81 um do
1,41 pm.

Nasuprot relativno uniformnoj strukturi zastupljenoj kod uzorka Al, struktura
uzorka A2 se odlikuje znac¢ajnom zastupljenoS$¢u koncastih segmenata, koji verovatno
poti¢u od snaznije inkorporiranih denaturisanih proteina surutke, obzirom da je uzorak
A2 proizveden od mleka sa strozijim termickim tretmanom. Na mikrostrukturama
uzorka A2, jasno se uocava znacajno povecanje povrSine proteinskog matriksa, koji je
verovatno imao znacajnu ulogu u povezivanju masnih globula u zoni pokoZice, kao i
ulogu barijerne zone izmedu vodene i masne faze pokozice. Veli¢ine praznina su bile od
0,81 um do 4,92 um, dok je debljina proteinskog materijala merena na dostupnim
pozicijama izmedu praznina bila u intervalu od 1,62 pm do 2,62 pm. Koncaste forme
proteina surutke ostvaruju ulogu dopunskog vezivnog materijala izmedu vecih
proteinskih agregata, tako da se stice utisak da Supljine u strukturi uzorka A2, u odnosu
na uzorak Al, imaju u vecoj meri, izgled medusobno povezanih oblika. Generalno,
struktura pokozice A2 deluje manje uredeno. Istovremeno, sti¢e se utisak veceg stepena
razgranatosti proteinskog matriksa pokozice A2.

Analizom mikrostrukture uzoraka pokozica dobijenih od mleka razli¢itog sastava,
moze se uociti da sastav mleka ima veoma znacajan uticaj na njihovu strukturu (Slike
od 22-31). Kod uzorka B2 (Slike 24 i 25) se uocava izuzetno veliki obim prisustva

filamentarne strukture. Pomenuti uzorak poti¢e od mleka sa standardnim sadrzajem
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proteina (3,4%) 1 znaCajno uvecanim sadrzajem masti (8%). Ovakva forma
mikrostrukture obezbeduje izuzetno veliko povecanje povrsine kontakta proteinske faze
sa preostale dve faze pokozice (masne 1 vodene faze). Naime, pokozica uzorka B2
sadrzi ¢ak 70,67% masti i samo 5,55% proteina, Sto €ini da se odnos M/P povecao na
cak 12,83. Takav odnos masti i proteina je mogu¢ samo ukoliko proteinski matriks ima
izuzetno veliku razudenost. Istovremeno, veoma malo nominalno uces¢e proteina u
pokozici, u uslovima ekstremne razudenosti matriksa, uslovljava da proteinski matriks
bude izgraden od znatno tanjih proteinskih agregata. Potvrda ovakvog stava proizilazi iz
analize dimenzija pojedinih strukturnih elemenata mikrografa uzorka B2. Prec¢nici
praznina, kod uzorka B2, se kre¢u u rasponu od 1,2 um-3,34 um, a debljina proteinskog
matriksa od 0,40 um-0,85 pm.

Nasuprot uzorku B2, uzorak B4 potie od mleka sa standardnim sadrzajem masti
(4%) 1 znacajno uveéanim sadrzajem proteina (5%). Mikrostruktura uzorka B4 sugerise
na dominaciju zbijenije strukture proteinskog matriksa, koja bi se mogla opisati kao
ljuspasta struktura (Slike 26 i 27). Pokozica uzorka B4 sadrzi 60,33% masti i 8,25%
proteina, Sto rezultira odnosom M/P od 7,43. Veoma veliko smanjenje odnosa M/P, u
poredenju sa uzorkom B2 (42,1%, odnosno sa 12,83 na 7,43), za rezultat ima manje
razudenu strukturu proteinskog matriksa, S$to se jasno vidi na mikrostrukturama.
Analizom dimenzija strukturnih elemenata mikrostruktura uzorka B4 mogu se uociti
kratke zbijene lan¢ane forme proteinskog matriksa, koje spajaju praznine ¢ija se veli¢ina
precnika kre¢e u rasponu od 1,89-4,27 pum. Ovakva mikrostruktura ukazuje da su
dimenzije proteinskog matriksa samo delimi¢no povecane, sugeriSu¢i da je veoma
velika koli¢ina proteina prisutna u uzorku B4, skoro za 50% vec¢a u odnosu na uzorak
B2, omogucila da se ljuspasto orijentisanim proteinskim matriksom moze obezbediti
dovoljan obim kontakta izmedu masne 1 vodene faze pokozice. Ovim se moZe objasniti
izostanak veceg obima filamentarnih elemenata strukture uzorka B4 i pojavu kratkih
proteinskih lanc¢anih formi. Posmatranjem mikrostrukture uzorka B4 pri uvecanju 10
000x (Slika 27, b) mogu se jasno videti kazeinske micele i zbijeni klasteri nagradenih
proteinskih agregata.

Dodatkom proteina surutke u mleko standardnog sastava (uzorak B7)
mikrostruktura formirane pokozice ne pokazuje bitnije promene u odnosu na uzorak A2

koji se od B7 razlikuje samo u pogledu dodatih proteina surutke (Slike 28 i 29).
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Strukturne elemente matriksa odlikuju vrednosti pre¢nika praznina od 1,06 um-4,31 um,
koji su sliénih dimenzija u poredenju sa uzorkom A2. Medutim, kada posmatramo
ostale elemente strukture matriksa kod ogleda B7, za razliku od uzorka A2, moze se
uociti da su u velikoj meri zastupljeni razvuceni proteinski lanci dimenzija od oko 0,3
um, koji poput mostova spajaju formirane Supljine.

U slucaju mleka sa veoma velikim sadrzajem masti i proteina, dodatak proteina
surutke (uzorak B9) je u pogledu strukture doveo do nastanka veoma velikog prisustva
filamentarnih elemenata matriksa prose¢ne debljine oko 0,2 um-0,3 um, $to ukazuje na
sli¢nost sa uzorkom B2, kod kojeg je visok nivo masti, ali bez prisustva proteina
surutke, uslovio nastanak filamentarne strukture (Slike 30 i 31). Istovremeno, kod
pokoZice uzorka B9 se uocava sli¢nost sa uzorkom B4, jer je kod oba uzorka prisutna
ljuspasta struktura sa prisutnim prazninama, nesto manjih pre¢nika (1,0 pm-3,81um).
Poredenje uzoraka B4 1 B9 se moze vrsiti zbog ¢injenice da su dobijeni od mleka sa 5%
proteina, kao i zbog ¢injenice da odnosi masti i proteina imaju bliske vrednosti. Naime,
uzorak B9 ima vrednost M/P 6,51, §to je veoma sli¢no uzorcima B4 i B6 kod kojih
indeks M/P ima vrednosti 7,43, odnosno 7,73, a koji su takode dobijeni od mleka sa 5%
proteina (Tabela 28) .

Posmatraju¢i mikrostrukture pokozica u celini, generalno se moze zakljuciti da je
razudenost strukture proteinskog matriksa usaglaSena sa obimom prisustva obuhvacene
masne faze. S tim u vezi, ukoliko imamo standardni sastav mleka i uobicajen postupak
proizvodnje kajmaka (uzorak A2), odnos M/P ima vrednosti oko 7. Ukoliko se javljaju
promene u sastavu mleka ili u reZimu termicke obrade, uocavaju se dramati¢ne promene
u strukturi pokozica. Povecanje vrednosti M/P uslovljava nastanak izrazito filamentarne
strukture, uz istovremeno smanjenje debljine proteinskih lanaca, dok smanjenje indeksa
M/P vodi ka ljuspastoj strukturi i udebljanju proteinskih lanaca. Primena blazeg
termickog tretmana vodi ka znatno uniformnijoj strukturi, jasno sugeriSuci izostanak

snaznijeg uticaja denaturisanih proteina surutke.
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Slika 21. SEM mikrostruktura pokozice Al,uvecanje: a) 5000x; b) 10000x
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Slika 22. SEM mlkrostruktura pokozice A2 uvecanje 2000x

a) B X5,000 6ym &' I - v xioooo 1um
Slika 23. SEM mlkrostruktura pokozice A2, uveéanje: a) 5000x; b) 10000x
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Slika 24. SEM mikrostruktura pokozice B2, uveéanje 2000x

k. 1A .
.’ o o &F I A s 1
a) t\ipév X8,000% Sum 94t 13KV 1 %10,000 *1pm

Slika 25. SEM mikrostruktura pokozice B2, uvecanje: a) 5000x; b) 10000x
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B 1oV X000 - Sym 13/ X10,000 /pm
Slika 27. SEM mikrostruktura pokozice B4, uvecanje: a) 5000x; b) 10000x
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13kV - X2,000 10pm
Slika 28. SEM mikrostruktura pokozice B7, uveéanje 2000x

2) IR |13k x10000 fum p A
Slika 29. SEM mikrostruktura pokozice B7, uvecanje: a) 5000x; b) 10000x
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2) LRl X5,000 5pm : N | b) MRS
Slika 31. SEM mikrostruktura pokozice B9, uvecanje: a) 5000x; b) 10000x

_
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5.5 UTICAJ PARAMETERA VAZDUHA NA PRINOS | SASTAV
POKOZICA, DISTRIBUCIJU PROTEINSKIH FRAKCIJA | BILANS
ENERGIJE | MASE U POCETNOJ FAZI FORMIRANJA KAJMAKA

5.5.1 Uticaj parametara vazduha na prinos i sastav pokoZica

Sastav uzoraka pokozica, iz ogleda oznacenih sa C1-C5, dobijenih u prvih 60
minuta procesa formiranja kajmaka, u zavisnosti od parametara vazduha prikazani su u
Tabeli 50, dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u

Tabeli 51. Odabrani parametri uzoraka pokozica prikazani su u Tabeli 52

Tabela 50. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od parametara vazduha

Ogled Sadrzaj, %
Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PuSM, %
C1 61,33+1,76 7,50£0,50 72,62+2,26 84,46+0,36 10,35+0,98
C2 55,00+0,50 8,31+0,62 67,64+0,79 81,31+0,67 12,29+1,04
C3 55,00+0,87 8,93+0,65 64,38+0,14 85,43+1,40 13,88+1,01
C4 58,67+1,15 8,58+0,21 70,08+0,47 83,71+1,35 12,24+0,22
C5 51,00+0,50 9,09+0,02 63,91+0,30 79,80+0,43 14,22+0,08

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

Tabela 51. Prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava uzoraka pokozica dobijenih
u zavisnosti od parametara vazduha

Ogled Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g
C1 31,33+1,15 19,22+0,87 2,35+0,22 22,76+1,13 8,58+0,78
C2 40,67+2,52 22,36+1,18 3,38+0,37 27,50+1,47 | 13,17+1,08
C3 37,00£1,00 20,35+0,64 3,31+0,27 23,82+0,59 | 13,18+0,41
C4 38,67+2,08 22,67+0,96 3,31+0,10 27,09+1,27 | 11,58+0,81
C5 35,67+0,58 18,19+0,46 3,24+0,05 22,80+0,47 | 12,87+0,11

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;

Tabela 52. Odabrani parametri uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od parametara

vazduha

2 2 Proteini u vodenoj Mast u vodenoj

Ogled M/P M/m P/m Tazi. 9% ) i, % |
C1 8,21+0,73 427,04+19,30 52,29+4,84 21,53+0,86 69,15+2,37
C2 6,64+0,50 496,85+26,32 75,18+8,26 20,42+0,90 62,96+0,74
C3 6,18+0,53 452,22+14,24 73,4745,99 20,04+1,16 60,69+0,37
C4 6,84+0,11 503,85+21,37 73,63+2,15 22,28+0,69 66,22+0,71
C5 5,61+0,06 404,26+10,14 72,05+1,10 20,12+0,13 58,56+0,44

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
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Imajuéi u vidu da su ogledi grupe C medusobno raznorodni, jer obuhvataju uticaj
temperature i relativne vlaznosti vazduha, na prinos i sastav pokozica, to su u cilju
preglednijeg analiziranja uticaja navedenih faktora podaci grupisani u dve grupe, i
uporedivani sa podacima uzorka referentnog ogleda, C2.

