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Sazetak

Diplomskog rada studentice Petre Vuni¢, naslova

UTJECAJ VRSTE | KOLICINE SIRILA NA KOAGULACISKA SVOJSTVA MLIJEKA PASKE OVCE

Osnovni cilj ovog diplomskog rada bio je prikazati vaznost mjerenja koagulacijskih svojstava
ovcjeg mlijeka te kroz analizu utvrditi u kojoj mjeri vrsta i koli¢ina, odnosno koncentracija sirila
utjecu na koagulacijska svojstva ovcjeg mlijeka. Skupni uzorci mlijeka paskih ovaca su za
potrebe istraZivanja prikupljeni na dva obiteljska gospodarstva. Kemijski sastav, fizikalna
svojstva i koagulacijska svojstva su odredeni u Referentnom laboratoriju za mlijeko i mlijecne
proizvoda pri Zavodu za mljekarstvo na Agronomskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.
Koagulacijska svojstva su odredena na instrumentu Formagraf (eng. Lattodynamograph).
Statistickom obradom dobivenih vrijednosti izra¢unat je utjecaj vrste i koncentracije sirila na
istraZivana koagulacijska svojstva ovcjeg mlijeka. Na osnovu dobivenih rezultata mozZe se
zakljuciti da uz kemijski sastav i higijensku kvalitetu mlijeka, odabir vrste i koncentracije sirila
znacajno utjecu na koagulacijska svojstva ovcéjeg mlijeka, te da se uz pravilnu primjenu sirila i
odgovarajuce koncentracije moZe utjecati na kvalitetu grusa pa samim time i na kvalitetu sira.
IstraZivanje je provedeno unutar projekta ,,Potencijal mikroinkapsulacije u proizvodniji sireva -

K.K.01.1.1.04.0058".

Kljucne rijeci: koagulacijska svojstva, vrsta sirila, koncentracija sirila, formagraf, mlijeko paskih ovaca



Summary

of the master’s thesis — student Petra Vuni¢, entitled

THE EFFECT OF TYPE AND RENNET CONCENTRATION ON THE COAGULATION PROPERTIES IN THE
MILK FROM PAG SHEEP

This master’s thesis aims to display the importance of understanding sheep’s milk coagulation
properties and to prove through data analysis how they are affected by the type and rennet
concentration. The collective samples from sheep milk were collected on two family farms.
Chemical composition, physical and coagulation properties were determined in the Reference
Laboratory for Milk and Dairy Products, located in the Department of Dairy Science, Faculty of
Agriculture, University of Zagreb. Milk coagulation properties were determined by the use of
the Formagraph (Lattodynamograph) instrument. The effect of rennet type and concentration
on the milk coagulation properties was calculated with statistical analysis. Based on the
obtained results, it can be concluded that in addition to the chemical composition and hygienic
quality of milk, the selection of the type and concentration of rennet significantly affects the
coagulation properties of sheep’s milk and that the quality of curds and cheese itself can be
influenced by the correct application and appropriate rennet concentration. The research was
carried out within the project “Potential of microencapsulation in cheese production-

K.K.01.1.1.04.0058”.

Keywords: coagulation properties, type of rennet, rennet concentration, formagraph, Pag sheep milk



1. Uvod

Ovcje mlijeko se zbog svog kemijskog sastava znatno razlikuje od kravljeg i kozjeg
mlijeka. Zahvaljujuéi viSem udjelu proteina, ponajvisSe kazeina i mlijeéne masti u najveéoj mjeri
se preraduje u sir. Paski sir je nas najpoznatiji tvrdi sir koji se proizvodi od mlijeka paskih ovaca
na otoku Pagu i od 2019. g. je na razini EU zasticen zaStitnom oznakom izvornosti (eng.
Protected designaton of origin, PDO). Na kvalitetu sira mogu utjecati razliciti ¢imbenici kao Sto
su: kemijski sastav mlijeka, higijenska kvaliteta mlijeka, stadij laktacije ovaca, ali i vrsta sirila
koja se koristi za koagulaciju mlijeka tijekom procesa proizvodnje. Osim vrste sirila vazna je i
koli¢éina dodanog sirila koja moZe utjecati na bolje ili loSije rezultate proizvedenog sira.
Nedovoljna preciznost u doziranju sirila rezultirati ¢e razlikama u randmanu, kvaliteti grusa i
naposljetku kvaliteti proizvoda. Zbog navedenih razloga potrebno je dodatno istraZiti utjecaj
koli¢ine i vrste sirila na koagulacijska svojstva mlijeka koje se koristi u proizvodnji sireva kako
bi se optimizirao proces proizvodnje i dobio proizvod ujednacdene kvalitete i pozeljnih

karakteristika.

Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj vrste i koli¢ine sirila na koagulacijska svojstva
mlijeka paske ovce, odnosno na pocetak koagulacije, ¢vrstoc¢u i brzinu formiranja grusa, te
ukazati na vaZnost preciznosti u doziranju sirila koje moze utjecati na kvalitetu Paskog sira. Za
potrebe istrazivanja prikupljeno je 8 skupnih uzoraka ovc¢jeg mlijeka s dvije razli¢ite farme
tijekom cijele laktacije. Kemijski sastav i fizikalna svojstva mlijeka odredena su na instrumentu
Milkoscan FT3 (Foss, Danska). Ukupan broj mikroorganizama odreden je na instrumentu
Bactoscan (Foss, Danska), broj somatskih stanica na instrumentu Fossomatic Minor (Foss,
Danska), a koagulacijska svojstva ov¢jeg mlijeka odredena su formagrafskim mjerenjem na
Formagrafu (eng., lacto-dynamograph, MA.PE SYSTEM SRL, Italija). Za potrebe formagrafskog
mjerenja koristeno je sirilo proizvedeno u Zavodu za mljekarstvo na Agronomskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu i komercijalno sirilo Maxiren (DSM, Nizozemska) u tri razliCite
koncentracije: 0,041 IMCU/mL, 0,051 IMCU/mL te 0,061 IMCU/mL. Usporedena su

koagulacijska svojstva skupnih uzoraka ovcéjeg mlijeka (n=8) odredena s navedenim



koncentracijama i vrstama sirila. Statisticka obrada podataka je napravljena u programu SAS

9.4 (Cary NV: SAS Institute Inc.) te su rezultati prikazani u tablicama.



2. Pregled literature

2.1. Sastav i osobine ovc¢jeg mlijeka

Ov¢je mlijeko se gotovo u cijelosti preraduje u ov¢ji sir. Kvaliteta i koli¢ina sira koja ¢e
biti proizvedena od ovéjeg mlijeka ponajvise ovisi o kemijskom sastavu mlijeka, odnosno o
koli¢ini mlije€ne masti i proteina.

