Clostridium tyrobutyricum u mlijeku i kasno
nadimanje sira

Cevra, Marija

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Agriculture / SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:596077

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-02

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:596077
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/agr:3572
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:3572
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:3572

SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

CLOSTRIDIUM TYROBUTYRICUM U MLUEKU | KASNO
NADIMANIJE SIRA

DIPLOMSKI RAD

Marija Cevra

Zagreb, rujan, 2024.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

Diplomski studij:

Proizvodnja i prerada mlijeka

CLOSTRIDIUM TYROBUTYRICUM U MLUEKU | KASNO
NADIMANIJE SIRA

DIPLOMSKI RAD

Marija Cevra

Mentor:

prof. dr. sc. Samir Kalit



Zagreb, rujan, 2024.
SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

IZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Marija Cevra, IMBAG 0178120795, rodena 30.07.1999. u Livnu, izjavljujem da sam

samostalno izradila diplomski rad pod naslovom:

CLOSTRIDIUM TYROBUTYRICUM U MLIJEKU | KASNO NADIMANIJE SIRA

Svojim potpisom jamcim:

— dasam jedina autorica ovoga diplomskog rada;

— dasu svi koristeni izvori literature, kako objavljeni tako i neobjavljeni, adekvatno citirani
ili parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— daovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrSetka sveuciliSnog ili stru¢nog studija;

— daje elektronicka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio
mentor;

— dasam upoznata s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveucilista u Zagrebu (Cl. 19).

U Zagrebu, dana

Potpis studentice



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

1ZVJESCE
O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studentice Marija Cevra, IMBAG 0178120795, naslova

CLOSTRIDIUM TYROBUTYRICUM U MLIJEKU | KASNO NADIMANIJE SIRA

obranjen je i ocijenjen ocjenom , dana

Povjerenstvo: potpisi:

1. Prof. dr. sc. Samir Kalit, mentor

2. Izv. prof. dr. sc. Iva Dolenci¢ Spehar, ¢lan

3. Izv. prof. dr. sc. Milna Tudor Kalit, ¢lan




Zahvala

Ovim putem zahvaljujem mentoru prof. dr. sc. Samiru Kalitu na pruzenoj stru¢noj
pomodi i savjetima tijekom pisanja diplomskog rada, na ulozenome trudu i strpljenju te na
cjelovitom prenesenom strué¢nom znanju tijekom studiranja.

Zahvaljujem cijeloj obitelji, a posebno roditeljima koji su mi cijelo vrijeme tijekom
studija bili podrska i oslonac. Hvala vam Sto ste nakon svakog mog ispita nazvali i pitali kako je
proslo.

Zahvaljujem svojim sestrama Aniti i Jeleni koje su me ohrabrivale i podrZavale od
prvoga dana, koje su vjerovale u mene i onda kada mi je bilo najteze i onda kada mi je doslo
da odustanem. Hvala vam Sto ste mi tijekom studiranja bile vjetar u leda, jer bez vas ne bih
bila tu gdje jesam.

Zahvaljujem i Marku koji je cijelo vrijeme bio uz mene. Hvala ti $to si vjerovao u mene,
Sto si sa mnom prolazio kroz stresne, teske i lijepe trenutke.

Zahvaljujem i svim kolegama i prijateljima koji su bili uz mene i uljepsali mi ovih pet
godina studiranja.



Sadrzaj

SR U 1o Yo S 1
00 R O | | 4 T - T 2
2. Kasno NAadimanje Sira....cccuuuieiieeiiiiii e eeeece e e e e e e e e e e e e e e e e e 3
2.1, ProblematiKa.........ecoeeiiiieieei e 3
D R O] TR o F-To 10 F- TV T 1 - 3

2.3. Nacini sprjeCavanja kasnog nadimanja Sira......c.ccceeeeevveeveevieccecvvesseesvevenneen 11

3. Clostridium tyrobULYriCUM ...........ccoeeeeieeee et e s 12
3.1, RO CIOSEIIAIUM ... 12
3.2,  Clostridium tyrobUtyriCUM ..............cuueeiieeiiieeeeeiiee e e 15
3.3. Kvarenje mlijeka i mlije¢nih proizvoda bakterijom C. tyrobutyricum............ 16
3.4. Povezanost kvalitete silaze i zdravlja Zivotinja .......cccceevvvvieeieeiiiiieneeeeiinn, 17

3.5. Kontaminacija tla i biljaka organskim gnojivima (stajski gnoj i

{810 Y [01Y/ - ) PP OO 18
4. Maslacna fermentacija ..oo.ccevurieeeeeeiiiiee e e e e e a e eae 19
4.1. Pojamivrste fermentacije ......ooeuvierieiiiiiie e 19
4.2. Maslacna fermentacija.....ccccceeeieeiiiiriiiiiiee e 20
4.3. Organizmi koji sudjeluju u provedbi masla¢ne fermentacije .................. 21
4.4. Maslacna kiselina i njezina primjena .....ccoeeeveeeiieeeeeeeiiieeeeeeieee e 22
5 LIZOZIM et e 23
5.1. Lizozim kao antimikrobni @gens .......ccceeeveiiieiieiiiiiieeeeeeeeeeeee e, 24
5.2. Primjena lizozima u mljekarskoj i ostalim industrijama..............cccuuunn.... 24
5.3. Uloga lizozima u prevenciji bolesti i promicanju zdravlja..........cccc.......... 27

5.4, Magare€e MIJEKO.....ccuuuuieeiieiiiee e e a s 27



5.5. Usporedba lizozima iz bjelanjka kokoSjeg jajeta i iz magarec¢eg mlijeka.. 30

T T S [T o {1 31
5.7. Upravljanje rizikom alergena jaja ......cccccuuviiiniiiieieiiiiiiciiee e 33
6. ZAKIJUCAK....eeeeeeeeeeeeiceee e e e 34

W oY o R [} =T =} 0 35



Sazetak

Diplomskog rada studentice Marija Cevra, naslova

CLOSTRIDIUM TYROBUTYRICUM U MLIJEKU | KASNO NADIMANIJE SIRA

Kasno nadimanje sira je ¢esta mana tvrdih sireva u mljekarskoj industriji. Ovu manu
sira mozemo prepoznati po Supljinama, atipi¢nim rupicama i po ve¢em broju otvora koji su
razasuti u sirnome tijestu. Osim toga, moZemo ga prepoznati i po Zilavome sirnome tijestu,
bljutavome okusu i neugodnom mirisu. Jo$ jedna od opasnosti kod sireva sa kasnim
nadimanjem je Cesto povrsinsko pucanje kroz Cije se pukotine otvara put drugim Stetnim
bakterijama i plijesnima, u unutrasnjost sira, ¢ime se kvarenje joS viSe pojacava i ubrzava.
Glavni uzrocnik kasnog nadimanja sira je gram pozitivna bakterija Clostridium tyrobutyricum
koja najcesce dolazi iz tla ili silaze. Ona provodi maslac¢no-kiselu fermentaciju, gdje iz laktata
nastaju maslacna kiselina, ugljikov dioksid i vodik. Time dolazi do stvaranja plina koji uzrokuje
stvaranje rupica i pukotina u sirnome tijestu. Osim bakterije C. tyrobutyricum, kasno
nadimanje sira mogu uzrokovati i ostale Clostridium vrste: C. butyricum, C. beijerinckii i C.
sporogenes. One spadaju u termorezistentnu skupinu bakterija koje prezivljavaju standardnu
temperaturu pasterizacije (63 °C). Stoga se tijekom procesa proizvodnje sira dodaje enzim
lizozim radi prevencije pogreske nadimanja. Lizozim se proizvodi iz bjelanjka jajeta, moze
uzrokovati alergijske reakcije pa ga pri deklariranju na listi sastojaka sira potrebno istaknuti
masnim slovima.

Kljucne rijeci: Clostridium tyrobutyricum, nadimanje sira, mlijeko, masla¢na fermentacija,
lizozim



Summary

Of the master’s thesis — student Marija Cevra, entitled

CLOSTRIDIUM TYROBUTYRICUM IN MILK AND LATE BLOWING OF CHEESE

Late blowing of cheese is a cheese fault of hard cheeses that frequently occurs in the
dairy industry. This defect can be identified by cavities, atypical holes, and an increased
number of openings scattered throughout the cheese mass. Additionally, it can be recognized
by a tough cheese texture, bland taste, and unpleasant odor. Another danger with late
blooming cheeses is that they often develop surface cracks, which provide pathways for other
harmful bacteria and moulds to penetrate into the interior of the cheese, thereby intensifying
and accelerating spoilage. The primary cause of late blowing in cheese is the gram-positive
bacterium Clostridium tyrobutyricum, which usually originates from soil or silage. This
bacterium produces butyric acid, carbon dioxide, and hydrogen from lactate. This results in
gas formation, causing holes and cracks in the cheese mass. Besides C. tyrobutyricum, other
Clostridium species such as C. butyricum, C. beijerinckii, and C. sporogenes can also cause late
blowing of cheese. These bacteria belong to the thermoresistant group, surviving the usual
pasteurization temperatures. Therefore, during cheese production, the enzyme lysozyme is
added to prevent this defect. Lysozyme is produced from egg white, so it needs to be
highlighted in bold letters in the list of cheese ingredients, as it can cause allergic reactions.

Keywords: Clostridium tyrobutyricum, cheese blowing, milk, butiric fermentation,
lysozyme



1. Uvod

Kasno nadimanje sira javlja se tijekom zrenja sira djelovanjem mikroorganizama koji
stvaraju plinove i tvari neugodnog mirisa i okusa. Sirevi sa kasnim nadimanjem imaju vidljive
otvore, pukotine i nepravilne rupe u sirnome tijestu. Primarnim uzro¢nikom kasnog nadimanja
sira smatra se bakterija Clostridium tyrobutyricum. SilaZa i Zivotinjski feces smatraju se glavnim
izvorom pojave spora Clostridium spp. u sirovom mlijeku. Osim toga, bakterije Clostridium spp.
u mlijeko mogu dospjeti i iz zemlje, prasine, raznih sedimenata, intestinalnog trakta ljudi i
Zivotinja. Kasno nadimanje sira takoder mogu uzrokovati i bakterije Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus, Bacillus, Leuconostoc, propionske bakterije, koliformne bakterije
i kvasci. Osim iz silaze, uzrocnici kasnog nadimanja sira u mlijeko mogu dospjeti i iz tla te od
neciste muznje i neciste kante za muznju. Takoder, sijeno, sjenaza, svjeza krma i pivski trop
dio su kontaminacije gdje bakterije izravno ili neizravno dospijevaju u mlijeko. Kvarenje
mlije¢nih proizvoda, a posebice sirovog mlijeka uglavnom nastaje zbog prisutnosti Clostridium
vrsta (Samarzija 2021.).

Clostridium tyrobutyricum je Stapicasta, gram-pozitivna pokretljiva bakterija koja raste
u anaerobnim uvjetima. Ona proizvodi maslacnu i octenu kiselinu te plin vodik kao glavne
produkte fermentacije. Optimalna temperatura rasta ove bakterije je od 30 do 37 °C
(Wiedmann i sur. 2014.). Spore bakterije C. tyrobutyricum koje se nalaze u mlijeku
namijenjenom za proizvodnju sira kasnije mogu uzrokovati kasno nadimanje koje nastaje zbog
stvaranja plinova COzi Ha.

Radi sprjecavanja pogreske kasnog nadimanja sira vazna je primjena prirodnog enzima
lizozima tijekom procesa proizvodnje sira. Lizozim se dobiva ekstrakcijom iz bjelanjka kokosjeg
jajeta. Lizozim ima Siroku primjenu u prehrambenoj (posebice mljekarskoj), farmaceutskoj te
ostalim industrijama. U mljekarskoj industriji lizozim se koristi na nacin da se njegove granule
otope u vodi. On se tijekom procesa proizvodnje u mlijeko za sirenje dodaje 15-ak minuta prije
dodatka mljekarskih kultura i sirila kako bi se sprijecio rast klostridija. Dodaje se u koli¢ini od
1-3 g na svakih 100 L mlijeka. Takoder, lizozim se moZe upotrebljavati i kod zrenja sireva na
njegovu povrsinu koja je podlozna onecis¢enju mikroorganizama, pa je potrebno zastititi
povrsinu sira kako bi se sprijecio rast i razvoj plijesni i mikotoksina. Lizozim ima sposobnost
inhibiranja i uniStavanja mnogih bakterija, gljivica i plijesni, pa je poznat kao antimikrobno
sredstvo. Osim kod sireva, lizozim se koristi i kao konzervans u hrani poput mesnih proizvoda,
pi¢a, peciva, itd. (Gaoyuan, 2023.).

