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Sazetak

Diplomski rad studenta Denisa Petrovi¢a, naslova

PROTEOLIZA I PROMJENE TEKSTURE SIRA I1Z MISINE TIJEKOM ZRENJA

Sir iz miSine hrvatski je autohtoni tvrdi ov¢ji sir. Njegovo je glavno obiljezje zrenje u
janjecoj kozi. S obzirom na to da kazein Cini temelj sirne mase u koju su ugradeni drugi
spojevi, proteoliza se smatra najvaznijim procesom koji doprinosi nastajanju karakteristicne
teksture sira. Nadalje, proteoliza sudjeluje 1 u kreiranju pozeljne arome sira.

Cilj je ovog rada odrediti fizikalno-kemijske, proteoliticke i teksturne promjene
tijekom 30 dana zrenja sira iz mi$ine i povezanost fizikalno-kemijskih osobina sira s njegovim
proteolitickim 1 teksturnim promjenama.

Istrazivanje je provedeno na deset proizvodnih serija sira proizvedenih na malom
obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu. 1z svake serije uzeti su uzorci grusa i sira nakon
15 1 30 dana zrenja. Fizikalno-kemijske analize sira ukljucivale su odredivanje pH-vrijednosti,
suhe tvari, mlijene masti, proteina i soli. Proteoliticke promjene u siru pradene su
odredivanjem udjela as;-kazeina, as;-1-kazeina, B-kazeina, y-kazeina, frakcije dusika topljive
u vodi (WSN %TN) i 12 %-tnoj trikloroctenoj kiselini (TCA-SN %TN) u odnosu na ukupni
dusik i indeksa zrenja (alfa i beta). Tekstura sira odredena je testom kompresije.

Vrijeme zrenja imalo je znatan ucinak na fizikalno-kemijske, proteoliticke i teksturne
parametre (P<0.05, P<0.01). Udio proteina, TCA-SN %TN, indeks alfa (P<0.05), as;-kazeina,
B-kazeina, y-kazeina i indeks beta (P<0.01) bilo je u korelaciji je s teksturom sira.

Na temelju rezultata istrazivanja moze se zakljuciti da je proteolizavazna za postizanje
zeljene senzorne kvalitete sira, koja se sastoji od izgleda, arome, boje, mirisa i teksture.

Kljuéne rijeci: proteoliza, tekstura, senzorna kvaliteta, sir iz misine, tradicionalni sirevi



Summary

Of the master's thesis — student Denis Petrovié, entitled

PROTEOLYTIC AND TEXTURAL CHANGES DURING THE RIPENING OF
CHEESE IN A SACK

Cheese in a sack is a Croatian autochthonous hard ewe's milk cheese. Its main
specificity is ripening in a sack made of lamb skin. As casein forms the base of cheese
structure in which other compounds are incorporated, proteolysis is considered to be the most
important process which contributes to the formation of the characteristic cheese texture.
Moreover, proteolysis is involved in the formation of a desirable cheese flavour.

The aim of this research was to determine physicochemical, proteolytic and textural
changes over 30 days of cheese ripening, and correlations between phyiscochemical and
proteolitical as well as textural changes of cheese during its ripening in a sack.

Research was conducted on 10 batches of cheese which were manufactured at a small-
scale dairy farm. From each batch, samples of curd and cheese at 15 and 30 days of ripening
were taken. Physicochemical analyses of cheese included determination of pH value, total
solids, fat, protein and salt content. The proteolytic changes in cheese were monitored by
determining the content of as;-casein, as;-I-casein, B-casein, y- casein, water-soluble nitrogen
fraction (WSN %TN) and 12%-trichloroacetic acid soluble nitrogen fraction (TCA-SN %TN)
in the total nitrogen, and ripening indexes (alpha and betta). The cheese texture was
determined by a compression test.

The time of ripening had a significant effect on the observed physicochemical,
proteolytic and textural parameters (P<0.05, P<0.01). The content of protein, TCA-SN %TN,
index alpha (P<0.05), asl-casein, B-casein, y-casein and index betta (P<0.01) correlated
significantly with the cheese texture.

Proteolysis is very important for achieving the desirable sensorial quality of cheese,
which consists of appearance, flavour, colour, odour and texture.

Key words:

Proteolysis, texture, sensorial quality, cheese in a sack, traditional cheeses



1. Uvod

Proizvodnja sira od toplinski neobradenog mlijeka, uz upotrebu prirodnih sirila, s
dodatkom mikrobnih kultura ili bez nje te originalnost proizvodnje i izvornost sirovine uz
znatni utroSak ljudskog rada glavne su karakteristike autohtonog sirarstva iz kojeg je potekla 1
veCina sireva na svjetskom trziStu (Luka¢ Havranek, 1995; Matutinovi¢ 1 sur., 2007; Kalit,
2015). Jedna od glavnih razlika izmedu sireva dobivenih od pasteriziranog mlijeka 1
autohtonih sireva jest izraZeniji okus, kraée vrijeme zrenja i drugacija tekstura potonjih
(Samarzija, 2015). Znacajno je napomenuti kako u proizvodnji autohtonih sireva treba
osigurati mlijeko besprijekorne mikrobioloske kvalitete, Sto se postize visokim higijenskim
standardima u hladnom lancu te zdravstvenom zastitom muznih Zivotinja (Bachmann i sur.,
1996; Samarzija 1 Antunac, 2002; Zebec, 2016). Medutim, upravo su nezadovoljavajuci
higijenski uvjeti i nestandardizirana proizvodnja ozbiljan problem autohtonog sirarstva,
objasnjavaju Sari¢ i sur. (2007). Naglim razvojem industrije, mlijeko se zbog zdravstvene
ispravnosti pocinje pasterizirati, Sto sirarski gurmani smatraju “ubojicom” okusa (Kalit,
2015), a Sto je gotovo dovelo do izumiranja proizvodnje hrvatskih autohtonih sireva i gubitka
njihove autenticnosti, budu¢i da se toplinskom obradom uniStava nestarterska mikrobna
populacija (non starter lactic acid bacteria-NSLAB) (Sari¢ i sur., 2007; Havranek 1 sur.,
2014).

U Republici Hrvatskoj poznato je oko trideset razli¢itih vrsta autohtonih sireva, od
kojih su najpoznatiji paski sir i ostali otocki sirevi (krcki, creski, rapski, bracki, olipski),
Istarski sir, Tounjski sir, Licki gkripavac, Dubrovacki sir (Tratnik i Bozani¢, 2012; Tudor
Kalit, 2012) dok su Parmigiano Reggiano, Grana Padano, Camambert, Brie, Roquefort,
Ementalac i Gruyere neki od najpoznatijih sireva s podru¢ja Europe (Luka¢ Havranek, 1995;
Zebec, 2016).

Vec¢ina se hrvatskih autohtonih sireva proizvodi od punomasnog sirovog ovcjeg
mlijeka u varijantama tvrdih sireva (Lukac¢ Havranek i sur., 2000), a proizvodnja je uglavnom
lokalnog (Samarzija, 2003) i sezonskog karaktera (Mio¢ i sur., 2007). Senzorne karakteristike,
kao i prehrambena vrijednost ovise o biokemijskim procesima proteolize, lipolize i glikolize,
koji se odvijaju u sirnom tijestu tijekom zrenja. Veca probavljivost polutvrdih i tvrdih sireva
koji dugo zriju pripisuje se vecoj koncentraciji slobodnih aminokiselina i slobodnih masnih
kiselina kratkog i srednjeg lanca koje nastaju spomenutim biokemijskim procesima, navode
Lukac¢ Havranek i sur. (2000).

U skupinu hrvatskih autohtonih sireva ubraja se i sir iz miSine ¢ija je glavna
karakteristika anaerobno zrenje u janjecoj kozi (takozvanoj miSini ili mjeSini) (Tudor Kalit,
2012), ¢ime dodatno do izrazaja dolaze pozeljna organolepticka svojstva, posebice specifi¢ni
miris i pikantni slani okus (Grbavac, 2010; Kai¢ i sur., 2011). S obzirom na udio vode u
bezmasnoj tvari i udio mlijeCne masti, sirevi koji zriju u zivotinjskoj kozi pripadaju skupini



polutvrdih ili tvrdih masnih sireva, isticu Tudor Kalit i sur. (2010). Proteoliza kao najslozeniji
1 najvazniji biokemijski proces koji se odvija u sirnom tijestu tijekom zrenja doprinosi
formiranju karakteristicne arome 1 teksture sira iz miSine. Sukladno navedenom, ispitivanje
fizikalno-kemijskih svojstava ovéjeg mlijeka i sira iz miSine te procjena proteoliti¢kih i
teksturnih promjena sira iz miSine tijekom zrenja u cilju njegove karakterizacije kao
autohtonog hrvatskog sira, glavni su ciljevi ovog diplomskog rada.

1.1 Cilj istrazivanja

Cilj je ovog istrazivanja prikazati fizikalna svojstva i kemijski sastav ov¢jeg mlijeka
za sirenje te sira iz miSine. Povrh toga prikazati ¢e se proteoliticke i teksturne promjene
tijjekom zrenja sira iz miSine u cilju njegove karakterizacije kao autohtonog hrvatskog sira.



2. Pregled dosadaSnjih istraZivanja

2.1 Kazeinska micela i mehanizmi koagulacije mlijeka

Kazein je najsloZeniji i najzastupljeniji protein mlijeka koji je osjetljiv na djelovanje
kiseline ili enzima, a u mlijeku se nalazi u obliku kazeinskih micela prosje¢nog promjera 150
nm (Tratnik 1 Bozani¢, 2012; Havranek i sur., 2014). Organski dio micele (92 %) cine
polimerizirane kazeinske frakcije, os;-CN, 0s-CN, B-CN i k-CN koje se sintetiziraju u
mlijenoj zlijezdi, te y-CN koji je rezultat proteolize B-CN djelovanjem plazmina (Gubi¢,
2016). Sve su kazeinske frakcije zahvaljujuéi razli¢itom aminokiselinskom sastavu vrlo
reaktivne 1 podlozne interakcijama na bazi hidrofobnih, elektrostatskih, vodikovih i
disulfidnih veza (Tratnik i Bozani¢, 2012). Frakcije as-CN 1 05-CN sadrze najvise
fosfoserinskih ostataka koji nastaju fosforilacijom hidroksilnih skupina serina zbog ¢ega su
vrlo senzibilne na Ca?* ione. Buduéi da jedino 0s-CN i k-CN sadrze po dva ostatka cisteina,
jedino oni tvore kovalentne disulfidne mostove. k-CN je glikoprotein heterogene strukture ¢iji
je N-terminalni dio (1-105 AK) hidrofobne, a C-terminalni dio (106-169 AK) hidrofilne
prirode jer sadrzi vezane ugljikohidrate (galaktozu, N-acetilneuraminsku Kiselinu i N-
acetilgalaktozamin), a trodimenzionalna grada k-CN nalik je konju s jahacem. Hidrofobni
dijelovi kazeinskih frakcija usmjereni su prema unutrasnjosti micele, dok su hidrofilni dijelovi
usmjereni prema njezinom vanjskom dijelu. Slijedom navedenog, na povrSini micele locirane
su molekule k-CN izmedu kojih se nalaze hidrofilni ostaci ostalih kazeinskih frakcija (Tratnik
1 Bozani¢, 2012). Prosjecno 8 % kazeinske micele ¢ini anorganski dio sastavljen od kalcija,
anorganskog fosfora, magnezija i citrata. Od ukupne koli¢ine kalcija u miceli, 1/3 je vezana
na fosfoserinske ostatke, a ostatak (2/3) se nalazi u obliku koloidnog kalcijevog fosfata,
Cag(POy)s. Vazno je napomenuti kako je kazeinska micela neto-negativnog naboja, Sto je
uzrokovano veéim brojem slobodnih karboksilnih skupina (-COO’) u odnosu na amino
skupine (-NH3") (Tratnik i Bozani¢, 2012), tj. veéim brojem glutaminske i asparginske
kiseline te fosfoserinskih ostataka (Havranek i sur., 2012). Tratnik 1 Bozani¢ (2012)
objasnjavaju kako je kazeinska micela, zbog veéeg udjela prolina, otvorene strukture i kao
takva podlozna proteolitickim promjenama. Nadalje, randman sira, ali i njegova kvaliteta
izravno ovise o udjelu i cjelovitosti kazeina, isticu Havranek i sur. (2014)

