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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Antonija Vukman, naslova

UTJECAJ VRSTE SALAMURE NA TEKSTURNE | PROTEOLITICKE PROMIJENE SIRA U TIPU
MOZZARELLE

Mozzarella je meki sir koji pripada skupini pasta filata sireva te je upravo tekstura jedna
od najvaznijih ¢imbenika njezine kvalitete i prepoznatljivosti. Kako bi se sprijecilo stvaranje
kore te gubitak vode iz sira, mozzarella se pohranjuje u salamuri. Sastav salamure od izuzetne
je vaZznosti s obzirom da se unutar roka trajnosti kvaliteta mozzarelle mijenja kao posljedica
proteolize i izmjene tvari sa salamurom. Stoga, cilj ovoga rada je istraziti utjecaj razlicitih vrsta
salamure na proteoliticke i teksturne promjene sira u tipu mozzarelle.

Proizvedene su tri SarZe sira u tipu mozzarelle te je sir pohranjen u tri vrste salamure:
1) vodena otopina limunske kiseline (0,5 g/L), 2) vodena otopina limunske kiseline (0,5 g/L) i
kalcij-klorida (5 g/L), 3) vodena otopina limunske kiseline (0,5 g/L), kalcij-klorid (5 g/L) i
vodenog ekstrakta bosiljka (20 g suhog bosiljka/L). Uzorkovanje sira provedeno je 0., 5., 10. i
15. dana. Proteoliticke promjene u siru pracene su odredivanjem udjela frakcija dusika
topljivih u vodi (WSN %TN) i topljivih u 12%-tnoj trikloroctenoj kiselini (TCA-SN %TN), a
teksturne promjene silom proboda. Fizikalno-kemijskim analizama u siru odreden je sadrzaj
suhe tvari, proteina i pH. Sadrzaj WSN %TN i TCA-SN %TN (P<0,05) kao i sila proboda (P<0,01)
bili su znacajno vecdi u kontrolnom siru, u usporedbi s tretmanima koji su pohranjeni u
salamurama koje sadrze kalcij-klorid.

KljuCne rijeci: mozzarella, proteoliza, tekstura, salamura, kalcij-klorid



Summary

Of the master’s thesis — student Antonija Vukman, entitled

INFLUENCE OF DIFFERENT BRINE TYPES ON PROTEOLYTIC AND TEXTURAL CHANGES IN
MOZZARELLA-TYPE CHEESE

Mozzarella is a soft cheese that belongs to the group of pasta filata cheeses, and its
texture is one of the most important factors in its quality and recognition. In order to prevent
the formation of a hard surface and the loss of water from the cheese, mozzarella is stored in
brine. The composition of the brine is extremely important, considering that the quality of
mozzarella changes within the shelf life as a result of proteolysis and exchange of substances
with the brine. Therefore, the aim of this thesis is to investigate the influence of different types
of brine on the proteolytic and textural changes of mozzarella type cheese.

Three batches of mozzarella type cheese were produced and the cheese was stored in
three types of brine: 1) aqueous solution of citric acid (0.5 g/L), 2) agqueous solution of citric
acid (0.5g/L) and calcium chloride (5g/L) and 3) aqueous solution of citric acid (0.5 g/L), calcium
chloride (5 g/L) and water extract of basil (20 g of dry basil/L). During the 15-day storage
period, cheese sampling was carried out on days 0, 5, 10 and 15. Proteolytic changes and
textural properties in cheese were monitored by determining the percentage of nitrogen
fractions soluble in water (WSN %TN) and soluble in 12% trichloroacetic acid (TCA-SN %TN),
and changes by rupture strength, respectively. The content of dry matter, protein and pH was
determined in the cheese. WSN %TN and TCA-SN %TN content (P<0.05) as well as rupture
strength (P<0.01) were significantly higher in control cheese, compared to treatments stored
in brines containing calcium chloride.

Keywords: mozzarella, proteolysis, texture, brine, calcium chloride



1. Uvod

Prehrambena industrija u danasnje vrijeme jedna je od vodedéih industrija u svijetu.
Proizvodnja sira, najrasprostranjenijeg fermentiranog mlije€nog proizvoda, smatra se
umjetnoscu. Sir je joS u proslosti bio jedna od osnovnih namirnica, kao $to je i danas.
Smatra se da je prvi sir proizveden na podrucju izmedu Eufrata i Tigrisa te se iz tog podrudja
prosirio na ostatak svijeta pa tako i na podru¢je Mediterana (Havranek i sur., 2014).
Podrucje sjevernog Mediterana karakteristicno je po sirevima skupine parenog tijesta
odnosno pasta-filata Sto u prijevodu s talijanskog jezika znali ,ispredena pasta“. Na
podrucju ltalije najpoznatiji predstavnik te skupine je sir mozzarella koja se tradicionalno
proizvodi od bivoljeg mlijeka (De Candia i sur., 2007). Proizvodnja tih vrsta sireva obuhvaca
zakiseljavanje mlijeka, rastezanje kuhanog sirnog tijesta te njegovo oblikovanje. Svi sirevi
proizvedeni na taj nacin, ukljucujudi i mozzarellu, imaju glatku teksturu i blagu aromu. Na
presjeku tih sireva izostaju sirne oci, a sama tekstura tijesta je listasta (Baruk¢i¢, 2015).

Proteoliza je kao najvaziniji biokemijski proces tijekom zrenja sira prvenstveno
odgovorna za promjenu teksture samog sira. Do promjena teksture sira dolazi zbog
razgradnje proteinske mreze kazeina. Proteoliza je u siru odgovorna za smanjenje sadrzaja
slobodne vode, meksu teksturu, te poveéanje pH-vrijednosti. Sve to se dogada zbog
razgradnje micele kazeina na male peptide i slobodne aminokiseline koji su odgovorni za
razvoj arome (Havranek i sur., 2014).

Tekstura je jedna od najbitnijih i najsloZenijih senzorskih svojstava bilo koje
prehrambene namirnice pa tako i kod sira. Tekstura je odgovorna za prepoznatljivost i
karakteristike odredene vrste sira. Na teksturu sira najveci utjecaj imaju sastav mlijeka,
fizikalno-kemijske karakteristike sira, nacin prerade mlijeka, te zrenje sira (Rako, 2016).
Mozzarella je meki sir koji pripada skupini pasta filata sireva te je upravo tekstura jedan je
najvaznijih ¢imbenika njezine kvalitete i prepoznatljivosti. Kako bi se sprijeCilo stvaranje
kore te gubitak vode iz sira, mozzarella se pohranjuje u salamuri. Sastav salamure od
izuzetne je vaznosti s obzirom da se unutar roka trajnosti kvaliteta mozzarelle mijenja kao
posljedica proteolize i izmjene tvari sa salamurom (Ard6 i sur., 2017). Difuzija soli
odgovorna je prijenos tvariizmedu salamure i sira, a ovisi o sastavu salamure. Kao dodatak
salamuri najéesée se koristi CaCly, koji svodi oSteéenje povrsine mozzarelle na minimum te
uspostavlja ravnotezu izmedu topivog i koloidnog oblika kalcija (Luo i sur., 2013).