Primjer namirnice koja sadrZi visok udio lizozima (1,0-3,7 mg/mL) je magareée mlijeko.
Prednost lizozima iz magareéeg mlijeka u odnosu na lizozim iz kokoSjeg jajeta je ta Sto mu nije
potrebna ekstrakcija. Postupak ekstrakcije moze smanijiti biolosku aktivnost lizozima. Lizozim
se smatra funkcionalnim dodatkom u prehrani jer ima potencijalne prednosti kod prevencije
bolesti i promicanju zdravlja. Dokazano je da je lizozim iz magareéeg mlijeka bolji u odnosu na
lizozim iz bjelanjka jajeta zato Sto ima manju vjerojatnost razvoja alergije i zato Sto bioloska
aktivnost lizozima nije narusena tijekom procesa ekstrakcije. Lizozim je potrebno istaknuti na
ambalaZi proizvoda zato Sto moze uzrokovati alergijske reakcije. Lizozim spada u bjelanéevine
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jaja, a konzumacija odredenih bjelancevina iz hrane moZe uzrokovati ozbiljne zdravstvene
posljedice. Stoga je vazno voditi racuna o kontroli radi verifikacije podataka na deklaraciji.
Osobe koje imaju alergiju na jaja ¢esto mogu biti nesvjesno izloZzene malim koli¢inama lizozima
u proizvodima poput sireva. Prevenciju alergije na hranu ¢ini odgovornost proizvodaca hrane
i potroSaca koji treba konzumirati hranu u skladu sa svojim preporukama te informacijama
koje se nalaze na deklaraciji proizvoda (Cukon, 2013.).

1.1. Cilj rada

Cili ovog rada je opisati Clostridium tyrobutyricum, uzro¢nika nastanka kasnog
nadimanja, nacin kontaminacije mlijeka i mehanizam njegova djelovanja u siru, te nacine
sprje¢avanja pogreske sira sa naglaskom na koristenje lizozima u proizvodniji sira.



2. Kasno nadimanje sira

2.1. Problematika

Kao Sto je slucaj kod svih mlije¢nih proizvoda, tako se i kod sireva pojavljuju razlicite
mane i nedostaci koji smanjuju njihovu kvalitetu, ali i vrijednost. Jedan od najopasnijih
nedostataka sireva je nadimanje. Nadimanje sireva mozZe biti rano i kasno. Kasno nadimanje
pojavljuje se gotovo redovito u proizvodnji sira i nanosi velike Stete proizvodacima i
mljekarama, iz razloga Sto takav sir nije upotrebljiv za izravnu potroSnju.

2.2. Opis nadimanja sira

Kasno nadimanje sira je Cest oblik kvarenja tvrdih sireva te je ono karakteristi¢na
mikrobna pogreska teksture polutvrdih i tvrdih sireva. Ono se javlja tijekom zrenja sireva, i to
djelovanjem mikroorganizama koji stvaraju plinove i tvari neugodnog mirisa i okusa. Kasno
nadimanje sira stvaraju anaerobne sporogene bakterije, toc¢nije, anaerobni ili fakultativno
anaerobni mikroorganizmi koji obilno stvaraju plinove CO, i/ili H, (SamarZija 2021.). Navedeni
mikroorganizmi imaju sposobnost stvaranja plina u siru razgradnjom laktoze, laktata, citrata i
uree prisutne u siru, ili imaju sposobnost metabolizma aminokiselina. Medutim, kasno
nadimanje sira koje nastaje dekarboksilacijom glutaminske kiseline u CO, i 4-aminomaslacnu
kiselinu odnosi se samo na sireve kod kojih se u proizvodnji koristi termofilna mikrobna kultura
u Cijem su sastavu bakterije Streptococcus thermophilus i Lactobacillus helveticus. Pogresku
karakteriziraju vidljivi otvori, pukotine ili nepravilne rupice sirnog tijesta.

Slika 2.2.1. Pogreska kasnog nadimanja tvrdog sira uzrokovana aktivnoséu bakterija

Streptococcus thermophilus i Lactobacillus helveticus koje su sadrzane u mikrobnoj kulturi.
Izvor: Samariija (2021.)

U sljededoj tablici prikazani su uzrocnici ranog i kasnog nadimanja sira. Od navedenih
mikrobnih skupina/vrsta, rano nadimanje sira mogu uzrokovati koliformne bakterije i kvasci
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te propionske bakterije, koje takoder mogu biti uzrocnici i kasnog nadimanja sira. Uzroc¢nici
pogreske kasnog nadimanja su anaerobni ili fakultativno anaerobni mikroorganizmi prikazani
u tablici.

Tablica 2.2.1. Mikrobne skupine i vrste koje mogu uzrokovati rano i kasno nadimanje sira

Skupina/vrsta Supstrat Plin
Clostridium

Clostridium tyrobutyricum Laktat CO;, H>
Lactobacillus

Lactobacillus brevis Laktoza CO;
Lactobacillus casei Laktoza CO;
Streptococcus

Streptococcus thermophilus Urea CO,
Koliformne bakterije Laktoza CO,, H»
Kvasci Laktoza CO,
Lactococcus

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar Citrat CO,
diacetylactis

Bacillus

Bacillus subtilis Laktoza CO,, H,
Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides Laktoza/citrat CO;
Leuconostoc dextranicum Laktoza/citrat CO,
Propionske bakterije

Propionibacterium shermanii Laktoza CO,

Izvor: Mullan (2003.)



Glavni znak kasnog nadimanja sira je stvaranje mnogobrojnih Supljina vec¢ih dimenzija
u siru. Prema Havranek i sur. (2014.) ovisno o koli¢ini stvorenog plina i elasti¢nosti, odnosno
Cvrstodi sirnog tijesta, kasno nadimanje sira mozemo lako prepoznati po nekoliko malih
atipi¢nih rupica (otvora), a ¢eSée po veéem broju otvora, odnosno rupa koje su razasute u
sirnome tijestu. Takoder, ovu pogresku sira jo$ karakteriziraju i napukline ili pukotine sirnog
tijesta te ispupcenje i/ili pucanje kore sira. Osim toga, takvi sirevi imaju nepoZeljna senzorska
svojstva, kao Sto su Zilavo sirno tijesto, bljutavi okus i neugodan miris. Pogreska nastaje zbog
fermentacije maslacne kiseline tijekom zrenja sira. Rezultat tome je prekomjerno stvaranje
plinova, posebice COi H,. Time dolazi do osteéenja teksture i stvaranja uzeglog i neugodnog
okusa sira. U praksi se kasno nadimanje sira mozZe dokazati na nacin da se pri kucanju po
povrsini sira savijenim prstom ili nekim drvenim predmetom javlja duboki zvuk, Cija jaina
zvuka postaje sve vecéa sa porastom nadimanja sira.

Slika 2.2.2. Vanjska manifestacija pogreSke kasnog nadimanja polutvrdog sira.
Detalji: A) ispupCenje gornje i donje povrsine sira,



B) pucanje kore sira.
Izvor: Samarizija (2021.)

Glavni uzro¢nik pojave kasnog nadimanja sira je bakterija Clostridium tyrobutyricum
koja provodi masla¢no-kiselu fermentaciju, gdje se laktat prevodi u masla¢nu kiselinu, ugljikov
dioksid i vodik. Time nastaju velike koli¢ine plina, $to dovodi do pojave velikih rupica i pukotina
u sirnom tijestu ¢ime se sir nadima te mu tijesto postaje krto (Rogelj i sur. 2015.). Neugodan
okus i miris nastaju zbog prisutnosti maslac¢ne kiseline i drugih produkata metabolizma. Osim
bakterije Clostridium tyrobutyricum, kasno nadimanje sira takoder mogu uzrokovati i ostale
Clostridium vrste, kao $to su Clostridium butyricum, Clostridium beijerinckii i Clostridium
sporogenes. Smatra se da je uz mlijeko jedan od glavnih izvora pojave bakterija Clostridium
spp. u siru salamura koja se tijekom proizvodnje sira viSekratno koristi. Rast bakterija
Clostridium spp. u siru usko je povezan sa intenzivnom proteolizom koja se dogada na kraju
zrenja polutvrdih i tvrdih sireva. Posljedica toga je veca pH vrijednost te povecdana
koncentracija slobodnih aminokiselina u tijestu sira koji stimuliraju rast Clostridium spp.
bakterija. Takvi novostvoreni uvjeti u siru lako postaju pogodni za njihov rast i razmnozavanje.
Mozemo reci da se primarnim uzroc¢nikom kasnog nadimanja sira smatra vrsta Clostridium
tyrobutyricum. Prema Samarziji (2021.) pH vrijednost skoro svih vrsta polutvrdih i tvrdih sireva
iznosi od 5,2 do 5,3, dok je optimalna pH vrijednost za rast Clostridium tyrobutyricum 5,8.
Suprotno, vrstama C. butyricum, C. beijerinckii i C. sporogenes za rast optimalna pH vrijednost
je izmedu 6,5 i 7,0, pa su kao pojedinacne vrste rjede izolirani uzrocnici kasnog nadimanja,
vjerojatno zbog njihovih vedih zahtjeva u vezi s rastom i predominantne metabolicke
aktivnosti C. tyrobutyricum. No, u simbiotskom rastu sa C. tyrobutyricum, navedene vrste
smatraju se sekundarnim uzrocnicima nastanka kasnog nadimanja sira. C. tyrobutyricum
svojim metabolizmom povedava pH vrijednost sira te samim time stvara povoljne uvjete za
rast C. beijerinckii i C. sporogenes. Te dvije vrste svojim metabolickim produktima (acetatom i
aminokiselinama) poboljSavaju uvjete rasta bakteriji C. tyrobutyricum. Posljedi¢no nastaje
povecano stvaranje maslacne kiseline zbog njihovog simbiotskog odnosa. Njihova brojnost na
kraju zrenja je izmedu 10° i 107 cfu g-'. S obzirom na izgled pogreske, zbog skoro jednake
sposobnosti stvaranja butirata i velikih koncentracija plinova CO, i H,, tesko je odrediti koja je
od tih vrsta glavni uzrocnik ove pogreske. Naime, postoje razlike u izgledu pogreske kasnog
nadimanja tvrdih sireva, ovisno o mikrobnoj vrsti i ¢vrstoéi, odnosno elasti¢nosti sirnog tijesta.
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Slika 2.2.3. Pogreska kasnog nadimanja tvrdog Svicarskog sira.
Detalji: na prerezu sira umjesto karakteristi¢nih ravnomjerno rasporedenih ociju, u tijestu

sira nalaze se veliki otvori, dok su oci sira deformirane
Izvor: Samarzija (2021.)

Sireve sa ovom pogreSkom mozZemo lako prepoznati, jer su u vecini slucajeva vise ili
manje jednoli¢no izboceni ili naduti. Tijesto takvih sireva ima puno rupica koje moZzemo
razlikovati po obliku i veli¢ini. Takoder, joS jedna od opasnosti kod sireva sa kasnim
nadimanjem je i ta Sto takvi sirevi ¢esto povrsinski pucaju te se kroz pukotine otvara put
drugim Stetnim bakterijama i plijesnima, u unutrasnjost sira, ¢ime se kvarenje jos$ vise pojacava
i ubrzava. Otvori, pukotine ili rupice u tijestu sira koje nastaju kao posljedica kasnog nadimanja
mogu biti uzrokovani zbog obligatnih heterofermentativnih laktobacila te fakultativno
anaerobnih laktobacila sekundarne mikrobne populacije koja uvijek kontaminira sir. Da bi
pogreska bila vidljiva, ti mikroorganizmi trebali bi biti prisutni u broju >10° cfu/g sira. U rjedim
slucajevima, izgledom isti oblik pogreske kasnog nadimanja sira mogu uzrokovati i Bacillus
spp., koliformni organizmi, laktokoki, kvasci, streptokoki, propionske bakterije i Leuconostoc
spp. te koliformni organizmi i kvasci (Havranek i sur. 2014.).

Sto se ti¢e sezone nadimanja sireva, sirevi se najée$ée nadimaju u proljeée kada muzne
Zivotinje prijedu sa suhe hrane na so¢nu te u jesen, ako se hrane vecom koli¢inom repe. Sirevi
sa manom kasnog nadimanja mogu se takoder pojaviti i tijekom zime. Neki od uzroka ove
pogreske su nehigijenska muznja, neciste kante, prerano i prenisko hladenje mlijeka (aktivnost
bakterija mlije¢ne kiseline je usporen) te prehladne prostorije za zrenje sira (Sabados, D.,
1952.).

Prema izgledu pogreske, tesko je odrediti koja je bakterija Clostridium vrsta uzrokovala
ovu pogresku, s obzirom da su sve vrste jednako sposobne za stvaranje butirata i velikih
koli¢ina CO; i H; iz laktata. U usporedbi sa uzro¢nicima pogreske ranog nadimanja sira, koji
moraju biti prisutni u velikom broju (>108 cfu/g), potreban broj Clostridium spp. bakterija u
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mlijeku za pogresku kasnog nadimanja jako je malen. Primjerice, samo 5-10 spora C.
tyrobutyricum potrebno je u litri mlijeka za uzrokovanje kasnog nadimanja Gaude (polutvrdi
sir). Medutim, ovisno o mikrobnoj vrsti i vrsti nadutog sira, izolirani broj spora iz takvog sira
je izmedu 10* i 107 cfu/g za C. tyrobutyricum, i izmedu 10% i 10 cfu/g za C. sporogenes.
Kasno nadimanje sira koje nastaje dekarboksilacijom glutaminske kiseline u CO, i 4-
aminomaslacnu kiselinu odnosi se samo na sireve pri Cijoj se proizvodnji koristi termofilna
mljekarska kultura koja je sastavljena od sojeva S. thermophilus i L. Helveticus (Havranek i sur.
2014.).