Genetski ¢imbenici, stadij laktacije, u¢estalost muznje, klima te hranidba, samo su neki
od c¢imbenika koji mogu utjecati na navedene sastojke mlijeka (Mioc€ i sur., 2007). Takoder,
udio proteina i masti u mlijeku moZe varirati ovisno o pasmini i vrsti Zivotinje $to je prikazano
u Tablicama 2.1. i 2.2. Prema Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 36/2020),
ov¢je mlijeko mora sadrzavati minimalno 3,0% mlije¢ne masti, 3,80% proteina i 9,50% suhe
tvari bez masti, te ne smije sadrzavati vise od 1,5 milijuna mikroorganizama u 1 mL mlijeka.
Nadalje, ov¢je mlijeko ima vecu energetsku vrijednost, gusce je i viskoznije od kravljeg mlijeka
te prema istom Pravilniku (NN 36/2020) tocka ledista ne smije biti viSa od -0,560 °C, kiselinski
stupanj varira u rasponu od 8,0 do 12,0 °SH, dok pH-vrijednost mora biti u rasponu od 6,5 do

6,8.

Tablica 2.1. Udio pojedinih sastojaka mlijeka u razlicitih vrsta mlijeka

VRSTA MLIJECNA PROTEINI LAKTOZA SUHA TVAR
MLIJEKA MAST
(%) (%) (%) (%)
Kravlje 3,70 3,50 4,90 12,80
Ovgje 7,98 5,81 4,81 20,29
Kozje 4,25 3,52 4,27 13,00

Izvor: Biadala i Konieczny (2018)




Tablica 2.2. Udio (%) mlijeCne masti i proteina u razli¢itih pasmina ovaca

PASMINA MLIJECNA MAST (%) PROTEINI (%)
Awassi 6,70 6,05
Istocno-frizijska 5,74-5,80 4,70-5,14
Chios 6,60 6,00
Paska ovca 7,24-8,56 5,34-6,06
Creska ovca 7,72 5,56

Izvor: Antunac i Lukac¢ Havranek (1999), Antunac i Havranek (2013)

2.1.1. Mlije¢na mast

Mlije¢na mast ¢ini oko 38,60% ukupne suhe tvari ovéjeg mlijeka koja moze iznositi od
14,40 do 20,70% (Anifantakis, 1986). Mlije€na mast je najvarijabilniji sastojak mlijeka. Mioc i
sur. (2007) navode da je koli¢ina mlije¢ne masti ov¢jeg mlijeka najmanja pocetkom laktacije
(3,50%), a najvisa krajem laktacije (11,70%). U usporedbi s kravljim, mlijecna mast ov¢jeg
mlijeka razlikuje se po sastavu i fizikalnim osobinama. Ov¢je mlijeko sadrzi znatno vedéu
koli¢inu nizih masnih kiselina (~23%) u odnosu na kravlje koje sadrzi ~12% (Antunac i Lukac
Havranek, 1999). Havranek i sur. (2014) isticu mlijeCnu mast kao vazan ¢imbenik tvrdoce sira,
odnosno, navode da ¢e mlijeko za sirenje koje sadrzi niZi udio mlijeCne masti davati tvrdu
teksturu sira. Takoder, isti autori navode kako na strukturu sira, ali i njegov okus utjece i sastav
masnih kiselina sadrzanih u mlijeénoj masti mlijeka. Nize masne kiseline koje su glavni razlog
karakteristicnog okusa i mirisa ovéjeg mlijeka i kojih ujedno ima i najvise u mlijeku su:
kaprinska, kaprilna te laurinska kiselina. Havranek i sur. (2014) isticu kako su one izvor
pikantnosti i izraZzajnog okusa ovéjeg sira pa tako i Paskog sira. Nadalje, u usporedbi s kravljim,
ovcje mlijeko je probavljivije zbog sitnijih globula mlije¢ne masti Ciji je promjer manji od 3,5

um.



2.1.2. Proteini

Uz mlije¢nu mast, proteini su vrlo vazan sastojak mlijeka, ponajvise zbog prerade mlijeka
u sir jer njihov udio utje¢e na randman sira. U ovéjem mlijeku od ukupne koli¢ine suhe tvari
(14,40-20,70%), udio proteina je ~31,20%. Proteini ov¢jeg mlijeka sastavljeni su od kazeina Ciji
udio iznosi od 75 do 80% i od proteina mlije¢nog seruma ¢iji udio iznosi od 20 do 25%, Sto je u

usporedbi sa kravljim dvostruko vise (Park i sur., 2007).

a-, B- i k- kazein su glavne frakcije kazeina ov¢jeg mlijeka te se nalaze u jezgri kazeina,
dok su a-laktalbumin, B-laktoglobulin, imunoglobulini, albumini krvnog seruma, proteoze te
peptoni proteini mlije¢nog seruma. Kazein se u mlijeku nalazi u obliku kazeinskih micela
promjera (80 nm), znatno manjeg od kravljeg (50-200 nm). Upravo zbog toga ovcje mlijeko
koagulira brze od kravljeg i daje €vrs¢i grus (Park i sur., 2007). Kazeinske micele su izrazito
hidratizirane Cestice nastale nakupljanjem malih podjedinica ili submicela koje su nastale
medusobnim povezivanjem kazeinskih frakcija o.-kazein, as-kazein, B-kazein i «-kazein.
Spomenuta B-kazein frakcija u ov¢jem mlijeku predstavlja dominantnu kazeinsku frakciju, dok
je u kravljem mlijeku dominantnija kazeinska frakcija o.-kazein (Mohanty i sur., 2016).
Submicele su medusobno povezane koloidnim kalcijevim fosfatom (Tratnik, 1998). S obzirom
da se kazein u ov¢jem mlijeku nalazi u vecoj koncentraciji nego u kravljem, titracijska kiselost

ov¢jeg mlijeka je veda te iznosi =8,8 °SH.

2.1.3. Laktoza

Laktoza je glavni ugljikohidrat mlijeka i sluzi kao izvor energije za mlijecno-kiselinske
bakterije ¢ija je osnovna uloga fermentacija laktoze u mlijecnu kiselinu. Laktoza kao sastojak
mlijeka nema neki znac¢ajan ucinak na proizvodniju sira i na njegov randman, ali moze utjecati
na fizikalna svojstva mlijeka, ponajvise na tocku ledista i gustoéu. U usporedbi s kravljim, ov¢je
mlijeko sadrzi neSto manje laktoze te njezin udio u mlijeku varira s obzirom na stadij laktacije.
Antunac i Luka¢ Havranek (1999) navode da udio laktoze pocetkom laktacije iznosi ~5,70%, te

da se on krajem laktacije smanjuje na ~4,20%.



2.1.4. Vitamini i mineralne tvari

Ovcje mlijeko, kao i kozje, bogato je vitaminima, ponajviSe vitaminom A koji je glavni
razlog karakteristi¢ne bijele boje ov¢jeg mlijeka jer se Cak 80% [3-karotena prevodi u vitamin A
(Barlowska, 2011). Nadalje, uz vitamin A, ov¢je mlijeko u usporedbi s kravljim sadrzi i veée
koncentracije vitamina B kompleksa te vitamina Ci E (Antunac i Luka¢ Havranek, 1999).