Grupnim poredenjem uzoraka ogleda C1-C5 ustanovili smo da posmatrani parametri
vazduha imaju statisticki znacajan uticaj na sadrzaj proteina i masti u pokozici (Prilog,
Tabela 9), stoga su u daljem tekstu prezentirani pojedinacni uticaji temperature i

relativne vlaznosti vazduha na prinos i sastav pokozica.

5.5.1.1 Temperatura vazduha pri relativnoj viaznosti 70%

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka, u
zavisnosti od temperature vazduha pri relativnoj vlaznosti 70%, prikazani su u Tabeli

53, dok su prinosi i apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani su u

Tabeli 54.

Tabela 53. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od temperature vazduha

Ogled Sadrzaj, %
(t,°Clg,%) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PuSM, %
C5(20/70) | 51,00+0,50 a | 9,09+0,02 a | 63,91+0,30 a 79,80+0,43 a | 14,22+0,08 a
C2(30/70) | 55,00#0,50 b | 8,31+0,62 a | 67,64+0,79 b 81,31+0,67 a| 12,29+1,04 b
C4 (40/70) | 58,67+1,15 ¢ | 8,58+0,21 a | 70,08+0,47 ¢ 83,71+1,35 b | 12,24+0,22 b
* (t,°C/p, %) oznacava temperaturu i relativnu vlazZnost vazduha koji obstrujava povrsinu mleka .
pokozZice

**Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;

Tabela 54. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica, dobijenih u
zavisnosti od temperature vazduha pri relativnoj vlaznosti 70%

(tgg}fﬁ% Prinos, g Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P
C5 (20/70) | 35,67+0,58 a | 18,19+0,46 a| 3,24+0,05 22,80+0,47 a| 12,87+0,11 5,61+0,06
C2(30/70) | 40,67+2,52 b | 22,36+1,18 b| 3,38+0,37 27,50+1,47 b| 13,17+1,08 6,64+0,50
C4 (40/70) | 38,67+2,08 ab | 22,67+0,96 b| 3,31+0,10 27,09+1,27 b| 11,58+0,81 6,84+0,11

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1);

Analizom parametara ogleda prikazanih u tabelama 53 i 54 uocava se da

temperatura vazduha ima vrlo znaCajan uticaj na sadrzaj masti i SM pokozice (Prilog,
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Tabela 10). Promena temperature vazduha sa 20°C na 30°C, odnosno na 40°C, dovodi
do porasta sadrzaja masti pokozice sa 51% na 55%, odnosno na 58,67%, i SM sa
63,91% na 67,64%, odnosno na 70,08%. Istovremeno, temperatura vazduha nema
statisticki znaCajan uticaj na sadrzaj proteina pokozice.

Porast sadrzaja masti pokozice usled poviSenja temperature vazduha je verovatno
rezultat istovremenog uticaja (i) gubitka vlage, zbog pojacanog isparavanja vode i (ii)
povecanog afiniteta masti za ukljuc¢ivanje u zonu grani¢nog sloja. Uticaj isparavanja
vode se jasno sagledava analiziranjem podataka sadrzaja SM, koji pokazuju statisti¢ki
znacajan porast, dok se poveéanje teznje masti za ukljuc¢ivanje u pokozicu moze uociti
kroz analizu vrednosti MuSM, kod kojih se zapaza porast sa 79,80% na 81,31%,
odnosno na 83,71%. Porast sadrzaja MuSM sa porastom temperature vazduha se moze
dovesti u vezu sa dinamikom hladenja mleka, odnosno sa stanjem hidrofobnosti
sistema. Naime, poznato je da vi$a temperatura uslovljava ve¢u hidrofobnost sistema i
jaca hidrofobne interakcije (Schellman, 1997). Stoga je ocekivano da u uslovima
povecane hidrofobnosti, dolazi do povecanog ukljucivanja lipidne faze, koja je u
sistemu pokozice nosilac hidrofobnosti.

Temperatura vazduha, pri relativnoj vlaznosti 70%, pokazuje statisticki znacajan
uticaj na prinos pokozice. Sa porastom temperature vazduha sa 20°C na 30°C dolazi do
statisti¢ki znaCajnog porasta prinosa (sa 35,679 na 40,67g). Dalji porast temperature
vazduha na 40°C dovodi do pada prinosa (sa 40,67g na 38,67g), koji, medutim,
statisticki nije znacajan. U analizu prinosa, U zavisnosti od parametara vazduha u
imali mogucénosti odredivanja reoloSkih parametara pokoZice, te ¢emo u ovoj analizi
koristiti parametre sastava, koji ¢e nam, u odredenoj meri, omoguciti da izvedemo
zakljucke u vezi sa karakterom formirane pokozice. Kada podatke o prinosu analiziramo
zajedno sa podacima sadrzaja SM, vidimo da skok SM sa 63,91% na 67,64% rezultira
statisticki znaCajnim porastom prinosa, dok je dalji porast SM na 70,08% doveo do pada
prinosa. Ovakvo kretanje prinosa se verovatno moze dovesti u vezu sa stanjem
isuSenosti pokozice, gde ograniCena isuSenost promoviSe intenzivno narastanje

pokozice, dok prevelika isuSenost umanjuje moguénost njenog daljeg narastanja.
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5.5.1.2 Relativna vlaZnost vazduha pri tempeaturi 30°C

Sastav uzoraka pokozica dobijenih u prvih 60 minuta procesa formiranja kajmaka u
zavisnosti od relativne vlaznosti vazduha prikazani su u Tabeli 55, dok su prinosi i

apsolutni sadrzaji komponenata sastava pokozica prikazani u Tabeli 56.

Tabela 55. Sastav uzoraka pokozica dobijenih u zavisnosti od relativne vlaznosti vazduha
pri temperaturi 30°C

Ogled Sadrzaj, %

(t,°Clp,%) Mast, % Proteini, % SM, % MuSM, % PusSM, %

C1(30/50) | 61,33+1,76 a| 7,50+0,50 a | 72,62+226 a 84,46+0,36 a | 10,35+0,98 a

C2 (30/70) | 55,00+0,50 b | 8,31+0,62 a | 67,64x0,79 b 81,31+0,67 b | 12,29+1,04 ab

C3(30/90) | 55,00+0,87 b| 8,93+0,65 a | 64,38+0,14 c 85,43+1,40 a| 1388x101 b

* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vyednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;

Tabela 56. Prinosi, apsolutni sadrzaji i odnos M/P uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od relativne vlaznosti vazduha pri temperaturi 30°C

(tﬁ)(g:}fp?% Prinos, ¢ Mast, g Proteini, g SM, g Voda, g M/P

C1(30/50) | 31,33+1,15 a| 19,22+0,87 a| 2,35+0,22 a| 22,76+1,13 a| 8,58+0,78 a| 8,21+0,73 a
C2 (30/70) | 40,67+2,52 b| 22,36+1,18 b| 3,38+0,37 b | 27,50£1,47 b| 13,17£1,08 b| 6,64+050 b
C3(30/90) | 37,00+1,00 c| 20,35+0,64 a| 3,31+0,27 b| 23,82+t0,59 a| 13,18t0,41 b| 6,184053 b

*Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;

Iz podataka u Tabelama 55 i 56 se uocava da promena relativne vlaznosti vazduha
ostvaruje najve¢i uticaj na SM 1 prinos pokoZice. Povecanjem relativne vlaznosti
vazduha kapacitet vazduha za odnoSenje vlage se smanjuje, pa je pad SM ocekivan.
Porast sadrzaja vode pokozice uslovljava pad sadrZaja masti i porast sadrzaja proteina,
pri ¢emu je statistiCkom analizom ustanovljen statisticki vrlo znaajan uticaj relativne
vlaznosti vazduha na sadrzaj masti (Prilog, Tabela 11). Ovakvo kretanje parametara
sastava je rezultiralo snaznim porastom prinosa, pri skoku relativne vlaznosti sa 50% na
70% (sa 31,33g na 40,67Q), a takode i izrazenim padom prinosa pri daljem porastu
relativne vlaznosti sa 70% na 90% (sa 40,679 na 37g). Uticaj relativne vlaznosti
vazduha na prinos pokozica je statisticki vrlo znacajan (Prilog, Tabela 11).

Na osnovu napred analiziranih uticaja parametara vazduha, kao i poredenjem
parametara sastava uzoraka ogleda C1-C5 sa uzorkom referentnog ogleda A2 (Tabele

17 1 50) mozemo sagledati i znacaj uniformne brzine strujanja vazduha. Poredenjem
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parametara vazduha ogleda A2 i C5, mozemo uociti da je ogled C5 u odnosu na ogled
A2, izveden sa nizom temperaturom vazduha (20°C) i bliskim vrednostima relativne
vlaznosti, §to sve skupa daje osnove za pretpostavku da bi se podeSavanjem parametara
vazduha Kkoji opstrujava vrelo mleko, a zatim i pokozicu, mogao u izvesnoj meri
kontrolisati tok agregiranja proteinskog materijala, odnosno, dinamika formiranja
pokozice. S druge strane, na osnovu prethodno iznete pretpostavke da se u uslovima
brzeg stvaranja pokozice povecava udeo proteina u pokozici (obzirom da je za
akumuliranje masti neophodna vremenska dimenzija), mozemo zakljuciti da je uzorak
ogleda C5, koji ima najvec¢i sadrzaj proteina (9,09%), verovatno imao najbrzi tok

formiranja pokozice.

5.5.2 Uticaj parametara vazduha na distribuciju proteinskih frakcija

Distribucija proteinskih frakcija u zavisnosti od parametara vazduha izvrSena je
karakterizacijom proteinskih frakcija pokozica izradenih u seriji ogleda C tehnikom

elektroforetskog razdvajanja SDS PAGE u redukujuc¢im i1 U neredukujué¢im uslovima.

5.5.2.1 Karakterizacija proteinskih frakcija pokoZica

Elektroforegrami uzoraka pokozica, dobijenih u zavisnosti od parametara vazduha,
analiziranih SDS PAG elektroforezom u redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima,
prikazani su na Slici 32, dok su distribucija grupa proteinskih frakcija, kao i njihovi
medusobni odnosi prikazani na Grafikonu 29 i u Tabeli 57. Distribucija frakcija kazeina
u ukupnim kazeinima je prikazana na Grafikonu 30, dok su medusobni odnosi izmedu
frakcija kazeina i proteina surutke prikazani u Tabeli 60. Statisticka analiza uticaja
parametara vazduha na uéesce grupa frakcija prikazana je u Tabelama 58 i 59.