Pogresci kasnog nadimanja osobito su podlozni sir Ementaler i njemu sliéne vrste poput
ostalih Svicarskih sireva ili Svicarskih varijanti sireva Cije kulture u svom sastavu sadrze i
propionske bakterije. Kao primjer mogu posluZiti rezultati inokulacije mlijeka sporama
bakterija Clostridium spp. kod proizvodnje Svicarskog sira uz kontrolirano zrenje trajanja od 60
dana. Mlijeko za proizvodnju sira inokulirano je sa 1 do 20 spora C. tyrobutyricum, C.
beijerinckii i C. sporogenes kao pojedinacnim vrstama ili u njihovim kombinacijama. Nakon 60
dana zrenja sira rezultat je bio idudi: (i) C. beijerinckii i C. sporogenes stvaraju otvore, odnosno
rupe u sirnom tijestu uz nisku koncentraciju maslacne kiseline, ali takoder i usporavaju
propionsku fermentaciju, (ii) C. tyrobutyricum uz otvore (rupe) u sirnom tijestu stvara visoku
koncentraciju maslacne kiseline te povecava propionsku fermentaciju, (iii) simbiotskim rastom
tih triju vrsta raste obim pogreske, dok koncentracija stvorene maslacne kiseline moze biti i
veca od 400 mg/100g. Istim pokusom utvrdeno je i to da se brojnost C. tyrobutyricum veé 15.
dana zrenja sira povecala na oko 800 cfu/g, a 60. dana zrenja bila je >10° cfu/g. Istovremeno,
brojnost C. beijerinckii i C. sporogenes je pocela postupno rasti tek nakon 30. dana zrenja, dok
je njihov konacan broj 60. dana zrenja bio 10® cfu/g. Takoder, 60. dana zrenja pH
kontaminiranih sireva porasla je u usporedbi sa kontrolnom skupinom (pH -5,62) na 5,77 do
6,13. Na iducoj slici prikazani su rezultati navedene inokulacije mlijeka sporama bakterija
Clostridium spp.



Slika 2.2.4. Pogreska kasnog nadimanja tvrdog Svicarskog sira nakon 60. dana zrenja
kontaminacijom bakterijama Clostridium spp.

Detalji: A) kontrolni sir, B) Clostridium tyrobutyricum, C) Clostridium sporogenes, D)
Clostridium beijerinckii, E) Clostridium tyrobutyricum i Clostridium sporogenes u omjeru 1:1,
F) Clostridium tyrobutyricum i Clostridium beijerinckii u omjeru 1:1, G) Clostridium

sporogenes i Clostridium beijerinckii u omjeru 1:1.
Izvor: Samarizija (2021.)

Prema Samarziji (2021.) bakterije Clostridium spp., a posebice C. tyrobutyricum
uzrokuju pojavu kasnog nadimanja ekstratvrdih sireva, poput Grana Padano, Parmigiano
Reggiano, Pekorino Sardo ili Paskog sira. Navedeni sirevi su na zrenju minimalno Sest mjeseci.
Utvrdeno je da uz spore i vegetativne stanice mogu prezivjeti tehnoloSke uvjete proizvodnje
sira Grana Padano. Pretvorba vegetativne stanice u sporu odvija se prilikom dogrijavanja
sirnog zrna u sirarskom kotlu radi koriStenja visoke temperature (53-54 °C) njegove obrade.
Ponovna germinacija spora u vegetativnu stanicu dogada se nakon zavrSene obrade sirnog
grusa ili odmah iza stavljanja sira u kalup. C. tyrobutyricum za svoje preZivljavanje u za nju
nepovoljnim tehnoloskim uvjetima u proizvodnji Grana Padano sira koristi svoj adaptivan
metabolizam koji omogucuje bakterijskoj stanici: (i) sposobnost deaminacije arginina u citrulin
i kasnije u ornitin i (ii) tvorbu y-amino-maslacne kiseline primarno transformacijom glutamata,
a manje biokemijskim reakcijama dekarboksilacije. Sposobnost deaminacije slobodnih
aminokiselina u neproteinske slobodne aminokiseline poput citrulina i ornitina omoguéuje

9



bakteriji C. tyrobutyricum preZivljavanje u tim proizvodnim uvjetima. Posljedi¢no, ona postaje
uzrok kasnog nadimanija i ekstratvrdih sireva. U usporedbi sa sporama, smatra se da samo mali
broj germinacije zavrSava kompletan ciklus koji ponovno dovodi do vegetativne bakterijske
stanice.

Detalji: na prerezu sira vidljive su atipi¢ne sirne rupe i nepravilni otvori te ulegnuce gornje

povrsine sira.
Izvor: Samarzija (2021.)

Prema Havranek i sur. (2014.) pogreska ranog i kasnog nadimanja u literaturi najcesce
se opisuje odvojeno u smislu pogreSaka koje se razlikuju. NepoZeljno nadimanje sira moze biti
uzrokovano i nedovoljnom higijenom, loSom proizvodackom praksom te nedjelotvornosti
mljekarske kulture koja se upotrebljava prilikom proizvodnje sira. U praksi je ¢es¢i slucaj
nedjeljivosti tih dviju pogresaka radi njihove uske povezanosti. Stoga, navedene tvrdnje sto je
uzrok, a Sto posljedica pogresSke nadimanja sira teSko mozZemo jednostrano prihvatiti.

10



2.3. Nacini sprjecavanja kasnog nadimanja sira

Postoje tri glavna nacina za sprjecavanje kasnog nadimanja sira: 1) minimiziranje broja
spora bakterija maslacne kiseline u sirovom mlijeku, 2) uklanjanje spora bakterija masla¢ne
kiseline iz sirovog mlijeka putem baktofugacije, 3) sprje¢avanje rasta spora bakterija maslaéne
kiseline u siru dodatkom inhibitornih sredstava (lizozima i nitrata). Osim toga, utvrdeno je i da
je visoki tlak kod presanja sira (200-500 MPa/tijekom 10 min.) novi, alternativni i uéinkoviti
tehnoloski pristup za sprjecavanje kasnog nadimanja sira. Takoder, u istrazivanju Inhibicijsko
djelovanje ekstrakta aromati¢nih biljaka protiv vrsta Clostridium povezanih s mlije¢nim
proizvodima i njihova uporaba za sprje¢avanje kasnog nadimanija sira kojega su proveli Calzada
i sur. (2023.) dokazano je inhibicijsko djelovanje ekstrakta aromati¢nih biljaka protiv vrsta
Clostridium, te njihova uporaba za sprjeCavanje kasnog nadimanja sira. U navedenom
istrazivanju dokazano je da postoji antiklostridijalno djelovanje kadulje, lavande i kamilice.
Takoder su ¢esSnjak, cimet, origano i majcina dusica bili vrlo ucinkoviti protiv bakterije C.
tyrobutyricum.

JoS neki od nacina sprjecavanja kasnog nadimanja sira su niska temperatura soljenja
(8°C) koja sprjecava klijanje spora Clostridium. Osim toga, vaznom se pokazala i temperatura
zrenja sira u kombinaciji sa temperaturom soljenja. Dokazano je da sirevi koji su bili na zrenju
na temperaturi od 8 °C nisu pokazali znakove kasnog nadimanja (Morandi i sur. 2021.).
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3. Clostridium tyrobutyricum

3.1. Rod Clostridium

Prema Samarziji (2021.) rod Clostridium spada u porodicu Clostridiaceae, koljenu
Firmicutes te ga Cine do sada opisane 203 vrste i pet podvrsta gram-pozitivnih bakterija. Vrste
tog roda pojavljuju se i kao gram-negativne ili gram-varijabilne bakterije. Tijekom rane faze
rasta, vecina vrsta pokazuje svojstva gram-pozitivnih bakterija. U kulturi bakterije Clostridium
spp. se i u optimalnim uvjetima pojavljuju u odredenom postotku kao gram-negativne stanice
koji se progresivno povecava tijekom prijelaza iz eksponencijalne u stacionarnu fazu rasta.

Navedene bakterije morfoloski se pojavljuju u obliku bacila i koka, a prema zahtjevu za
kisikom one mogu biti anaerobne, aerotolerantne ili fakultativno anaerobne. Vrste roda
Clostridium povezane su s mlijekom i mlije¢nim proizvodima. Oni su striktni anaerobni
sporotvorni organizmi koji uz sporotvorne vrste rodova Bacillus, Paenibacillus,
Sporolactobacillus, Brevibacillus i Geobacillus ¢ine termorezistentnu skupinu organizama koja
preZivljava standardne temperature pasterizacije. Naj¢eS¢e vrste koje uzrokuju kasno
nadimanje sira su C. tyrobutyricum, C. butyricum i C. sporogenes, dok je C. tyrobutyricum
dominantna vrsta (Cocolin i sur., 2004.).

Bakterije Clostridium spp. povezane s mlijekom i mlije¢nim proizvodima mogu dospjeti
u mlijeko iz razli¢itih izvora poput zemlje, prasine, raznih sedimenata, intestinalnog trakta ljudi
i Zivotinja (zdrave Zivotinje i ¢ovjek sadrzavaju ih u malom broju od oko 100 g fecesa). Stoga
se one smatraju ubikvitarnim organizmima. Mlijeko se u vecoj ili manjoj mjeri moze uvijek
kontaminirati tim vrstama ovisno o klimatskim uvjetima, godiSnjem dobu te nacinu hranidbe
i drzanja muznih Zivotinja. Kontaminacija sirovog mlijeka bakterijama Clostridium moze
uzrokovati znacajne ekonomske gubitke kod polutvrdih i tvrdih sireva.

Tablica 3.1.1.. Primjer mikrobnih kontaminanata sirovog mlijeka

Mikroorganizam Kontaminant

Bakterije Lactococci, Lactobacilli, Leuconostoc, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas fragi, Bacillus spp., Clostridium,
Corynebacterium, Arthrobacter, Microbacterium

Patogene bakterije Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter jejuni

Gljive Aspergillus, Fusarium, Penicillium

Izvor: Drouin i Lafreniére (2012.)

Takoder, sijeno, sjenaza, silaza, svjeza krma, pivski trop i/ili ako se za stelju favorizira
koristenje piljevine, dio su kontaminacijskog kruga pomoéu kojega te bakterije izravno ili
neizravno mogu dospjeti u mlijeko. Silaza i Zivotinjski feces primarno se smatraju najveéim
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izvorom pojave spora Clostridium spp. u sirovom mlijeku. Kada Zivotinje pojedu silazu koja je
kontaminirana, spore ¢e se izluciti fecesom koji se odlaze u stajnjak prije koriStenja za gnojidbu
usjeva. Osim toga, feces u staji moze kontaminirati vime i sise i tijekom muznje pospjesiti
kontaminaciju mlijeka sporama.

Silaza
<102 - 107
Zetva I;hrvana
i sliranje silazom
Usjevi
<102- 10% Krava
Tlo Feces Mlijeko
—_—
<10°-10° <10%- 108 &10" - 10°

Gnojenje

Skladistenje gnoja
<10%- 10’

Slika 3.1.1. Kontaminacijski ciklus kruzenja spora bakterija Clostridium spp. od zemlje do

sirovog mlijeka po gramu.
Izvor: Samarizija (2021.)

Ova vrsta kontaminacije moze se opisati kao ciklus kruZenja spora Clostridium spp. na
mlije¢nim farmama. Uvjeti tijekom fermentacije silaze pogoduju germinaciji spora te
ponovnom razvoju vegetativne stanice (Samarzija 2021.).

Morfoloska obiljezja koja su zajednicka za bakterije Clostridium spp. su pojavnost u
formi ravnih ili blago zakrivljenih bacila koji mogu biti i izrazito veliki (0,3-2,2x1,2-16,0 um). U
vedini slu¢ajeva one dolaze pojedinacno ili u parovima te su najce$¢e pokretne peritrihnim
flagelama. Kod anaerobnih uvjeta one stvaraju endospore koje su otporne na visoke
temperature i na druge destruktivne agense. Spore su oblikom ovalne ili okrugle te pokazuju
bubrenje sporangija, dok u stanici mogu biti smjestene centralno iliterminalno. Najbolje rastu
na temperaturama izmedu 25 i 45 °C, a optimalna pH vrijednost priblizno im je 7. One imaju
sposobnost rasta na temperaturama manjim od 4 °C, ali i na temperaturama od 50 °C, u
rasponu pH vrijednosti 4,0 do 9,3, u koncentraciji soli do 7% i pri aktivitetu vode 0,92. Takoder,
one fermentiraju ugljikohidrate uz stvaranje organskih kiselina i plinova.