Zbog njihovog bakteriostatskog djelovanja, koristenje esencijalnih ulja i ekstrakata
zaCina sve je ucestalija alternativa upotrebi kemijskih konzervanasa u prehrambenoj
industriji (Romeo i sur., 2008). Primjerice, dodatkom bosiljka (Ocimum basilicum) osim Sto
se obogacuje mlije¢ni proizvod novim okusom i aromom, ostvaruju se brojni benefiti na
ljudsko zdravlje te na sigurnost i trajnost proizvoda zbog njegovog antifungalnog,
antimutagenog, antioksidativnog i antimikrobnog djelovanja (Carocho i sur., 2016,
Josipoviéisur., 2016).



1.1. Ciljistrazivanja

Cilj ovog rada je istraziti utjecaj razlicitih vrsta salamure na proteoliticke i teksturne
promjene sira u tipu mozzarelle.



2. Pregled literature

2.1. Mozzarella

Postojanje mozzarelle vezano je za 7. stoljeée dok je prostor srediSnje i juzne Italije bio
nastanjen vodenim bivolima. Stanovnistvo je bivole u to doba iskoristavalo za obradu zemlje
plugom, zbog njihove snage. S vremenom se bivolje mlijeko pocelo koristiti za proizvodnju
sireva. Jedan od najpoznatijih sireva u svijetu koji se proizvodi od bivoljeg mlijeka je Mozzarella
di Bufala (Jana i Mandal, 2011). Mozzarella se ubraja u skupinu sireva pasta-filata Sto u
prijevodu znaci ,ispredena pasta“ ili ,,razvuceni grus”. Sirevi te skupine karakteristi¢ni su za
podrucje Mediterana te mogu biti proizvedeni osim od bivoljeg i od ov¢jeg, kozjeg ili kravljeg
mlijeka (De Candia i sur., 2007). S obzirom da je proizvodnja bivoljeg mlijeka sve manja, u
danasnje vrijeme za proizvodnju mozzarelle najvisSe se koristi kravlje mlijeko (Goncalves i
Cardarelli, 2021). Kod mozzarelle proizvedene od kravljeg mlijeka manje do izrazaja dolazi njen
okus, a tekstura joj je gumena (Barukdi¢, 2015).

Mozzarella je sir koji ne zrije, a po sadrZaju suhe tvari pripada skupini mekih sireva
(Ricciardi i sur., 2015). Poznata je po izrazito bijeloj boji, blago kiselkastom okusu te mekanoj
teksturi. Takoder posjeduje svojstva dobre rastezljivosti i topljivosti Sto je Cini idealnim
dodatkom za pizzu (Jana i Mandal, 2011). Ovisno o sadrZaju vlage razlikuju se mozzarella
visoke vlaznosti i niske vlaznosti. Namjenski, mozzarella visoke vlaznosti (sadrzaj vlage od 55
do 65%) konzumira se kao svjezi stolni sir, dok mozzarella niske vlaznosti sluzi kao prilog za
pizze ili neka druga jela gdje se sir zagrijava ili pece. Zbog izrazito visoke vlaznosti te kratkog
vremenskog perioda roka trajanja (od 7 od 15 dana) sir je potrebno ¢uvati u salamuri (Alinovi
i sur., 2020; Parafati i sur., 2023). Salamura se najcesce sastoji od vode, organske kiseline ili
NaCl, uz moguénost dodatka Ca (u obliku CaCly). Kalcij ima znacajnu ulogu u sastavu salamure.
Jedna od uloga kalcija je uspostavljanje ravnoteze izmedu topivog i koloidnog oblika kalcija Sto
dovodi do sprje¢avanja kazeina da veZe vodu. Pozitivno utjeCe na samu teksturu sira
(odgodom difuzije vode izmedu sira i salamure) te na proteoliticke promjene. Izostanak kalcija
iz salamure dovodi do nastanka mekane, sluzave i nekompaktne povrSine mozzarelle (Luo i
sur.,, 2013). Kvarenje mozzarelle najéeS¢e je uzrokovano prekomjernim rastom
mikroorganizama i prijenosa tvari (migracija soli i vode) (Faccia i sur., 2019). Zappia i sur.
(2020) navode da dodatak koncentriranog soka bergamota i kalcij-laktata u sastav salamure
pozitivno utjece na produljenje roka trajnosti. Sir pohranjen u navedenoj salamuri ima trajnost
20 dana te je zabiljezeno bakteriostatsko djelovanje na Pseudomonas vrste. Usporedno sirevi
pohranjeni samo u koncentrirani sok bergamota ili samo u vodu nakon 13. dana imaju jako
loSu mikrobiolosku kvalitetu.

Za postizanje pasta-filata konzistencije vazan korak je zakiseljavanje mlijeka prije
sirenja, koje se moZe provesti na vise nacina. Jedna od moguénosti je direktno zakiseljavanje
dodavanjem organske kiseline u mlijeko, primjerice limunske ili octene kiseline. Drugi nacin je
dodavanje kultura bakterija mlije¢ne kiseline u mlijeko. Kultura za proizvodnju mozzarelle



najcesce se sastoji od kombinacije mezofilnih i termofilnih bakterija ili samo od termofilnih
bakterija (Ricciardi i sur., 2015).

2.2. Tehnologija proizvodnje mozzarelle

Tehnologija proizvodnje mozzarelle se razlikuje ovisno o tome da li se o tradicionalnoj
ili industrijskoj proizvodnji. Slika 2.2.1. prikazuje industrijsku tehnologiju proizvodnje
mozzarelle.

Kravlje mlijeko

Standardizacija
Pasterizacija
Hladenje na 37°C

Inokulacija startertskim
kulturama (S. thermophilus i L.

bulgaricus)

Sirenje (1,5 g/100 kg) 40 min

Rezanje grusa

Dogrijavanje sirnog zrna (od 37
°C do 42°C, 40 min}

Ocjedivanije sirutke

Razvlacenije

Plastifikacija (80-85 °C/2-3 min)

Oblikovanie

Uranjanje u hladnu salamuru

Pakiranje i skladistenje

Slika 2.2.1. Dijagram tijeka proizvodnje mozzarelle (lzvor: Jana i Mandal, 2011)

Prvi, ujedno i najvazniji korak pri proizvodnji bilo koje vrste sira je odabir mlijeka.
Kemijski sastav i mikrobioloSka ispravnost mlijeka osnovni su preduvjeti za dobivanje
kvalitetnog proizvoda (Havranek i sur., 2014). DosadasSnja istraZivanja za proizvodnju
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mozzarelle pokazala su da je za proizvodnju najbolja kombinacija bivoljeg i kravljeg mlijeka ako
promatramo utjecaj na okus, miris i teksturu (Bonassi i sur., 1982). Izrazito bijela boja
mozzarelle potjeCe od bivoljeg mlijeka koji ima znatno manji udio karotenoida od kravljeg
mlijeka. Bivolje mlijeko s 4% mlije¢ne masti smatra se najidealnijim za preradu te daje najveci
prinos (Jana i Mandal, 2011).

Kod kemijskog sastava mlijeka za proizvodnju sira glavnu ulogu ima omjer kazeina i
mlije¢ne masti (Havranek i sur., 2014). Stoga je prije samog pocetka proizvodnje potrebno
provesti proces standardizacije mlijeka, najéesce od 3,0 do 6,0% mlije¢ne masti (Jana i Mandal,
2011). Prema Ali i Abdel-Razig (2011.) se kravlje mlijeko za proizvodnju mozzarelle
standardizirano na 5,0% mlije¢ne masti pokazalo boljim nego na 3,0 ili 7,0% masti.

