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1. u v 0 D

Proteini, kao prirodni makromolekuli, veé
odavno privlacCe pazZznju i interesovanje 1istrazZivaCa raz-
licitog profila - biohemicara, biologa, lekara 1 tehno-
loga. Zahvaljujuci primeni savremenih naucno-istrazivac-
kih metoda, kao Sto su elektronska mikroskopija, "light
scattering', difrakcija X-zraka, spektrofotometrija,
elektroforeza 1 dr., osobine, osnovne karakteristike
strukture i ponaSanje proteina su, moze se reci , uglav-
nom poznati. Medjutim, kada je u pitanju kazein, opSta
saznanja o proteinima moraju biti dopunjena. Delimi¢no
je to 1 ucCinjeno, Sto ¢e se videti iz daljeg izlaganja,
ali moguc¢nost 1 potreba istrazivanja kazeina su joS uvek
takve da im se ne sagledava kraj. Obrnuto posmatrano,
rezultati proucavanja kazeina predstavljaju vazan dopri-

nos fTundamentalnom saznanju u oblasti hemije proteina.

Poznato je da se kazein u mleku nalazi u ob-
liku Ca-kazeinatno-Ca-fosfatnog kompleksa, micele u Ci-
Ji sastav ulaze proteinske frakcije kazeina razlicCite
elektroforetske pokretljivosti, koje grade kopolimere,
zatim kalcijum 1 fosfat. Intra i inter micelarne veze
su kovalentnog tipa, jonske, vodonic¢ni mostovi i hidro-

fobne. Na stanje pomenutih veza u miceli, Sto znacCi 1



na stabilnost micele, utice veliki broj spoljnih faktora
kao Sto su: prisustvo i1 koncentracija razlicCitih organ-
skih 1 neorganskih jona 1 molekula u sistemu (Ca2+, Mg2%*,
PO’S_, CgH’\O’S_ , laktoalbumini, laktoglobulini, laktoza, i
dr.), posebno koncentracija H+, zatim pritisak, tempera-
tura 1 sl. Da bi u naSim ispitivanjima izbegli istovrem™-
ni uticaj svih faktora koji postoji u bioloSkom sistemu,
i pri Cemu je vrlo teSko ili prakti¢no nemoguc¢e tacno
ustanoviti uzrok primecenog efekta, s obzirom da navedeni
parametri variraju od uzorka do uzorka i1 deluju u istom
ili suprotnom smeru, posmatrali smo kazein u model siste-
mima. Prednost ovakvog nacCina rada je ocCigledna: sastav
sistema je uvek poznat i1 konstantan, sa variranjem onog

parametra ili parametara Ciji se efekat odnosno korelaci-
ja zeli da ustanovi. U model sistemima koje smo konstrui-
sali, ispitivan je uticaj pojedinih jona, jonskih grupa

i njihovih kombinacija na micelarnu tezinu, oblik, veli-
¢inu i1 raspodelu veliCina kazeinske micele, stabilnost

kazeina prema alkoholu, njegovu termicku stabilnost, kao

i osetljivost kazeina na koagulaciju himozinom.

Pored nauc¢nog znaCaja ovih rezultata, koji
treba da doprinesu mogucéem objasnjenju koloidnog stanja
kazeina, Zeli se istac¢i Siroka moguénost njihove praktic-
ne primene. Retki su procesi u tehnologiji prerade mleka
gde ponaSanje kazeina nije od znaCaja. Kod proizvodnje

kiselomleCnih proizvoda, sira, kazeina, njegovih



koprecipitata i kazeinata, kazeinskih lepkova, i dr.
suStina procesa je bas u promenama koje nastaju na ka-
zeinu pod uticajem razlicitih agenasa. U izvesnim teh-
noloSkim procesima se joS uvek nailazi na teSkoc¢e u po-
gledu ponaSanja kazeina koga je potrebno stabilizovati ,
dodavanjem pojedinih soli sa stabiliSucim dejstvom (npr.
evaporirano mleko). Dalja vaZzna primena dobijenih rezul-
tata je u buducénosti pri razvijanju novih tehnoloSkih
postupaka proizvodnje mleCnih proizvoda obogacenih pro-
teinima. Ve¢ danas se na trzisStu pojavljuju proizvodi
tipa pasterizovanog ili uperizovanog mleka, 1 neke vrste
kiselomle¢nih proizvoda sa povecanim sadrZajem proteina
i relativno manjom koli¢inom masti. Najpogodniji oblik
kazeina za ovu svrhu s obzirom na rastvorljivost je
Na-kazeinat, supstanca koju smo mi ispitivali. Proteini-
ma obogaceni proizvodi postaju u poslednje vreme naroCi-
to aktuelni jer savremeni Covek, preplasen holesterolom
i bolestima kardiovaskularnog trakta, vodi racuna sve

vise o kvalitetu hrane koju uzima.

Primena rezultata naSih istrazivanja je i u
razvoju tehnolo3kog procesa proizvodnje teCne hrane tipa
mleka, koja bi sadrzala kazein dodat u obliku rastvorlji-
vog kazeinata, stabilizovan dodatkom ispitivanih jona u
pogodnom odnosu. Istovremeno bi druge komponente mleka
mogle da budu zamenjene odgovarajuc¢im jeftinijim sastoj-
cima: npr. da se u sistem umesto mlecne, ukljuci biljna

mast.



Prezentirani rezultati mogu da budu intere-
santni 1 za klani¢nu industriju, koja upotrebljava
Na-kazeinat (od kako je proizveden, 50-tih godina o.v.)
kao sredstvo za vezivanje vode kod jednog dela svojih
proizvoda. U pekarskoj industriji se razmatra moguénost
dodavanja Na-kazeinata ne samo kao stabilizatora, nego i
u cilju obogaéenja proizvoda prerade braSna proteinima

animalnog porekla.



2. PREGLED LITERATURE

U ovom pregledu literature o kazeinu zadrza
¢emo se uglavnom na prikazu najnovijih shvatanja i re-
zultata iz oblasti problematike koju tretira ova diser-
tacija, a to je uticaj pojedinih jona: na stabilnost
kazeina, na oblik i1 velicCinu precCnika, raspodelu precni
ka, kao i1 micelarnu tezZinu kazeinskih globula™ na sta-
bilnost kazeina prema etanolu; na termic¢ku stabilnost

kazeina™ 1 na osetljivost kazeina prema himozinu.



2.1. UTICAJ POJEDINIH JONA NA STABILNOST

KAZEINA

Redosled razmatranja uticaja pojedinih jo-
na i1 jonskih grupa na stabilnost kazeina je sledeCi:
dvovalentni katjoni (Ca2+, Mgz+7, monovalentni katjoni
(Na+, K+), i na kraju anjoni fosfat /(POMN)~”/ i citrat

/(C6h5°7)-3/.

0d svih jona i jonskih grupa najvise su
proucavani joni Ca2+, zbog njihovog neospornog uticafh
na stabilnost kazeinske micele i uloge koju ovi joni
imaju u velikom broju tehnoloSkih procesa. Uzrok neoprav-
danog zapostavljanja istrazivanja uticaja ostalih vrsta
dvovalentnih jona verovatno bi se mogao traziti u znatno
manjoj kolic¢ini kojom su oni zastupljeni u mleku (Ca:
123,0 mg%, Mg: 12,0 mg%, Ba: u tragovima, Sr: u tragovima
(117)). Zna se da katjoni zemnoalkalnih metala u mleku
ulaze u Ca-kazeinatno-Ca-fosfatni kompleks vezujudi se
primarno za slobodne jonizovane karboksilne grupe aspara-
ginske (7,1% od ukupnih aminokiselina) i glutaminske Ki-
seline (22,4% od ukupnih aminokiselina) (117), i za mono
estar fosforne kiseline kovalentno vezane za serin i
treonin. Za elektrostaticku interakciju pri vezivanju
kalcijumovih jona za fosfatne, odnosno karboksilne grupe

vazi sledeca relacija (66):



n k?. a. exp /- 0. (D74
\ = Z. @ —emm————————— N n/
i—1 m
J"1 1+ 1 k?.a exp /- 3% .Y
-~ Q Q»D
gde je:

ukupno vezivanje jonske vrste tipa i1 u molovima jona

na mol proteina

n - ukupan broj polozaja (mesta) za vezivanje
m - broj raznih jonskih vrsta koji mogu da seveZzu na
te polozaje
a”™ - aktivnost jonske vrste tipa i
a” - aktivnost jonske vrste tipa (
kZ»j - konstante vezivanja jonske vrste tipa gnapolozaj j

Ao gn N promena u molarnoj elektrostatickoj slobodnoj
energiji, koju prouzrokuje promena naboja na po-
lozaju j, pri nepromenjenim ostalim naelektrisa-

nj ima.

Za konstante vezivanja Ca2+ nadjeno je da iznose:
kfa g = 5,6 1 kK~ p = 72. Radi uporedjenja citiramo odmah

i analogne konstante za vodonik: kﬁﬁf = 7xX10™ i k?Ai =

= 9x105, odnosno Na: kRa q De praktic¢no zanemarljiva

kNa P = koje su ustanovili isti autori.
Grupa autora (64) je ispitujuci uticaj Ca2+
na strukturu kazeinske micele, ustanovila da uklanjanje

odredjenﬁl kolidina Ca2¢-iz kazeina dodatkom EDTA



(dinatrijumova so etilen-diamin-tetrasircéetne kiseline)
dovodi do dezagregacije i nastajanja tzv. rastvorljivog
kazeina 1 progresivnog smanjenja brzine sedimentacije
micela bez menjanja njihovog hidrodinamic¢nog precnika,
Sto znacCi da uklanjanjem Ca2+ disocira samo slabo veza-
ni kazein u miceli (uglavnom 3- i K-kazein) dok onaj
koji odredjuje veliCinu ostaje nepromenjen (aS)- Kod
opadanja aktivnosti Ca2+ ispod odredjenog nivoa dolazi
do potpune disocijacije micele. Hongo i Ohtaka (44) su
ispitivali brzinu sedimentacije uzorka (i) normalnog
mleka, (ii) mleka kome je sadrzaj Ca2+ smanjen za 10%
Jjonoizmenjivacern i (iii) mleka kome je dodato 0 ,2% kali-
jum citrata. Redosled brzina sedimentacije bio je slede-
¢i: (i) < (i) < (iii). Druga grupa japanskih autora (56)
je ispitujucéi vezivanje Ca za a - i1 K-kazein ravnoteznom
dijalizom, Sephadex gel filtracijom i centrifugovanjem,
ustanovila da kako navedena reakcija napreduje, raste
stepen polimenzacije proteina 1 kolric¢rna Ca2+ vezana za

a.-kazein, Sto je u skladu sa do sada poznatim c¢injeni-

5

cama.

Zittle i njegovi saradnici su prvi poceli da
izvode zakljuCke o kazeinu posmatrajuc¢i ga u model siste-
mima. U jednom njihovom radu (129) je, merenjem ekstinkci
je pri talasnoj duzini od 6CO mjj, pokazano da sa poveca-
njem koncentracije CaCl”™ raste stepen agregacije kazein-

skih micela u 1% rastvoru Na-kazeinata.



U pogledu stabiliSuceg delovanja K-kazeina
na as-kazein u prisustvu kalcijumovih jona Pepper, Hipp
i Gordon (82) su iskljucCili uticaj s-amino grupe

K-kazeina.

Prema podacima Dickson-a i Perkins-a (21)
redosled po sposobnosti vezivanja zemnoalkalnih metala

2+ > Ca2+ > Ba2+ 2+

za kazein je sledecCi: Hg > Sr \ odnosno za

precisSc¢ene kazeinske komponente: ag”-kazein > 3“kazein >
> K-kazein. Redosled afiniteta dvovalentnih jona metala
prema vezivanju za a -kazein je prema drugom izvoru (107)
ovakav: Zn™+ > Cu”™+ > Co™+ > Ca™+ > Mg”™+, dakle delimicCno
u koliziji sa prethodnim. Joni bakra 1 cinka su izrazito
najjaCi precipitanti , tako da su autori doSli do pretpo-
stavke da postoji odredjena inverzna zavisnost izmedju
rastvorljivosti kazeina 1 atomskog broja proucCavanih
dvovalentnih katjona. To su ujedno 1 jedini nama poznati

literaturni podaci koji govore o interakciji kazeina i

drugih zemnoalkalnih metala pored kalcijuma.

O0d jona alkalnih metala u mleku su prisutni
Na: 58 mg%, K: 1U1 mg% 1 Li: u tragovima (117). U pogledu
dejstva na stabilnost kazeina ispitan je bolje Na+ iako
je K+ oko 2,U puta viSe zastupljen. Zittle i saradnici su
u ve¢ pomenutom radu (129) turbidimetrijskim merenjima
ustanovili da Na+ izrazito inhibira agregaciju kazeina sa
2+

Ca u 1% rastvoru Na-kazeinata, I da ova inhibicija raste

o + . p = - . 2+
sa koncentracijom Na . Uzrok sman”en”a aKtivnosti Ca



nalazi se verovatno u kompeticiji i suprotnom delovanju
jona natrijuma i1 kalcijuma. Na osnovu rezultata Ccil-a i
Bcinkay-a (36), koji su ustanovili da hidratacija kazeina
raste sa porastom koncentracije NaCl do zasicenja ovim
jonima, moze se zakljucCiti da stabilizacija kazeina
natrijumom potiCe i od povecdane hidratacije ovog protei-
na u prisustvu Na+. Waugh, Creamer, Slattery 1 Dresdner
(114) su za smesu ag- i 3-kazeina dobili povecanje koefi-
cijenta sedimentacije i smanjenje unutrasnjeg
viskoziteta (n) pri povecanju koncentracije dodatog NaCl,
Sto takodje potvrdjuje stabilisuce dejstvo Na+ na kazein.
Ispitujuc¢i rastvorljivost, solvataciju i stabilizaciju
agl- i1 B-kazeina Thompson et al. (107) su dobili rezulta-
te koji potvrdjuju stabilisuée delovanje jednovalentnih

katjona, ovog puta kalijuma na ab—kazein.

Pored navedenih rezultata, koji se odnose na
kazein, u literaturi se mogu nac¢i i podaci o mogucénosti

interakcije proteina uopSte, sa jonima metala (77, 78).

Smatra se joS od ranije da se kazein u mleku
nalazi u obliku Ca-kazeinatnog kompleksa sa Ca-fosfatom
tako da se obic¢no kada se pominje ovaj protein u mleku 1i
ne govori o "kazeinu"™ nego o pomenutom kompleksu. Raspo-
dela fosfatnih jJedinjenja u mleku je prema Jenness-u i
Patton-u (54) ovakva: fosfat kovalentno vezan za kazein
20%, neorganski Tfosfati u rastvoru 33%, i1 koloidni neor-

ganski fosfat 38,5%. Treba napomenuti da se poslednja dva



fosfatna oblika nalaze u medjusobnoj ravnotezi, i da za
koloidni neorganski fosfat joS nije sa sigurnoSc¢u usta-
novljeno da li je prisutan kao dikalcijumova ili tri-
kalcijumova so. Interesantni su rezultati Pyne-a i
McGann-a (87) koji nalaze, na osnovu odnosa (Ca)/(P) da
se u prisustvu citrata u mleku ne stvaraju jednostavne
soli kalcijuma i1 fosfora nego kombinovane soli tipa apa-

~ =

tita, Ciju on

hipotetic¢ku formulu i daju. Na osnhovu

ovih rezultata pomenuti autori predlazu adekvatniji na-
ziv za koloidni fosfat: koloidni fosfat-citrat. Uloga
fosfata u strukturi kazeinske micele, za koju joS uvek
postoje vise hipoteza (32, 35, 88, 93) kao i uticaj na
njenu stabilnost su od nesumnjive vaznosti, pa se u lite-
raturi mozZe naci ne3to visSe podataka o interakciji fosfo-
ra 1 kazeina. AmericCki autori Mills 1 Topper (70) na
uverljiv nacCin, komparativnim eksperimentima sa tkivom
mleCne Zlezde miSa, in vitro, dokazuju da sinteza kazeina

bez prisustva P uopSte nije moguca.

Fox (34), na oshovu rezultata proteolize
ag%— i 8-kazeina koja se odigrala tek po uklanjanju ko-
loidnog fosfata, kada su se kazeinske micele dezagregi-
rale, zakljuCuje da koloidni Tfosfat deluje kao nespecific-
ni agregirajuci agens, koji moZe uspe3no da se zameni Ca
ili K-kazeinom. Do slic¢nog zakljucCka dosli su Morr i nje-
govi saradnici (73) koji tvrde da ako se ukloni koloidni

fosfat iz micele, primeuje se prisustvo submicelarnih



agregata, heterogenih u pogledu veliCine i nejednakih po
sastavu. Whikehart i1 Rafter (120) su formirali micele od
prethodno parcijalno defosforilisanog as—kazeina koje su
pod elektronskim mikroskopom izgledale znatno manje nego
micele netretiranog a -kazeina. U jednom drugom radu,
Whikehart (119) modifikuje sadrzaj fosfata u miceli Sto

znatno menja njenu strukturu.

Edmondson i Tarassuk (31) su, medjutim, do-
davanjem 0,15% Na”HPO”™ sirovom obranom mleku dobili znat-
no smanjenje brzine sedimentacije kazeinata. Autori smat-
raju da se 40% ove razlike moze pripisati povecanju visko-
ziteta, ali da je ostatak rezultat smanjenja srednjeg
prosec¢nog precnika micele ili povecanja stepena hidrata-
cije. Do sli¢nih rezultata dosSli su Zittle 1 Pepper (129),
koji su ustanovili da se agregacija kao i stepen agrega-
cije kazeina sa 6 mM CaCl~/l u prisustvu 5 mM fosfata/l
smanjio zbog vezivanja kalcijuma za fosfatni anjon. Tako-
dje se znatno smanjio uticaj temperature na agregaciju,
Sto moze biti posledica formiranja Ca-fosfatno-Ca-kazei-
natnog kompleksa. Ispitujuc¢i interakciju CaCI™ i Na”™HPON
u vodenim sistemima Vakaleris i1 Sabharwal (113) su pri
ekvimolarnim koncentracijama konstatovali da su precipi-
tovane soli smesa CaHPON 1 Ca3(POu)2 pretezno CaHPO/.
Promenom molarnih odnosa pokazalo se da se maksimalna
sedimentacija javlja pri odnosu fosfat:kalcijum = 2:1.

Interesantno je da je Na”HPO™ izazivao povecanu



precipitaciJu kazemata sa Ca2+ samo do koncentracije od
12,5 mM/1 preko koje je uticao na bolju rastvorljivost

proteina. Dodatak natrijum citrata u vodeni sistem imao
je znacCajan solubili3uc¢i efekat, iako je doSlo do preci-

pitacije Ca-fosfatno-citratne soli tipa apatita.

Pored ve¢ pomenutih podataka o uticaju cit-
ratnog jona na stabilnost kazeina (UU, 87, 113) u lite-
raturi postoji joS izvestan broj radova (127, 129) koji
se uglavnom svi slazu u jednom: da je citratni jon vrlo
efikasan u sprecCavanju precipitacije kazeina kalcijumom
Sto je posledica snaznog afiniteta koji ovaj jon pokazuje
u odnosu na kalcijum. Boulet i1 Marier (10) su proucCava-
njem rastvorljivosti trikalcijumcitrata u rastvorima
raznih jonskih jacina i1 u ultrafiltratu mleka, ustanovi-
li da proizvod rastvorljivosti ovih rastvora u ravnotezi
varira sa jonskom jacinom prema relaciji: pk = 17,63 -

- 10,8U /51, ali dana njega ne utiCe promena pH u inter-
valu od #,4 do 8,81 temperature (21 i 95°C), 1ili prisust

vo Mg2+ ili PON".

Sem ve¢ 1iznesenih rezultata istrazivanja uti-
caja citratnog i fosfatnog jona na stabilnost kazeina, u
novijoj literaturi se mogu nac¢i i podaci o analognom
dejstvu ovih jona u pojedinim tehnoloSkim procesima. Cit-
ratni jon u procesu proizvodnje sira utice na povecanje
kolic¢ine rastvorljivog N kod topljenog sira (57), kod ho-

landskih sireva poboljSava se randman za 0,2 kg/kg



gotovog proizvoda, 1 povoljno utice na organolepticki kva-
litet pomenutih vrsta (60), dok zajedno sa fosfatnim jonom
pozitivno deluje na osobine 1 nekih drugih sireva (33,
108). Efektom stabilisuc¢ih soli-fosfata 1 citrata na kva-
litet zasladjenog kondenzovanog odnosno evaporiranog mleka
bavilo se viSe naucCnoistrazivackih ekipa (19, 38, 42, 100).
Prema rezultatima ruskih autora (100) fosfatno-citratna
smesa ima veoma povoljan stabiliSuéi uticaj na evaporira-
no mleko, dobija se proizvod odgovarajuc¢eg ukusa i kon-
zistencije. Pozitivno dejstvo Tfosfata na kvalitet mleka u
prahu i1 obranog mleka u prahu ogleda se u smanjenju higro-
skopnosti ovih proizvoda (71) dok citrat poboljSava kvali-
tet 1 stabilizuje pored pomenute dve vrste proizvoda i

suvu pavlaku (101).
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2.2. VISKOZITET KAZEINATNOG RASTVORA

U nekoliko objavljenih radova o kazeinu po-
minje se merenje viskoziteta kazeinatnih rastvora (22,
109 , 114, 125, 126), 1 viskoziteta obranog mleka (31).
Edmondson 1 Tarassuk (31) su koriste¢i Oswald-ov visko-
zimetar dobili pravilno povecanje viskoziteta obranog
mleka na 20°C pri dodatku 0,15% Na”HPO™. Na osnhovu mere-
nja viskoziteta rastvora natrijum i kalijum kazeinata,
po Hoppler-u, Dolezalek 1 saradnici (22) su dosli do od-
redjenih zakljuCaka o tehnoloSkom kvalitetu kazeinata za
potrebe prehrambene industrije. Rezultati Zittle-a 1
grupe oko njega (126) pokazuju da se kod 2% rastvora
Na-kazeinata pri pH = 7.0, sa povecanjem koncentracije
kalcijuma od 0 do 16 mM/1 relativni viskozitet smanjuje

sa skoro 1.8 na 1.2.



2.3. pH KAZEINATNOG RASTVORA

Micele- kazeina su vrlo osetljive na promene
koncentracije vodonikovih jona u sistemu. Pri pH = U.6
(1IET kazeina) dolazi do potpune precipitacije ovog pro-
teina, a ve¢ 1 pri neSto viSem pH (5,2 - 5,3) kazein se
destabilizuje. pH vrednost sistema odredjuje stabilnost
kazeinatne micele (ako su ostali parametri u sistemu
identicni) , u odnosu na razliCite agense, kao Sto su:
temperatura, alkohol, himozin, kalcijum, itd. Kako se pH
snizava prema izoelektric¢noj tacki raste stepen agregi-
ranfé kazeinatnih micela u prisustvu Ca2+ (129), Sto moze
biti odraz promena u stepenu hidratacije, koja se smanjuje
sa smanjenjem pH vrednosti. Towler i Dolby (109), su usta-
novili medjusobnu zavisnost pH precipitacije kazeinskih
micela i sadrzaja kalcijuma, odnosno viskoziteta kazeina.
Jedan drugi autor (6) jJe ispitao uticaj pH 1 temperature
na rastvorljivost svake od osnovnih proteinskih kompone-

nata kazeina posebno.



2.4. PRECNIK 1 MICELARNA TE2INA GLOBULA

KAZEINA

U sklopu problema fizicko-hemijskih osobina
i tehnoloSkih svojstava kazeina znatan broj savremenih
istrazivackih publikacija tretira strukturu kazeinske
micele (3, 4, 12, 29, 32, 35, 58, 59, 68, 72, 80, 88,
93, 114, 115, 119, 120) zatim veliCinu, odnosno precnik
i raspodelu precnika (13, 14, 24, 25, 45, 46, 47, 61, 63,
65, 74, 79, 94, 96, 98) kao i molekulsku ili bolje receno
micelarnu tezinu ovog proteinskog agregata (7, 23, 32,

74, 79).

lako se veliki broj autora slaze da je micela
sastavljena iz odredjenog broja subjedinica koje sve ima-
Ju jednak relativni odnos proteinskih i ostalih sastavnih
elemenata (3, 4, 12, 32, 35, 58, 72, 93) tako da od veli-
¢ine micele ne zavisi njen sastav, postoji i suprotno
miSljenje, po kome je micela sastavljena od monomera raz-
licitog sastava i u vezi sa tim i predlozi modela struk-
ture kazeinske micele sa K-kazeinom na njenoj povrSini
(115) ili u centru (80). Rezultati nasSih ranijih 1istra-

Zivanja kazeinskih micela iz mleka nativno frakcionisanih

po grupama razliCitog precnika diferencijalnim ultracent-

rifugovanjem i podvrgnutih mikroelektroforezi po Tiselius-u

(12, 29) su potvrdili da je elektroforetski sastav



kazeinskih micela jednak u pogledu proteinskih frakcija
(aO k-, B- 1 Y“kazein) bez obzira na velicCinu odnosno
prec¢nik globule, iz Cega mogu proistec¢i dve pretpostavke:
ili su navedene frakcije zajedno prisutne u istim asoci-
jacijama ili se nalaze u odvojenim micelama sa identic-
nom raspodelom precCnika. PoSto kazeini jednako dobro
obrazuju i1 kopolimere medjusobno kao i1 polimere, moguc-
nost polimerizacije ne objaSnjava sastav micela u pogle-
du proteinskih frakcija. Ukoliko se u problem ukljuci i
mehanizam delovanja himozina na kazein namee se kao ve-
rovatnije reSenje da su a -, k-, 3- 1 Y”kazein zajedno
prisutni u istim globulama, Sto odgovara i Cinjenici da
kalcijum ucCestvuje u obrazovanju odredjenih veza u okvi-

ru micela (12).

Oblik 1 velicina, odnosno precCnik kao i ras-
podela precnika kazeinskih micela u mleku su zahvaljuju-
¢i primeni savremenih istrazivackih metoda uglavnom pozna-
ti. Posle pronalaska elektronskog mikroskopa, Nitschmann
(79) je 1949. g. dokazao polidisperznost 1 globularni ob-
lik kazeinskih micela, Cime jJe odbaCena pretpostavka o
njihovoj Stapicastoj ('rod likeM) formi. Isti nauCnik Je
razmatrao i raspodelu velicCina posmatranih micela posSto
ih je podelio u Sest klasa, 1 u rasponu precnika od
400-2800 8 prikazao relativnu ucCestalost svake kategorije.
Hostettler 1 Imhof (45) su zatim, pored detaljnije regist-

rovane raspodele kazeinskih micela u obranom mleku



(10 klasa, 1interval 330 8), srednjeg ponderisanog precni-
ka (700 8), ustanovili i submikroskopsku strukturu i dali
izgled kazeina u izvesnim mle¢nim proizvodima. Vredan
paznje je i1 jedan drugi usput pomenuti eksperiment (U6)
navedenih autora u kome su oni rastvoru Na-kazeinata do-
dali kalcijumhlorid, 1 time 1izazvali formiranje kazeinat-
nih globula Sto se pokazalo snimkom na elektronskom mikro-

skopu.