Kao i kod napred analiziranih ogleda, i ovde su identifikovane proteinske frakcije
klasifikovane u tri grupe: FDSP, FK i FVMM.

Kada posmatramo uce$¢e pojedinih grupa frakcija (Grafikon 29, Tabela 57)
pokozica dobijenih u zavisnosti od parametara vazduha, ogleda od C1-C5, u
redukujué¢im uslovima, mozemo uociti znac¢ajno uces¢e FDSP, koje se krece u intervalu

od 29,87% do 31,40%. Istovremeno, moze se uociti i uve¢ano uces¢e FVMM, koje se
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krec¢e u intervalu od 8,47% do 10,63%. Zastupljenost FK varira u intervalu od 58,85%
do 60,89%. Kada navedene rezultate uporedimo sa ogledom A2, kod kojeg je proces
formiranja pokoZice ostvarivan na mleku istog sastava, ali u ambijentalnim,
nekontrolisanim, uslovima moZemo uociti da pokozice ogleda C1-C5 imaju znacajno

vece sadrzaje FVMM (vise od 30%), dok je sadrzaj FDSP blago uvec¢an, a FK blago

umanjen.
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Slika 32. SDS elektroforegrami uzoraka pokozica, dobijenih u zavisnosti od parametara

vazduha: (A) redukujudi i (B) neredukujuéi uslovi: 1. Standard as-CN; 2. Standard
B-CN; 3. Standard k-CN; 4.Standard mol. mase 14.200-66.000; 5-9. Uzorci pokozica ogleda
C1,C2,C3,C4iCh.

Kada posmatramo uceSée pojedinih grupa frakcija pokozica od CI1-C5 u
neredukujué¢im uslovima, moZemo uociti potpuni izostanak FDSP. Istovremeno, u
odnosu na redukujuée uslove, mogu se uociti uvecane koli¢ine FVMM, koje se kre¢u u
intervalu od 29,66% do 32,70%.

Zastupljenost FK varira u granicama od 67,30% do 70,34%. Poredenjem
zastupljenosti grupa frakcija, posmatrano kod svih uzoraka u neredukuju¢im u odnosu
na redukujuce uslove, mozemo uociti trostruko ve¢e uces¢e FVMM 1 za oko 10-20%
vecée ucesca FK. Poredenjem, ovih rezultata sa rezultatima ogleda A i B (odeljak 5.2.2.2
i 5.3.5.2) moZemo uociti razliku. Naime, ustanovili smo da gotovo svi uzorci iz ogleda
serija A i B, analiziranih u neredukuju¢im uslovima, pokazuju uocljiv gubitak proteina
surutke, u odnosu na ispitivanja u redukuju¢im uslovima. Pomenuti gubitak smo
objasnili velikim frakcijama zarobljenim u gelu za koncentrisanje. Takode, i na
elektroforegramima uzoraka ogleda C uocavaju se frakcije na ulazu u gel za

koncentrisanje koje su prakti¢no izgubljene za analizu. Medutim, na osnovu podataka iz
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Tabele 26, mozemo uociti da postoji manji gubitak proteina surutke u odnosu na oglede
A 1 B. Ova ¢injenica navodi na zakljucak da su u setu ogleda C, u odnosu na oglede A i
B, u manjoj meri zastupljene frakcije veoma velikih molekulskih masa FVMM.

Kada rezultate uc¢esca grupa frakcija ogleda C u neredukujué¢im uslovima uporedimo
sa ogledom A2, mozemo uociti da pokozice ogleda C1-C5 imaju znacajno vecée sadrzaje
FVMM (za vise od 50%) i manje sadrzaje FK (za oko 10-15%). Sadrzaji FVMM
uzoraka ogleda C (koji iznosi od 29,66%-32,70%) su znacajno veci, ¢ak i u odnosu na
uzorke ogleda B (gde iznose od 12,83%-21,62%) za oko 50%.
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Grafikon 29. Distribucija grupa proteinskih frakcija uzoraka pokozica dobijenih u

zavisnosti od parametara vazduha
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujuéim uslovima

Odnosi procentualnih sadrzaja FDSP/FK uzoraka ogleda A2 iznosi 0,4, dok uzorci
ogleda C imaju vece vrednosti koje se krecu u intervalu od 0,48 do 0,51. Najvecu
vrednost od 0,51 ima ogled C5, izveden sa najnizom temperaturom vazduha (20°C) i
relativnom vlazno$¢u od 70%. Vrednosti parametra FDSP/FK ukazuju da su proteini
surutke uzoraka ogleda C u vecoj meri ukljuceni u pokozicu u odnosu na uzorke ogleda
serije A. Ove vrednosti su veée i u odnosu na vrednosti pokozica dobijenih u seriji
ogleda B, koji su izvedeni sa mlekom izmenjenog, odnosno pojacanog Sastava. Na
osnovu napred recenog moze se izvesti zakljucak da pod uticajem parametara vazduha
koji opstrujava povrSinu mleka, tj. ekstremnih vrednosti temperature i relativne
vlaznosti vazduha u toku prvih 60 minuta formiranja kajmaka, dolazi do snaznije
selektivnosti u toku proteinskog agregiranja pri nastajanju pokoZice, $to za rezultat ima

obimnije prisustvo kovalentno vezanih kompleksa molekulskih masa od oko 68.000-
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70.000, kao i kompleksa molekulske mase oko 100.000, sa veé¢im uceScem proteina
surutke. Moze se takode pretpostaviti da su, u pomenutim uslovima, u pokoZicama

manje zastupljeni agregati veoma velikih molekulskih masa.

Tabela 57. Distribucija grupa proteinskih frakcija i odnos FDSP/FK uzoraka pokozica
dobijenih u zavisnosti od parametara vazduha

~ Nacin Ucesée frakcija, % Odnos frakcija
N SDS ;ZAOéaéa Ogled FVMM FK FDSP | FDSP,%/ FK,%
c1 10,47 59,66 | 29,87 0,50
o C2 10,63 60,38 | 29,00 0,48
Reﬁ;ﬁ‘\l}i‘l‘“ C3 9,97 60,39 29,14 0,48
ca 9,76 5885 | 31,40 0,53
C5 8,47 60,64 | 30,89 0,51
c1 30,65 69,35 0,00 /
o C2 32,70 67,30 0,00 /
Neredukujuti C3 30,10 69,90 0,00 /
uslovi
ca 29,66 70,34 0,00 /
C5 31,09 68,91 0,00 /

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujuéim uslovima

Statisti¢ka analiza (Tabele 58 i 59) uticaja temperature i relativne vlaznosti vazduha
na ucesce grupa frakcija, u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima, je pokazala da
jedino postoji statisticki znacajan uticaj temperature vazduha na uceS¢e FDSP u
redukuju¢im uslovima. Ispitivanja uticaja temperature na FK i relativne vlaznosti na
FVMM, u redukuju¢im uslovima, su izazvali veliku varijabilnost unutar uzoraka, tako
da se pomenuti parametri nsiu mogli adekvatno statisticki analizirati.

Denzitometrijskom analizom elektroforegrama uzoraka ogleda C dobijenih u
redukujuc¢im uslovima, u okviru FVMM, idetifikovano je 6-7 frakcija molekulskih masa
od oko 58.000-120.000. Frakcija molekulske mase od oko 68.000 je dominantna sa
ucescem, u ukupno idetifikovanim proteinskim frakcijama, od minimalno 2,5% (uzorak
C2) do maksimalno 3,4% (uzorak C1). Pored navedene, izdvaja se i frakcija molekulske
mase od oko 115.000-120.000, sa prose¢nim uces¢em od minimalno 1,3% do
maksimalno 2,5%, koliko je identifikovano analiziranjem uzorka C1.

U neredukujué¢im uslovima, denzitometrijskom analizom uzoraka C1-C5,
identifikovano je 6-7 frakcija, pri ¢emu se sa preovladuju¢im uceS¢em izdvaja frakcija
molekulske mase oko 70.000 (od 70.000-73.000). Ucesce ove frakcije u FVMM,

posmatrano kod svih ogleda, je variralo u veoma uskim granicama od 21-23%, $to ¢ini
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vise od 60% FVMM. U nesto manjem iznosu unutar FVMM prisutne su i frakcije vecih

molekulskih masa od oko 95.000 i 105.000, sa ukupnim uce$¢em od oko 3-3,5%. Ove

frakcije su najmanje zastupljene kod ogleda C1 i C2, a najvise kod ogleda C4.

Tabela 58. Distribucija grupa proteinskih frakcija uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od temperature vazduha pri relativnoj vlaznosti 70%

Ogled Ucesc¢e frakcija u red. uslovima Ucesce frakcija u nered.uslovima
(t.°Clo% FVMM,% FK,% FDSP,% FVMM,% FK,%
C5 (20/70) 8,47 a 60,64 30,89 a 31,09 a 68,91 a
C2 (30/70) 10,63 a 60,38 29,00 b 32,70 a 67,30 a
C4 (40/70) 9,76 a 58,85 31,40 a 29,66 70,34 a

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujucim i neredukujucim uslovima
* Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05;
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1)

Tabela 59. Distribucija grupa proteinskih frakcija uzoraka pokozica dobijenih u
zavisnosti od relativne vlaznosti vazduha pri temperaturi vazduha 30°C

Ogled Ucesc¢e frakcija u red. uslovima Ucesce frakcija u nered.uslovima
t°C/o.% | FVMM,% FK,% FDSP,% FVMM,% FK,%
C1(30/50) | 10,47 59,66 a 29,87 a 30,65 a 69,35 a
C2(30/70) | 10,63 60,38 a 29,00 a 32,70 a 67,30 a
C3 (30/90) 9,97 60,89 a 29,14 a 30,10 a 69,90 a

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujucim i neredukujucim uslovima
*Prikazane vrednosti su srednje vrednosti + standardna devijacija;
**Vrednosti sa istovetnim malim slovom po koloni se ne razlikuju na statisticki znacajnom nivou p>0,05,
***\/rednosti bez slovnih oznaka po koloni se ne mogu uporedjivati Isd testom (F-kolicinik <1)

Kada posmatramo distribuciju pojedinih frakcija kazeina u ukupnim kazeinima, kao
i njihov medusobni odnos (Grafikon 30, Tabela 60), mozemo zakljuciti da odnos as-
CN/(B+k)-CN uzoraka ogleda C1-C5 varira u uskim granicama i ima sli¢ne vrednosti,
kako u redukujuc¢im, tako i u neredukujué¢im uslovima. Mozemo zakljuciti da je odnos
izmedu pojedinih kazeinskih frakcija vrlo stabilan i da ne podleze uticaju parametara
vazduha, kako u redukujucim, tako i u neredukuju¢im uslovima.