Za razliku od vitamina, mineralne tvari imaju vazniju ulogu u proizvodniji sira. Kao najvazniji
minerali ov¢jeg mlijeka isticu se kalcij i fosfor, koji se uz ostale mineralne elemente, kao $to su
magnezij, cink i Zeljezo, nalaze u vecéoj koncentraciji nego u kravljem mlijeku (Antunac i
Havranek, 2013). Najvise se istice kalcij koji je sastavni dio kazeinskih micela u obliku koloidnog
kalcijevog fosfata, koji utjeCe na brzinu formiranja gela - odnosno grusa (Tratnik, 1998). U
proizvodnji ov¢jeg sira nije potrebno dodavati kalcijev klorid zbog njegovog prirodno

povecéanog sadrzaja, a zahvaljujucdi tome se i koagulacija odvija puno brze.



2.2. Koagulacijska svojstva mlijeka

Koagulacijska svojstva mlijeka opisuju sposobnost mlijeka za grusanje (koagulaciju),
stopu ucévrséivanja grusa i Cvrstocu grusa. Poznavanje koagulacijskih svojstava mlijeka i
njihovih interakcija s vrstom i koli¢inom dodanog sirila u proizvodnji za rezultat moze imati
poboljsanja u tehnologiji proizvodnje i kvaliteti proizvedenog sira. Bittante (2013) na slijededi

nacin opisuje koagulacijska svojstva:

1.) RCT, min (eng. Rennet Clotting Time) — Vrijeme pocetka grusanja mlijeka od dodatka
sirila

2.) kao, min — Brzina formiranja grusa (vrijeme potrebna da gru$ postigne ¢vrstoéu od 20
mm)

3.) aso, mm — Cvrstocéa grusa nakon 30 min od dodavanija sirila

4.) Amax, min — Vrijeme potrebno za postizanje maksimalne ¢vrstoée grusa

5.) aso,mm - Cvrstoéa grusa nakon 60 minuta od dodavanja sirila

Navedeni parametri provjeravaju se analizom na instrumentu Laktodinamograf (eng.
Formagraph), koji na kraju procesa dobivene podatke prikazuje u karakteristicnom obliku
zvona (Slika 2.2.1.). Formagraf je mehanicki instrument koji odreduje koagulacijska svojstva
mlijeka njihanjem klatna (lijevo-desno) u uzorku mlijeka te mjeri promjene viskoznosti mlijeka
odnosno otpor kretanju klatna nastao procesom zgrusavanja. Cvrstoda grusa se izrazava u
milimetrima pokreta klatna pod otporom. Ovaj modularni instrument sastoji se od dva dijela.
Prvi dio (toplinski modul) namijenjen je zagrijavanju uzoraka mlijeka na temperaturu na kojoj
se odvija analiza. Ukupno 10 uzoraka mlijeka (10 mL) se pipetira u aluminijski blok te se prije
pocetka analize dodaje otopina sirila. Tako se pripremljeni aluminijski blokovi prebacuju u
drugi dio instrumenta, modul za analizu. U drugom dijelu instrumenta se mala klatna uranjaju
u uzorke unutar aluminijskih blokova koja biljeze i isticu vrijeme pocetka stvaranja gela,
odnosno grusa. Uslijed grusanja mlijeka, promjena viskoznosti stvara otpor kretanju klatna te
ona Salju signale o pocetku koagulacije. Samo trajanje analize je podesivo te ono moze trajati

30, 60 ili 90 minuta.



Na koagulacijska svojstva koja je moguce izmjeriti formagrafom, uvelike utjecu fizikalno-
kemijske osobine mlijeka. Sadrzaj masti, proteina, odnosno koli¢ina B- i k—kazeina utjecu na
brzinu zgrusavanja (RCT) te na ¢vrstoc¢u grusa. S obzirom na navedeno, ovéjem mlijeku koje u
usporedbi s kravljim sadrzi veéi udio mlije¢ne masti i kazeina, bit ¢e potreban kraéi vremenski
period za pocetak koagulacije te ¢e do formiranja grusa i sinereze doci ranije nego u kravljem
mlijeku (Cipolat Gotet, 2018; Bittante i sur., 2014; Ferragina i sur., 2017).

Mariani i Battistotti (1999) isticu vaznost omjera mlijecne masti i kazeina za poboljSanje
koagulacijskih svojstava mlijeka Sto ¢e rezultirati ve¢im prinosom sira. Takoder, Bencini (2002)
istice bogati kemijski sastav ov¢jeg mlijeka kao jedan od glavnih razloga veéeg prinosa sira u
usporedbi s prinosom sira proizvedenog od kravljeg mlijeka. Osim kemijskog sastava, na
koagulacijska svojstva mlijeka utjeCe i ionometrijska kiselost mlijeka (pH-vrijednost) te
temperatura mlijeka Sto potvrduje istrazivanje Najera i sur. (2003).

Autori navode kako povecana acidifikacija mlijeka skracuje vremenski period potreban
za pocetak koagulacijskog procesa. Optimalna temperaturna vrijednost za postizanje vece
brzine koagulacije mlijeka je pri temperaturama iznad 30 °C, odnosno izmedu 40-42 °C, nakon
¢ega se brzina koagulacije smanjuje (Havranek i sur., 2013).

Kao najvazniji faktor koji utjece na koagulacijska svojstva mlijeka je koncentracija sirila
koja se koristi tijekom procesa proizvodnje. Odgovaraju¢om koli¢cinom sirila, odnosno pazljivo
izraCunatim doziranjem dobit ée se grus zadovoljavajuce ¢vrstoée u zadanom vremenu, Sto ¢e

rezultirati boljom kvalitetom finalnog proizvoda.

Slika 2.2.1. Parametri koagulacijskih svojstava mjerenih na instrumentu Formagraf
Izvor: McMahon i Brown, (1982)



2.3. Sirilo

Za koagulaciju mlijeka potrebni su enzimi, tocnije kimozin i pepsin. Sirilo je smjesa tih
enzima, vise kimozina (80-90%) i manje pepsina (10-20%). Navedeni enzimi odgovorni su za
destabilizaciju micela kazeina Sto posljediéno dovodi do pojave gruSanja. Takoder, uz
spomenutu primarnu ulogu, isti enzimi tijekom zrenja sira sudjeluju i u proteoliti¢kim
aktivnostima. Proces proizvodnje sira datira nekoliko tisuéa godina, pa se samim time prva
upotreba enzima u tu svrhu povezuje s prvim dokazima o proizvodniji sira, koji datiraju ~ 5000
godina prije Krista, a prikazani su slikama nadenim unutar Spilja (Ostari¢ i sur., 2022; Harboe i

sur., 2010).

