Formiranje mirisa tijekom zrenja Paskog sira

Stiperski, Josip

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:204:301247

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

Download date / Datum preuzimanja: 2025-01-20

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:301247
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:3574
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:3574
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:3574

SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

FORMIRANJE MIRISA TIJEKOM ZRENJA PASKOG SIRA

DIPLOMSKI RAD

Josip Stiperski

Zagreb, rujan, 2024.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

Diplomski studij:

Proizvodnja i prerada mlijeka

FORMIRANJE MIRISA TIJEKOM ZRENJA PASKOG SIRA

DIPLOMSKI RAD

Josip Stiperski

Mentor:

lzv.prof.dr.sc. Natasa Mikulec

Zagreb, rujan, 2024.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

IZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Josip Stiperski, IMBAG 0178114625, roden/a 09.10.1997. u Zagreb, izjavljujem da

sam samostalno izradila/izradio diplomski rad pod naslovom:

FORMIRANJE MIRISA TIJEKOM ZRENJA PASKOG SIRA

Svojim potpisom jam¢im:

— dasam jedina autorica/jedini autor ovoga diplomskog rada;

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

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

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

— da sam upoznata/upoznat s odredbama Etickog kodeksa Sveucilista u Zagrebu (Cl. 19).

U Zagrebu, dana

Potpis studenta / studentice



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

1ZVJESCE

O OCJENI'| OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studenta/ice Josip Stiperski, JIMBAG 0178114625, naslova

FORMIRANJE MIRISA TIJEKOM ZRENJA PASKOG SIRA

obranjen je i ocijenjen ocjenom

, dana

Povjerenstvo:
1. izv. prof. dr. sc. Natasa Mikulec
2. izv. prof. dr. sc. Luna Maslov Bandi¢

3. izv. prof. dr. sc. Iva Doleni¢ Spehar

potpisi:

mentor

¢lan

¢lan




Sadrzaj

iU Yo Yo B 1
1.1, CiljiStraZivan]a ..........uuueiiiii e e 2
2. Pregled [ITerature ... e e r e 3
2.1. Karakteristike PaSKOg Sira...........oiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
2.2. BIOKEMIJSKI PrOCEST U SITU ... 5
2.2.1. Metabolizam laktoze, laktata i Citrata..............occcvvviiieiieeiiiie e 5
2.2.2. Proteoliza i katabolizam aminokiselina..........ccccccccvviiiiiiiiiee 6
2.2.3. Lipoliza i katabolizam slobodnih masnih kiselina...............cccoooovvvviviinnnnnn. 7

2.3. Biosinteza hlapljivih organskih spojeva..........cccccccceeiiiiieiiicceie e, 9
2.3. 1. ESEOIT e 9
2.3.2. Ketoni i @lKONOI ....coooiiieeeee e 9

2 G T A o 1Y o o [ SRS 9
2.3.4. Slobodne masne KiSeliNe...........oooiiiiiiiiiiii e 10
2.3.5. TEIPENI ccceiiiiiiieiieeeeee 10

3. Materijali i METOUE. ... 11
3.1, UZOTKOVANJE SIF@ .ceiiiiiiiiieieeeee e 11
3.2. Ekstrakcija hlapljivih aromatskih spojeva ...........cccoooeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen, 11
3.3. Plinska kromatografija sa masenim spektrometrom.............ccccoevveeevvreeeinnnnnnn. 11
L Y AV L I - 1 o] -1V F OO 13

4.1. Koncentracije pojedinacnih hlapljivihn aromatskih spojeva tijekom zrenja

PASKOQ SIM@ ...ttt 13

4.2. ProsjeCne srednje vrijednosti koncentracija organskih spojeva tijekom zrenja

TS (o o 1R - T 19
D ZAKIUCAK e e e e e e e 21
O o] TR L (=T = | U PR 22

ZIVOTOPIS .t eeteee e ete ettt et e et e s e e et e e et et et e saeeteesteseetesaeseeseeess et estesteseeareaneas 28



Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Josip Stiperski, naslova

FORMIRANJE MIRISA TIJEKOM ZRENJA PASKOG SIRA

Aromatski profil Paskog sira, hrvatskog tvrdog sira s zasti¢enom oznakom izvornosti
(PDO), proizvedenog od sirovog ovéjeg mlijeka, analiziran je u Cetiri faze zrenja (0., 30., 60. i
90. dan) primjenom metode SPME-GC/MS. Analizom je identificirano ukupno 73 spoja,
ukljucujudi 20 alkohola, 14 ketona, 12 aldehida, 12 kiselina, 10 estera i 5 terpena. Alkoholi su
predstavljali najzastupljeniju skupinu spojeva, pri ¢emu je njihova koncentracija rasla tijekom
zrenja, dosegnuvsi 15,59% na 60. dan, a potom opadajuéi na 5,25% na kraju zrenja. Alkoholi
¢ine 27,4% profila hlapljivih aromatskih spojeva (HAS), a najzastupljeniji alkoholi su 3-metil-1-
butanol, etanol i 2,7-dimetil-4,5-oktanediol. Esteri ¢ine 27,4% profila HAS i zna¢ajno doprinose
aromi sira zbog niskih pragova detekcije mirisa. Najzastupljeniji esteri su etil acetat, etil
heksanoat i etil laktat, koji siru daju voénu aromu. Aldehidi ¢ine 16,4% profila HAS i doprinose
razli¢itim aromama, ukljucujudi citrusne, zelene i arome kakaa. Ketoni ¢ine 19,2% profila HAS,
a najzastupljeniji ketoni u siru su acetoin, 2-pentanon i 2-heptanon, koji pridonose
karakteristicnoj aromi sira. Slobodne masne kiseline ¢ine 12,4% profila HAS, pri ¢emu su
octena, butanska i heksanska kiselina najzastupljenije, dajudi oStru i kiselkastu aromu. Terpeni
Cine 6,9% profila HAS, a medu njima su najzastupljeniji D-limonen, 1R-a-pinen i B-citronelol,
koji doprinose citrusnoj aromi s mirisnim notama mente i narance.

Kljucne rijeci: Paski sir, aromatski profil, hlapljivi spojevi, SPME-GC/MS



Summary

Of the master’s thesis — student Josip Stiperski, entitled

FORMATION OF AROMA DURING THE RIPENING OF ,,PASKI SIR“ CHEESE FROM ISLAND PAG

The aromatic profile of , Paski sir“ cheese, a Croatian hard cheese with a Protected
Designation of Origin (PDO), made from raw sheep's milk, was analyzed at four aging stages
(0, 30, 60, and 90 days) using the SPME-GC/MS method. 73 compounds were identified,
including 20 alcohols, 14 ketones, 12 aldehydes, 12 acids, 10 esters, and 5 terpenes. Alcohols
were the most prevalent group of compounds, with their concentration increasing during
aging, reaching 15.59% on day 60, and then decreasing to 5.25% by the end of aging. Alcohols
account for 27.4% of the volatile aromatic compounds (VAC) profile, with the most abundant
alcohols being 3-methyl-1-butanol, ethanol, and 2,7-dimethyl-4,5-octanediol. Esters also
make up 27.4% of the VAC profile and significantly contribute to the cheese's aroma due to
their low odor detection thresholds. The most prevalent esters are ethyl acetate, ethyl
hexanoate, and ethyl lactate, which impart a fruity aroma to the cheese. Aldehydes constitute
16.4% of the VAC profile and contribute various aromas, including citrus, green, and cocoa
notes. Ketones represent 19.2% of the VAC profile, with the most prevalent ketones being
acetoin, 2-pentanone, and 2-heptanone, which contribute to the cheese's distinctive aroma.
Free fatty acids make up 12.4% of the VAC profile, with acetic, butyric, and hexanoic acids
being the most abundant, providing sharp and acidic aromas. Terpenes account for 6.9% of
the VAC profile, with the most prevalent being D-limonene, 1R-a-pinene, and B-citronellol,
which contribute citrus aromas with notes of mint and orange.

Keywords: ,Paski sir“ cheese, aromatic profile, volatile compounds, SPME-GC/MS



1. Uvod

Paski sir je tvrdi ovdji sir proizveden od autohtone hrvatske pasmine paske ovce s otoka
Paga. To je punomasni sir s jedinstvenim okusom zbog specificne vegetacije na otoku.
Proizvodnja Paskog sira je sezonska i odvija se od sije¢nja do lipnja. Tradicionalna proizvodnja
Paskog sira ukljucuje procese: hladenje sirovog mlijeka, filtracija, pasterizacija, dodavanje
mljekarskih kultura, dodavanje sirila i koagulacija, rezanje grusa, dogrijavanje i susenje sirnog
zrna, oblikovanje sirnog tijesta u kalupe, presanje, salamurenje, zrenje (Gligora i Antunac,
2007). Paski sir ima ¢vrstu teksturu i niski cilindriéni oblik, a sirno tijesto moze biti svijetlozute,
tamnozute ili boje slame (https://www.siranamih.hr/hr/povijest).