Razlikujemo tri mehanizma koagulacije mlijeka: 1. izoelektricnom precipitacijom
kazeina, 2. upotrebom sirila 3. primjenom toplinske obrade mlijeka uz dodatak neke organske
Kiseline. Mehanizam Kisele koagulacije podrazumijeva pad pH-vrijednosti uslijed stvaranja
H* jona koji se vezu na negativne naboje na miceli kazeina pri ¢emu se smanjuje
elektrostatski potencijal tj. elektronegativnost kazeinske micele. Kada se broj pozitivnih i
negativnih naboja izjednaci (neutralna Cestica) kazein precipitira (pH=4,6). Pri padu pH-
vrijednosti s 6,6 na 5,2 dolazi do disocijacije koloidnog kalcijevog fosfata, a zakiseljavanje sa
pH=5,2 na pH=4,6 uvjetuje disocijaciju kalcija s fosfoserinskih ostataka (Havranek i sur.,

3



2014). Drugim rije¢ima, demineralizacija kazeinske micele uvjetuje njezinu destabilizaciju
(Kalit, 2013). Mehanizam koagulacije mlijeka djelovanjem sirila ukljucuje tri faze koje se
odvijaju sukcesivno (Bijeljac i Sari¢, 2005; Havranek i sur., 2014). Prva faza obuhvaca
hidrolizu peptidne veze u molekuli k-CN izmedu Phejgs | Metjos pri ¢emu nastaje fragment
1-105 (para-k-kazein) i fragment f 106-169 (kazeinomakropeptid ili glikomakropeptid). N-
terminalni hidrofobni dio k-CN ostaje vezan za kazeinsku micelu, dok C-terminalni hidrofilni
dio prelazi u sirutku (Dalgleish, 1994; Lucey, 2009; Rako, 2016). Depilacijom kazeinske
micele smanjuje se njezin elektrostatski potencijal (Havranek i sur., 2014) te nakon S§to
hidrolizira 90 % k-CN (Ramkumar, 1997; Rako, 2016) slijedi agregacija tako destabiliziranih
micela koje se u fazi retikulacije medusobno povezu preko Ca®" iona (Havranek i sur., 2014).
U tom je smislu znacajno napomenuti kako se u sirarstvu ne preporuca visoka toplinska
obrada mlijeka pri kojoj dolazi do denaturacije B-laktoglobulina i njegove interakcije s k-CN,
¢ime je otezan pristup kimozina specificnom mjestu cijepanja, a $to direktno umanjuje
koagulacijska svojstva mlijeka (Kalit, 2015). Zagrijavanje mlijeka na visoku temperaturu uz
dodatak organske kiseline tre¢i je naCin koagulacije mlijeka kojim se ostvaruje i najveci
randman. Slijedom navedenog, kiselom koagulacijom se dobivaju kiseli sirevi i kisela sirutka
(progresivna disocijacija Ca i P iz micele u vodenu fazu), a enzimatskom koagulacijom se
dobivaju slatki (siriSni) sirevi i slatka sirutka (prijelaz ugljikohidrata iz micele u vodenu fazu)
(Havranek i sur., 2012).

2.2 Biokemijski procesi tijekom zrenja sira

Tijekom zrenja sireva dolazi do biokemijskih promjena u kojima iz slozenih organskih
molekula (proteina, mlijene masti 1 laktoze) posredstvom razliCitth enzima nastaju
jednostavnije, te uzro¢no-posljedi¢no, sir poprima pozeljna ili nepozeljna svojstva (Kalit,
2002; Kalit, 2015). Mikulec i sur. (2010) objasnjavaju kako se biokemijske promjene mogu
podijeliti na primarne i sekundarne. Primarne biokemijske promjene su proteoliza, lipoliza i
glikoliza, a odgovorne su za formiranje pozeljne teksture, dok sekundarne promjene
podrazumijevaju katabolizam aminokiselina i slobodnih masnih kiselina, ¢ime se formira
specifitna aroma sira. Osim biokemijskih promjena, u siru se tijekom zrenja odvijaju i
mikrobioloske promjene koje ukljucuju rast nestarterske mikrobne populacije i1 lizu
(odumiranje) bakterija mlijecne kiseline dodanih u formi kulture, pri ¢emu se oslobadaju
unutarstani¢ni enzimi (Williams 1 sur., 2002; Kenny 1 sur., 2006; Hickey 1 sur., 2007;
Mikulec, 2010).

Proteoliza, lipoliza i glikoliza glavni su biokemijski procesi koji se tijekom zrenja
odvijaju u siru djelovanjem enzima sirila, endogenih enzima mlijeka, enzima bakterija
mlije¢ne kiseline dodanih u formi kulture te enzima nestarterskih bakterija mlije¢ne kiseline
(Havranek i sur., 2014). Tri navedena biokemijska procesa uzrokuju fizikalno-kemijske



modifikacije u siru (Luka¢ Havranek i sur., 2000; Prieto i sur., 2002; McSweeney, 2004;
Tudor Kalit, 2012). Budu¢i da su kazein i mlijjecna mast dominantne komponente suhe tvari
sira, biokemijske reakcije odvijaju se upravo na njima (Fox i sur., 2000a; Tudor Kalit, 2012).

Kako bi se biokemijski procesi mogli odvijati u smjeru tvorbe pozeljne arome i
teksture, bitan je kemijski sastav sira (udio vode i soli te pH-vrijednost) te odgovarajuci
mikroklimatski uvjeti u zrioni. Temperatura od 12 °C do 15 °C i relativna vlaznost zraka od
70 % do 80 % optimalni su mikroklimatski uvjeti za pravilan tijek zrenja sira (Kalit, 2015).
Bududi da je odnos izmedu povecanja temperature i aktivnosti enzima upravo proporcionalan,
regulacijom temperature moze se utjecati na brzinu zrenja sira. Osim navedenog, bitna je i
redovita kontrola i njega sireva koja ukljucuje okretanje, Cetkanje, brisanje, struganje i
premazivanje sireva (Tratnik i BoZani¢, 2012; Kalit, 2015).

Presudnu ulogu u razvoju specificne arome autohtonih sireva imaju enzimi
nestarterskih bakterija mlije¢ne kiseline (Kalit, 2002), ve¢ina kojih u sir dospijeva iz sirovog
mlijeka (Casey 1 sur., 2006, Matutinovi¢ 1 sur., 2007), a ¢iji se broj u istom tijekom zrenja
povecava (Kalit, 2002). Havranek i sur. (2014) navode kako je broj NSLAB-a u sirevima
proizvedenima od sirovog mlijeka oko 10® cfu/g, dok je u sirevima od pasteriziranog mlijeka
njihov broj oko 107 cfu/g.

2. 3. 1. Glikoliza

Bakterije mlijecne kiseline laktozu u stanicu unose u fosforiliranom obliku pomocu
ATP-ovisnog laktoza permeaznog sustava ili fosfoenolpiruvat-ovisnog-fosfotransferaznog
sustava, a razgradnja se provodi glikolitickim (Embden-Mayerhof-Parnasovim putem) ili
fosfoketolaznim putem, ovisno o tome govori li se o homofermentativnim ili
heterofermentativnim vrstama bakterija mlije¢ne kiseline. U stanici se laktoza-6P djelovanjem
B-galaktozidaze hidrolizira na glukozu i galaktozu-6P. Glukoza se glikolitickim putem
prevodi do piruvata iz kojeg djelovanjem laktat-dehidrogenaze nastaje laktat, dok se galaktoza
razgraduje Leloirovim ili Tagatoznim putem, objasnjava Samarzija (2015). Bijeljac i Sari¢
(2005) navode kako se konverzija laktoze u mlijecnu kiselinu provodi djelovanjem dodanih
kultura bakterija mlije¢ne kiseline ili djelovanjem NSLAB-a. U proizvodnji sira dolazi do
izdvajanja sirutke te dobiveni grus sadrzi oko 1-2 % laktoze, 98 % iste gubi se sirutkom. Sva
laktoza zaostala u grusu konvertira se u L-izomer mlijecne kiseline (Havranek 1 sur., 2014),
djelovanjem enzima starterske i nestarterske mikrobiote (Fox i McSweeney, 1998; Tudor
Kalit, 2012), a ¢ija sudbina ovisi o vrsti sira. Kod Svicarskih sireva tipa ementalca i grojera
djelovanjem Propionibacterium spp. iz laktata nastaje octena i propionska kiselina te CO; i
H,0O, dok u Cheddaru i nizozemskim sirevima iz L-izomera nastaje racemi¢na smjesa L/D
laktata. Kod sireva s plemenitim plijesnima 1 sireva s mazom laktat se djelovanjem povrSinske
plijesni i kvasaca metabolizira do CO; i H,O $to uzrokuje porast pH-vrijednosti i bolji rast
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bakterije Brevibacterium linens. Vecina sireva ima pH-vrijednost od 4,6 do 5,2, $to je rezultat
produkcije laktata, a koja se tijekom zrenja povecava (Havranek i sur., 2014).

2. 3. 2. Lipoliza

Mlijecna mast kompleks je razli¢itih lipidnih tvari, od kojih su najviSe zastupljeni
triacilgliceroli (98,30 %) te u manjoj koli¢ini diacilgliceroli, monoacilgliceroli, fosfolipidi,
slobodne masne kiseline, kolesterol, cerebrozidi, vitamini A, D, E i K, mineralne tvari i drugi
spojevi (Tratnik i Bozani¢, 2012). U mlije¢noj masti identificirano je i opisano vise od 400
masnih kiselina od kojih 70 % ¢ine zasi¢ene masne kiseline 1 30 % nezasi¢ene masne kiseline,
odnosno 27 % mononezasi¢enih masnih kiselina 1 3 % polinezasi¢enih masnih kiselina.
Mlije¢na mast dobar je izvor esencijalnih polinezasi¢enih masnih kiselina, linolne, linolenske
1 arahidonske kiseline (Tratnik i Bozani¢, 2012; Samarzija, 2015).

Mlijecna je mast podlozna lipolitickim i oksidativnim promjenama. Lipoliticke
promjene podrazumijevaju Cijepanje esterskih veza u triacilglicerol molekulama pri ¢emu
nastaje alkohol glicerol i slobodne masne kiseline (Collins i sur., 2003, Tudor Kalit, 2012)
koje su podlozne oksidaciji, odnosno, vezanju kisika iz zraka na dvostruke kovalentne veze
nezasi¢enih masnih kiselina, navode Antunac i Havranek (2013). Medutim, zbog niskog
oksidacijsko-redukcijskog potencijala u siru, mlije¢na je mast vise podloZna lipolitickim nego
oksidativnim promjenama (Collins i sur., 2003, Tudor Kalit, 2012). U odnosu na kravlje i
kozje, u ov¢jim se sirevima zbog veceg udjela mlije€ne masti odvijaju intenzivnije lipoliticke
promjene tijekom zrenja (Larreyoz i sur., 2002; Pinho i sur., 2003; Tudor Kalit, 2012).