Kako navode Ostari¢ i sur. (2022), sirilo se tradicionalno dobivalo ekstrakcijom iz
Zeludaca mladih sisavaca, najcesce teladi, te se ono koristilo u proizvodnji sira na farmama.
Kasnije je uslijed industrijalizacije proizvodnje sira i povecane potraznje za sirilom, u Danskoj
proizvedeno prvo komercijalno teleée sirilo (kimozin). U literaturi se sirilo navodi kao prvi
industrijski proizveden enzimatski pripravak koji se poceo komercijalno prodavati sa
standardiziranom enzimatskom aktivno$¢u. U svijetu se od prirodnih sirila Zivotinjskog
porijekla najvise koristi telece sirilo, a u manjoj mjeri janjece i jareée (Grcka i Italija). Harbou i
sur. (2010) isticu kako je tijekom povijesti najées¢i nacin dobivanja sirila bio kroz pripremu
svjezeg i susenog janjeceg sirista. Danas je ipak dobivanje sirila iz zamrznutih siriSta ucestaliji

nacin.

Sirilo (eng., rennet) je smjesa enzima dobivena ekstrakcijom iz sirista (lat. abomasum)
teladi, janjadi i jaradi, dok se ostali enzimski pripravci koji se koriste za zgrusavanje mlijeka
nazivaju koagulanti. S obzirom na navedeno, koagulante prema podrijetlu mozemo podijeliti
na Zivotinjske (govedi pepsin), mikrobioloske (Rhizomucor miehei, Rhizomucor pussillus,
Cryphonectria parasitica) (Andren, 2003), koagulante biljnog podrijetla (ekstrakt ¢icka Cynara
cardunculus) i fermentacijski proizveden kimozin (eng. FPC — Fermentation Produced
Chymosin) djelovanjem kvasca Kluyveromyces marxianus var. lactis ili bakterije Escherichia coli
K-12 (Aworh i Muller, 1987). Na trziStu su navedeni koagulanti i sirila dostupni u tekuéem
obliku, kao tablete i u obliku praha (Moschopoulou, 2011). Boja sirila moze biti zuékasta, bijela

ili zelenkasta Sto ovisi o prehrani preZivaca.



2.3.1. Kimozin i pepsin

Kimozin i pepsin, kako navode autori Yegin i Dekker (2013), pripadaju skupini proteinaza,
toc€nije asparaginskih proteinaza te se izlu¢uju u mukozi siriSta u obliku neaktivnih enzima
zimogena (prokimozin i propepsin). Najveca koli¢ina enzima izlucuje se u sredistu sirista, dok
se najmanje koli¢ine izlu¢uju u donjem dijelu. Do koagulacije mlijeka dolazi djelovanjem
enzima kroz tri faze. Tijekom prve faze koagulacije, aktivni enzim kimozin preuzima glavnu
ulogu i unutar k—kazeina zapocinje razgradnju biokemijskih veza izmedu dviju aminokiselina
mlijeka- fenilalanina i metionina, $to uzrokuje destabilizaciju micela proteina kazeina te se na
taj na€in omogucuje agregacija kazeina. Prilikom razgradnje kazeina (hidrolize) nastaje para-
k—kazein i kazeinomakropeptid (CMP). Upravo nastali kazeinomakroptid odgovoran je za
smanjivanje visoko nabijenog hidratacijskog sloja micela te za njihovu destabilizaciju uslijed
smanjenja naboja $to posljedi¢no uzrokuje manje medusobno odbijanje susjednih micela.

U drugoj fazi koagulacije mlijeka dolazi do povezivanja micela te zapocinje agregacija.
Brzina nastajanja gela ovisiti ¢e o pocetnom broju micela i koli¢ini proteina. Formiranje
proteinske mreze je treéa i zadnja faza te uvelike ovisi o koncentraciji koloidnog kalcijevog
fosfata jer ioni sadrzanog kalcija povecavaju hidrofobnost te utje¢u na medusobno
povezivanje micela.

Kod sireva sa zrenjem najpozeljniji omjer kimozina i pepsina u sirilu je 80:20 (Andren i
sur., 1982; Andren, 2011; Yegin i sur.,2013; Ostari¢, 2022). Medutim, udio spomenutih enzima
u smjesi mozZe varirati. Sama sekrecija, odnosno koli¢ina izlu¢enih enzima ponajvise ovise o
dobi Zivotinje, ali i njezinoj prehrani te ¢e tako mladuncad koja je hranjena isklju¢ivo mlijekom
u svome siristu izlucivati vece koli¢ine kimozina (Andren, 2011). Starenjem Zivotinje udio
kimozina se smanjuje, a udio pepsina povecava. Moschopoulou (2011) navodi kako je udio
prokimozina kod teladi mladih od 3 mjeseca hranjenih samo s mlijekom iznosio ¢ak 70-80%.
Takoder, kod sirila dobivenih od mlade janjadi koje su hranjene isklju¢ivo mlijekom udio

kimozina iznositi ¢e preko 80%.
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3. Materijali i metode

3.1. Prikupljanje uzoraka mlijeka

Uzorci mlijeka za potrebe istraZivanja prikupljeni su tijekom cijele laktacije od veljace do
lipnja 2021. godine na otoku Pagu. Uzorci su prikupljeni na dva obiteljska poljoprivredna
gospodarstva (OPG) te je tako od ukupnih 8 skupnih uzoraka, 4 bilo sa jednog OPG-a, a 4 sa
drugog. Skupni uzorci mlijeka su uzeti prije sirenja iz proizvodne Sarze te su podijeljeni u dvije
bocice. Jedna bocica za analize kemijskog sastava, fizikalnih i koagulacijskih svojstava bez
upotrebe konzervansa, a druga je odmah konzervirana s Na-azidiolom za odredivanje broja
somatskih stanica i ukupnog broja bakterija u mlijeku. Mlijeko je potom u transportnom
hladnjaku dostavljeno u Referentni laboratorij za mlijeko i mlije¢ne proizvode, Zavoda za
mljekarstvo Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Po dolasku uzorci su zamrznuti pri
temperaturi -30 °C, tehnikom brzog zamrzavanja u trajanju od 15 minuta u zamrzivacu

Technomac E15-40 (Italija) i pohranjeni na -20 °C do pocetka analize.

Prije provedbe analiza, spomenute uzorke je bilo potrebno odmrznuti i to na nacin da ih
se na 60 minuta inkubira u vodenoj kupelji zagrijanoj na temperaturi od 39 °C. Tijekom
odmrzavanja uzorke je bilo potrebno postepeno promijesati. Odmrzavanje uzoraka
provedeno je prema Radnoj uputi o rukovanju i pripremi uzoraka mlijeka za ispitivanje
sposobnosti, Referentnog laboratorija za mlijeko i mlijeéne proizvode Agronomskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Tako odmrznuti uzorak ovéjeg mlijeka bio je spreman za provedbu

potrebnih analiza.
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3.2. Priprema sirila

3.2.1. Priprema sirista

Za odredivanje koagulacijskih svojstava ov¢jeg mlijeka koristena su dva sirila;
komercijalno sirilo Maxiren (DSM, Nizozemska) ukupne jacina 1800 IMCU/g. (eng.
International Milk Clotting Units) i sirilo ja¢ine 1800 IMCU/g. koje je pripremljeno na
Agronomskom fakultetu, nazvano domace sirilo. Prva faza proizvodnje sirila je pripremna i
sastoji se od izdvajanja i obrade sirista. Sva siriSta su unutar jednog sata nakon klanja janjadi
odvojena od ostatka probavnog trakta te obradena, ocis¢ena i osusena. Na slici 3.2.1.1.
prikazana je unutrasnjost janjeceg siriSta koje je osuSeno sa sadrzajem. Na slici 3.2.1.2. je
usporedba opranih i susenih siriSta sa siriStem koje je suSeno sa sadrzajem.