Veliki dio Clostridium vrsta pripada mikrobnim uzroénicima kvarenja mlije€nih
proizvoda, dok se sirovo mlijeko smatra njihovim najées¢im izvorom. Posljedi¢no, njihova
prisutnost zabiljeZzena je i u vrhnju, pasteriziranom, steriliziranom i kondenziranom mlijeku,
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fermentiranom mlijeku, sladoledu te mlijecnom prahu. U tim proizvodima broj spora rijetko
kada prelazi 10 - 10? g. Suprotno, vrste C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. sporogenes, C.
beijernickii i C. putrefaciens smatraju se najve¢im uzroc¢nicima pogreske kasnog nadimanja
polutvrdih i tvrdih sireva. Osim uzrocnika kvarenja, iz mlijeka su takoder izolirane i patogene
vrste, primarno C. perfringens te rjede C. botulinum i C. tetani. Pojavnost bakterija Clostridium
spp. u mlijeku i mlijeénim proizvodima za mljekarsku industriju su u tehnoloSkom i
zdravstvenom smislu podjednake vaZznosti.

Obe skupine tih bakterija spadaju u anaerobne psihrotrofno-termorezistentne
sporotvorne organizme koji mogu rasti na temperaturama od 3° do 80 °C, a optimalna
temperatura rasta za vecinu vrsta je izmedu 25° i 40 °C. Na temelju sposobnosti metabolizma
laktata u maslacnu kiselinu, bakterije C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. sporogenes, C.
beijerinckii i C. putrefaciens svrstavamo i u skupinu bakterija maslacne kiseline. Njihov
metabolizam laktata podrazumijeva tvorbu organskih kiselina s najve¢im udjelom masla¢ne
kiseline, gdje dolazi do oslobadanja visoke koncentracije plinova Hz i CO. Put fermentacije
maslacne kiseline sazet je sljede¢im reakcijama:

I.  Mlije€na kiselina + octena kiselina = maslacna kiselina + CO»
IIl.  Mlije€na kiselina = octena kiselina + CO; + 2H..

Glukoza

Pi
ADP NAD*
NAD*  NADH + H*
N ATP NADH + H*

LAKTAT Piruvat

CoA *

CoA Acetil CoA
ADP

k' CoA

ATP Acetil-P
‘9/ Acetoacetil CoA

+
e
NAD*
B-Hydroxybutyryl-CoA

H,O +
Kortonil CoA
|— NADH + HY

N-NAD*

Butiril CoA

/‘ Pi

\* CoA

Butiril fosfat
ADP
ATP

BUTIRAT

Slika 3.1.2. Metabolicki put razgradnje glukoze kod bakterije C. tyrobutyricum
Izvor: Drouin i Lafraniére (2012.)
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Kod anaerobnih uvjeta, bakterije Clostridium spp. imaju sposobnost redukcije sulfita u
sulfid. Zbog te metabolicke sposobnosti, one se identificiraju i kao sulfitoreducirajuée
klostridije. U mljekarskoj industriji ta se njihova metaboli¢ka sposobnost koristi kao indikator
fekalnog i/ili zagadenja mlijeka zemljom. Osim toga, vazno je istaknuti i da sposobnost
redukcije sulfita u sulfid imaju i neke druge bakterijske vrste, poput fakultativho anaerobne
bakterije B. licheniformis, ili nekih od vrsta gram-negativnih bakterija koje pripadaju porodici
Enterobacteriaceae. Kako bi se izbjegnuli lazno pozitivni rezultati u mljekarskoj industriji za
dokazivanje sulfitoreducirajuéih klostridija, preporucuje se koristiti visSe selektivnih hranjivih
podloga ili dodatak antibiotika u podlozi koji inhibiraju rast bakterija Bacillus spp.

Bakterijama maslacne kiseline oznacavaju se sporotvorne anaerobne vrste roda
Clostridium. U anaerobnim uvjetima svojim metabolizmom te bakterije uz organske kiseline
poput izomaslacne, propionske i octene, ali u manjim koncentracijama, stvaraju maslacnu
kiselinu i plinove CO2 i H, u visokim koncentracijama. U mljekarskoj industriji bakterije
Clostridium spp. glavni su uzro€nici pogreske kasnog nadimanja sira (Samarzija, 2021.).

3.2. Clostridium tyrobutyricum

C. tyrobutyricum svrstavamo u Stapiéastu, gram-pozitivhu bakteriju koja raste u
anaerobnim uvjetima. Ona proizvodi maslacnu kiselinu, octenu kiselinu i plin vodik kao glavne
produkte fermentacije iz glukoze i ksiloze (Wikipedia, 2024.) Javlja se pojedinacno ili u paru,
ima peritrihalno smjesStene flagele koje joj omogudavaju pokretljivost. Veli¢ina bakterije u
rasponu je od 1,9-13,3x1,1-1,6 pum. Njihove spore su ovalne i subterminalne. Optimalna
temperatura rasta C. tyrobutyricum varira od 30 do 37 °C, s umjerenim rastom na 25 °C te
slabim ili nikakvim rastom na 45 °C (Wiedmann i sur. 2014.).

Regulus 15.0kV 7.5 mm x40.0 k SE(U) "
(b)
Slika 3.2.1. Slike kolonije (a) i skenirane elektronske mikroskopije (b) C. tyrobutyricum
Izvor: Liu et al. (2022.)
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Fermentacijom bakterije C. tyrobutyricum proizvode se velike koli¢ine maslaéne i
octene kiseline. Tijekom fermentacije piruvat se pretvara u butirat i acetat, dok se laktat
fermentira u butirat, CO2i Ha. Clostridium spp. bakterije koje proizvode masla¢nu kiselinu ¢esto
se nazivaju ,maslaénim anaerobima®“, a u njih spadaju C. butyricum, C. sporogenes, C.
beijerinckii i C. pasteranium. Bakterija C. tyrobutyricum proizvodi samo tragove alkohola u
odnosu na bakteriju C. butyricum, koja ima sposobnost proizvodnje znacajne koli¢ine butanola
u kasnim fazama fermentacijskog rasta.

C. tyrobutyricum razlikuje se od C. butyricum i C. beijerinckii po tome $to ona nema
sposobnost fermentiranja laktoze, maltoze i salicina. Takoder, pokazalo se da ogranicen broj
sojeva C. tyrobutyricum fermentira laktozu. Neki sojevi C. tyrobutyricum fermentiraju manitol,
ksilozu, manozu te proizvode nitrit iz nitrata.

Prema Wiedmannu i sur.(2014.) anaerobni C. tyrobutyricum fermentira ograniceni broj
ugljikohidrata u silazi. Uvjeti u silosu mogu utjecati na rast i razvoj Clostridium bakterija.
Klostridije koje se nalaze u silazi razgraduju mlije¢nu kiselinu i stvaraju masla¢nu kiselinu sto
uzrokuje osjetno povecanje pH vrijednosti silaze. Povec¢anjem pH vrijednosti spore klostridija
klijaju i prelaze u vegetativni oblik. Na klijanje spora moZe utjecati nivo silaze u silosu.
Dokazano je da se najviSe spora nalazi u prvih 50 cm dubine silaze. Prema tome, spore C.
tyrobutyricum iz silaze prelaze u mlijeko. Prisutnost spora u mlijeku koje je namijenjeno za
proizvodniju sira kasnije moze uzrokovati kasno nadimanje polutvrdih i tvrdih sireva. Prisutnost
C. tyrobutyricum u silazi, pa tako i u mlijeku uzrokuje ekonomske gubitke proizvodacima sira.
Sirevi koji su proizvedeni od mlijeka sa sporama drugih Clostridium vrsta, poput C. beijerinckii
i C. sporogenes nisu uzrokovali pojavu kasnog nadimanja sira. Spore bakterija maslacne
kiseline prisutne su i u silazi, pa tako i u kravljem mlijeku.

U istraZivanju koje je provedeno u 24 nizozemske mlijecne farme, dokazano je da su
spore otkrivene u do 90% od ukupno 155 uzoraka silaZze. Koncentracija se kretala od 40 do 10
000 000 spora/g. Prosjecne vrijednosti bile su 20 000, odnosno 3 200 spora/g u kukuruznoj i
travnoj silazi. Takoder, koncentracija spora u uzorcima mlijeka s farme bila je od 40 do 25 000
spora/L. Prosjecna vrijednost bila je 1000 spora/L.

3.3. Kvarenje mlijeka i mlijecnih proizvoda bakterijom C. tyrobutyricum
Bakterije koje imaju sposobnost stvaranja spora, poput C. tyrobutyricum, ili
psihrotrofnih bakterija koje proizvode proteoliticke i lipoliticke enzime stabilne na toplini,
mogu uzrokovati problem u kvaliteti sira. Stoga bi sadrzaj tih bakterija trebao biti $to manji u
mlijeku prije proizvodnje sira. Ukupna koli¢ina bakterija u sirovom mlijeku prihvatljiva je u
rasponu od 10% do 10° cfu/ml (Sorhaug i Stepaniak, 1997.). Prisutnost mikroorganizama u
broju veéem od 10* cfu/ml, znaéi dominaciju gram-negativnih i laktoza-negativnih
psihrotrofnih bakterija. Kod tek pomuzenog mlijeka, 1-10% ukupnog broja bakterija Cine
psihrotrofne bakterije te one dominiraju nakon 2 do 3 dana skladisStenja mlijeka. U prosjeku,
vrijeme stvaranja psihrotrofnih bakterija na 4 °C je izmedu 4,5 do 11 sati (Sorhaug i Stepaniak,
1997.).
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C. tyrobutyricum iz mlije¢ne kiseline stvara vodik, ugljikov dioksid i masla¢nu kiselinu.
Kod sireva koji imaju sirne oci, koji obicno imaju pH >5,3 tijekom prva 24 sata zrenja moze
nastati kasno nadimanje u toploj zrioni, jer te bakterije dobro rastu u takvim uvjetima. Osim
toga, kod sireva sa zatvorenom teksturom koji imaju pH <5,2 tijekom prva 24 sata, navedene
bakterije mogu stvoriti nepozeljne arome koje Cine sir nejestivim. Radi prevencije pojave tih
bakterija vazno je pripremiti silazu slobodnu od spora. Osim toga, sanitarni i higijenski uvjeti u
Stali tijekom muznje moraju biti Sto bolji. Osim kvarenja polutvrdih i tvrdih sireva, bakterije C.
tyrobutyricum, C. sporogenes i C. butyricum takoder mogu uzrokovati i kvarenje topljenih
sireva. Spore tih anaerobnih vrsta prezivljavaju temperature toplinske obrade od 85 do 105 °C
tijekom 6-10 minuta. Stoga se u proizvodnji moze koristiti nizin radi sprje¢avanja njihovog
rasta. Poznato je da bakterija C. botulinum uzrokuje kvarenje namaza, pa je stoga u
Sjedinjenim Drzavama nizin odobren radi inhibicije stvaranja rasta njihovih spora.

3.4. Povezanost kvalitete silaze i zdravlja zZivotinja

Silaza je sitno isjeckana masa pojedinih vrsta biljaka koja je bogata raznim hranjivim
tvarima. Hranjive tvari u silazi konzervirane su djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline.
Takoder, mlije¢na kiselina sprjeCava fermentaciju organskih tvari koja se u prirodi odvija
djelovanjem bakterija u prisutnosti zraka. Cilj proizvodnje silaze je oCuvanje nutritivhe
vrijednosti krme uz ogranicenje gubitka suhe tvari. Silaza i nacin Cuvanja krme cCesto se
smatraju glavnim izvorom spora bakterija maslacne kiseline u hrani prezivaca. S
mikrobioloskog gledista, razvoj bakterija Clostridium treba se izbjegavati tijekom procesa
siliranja jer ona moZe negativno utjecati na okus, smanjenje energije hrane te moze uzrokovati
metabolicke poremedaje. NepoZeljnim mikroorganizmima u silaZi osim klostridija smatraju se
i enterobakterije jer one u silaZi uzrokuju anaerobno kvarenje. Osim toga, postoji i aerobno
kvarenje silaZe Ciji uzro¢nici mogu biti kvasci, plijesni i listerija. Mnogi od tih mikroorganizama
kvarenja smanjuju hranidbenu vrijednost silaZe te imaju Stetan ucinak na zdravlje Zivotinja i/ili
kvalitetu mlijeka te posljedicno tome imaju i Stetni ucinak na zdravlje ljudi kao krajnjih
konzumenata takvih proizvoda. Stoga, nepoZeljni mikroorganizmi uzrokuju i ekonomske
gubitke na farmama (Duniere i sur., 2013.; Driehuis i Elferink, 2000.).

Vrsta C. tyrobutyricum jedna je od naj¢esce izoliranih vrsta klostridija u uzorcima silaze.
Clostridium vrste su gram-pozitivne, obligatne anaerobne bakterije koje imaju sposobnost
stvaranja spora. Clostridium vrste za svoj rast zahtijevaju relativno visoke pH vrijednosti (>4,5)
te visoku vlaznost krme (>70%) (Driehuis i sur., 2018.; Queiroz i sur., 2018.; Driehuis i Elferink,
2000.). Nepatogene klostridije koje se obic¢no pojavljuju u silazi uklju€uju C. tyrobutyricum, C.
butyricum i C. sporogenes, dok u patogene klostridije ubrajamo C. perfringens, C. difficile, C.
tetani i C. botulinum (Avila i Carvalho, 2019.; Driehuis i sur., 2018.).

