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1. UvOD

Koagulacija mlijeka jedan je od klju¢nih proizvodnih procesa kojim se znatno utjece
na kvalitetu i kvantitetu finalnog mlijecnog proizvoda. U proizvodnji polutvrdih i tvrdih
sireva, u svrhu koagulacije mlijeka koristi se sirilo. Proces koagulacije izazvan
enzimatskom aktivno$¢u dominantnog enzima sirila, kimozina, dovodi do slozenih
biokemijskih reakcija kemijskih sastojaka prirodno prisutnih u mlijeku. Kimozin pripada
skupini kiselih aspartat proteinaza (EC. 3.4.23), a primarno djeluje na cijepanje peptidne
veze U aminokiselinskom lancu jedne od Ccetiri kazeinskih frakcija, k¥ — kazeina.
Koagulacijski proces u direktnoj je vezi s proteinima mlijeka, $to upotpunjuje vaznost
kvalitete mlijeka kao i udjela pojedinih frakcija proteina u mlijeku.

S obzirom na kontinuirani porast asortimana mlije¢nih proizvoda prema zahtjevima
potroSaca, mlijecna industrija na svjetskoj razini neprestano raste. Prvenstveno u
proizvodnji sireva od velikog je zna¢aja poznavanje ¢imbenika koji utje¢u na koagulaciju
mlijeka. S druge strane, odredivanje koagulacijskih svojstava mlijeka moze utjecati na
skra¢ivanje utroSenog vremena u tehnoloskom procesu proizvodnje odredenog mlijecnog
proizvoda kao i na bolju finalnu kvalitetu $to udovoljava zahtjevima mlije¢ne industrije.
Sirok je spektar ¢imbenika koji mogu imati pozitivan ili negativan utjecaj na proces
koagulacije. Neki od najznacajnijih ¢imbenika su: kemijski sastav mlijeka, ionometrijska
kiselost mlijeka (pH), koli¢ina dominantnog proteina mlijeka (kazeina), koncentracija
makrominerala (Ca) te ukupan broj somatskih stanica. Odredivanjem koagulacijskih
svojstava mlijeka dobiva se uvid u vremenski pocetak koagulacijskog procesa, brzini
formiranja grusa i ¢vrsto¢i grusa u to¢no definiranim vremenskim periodima. Ovisno o
vrsti koagulacijskog svojstva (RCT,kzo, @30, amax, 8e0) rezultati su izrazeni u minutama ili
milimetrima. Vrijednosti koje odgovaraju odredenim koagulacijskim svojstvima mlijeka
varijabilne su ovisno o vrsti mlijeka koje je podvrgnuto procesu koagulacije.

Istrazivanja koagulacijskih svojstava mlijeka do sada se nisu provodila u Republici
Hrvatskoj. U ovom radu odredena su koagulacijska svojstva kravljeg, kozjeg i ovéjeg
mlijeka koji se prvenstveno koriste u proizvodnji tradicionalnih sireva. Selekcijom muznih
zivotinja na temelju koagulacijskih svojstava mlijeka moze se utjecati na povecanje

randmana i kvalitete finalnog proizvoda.



1.1. KEMIJSKI SASTAV MLIJEKA

Mlijeko je homogena tekué¢ina slozenog kemijskog sastava u kojoj se nalaze
proteini, masti, ugljikohidrati, minerali, vitamini i ostali sastojci dispergirani u vodi
(Ahmad i sur., 2008; Ozrenk i Inci, 2008). Kemijski sastav mlijeka vrlo je varijabilan
ovisno o vrsti mlijeka. Uzrok varijacija koagulacijskih svojstava mlijeka pripisuje se
kemijskom sastavu mlijeka te iz tog razloga mlijeko moze imati razli¢ite koagulacijske
sposobnosti (Abeykoon i sur., 2016). Na kemijski sastav mlijeka utjece niz vanjskih i
unutarnjih ¢imbenika. Vanjski ¢imbenici dijele se u zootehnicke, tehnoloSke ¢imbenike 1
uvjete vanjske sredine. Unutarnji ¢imbenici podijeljeni su na genetske i paragenetske
(Bittante i sur., 2012). S obzirom da je proteinski sastav mlijeka od velikog znacaja u
procesu koagulacije, udio ukupnog proteina kao i pojedinih vrsta proteina razlikuje se
ovisno o vrsti mlijeka. U tablici 1. prikazani su udjeli ukupnog proteina, kazeina kao i

sirutkinih proteina u odnosu na vrstu mlijeka.

Tablica 1 Udio proteina kod razli¢itih vrsta mlijeka (Rafiq i sur., 2016)

VRSTA MLIJEKA UKUPNI KAZEIN SIRUTKINI
PROTEIN (%) (%) PROTEINI (%)
Kravlje mlijeko 3,25+ 0,03 2,79 +£0,02 0,47 +0,01
Ovcje mlijeko 4,53 +0,03 3,87 £0,04 0,66 + 0,02
Kozje mlijeko 2,95 +£0,02 2,44 + 0,03 0,53 £ 0,02

*Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka srednja vrijednost £ standardna devijacija (prosjek podataka od
6 uzoraka)

Kazein je slozeni fosfoprotein koji osim aminokiselina kao gradivnih komponenti
sadrzi i fosfor (Ps), SeCer galaktozu (CeH1206) i N-acetil neuraminsku Kkiselinu
(C11H19NOgy). U tekucoj fazi mlijeka koloidno je dispergiran u obliku sloZenih globula koje
se nazivaju micele. Kazeinske micele u mlijeku variraju ovisno o veli€ini, zastupljenosti
pojedinih frakcija kazeina, te stupnju hidratacije i mineralizacije. Kazeinska micela
predstavlja ,,nakupinu“ veceg broja submicela (manje globularne jedinice) koje su
medusobno povezane koloidnim kalcijevim fosfatom [Ca3(POas)2] (Tratnik, 1998).
Opcenito, kazeinske micele predstavljaju visoko hidratizirane Cestice (priblizno 3,5 g vode

po 1 g bjelancevina) (Corredig i Salvatore, 2016). U neutralnoj sredini kazeinska je
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molekula amfoternog karaktera (NH2-R-COOH), no zbog prisustva dikarboksimonoamino
aminokiselina (glutaminska Kkiselina, asparaginska kiselina) kazein ima slabo kisela
(acidna) svojstva. 1z navedenog razloga kazeinska micela negativno je nabijena, a neto-
negativan naboj omogucuje stabilnost micele u svjezem mlijeku (Tratnik, 1998).
Kazeinske micele ov¢jeg i kozjeg mlijeka karakterizira visi stupanj mineralizacije i manja
toplinska stabilnost u odnosu na kazeinske micele kravljeg mlijeka (Raynal-Ljutovac i sur.,
2007a).

Jezgra kazeina sastoji se od os1, as2, B 1 kK — kazeina (koji se nalazi na povrsini i ima
zaStitnu ulogu). Prosje¢no, navedene frakcije kazeina nalaze se u omjeru 4:1:4:1 (Bonizzi
i sur., 2009). as1 glavna je frakcija kravljeg mlijeka dok u kozjem i ov¢jem mlijeku
dominatnu frakciju ¢ini B kazein (Mohanty i sur., 2016). Ov¢ji B kazein pojavljuje se u

dvije forme, B1-1 32- kazein ¢iji je aminokiselinski sastav ekvivalentan aminokiselinskom

sastavu govedeg 3 kazeina (Selvaggi i sur., 2014).

submicelle

K-casein
peptide chain

calcium
phosphate

Slika 1 Grada kazeinske micele (Kaya-Celiker i Mallikarjunana, 2012)

Suha tvar mlijeka predstavlja ostatak nakon isparavanja vode iz svjezeg mlijeka
kod konstantne temperature (102°C) do konstantne mase. Koli¢ina suhe tvari i
prehrambena vrijednost mlijeka u proporcionalnom su odnosu. Stoga, ov¢je mlijeko ima
vecu prehrambenu vrijednost i pokazuje vec¢i stupanj randmana u sirarstvu. Jedna od
tehnoloskih prednosti ovéjeg mlijeka odnosi se na mineralnu komponentu kazeinske
micele (Balthazar i sur., 2017a). Karakteristi¢no je da kazeinske micele ovéjeg mlijeka
sadrze veéi udio kalcija (Ca?*) pa nije potrebno dodavanije aditiva (kalcijev klorid, CaCly)

u tehnoloskom procesu proizvodnje sira (Balthazar i sur., 2017a). Osim povecanih



vrijednosti suhe tvari u ov¢jem mlijeku, prisutne su i povecane vrijednosti mlijeéne masti
i proteina. Razlog najc¢e$¢e prerade ovéjeg mlijeka u sir upravo stoji u povecanim
vrijednostima suhe tvari i ukupnog proteina (kazeina) koji su u pozitivnoj korelaciji s
procesom koagulacije (Balthazar i sur., 2017a).