Triacilglicerol
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Slobodne masne
kiseline

| I
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B-ketokiseline 4- ili 5- kiseline
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Metil-ketoni Hidroperoksidi
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p —
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hd - l l
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Slika 2.1. Katabolizam slobodnih masnih kiselina (McSweeney i Sousa, 2000)



KratkolanCane i srednjelancane masne kiseline, kao §to su maslacna, kapronska i
kaprilna kiselina, imaju izravan utjecaj na kreiranje arome sira, dok su dugolancane masne
kiseline prekursori za biosintezu sekundarnih metabolita poput metil-ketona, sekundarnih
alkohola, y- ili &-laktona te kiselina i alkohola (Tudor Kalit, 2012). Katabolizam slobodnih
masnih kiselina prikazan je na slici 2.1.

2. 3. 3. Proteoliza

Proteoliza podrazumijeva razgradnju kazeina do peptida i slobodnih aminokiselina
djelovanjem proteolitickih enzima koji potjeu iz mlijeka (endogeni enzimi), sirila,
mljekarske kulture (LAB), naknadnog ili sekundarnog startera te nestarterske mikrobne
populacije (NSLAB) (McSweeney i Fox, 1999, Mikulec i sur., 2010). Reakcija proteolize
obuhvaca tri faze: proteoliza u mlijeku, proteoliza za vrijeme enzimske koagulacije mlijeka i
proteoliza za vrijeme zrenja sireva (Fox, 1989). Proteoliza je ujedno najvazniji 1 najslozeniji
biokemijski proces koji se odvija u siru tijekom zrenja (Havranek i sur., 2014). Proteoliti¢ki se
enzimi s obzirom na mjesto napada na proteinu dijele na endopeptidaze i egzopeptidaze.
Endopeptidaze cijepaju peptidne veze u sredini polipeptidnog lanca, dok egzopeptidaze
odcjepljuju  krajnje aminokiseline pa medu njima razlikujemo karboksipeptidaze i
aminopeptidaze (Karlson, 1993).

U osnovi razlikujemo primarnu proteolizu, koja se odvija djelovanjem kimozina i
plazmina, te sekundarnu proteolizu, koja se odvija djelovanjem endogenih i egzogenih enzima
nestarterske populacije i bakterija mlije¢ne kiseline dodanih u formi startera. Primarna
proteoliza podrazumijeva hidrolizu kazeina do odredenih razgradnih produkata (Benfeldt,
Sorensen, Ellegard, & Petersen, 1997; Kalit i sur., 2004) i najviSe ovisi o koli¢ini i aktivnosti
rezidualnog sirila, a u manjoj mjeri o aktivnosti plazmina (Bansal i sur., 2007; Rako, 2016).
Sekundarna proteoliza podrazumijeva razgradnju proteina i velikih peptida do aminokiselina i
malih peptida (Addeo i sur., 1992; Gagnaire, Thierry& Leonil, 2001; Kalit i sur., 2004). Visa
temperatura zrenja, duzi vremenski period zrenja, vise rezidualnog sirila, veci aktivitet vode te
manji udio soli uzroci su intenzivnije proteolize u siru (Tratnik, 1998; Tudor Kalit, 2012).

Od ukupne koli¢ine sirila koje koristimo u proizvodnji, od 3 do 10 % ostaje ugradeno
u sirno tijesto, a tijekom zrenja djeluje na as-CN (Havranek i sur., 2014) i na taj nacin
doprinosi senzorskim karakteristikama (Mikulec, 2010). Najveca aktivnost kimozina u siru je
pri pH=5 (Walstra i sur., 2006; Rako, 2016). Produkti razgradnje su fragment f 1 — 23
(predstavlja supstrat za sekundarnu proteolizu), asy — | (f 24 — 199) i ag —1I (f 24 — 169).
Nastajanje tih peptida posebno je vazno u prvim tjednima zrenja za omekSavanje gumene i
elastiéne mase sira. Medutim, dodavanje prevelike koli¢ine sirila u mlijeko uvjetuje hidrolizu
hidrofobnih dijelova kazeina pri ¢emu nastaju gorki peptidi. Plazmin je alkalna proteinaza
vezana na micelu kazeina preko lizinskih ostataka B-CN. Produkti djelovanja plazmina na -



CN su fragmenti y;-CN (B-CN f 29 — 209), y,-CN (B-CN f 106 — 209) i y3-CN (B-CN f 108 —
209) te proteoze peptoni: PP8 brzi (3-CN f 1 — 28), PPS8 spori (B-CN f 29 — 105/107) i PP5 (B-
CN f 1 - 105) (Havranek i sur., 2014). Samarzija (2015) objasnjava kako je za normalan rast
stanica bakterija mlijeCne kiseline potrebna odredena koncentracija slobodnih aminokiselina.
Budué¢i da je mlijeko siromasno slobodnim aminokiselinama (<lmgL™) te je limitiran
kapacitet bakterija mlije¢ne kiseline za vlastitu biosintezu, one su kroz evoluciju razvile
vlastiti proteoliticki sustav (enzimatski sustav) razgradnje proteina mlijeka. Medutim,
proteoliticka aktivnost bakterija mlijecne kiseline vrlo je slaba i nadovezuje se na primarnu
proteolizu (Havranek i sur., 2014).

Produkti sekundarne proteolize su niskomolekularni peptidi koji se konvertiraju do
aminokiselina, a iz kojih biokemijskim procesima dekarboksilacije, deaminacije,
transaminacije i desumporizacije nastaju aromatske komponente. U biokemijskom smislu,
dekarboksilacija podrazumijeva uklanjanje karboksilne skupine pri ¢emu nastaje ugljikov
dioksid i primarni amin (Karlson, 1993), a najvazniji amini sira su tiramin i histamin koji
nastaju dekarboksilacijom tirozina i histidina (Havranek i sur., 2014) djelovanjem histidin i
tiramin dekarboksilaze (Jelovac i sur., 2011). Transaminacija je proces u kojem se amino
grupa djelovanjem transaminaza prenosi na 2-oksoglutarat ili oksalacetat pri ¢emu nastaje 2-
oksokiselina, koja sadrzi raspored C-atoma aminokiseline. Pri deaminaciji najprije nastaje
iminokiselina, koja hidrolizom daje a-ketokiselinu i amonijak (Karlson, 1993). 1z nastalih -
ketokiselina, aminokiselina 1 amina nastaju aldehidi koji se ne akumuliraju u siru veé
oksidiraju do kiselina ili reduciraju do alkohola (Havranek i sur. ,2014) $to je prikazano na
slici 2.2. Autori nadalje navode kako su metantiol, sumporovodik, dimetilsulfid,
dimetildisulfid, dimetiltrisulfid i karbonilsulfid najvazniji niskomolekularni sumporni spojevi
koji nastaju desumporizacijom metionina i cistina. Nadalje, treba istaknuti i katabolizam
aromatskih aminokiselina djelovanjem enzima mikrobnih kultura i nestarterskih bakterija
mlijecne kiseline pri ¢emu takoder nastaje Siroka lepeza molekula nosioca okusa.
Aminokiseline koje sluze kao prekursori u produkciji aromatskih spojeva su one s
razgranatim lancem: valin, leucin, izoleucin; aromatske aminokiseline: fenilalanin, tirozin i
triptofan te aminokiseline koje sadrze sumpor: metionin i cistin (Havranek i sur., 2014).
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2000)

2.3 Teorija balansnih spojeva

Organolepticke karakteristike razli¢itih vrsta sireva na pocetku zrenja vrlo su sli¢ne, a
specifitna se aroma formira tijekom perioda zrenja, objaSnjavaju Mikulec i sur. (2010).
Razvoj arome 1 teksture sira ovisi o biokemijskoj degradaciji mlije¢nih komponenata,
ukljucujuéi kazeine, mlije€nu mast, laktozu, laktat 1 citrat pri ¢emu nastaje Siroka paleta
aromatskih razgradnih produkata (slika 2.3). Za razvoj arome (karaktera) sira zasluzni su
brojni spojevi, ali nijedan pojedinac¢ni spoj nema dominantnu ulogu u tehnologiji razvoja
okusa. Karakteristi¢na aroma ovisi o brojnim spojevima te o njihovim specifiénim omjerima i
koncentracijama, a taj koncept poznat je pod nazivom teorija balansnih spojeva (engl.
Component Balance Theory), objasnjavaju Fuquay i sur. (2011), a koja je predlozena
pedesetih godina proslog stoljeca (Havranek i sur., 2014). Karakter siru daju kemijski spojevi
topljivi u vodi (peptidi, aminokiseline, masne kiseline kratkog lanca, organske Kiseline i
NaCl) i hlapljivi aromatski spojevi, objaSnjavaju Havranek i sur. (2014), a koji nastaju
procesom zrenja, istiu Kuli¢ 1 sur. (1991). Sukladno tome, Mikulec i1 sur. (2010) navode
zrenje sira kao krucijalnu tehnoloSku operaciju u procesu proizvodnje polutvrdih i tvrdih
sireva. Kod autohtonih sireva, aroma se formira znatno brze zbog prisutnih nestarterskih
bakterija mlijecne kiseline i endogenih enzima (Fox i McSweeney 1998; Delgado i sur.,



2011). Glavni biokemijski proces koji najvise doprinosi nastajanju arome kod sireva koji zriju
u zivotinjskoj kozi jest lipoliza (Molkentin, 2000; Tudor Kalit, 2012).
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Slika 2.3. Biokemijski procesi nastajanja spojeva okusa i arome sira (Izvor: Marilley i Casey,
2004; Mikulec, 2010)

2.4 Tekstura sireva

Samarzija (2015) definira teksturu kao skupinu fizikalnih svojstava koja proizlaze iz
strukturnih elemenata, a koja se mogu osjetiti dodirom, podlozna su deformacijama i teCenju i
mogu se mjeriti kao funkcija mase, vremena 1 udaljenosti. Mjerenje teksture sireva temelji se
na njegovim reoloskim karakteristikama (Le Quéré i Cayot, 2013, Rako, 2016). Reologija je
znanstvena disciplina koja proucava deformacije i te€enje tvari u ¢vrstom (krutom), tekuéem i
plinovitom agregatnom stanju kada na njih djelujemo vanjskom silom (Samarzija, 2015).
Pojam deformacije podrazumijeva promjenu oblika i dimenzija proizvoda (Lovri¢, 2003) dok
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pojam tecenja predstavlja reorganizaciju sastojaka hrane pod utjecajem vanjske sile
(Ritzoulis, 2013, Rako, 2016). U reoloSka svojstva ubrajaju se viskoznost, elasti¢nost,
visokoelasti¢nost, ¢vrstoca 1 kohezivnost (Samarzija , 2015). Viskoznost se definira kao otpor
koji tekuc¢ina pruza promjeni polozaja (Lovri¢, 2003), a moZe se opisati i kao dodana energija
koja je u materijalu rasprSena u obliku topline, dok je kod elastiCnosti sva dodana energija
sadrZzana u materjjalu (Samarzija, 2015). Visokoelasti¢ni materijali pokazuju svojstva i ¢vrstih
i teku¢ih materijala (Lovri¢, 2003) tj. svojstva i viskoznosti i elasti¢nosti, dok kohezivnost
¢ini granicu do koje se neki materijal moZe deformirati prije nego Sto pukne, navodi
Samarzija (2015).