Kada uporedimo vrednosti pomenutog odnosa ovih ogleda sa ogledima A (uticaj
termic¢kog tretmana mleka) i B (uticaj sastava mleka) prikazanih u odeljcima 5.2.2.2 i
5.3.5.2, mozemo zakljuciti da su kod svih ogleda odnosi stabilni. S tim u vezi, vrednosti
odnosa ,as-CN/(B+k)-CN iznose iznad jedan (ogledi A i B), izuzev ogleda C gde su

vrednosti u intervalu od 0,90-0,98. Na osnovu ovih rezultata mozemo zakljuciti da su

178



parametri vazduha, u odnosu na termic¢ki tretman i sastav mleka, pokazali najjaci uticaj
ili pak mozda uticaj razli¢itog karaktera na ukljucivanje kazeinskih frakcija u pokozicu.
Kada posmatramo odnos izmedu B-LG i a-LA u redukuju¢im uslovima (Tabela 60),
mozemo zaklju€iti da se njihov odnos menja pod uticajem parametara vazduha i varira u
intervalu od 1,99 do 2,75. Najmanja vrednost odnosa je ustanovljena razmatranjem
uzoraka ogleda C4, a najveéa uzoraka C1. U poredenju sa prethodnim ogledima (ogledi

A i B) odnos B-LG/a-LA uzoraka ogleda C1-C5 ima zna¢ajno manje vrednosti.
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Grafikon 30. Distribucija frakcija kazeina u ukupnim kazeinima uzoraka pokozica

dobijenih u zavisnosti od parametara vazduha
Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujucim uslovima

Tabela 60. Odnosi izmedu frakcija kazeina i proteina surutke uzoraka pokozica
dobijenih u zavisnosti od parametara vazduha

Nacin
ugggli;n sa Ogled | as-CN/(B+k)-CN | B-LG/o-LA
SDS PAGE
C1 0,94 2.78
c2 0,97 2,46
Redukujucéi C3 0,96 2,75
uslovi C4 0,01 199
C5 0,94 222
C1 0,98 /
Neredukujuéi gg 050 ;
uslovi ,
C4 0,93 /
G5 0,91 /

Uzorci su analizirani SDS-PAGE u redukujuéim i neredukujuc¢im uslovima
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5.5.3 Bilans energije i mase u pocetnoj fazi formiranja kajmaka

Toplotni gubici sa strane mleka, tj. ukupni toplotni fluks (u daljem tekstu toplotni
fluks) razmenjen u toku formiranja kajmaka, odnosno, koji napusta mleko putem
evaporacije i prolaza toplote kroz pokozicu i zidove posude, tokom prvih 60 minuta
procesa formiranja kajmaka, u zavisnosti od parametara vazduha (ogledi C1-C5)
prikazan je u Tabeli 61, dok je koli¢ina isparene vode iz mleka prikazana u Tabeli 62.
Dinamika toplotnog fluksa prikazana je na Grafikonu 31, a dinamika isparavanja vode
na Grafikonu 32.

Tabela 61. Vrednosti razmenjenog toplotnog fluksa u toku procesa formiranja kajmaka
u zavisnosti od parametara vazduha

Vieme. s Toplotni fluks, kW/s

’ C1l C2 C3 C4 C5

0 0 0 0 0 0
120 0,0942 0,1674 0,2616 0,2930 0,4639
300 0,3523 0,3395 0,3465 0,2279 0,3046
600 0,1465 0,2777 0,2274 0,2009 0,2526
1200 0,1277 0,1235 0,1605 0,1472 0,1898
1800 0,1162 0,1095 0,1249 0,1026 0,1179
2400 0,0827 0,0893 0,0837 0,0802 0,1207
3000 0,1057 0,0656 0,0823 0,0684 0,1005
3600 0,0303 0,0865 0,0551 0,0621 0,0802
Ukupno, kW: 1,0556 1,2591 1,3421 1,1823 1,6302

Tabela 62. Koli¢ina isparene vode iz mleka tokom procesa formiranja kajmaka u

zavisnosti od parametara vazduha

Vreme. min Isparena voda, kg/min.
‘ ' Cl C2 C3 C4 C5
0 0,00271 0,00352 0,00530 0,00324 0,01017
2 0,00226 0,00244 0,00264 0,00185 0,00235
5 0,00109 0,00118 0,00120 0,00117 0,00122
10 0,00076 0,00060 0,00068 0,00070 0,00066
20 0,00046 0,00038 0,00037 0,00039 0,00033
30 0,00031 0,00026 0,00024 0,00027 0,00023
40 0,00024 0,00020 0,00018 0,00021 0,00016
50 0,00017 0,00016 0,00014 0,00016 0,00012
60 0,00016 0,00012 0,00012 0,00013 0,00009
Ukupno, kg: 0,00815 0,00886 0,01087 0,00812 0,01532

Na osnovu podataka iz Tabele 61 mozemo zapaziti da toplotni fluks koji se, posle
posmatranog perioda od 60 minuta, odvede od mleka, kre¢e u rasponu od 1,0556 kW
(ogled C1) do 1,6302 kW (ogled C5). Ako pogledamo vrednosti sastava uzoraka C1 i
CS5 (Tabela 50), mozemo zakljuciti da je najmanja vrednost toplotnog fluksa

ustanovljena kod uzorka sa najve¢im sadrzajem SM (C1; 72,62%), a najveca kod uzorka
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sa najmanjom suvom materijom (C5; 63,91%). Posmatranjem podataka iz Tabele 62
mozemo uociti da je uzorak pokozice C5 imao i najvecu koliinu isparene vode
(0,01532 kg). Na osnovu ovih rezultata mozemo zakljuciti da u ukupnoj potrosnji
energije, tj. toplotnog fluksa najve¢im delom participira evaporativno hladenje mleka,
kao i da struktura formirane pokozice, pre svega njena poroznost, igraju veoma vaznu
ulogu u tom procesu.

Posmatranjem dinamike odvedenog toplotnog fluksa u jedinici vremena (Grafikon
31) u toku posmatranog perioda, mozemo uociti, kod svih uzoraka, vrlo nestabilno
ukupno odavanje toplote od strane mleka vazduhu u pocetnom vremenskom trenutku,
§to se moze objasniti trenutno promenljivim parametrima stanja vazduha, kao i
variranjem lokalne brzine strujanja vazduha oko posude sa mlekom. Po formiranju sloja
pokozice, kada proces razmene toplote sa strane mleka dobije preovladujuce
konvektivni karakter, razmena energije postaje znatno stabilnija (Radovanovié i sar.,
2012). Od tog momenta, kod svih uzoraka uspostavlja se priblizno isti karakter promena
toplotnog fluksa, odnosno, uspostavlja se stacionarni proces konvektivhog odavanja
toplote. Sa Grafikona 31 mozemo videti da pomenuti period stabilnije razmene toplote

nastupa nakon 1800 s od pocetka izlaganja posude sa mlekom struji vazduha.
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Grafikon 31. Dinamika razmenjenog toplotnog fluksa u toku prvih 60 min. procesa
formiranja kajmaka u zavisnosti od parametara vazduha

Ovi podaci ukazuju da nakon isteka prvih 30 minuta procesa formiranja kajmaka tj.
pokozice, parametri vazduha imaju sli¢an uticaj na ukupno odavanje toplote mleka.

Drugim re¢ima, moze se re¢i da u toku ovog vremenskog intervala, posmatrane
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vrednosti temperature i relativne vlaznosti vazduha, iako su medusobno razli¢ite, ne
uticu znacajno na karakter hladenja mleka.

Dinamika isparavanja vode pri razli¢itim parametrima vazduha je prikazana na
Grafikonu 32. Uocava se da je tok procesa isparavanja u poc¢etnom periodu formiranja
pokozica kod svih uzoraka veoma intenzivan. Sa Grafikona 32 se vidi da taj period traje
oko 5 minuta od pocetka unoSenja posude sa mlekom u struju vazduha. U toku prvih 5
minuta procesa Kkrive brzine isparavanja vode kod posmatranih uzoraka mleka se
medusobno veoma razlikuju, a nakon isteka naznac¢enog perioda imaju bliske vrednosti.
U daljem toku procesa formiranja pokozice dolazi do izrazenog smanjenja brzine
isparavanja, Sto je rezultat kombinovanog delovanja nastajanja pokozice i hladenja
mleka usled odavanja toplote sa strane mleka. U odmakloj fazi procesa uocava se
stabilizacija procesa isparavanja, kao rezultat uspostavljanja stabilnijeg prenosa mase

vode kroz formiranu pokozicu.
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Grafikon 32. Dinamika isparavanja vode iz mleka u toku prvih 60 min. procesa
formiranja kajmaka u zavisnosti od parametara vazduha

Apsolutne koli¢ine isparene vode posmatranih ogleda se razlikuju u zavisnosti od
parametara vazduha koji struji preko povrSine mleka u kanalu (Tabela 62). Na
Grafikonu 33, (A) je prikazan uticaj temperature vazduha pri relativnoj vlaznosti 70%,
na brzinu isparavanja vode, a na Grafikonu 33, (B) uticaj relativne vlaznosti vazduha pri
temperaturi 30°C, na dinamiku isparavanja vode u toku pocetnih 10 minuta procesa. U
analizi smo se fokusirali na period od 10 minuta obzirom da se u toku prve polovine tog
perioda deSavaju intenzivne promene, dok se u drugoj polovini posmatranog intervala

uspostavlja stabilniji, priliéno ujednacen proces isparavanja vode.
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Grafikon 33. Dinamika isparavanja vode iz mleka u toku prvih 10 min. procesa
formiranja kajmaka u zavisnosti od parametara vazduha: (A)
temperature pri relativnoj vlaznosti 70% i (B) relativne vlaznosti pri
temperaturi 30°C

Sa Grafikona 33, (A) mozemo videti da sa snizavanjem temperature vazduha dolazi
do drasti¢nog povecanja brzine isparavanja, pri ¢emu su razlike izmedu posmatranih
ogleda najizraZenije u toku prva 2 minuta procesa, kada tek pocinje da se formira
pokozica. U posmatranom periodu od 10 minuta, najveca koli¢ina isparene vode je
odneta u ogledu C5 (0,01440 kg), pri temperaturi vazduha od 20°C, a najmanja kod
ogleda C4 (0,00696 kg), pri temperaturi vazduha 40°C. U toku prva 2 minuta procesa,
posmatrano kod svih ogleda, u odnosu na ukupne vrednosti gubitka vode, ispari najveca
koli¢ina vode. Tako npr. kod ogleda C5 koli¢ina isparene vode u prva 2 minuta
(0,01252 kg) predstavlja oko 82% ukupno isparene vode u toku 60 minuta procesa
formiranja pokozica, odnosno oko 87% od ukupno isparene vode u toku prvih 10
minuta procesa. Sa poviSenjem temperature vazduha smanjuju se ukupne koli¢ine
isparene vode, kao i uc¢esce koli¢ine isparene vode u prva 2 minuta, u odnosu na ukupnu
koli¢inu isparene vode u toku procesa od prvih 10 minuta, odnosno 60 minuta.