VelicCina i raspodela velicCina bila je predmet
mnogih istrazivanja (13, 14, 24, 25, 45, 46, 61, 63, 65,
79, 94, 96, 98), u kojima su pored elektronskog mikroskopa
(14, 25, 45, 47, 61, 79, 94, 96, 98) koriscene metode
diferencijalnog ultracentrifugovanja (13, 24, 46) i opticke
metode: "light scattering” (65) i1 "inelastic laser light
scattering” (63, 74) u istu svrhu. Distribucija koju su
dobili Lin 1 saradnici (63) je pokazala da je 90% kazeina
u micelama prec¢riika 400-2200 8, pri Cemu je oko 80% izme-
dju 500 1 1000 8 sa najverovatni jim preCnikom od "u 800 8 .
Grupa autora iz Philadelphia-e (14) je vrSec¢i komparativna
ispitivanja uticaja glutaraldehida 1 drugih sredstava za
fiksiranje kazeina kod pripreme preparata za snimanje
elektronskim mikroskopom, ustanovila raspodelu precCnika
kazeinskih globula obranog mleka u granicama od 500 do
2500 8, sa 75% micela Ciji je prec¢nik u intervalu
1000-1700 8 . Rezultati ovih autora sa 12 do 15% micela

vec¢ih od 1600 8 slazu se sa podacima Nitschmann-a (79) o



raspodeli pre¢nika kazeinskih globula gde je 11 do 19%
micela vece od 1600 8 . Interesantna je razlika u krivoj
raspodele precnika najmanjih kazeinskih micela sirovog

i termicki tretiranog mleka koji su primetili Hostettler
i saradnici (47). Tezinski udeo najsitnijih globula ka-
zeina r < 250 8, je oko 14 puta zastupljeniji kod siro-
vog mleka u poredjenju sa termicCki tretiranim, dok ras-
podela kod ostalih klasa izgleda priblizno jednako. U
jednom naSem radu je odredjena (13) raspodela kazeinskih
micela u ovcCijem mleku diferencijalnim ultracentrifugo-
vanjem, pri ¢emu se pokazalo da su najuCestaliji precni-
ci u granicama od 535 do 1007 8 sa srednjim ponderisanim
prec¢nikom od 817 8 . Schmidt i saradnici (98) su snimanjem
na elektronskom mikroskopu ispitali raspodelu prec¢nika
kazeinskih micela u mleku, u rasponu 200-2000 8 sa iIn-
tervalom od 200 8 , tako da su obrazovali 11 klasa. Zatim
su izracCunali relativnu brojnu 1 relativnu zapreminsku
uCestalost, graficki prikazali ove raspodele, 1 izracuna-
li neke statisticki vaZzne parametre na osnovu eksperi-

mentalnih podataka.

U savremenoj struc¢noj literaturi nalaze se
pored podataka o velicCini 1 polidisperznosti i raspodeli
velicina, odnosno preCnika micela kazeina i rezultati od-
redjivanja micelarnih tezZina ovih agregata (7, 23, 32,
74, 79). lako svi autori u navedenim radovima govore o

"molekulskoj tezini kazeinske micele'™ smatramo ispravnijim



termin Mmicelarna tezina” s obrazlozZenjem da predmet
posmatranja nije molekul nego micela. Na osnovu velici-
na micela odredjenih elektronskim mikroskopom,

Nitschmann (79) je izraCunao micelarne tezine, koje za
kategorije precnika 400, 600 i 800 5 iznose O,81x10Q,
2.66x108 i 6.25x108- Zahvaljujuc¢i potvrdjenoj pretpostav-
ci o globularnom obliku micele Bloomfield i Morr (7) su
mogli da merenjem koeficijenta difuzije (D) i1 unutradnjeg
viskoziteta (n) uz upotrebu Einstein-ove i Stokes-Enstein-
ove relacije dobiju srednju vrednost za micelarnu tezZinu
kazeina u obranom mleku od 5,20x100. Ve€a grupa istrazi-
vaca, sa Univerziteta u Minnesota-i, na ¢elu sa Morr-om
(74) nastavila jJe da se bavi ispitivanjem micelarnih te-
Zzina kazeina. Odredili su micelarne tezZine dve kazeinske
frakcije: sitnijih odnosno krupnijih precnika (obe izdvo-
jene iz obranog mleka centrifugovanjem pri 20000 o/min,
odnosno 5000 o/min za isto vreme) nakon Sto su ustanovili
sedimentacionu konstantu (SQB’Wy analitic¢kom ultracentri-
fugom 1 koeficijent difuzije (D2Q w) uz pomoC "T"inelastic

laser light scattering” metode, za obe frakcije. Prime-

nivsi Svedberg-ovu jednacinu dobili su vrednosti micelar-

nih tezina za ove frakcije: 2.3x10p i 1.8x10q. Obzirom
da se srednja micelarna tezina koja se navodi u prethod-

nom radu (7) nalazi u intervalu micelarnih tezina pome-

nutih dveju frakcija (1.8x109 > 5.20x108 > 2.3x108)



rezultati ove dve naucne publikacije su u saglasnosti.
Podaci do kojih su dosli Dawney 1 Murphy (23) gel fTilt-
racijom, daju indikaciju da je micelarna teZina kazeina

o

>10 u mleku, dok za kazein u mleku koje je oslobodjeno
koloidnog fosfata iznosi priblizno 2x10C. I Farel (32)
citira podatak da se micelarna teZina kazeina krece iz-
medju 108 ) 109, tako da se moze konstatovati da se re-
zultati svih autora koji su se bavili ovim pitanjem sla-

Zu u pogledu reda velicCine.

Iz svega navedenog proizilazi da su odredji-
vanja micelarne tezine, oblika, veliCine 1 raspodele ve-
licina kazeinskih globula vrSena u mleku, uz delimicCno
ispitivanje uticaja kalcijumovih jona. PoSto sa model
sistemima nije radjeno, u literaturi nedostaju podaci o
delovanju ostalih jona, njihovih raznih koncentracija i

kombinacija na ove parametre.
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2.5. UTICAJ ETANOLA NA KAZEIN

OpSte je poznato da alkohol, slic¢no kalciju-
movim 1 vodoni¢nim jonima, deluje dehidratiSuce na ka-
zein 1 time 1izaziva njegovu destabilizaciju. Na ovom
principu bazira tzv. alkoholna proba , uvedena za kont-
rolu kvaliteta mleka. Stabilnost kazeina u mleku u odno-
su na alkohol je u odredjenoj vezi sa termiCkom stabil-
noS¢u kao 1 osetljivoS¢éu kazeina na koagulaciju himozi-
nom. Sommer i Binney (102) su primetili da je dodavanje
dikalijumfosfata i1li trinatrijumcitrata mleku , nestabil-
nom na alkohol zbog prethodno dodatog kalcijum acetata
ili magnezijum hlorida, anuliralo efekat ovih jona, Sto
je posluzilo kao osnova za postavljanje teorije o ravno-
tezi soli u mleku. Autori koji su se potom bavili ovim
pitanjem (9, 20, 99) se uglavnom slazu da je pored pH
koncentracija kalcijumovih jona presudni faktor koji od-
redjuje stabilnost mleka na alkohol. Ima medjutim i po-
dataka (116) da nestabilnost u odnosu na etanol uslovlja-
va slaba ishrana Zivotinja koja preko TfizioloSkih poreme-
¢aja dovodi do promene u sastavu mleka. Rezultati Barta-e
i de Mann-a (5) koji su dobili negativan koeficijent ko-
relacije (-0.349) izmedju kolicine jonskog kalcijuma u
mleku i1 procenta alkohola potvrdjuju da je koncentracija
n 2+

ua samo jedan od mnogobrojnih parametara koji uslovlja-

vaju stabilnost kazeinatnog kompleksa u odnosu na alkohol.



U istom radu (6) se uoCava visok stepen korelacije (koe-
ficijent korelacije r = 0.487) 1i1zmedju alkoholne probe

i vremena koagulacije himozinom testiranih uzoraka.

Mora se medjutim konstatovati da vecdina ci-
tiranih radova ne uzima u obzir sve prisutne jone u si-
stemu, 3Sto svakako utiCe na ispitivanu stabilnost prema

alkoholu, te smanjuje verodostojnost dobijenih rezultata.



2.6. TERMICKA STABILNOST KAZEINA

Za razliku od poglavlja 2.1., u kome se ta-
kodje tretira uticaj pojedinih jona 1 jonskih vrsta na
stabilnost kazeinske micele, u ovom poglavlju je posmat-
ran uticaj jona kombinovan sa delovanjem poviSene tempe-
rature. Redosled razmatranja po vrstama jona je kao u

poglavlju 2.1.

U publikovanom pregledu o termicCkoj stabil-
nosti mleka, Dyson Rose (92) navodi sledece elemente kao
glavne koji na nju uticu: koncentracija ukupne suve ma-
terije; homogenizacija\ kiselost 1 pH® prethodna termicka
obrada; relativna koncentracija pojedinih jona*, ukupna
koncentracija svih jona”™ kolicina albumina i1 globulina®
sastav kazeina. Svi ovi parametri, manje ili viSe direkt-
no, i u manjoj ili vecoj meri odredjuju ustvari termicku
stabilnost kazeina, pa preko njega i1 mleka. ZnaCajan uti-
caj koncentracije citratnih, fosfatnih, kalcijumovih i
drugih jona je opSte priznat i smatra se da je njihov
efekat u tome Sto utiCu na jonski sastav seruma (69, 103,
10H) . lzvesni radovi u ovom podruCju su, medjutim, zane-
marili istovremeni uticaj promene pH pri razlicitim kon-
centracijama prisutnih jona u sistemu, i1ako je Rose poka-
zao (89, 90) da toplotna stabilnost mleka varira tako
znatno sa promenom pH u uskom intervalu od 6,5 - 6,8, da

uticaj pH moZze da zamaskira druge jonske uticaje.



Interesantan je zakljucak istog autora koji u jednom

svom radu (91) tvrdi da ako neorganske soli bitno uticCu
na toplotnu stabilnost, onda je to samo u prisustvu
3-laktoglobulina, Sto je u skladu sa rezultatima
Nakanishi-a 1 Itoh-a (76). Oni su konstatovali smanjenje
sposobnosti K-kazeina da stabilizuje ao—kazein U prisust-
vu CaCI™ na t = 90 - 100°C pri dodatku NaCl, Sto nije bio

sluCaj u prisustvu 3-laktoglobulina.

Cist 0,25% rastvor <-kazeina je termostabilan
(124) ako se termostabilnost meri njegovom sposobnoScéu
da stabilise as—kazein u odnosu na Ca2+- To potvrdjuju i
rezultati grupe jJapanskih autora (121, 122) koji su izo-
lovali K-kazein iz termicCki tretiranog mleka(t = 80°C,
t = 30 min) 1 konstatovali da za razliku od K-kazeina
izolovanog iz mleka netretiranog visokom temperaturom,
nema sposobnost da stabilizuje ao—kazein u prisustvu kal-
cijuma. Citirani autori (121) objasSnjavaju gubitak stabi-
liSu¢e sposobnosti K-kazeina zagrevanog mleka, njegovom
interakcijom sa proteinima surutke za vreme termickog
tretmana. S druge strane as—kazein spreCava razaranje
K-kazeina toplotom, Sto je mozda rezultat specificCne
asocijacije ova dva proteina (12*4). Davidov 1 Biryukova
(18) su nasSli direktnu vezu izmedju (8 + k)-kazeinskih
frakcija 1 toplotne stabilnosti mleka: povecani sadrzaj
ovih komponenata kazeina uslovljava vecdu termostabilnost

mleka. Nadjeno je takodje da zagrevanje mleka (97) na
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90°C prouzrokuje znatnu degradaciju a - i K-kazeinskih
frakcija 1 slabu degradaciju 3-kazeina. Sterilizacija
toplotom prouzrokovala je izrazene promene u strukturi
koncentrisanih mleka, zahvaljujuc¢i koalescenciji pro-

teina (8).

Temperaturni koeficijent agregiranja kazeina
CaCl™-om pobudio je paznju Zittle-a et al. (129), jer
je na osnovu eksperimenata bilo oCigledno da mora biti
veoma visok. 1z integrisanog oblika Arrhenius-ove jedna-

¢ine:

AH (T -T.)
K2/K1 = e exp R (T2T~5—- (@)

izracunalil su temperaturni koeficijent za interval od
1°C 1 10°C 1 dobili za as—kazein 1.30, odnosno 1U, a za
kompletan kazein 1.35, odnosno 19. lzrazavajudi precipi-
taciju kalcijum kazeinata (2% rastvor kazeina + 0.0125 M
kalcijum hlorid, pH = 6.5), procentom rastvorljivih pro-
teina, posle termickog tretmana na 90°C, Zittle et al.
(126) su bili u moguénosti da registruju opadanje rast-
vorljivosti od 100% bez termiCkog tretmana, na oko 37% pri
trajanju delovanja temperature od 5 min, na 30% pri 10
min, a rastvorljivost je bila < 20% posle delovanja

t = 90°, u toku 60 min. U istom radu (126) se uoCava da

se rastvorljivost ovog rastvora pri primenjenom termickom
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tretmanu, i1 Fiksiranom trajanju, smanjuje sa povecanjem
koncentracije kalcijumovih jona, od 0.0075 do 0.0175 M/L.
Magnezijumov jon ima znaCajan destabiliSuci efekat (86)
tako da prema tumacenju Rose-a moze da bude od znacaja,

ali nedostaju podaci koji bi to potvrdili (92).

0 delovanju jednovalentnih katjona srecu se
suprotna miSljenja, uglavnom zahvaljujuc¢i primeni raznih
jonskih koncentracija prilikom istrazivanja. Prema nekim
autorima (60) NaCl ima mali ili nikakav uticaj na rast-
vorljivost pri poviSenim temperaturama, drugi (75, 76)
tvrde da pomenuta so smanjuje rastvorljivost, odnosno sta-
bilnost kazeina, tako 3to opada sposobnost K-kazeina da
stabilizuje ag-kazein, dok zZittle (124, 127, 129) smatra
da se precipitacija zagrevanjem u prisustvu dodatog NaCl
smanjuje odnosno potpuno sprecCava. Postoji i pretpostavka
(128) o specific¢nom efektu natrijum hlorida na disocija-
ciju kompleksa sastavljenog od ag-kazeina 1 K-kazeina,
Sto se doduSe jJasno uoCava samo pri znatno viSim koncent-

racijama natrijuma od onih koje se normalno nalaze u mleku.

Nasuprot izrazenoj sumnji Dyson Rose-a (92)
da koncentracija fosfatnih ili citratnih jona u mleku moze
da bude u vezi sa termickom stabilnoSéu, u literaturi se
nalaze podaci koji to potvrdjuju (17, 31, 127, 129). UHT
(ultra visokom temperaturom) tretirano mleko je izrazito
stabilnije u odnosu na gelifikaciju pri skladistenju ako

mu je pre termicke obrade dodato 0.010 - 0.015% Na”™HPON (17).



Edmondson 1 Tarassuk (31) su dodatkom 0.15% Na”HPO”™ ob-
ranom mleku dobili znatno bolju stabilnost uzoraka u
centrifugalnom polju, prethodno termicki tretiranih

(t = 88°C, t = 15 min), od kontrolnih. Citirani autori
medjutim, ne navode pH vrednosti ispitivanih uzoraka, pa
bi se moglo smatrati da je pomeranjem pH ka baznoj ob-
lasti zbog prisustva Na”“HPO”, izazvana veca toplotna sta-
bilnost ovih uzoraka u odnosu na kontrolne. Da ovo ipak
nije sluCaj vidi se iz podataka Zittle-a (127) koji je
prouCavao delovanje fosfatnog jona koncentracije 0.005 M,
u sistemu: 2% rastvor Na-kazeinata + 0.0125 M kalcijum
hlorid, zagrevanom jedan sat na 90°C, pri pH = 6.6 1 6.1.
Spektrofotometrijskim odredjivanjem rastvorljivih prote-
ina posle termiCkog tretmana uoCeno je znaCajno stabili-
Su¢e delovanje dodatog fosfata u spreCavanju precipitaci-
je kazeina, efektnije pri pH = 6.6 nego pri 6.1. Dalji
ogledi istih autora (127) su pokazali da fosfatni anjon
ima vec¢i afinitet za kalcijum pri viSem pH u intervalu

pH = 6.2 do 7.U. U literaturi nadjeni podaci (75) da
NaHMPO”N smanjuje rastvorljivost 1 stabilnost kazeina mo-
gu se samo delimic¢no objasniti kao posledica delovanja
pH, obzirom da je dodavana so veoma kiselog karaktera, a

autori nisu vrSili korekciju pH.

Ovde treba pomenuti 1 interesantne rezultate
Abdulina-e i1 Kovalenko-a (1) koji su ispitivali struktur-

ne promene kazeina u prisustvu 0.1 - 0.3% Na”HPO™ 1 nasSli



da pri kolicini fosfata od 0.3% i temperaturi visSoj od
60°C (15 min) naglo opada sadrzaj sijalne Kiseline u

rastvoru, sa daljim povecanjem temperature.

Ispitivanjem interakcije citratnih jona 1
kazeina na povisSenoj temperaturi viSe se bavio Zittle sa
grupom svojih saradnika (127, 129). Rastvorljivost kaze-
ina u 2% rastvoru Na-kazeinata uz 12,5 mM CaCl”> pri
pH = 6 .6, posle odrzZzavanja temperature od 90°C, 1 h, nag-
lo je rasla sa porastom koncentracije dodatog citrata,
tako da kod 5 mM/1 citrata i1znosi 100%(127). Stepen ag-
regiranja kazeina sa 6 mM CaCI~/1 pri t = 25°C, 30°Ci
35°C opada u prisustvu 0.5 mM/1 natrijum citrata. Slic¢no
se dogadja ako se u sistem umesto citrata unese 5 mM/1
fosfata, s tim 3to se moZe na osnovu grafika konstatovati
da pri visSim temperaturama sa kojima je radjeno (30 i
35°C) navedena kolicina fosfata ima jacCe izrazeno stabili-
Su¢e dejstvo u poredjenju sa citratom (129). Ispitujuci
rastvorljivost trikalcijum citrata u navedenim rastvorima
razliCcite jonske jacCine Boulet i Marier (10) su ustanovili
da proizvod rastvorljivosti rastvora u ravnotezi zavisi od
jonske jacine, ali da na njega prakti¢no ne utiCe pH, tem-
peratura ili prisustvo magnezijumovih ili fosfatnih jona.
Proizvod rastvorljivosti dobijen pri t = 95°C nije se bit-
no razlikovao od analognog na 21°C. Dodatak fosfata nije
lzazvao promenu ni jedne vrste jona, dok je pnsustvo MgZ+
povecalo koncentraciju Ca2+ ali istovremeno smanjilo kon-

centraciju citratnih jona.



2.7. KOAGULACIJA KAZEINA HIMOZINOM

Mehanizam 1 kinetika delovanja himozina na
kazein su, zahvaljujuc¢i doprinosu viSe istrazivaca (15,
16, 39, 0, H3, 67, 110, 118), uglavnom poznati.
Tuszynski je uz pomo¢ Scott Blair-a (110) postavio kine-
ticki model koagulacije kazeina himozinom i ustanovio da
ravnotezna konstanta za sve tri faze (encimatska, Tfloku-
laciona i1 faza nastanka gela) mora da bude priblizno ista
i da iznosi K = 1.6 x 10716 , na 37°C. 1z rezultata do ko-
Jjih su dosli Castle i Wheelock (15, 16), ispitujucéi Kkine-
tiku delovanja himozina na kazein izdvojen i1z mleka ultra-
centrifugovanjem, zapaza se da koncentracija natrijumovih
1 kalijumovih jona nema uticaja na Mihaelisovu konstantu
(Km),7 niti na brzinu reakcije (V), ali da su se obe ove

vrednosti povecavale sa dodavanjem K-kazeina.

Uticajem pojedinih jona na koagulaciju kazeina
himozinom bavilo se u poslednje vreme viSe autora (84, 85,
111, 125). Tuszynski 1 Krystyna Zielinska su u svom radu
(111), o vezi ravnoteze kalcijuma i1 koagulacije mleka,
ustanovili znaCajnu zavisnost brzine koagulacije i c¢vrsti-
ne koaguluma od pH vrednosti uzoraka u toku registrovanog
vremenskog intervala. VazZznu ulogu pH vrednosti pri koagu-
laciji mleka himozinom pominju 1 drugi naucnici (48, 83).
Prema podacima Puhan-a (83) aktivnost himozina se pri padu

pH sa 6.70 na 6.60 povecava za 40,0%, pri pH = 6.48



aktivnost je vecda za 83.2% i1 kod pH = 6.35 himozin je za
133.9% aktivniji nego na pocCetku (pH = 6.70). Djordjevic
et al. (30) su registrovali skradenje vremena koagulacije
pri povecanju titracione Kkiselosti mleka, 1 ustanovili

da i malo povecanje jonizovanog kalcijuma iznad kolicCine
u svezem mleku izaziva veoma znacajno skraéenje vremena
koagulacije. Grupa bugarskih autora (84, 85) jJe ispitiva-
la uticaj viSe jonskih vrsta na vreme koagulacije mleka
raznog porekla himozinom: C~H”~COH)(COONa)3, NaCl, KNO™,
CaCl2, KCl, NaH”MPO~, Na”HPO”™, (NH~M)NHCgHMNON , BaCl”™ , MgCIn
(84), odnosno devet razlicitih amonijumovih soli (85).
Njihovi eksperimenti su pokazali da CaCl~ , MgCl~, BaCI”
(dvovalentni katjoni Ca2+, Mg2+ i1 Ba2+) i NaH™PO™ 1 u iz-
vesnoj manjoj meri NaCl i1 KCI, povecavaju osetljivost mle-
ka prema himozinu. Natrijum citrat, amonijum citrat, kali-
jum nitrat 1 dinatrijum fosfat imaju suprotan efekat. Da
na koagulaciju utiCe ne samo vrsta dodatih jona nego i
promena pH koju oni u sistemu izazivaju, vidi se iz razli-
¢itog dejstva NaH”PO”™ i1 Na”HPO”™, i pored toga Sto sadrze
iste jonske vrste, i iz delovanja grupe amonijumovih soli
koje je uglavnom odredjeno njihovim kiselim, odnosno baz-
nim karakterom. Mada su citirani autori svesni delovanja
pH, oni nisu vrSili njegovu korekciju, tako da navedeni
podaci o uticaju pojedinih jona na vreme koagulacije mle-
ka himozinom nisu sasvim uporedivi. Nasuprot ovim rezul-

tatima Zittle (125) tvrdi da NaCl (0.05 M) smanjuje koagu-

laciju rastvora kazeina himozinom, zbog redukovanog



formiranja micela. Ovo izgleda logi¢no, narocCito ako se
ima u vidu linearna zavisnost vremena koagulacije od
precnika micela kazeina koju su postavili Hosttetler i
Imhof (46). Jon kalijumnatrijum tartarata produzava vre-
me koagulacije mleka himozinom, Sto je posledica nasta-

Janja nerastvornog kalcijumtartarata (28).

Ustanovljeno dejstvo pojedinih jona na koa-
gulaciju mleka himozinom delimi¢no je ve¢ naSlo 1 prak-
ticnu primenu (27, 55, 60, 62). Dodatak I-2%o Iimunske
kiseline mleku pre koagulacije povoljno utice na njegov
tehnoloski kvalitet pri proizvodnji '"tvorog paste' (62).
Kao Sto smo ve¢ ranije pomenuli, doziranjem 0 .02% natri-
jum citrata u mleko za proizvodnju holandskih sireva, do-
b

ija se znatno bolja organolepticka ocena proizvoda i

i

<
O

e randman (60). 1z rezultata jednog naSeg rada (27) se

da dodatak od 0.04% CaCl”™ omogucdava koagulaciju mle-

vid
ka kome je dodato sojino brasno, Sto znaCi da je moguca

proizvodnja sira obogac¢enog biljnim proteinima.

Na osnovu iznetog pregleda u literaturi nadje-
nih rezultata iz oblasti koju tretira ova disertacija i

odsustva izvesnih podataka, dosSli smo do sledec¢ih zaklju-

caka:



- 0d dvovalentnih jona u mleku ispitano je
jedino delovanje kalcijuma na stabilnost kazeina. U pog-
ledu afiniteta Ca2+ i Mg2+ za kazem navode se suprotni

podaci.

- ViSe autora ispitalo je raspodelu precnika
kazeinskih globula u mleku i1 delovanje temperature na
preCnik. Medjutim, uopSte nema podataka o uticaju pojedi-

L ) . 3 ) . 2+ 2+ +
nih jonskih vrsta 1 njihovih kombinacija (Ca , Mg ., Na

K+, PO~ , (CgHMO™) ) na polidisperznost, odnosno raspo-
delu velicCina, srednji ponderisani precnik i1 oblik kazein-

ske micele.

- U nekoliko publikovanih radova se navodi
srednja micelarna tezina kazeina u mleku. 0 tome kako na

micelarnu tezinu uticu razne jonske vrste i koncentracije

nema podataka.

- Podaci nadjeni u literaturi o rezultatu al-
koholne probe ne zadovoljavaju zbog nedovoljno definisa-

nih uslova eksperimenta.

- U pogledu uticaja jona na termicku stabil-
nost kazeina situacija je sledecCa: kalcijum je delimicno
ispitan™ o magnezijumu nema podatakaj za natrijum se na-
laze suprotna miSljenja” za kalijum nema podataka; za
fosfatni jon rezultati su suprotni; citratni jon je samo

parcijalno ispitan.

- 0 uticaju pojedinih jona na koagulaciju ka-
zeina himozinom nadjeni podaci se ne mogu smatrati zado-

voljavajucéim zbog primenjenih eksperimentalnih uslova.



Pored ovde konstatovanog odsustva podataka,
iz pregleda literature jJe jasno da je znatan broj citi-
ranih rezultata proizvod eksperimenata koji su izvodje-
ni bez taCno utvrdjenih, konstantnih parametara, S3Sto
utice na verodostojnost rezultata. Veoma mali broj auto-
ra je radio sa model sistemima. Ilzabrane koncentracije
jona u ovim model sistemima uglavnom su znatno nize od
onih u kojima se isti joni nalaze u mleku. Ilzneti prob-
lemi predstavljaju deo onoga 3to smo sebi postavili u
zadatak da radorn na disertaciji doprinesemo reSenju, po-
stavljanjem 1 tretiranjem 5U model sistema rastvora
kazeina sa razliCitim jonskim sastavom. Pri sastavljanju
model sistema vodili smo racduna da u dijapazonu primenje
nih koncentracija pojedinih jona i1 jonskih vrsta bude i

ona u kojoj su ovi joni zastupljeni u mleku.



Pored ovde konstatovanog odsustva podataka,
iz pregleda literature je jasno da je znatan broj citi-
ranih rezultata proizvod eksperimenata koji su izvodje-
ni bez tacno utvrdjenih, konstantnih parametara, Sto
utice na verodostojnost rezultata. Veoma mali broj auto-
ra je radio sa model sistemima. Ilzabrane koncentracije
jona u ovim model sistemima uglavnom su znatno niZze od
onih u kojima se isti joni nalaze u mleku. |Izneti prob-
lemi predstavljaju deo onoga Sto smo sebi postavili u
zadatak da radom na disertaciji doprinesemo reSenju, po-
stavljanjem 1 tretiranjem 54 model sistema rastvora
kazeina sa razlicitim jonskim sastavom. Pri sastavljanju
model sistema vodili smo raCuna da u dijapazonu primenje-
nih koncentracija pojedinih jona i1 jonskih vrsta bude i

ona u kojoj su ovi joni zastupljeni u mleku.



3. METODIKA ISTRAZIVANJA

3.1. ISPITIVANJE SASTAVA 1 OSOBINA

Na-KAZEINATA

Za spravljanje model sistema korisSten je
Na-kazeinat pod komercijalnim nazivom ROVITA FN-5, proiz-
vod Ffirme Rovita, GmbH. Ispitivanje sastava i osobina
ovog preparata izvrSeno jJe prema navedenim metodama (2,

41, 81).