Pri mjerenju teksture, prednost se zbog tocnijih rezultata daje cilindricnom obliku
uzorka sira (Rohm i Jaros, 2002), iako se mogu koristiti i uzorci sira u obliku kocke (Fox i
sur., 2000b). Na teksturne karakteristike sira utje¢e kemijski sastav mlijeka iz kojeg je sir
proizveden, tehnoloski postupci u proizvodnji te mikroklimatski uvjeti tijekom zrenja (Lucey
i sur., 2003, Rako, 2016). Havranek i sur. (2014) objasnjavaju kako je za kvalitetu i koli¢inu
sira vazan udio proteina i mlijeCne masti u mlijeku za sirenje te njihova cjelovitost. Odnos
izmedu udjela mlije¢ne masti u mlijeku za sirenje i proteina u suhoj tvari sira (Fenelon i
Guinee, 1999; Sanchez-Macias 1 sur., 2010) obrnuto je proporcionalan ¢ime se znacajno
utjeCe na teksturne karakteristike sira (Fenelon i Guinee, 1999 i Lteif i sur., 2009). Slijedom
navedenog, sirevi proizvedeni od obranog ov¢jeg mlijeka imaju vecu ¢vrstocu u odnosu na
sireve proizvedene od punomasnog mlijeka (Irigoyen i sur., 2002). Nadalje, obrnuto je
proporcionalan odnos izmedu viskoznosti i udjela vode u siru (Fox i sur., 2000b; McSweeney,
2000).

Rako (2016) istice povezanost pH-vrijednosti, udjela kalcija, soli i vode s teksturom
sira. Bakterije mlijecne kiseline iz sastava mljekarske kulture laktozu koriste kao izvor
energije koju konvertiraju u mlije¢nu kiselinu koja uzrokuje pad pH-vrijednosti (Walstra i
sur., 2006) ¢ime se povecava aktivnost kimozina i disocijacija koloidnog kalcijevog fosfata, a
smanjuje hidratacija 1 elektronegativnost kazeinske micele (Macej 1 sur., 2007). Sirevi
dobiveni od mlijeka ¢ija je pH-vrijednost 6,1 imaju manju ¢vrsto¢u u odnosu na sireve
dobivene koagulacijom mlijeka pH-vrijednosti od 6,5 do 6,7 (Ong i sur., 2012; Rako, 2016).
Odnos izmedu pH-vrijednosti sira i udjela vode u siru upravo je proporcionalan te ¢e uzro¢no-
posljedi¢no u sir pri nizoj kiselosti difundirati veca koncentracija natrij-klorida tijekom
salamurenja (Guinee, 2004), ¢ime se direktno utje¢e na proteoliticke promjene djelovanjem
rezidualnog sirila (Guinee i Fox, 2004).

2.5 Povezanost proteolize i teksture sira

Proteoliza, osim $to doprinosi nastajanju arome sira (McSweeney i Sousa, 2000)
odgovorna je, izravno, hidrolizom trodimenzionalne proteinske mreze i smanjenjem aktiviteta
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vode, i neizravno, povecanjem pH-vrijednosti, za karakteristicnu teksturu sira (Upadhyay i
sur., 2004; Rako, 2016). Teksturne promjene koje se u siru odvijaju tijekom zrenja
djelovanjem rezidualnog sirila mogu se podijeliti u dva vremenska razdoblja. Prvo razdoblje
odnosi se na dva tjedna od proizvodnje u kojem kimozin brzo hidrolizira as;-CN $to dovodi
do omekSavanja teksture sirnog tijesta. Pri 20 %-tnoj hidrolizi as;-CN meksSa tekstura sira
moze se osjetiti na dodir. U drugom je razdoblju aktivnost kimozina puno manja, ali je veca
aktivnost plazmina te enzima starterske i nestarterske mikrobne populacije, uslijed ¢ega dolazi
do povecanja pH-vrijednosti (Creamer 1 Olson, 1982; Hort 1 Grys, 2001; Puda, 2009; Rako,
2016).

Rako (2016) objaSnjava kako intenzitet proteolize tijekom zrenja ovisi o koli¢ini, vrsti
i aktivnosti rezidualnog sirila i plazmina iz mlijeka, omjeru mlije¢ne masti i proteina u siru,
temperaturi zrenja, udjelu vode i soli u siru te koncentraciji uree. Odnos izmedu rezidualnog
sirila i njegove koli¢ine dodane u mlijeko upravo je proporcionalan (Johnston i sur., 1994;
Fox i sur., 2000b). Nadalje, udio rezidualnog sirila ovisi i 0 pH-vrijednosti mlijeka za sirenje.
Znacajno se povecava udio sirila u grusu ako je pH-vrijednost mlijeka manja od 6,1 (Bansal i
sur. 2007; Rako, 2016), $to uzrokuje manju ¢vrstocu sira (Ong i sur., 2012; Rako, 2016).
Aktivnost kimozina i plazmina ovisi i o temperaturi dogrijavanja sirnog zrna (van den Berg i
Exterkate, 1993; Rako 2016). Pri dogrijavanju sirnog zrna do temperature 52-54 °C, sto se
primjenjuje u proizvodnji Ementalca, smanjuje se aktivnost kimozina, a povecava aktivnost
(Frohlich-Wyder i Bachmann, 2004; Rako, 2016) termostabilnog plazmina (Kalit i sur.,
2002). Nadalje, kimozinska i plazminska aktivnost ovise o pH-vrijednosti sira. Sukladno
5,7 ima jace izrazenu plazminsku aktivnost (Puda, 2009; Rako, 2016). Usporedbom razli¢itih
vrsta sirila utvrdena je veéa proteoliticka aktivnost sirila biljnog podrijetla u odnosu na
zivotinjska sirila (Sousa i Malcata, 1997; Rako, 2016), dok su An i sur. (2014) utvrdili ve¢u
aktivnost sirila mikrobioloSkg podrijetla u odnosu na Zivotinjska sirila. Nadalje, $to sirevi
imaju ve¢i udio mlijeéne masti, intenzivnije su primarne proteoliticke promjene $§to smanjuje
¢vrstocu Cheddar sira (Guinee 1 sur., 2000). Intenzivnija proteoliza i veci gubitak vode
tijekom zrenja u pozitivnoj su korelaciji s pove¢anjem temperature zrenja (van den Berg i
Exterkate, 1993) dok je obrnuto proporcionalan odnos izmedu udjela vode u siru i napona
lomljivosti (Gunasekaran i Ak, 2003; Rako, 2016). Udio slobodne vode tijekom zrenja sira
smanjuje se zbog vezivanja na karboksilne i amino skupine uslijed ¢ega dolazi do povecanja
pH-vrijednosti sira (Havranek i sur., 2014). Intenzitet primarne proteolize ovisi 1 0
koncentraciji soli u siru. Udio soli od 5 % potice kimozinsku aktivnost na razgradnju as;-CN
(Guinee i Fox, 2004; Rako, 2016). Koncentracija uree u siru prvenstveno ovisi 0 njezinoj
koncentraciji u mlijeku i o trajanju zrenja (Vintila i Marcu, 2011), a normalna koncentracija u
mlijeku je 10 — 30 mg/100 mL ili 1,7 — 4,5 mmol/L (Marenjak i sur., 2004; Bendelja i sur.,
2009). Veca koncentracija uree u mlijeku uzrokuje manji udio cjelovitog (micelarnog)
kazeina i sukladno tome manji randman (Kalit, 2008; Blazanovi¢, 2015) te veci udio vode i
mekaniju teksturu sireva (Martin i sur., 1997; Rako, 2016), a njezina se koncentracija tijekom
zrenja smanjuje (Van den Berg i Exterkate, 1993).
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Slijedom navedenog, Rako (2016) u svojoj disertaciji zakljuCuje kako povecanje
udjela kazeina, smanjenje udjela mlije¢ne masti te povec¢anje omjera kazeina i mlije€ne masti
u ov¢jem mlijeku, znacajno utjeCe na povecanje ¢vrstoce brackog sira.

2.6 Glavne osobitosti sira iz miSine

Sir iz miSine proizvodi se na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima u okolici
Knina 1 DrniSa iz sirovog ov¢jeg mlijeka bez koriStenja mikrobnih kultura, uz dodatak
industrijskog sirila i prema tehnologiji proizvodnje polutvrdog sira (Tudor Kalit, 2012; Kai¢ i
sur., 2011). lako se autohtonim sirom iz miSine smatra sir proizveden iz mlijeka autohtone
pasmine ovaca Dalmatinske pramenke, proizvodi se i iz kravljeg i kozjeg mlijeka, ili iz
njihovih mjesavina. Prema literaturnim podacima, pocetak proizvodnje ovog sira datira jo§ iz
doba Ilira 1 Tracana, ¢ije su ovce pasle na pasnjacima Dinare, objasnjava Tudor Kalit (2012).
Ti su narodi za spremanje 1 transport sira iz planine u dolinu koristili mi§inu. Sir iz miSine
proizvodi se i danas na desetak obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava Sibensko-kninske
zupanije (Tudor Kalit, 2014) gdje se uzgaja oko 200 000 ovaca pasmine dalmatinska
pramenka, a ¢ije se mlijeko koristi za proizvodnju ovog sira. GodiSnja proizvodnja ovog sira
na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima iznosi 5 do 10 tona, isticu Kaic i sur. (2008).
Osim u Republici Hrvatskoj, proizvodnja sireva koji zriju u zivotinjskoj kozi zastupljena je u
Bosni i Hercegovini (sir iz mijeha), Crnoj Gori (sir iz mijeha), Turskoj (Tulum sir) i Libanonu
(Darfijeh) (Tudor Kalit, 2012). Od sireva koji zriju u Zivotinjskoj kozi, najvise je istrazen
Tulum sir ¢ija je tehnologija proizvodnje najsli¢nija proizvodnji hrvatskog sira iz miSine
(Yilmaz i sur., 2005; Hayaloglu i sur., 2007a i b; Serhan i sur., 2007; Cakmakci i sur., 2011;
Serhan i sur., 2010; Hayaloglu i sur., 2013a i b; Vrdoljak, 2016).

Tehnologiju tradicionalne proizvodnje sira iz miSine prvi su opisali Tejkal 1913.
godine (Vrdoljak, 2016) 1 Filipovi¢ 1938. godine, navode Kaic¢ i sur. (2011). Millin (1969) je
proveo prvo istrazivanje sira iz misine i utvrdio sljede¢i kemijski sastav: suha tvar 62,96 %,
proteini 24,08 %, mlijeCna mast 32,92 %, mlije¢ne mast u suhoj tvari 52,50 %, mineralne
tvari 5,52 % te sol 4,29 % te ga kategorizirao u skupinu tvrdih punomasnih masnih sireva.
Grbavac (2002) u svom magistarskom radu sir iz mjeSine kategorizira kao tvrdi punomasni sir
prosje¢nog kemijskog sastava kako slijedi: voda 41,04 %, mlijecna mast 31,19 %, proteini
21,65 %, mlije¢na mast u suhoj tvari 53,36 %, mineralne tvari 4,50 i natrij-klorid 3,59 %.
Bijeljac 1 Sari¢ (2005) sir iz mijeha s podru¢ja Hercegovine proizvedenog od punomasnog
mlijeka kategoriziraju u skupinu tvrdih sireva sljedeceg kemijskog sastava: <40 % vode, 45 —
55 % masti u suhoj tvari, 25 — 35 % proteina, 4 — 7 % mineralnih tvari, 3 -5 % soli i 0,7 - 0,9
% mlijecne kiseline. Analiziraju¢i fizikalno-kemijski sastav sira iz miSine, Tudor 1 sur. (2009)
utvrdili su sljedeéi fizikalno-kemijski sastav zrelog sira iz miSine: suha tvar 66,52 %, mlije¢na
mast 36,3 %, mlijecna mast u suhoj tvari 54,30 %, voda u bezmasnoj tvari 52,08 %, proteini
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24,92 %, sol 3.08 %, pH=5,35 1 mlije¢na kiselina 1,25 % te ga kategorizira u skupinu tvrdih
punomasnih sireva. Grbavac (2010) je fizikalno-kemijskom analizom utvrdio da Planinski sir
iz mjesine sadrzi 38,86 % vode, 31,14 % mlijecne masti, 51,93 % mlijecne masti u suhoj
tvari, 22,16 % proteina, 3,93 % mineralnih tvari i 3,25 % soli ¢ime je svrstan u kategoriju
tvrdih punomasnih sireva. U istraZzivanju prirodne mikrobne populacije sira iz miSine,
utvrdena je prisutnost sva tri glavna roda bakterija mlije¢ne kiseline: Lactococcus,
Enterococcus i Lactobacillus (Kai¢ i sur., 2011) od kojih Lactococcus spp. i Enterococcus

spp. imaju vaznu ulogu u kreiranju specifi¢nih senzorskih karakteristika (Mrkonji¢ Fuka i
sur., 2013).