Za proizvodnju mozzarelle koristi se sirovo mlijeko (tradicionalna proizvodnja) ili se
podvrgava procesu pasterizacije (industrijska proizvodnja) (Jana i Mandal, 2011). Srednja
pasterizacija koja se provodi na temperaturi od 72 do 75 °C tijekom 15 — 20 s, uglavnhom se
provodi u sirarstvu. Svrha same pasterizacije je uniStavanje svih patogenih i vecine
vegetativnih mikroorganizma (Havranek i sur., 2014).

Usitnjavanjem globula mlije¢ne masti, odnosno homogenizacijom, postizu se odredeni
benefiti u proizvodnji mozzarelle. Poznato je da nakon homogenizacije dolazi do manjeg
stvaranja slobodne masti pa mozzarella ima vedu viskoznost (Rowney i sur., 2003).

Faza zakiseljavanja mlijeka moZe se provesti dodatkom bakterija mlijecne kiseline
(BMK) ili dodatkom organske kiseline. Limunska i octena kiseline su dvije naj¢esée organske
kiseline u proizvodnji mozzarelle. Imaju ulogu u razvoju arome te omoguduju istezanje pri
vecoj pH vrijednosti (niZa koli¢ina kalcija povezana s proteinima). Kada je rijec o zakiseljavanju
bakterijama mlije¢ne kiseline koristi se kombinacija termofilnih bakterija Streptococcus
thermophilus i mezofilnih Lactobacillus bulgaricus. BMK svojim djelovanjem zaustavljaju
enzimsko posmedivanje. Ovisno o vrsti mogu se kombinirati i druge BMK kao Sto su S.
thermophilus, L. bulgaricus i/ili L. helveticus za mozzarellu s manjim udjelom vlage, a S. lactis,
S. durans ili S. faecalis za mozzarellu s ve¢im udjelom vlage (Jana i Mandal, 2011).

Rastezanje gusa slijedi nakon soljenja sirnog zrna (1 do 1,5%), Sto rezultira boljim
topljenjem, okusom i teksturom. Rastezanje sirnog grusa ovisi o vise parametara kao Sto su:

e kemijski sastav mlijeka: svi sastojci mlijeka (laktoza, proteini, masti, vitamini i
mineralne tvari) imaju utjecaj na krajnji proizvod, ali najvaznijim se smatra omjer
kazeina i mlije¢ne masti koji doprinose teksturi sira,

e termicka obrada mlijeka: premda se tradicionalno mozzarella proizvodi od sirovog
mlijeka, proces pasterizacije (72 °C/15 s) uvodi se zbog sve vece industrijske
proizvodnje i boljeg okusa (Goncalves i Cardarelli, 2021),

e kiselost: rastezanje koje se provodi pri pH=5,3 za rezultat ima produZenje trajnosti
proizvoda te bolju teksturu u usporedbi s rastezanje pri nizim pH vrijednostima
(Yunisur., 1993),

e kalcij: najveci dio kalcija u mlijeku nalazi se u obliku koloidnog kalcijevog fosfata
koji je odgovoran za povezivanje submicela u kazeinske micele. Dokazano je da
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manja koncentracija kalcija ima pozitivan utjecaj na hidratiziranost proteinske
mreze, bolju emulziju masti te topljivost (Joshi i sur., 2004),

e vrsta rastezanja: rastezanje je moguce provesti ru¢no, industrijskom opremom
(Sarzna ili kontinuirana oprema s puznicama) te kontinuiranim ubrizgavanjem
vodene pare (veci gubitak masti i manji sadrzaj vlage). Najucinkovitijim uvjetima
za rastezanje mozzarelle smatraju se uvjeti pri kojima je pH grusa od 5,0 do 5,8 te
temperaturi vode od 50 do 85 °C (Goncalves i Cardarelli, 2021; Renda i sur., 1997).

Nakon procesa rastezanja potrebno je provesti hladenje. Hladenje se provodi
uranjanjem gotovih oblika mozzarelle u hladnu slanu vodu (Goncalves i Cardarelli, 2021).
Najceséi sastojci salamure za mozzarellu su voda, sol i kalcij u obliku CaCl,. Voda i sol kljucni
su sastojci za kontrolu vlage te imaju utjecaj na teksturu, okus i fizicke karakteristike sira. CaCl,
ima bitnu ulogu u salamuri. Naime, koli¢ina kalcija na povrsini sira znatno je manja nego unutar
samog sira Sto dovodi do oSteéenja povrsine sira. Dodavanje kalcija uspostavlja se ravnoteza
izmedu koloidnog i topljivog oblika kalcija. Samim tim oSteéenje povrSine mozzarelle svedeno
je na minimum (Luo i sur., 2013). Ohladena mozzarella moze se pohraniti osim u salamuri i
zamrzavanjem (Goncalves i Cardarelli, 2021). Utvrdeno je da pohrana mozzarelle na -18°C,
tijekom razdoblja od 1 do 4 mjeseca ima negativan ucinak na senzorska svojstava (gorak okus)
te izraZzeniju proteolizu nakon odmrzavanja (Alinovi i sur., 2020).

2.3. Reorganizacija grusa

Rastezanjem, pohranom i sazrijevanjem dolazi do reorganizacije strukture grusa.
Rastezanjem sirnog grusa, odnosno termomehanickim djelovanjem, dolazi do formiranja
vlakana karakteristiénih za mozzarellu. Nastaju kazeinska vlakna s dispergiranim masnim
globulama i slobodnom vodom unutar proteinskog matriksa. Optimalna temperatura grusa
za razvlacenje je od 55 do 65 °C pri ¢emu jacaju hidrofobne interakcije unutar matriksa koje
dovode do djelomi¢nog otpustanja vode u slobodnu vodu (Goncalves i Cardarelli, 2021).
Uvjeti razvlacdenja takoder imaju utjecaj na reorganizaciju strukture, ponajprije globula
mlije€ne masti. Utvrdeno je da temperatura pri temomehanickoj obradi utjece na raspored
globula mlije¢ne masti. Ukoliko se gru$ rasteze tijekom kratkog vremenskog perioda i pri
nizim temperaturama, globule mlijeéne masti su manje. Nadalje, veée globule uocene su
ukoliko su uvjeti rastezanja grusa grublji (Banville i sur., 2016).

U fazi pohrane sira slobodna voda koja je nastala razvlaenjem grusa apsorbira se na
proteinsku mreZu te dolazi do promjena u sastavu masnih kiselina i slobodne vode. Tijekom
zrenja dolazi do proteolize i otpustanja kalcija Sto rezultira poveéanjem hidratacije, a time i
povecanjem volumena parakazeina (Goncalves i Cardarelli, 2021).