Sadrzaj suve materije, odnosno vlage praha
Na-kazeinata je odredjen standardnom metodom suSenja na

105°C do konstaritne teZine.
Proteini su odredjeni metodom Kjeldahl-a.

Mast: je odredjena ekstrakcionom metodom po

Soxhlet-u.

Laktoza je odredjena gravimetrijski - redukci-

jom sa bakarsulfatom.

Ukupne mineralne materije su odredjene Zare-

njem praha na 550°C.

Fosfor je odredjen prema internacionalnom stan-

dardu FIL-IDF 33, spektrofotometrom Carl Zeiss , model PMQ 1I.



Kalcijum 1 magnezijum su odredjeni komplekso-
metrijskom titracijom sa dinatrijumovom soli etilendiamin-

tetrasircéetne kiseline (EDTA) .

Kalijum i natrijum su odredjeni AA spektrofo-

tometrom Perkin-ElImer, model 503.

Pored navedenih analiza kojima je utvrdjen sa-
stav Na-kazeinata ispitane su i1 sledeée osobine 3,00% vo-

denog rastvora Na-kazeinata:
Viskozitet rastvora na 20°C, po Hoppler-u.

Velicina kazeinske micele jJe odredjena elekt-
ronskim mikroskopom, Siemens & Halske, AG., model E1 miskop

I a. Tehnika prepariranja je navedena u taCki 3.5.2.

Termicka stabilnost kazeinske micele u ovom

rastvoru odredjena je na naCin naveden u tacki 3.7.1.

pH vrednost je ispitana pH-metrom Radiometar,

model R-22.



3.2. PRIPREMA MODEL SISTEMA

Svi model sistemi sastavljani su na sledeli
nacin: na sobnoj temperaturi je uz upotrebu elektro-
magnetne meSalice VEB Labortechnik, tip UR 60, napravljen
vodeni rastvor Na-kazeinata (koncentracije oko 4%) , koji
je zatim profiltriran da se uklone eventualne nerastvorne
Cestice. U rastvor jJe dozirana izraCunata koliCina desti-
lovane vode i rastvora predvidjenih soli tako da je kon-
centracija Na-kazeinata u gotovim model sistemima uvek
iznosila tacno 3.00%. Sastav svih model sistema dat je u
posebnom spisku u Prilogu, u kome su ovi klasirani prema
vrstama dodatih jona i1 jonskih grupa. Dodavanje rastvora
jona izvodjeno jJe postepeno, uz intenzivno meSanje meSa-
licom, na temperaturi 12-14°C. Odabrani joni su dodavani
u obliku rastvora soli: Ca2+ kao CaCl™ (1.8 M) j Mgz+ kao
MgCI~ (1.8 M); Na+ kao Na”HPO”~ i NaH”~PO”™ (oba 0.5 M), od-
nosno CgH™NajoO”~ (0.25 M) ; K+ kao KMHPON 1 KHAPO™ (oba
0.5 M) , odnosno C8H§§r9— (0.25 M) ; 1 joni HLQ“ i (Cgﬁfg-)3
u obliku natrijumovih i1 kalijumovih soli kako je ve¢ na-
vedeno. U daljem izlaganju ¢emo, jednostavnosti radi, zadr
Zati oznaku jona za sve posmatrane jone 1 jonske grupe,
iako podrazumevamo da svi nisu potpuno jonizovani u datim

uslovima pojedinih model sistema.

Tako je od ukupno 54 razna model sistema kon-

struisano 10 grupa (A.l.; B.l. do B.8.; C.lI. do C.8_;



D.1. do D.5.-, E.1. do E.5.-, F.I. do F.5.; G.lI. do G.5.;
H.l1. do H.12.*, 1.1. do 1.3. ; J.1. do J.3.). Model sistem
A_.l. je Cist rastvor Na-kazeinata. Sisteme tipa B karak-
teriSe porast koncentracija kalcijumovih jona, a sisteme
tipa C magnezijumovih. U sistemima tipa D raste koncent-
racija fosfatnih jona u prisustvu odabrane kolicine kal-
cijumovih jona, a u sistemima tipa E u prisustvu ekvimo-
larne koliCine magnezijumovih jona. Za sisteme tipa F 1

G je karakteristican porast citratnih jona pri izabranoj
koncentraciji kalcijumovih, odnosno magnezijumovih jona.

U sistemima tipa H se u prisustvu kalcijuma kombinuju
uticaji raznih koncentracija fosfatnih*i citratnih anjona.
Model sistemi tipa | su nastali tako Sto je u sistemima
odabranim iz grupe H, polovina kolic¢ine kalcijumovih jona
zamenjena magnezijumovim. Sistemi tipa J su takodje nasta-
li od sistema H, s tim da su u sisteme umesto natrijumovih

jona, dodate ekvimolarne kolic¢ine kalijumovih.

U daljem tekstu ¢e svi sistemi biti pominjani

i pod usvojenim oznakama.



3.3. VISKOZITET MODEL SISTEMA B.l. DO B.8.

i C.1. DO C.8.

Odredjen je viskozitet model sistema B.Il.
do B.8. i C.I. do C.8., viskozimetrom po Hoppler-u,
kuglicom konstante K = 0.07756, na temperaturi od 20°C.
Ispitivanje viskoziteta je ponovljeno sa istim sistemi-

ma, uz prethodnu korekciju pH na 6.70.
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3.%_. pH VREDNOST MODEL SISTEMA

Dinamika promene pH vrednosti model sistema

B.lI. do B.8. 1 C.l. do C.8. pracena je pH-metrom.

Da bi se iskljucCio uticaj promene pH model
sistema u prisustvu raznih doziranih jona u razlicitim
koncentracijama i medjusobnim odnosima, na ponaSanje ka
zeina, vrSena je korekcija pH vrednosti svih postavlje-
nih model sistema, potenciometrijskom titracijom sa

2N NaOH uz pomo¢ pH metra E512, Impulsomata EH73 i

Dosimata, Metrohm Herisau; korigovana pH vrednost izno-

sila jJe 6.70 za sve sisteme.
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3.5. ODREDJIVANJE MICELARNE TE2INE, VELICINE,
RASPODELE VELICINA 1 OBLIKA KAZEINSKIH

MICELA U MODEL SISTEMIMA

3.5.1. Micelarna tezina kazeina u model

sistemima B.l. do B.5. i C.l. do C.5.

Micelarna tezZina i precnik kazeinske globule
u navedenim model sistemima odredjeni su fotoelektricnim
nefelometrom, Shimadzu Photoelectric Light Scattering
Photometer, model PG-21, pri talasnoj duzini od 546 my
(52). Promena indeksa prelamanja rastvaraCa u funkciji
promene koncentracije , velicCcina potrebna za dobijanje mi-
celarne teZine , ustanovljena je diferencijalnim refrakto-
metrom, model DR-3, iste firme = tg a = 0.374) (51).

Na osnovu ovog podatka izraCunata je konstanta K iz izraza

N\ —_
¥ - 2Tr81£9@(§92§ - B.175 x 7
X N
Konstanta instrumenta je odredjena sa dekstranom M = 250.000,
koncentraci je 0.01%, i iznosila je OC = C. $s = 3.2931x10_MI4.

Provera date vrednosti za 4s izvrSena jJe prema metodi pre-
poruc¢enoj od proizvodjaca instrumenta, '"glass block” 1 za

-+
lzabranu talasnu duzinu nadjeno je da iznosi 4.8844 x 10

Pripremljene koncentracije uzoraka su se kretale od

0.25 x 10 ° do 1.00 x 10 3 g/cc.
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Interpretacija rezultata izvedena jJe metodom
ekstrapolacije po Zimm-u (123), a rezultati su obradjeni
elektronskim rac¢unarom Hewlett-Packard, Calculator 9100 A.
Pod pretpostavkom da su micele kazeina u navedenim siste-
mima globularni makromolekuli, ustanovljen je 1 prosecan
pre¢nik micela na osnovu radijusa ziracije. Radijus zira-

cije se izracCunava iz relacije (106):

PoCetni na%ib 16 u? 2, ,. .2 fllQ .n-6 2

L
Odsecak =“T~ pg = 314.0948x10 pg (€))

Veza radijusa Ziracije i precnika za sfere, odnosno globu-

larne makromolekule, data je izrazom:
Pg " 20

3.5.2. VelicCina, raspodela veliCina i oblik
micela kazeina u i1zabranim model

sistemima

Velicina i precCnik micela kazeina u odabranim

model sistemima (A.l1., B.2., C.2., D.I., D.3., D.5., E.Il_,
E.3., E.5., F.1., F.«4., G.1., G.4., H.l1., H.2., H.6.,
.1, 1.2, ,1.3. ,J3.1., J.2., J.3.) odredjena je emisionim

elektronskim mikroskopom. Metoda za pripremu preparata si-
stema za elektronsku mikroskopiju je delimi¢no modifiko-

vana metoda koju navode Hostettler & Imhof (45).



Modifikacija koju smo uveli je posledica toga da nismo
preparirali mleko, nego veStacCki konstruisane model si~
steme. Tako jJe izostalo uklanjanje necCisto¢a filtrira-
njem, 1 uklanjanje mleCne masti centrifugovanjem (30
min, 3000 o/min, na 3°C), odnosno petroletrom, obzirom
da model sistemi nisu ove komponente ni sadrzali (masti
je bilo samo u tragovima). Za Ffiksiranje model sistema
koris¢en je formaldehid, p.a, u koncentraciji od 0 .5% i
trajanju od 24 h. Da bi se uklonio viSak jona koji stva-
ra smetnje pri izoStravanju i snimanju preparata izvrSe-
na je dijaliza uzoraka prema destilovanoj vodi, takodje
24 h. U prvoj fTazi rada jedan broj uzoraka je snimljen
dijaliziran i1 nedijaliziran te smo se na osnovu uporedje
nja ovih snimaka odlucCili za izvodjenje dijalize. Uzorak
je zatim nanesen na nosaC preparata - bakarnu plocicu
prekrivenu folijom nitroceluloze sa umreZenim krugovima
preC¢nika 3 mm. Pravljena su uvek po tri razredjenja pre-
parata: 2.5, 5 i1 10 yl, od 250-tnog razblaZzenja. PoSto
organski materijal zbog slabog rasipanja elektrona od
strane C-, H-, O-, i N-atoma daje vrlo slabe kontraste u
elektronskom mikroskopu, vrSeno Jje senenje preparata
uredjajem firme Balzers. U visokom vakuumu od 10 ~ mm Hg
uparava se smesa zlata i1 mangana 1 pod uglom od 19° emi-
tuje na preparat. Prednost sencenja je u reljefnosti fo-
tografije, pa se i na osnovu izgleda senke mogu izvoditi

zakljuC€ci o visini i1 obliku snimljenog objekta. Ilzabrali



smo uvecanje od 10.000 puta za sve sisteme. Uvecdanja ma-
nja od ovoga nisu bila dovoljna. Uvecdanja vec¢a od 10.000
puta, pored toga Sto stvaraju teSkoce oko izoStravanja

za snimanje, nisu bila neophodna jer je dalje uvecanje (G
puta) dobijeno foto putem, tako da definitivno uvecanje

na fotografijama iznosi 50.000 puta.

Izmeren je precnik oko 2000 micela kod svakog
pojedinog model sistema i1 dobijene vrednosti su svrstane
u klase, svaka Sirine 200 8 . Statistickom obradom podata-
ka elektronske mikroskopije kompjuterom, dobijena je ras-
podela prec¢nika kazeinskih micela u navedenim sistemima,
srednji prec¢nik (x), standardna devijacija (0) , disperzi-
Ja (02), koeficijent asimetrije (37 i koeficijent spljos-

tenosti (02> 53, 112).

Pored velicine 1 preCnika radom sa elektron-
skim mikroskopom smo sa sigurnosS¢u mogli da ustanovimo i
oblik micela formiranih u konstruisanim model sistemima,
Sto se pokazalo, kao Sto Ce se iz rezultata i diskusije

rezultata i1 videti, veoma znacCajnim.



i+6

3.6. STABILNOST KAZEINA U ODNOSU NA

ALKOHOL U MODEL SISTEMIMA

Ispitana je stabilnost kazeina u odnosu na
alkohol svih sastavljenih model sistema, navedenih u
spisku, standardnom metodom sa 68% alkoholom, uz pret-

hodnu korekciju pH na 6.70, sa 2N NaOH.
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3.7. TERMICKA STABILNOST KAZEINA U

MODEL SISTEMIMA

Termicka stabilnost kazeina postavljenih mo-
del sistema 1ispitana je delovanjem temperatura od 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80 i 90°C u trajanju od tri minuta, posle
korekcije pH vrednosti na 6.70. Po temperaturnom tretmanu
rastvor je odmah hladjen u vodenom kupatilu sa ledenom
vodom na t = 20°C, u toku nekoliko minuta 1 na istoj tem-
peraturi centrifugiran pri n = 4000 o/min u toku 3 minuta.
Centrifugat je dekantiran, a talog suSen do konstantne te-
Zine, na 105°C. TermiCka stabilnost je izraZena kao rast-

vorljivost u procentima suve materije ostale u centrifu-

gatu.

Posle opisanog postupka, u sistemima D.l. do
D.5. Ispitan je sadrzaj Ca2+ u centrifugatu kompleksomet-
rijskom titracijom. Temperaturni tretman je ponovljen sa
sistemima iste grupe sa minimalnim 1 maksimalnim sadrzajem
fosfata pri temperaturama od 20, 60 i 80°C, bez prisustva
Na-kazeinata. U centrifugatima model sistema F.1. do F.5.,
tretiranih temperaturom od 80 i 90°C i termicki netretira-
nih , ustanovljen je sadrzaj proteina spektrofotometrijski ,
apsorbcijom pri X = 280 my na aparatu Carl Zeiss , Model
PMQ 11. Na isti nacCin je kod sistema H.I. do H.12., 1.1.

do 1.3., i J.l. do J.3. 1ispitan sadrzaj kazeina u centri-

fugatima. Centrifugat tri poslednje grupe sistema je



analiziran 1 na sadrzaj kalcijuma (sistemi 1.1. do 1.3.

i magnezijuma) kompleksometrijskom titracijom sa EDTA.
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3.8. KOAGULACIJA KAZEINA HIMOZINOM U

MODEL SISTEMIMA

Koagulacija kazeina u sistemima B.l. do B.8.
1 C.1. do C.8. je izazvana delovanjem 2% rastvora himo-
zinskog ekstrakta jaCine 10.000 internacionalnih jedini-
ca na 35°C. Registrovano je vreme pojave FTlokulacije, ko-
licina kalcijuma (magnezijuma) u serumu i1 koliCina pro-
teina u serumu. Kalcijum, odnosnho magnhezijum, je identifi-
kovan kompleksometrijski, a koliCina proteina u serumu je
odredjena fotokolorimetrijskom metodom "amido black"™ ,
aparatom PRO MILK 11, Foss Electric (37)(za kontrolu tac-
nosti aparata, odnosno bazdarenje, posluzila je metoda po
Kjeldahl-u). pH vrednost je pre hidrolize korigovana na

6.70.

Koagulacija kazeina u sistemima: A.l., D.l. do
D.5., E.l. do E.5., F.lI. do F.5., G.l. do G.5., H.I. do H.12_,
1.1. do 1.3. ,J.1. do J.3. je izazvana kao 3Sto je navedeno
u prethodnom stavu. Registrovano je da li dolazi do floku-
lacije kazeina u prisustvu predvidjenih smesa jona i za ko-
je vreme. Koncentracija H+ je i1 ovde korigovana na pH = 6.70,

pre doziranja proteolitickog fermenta.
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4. REZULTATI 1 DISKUSIJA

4.1. Na-KAZEINAT

4.1.1. Sastav Na-kazeinata

Sastav Na-kazeinata koji je upotrebljen za

pripremu ispitivanih model sistema prikazan je u Tabeli 1.

Tabela 1.: Sastav Na-kazeinata

Kolicina u KolicCina u
Komponenta Na-kazeinatu 3,00% rastvoru
(g/7100 Q) (g7100 mb)
Suva materija 93,510 3,0000
Proteini 86,770 2,7800
Mast 0,470 0 ,0150
Laktoza 0 ,000 0 ,0000
Supstance nerastvorne u vodi 8,140 0 ,0000
Mineralne materije (pepeo) 3,750 0,1205
Fosfor 0,729 0,0233
Kalcij um 0,175 0 ,0056
Magnezij um 0,083 0,0026
Kalij um 0,120 0,0038
Natrij um 1,380 0,0443

Iz podataka navedenih u Tabeli 1. vidi se da kva-
litet Na-kazeinata odgovara zakonskim propisima C’Sluzbeni
list SFRJ"™, br. 27,1971), i da je njegov stepen cCistoce

takav da ispunjava zahteve za izvodjenje planiranih



eksperimenata. Kazein za proizvodnju Na-kazeinata dobija
se izoelektric¢nom precipitacijom iz mleka. Precipitaci-
jom pri izoelektric¢noj tacki (pH = 4.6) istaloZene su
kvantitativno belancCevine , pa se mozZze smatrati da je

ukupna kolicina belanCevina navedena u Tabeli 1., prak-

=+

icno Cist kazein. Mast je u prahu Na-kazeinata, a naro-

¢ito kada se sraCuna na 3,00% rastvor, zastupljena zane-
marljivo malom kolic¢inom (0,015%). Laktoza uopSte nije
identifikovana. SadrzZzaj vode je uzet u obzir kod svodje-
nja koncentracije model rastvora na tac¢no 3,00% Na-kazei-
nata. U vodi nerastvorne supstance iz praha Na-kazeinata
(8,14%) su uklonjene Tiltriranjem rastvora. Mineralne ma-
terije su prisutne u relativno maloj meri (3.75%), sa
skoro potpunim odsustvom kalcijuma, magnezijuma 1 kalijuma
u rastvoru. Fosfora ima ne3to vise (0,0233 g/100 ml rast-

vora),a natrijum je, prema ocCekivanju, najviSe zastupljen.

4.1.2. O0Osobine Na-kazeinata

Sem relativnih kolic¢ina pojedinih sastojaka
Na-kazeinata, prikazanih u Tabeli 1., ustanovljene su 1 ne-
ke osobine cCistog 3,00% rastvora kazeinatnog praha, za
koje smo smatrali da su od znaCaja za ispitivanu proble-
matiku, 1 to: viskozitet, velicina kazeinske micele, ter-

mi¢ka stabilnost i pH-vrednost.



Relativni viskozitet 3,00% rastvora Na-kazei-

nata iznosio je 2,5244 cp na 20°C.

U cilju odredjivanja veliCine kazeinske mice-
le u spravljenom rastvoru napravljen je snimak elektron-
skim mikroskopom (Prilog: snimak sistema A.l1.). 1z snimka
se vidi da su kazeinske micele u 3,00% rastvoru Na-kazei-
nata veoma sitne, reda velicCine do 300 8, priblizno sve
uniformne po velicini 1 oble , bez izraZzene polidisperzno-
sti. Zato smo smatrali nepotrebnim konstruisati Kkrivu
raspodele u ovom sluCaju. Ovi naSi rezultati, ustanovlje-
ni snimkom model sistema A.l. na elektronskom mikroskopu,
su u skladu sa podacima koje navode Hostettler 1 Imhof
(46) , da razblazivanje mleka vodom (1:200) dovodi do
totalne dezagregacije kazeinatne micele, Sto je posledica
smanjenja koncentracije kalcijuma u sistemu. To je 1 bio
razlog da citirani autori u tehniku pripreme preparata za
elektronsku mikroskopiju uvedu razblazivanje rastvorom

CaClp, umesto vodom, odnosno fiksiranje preparata formal-

dehidom.

Ispitivanja termicke stabilnosti cCistog 3,00%
rastvora Na-kazeinata pokazala su da je ovaj rastvor, bez
prisustva odredjenih jona koji ulaze u sklop pojedinih
model sistema, ter Cki stabilan. Rezultati su prikazani

u Tabelil 2.



Tabela 2.: Rastvorljivost 3,00% rastvora Na-kazeinata,
posle termickog tretmana pri temperaturama
od 20°C do 90°C

Temaigit“ra 20 30 40 50 60 70 80 90

Rastvorlj i-

vost 9 ,37 96 ,33 96 ,37 95,93 96 ,30 96 ,33 96 ,00 95,93
(%SM)

Podaci 1izneti u Tabeli 2. pokazuju da je rast-
vorljivost Cistog kazeinata praktic¢no nezavisna od visine
termickog tretmana, obzirom da se razlika u rastvorljivo-
sti, koja varira u intervalu od 95,93 do 96,37%, nalazi u
granicama eksperimentalne greske (0,44%). Ovo je bilo vaz-
no prethodno koristatovati , jer je tako eliminisan uticaj
ponaSanja samog kazeinata kod primene raznih temperatura

termickog tretmana na model sisteme.

pH vrednost 3,00% rastvora Na-kazeinata 1izno-

sila je u proseku 6,85.



4.2. VISKOZITET MODEL SISTEMA B.l. DO B.8.

1 C.1. DO C.8.

Uz pretpostavku da ¢éemo merenjem viskoziteta
rastvora uspeti da dobijemo i1zvesnu predstavu o osobinama
micela kazeina u prisustvu jona odredjenih vrsta i1 kon-
centracija, 1izveli smo prethodne eksperimente Ciji Su re-

zultati prikazani u Grafiku 1.

c [mm/ Q

Grafik 1.: Viskozitet model sistema B.l. do B.8. 1 C.I.
do C.8., pri pH = 6.7 (—=— 1—-0-) i bez
korekci je pll ( i —0— ).



Iz prilozenog grafika se vidi da viskozitet
svih ispitivanih model sistema opada sa porastom koncent-
racije kalcijumovih (sistemi tipa B), odnosno magneziju-
movih jona (sistemi tipa C), do 17,3 mM/1. Sa daljim po-
rastom koncentracije jona, viskozitet, prema ocCekivanju,
ostaje priblizno konstantan, bez obzira na pH 1 jonsku
vrstu. Medfhtﬁn, posle koncentracﬂﬂa od 22,2 mM Ca2+/l,
viskozitet raste , i to naglo kod sistema gde nije vrSena
korekcija pH vrednosti, a postepeno kod sistema gde je
pH korigovan na 6,70. Slicna je situacija i sa sistemima
gde je umesto Ca2+ uveden Mg2+, s tom razlikom da se ov-
de porast viskoziteta primecuje kod neSto vece koncentra-

cije (27,2 mM Mg2+/1) .

Iz istog grafika se uoCava da obe grupe model
sistema sa korigovanom pH vrednoS¢éu imaju manji viskozi-
tet od analognih sistema gde pH nije korigovan, Sto moZzZe
biti posledica pojave poznate u koloidnoj hemiji pod ime®
nom elektroviskozni efekat (26). Interesantno je primeti-
ti da je delovanje kalcijuma u smislu smanjenja viskozi-
teta sistema izrazitije od delovanja magnezijuma pri svim

primenjenim molarnim koncentracijama ovih jona.



4_.3. pH VREDNOST MODEL SISTEMA

Razlike u viskozitetu, konstatovane kod nave-
denih model sistema kojima je korigovana pH vrednost u
odnosu na analogne sisteme bez korekcije pH, ukazale su
na to da razlicCite koncentracije dodatih jona izazivaju
promene u pH vrednosti pa smo ZzZeleli da tacno ustanovimo
kolika je promena pH kazeinatnog rastvora prouzrokovana
dodatkom jona odredjenih vrsta i koncentracija. Rezultati
merenja pH vrednosti u sistemima B.l. do B.8. i C.I. do

C.8. prikazani su u Grafiku 2.

Koncentracija jmM/t]

Grafik 2.: pH vrednost model sistema B.l. do B.8. (- =
i C.1. do C.8. ( o— )



Iz toka krivih u Grafiku 2. jasno se vidi da
male koncentracije dodatih jona Ca2+, odnosno Mg2+?izazi—
vaju znatan pad pH, koji je pri daljem porastu koncentra-
cija pomenutih jona manje 1izraZzen. Pojava sniZenja pH
vrednosti sa porastom koncentracije navedenih jona u si-
stemu Je verovatno posledica vezivanja Ca2+, odnosno Mg2+
za slobodne karboksilne grupe dikarbonskih aminokiselina
u kazeinu, Sto uzrokuje povecanje koncentracije H+ jona u
rastvoru. Treba primetiti da ukupan pad pH od model siste-
ma B.l. do B.8. iznosi ApH = 0,31 i od C.I. do C.8. je
ApH = 0,25, Sto svakako nije bez znaCaja, i1 iIma uticaja
na stabilnost kazeina u odgovarajuc¢im model sistemima. Da
ne bi doSli u zabunu da pripisemo pojedine promene u sta-
bilnosti kazeina dodatim jonskim vrstama, i1ako su one, de-
limi¢no ili sasvim, prouzrokovane promenom pH koju ti jo-
ni u sistemu izazivaju, eliminisali smo u ovim istraziva-
njima uticaj pH, njegovim korigovanjem na jednaku vred-

nost od 6,70.

Ispitivanja efekta os>talih za nas interesant-
nih jona (Na+, K+, PO~ , (CAHANONM)N ) na pH sistema su po-
kazala da ni jedan od pomenutih jonskih uticaja nije za-
nemarljivo mali, Sto pokazuju i1 rezultati rada Hostettler-a
et al. (48) o delovanju monovalentnih katjona Na+ 1 K+ i
an]ona (CgHAOA)3_ na pH kazeinatnog rastvora. 1z ovoga
proizilazi da kod konstruisanja svih model sistema treba
voditi racuna da pH vrednost bude jednaka bez obzira na

primenjene jonske vrste i koncentracije.



U sistemima u kojima varira koncentracija
fosfata u prisustvu kalcijuma (sistemi D), odnosno mag-
nezijuma (sistemi E), podeSavanje pH vrednosti je bilo
moguce izvesti dodavanjem Zeljenih kolicina fosfatnog
jona u obliku rastvora Na”HPO” 1 NaH”PO” u odgovaraju-
¢em odnosu. U sistemima u kojima raste koncentracija
citrata, u prisustvu kalcijuma (sistemi F) odnosno mag-
nezijuma (sistemi G), isti cilj jJe postignut doziranjem
izracunatih kolic¢ina citratnog jona u formi citratnog
pufera: smese C~H~MNa”™O0”™ 1 CMHgON. U sistemima koji slede
(H.l. do H.12.; 1.1. do 1.3. ; J.l. do J.3.) u kojima je

kombinovano viSe anjonskih 1 katjonskih vrsta potrebna

vrednost pH od 6,70 postignuta je na analogan nacin.

Treba primetiti da je ustanovljena konstantna
vrednost za pH svih model sistema od 6,70 odabrana na
osnovu cCinjenice da se kazein u prirodi nalazi u sistemu

toga pH.



4.4. MICELARNA TEZINA, VELICINA, RASPODELA

VELICINA 1 OBLIK KAZEINSKIH MICELA U

MODEL SISTEMIMA

4.4.1. Micelarna tezina kazeina u model

sistemima B.l. do B.5. 1 C.l. do C.5.

Micelarna tezina kazeina u model sistemima
B.1. do B.5. (sistemi sa dodatim kalcijumovim jonima) 1
C.l. do C.5. (sistemi sa dodatim magnezijumovim jonima)
odredjena je "light scattering” metodom, kako Jje opisano

u Metodici 1istrazivanja (taCcka 3.5.1.).