Clostridium vrste Stetno utjecu na kvalitetu silaZe. Proteoliticka aktivnost klostridija u
silazi moze uzrokovati razgradnju biljnih proteina do amonijaka, $to mozZe negativno utjecati
na zdravlje Zivotinja. U silazi se mogu pojaviti neZeljeni mikroorganizmi, poput bakterija
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Clostridium spp. i ostalih, koji uzrokuju kvarenje silaze, Sto moze uzrokovati velike gospodarske
gubitke tijekom procesa siliranja. Clostridium vrste koje se najc¢esée nalaze u silazi mozemo
podijeliti u tri skupine: (1) proteoliticke klostridije, (2) skupina C. butyricum i (3) skupina C.
tyrobutyricum (Pahlow i sur., 2003.). Klostridije skupine 1 i 2 rastu pri pH vrijednosti iznad 5,
dok skupina C. tyrobutyricum raste pri nizem pH, ali rjede pri pH manjem od 4,5. Navedene
bakterije fermentiraju Sirok raspon ugljikohidrata u masla¢nu i octenu kiselinu.

Clostridium vrste se u silos unose preko krmiva koja su onecis¢ena zemljom.
Saharoliticke klostridije razgraduju ugljikohidrate i laktate do maslaéne kiseline. Razgradnjom
kiseline dolazi do rasta pH vrijednosti, ¢ime dolazi do ,prevrtanja“ silaze, pa proteoliticke
bakterije postaju aktivne. Proteoliticke Clostridium bakterije razgraduju aminokiseline do
izomaslacne kiseline i amonijaka. Clostridium bakterije se razvijaju u silosu bez prisutnosti
zraka, Cime negativno utjecu na kvalitetu silaze (Gospodarski list, 2012., NepoZeljne pojave pri
zimskoj upotrebi silaze). Kako bi se izbjegli nezeljeni ishodi tijekom procesa siliranja, vazna je
redovita kontrola sigurnosti i kvalitete siliranog materijala, odnosno kontrola njene
zdravstvene i hranjive vrijednosti. Time se ograniCava mogucnost pojave razbolijevanja
Zivotinja te posljedi¢ni prijenos patogena na ljude kroz kontaminaciju cijelog hranidbenog
lanca.

3.5. Kontaminacija tla i biljaka organskim gnojivima (stajski gnoj i
gnojovka)

Kruti i tekudi stajski gnoj smatraju se vaznim izvorima hranjivih tvari za biljke te se mogu
koristiti kao gnojiva. Posljednjih godina vlada zabrinutost zbog utjecaja primjene stajskog
gnoja na svojstva tla i na kvalitetu biljaka. Kontaminacija biljaka krutim ili teku¢im stajskim
gnojem sa enterobakterijama i klostridijama predstavlja potencijalni rizik za proizvodnju silaze
i zdravlje Zivotinja hranjenih silazom. Gnoj sadrZava razlicite mikroorganizme, poput
enterobakterija  (Escherichia coli, Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes), protozoe (Cryptosporidium parvum), te viruse. Na brojnost i raznolikost vrsta
utjecu ¢imbenici poput sezone, temperature, vrste gnoja (kruti ili tekudi) te gospodarenje
stajskim gnojem (npr. kompost). Broj stanica mikroorganizama moze dostignuti 101° /g gnoja.
S obzirom na okoliSne uvjete, veli¢ina populacije patogenih bakterija smanjuje se brze u
odnosu na ostale vrste bakterija. Takoder, neki patogeni mikroorganizmi imaju sposobnost
preZivljavanja duzeg vremena u stajskom gnoju. Istrazivanjem u SAD-u dokazano je da je E.
coli 0157:H7 prezivjela 21 mjesec u krutom stajskom gnoju, a ukoliko se kompostira, onda
prezivljava 4 mjeseca. U tekuéem gnoju primjenjuju se tehnike aerobne i anaerobne digestije
za smanjenje broja patogenih mikroorganizama.

Na nekim se farmama provodi postupak prozracivanja gnojiva prije rasipanja po
poljima, ¢ime se smanjuje broj nepozeljnih mikroorganizama. Glavni ¢imbenici koji utjecu na
smanjenje populacije enterobakterija nakon primjene stajskog gnoja su UV zrake, aktivitet
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vode i kompeticija s mikroorganizmima u okoliSu. Pokazalo se da gnojidba aeriranim tekuéim
gnojem pozitivno djeluje na ukupnu kvalitetu silaze u odnosu na neprozracéeni tekudi gnoj.

4. Maslacna fermentacija

4.1. Pojam i vrste fermentacije

U biokemijskom smislu pojam fermentacija odnosi se na metabolic¢ke procese kod kojih
se organski spojevi, najéesSce ugljikohidrati, razgraduju uz oslobadanje energije bez prisutnosti
terminalnih akceptora elektrona kisika (Samarzija, 2015). Djelomi¢nom oksidacijom dolazi do
oslobadanja izrazito male koli¢ine ATP (adenozintrifosfat) energije u usporedbi sa stvorenom
energijom potpunom oksidacijom supstrata. Ukoliko se fermentacija odvija uz prisutnost
mikroorganizama koji mogu koristiti organske akceptore elektrona za procese stvaranja
energije, stvaraju se razliCiti organski meduprodukti razlicitim metabolickim putevima
razgradnje. Organski spojevi odredenog proizvoda koji su nastali fermentacijom mogu se
medusobno razlikovati ovisno o zahtjevima mikroorganizama prema kisiku. Tako izrazena
razlika u okusu proizvoda nastaje zbog koriStenja kulture koja u svom sastavu sadrZava
aerobne ili fakultativno anaerobne, kisik neovisne ili striktno anaerobne bakterijske sojeve.

Opcenito, pojam fermentacija je bioloski proces gdje se tvar razgraduje u
jednostavniju. To je katabolicki proces razgradnje hranjivih tvari pri cemu nastaje organski spoj
kao konacni produkt (Thpanorama, 2024). Fermentacija se joS naziva i vrenje te se ona opisuje
i kao mikrobioloski proces transformacije ugljikohidrata, posebice Secera, u alkohole, kiseline,
aldehide, ketone i plinove. Fermentacija nastaje razvojem mikroorganizama koji unose Secere
kao hranu u svoje stanice gdje se transformiraju u krajnje proizvode. Fermentacija je veoma
raSirena u prirodi te se spontano dogada u svim sredinama koje sadrze Secere ili alkohole.
Mikrobioloski proces fermentacije Covjek iskoriStava u industrijskoj proizvodnji (mlije¢na
kiselina, limunska kiselina, aceton, etil-alkohol, i sl.). Neke vrste fermentacije koriste se kod
proizvodnje alkoholnih piéa (vino, rakija, pivo), kod proizvodnje kruha, mlije¢nih proizvoda
(kiselo mlijeko, sir), kod proizvodnje kiselog kupusa, proizvodnje silaze, itd. (Tehnologija hrane,
2017).

Takoder, pojam fermentacija moZe se koristiti i za bilo koji industrijski proces koji ovisi
o aktivnosti jedne ili vise mikrobnih vrsta. Industrijske fermentacije najce$¢e se dogadaju u
aerobnim uvjetima, kod kojih mikroorganizmi koristedi kisik u potpunosti razgraduju supstrat.
Maniji dio industrijskih fermentacija u biokemijskom smislu su one fermentacije na kojima se
temelji proizvodnja alkohola i svih fermentiranih mlije¢nih proizvoda (Samarzija, 2015.).

Opcenito, u fermentaciji osnovne sirovine postoji nekoliko vrsta fermentacija. Bez
obzira na to jesu li one za proizvod pozZeljne ili nepoZeljne, one mogu biti: mlije€na,
propionska, alkoholna, koliformno-plinotvorna i masla¢na. Nazivi navedenih vrsta
fermentacija izvedeni su iz imena konaénog produkta koji nastaje u najvecem udjelu nakon
zavrsene fermentacije. Prve tri fermentacije (mlije¢na, propionska i alkoholna) su pozeljne te
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se one koriste kod proizvodnje to¢no odredenih mlijenih proizvoda. Suprotno, zadnje dvije
navedene fermentacije (koliformno-plinotvorna i maslac¢na) su nepoZeljne jer uzrokuju
kvarenje mlije¢nih proizvoda (Samarzija, 2015). Mlije¢na fermentacija podrazumijeva
pretvorbu Secera, uglavnom laktoze, u mlijecnu kiselinu. Primarni mikroorganizmi kod ove
vrste fermentacije su bakterije mlije¢ne kiseline Lactococcus, Lactobacillus i Streptococcus.
Propionska fermentacija uglavnom se koristi kod proizvodnje Svicarskih sireva, gdje nastaju
karakteristicne sirne oCi (npr. Ementaler). Ovaj proces fermentacije ukljucuje tvorbu mlije¢ne
kiseline u propionsku kiselinu i ugljikov dioksid. Za ovu vrstu fermentacije odgovorna je
bakterija Propionibacterium freudenreichii. Alkoholna fermentacija ukljuuje pretvorbu
Secera, poput glukoze, u alkohol, prvenstveno etanol i ugljikov dioksid. Nasiroko se primjenjuje
kod proizvodnje alkoholnih pi¢a, gdje su kvasci glavni mikroorganizmi koji su odgovorni za
alkoholno vrenje (Exquisite Biochemical, 2024).

Sve navedene vrste fermentacija ¢ine slozene kemijske i biokemijske procese koji su
uvjetovani brojnim ¢imbenicima te su radi toga za njihovo potpuno razumijevanje potrebna
fundamentalna znanja iz kemije i fizike mlijeka, biokemije, reologije i mikrobiologije.

4.2, Maslacna fermentacija

Fermentacija glukoze pri ¢emu nastaje maslacna kiselina naziva se maslacna
fermentacija te ju provode odredene bakterije u uvjetima potpune odsutnosti kisika. Ovu
vrstu fermentacije otkrio je Louis Pasteur 1861. godine. Proces maslacne fermentacije
anaeroban je, ne zahtijeva kisik te je on karakteristican za mikroorganizme (bakterije i kvasci).
Pocetak maslacne fermentacije nastaje iz molekule glukoze, preko Embden-Meyerhof-
Parnasovog puta, pri ¢emu nastaje piruvat koji se fermentira u razli¢ite proizvode
(Thpanorama, 2024.).

Postupak stvaranja masla¢ne fermentacije

Nastali proizvodi iz razgradnje glukoze i laktata (maslacna kiselina i plin) imaju
neugodan miris. Maslacna fermentacija provodi se pomoc¢u gram-pozitivnih bakterija roda
Clostridium, u koje spadaju Clostridium tyrobutyricum, Clostridium butyricum, Clostridium
thermobutyricum, Clostridium kluyveri te Clostridium pasteurianum.

Tijekom procesa fermentacije, glukoza se katabolizira u piruvat, pri éemu proizvodi dva
mola ATP i NADH. Nakon toga piruvat se fermentira u razne proizvode, ovisno o bakterijskom
soju. Piruvat prelazi u laktat, zatim u acetil-CoA, pri ¢éemu se oslobada CO,. Zatim dvije
molekule acetil-CoA formiraju acetoacetil-CoA koji se potom reducira u butiril-CoA. Klostridije
fermentiraju butiril-CoA u maslac¢nu kiselinu.
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Slika 4.2.1. Maslacna fermentacija
Izvor: Thpanorama (2024.)

Glavni enzimi za proizvodnju butirata su fosfotransbutiralaza i butirat kinaza. Tijekom
procesa stvaranja butirata nastaju 3 mola ATP-a. Kod eksponencijalnog rasta, stanice stvaraju
viSe acetata nego butirata. Pri kraju eksponencijalne faze rasta i kod ulaska u stacionarnu fazu,
bakterije proizvode manje koli¢ine acetata, a proizvodnja butirata se povecava. Osim toga,
smanjuje se koncentracija vodikovih iona i dolazi do uravnoteZenja pH medija (Thpanorama,
2024.).

4.3. Organizmi koji sudjeluju u provedbi maslac¢ne fermentacije

Najvazniji mikroorganizam koji je zasluzan za nastanak maslacne kiseline je C.
tyrobutyricum. Ova vrsta moze fermentirati samo jedan dio ugljikohidrata, ukljucujuci glukozu,
ksilozu, fruktozu i laktat. C. tyrobutyricum ima sposobnost fermentiranja mnogih izvora ugljika,
poput heksoza, pentoza, glicerola, lignoceluloze, melase i krumpirovog $kroba. Cimbenici koji
utjecu na uspjeh fermentacije kod bakterije Clostridium su koncentracija glukoze u mediju, pH,
te koncentracija acetata i butirata.