2.4. Biokemijske promjene

Tijekom zrenja sira dolazi do mikrobioloskih i brojnih biokemijskih promjena koje su
odgovorne za razvoj arome i teksture sira. Biokemijskim promjenama dolazi do razgradnje
sloZzenih spojeva na jednostavne. Ovisno o vrsti sira to sazrijevanje moze trajati od dva tjedna
kao kod mozzarelle ili dvije godine kao kod parmezana (McSweeney, 2004). Glavnu ulogu u
zrenju sira ima pocetna, dodana i starter kultura te enzimi. Izvor enzima moZze biti samo
mlijeko, koagulant, starterske i nestarterske bakterije mlije¢ne kiseline te egzogeni enzimi.
(Fox i sur., 2000). Brojni su ¢imbenici o kojima ovisi zrenje, naj¢e$ce su to uvjeti u zrioni (vlaga,
temperatura), pH, koli¢ina soli te koli¢ina i vrsta dodane mikrobne kulture. Kod zrenja sira
razlikuje se primarno i sekundarno zrenje. Primarno zrenje karakteristicno je za polutvrde i
tvrde sireve, dok je kod mekih i sireva s ve¢im udjelom vlage i kiseline izrazeno sekundarno
zrenje. Tijekom primarnog zrenja sira odvijaju se procesi lipolize, proteolize i glikolize (Slika
2.4.1), dok tijekom sekundarnog zrenja dolazi do katabolizma aminokiselina i slobodnih
masnih kiselina. Za teksturu je odgovorno primarno, dok je za specificnu aromu sira odgovorno
sekundarno zrenje. Mlije€¢na kiselina koja nastaje kao produkt glikolize kod svjezih sireva
odgovorna je za aromu (Barukdi¢, 2015).
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Slika 2.4.1. Op¢i biokemijiski putevi tijekom zrenja sira

(Izvor: Marilley i Casey, 2004)

Laktoza (mlijecni Secer) sastoji se od glukoze i galaktoze koje su povezane B-(1-4)
glikozidnom vezom (Fox i sur., 2015). Fermentacija mlije¢nog Secera, odnosno proces
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fermentacije laktoze u mlije¢nu kiselinu, smatra se osnovnim procesom u proizvodnji svjezih i
mekih sireva zbog doprinosa mlijeCne kiseline aromi. Postoji vise naCina metabolizma laktoze:
uz pomocu bakterija mlije¢ne kiseline, glikolitickim putem ili fosfo-ketolaznim putem. Samo
mali dio laktoze zaostaje u sirnom tijestu (od 1 do 2 %) dok ostatak prelazi u sirutku. Procesom
glikolize sva laktoza koja je zaostala u sirnom tijestu prelazi u mlije¢nu kiselinu (L-izomer).
Katabolizam laktoze ovisi i o pH vrijednosti grusa. Pri alkalnim uvjetima dolazi do prelaska
aldoze u ketozu. Kod sireva kiselog grusa laktati pridonose stvaranju arome, najvec¢im dijelom
u prvoj fazi zrenja, posebice kod mladih sireva. Pri visSim temperaturama dolazi do
mutarotacije i izomerizacije laktoze te stvaranja hlapljivih spojeva kao Sto su kiseline, furfural,
hidroksimetilfurfural, CO; i CO. Ukoliko dode do zaostajanja laktoze ili monosaharida postoji
moguénost pojave Maillardovih reakcija. Maillardove reakcije nastaju kao posljedica tretiranja
laktoze na poviSenim temperaturama Sto je slucaj pri proizvodnji mozzarelle kada se vrsSi
zagrijavanje grusa (Havranek i sur., 2014, Fox i sur., 2015).

Razgradnja lipida (mlijeCne masti) pomodéu enzimatskih katalizatora (lipaza) na
slobodne masne kiseline i alkohol glicerol nazivamo lipolizom. Lipoliza je u manjoj mjeri
prisutna u mlijeku gdje je i nepoZeljna (uzeglost). Lipoliticke promjene poZeljne su tijekom
zrenja sira (Barukci¢, 2015). Udio mlije¢ne masti utjeCe na konzistenciju sira, Sto je vise masti
konzistencija je mekanija (Havranek i sur., 2014). Ukoliko su globule mlije¢ne masti manje sir
sadrzi viSe vlage i elasti¢niji je u odnosu na sir proizveden s mlijekom koje ima vece globule
mlije¢ne masti (Zhang i sur., 2024). Prisustvo slobodnih masnih kiselina moZe imati i pozitivan
i negativan utjecaj na gotovi proizvod. Visoka koncentracija slobodnih masnih kiselina dovodi
do uZeglosti sira, dok pri nizim koncentracijama dolazi do razvoja arome. Katabolizmom
slobodnih masnih kiselina nastaju laktoni, sekundarni alkoholi i kiseline kao spojevi arome.
Esteri i tioesteri (spojevi arome) takoder nastaju djelovanjem slobodnih masnih kiselina.
Koncentracija slobodnih masnih kiselina u mozzarelli je 363 mg/kg u usporedbi s parmezanom
koji ima 4993 mg/kg (Havranek i sur., 2014).

2.4.1. Proteoliza
Od svih navedenih biokemijskih promjena koje se dogadaju tijekom zrenja sira

proteoliza je najvazniji i najslozeniji proces. Proces se razlikuje ovisno o vrsti sira. Plavi sirevi
imaju izraZenije proteoliticke promjene, dok su promjene kod mozzarelle vrlo ograniéene.
Proteolizom dolazi do razgradnje kazeinske mreze. Kazeinska mreza razgraduje se do malih
peptida i slobodnih aminokiselina. Nadalje, dolazi do promjene sirne teksture (lomljivosti,
elasti¢nosti, tvrdoce, topljivosti, kohezivnosti, adhezivnosti, rastezljivosti, svojstva
emulgiranja), povecéanja pH-vrijednosti sira, smanjuje se sadrzaj slobodne vode te dolazi do
razvoja arome (Havranek i sur., 2014, Fox i sur., 2015). Do omeksavanja teksture sira dolazi
zbog smanjenja aktivnosti vode i hidratacije kazeinske micele. Enzimi, peptidaze i proteaze
mogu biti iz razliCitih izvora kao Sto su mlijeko, sirilo, starter bakterije mlije¢ne kiseline,
nestarterske bakterije mlijecne kiseline ili neke druge kulture (McSweeney, 2004, Fox i sur.,
2015). Istrazivanja pokazuju da laktokoki imaju najvazniju ulogu u razgradnji kazeina.
Evolucijski su razvili metabolicki koncept razgradnje proteina mlijeka. Laktokoki za rast i razvoj



u mlijeku koriste aktivnost stani¢no vezane peptidaze. Peptidaze omogucuju razgradnju
kazeina do oligopeptida. Takoder, aminokiseline unutar stanice razli¢itim reakcijama postaju
prekursori za tvorbu aromatskih spojeva (Samarzija, 2015).

Razgradnja kazeina opisana je primarnim i sekundarnim metabolickim putem.
Primarnim metaboli¢kim putem nastaju peptidi i slobodne aminokiseline, dok nastale
slobodne aminokiseline u sekundarnom metabolickom putu sluze kao supstrat za nastajanje
aromatskih spojeva. Primarna proteoliza odvija se pod djelovanjem kimozina i plazmina, a
sekundarna djelovanjem intracelularnih i ekstracelularnih te nestarterskih bakterija mlije¢ne
kiseline (Havranek i sur., 2014).