Merenjem intenziteta rasute svetlosti pod ug-
lovima 45° 1 135° ustanovljeno je da postoji znatna disi-
metrija rasipanja svetlosti kod navedenih model sistema.
Ovo je posledica velicina micela u odnosu na talasnu du-
zinu upadnog svetla, te dolazi do Debay-evog rasipanja,
gde intenzitet rasutog svetla zavisi od ugla posmatranja
(49). Zbog toga smo interpretaciju rezultata izveli me-
todom dvojne interpolacije po Zimm-u (123), uz merenje
intenziteta rasute svetlosti pod slede¢im uglovima: 30°,
35°, 40°, 45°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90°, 110°, 120°, 130°,
135 , 140°, 145° 1 150°. Na osnovu i- =renih intenziteta

rasipanja izraCunate su vrednosti R /Zieigh-evog koliCnika
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(Rg v> za svaki ugao 1 svaku koncentraciju, a zatim i
vrednosti za ordinatu (Kc/R™ 1 apscisu (sh120/2 + kc)
u Zimm-ovom reSetkastom dijagramu. Zimm-ovi dijagrami
navedenih model sistema nalaze se u Prilogu, Grafik 3.
do Grafik 12. Isprekidana linija ekstrapolacije na nulu
koncentracije seCe se kod svih grafika sa linijom ekstra*
polacije na nulu ugla u jednoj tacCki na ordinati, Sto je
dokaz o tacnosti rada. ReciprocCna vrednost odsecka na
ordinati predstavlja srednju micelarnu teZzinu kazeina u
odgovarajuc¢em model sistemu. Micelarne tezine kazeina u
sistemima B.l. do B.5. 1 C.l. do C.5. navedene su u Ta-

beli 3., odnosno u Tabeli 4. i1 Grafiku 13.

Tabela 3.: Micelarne tezine kazeina u model sistemima
B.1. do B.5.

Medel A 7 o=\
siskem 1/mW X I6 MW (milioni)
B.1. 0,3250 30,770
B.2. 0,1750 57,140
B.3. 0,1640 60,980
B.4. 0,1130 88,490

B.5. 0,0915 109,290
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Tabela 4.: Micelarne tezine kazeina u model sistemima
C.1. do C.5.

Model I/, x 107 i (milioni)
C. 1. 0,3250 30,770
c.2. 0,2770 36,100
C. 3. 0,2300 43,480
C.4. 0,2300 43,480
C.5. 0,2300 43,480

Na osnovu rezultata navedenih u Tabeli 3. mo-
Zze se zakljucCiti da micelarna teZina, Sto znacCi i velici-
na kazeinske globule u proseku, raste sa porastom koncent-

2.

racije Ca od B.l. do B.5. U sistemu B.5. gde koncentra-

cija Ca2+ odgovara onoj u mleku (117), micelarna tezZina

kazeina iznosi 1,0929 x 108. Autori koji su se bavili is-
pitivanjem micelarne tezine kazeina u mleku navode za ovaj
parametar vrednosti reda velicCine lO0 (7, 23, 79), odnosno

mterval od 108 do 109 (32, 74). 1z ovoga proizilazi da

se u model sistemu, in vitro konstruisanom, dodatkom Ca2+
izaziva asociranje kazeina 1 stvaranje agregata slicne
velicine kao Sto se to dogadja in vivo, pri sintezi mleka.
Kalcijumovi joni se u model sistemima, kao 1 u mleku,ve-

zuju za slobodne karboksilne grupe asparaginske i gluta-

minske kiseline kao 1 za mono estar fosforne kiseline



kovalentno vezane za hidroksilne grupe oksiamino kiseli-
na u kazeinu, o C€emu svedoCi ustanovljeni pad pH vred-
nosti u prisustvu ovih jona, kao i1 povec¢anje micelarne

teZzine. Sem toga, zbog vece konstante vezivanja kalciju-

ma za karboksilne grupe c = 5,6) i1 fosfatne grupe
(kfa p = 72) od natrijuma (k°a c¢c - zanemarljiva¥*
k*a p = 1) (66), dodavanje kalcijumovih jona rastvoru

Na-kazeinata mozZze da izazove eliminaciju dela natrijuma
iz kazeinata, 1 zamenu kalcijumom, 3&to takodje dovodi do

agregacije 1 povecanja micelarne teZine.

Postoje dva pitanja na koja se na bazi ovih
rezultata, medjutim, ne mozZe dati odgovor, i to: da li
su sve micele istih, ustanovljenih micelarnih tezina, dak-
le iste velicCine, ili je to polidisperzan sistem gde je
navedena vrednost srednja micelarna teZina; i drugo: da

li su micele globularnog oblika.

Rezultati Tabele U. pokazuju kako se krece
vrednost micelarne tezine kazeina u model sistemima C.L.
do C.5., gde fé umesto Ca?+ prisutan takodje dvovalentni
katjon M92+, u istim jonskim koncentracijama. I u ovim mo-
del sistemima se moZe konstatovati povecanje micelarne te-
Yine &azefna sa porastom koncentracifé Mg2+ u sistemu,
ali samo do odredjene granice, odnosno do koncentracije
od 23,4 mM/1. Sa daljim povecanjem koncentracije Mg2+ pro-

seCna velicCina kazeinske micele ostaje nepromenjena.



Obzirom da u literaturi do sada nije bilo podataka o ste-
penu agregirajuc¢eg dejstva magnezijumovih jona na kazein,
i da postoji teznja da se dejstvo magnezijumovih jona
identifikuje sa kalcijumovim na bazi iste valentnosti,
pojava granic¢ne koncentracije magnezijuma, kao agregira-

juéeg agensa, predstavlja neocekivanu novinu.

Uporedjenje navedene dve grupe analognih mo-
del sistema pokazuje da je pri najnizoj koncentraciji
dodatih jona micelarna tezZina kazeina ista bez obzira na
jonsku vrstu. Medjutim, pri porastu koncentracija doda-
tih katjona pojavljuje se razlika u agregacionom ponasSa-
nju kazeina u zavisnosti od vrste prisutnog jona. Dok se
u model sistemima sa kalcijumom primecuje stalan i izra-
zit porast micelarne tezZine, u sistemima gde se nalazi
magnezijum micelarna tezina postepeno raste do koncentra-
cije od 23,4 mM/1 Mgz+ (sistem C.3.), a zatim ostaje na
konstantnom nivou pri dalfém povecanju koncentracije Mg?+
Tako je pri najvec¢oj primenjenoj koncentraciji magneziju-
movih jona od 33,3 mM/1 (sistem C.5.) micelarna teZina
kazeina oko 2,5 puta manja od tezine kazeinske micele u
analognom sistemu sa kalci%umom (MW = 43,480 miliona u
sistemu C.5., u odnosu na R = 109,290 miliona u sistemu
B.5.). Ovaj interesantan podatak ukazuje da su moguce
razlike u stabilnosti kazeina u prisustvu kalcijuma, 1ili
magnezijuma, prema razlicitim agensima, iako su to joni

iste valence.



Posle razmatranja rezultata merenja micelar-
nih tezina kazeina, mora se konstatovati da i1 u grupi
model sistema sa razliCitim koncentracijama Mg2+ ostaju
ista pitanja, kao i kod prethodnih, bez odgovora. Ocigled-
no je da u prisustvu dvovalentnih katjona dolazi do ag-
regiranja kazeinskih micela iIn vitro. Sasvim je, medjutim,
neizvesno kakav oblik imé]u-micele u prfsustvu MgZ+, jer
u dosada publikovanoj literaturi takvih podataka nema. U

prirodnoj sredini, znaCi u mleku, kazein se nalazi u obli-

ku globula, ali zahvaljujué¢i kalcijumu. Nije poznato kak-
va je tu uloga magnezijumovih jona. O eventualnoj poli-
disperznosti u sistemima od C.l. do C.5. se na bazi ovih
rezultata takodje ne mozZe zakljucCivati , jer sistemi mogu
biti uniformnih micelarnih teZina, a isto tako ustanovlje-

ne i u Tabeli 4. navedene vrednosti za R , mogu biti pro-

sek polidisperznih sistema.

Korisc¢enjem formula za izracCunavanje molekul-
skih teZina na osnovu precCnika, odnosno radijusa Ziracije,
zelell smo da iz podataka Tabele 3. i Tabele 4. 1izracCuna-
mo odgovarajuce precnike micela kazeina u sistemima B.Ll.
doB.5. iC.l1. doC.5. Medjutim, obzirom da obe ove formu-
le pretpostavljaju da se radi o pojedinacnom globularnom
makromolekulu, dakle sklupanom polipeptidnom lancu, a
ne o asocijatu vise makromolekula kao u naSem slucCaju,
gde u sastav ulaze 1 drugi mali molekuli i solvatna voda,

dobijene vrednosti za preCnike ne odgovaraju stvarnosti.



Da bi bili u moguc¢nosti da damo odgovor i na
navedena pitanja oko polidisperznosti , oblika i precCnika
kazeinske micele u prisustvu raznih jona u odabranim kon-

centracijama i1 kombinacijama, izabrane model sisteme smo

snimili na elektronskom mikroskopu.

U.4.2. Oblik kazeinske micele u izabranim

model sistemima

Jedine direktne informacije o obliku protein-
skog molekula daje elektronska mikroskopija. Sve ostale
metode za ustanovljavanje oblika navedenih makromolekula
zasnivaju se na posmatranju odstupanja neke Tfizicke ka-
rakteristike od idealnog ponaSanja racCunatog za nehidra-
tisan sferni molekul (105). Zato su od ukupnog broja
konstruisanih model sistema izabrana karakteristicna 22
sistema za snimanje elektronskim mikroskopom, sa ciljem
uporedjenja delovanja prisustva pojedinih jona u razlicCi-
tim koncentracijama 1 kombinacijama na oblik, velicinu 1

raspodelu velicina kazeinske micele, Sto odredjuje i sta-

bilnost kazeina u sistemu.

Snimljeni su sledecCi sistemi: A.l. (Cist 3,00%
rastvor Na-kazeinata) B.2. (iz grupe B sa dodatim jonima
kalcijuma, 1izabran jJe sistem sa koncentracijom kalciju-
movih jona koja je zastupljena i1 u sistemima kombinova-

nog jonskog sastava)”™ C.2. (sistem iz grupe C sa dodatim



jonima magnezijuma; koncentracija magnezijumovih jona

()

u ovom sistemu je ekvimolarna koncentraciji kalcijumovih
Jjona u sistemu B.2. i takodje zastupljena u sistemima
kombinovanog jonskog sastava); D.1., D.3. 1 D.5. (iz gru-
pe sistema sa fosfatom u prisustvu kalcijumovih jona
izabrani su sistemi sa minimalnim, srednjim i1 maksimal-
nim sadrzajem fosfata)™ E.l., E.3. 1 E.5., (sistemi ana-
logni prethodnim ali u prisustvu magnezijumovih jona) \
F.I. 1 F.4. (sistemi sa dve izabrane koncentracije cit-
rata u prisustvu kalcijumovih jona); G.1. 1 G .4. (siste-
mi analogni prethodnim, ali je umesto kalcijumovih pri-
sutna ekvimolarna koliCina magnezijumovih jona)™ H.I.,
H.2. 1 H.6. (iz grupe H izabran je sistem koji se u pret-
hodnim eksperimentima pokazao najnestabilniji: H. 1. i

dva koja su bila. stabilna, H.2. 1 H.6., pri najnizim kon-
centracijama fosfatnih i citratnih jona) * 1.1. , 1.2. i
1.3. (sistemi nastali od sistema H.l., H.2. 1 H.6. zame-
nom 50% kalci jumovih jona magnezi jumovim) < 1 J.1., J.2.

i J.3. (ovi sistemi su takodje analogni sistemima H.I.,
H.2. 1 H.6., s tom razlikom da je sva kolicina dodatih
jednovalentnih katjona predstavljena kalijumom, a ne nat-
rijumom). Snimci kazeinskih micela u navedenim model
sistemima napravljeni uz pomo¢ emisionog elektronskog
mikroskopa (uvecanje 50.000 puta) nalaze se u Prilogu:

Fotografija 1 do 22. Na svakoj fTotografiji nalazi se

oznaka model sistema koji predstavlja.



Pre nego Sto predjemo na razmatranje razlicCi-
tih pokazatelja dobijenih statistic¢kom obradom rezultata
ovih eksperimenata, neophodno je zadrzati se na zapaza-
njima koja proizilaze iz posmatranja preparata ispiti-
vanih model sistema u polju elektronskog mikroskopa, od-
nosno fotografija datih u Prilogu. To je ujedno i pred-
nost odredjivanja velicina micela na ovaj nacCin, u odnosu
na vecinu drugih metoda, jer su makromolekuli, odnosno
micele Cija se raspodela velicina odredjuje, zahvaljuju-
¢i mnogostrukom uveéanju ucinjene vidljivim pa je moguce

sa sigurnoS¢éu zakljucCivati i1 o njihovom obliku.

PrimeCuje se da su se kazeinske micele u mo-

del sistemima: B.2.; D.l.; D.3.; D.5.; F.l.; F.4.; H.Il.;

H.2.; H.6.~ J.1.; J.2. 1 J.3.; fTormirale u obliku manje

ili viSe pravilnih globula razlicitog prec¢nika. U svim na-
vedenim sistemima je naroCito izrazen pravilan sferan ob-
lik sitnijih micela, dok se kod izvesnog broja krupnijih
globula zbog neznatnih odstupanja u njihovom obliku, moZe
uoCiti da su nastale kao posledica agregacije manjih formi.
Izvanrednu pravilnost oblika najveceg broja micela u svim
citiranim model sistemima potvrdjuje 1 izgled njihovih
senki na preparatima tj. fotografijama. Na osnhovu izne-

tog moze se zakljuciti da:

2+ - = . o e
- Ca izaziva formiranje kazernsKih micela

in vitro, u rastvoru Na-kazeinata (model sistem B.2.)



- do agregacije kazeina in vitro dolazi i
ako je u sistemu pored Ca2+ pnsutna i jedna od sledecih
anjonskih vrsta: Poﬁ_ (model sistemi: D.1.; D.3.~ D.5.j)
ili (CgH™MONM) * (model sistemi: F.l1.; F.H.;) odnosno nji-

hove kombinacije (model sistemi: H.l.; H.2.; H.6.)

- prethodni zakljuCci se ne menjaju i ako se

u sistem uklju¢i 1 K+ (model sistemi: J.l.; J.2.; J.3.M)

- posebno treba istaci, da u svim navedenim
sistemima, in vitro formirane micele kazeina imaju globu-
laran oblik 1 da precnici micela u pojedinim model siste-
mima nisu identicni, nego pokazuju odredjenu polidisperz-
nost, raspodelu, Sto odgovara nacCinu nastanka kazeinskih
micela in vivo. Ova interesantna c¢injenica je verovatno u
vezi sa pojavom pamcenja prvobitne velicCine micele , pozna-
te pod nazivom nsize memoryn. Na navedenu pojavu se moze
gledati sa dva aspekta: Ccisto genetski , gde se sposobnost
povec¢anja ili smanjenja velicine micele razmatra samo kao
pojava koja je unapred uslovljena genetskim faktorima; 1
sa fiziCkohemijskog stanoviSta, tj. da je uvecanje micela
uslovljeno sa jedne strane prisustvom agregirajuc¢ih jona
(C

nama samih micela kazeina da mogu da se asociraju do od-

2 2 . _ o .
a +, Mg +) i sa druge strane genetski uslovljenim osobi-

redjenog stepena. Postojanje polidisperznosti i1 pri vecéim
koncentracijama Ca2+ukazuje na prisustvo terminalnih

grupa u miceli koje omogucduju aglomeraciju, pa se u



zavisnosti od njihovog broja micela uvecdava do odredjene

granice.

Razmatranja o raspodelil 1 parametrima raspo-
dele precnika pojedinih model sistema ¢e biti izneta doc-
nije, u komentaru podataka dobijenih statistickom obradom

rezultata elektronske mikroskopije.

Nasuprot razmatranih model sistema, kazeinske

micele se u sistemima: C.2.; E.l.; E.3.; E.5.; G.l.; G.4.;

1.1.; 1.2.; 1 1.3.; nisu formirale u obliku pravilnih glo-
bula razlicitih preC¢nika. Posmatranjem fotografija navede-
nih sistema, uoCava se da je do agregiranja, odnosno stva-
ranja micela doSlo, medjutim stvoreni oblici u ovim siste-
mima imaju nepravilnu, nedefinisanu formu. 1z snimka pre-
parata navedenih sistema (narocito model sistem C.2., sa-
mo sa magnezijumom), stice se utisak nanosa, gde je nemo-
guc¢e razaznati granice odvojenih agregata. Posledica toga
je 1 izgled senki, koje su niske i neizrazene , ili 1h i
nema. Loptasti oblici se samo mestimi¢no pojavljuju no ne
moze se konstatovati ni da neki drugi pravilan geometrij-
ski oblik preovladjuje. Jednostavno nema pravilnosti. Ta-
kav izgled micela u pomenutim model sistemima sprecio je
da 1 ove sisteme statisticki obradimo, jer je bilo nemo-
guc¢e odrediti velicinu pojedinacnih micela i1 svrstati ih

u klase, odnosno pripremiti ih za statisticku analizu.

Medjutim snimci ove grupe model sistema omo-

guc¢ili su donoSenje veoma vaznog i interesantnog



zaklju€ka u pogledu uloge Ca2+ odnosno M92+ u formiranju
micela kazeina u konstruisanim model sistemima. Ukoliko
se vratimo na pocCetak rada gde je iznet spisak svih mo-
del sistema, sa odgovarajuc¢im jonskim sastavom, vidimo da
je u sistemima: C.2.; E.l.; E.3.; E.5.; G.1.; G.4_.; 1.1_;
1.2.; 1 1.3.; za razliku od drugih ovde posmatranih si-
stema, prisutan magnezijumov jon. 1z istog spiska je jas-
no da su sistemi u pogledu ostalih jonskih koncentracija
analogni: sistem C.2. odgovara sistemu B.2.; sistemi E.I._,
E.3., E.5. odgovaraju sistemima D.l., D.3., D.5.; siste-

mi G.I. 1 G.4. su analogni F.l. 1 F.4. U sistemima 1.1

1.2. 1 1.3. jJe 50% dvovalentnih katjona zastupljeno mag-

nezijumom (ostatak su kalcijumovi joni), Sto je i jedina

razlika u odnosu na sisteme H.l., H.2. 1 H.6.

U radovima u kojima se iznose rezultati 1ispi-
tivanja afiniteta magnezijumovih jona prema kazeinu, na-
vode se suprotni rezultati. U redosledu po sposobnosti ve-
zivanja zemnoalkalnih metala za kazein koji daju Dickson
et al. (21) magriezijum je ispred kalcijuma, dok su Thompson
et al. (107) ustanovili da je afinitet kalcijuma prema ka-
zeinu vec¢i nego magnezijuma. O obliku koji imaju micele
nastale agregiranjem kazeina pod uticajem magnezijuma ne-
ma podataka. U pojedinim publikacijama (92) se nailazi na
pretpostavku o identic¢nom delovanju jona kalcijuma i mag-
nezijuma na kazein, sa obrazloZenjem da se radi o jednako

valentnim katjonima.



Na osnovu naSih rezultata, medjutim, ocCigled-
no je da se oblik micela formiranih u model sistemima
raznih jonskih vrsta 1 njihovih koncentracija u biti raz-
likuje ako je agregirajuci agens jon magnezijuma od onih
gde se agregiranje vrSi pod dejstvom kalcijumovih jona,
Sto dosada nije bilo poznato. Ovaj zakljucCak potvrdjuje
i ¢injenica da su najizrazitije nepravilne micele nasta-
le u sistemu C.2. gde je od svih jonskih vrsta prisutan
samo magnezijum, a da su najblize pravilnom obliku mice-
le kazeina u kombinovanim sistemima 1.1., 1.2. , 1.3. ,
gde je ukupna kolicCina dvovalentnih katjona zastupljena

kalcijumom i1 magnezijumom u jednakim koncentracijama.

4 4.3. Velicina 1 raspodela velicCina kazein-

skih micela u i1zabranim model sistemima

Upotrebom elektronskog mikroskopa Nitschmann
(79) je uspeo da pored pretpostavke o sfernom obliku ka-
zeinskih micela, dokaze i1 hipotezu o njihovoj polidisperz-
nosti. Ustanovljena raspodela veliCina, odnosno precCnika
kazeinskih micela u mleku, kretala se od 400 8 (sa ulesta-
1oS¢u od 21%) do 2800 8 (gde je uclestalost iznosila samo
2%) 1 imala srednji precnik od 1200 8. Posle ovog prvog
rada u kome se na osnovu snimaka elektronskim mikroskopom

zakljuCuje o stanju kazeinskih micela u mleku, pojavljuje



se niz radova Hostettler-a i1 Imhof-a (45, 46, 47, 48),
koji takodje zahvaljujué¢i primeni elektronske mikroskopi-
je iznose nove zanimljive cCinjenice o submikroskopskoj
strukturi 1 stanju kazeina u mleku i1 nekim mleCnim pro-
izvodima, o uticaju termickog tretmana, posebno uperiza-
cije 1 liofilizacije na raspodelu kazeinskih micela u
mleku, o promenama kazeina nastalim kao posledica delo-
vanja himozina, i sl. Isti autori su zapoceli proucava-
nje ponaSanja kazeina u model sistemima, napravivsi
elektronskim mikroskopom snimak vodenog rastvora Na-ka-
zeinata, 1 istog rastvora u prisustvu kalcijumhlorida
(46). To su ujedno 1 jedini Hliteraturni podaci koji tre-
tiraju uticaj kalcijumovih jona na veliCinu kazeinske
micele u sistemu u kome su svi drugi parametri ucinjeni
konstantnim. U dosadasnjoj literaturi, medjutim, nema po-
dataka o delovanju magnezijumovih, kalijumovih, natriju-
movih, fFosfatnih i1 citratnih jona i njihovih kombinacija
na oblik, velic¢inu 1 raspodelu velicina kazeinskih mice-
la, Sto istiCe neophodnost istrazivanja preduzetih ovom

disertacijom.

Poznata je Cinjenica da se u proizvodnji kon-
denzovanog mleke., u cilju termicCke stabilizacije , dodaju
natrijumove 1 kalijumove soli fosforne 1 limunske Kise-
line. Ovaj deo naSih istrazivanja treba da d& odgovor i

na pitanje: u kom pravcu deiuju kalcijumovi, fosfatni i



citratni joni na veliCinu 1 raspodelu velicCina kazeinskih

micela u sistemu.

Za model sisteme snimljene elektronskim mik-
roskopom u kojima je bilo moguc¢e odrediti tacnu velicinu
globula kazeina (B.2.; D.l.; D.3.; D.5.; F.l.; H.l.; H.2_.;
H.6.; J.1.; J.2.~ J.3.;) preCnici su svrstani u klase i
podaci podvrgnuti statistickoj obradi. Pri tome je broj

klasa: 1 = 9-16 (u zavisnosti od sistema)” precnik:

= 100-3100 8 ; sa Sirinom intervala: Ax® = 200 8, 1
ukupan broj micela Ciji jJe precCnik uzet u obzir za poje-
dinaCne sisteme: En™ = N = 2000 (1900-2182). IzracCunati
su sledec¢i parametri raspodele navedenih sistema: x (sred-
nja vrednost), c2 (disperzija) , ¢ (standardna devijacija) ,
8" (koeficijent asimetrije - prvi Pearson-ov koeficijent),
y~ = /|17, 6~ (koeficijent spljoStenosti - drugi Pearson-ov
koeficijent) i y» = 82"39 1 to za brojnu, prec¢nicku, povr-
Sinsku i1 zapreminsku raspodelu. Dobijene vrednosti prika-
zane su zbog bolje preglednosti umy (I my = 10 8) u Ta-
beli 5, 6, 7. 1 8. Koeficijenti y™ i y2 nisu dati u nave-
denim tabelama jer ih implicitno sadrzZze koeficijenti 67 i

Gustine istih raspodela nalaze se u Prilogu (Tabela
9. do Tabela 19). S obzirom da gustine brojne,precnicke ,
povrSinske i1 zapreminske raspodele imaju analognu tenden-
ciju za isti model sistem, za grafiCko prikazivanje izab-
rali smo samo jedan tip raspodele: precnicku. Histogrami
pre¢nicke raspodele ispitivanih model s: tema nalaze se

u Prilogu: Grafik m. o Grafik 24.



Tabela 5.: Parametri brojne raspodele kazeinskih micela

u navedenim model sistemima

Parametri brojne raspodele

Model

sistem X az2 a 6i *2
B.2. 46 ,185 891 ,033 29 ,850 5,201 10 ,104
D. 1. 57 ,833 1731 ,996 41 ,617 4,269 8,995
D.3. 48 ,314 940 ,861 30 ,673 5,668 10 ,788
D.5. 48,275 1290 ,117 35,918 8,941 14 ,423
F.L. 43,645 1000 ,655 31 ,633 5,348 9,106
H_I. 39 ,873 458,501 21,413 4 ,959 10 ,497
H.2. 39,231 496 ,041 22 ,272 3,978 10 ,060
H.6. 36 ,419 351,779 18,756 5,269 15,120
J. 1. 40,873 382 ,196 19 ,549 4,291 11 ,260
J.2. 40 ,225 441 ,336 20 ,479 3,217 10 ,694
J. 3. 38 ,597 293,852 17 ,142 4,756 12 ,040

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5. mo-
Ze se konstatovati da je prosecan preCnik kazeinske micele
najmanji u sistemu kombinovanog jonskog sastava H.6. i1 iz-
nosi 364 8, a zatim sledi J.3. sa srednjim precnikom od
386 8. Poredjenjem ova dva sistema (koja su identicna po
sastavu sem Sto jednovalentni katjoni u sistemu J.3. nisu

zastupljeni samo natrijumom nego delimic¢no i kalijumom,

bez promene ukupne koncentracije ovih jona ) sa drugim



sistemima iz istih grupa kao Sto su H.l1., H.2.; odnosno
J.1., J.2., primecCuje se da se sa porastom koncentracije
citratnih jona (sistemi H.2., odnosno J.2.) u odnosu na
poCetnu (sistemi H.l. 1 J.1.) proseCan precnik kazeinske
micele bitno ne menja, dok to nije sluCaj pri porastu
koncentracije citratnih i1 fosfatnih jona (sistemi H.6.,
odnosno J.3.). Zahvaljujuéi povec¢anom sadrzaju oba nave-
dena anjona kazeinska micela je u ovim sistemima u pro-
seku manja od iste u svim ostalim posmatranim model si-
stemima. Takodje se moze zakljucCiti, poredjenjem citira-
nih sistema sa sistemom B.2., da kombinacija dodavanja
fosfatnih 1 citratnih jona u svim ispitivanim koncentra-
cijama deluje povoljno na smanjenje globula kazeina, jer
je prosecCan precCnik kazeinske micele u svim ovim siste-
mima manji od srednjeg precnika micela u sistemu u ko-

jem se nalaze samo joni kalcijuma u analognoj kolicCini

(B.2.: x = 462 57. Prosecna veliCina kazeinske micele ve-
rovatno utice 1 na termicku stabilnost kazeina, odnosno

njegovu osetljivost prema himozinu, Sto treba da pokaZzu
kasnija ispitivanja.