Produkti maslaéne fermentacije, odnosno metaboliti su maslaéna kiselina, octena
kiselina, butanol, propanol, aceton, etanol, CO;i H,. Maslaéna kiselina ima osStar i neugodan
miris te umjereno slatki okus. Medutim, odredeni esteri masla¢ne kiseline stvaraju ugodan
okus i miris te se zbog toga primjenjuju kao aditivi u hrani, pi¢u, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji (Thpanorama, 2024.).
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4.4. Maslacna kiselina i njezina primjena

Kod anaerobnih uvjeta svojim metabolizmom bakterije Clostridium uz organske
kiseline (izomaslacne, propionske i octene u manjim koncentracijama) stvaraju maslacnu
kiselinu i plinove CO; i H, u izrazito velikim koncentracijama (Samarzija, 2021.).

Maslaéna kiselina naziva se joS i butanska kiselina. Ona je bezbojna tekucina
neugodnog mirisa. Nalazi se u ljudskom znoju, u svjezem i pokvarenom maslacu, a moze biti
prisutna i u Zivotinjskim mastima i biljnim uljima. Masla¢na kiselina jedna je od tri kiseline koje
se nalaze u crijevima, ¢ija je uloga opskrba stanica debelog crijeva energijom (N1 Info, 2023.).
Neke od namirnica u kojima se nalazi maslac¢na kiselina su maslac, tvrdi sirevi, vrhnje, mlijeko,
crveno meso, biljna ulja, kiseli kupus te ostala fermentirana hrana. Maslacna kiselina je
kratkolan¢ana masna kiselina sa Sirokom primjenom u prehrambenoj industriji, kemijskoj
industriji, industriji sto¢ne hrane te u farmaceutskoj industriji (Wan i sur. 2023.). U
farmaceutskim industrijama ona se upotrebljava kao sastojak protiv raka i drugih terapijskih
tretmana, dok se kod proizvodnje parfema koriste maslacni esteri zbog svog vo¢nog mirisa.
Soli masla¢ne kiseline upotrebljavaju se u kozmetici. Danas je sve veci interes za njeno
koriStenje te njena proizvodnja privlaci sve vecu pozornost zbog prednosti obnovljivosti i
zastite okolisa. BioloSka proizvodnja maslacne kiseline smanjena je zbog velikih troskova
supstrata, Sto Cini oko 50% ukupnih troskova.
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5. Lizozim

Lizozim (lysis=otopiti, zym=enzim) odnosno muramidaza ili N-acetilmuramska
hidrolaza je prirodni enzim koji se kao sastavni dio mozZe pronaci u nekim dijelovima tijela, a
nalazi se i u koko$jem jajetu u koli¢ini od 0,5%. U manjim koli¢inama moZemo ga pronadii u
kravljem mlijeku, suzama i u slini. Osim toga, nalazi se i u krvi, leukocitima, spermi te u pile¢im
proteinima. Mlijeko Zena sadrZi vece koli¢ine lizozima od kravljeg mlijeka. Lizozim izdvojen iz
bjelanjka ima visoku ekonomsku vrijednost i igra vaznu ulogu u biokemiji, medicini i drugim
podrucjima (Zhao i sur. 2021). Ovaj enzim slucajno je otkrio Alexander Fleming 1922. godine
tako Sto je kap svoje nosne sluzi uzrokovao lizu bakterija prisutnih na plodici. To mu je
omogucdilo da otkrije izvanredan baktericidni spoj kojeg je kasnije nazvao lizozimom. Kasnije
je lizozim pronaden u velikim koli¢inama u ljudskim organima, tkivima, izlu¢evinama (slezena,
posteljica). Slicni enzimi kasnije su izolirani iz organa i izluéevina raznih kraljezaka,
beskraljeznjaka, bakterija te ¢ak i biljaka koje ¢ine lizozim Siroko rasprostranjenim enzimom
(Wuisur. 2019.).

Lizozim podrijetlom iz bjelanjka kokosjeg jajeta je protein Ciji se peptidni lanac sastoji
od 129 aminokiselina.

Slika 5.1. Lizozim

Izvor: https://pdb101.rcsb.org/motm/9

Lizozim je Siroko rasprostranjen u prirodi. Ima niz farmakoloskih ucinaka poput
antibakterijskih, antifungalnih i antitumorskih. Lizozim ima karakteristike dobre
biokompatibilnosti, ne iritira i nije toksi¢an za tkiva (Wu i sur. 2019).
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5.1. Lizozim kao antimikrobni agens

Lizozim je hidroliticki enzim koji provodi cijepanje B-1,4-glikozidnih veza izmedu N-
acetilmuraminske kiseline i N-acetilglukozamina peptidoglikana stani¢ne stjenke bakterija.
Peptidoglikan je glavna komponenta stani¢ne stjenke bakterija. Lizozim ima antimikrobni
ucinak samo na gram-pozitivne bakterije, dok na gram-negativhe nema. To je zbog velike
razlike u sadrzaju peptidoglikana u stani¢noj membrani. Razgraduje stani¢ne stjenke gram-
pozitivnih bakterija jer sadrze vise mureina. Kod patogenih bakterija, gram-negativne bakterije
su opasnije od gram-pozitivnih. Stoga, lizozim ostaje neucinkovit protiv njih jer su stani¢ne
stjenke gram-negativnih bakterija zasti¢ene dodatnom membranom koja sprje¢ava prolazak
lizozima. Zbog posebnog bakteriostatskog mehanizma lizozima, stani¢na stjenka gram-
pozitivnih bakterija sastoji se uglavnhom od peptidoglikana, pa je osjetljivija na lizozim.
Suprotno, membrana gram-negativnih bakterija obloZena je polisaharidima, pa ¢e inhibicijski
ucinak lizozima na gram-negativne bakterije biti slab. Zbog svog antibakterijskog djelovanja
protiv gram-pozitivnih bakterija, lizozim je naiSao na primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji gdje se koristi kao aditiv, odnosno antimikrobni agens (Horvati¢, 2020.). U danasnje
vrijeme kada borba za ostvarenje profita tvrtki ponekad nadilazi dozvoljenu uporabu ovog
antimikrobnog agensa, javlja se potreba za sustavnim pra¢enjem njegove uporabe kako u
prehrambenim, tako i u farmaceutskim proizvodima, sve u svrhu zastite potrosaca.

5.2. Primjena lizozima u mljekarskoj i ostalim industrijama

Lizozim ima sve vecu primjenu u prehrambenim industrijama. U mljekarskoj industriji
koristi se kao dodatak kod proizvodnje sireva da bi se sprijeCila pogreSka ranog i kasnog
nadimanja sira. Osim $to sprje€ava pojavu nadimanja sireva, lizozim jos$ i ubrzava zrenje. Na
trziStu ovaj enzim dolazi u obliku bijelih lako topljivih granula. Potrebno ga je otopiti u vodi
kako bi se $to bolje rastopio u mlijeku za sirenje. Po pravilu, on se dodaje 15-ak minuta prije
dodavanja mljekarskih kultura i sirila radi sprje¢avanja rasta klostridija. Lizozim pokazuje
snazna antiklostridijalna svojstva bez utjecaja na tehnoloski postupak proizvodnje tvrdih sireva
ili na aktivnost bakterijske flore mlijeka, $to uvjetuje nepromjenjivost senzornih svojstava sira.
Lizozim se u mlijeko za sirenje dodaje u koli¢ini od 1-3 g na svakih 100 L mlijeka za sirenje,
ovisno o riziku od kasnog nadimanja sira (Matijevi¢ i sur. 2015.). U svrhu inhibicije rasta
bakterija iz roda Clostridium i sprje¢avanja kasnog nadimanja sira, osim lizozima, u proslosti
su se u mlijeko za sirenje dodavali i kalijev i natrijev nitrat u koli¢ini 10-20 g/100 L mlijeka.
Danas je u mnogim zemljama zabranjeno koristenje nitrata kod proizvodnje sireva, pa se
umjesto njega koristi lizozim. U mnogim vrstama sireva bakterije iz roda Clostridium mogu
laktat preraditi u maslacnu kiselinu i vodik koji uzrokuje kasno nadimanje i strani okus sira.
Kontaminacija sirnog grusa klostridiama moZe se sprijeéiti odgovaraju¢om i pravilnom
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higijenom, uklanjanjem spora iz mlijeka postupcima baktofugacije ili mikrofiltracije te
prevencijom njihova rasta dodatkom lizozima u mlijeko za sirenje (Havranek i sur. 2014.).

Tehnoloska primjena lizozima u siru radi prevencije kasnog nadimanja posebno se
koristi za proizvodnju tvrdih sireva u Italiji. Trenutno je dopustena primjena lizozima (2 g/100
L) kao sredstvo protiv klostridija u siru Grana Padano. U praksi je nemoguce zrenje sira Grana
Padano bez dodatka lizozima ili nekog drugog sredstva za prevenciju tijekom 18 mjeseci, a da
se ne pojavi kasno nadimanje zbog rasta klostridija. Stoga se nadimanje sprje¢ava dodatkom
lizozima u mlijeko za sir, Sto je praksa dopustena od strane Talijanskog odbora za zdravlje (Niro
isur., 2017.).

S obzirom na svoja baktericidna svojstva, lizozim se ¢esto upotrebljava u zrenju sireva,
zato $to je sir podlozan kontaminaciji mikroorganizama. Stoga je potrebno zastititi povrSinu
sira kako bi se predubhitrio rast i razvoj plijesni te stvaranje mikotoksina. Vazno je da se vodi
racuna da koriSteno sredstvo ne mijenja karakteristi¢na svojstva i kvalitetu sira. Navedena
kontaminacija mozZe izazvati promjene koje utjeCu na proces zrenja sira, ¢ime se narusava
oCekivana kvaliteta sira.

Osim kod sireva, lizozim se takoder moze koristiti i kao aditiv (E 1105) u proizvodniji
piva, vina, te kao sredstvo za njihovo bistrenje. lako je rije¢ o prirodnom zastitnom sredstvu
koje se preporucuje u proizvodnji razli¢itih namirnica kod kojih postoji moguénost porasta
sporogenih bakterija, konzumacija hrane koja sadrzi lizozim moZe uzrokovati alergijske
reakcije (Novak, 2020). Takoder, lizozim se koristi i u stocarskoj industriji kao zamjena za
antibiotike i sredstvo za poticanje rasta (Marino i sur. 2024.).

Dokazano je da lizozim mozZe inhibirati ili ubiti mnoge bakterije, gljivice i plijesni, pa
stoga on ima Siroku primjenu kao antibakterijsko sredstvo u medicini, hrani i bio inZenjerskim
istrazivanjima. Takoder, lizozim se koristi i protiv bakterijskih, virusnih i upalnih bolesti u
farmaceutskoj industriji.

Svjetska zdravstvena organizacija u podrucju sigurnosti hrane, priznala ga je kao siguran

dodatak hrani. Njegova primjena u prehrambenoj industriji dijeli se na:

- konzervanse u hrani (konzervansi imaju dobre ucinke u poboljsanju kvalitete i trajnosti
hrane. Razvojem drustva potrosaci sve viSe obracaju paznju na sigurnost hrane. Kao
prirodno antibakterijsko sredstvo, lizozim ima nisku toksi¢nost, pa se stoga koristi kod
konzerviranja peciva, mesnih proizvoda, ¢ajeva, piéa, sireva, kobasica, i druge hrane),
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Slika 5.2.1. Lizozim u prahu
Izvor: Gaoyuan (2023.)

- dodatke u hrani (mlije¢ni proizvodi su bogati hranjivim tvarima, ali se lako kvare zbog
razvitka stafilokoka, salmonele, Bacillus cereusa te ostalih mikroorganizama. Dodatak
lizozima mlije¢nim proizvodima produljuje rok trajanja i poboljSava imunitet ¢ovjeka)
(Gaoyuan, 2023.).

Prema istrazivanju Karakteristike lizozima bjelanjka kokoSjeg jajeta, strategije za
probijanje antibakterijskih ogranicenja i njihova primjena u konzerviranju hrane, kojega su
proveli Zhang isur. (2024), u Kini se lizozim iz kokosjeg bjelanjka koristi kao dodatak hrani zbog
svojih antibakterijskih svojstava. Uprava za hranu i lijekove Sjedinjenih DrZava priznala je
lizozim kao siguran dodatak te je opsezno istrazen i koriSten u konzerviranju hrane. Danas su
istrazivanja o lizozimu uglavnom usmjerena na njegova antibakterijska svojstva. Kokosja jaja
imaju visoku nutritivnu vrijednost te imaju dobar izvor proteina. U bjelanjku kokoSjeg jajeta
nalazi se niz proteina, ukljucujuéi lizozim (3,4%), ovalbumin (54%), ovotransferin (12%),
ovomucin (3,5%), ovomukoid (11%) te G2 i G3 globulini (svaki po 4%). Navedeni proteini zbog
svojih funkcionalnih svojstava istrazivani su u prehrambenoj, bioloSkoj, farmaceutskoj,
kozmetickoj te ostalim industrijama. BioloSke aktivnosti lizozima uklju¢uju protuupalna,
antioksidativna i antibakterijska svojstva. Globalno se koristi kao aditiv za konzerviranje hrane
(Zhangisur. 2024.).