Mlije¢na mast predstavlja mjesavinu estera masnih kiselina koji se u terminologiji
nazivaju triacilgliceroli (trigliceridi). Triacilgliceroli se po kemijskom sastavu sastoje od
trovalentnog alkohola glicerola [C3Hs(OH)s] i razli¢itih masnih kiselina koji se nalaze u
obliku masnih globula. Ov¢je i1 kozje mlijeko sadrzi znatno veée koncentracije masnih
globula koje karakterizira manji promjer u odnosu na masne globule kravljeg mlijeka.
Njihov prosjecni promjer iznosi ~3 — 3,6 um dok promjer masnih globula kravljeg mlijeka
priblizno iznosi =4 um (Gantner i sur., 2015 ; Balthazar i sur., 2017b). Promjer masnih
globula u obrnuto proporcionalnom je odnosu sa probavljivosti §to rezultira boljom

probavljivoscéu kozjeg i ov¢jeg mlijeka u komparaciji sa kravljim (Mio¢ i Pavi¢, 2002).

1.2. KOAGULACIJA MLIJEKA

Koagulacija mlijeka jedan je od najvaznijih koraka u proizvodnom procesu
proizvodnje sira. Uglavnom je koagulacija uvjetovana proteinskim sastavom mlijeka
(Troch i sur., 2017). Corredig i Salvatore (2016) koagulaciju mlijeka definiraju kao
proteoliti¢ku reakciju prilikom koje dolazi do destabilizacije proteina i stvaranja strukture
gela. Kao produkt u procesu koagulacije nastaje grus koji predstavlja gel na bazi proteina
u kojem hidrolizirane kazeinske micele tvore proteinsku mrezu (matriks) unutar koje su
inkorporirane masne globule (Corredig i Salvatore, 2016). Takoder, koagulacija
predstavlja proces u kojem dolazi do promjene agregatnog stanja mlijeka, mlijeko iz tekuce
faze prelazi u ¢vrstu. Koagulacija moze biti aktivirana mnogim biokemijskim i fizikalnim
procesima, a najzastupljeniji enzimatski pripravak je sirilo koje sadrzi enzim kimozin
(Pazzola, 2019).

Kimozin reagira direktno sa kazeinom djelujuci na mlijeko u tri faze. Molekule « -
kazeina ne nalaze se slobodne u otopini ve¢ su dio supramolekularne strukture kazeinske
micele (Corredig i Salvatore, 2016). Neovisno o temperaturi, tijekom prve (primarne) faze

dolazi do cijepanja peptidne veze u aminokiselinskom lancu k — kazeina izmedu 105.



(fenilalanin) 1 106. (metionin) aminokiseline pri ¢emu nastaje hidrofobni dio, para - x —
kazein i hidrofilni dio, kazeinomakropeptid (CMP). Djelovanjem kimozina ne dolazi do
hidrolize peptidne veze izmedu aminokiselina fenilalanina i metionina (Phe — Met) ako je
ona prisutna u oligopeptidima (dipeptid, tripeptid, tetrapeptid). Povecanjem duljine lanca
povecava se osjetljivost Phe — Met veze Sto analogno odgovara velikoj osjetljivosti Pheios
— Metios peptidne veze u aminokiselinskom lancu k - kazeina sastavljenom od 169
aminokiselina (Creamer i sur., 1998). k - kazein igra ulogu zastitnog koloida te sprjeCava
koagulaciju mlijeka. Stoga, cijepanjem aminokiselinskog lanca « -kazeina omogucena je
koagulacija mlijeka i agregacija kazeina. Kao rezultat cijepanja peptidne veze Phe 105 —
Met 106 dolazi do odvajanja peptidnog lanca izmedu 106. i 169. aminokiselinskog ostatka
molekule k kazeina, ¢esto u terminologiji zvano kao gubitak ,,kose* kazeina.
enzim

K - kazein - para-K-kazein + kazeinomakropeptid (CMP)
(169 ak) (105 ak) (64 ak)

Slika 2 Cijepanje K - kazeina djelovanjem kimozina (Tratnik, 1998)

Druga (sekundarna) faza zvana jos i faza agregacije (lat. agreggatio —pridruzivanje)
zapocinje dok se jo$ nije pocijepao cijeli k — kazein. CMP bitan je nositelj negativnog
naboja, stoga odvajanjem CMP od kazeinske micele dolazi do smanjivanja elektrostatskog
potencijala kazeina (zeta potencijal k — kazeina iz -20 mV prelazi na -10 mV) i poveéanja
hidrofobnosti povrsina kazeinskih micela. Prema teoriji fibrilarne strukture micele, nakon
odcijepljenja k-kazeina od priblizno 80%, omogucuje se agregacija micela. Sam proces
agregacije nemoguc je bez prisutnosti minimalnih koli¢ina kalcijevih iona. Za razliku od
prve, faza agregacije je neenzimska (Garnot i Olson, 1982) koja se dogada ovisno o
koncentraciji kazeina u mlijeku. Nastankom Ca-mostova odnosno tzv. kalcij-fosfatne veze

izmedu micela omogucuje se stvaranje trodimenzionalne mreze gela.

ca**

para - K - kazein H dikalcijev para - K - kazeinat

pH=8,0-6.4

Slika 3 Nastajanje dikalcijevog para - K - kazeinata djelovanjem kalcijevih iona (Tratnik,
1998)



U posljednjoj, trecoj (tercijarnoj) fazi dolazi do umrezavanje odnosno retikulacije
Sto u krajnosti dovodi do stvaranja proteinske mreze. Osim procesa retikulacije, u
tercijarnoj fazi odvija se daljnja proteoliza kazeina. Procesi koji se odvijaju u navedenoj
fazi pod utjecajem su temperature koja odreduje uspjesnost zavrSetka koagulacije.
Nastankom hidrofobnog djela tj. para - k — kazeina onemoguceno je odrzavanje stabilnosti
micele. Kao posljedica destabilizacije ostatak micele formira proteinsku mrezu u kojoj su

inkorporirani ostali sastojci mlijeka (Tratnik, 1998).

1.3. KOAGULACIJSKA SVOJSTVA MLIJEKA

Odredivanje koagulacijskih svojstava mlijeka predstavlja vazan faktor u
unaprjedenju proizvodnje finalnog proizvoda, sira (Cassandro, 2003). Koagulacijska
svojstva mlijeka (eng. Milk Coagulation Properties, MCP) mogu se opisati kroz reakciju
mlijeka i sirila (koagulansa) gdje kroz odredeno vrijeme kao produkt nastaje grus odredene
konzistencije. U koagulacijska svojstva mlijeka odredena pomocu formagrafa ili

laktodinamografa (eng. Formagraph) ubrajaju se (Bittante i sur., 2012):

1. vrijeme zgruSavanja (eng. rennet clotting time, RCT, min) — vremenski
interval od nultog vremena (oznacava trenutak dodavanja sirila u mlijeku)

do trenutka kada poc€inje rasti u Sirinu tj. vrijeme pocetka sirenja mlijeka

2. brzina formiranja grusa (keo, min) - vremenski interval od pocetka
formiranja gruSa do oscilacijske Sirine od 20 mm tj. vrijeme potrebno da

amplituda dosegne 20 mm

3. Cvrstoca grusa (aso, mm) — &vrsto¢a grusa 30 minuta nakon dodavanja

enzima tj. Sirina amplitude nakon 30 minuta od dodatka sirila

4. maksimalna ¢vrstoca grusa (amax, min) — vremenski interval koji odgovara

maksimalnoj ¢vrstoéi grusa tijekom koagulacijskog procesa

5. ¢vrsto¢a gruSa (aso, mm) - ¢vrsto¢a gruSa 60 minuta nakon dodavanja

enzima tj. Sirina amplitude nakon 60 minuta od dodatka sirila



Karakteristicno je da sezona znaCajno moze uvjetovati ¢vrstocu grusa Sto je u
pozitivnoj korelaciji sa kemijskim sastavom mlijeka koji se mijenja tijekom laktacije
(Bittante i sur., 2015). Prosjecne vrijednosti za RCT razlikuju se ovisno o vrsti mlijeka.
Kod kravljeg mlijeka RCT iznosi = 12 minuta (Bittante, 2012). Prosje¢na vrijednost RCT-
a za ov¢je mlijeko iznosi = 8,6 minuta, dok je za kozje mlijeko vremenski raspon nesto
ve€i, = 13,2 minute (Pazzola, 2019). Skra¢ivanjem vremena potrebnim za koagulaciju
mlijeka omogucéuje se duzi vremenski period formiranja gruSa Cime je zavrSetak
koagulacijskog procesa popra¢en zadovoljavaju¢om ¢vrsto¢om grusa (Cassandro i sur.,
2008). Zaklju¢no tome, RCT koagulacijsko svojstvo u obrnuto proporcionalnom je odnosu
sa aso koagulacijskim svojstvom.

S fenotipskog stajalista, mlijeko uobiCajenog sadrzaja kazeina S dovoljnom
koncentracijom koloidnog kalcijevog fosfata [Cas3(POa).] te zadovoljavajuéim omjerom
masti 1 kazeina poboljSava koagulacijska svojstva mlijeka ¢ime se ostvaruje pozitivan
u¢inak na prinos sira (Mariani i Battistotti, 1999). U istrazivanju Politis i Kwai-Hang
(1988) na kravljem mlijeku inicijalni pH mlijeka znacajno odreduje kvalitetu i uspjesnost
sva tri koagulacijska svojstva. Na RCT znacajno utjeCe  — kazein, broj somatskih stanica
i sadrzaj laktoze. Na utjecaj koo i aso koagulacijskog svojstva znacajan je sadrzaj kazeina,
ponajvise B i k — kazeina. Isti autori navode broj somatskih stanica kao zna¢ajan ¢imbenik
koji utjeCe na brze formiranje grusa (koo), dok za ¢vrstocu grusa (asp) navedeni ¢imbenik
nije od znacaja.