2.7 Tehnologija proizvodnje sira iz miSine

Glavna proizvodna specifi¢nost sira iz miSine jest zrenje u janjecoj kozi (Tudor Kalit,
2009), sto ga u potpunosti razlikuje od ostalih sireva (Grbavac, 2010), a $to ima izravan
utjecaj na okus, aromu, miris i konzistenciju finalnog proizvoda, zakljucuju Kai¢ i sur. (2011).
MiSina se moZe opisati kao ,,vre¢a* napravljena od koZe cijelog janjeta ili jareta. Upravo se iz
tog razloga velika pozornost pridaje pripremi janje¢e miSine u kojoj sir zrije. Janjecu je
misinu, nakon brijanja vune i skidanja loja, potrebno nekoliko puta dobro oprati vodom, te
osus$iti na vjetru i suncu i dodatno dimiti zbog konzervirajuceg ucinka. Prije punjenja, miSina
se 30 minuta namace u sirutci i/ili toploj vodi da omekSa te se udovi zavezu Spagom i
tradicionalno dezinficiraju rakijom ili octom. Zatim se tako pripremljena mi§ina napuse kako
bi se provjerilo ima li mehanickih oSte¢enja te se puni sirom kroz vratni otvor, objasnjava
Tudor Kalit (2010). Znacajno je napomenuti vjestinu pripreme koze ne bi li se u potpunosti
izbjegla moguca mehanicka oStecenja koja su kasnije moguci izvor kvarenja sira (Kalit,
2016). Vrdoljak (2016) kao najcesée pogreske do kojih dolazi tijekom pripreme misine navodi
nepravilno skidanje koze, zaostajanje tkiva koji onemogucuju adekvatno susSenje misine i
mehanicka oSte¢enja uslijed brijanja zivotinjske koze.

Sir iz mi§ine proizvodi se na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima Sibensko-
kninske zupanije, uglavnom od ov¢jeg mlijeka, ali i od kozjeg i kravljeg mlijeka ili njihovih
mjeSavina. Sirovo se mlijeko radi uklanjanja mehanickih necistoca procijedi kroz gazu i
temperira na 32 — 37 °C uz dodatak prirodnog ili komercijalnog sirila. Nakon 30 — 60 minuta,
koliko traje sirenje, grus se nozem ili kutlja¢om reze na kocke veli¢ine 4x4 cm te dogrijava do
temperature od 39 °C, nakon ¢ega poprima veliCinu ljeSnjaka ili oraha. Dok je grus§ jos u
sirutci, ruéno se oblikuje sirna gruda 1 stavlja u sirarsku maramu u kojoj se cijedi
samopreSanjem. Nakon cijedenja, grus se reze na komade priblizne veli¢ine 10x10x15 cm,
soli krupnom morskom solju 1 stavlja u prethodno pripremljenu miSinu, pri cemu je sir u
izravnom kontaktu s unutarnjom ili vanjskom stranom koze (Tudor i sur., 2009; Tudor Kalit i
sur., 2010, Kai¢ i sur., 2011). S obzirom da u jednu mi$inu stane oko 15-20 kg sira, ako na
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dan proizvodnje nema dovoljno sira da se miSina napuni, ista se ostavlja do sutradan kada se
napuni novom koli¢inom sira (Kalit, 2016; Vrdoljak, 2016) isti¢e kako u jednu miSinu stane.
Ne bi li se izbjeglo kvarenje sira, Kai¢ i sur. (2011) obrazlazu kako prilikom stavljanja u
miSinu sir treba dobro nabiti kako ne bi ostali prostori ispunjeni zrakom s obzirom na to da se
zrenje odvija u anaerobnim uvjetima. Zrenje ovog sira traje 2-3 mjeseca pri temperaturi od 16
°C do 20 °C i relativnoj vlaznosti zraka od 65 % do 80 %, navodi Tudor Kalit (2014), $to je
sukladno misljenju Kalita (2002) prema kojem zrenje polutvrdih i tvrdih autohtonih sireva
traje od jednog do Cetiri mjeseca, ovisno o sastavu i veli¢ini sira. Na pocetku perioda zrenja
miSinu napunjenu sirom potrebno je svakodnevno okretati. Stariji se sir okre¢e svaka 2-3
dana, a zreli sir svakih 5 dana uz brisanje vlaZnom krpom radi prevencije pojave plijesni
(Bijeljac i Sari¢, 2005).

Medutim, postoje odredene razlike kada je rije¢ o tehnologiji proizvodnje sira iz
miSine u pet zemalja u kojima se on proizvodi (slika 2.4). Primjerice, u Bosni i Hercegovini
sir se nakon cijedenja i soljenja sprema u kacu dok se ne sakupi dovoljna koli¢ina za jedan
mijeh (aerobna konverzija laktoze u mlije¢nu Kiselinu), zatim se rukama lomi i mrvi i na kraju
stavlja u alkoholom dezinficirani mijeh. Sir zrije na temperaturi od 12 °C do 15 °C, $§to je nize
od temperature zrenja u hrvatskoj proizvodnji (Bijeljac 1 Sari¢, 2005; Grbavac, 2002). Tulum
sir (Turska) zrije u kozjoj kozi 3-6 mjeseci pri temperaturi od 6 °C do 10 °C i relativnoj
vlaznosti zraka 65 % do 85 % (Yilmaz i sur., 2005, Tudor Kalit, 2012). Kozji Darfiyeh sir
(Libanon) se prije spremanja u kozju kozu oblikuje u loptice mase 400 — 500 g. Sir zrije 1-3
mjeseca pri temperaturi od 10 °C do 12 °C i relativnoj vlaznosti zraka 85 % do 95 % zajedno
s albuminskim sirom koji se prije stavljanja u kozu suho soli (Serhan i sur. 2010).

¢) <+ Snain Tl )
Slika 2.4. a) Sir iz miSine (Izvor: fotografija: D. Petrovi¢); b) sir iz mijeha (Izvor: Bijelac i
Sari¢, 2005) c¢) Tulum sir (Izvor: Vrdoljak, 2016) i d) Darfiyeh sir (Izvor:
https://slowfoodbeirut.com/ark-of-taste/)
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3. Materijali i metode istraZivanja

Za potrebe istrazivanja, na obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu u zaledu Drnisa
proizvelo se deset Sarzi ov¢jeg sira iz miSine primjenom tradicionalne tehnologije, a
uzorkovanje sira provodilo se 0., 15. i 30. dana zrenja. Fizikalno-kemijske analize ov¢jeg
mlijeka i sira iz mi§ine odredivale su se standardnim metodama u Referentnom laboratoriju za
mlijeko i mlije¢ne proizvode Zavoda za mljekarstvo Agronomskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu, dok se tekstura sira odredivala u Institutu za jadranske kulture i melioraciju kr$a u
Splitu.

3.1 Tehnologija proizvodnje sira iz miSine u pokusu

Za proizvodnju sira koristilo se svjeze punomasno ov¢je mlijeko pasmine Dalmatinska
pramenka. Mlijeko se sakupljalo od jutarnje i vecernje muznje koja je provedena strojno te do
procesa proizvodnje skladistilo u laktofrizu na 4 °C.

Nakon $to se u mlijeko za sirenje dodala sol (1,1 kg soli/100 L mlijeka), mlijeko se u
duplikatoru temperiralo na 32 °C te, prema uputama proizvodaca, dodalo mikrobno sirilo u
prahu (Maxiren). Nakon 45-60 minuta, koliko je trajalo sirenje, grus se sirarskim harfama
rezao do veli¢ine graSka ili oraha te dogrijavalo do 38-39 °C tako da se svake dvije minute
temperatura povecavala za 1 °C (susenje sirnog zrna trajalo je od 10 do 15 minuta).

Kada se sirno zrno dovoljno osusilo, sadrzaj iz duplikatora prelio se na distribucijski
stol na kojem se gru§ odvojio od sirutke. Kada se sirutka ocijedila, grus se jo$ jedanput
posolio i stavljao u plasticne samopresajuée kalupe u kojima je ostao narednih 2-4 sata uz
okretanje 2-3 puta (slika 3.1.) nakon Cega je preko noci ostavljen na drvenoj polici u zrioni.

Slika 3.1. Sir u kalupima (Izvor: fotografija, D. Petrovic)
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Sutradan se sir rezao na komade veli¢ine 10x10x5 cm, solio krupnom morskom soli

(slika 3.2.) te potom stavljao u miSinu na stranu od mesa (slika 3.3.) a janjeca je koZa prije
punjenja namakana u sirutci i/ili toploj vodi da omeksa (slika 3.4.).

Slika 3.2. Soljenje sira krupnom morskom Slika 3.3. Spremanje sira u mi§inu (Izvor:

soli (Izvor: fotografija, D. Petrovi€) fotografija, D. Petrovi¢)

Slika 3.4. Izgled osusene miSine prije njezina potapanja u vodu/sirutku i punjenja sirom

(Izvor: fotografija, D. Petrovic)
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Zrenje sira u misini trajalo je 30 dana pri temperaturi od 16 °C do 18 °C i relativnoj
vlaznosti zraka od 65 % do 80 % (slika 3.5. i slika 3.6.).

Slika 3.5. Zrenje sira iz miSine Slika 3.6. Vlagomjer za mjerenje

(Izvor: fotografija, D. Petrovic) relativne vlaznosti zraka (Izvor:

fotografija, D. Petrovic)
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Slika 3.7. Dijagram toka proizvodnje sira iz miSine
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3.2 Uzorkovanje mlijeka i sira

Za istrazivanje kemijskog sastava, fizikalnih svojstava i mikrobioloSke kakvoce ov¢jeg
mlijeka za proizvodnju sira iz miSine uzimao se uzorak skupnog mlijeka jutarnje i vecernje
muznje. Za istrazivanje fizikalno-kemijskih, proteolitickih 1 teksturnih promjena tijekom
zrenja sira iz miSine, uzorkovanje se provodilo u vremenskim razmacima od 15 dana tijekom
perioda zrenja od 30 dana (uzorci sireva uzimani su 0., 15. 1 30. dana zrenja). Za provodenje
spomenutih analiza, miSina se otvarala sterilnim noZem te se uzimalo oko 100 g uzorka sira, a
prije samih analiza odstranjen je gornji sloj (otprilike 0,5 cm). Potom se miSina ponovno
zatvorila i vratila u standardne uvjete zrenja.