Smanjenjem relativne vlaznosti vazduha povecava se sposobnost vazduha da
apsorbuje vlagu. Medutim, u naSim ogledima, pri temperaturi vazduha od 30°C, sa
variranjem vrednosti relativne vlaznosti od 50-90%, ustanovili smo da vrednosti
koli¢ina isparene vode se krecu od 0,00682 kg do 0,00983 kg, posmatrano u periodu od
prvih 10 minuta trajanja procesa. Najvece vrednosti koli¢ine isparene vode ustanovljene

su kod ogleda C3 sa najvecom vrednoscu relativne vlaznosti (Grafikon 33, B). Sli¢ni
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rezultati su ustanovljeni posmatranjem procesa tokom 60 minuta (Tabela 62). Razlog za
ovakvo ponaSanje moze biti niza suva materija pokozice C3 (64,38%), u odnosu na
pokozice C1 (72,62%) i C2 (67,64%) i s tim u vezi njena veéa poroznost (Tabela 55).
Takode, razlog moze biti jak uticaj temperature vazduha koja favorizuje hladenje, tj.
intenzivno isparavanje, pri ¢emu doprinos navedenom stavu daje i Cinjenica, da bez
obzira na visoku ulaznu vlaznost, u toku izvodenja ogleda nije doSlo do zasic¢enja
vazduha nakon opstrujavanja povrsine mleka.

Kada posmatramo uticaje temperature i relativne vlaznosti vazduha na energetske
bilanse, tj. na ukupno razmenjen toplotni fluks uzoraka C1-C5, mozemo izvesti sli¢ne
zakljucke (Tabela 61, Grafikoni 34 i 35).
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Grafikon 34. Dinamika razmenjenog toplotnog fluksa u toku prvih 60 min. procesa
formiranja kajmaka u zavisnosti od temperature vazduha pri relativnoj
vlaznosti 70%
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Grafikon 35. Dinamika razmenjenog toplotnog fluksa u toku prvih 60 min. procesa
formiranja kajmaka u zavisnosti od relativne vlaZnosti vazduha pri
temperaturi 30°C
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Temperatura vazduha ima najviSe izraZzen uticaj na ukupne energetske promene u
toku posmatranog perioda formiranja pokozica. Najmanja vrednost razmenjenog
toplotnog fluksa, u iznosu od 1,1823 kW, ustanovljena je kod ogleda sa najviSom
posmatranom temperaturom (40°C), a najveca (1,6302 kW) kod ogleda sa najnizom
temperaturom vazduha (20°C).

Poredenjem ova dva ekstremna sluc¢aja mozemo zakljuciti da snizenjem temperature
sa 40°C na 20°C dolazi do povecanja ukupno razmenjene energije za oko 38%. U
poredenju sa rezultatima analize bilansa mase tj. koli¢inom isparene vode mozemo
uociti konzistentnost podataka i izvesti zaklju¢ak da u toku posmatranog perioda
formiranja pokozica preovladuje evaporativno hladenje mleka. Kada posmatramo uticaj
relativne vlaznosti vazduha (pri temperaturi od 30°C) na energetske bilanse (Tabela 61,
Grafikon 35), mozemo ustanoviti da je najveca koli¢ina odvedenog fluksa ustanovljena
kod ogleda C3 sa najvisom relativnom vlaznoscu i iznosi 1,3421kW, dok je najmanja
koli¢ina odvedenog toplotnog fluksa nadena kod ogleda sa najnizom relativnom vlagom
vazduha (C1) i iznosi 1,0556 kW. Ovi podaci su u saglasnosti sa podacima bilansa mase
i mogu biti objasnjeni strukturnim karakteristikama pokozica. Na osnovu analize uticaja
relativne vlaznosti vazduha namecu se slede¢i zakljucei: (i) kod razmatranja uticaja
relativne vlaznosti vazduha na ukupne bilanse (i energije i mase) neophodno je uzeti u
obzir pripadajuci uticaj temperature posmatranog vazduha i (ii) prisustvo uzrocno-
posledi¢ne meduzavisnosti izmedu poroznosti formirane pokozice i parametara vazduha
u procesu njenog formiranja.

Na osnovu razmatranja analize bilansa energije i mase ogleda C1-C5, mozemo
pretpostaviti da postoji i indirektan uticaj parametara vazduha na strukturu i prinos
formiranih pokoZica. Stoga, moZemo izvesti zakljuak da korigovanjem parametara
stanja vazduha moZemo direktno uticati 1 kontrolisati energetske i materijalne bilanse
tokom formiranja pokozica, a takode i strukturu, sastav i prinos pokozica kao i kajmaka

u celosti.

5.5.4 Znacaj kontrole uslova formiranja kajmaka

Analiziranjem vrednosti koeficijenata varijacije (Cv) parametara prinosa i sastava
ogleda serija A, B i C (Prilog, Tabela 12), jasno se uocava razli¢itost izmedu ogleda

serija A i B sa jedne i ogleda serije C, s druge strane, §to upucuje na zakljucak da uslovi

185



u kojima se obavlja formiranje kajmaka tj. parametri vazduha predstavljaju jedan od
veoma bitnih faktora u procesu formiranja pokozice, kao i kajmaka u celosti (Prilog,
Tabela 12). Poredenjem vrednosti Cv rezultata razli¢itih ogleda mozemo ustanoviti
znacajno smanjenje varijabilnosti parametara prinosa i sastava uzoraka ogleda izvedenih
u kontrolisanim uslovima parametara vazduha (ogledi C) u poredenju sa ogledima
izvedenim u ambijentalnim tj. prirodnim, nekontrolisanim uslovima (ogledi A i B).

U tom smislu, uo¢ava se da Cv prinosa i parametara sastava ogleda serije A i B
variraju u intervalima od 1,85-17,54% (Prilog, Tabela 12). Najsiri interval variranja Cv
ustanovljen je kod prinosa, dok je najuzi interval variranja (2,74-8,78%) ustanovljen za
parametar sadrzaj SM.

Suprotno tome, intervali variranja Cv ogleda serije C, su zna¢ajno uzi. Vrednosti Cv
parametara sastava pokozica dobijenih u ovim ogledima se kre¢u u intevalu od 0,22-
9,47%. Najmanja variranja su uocena pri analizi sadrzaja masti (0,91-2,86%), a najsiri
interval variranja je ustanovljen razmatranjem sadrzaja proteina (0,19-7,49%) i PUSM
(0,56-9,47%). Vrednosti Cv paramatera sastava ovih ogleda su velikim delom i
oc¢ekivane, obzirom na ¢injenicu da je pri izvodenju ogleda serije C kontrolisan veci
broj faktora koji utiCu na proces fomiranja pokozica, prevashodno temepratura i
relativna vlaznost vazduha. Medutim, poredenje Cv ogleda A2 i ogleda C1-C5 nas
upucéuje na mogucnost postojanja izvesnih uticaja, manjeg intenziteta, koji nisu bili pod
kontrolom. Naime, kod ogleda A2, u odnosu na pojedine oglede serije C, Cv su imali
vec¢e vrednosti pri analizi prinosa i svih parametra sastava izuzev sadrzaja proteina i
PuSM. Detaljnim sagledavanjem potencijalnih faktora uticaja u seriji ogleda C, kao
nekontrolisane, moZzemo uzeti u obzir tehnicki faktor, odnosno ogranicenja koris¢ene
tehnoloske instalacije za proizvodnju kajmaka. Naime, takvi faktori su vezani za brzinu
odziva pojedinih radnih segmenata navedene linije, koja zbog poluautomatskog rezima
rada, nema mogucnost brze promene parametara vazduha.

Potvrda znacaja kontrole uslova u kojima se obavlja proces formiranja kajamaka
proizilazi i iz rezultata statistiCke analize. Naime, razmatranjem rezultata ogleda serije C
grupnim poredenjem (Prilog, Tabela 9), samo u jednom slucaju je ustanovljeno da je
varijabilnost unutar grupa bila veca od varijabilnosti izmedu grupa, dok je slicnih

situacija kod serija ogleda A i B, bilo znatno vise.
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Rezultati dobijeni razmatranjem znacCaja uslova na tok formiranja i svojstva
pokozice su u saglasnosti sa podacima drugih autora, koji ukazuju na postojanje
izrazenih variranja sastava kajmaka u uslovima nekontrolisane proizvodnje (Puda i sar.,
2004, 2005a, 2005b). Na osnovu izvedenih ogleda i njihove analize uzroci variranja su
bliZze upoznati, pa bi se u buduc¢im istrazivanjim moglo ocekivati da rezultati ovog rada
pomognu u prevazilazenju veoma prisutne varijabilnosti sastava i kvaliteta kajmaka, a
takode i omoguce iznalaZenje optimalnih parametara vazduha za proizvodnju kajmaka u
industrijskim uslovima u cilju standardizacije proizvodnje ovog cenjenog mle¢nog
proizvoda.
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6. ZAKLJUCCI

e Kajmak je mlecni proizvod specifiénog sastava i svojstava sa dugom
tradicijom proizvodnje i potro$nje na podrucju Balkana, Male Azije i Bliskog
istoka. DanaSnja proizvodnja kajmaka je =zasnovana uglavhom, na
tradicionalnim postupkom proizvodnje. Mehanizmi kao i faktori koji uti¢u na
tok procesa formiranja kajmaka su do danas veoma malo izucavani, a posebno
malo definisani, te su stoga literaturni podaci veoma oskudni.

e Proces formiranja kajmaka, moze se podeliti na dve faze: toplu i hladnu. U
toploj fazi dolazi do formiranja pocetne pokozice, koja predstavlja gornji sloj
kajmaka. Nastanak pocetne pokozice je rezultat kombinovanog uticaja (i)
povrSinskih pojava, usled kojih se na povrSini vrelog mleka koncentrisu
komponente sa izrazenom povrSinskom aktivnoséu 1 (ii) intenzivnog
isparavanja vodene faze uslovljene visokom temperaturom mleka.

e Na proces formiranja pokozice/kajmaka utice veliki broj faktora od kojih se
kao najznacajniji smatraju termicki tretman i sastav mleka, kao i parametri
ambijentalne sredine u kojoj se vrsi proces formiranja pokozice i kajmaka u
celosti.

e Ustanovljeno je da termicki tretman mleka ima statisticki znacajan uticaj na
sadrzaj proteina, dok uticaj na sadrzaj masti pokoZzice nije bio statisticki
znacajan.

e Na osnovu rezultata pretpostavili smo da je uticaj termickog tretmana na
formiranje pokozice dvojak i da se moze posmatrati kroz uticaj (i) na
proteinski kompleks mleka i (ii) na visinu pocetne temperature formiranja
pokozice. Intenzitet termickog tretmana se reflektuje u ponaSanju proteina na
grani¢noj povrsSini, dok se uticaj pocetne temperature ogleda kroz intenzitet
isparavanja vode iz mleka.

e Vrednost pocetne temperature formiranja kajmaka, zahvaljujué¢i specificnom
karakteru uticaja na proteine 1 masti, predstavlja veoma snazan mehanizam u
upravljanju procesom formiranja pokozice. Snizavanje pocetne temperature
formiranja kajmaka za posledicu je imalo snizavanje koncentracije proteina, a

povecanje koncentracije masti u pokozici. Razli¢itost karaktera uticaja

188



pocetne temperature formiranja kajmaka na proteinsku, odnosno na masnu
fazu, predstavlja veoma snazan mehanizam u upravljanju procesom formiranja
kajmaka i u regulaciji u¢esc¢a pojedinih komponenata u sastavu kajmaka.