S genetskog stajalista, nekoliko je istraZivanja provedenih na kravljem mlijeku
potvrdilo pozitivnu genetsku korelaciju izmedu koagulacijskih svojstava mlijeka i niske
ionometrijske kiselosti mlijeka (pH) s manjim ukupnim brojem somatskih stanica (Ikonen
i sur., 1999; lkonen i sur., 2004). Mogucnost poboljsanja koagulacijskih svojstava mlijeka
ogleda se u genetskom razvitku kojim se moze utjecati na poveéanje ukupnog sadrzaja k —
kazeinske frakcije (Bittante i sur., 2012). Ukupan sadrzaj proteina unutar kojeg je
koli¢inski najzastupljeniji fosfoprotein kazein takoder je u pozitivnoj korelaciji s
koagulacijskim svojstvima mlijeka (Ikonen i sur., 1999; Ikonen i sur., 2004). U istrazivanju
Cassandro i sur. (2008) provedenim na kravljem mlijeku genetska korelacija izmedu RCT-
a i udjela masti ili proteina gotovo je jednaka nuli (-0,05 odnosno -0,08). Suprotno tome,

genetska korelacija izmedu aso (Cvrstoca grusa) 1 ukupnog sadrzaja proteina i1 kazeina bila



je umjerena do visoka (0,44 odnosno 0,53). Povecanjem koncentracije kalcija u mlijeku
proporcionalno se utjece na ¢vrstocu grusa (aso) (Glantz i sur., 2010). Temperatura koja se
koristi za zagrijavanje uzoraka prije enzimatske aktivnosti kimozina iznosi 35 °C (Bittante
i sur., 2012). Ikonen i sur. (1997) nizu temperature zagrijavanja navode kao inhibirajuci

faktor na proces koagulacije (produljenje RCT-a) i sinereze.

1.4.  CIMBENICI KOAGULACIJE MLIJEKA

Koagulacija mlijeka je proces koji ovisi o Sirokom spektru ¢imbenika. Vrsta
prezivaca od kojeg mlijeko potjece uvelike utjece na koagulaciju kao i na koagulacijska
svojstva mlijeka (Bittante i sur., 2012). Neki od najvaznijih ¢imbenika su: sirilo koje
uzrokuje proces koagulacije, ionometrijska kiselost mlijeka (pH), ukupan broj somatskih

stanica, udio mlije¢ne masti i proteina te kalcijeva sol, kalcijev klorid (CaCly).

1.4.1. Sirilo

Na trzistu je dostupno nekoliko vrsta sirila: zZivotinjska (predominantno teleca, koja
se 1 dalje dobivaju ekstrakcijom iz zeludaca sisavaca te puno rjede janjeca ili jareca) te ne-
zivotinjska: biljna, mikrobioloSka ili dobivena genetskim inZenjeringom, a proizvode se u
razli¢itim oblicima (tekucina, prah ili pasta). U proizvodnji polutvrdih i tvrdih sireva sirilo
se dodaje u svrhu koagulacije mlijeka. Kod sirila zZivotinjskog porijekla, u enzimatskom
sastavu sirila ekstrahiranog iz ¢etvrtog dijela Zeluca mladih sisavaca dominantan je enzim
kimozin. Kimozin pripada skupini kiselih aspartat proteinaza (EC 3.4.23) s prisutno$cu
dvije asparaginske kiseline sa svake strane reaktivnog mjesta. Kimozin vrsi kontroliranu
(samo jedna frakcija proteina) i specificnu (to¢no odredeno konformacijsko mjesto u
proteinu) proteolizu (Yegin i Dekker, 2013). Osim sirila zivotinjskog podrijetla, mogu se
koristiti i mikrobna sirila (Rhizomucor miehei, Rhizomucor pussillus, Cryphonectria
parasitica) (Andren, 2003) kao i kimozin dobiven fermentacijom (eng. Fermentation-
produced chymosin, FPC) djelovanjem kvasca Kluyveromyces marxianus var. lactis ili
bakterije Escherichia coli K-12 (Teuber, 1990). Koli¢ina sirila koja se koristi

proporcionalna je sa ¢vrstoCom gruSa unutar odredenih granica. Prilikom povecane



koncentracije sirila skracuje se vrijeme koagulacije radi ubrzane proteolize k — kazeina
(Foltman, 1959; McMahon i sur., 1984; Carlson i sur., 1987; Lopez i sur., 1998).

1.4.2. lonometrijska kiselost mlijeka

Smanjenom pH vrijednosti dolazi do povecane acidifikacije mlijeka $to utjece na
skracivanje vremenskog trajanja primarne i Sekundarne faze koagulacije te uvjetuje
povecéanje ¢vrstoce grusa. Intenzivnom acidifikacijom (vrijednosti na pH skali ispod 5,8)
moze do¢i do postizanja smanjene C¢vrstoce grusa. Nizi pH mijeka omoguéuje otapanje
koloidnog kalcijevog fosfata [Cas(POs)2] ¢ime se utjeCe na koagulaciju mlijeka
(Gaucheron, 2005).

1.4.3. Ukupan broj somatskih stanica

Pravilnikom o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (2020), kravlje mlijeko jedina
je vrsta mlijeka kod koje postoji to¢no definiran maksimalan ukupan broj somatskih stanica
dozvoljen u mililitru mlijeka (BSS/mL), 40x10%mL. U kozjem i ov&jem mlijeku
Pravilnikom navedeno nije utvrdeno. Za razliku od zemalja ¢lanica EU kod kojih nije
definirana zakonska granica dozvoljenog ukupnog broja somatskih stanica kozjeg i ovéjeg
mlijeka, Uprava za hranu i lijekove u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZavama prihvaca
grani¢nu vrijednost koja iznosi 1x10%mL (Paape i sur., 2007). Ukupan broj somatskih
stanica jasan je pokazatelj zdravlja vimena i kvalitete mlijeka (Villalobos i sur., 2015) i u
svim razvijenim zemljama predstavlja marker za prevenciju od mastitisa (Alhussien i
Dang, 2018).

Somatske stanice sastoje se od epitelnih i bijelih krvnih stanica (leukocita), a
predstavljaju sekundarni mehanizam organizma u obrani od razli¢itih infekcija, dok se
primarna obrana odnosi na anatomske i kemijske barijere kanala u mlije¢noj zlijezdi
(Alhussien i Dang, 2018). Povecéan broj somatskih stanica javlja se kao odgovor na upalni
proces Koji nastaje radi odredene intramamarne infekcije (Raynal — Ljutovac i sur., 2007b).
U istrazivanjima provedenim na ov¢jem mlijeku povecanje broja somatskih stanica
uzrokovalo je promjene pH i kemijskog sastava mlijeka (Vivar-Quintana i sur., 2006; Marti

de Olives i sur., 2013) te nepovoljno utjecalo na koagulaciju (Pirisi i sur., 2000; Bianchi i
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sur., 2004). Prema istrazivanju Raynal — Ljutovac i sur. (2007b) povecéanje broja somatskih
stanica u pozitivnoj je korelaciji sa vrijedno$¢u pH. Prilikom povecanog broja somatskih
stanica dolazi do povecanja pH mlijeka (Raynal — Ljutovac i sur., 2007b). Navedeno
poveéanje pH mlijeka uzrok je povecane propusnosti mamarnog epitela prilikom kojega
sastojci poput citrata (CsHsO7%), bikarbonata (HCO3Y), iona natrija (Na*) i klora (CI) iz
krvi mogu prijeé¢i u mlijeko (Villalobos i sur., 2015). Poveéane razine CeHsO7* i HCO3 u
mlijeku proporcionalno utje¢u na pH mlijeka (Kitchen, 1981; Harmon, 1994). CsHsO07* u
mlijeku mogu reagirati s kalcijem stvarajuci soli koje utjeCu na smanjenje stabilnosti
kazeinske micele §to je u pozitivnoj korelaciji sa samom koagulacijom (Frederiksen i sur.,
2011; Sunderkilde i sur., 2011). Poveéanim brojem somatskih stanica uz nize pH
vrijednosti mlijeka ostvaruje se pozitivan ucinak na koagulaciju mlijeka (Pirisi i sur.,
2000). Villalobos i sur. (2015) analizom ov¢jeg mlijeka potvrdili su konstatacije prilikom
kojih povecanim brojem somatskih stanica dolazi do povecanja koncentracije proteina,
smjanjenja koncentracije laktoze dok koncentracija mlije¢ne masti u pravilu ostaje
nepromijenjena. Navedene promjene potvrdene su i u mnogim drugim istrazivanjima
(Pirisi i sur., 2000; Nudda i sur., 2003; Albenzio i sur., 2004; Vivar-Quintana i sur., 2006).