Druga faza proizvodnje sirila je laboratorijska faza tijekom koje se osuseno siriste ocistilo
od nepotrebnih sadrZaja te se rezalo na jednake trakice nakon cega je slijedila ekstrakcija i

aktivacija sirila.

Slika 3.2.1.1. Unutrasnjost janjeceg sirista
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Slika 3.2.1.2. OsuSena janjeca siriSta

3.2.2. Ekstrakcija i aktivacija sirila

Ekstrakcija enzima je radena prema Anifantakis (1980) u 6% otopini NaCl-a koja je
dobivena otapanjem 60 g kuhinjske soli u 1000 mL destilirane vode. Narezane trakice siriSta
su uronjene u navedenu otopinu u tezinskom omjeru 1:8 (Slika 3.2.2.1.). Tijekom ekstrakcije
sadrzaj je potrebno promijesati 3-4 puta u danu. Nakon 24 h odvaja se tekudi dio te se u
postojecu tikvicu sa tkivom dodaje 50% otopine od koli¢ine prethodnog dana. U sljedeca dva
dana ekstrakt je potrebno procijediti te postojec¢em tkivu iz tikvice dodavati 50% otopine od
dana prije. Posljedniji, Cetvrti dan, su svi ekstrakti spojeni, centrifugirani na 4000 g/60 minuta
i potom filtrirani kroz filter papir Whatman br. 3, kako bi se odvojile eventualne necistoce.

Aktivacija zimogena u aktivni pepsin i kimozin postignuta je snizavanjem pH-vrijednosti
otopine na 2,00 koriStenjem 36,50% i 25% HCL tijekom 15 minuta. Ekstrakt je potom mirovao
na pH 2,00 / 30 minuta. Nakon toga je pH-vrijednost otopine podignuta do vrijednosti 5,5
koristenjem 2 M NaOH, 1 M NaOH i 0,5 M NaOH. U literaturi se navodi kako je otopina sirila
najstabilnija pri pH 5,5 (Anifantakis, 1980; Andren, 2011). Ekstrakt je potom naglo zamrznut u

trajanju od 15 minuta u zamrziva¢u Technomac E15-40 (ltalija) te liofiliziran u prah.
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Slika 3.2.2.1. Tikvice sa narezanim siriStem i otopinom NaCl-a

3.2.3. Odredivanje jacCine sirila

Ukupna jacina proizvedenog sirila u medunarodnim jedinicama IMCU (eng. International
Milk Clotting Units) je odredivana prema medunarodnoj normi Mlijeko i mlijecni proizvodi -
Ovdja i kozja sirila — Odredivanje ukupne aktivnosti zgrusavanja mlijeka (ISO 23058:2006 / IDF
199:2006), a udio kimozina i pepsina prema normi Mlijeko i mlijecni proizvodi — telece sirilo i
govede sirilo- Odredivanje sadrZaja kimozina i pepsina kromatografijom (1SO 15163:2012 / IDF
110:2012).

Postupak odredivanja jacine sirila se provodi na nacin da se otopina sirila dodaje u
unaprijed pripremljeni supstrat mlijeka u prahu pH-vrijednosti 6,5 te se mjeri vrijeme pojave
pahuljica (Slika 3.2.3.1.) grusa u sekundama od dodavanija. Isto se ponavlja sa medunarodnim
referentnim standardima kimozina i pepsina. Naposljetku se pomoéu formule, finalnog

razrjedenja sirila i dobivenih vremena grusanja izracuna jacina sirila u IMCU jedinicama.

Za potrebe odredivanja udjela kimozina i pepsina, Sto je vaino za to¢nost formule
ukupne jacine sirila, koristeni su isti referentni standardi i postupak mjerenja vremena
grusanja, ali uz slijedeée izmjene. Otopine sirila i standarda su najprije odsoljene gel filtracijom
te im je izmjerena jacina prema IDF 199:2006. Potom su frakcije kimozina i pepsina odvojene

FPLC kolonama. Krajnjim frakcijama (kimozin i pepsin) je prema IDF 199:2006 odredena
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ukupna jacina, a srednja frakcija je ispitana kako bi potvrdili da nema enzima. Potom su sve

vrijednosti ubacene u formulu kojom je dobiven udio kimozina i pepsina u postotku.

Slika 3.2.3.1. Pocetak pojave pahuljica grusa u mlijeku vidljiv na stijenci tikvice
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3.3. Analize kemijskog sastava i fizikalnih svojstava ovc¢jeg mlijeka

3.3.1. Odredivanje kemijskog sastava ov¢jeg mlijeka

Za odredivanje kemijskog sastava mlijeka koriSten je instrument Milkoscan FT3 (Foss
Electric, Danska), koji radi na principu infracrvene spektrometrije (HRN ISO 9622:2017). Ovom
brzom analizom, koja u prosjeku traje 30 sekundi, za svaki uzorak mlijeka moguce je odrediti
udio mlije¢ne masti, proteina, suhe tvari, suhe tvari bez masti, laktoze, kazeina i koncentraciju

uree.

3.3.2. Odredivanje higijenske kvalitete ov¢jeg mlijeka

Ukupan broj bakterija odreden je metodom protoc¢ne citometrije (ISO 21187, HRN ISO
4833) na instrumentu Bactoscan FC (Foss Electric, Danska). Ukupan broj somatskih stanica
mlijeka odreden je na instrumentu Fossomatic Minor (Foss Electric, Danska), prema normi

HRN 1SO 13366-3:2008.

3.3.3. Odredivanije fizikalnih svojstava ov¢jeg mlijeka

Kiselost mlijeka paskih ovaca izmjerena je pH metrom "Seven Multi" (Mettler Toledo,
Svicarska). Kiselost mlijeka provjerena je kod svakog uzorka neposredno prije provodenja

analize, odredivanja koagulacijskih svojstava mlijeka.
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3.4. Odredivanje koagulacijskih svojstava ov¢jeg mlijeka

Za pracenje koagulacijskih svojstava ov¢jeg mlijeka koristen je instrument Formagraf
(MA.PE SYSTEM SRL, Italija) (Slika 3.4.1.).