3.3 Analize ovéjeg mlijeka

U cilju utvrdivanja kemijskog sastava, fizikalnih svojstava 1 higijenske kakvoce
sirovog ov¢jeg mlijeka provedene su sljedece analize:

e kemijski sastav mlijeka (udio proteina, laktoze, mlijeCne masti, suhe tvari i suhe tvari
bez mlijeCne masti) metodom infra-crvene spektrometrije (HRN ISO 9622:2001) na
instrumentu MilkoScan FT 120,

e udio kazeina izravnom metodom (HRN ISO 17997-2:2010) na instrumentu Kjeltec
2300,

e pH-vrijednost potenciometrijskom metodom pomocu Mettler Toledo SG78-B
SevenGo Duo Pro i elektrode InLab Solids Pro ISM,

e tocka lediSta krioskopskom metodom (HRN EN ISO 5764:2010) na instrumentu
Cryostar I,

e gustoca pomocu laktodenzitometra

3.4 Analize kemijskog sastava i fizikalnih svojstava sira iz
miSine

U cilju utvrdivanja kemijskog sastava i fizikalnih svojstava sira iz mi§ine provedene su
sljedece analize:

e udio suhe tvari u siru odreden je metodom susenja na 102 °C £+ 2 °C do konstantne
mase (HRN 1SO 5534:2008),
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¢ udio mlijecne masti metodom po Van Guliku (HRN ISO 3433:2009),

e udio proteina Kjeldahlovom metodom (HRN EN ISO 8968-2:2003),

e udio vodotopljivog dusika (WSN) i dusika topljivog u 12 %-tnoj trikloroctenoj kiselini
(TCA-SN) metodom blok digestije (HRN EN ISO 8968-2:2003).

e udio soli metodom po Volhardu (AOAC 935.43),

e pH-vrijednost pomoéu pH-metra 340 (Mettler Toledo, Svicarska)

3.5 Analize primarnih i sekundarnih proteoliti¢kih
promjena u siru iz miSine tijekom zrenja

Za procjenu intenziteta primarnih proteolitiCkih promjena sira iz miSine tijekom zrenja
koriStena je metoda gel-elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (urea-PAGE). 0,4 ¢
prethodno naribanog sira iz miSine odvagalo se u epruvetu i otpipetiralo 5 ml urea-pufera.
Sadrzaj epruvete zatim se termostatirao u vodenoj kupelji 30 minuta pri temperaturi od 40 °C
dok se sir potpuno nije otopio. Potom se sadrzaj 10 minuta centrifugirao na 3600 okretaju u
minuti pri temperaturi od 4 °C. Vakuum sisaljkom uklonio se izdvojeni sloj masti, a 100 pL
nadtaloga pomijesao se s 300 puL pufera za uzorke. 6 puL tako pripremljenog uzorka nanesen je
na jazicu gela. Gelovi su skenirani pomoc¢u uredaja Gel Doc 2000 (BIO RAD) na kojem su
takoder odredene denzitometrijske vrijednosti bendova na gelu pomocu programa Quantity
One, Quantitation Software (BIO RAD). Denzitometrijeske vrijednosti izrazene su u postotku
pojedine frakcije kazeina u odnosu na ukupnu koli¢inu u urea puferu topljivih kazeinskih
frakcija elektroforetograma svakog uzorka.

Denzitometrijskim mjerenjem odredeni su sljedeci indeksi zrelosti:

e Xy-CN/B-CN (ukupni relativni udio svih y-CN u odnosu na $-CN); |
e  0g-1-CN/(as11-CN + as;-CN) (relativni udio razgradnog fragmenta as;-1-CN u odnosu
na sumu 0s;-CN 1 as;I-CN); | .

Procjena sekundarnih proteoliti¢kih promjena mjerila se kao:

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

e udio dus$i¢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.
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Procjena sekundarnih proteolitiCkih promjena sastojala u odvazi 20 g naribanog sira iz
misine u kojeg se dodalo 180 g redestilirane vode te se tako pripremljena smjesa 60 minuta
mijesala na temperaturi od 50 °C. Smjesa se zatim centrifugirala 30 minuta na 5 °C pri 3600
okretaja u minuti 1 filtrirala kroz Schleidher 1 Schuell 595 122 Folded filter. Dobiveni je filtrat
jos§ jednom filtriran kroz Miliporni filtrat (GS, 0,22 pm), a udio duSi¢nih tvari topljivih u vodi
odreden je Kjeldahlovom metodom.

3.6 Mjerenje ¢vrstoce sira

Tekstura sira myjerila se testom kompresije pomocu teksturnog analizatora
opremljenog mjernom stanicom od 500 N, a kao alat se koristila okrugla plo¢a promjera 50
mm. Uzorak sira cilindricnog oblika postavljen je na radnu povrSinu, a gornja pomicna ploca
je spusStena do povrSine samog uzorka. Radi sprjeCavanja trenja i pojave nehomogene
deformacije uzorka, obje povrsine su prethodno premazane uljem niskog viskoziteta. Nakon
pokretanja teksturnog analizatora i postizanja vrijednosti predtestne sile okidaca, zapocelo je
mjerenje, a uzorak je bio podvrgnut kompresiji prema sljede¢im softverskim postavkama:
vrijednost predtestne sile okidaca — 0,05 N, kompresija uzorka — 70 % od njegove pocetne
visine, promjer i visina uzorka — 17/25 mm, brzina kretanja ploce tijekom kompresije te
brzina povratka plo¢e u pocetno stanje nakon obavljene kompresije — 50 mm/min. Navedeni
postupak vidljiv je u obliku krivulje na grafikonu a pomocu softvera Nexygen izraCunata je
¢vrstoca kao najveca vrijednost sile tijekom kompresije 1 izraZzena je u njutnima (N).

Slika 3.8. Mjerenje ¢vrstoce sira testom kompresije (Izvor: fotografija, D. Petrovi¢)
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3.7 Statisticka obrada

Statisticka obrada podataka izvrSila se koriStenjem statistickog programa SPSS.
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4. Rezultati i rasprava

4.1 Fizikalno-kemijska svojstva ov¢jeg mlijeka

Tablica 4.1. Fizikalno-kemijska svojstva ov¢jeg mlijeka

Pokazatelj X Min. Max. SG SD
Mlije¢na mast (%) 6,25 7,15 9,61 0,24 0,77
Proteini (%) 6,18 539 669 012 0,37
Laktoza (%) 4,04 3,83 4,24 0,04 0,13
Suha tvar (%) 19,53 17,75 21,06 0,30 0,96
Suha tvar bez mlije¢ne masti
%) 11,32 10,63 11,57 0,09 0,27
Kazein (%) 4,76 4,12 511 0,10 0,32
Kazeiniski broj 76,96 74,10 79,01 0,51 1,62
Tocka ledista (°C) -0,5668 -0,5950 -0,5429 0,0043 0,0135
Gustoca (g/lcm®) 1,0334 1,0300 1,0300 0,0003 0,0009
pH-vrijednost 6,68 6,56 6,77 0,02 0,06

X — srednja vrijednost; SG — standardna greska; SD — standardna devijacija
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Dalmatinska pramenka najbrojnija je izvorna populacija ovaca u Republici Hrvatskoj
koje se stolje¢ima uzgajaju na Sirem podru¢ju Dalmacije i Dalmatinske zagore te na nekim
nasim otocima (Brac¢, Vis). Kombiniranih je proizvodnih odlika i uglavnom se koristi za
proizvodnju mesa, a samo se u pojedinim gospodarstvima ovce muzu i mlijeko najcesc¢e na
vlastitom gospodarstvu preraduje u sir ili se prodaje mljekarama (Mio¢ i sur., 2007; Sirié i
sur., 2009). Ov¢je mlijeko, za razliku od kravljeg i kozjeg ima veci udio suhe tvari (14-18 %),
time 1 ve¢i udio proteina i mlije¢ne masti, stoga je vrlo pogodno za proizvodnju sireva (veci
randman) (Samarzija, 2015, Tratnik 1 Bozani¢, 2012).

Pod pojmom kakvoéa mlijeka podrazumijeva se njegova sposobnost prijelaza
sastojaka mlijeka u sir te u¢inkovitost postizanja pozeljnog okusa, mirisa i teksture nakon
zavrSenog perioda zrenja (Bencini i Pulina, 1997). Prema Havranek i sur. (2014), kakvoc¢u
mlijeka odreduju fizikalna, kemijska i1 organolepticka svojstva te higijenska kvaliteta.
Najvazniji su kemijski parametri mlijeka za sirenje udio proteina (kazeina), udio mlijecne
masti i suhe tvari. Fizikalna svojstva koja izravno utje¢u na kvalitetu sira su kiselost i tocka
ledista mlijeka dok se higijenska kvaliteta mlijeka temelji na procjeni ukupnog broja bakterija
i broja somatskih stanica.

Uvjeti kojima ov¢je mlijeko mora udovoljavati propisani su Pravilnikom o kakvoci
svjezeg sirovog mlijeka (NN 102/00). Prema Pravilniku, ovéje mlijeko mora sadrzavati
minimalno 4 % mlije¢ne masti, minimalno 3,8 % proteina, minimalno 9,5 % bezmasne suhe
tvari, gustoéa mora biti od 1,034 g/cm®do 1,042 glcm®, pH-vrijednost od 6,5 do 6,8 (od 8,0
°SH do 12 °SH) dok tocka ledista ne smije biti visa od -0,56 °C. Iz tablice 4.1. je vidljivo da
kakvoca ov¢jeg mlijeka udovoljava odredbama Pravilnika o kakvo¢i svjeZzeg sirovog mlijeka.
Istrazivanjem je utvrdeno da mlijeko Dalmatinske pramenke prosjecno sadrzi 19,35 % suhe
tvari, 11,32 % suhe tvari bez mlije¢ne masti, 6,25 % mlije¢ne masti i 6,18 % proteina. Tocka
ledista mlijeka prosjecno je iznosila -0,5668 °C, a pH-vrijednost je bila 6,68. Manja vrijednost
gustoce (1,0334 g/cm3) moze se pripisati po¢etnom stadiju laktacije ovaca. Naime, prosjecna
vrijednost gustoée ov&jeg mlijeka na pocetku laktacije iznosi 1,033 g/em®, a na kraju 1,042
glem’, objaSnjavaju Havranek i sur. (2014).
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4.2 Fizikalno-kemijski sastav sira iz miSine

Tablica 4.2. Fizikalno-kemijski sastav sira iz mi§ine 30. dana zrenja

Sastojak sira X Min. Max. SG SD

Suha tvar (%) 58,34 52,37 62,24 0,93 2,93

Voda u bezmasnoj tvari (%) 60,98 57,00 65,70 0,86 2,73

Mlijecna mast (%) 31,40 27,50 34,50 0,67 2,11

Mlije¢na mast u suhoj tvari 53,80 50,73 56,47 0,56 1,76
(%)

Proteini (%) 22,19 20,83 23,90 0,34 1,06

Proteini u suhoj tvari (%) 38,08 35,49 41,10 0,51 1,63

Sol (%) 1,93 1,45 2,71 0,13 0,41

pH-vrijednost 521 5,01 5,43 0,05 0,16

WSN (%TN) 28,79 17,98 43,63 2,92 9,24

TCA-SN (%TN) 18,60 12,65 26,34 1,56 4,94

X — srednja vrijednost; SD — standardna greska; SD — standardna devijacija

WSN (%TN) — frakcija dusika topljivog u vodi u ukupnom dusiku

TCA-SN (%TN) — frakcija dusika topljivog u 12 %-tnoj trikloroctenoj kiselini u ukupnom

dusiku
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Buduéi da udio vode u bezmasnoj tvari nakon 30 dana zrenja iznosi 60,98 %, sir iz
miSine pripada skupini polutvrdih sireva (tablica 4.2.). Do sli¢nih je rezultata dosla i Vrdoljak
(2016) koja je utvrdila da sir iz miSine nakon 45 dana zrenja sadrzi od 58,11 % do 59,63 %
vode u bezmasnoj tvari, a uzrok manjeg udjela vode u bezmasnoj tvari moze se nac¢i u duzem
periodu zrenja sira iz miSine. U istrazivanju kojeg su proveli Yilmaz i sur. (2005), tulum sir je
nakon 90 dana zrenja pri temperaturi od 6-10 °C sadrzavao 65,27 % vode u bezmasnoj tvari te
je takoder kategoriziran kao polutvrdi sir. Spomenuti udio vode u bezmasnoj tvari moze se
pripisati nizoj temperaturi zrenja tulum sira u odnosu na temperaturu zrenja sira iz miSine. Pri
nizim temperaturama zrenja i sam je proces evaporacije znatno sporiji te sukladno tome, sir
zadrzava viSe vode. Medutim, u nekim je istrazivanjima sir iz miSine ipak kategoriziran u
skupinu tvrdih sireva. U istrazivanju koje su na siru iz mi§ine nakon 60 dana zrenja proveli
Tudor Kalit i sur. (2014), udio vode u bezmasnoj tvari iznosio je 53,30 % S$to se opet moze
pripisati dvostruko duzem periodu zrenja i sukladno tome, ve€om evaporacijom. Isti su autori
utvrdili udio vode u bezmasnoj tvari od 56 % nakon 30 dana zrenja sira iz miSine. Do istog je
zakljucka dosao 1 Grbavac (2002) za hercegovacki sir iz mijeha u kojem je udio vode u
bezmasnoj tvari iznosio 41,04 %. U kontekstu duZine perioda zrenja sira iz miSine, znacajno
je napomenuti da se napredovanjem zrenja formira bogatija aroma, ali sir viSe kalira $to je s
ekonomskog stajaliSta svakako nepovoljno. Takoder, zbog veée koncentracije slobodnih
aminokiselina i slobodnih masnih kiselina, tvrdi i polutvrdi sirevi koji dugo zriju imaju i vecu
nutritivnu vrijednost. Ceylan i sur. (2007) objasnjavaju kako je smanjenje udjela vode u siru
tijekom zrenja posljedica mikrobioloskog rasta pri ¢emu dolazi do produkcije mlijecne
kiseline i evaporacije vode iz sira.