1.4.4. Udio mlije¢ne masti i proteina

Mlije¢na mast i proteini, primarno kazein, glavni su kemijski sastojci mlijeka koji
izravno utjeCu na koagulaciju mlijeka i prinos sira (Cecchinato i Bittante, 2016). U
istrazivanju Stocco i sur. (2018), kozje mlijeko bogato mlijeénom masti pozitivno je
utjecalo na koagulaciju, dok su povecane koncentracije proteina produljile koagulacijski
proces. Sto je koncentracija kazeina veéa u odnosu na ukupnu koncentraciju proteina,
Cvrsto¢a se gruSa povecava (Pazzola, 2019). Povecane koncentracije masti u procesu
koagulacije smanjuju sinerezu zbog masnih globula koji blokiraju kanale u grusu i tako
sprjecavaju potreban stupanj izdvajanja sirutke (Sinereze) sto posljedi¢no uvjetuje nastanak
mekseg grusa (Tratnik, 1998).
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1.4.5. Kalcijev klorid

Cesto se radi poboljsanja koagulacije mlijeka dodaje kalcijev klorid (CaClz) kojim
se postize bolja ¢vrsto¢a grusa. Mnogi autori isti¢u djelovanje CaCl, na koagulaciju
(Wolfschoon-Pombo, 1997; Landfeld i sur., 2002; Soodam i sur., 2015) prilikom kojeg
maksimalna koncentracija CaCl: koja se dodaje ne smije prelaziti razinu od 0,07% zbog
onemogucenog Stvaranja pozitivnih ucinaka na koagulaciju mlijeka. Preporucena
koncentracija CaCl koja se dodaje u rasponu je od 0,02 do 0,03% (Tratnik, 1998). Osim
Sto CaClz povoljno utjece na ¢vrstocu grusa, sprjeCava dodatno izdvajanje mlijeCne masti
putem sirutke (Ong i sur., 2013). Kao posljedicu povecane koncentracije CaCl, Phadungath
i Metzger (2011) navode nastajanje kristala kalcijevog laktata [Ca(C3Hs03)2] koji

predstavljaju Cestu pogresku u proizvodnji sira Cheddar.

11



2. HIPOTEZE I OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Na temelju dosadas$njih istrazivanja, hipoteza ovog rada je da se koagulacijska svojstva
mlijeka razlikuju ovisno o vrsti muznih zivotinja. Na temelju postavljene hipoteze, opéi je
cilj ovog istrazivanja usporediti koagulacijska svojstva kravljeg, kozjeg i ovéjeg mlijeka
(RCT, k2o, azo, as0, amax) te definirati klju¢ne fizikalno-kemijske ¢imbenike u procesu

koagulacije razli¢itih vrsta mlijeka.

Specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Odrediti kemijski sastav, fizikalne osobine, ukupan broj mikroorganizama,
ukupan broj somatskih stanica, koncentraciju kalcija i koagulacijska svojstva
kravljeg, kozjeg i ov¢jeg mlijeka.

2. Usporediti razlike u kemijskom sastavu, fizikalnim osobina, ukupnom broju
mikroorganizama i somatskih stanica te koncentraciji kalcija izmedu kravljeg,
kozjeg i ov¢jeg mlijeka.

3. Natemelju dobivenih rezultata istrazivanja definirati glavne fizikalno-kemijske
¢imbenike koje utjecu na koagulacijska svojstva mlijeka.

4. Usporediti povezanost koncentracije kalcija, sadrzaja kazeina i ionometrijske

kiselosti mlijeka na koagulacijska svojstva kravljeg, kozjeg i ov¢jeg mlijeka.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. UZORKOVANJE MLIJEKA

U razdoblju od ozujka do prosinca 2021. godine prikupljeno je 33 skupna uzorka
razli¢itih vrsta mlijeka za potrebe ovog rada. U razdoblju od ozujka do rujna 2021. godine
prikupljeno je 7 skupnih uzoraka ov¢jeg mlijeka s podrucja Bjelovarsko - bilogorske
zupanije, od travnja do prosinca 2021. godine prikupljeno je 9 skupnih uzoraka kravljeg
mlijeka s podrucja Zagrebacke zupanije, a od ozujka do studenog 2021. prikupljeno je 17
skupnih uzoraka kozjeg mlijeka s podru¢ja Sibensko - kninske Zupanije. Po uzorkovanju
prikupljena je po 1 L mlijeka koja je koli¢inski rasporedena za sve planirane analize. Za
potrebe odredivanja koagulacijskih svojstava mlijeka uzorci su se pohranjivali u bocice
zapremnine 200 mL prilikom kojega su uzorci smrznuti tehnikom brzog smrzavanja na
instrumentu Tecnomac E15-40 (ltalija). Za potrebe fizikalno-kemijskih analiza isti su se
pohranjivali u bo¢icama volumena 200 mL, te u sterilnim bo¢icama zapremnine 30 mL za
odredivanje ukupnog broja bakterija (CFU, eng. colony forming unit) kao i ukupnog broja
somatskih stanica. Uzorci su u vremenu od 3 do 5 sati u prijenosnom hladnjaku (+4 °C)
dostavljeni u Referentni laboratorij za mlijeko i mlije¢ne proizvode Zavoda za mljekarstvo

Agronomskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.

3.2. PRIPREMA OTOPINE SIRILA

U svrhu odredivanja koagulacijskih svojstava mlijeka koristeno je sirilo Bioren
proizvodaca Christian Hansen (Danska) ja¢ine 791 IMCU/gr. Enzimatski sastav
navedenog sirila ¢ini kimozin s udjelom 97 % + 3% i pepsin s udjelom 3% + 3% . Sirilo
je za potrebe analize razrijedeno na jac¢inu 0.051 IMCU/mL. Priprema otopine sirila
sastojala se u odvazi sirila u prahu na analitickoj vagi i otapanju pomocu destilirane vode
do oznake u odmjernoj tikvici volumena 25 ml. Svakog radnog dana prije analize priprema

se svjeza otopina sirila.
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3.3. ODREPIVANJE KOAGULACIJSKIH SVOJSTAVA MLIJEKA

Za potrebe odredivanja koagulacijskih svojstava mlijeka pojedina¢nih uzoraka
koristen je instrument za odredivanje koagulacijskih svojstava mlijeka i osobina grusa
(MA.PE SYSTEM SRL, ltalija) (slika 4). Za potrebe analize na instrumentu uzorak se
predinkubirao na temperaturi od 35 °C prije dodavanja otopine sirila. Takoder, neposredno
prije analize odredivala se ionometrijska kiselost uzorka (pH). Svaki uzorak mlijeka
analizirao se u 3 ponavljanja. Blokovi za analizu popunjavali su se s 10 mL uzorka i 0,2
mL otopine sirila. Popunjeni blok s uzorcima stavljao se na analizu u trajanju od 60 minuta.
Kroz vremenski period od 60 minuta pratio se cijeli tijek koagulacije kao i postupka
sinereze.

Slika 4 Postupak odredivanja koagulacijskih svojstava mlijeka na formagrafu
(vlastiti izvor)
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3.4. ODREDIVANJE KEMIJSKOG SASTAVA MLIJEKA

Za kemijski sastav mlijeka koristen je instrument MilkoScan FT3 (Foss, Danska)
(slika 5) u skladu s normom HRN ISO 9622 (DZNM, 2017). Unutar kemijskog sastava
mlijeka odreden je udio mlije¢ne masti, proteina, laktoze, suhe tvari, suhe tvari bez masti,
kazeina, citrata, slobodnih masnih kiselina i uree. Instrument MilkoScan FT3 predstavlja
uredaj novije generacije za potrebe analize mlijeka uz pomo¢ Fourierove transformacije
infracrvenog spektra (FTIR). FTIR tehnologija omogucuje mjerenje unutar ¢itavog
infracrvenog spektra pomocu koje se dobiva Sirok spektar razli€itih rezultata. Prosjec¢no,
za potrebe analize jednog uzorka potrebno je 30 do 45 sekundi. Viskoznost uzorka zna¢ajan
je fizikalni ¢imbenik koji utjeCe na brzinu analize. U sat vremena moguce je dobiti uvid u

rezultate 500 razli¢itih uzoraka (Matijevi¢ i Blazi¢, 2008.).

Slika 5 Instrument Milcoscan FT3 (vlastiti izvor)
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3.5. ODREPIVANJE HIGIJENSKE KVALITETE MLIJEKA

Higijenska kvaliteta mlijeka odredena je na osnovu ukupnog broja
mikroorganizama na instrumentu Bactoscan FT 50 (Foss, Danska) (slika 6), prema
medunarodnoj normi HRN 1SO 4833 (DZNM, 2013) te ukupnog broja somatskih stanica

na instrumentu Fossomatic Minor (Foss, Danska) prema medunarodnoj normi HRN EN

Slika 6 Instrument Bactoscan FT 50 (vlastiti izvor)

3.6. ODREDIVANJE FIZIKALNIH OSOBINA MLIJEKA

Kiselost mlijeka odredena je pomoc¢u pH metra Seven Multi (Mettler Toledo,
Svicarska), dok je to¢ka ledita mlijeka odredena krioskopskom metodom na instrumentu
Cryostar 1 (Funke Gerber, Njemacka) (slika 7) u skladu s normom HRN EN ISO 5764
(DZNM, 2010). Fizikalna osobina gusto¢e mlijeka odredena je na instrumentu MilkoScan
FT3.