Pri nizim koncentracijama proteina u mleku rastuc¢i sadrzaj masti mleka je
doprineo snaznijem uklju¢enju masti u pokozicu, u odnosu na ukljuéivanje
proteina. Medutim, u uslovima znacajno poviSene koncentracije proteina u
mleku, porast sadrzaja masti u mleku rezultirao je u promeni karaktera uticaja
u pogledu ukljucivanja komponenata mleka u pokozicu, tako da je porast
ukljucivanja proteina postao izrazeniji od porasta ukljucivanja masti.

Porast sadrzaja ukupnih proteina mleka je rezultirao u izrazenoj ulozi proteina
u procesu formiranja pokozica, pri ¢emu je uoceno Smanjenje vrednosti
odnosa M/P u pokozZici, porast prinosa, kao i promena proteinske strukture ka
ljuspastom karakteru sa znacajno udebljanim proteinskim lancima. Suprotno
tome, porast sadrzaja masti u mleku uslovio je povecanje vrednosti M/P, kao i
nastanak izrazito filamentarne strukture, uz istovremeno smanjenje debljine
proteinskih lanaca.

Dodatak proteina surutke u mleko doprineo je poveéanju znacaja proteina u
procesu formiranja pokozice, pri ¢emu, kada su bili dodati pri nizem nivou
proteina mleka, doveli su do porasta sadrzaja, kako masti, tako i proteina
pokoZice, uz znaajan porast prinosa. Medutim, kada su proteini surutke
dodati u mleko fortifikovanog sadrzaja proteina uslovili su porast sadrzaja
proteina pokozice uz istovremeno smanjenje sadrzaja masti $to je kao
rezultantni efekat uticalo na pad prinosa pokozice.

SDS PAGE analizom u redukujuc¢im i neredukuju¢im uslovima ustanovljeno
je prisustvo kompleksa rezistentnih na disocijativne agense. Takode, uocena je
frakcija molekulske mase od oko 72.000+4.000, koja je u svim uzorcima bila
dominantna u neredukuju¢im uslovima, a takode je bila zastupljena i u
redukuju¢im uslovima.

Analizom SDS PAGE pokozica u redukuju¢im uslovima, je pokazala da
odnos FDSP/FK ostaje relativno u konstantnim okvirima i u slucaju rastuceg
sadrzaja ukupnih proteina. Dodatak proteina surutke takode nije uticao na
promenu odnosa FDSP/FK.
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e Poredenjem rezultata SDS PAGE u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima
ustanovljeno je da su odnosi izmedu kazeinskih frakcija prisutnih u
pokozicama stabilni. Takvi rezultati su ukazali da proces formiranja pokozice
ne uti¢e na medusobne odnose izmedu kazeinskih frakcija u sastavu pokozice
i potvrdili iznetu pretpostavku da se kazein u pokozicu preovladujuce
uklju¢uje u micelarnoj formi. Odnosi izmedu kazeinskih frakcija su bili
stabilni ¢ak i kada je hemijski sastav mleka bio prilicno izmenjen u odnosu na
tipi¢ni, pa ¢ak i kada su bili dodati proteini surutke u dvostruko vecoj koli¢ini
od tipi¢no prisutne u mleku.

e Uslovi u kojima se izvodi formiranje kajmaka imaju veliki uticaj na hemijski
sastav i prinos pokozica. Ustanovljeno je da parametri vazduha imaju
statisticki vrlo zna€ajan uticaj na sadrzaj masti 1 proteina pokozice.

e Povisenje temperature vazduha je dovelo do povecane evaporacije vode i
porasta SM pokozice. Istovremeno, porast temperature povecava hidrofobnost
sistema, Sto je za rezultat imalo statisticki veoma znacajno povecanje
ukljucivanja masti u pokozicu. Dinamika odnoSenja vlage sa povrSine mleka,
odnosno sa formirane pokozice, imala je statisticki vrlo znacajan uticaj na
prinos pokozice.

e Niska vlaznost vazduha omogucava veliki obim odnoSenja vlage, $to je za
posledicu imalo snazno isuSivanje pokozice, pa tako veoma isusena pokozica
je usporila dalje agregiranje proteinskog materijala, $to je u kona¢nom bilansu
umanjilo prinos pokozice. Nasuprot tome, visoka vlaznost koja usporava
gubitak vlage, a samim tim usporava i agregiranje proteina, takode je za
rezultantu imala smanjenje prinosa pokozica.

e Ustanovljeno je da su proteini surutke, B-LG i a-LA, u pokozici prisutni
isklju€ivo u vezanoj formi, pri ¢emu su preovladujuce prisutni disulfidno
vezani kompleksi. Termicki tretman mleka, sastav mleka i parametri vazduha
nisu imali uticaja na pojavni oblik distribucije FDSP. Mehanizam uklju¢ivanja
proteina surutke u pokozicu imao je delimi¢no selektivni karakter, $to je
doprinelo promeni odnosa proteina u pokozici u poredenju sa njihovim
odnosom u termicki tretiranom mleku pre formiranja pokozice, pri ¢emu su

kompleksi sa kazeinskom micelom preovladujuce bili prisutni u pokozici.
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e Sustinska kontrola procesa formiranja kajmaka ostvaruje se kontrolom
desavanja u okviru proteinske faze. Ustanovljeno je, u uslovima brzeg
stvaranja pokozice, povecanje udela proteina u pokozici, jer je za
akumuliranje masti neophodna vremenska dimenzija.

e Na osnovu svega izlozenog moze se konstatovati da je formiranje pokozice
veoma kompleksan proces, da je u mehanizmu njenog nastajanja izuzetno
znacajna uloga svih ispitivanih faktora: termic¢ke obrade mleka; sastava mleka,
I parametara vazduha, i da postoji veoma visok stepen medusobne zavisnosti
navedenih faktora. Takode, na osnovu rezultata moze se konstatovati da
centralna pozicija u procesu formiranja pokozice pripada proteinima surutke,
koji zahvaljujué¢i razmotavanju globularne strukture, tokom termickog
tretmana, viSestruko uvecavaju svoju funkcionalnost, kako u procesu

emulgovanja masti, tako i u procesu gelifikacije pokozice.
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8. PRILOZI

Tabela 1. Vrednosti grupnog i pojedinaénog testiranja uticaja termickog tretmana na parametre pokozica

F-TEST (tabli¢ne vrednosti)
Za nivo 0.:0,01; FO,Ol;yl;y2:7|59
Za nivo 0.:0,05; FO,OS;yl;y2:5|41

UTICAJ TERMICKOG TRETMANA (A1, A2, A3, A4)

LSD TEST

Posmatrani parametri Izraéunat-e IzraGunate Grani¢ne vrednosti
.. vrednosti, . 0=0,01; Isd=t; ggs.,2 X ST
pokoZica F kolicnik uzoraka vrednosti uzorka 020,05 Isd=ty gp5. X S
Mast, % 3,21 nz / /
. X =0,37nz X =1,62** X =0,37nz Zanivo a=0,01; 1sdo005=0,716;
Proteini, % 32,66** )‘(2222:1,25** XiZii:oym** Xiijij:lygg** Za nivo a=0,05; lsdzzggz=0,492
SM, % 4,04 nz / / / /
Mast u vod.fazi, % 3,54 nz / / / /
Proteini u vod. fazi, % 2,43 nz / / / /
Proteini g 8.14%* ):(Al/A2:0169* )EAl/A3:1128** ):(Al/A4:0,30nZ Za n%vo (IZO,OI; lsdg,005=O,888;
! ! X aza3=0,59nz X a2aa=0,39nz X azn4=0,98** Za nivo 0=0,05; Isdg25=0,610
SM, ¢ 0,37 / / / /

Legenda: nz-nije statisti¢ki znacajno (p>0,05); *statisti¢ki zna¢ajno (p<0,05); **statisticki vrlo znacajno (p<0,01).

Tabela 2. Vrednosti grupnog i pojedina¢nog testiranja uticaja sadrzaja masti mleka (pri 3,4% proteina) na parametre pokozica

F-TEST (blicne vrednosti) UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj sadraja masti pri 3,4% proteina (A2, B1, B2)
Za nivo (X=0,01; FOYOI;yl;yflO,QZ
Zanivo a=0,05; F s;1,2,=5,14 LSD TEST
p trani i IzraCunate Izratonat Grani¢ne vrednosti:
osma ranlvparame ri vrednosti, zratunate 6=0,01; Isd=ty g5, X ST
pokoZica o vrednosti uzorka o
F koli¢nik uzoraka 0=0,05; Isd=ty 5., X ST
Mast, % 4,73 nz / /
.. - < < Za nivo a=0,01; Isdg 00s=1,35;
0, **% = *k = ** —| * 4 4 g
Proteini, % 22,47 Xnop1=1,49 Xnog2=2,42 Xp1/82=0,93 Za nivo 6=0,05; Isdyo5=0,89
SM, % 5,06 nz / / / /
MuSM, % 2,83 nz / / / /
. - - _ - - _ ox - _ Zanivo 0=0,01; Isdggos=7,41;
Prinos, g 9,67 Xp1=6,46 Xa287=8,39 Koygo=LINZ | o o 4=0,05: Isdogss=4,89
< < < Zanivo a=0,01; Isdogo5=5,91;
*k = * = *k - *k UL :
Mast, g 18,70 Xnog1=5,31 Xnog2=9,75 Xpup2=4,44 Za 1ivo =0.05: Isdooze=3.90
or < - * < - ox < - Za nivo 0=0,01; Isdg0s=6,27;
SM, g 15,61 Xpog1=5,71 Xna2=9,37 Xp1/82=3,66n2 Za nivo 4=0.05: Isdoope=4 14
Voda, g 1,25 nz / / / /

Legenda: nz-nije statisti¢ki znacajno (p>0,05); *statisticki znacajno (p<0,05); **statisticki vrlo znacajno (p<0,01).