Prije poCetka analize, uzorci mlijeka su inkubirani i otopljeni u vodenoj kupelji na
temperaturi 39 °C u trajanju 60 minuta. Za to vrijeme napravljene su otopine sirila vaganjem
sirila u odmjernu tikvicu od 10 mL i dodavanjem destilirane vode. Nakon sto je uzorak otopljen
potrebno je odpipetirati 10 mL uzorka u svaku od 10 pozicija unutar aluminijskih blokova.
Provjerava se temperatura uzorka koja mora biti 35 °C, te se potom pipetira otopina sirila u
volumenu 0,2 mL (200 um) (Slika 3.4.2.) i pokrec¢e se analiza. Svaki uzorak ovéjeg mlijeka
analiziran je u tri ponavljanja s tri razli¢ite koncentracije (0,041 IMCU/mL, 0,051 IMCU/mL te
0,061 IMCU/mL) od svake vrste sirila (Maxiren i domace sirilo) u trajanju 60 minuta. Na kraju
provedene analize dobiveni su podaci o ¢vrstoéi grusa 30 minuta nakon dodatka sirila (aso),
vremenu potrebnom da grus postigne ¢vrsto¢u od 20 mm (kzo), vremenu pocetka grusanja
(RCT), cvrstodi gruSsa 60 minuta nakon dodatka sirila (aso) te maksimalnoj ¢vrstoéi grusa

(Amax). Rezultati su potom pohranjeni u tablicu za daljnju obradu.

Slika 3.4.1. Instrument Formagraf
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Slika 3.4.2. Dodavanje odpipetirane otopine sirila u ov¢je mlijeko

3.5 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je pomocu statistickog paketa SAS 9.4 (Cary
NV: SAS Institute Inc.). Prosjecne vrijednosti kemijskog sastava, higijenske kvalitete mlijeka te
ionometrijske kiselosti izracunati su PROC MEANS procedurom. Utjecaj vrste sirila,
koncentracije sirila te njihove interakcije sa koagulacijskim svojstvima mlijeka ispitane su

PROC GLM metodom kroz jednostruku i dvostruku analizu varijance.
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4. Rezultati

4.1. Kemijski sastav ov¢jeg mlijeka

U Tablici 4.1.1. prikazane su srednje vrijednosti kemijskog sastava mlijeka prikupljenih
na OPG 1 i OPG 2. Utvrdena je znacajna razlika u sadrzaju proteina i kazeina izmedu OPG1 i
OPG2 (P<0,05). Sadrzaji mlijecne masti i laktoze nisu se znacajno razlikovali. Takoder, nije
utvrdena znacajna razlika u sadrzaju suhe tvari, suhe tvari bez masti te koncentracije uree

izmedu uzoraka OPG 1i OPG 2.

Tablica 4.1.1. Kemijski sastav mlijeka uzoraka

KEMIJSKI SASTAV OPG1 OPG 2
MLIJEKA
(n=4) (n=4)
Protein (%) 5,59 6,08
Mlijecna mast (%) 6,50 6,55
Laktoza (%) 4,48 4,55
Suha tvar (%) 17,33 18,45
Suha tvar bez masti (%) 10,64 11,39
Kazein (%) 4,43 4,78
Urea (mg/dl) 29,75 31,50

*n=broj uzoraka

4.2. lonometrijska kiselost ov¢jeg mlijeka

U tablici 4.2.1. navedene su vrijednosti ionometrijske kiselosti (pH-vrijednost) ovcjeg
mlijeka, prikazane kao prosjecne vrijednosti uzoraka prikupljenih na OPG 1 i OPG 2. Dobivene

pH-vrijednosti mlijeka s obzirom na mjesto prikupljanja se znacajno ne razlikuju.

Tablica 4.2.1. lonometrijska kiselost ov¢jeg mlijeka

Fizikalno svojstvo OPG1 OPG 2
ov¢jeg mlijeka (n=4) (n=4)
lonometrijska kiselost (pH) 6,43 6,44

*n=broj uzoraka
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4.3. Higijenska kvaliteta ov¢jeg mlijeka

Tablica 4.3.1. prikazuje prosjecne vrijednosti parametara higijenske kvalitete mlijeka
uzoraka, ovisno o mjestu prikupljanja (OPG 1 i OPG 2). Prosjecna vrijednost ukupnog broja
somatskih stanica na OPG 1 i OPG 2 nije se znacajno razlikovala. Nadalje, nije utvrdena niti

znacajna razlika za ukupan broj mikroorganizama izmedu dva gospodarstva.

Tablica 4.3.1. Higijenska kvaliteta uzoraka mlijeka

HIGIJENSKA KVALITETA OPG 1 OPG 2
MLIJEKA (n=4) (n=4)
Ukupan broj somatskih 637 250 1154750
stanica /mL
Ukupan broj 591 000 104 750
mikroorganizama
(CFU)/mL

*n= broj uzoraka

4.4. Koagulacijska svojstva ovéjeg mlijeka

Dvostrukom analizom varijance utvrdeno je da nema interakcije izmedu vrste i
koncentracije sirila. Takoder, prema rezultatima analize varijance prikazanoj u tablici 4.4.1.,
vrsta sirila nije imala znacajan utjecaj na mjerene parametre zgrusavanja RCT (vrijeme pocetka
koagulacije), aso (¢vrstoca grusa nakon 30 minuta), aso (Cvrstoc¢a grusa nakon 60 minuta), kao
(brzina formiranja grusa) te na Amax (maksimalna ¢vrstoca grusa), dok su razlicite

koncentracije otopine sirila pokazale znacajan utjecaj (P<0,001) na navedene parametre.

Tablica 4.4.1. Prikaz analize varijance utjecaja sirila, koncentracije sirila te njihove interakcije

Cimbenici Pr>F R2
Sirilo 0,0648
Koncentracija <0,001 0,735172
Sirilo x koncentracija 0,1427

*jednostruka i dvostruka analiza varijance, SAS 9.4,. Proc GLM
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U tablici 4.4.2. prikazane su prosjec¢ne vrijednosti koagulacijskih svojstava ov¢jeg mlijeka
prema vrsti koristenog sirila. Od mjerenih parametara koagulacije, znacajna razlika (P<0,05)
zabiljezena je kod vrijednosti koo odnosno u vremenu brzine formiranja grusa. Nadalje, prema
dobivenim podacima vrsta sirila nije imala znacajan utjecaj na mjerene parametre RCT
(vrijeme pocetka koagulacije), aso (Cvrstoéa grusa nakon 30 minuta), aeo ( Cvrstoca grusa nakon
60 minuta) te na Amax ( maksimalna ¢vrstoc¢a grusa). Prema dobivenim rezultatima proces
koagulacije (RCT) najprije je zapoceo u mlijeku sa dodatkom domadeg sirila (DS), te je
djelovanjem istog sirila za formiranje maksimalne ¢vrstoée grusa (Amax) bio potreban kraci
vremenski period u usporedbi sa djelovanjem Maxiren sirila. Do najbrze stope ucvrscivanja
(k20) doslo je u mlijeku kojem je dodano Maxiren sirilo (MS). Nadalje, ¢vrstoca grusa nakon 30
minuta (aso) najpovoljnija je bila u uzorcima s dodanim Maxiren-om, dok je ¢vrstoc¢a grusa

nakon 60 minuta (aso) bila veca djelovanjem Domaceg sirila.