U sistemima D.1., D.3. i D.5., gde se pored
uvek jednako zastupljene koncentracije kalcijuma nalazi
i fosfatni anjon u rastuc¢im koncentracijama, stanje je
slede¢e: mmimalna koncentracija Poﬁ_ od 16,1 mM/1 1i1za-
ziva neobic¢no veliko povecanje preCnika kazeinskih mice-

la; za 116 8 je prosecan precnik micela (D.1.: x = 578 5



ve¢i od Istog u odgovaraJuéem sistemu bez Poé' (B.2.:

X = U62 21) . Razlika u velicini precnika micela je toli-
ka da ju je moguce uocCiti i1 jJednostavnim posmatranjem

i uporedjenjem Tfotografija model sistema D.I. i1 B.2. Sa
povecanjem koncentracije fosfatnih jona (sistemi D.3. i
D.5.) srednji precnik micela se smanjuje u oba sistema

na istu vrednost od x = 483 8, Sto je veoma blisko si-

stemu bez fosfata (B.2.).

Ve¢ se na prvi pogled iz snimaka model si-
stema F.l. i1 F.# u Prilogu primecuje izrazito delovanje
citratnog jona u smislu smanjenja prosecnog precnika ka-
zemske globule. U sistemu sa samo 2,35 mM/1 (CBHﬁoﬁ)S_
(model sistem F.l1.) srednji preCnik micela iznosi
X = 436 ? (Tabela 5.) dok je prec¢nik micela u sistemu
F.4. sa 18.8 mM/1 (CgH”NO™)3 reda velicine 200-300 8, sa
veoma uskom raspodelom. Da navedena kolicCina citrata,
prisutna u model sistemu F.4., doprinosi dezagregiranju
micela kazeina u takvoj meri da raspodela viSe uopSte ni-
je izrazena, a da se precnik kazeinske micele priblizava
pre¢niku globula kazeina u model sistemu Cistog rastvora
Na-kazeinata (A.l1.), ocCigledno je i1 iz fotografija ovih

sistema.

Iz uporedjenja parametara raspodele model si-
stema grupe D sa parametrima sistema obeleZenih oznakom F,
proizilazi da je povoljno dejstvo citratnog jona na dezag-

regaciju kazeinske micele znatno jaCe od delovanja fosfata.



Ovo tim pre ako se uzmu u obzir molarne koncentracije u
kojima se navedeni joni nalaze u tim sistemima. Dok je
fosfat zastupljen sa: 16,1; 29,1;,i 42,0 mM/1, u odgo-
varajuc¢im sistemima D, citrat se nalazi samo u koncent-

raciji od 2,35 i 18,80 mM/1 u sistemima F.

Tabela 6.: Parametri precnicke raspodele kazeinskih

micela u navedenim model sistemima

Mpdel Parametri precnicke raspodele

sistem X a2 0 o1 .
B.2. 65 ,478 1832 ,198 42 ,804 2,386 5,278
D.I. 87 ,781 3410 ,555 58 ,399 2 ,008 4,754
D. 3. 67 ,788 1983,724 44 ,539 2,623 5,602
D.5. 74 ,999 3446 ,151 58 ,704 2,832 5,228
F.1. 66 ,572 2152 ,286 46 ,393 1,494 3,689
H. L. 51,372 874 ,614 29 ,574 3,096 6,161
H.2. 51 ,875 897,851 29 ,964 3,325 7,007
H.6. 46 ,078 674,333 25,968 6,925 13,096
J. 1. 50,224 673,452 25,951 4,246 8,796
J.2. 50 ,732 694 ,574 26 ,355 2,641 7,404
J. 3. 46 ,210 520 ,519 22,815 4 ,644 9,319

Vrednosti disperzije (a2), ednosno standardne

devij acije (a), iznete takodje u Tabeli 5, 6, 7 i1 8,



neobi¢no se razlikuju od sistema do sistema. Medjutim,
moze se izvucéi jedan opsSti zakljuCak, da je odstupanje
od srednje vrednosti, izrazeno navedenim parametrima,
kod svih model sistema kombinovanog jonskog sastava
(H.1., H.2., H.6., J.1., J.2., J.3.) relativno malo.
Disperzija brojne raspodele se za ove sisteme krece u
granicama o2 = 293 - 496. Kod ostalth analiziramh si-
stema (B.2., D.1., D.3., D.5., F.l.) su raspodele raz-
vuCenije, odstupanja od srednje vrednosti veca, tako da
disperzrija Ima vrednost o2 = 891 - 1732. Veca polidis-
perznost i1 Sira raspodela kazeinskih micela citirane
grupe sistema, posebno sistema D.1., D.3., D.5., gde su
uz kalcijum prisutni samo fosfatni anjoni, ocigledno je
i na Graficima 14. do 24. u Prilogu, koji pokazuju his-

tograme precnicke raspodele svih sistema.

Na osnovu iznosa prvog Pearson-ovog koefici-
jenta (3™)> koji se prema Tabeli 5. za brojnu raspodelu
kre¢e u granicama 3,97 < 3~ < 8,94, jasno je da jJe raspo-
red kod svih sistema asimetrican (3* > 0), s tim Sto je
duzi krak rasporeda sa desne strane modusa. Relativno vi-
sok koeficijent asimetrije kombinovan sa izrazito visokim
drugim Pearson-ovim koeficijentom (32) daje fTunkcijama
gustine izgled gama-raspodele. Vrednost koeficijenta
spljoStenosti je kod svih model sistema brojne raspodele

32 > 3, krec¢e se u intervalu 8,99 < 32 < 15>12, Sto znaci



da je koncentracija precnika micela vec¢a u okolini sred-
nje vrednosti nego kod normalno spljoStenog rasporeda.
Ovo jJe narocito ispoljeno kod sistema kombinovanog
jonskog sastava H.6., gde 32 iznosi 15,12. lzrazito
konvergiranje vrednosti preénika micela kazeina ka sred-
njoj vrednosti u navedenom sistemu potvrdjuje i1 relativ-
no mala standardna devijacija i1 disperzija ovog model si-
stema. Nasuprot ovome veoma izrazenu spljosStenost poka-
zuje sistem D.1., gde 32 i1znosi 8,99. Razlika u pogledu
spljoStenosti krivih raspodele navedena dva kao 1 osta-
lih sistema moze se uoCiti 1 na histogramima precnickih

raspodela datih u Prilogu (Grafik 14. do 24.).

Tabela 7.: Parametri povrSinske raspodele kazeinskih

micela u navedenim model sistemima

Model Parametri povrSinske raspodele

sistem X o2 0 o1 32
B.2. 93 ,460 2899 ,200 53 ,844 0 ,656 2,889
D. 1. 126 ,634 5116 ,387 71,529 0,494 2,632
D. 3. 97,052 3238 ,287 56 ,906 0,744 3,078
D.5. 120 ,948 5874 ,241 76 ,644 0,337 2,125
F.1. 98,902 2940 ,205 54,224 0,140 2,172
H. 1. 68 ,397 1470 ,772 38 ,350 1,028 3,174
H.2. 69 ,183 1543,938 39 ,293 1,432 3,837
=S 60 ,713 1460 ,220 38,213 3,751 6 ,800
J. 1. 63,633 1210 ,655 34,794 2,332 5,082
J.2. 69 ,074 1254 ,905 35,425 1,194 4,267
J.3. 57 ,474 947 ,446 30,780 2,573 5,357



ZakljuCci doneseni na osnovu posmatranja pa-
rametara brojne raspodele kazeinskih micela u Tabeli 5.
mogu uglavnom, sa izvesnim manjim izmenama, da vaze i
za precCnicCku, povrSinsku i1 zapreminsku raspodelu kazein-

skih micela, koje su prikazane u Tabeli 6., 7. 1 8.

Tabela 8.: Parametri zapreminske raspodele kazeinskih

micela u navedenim model sistemima

quel Parametri zaoreminske raspodele

sistem X a2 a 32
B.2. 124 ,481 3289 ,987 57,358 0,071 2,206
D. 1. 167 ,037 5514 ,860 74,262 0,027 2,095
D.3. 130 ,418 3762 ,807 61,342 0,113 2,400
D.5. 169 ,517 5677,771 75,351 0,030 1,913
F.1. 128 ,631 2660 ,696 51,582 0,010 2,369
H.1. 89 ,901 1844 ,640 42 ,949 0,131 2,101
H.2. 91,500 2095 ,100 45,772 0,310 2,288
H.6. 84 ,764 2661,853 51,593 1,053 2,985
J. 1. 82,658 1859 ,598 43,123 0,726 2,698
J.2. 91,211 1710 ,202 41,354 0,239 2,707
J. 3. 73 ,959 1489 ,698 38,557 0,827 2,766

Do odredjenih pomeranja navedenih tipova ras-
podela dolazi zbog njihovih definicija, gde promenljiva

x Ffigurira sa raznim eksponentom 1, 2 i1 3, prema relaciji:



n.
Za brojnu raspodelu: H)
i1
n"x.
Za precnicku raspodelu: n )
iniXi
mir x?
Za povrsSinsku raspodelu: y ® ———————m—mmmm ®)
p E n.Tr xF
i1 1
n tbﬁ/g
Za zapreminsku raspodelu: y» @
Z n. ttx?/6
i 1 1

Gde je:

y~ - gustina brojne raspodele

y~ - gustina precnicke raspodele
y~ - gustina povrSinske raspodele
yv - gustina zapreminske raspodele
n™ - broj micela

xN - precCnik micela

Interesantni podaci dobijeni ovim ispitivanji
ma u pogledu delovanja fosfata na veliCinu 1 raspodelu ve
licina kazeinske micele su delimi¢no u suprotnosti sa do-
sadasnjim saznanjem iz ove oblasti. Obicno se fosfat, pa-
ralelno sa citratom, citira kao stabiliSuc¢i agens , Sto
znaCi da treba ocCekivati da oba ova anjona deluju tako

da smanjuju prosecnu velicCinu kazeinskih micela u sistemu



NaSa ispitivanja su pokazala, medjutim, da niske koncent-
racije fosfata deluju upravo suprotno u sistemima D. Za
takvo ponasSanje fosfatnog jona moze se dati sledece ob-
jaSnjenje: TfTosfat deluje na velicinu kazeinske micele
razlic¢ito, u funkciji svoje koncentracije, tako Sto se
pri nizim koncentracijama prvo vrSi esterifikacija odre-
djenih slobodnih hidroksilnih grupa na kazeinu (uglavnom
iz serina 1 treonina)”™ za estarski vezani fosfat moguce
je vezivanje kalcijumovih jona iz rastvora Sto dovodi do
agregacije micela kazeina. Do asocijacije kazeinskih mi-
cela moze doc¢i i zbog reagovanja fosforne kiseline sa
slobodnim amino grupama. Pri povecanju koncentracije fos-
fata u sistemu, aktivne grupe (OH, NH”, COOH) aminokise-
lina su zasic¢ene, Cime je onemoguceno dalje kovalentno
vezivanje fosfora za kazein. Fosfor se vezuje za kalcijum
iz rastvora Sto sve izaziva poremecaj ravnoteze: vezani
kalcijum/jonski kalcijum u korist vezanog oblika, pa do-
lazi do disocijacije vezanog kalcijuma, odnosnho dezagre-
gacije micele kazeina 1 smanjenja njenog prosecnog prec-
nika. Pri razmatranju ovoga pitanja, medjutim, ne sme se
iz vida 1 Cinjenica da u mleku postoje i drugi
joni i1 jonske grupe, koji mogu da modifikuju delovanje
fosfata, kao 3to je to sluCaj i u naSim model sistemima
kombinovanog jonskog sastava tipa H i J. Videli smo (Ta-
bela 5.) da zahvaljujucéi prisustvu citrata (2,35 1 4,70

mM/1) u sistemima H.l. i1 H.2. sa 16,1 mMP/1 prosecan



precnik kazeinske micele 1iznosi 399 8, odnosno 392 8,
Sto znaCi da je za Citavih 179 8, odnosno 186 8 manji
od srednjeg precCnika micele u odgovarajuéem sistemu sa
fosfatom a bez citrata (D.l1.). Sli¢no se moze konstato-
vati 1 za sisteme J.1. i J.2. (gde je natrijumov jon
delimic¢no zamenjen kalijumovim) ako se uporede sa odgo-

varajuc¢im sistemom bez citratnog anjona (D.1.).

Na osnovu 1izgleda krivih koje prikazuju
raspodelu velicCina kazeinskih globula u vedini ispitiva-
nih model sistem”, koji podseca na gama-raspodelu, odiu-
Cili smo da sraCunamo odgovarajuce parametre gama-raspo-
dele za naSe podatke i1 da utvrdimo stepen koreilacije.

Gama-raspodela je definisana slede¢om funkcijom:

k-2 X
F(x) = C~x 2 (8)

de je: .
g J K 2 p

k/2

Logaritmovanjem gama-funkcije dobija se jed-
nacina prave linije, koja je uz pomo¢ elektronskog racu-
nara 1 nacrtana za sve ispitivane modei sisteme. Tacke
koje su znatnije odstupale odbaCene su iz daljeg racuna-
nja. Dobijene prave linije graficki ne prikazujemo jer
stepen slaganja nasSih podataka, sa gama-raspodelom, do-
voijno ilustruje i stepen korelacije i koeficijent oare-

djenosti. U tabeli 20. dati su koeficijenti korelacije



Tabela

Model
sistem

(9]

jenti

20.: Koeficijenti

odredjenosti

odredjenosti

Koeficij ent
korelacij e

0.,9849 34
0 ,991469
0 ,9804 33
0 ,958364
0,974965
0,974617
0,973644
0,891022
0,962376
0,962287

0,962149

Za sve

korelacije

ispitivane model

za navedene model

koeficijenti

sisteme

Koeficijent
odredj enosti

0 ,970095
0,983010
0,961249
0,918461
0 ,950557
0,949879
0,947982
0,79 3920
0,926168
0 ,925931

0,925730

si



Tabela 21.: Parametri brojne gama-raspodele kazeinskih

micela u navedenim model sistemima

Model Parametri brojne gama-:raspodele

sistem X a2 0 . 32
B.2. 3U ,451 1046 ,499 32,350 3,527 8,290
D.I. 50 ,794 198 8 ,352 44 ,591 3,083 7,624
D. 3. 31 ,009 1021 ,998 31 ,969 4,251 9,377
D.5. 27,458 1211 ,805 34,811 6 ,429 12 ,644
F.I. 36 ,844 1027 ,014 32 ,047 3,026 7,539
H.L. 24 ,778 512 ,294 22 ,634 3,338 8,007
H.2. 25 ,251 559 ,005 23,643 3,507 8,260
H.6. 13,698 332,160 18,225 7,081 13,621
J. L. 31,783 606 ,773 24,633 2,403 6 ,604
J.2. 32 ,357 666 ,348 25 ,819 2,501 6,677
J. 3. 25 ,665 426 ,890 20 ,661 3,592 6 ,888

Vrednost parametara brojne, precnicke , povrsinske 1 zapr<
minske gama-raspodele (x, a2, a, 32) za pojedine mod<
sisteme nalaze se u Tabeli: 21, 22, 23 1 24. Na osnovu
prethodno konstruisanih histograma, nacrtane su krive po-
vrSinske gama-raspodele 1 prikazane u: Grafiku 25. (za mo-
del sistem B.2.), Grafiku 26. (za model sisteme: D.1., D.3.
i D.5.), Grafiku 27. (za model sistem F.l.), Grafiku 28.

(za model sisteme: H.l., H.2. i H.6.) i Grafiku 29. (za

model sisteme: J.l., J.2. 1 J.3.), 1 nalaze se u Prilogu.



Tabela 22.: Parametri precCniCke gama-raspodele kazein

skih micela u navedenim sistemima

Model Parametri precnicke fama-raspodele

sistem X 02 ¢ *] c2
B.2. 64 ,827 1969 ,237 44 ,376 1,874 5,811
D.L. 89 ,939 3520 ,709 59 ,336 1,741 5,611
D. 3. 63,967 2108 ,213 45,915 2,061 6,091
D.5. 71,591 3159 ,570 56 ,210 2 ,466 6 ,699
F.L. 64 ,718 1804 ,041 42,474 1,723 5,584
H_L. 45 ,453 939 ,775 30 ,656 1,819 5,729
H.2. 47,389 1049 ,083 32,389 1,868 5,803
H.6. 37 ,947 920 ,167 30 ,334 2 ,556 6,834
J. 1. 50 ,874 971 ,242 31,165 1,501 5,251
J.2. 52 ,636 1039 ,912 32,248 1,563 5,308
J. 3. 42 ,298 703,558 26 ,525 1,573 5,359

ProuCavanje podataka datih u Tabeli: 21., 22_,
23. 1 24. koji predstavl jJaju parametre gama-raspodele
ispitivanih sistema, dovodi do zakljucaka koji u potpu-
nosti odgovaraju prethodnim zakljuccima izvedenim na
osnovu rezultata navedenih u Tabeli: 5., 6., 7. 1 8.,
Tabeli: 9. do 19. u Prilogu 1 Grafiku: 14. do 24. takodje
u Prilogu, i koji se odnose na parametre raspodele nave-

denih sistema. Zato se ne bismo posebno zadrzavali na
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Tabela 23.: Parametri povrSinske gama-raspodele kazein

skih micela u navedenim model sistemima

Model Parametri povrSinske gama-raspodele

sistem X 02 0 *1 82
B.2. 95 ,204 2891 ,974 53,777 1,276 4,914
D.I. 129 ,085 5053,066 71,085 1,213 4,819
D. 3. 96 ,924 3194 ,428 56,519 1,360 5,040
D.5. 115 ,725 5107 ,335 71 ,466 1,525 5,288
F.1. 92 ,594 2581 ,069 50 ,804 1,204 4 ,806
H.L. 66 ,129 1367 ,255 36 ,976 1,251 4 ,876
H.2. 69 ,527 1539 ,160 39 ,232 1,274 4 ,910
H.6. 62 ,196 1508,173 38,835 1,559 5,339
J. L. 69 ,965 1335 ,711 36 ,547 1,091 4 ,637
J.2. 71 ,369 1399 ,280 37 ,407 1,099 4 ,689
J. 3. 58 ,931 980 ,226 31,308 1,129 4,693

komentaru parametara gama-raspodele. Funkcije gustine
povrSinske gama-raspodele prikazane po grupama srodnih
sistema u Grafiku 25. do 29. takodje potvrdjuju izvede-
ne zakljucke. Iriteresantno je konstatovati na osnovu po-
dataka iz Tabele 20. da linearizovani oblik gama funk-
cije pokazuje izrazenu pravilnost zavisnosti y od x,
odnosno da raspodela velicina kazeinskih micela u ispi-
tivanim sistemima odgovara gama-raspodeli sa visokim

stepenom korelacije. Koeficijent korelacije (Tabela 20.)



Tabela 24.: Parametri zapreminske gama-raspodele kazein

skih micela u navedenim model sistemima

Model Parametri zapreminske gama-raspodele
sistem X O2 0 Al A2
B.2. 125 ,581 3814 ,712 61 ,763 0,967 4,451
D.I. 186 ,230 6585 ,423 81,151 0,931 4 ,396
D. 3. 129 ,883 4280 ,643 65,426 1,015 4,522
D.5. 159,858 7055 ,100 83,995 1,104 4 ,656
F.L. 120 ,469 3358,096 57 ,949 0,925 4,388
H.I. 86 ,804 1794 ,736 42 ,364 0,953 4,429
H.2. 91 ,664 2029 ,238 45 ,047 0,966 4,449
H.6. 86 ,444 2096 ,180 45 ,784 1,122 4,683
J. 1. 89 ,056 1700 ,179 41,233 0,857 4 ,286
J.2. 93,098 1881,042 43 ,371 0,872 4,392
J. 3. 75 ,565 1256 ,895 35 ,453 0,880 4,321

krecde se u intervalu od 0,891022 do 0,991469, Sto se :
smatra veoma dobrom korelacijom. Odgovarajuc¢i koeficijent
odredjenosti varira od 0,793920 do 0,983010. Jedini sistem
koji pokazuje nizu korelaciju (gde je koeficijent korela-
cije 0,891022) je sistem kombinovanog jonskog sastava
H.6., koji 1 odredjuje navedene donje granice kretanja

ovih koeficijenata. Kod svih ostalih sistema najnizi koe-

ficijent korelacije je 0,958364.



4.5. STABILNOST KAZEINA U ODNOSU NA

ALKOHOL U MODEL SISTEMIMA

Alkoholna proba se u praksi koristi za utvr-
djivanje nekih aspekata tehnolosSkog kvaliteta mleka,
pre svega za ustanovljavanje termiCke stabilnosti , koja
moze biti poremecena snizZzavanjem pH vrednosti, porastom
sadrzaja laktoalbumina i laktoglobulinaibole3¢u Zivo-
tinje,Sto izaziva promene kako u odnosu pojedinih pro-
teina mleka, tako 1 u sastavu 1 ravnotezi soli u njemu.
Termicka nestabilnost mleka moZe biti i posledica
utrehtskog fenomena koga prouzrokuje vi3ak kalcijuma.
Sve ove tehnolosSke 1 fTizioloSko-patoloSke mane mleka mo-

gu se ustanoviti alkoholnom probom.

~ =

Eksperimentima Ciji se rezultati prikazuju i
komentarisSu u ovom poglavlju Zeleli smo da uz pomo¢ al-
koholne probe uporedimo stabilnost kazeina u svim konst-
ruisanim model sistemima. Obzirom da je podeSavanjem
koncentracije vodonicnih jona, pH svih sistema korigovan
na istu vrednost, stabilnost kazeina na etanol zavisi
iskljuCivo od jonskih kombinacija i1 koncentracija u poje-
dinim sistemima. OcCekujemo da ovi rezultati daju odre-
djeni uvid i o termickoj stabilnosti kazeina i1 o oset-
Ijivosti kazeina na koagulaciju himozinom, i1 da Ce po-

sluziti 1 kao orijentacija za ispitivanja opisana u



naredna dva poglavlja. Pretpostavljamo, takodje, da po-
stoji direktna veza izmedju rezultata alkoholne probe
i proseCne veliCine 1 raspodele veliCina kazeinskih mi-

cela u sistemu.

Prvi u spisku od 54 ispitivana sistema, mo-
del sistem A.l., koji u rastvoru sadrzi samo Na-kazeinat,
je stabilan pri alkoholnoj probi. Kazein u model siste-
mima cele sledee dve grupe: grupa B (sa dodatim jonima
kalcijuma) 1 grupa C (sa dodatim jonima magnezijuma),
pokazuje sasvim suprotno ponasSanje. Ova vrsta sistema je
stabilna tek pri koncentraciji kalcijumovih jona od
5,U9 mM/1, odnosno 5,U9 mM/1 Mg2+- Ranije je ustanovlje-
no delovanje kalcijumovih 1 magnezijumovih jona na mice-
larnu tezinu i oblik kazeinskih agregata u sistemu, kao
i uticaj kalcijumovih jona na velicinu 1 raspodelu veli-
Cina globula kazeina. U navedenim eksperimentima, kao
Sto je poznato, nije uvek konstatovano istovetno dejstvo
kalcijumovih i magnezijumovih jona. Medjutim, podatak da
jednake koncentracije kalcijumovih 1 magnezijumovih jona
dovode do destabilizacije kazeina prema alkoholu, ipak
nije u koliziji sa rezultatima nasSih prethodnih ispiti-
vanja. Na osnovu poredjenja rezultata iz Tabele 3. i
Tabele 4., gde su iznete micelarne tezine kazeina u pri-
sustvu kalcijumovih, odnosno magnezijumovih jona, proizi-
lazi da je pri najniZzoj primenjenoj koncentraciji stepen

agregirajuceg dejstva ovih jona jednak (sistemi B.l. i



C.-1.). Snimci model sistema B.2. 1 C.2. na elektronskom
mikroskopu su pokazali da magnezijum deluje kao agregira-
juci agens (C.2.), mada agregati nisu pravilnog oblika,
kao u prisustvu kalcijuma (B.2.), 3to ocCigledno ne igra

nikakvu ulogu kod stabilnosti micela u odnosu na alkohol.

Na osnovu navedenih rezultata se moZe konsta-
tovati da jJe stabilnost kazeina prema alkoholu u model
sistemima gde su prisutni samo joni kalcijuma, ili magne-
zijuma, 1izvanredno mala. Mozda na prvi pogled izgleda ne-
verovatno da ovde kazein, da bi ostao stabilan pri alko-
holnoj probi, podnosi prisustvo samo 1/6 koncentracije kal
cijuma koja se normalno nalazi u mleku, 1li istu toliku mo
larnu koncentraciju magnezijuma. Znatno bolja stabilnost
kazeina u mleku je, medjutim, posledica ranije pomenute
ravnoteze soli, 3to potvrdjuju i rezultati alkoholne probe
model sistema iz ostalih grupa, gde su jonski uticaji kom-

binovani (Tabela: 25., 26. 1 27).

Tabela 25.: Alkoholna proba model sistema grupe D 1 E

Model sistem D.1. D.2. D.3. D.4. D.5.
Rezultat alkoholne probe + + " - -
Model sistem E.1. E.2. E.3. E.4. E.S5.
Rezultat alkoholne probe + + + * -

LEGENDA: flokulacija: +
jedva vidljiva flokulacija: -
bez flokulacije: -



U Tabeli 25. prikazano je ponasSanje kazeina

pri alkoholnoj probi u model sistemima sa jonima Poﬁ_ r

2+ 2+

Ca (sistemi D), odnosno POA™ I Mg

(sistemi E) . OCi-
2+

gledno je da su sistemi u kojima se pored Ca2+ 1If Mg

nalazi 1 fosfatni anjon znatno stabilniji na alkohol od

sistema u kojima se nalaze samo navedeni katjoni, cak i

-

u niZzim koncentracijama. Kao Sto se iz Tabele 25. vidi ,
model sistem D.3. sa 29,1 mM/1 fosfora pokazuje samo
slabe znake flokulacije, a D.U. (koncentracija fosfata:
35.5 mM/1) 1 D.5. (koncentracija fosfata: 42,0 mM/1) su
sasvim stabilni. Kod model sistema grupe E se granicna
koncentracija fosfata nalazi u sistemu E.4. 1 iznosi

35.5 mMP/1 Sto navodi na zakljuCak da je kazein u model
sistemima sa fTosfatom neSto manje stabilan pri alkoholnoj
probi u prisustvu magnezijumovih, nego kalcijumovih jo-

na istog molariteta. To moZe biti posledica razlike u

interakciji ovih jona sa anjonima fosfata.

Tabela 26.: Alkoholna proba model sistema grupe F i G

Model sistem F.I. F.2. F.3. F.4. F.5.
Rezultat alkoholne probe + + + - -
Model sistem G.1. G.2. G.3. G.4. G.5.

Rezultat alkoholne probe + + + - )
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U Tabeli 26. prikazano je ponaSanje model
sistema grupe F (razlicCite koncentracije citrata u pri-
sustvu kalcijumovih jona) , odnosno grupe G (razlicCite
koncentracije citrata u prisustvu magnezijumovih jona)
pri alkoholnoj probi. Kao 3to se iz navedenih tabela
vidi koncentracija citratnog anjona od 18,8 mM/1 1 viSe
spreCava Fflokulaciju kazema u sistemima sa Ca2+ i
M92+ (F.4., F.5. 1 G.U., G.5.). Na osnovu poredjenja
ponasanja prema alkoholu ovih sistema i onih sa fosfat-
nim anjonom (grupa D i E) mozZze se konstatovati da citrat
stabilizuje kazein bolje od fosfata pri analognim molar-
nim koncentracijama. Ovaj zakljuCak jJe u saglasnosti sa
rezultatima prikazanim u prethodnom poglavlju o uticaju

obeju jonskih vrsta na veliCinu kazeinske micele.

Tabela 27.: Alkoholna proba model sistema grupe H

Model sistem H.I . H.2. H.3. H.U.
Rezultat alkoholne probe + + +
Model sistem H.5. H.6. H.7. H.8.