Kimozin, glavni proteoliticki enzim, moZe zaostati u sirnom grusu nakon ocjedivanja
sirutke u koli¢ini od 3 do 10 % , ovisno o pH vrijednosti grusa. Aktivnost kimozina ovisi o
temperaturi termicke obrade, vrsti enzima i pH vrijednosti tijekom otjecanja sirutke
(McSweeney, 2004). Kimozin ponajprije razgraduje asi-kazeina na dva fragmenta na poziciji
izmedu 23 i 24 ostatka pri ¢emu nastaju fragmenti f1-23, asi-l (f 24-199) i as-ll (f 24-169).
Fragment f1-23 koji je topiv u vodi je supstrat za razgradnju do aminokiselina i polipeptida
(Havranek i sur., 2014). Cijepanjem B-kazeina na sedam mjesta (cijepanje se ve¢inom dogada
u neposrednoj blizini C-terminalnog, hidrofobnog dijela) nastaju kratki hidrofobni peptidi koji
su gorkog okusa (McSweeney, 2004). Pri proizvodnji mozzarelle veéina kimozina gubi se
tijekom dogrijavanja na viSe temperature, zbog njegove termolabilnosti. Plazmin kao alkalna
proteinaza potjece iz krvnog seruma te je najaktivnija pri pH 8,45 i temperaturi od 37 °C. Pri
aktivnosti plazmina dolazi do cijepanja proteinske molekule s lizinskim ostatcima, dok rjede
cijepa argininske ostatke aminokiselina u lancu (Havranekisur., 2014). Na djelovanje plazmina
najosjetljiviji je B-kazein. Plazmin cijepa B-kazein na dijelovima Lys 28-Lys 29, Lys105-His106 i
Lys107-Glu108. Cijepanjem nastaju y* (B-CN f29-209), y? (B-CN f106—209) i y* (B-CN f108-209)
kazeini te proteoza-peptoni i to PP8 brzi (3-CN f1-29), PP8 spori (3-CN f29-105/7) i PP5 (B-CN
fI-105/7) (Fox i McSweeney,1998).

Slobodne aminokiseline nastale proteolizom sluze kao prekursori za katabolicke
reakcije tijekom kojih nastaju brojni spojevi odgovorni za okus (McSweeney, 2004). Tijekom
katabolizma aminokiselina dolazi do dekarboksilacije, oksidativne deaminacije, transaminacije
i desumporizacije (Slika 2.4.1.1). Procesom dekarboksilacije dolazi do konverzije aminokiseline
te nastaje primarni amin i ugljikov dioksid. Dekarboksilacijom tirozina i histidina nastaju
tiramin i histamin koji se smatraju najvaznijim aminima u siru. Nadalje, nastali amini mogu
reakcijom oksidativne deaminacije prijeéi u aldehide ili a-ketokiseline, pri éemu nastaje i NH4
(Havranek i sur., 2014). Transaminacijom dolazi do prijenosa amino skupine s a-aminokiselina
na a-ketokiselinu djelovanjem katalizatora aminotransferaze. Dva su koraka transaminacije. U
prvom koraku dolazi do prijenosa amino skupine s aminokiselina na piridoksamino-5-fosfat.
Nadalje, u drugom koraku amino skupina s piridoksamino-5-fosfata prelazi u a-ketokiselinu te
nastaje aminokiselina i regenerirani piridoksamino-5-fosfat (Fox i sur., 2004). Nastali amini,
aminokiseline i a-ketokiseline prelaze u aldehide. Takoder, aldehidi ovisno o vrsti reakcije,
redukcija ili oksidacija, prelaze u alkohole ili kiseline. Sumporni spojevi koje pronalazimo u siru
potjeCu iz metionina. U siru mozemo pronaéi metantiol, sumporovodik, dimetilsulfid,



dimetildisulfid, dimetiltrisulfid i karbonil sulfid kao nisko molekularne sumporne spojeve.
Zakljuéno, razgradnja aminokiselina odgovorna je za razvoj arome sira stvaranjem alkohola,
fenola, indola, aldehida, amonijaka i sumpornih spojeva (Havranek i sur., 2014). Sam proces
proteolize u nekim vrstama sireva kao $to je cheddar jako je dobro istrazen, dok je manje
poznat proces proteolize kod sireva kao Sto je mozzarella (Costabel i sur., 2007).
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Slika 2.4.1.1. Opdi putovi katabolizma slobodnih aminokiselina

(Izvor: McSweeney i Sousa, 2000)

2.5. Tekstura

Tekstura je najvaZnije svojstvo za potrosace jer pomocu teksture identificiraju
odredenu vrstu sira (Lawrence i sur., 1987). Teksturu mozemo definirati kao skupinu fizikalnih
svojstava koja proizlaze iz strukturnih elemenata (Samarzija, 2015). Tekstura kao sloZzeno
senzorsko svojstvo smatra se na najvaznijim ¢imbenikom kvalitete i prepoznatljivosti svakog
sira. Nadalje na teksturu sira utje¢e sam sastav mlijeka koje se koristi za sirenje, tehnoloski
postupci kojima je izlozeno mlijeko i na samom kraju uvjeti u zrioni (Rako, 2016). Glavni
¢imbenici koji odreduju kvalitetu mozzarelle su istezanje, svojstvo topljenja i tekstura. Najvedi
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utjecaj na kvalitetu mozzarelle ima vrsta mlijeka, nacin proizvodnje, odabir starter kulture i
enzima sirila, postupak istezanja te soljenje (Akarca i sur., 2023).

Na svojstvo teksture utjecaj imaju struktura i sastav same micele (Cai i sur., 2023).
Znacajne promjene u teksturi sira dogadaju se tijekom prvog i drugog tjedna sazrijevanja
(Lawrence i sur., 1987). Frakcije kazeina (asi-kazeina i B-kazeina) hidroliziraju pri cemu dolazi
do promjena u sastavu proteinske mreze, samim tim i do promjene u teksturi sira. Dokazano
je da su specifi¢na svojstva teksture (kohezivnost, tvrdoca, otpornost i lomljivost) u visokoj
korelaciji s hidrolizom asi-kazeina i B-kazeina ukoliko se radi o hidrolizi kojom dominira
plazmin (Cai i sur., 2023).

Tekstura sira takoder je odredena omjerom netaknutog kazeina i vlage te pH
vrijedno$éu. Nadalje, temperatura ima ulogu u razvoju teksture. Sir koji zrije na veéim
temperaturama ima vedi intenzitet hidrolize kazeina te dolazi do promjena u teksturi.
Dokazano je da pri pH vrijednosti vecoj od 5,6 dolazi do vece razgradnje B-kazeina za razliku
od as-kazeina. Smatra se da je za to odgovorna povecana aktivnost plazmina (Lawrence i sur.,
1987).

2.6. Upotreba zacina u sirarstvu

Zbog sve vece svijesti potrosaca, u sastav prehrambenih proizvoda, dodaju se razliciti
prirodni sastojci koji osim pozitivnog djelovanja na okus proizvoda imaju i pozitivan utjecaj na
ljudsko zdravlje (Carocho i sur., 2016). Dodatak zacina ovisi o regiji u kojoj se sir proizvodi. Na
podrucju Hrvatske najcesce se dodaje ruimarin, list lovora, kopar, papar, persin bijel luk,
feferoni, crvena paprika i bosiljak. Kao zac¢in mogude je koristiti bilo koji dio biljke u svjezem
obliku, osusenom, usitnjenom, u obliku praha ili ekstrakcijom aromati¢nih sastojaka (Josipovié
i sur., 2016). Takoder se mogu koristiti kao alternativna sredstva za konzerviranje hrane zbog
bakteriostatske aktivnosti (Zappia i sur.,2020).