Tablica 4.4.2. Koagulacijska svojstva ov¢jeg mlijeka s obzirom na vrstu sirila

Koagulacijska svojstva Maxiren (S1) Domace sirilo (S2)
mlijeka (n=66) (n=66)
RCT (min) 10,77 10,44
aso (mm) 36,64 35,70
k20 (min) 1,342 1,44b
aso (mm) 14,47 14,49
Amax (min) 48,09 47,58

*a,b,c srednje vrijednosti u istom redu tablice s razli¢itim oznakama su znacajno razlicite (P<0,001)
*(RCT: pocetak koagulacije [min], aso: ¢vrstoca grusa [mm], kzo: brzina formiranja grusa [min], aso:
¢vrstoca grusa nakon 60 minuta [mm], Amex: maksimalna cvrstoéa grusa [min]).

*n=broj uzoraka

Nadalje, istraZivanjem se Zelio prikazati utjecaj razli¢itih koncentracija sirila na
koagulacijska svojstva mlijeka te su ona prikazana tablicom 4.4.3. Prema rezultatima je vidljiv
znacajan utjecaj (P<0,001) triju koncentracija na vrijeme pocetka koagulacije (RCT) te je tako
najkraéi vremenski period za pocetak koagulacije dobiven djelovanjem koncentracije sirila od
0,061 IMCU/mL. Najbrza formacija grusa (kxo) postignuta je koncentracijom od 0,061
IMCU/mL te se njena vrijednost znacajno razlikuje (P<0,001) od dobivenih vrijednosti ostalih

koncentracija. Najpovoljnija ¢vrstoc¢a grusa nakon 30 minuta (aso) dobivena je koncentracijom

21



0,041 IMCU/mL te se njezina vrijednost znacajno razlikuje (P<0,001) od koncentracije 0,051
IMCU/mL i koncentracije 0,061 IMCU/mL. Mjereni parametar aszp izmedu spomenutih
koncentracija se znacajno ne razlikuje. Parametar ago (Cvrstoca grusa nakon 60 minuta) mjeren
pri koncentraciji od 0,041 IMCU/mL znacajno se razlikuje (P<0,001) od ostalih koncentracija.
Najduzi vremenski period za formiranje maksimalne ¢vrstoée grusa (Amax) bio je potreban pri
koncentraciji od 0,041 IMCU/mL $to je znacajno razli¢ito (P<0,001) od vremenskog perioda pri

koncentracijama od 0,051 IMCU/mL te 0,061 IMCU/mL. Statisti¢ki znacajna razlika nije

zabiljezena izmedu koncentracije 0,051 IMCU/mL i koncentracije 0,061 IMCU/mL.

Tablica 4.4.3. Koagulacijska svojstva ov¢jeg mlijeka s obzirom na razli¢ite koncentracije sirila

Koagulacijska
svojstva mlijeka

RCT (min)
aso (mm)
kzo (min)
aso (mm)
Amax (min)

Koncentracija 1
(0,041 IMCU/mL)
(n =40)
12,922
46,102
1,502
20,222
51,152

Koncentracija 2
(0,051 IMCU/mL)
(n=46)
10,36V
32,66
1,432
12,61P
45,86P

Koncentracija 3
(0,061 IMCU/mL)
(n=46)
8,84¢
31,05P
1,25b
11,36P
46,93P

*a,b,c srednje vrijednosti u istom redu tablice s razlicitim oznakama su znacajno razlicite (P<0,001)
*(RCT: pocetak koagulacije [min], aso: ¢vrstoca grusa [mm], kzo: brzina formiranja grusa [min], aeo:
cvrstoca grusa nakon 60 minuta [mm], Amax: maksimalna ¢vrstoca grusa [min]).

*n= broj uzoraka
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5. Rasprava

Izmjerene pH-vrijednosti mlijeka (6,43; 6,44) sukladne su rezultatu (6,39) istraZivanja
Ostaric¢ i sur. (2015), dok se znatno razlikuju u usporedbi s pH-vrijednosti (6,60) dobivene
istrazivanjem mlijeka krcke ovce (Antunac, 2008). Takoder, utvrdena pH-vrijednost je niza od
vrijednosti propisane Pravilnikom o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 36/2020), koji

nalaze da se pH-vrijednost ov¢jeg mlijeka mora nalaziti u rasponu od 6,5 do 6,8.

Odredivanjem higijenske kvalitete mlijeka utvrden je broj mikroorganizama od ukupno
591 000 CFU/mL u uzorcima jednog obiteljskog gospodarstva (OPG 1), te 104 750 CFU/mL u
uzorcima drugog (OPG 2). Dobivene vrijednosti u skladu su s Pravilnikom o utvrdivanju sastava
sirovog mlijeka (NN 36/2020) kojim se istice da ukupan broj mikroorganizama u 1 mL ovcjeg
mlijeka ne smije biti veéi od 1,5 milijuna CFU/mL. Nadalje, ukupan broj somatskih stanica (BSS)
analiziranog mlijeka s OPG 1 iznosio je 637 250/mL $to je sukladno rezultatima istrazivanja
Antunac (2006) (UBS < 700 000/mL). Prosje¢ni udio BSS dobiven u uzorcima mlijeka s OPG 2
iznosio je 1 540 000/mL sto je viSe u odnosu na grani¢nu vrijednost od 1 000 000/mL koju

navode Ipsiladis i sur. (1988).

Za kemijski sastav mlijeka paskih ovaca, razlika u koli¢ini mlije¢ne masti, u mlijeku
prikupljenom na OPG 2 (6,55%) i OPG 1 (6,50%) statisticki nije bila znacajna. Takoder, veca
koli¢ina laktoze (4,55%), proteina (6,08%), suhe tvari (18,45%), suhe tvari bez masti (11,39%),
kazeina (4,78%) te koncentracije uree (31,50 mL/100 mL), zabiljeZena je u uzorcima na OPG 2.
Dobiveni rezultati kemijskog sastava mlijeka paskih ovaca s OPG 1 i OPG 2 sukladni su s
rezultatima dobivenih istraZivanjem OStaric¢ i sur. (2015) (proteini: 5,56%; mlijeCna mast:
6,59%; laktoza: 4,46%; suha tvar: 17,69% i suha tvar bez masti: 11,13%). Zabiljezena koli¢ina
kazeina u ovom istraZzivanju, bila je neSto veca u usporedbi s rezultatima istrazivanja istog
autora (4,11%). Takoder, koli¢ina proteina u mlijeku u ovom istrazivanju bila je sukladna
koli¢ini proteina od 6,03% koju Mioc i sur. (2007) navode kao prosjecnu vrijednost u mlijeku

paskih ovaca.