Prema prikazanim rezultatima analiza u poglavlju 4 i u skladu s Pravilnikom o
sirevima i proizvodima od sireva (NN 20/09), odnosno prema udjelu mlije¢ne masti u suhoj
tvari (53,80 %), sir iz miSine nakon 30 dana zrenja pripada skupini punomasnih sireva. Do
vrlo slicnog rezultata dosao je 1 Grbavac (2002) koji je utvrdio da je udio mlijecne masti u
suhoj tvari mjesnog sira 53,36 %, a sli¢ne su rezultate utvrdili i Milin (52,50 %), Tudor Kalit i
sur. (2014) (53,66 %) te Vrdoljak (2016) (od 51,71 % do 56,72 %). Udio mlije€ne masti u siru
iz miSine na kraju perioda zrenja (31,40 %) najbliza je rezultatima istrazivanja koje su proveli
Ceylan i sur (2007) (32,00 %), Grbavac (2002) za sir iz mijeha (31,19 %), Yilmaz i sur.
(2005) za tulum sir (29,50 %) te Millin (1969) (32,92 %). Medutim, udio mlije¢ne masti
manji je u odnosu na rezultate istrazivanja kojeg su proveli Serhan 1 sur. (2010) za Darfiyeh
sir (od 42,24 % do 43,47 %), ali ve¢a u odnosu na Divle Tulum sir 1 Cimi Tulum sir (od 21,3
% do 22,27 %) (Hayaloglu i Karagul-Yuceer, 2011). Mlije¢na mast u siru sudjeluje u
kreiranju okusa i mirisa te utjece na njegovu prehrambenu vrijednost.

Proporcionalno trajanju zrenja, udio proteina se povecava i najveci je na kraju perioda
zrenja kada iznosi 22,19 %, a gotovo iste rezultate je dobio i Grbavac (2010) za Planinski sir
iz mjesine (22,16 %). Sli¢ne su rezultate dobili Hayaloglu i Karagul-Yuceer (2011) za tulum
sir (22,8 %), Grbavac (2002) za sir iz miSine (21,65 %) te Tudor Kalit i sur. (2014) (22,74 %).
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Udio proteina u pokusnom siru bio je znatno nizi u odnosu na rezultate koje je dobio Milin
(1969) (od 24,08 % do 24, 92 %) te Serhan i sur. (2010) za darfiyeh sir (od 31,21 % do 41,91
%).

Tijekom zrenja, udio vlage u siru iz miSine je varirao, a nakon 30 dana zrenja iznosio
je 42,66 %, odnosno 58,34 % suhe tvari. Dobiveni rezultat najsli¢niji je rezultatima
istrazivanja koje je na siru iz mijeha proveo Grbavac (2002) (58,96 %) te rezultatima koje je
provela Vrdoljak (2016) (od 58,4 % do 61 %), ali manji u odnosu na rezultate koje su dobili
Ceylan 1 sur. (2007) za tulum sir (65,06 %) te Tudor Kalit i sur. (2014) (64,97 %), a $to se
moze pripisati duzem peridu zrenja i ve¢em gubitku vlage. Znatno manji udio suhe tvari
utvrdili su Serhan i sur. (2010) za darfiyeh sir (45,85 % - 50,29 %) te Yilmaz i sur. (2005) za
tulum sir (53,04 %) a Sto se moZe pripisati nizoj temperaturi u zrionici.

Usporedujuc¢i pH vrijednost sira iz miSine nakon 30 dana zrenja (5,21) s rezultatima
vecine drugih autora vidi se da je ona viSa. Prema Yilmaz i sur. (2005) prosje¢na pH
vrijednost tulum sira iznosi 5,03, a prema Serhan i sur. (2010) raspon pH vrijednosti darfiyeh
sira iznosi od 4,99 do 5,06, dok su Tudor i sur. (2009) utvrdili pH-vrijednost sira iz miSine
5,35.

Prema Hrvatskoj inicijativi za smanjenje unosa kuhinjske soli, preporuceni dnevni
unos soli za odraslu osobu je 5 g. Udio soli u siru iz mi§ine nakon 30 dana zrenja iznosi 1,93
% S$to znaci da se konzumacijom 100 g sira iz miSine unese 38,6 % preporucenog dnevnog
unosa soli za odraslu osobu, a §to je manje u odnosu na udio soli u tulum siru (4,97 %)
(Yilmaz i sur., 2005), darfiyeh siru (od 3,01 % do 9,56 %) (Serhan i sur., 2010), siru iz mijeha
(3,59 %) (Grbavac, 2002) zbog duzeg perioda zrenja.
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4.3 Fizikalno-kemijske promjene sira iz miSine tijekom

zrenja

Tablica 4.3. Fizikalno-kemijske promjene sira iz miine tijekom zrenja

Parametar

Suha tvar (%)
Mlijecna mast (%)

Udio mlije¢ne masti u suhoj
tvari (%)

Proteini

Udio proteina u suhoj tvari
(%)

Udio vode u bezmasnoj tvari
(%)

Sol (%)

pH-vrijednost

55,20%+ 0,67
28,98°+ 0,59

52,49 + 0,69

20,94%+ 0,30

37,95 + 0,46

63,07 £ 0,76

1,15% 0,05

5,21% 0,04

Trajanje zrenja

(dani)

15

56,75%+ 0,70
30,98%°+ 0,53

53,50 + 050

21,56%+ 0,32

38,01 £ 0,57

62,09 + 0,63

1,68+ 0,10

5,05°+ 0,03

30

58,34°+ 0,93
31,40°+ 0,67

53,80 + 0,56

22.19°+ 0,34

38,08 +£ 0,51

60,98 + 0,86

1,93+ 0,13

5,21%+ 0,05

Razina
znacajnosti

*

*

NZ

NZ

NZ

**

*

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna greska razlike; *° vrijednosti u istom

redu oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju ** (P < 0,01), * (P < 0,05), NZ =

nema znacajne razlike
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Fizikalno-kemijske promjene sira iz miSine prikazane su u tablici 4.3. Zrenje sira iz
misine imalo je znacajan utjecaj (p<0,05) na fizikalno-kemijske promjene u siru. Udio suhe
tvari, mlije¢ne masti, mlijecne masti u suhoj tvari, proteina, proteina u suhoj tvari, vode u
bezmasnoj tvari, soli 1 udio du$i¢nih frakcija povecavao se tijekom zrenja §to je u skladu s
rezultatima istraZivanja provedenih na drugim sirevima koji zriju u Zivotinjskoj kozi (Yilmaz 1
sur., 2005; Ceylan i sur., 2007; Hayaloglu i sur., 2007; Serhan i sur., 2010).

Uzimajuéi u obzir propusnost janjece koze, tijekom zrenja sira iz miSine udio suhe
tvari znacajno (p<0,05) se povecavao od pocetnih 55,20 % (0. dan) do krajnjih 58,34 % (30.
dan). Prema rezultatima istrazivanja, sir iz miSine u 30 dana zrenja izgubio je oko 7,01 %
vode i to viSe u zadnja dva tjedna zrenja Sto je suprotno rezultatima koje su proveli Tudor
Kalit 1 sur. (2014) 1 Serhan 1 sur. (2010). Usporedujuci sir koji zrije u zivotinjskoj kozi 1 sir
koji zrije u kori, Tudor Kalit (2012) je utvrdila da sir koji zrije u kori tijekom zrenja vise
kalira nego sir koji zrije u zivotinjskoj kozi. Ponekad se u Turskoj zrenje sira u zivotinjskoj
kozi zamjenjuje zrenjem u drvenim ili plasticnim kacama, ali je gubitak vode puno brzi kod
sira koji zrije u kozi u odnosu na sir koji zrije u plasticnoj ili drvenoj kaci (Hayaloglu i sur.,
2007). Udio proteina tijekom zrenja sira iz miSine takoder se znacajno povecavao (p<0,05) s
pocetnih 20,94 % do krajnjih 22,19 % kao 1 udio mlije¢ne masti s pocCetnih 28,98 % do
krajnjih 31,40 %. Udio proteina tijekom zrenja povecao se za 5,64 %, dok se udio mlijecne
masti povecao za 7,71 %. Znacajan porast udjela soli u siru iz miSine bio je u prvih 15 dana
zrenja (p<0,05) dok u zadnjih dva tjedna porast udjela soli nije bio statisticki znac¢ajan. Porast
udjela proteina, mlije¢ne masti 1 soli tijekom zrenja u izravnoj je korelaciji sa gubitkom vode 1
povecanjem suhe tvari tijekom zrenja sira iz miSine.
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4.4 ProteolitiCke i teksturne promjene sira iz miSine
tijekom zrenja

Tablica 4.4. Proteoliticke i teksturne promjene sira iz mi§ine tijekom zrenja

Trajanje zrenja

Parametar (dani)
0 15 30 Razina
znacajnosti

as1-kazein (%) 25,77%+ 3,18 17,78+ 2,07 15,04°+ 2,02 *
as1-1-kazein (%) 10,38%+ 1,01 13,37°+ 0,90 14,81+ 1,00 23
B-kazein (%) 53,31+ 1,86 50,90 £ 2,26 48,20 £ 2,11 NZ
y-kazein (%) 8,29%+ 0,81 13,98+ 1,79 18,76°+ 1,18 **

I yp 0,15%+ 0,02 0,28+ 0,04 0,40% 0,04 ok

Iy 0,31%+ 0,04 0,42+ 0,03 0,53 0,04 o

WSN (% TN) 15,98% 2,97 23,13%+ 2,68 28,79°+ 2,92 *x
TCA-SN (% TN)  9,00°+ 1,14 14,66+ 1,34 18,60° 1,56 B
Cvrstoéa (N) 14,18%+ 0,65 17,64+ 1,06 19,80°+ 1,04 >k