Tabela 3. Vrednosti grupnog i pojedina¢nog testiranja uticaja sadrzaja masti mleka (pri 4,2% proteina) na parametre pokozica

F-TEST (iabliéne vrednosti) UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj sadr¥aja masti pri 4,2 % proteina (A2, B3, B3)
Zanivo a=0,01; Fy;.1,,=10,92
Zanivo 0=0,05; F gs1,,=5,14 LSD TEST
P trani i [zracunate Iprafunat Grani¢ne vrednosti:
osma ranlvparame ri vrednosti zratunate 6=0,01 Isd=ty 005, X S
pokozica e vrednosti uzorka .
F koli¢nik uzoraka 0=0,05; Isd=ty gps.,» X ST
Mast, % 4,73 nz / /
. - - > Za nivo a=0,01; 1sdo,005=0,46;
0, *% = = *% — *Kk sV Ly A
Proteini, % 18,83 XAZ/B3 O,25nZ XAZ/BS 0,73 XBSIBS 0,48 Za nivo a=0,05: 1Sd01025:0,30
SM, % 1,48 nz / / / /
MuSM, % 3,89 nz / / / /
: — _ - Za nivo 0=0,01; Isdp 00s=4,51;
*% - * - Hok - Kk !
PranS, g 77,19 XAZ/B3 4,07 XAZ/BS 14,63 XBSIBS 10,56 Za nivo a=0,05; ISd0,025:2,97
— _ - Zanivo a=0,01; Isdo05=5,67;
*k = * = Ea = KKk Vs |
Mast, g 30,68 Xn2/83=3,89 Xpogs=11,77 Xpaps=7,88 Za nivo 4=0,05; Isdogxs=3,74
. — - . Za nivo 0=0,01; Isdg0s=0,37;
*Kk — — ** — *k ’ ’ !
Proteini, g 34,99 Xaop3=0,24nz Xa2e5=0,83 Xp3e5=0,59 Za 1ivo 0=0,05: Isdo0ss=0,25
_ _ - Za nivo 0=0,01; Isdo005=5,19;
*k - * - *x = ** > > g
SM, g 38,16 Xpopa=4,13 Xpops=12,04 Xpaps=1,91 Za nivo a=0.05: Isdoqze=3.43
— _ - Za nivo a=0,01; Isdg 005=3,09;
* = = * = * ’
Voda, g 6,57 Xaarp3=0,06nz Xn2p5=2,59 Xpas=2,65 Za nivo a=0,05; 1sdo025=2,04

Legenda: nz-nije statisti¢ki znacajno (p>0,05); *statisti¢ki znacajno (p<0,05); **statisticki vrlo znacajno (p<0,01).
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Tabela 4. Vrednosti grupnog i pojedinaénog testiranja uticaja sadrzaja masti mleka (pri 5% proteina) na parametre pokoZica

F-TEST (tablicne vrednosti) UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj sadrzaja masti pri 5% proteina (A2, B4, B6)
Za nivo 0.:0,01; Fo~01;v1w2=10,92
Zanivo a=0,05; F s1,2,=5,14 LSD TEST
p trani i Izracunate Leradunat Grani¢ne vrednosti:
osma ranlvparame ri vrednosti, zratunate 0=0,01; Isd=togos. X ST
pokoZica s vrednosti uzorka o
F koli¢nik uzoraka 0=0,05; Isd=t; 5., X ST
Mast, % 0,44 / /
Proteini, % 0,18 / /
SM, % 1,93 nz / /
. . - _ - - _ -~ | < _ +x | Zanivo a=0,01; Isdo,00s=10,87;
Prinos, g 26,32 Xa284=8,33 Xa2pe=21,12 Xpage=12,79 Za nivo 4=0.05: Isdoe=7,18
Kk e _ S _ - S _ * Za nivo a=0,01; Isdg05=8,96;
Mast, g 17,18 Xa2p4=b,44nz Xa2ee=14,07 Xp4/p6=8,52 Za nivo 1=0.05: Isdoe=5.91
.- o - _ - - _ o . _ - Za nivo a=0,01; Isdo,005=1,13;
Proteini, g 15,47 Xa284=0,78 Xa2se=1,70 Xpags=0,92 Za nivo 4=0.05: Isdo 02e=0.75
Kk e _ e _ ox o _ ke Za nivo 0=0,01; Isdg 005=9,36;
SM, g 23,90 Xa2/84=6,13n2 Xape=17,22 Xeape=11,09 Za nivo 1=0.05: Isdoe=6.18
- - - Za nivo a=0,01; Isdg 00s=3,79;
* — — ** —_ A
VOda, g 7,33 XAz/B4—2,20nZ XAZ/BG_‘?’ng XB4/BG—1,70nZ Za nivo U,:0,0S; ISd0,025=2,50

Legenda: nz-nije statisti¢ki zna¢ajno (p>0,05); *statisti¢ki znacajno (p<0,05); **statisti¢ki vrlo znacajno (p<0,01).

Tabela 5. Vrednosti grupnog i pojedina¢nog testiranja uticaja sadrzaja proteina mleka (pri 4% masti) na parametre pokozica

F-TEST (tabli¢ne vrednosti)
Zanivo a=0,01; Fy;.1,,=10,92

UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj sadrzaja proteina pri 4% masti (A2, B3, B4)

Za nivo a=0,05; F ¢5,y1,,=5,14 LSD TEST
. . Izracunate 5 Grani¢ne vrednosti:
Posmatrani parametri vrednosti Izracunate a=0.01: Isd=t x ST
pokozica o vrednosti uzorka T 00
F koli¢nik uzoraka 0=0,05; Isd=tg gs5,y> X ST
. - < - Za nivo a=0,01; Isdg0s=7,30;
PranS, g 8,95* XAz/B3:4,07nZ XA2/54:8,33** XB3/B4:4126nZ Za nivo a=0.05: lst 222:4 82
S - S Za nivo a=0,01; Isdg05=2,61;
Voda, g 6,67* Xpo3=0,06nz | Xazpa=2,20% Xgapa=2,26* 7 1ivo G005, Is dz ZZZ: 17

Legenda: nz-nije statisti¢ki znacajno (p>0,05); *statisti¢ki znacajno (p<0,05); **statisticki vrlo znacajno (p<0,01).

Tabela 6. Vrednosti grupnog testiranja uticaja sadrzaja masti mleka (pri 3,4% proteina) na sadrzaj masti pokozica

UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj sadrzaja
masti pri 3,4% proteina (A2,B2)

F-TEST (tablic¢ne vrednosti)
Zanivo 0=0,01; Fy;,1,,,=21,20
Za nivo Ot=0,05; F0’05;71;72=7,71

. . IzraCunate
Posmatrani parametrl .
okozica vrednosti,
p F koli¢nik uzoraka
Mast, % 8,74*

Legenda: *statisticki znacajan uticaj (p<0,05);

Tabela 7. Vrednosti grupnog testiranja uticaja sadrzaja proteina mleka (pri 6% i 8% masti mleka) na parametre pokozica

UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj sadrzaja
proteina mleka pri 6% masti (B1, B5)

UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj sadrzaja
proteina mleka pri 8% masti (B2, B6)

F-TEST (tablicne vrednosti)
Za nivo 0,:0,01 5 F0,01;71;72:21120

F-TEST (tablicne vrednosti)
Zanivo 0=0,01; Fy;1,,=21,20

Za nivo 0,:0,05; F0,05;71;72:7171

Zanivo 0=0,05; F gs1,,,=7,71

. . IzraGunate Posmatrani IzraGunate
Posmatrani parametri . . .

.. vrednosti, parametri vrednosti,
pokozica F koli¢nik uzoraka pokozica F koli¢nik uzoraka
Mast, % 0,73 Mast, % 9,12*

Proteini, % 3,79* Proteini, % 49,70**
Prinos, g 16,25* Prinos, g 19,13*
Mast, g 36,47** Mast, g 5,10nz
Proteini, g 11,67* Proteini, g 77,38**
M/P 0,55 M/P 21,90**

Legenda: nz-nije statisticki znacajan uticaj (p>0,05); *statisticki znacajan uticaj (p<0,05); **statisticki vrlo znacajan uticaj (p<0,01).
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Tabela 8. Vrednosti grupnog testiranja uticaja sadrzaja dodatih proteina surutke na parametre pokozica

UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj UTICAJ SASTAVA MLEKA-uticaj
dodatih proteina surutke u mleko sa dodatih proteina surutke u mleko sa dodatih proteina surutke u mleko sa
4%masti i 3,4%proteina (A2,B7) 6%masti i 4,2%proteina (B5,B8) 8%masti i 5%proteina (B6,B9)
F-TEST (tabli¢ne vrednosti) F-TEST (tablicne vrednosti) F-TEST (tabli¢ne vrednosti)
Za nivo ¢=0,01; Fy ¢;.,1.,,=21,20 Zanivo a=0,01; Fy;1,,=21,20 Zanivo a=0,01; F g;,1,,=21,20
Zanivo 0=0,05; Fg gs.y1,0=7,71 Za nivo a=0,05; Fy ¢5.y1,0=7,71 Zanivo a=0,05; Fy os.1.,2=7,71
Posmatrani Izracunate . Izracunate . Izracunate
parametri vrednosti, Posrr?atranlw vrednosti, Posrr?atranlw vrednosti,
pokozica F koli¢nik uzoraka parametri pokoZica F koli¢nik uzoraka parametri pokoZica F koli¢nik uzoraka
Mast, % 0,002 Mast, % 6,47nz Mast, % 1,44nz
Proteini, % 0,30 Proteini, % 4,98nz Proteini, % 5,55nz
MuSM, % 1,61nz MuSM, % 13,87* MuSM, % 0,62
PuSM, % 0,11 PuSM, % 5,81nz PuSM, % 4,10nz
Prinos, g 8,83* Prinos, g 0,55 Prinos, g 0,14
Mast, g 9,22* Mast, g 4,13nz Mast, g 1,95nz
Proteini, g 10,16* Proteini, g 0,11 Proteini, g 0,55
M/P 0,04 M/P 10,98* M/P 3,82nz

Legenda: nz-nije statisticki znadajan uticaj (p>0,05); *statisticki znac¢ajan uticaj (p<0,05); **statisti¢ki vrlo znacajan uticaj (p<0,01).

Tabela 9. Vrednosti grupnog testiranja uticaja parametara vazduha na parametre pokoZzica

UTICAJ PARAMETARA VAZDUHA (C1, C2, C3, C4, C5)

F-TEST (tablicne vrednosti)

Za nivo 0=0,01; F0’01;71;72=5,99
Za nivo 0=0,05; Fy gs.,1.,,=3,48

Posmatrani parametri pokozica IzraGunate vrednosti, F koli¢nik uzoraka
Mast, % 41,26**
Proteini, % 5,33*
SM, % 34,28**
MuSM, % 17,81**
PusSM, % 11,48**
Prinos, g 13,94**
Mast, g 15,36**
Proteini, g 10,33*
SM, g 14,45**
M/P 13,01**

Legenda: nz-nije statisti¢ki zna¢ajan uticaj (p>0,05); *statisti¢ki zna¢ajan uticaj (p<0,05); **statisti¢ki vrlo znacajan uticaj (p<0,01).