Bosiljak pripada porodici usnjaca lat. Lamiaceae. Smatra se da potjece iz Indije gdje se
odavno koristi kao zacin. Ukoliko se bosiljak dodaje hrani najéesée se radi o listu ili stabljici
(Carovi¢ — Stanko, 2013.). Bosiljak (Ocimum basilicum) je zelena biljka koja ima sjajne i mirisne
listove, raste u obliku grma visine do 90 cm. Dodatak bosiljka kao zacina ili sastojka prehrani
karakteristi¢an je za talijansku kuhinju. Bosiljak posjeduje i mnogo ljekovitih svojstava kao sto
su ublazavanje zatvora, dijareje, upala i bolova, uklanjanje bradavica i izravno lijecenje
gastritisa. Takoder je utvrdeno da ima antifugalno, antimutageno, antioksidativno i
antimikrobno svojstvo. Carocho i sur. (2016) navode da dodatak ekstrakta bosiljka i suhog
bosiljka u sireve ima antioksidativno djelovanje te time povecava funkcionalna svojstva sira.
Antimikrobno djelovanje bosiljka ogleda se u veéem gubitku vlage, te manjim promjenama u
sadrzZaju proteina i masti tijekom 6 mjeseci pohrane u usporedbi sa kontrolnim sirom. Autori
objasnjavaju da dodatak bosiljka u sir prevenira peroksidaciju lipida te smanjuju aktivnost
proteoliti¢kih bakterija specifiénih za ovu vrstu sira. Rezultati pokazuju da ekstrakt bosiljka
kao dodatak siru ima bolje konzervirajuée djelovanje te ucinak na funkcionalna svojstva u
usporedbi sa susenim lis¢éem bosiljka.
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3. Materijali i metode

Sir u tipu mozzarelle proizveden je od punomasnog mlijeka u tri ponavljanja/sarze u pilot
pogonu Zavoda za mljekarstvo. Proizvedeni sirevi iste SarZe podijeljeni su u tri grupe s obzirom
na vrstu salamure: 1) vodena otopina limunske kiseline (0,5 g/L) 2) vodena otopina limunske
kiseline (0,5 g/L) i kalcij-klorida (5 g/L) 3) vodena otopina limunske kiseline (0,5 g/L), kalcij
klorida (5 g/L) ivodenog ekstrakta bosiljka (20 g suhog bosiljka/L). Tijekom vremena pohrane
u trajanju od 15 dana uzorkovanje sira provedeno je 0., 5., 10. i 15. dana.

3.1. Tehnologija proizvodnje sira u tipu mozzarelle

Za proizvodnju sira koriSteno je 80 L kravljeg mlijeka jutarnje i veCernje muznje. Do
trenutka prerade mlijeko je pohranjeno u laktofrizu na 4 °C. U hladno mlijeko dodana je
limunska kiselina (120 g). Limunska kiselina prije dodavanja u mlijeko otopljena je u maloj
koli¢ini tople vode. Mlijeko je zagrijano u sirarskom kotlu do temperature od 32 °C. Na toj
temperaturi dodano je mikrobno sirilo (3,2 g; Microclerici, Caglificio Clerici spa, Italija) uz
neprestano mijeSanje od 1 minute (slika 3.1.1).

Slika 3.1.1. Dodavanje mikrobnog sirila u mlijeko

Pri zavrsetku sirenja koje je provedeno na temperaturi od 32 do 35 °Ctijekom 10 minuta
nastaje grus (slika 3.1.2.). Nastali grus rezan je sirarskom harfom na veli¢inu manjeg oraha
(slika 3.1.3.). Sirno zrno je potom prebaceno iz sirarskog kotla na sirarski stol kako bi se sirutka
ocijedila (slika 3.1.4.).
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Slika 3.1.2. Zavrsetak sirenja

Slika 3.1.3. Rezanje grusa sirarskom harfom
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Slika 3.1.4. Ocjedivanje sirutke iz sirnog grusa

Nakon cijedenja, sirno tijesto je potom prebaceno u plasticnu posudu u kojoj je
obavljeno soljenje tijesta (slika 3.1.5.) sitnom morskom soli (640 g). Zatim je dodana vruca
voda (80 °C). U vruéoj vodi provedeno je razvlaenje sirnog tijesta (slika 3.1.6.) kao i
oblikovanje kuglica mozzarelle (slika 3.1.7.), koje su potom prebacene u posudu s hladnom
vodom i ledom.

Slika 3.1.5. Soljenje sirnog tijesta
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Slika 3.1.7. Oblikovanje mozzarelle

Proizvedeni sirevi iste SarZe podijeljeni su u tri grupe s obzirom na vrstu salamure.
Pripremljene su tri vrste salamure (slika 3.1.8.): 1) vodena otopina limunske kiseline (0,5g/L)
2) vodena otopina limunske kiseline (0,5g/L) i kalcij klorida (5g/L) 3) vodena otopina limunske
kiseline (0,5g/L), kalcij klorida (0,5g/L) i vodeni ekstrakt bosiljka (20 g suhog bosiljka/L), u
kojima je sir pohranjen u periodu od 15 dana na temperaturama hladnjaka (slika 3.1.9.).
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Slika 3.1.8. Pripremljene salamure

Slika 3.1.9. Uzorci mozzarelle pohranjeni u tri vrste salamure

3.2. Analiza kemijskog sastava i fizikalnih svojstava sira u tipu mozzarelle

Analize kemijskog sastava i fizikalnih svojstava sira u tipu mozzarelle tijekom pohrane
(0.,5.,10.i15. dan) provedene su u Referentnom laboratoriju za mlijeko i mlije¢ne proizvode
Zavoda za mljekarstvo Sveuciliste u Zagrebu Agronomski fakultet.

Provedene su slijedece analize:

e udio suhe tvari u siru metodom susenja na 102 °C £ 2 °C do konstantne mase
(HRN EN ISO 5534:2008),
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e udio proteina metodom blok digestije-Kjeldahlovo nacelo (HRN EN ISO 8968-
1:2014),

e pH-vrijednost potenciometrijskom metodom pomocéu pH-metra 340 (Mettler
Toledo, Svicarska).

3.3. Analiza proteolitickih promjena sira u tipu mozzarelle

U procjeni sekundarnih proteolitickih promjena tijekom pohrane sira (0., 5., 10.i 15. dan)
metodom blok digestije (slika 3.3.1.). - Udio u vodi topljivih frakcija dusika (WSN) u odnosu na
ukupni dusik (TN) i udio dusi¢ne frakcije topljive u trikloroctenoj kiselini (TCA-SN) u odnosu na
ukupni dusik (TN) odreden je metodom po Kjeldhalu (HRN EN ISO 8968-1:2014) u
Referentnom laboratoriju za mlijeko i mlijeéne proizvode Zavoda za mljekarstvo SveuciliSte u
Zagrebu Agronomski fakultet.

Procjena sekundarnih proteolitickih promjena mjerila se kao:

e udio dusic¢nih tvari topljivih u vodi (WSN) u odnosu na ukupni dusik (TN): pokazuju
koli¢inu polipeptida male i srednje duZine, slobodnih aminokiselina i njihovih soli,
a koje nastaju kao posljedica kimozinske aktivnosti i u manjoj mjeri plazminske
aktivnosti

e udio dusi¢nih tvari topljivih u trikloroctenoj kiselini (TCA-SN) u odnosu na ukupni
dusik (TN): pokazuju koli¢inu neproteinskog dusika i slobodnih aminokiselina, a
koje nastaju kao posljedica proteoliticke aktivnosti mikrobnih kultura i nestarterske
mikrobne populacije te u manjoj mjeri kimozinske aktivnosti.

Slika 3.3.1. Metoda blok digestije
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3.4. Analiza teksture

Mjerenje teksture sira tijekom pohrane (0., 5., 10. i 15. dan) provedeno je pomodu
teksturnog analizatora (TA Plus Lloyd Instruments) opremljenog mjernom stanicom od 500 N
pomocu cilindri¢éne sonde @ 2 mm (slika 3.4.1.). Prije mjerenja uzorci sira su izvadeni iz
salamure i ostavljeni 20 minuta da se ocijede. Nakon toga su omotani prijanjaju¢om
plasticnom folijom da ne bi doSlo do daljnjeg gubitka viage, te su ¢uvani na sobnoj temperaturi
prostorije (22 - 25 °C) kako bi temperatura uzorka i radnih alata na teksturnom analizatoru bila
identi¢na.