Mikrobna kontaminacija hranom glavni je uzroénik kvarenja hrane, sto dovodi do
problema kod sigurnosti hrane. S obzirom da otpornost mikroorganizama nastavlja s rastom,
ocekuje se da ¢e prirodni konzervansi sa snaznim antibakterijskim djelovanjem zamijeniti
kemijske i biosintetske antimikrobike. Kao antibakterijski protein, lizozim iz kokosjeg bjelanjka
priznat je kao siguran i pokazuje znacajnu antibakterijsku uc¢inkovitost (Zhang i sur. 2024.).
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5.3. Uloga lizozima u prevenciji bolesti i promicanju zdravlja

Lizozim je poznat viSe od stotinu godina, a njegova funkcionalna svojstva proucavana
su od samog njegovog otkri¢a. Lizozim pomazZe kod promicanja zdravlja i prevencije bolesti.
Osim $to ga mozemo pronaci u bjelanjku jajeta, takoder je prisutan i u magareéem mlijeku.
Danas konzumacija magareéeg mlijeka nije Cesta iz razloga $to ono ima visoku cijenu, velike
troSkove proizvodnje i ograni¢enu dostupnost i trziSnu niSu. Koristi se prvenstveno za
prehranu novorodencadi kada dojenje nije moguce. Takoder, koristi se i za dojencad koja
imaju alergiju na proteine kravljeg mlijeka zbog slicnosti sa humanim mlijekom (Marino i sur.
2024.).

Lizozim iz bjelanjka jajeta jeftiniji je za proizvodnju, ali se zato njegova bioloSka
aktivnost smanjuje kroz proces ekstrakcije. Magareée mlijeko izaziva manje alergije i sadrzi
nekoliko drugih spojeva koji pridonose povecéanju njegove funkcionalne prednosti u odnosu
na ekstrahirani lizozim. Primjena lizozima ostvarila je dobrobiti u prevenciji i lijecenju bolesti.
Poznat je po svojim baktericidnim, bakteriostatskim i antivirusnim svojstvima, a osim toga ima
i antifungalna, protuupalna i antikancerogena svojstva . U nekim zemljama lizozim je dobio
status odobrenog lijeka. Uz svoje potencijalne terapijske primjene, on prevenira bolesti
povezane sa imunostimuliraju¢im i antioksidativnim svojstvima. Osim toga, utjeCe i na
morfologiju probavnog sustava i mijenja populaciju crijevnih mikroba smanjujuci brojnost
bakterija koje su povezane sa bolesti i povecavajucéi broj bakterija koje su povezane sa
zdravljem. ZabiljeZzene su razliite dnevne oralne doze lizozima za lijecenje i prevenciju bolesti
u rasponu od 60 do 1000 mg, ovisno o specificnoj namjeni (Marino i sur. 2024.).

NajcesSc¢e koristeni izvori lizozima su ekstrakti bjelanjka kokosSjeg jajeta. Magarece
mlijeko za razliku od mlijeka drugih mlije¢nih Zivotinja i ljudskog mlijeka sadrZi vece koli¢ine
lizozima. Ono se preporucuje za svakodnevnu primjenu kao imunostimulans u prehrani
imunokompromitiranih osoba.

Jo$ u rimsko doba Plinije Stariji opisao je magarece mlijeko u svom enciklopedijskom
djelu Naturalis Historia kao terapeutski proizvod koji sadrzi 54 ljekovite primjene. Stolje¢ima
se magarecée mlijeko nudilo osobama sa osjetljivim zdravljem.

5.4. Magarece mlijeko

Magareée mlijeko sve vise privla¢i painju zbog svojih hranjivih i funkcionalnih
svojstava, te ono s vremenom postaje sve zanimljivije kao prirodni prehrambeni i ljekoviti
proizvod zbog toga Sto je njegov sastav slican humanom mlijeku te ima neka potencijalna
bioloSka svojstva, kao S$to su antioksidativna, protuupalna, anti-age, antimikrobna i
antikancerogena svojstva. Takoder, smatra se da magare¢e mlijeko ima dobru hranjivu
vrijednost i funkcionalna svojstva te je dobro kod ublaZavanja nekih kroni¢nih bolesti
povezanih sa upalama. Pokazalo se da magareée mlijeko i njegovi srodni proizvodi uklanjanju
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reaktivne vrste kisika, aktiviraju antioksidativni sustav, poboljSavaju imunoloSku funkciju te
odrZavaju ravnotezu crijevne flore (Lii sur. 2021.).

Anti-oxidant Anti-inflammatory
Donkey
o . milk o :
Bioactive peptides ———e e— Bioactive peptides
Vitamin C e L Lactoferrin
a sl and B-casein ——* e Lysozyme
Lactoperoxydase ——* e—— (3 Fatty acids

Slika 5.4.1. Antioksidativna i protuupalna svojstva magareceg mlijeka
Izvor: Liisur. (2021.)

Slika 5.4.1. prikazuje antioksidativna svojstva magareceg mlijeka - bioaktivni peptidi, vitamin
C, al i B —kazein, laktoperoksidaza te protuupalna svojstva - bioaktivni peptidi, laktoferin,
lizozim i omega 3 masne kiseline.

Osim njegovih zdravstvenih prednosti, ono je veoma vazno jer se u nekim slu¢ajevima
koristi kod proizvodnje polutvrdih i tvrdih sireva radi sprjeavanja kasnog nadimanja jer u sebi
sadrzi lizozim u znatno veéim koli¢inama u odnosu na mlijeka prezivac¢a. Udio lizozima u
magarec¢em mlijeku varira izmedu 1,0 i 3,7 mg/mL, ovisno o fazi laktacije i sezoni proizvodnje,
S$to je znatno vise nego u kravljem (0,13 pg/mL), ovc¢jem (0,20 pg/mL) ili kozjem mlijeku (0,25
ug/mL) (Cosentino i sur. 2015.).Tako Cosentino i sur. (2015) navode da su najéeséi pristupi za
sprje€avanje kasnog nadimanja sira baktofugacija ili mikrofiltracija mlijeka, dodavanje nitrata
ili lizozima, dodavanje sojeva bakterija mlije€ne kiseline tijekom proizvodnje sira koji
proizvode bioloski aktivne peptide protiv gram pozitivnih bakterija, te dodavanje magareéeg
mlijeka. Magarece mlijeko karakterizira visok sadrZaj lizozima te niz spojeva koji poboljsavaju
imuni sustav organizma poput laktoperoksidaze, laktoferina, imunoglobulina sa sposobnoscu
ubijanja ili inhibiranja Sirokog spektra patogenih mikroorganizama.

28



Tablica 5.4.1. Usporedni sastav sirovog kravljeg i magareceg mlijeka

Parametar Kravlje mlijeko Magarece mlijeko
Protein, % 3,30 1,70
Mlije¢na mast, % 3,70 1,30
Laktoza, % 4,10 6,40
Suha tvar (ST), % 11,70 9,60
Pepeo, % 0,50 0,40
Lizozim, mg/mL 0,18 2,03
pH pri 25 °C 6,70 7,10
C. tyrobutyricum, logio 230 <10
stanica/mL

Ukupan broj bakterija, logio 4,20 2,90
cfu/mL

Izvor: Cosentino i sur. (2015.)

U istrazivanju Cosentino i sur. (2015), autori zakljuCuju da dodatak sirovog magareceg
mlijeka utjece na smanjenje pojave kasnog nadimanja polutvrdog sira. Nakon 120 dana zrenja
polutvrdog sira analizirani su fizikalni, kemijski i mikrobioloski parametri. Rezultati su pokazali
da je dodatak magareéeg mlijeka pasteriziranom kravljem mlijeku dovelo do smanjenja pH
vrijednosti (pospjesilo je mlijecno-kiselinsku fermentaciju) i ukupnog broja bakterija, kao i
spora C. tyrobutyricum. Takoder, dokazano je postupno smanjenje pojave kasnog nadimanja
sira kao posljedica veéeg dodatka magareéeg mlijeka tijekom proizvodnje sira. Osim toga,
dodatak magareceg mlijeka nije uzrokovao nikakve senzorne promjene sira. Ovim
istraZzivanjem pokazalo se da je antimikrobna aktivnost lizozima veoma vazna u magare¢em
mlijeku, te se ono preporucuje kao mogucéa alternativa lizozima iz jajeta za sprje¢avanje kasnog
nadimanja sira. Visoke pH vrijednosti uofene su kod sireva koji su sadrzavali manje koli¢ine
magareceg mlijeka, a to moze biti posljedica deacidifikacije kao rezultat metabolicke aktivnosti
C. tyrobutyricum.

Isti autori navode da je magareée mlijeko ucinkovita zamjena za lizozim iz bjelanjka
jajeta kod proizvodnje sira Grana Padano. Takoder, dokazano je da dodatak 10 L magareéeg
mlijeka u 500 L kravljeg mlijeka znacajno poboljSava neke od fizikalno-kemijskih i
mikrobioloskih svojstava sira. Osim toga, poznato je i da dodatak magareéeg mlijeka u ovcje
mlijeko moZe inhibirati koliformne bakterije i sprijeciti kasno nadimanje sira (Cosentino i sur.
2015.). Stoga se preporuca korisStenje magareéeg mlijeka kao nove tehnoloske strategije u
proizvodniji tvrdih sireva s ciljem izbjegavanja kasnog nadimanja sira (Niro i sur. 2017.).
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5.5. Usporedba lizozima iz bjelanjka kokosjeg jajeta i iz magareceg
mlijeka

Magareée mlijeko preporucuje se pasterizirati radi sigurnosti hrane toplinskom
obradom pri 63 °C tijekom 30 minuta ili 72 °C tijekom 15 sekundi prema Europskoj uredbi.
Pasterizacija magareéeg mlijeka moze uzrokovati smanjenje udjela lizozima od 7-25%. Kao Sto
se preporucuje provedba toplinske obrade mlijeka radi sigurnosti hrane, tako se preporucuje
i izbjegavanje konzumacije sirovih jaja. Ona se moraju zagrijavati zbog mikrobne sigurnosti i
povecanja probavljivosti proteina. U usporedbi sa pasterizacijom, jaja se naj¢esce zagrijavaju
na veéim temperaturama kuhanjem ili przenjem, s tim da se ocekuju veci gubitci sadrzaja i
aktivnosti lizozima nakon kuhanja ili przenja jaja.

S obzirom na ekonomsku procjenu, lizozim dobiven iz kokoSjeg bjelanjka pokazao se
povoljnijom opcijom u odnosu na lizozim dobiven iz magarec¢eg mlijeka. TroSkovi lizozima
kokosjeg jajeta ukljuCuju ekstrakciju lizozima. TroSak ekstrakcije na industrijskoj razini iznosi
oko 2 €/g lizozima. Suprotno, magarece mlijeko u Italiji trenutno se prodaje po cijeni od oko
10 €/L, sto ukljuduje troskove proizvodnje za krajnjeg potrosaca. Danas magarece mlijeko ima
slabo trziste, pa se stoga ocekuje da ¢e potencijalni porast i razvoj trzista uzrokovati smanjenje
troSkova proizvodnje magareéeg mlijeka (Marino i sur. 2024.).

Osim ekonomske usporedbe, lizozim iz ova dva proizvoda moZe se usporediti i sa
nutritivnog aspekta. Dokazano je da konzumacija magareceg mlijeka moze imati prednosti u
odnosu na ekstrahirani lizozim iz kokosjeg bjelanjka.

Lizozim bjelanjka i magareceg mlijeka identificirao je Pododbor za nomenklaturu
alergena WHO/IUIS kao Gald4, odnosno Equa6. Alergija putem jaja najcesée se javlja kod
djece, gdje su glavni alergeni ovalbumin, ovomukoid, ovotransferin i lizozim. Stoga, alergija na
jaja ne mora se odnositi samo na lizozim, nego ona moZe nastati i od ostalih navedenih
alergena iz jajeta.

Dokazano je da je lizozim iz magare¢eg mlijeka pokazao velike sli¢nosti sa ljudskim
lizozimom, gdje se aminokiselinske sekvence magareceg mlijeka i ljudskog lizozima preklapaju
sa 99%, dok je preklapanje izmedu bjelanjka jajeta i ljudskog lizozima samo 44%.