Rezultat alkoholne probe + +



9*4

Model sistem H.9. H.10. H.11. H.12.

Rezultat alkoholne probe + +

Sistemi u kojima su kombinovani jonski uticaji
kalcijuma, fosfata i citrata (grupa H) podvrgnuti su tako-
dje alkoholnoj probi i1 rezultati prikazani u Tabeli 27.

Iz navedene tabele se vidi da stabilnost kazeina na alko-
hol, pri jJednakoj koncentraciji Tfosfata, raste sa poras-
tom koncentracije citrata. Posmatrajuc¢i kolone u istoj ta-
beli, prime€¢uje se da se sa porastom koncentracije fosfa-
ta stabilnost postize i pri dvostruko manjim koncentraci-
Jjama citrata. Kombinovani sistemi iz ove grupe su stabilni
pri alkoholnoj probi sa najmanje 16,1 mM/1 fosfora i

18.8 mM/1 (CgH~OM)~” , odnosno 22,6 mM/1 fosfora 1 9 mM/1
citrata, uz prisustvo 18,8 mM/1 kalcijumovih jona. Sistemi
iz grupe sa fosfatnim anjonom, koji su se pokazali nesta-
bilni pri alkoholnoj probi (D.1. 1 D.2.), pri dodatku

18.8 mM/1 citrata, odnosno 9,4 mM/1 citrata postaju sta-
bilni. Ovo potvrdjuje pretpostavku, koju su izneli Barta

i de Mann (5), nasuprot ranijim shvatanjima, da je kon-
centracija kalcijumovih jJona samo jedan od faktora, Kkoji
uslovljavaju stabilnost kazeinatnog kompleksa u odnosu

na alkohol. NaSi rezultati su pokazali da je uticaj kal-

cijumovih jonova dominantan, ali da se isto tako pri



posmatranju stabilnosti kazeina na alkohol ne mogu zane-
mariti ni ostali jonski uticaji u sistemu, Sto je do

sada uglavnom bio slucCaj.

Zamena 50% dvovalentnih kalcijumovih jona u
model sistemima H.l1., H.2. 1 H.6. magnezijumovim (siste-
mi 1.1., 1.2 1 1.3.) nije prouzrokovala nikakve prome-
ne u pogledu stabilnosti kazeina na alkohol u ovim si-

stemima.

Model sistemi J.1., J.2. 1 J.3., konstruisa-
ni analognho sistemima H.l1., H.2. 1 H.6., s tom razlikom
da je jedan deo jednovalentnih katjona zastupljen kali-
Jjumom, umesto natrijumom, takodje su nestabilni pri al-

koholnoj probi.

Poredjenje ponaSanja kazeina prema alkoholu
u odgovarajuc¢im sistemima iz grupe H, I 1 J navodi na
zakljuCak da zamena odredjenog dela kalcijumovih jona
magnezijumovim, odnosno natrijumovih jona kalijumovim,

bitno ne menja stabilnost sistema u odnosu na alkohol.
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t+.6. TERMICKA STABILNOST KAZEINA U

MODEL SISTEMIMA

Podaci o termickoj stabilnosti kazeina od-
redjeni na nacCin opisan u Metodici 1istrazivanja, prika-
zani su za sisteme B.l. do B.8. u funkciji porasta kon-
centracije kalcijumovih jona, u Grafiku 30. U istom
grafiku se vidi termiCka stabilnost kazeina u model si-

stemu A.l. (3% rastvor Na-kazeinata bez dodatih jona).

Iz navedenog grafika je ocigledno da je ter-
miCka stabilnost kazeina u model sistemu bez dodatih
dvovalentnih jona (A.l1.) vrlo visoka 1 rastvorljivost u
centrifugatu se krec¢e u intervalu od 95,93% do 96,37%.
Uzan dijapazon variranja rastvorljivosti sistema A.l. pri
raznim temperaturama, znaCi da, kada je ovaj sistem u pi-
tanju, rastvorljivost ne zavisi od temperature. Posmat-
rajuci zatim u istom grafiku sisteme grupe B sa dodatim
jonima kalcijuma, vidimo da su do temperature od 60°C,
svi navedeni model sistemi prakticno stabilni (rastvor-
ljivost veca od 90%). Na temperaturi od 70°C za prva tri
sistema se mozZze reci da su stabilni. Medjutim, sa daljim
povecanjem koncentracije Ca2+ (sistem B.U.) rastvorlji-
vost opada na 8*+,96%. Tok krive koja oznaCava promenu
stabilnosti sistema na 70°C u funkciji koncentracije

2 - - - - -
Ca +, se u istom smislu nastavlja, tako da rastvorljivost



Grafik 30. TERMICKA STABILNOST KAZEINA U
MODEL SISTEMIMA Al 1 B.l. DO BS.



poslednjeg sistema (B.8.) 1iznosi samo 38,64% na ovoj
temperaturi. Kao 3to je iz Grafika 30. dalje jasno, na

t = 80°C poremecena je stabilnost kazeina ve¢ u model
sistemu B.2., gde rastvorljivost iznosi 80,08%, a sistem
B.3. je na istoj temperaturi sasvim destabilizovan (rast-
vorljivost = 13,04%). Na sledecoj viSoj temperaturi

(90°C) stabilan je samo sistem sa najmanjom dodatom ko-
licinom kalcijumovih jona (B.1.). 1lzvesno malo povecanje

rastvorljivosti kod model sistema B.5., B.6., B.7. i B.8.

u odnosu na sisteme nizZzeg sadrzaja kalcijumovih jona

pri t = 80°C i t = 90°C smatramo da se nalazi u grani-

cama eksperimentalne greske.

Na osnovu izloZzenih rezultata proizilazi da
termicka stabilnost kazeina u ispitivanom dijapazonu
koncentracija Ca2+ i temperatura opada sa porastom kon-
centracije kalcijumovih jona pri konstantnoj temperaturi,
a pn stalnom sadrzaju Ca2+ opada sa porastom temperatu-

re, Sto se i1 ocekivalo.

Ovi podaci potvrdjuju i dopunjuju rezultate
Zittle-a et al. (126), koji su dosSli do slicnog zakljuc-
ka, koriste¢i medjutim znatno manje koncentracije kalci-
jumovih jona u sistemu i radec¢i na jednoj 1izabranoj tem-
peraturi (90°C). Rezultati su takodje u saglasnosti sa
pretpostavkom istog autora (129) o visokom temperaturnom

koeficijentu agregiranja kazeina kalcijumhloridom.
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TermicCka stabilnost kazeina, u prisustvu
magnezijumovih jona odgovarajuc¢ih molarnih koncentraci-
ja (model sistemi C.l. do C.8.) prikazana je u Grafiku
31. Ve¢ na prvi pogled je jasno da postoji razlika u
termostabilnosti ovih model sistema i1 prethodnih, gde
su dodati kalcijumovi joni (grupa B), Sto na osnovu do-
sadasnjih literaturnih podataka nije bilo ocCekivano.
Rastvorljivost svih sistema grupe C je veca od 90% samo
pri temperaturnom tretmanu na 20, 30 1 UO°C , s tim da
i na najvisoj navedenoj temperaturi postoji izuzetak:
model sistem sa maksimalnom kolic¢inom magnezijumovih
jona (C.8.) pokazuje rastvorljivost neznatno niZu od
90% (89,26%). Na. temperaturi od 50°C veé¢ Je sistem C.4.
destabilizovan , njegova rastvorljivost iznosi 58,11%,
Sto je za 26,85% manje od rastvorljivosti odgovaraju-
¢eg sistema sa kalcijumovim jonima (B.4.) i to na tem-
peraturi visoj za 20°C. Dalje je iz Grafika 31. ocCigled
no da se na temperaturi od 60°C destabilizuje, kao prvi
u nizu, pn° porastu koncentracffé M92+, model sistem
C.3. (rastvorljivost 37,14%) i svi vecCih koncentracija;
na temperaturama od 70° i 80°C se sistemima u kojima je
asocijacija kazeinskih micela toliko jaka da dolazi sko
ro do totalne precipitacije pridruzuje i sistem C.2.
(rastvorlj ivost: 19,90%, odnosno 13,68%)™ a na t = 90°C
precipituje ve¢ i sistem sa najnizom koncentracijom mag

nezijumovih jona, C.l. (rastvorljivost: 12,99%). Inte-

resantno je primetiti da kriva stabilnosti sistema iz



mM Mg2+/ |

Grafik 31. TERMICKA STABILNOST KAZEINA U
MODEL SIST EMIMA Al i Cl1l. DO C.&8.



ove grupe na temperaturama > 50°C, posle postizanja mi-
nimuma rastvorljivosti , po pravilu menja tendenciju, tj.

0.
postepeno se penje sa povecanjem koncentracije Mg

Rezultati 1ispitivanja koji se odnose nha po-
nasanje sistema grupe C posle termickog tretmana na tem-
peraturama od 50, 60, 70, 80 i 90°C, pokazuju bitna od-
stupanja od sistema iz grupe B. Iz toga proizilazi da
magnezijumov jon, ne samo na sobnoj temperaturi, Sto je
ustanovljeno u prethodnom poglavlju elektronskim mikro-
skopom, nego i na poviSenim temperaturama, ne deluje
kao agregirajuc¢i agens jednako kao kalcijum, mada su oba
jona iste valence. | pored postojanja raznih shvatanja u
pogledu afiniteta vezivanja zemnoalkalnih metala za ka-
zein (27, 107), smatramo da nasSe glediste, odnosno rezul
tati, mogu da nadju realno objasSnjenje u jacCem elektro-
negativitetu magnezijumovog jona (1,2) u poredjenju sa
kalcijumovim (1,0). Vecéi precnik Ca2+ (1,97 8) u odnosu

na Mg2+ (1,60 8) 1ide takodje u prilog nasSim podacima.

Rezultati ispitivanja termiCke stabilnosti
kazeina u model sistemima sa razliCitim koncentracijama
fosfata u prisustvu kalcijuma: D.lI. do D.5. prikazani
su u Grafiku 32. Krive rastvorljivosti ovih sistema po-
kazuju pravilan porast sa povec¢anjem koncentracije fos-
fatnih jona na svim temperaturama. Medjutim, uoCava se
da je stabilnost model sistema bez obzira na temperaturu

primetno smanjena ako su u njemu prisutne manje
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koncentracije fosfata (sistemi: D.I. 1 D.2.) u poredjenju
sa sistemom istog sastava, bez fosfata (B.2.). Pretpostav-
Ijajuci da se pri primenjenim koncentracijama kalcijuma 1
fosfata mogu stvarati nerastvorne soli, konstruisali smo
odgovarajuc¢e vodene sisteme, 1istog jonskog sastava, bez
kazeinata. Pokazalo se, medjutim, da sa porastom koncent-
racije fTosfata pri istoj koli¢ini kalcijuma raste kolicina
sedimenta u centrifugatu vodenog sistema. Kontrolom kon-
centracije kalcijuma u centrifugatima model sistema D.I.
do D.5. ustanovljeno je da je sadrzaj ovog elementa prak-
tic¢no isti za sve sisteme, dakle ne zavisi od koliCine do-
datog fosfata. Obe ove cCinjenice potvrdjuju da razlog de-
stabilizacije sistema sa nizim sadrzajem fosfata (D.I.,
D.2.) nije u stvaranju nerastvornih soli kalcijum fosfata.
Da je uzrok destabilizacije vezan za delovanje fosfata na
kazein, pokazali su i rezultati ispitivanja raspodele ve-
licina kazeinskih micela u ovim sistemima. Naime, prisustvo
najnize koncentracije fosfora od 16,1 mM/1 u sistemu D.I.
dovodi do znatnog povecanja prosecnog precnika kazeinske
micele (x = 578 8) u odnosu na analogan sistem bez fos-
fora: B.2. (x = U62 8), Sto uzrokuje i lakSu termicku de-

stabilizaciju ovog sistema.

Tek sa daljim povecanjem koncentracije fosfat-
nih jona na 29,1; 35,5; i1 42,0 mMP/1 (model sistemi D.3.,

D.4. 1 D.5.) rastvorljivost sistema se povecala na preko



- 101 -

90%. Poredjenjem ovih sistema sa odgovarajucim bez fos-
fata (B.2.) dolazimo do interesantnog zakljuCka da sta-
bilnost navedenih sistema dodatkom izabranih koncentraci-
ja fosfora nije bitno izmenjena na temperaturama < 70°C.
Na temperaturi od 80°C rastvorljivost se sa 80,08% (B.-2.)
pove¢ava na 92,90% (D.3.), 95,38% (D.4.), odnosno 96,65%
(D.5.), a na temperaturi od 90°C rastvorljivost sa samo
8,61% raste na vrednost vecdu od 90% u prisustvu sve tri
primenjene koncentracije Tfosfatnih jona. Ovi rezultati da-
Jju osnovu da se konstatuje potreba za proveravanjem vred-
nosti dozvoljene nasim pravilnikom o kolicini Na”HPO”™ koju
treba dodati mleku u cilju povecdanja termiCke stabilnosti

kod tehnoloSkog procesa proizvodnje evaporiranog mleka.

Rezultati ispitivanja termiCke stabilnosti ka-
zeina u model sistemima D.l. do D.5., odnosno B.2., se veo-
ma dobro slaZzu sa rezultatima dobijenim statistickom obra-
dom podataka elektronske mikroskopije o velicCini kazeinskih
micela u istim sistemima. U sistemu sa najniZzom koncentra-
cijom fosfora D.l., gde prosecna velic¢ina kazeinske micele
iznosi 578 8, rastvorljivost se krec¢e od 5,19% do 75,00%,

u zavisnosti od temperature. Sa porastom koncentracije fos-
fora (sistemi D.3. i1 D.5.) snizZava se vrednost prosechog
prec¢nika kazeinskih globula na 483 8, a istovremeno raste
rastvorljivost na 82,16% do 88,17% u temperaturnom inter-
valu od 20° do 90°C. NaSi podaci takodje pomazu razumeva-
nju uzroka postojanja suprotnih rezultata u literaturi o

delovanju fosfata na kazein pri poviSenim temperaturama
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(17, 31, 75, 127), Autori koji su se ovim pitanjem bavili
Su, u svojim istrazivanjima, primenjivali razlicite kon-
centracije fTosfata 1 razliCite rezime temperaturnih tret-
mana, Sto je dovelo do suprotnih rezultata. Iz Grafika 32.
je ocigledno da smer delovanja fosfata na stabilnost ka-
zeina pri termiCkom tretmanu zavisi od koncentracije doda-

tog anjona i primenjene temperature.

Rezultati ispitivanja termiCke stabilnosti ka-
zeina u model sistemima E.l. do E .5. prikazani su u Grafi-
ku 33. lako su to sistemi sa fosfatom sastavljeni analogno
prethodnim (tip D) uz uceSCe odgovarajuce koncentracije
magnezijumovih umesto kalcijumovih jona, tendencija prome-
ne stabilnosti kazeina samo delimi¢no odgovara onoj kod si-
stema sa oznakom D. Kao Sto je iz Grafika 33. ocCigledno,
najstabilniji iz ove grupe na svim temperaturama je sistem
E.2., kod koga je maksimalna rastvorljivost 97,19% na
t = 20°C, a minimalna rastvorljivost je na temperaturi od
90°C, 1 iznosi 92,91%. Model sistem E.lI. je nestabilan sa-
mo na temperaturama od 80°C (rastvorljivost iznosi 84,00%)

i 90°C (rastvorljivost iznosi 15,08%). Kod ostalih model
sistema: E.3., E.4. 1 E.5., krive stabilnosti model siste-
ma zadrzavaju pribliZzno konstantan nivo, sa porastom kon-
centracije fTosfatnih jona, na temperaturama < 50°C, odnos-
no postepeno opadaju na temperaturama > 60°C.

Na osnovu poredjenja model sistema grupe D i E

(Grafik 32. 1 33.) proizilazi da pri nizim koncentracijama
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(16,1 1 22,6 mMP/1) Tosfatni jon destabilizuje kazein u
prisustvu kalcijumovih jona na svim primenjenim tempera-
turama, a u prisustvu magnezijumovih jona destabilizuje
ga samo najniza koncentracija od 16,1 mM/1 na temperatu-
rama > 80°C 1 to u znatno manjoj meri; model sistemi sa
29,1 mM/1 fosfora su podjednako dobro stabilni, bez obzi-
ra na vrstu prisutnog dvovalentnog katjona; sa daljim po-
rastom koncentracije fosfata stabilnost kazeinskih micela
u prisustvu kalcijumovih jona ostaje na pribliZzno istom
nivou na svim temperaturama, dok se za sisteme u kojima
se nalazi magnezijum to moze recCi samo za temperature

< 50°C (pri temperaturama > 50°C dolazi do delimicne de-

stabilizacije ovih sistema).

Rezultati ispitivanja termicke stabilnosti
kazeina u model sistemima F.I. do F.5. (porast koncentra-
cije citrata u prisustvu kalcijuma) prikazani su u Gra-
fiku 34. Svi navedeni sistemi sa odabranim koncentracijama
citrata su apsolutno stabilni na temperaturama < 70°C sem
sistema sa najvec¢om koncentracijom citrata (F.5.) koji je
slabo destabilizovan na t = 70°C. Na temperaturama viSim
od 70°C, kriva promena stabilnosti sistema u funkciji
koncentracije citratnih jona pokazuje maksimum stabilnosti
izmedju model sistema F.3. i1 F.4. U ovom intervalu je si-
stem stabilan koliko i Cist rastvor Na-kazeinata (rastvor-
Ijivost > 95%) na svim temperaturama. Imajuc¢i u vidu ve-

liki afinitet citratnog jona za kalcijum, sracunali smo



Grafik 34, TERMICKA STABILNOST KAZEINA
u MODEL SISTEMIMA F1 DO FA5
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da ekvimolarna kolicCina citrata, potrebna da se veZe sav
prisutan kalcijum u sistemu iznosi 12,5 mM/1. U Grafiku
34. se moze videti da je to vrednost koja se bas nalazi

u pomenutom intervalu koncentracija citrata gde 1 maksi-
mum stabilnosti kazeina. Sistemi sa koncentracijom cit-
rata znatno manjom (F.I. i F.2.) ili veéom (F.5.) od
ekvimolarne pokazuju smanjenu rastvorljivost na visSim
temperaturama (80°C i 90°C). Da bi se uverili da je
stvarno u pitanju destabilizacija kazeina, pored ispiti-
vanja rastvorljivosti, izvrSili smo i1 spektrofotometrij-
ska ispitivanja kazeina u centrifugatima ovih sistema.
PoSto se pokazalo da su relativna kolicina kazeina i re-
lativna kolicina suve materije u talogu praktic¢no iden-
tic¢ne mozZe se zakljuliti da se precipitat, i kod nizih i
kod viSih koncentracija od ekvimolarne, sastoji pretezno
od proteina. Ovo ide u prilog nasSoj pretpostavci da je
pri nizim koncentracijama citrata (sistemi F.l. 1 F.2.)
kazein destabilizovan na visSoj temperaturi zbog nedovolj-
ne koncentracije citrata da bi se eliminisao sav kalcijum
iz kazeinata, a pri visSim koncentracijama citrata (sistenm
F.5.) verovatno, pored nastajanja Ca-citrata, dolazi do
poremecaja ravnoteze soli u sistemu, pa termicCki destabi-

lizovan kazein precipituje.

Rezultati ispitivanja termiCke stabilnosti

kazeina u narednoj grupi model sistema: G.l. do G.5.
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Gratik 35 TERMICKA STABILNOST KAZEINA
U MODEL SISTEMIMA G 1 DO G 5.
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(porast koncentracije citrata u prisustvu magnezijuma)
prikazani su u Grafiku 35. Kao Sto se iz datog spiska mo-
del sistema vidi, navedeni sistemi su konstruisani ana-
logno onima iz prethodne grupe (F), s tom razlikom da je

u sisteme kao dvovalentni katjon, umesto kalcijuma,
uklju€en magnezijum. Poredjenje ovih dveju grupa sistema
(Grafik 34. 1 Grafik 3H.) dovodi do zakljucka da krive pro-
mene stabilnosti kazeinskih micela u zavisnosti od kon-
centracije citrata u sistemu ne pokazuju bitno razlicCite

tendencije bilo da se radi o magnezijumovim ili kalc

Ju-
movim jJonima. Medjutim, uoCava se da su sistemi sa nizim
koncentracijama citrata (G.l1., G.2.) primetno nestabilniji
na visSim temperaturama od odgovarajuc¢ih sa kalcijumovim
jonima. Oko tacCke ekvivalentne koncentracije citratnih i
magnezijumovih jona koja iznosi 12,5 mM/1 sistem je 1 ov-
de veoma stabilan (G.3.: najniza rastvorljivost je na 90°C
i iznosi 92,39%). Pri vecim koncentracijama citrata stabil-
nost je ponovo poremecena, Cak 1 u sistemu G .4. , na tempe-
raturama > 70°C. Na temperaturama ispod 70°C svih pet si-
stema su, kao 1 model sistemi iz prethodne grupe , potpuno

stabilni.

Uporedimo Ii Grafike 32., 33., 3U. i 35., vi-
dimo da je minimalna kolicina anjona potrebna da spreci
termicku destabilizaciju kazeina priblizno dva puta manja
ako je u pitanju citrat (oko 10 mM/1), nego fosfat (vise

od 20 mM/1 P), bez obzira na vrstu dvovalentnog katjona
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prisutnog u sistemu. U radu Zittle-a et al. (127) navodi
se suprotno glediste: da fosfat koncentracije 5 mM/1 ima
Jjace izrazeno stabiliSucde dejstvo na kazein od citrata.
Obzirom da su pomenuti autori radili sa koncentracijama
fosfatnog jona znatno nizima od onih koje smo mi izabrali,

kao 1 od onih koje se normalno nalaze u mleku, njihovi i

nasi rezultati se ne iskljucCuju.

TermiCka stabilnost kazeinskih micela u model
sistemima H.l. do H.12. (razlicite koncentracije citratnih
i fosfatnih anjona u prisustvu 18,8 mM/1 kalcijumovih jo-
na) prikazana je rastvorljivosS¢éu sistema u Grafiku 36. do
43., 1 koliCinama. kazeina 1 kalcijuma ustanovljenim u
centrifugatima ovih sistema posle termickog tretmana, Gra-

fik: 44. do 51.

Iz Grafika 36. do 43. je ocigledno da krive pro-
mene rastvorljivosti kazeina sa koncentracijom prisutnih
Jjona u sistemima kombinovanog jonskog sastava tipa H imaju
istu tendenciju na svim ispitivanim temperaturama. | kod
model sistema ovog tipa, gde su istovremeno prisutni uti-
caji fosfata i1 citrata, mogu se primetiti pojave ve¢ kon-
statovane kod sistema samo sa fosfatom, odnosno citratom.
Stabilnost kazeina raste sa porastom koncentracije fosfata,
s tim Sto niZe koncentracije fosfata (16,1 i 22,6 mM/1 fos-
fora) 1 u prisustvu citrata (2,35 i 4,70 mM/1) destabili-

zuju kazein u sistemima na t < 80°C , doduSe u znatno ma-

njoj meri nego u odsustvu citrata (Grafik 32): rastvorljivost
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model sistema H.l. veca je od 80%, a rastvorljivost osta-
lih sistema grupe H/H.2, do H.12,/ je veca od 90% na svim
temperaturama; sistemi sa pomenutim koncentracijama cit-
ratnog jona su stabilniji bez fosfata (kontrola: F.l. do
F_.H. u Grafiku 36. do 43.):, na temperaturi od 90°C (CGra-
fik 43.) je rastvorljivost sistema H.1_., H.2_., H.5., H.6.
H.9. i H.10. pobolj Sana za 2,57; 1,21; 2,87; 1,26; 2,92

i 1,27 puta u odnosu na odgovarajuce sisteme bez fosfata
(F.1. i F.2)) 1 za 16,26; 17,82; 1,41; 1,17; 1,05 i1 1,06
puta u odnosu na one bez citrata (D.l., D.2. i D.3.); sa
porastom koncentracije citrata u dijapazonu od 2,35 do
9,40 mM/1 raste kriva stabilnosti sistema na svim odabra-
nim temperaturama, da bi se zatim, u daljem toku, zadrzala
na konstantnom nivou gde je rastvorljivost > 95% u zavis-

nosti od temperature i1 koncentracije fosfora.

Da bismo upotpunili sliku o stabilnosti model
sistema kombinovanog jonskog sastava, H.l. do H.12., pra-
tili smo pored rastvorljivosti i kretanje kolicCine kazeina
i kalcijuma u centrifugatima termiCki tretiranih sistema
(Grafik 44. do 51.). 1z uporedo datih grafika ocigledno
je da su tendencije krivih koje oznaCavaju promene rastvor-
ljivosti (Grafik 36. do 43.) i promene sadrZzaja kazeina u
centrifugatima termiCki tretiranih sistema (Grafik 44. do
51.) 1identic¢ne. ZnaCi da koncentracija kazeina u rastvoru,
bez obzira na temperaturu termiCkog tretmana, raste, kao 1

rastvorljivost sistema, sa porastom koncentracije Tfosfatnih
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jona, 1 sa porastom koncentracije citratnih jona, do koli-
¢ine ekvimolarne sadrzZzaju kalcijuma u sistemu. Krive prome-
ne relativne kolicine rastvorljivog kalcijuma u centrifu-
gatima istih sistema (Grafik 44. do 51.) rastu, odnhosnho
zadrzavaju se na istom nivou pri povecanju koncentracije
citratnih jona na svim temperaturama. Za manja odstupanja
koja se ovde mestimic¢no pojavljuju moglo bi se smatrati

da su u granicama eksperimentalne greSke kompleksometrij-
skog odredjivanja kalcijuma. Medjutim, obzirom da se ona
uporno ponavljaju, na svim temperaturama uvek u iIstom
smislu 1 kod iste koncentracije fTosfata 1 citrata (siste-
mi H.II. 1 H.12.), mislimo da nisu slucajna. Radec¢i u vo-
denim sistemima Vakaleris et al. (113) su utvrdili da se
maksimalna precipitacija fosfora 1 kalcijuma javlja pri
njihovom odnosu 2:1, kada se uglavnom talozi Ca”™HPO~. Do-
datak natrijum citrata u sistem 1izaziva precipitaciju
kalcijumfosfatcitratne soli tipa apatita. Lako je mogucde
da je i u naSem sistemu H.Il. i H.12. doSlo u izvesnoj
meri do ove pojave jer su odnosi kalcijuma i1 fosfora blis-
ki onima koje navodi citirani autor. Sem toga rastvorlji-
vost kazeina (Grafik 36. do 43.) se u ovim sistemima nije
izmenila Sto iskljuCuje moguénost smanjenja koncentracije
kalcijumovih jona u rastvoru zbog vece asocijacije kazein-

skih micela.

Tok krivih koje oznacavaju promene kolicine

rastvorljivog kalcijuma u sistemima tipa H je na osnovu
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ranijih rezultata i oCekivan. Kako rastu koncentracije
stabiliSu¢ih jona u sistemu, raste rastvorljivost siste-
ma, primecduje se porast kolic¢ine kazeina u rastvoru, ste-
pen agregiranja kazeinskih micela kalcijumom je manji pa
viSe kalcijumovih jona ostaje u rastvoru. Kasnije, kada
rastvorljivost sistema i1 koliCina kazeina u njemu poprimi
konstantnu vrednost, 1 koncentracija kalcijumovih jona
takodje osciluje oko odredjenog konstantnog nivoa (sem

pomenutog izuzetka: H.Il. 1 H.12.).