Slika 7 Instrument Cryostar 1 (vlastiti izvor)
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3.7. ODREPIVANJE KONCENTRACIJE KALCIJA U MLIJEKU

Koncentracija kalcija odredena je na instrumentu za odredivanje koncentracije
minerala metodom induktivne spregnute masene spektrometrije (ICP-MS, Japan) (slika 8).
Prvotno, za potrebe analize odvagalo se 0,2 mL mlijeka u posudice za mikrovalnu pe¢nicu
(Multiwave GO, Anton Paar, Austrija) uz dodatak 6 mL dusi¢ne kiseline (65 % HNO3).
Nakon dodatka dusi¢ne kiseline uzorak se stavljao na mokro spaljivanje. Pri zavrSetku
mokrog spaljivanja sadrzaj se prelijeva u odmjernu tikvicu zapremnine 50 mL te
nadopunjuje ultrac¢istom vodom. Prije analize na instrumentu (ICP-MS) sadrzaj u
odmjernoj tikvici potrebno je homogenizirati i preliti u tubice. Otopina uzorka se pomoc¢u
peristalticke pumpe uvodi u rasprsivaé gdje se rasprsuje u struji plina argona, koji je nosaé
analita. Formira se aerosol koji prolazi kroz komoru za rasprsivanje (eng. spray chamber)
u kojem se kolizijom uklanjaju vece kapljice uzorka. Potom aerosol ulazi direktno u cijev
horizontalno postavljenog ICP torcha. U sredistu plazme kineticka temperatura varira od
4500 — 6500 kelvina (K) ovisno o protoku plina nosioca i jacini struje kojom se plazma
opskrbljuje. Aerosol uzorka se ionizira pomocu plazme Koja je izvor pojedina¢nih
pozitivno nabijenih iona. Za rad instrumenta koriste se plinovi: argon ¢istoce 99,9995% i
helij ¢istoce 6.0. Pojedinac¢ni standard kalcija (CPAChem, Velika Britanija) koristen je za
pripremu kalibracijskog pravca uz linearnost od >0,999.
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3.8. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

StatistiCka obrada podataka provedena je pomocu statistickog paketa SAS 9.4
(Statistical Analysis System, 2015). Razlike u kemijskom sastavu, fizikalnim svojstvima,
higijenskoj kvaliteti, koncentraciji kalcija kao i koagulacijskim svojstvima razli¢itih vrsta
mlijeka ispitane su PROC GLM procedurom pri ¢emu je nezavisna varijabla (grupa) bila
vrsta mlijeka. Povezanost fizikalno-kemijskih ¢imbenika s koagulacijskim svojstvima
mlijeka ispitane su PROC REG procedurom pri ¢emu je zavisna varijabla bila

koagulacijsko svojstvo mlijeka.
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4. REZULTATI

4.1. KEMIJSKI SASTAV KRAVLJEG, KOZJEG I OVCJEG MLIJEKA

Tablica 2 prikazuje prosjeéne vrijednosti kemijskih sastojaka mlijeka s obzirom na

broj uzoraka i vrstu mlijeka. Sadrzaj proteina, masti, kazeina, suhe tvari, suhe tvari bez

masti i citrata znac¢ajno se razlikuju izmedu svih triju vrsta mlijeka (P<0,001). Nije

utvrdena znacajna razlika izmedu ov¢jeg 1 kozjeg mlijeka s obzirom na sadrzaj laktoze

(P=0,263) i uree (P=0,028) sto znaci da se kravlje mlijeko znacajno razlikuje u odnosu na

ostale vrste mlijeka u vidu sadrzaja laktoze i uree (P<0,001). Kozje se mlijeko prema

koncentraciji masnih kiselina znacajno razlikuje (P<0,001) u odnosu na ostale vrste

mlijeka, dok izmedu ov¢jeg i kravljeg mlijeka nije utvrdena znacajnost S obzirom na

njihovu koncentraciju (P=0,676).

Tablica 2 Kemijski sastav kravljeg, kozjeg i ov¢jeg mlijeka

KEMIJSKI SASTOJAK

MLIJEKA KRAVLJE KOZJE

(n=9) (n=17)
Mlijecna mast (g/100g) 4,35 3,71
Proteini (g/100g) 3,52 3,08
Laktoza (g/100g) 4,61 4,40
Suha tvar (g/100g) 13,42 11,75
Suha tvar bez masti (g/100g) 9,05 7,70
Kazein (g/100g) 2,77 2,42
Citrati (g/100g) 0,162 0,061
Slobodne masne kiseline (mmol/L) 0,46 0,62
Urea (mg/dL) 10,67 26,76

VRSTA MLIJEKA | BROJ UZORAKA (n)
OVCJE
(n=7)

6,62
6,03
4,47
17,88
11,15
476
0,117
0,47
19,86
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4.2 FIZIKALNA SVOJSTVA KRAVLJEG, KOZJEG I OVCJEG MLIJEKA

U tablici 3 prikazane su prosje¢ne vrijednosti fizikalnih svojstava mlijeka s obzirom
na vrstu mlijeka i broj uzoraka. Izmedu tocke ledista i gustoce utvrdena je znacajna razlika
izmedu svih triju vrsta mlijeka (P<0,001). Vrijednosti ionometrijske kiselosti (pH) kravljeg
mlijeka znacajno se razlikuju (P<0,001) u odnosu na vrijednosti ostalih vrsta mlijeka

odnosno nije utvrdena znacajnost (P=0,237) izmedu ovéjeg i kozjeg mlijeka.

Tablica 3 Fizikalna svojstva kravljeg, kozjeg i ov¢jeg mlijeka

FIZIKALNE OSOBINE VRSTA MLIJEKA | BROJ UZORAKA (n)

KRAVLJE KOZJE OVCJE
MLIJEKA (n=9) (n=17) (n=7)
lonometrijska kiselost (pH) 6,55 6,40 6,42
Tocka ledista (°C) -0,5213 -0,5408 -0,5567
Gustoca (g/L) 1029,34 1025,7 1034,62

4.3 HIGIJENSKA KVALITETA KRAVLJEG, KOZJEG I OVCJEG MLIJEKA

U tablici 4 prikazani su parametri prema kojima se procjenjuje higijenska kvaliteta
mlijeka. Ukupan broj mikroorganizama i ukupan broj somatskih stanica prikazani su kao
prosjecne vrijednosti s obzirom na vrstu mlijeka i1 broj uzoraka. Utvrdena je znacajna
razlika (P<0,001) izmedu oba parametra izmedu svih triju vrsta mlijeka. S obzirom da je u
analiziranim uzorcima ukupan broj mikroorganizama ov¢jeg mlijeka bio znacajno veci u
odnosu na ukupan broj mikroorganizama u kozjem i kravljem mlijeku, znac¢ajnost izmedu
kravljeg i kozjeg mlijeka s obzirom na ukupan broj mikroorganizama bila je nesto niza
(P=0,018).

Tablica 4 Higijenska kvaliteta kravljeg, kozjeg i ov¢jeg mlijeka

HIGIJENSKA KVALITETA VRSTA MLIJEKA | BROJ UZORAKA (n)

KRAVLJE KOZJE OVCJE
MLIJEKA (n=9) (n=17) (n=7)
Ukupan broj mikroorganizama
(CFU/mL) 92 778 405 882 1183571
Ukupan broj somatskih stanica (mL) 408 000 1300 471 2 481 857
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4.4, KONCENTRACIJA KALCIJA U KRAVLJEM, KOZJEM I OVCJEM
MLIJEKU
Tablica 5 prikazuje prosje¢nu koncentraciju kalcija kao dominantnog makrominerala
mlijeka s obzirom na vrstu mlijeka i broj uzoraka. Utvrdena je znacajna razlika (P<0,001)
u koncentracijama kalcija ovisno o vrsti mlijeka. S obzirom da je u ov¢jem mlijeku
utvrdena najveca koncentracija kalcija, znaCajnost u koncentraciji kalcija izmedu kozjeg i

kravljeg mlijeka nesto je niza (P=0,004).