Tabela 10. Vrednosti grupnog i pojedina¢nog testiranja uticaja temperature vazduha (pri ¢70% ) na parametre pokoZica

F-TEST (tabliene vrednosti) UTICAJ PARAMETARA VAZDUHA-uticaj temperature vazduha pri ¢70% (CS, C2, C4)
Zanivo a=0,01; F ;.1,,=10,92
Zanivo a=0,05; F gs1,,=5,14 LSD TEST
Posmatrani [zracunate Iorabunat Grani¢ne vrednosti:
parametri YreQnosti, vredzrrggtlﬁazzrka 0=0,01; Isd=ty gs.,» X ST
pokozica F koli¢nik uzoraka 0=0,05; Isd=ty s, X ST
— _ — Za nivo a=0,01; 1sdg 00s=2,37;
0 K% - *k = *% - *k SULs X
Mast, % 72,18 Xcsico=4,00 Xcsics=T1,67 Xcoics=3,67 Za nivo 4=0.05: Isdooze=1.56
Proteini, % 3,28nz / /
— _ — Za nivo a=0,01; 1sdg 00s=1,69;
0 *%x - ** = *% - Kk SULs X
SM, % 92,35 Xesic2=6,09 Xesca=3,73 Xcorcs=2,36 Za nivo 4=0.05: Isdooze=1.12
— _ — Za nivo a=0,01; 1sdg 00s=2,73;
0, *k - = ** = * » ] !
MuSM, % 14,30 Xesic2=1,51nz Xcsics=3,91 Xcocs=2,40 Za nivo 4=0.05: Isdooze=1.80
. < > . Za nivo a=0,01; 1sdg 005=5,80;
* = * = = '
Prinos, g 5,18 Xcsco=5,00 Xesca=3,00nz Xcoca=2,00nz Za nivo 0=0,05; Isdoos=3,83
— _ - Za nivo a=0,01; Isdo00s=2,78,;
*% - *k = K% - !
Mast, g 22,21 Xcsico=4,17 Xcsica 4,48 Xcojca 0,31nz Za nivo a=0,05; Isdeoss=1,84
Proteini, g 0,30 / /
— _ - Za nivo a=0,01; Isdo,00s=3,50;
K% - *k = K% - !
SM, g 15,26 Xcsic2=4,70 Xesica=4,29 Xcca=0,41nz Za nivo 4=0.05, Isdogze=2.31
Voda, g 3,54nz / /

Legenda: nz-nije statisti¢ki znacajno (p>0,05); *statisti¢ki znacajno (p<0,05); **statisticki vrlo znacajno (p<0,01).
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Tabela 11. Vrednosti grupnog i pojedinaénog testiranja uticaja rel. vlaznosti vazduha (pri temperaturi 30°C ) na parametre

pokozica
F-TEST (tablicne vrednosti) UTICAJ PARAMETARA VAZDUHA-uticaj rel. vlaznosti vazduha pri 30°C (C1, C2, C3)
Zanivo a=0,01; Fy;.1,,=10,92
Zanivo (120,05; FO,OS;yl;y2:5|14 LSD TEST
Posmatrani Izracunate Loratunate Grani¢ne vrednosti:
parametri vrednosti, vredZnostI; uzorka 0=0,01; Isd=ty ggs.,2 X ST
pokozica F koli¢nik uzoraka 0=0,05; Isd=t; 5., X ST
_ _ - Za nivo a=0,01; 1sdo,005=3,53;
0, Kk — Hk — Hk - sUL, X
Mast, % 29,47 Keycr=6,33 Keycs=6,33 Ke2/c5=0,00n2 Za nive 00,05 I 2 33
Proteini, % 4,36nz / /
_ _ — Zanivo a=0,01; ISdo 005=4,19;
0, *x - *%* - *%k = * > > )
SM, % 27,02 Xcco=4,98 Xccs=8,24 Xcoca=3,26 Za nivo a=0,05: Isdygzs=2,76
— _ _ Zanivo a=0,01; Isdg0s=2,78;
0, ** - *%* = = *% sVt A
MuSM, % 16,39 Xcwc2=3,15 Xcues=0,97nz Xcarcs=4,12 Za nivo 0=0,05; Isdozs=1,84
: — _ — Za nivo a=0,01; Isdges=5,14;
*x — *%k — *% — * > > )
Prinos, g 22,96 Xc1/c2=9,34 Xci/cs=5,67 Xcaic3=3,67 Za nivo a=0,05: Isdggzs=3,40
_ — - Za nivo a=0,01; Isdg 00s=2,80;
* = **x = = * '
T - - > Za nivo a=0,01; 1sdo005=0,89;
* —_ *%* —_ *% —_ ) B A 1 ’
Proteini, g 11,47 Xevcz=1,03 Xeycs=0,96 Xeacs=0.0T0Z | 7 116 640,05 Isdoes=0.59
— _ - Za nivo a=0,01; 1sdo005=3,40;
*x = =, *% = *% > > )
SM, g 14,75 Xcc2=1,06nz Xcucs=4,74 Xc2/c3=3,68 Za nivo 1=0.05: Isdope=2.24
- - > Za nivo a=0,01; Isdo005=2,43;
*x — ** — ** = > > " ’ !

Legenda: nz-nije statisti¢ki znacajno (p>0,05); *statisti¢ki zna¢ajno (p<0,05); **statisticki vrlo znacajno (p<0,01).

Tabela 12. Proseéne vrednosti koeficijenata varijacije (Cv) parametara sastava pokoZica iz ogleda serije A, B i C izvedenih

u tri ponavljanja

Prosecan hemijski sastav, % Prosecan hemijski sastav, g
Ogled Prinos,
- - Voda
Mast | Proteini SM MuSM | PusM Mast Proteini SM 9

Al 3,98 4,75 3,63 0,34 8,05 10,12 17,86 10,29 | 17,66 | 12,87
A2 9,25 0,84 6,59 3,76 7,39 15,17 5,63 12,45 | 9,06 6,24
A3 3,89 4,26 3,16 2,25 5,28 14,97 13,09 14,99 | 398 | 11,86
A4 14,03 2,00 8,78 5,30 10,31 15,11 2,05 9,89 | 1765 | 294
Bl 7,39 10,00 3,01 4,41 12,84 5,92 17,06 7,42 | 1490 | 8,78
B2 6,57 7,53 3,82 2,84 11,35 3,67 11,18 2,12 | 17,64 | 3,76
B3 2,79 2,42 2,87 1,65 1,94 4,16 431 2,57 | 10,93 | 3,73
B4 8,18 11,63 2,98 10,14 9,55 11,64 16,52 10,97 | 521 8,37
B5 4,25 2,40 2,76 2,05 2,15 3,81 3,05 1,80 | 9,26 1,85
B6 3,27 5,50 2,62 1,39 7,10 9,52 7,16 8,21 | 13,99 | 9,00
B7 3,44 2,74 5,95 2,55 5,60 13,96 15,96 11,58 | 30,19 | 17,54
B8 2,89 6,21 2,74 1,35 7,39 11,52 19,17 12,77 | 17,18 | 13,41
B9 7,45 6,69 7,08 1,47 13,56 6,79 19,74 6,44 | 30,06 | 13,44
C1 2,86 6,67 3,11 0,43 9,47 4,52 9,25 4,95 9,06 3,69
c2 0,91 7,49 1,17 0,82 8,50 5,30 10,98 534 | 8,18 6,19
C3 1,57 7,28 0,22 1,64 7,26 3,15 8,16 2,49 3,10 5,81
C4 1,97 2,43 0,67 1,61 1,78 4,24 2,92 4,70 | 6,98 3,08
C5 0,98 0,19 0,47 0,54 0,56 2,51 1,53 2,08 0,83 0,64
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Tabela 13. Lista skracenica i simbola

Skracenica, simbol Znacenje
o-LA a-laktalbumin
as-CN as-kazein
as1-CN as1-kazein
as2-CN as2-kazein
Asp asparagin
B-CN B kazein
B-LG B-laktoglobulin
B-LG A B-laktoglobulin genetska varijanta A
BSA albumin krvnog seruma
BTN butirofilin
CLA konjugovana linolna kiselina
CCP koloidni kalcijum fosfat
Cv koeficijent varijacije
CD kruzni dihroizam
Cys cistein
FDSP frakcije dominirajuéih proteina surutke
FK frakcije kazeina
FVMM frakcije velikih molekulskih masa
G povrsinska smicajna elasticnost
HHP visoki hidrostati¢ki pritisak
Ig imunoglobulini
lle izoleucin
IPS izolati proteina surutke
k-CN k-kazein
KPS koncentrati proteina surutke
Leu leucin
MM mle¢na mast
MFGM adsorpcioni sloj masnih globula
MuSM mast u suvoj materiji
PuSM proteini u suvoj materiji
2DE 2D elektroforeza
2ME 2-merkaptoetanol (3-merkaptoetanol)
M/P odnos apsolutnih koli¢ina masti/proteina, [kg/kg]
M/m? distribucija apsolutnih koli¢ina masti po jedinici povriine, [kg/m?]
MUC 1 mucin 1
NMR nuklearna magnetna rezonanca
OMP obrano mleko u prahu
P/m? distribucija apsolutnih koli¢ina proteina po jedinici povrsine, [kg/m?]
PAM povrsinski aktivne materije
PAS 6 komponenta MFGM
PAS 7 komponenta MFGM
Phe fenilalanin
PP proteozo- peptonska frakcija
Pro prolin
SM suva materija
Si00 indeks koji predstavlja zbir sadrzaja masti i proteina
Sm indeks masti (procentualno uées¢e masti u indeksu Syog)
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Sp

indeks proteina (procentualno uéesce proteina u indeksu Sqq)

(%m/%p) oznacava sadrzaj masti i proteina u mleku za izradu pokoZica tj. kajmaka

sp oznacava dodate proteine surutke u mleko za izradu pokozica tj. kajmaka

SEM skenirajuca elektronska mikroskopija

SDS PAGE (SDS PAG natrijum dodecil sulfat poliakrilamidna elektroforeza

elektroforeza)

SDS-R natrijum dodecil sulfat poliakrilamidna elektroforeza u redukuju¢im uslovima
SDS-NR natrijum dodecil sulfat poliakrilamidna elektroforeza u neredukujué¢im uslovima
SCF metoda samousaglasenog polja

TCA trihlorsiréetna kiselina

Tyr tirozin

Val valin

VuBMS voda u bezmasnoj materiji sira

XDH/XO ksantin dehidrogenaza/oksidaza

A povrsina kontaktne ravni mleko — vazduh, [m?]

Dy, binarni koeficijent difuzije, [m%/s]

Nu Nuselt-ov broj, [-]

Pr Prandtl-ov broj, [-]

Re Reynolds-ov broj,[-]

Sc Schmidt-ov broj, [-]

Sh Sherwood-ov broj, [-]

T temperatura, [K]

T, temperatura pare u neporemecenoj struji vazduha, [K]

Ts temperatura pare neposredno iznad povr§ine mleka, [K]

a zamisljena kontaktna ravan mleko — vazduh

Omi koeficijent masene provodljivosti, [kg/m?s]

h entalpija vazduha, [kJ/kgs/]
In difuzioni maseni fluks pare, tj. komponente 1, [kg/m?s]

k koeficijent prolaza toplote, [W/m?°K]

Km maseni koeficijent prelaza vode u vazduh u ravni iznad kontaktne povriine, [kg/m?sPa]
I karakteristicna duzina povrSine koja je u kontaktu sa vazduhom, [m]

m maseni protok vazduha, [kg/s]

0 ukupan toplotni fluks, [KW]

q specifi¢ni toplotni fluks koji mleko preda Vazduhu,[kW/mz]

qcond specifiéni toplotni fluks kondukcijom koji se predaje sa strane mleka vazduhu, [kW/m?]
CGeony specifiéni toplotni fluks konvekcijom koji se predaje sa strane mleka vazduhu, [kW/m?]
0,2 specifi¢ni toplotni fluks zratenjem koji se predaje sa strane mleka vazduhu, [kW/m?]
S zamiSljena povrSina neposredno iznad kontaktne povrSine

u zamiSljena povrsina neposredno ispod kontaktne povrSine

Grcki simboli

Us () povrsinska smicajna viskoznost, [ Ns/m]

A koeficijent prelaza toplote, [W/m?K]

A toplotna provodnost, [W/mK]

p gustina, [kg/m’]

T vreme

Q maseni udeo vode

¢ koeficijent aktivnosti koji za vodu ima konstantnu vrednost
A debljina, [m]
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()

relativna vlaznost vazduha, [%]

Subskripti

Air vazduh

Cond kondukcija

Conv konvekcija

Da suv vazduh (dry air)
Mi mleko

Rad zradenje

Wall zid posude
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