Koli¢ine proteina, mlijeCne masti i suhe tvari dobivene u ovom istrazivanju, u mlijeku
paskih ovaca razlikuju se od kolic¢ina koje navode Pavic¢ i sur. (2002) (proteini: 5,90%; mlijecna

mast: 7,52%; suha tvar: 19,11%). Takoder, zabiljeZene vrijednosti mlijecne masti su nesto nize

23



u usporedbi s vrijednosti koju Othmane (2002) navodi u svome istrazivanju (7,12%). Nadalje,
Antunac i sur. (2011) istrazujuci utjecaj paragenetskih ¢imbenika na kemijski sastav mlijeka
paskih ovaca, navodi 7,47% kao najnizu zabiljeZenu srednju vrijednost mlije¢ne masti te 8,02%
kao najvecu koli¢inu mlijeCne masti, Sto je u usporedbi s vrijednostima ovoga istrazivanja

znatno vise (6,50% i 6,55%).

Promatrajuci koagulacijska svojstva mlijeka prema rezultatima istrazivanja, vidljivo je
kako vrsta sirila nije imala znacajan utjecaj na istraZivane parametre zgrusavanja, te je jedina
zamjetna razlika uocena u vremenskom periodu potrebnom za postizanje ¢vrstoée grusa od
20 mm (ko). U uzorcima s dodatkom Maxiren-a zabljezeno je brze formiranje grusa (k0=1,34
min), Sto je u usporedbi s vremenskim periodom (k20=1,23), koje su utvrdili sMartini i sur.
(2008) vremenski duze. Uzevsi u obzir dobivene vrijednosti, vrijeme pocetka zgrusavanja se
pokazalo boljim djelovanjem domaceg sirila (RCT=10,44). Nadalje, zamjetno bolji rezultati
mjerenih parametara ¢vrstoée grusa (a30=36,64) dobiven je djelovanjem Maxiren-a, dok je
¢vrstocda grusa na kraju analize bila vec¢a pri uzorcima s laboratorijskim sirilom (aso=14,49 mm).
Za postizanje maksimalne ¢vrstoce grusa, kracdi vremenski period bio je potreban pri djelovanju

domaceg sirila (Amax=47,58 min).

Parametri koagulacije ov¢jeg mlijeka bili su pod ve¢im utjecajem razlicitih koncentracija
sirila u usporedbi sa utjecajem razlicitih vrsta sirila koristenih tijekom ovog istraZivanja. Iz
dobivenih rezultata vidljiva je znacajna razlika (P<0,001) u vremenskom periodu potrebnom
za pocetak koagulacije. Najkrac¢i vremenski period za pocetak grusSanja bio je potreban
uzorcima mlijeka sa dodanom koncentracijom ja¢ine od 0,061 IMCU/mL (RCT=8,83 min) sto je
priblizno blizu vremenu od 8,60 min koje Pazzola (2019) navodi kao prosje¢no potrebno
vremensko razdoblje za pocetak grusanja ov¢jeg mlijeka. Takoder, dobiveni rezultati ovog
istrazivanja sukladni su podacima istrazivanja Najera i sur. (2003) gdje autor navodi kako
pocetak grusSanja mlijeka najprije zapocinje pri visSim koncentracijama sirila te da takvi uzorci
daju grus manje ¢vrstoce (asp). Navedeno je vidljivo i kroz dobivene podatke ovog rada gdje je
najmanja Cvrsto¢a grusa (asp=31,05 mm) zabiljeZzena pri najvecoj koncentraciji (0,061
IMCU/mL), a najveca ¢vrstoda grusa (aso=46,10 mm) pri najmanjoj koncentraciji od 0,041
IMCU/mL. S druge strane, usporedujuci vrijednosti ko (brzina formiranja grusa) i aso (Cvrstoca
grusa nakon 60 minuta) sistrazivanjem Vacca (2015) i Bittante (2022) postoje odredene razlike

u vrijednostima navedenih parametara. U uzorcima ovog istraZivanja zabiljezena je manja
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¢vrstoca grusa na kraju analize (aso)u usporedbi sa Bittante (2022), te tako najveca ¢vrstoca
gruSa u ovom istrazivanju iznosi 20,22 mm S$to je neSto niZze od vrijednosti koju navodi
spomenuti autor (as=31,00 mm). Prema istrazivanju Vacca (2015) ¢vrstoca grusa nakon 60
minuta koagulacijskog procesa iznosila je asp=13,90 mm, $to se razlikuje od ¢vrstocée grusa u
ovom istrazivanju (as0=20,22 mm). Medutim, postoji zamjetno manja razlika u vrijednostima
za dva preostala parametara u ovom istraZzivanju (as0=12,61 mm; as0=11,36 mm) i dobivene
aeo Vrijednosti istog autora (aso=13,90 mm). lako Bittante (2014) u svome istraZivanju proucava
razliCite prehrambene rezime kao Cimbenike koji utjeCu na koagulacijska svojstva mlijeka,
njegovi rezultati prikazuju prosjec¢nu brzinu formiranja grusa (ko) u vrijednosti od 1,60 min sto
je usporedujuci ko vrijednosti svih triju koncentracija (k20=1,50 min; k20=1,43 min; kz0=1,25

min) u ovom istraZivanju vremenski duze.
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Zakljucci

Na temelju rezultata istraZzivanja utvrdeno je da interakcija djelovanja vrste sirila i

razli¢itih koncentracija nije imala utjecaj na koagulacijska svojstva mlijeka paske ovce.

Koncentracija sirila u znatno veéoj mjeri utjecala je na koagulacijska svojstva mlijeka,

od utjecaja vrste koristenih sirila.

Djelovanjem Maxiren sirila pocetak koagulacije je zapoceo ranije (RCT) te je
maksimalna ¢vrstoca grusa postignuta u kracem vremenskom periodu (Amax) u
odnosu na domacde sirilo. Cvrstoéa grusa nakon 30 minuta (aso) te évrstoca gru$a nakon

60 minuta (aso) podjednako je zadovoljavajuéa djelovanjem jedne i druge vrste sirila.

Najkraci vremenski period za pocetak koagulacije (RCT) te najkrace vrijeme potrebno
za formiranje grusa (k2o) dobiveni su djelovanjem najveée koncentracije sirila (0,06
IMCU/mL) te su takvi uzorci davali grus manje cvrstoce (aszo), odnosno kvalitete.
Najmanjom koncentracijom sirila (0,04 IMCU/mL) proces koagulacije (RCT) zapoceo je
ranije te je istom koncentracijom bilo potrebno duze vrijeme za pocetak formiranja

grusa (kao). Najmanjom koncentracijom sirila dobivena je najveca ¢vrstoca grusa (aso).

Na osnovu dobivenih rezultata moze se zakljuciti da uz kemijski sastav i higijensku
kvalitetu mlijeka, koncentracija sirila znacajno utjece na koagulacijska svojstva ov¢jeg
mlijeka, te da se uz pravilnu primjenu sirila i odgovarajuéu koncentraciju moze utjecati

na kvalitetu grusa pa samim time i na kvalitetu sira.
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