Tablica 5 Koncentracija kalcija u kravljem, kozjem i ov¢jem mlijeku

MINERALNI SASTAV VRSTA MLIJEKA | BROJ UZORAKA (n)

KRAVLJE KOZJE OVCIE
MLIJEKA (n=9) (n=17) (n=7)
Kalcij (mg/kg) 1501,11 1387,65 2271,43

4.5. KOAGULACIJSKA SVOJSTVA KRAVLJEG, KOZJEG I OVCJEG
MLIJEKA

U tablici 6 prikazane su prosje¢ne vrijednosti koagulacijskih svojstava mlijeka s
obzirom na vrstu mlijeka i broj uzoraka. Koagulacijska svojstva mlijeka oznacena
razli¢itim brojevima znacajno se razlikuju ovisno o vrsti mlijeka (P<0,001). Prosje¢ne
vrijednosti az ov¢jeg mlijeka znacajno se razlikuju (P<0,001) od prosje¢nih vrijednosti
kozjeg 1 ov¢jeg mlijeka kao i prosjecne vrijednosti aso kozjeg mlijeka od prosjenih
vrijednosti kravljeg i ov¢jeg mlijeka (P<0,001). Izmedu azo kravljeg i kozjeg (P=0,908) te
aso kravljeg i ov¢jeg (P=0,823) nije utvrdena znacajnost. S obzirom na rezultate prikazane
u tablici 6 u ovome je istraZivanju proces koagulacije najprije zapoceo u kozjem, zatim u
ov¢jem 1 naposljetku u kravljem mlijeku. Do najbrzeg formiranja grusa (<kzo) doslo je u
ov&jem, zatim u kozjem i kravljem mlijeku. Cvrstoéa grusa nakon 30 (aso) i 60 minuta (aso)
najpovoljnija je bila u ov¢jem, a najslabija u kozjem mlijeku. Za postizanjem maksimalne
¢vrstoce grusa (amax) U kozjem je mlijeku trebao najkraci period, dok je u ov¢jem mlijeku
zabiljezen najveci vremenski raspon prilikom kojega je doslo do postizanja maksimalne

¢vrstoce grusa.
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Tablica 6 Koagulacijska svojstva kravljeg, kozjeg i ov¢jeg mlijeka

KOAGULACIJSKA VRSTA MLIJEKA | BROJ UZORAKA (n)

SVOJSTVA KRAVLJE KOZJE OVCJE
MLIJEKA (n=9) (n=17) (n=7)
RCT (min) 22,342 10,64° 15,41¢
Aso (mm) 19,49 18,812 39,29P
Kao (min) 7,75 3,57° 1,67¢
Aso (mm) 27,98 10,40° 29,122
Amax (min) 33,252 27,00° 48,58¢

*a,b,c srednje vrijednosti u istom redu tablice s razlicitim oznakama su znacajno razlicite (P<0,001)

*(RCT: pocetak koagulacije [min], Az : ¢vrstoca grusa [mm], Kx: brzina formiranja grusa [min], Aeo:

évrstoca grusa nakon 60 minuta [mm], Amax: maksimalna cvrstoca grusa [min]).
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4.6. UTJECAJ KALCIJA NA KOAGULACIJSKA SVOJSTVA KRAVLJEG, KOZJEG 1 OVCJEG MLIJEKA

Grafikoni 1-3. Grafikoni prikazuju ovisnost koagulacijskih svojstava mlijeka o razli¢itim koncentracijama kalcija u razli¢itim vrstama mlijeka.
Nezavisna varijabla predstavlja koncentraciju kalcija (mg/kg), a koagulacijska svojstva mlijeka ¢ine zavisnu varijablu (RCT: pocetak koagulacije [min],
Azo: ¢vrstoca grusa [mm], K2o: brzina formiranja grusa [min], Aeo: ¢vrstoca grusa nakon 60 minuta [mm], Amax: maksimalna ¢vrstoc¢a grusa [min]).
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Grafikon 3 Povezanost promjene koncentracije kalcija s
koagulacijskim svojstvima kravljeg mlijeka (n=9)
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4.7. UTJECAJ KAZEINA NA KOAGULACIJSKA SVOJSTVA KRAVLJEG, KOZJEG I OVCJEG MLIJEKA

Grafikoni 4-6. Grafikoni prikazuju ovisnost koagulacijskih svojstava mlijeka o razli¢itom sadrzaju kazeina u razli¢itim vrstama mlijeka.
Nezavisna varijabla predstavlja sadrzaj kazeina (g/100g), a koagulacijska svojstva mlijeka ¢ine zavisnu varijablu (RCT: pocetak koagulacije [min],
Azo: ¢vrstoca grusa [mm], K2o: brzina formiranja grusa [min], Aeo: Cvrstoca grusa nakon 60 minuta [mm], Amax: maksimalna ¢vrstoca grusa [min]).
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Grafikon 6 Povezanost promjene sadrzaja kazeina sa
koagulacijskim svojstvima kravljeg mlijeka (n=9)




4.8. UTJECAJ IONOMETRIJSKE KISELOSTI NA KOAGULACIJSKA SVOJSTVA KRAVLJEG, KOZJEG I OVCJEG MLIJEKA

Grafikoni 7-9. Grafikoni prikazuju ovisnost koagulacijskih svojstava mlijeka o razli¢itim pH vrijednostima u razli¢itim vrstama mlijeka.
Nezavisna varijabla predstavlja pH vrijednost, a koagulacijska svojstva mlijeka ¢ine zavisnu varijablu (RCT: pocetak koagulacije [min], Aso:
¢vrstoca grusa [mm], Kzo: brzina formiranja grusa [min], Aso: ¢vrstoéa grusa nakon 60 minuta [mm], Amax: maksimalna ¢vrstoca grusa [min]).
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5. RASPRAVA

Usporedujuci kemijski sastav triju vrsta mlijeka, u ov¢jem je mlijeku zabiljezen najveci
udio mlije¢ne masti (6,62 g/100g), proteina (6,03 g/100g), suhe tvari (17,88 g/100g), suhe
tvari bez masti (11,15 ¢/1009) kao i kazeina (4,769/100g), $to je sukladno rezultatima
istrazivanja provedenim na ov¢jem mlijeku (Martini i sur., 2008; Rafiq i sur., 2016). Rafiq
i sur. (2016) u istrazivanju kemijskog sastava razlic¢itih vrsta mlijeka navode ov¢je mlijeko
kao mlijeko s najbogatijim kemijskim sastavom (mlije¢na mast: 6,82 + 0,04 g/100g, suha
tvar: 18,05 + 0,05 g/100g, suha tvar bez masti: 11,24 + 0,02 g/100g). Ovo istrazivanje
pokazalo je da se kravlje mlijeko razlikuje u sadrzaju laktoze (4,61 g/100g) u usporedbi s
ovéjim (4,47 g/100g) i kozjim mlijekom (4,40 g/100g). U nekim istrazivanjima nije
utvrdena znacajnost izmedu razli¢itth vrsta mlijeka s obzirom na sadrzaj laktoze
(Mahmood i Usman 2010; Tagliazucchi i sur., 2018). Cesto se u kozjem mlijeku navode
slobodne masne kiseline kao indikatori specificnosti mirisa i okusa mlijeka (Haenlein,
2004). Rezultati odredivanja koncentracije slobodnih masnih kiselina U ovom istrazivanju
potvrduju povecane koncentracije slobodnih masnih kiselina u kozjem mlijeku (0,62
mmol/L), §to je u skladu s istrazivanjem Strzatkowska i sur. (2010).

Nadalje, ovim istrazivanjem utvrdena je razlika u gusto¢i ovisno o vrsti mlijeka.
Pojedini autori usporeduju gustoce kozjega i kravljega mlijeka bez znaajnih razlika uz
naglasak na ov¢jem mlijeku koje ima najvecu gustocu (Parkash i Jenness, 1968; Haenlein
I Wendorff, 2006), $to je potvrdeno i ovim istrazivanjem. Neovisno o vrsti mlijeka, ukupan
broj somatskih stanica podlijeZe velikim varijacijama (Pirisi i sur., 2007) §to je potvrdeno
i ovim istrazivanjem. Kod koza i ovaca karakteristi¢an je apokrini tip sekrecije mlijeka
prilikom kojeg dolazi do kontaminacije mlijeka ve¢im brojem citoplazmatskih Cestica 1
povecanim ukupnim brojem somatskih stanica u odnosu na kravlje mlijeko (Zeng, 1996).
S obzirom na koncentraciju kalcija, u ovome istrazivanju ovcje je mlijeko imalo najvecu,
dok je kozje mlijeko imalo najmanju koncentraciju kalcija. Autori Cesto navode vece
koncentracije kalcija u kozjem nego u kravljem mlijeku (Park i sur., 2007; Chia i sur.,
2017). Prema Gaucheronu (2005) koncentracije kalcija u kravljem mlijeku krecu se od
1043-1283 mg/kg Sto su nize vrijednosti od onih dobivenih ovim istrazivanjem (1501,11

mg/kg). Koncentracije kalcija u ovéjem mlijeku krec¢u se od 1950-2000 mg/kg (Chia i sur.,
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2017) $to su takoder niZe vrijednosti U 0dnosu na ovo istrazivanje (2271,43 mg/kg). Chia i
sur. (2017) navode prosjecnu koncentraciju kalcija u kozjem mlijeku (1340 mg/kg) koja je
sli¢na koncentraciji dobivenoj ovim istrazivanjem (1387,65 mg/kg).