2 b¢ yrijednosti u

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska razlike;
istom redu oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju ** (P < 0,01), * (P <0,05), NZ
= nema znacajne razlike; N = newton; I y/p = indeks beta, Io = indeks alfa, WSN (%TN) —
postotak u vodi topljivih frakcija dusika u ukupnom dusiku, TCA-SN (%TN) — postotak

utrikloroctenoj kiselini topljivih frakcija dusika u ukupnom dusiku
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Udio dusi¢nih tvari topljivih u vodi u odnosu na ukupni dusik (engl. water soluble
nitrogen (% total nitrogen) — WSN (%TN)) koristi se kao indeks zrenja te kao pokazatelj
stupnja proteolize, a prikazuje udio polipeptida male i1 srednje duzine, slobodnih
aminokiselina te njihovih soli (Lavasani i sur., 2012). Navedeni produkti nastaju kao rezultat
hidrolize as1-kazeina i -kazeina djelovanjem kimozina i plazmina (primarna proteoliza). Iz
tablice 4.4. je vidljivo da je udio dusi¢nih tvari topljivih u vodi tijekom 30 dana zrenja sira iz
miSine u stalnom porastu. Prosjecni udio WSN nakon 30 dana zrenja sira iz miSine iznosio je
28,79 %. Usporedujué¢i udio WSN u pokusnom siru iz miine i siru darfiyeh (od 17,79 % do
20,14 %) (Serhan 1 sur., 2010) te siru iz miSine (23,69 %) (Tudor Kalit, 2012), vidljivo je da
je proteoliza u pokusnom siru bila nesto intenzivnija. Suprotno, u istrazivanju kojeg su proveli
Ceylan i sur. (2007) na tulum siru (32,15 %), primarne proteoliticke promjene odvijale su se
znatno intenzivnije u odnosu na pokusni sir. Predmetnim istrazivanjem je utvrden utjecaj
zrenja na pokazatelje primarnih proteolitickih promjena odnosno udjele as; i B-kazeina te
udjele njihovih razgradnih produkata i pripadajucih indeksa zrelosti (Tablica 4.4.). Sukladno
navedenom, udio asi-kazeina tijekom zrenja sira iz miSine znacajno se smanjio (P<0,05) s
pocetnih 25,77 % do 15,04 % na kraju zrenja. Udio asi-kazeina zna€ajno se smanjio u prvih
dva tjedna zrenja zbog toga $to u tom razdoblju kimozin brzo hidrolizira as;-kazein (niska pH-
vrijednost i velika kimozinaska aktivnost). Uzro¢no posljedi¢no, udio as-l-kazeina znacajno
se povecao (p<0,01) s pocetnih 10,38 % do krajnjih 14,81 %, najveéim intenzitetom u prva
dva tjedna zrenja. Tijekom zrenja sira iz miSine, udio P-kazeina smanjio (p>0,05) se s
pocetnih 53,31 % do krajnjih 48,20 %, ve¢im intenzitetom u drugoj polovici zrenja zbog vece
plazmitske aktivnosti. Slijedom navedenog, udio y-kazeina znacajno se poveéao (p<0,01) s
pocetnih 8,29 % do 18,76 %. Slicne promjene spomenutih kazeinskih frakcija utvrdene su 1
tijekom zrenja Roncal (Irigoyen i sur., 2001), Ragusano (Fallico i sur., 2004) i Manchego
(Gaya i sur., 1990) sireva. Vrijednosti indeksa alfa (I,) koji predstavljaju relativni udio
fragmenata os;-1-kazeina tijekom zrenja sira iz miSine znacajno su se povecale (p<0,01) isto
kao i vrijednosti indeksa beta (I ,p) koji predstavljaju relativni udio svih y-kazeina u odnosu
na B-kazein (p<0,01).

Kasnije tijekom zrenja sira, dusi¢na frakcija topljiva u vodi hidrolizira se djelovanjem
endogenih i1 egzogenih enzima starterske i nestarterske mikrobiote pri ¢emu nastaju kratki
peptidi i aminokiseline topljivi u 12 % trikloroctenoj Kiselini (engl. trichlor- acetic soluble
nitrogen (% total nitrogen) — TCA-SN (%TN)) (McSweeney i Sousa, 2000). 1z tablice 4.4. je
vidljivo da je udio dusi¢nih tvari topljivih u 12 % trikloroctenoj kiselini tijekom 30 dana
zrenja sira iz miSine u stalnom porastu (p<0,01). Prosje¢ni udio TCA-SN nakon 30 dana
zrenja sira iz misine iznosio je 18,60 % (tablica 4.4). Usporedujuci udio TCA-SN u pokusnom
siru iz miSine 1 siru darfiyeh (od 14,03 % do 18,24 %) (Serhan i sur., 2010) te siru iz miSine
(9,44 %) (Tudor Kalit, 2014), moze se zakljuciti da je intezivnija hidroliza duSi¢ne frakcije
topljive u trikloroctenoj kiselini u pokusnom siru iz miSine.

Bez obzira da li se govori o polutvrdom, tvrdom, mekom siru ili siru za mazanje, uz
okus 1 miris, tekstura predstavlja najvazniji parametar kakvoce sira (Marshall, 1990; Petrovic,
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2015). Predmetnim istrazivanjem utvrden je znacajan utjecaj (p<0,01) zrenja na vrijednost
¢vrstoce sira iz miSine (Tablica 4.4). Vrijednost ¢vrstoc¢e povecala se s prosjecnih 14,18 N u
pocetku zrenja na 19,80 N na kraju zrenja sira iz miSine. Uzrok povecanja ¢vrstoce tijekom
zrenja sira iz mi§ine moze se pronaci u povecanju udjela proteina tijekom zrenja, intenzivnoj
proteolitickoj aktivnosti, povec¢anju udjela soli te smanjenju udjela vode u bezmasnoj tvari
sira (tablica 4.3 i tablica 4.4).
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4.5 Povezanost fizikalno-kemijskih, proteoliti¢kih i
teksturnih promjena sira iz miSine tijekom zrenja

Tablica 4.5. Povezanost fizikalno-kemijskih, proteolitickih i teksturnih promjena sira iz

misine tijekom zrenja

Parametar Cvrstoéa (N)
Mlijecna mast (%) 0,205
Proteini (%) 0,446 *
Suha tvar (%) 0,242
pH-vrijednost -0,188
Sol (%) 0,290
WSN (% TN) 0,134
TCA-SN 0,417 *
v-kazein (%) 0,492 **
B-kazein (%) -0,565 **
as1-kazein (%) -0,612 **
asy-1-kazein (%) 0,15
Iy 0,636 **
Iy 0,447 *

*P < 0,05; **P < 0,01
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Iz tablice 4.5. je vidljivo da postoji snazni korelacijski odnos izmedu fizikalno-
kemijskih, proteoliti¢kih i teksturnih promjena sira iz miSine tijekom zrenja. Kao §to je veé
spomenuto, proteoliticke promjene odgovorne su za karakteristi¢nu teksturu i aromu sira. 1z
tablice 4.5. vidljiva je znacajna pozitivna korelacija izmedu udjela proteina, udjela dusi¢nih
frakcija topljivih u trikloroctenoj kiselini, indeksa alfa (I,) (p<0,05), gama kazeina, i indeksa
beta (p<0,01) i ¢vrstoce (teksturni profil) sira iz mi§ine. Naime, hidrolizom trodimenzionalne
proteinske mreze izravno dolazi do smanjenja aktiviteta vode i neizravno do povecanja pH-
vrijednosti §to je uzrok povecanja ¢vrstoée sira iz miSine tijekom zrenja (tablica 4.4). U prva
dva tjedna zrenja, zbog nize pH-vrijednosti sira veca je kimozinska aktivnost pa dolazi do
povecéanja udjela os-1-kazeina (tablica 4.4.). Proteinski fragmenti nastali hidrolizom ;-
kazeina su ili gorki ili bez okusa a njihovo je nastajanje znacajno za omekSavanje gumene i
elastiéne mase sira u prvih 15 dana zrenja. U drugom je vremenskom razdoblju aktivnost
kimozina puno manja, ali je vea aktivnost plazmina te enzima starterske 1 nestarterske
mikrobne populacije, uslijed ¢ega dolazi do povecanja pH-vrijednosti i suhe tvari sira, a time i
¢vrsto¢e. Prema tome, veéi udio proteina u siru uvjetuje manji udio vode, a time 1 vecu
¢vrstou sira iz miSine (Prentice (1994) 1 Walstra 1 sur. (2006)). Drugim rijeima,
napredovanjem primarne proteolize kazeina povetava se indeks alfa pri ¢emu nastaju
proteinski fragmenti koji predstavljaju supstrate za sekundarnu proteolizu zbog cfega se
pove¢a udio dusi¢nih frakcija topljivih u trikloroctenoj kiselini. lako prema literaturnim
podatcima primarnu proteolizu vezujemo uz teksturu, a sekundarnu proteolizu uz kreiranje
arome, navedena dva procesa ne mozemo grubo odvojiti. Kao zakljucak se moze navesti da
na teksturni profil sira iz miSine utjecu i primarne i sekundarne proteoliticke promjene, buduci
da se i tijekom sekundarne proteolize povecava udio suhe tvari, a time se povecava i ¢vrstoca.
Znacajno je napomenti da na teksturni profil, utjecu as;-I-kazein i B-kazein za koje je uocena
znacajna (p<0,01) negativna korelacija sa ¢vrstoCom sira iz miSine (tablica 4.5). Djelovanjem
kimozina na os-kazein nastaje os-l-kazein koji zajedno sa indeksom beta (l,;3) doprinosi
teksturnom profilu sira iz mi§ine isto kao i f-kazein i y-kazein kao produkt njegove hidrolize
djelovanjem plazmina (primarna proteoliza).
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5. Zakljucci

Na temelju rezultata ovog istrazivanja mogu se donijeti sljedec¢i zakljucci:

1. S obzirom na udio vode u bezmasnoj tvari (60,98 %) sir iz miSine nakon 30 dana
zrenja pripada skupini polutvrdih sireva, a s obzirom na udio mlije¢ne masti u suhoj
tvari (53,80 %) pripada skupini punomasnih sireva.

2. Tijekom zrenja sira iz miSine, udio suhe tvari, mlijecne masti, mlijecne masti u suhoj
tvari, proteina, proteina u suhoj tvari te soli se povecava, dok se udio vode u
bezmasnoj tvari sira smanjuje Sto je ekvivalentno rezultatima istrazivanja drugih
sireva koji zriju u zZivotinjskoj kozi.

3. Veti udio dusiénih frakcija topljivih u vodi (28,79 %) i trikloroctenoj kiselini (18,60
%) u siru iz miSine ukazuje na intenzivnije primarne i sekundarne proteoliticke
reakcije u usporedbi s rezultatima istrazivanja vecine drugih sireva koji zriju u
zivotinjskoj kozi.

4. Dokazan je snazni korelacijski odnos izmedu fizikalno-kemijskih, proteolitickih i
teksturnih promjena sira iz miSine tijekom zrenja. Vidljiva je znacajna pozitivna
korelacija izmedu udjela proteina, udjela dusi¢nih frakcija topljivih u trikloroctenoj
kiselini, indeksa alfa (I ) (p<0,05), gama kazeina, i indeksa beta (p<0,01) i ¢vrstoce
(teksturni profil) sira iz miSine.
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Op¢i putovi katabolizma slobodnih aminokiselina
Biokemijski procesi nastajanja spojeva okusa i arome sira
Sir iz miSine, sir iz mijeha, Tulum sir, Darfiyeh sir

Sir u kalupima

Soljenje sira krupnom morskom soli

Spremanje sira u miSinu

Izgled osusene miSine prije njezina punjenja sirom
Zrenje sira iz miSine

Vlagomjer za mjerenje relativne vlaznosti zraka
Dijagram toka proizvodnje sira iz miSine

Mjerenje ¢vrstoce sira testom kompresije
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Tablica 4.4. Proteoliticke i teksturne promjene sira iz miSine tijekom zrenja
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