Prednost lizozima iz magareéeg mlijeka u odnosu na lizozim iz bjelanjka je ta Sto mu
nije potrebna ekstrakcija. Postupak ekstrakcije moze smanijiti bioloSku aktivnost lizozima. U
usporedbi sa ekstrahiranim lizozimom iz jajeta, magareée mlijeko sadrZi dodatne komponente
koje djeluju na lizozim tako Sto pojacavaju njegove antibakterijske, protuupalne,
antioksidativne i imunomodulatorne funkcije. Magareée mlijeko pomaze kod odrZzavanja
ravnoteze crijevne mikrobiote. Osim toga, ono ima i ostale zdravstvene i terapeutske ucinke.
Sinergetski spojevi u magare¢em mlijeku su laktoferin, laktoperoksidaza, a-laktalbumin,
imunoglobulini i alkalna fosfataza. Osim toga, sinergijsko djelovanje imaju i neke od masnih
kiselina, poput linolne, laurinske i oleinske kiseline. Oleinska kiselina i alfa-laktalbumin imaju
povecano baktericidno djelovanje i citotoksi¢ne u€inke protiv tumorskih stanica, Sto doprinosi
terapeutskom ucinku. Lizozim, alkalna fosfataza i laktoferin nalaze se preteino u frakciji
sirutke, a dio tih spojeva nalazi se i u membrani globule mlijeéne masti. Antioksidativna
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svojstva magareceg mlijeka povezana su s njegovim bioaktivnim peptidima, ukljucujuci
lizozim, vitamin C, as-1 i B-kazein i laktoperoksidazu. Osim toga, magareée mlijeko sadrzi i
visoki udio uridin monofosfata. Uridin monofosfat je nukleotid koji doprinosi funkcioniranju
neuroloskih, kardiovaskularnih i fizioloSkih procesa (Marino i sur. 2024.).

Lizozim se mozZe smatrati funkcionalnim dodatkom prehrani koji ima velike
potencijalne prednosti kod prevencije bolesti i promicanja zdravlja. Osim lizozima iz bjelanjka,
magarece mlijeko kao bogat izvor lizozima, takoder se moze smatrati funkcionalnom hranom.
Promocija takve hrane i dodatka prehrani moze igrati vaznu ulogu kod doprinosa postizanja
cilja odrzivog zdravlje koje su postavili Ujedinjeni narodi. Magareée mlijeko, iako su troskovi
njegove proizvodnje veci, pokazalo se boljim u pogledu nutritivnih vrijednosti i sigurnosti u
odnosu na lizozim iz bjelanjka.

Razlozi zbog kojih je lizozim iz magarec¢eg mlijeka bolji od lizozima iz bjelanjka su:
- ima nizu vjerojatnost razvoja alergena na hranu
- bioloska aktivnost lizozima nije narusena procesima ekstrakcije (Marino i sur. 2024.).

5.6. Alergije

Alergija ili preosjetljivost na hranu je reakcija organizma na neki sastojak hrane koja
ima stranu tvar (antigen) s posljedicnom promjenom imunoloskog odgovora organizma.
Alergen je organizmu strana tvar koja potice alergijsku reakciju. Alergije treba razlikovati od
intolerancije ili nepodnosljivosti na neku hranu i/ili njenih sastojaka. Intolerancija se pojavljuje
zbog aditiva i biogenih amina u hrani, manjka enzima u organizmu, i slicno. Codex Alimentarius
preporucio je svojim ¢lanicama da usvoje listu od osam najces¢ih nutritivnih alergena. Osim
toga, njihova preporuka je da proizvodaci hrane osiguraju na identifikacijskim oznakama na
hrani oznake od osam navedenih alergena kao dio sastava hrane, ako ga ima. Osam najées¢ih
nutritivnih alergena odgovorno je za 90% svih alergijskih reakcija. U njih spadaju: orasasti
plodovi, kikiriki i proizvodi od kikirikija, mlijeko i mlije¢ni proizvodi, soja i proizvodi od soje,
Zitarice koje sadrze gluten te proizvodi od Zitarica, rakovi i proizvodi od rakova, Skoljkasi i ostali
mekusci, proizvodi ribarstva te konzumno kokosje jaje i proizvodi od jaja. Alergija na
konzumna kokosja jaja smatra se jednom od naj¢escih alergija na hranu, sa procjenom
prevalencije od 0,2 do 7% (Cukon, 2013.).

Jaja, prije svega bjelanjak, vrlo je ¢est uzrocnik alergije, a posebice kod djece. U jajetu
se nalaze glikoproteini koji su uzrocnici alergijske preosjetljivosti (ukljucujuéi i lizozim). Alergija
se manifestira kroz klasi¢ne alergijske manifestacije, poput astme, urtikarije, angioedema,
rinitisa, konjunktivitisa te svrbeZa koZe. Osobe koje su alergi¢ne na jaja trebale bi izbjegavati
sva jela koja sadrzavaju jaja, pa tako i polutvrde i tvrde sireve u koje se dodaje lizozim u cilju
prevencije pojave kasnog nadimanja (slika 5.6.1., Martinis, 2004.). Ukoliko konzumiranjem sira
koji u sebi sadrzi lizozim iz bjelanjka jajeta dode do alergijske reakcije, glavni pokazatelji
alergije su crvenilo kozZe, svrbez, oticanje ili osip na koZi, kao i simptomi povezani s diSnim
sustavom, kao Sto su kihanje, kasalj, otezano disanje ili astmati¢ni napadi. Za pojavu alergije
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na jaja odgovorne su bjelanéevine koje se nalaze u bjelanjku, iako je dokazano da se alergeni

bjelancevine nalaze i u bjelanjku i u Zumanjku. Dokazano je da razli¢ite skupine ljudi slicno

reagiraju na 4 vrste bjelancevina podrijetlom iz jaja, a to su: 1) bjelancevine bjelanjka lizozim

i ovalbumin, 2) bjelanéevina bjelanjka ovomukoid, 3) bjelanéevina bjelanjka ovomucin, i 4)

bjelancevina bjelanjka ovotransferin i bjelancevine Zumanjka fosvitin, apovitelenin | i VI.

Najvaznijim alergenima iz jaja smatraju se ovomukoid i ovoalbumin. Takoder, smatra se da je

ovomukoid najées¢i alergen iz jaja.

Tablica 5.6.1. Molekularne i bioloske osobine identificiranih alergena iz jaja

Bjelancevine/protein

Molekularna masa
(kDa)

Relativni odnos u
masi rasporeden s

bjelanjkom (%)

BioloSka uloga

Bjelancevine

bjelanjka:

Ovomukoid 28 11 -inhibitor aktivnosti
Ovalbumin 44 54 -nepoznata
Ovotransferin 78 12 -antimikrobna
aktivnost
-aktivacija imunog
sustava
-svojstva
antioksidanta
-bakteriolitik
Lizozim 14 3,4 -antiviralna
aktivnost
Ovomucin 165 3,5 -nepoznata
Bjelancevine Zumanjka:
Fosvitin 35 13,4 -svojstva vezanja
kationa
-antibakterijska
aktivnost
-antioksidativna
aktivnost
Livetin 69 9,3 -albumin
Apovitelenin 9,5-170 37 -aktivnost vezanja

masti

Izvor: Cukon, Meso (2013)

Lizozim je alergen u kokoSjim jajima, stoga ga je potrebno istaknuti na ambalazi

proizvoda. Lizozim je konzervans (E1105) koji je osim u prehrambenim proizvodima takoder

prisutan i u mnogim lijekovima (antisepticima i sprejevima za nos). Pacijenti koji imaju alergiju

na jaja ¢esto mogu biti nesvjesno izloZzeni malim koli¢cinama lizozima u proizvodima, ukljucujuci
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sir, umake i unaprijed zapakirana jela, poput pizze, raviola, salate, ili lijekovi poput Hexalyse i
Lyso 6. U jednome istrazivanju dokazano je da lizozim moZze izazvati anafilaksiju kod djece sa
alergijom na jaja (Elbany i sur. 2024.).

MLADI ISTARSKI SIR W

Polutv rdi punomasni krav lji sir 230g

Sastojci: pasterizirano punomasno kravlje
miifjeko, mljekarske kulture, sm.lo, sol,
konzervans: lizozim (bjelantevina 1z faja),
udvr&éivad: kalcijkloid. max. 69% que u
bezmasnoj suhoj tvar, min. 45% mlue_éne
masti u suhoj tvari.  Cuvati na temperaturi od
+5 do +8°C. Prosje&ne hranjive anednc_)stl na
100 g: Energija 1.572 kJ/379 Kchal; 'Mast| 318 G;
od kojih zasi¢ene masne“klselme. 18 g;
Ugljikohidrati 0 g; od kojin Secei 0 g,
Bjelanevine 25 g; Sol 2,4 g.

Slika 5.6.1. Primjer ambalaze sira sa navedenim alergijskim sastojkom lizozimom

5.7. Upravljanje rizikom alergena jaja

Danas se mnogi proizvodaci prehrambenih proizvoda susrecu sa problemima alergije
na hranu. Konzumacija odgovaraju¢ih bjelanCevina iz hrane moZe uzrokovati ozbiljne
zdravstvene posljedice kod pojedinca, ukljucujuéi i smrt. Svrhu upravljanja alergenima
potkrjepljuju zahtjevi zakonske legislative, zahtjevi standarda sustava sigurnosti hrane i
poboljsanje sustava te zastita zdravlja potrosaca. Prevenciju alergije na hranu ¢ini odgovornost
proizvodaca hrane te potrosaca koji mora konzumirati hranu u skladu sa svojim dijetnim
preporukama te prema informacijama koje se nalaze na deklaraciji proizvoda. S obzirom da je
alergija na konzumna kokosja jaja jedna od najces¢ih alergija na hranu, rizikom alergena jaja u
sustavu sigurnosti hrane brine se multidisciplinarni tim u pojedinim tvrtkama koji ukljucuje
strucnjake iz kontrole kvalitete, osobe za razvoj, djelatnike iz nabave te poslovne kvalitete.
Jaja mogu biti dodana u proizvod namjerno ili slu¢ajno. Ukoliko su ona dodana namjerno, kao
u slucaju proizvodnje polutvrdih i tvrdih sireva, a Zelimo dobiti proizvod bez alergena
podrijetlom iz jaja, moramo mu pronaci alternativu, a to je u industriji sira baktofugacija kojom
otklanjamo spore klostridija. Reakciju alergena na jaja moZzemo izbjeci uklju¢ivanjem toplinske
obrade hrane koja sadrzi jaja ili upotrebljavanjem enzimatske fragmentacije, zracenja ili
kombinacijom navedenih metoda. Takvim postupcima moZzemo smanjiti rizik od reakcije s
alergenima, ali ih ne moZemo eliminirati u cijelosti. Odgovornost proizvodaca hrane je
razumijevanje sastava proizvoda radi identifikacije alergenskih sastojaka. Takoder, vazan je
postupak kontrole radi verifikacije podataka na deklaraciji (Cukon, 2013.).
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6. Zakljucak

Kasno nadimanije sira je ¢est oblik kvarenja tvrdih sireva te je ono karakteristi¢cna mikrobna
pogreska teksture polutvrdih i tvrdih sireva. Ono se javlja tijekom zrenja sireva i to
djelovanjem mikroorganizama koji stvaraju plinove i tvari neugodnog mirisa i okusa.

Glavni uzrocnik kasnog nadimanja sira je bakterija Clostridium tyrobutyricum Cije spore
najceSc¢e dospijevaju u mlijeko iz tla, silaZe, Zivotinjskog fecesa, ili od neliste opreme te
uslijed preranog ili preniskog hladenja mlijeka.

Kontaminacija sirnog grusa klostridijama mozZe se sprijeciti odgovaraju¢om i pravilnom
higijenom, uklanjanjem spora iz mlijeka postupcima baktofugacije ili mikrofiltracije te
prevencijom njihova rasta dodatkom kalijeva nitrata (KNOs) ili lizozima u mlijeko za sirenje.
Lizozim je enzim koji se u mljekarskoj proizvodniji sira koristi kao dodatak za sprjecavanje
pogreske ranog i kasnog nadimanija sira. Pritom je potrebno voditi racuna s obzirom da se
proizvodi iz bjelanjka jajeta da se na deklaraciji sira istakne kao alergena.

Osobe alergi¢ne na bjelanjak jajeta trebale bi izbjegavati konzumaciju polutvrdih i tvrdih
sireva u Cijoj se proizvodnji dodaje lizozim podrijetlom iz bjelanjka jajeta. Stoga je potrebno
istaknuti lizozim na deklaraciji sira drugacijim tipom slova. U tom smislu danas se kravljem
mlijeku tijekom procesa proizvodnje dodaje dio magare¢eg mlijeka koje sadrzi visok udio
lizozima (1,0-3,7 mg/mL). Sirevi tvrdih tekstura dobiveni mjesavinom kravljeg i magareéeg
mlijeka inovativan su prijedlog u sektoru mlijec¢nih proizvoda. Preporucuje se koristenje
magareceg mlijeka kao nove tehnoloske strategije u proizvodnji tvrdih sireva s ciljem
izbjegavanja kasnog nadimanja sira.

Lizozim magareceg mlijeka preporucuje se kao odrziva alternativa lizozimu iz jaja za
kontrolu kasnog nadimanja sira. Upotreba lizozima moZe se uspjeSno koristiti u
proizvodnji sira dodatkom magareéeg mlijeka tijekom proizvodnje. Osim toga, potrebna
su daljnja istraZivanja kako bi se procijenila korisnost mlije¢nog lizozima u kontroli rasta
Stetnih mikroorganizama poput Bacillusa i Listerie, te time produljila trajnost svjezeg voca
i povréa, morskih plodova, mesa i kobasica, pa tako i sireva.
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