Zbog razli¢itosti u kemijskom sastavu mlijeka u proizvodnji sireva od kozjeg
mlijeka postizu Se manji randmani u odnosu na sireve proizvedene od ov¢jeg mlijeka
(Bittante i sur., 2022). Prema istrazivanju Stocco i sur. (2021) na kozjem mlijeku,
koagulacijska svojstva kozjeg mlijeka koja prikazuju ¢vrsto¢u grusa nakon 30 i 60 minuta
koagulacijskog procesa, aso i aso (a0 = 38,8 mm; aso = 24,1 mm) znatno su se razlikovala
od onih dobivenih u ovome istrazivanju (az = 18,81 mm; aso = 10,40 mm). Prema Stoco i
sur. (2021) koagulacijska svojstva kozjeg mlijeka RCT i k2o (RCT = 12,4 min; koo = 4,02
min) nisu znatno drugacija od onih dobivenih ovim istrazivanjem (RCT = 10,64 min; k2o
= 3,57 min). Pazzola (2019) navodi prosjecne vrijednosti za aso (36 mm) koagulacijsko
svojstvo kozjega mlijeka sliéne onom u istrazivanju Stoco i sur. (2021). Uzorci kozjega
mlijeka obuhvadeni ovim istrazivanjem imali su slabiju ¢vrstocu grusa Sto posljedicno
moze uzrokovati slabije randmane finalnog mlije¢nog proizvoda.

Postoje odredene razlike u vrijednostima koagulacijskih svojstava kravljeg mlijeka
u ovome istrazivanju u usporedbi s istrazivanjima Bittante (2011) i De Marchi i sur. (2013).
Kod uzoraka kravljeg mlijeka u ovome istrazivanju proces koagulacije zapoceo je nesto
kasnije (RCT= 22,34 min), dok je u istrazivanju Bittante (2011) koagulacijski proces
vremenski ranije krenuo (RCT = 19,2 min). De Marchi i sur. (2013) navode znatno duzi
vremenski period za pocetak koagulacije kravljega mlijeka (RCT = 30,55 min) u usporedbi
s ovim i istrazivanjem Bittante (2011). Koagulacijska svojstva aso i k2o (30 = 19,49 mm;
k2o = 7,75 min) takoder su se kvantitativno razlikovala od onih u istrazivanju Bittante
(2011) (aso = 28,5 mm; k2o = 5,5 min). Usporedbom koagulacijskih svojstava azo i ko
kravljega mlijeka u uzorcima ovoga istrazivanja i istrazivanja Bittante (2011) zabiljeZena
je nesto manja ¢vrsto¢a grusa nakon 30 minuta koagulacijskog procesa (aso) kao i sporija
brzina formiranja grusa (ko). S druge strane, usporedujuci vrijednosti brzine formiranja
grusa (ko) 1 ¢vrstoce grusa nakon 30 (az) i 60 minuta (aeo) s istrazivanjem De Marchi i
sur. (2013) zabiljeZene su razlike u odnosu na prethodnu usporedbu s istraZivanjem Bittante
(2011). U uzorcima ovoga istrazivanja zabiljezeno je brze formiranja grusa (k2o = 7,75 min)

u odnosu na brzinu formiranja gruga kod De Marchi i sur. (2013) (k2o = 9,61 min). Cvrstoé¢a
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grusa 30 minuta nakon pocetka koagulacijskog procesa u ovome istrazivanju (aso = 19,49
mm) bila je slabija u odnosu na istrazivanje De Marchi i sur. (2013) (a3 = 26,97 mm). S
obzirom da su De Marchi i sur. (2013) pratili cijeli tijek koagulacije kroz 60 minuta kao
Sto se pratilo 1 ovim istrazivanjem, ¢vrstoca grusa 60 minuta nakon pocetka koagulacijskog
procesa pokazala je drugacije rezultate. Ovim istrazivanjem ¢vrstoca grusa pri zavrSetku
koagulacijskog procesa (aso = 27,98 mm) bila je znatno bolja od one u istrazivanju De
Marchi i sur. (2013) (aso = 14,76 mm). Konac¢no gledano, usporedujucéi kvalitetu kravljega
mlijeka za proizvodnju sireva ovoga istrazivanja s istrazivanjem Bittante (2011) i De
Marchi i sur. (2013) moze se zakljuciti kako je kravlje mlijeko koristeno u ovom
istrazivanju imalo nes$to nize vrijednosti za ¢vrsto¢u grusa nego $to navodi Bittante (2011),
ali znatno bolje u odnosu na istrazivanje De Marchi i sur. (2013).

Gledano sa stajaliSta koagulacijskih svojstava mlijeka, ov¢je je mlijeko vrsta
mlijeka s najboljim kvantitativnim vrijednostima koagulacijskih svojstava radi bogatog
kemijskog sastava koji utjeCe na koagulacijska svojstva u vidu vremenskog pocetka
koagulacije te ¢vrstoce grusa (Gele i sur., 2014; Pazzola i sur., 2014; Pazzola, 2019).
Kombinacijom visokog udjela mlije¢ne masti i bjelancevina (primarno kazeina) ostvaruju
se visokKi prinosi sira (Bittante i sur., 2022), §to je potvrdeno i u ovome istrazivanju prilikom
odredivanja kemijskog sastava ov¢jeg mlijeka. Prema istraZivanju Martini 1 sur. (2008) na
ov€¢jem mlijeku vrijednosti koagulacijskih svojstava ov¢jega mlijeka slicna su
vrijednostima dobivenih ovim istrazivanjem. S obzirom da su Martini i sur. (2008)
proucavali 1 sezonalnost kao ¢imbenik utjecaja na koagulacijska svojstva ov¢jeg mlijeka,
prosjecan pocetak koagulacije u njihovom istraZivanju bio je nesto kra¢i (RCT = 12,99
min) u odnosu na ovo istrazivanje (RCT = 15,41 min). Vrijednosti koagulacijskih svojstava
ov¢jega mlijeka azo I K20 ovoga istrazivanja (azo = 39,29 mm; k2o = 1,67 min) u skladu su s
navedenim istrazivanjem (az = 35,07 mm; ko = 1,23 min). Navedenim se potvrduje
kvaliteta ov¢jega mlijeka ovoga istrazivanja za proizvodnju visokokvalitetnih
tradicionalnih sireva s ostvarivanjem visokog randmana finalnog proizvoda.

Osim usporedbe koagulacijskih svojstava razli¢itih vrsta mlijeka, u ovome
istrazivanju pratio se utjecaj koncentracije kalcija, sadrzaja kazeina i ionometrijske
kiselosti mlijeka na koagulacijska svojstva razli€itih vrsta mlijeka. Prate¢i kako promjena

koncentracije kalcija utjeCe na koagulacijska svojstva mlijeka dobio se uvid u slijedece
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rezultate. Utvrdena je znacajna povezanost koncentracije kalcija na Amax koagulacijsko
svojstvo kozjega mlijeka iz ¢ega slijedi da se povecanjem koncentracije kalcija u kozjem
mlijeku skratilo vrijeme potrebno za postizanje maksimalne ¢vrstoce grusa (<amax). U
dostupnoj literaturi gotovo i ne postoje radovi koje odreduju vremenski period koagulacije
u kojem se postize maksimalna ¢vrstoca grusa (amax). Inglingstad i sur. (2014) navode kako
povecanje koncentracije kalcija u kozjem mlijeku utjece na smanjenu cvrstoc¢u grusa nakon
30 minuta (<aso) i produljeno vrijeme pocetka koagulacije (>RCT) $to je slu¢aj i u ovome
istrazivanju no nije utvrdena znacajnost izmedu navedenih varijabli. Suprotno tome, nije
utvrdena znacajna povezanost izmedu koncentracije kalcija i koagulacijskih svojstava
ov¢jeg mlijeka Sto je jednako istrazivanju Bencini (2002) koja navodi kako povecanjem
koncentracije kalcija u ov¢jem mlijeku ne dolazi do znacajnih promjena u koagulacijskim
svojstvima, prvenstveno RCT, koo I azo. Koagulacijska svojstva kravljeg mlijeka u pogledu
koncentracije kalcija prikazuju drugacije rezultate od onih dobivenih analizom ov¢jeg
mlijeka. Utvrdena je znacajna povezanost koncentracije kalcija na aso, k2o, aso 1 amax
koagulacijska svojstva kravljeg mlijeka. Navedeno povecanje koncentracije Kalcija u
kravljem mlijeku predstavlja sporiju brzinu formiranja grusa (>kzo), smanjenu ¢vrstocu
gru$a nakon 30 i 60 minuta koagulacijskog procesa (<asoe0) te kra¢i vremenski period za
postizanje maksimalne ¢vrsto¢e grusa (<amax). Summer i sur. (2014) navode optimalnu
koncentraciju kalcija (129,54 + 11,08 mg/100g) koja pozitivno utjeCe na koagulacijska
svojstva kravljeg mlijeka. Ovim istrazivanjem utvrdeno je kako povecanje koncentracije
kalcija u kravljem mlijeku od optimalnih predstavljenih istrazivanjem Summer i sur.
(2014) negativno utjeCe na ¢vrstocu grusa (<aso,eo).