Uzorak sira je postavljen na radnu povrsinu, a sonda je spustena do povrSine samog
uzorka. Nakon pokretanja teksturnog analizatora i postizanja vrijednosti pred testne sile
okidaca, zapoceto je mjerenje, a uzorak je bio podvrgnut testu proboda prema sljedeéim
softverskim postavkama: vrijednost predtestne sile okidaca — 0,001 N, dubina prodiranja
sonde u sir — 10 mm, brzina kretanja sonde tijekom prodiranja sonde u sir i njenog povrata u
pocetni poloZzaj — 20 mm/min. Pomocu softvera Nexygen izradunata je sila prodora. Sila
proboda je definirana kao najveca postignuta vrijednost sile tijekom prodiranja sonde u sir i

izrazena je u njutnima (N).

Slika 3.4.1. Odredivanje teksture sira
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3.5. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka provedena je koristenjem statistickog programa SPSS
(IBM, i.21). Utjecaj razlicitih vrsta salamure na proteoliticke i teksturne znacajke sira u tipu
mozzarelle nakon 15 dana pohrane analiziran je pomocu jednofaktorske analize varijance
(ANOVA) pri ¢emu je vrsta salamure bila fiksni faktor, a proteoliti¢ki i teksturni parametri
zavisne varijable. Eksperimentalni podaci dobiveni tijekom pohrane sira u pojedinoj vrsti
salamure analizirani su takoder primjenom jednofaktorske analize varijance (ANOVA).
Naknadno testiranje provedeno je pomocu testa najmanje znacajnih razlika (LSD test) na razini
od 5% znacajnosti (P<0,05).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Proteoliticke promjene
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Tretman 1 Pohrana sira u salamuri s limunskom kiselinom (kontrolni sir); Tretman 2 Pohrana sira u salamuri s limunskom
kiselinom i CaCl,; Tretman 3 Pohrana sira u salamuri s limunskom kiselinom, CaCl, i ekstraktom bosiljka; a - c vrijednosti na
liniji pojedinog tretmana oznacene razlic¢itim slovima znacajno se razlikuju (P<0,05).

Graf 4.1.1. Promjene WSN %TN vrijednosti tijekom pohrane mozzarelle u razli¢itim vrstama
salamure

Jedan od pokazatelja proteolize u siru je sadrzaj topivog dusika u vodi (WSN %TN)
(Golzarijalal i sur., 2024). Iz Grafikona 4.1.1. vidljivo je da se sadrzaj WSN %TN znacajno
(P<0,01) povecava tijekom svih 15 dana pohrane kontrolnog sira, dok tijekom pohrane sira iz
grupe 2 i 3 dolazi do porasta sadrzaja WSN %TN samo do 5. dana pohrane, nakon cega se
sadrzaj smanjuje. Kod skupine sireva koji se proizvode na visokim temperaturama kao sto je
mozzarella, razgradnja kazeina najvec¢im dijelom pripisuje se plazminu (Feeney i sur., 2002).
Zbog njegove termostabilnosti, aktivnost plazmina (glavne proteinaze mlijeka) izrazena je kod
takvih sireva s obzirom da kod ostalih enzima zbog visokih temperatura dolazi do denaturacije.
Posljedi¢no tomu plazmin ima glavnu ulogu u primarnoj proteolizi takvih vrsta sireva (Fox i
sur., 2015). Plazmin hidrolizira B-kazein na tri mjesta (McSweeney, 2004). Alinovi i sur. (2020)
uocavaju znacajno smanjenje sadrzaja B-kazeina tijekom pohrane smrznute mozzarelle, dok
nije bilo promjena u sadrzaju frakcija aS1, aS2 i para-k-kazeina. Kalcij dodan u salamuru
odgovoran je za uspostavljanje ravnoteze izmedu sadrZaja kalcija iz vodene faze sira i
koloidnog oblika kalcija Sto utjece i na sadrzaj vode u siru (Luo i sur., 2013). Veci sadrzaj vode
u kontrolnom siru (Tablica 4.3.1.) utjece i na intenzivniji stupanj proteolize, odnosno veci
sadrZzaj WSN %TN $to je u skladu sa istrazivanjem Luo i sur. (2013). Autori navode da je sadrzaj
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vode u mozzarellam sirevima koji su pohranjeni u salamuri sa 0.10% i 0,25% kalcij-klorida
znacajno manji u odnosu na mozzerellu pohranjenu u salamuri bez dodatka kalcija. Takoder,
Joshi i sur. (2003) navode da pri proizvodnji mozzarelle s razli¢itim udjelima dodanog kalcija
dolazi do promjene intenziteta proteolize te da sir s manjom koli¢inom dodanog kalcija kao
posljedicu ima povecan udio ukupnih topivih proteina.
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Tretman 1 Pohrana sira u salamuri s limunskom kiselinom (kontrolni sir); Tretman 2 Pohrana sira u salamuri s limunskom
kiselinom i CaCly; Tretman 3 Pohrana sira u salamuri s limunskom kiselinom, CaCl; i ekstraktom bosiljka; a, b vrijednosti na
liniji pojedinog tretmana oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju (P<0,05).

Grafikon 4.1.2. Promjene TCA vrijednosti tijekom pohrane mozzarelle u razli¢itim vrstama
salamure

Grafikon 4.1.2. prikazuje sadrzaj duSi¢nih tvari topivih u 12% trikloroctenoj kiselini
(TCA-SN %TN) tijekom 15 dana pohrane sira. Vidljivo je da kontrolni uzorak tijekom cijelog
perioda pohrane biljezi znacajan (P<0,05) porast sadrzaja TCA-SN %TN. Znacajni porast
(P<0,05) sadrzaja TCA-SN %TN kod tretmana 2 i 3 vidljiv je izmedu 0 i 5 dana, nakon ¢ega se
intenzitet proteolize smanjuje, Sto se moze pripisati dodatku kalcij-klorida u salamuru kako je
prethodno opisano. Sekundarna proteoliza odvija se pod djelovanjem proteinaza i peptidaza
bakterija mlije¢ne kiseline. Ukoliko se radi o toplinski obradenom mlijeku nastaju tioldisulfidni
kompleksi izmedu plazmina i B-laktoglobulinu (B-lg). Nadalje, tioldisulfidni kompleksi dovode
do smanjenja aktivnosti plazmina tijekom zrenja. Denaturirani serum proteini imaju
sposobnost vezanja Ca?*i rezistentni su na hidrolizu (Jovanovié i sur., 2007; Benfeldt i sur.,
1997). Sli¢no su utvrdili Feeney i sur. (2002.). Dokazano je da kod mozzarelle s niskim udjelom
vlage osim promijene pH vrijednosti i nacina acidifikacije utjecaj na proteolizu ima i koli¢ina
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kalcija. Metodom Urea-PAGE dobiveni su rezultati koji takoder prikazuju da smanjenjem
omjera kalcija i kazeina dolazi do znadajnog povecanja sekundarne proteolize.