Ispitivana je 1 termicCka stabilnost kazeina u
model sistemima 1.1. do 1.3. i J.l. do J.3., koji po sa-
stavu odgovaraju sistemima H.l1., H.2. i H.6., s tom razli-
kom da je kod prvih 50% dvovalentnih katjona zastupljeno
magnezijumom, a kod drugih su svi dodati jednovalentni kat-
joni predstavljeni kalijumom. Ovim smo Zeleli da ustanovi-
mo kakvu promenu u termostabilnosti izabranih sistema iz
grupe H izaziva prisustvo magnezijuma (tip 1), odnosno
kalijuma (tip J), pri nepromenjenom ukupnom sadrzaju dvo-
valentnih, odnosno jednovalentnih katjona u sistemu. U
izabranom dijapazonu koncentracija kalijumovih jona, od
24.2 do 4U,3 mM/1, nalazi se 1 ona kojom je ovaj jon za-
stupljen u mleku 1 koja, prema podacima koje navode Webb
i Johnson (117), 1#iznosi oko 35,3 mM/1. Na osnovu iskustva
steCenog ovim istrazivanjima o odredjenim razlikama u po-
naSanju kalcijumovih 1 magnezijumovih jona i1 pored njiho-

ve i1ste valentnosti , odluCili smo da ustanovimo da 11 i
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kalijumov jon pokazuje odstupanje u pogledu dejstva na
stabilnost kazeina u poredjenju sa natrijumovim. Zato

smo pored veC opisanih ispitivanja uticaja kalijumovih
jona u poglavlju o velicini, raspodeli velicina i obli-
ku kazeinskih micela i1 njihove stabilnosti na alkohol ,
Zzelelil da ustanovimo i dejstvo ovog jona na termicku
stabilnost kazeina, 1 uporedimo sa delovanjem natrijumo-
vih jona. Cinjenica da u mleku ima oko 2,4 puta vide ka-
lijumovih jona nego natrijumovih, samo potvrdjuje da nji-

hov efekat ne treba zanemarivati.

Krive rastvorljivosti u funkciji temperature
model sistema: H.l1., 1.1. i J.l. prikazane su u Grafiku
52.; odgovarajuce krive za sisteme: H.2., 1.2. 1 J.2. na-
laze se u Grafiku 53., a krive rastvorljivosti sistema

H.6., 1.3. 1 J.3. su u Grafiku 54.

Na osnovu posmatranja i poredjenja navedenih
grafikona moze se do¢i do sledec¢eg zakljuCka: model siste-
mi u kojima je 50% kalcijumovih jona zamenjeno magneziju-
movim (tip 1) stabilniji su od ostalih ispitivanih sistema
(tip H 1 J) na svim temperaturama; izuzetak je model si-
stem 1.1. na temperaturi od 90°C, pri kojoj rastvorljivost
kazeina sa preko 95% pri 80°C , pada na oko 60%, Sto je
znatno nize od rastvorljivosti odgovarajuceg sistema bez
magnezijumovih jona (H.1.). Povoljno dejstvo jona magnezi-
juma na stabilnost sistema kombinovanog jonskog sastava

moze biti u vezi sa interakcijom ovog jona i fosfatnog
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anjona. Ranije je, naime, ustanovljeno (Grafik 32. 1 33.)
da fosfat u koncentracijama od 16,1 i 22,6 mMP/1, koje

su i1 ovde primenjene, destabilizuje znatno jaCe sisteme
sa kalcijumovim jonima, nego analogne sa jonima magnezi-
juma. Tako, delimi¢na zamena kalcijumovih jona magneziju-
movim mozZze da smanji destabilizaciju kazeinskih micela u
prisustvu malih koncentracija fosfata. Na temperaturi od
90°C je, medjutim, kod sistema 1.1. prevagnula povecana
sklonost kazeinskih micela za asocijaciju magnezijumom pri
visokim temperaturama, koja se i kroz dosadasnje eksperi-
mente stalno pokazivala, pa je doSlo do destabilizacije

kazeina.

Dalje se, na osnovu toka krivih prikazanih u

Grafiku 52., 53. 1 54. moze zakljuciti da delimiCna zame-
na natrijumovih jona kalijumovim ne prouzrokuje nikakve
promene rastvorljivosti sistema na svim ispitivanim tem-
peraturama: krive rastvorljivosti se praktic¢no poklapaju.
lzuzetak je sistem J.l., koji je na temperaturama od 20°C
do 80°C , u proseku neSto rastvorljiviji (za 3,36%) od od-
govarajuceg sistema tipa H, ali skoro potpuno precipituje

na temperaturi od 90°C (rastvorljivost iznosi 22,81%).

Ispitivanje sadrzaja proteina i kalcijuma u
centrifugatima termiCki tretiranih sistema ove tri grupe,
potvrdila je rezultate dobijene odredjivanjem njihove

rastvorlj ivosti.
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4.7. KOAGULACIJA KAZEINA HIMOZINOM U

MODEL SISTEMIMA

Sigurno je da velicCina kazeinskih micela, sta-
bilnost kazeina prema alkoholu 1 njegova termostabilnost,
kao kompleks medjusobno povezanih karakteristika, odredju-
Ju i stepen osetljivosti kazeina prema himozinu. Hosttetler
i Imhof (45) su, na osnovu velikog broja merenja, ustanovi-
li da se vreme koagulacije himozinom produZava sa smanje-
njem prec¢nika kazeinskih micela, 1z Cega ovi autori zaklju-
Cuju da se reakcija koagulacije kazeina himozinom dogadja
na povrsSini globule kazeina. U ovoj disertaciji je ve¢ usta-
novljeno razliCito delovanje kalcijumovih 1 magnezijumovih
jona na oblik i1 veliCinu kazeinskih micela 1 na termicku
stabilnost kazeina; takodje jJe ispitan uticaj fosfata, cit-
rata 1 jednovalentnih katjona: natrijuma i1 kalijuma,na
iste parametre. Navedeni literaturni podaci , kao i1 ovi naSi
rezultati navode na odredjene pretpostavke o osetljivosti
kazeina prema himozinu u pojedinim model sistemima, koje

naredni eksperimenti treba da potvrde ili odbace.

IzvrSena jJe koagulacija himozinom svih, nave-
denih u spisku, model sistema pod uslovima opisanim u Me-
todici istrazivanja. Registrovano je vreme za koje dolazi

do pojave koagulacije.

Rezultati su za sisteme B.l. do B.8. (razlicCite

koncentracije kalcijumovih jona) 1 C.I. do C.8. (razlicCite
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koncentracije magnezijumovih jona) izneti u Tabeli 28.

Tabela 28.: Vreme koagulacije kazeina himozinom u model
sistemima B.l. do B.8. i C.1. do C.8.

Model
slstem B.Il. B.2. B.3. B.4. B.5. B.6. B.7. B. 8.

Vreme koa-

gulacije 337 234 224 217 216 219 217 217
(sec)

Model

sistem c.r. C.2. C.3. (C.4. <C.5. ¢C.6. C.7. C(C.8.

Vreme koa-
gulacij e 608 309 275 353 392 420 417 425
(sec)

Iz navedene Tabele se vidi da vreme koagulacije model sis-
tema tipa B opada sa porastom koncentracije kalcijumovih
jona, do sistema B.4., gde jJje t = 217 sec. Sa daljim pove-
¢anjem koncentracije kalcijumovih jona u sistemu vreme po-
Jjave koagulacije se prakticno ne menja. Ovaj podatak je u
skladu sa rezultatima Djordjevicéa et al. (30), koji su
konstatovali skracdenje vremena koagulacije mleka pri pove-
¢anju kolicine kalcijumovih jona u mleku samo do odredjene
koncentracije, posle koje se kriva promene vremena koagu-
lacije u funkciji koncentracije pomenutih jona asimptotski

pribliZzava jednoj konstantnoj vrednosti.
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Iz podataka u Tabeli 28. se vidi da je mini-
malno vreme koagulacije u zavisnosti od koncentracije mag-
nezijumovih jona (sistemi tipa C) kod sistema C.3., dok
se sa daljim poveéanjem koncentracije ovih jona produzZava
vreme potrebno da himozin koaguliSe te sisteme. Istovre-
meno se mora konstatovati da je, pri jednakim molarnim
koncentracijama kalcijumovih 1 magnezijumovih jona, vreme
koagulacije kod svih sistema sa kalcijumom kracde od vre-
mena koagulacije odgovarajucih sistema sa magnezijumom.
Kod minimalne koncentracije navedenih jona razlika iznosi
44 ,57%, kod sistema B.2. 1 C.2.: 24,27%, a kod model si-
stema B.3. 1 C.3. Je joS manja: samo 18,54%. S obzirom da
vreme koagulacije narednih sistema sa kalcijumom ostaje
konstantno, a da se isti parametar analognih sistema sa
maghezijumom povecava, raste i razlika, koja kod posled-
njeg sistema izraZzena u procentima iznosi: 48,94%. NeocCe-
kivano ponasSanje kazeina prema himozinu u prisustvu vecih

primenjenih koncentracija magnezijumovih jona navelo nas

je da ustanovimo sadrzaj jonskog kalcijuma, odnosno magne
zijuma, posle koagulacije himozinom sistema B, odnhosho C,
i kretanje koliCine rastvorljivih azotnih materija, u se-

rumu koagulisanih sistema.

Molarne koncentracije kalcijumovih, odnosno
magnezijumovih jona konstatovanih u filtratu posle koagu-

lacije, prikazane su u Grafiku 55., u funkciji sadrzaja

istih jonskih vrsta u sistemima pre delovanja himozina.
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Iz navedenog grafika je jasno da je zavisnost linearna u
oba sluCaja. Za tip 3, gde je posmatran uticaj kalciju-
movih jona, na osnovu grafika dobijena jednaCina ove pra-

volinijske zavisnosti glasi:

y = 1,44 X -7,72 ©

Kod tipa C, gde se u sistemu nalaze joni magnezijuma, koe-

ficijenti se unekoliko razlikuju od prethodnih:

y = 1,46 x -4,43 (10)

Iz istog grafika jJe takodje ocCigledno da je apsolutna koli-
cina magnezijumovih jona zaostalih u serumu posle koagula-
cije veca (u proseku za 3,51 mM/1, odnosno 16,30%) od koli-
¢ine jona kalcijuma pri svim primenjenim koncentracijama
ovih jonskih vrsta, 3Sto moZe biti posledica manjeg afinite-
ta kazeina prema jonu magnezijuma nego kalcijuma. Ovi re-
zultati, medjutim, ne omogucduju da se objasni produzenje

vremena koagulacije u sistemima sa povecanim sadrzajem

magnezijumovih jona.

Ako se na bazi poznate kolicine kalcijumovih ,
odnosno magnezijumovih , jona pri konstruisanju model si-
stema grupe B i1 C, i ustanovljene kolicine ovih jona u
serumu koagulisanih sistema, izraCuna njihov deo vezan za

parakazein posle delovanja himozina, dobijaju se vrednosti
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navedene u Tabelil 29 . i prikazane u zavisnosti od kolicine
u sistem dodatih jona. Kod svih sistema tipa C se prime-

¢uje da je apsolutna koli¢ina vezanog magnezijuma manja

Tabela 29.: KolicCina vezanog kalcijuma (magnezijuma) posle
koagulacije model sistema B.l. do B.8. (C.I.

do C.8.)
Model
sistem B. 1. B.2. B. 3. B.4. B.5. B.6 . B.7. B. 8.
Ca2+ veza-
ni (mM/1) 6,66 8,27 8,41 8,56 8,56 9,02 9,02 8,68
Model C.1. C.2. C.3. C.A. C.5. C.6. C.7. c.8
sistem - - - - - .

MQ2+, veza-
ni (mM/1)

3,08 4,86 4,80 4,74 4,74 4.8 4,81 4,46
nego kolicina vezanog kalcijuma u odgovarajuc¢im sistemima,
Sto smo na osnovu konstatovane koliCine ovih elemenata u
serumu i pretpostavili. Simptomati¢no je, medjutim, da sa-
drzaj vezanog magnezijuma u zavisnosti od njegove koncentra-
cije neznatno opada posle sistema C.6. ZnaCi da veca kolicCi-

na magnezijumovih jona inhibira koagulaciju kazeina himozinom

ReSenje ovoga problema smo poku3ali da nadjemo
u odredjivanju kolic¢ine rastvorljivih azotnih materija u
sistemima B i C posle koagulacije. Rezultati ispitivanja
sadrzaja rastvorljivih azotnih materija u serumu himozinom
koagulisanih sistema B.l. do B.8. 1 C.l. do C.8. nalaze se

u Grafiku 56. 1z navedenog grafika se vidi da koncentracija



1.4

[°/o]

12

materije

1.0

azotne

0.8

Rastvorljive

0.6

0,4

30

mM Ca2*(Mg2*) /I

Grafik 56. KOLICINA RASTVORLJIVIH N MATERIJA U
KOAGULACIJE MODEL

SERUMU POSLE

SISTEMA B.1.

DO

B.8.

C.1 DO C. 8



- 117 -

rastvorljivih azotnih materija, za koje se pretpostavlja
da se sastoje uglavnom iz tzv. glikomakropeptida (GMP) , u
serumu posle koagulacije, zadrzava konstantnu vrednost
(od 0,U3 do O,UN%) pri svim primenjenim koncentracijama

kalcijuma (sistemi tipa B).

U sistemima tipa C, u kojima je prisutan jon
magnezijuma, koliCina rastvorljivih azotnih materija u
serumu opada sa povecanjem koncentracije magnezijumovih
jona u sistemu, do koncentracije od 28.3 mM/1 ovog jona
u sistemu C.U., a zatim menja smer 1 sa daljim povecava-
njem koncentracije magnezijumovih jona neprekidno raste.
Treba primetiti , takodje, da je kolic¢ina azotnih materija
u serumu svih sistema tipa C, veca od iste u odgovaraju-
¢im sistemima tipa B. lzgleda verovatno da magnezijumov
jon pokazuje manji afinitet za reagovanje sa parakazeinom
od kalcijumovog, i1 da Cak posle zasicenja u model sistemu
C.4., sa daljim porastom koncentracije, magnezijumov jon
ostvaruje izvesno inhibitorno dejstvo na jednu od faza
koagulacije kazeina himozinom, Sto dovodi i do povecanja
kolic¢ine rastvorljivih azotnih materija u serumu ovih si-
stema. Snimcima na elektronskom mikroskopu u ovom radu je
ustanovljeno da agregiranje kazeinskih micela pod utica-
jem magnezijuma nije identic¢no agregiranju koje nastaje
u prisustvu kalcijuma. Dok kalcijum uzrokuje stvaranje

pravilnih globula kazeina razlicitog prec¢nika, magnezijum
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dovodi do nastajanja kazeinskih agregata nepravilnog i
neodredjenog oblika. 1z ovoga proizilazi da je himozinu
mehanicki onemoguéen pristup unutar te mase, te jedan deo
kazeina ne biva zahvaden dejstvom himozina. To znaci da
je povecana kolicina rastvorljivih azotnih materija u se-
rumu rezultat inhibicije prve, encimatske faze koagulaci-
je kazeina himozinom. Do inhibicije dolazi posle odredje-
ne granicne koncentracije magnezijumovih jona, kada aglo-
merati kazeina postaju takve velicCine da himozin sve ma-

nje uspeva da deluje, jer je 1 relativna povrsSina micela

sve manja.

Rezultati ispitivanja vremena koagulacije ka-
zeina himozinom u model sistemima D.l. do D.5. (porast
koncentracije fosfata u prisustvu 18.8 mM/1 kalcijumovih
jona), i model sistemima E.l. do E.5. (sistemi sastavlje-
ni analogno prethodnim uz prisustvo jednake molarne kon-
centracije magnezijumovih jona umesto kalcijumovih), pri-

kazani su u Tabeli 30.

Tabela 30.: Vreme koagulacije kazeina himozinom u model
sistemima D.l. do D.5. i E.l. do E.5.

D<1> a>2> D>3> D>L+> D#5#
sistem

Vreme koagu-
lacije (sec) 264 393 626 1197 1570
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Model
sistem E.IL. E.2. E. 3. E.4. E.5.

Vreme koagu-
lacije (sec) 922 1019 1276 2100a 4980a

Kontrola za sisteme D: model sistem B.2. (T = 234 sec)
Kontrola za sisteme E: model sistem C.2. (¢t = 309 sec)

dslabi znaci koagulacije posle navedenog vremena

Za kontrolni uzorak sistema grupe D uzet je
odgovarajuci sistem (sa 18.8 mM/1 kalcijuma) bez dodatih
fosfatnih anjona, a za kontrolni uzorak sistema grupe E
sistem jednake molarne koncentracije magnezijumovih jona,
takodje u odsustvu fosfata. Imajuc¢i u vidu veliku promenu
aktivnosti himozina koja nastaje kao posledica neznatne
promene pH sredine (83), pridrzavali smo se i kod ovih
ispitivanja konstantne vrednosti pH sistema od 6,70. Tako
uticaj pojedinih jonskih vrsta na vreme koagulacije kazei
na himozinom u model sistemima ne moZe da se pripisSe pro-

meni pH, koju ovi joni u sistemu izazivaju.

Iz Tabele 30. proizilazi da se u prisustvu
fosfata 1 sa porastom koncentracije ovog jona, vreme koa-
gulacije produzava, bez obzira koji se od odabranih dvo-
valentnih katjona nalazi u sistemu. Ukoliko jJe to magne-
zijum (model sistemi tipa E) inhibicija je izrazenija (u
sistemima sa minimalnom koncentracijom 3,49 puta, a sa

maksimalnom 3,17 puta), nego kada se u sistemu nalazi
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kalcijum (sistem tipa D), mada kod svih sistema iz grupe
sa magnhezijumom, dakle 1 pri najvecoj primenjenoj kon-

centracij i fosfata, dolazi do koagulacije.

Cini se da, u prisustvu fosfata, prva faza de-
lovanja himozina nije inhibirana, ali da fosfatni anjon
stabiliSe nastali parakazein u odnosu na dvovalentne kat-
jone u sistemu, te se druga i treca faza koagulacije obav-
ljaju sporije i u manjoj meri. To potvrdjuje i1 jJedva izra-
zena koagulacija u sistemima E.4. 1 E.5. Duze trajanje
koagulacije u svim sistemima tipa E, u poredjenju sa koa-
gulacijom u sistemima tipa D,je posledica dejstva magne-
zijumovih jona, Sto se mozZze zakljucCiti na osnovu uporedje-
nja vremena koagulacije kontrolnih sistema za ove dve gru-

pe (B.2. 1 C.2.).

Rezultati 1ispitivanja vremena koagulacije hi-
mozinom model sistema F.l. do F.5. (porast koncentracije
citrata u prisustvu 18.8 mM/1 Ca2+) i G.1. do G.5. (siste-
mi sastavljeni analogno prethodnim uz prisustvo jJednake

molarne koncentracije magnezijumovih jona umesto kalci-

jumovih) prikazani su u Tabeli 31.

Tabela 31.: Vreme koagulacije kazeina himozinom u model
sistemima F.l. do F.5. 1 G.l. do G.5.

Model
sistem

Vreme koagu-
lacije (sec) 306 u23 1140a -
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Model
sistem nel* G-2. G. 3. G .4 G.5.

Vreme koagu-
lacije (sec) us2 690 2220a - -

Kontrola za sisteme F: model sistem B.2. (T 234 sec)

309 sec)

Kontrola za sisteme G: model sistem C.2. (T

aslabi znaci koagulacije posle navedenog vremena

Na osnovu Tabele 31. se mozZze konstatovati da citratni jon,
slicno fosfatnom produzava vreme koagulacije kazeina hi-

mozinom, u prisustvu kalcijumovih (sistemi tipa F), odnos-
no magnezijumovih jona (sistemi tipa G). Inhibicija je to-

liko jaka da u sistemima F.4. i1 F.5., odnosno G.U. i G.5.

uopSte ne dolazi do koagulacije.

Uporedimo li inhibitorno dejstvo fosfata i
citrata vidimo da je citratni anjon znatno jaCi inhibitor
koagulacije kazeina himozinom. Ovaj anjon spreCava havede-
nu reakciju u minimalnoj koncentraciji od 18,8 mM/1 (siste"
mi F.4. i1 G.4.), dok i maksimalna primenjena koncentracija
fosfata od U2,0 mMP/1, dozvoljava, doduSe slabu,koagulaci-
Ju sistema (model sistemi D.5. 1 E.5.). Inhibitorno dejst-
vo citrata je vec¢ ranije konstatovano. Rezultati se dobro
uklapaju 1 sa podacima o termostabilnosti kazeina u iIstim
sistemima. Zato smo pretpostavili da se 1 ovde prva faza

delovanja himozina nesmetano deSava, a da su druga i trecCa
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inhibirane vezivanjem Ca™+ (Mg”™+) od strane citrata. Ovoj
pretpostavci u prilog ide i Cinjenica da je koagulacija
onemoguc¢ena u onim model sistemima gde koncentracija
citratnih jona prelazi koncentraciju ekvimolarnu kolicCi-
ni kalcijumovih , odnosno magnezijumovih jona u sistemu
racunatu na trikalcijumcitrat. Pretpostavku smo i dokaza-
li naknadnim dodavanjem Ca2+, odnosno Mgz+}u sisteme F.4.

i F.5., odnosno G.U. 1 G.5., Sto je izazvalo momentalnu

koagulacij u.

Rezultati ispitivanja vremena koagulacije hi-
mozinom model sistema kombinovanog jonskog sastava H.L.
do H.12. (kalcijum, fTosfat, citrat) prikazani su u Tabe-

i 32.

Iz Tabele 32. proizilazi da je osetljivost ka-
zeina prema himozinu u model sistemima i1z grupe H, u koji-
ma su kombinovani jonski uticaji citrata i1 fosfata,veca
od stabilnosti sistema u kojima se pojavljuju odvojeno
fosfati (sistemi tipa D), odnosno citrati (sistemi tipa
F). Sta vise, ukoliko se pazljivo uporede vrednosti u nave-
denoj tabeli sa onima iz Tabela 30. 1 31., moze se zaklju-
C¢iti da je produzZenje vremena koagulacije u svim sistemima
tipa H. , pribliZzno jednako zbiru vremena koja oznacCavaju
produzenje prouzrokovano fosfatom u odgovarajuc¢im D siste-
mima, I vremena produZenja zbog prisustva citrata u siste-
mima tipa F. 1 ovde pri koncentraciji citrata od 18,80 mM/1

uopSte ne dolazi do koagulacije, bez obzira na kolicinu

prisu+”og fosfata.
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Tabela 32.: Vreme koagulacije kazeina himozinom u model
sistemima H.I. do H.12.

Koncentra- -
cii . Vreme koagulacije (sec)
ja cit -9
rata Koncentracija P mM/1
(mM/1) K 16,1 22,6 29 ,1
K 234 264 394 626
2,35 306 309b (H.1.) 46KH.5.) 683(H .9.)
4,70 423 428C(H.2.) S66d (H.6.) 992(H.10.)
9,40 1140* 1440a (H.3.) 1800a(H.7.) 2100a(H.11.)
18 ,80 : - ((H4.) -  (H.8.) - (H.12)

K - Vreme koagulacije kontrolnih sistema, bez dodatog
fosfata, odnosno citrata.

a - slabi znaci koagulacije posle navedenog vremena

+
b - Vreme koagulacije analognog sistema sa 50% M92 (1.1.)

iznosi: 497 sec.

Vreme koagulacije analognog sistema sa K (J.1.) 1iznosi:
230 sec

- i 2+
c - Vreme koagulacije analognog sistema sa 50% Mg (1.2.)
iznosi: 630 sec.

Vreme koagulacije analognog sistema sa K+ (J.2.) 1iznosi:
280 sec.

d - Vreme koagulacije analognhog sistema sa 50% M92+ (1.3.)

iznosi: 1860 sec.

Vreme koagulacije analognog sistema sa K+ (J.3.) 1iznosi:
430 sec.
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Podaci o vremenu koagulacije model sistema
1.1. do 1.3. 1 J.I, do J.3., koji po sastavu odgovaraju
sistemima H.1., H.2. i H.6., s tom razlikom da je kod
prvih polovina koliCine kalcijumovih jona zamenjena ma g-
nezijumovim, a kod drugih su svi dodati jednovalentni
katjoni predstavljeni kalijumom, dati su pod oznakama
b, ¢, i d, uz Tabelu 32. da bi se mogli uporediti sa
vrednostima u analognim H sistemima (H.l., H.2., H.6.).
Kao Sto smo i1 ocCekivali na osnovu do sada iznetih rezul-
tata o delovanju Mgz+, odnosno Cazi na vreme koagulacije
kazeina himozinorn, zastupljenost polovine dvovalentnih
katjona magnezijumom umesto kalcijumom (sistemi tipa 1),
dalje produzava ispitivano vreme. Najveca razlika je kod

sistema sa maksimalnim ispitivanim sadrzajem fosfata i

citrata (H.6. i1 1.3.) i iznosi 1294 sec.

Na osnovu poredjenja sistema tipa J, sa odgo-
varajucim iz grupe H, moze se primetiti, da kalijumov
jon pokazuje manji stabilisSuc¢i efekat od natrijumovog u
odnosu na koagulaciju himozinom. Kod sva tri sistema tipa
J, vreme koagulacije je krace nego kod analognih H sistema.
Skrac¢enje vremena delovanja himozina krece se od 79 do
148 sec, 1 najmanje je u sistemu J.l., dok je kod preostala
dva podjednako. To znaCi da je nastali parakazein slabije
stabilizovan kalijumovim nego natrijumovim jonima u istim

koncentracijama. Ovakav zakljucak je donet i1 za kazein, na
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osnovu prosecnog preCnika kazeinske micele u sistemima

tipa J,, odnosno odgovarajuc¢im H sistemima.

Pored veze izmedju oblika micela 1 osetljivosti
kazeina na koagulaciju himozinom, moze se zakljucCiti da
postoji i1 odredjena zavisnost izmedju velicCine micela ka-
zeina, termostabilnosti, stabilnosti u odnosu na alkohol
1 vremena koagulacije. Sa smanjenjem precCnika kazeinske mi-
cele, povedanjem termostabilnosti 1 stabilnosti u odnosu
na alkohol, smanjuje se 1 osetljivost kazeina na koagula-
ciju himozinom. Ilzuzetak su sistemi sa fosfatom, gde sve
primenjene koncentracije fosfata dovode do smanjenja oset-
Ijivosti kazeina na himozin, bez obzira na precnik micela

u sistemu.
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ZAKLJUCCI

Istrazivanja izvrSena u ovom radu, koja su
obuhvatala ispitivanje uticaja pojedinih jona i njihovih
kombinacij a na micelarnu tezinu, oblik, veliCinu 1 ras-
podelu velicina kazeinske micele, stabilnost kazeina
prema alkoholu, njegovu termicku stabilnost kao i1 oset-

Ijivost kazeina na koagulaciju himozinom, daju osnova za

donoSenje sledec¢ih najvaznijih zakljucaka:

- Micelarna tezZina kazeinske globule raste u
rastvoru Na-kazeinata sa porastom koncentracije kalciju-
movih jona od 13,8 mM/1 (model sistem B.l.), gde iznosi MM
30,770 miliona, do 33,7 mM/1 (sistem B.5.) gde iznosi
MW = 109,290 miliona. Znac¢i da se u model sistemu in vitro
konstruisanom dodatkom kalcijumovih jona izaziva asocija-

cija kazeina 1 stvaranje agregata slicne veliCine kao Sto

se to deSava in vivo, pri sintezi mleka.