Utvrdena je znacajna veza izmedu sadrZaja kazeina 1 gotovo svih koagulacijskih
svojstava kravljeg, kozjeg 1 ov¢jeg mlijeka. Nije utvrdena znacajnost izmedu sadrzaja
kazeina i koo koagulacijskog svojstva kozjeg mlijeka kao i aso koagulacijskog svojstva
ov¢jeg mlijeka. U kozjem i ov¢éjem mlijeku povecanjem sadrzaja kazeina duzi je vremenski
period potreban za pocetak koagulacije (>RCT) §to je jednako istrazivanju Ingligstad i sur.
(2014) provedenim na kozjem mlijeku. U kravljem je mlijeku utvrden obrnuto
proporcionalan odnos izmedu sadrZaja kazeina i vremenskog pocetka koagulacije (<RCT),
navedeni obrnuto proprcionalni odnos navode i u istrazivanju Joudu i sur. (2008). U

kravljem se mlijeku povecanjem sadrzaja kazeina uvjetuje brze formiranje grusa (<koo),
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dok se u ov¢jem mlijeku brzina formiranja gruSa smanjuje (>k2o). Utvrdeno je kako
povecanje sadrzaja kazeina uvjetuje postizanje bolje cvrsto¢e gruSa nakon 30 i 60 minuta
koagulacijskog procesa (>azos0) te duzi vremenski period za postizanje maksimalne
¢vrstoce grusa u kravljem, kozjem i ov¢jem mlijeku (>amax). Praéenjem sadrzaja kazeina
ovim je istrazivanjem utvrden veliki znacaj njegovog sadrzaja na koagulacijska svojstva
mlijeka $to znanstvenici predstavljaju i u drugim istrazivanjima (Ikonen i sur., 2004; Joudu
i sur., 2008; Stocco i sur., 2018).

Prac¢enjem inicijalne ionometrijske kiselosti mlijeka (pH) i koagulacijskih svojstava
dobiveni su razli¢iti rezultati ovisno o vrsti mlijeka. Ovim istrazivanjem nije utvrdena
znacajnost izmedu inicijalnog pH i koagulacijskih svojstava kravljega mlijeka, no opéenito
trend povecanja pH vrijednosti kravljega mlijeka utjeCe na promjene koagulacijskih
svojstava kravljeg mlijeka identi¢no kao i na promjene koagulacijskih svojstava kozjeg
mlijeka (Okigbo i sur., 1985). Suprotno tome, utvrdena je znac¢ajnost inicijalnog pH i svih
koagulacijskih svojstava kozjega mlijeka. U uzorcima kozjega mlijeka s ve¢im inicijalnim
pH bio je potreban dulji period za pocetak koagulacije (>RCT), slabija je bila brzina
formiranja grusa (>koo), ¢vrstoca grusa je bila manja nakon 30 i 60 minuta koagulacijskog
procesa (<aso,eo) te je bilo potrebno krace vrijeme za postizanje maksimalne ¢vrstoce grusa
(<amax). Zullo i sur. (2005) u istrazivanju koagulacijskih svojstava kozjeg mlijeka navode
kako pH ima utjecaj na ¢vrstocu grusa ako je ona mjerena u pocetcima koagulacijskog
procesa, ali odmicanjem koagulacijskog procesa smanjuje se intenzitet utjecaja pH na
¢vrstoCu gruSa. Istrazivanjem inicijalnog pH ov¢jega mlijeka utvrdena je znacajnost
izmedu RCT i koo ov¢jega mlijeka i inicijalne ionometrijske kiselosti mlijeka (pH). U
uzorcima ovc¢jega mlijeka kod kojih je inicijalni pH mlijeka bio bliZi neutralnom potreban
je bio dulji period za pocetak koagulacije (>*RCT) kao i slabija brzina formiranja grusa
(>k20). Ovi rezultati na ov¢jem mlijeku identi¢ni su istrazivanju Bencini (2002) koja
navodi kako povecanjem inicijalnog pH dolazi i do smanjena Cvrsto¢e grusa nakon 30
minuta (<azo), N0 u ovom istrazivanju izmedu pH i az ov¢jega mlijeka nije utvrdena

znacajnost.
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6. ZAKLJUCCI

1. Utvrdene su razlike u kemijskom sastavu, fizikalnim svojstvima, ukupnom broju
mikroorganizama i somatskih stanica te koncentraciji kalcija u kozjem, kravljem i
ov¢jem mlijeku.

2. Koagulacijska se svojstva mlijeka razlikuju ovisno o vrsti muznih zivotinja.

3. Koncentracija kalcija najvise je utjecala na promjene koagulacijskih svojstava u
kravljem mlijeku.

4. Odredivanje sadrzaja kazeina vazno je radi mogucnosti poboljSanja koagulacijskih
svojstava kozjeg, kravljeg 1 ov¢jeg mlijeka 1 postizanja ve€eg randmana finalnog
proizvoda, posebice sira. U uzorcima s pove¢anim sadrzajem kazeina ostvario se
pozitivan utjecaj na ¢vrstocu grusa (>asoeo). U uzorcima ovcjeg i kozjeg mlijeka
povecan sadrzaj kazeina uvjetovao je produljenje pocetka koagulacije (*RCT), au
uzorcima kravljeg mlijeka proces koagulacije zapoceo je ranije (SRCT).

5. Vrijednosti inicijalne pH mlijeka vec¢e od optimalnih negativno su utjecale na
koagulacijska svojstva ov¢jeg i kozjeg mlijeka.

6. Na osnovu svih dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su sadrzaj kazeina,
koncentracija kalcija i pH vrijednost mlijeka klju¢ni fizikalno-kemijski ¢imbenici
koji imaju znacajan utjecaj na koagulacijska svojstva mlijeka.

7. Odredivanjem fizikalno—kemijskih ¢imbenika 1 pradenjem koagulacijskih
svojstava mlijeka omogucuje se koriStenje znanstvenog pristupa u praksi Uz

mogucénost povecanja kvalitete finalnog mlije¢nog proizvoda.
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10. SAZETAK

Dario Domovié

Definiranje kljucnih fizikalno-kemijskih ¢imbenika povezanih s koagulacijskim

svojstvima mlijeka

Koagulacija mlijeka predstavija obveznu te jednu od najznacajnijih faza u proizvodnji
sireva. Prilikom koagulacije mlijeka dolazi do niza biokemijskih procesa gdje kao produkt
koagulacijskog procesa nastaje grus. Za postizanjem $to boljega finalnog proizvoda (sira)
nuzno je odredivanje koagulacijskih svojstava mlijeka. Odredivanjem koagulacijskih
svojstava mlijeka dobiva se uvid u vremenski pocetak koagulacije (RCT koagulacijsko
svojstvo), brzinu formiranja grusa (k2o koagulacijsko svojstvo), ¢vrstocu grusa nakon 30
(aso koagulacijsko svojstvo) i 60 (aso koagulacijsko svojstvo) minuta koagulacijskog
procesa te tocno definirano vrijeme prilikom kojega se u tijeku koagulacijskog procesa
postize maksimalna ¢vrstoca grusa (amax). U praksi se ovisno o dobivenim vrijednostima
koagulacijskih svojstava mlijeka moze vrsiti selekcija zZivotinja. Koagulacijska se svojstva
mlijeka uvelike razlikuju ovisno o vrsti muzne Zivotinje. Niz je cimbenika koji imaju utjecaj
na koagulacijska svojstva mlijeka, a ovim se istraZivanjem pratio utjecaj koncentracije
kalcija, sadrzaja kazeina i ionometrijske kiselosti mlijeka. Istrazivanjem je ustanovljeno
kako su uzorci s ve¢im sadrzajem kazeina imali bolje vrijednosti koagulacijskih svojstava
mlijeka od onih prosjecnih cime se u finalnome proizvodu ostvaruju veci randmani.
Takoder, ukoliko je u uzorcima izmjerena visa pH vrijednost od optimalne (blize
neutralnom) veca je vjerojatnost za postizanjem slabije kvalitete i manjega randmana u
finalnom proizvodu. Na osnovu svih dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su sadrzaj
kazeina, koncentracija kalcija i pH vrijednost mlijeka kljucni fizikalno-kemijski cimbenici

koji imaju znacajan utjecaj na koagulacijska svojstva mlijeka.

Kljucne rijeci: koagulacijska svojstva mlijeka, kazein, kalcij, ionometrijska kiselost

mlijeka
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11. SUMMARY

Dario Domovié

Defining key physicochemical factors related to the milk coagulation properties

During milk coagulation, many biochemical processes occur which result in curd
production. To achieve the best possible final product (cheese), it is necessary to determine
the coagulation properties of milk. Determination of milk coagulation properties gives an
insight into the time required for the start of coagulation (RCT coagulation property), the
rate of coagulum formation (koo coagulation properties), the coagulation strength after 30
(aso coagulation properties) and 60 (aso coagulation properties) minutes of coagulation
process, and precisely defined time during which the coagulation process reaches the
maximum clotting strength (amax). In practice, depending on the obtained values of milk
coagulation properties, animal selection can be performed. The coagulation properties of
milk vary greatly depending on the type of dairy animals. There are many factors that
influence the coagulation properties of milk, and the influence of calcium concentration,
casein content and ionometric acidity of milk were monitored in this study. Research
revealed that samples with higher casein content had better coagulation properties of milk
than average ones, resulting in a higher yield in the final product. Also, if higher pH values
were measured in the samples then the optimum (closer to neutral) value is more likely to
achieve lower quality and lower yield in the final product. Based on all obtained results, it
can be concluded that casein content, calcium concentration and milk pH value are key

physicochemical factors that have a significant influence on milk coagulation properties.

Keywords: milk coagulation properties, casein, calcium, ionometric acidity of milk
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