4.2. Teksturne promjene mozzarelle
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Tretman 1 Pohrana sira u salamuri s limunskom kiselinom (kontrolni sir); Tretman 2 Pohrana sira u salamuri s
limunskom kiselinom i CaClz; Tretman 3 Pohrana sira u salamuri s limunskom kiselinom, CaCl: i ekstraktom
bosiljka

Grafikon 4.2.1. Sila proboda tijekom pohrane mozzarelle u razli¢itim vrstama salamure

Na grafikonu 4.2.1. vidljivo je da se sila proboda u kontrolnom uzorku smanjuje tijekom
15 dana pohrane, dok je kod sireva iz tretmana 2 i 3 sila proboda konstantna tijekom cijelog
perioda pohrane. Smanjenje sile proboda kod kontrolnog uzorka rezultat je odsustva kalcij-
klorida u salamuri, $to je u skladu s rezultatima istrazivanja Luo i sur. (2013). Autori navode da
je povrsina sira soljenog u salamuri bez kalcija sluzava i mekana za razliku od sira soljenog u
salamuri s dodanim kalcijem kod kojeg je povrsina sira tvrda i suha.Zbog natrijevih iona dolazi
do topljenja kalcija vezanog za kazein, te kalcij difundira iz sira u salamuru uslijed
koncentracijskog gradijenta. Kazein u tom sluéaju veZe vodu i bubri Sto za posljedicu ima
nastajanje mekane, sluzave i nepovezane povrsine sira. Dodavanjem CaCl, u salamuru
navedena pogreska povrsine sira svodi se na minimum (Luo i sur., 2013; Faccia i sur., 2019).
Slicne rezultate su dobili Zappia i sur. (2020) koji su kao dodatak salamuri koristili koncentrirani
sok bergamota sa i bez dodatka kalcij-laktata. Utvrdili su da najvecu ¢vrstocu ima sir koji je bio
pohranjen u salamuri koja je u svom sastavu imala koncentrirani sok bergamota i kalcij-laktata.
Guinee i sur. (2002) takoder su dosli do zaklju¢ka da smanjeni sadrzaj kalcija u salamuri pri
proizvodnji mozzarelle dovodi do hidratacije te bubrenja para-kazeinata Sto rezultira
smanjenom ¢vrsto¢om sira.
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4.3. Utjecaj vrste salamure na fizikalno-kemijski sastav, proteoliticke i
teksturne karakteristike sira

Tablica 4.3.1. Utjecaj vrste salamure na fizikalno-kemijski sastav, proteoliticke i teksturne
karakteristike sira u tipu mozzarelle 15.dana pohrane

Tretman
Parametar Razina
1 2 3 znacajnosti
Limunska Limunska kiselina Limunska kiselina
kiselina + CaCl, + CaCly+ bosiljak
Sila proboda (N) 0,382+ 0,02 0,60° + 0,05 0,52°+ 0,05 ok
WSN % TN 9,778+ 0,711 6,186° + 0,585 6,152 + 0,610 *
TCA% TN 4,549% + 0,401 3,013+ 0,543 3,092 + 0,305 *
Suha tvar(%) 38,48 + 0,82 40,28 + 0,87 40,68 + 0,56 NZ
Proteini (%) 19,64 + 0,30 20,11 +0,84 19,60 + 1,29 NZ
pH 5,78 + 0,14 5,94 + 0,06 6,00 + 0,01 NZ

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna gre$ka; * ®vrijednosti u istom redu ozna&ene razli¢itim
slovima znacajno se razlikuju, ** P<0,01,*P<0,05, NZ= nije znacajno

Iz tablice 4.3.1. vidljivo je da postoje znacdajne razlike u sili proboda (P<0,01) te sadrzaju
WSN %TN i TCA-SN %TN (P<0,05) izmedu tretmana u 15. danu pohrane sira. Takoder je vidljivo
da vrsta salamure statisticki znacajno ne utje¢e na sadrzaj suhe tvari, proteina i pH sira.
Znacajno manja vrijednost sile proboda (P<0,01) uocena je za kontrolni sir u odnosu na sireve
iz tretmana 2 i 3. Pohrana sira u salamuri koja sadrzi samo limunsku kiselinu rezultira
nastankom mekane povrsine sira zbog izlazenja kalcija iz sira u salamuru. Difuzija vode
odgovorna je za prijenos tvari izmedu sira i salamure u kojoj se sir nalazi (Luo i sur., 2013).
Difuzijom dolazi do ispiranja kalcija s povrSine sira $to rezultira nastajanjem sluzave povrsine
sira (slika 4.3.1.). Kod tretmana 2 i 3 koji u sastavu salamure sadrze kalcij-klorid sila proboda
je veca zbog manjeg prodora vode unutar sira. Dodatak kalcija u salamuru sprje€ava gubitak
kalcija u salamuru i difuziju vode te nastanak sluzave povrsine (Luo i sur., 2013) sto je vidljivo
i na slici 4.3.2. Takoder je vidljivo da dodatak ekstrakta bosiljka nema znacajan utjecaj na silu
proboda s obzirom da nema statisticki znacajne razlike izmedu tretmana 2 i 3.

Sadrzaj WSN %TN i TCA-SN %TN znacajno (P<0,05) je veéi u kontrolnom siru u
usporedbi sa sirevima iz tretmana 2 i 3 Sto je posljedica prisutnosti kalcij-klorida u salamuri za
pohranu sireva iz grupe 2 i 3 odnosno veéeg sadrZzaja vode u siru Sto intenzivira proces
proteolize. Sli¢no su dokazali Zappia i sur. (2020) u svom istrazivanju. Znacajno vedéi sadrzaj
WSN %TN nakon 13 dana pohrane zabiljeZzena je za mozzarellu u salamuri sa dodatkom samo
soka bergamota u odnosu na mozzarellu u salamuri s sokom bergamota i kalcij-laktata.
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Dodatak ekstrakta bosiljka nema znacajan utjecaj na teksturne karekteristike sira niti na razinu
proteolize s obzirom da nema statisticki znacajne razlike izmedu tretmana 2 i 3, iako je sadrzaj
WSN %TN nizi u siru tretmana 3. Carocho i sur. (2016) navode da dodatak ekstrakta bosiljka i
suSenog lis¢a bosiljka u proizvodnji Serra de Estrela sira smanjuje djelovanje proteolitickih

bakterija.

Slika 4.3.1. Izgled povrsSine sira nakon 15 dana pohrane u salamuri tretmana 1

Slika 4.3.2. Izgled mozzarelle nakon 15 dana pohrane u salamuri (s lijeva na desno
Tretman 1 - pohrana sira u salamuri s limunskom kiselinom), Tretman 2 - pohrana sira u
salamuri s limunskom kiselinom i CaClz, Tretman 3 - pohrana sira u salamuri s limunskom
kiselinom, CaClz i ekstraktom bosiljka)
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5. Zakljucak

Pohrana mozzarelle u salamuri koja u svom sastavu sadrzi kalcij-klorid utjece na ¢vrscu
teksturu odnosno povrsinu sira. Dodatak kalcij-klorida u salamuru onemogudéuje prodor vode
iz salamure u unutrasnjost sira Sto sprecava stvaranje meke i sluzave povrsine sira. Vrsta
salamure takoder ima utjecaj na proteoliticke promjene. Mozzarella u salamuri koja u sastavu
nije imala kalcij-klorid ima intenzivnije proteolitcke promjene u usporedbi s mozzarellom
pohranjenom u salamuri s kalcij-kloridom. Dodatak ekstrakta bosiljka nema utjecaj na razinu
proteolize i teksturu sira.
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