- Povecanje micelarne tezZine kazeinske globu-
le pod uticajem porasta koncentracije magnezijumovih jona,
se moze konstatovati samo do odredjene granice, odnosno do
koncentracije od 23,U mM/1 (sistem C.3.) gde 1iznosi
MW = 43,480 miliona. Sa daljim povecanjem koncentracije
magnezijumovih jona proseCna velicCina kazeinske micele

ostaje nepromenjena. Tako pri najvecoj primenjenoj
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koncentraciji magnezijumovih jona od 33.3 mM/1 micelarna
teZzina kazeina iznosi takodje 43,8 miliona, Sto je oko
2,5 puta manje od teZine kazeinske micele u analognom
sistemu sa kalcijumom i ukazuje na bitnu razliku u stabi-
Inosti kazeina u prisustvu kalcijuma, odnosno magnezijuma,

iako su oba jona iste valence.

- Istrazivanja izvrSena uz pomo¢ elektronskog
mikroskopa su pokazala da kalcijumov jon izaziva formiranje
kazeinskih micela globularnog oblika in vitro, u rastvoru
Na-kazeinata, bilo da se nalazi sam, ili u prisustvu sle-
de¢ih jona: natrijuma, kalijuma, fosfata, citrata i1 njiho-
vih kombinacija. U sistemima u kojima je prisutan kalcijum
(B.2., b.2., D.3., D.5., F.l., F.4_, H.1., H.2., H.6.) ka-
zein se nalazi uvek u polidisperznom obliku sa odredjenom
raspodelom preCnika globula, 3to je verovatno u vezi sa po-

Jjavom nazvanom pamcéenje prvobitne velicCine micele, tzv.

"'size memory".

- Za razliku od prethodnih model sistema, u
analognim sistemima gde je agregirajuci agens dvovalentni
katjon magnezijuma,kazeinske micele se nisu formirale u ob-
liku pravilnih globula razlic¢itih prec¢nika (C.2., E.Il.,
E.-3., E.5., G.I., G.4_, I1.1_, 1.2_. , 1.3.) . Do nastanka ag-
regata je dosSlo i u ovim sistemima, medjutim stvoreni obli-

ci Iimaju nepravilnu i nedovoljno definisanu formu. Simpto-

maticno je da su najizrazitije nepravilne micele nastale
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u sistemu, gde je od svih jJonskih vrsta prisutan samo
magnezijum, a da su najblize pravilnom obliku micele ka-
zeina u kombinovanim sistemima, u kojima se katjoni kal-
cijuma 1 magnezijuma nalaze u jednakim molskim koncent-

racijama, uz prisustvo TfTosfatnih i1 citratnih jona.

- Statisticka obrada podataka elektronske
mikroskopije je omogucila donoSenje nekoliko interesant-
nih zakljuCaka. ProseCan precCnik kazeinske micele je naj-
manji kod sistema kombinovanog jonskog sastava, koji se
sastoji od 18.8 mM/1 Ca2+, 22 mM/IP 1 4,70 mW/:1 (CgH”NON)3”
(H.6.), 1 iznosi 364 u analognom sistemu u prisustvu
kalijumovih jona umesto natrijumovih je neSto veci i iznosi
386 8 (J.3.). ProseCan precnik kazeinske micele je u svim
sistemima kombinovanog jonskog sastava manji od srednjeg
prec¢nika micela u sistemu u kome se nalazi samo kalcijumov
jon u analognoj koliC¢ini. To znaCi da kombinacija dodava-
nja fosfatnih 1 citratnih jona u svim ispitivanim koncent-

racijama deluje stabilisuc¢e na kazein.

- Zabuna koja postoji u literaturi oko stabili-
Suceg, odnosno destabilisSuceg,delovanja fosfatnog anjona
Jje reSena na sledeci nacin (sistemi D): smer delovanja fos-
fata na stabilnost kazeina u sistemu je odredjen njegovom
koncentracijom. NizZza koncentracija fosfora (16,1 mM/1) iza-
ziva neobicno veliko povecanje prosecnog precnika kazeinske
micele za 116 8, u odnosu na srednji prec¢nik micela u odgo-

varajucem sistemu bez fosfata. Sa povecanjem koncentracije
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fosfatnih jJona proseCan precCnik micela kazeina se smanju-

je na vrednost blisku onoj u odgovarajucdem sistemu, samo

sa kalcijumom (B.2.).

- Citratni anjon u svim koncentracijama (si-
stemi F) prouzrokuje dezagregaciju kazeinskih micela, ko-
ja je utoliko izraZenija ukoliko je veca koncentracija
ovog jona, tako da su kazeinske micele u sistemu sa
18.8 mM/1 citrata (F.4.) reda veliCine 200-300 8 sa uskom
raspodelom. Pomenuti red velicine kazeinskih micela je
blizak preCniku globule kazeina u model sistemu Cistog
rastvora Na-kazeinata (A.1.), Sto je ocCigledno 1 iz foto-

grafija pomenutih sistema.

Uporedjenje primenjenih molarnih koncentracija
fosfatnih 1 citratnih anjona 1 njihovog dejstva na velicCinu
micele kazeina pokazuje da je citrat znatno efektniji sta-

biliSu¢i agens od fosfata.

- Vrednosti disperzije i standardne devijacije
navedenih sistema pokazuju da je odstupanje od srednje vred-
nosti kod svih model sistema kombinovanog jonskog sastava,

u kojima se nalazi kalcijum, fosfat , citrat, odnosno kali-
jum, kalcijum, fosfat i citrat, (H.1., H.2., H.6., J.1._,
J.2., J.3.), relativno malo (ao = 293-496), dok ostale si-
steme, u kojima se nalazi samo kalcijum, odnosno Tfosfat
ili citrat u prisustvu kalcijuma (B.2., D.1., D.3., D.5.,
F.1.), karakterisSe razvucenija raspodela i veéa odstupanja

od srednje vrednosti (o2 = 891 - 1732).
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- Raspodela velicCina kazeinskih micela u is-
pitivanim model sistemima odgovara T-raspodeli sa stepe-
nom korelacije koji se kre¢e u intervalu od 0,891022 do

0,991469, i koeficijentom odredjenosti od 0,793920 do
0,983010.

- Na destabilizaciju model sistema u prisust-
vu alkohola podjednako intenzivno utiCu odgovarajuce kon-
centracije kalcijumovih, odnosno magnezijumovih, jona.
Fosfatni i citratni anjon imaju suprotan efekat, s tim Sto
citrat stabilizuje kazein u odnosu na alkohol bolje od
fosfata pri analognim molarnim koncentracijama. DelimiCna
zamena dvovalentnih jona magnezijumom, odnosno monovalent-
nih jona kalijumom, ne uzrokuje bitne promene u pogledu

stabilnosti navedenih model sistema prema alkoholu.

- TermiCcka stabilnost kazeina u ispitivanom
dijapazonu koncentracija kalcijumovih jona 1 temperatura
(sistemi tipa B) opada sa porastom koncentracije kalciju-
movih jona pri konstantnoj temperaturi, a pri stalnom sa-
drzaju Ca2+ opada sa porastom temperature. Rezultati Ispi-
tivanja termiCke stabilnosti kazeina u prisustvu magneziju
ma (sistemi tipa C) su pokazali da magnezijumov jon do od-
redjene koncentracije deluje na povisSenim temperaturama
kao jaci agregirajuci agens od kalcijumovog. Razlicit tem-
peraturni koeficijent agregiranja kazeina kalcijumom, od-
nosno magnezijumom, moZze da bude u vezi sa vecim elektro-

negativitetom i1 manjim precnikom magnezijumovog jona, 1|
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pored iste valentnosti jona ovih dvaju metala.

- Smer delovanja fosfata na stabilnost kazeina
u prisustvu kalcijumovih (sistemi D) odnosno magnezijumovih
jona (sistemi E) pri termickom tretmanu odredjuje koncent-
racija dodatog anjona i primenjena temperatura. Stabilnost
kazeina u model sistemima ovog tipa zavisi jJo3 i od vrste
primenjenog agregirajuCeg agensa, tj. da li se radi o kal-

cijumu 11T magnezijumu.

- Rezultatima ispitivanja termiCke stabilnosti
kazeina u model sistemima (sistemi F i G) ustanovljeno je
da je citratni anjon veoma dobar stabilisSuci agens i u
prisustvu kalcijumovih 1 magnezijumovih jona. Pokazalo se
da je najveca stabilnost kazeinskih micela postignuta u si-
stemima gde kolicCina citratnog anjona odgovara ekvimolar-
noj koncentraciji citrata potrebnoj da veZe ceo sadrzaj

dvovalentnog katjona u sistemu (12,5 mM/1).

Iz uporedjenja stabilnosti model sistema D, E,
F, G proizilazi da je minimalna koliCina anjona potrebna da
spreCi termiCku destabilizaciju kazeina priblizno dva puta
manja ako je u pitanju citrat (oko 10 mM/1), nego fosfat
(vise od 20 mM/1) , bez obzira na vrstu dvovalentnog katjo-

na prisutnog u sistemu.

- U model sistemima kombinovanog jonskog sasta-
va (sistemi H) se zapaza koordinativno dejstvo pojedinih
jonskih vrsta. Kombinovani sistemi u kojima je 50% kalci-

jumovih jona zamenjeno magnezijumovim (sistemi 1) stabilniji
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su od analognih sistema u kojima je zastupljen samo kalci-
jum (sistemi H 1 J) na svim temperaturama. Povoljno delo-
vanje jona magnezijuma na stabilnost sistema kombinovanog
jonskog sastava moze da bude u vezi sa interakcijom ovog
jona 1 fosfatnog anjona. Delimicna zamena natrijumovih jo-
na kalijumovim (sistemi J) ne prouzrokuje bitne promene
termostabilnosti kazeinske micele na svim ispitivanim tem-

peraturama.

- Osetljivost kazeina na himozin raste sa po-
rastom koncentracije kalcijumovih jona do odredjenog nivoa

(28,7 mM/1 ca®t

, sSistem B .4.) , posle koga se visSe ne menja
Kod sistema u kojima su dodati magnezijumovi joni (C), kri
va promene vremena koagulacije kazeina himozinom ima mini-
mum kod koncentracija od 23,4 mM/1 (sistem C.3.), Sto znac
da se sa daljim povecanjem broja ovih jona u sistemu produ
zava vreme potrebno da himozin koaguliSe te sisteme. Odre-
djivanjem jonskog kalcijuma, odnosno magnezijuma, u Filtra-
tu posle koagulacije ustanovljeno je da kolicina jona ove

vrste linearno zavisi od njihove prvobitne koncentracije u
sistemu, a da je u proseku za 3,51 mM/1 vecda kada je u pi-
tanju magnezijum. Koncentracija rastvorljivih azotnih ma-

terija u serumu posle koagulacije je u sistemima sa kalci-
jumom (B) konstantna (0,43 do 0,44%), dok u prisustvu mag-

nezijuma pokazuje minimum kod koncentracije od 28,3 mM/1

(sistem C.4.). Za sve sisteme sa magnezijumom kolicina
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rastvorljivog azota je veca od analogne u serumu koaguli-

sanih sistema sa kalcijumom.

- U prisustvu fosfata i sa porastom koncent-
racije ovog jona, vreme koagulacije se produzava bez obzi-
ra koji od odabranih dvovalentnih katjona se nalazi u
sistemu (D 1 E). Ako je to magnezijum inhibicija je izra-
Zzenija, Sto je 1 oCekivano na osnovu vremena koagulacije
kontrolnih sistema (B.2. 1 C.2.). Fosfat ne inhibira prvu
fazu koagulacije, ali stabiliSe nastali parakazein u odno-

su na dvovalentne katjone u sistemu, te se druga i1 treca

faza odvijaju sporije i1 U manjoj meri.

- Citratni anjon je joS jacCi inhibitor koagula-
cije od fosfatnog, tako da u sistemima sa 18.8 mM/1 citrata
i viSe ni u prisustvu kalcijuma (F.4. 1 F.5.)i1 magnezijuma
(G.4. i1 G.5.) uopsSte ne dolazi do koagulacije. Inhibirana
je takodje druga i treca faza koagulacije kazeina himozinom,
vezivanjem kalcijuma, odnosno magnezijuma,od strane citrata.
U sistemima gde koncentracija citratnog jona prelazi kon-
centraciju ekvimolarnu kolic¢ini kalcijuma, odnosno magnezi-
juma u sistemu, koagulacija je sasvim onemoguc¢ena. Naknadno
dodavanje kalcijuma, odnosno magnezijuma, izaziva momentalnu

koagulaciju, obzirom da je prva faza delovanja himozina vec

zavrsena.

- Ispitivanja koagulacije model sistema kombi-

novanog jonskog sastava tipa H pokazala su da se delovanja
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edinih jonskih vrsta u smislu skrac¢enja, produzZenja

T
(@)
\—

totalnog onemogucenja koagulacije, sabiraju. Zamena
50% dvovalentnih jona u sistemu magnezijumom (tip 1)
Jos visSe produzava ispitivano vreme. Kalijumov jon (tip J)

pokazuje slabiji stabilisu¢i efekat od natrijumovog u od-

nosu na koagulaciju kazeina himozinom.
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PRI1TLOZI

Spisak model sistema.

Zimm-ovi dijagrami kazeina u model sistemima B.l. do

B.5. 1 C.I. do C.5.

Micelarne tezine kazeina u model sistemima B.l. do

B.5, 1 C.I. do C.5.

Histogrami precnicke raspodele kazeinskih micela u

izabranim model sistemima.

T-funkcije za povrSinski prosek kazeinskih micela u

izabranim model sistemima.

Gustine brojne, precnicke, povrsSinske i zapreminske

raspodele kazeinskih micela u izabranim model sistemima.

Fotografije kazeinskih micela u izabranim model siste-

mima (uvecanje 50.000 puta).



Hodel sistemi

A.l. Na-kazeinat

B.1. Ca2+/Na-kazeinat
B.2.

B.3.

B.4.

B.5. "

B.6.

B.7.

B.8. "

C.1. Hg2+/Na-kazeinat
cC.2. "

SPISAK HODEL SISTEHA

Koncentracij a jona (mH/1)

ca2+  Pg?*
1.4 1.1

13.8 i

18.8

23.8 X ®X

28.7 x=l

33.7

38.7 des

43.7

48.8 L3
1.4 13.4
1.4 18.5
1.4 23.4
1.4 28.3
1.4 33.3
1.4 38. 3
1.4 43. 3
1.4 48.4

Na +

19.3

19.3
19 .3
19.3
19 .3
19 .3
19 .3
19 .3

1% .5

19.3
19 .3
19.3
19 .3
19 .3
19 .3
19 .3
19.3

K+

1.0

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

apP0o2"

7.5

7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5

7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5

<C6H5°7)3~



Model sistemi

1. Ca2+/P03”/Na-kazeinat
D.2
D.3
D .4
D.5

E.I. Mg2+/P03 /Na-kazeinat
E.2. "

E.3. 1

E.4. "

E .5.

F.1. Ca2+/(C5H507?)3"/Na-kazeinat
F.2.

F.3.
F.4. Y

F.5. "

G.l. Mg2+/CgH507)3 /Na-kazeinat



Caz2+

18. 8
18.8
18.8
18.8
18.8

1.4
1.4
1.4
1.4
1.4

18.8
18.8
18.8
18.8
18.8

1.4
1.4
1.4
1.4

1.4

Koncentracija jona (mM/1)

Mg 2+

18.5
18.5
18.5
18.5
18.5

18.5
18.5
18.5
18.5

18.5

Na +

36.5
49 .5
62.5
69.1
80.7

36.5
49.5
62.5
69 .1
80.7

26 .3
33.4
47.5
75.7
98.5

26.3
33.4
47.5
75.7

98.5

K+

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

1.0
1.0
1.0
1.0

1.0

16 .1
22.6
29.1
35.5
42.0

16.1
22.6
29.1
35.5
42.0

7.5
7.5
7.5
7.5
7.5

7.5
7.5
7.5
7.5

7.5

(C6HS°7>3

2. 35
4.70
9.40
18.80
26.40

2.35
4.70
9.40
18.80

26.40



fodel sistemi

H.1. Ca2+/P0”~”/(C6H507)3”’/Na-kazeinat
H.2.

H. 3.

H.4.

H.5. "
H.6. "
H.7. "
H.8. "
H.9.

H.10.

H.II.

H.12. "

1.1.Ca2+/Mg2+/P03 /(CgHMON)3”/Na-kazeinat
1.2. "
1.3. "

J.1. Ca2+/K+/P03"/(C6H507?)3"/Na-kazeinat
J.2.
J.3. "

Caz2+

18.8
18.8
18.8
18.8
18.8
18.8
18.8
18.8
18.8
18.8
18.8
18.8

9.9
9.9
9.9

18.8
18.8
18.8

anavedene koncentracije su date u obliku fosfora (P)

Koncentracija jona (imwd)

Mg 2+

1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1

9.9
9.9
9.9

1.1
1.1
1.1

Na +

43.5
50.6
64.7
92.9
56.5
63.6
7.7
105.9
69 .5
76.6
90.7
118.9

43.5
50.6
63.6

19.3
19 .3
19 .3

K+

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

1.0
1.0
1.0

24. 2
31.3
44. 3

aPOM-

16.1
16.1
16.1
16.1
22.6
22.6
22.6
22.6
1
29.1
29.1
29.1

16 .1
16.1
22.6

16.1
16 .1
22.6

(C6H5°7)

2.35
4.70
9.40
18.80
2.35
4. 70
9.40
18. 80
0 0Og
4..3
9 .40
18.80

2.35

4.70
4.70

2. 35
4.70
4.70
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GRAFIK 5 ZIMM-OV DIJAGRAM KAZEINA
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Tabela 9.: Gustine brojne, precnicke, povrsSinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela

u model sistemu B.2.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

Precnik ne raspodele precnicke povrSinske zapreminske

X. ) raspodele raspodele raspodele

1 ) <yd> <yp> v}
10 0.31321 0.06862 0.01006 0.00102
30 2.50534 1.62753 0.74546 0 .23907
50 1.21420 1.31470 1.00451 0.53740
70 0.44103 0.66868 0 .71463 0.53533
90 0.23632 0.46052 0.63248 0.60947
110 0.11641 0.27541 0.46339 0 .54426
130 0.07263 0.20336 0.40426 0.56238
150 0.04655 0.14922 0.34037 0.54623
170 0.02605 0.09832 0.25378 0.46150
190 0.01903 0.07910 0.23023 0.46809
210 0.00507 0.02270 0.07036 0.15819
230 0.00507 0.02422 0.08444 0.20700
250 0.00221 0.01315 0.05033 0.13358




1
Tabela 10.: Gustine brojne, precCnicke, povrsSinske 1
zapreminske raspodele kazeinskih micela

u model sistemu D.I.

Gustina Gustina
povrSinske zapreminske

Gustina broj- Gustina
Pre¢nik ne raspodele prec¢nicke

X. , X raspodele raspodele _raspodele
y" (vp Gp> v}
10 0.50655 0.08759 0.00998 0.00079
30 1. 29284 0.67065 0.22920 0.05430
50 1.55746 1.34652 0.76698 0.30283
70 0.72833 0.88156 0.70299 0.38859
90 0.35030 0.54515 0.55893 0.39723
110 0.18397 0.34992 0.43849 0.38089
130 0.09577 0.21527 0.31880 0.32728
150 0.10585 0.27453 0.46912 0.55568
170 0.06552 0.19261 0.37301 0.50075
190 0.04284 0.14075 0.30466 0.45710
210 0.02016 0.07321 0.17514 0.29044
230 0.02016 0.08018 0 .21009 0.38157
250 0.01260 0.05447 0.15513 0.30626
270 0.00756 0.03530 0.10857 0.23148
290 0.00504 0.02527 0.08350 0.09122
310 0.00504 0.02702 0.09541 0.23357



Tabela 11.: Gustina brojne, precnicCke , povrsSinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela
u model sistemu D.3.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

PreCnik ne raspodele pre¢nicke povrsSinske zapreminske

X. , S raspodele raspodeie raspodele

n (yd> <yp> <yv>
10 0.23833 0.04933 0.00728 0.00075
30 2.25539 1.40046 0.61978 0 .19156
50 1.52283 1.57597 1.16243 0.59887
70 0.46663 0.67608 0.69814 0.50355
90 0.18565 0.34583 0.45915 0.42579
110 0.11039 0.25132 0.40783 0.46224
130 0.09533 0.25652 0.49193 0.65894
150 0.06021 0.18694 0.41365 0.63932
170 0.03261 0.11476 0.28779 0.50411
190 0.01505 0.05920 0.16593 0.32482
210 0.00753 0.03271 0.10134 0.21929
230 0.00502 0.02389 0.08104 0.19206
250 0.00251 0.01298 0.04788 0.12333
270 0.00251 0.01402 0.05584 0.15535



Tabela 12.: Gustine brojne, prec¢nicke, povrsinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela

u model sistemu D.5.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

Precni™ ne raspodele precnicke povrsinske zapreminske

X. .V raspodele raspodele raspodele

Yn p} yv5
10 0.27193 0.05633 0.00751 0.00062
30 2.%6203 1.52999 0.61200 0.15180
50 1. 32533 1.37268 0.91513 0.37831
70 0.41+831 0.65006 0.60672 0. 35115
90 0.15434 0.28773 0.34528 0.25693
110 0.07594 0.17304 0.25380 0.23082
130 0.08084 0.21770 0.37735 0.40559
150 0.05879 0.18269 0 .36537 0 .45 314
170 0.03185 0.11215 0.25421 0.35730
190 0.02940 0.11570 0.29311 0.46045
210 0.01960 0 .08525 0.23871 0 .41447
230 0.01715 0.08170 0.25055 0 .47646
250 0.00980 0.05075 0.16915 0.34964
270 0.00980 0.05481 0.19730 0.44045
290 0.00490 0 .02943 0.11381 0.27288



Tabela 13.: Gustina brojne, precnicke, povrsSinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela
u model sistemu F_I.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

PreC¢nik ne raspodele pre¢nicke povrSinske zapreminske

X. , V raspodele raspodele raspodele

Yn (yd) <y > <yv >
10 0.45319 0.10383 0.01560 0.00158
30 2.85110 1.95972 0.88312 0.26788
50 0.91633 1.04975 0.78843 0.39859
70 0.22410 0.35942 0.37793 0.26749
90 0.17679 0.36456 0.49285 0.44849
110 0. 185 0.40792 0.67402 0.74965
130 0. 15 0.25958 0.50691 0.66629
150 0. /6 0.20539 0.46277 0.70186
170 0.04 1 0.18428 0.47057 0.80885
190 0 .009yb 0.04336 0.12375 0.23773
210 0.00747 0.03594 0.11338 0.24074
230 0.00498 0 .02624 0 .09067 0.21085



Tabela 1*4.: Gustine brojne, precnicke, povrsSinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela

u model sistemu H.I.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

Pre¢nik ne raspodele pre¢nicke povrSinske zapreminske

X* / s raspodele raspodele raspodele

<yd) vy ) (yv)
10 0.34960 0.08768 0.01707 0.00250
30 2.83904 2.13605 1.24739 0.54712
50 1.29282 1.62116 1.57786 1.15345
70 0.27687 0.48605 0.66230 0.67782
90 0.10089 0.22773 0.39896 0 .52497
110 0.06804 0.18771 0.40194 0.64642
130 0.04927 0.16064 0.40652 0.77266
150 0.01642 0.06179 0.18041 0.39565
170 0.00469 0.02001 0.06621 0.16456
190 0.00235 0.01118 0.04135 0.11487



Tabela 15.: Gustine brojne, precnicke, povrsSinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela
u model sistemu H.2.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina
PrecCnik ne raspodele precnicke povrsinske zapreminske
X. , raspodele raspodele raspodele
<yd) <yp) <yv)
10 0.59211 > 0.15093 0.02909 0.00421
30 2.52895 1.93386 1.11837 0.48496
50 1.32105 1.68366 1.62279 1.17282
70 0.32632 0.58224 0.78566 0.79494
90 0.10263 0.23544 0.40848 0.53138
110 0.07105 0.19922 0.42244 0.67167
130 0.03158 0.10464 0.26223 0.49275
150 0.01316 0.05031 0.14547 0.31540
170 0.00789 0.03421 0.11211 0.27548
190 0.00526 0.02549 0.09336 0.25639



Tabela 16.: Gustina brojne, precnicke, povrsSinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela
u model sistemu H.6.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

PreCnik ne raspodele pre¢nicke povrSinske zapreminske

X. , \ raspodele raspodele raspodele

(y"} (yd> <yp> <yv >
10 0.58050 0.15939 0.03459 0.00570
30 2.81218 2.31652 1.50821 0.74525
50 1.27709 1.75333 1.90256 1.56685
70 0.20640 0.39671 0.60267 0.69486
90 0.06192 0.15302 0.29887 0.44305
110 0.03354 0.10130 0.24184 0.43816
130 0.01290 0.04605 0.12991 0.27817
150 0.00516 0.02125 0.06918 0.17093
170 0.00516 0.02409 0.08886 0.24882
190 0.00258 0.01346 0.05550 0.17369
210 0.00258 0.01488 0.06780 0.23452



Tabela 17.: Gustine brojne, precnicke, povrSinske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela

u model sistemu J.I.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

Pre¢nik ne raspodele pre¢nicke povrsSinske zapreminske

X. , raspodele raspodele raspodele
n (vds 0/ Cv

10 0.26492 0.06481 0.01290 0.00203
30 2.63962 1.93741 1.15725 0 .54559
50 1.53938 1.88310 1.87469 1.47305
70 0.38425 0.65806 0.91718 1.00895
90 0.08831 0.19444 0.34843 0.49281
110 0.04057 0.10919 0.23915 0.41340
130 0.02148 0.06832 0.17683 0.36126
150 0.01193 0.04379 0.13079 0.30831
170 0.00716 0.02978 0.10080 0.26929
190 0.00239 0.01109 0.04197 0.12532



Tabela 18.:

Preé¢nik
X.

10

50
70
90
110
130
150
170

190

Gustina brojne,

prec¢nicke, povrsinske i

zapreminske raspodele kazeinskih micela

Gustina broj-
ne raspodele

5 \Y

0.58269
2.51756
1.29544
0.33641
0.15811
0.07791
0.02750
0.01591
0.00687

0.00458

u model

Gustina

prec¢nicke
raspodele

<yd>

0.14823
1.92945
1.67821
0.60791
0.29942
0.18033
0.07522
0.05232
0.02459

0.01832

sistemu J.2.

Gustina

povrsSinske
raspodele

<yp=

0.02698
1.12155
1.62031
0.81045
0.47085
0.34659
0.17085
0.14855
0.07304

0.06083

Gustina

zapreminske

raspodele
<yv >

0.00405
0.48933
1.17217
0.82085
0.60560
0.54484
0.31741
0.31833
0.17745

0.16516



Tabela 19.: Gustina brojne, precnicke, povr3inske i
zapreminske raspodele kazeinskih micela

u model sistemu J.3.

Gustina broj- Gustina Gustina Gustina

Pre¢nik ne raspodele pre¢nicke povrSinske zapreminske

X. . \ raspodele raspodele raspodele

n (yd> (yp> (yv>
10 0.22637 0.05865 0.01269 0.00221
30 3.00498 2.33565 1.51632 0.79147
50 1.38557 1.79492 1.94212 1.68955
70 0.26119 0.47370 0.71757 0.87396
90 0.06468 0.15081 0.29372 0.45995
110 0.02985 0.08507 0.20251 0.38758
130 0.01244 0.04189 0.11785 0.26657
150 0.01244 0.4834 0 .15690 0.40950
170 0.00245 0.01096 0.04031 0.11922
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