Okus sireva pod utjecajem je sloZzenih metabolickih procesa i mikroorganizama (Zheng
isur., 2021). Enzimi poput siriSnog enzima, plazmina, enzima bakterija mlijecne kiseline (BMK),
enzima nestarterskih bakterija mlije¢ne kiseline (NSBMK) i dodanih kultura utjecu na enzimske
reakcije tijekom proizvodnje sira (Fox i sur., 2017). Tijekom zrenja dolazi do kemijsko-
biokemijskih promjena koje uzrokuju razgradnju sloZzenih organskih spojeva u jednostavnije
(McSweeney i Sousa, 2000). Ove promjene, ukljucujuci glikolizu, lipolizu i proteolizu,
doprinose sintezi hapljivih aromatskih spojeva (HAS), koje izravno utjecu na okus sira (Ardo i
sur., 2017; McSweeney i Sousa, 2000; Marilley i Casey, 2003).

Esteri su kemijski spojevi koji neizravno doprinose metabolizmu slobodnih masnih
kiselina (SMK) (Collins i sur., 2003), a formiraju se putem esterifikacije i alkoholize, te aromi
sira pridonose ugodnim notama mirisa s niskim pragovima detekcije mirisa (Liu i sur., 2004).
Ketoni i alkoholi proizvode se oksidacijom zasi¢enih masnih kiselina i hidrolizom triglicerida,
Sto rezultira a-keto kiselinama i dekarboksiliranim ketonima (Urbach, 1997). Metil-ketoni
imaju niske pragove detekcije mirisa u vodi (Bertuzzi i sur., 2018).

Aldehidi su aromatski spojevi povezani s oksidativnim kvarenjem (McSweeney i Sousa,
2000), a nastaju tijekom razgradnje kratkolancanih masnih kiselina (Kilcawley, 2017). Takoder
mogu nastati iz ne-enzimatskih auto-oksidacijskih procesa. Reduktivho okruzenje sira
doprinosi stvaranju aldehida s linearnim lancem koji imaju ugodne arome (Bertuzzi i sur.,
2018). Primjerice sojevi laktokoka mogu proizvoditi razgranate aldehide iz valina, izoleucina i
leucina (Christensen i sur., 1999).

Masne kiseline u siru znacajno utjecu na okus i aromu. One su aromatske komponente
i prekursori metil-ketona, alkohola, laktona i estera. Kratkolan¢ane masne kiseline nastaju
razgradnjom aminokiselina ili lipolizom mlije€ne masti tijekom zrenja sira (Urbach, 1993).
Koncentracija kratkolanc¢anih masnih kiselina u siru ovisi o pH vrijednosti, a samo slobodni,
protonirani oblik doprinosi aromi sira. Dugolanc¢ane masne kiseline imaju minimalan utjecaj
na okus zbog svog visokog praga detekcije mirisa (Brennand i sur., 1989).

Terpeni, sekundarni metaboliti biljaka, imaju antibakterijska, antifungalna i antivirusna
svojstva. Primjenjuju se u hrani i kozmetici kao komponente arome (Ajikumar i sur., 2008).
Terpeni, koji se temelje na izoprenim jedinicama, utjecu na sastav mlijeka i sira (Cornu i sur.,
2005). Cimbenici poput vrste biljaka, faze razvoja, tla, klime i upravljanja pa$njacima utje¢u na


https://www.siranamih.hr/hr/povijest

sadrzaj terpena (Poulopoulou i sur., 2011). Sadrzaj terpena u siru istrazuje se kao biomarker
za podrijetlo sira, Sto je povezano s prehrambenim navikama Zivotinja (Favaro i sur., 2005).

1.1. Cilj istraZivanja

Odrediti prisutnost i koncentraciju hlapljivih aromatskih spojeva Paskog sira tijekom
zrenja. Dosadasnja istraZivanja Paskog sira nisu obuhvatila odredivanje prisutnosti hlapljivih
aromatskih spojeva ovisno o duljini trajanja zrenja.



2. Pregled literature

2.1. Karakteristike Paskog sira

Paski sir je vrsta tvrdog ovcéjeg sira koji se proizvodi od sirovog ili pasteriziranog mlijeka
autohtone pasmine paske ovce s otoka Paga, koji ima zaStiéenu oznaku izvornosti (engl.
Protected Designation of Origin — PDO). Prema udjelu masti u suhoj tvari Paski sir pripada
kategoriji punomasnih sireva.

Paski sir je jedinstven u Hrvatskoj zbog mlijeka pasSke ovce koja pase vegetaciju koja
obiluje aromati¢nim i ljekovitim biljem koja raste na otoku Pagu (Barad i sur., 2008). Dodatno,
okusu doprinosi i bura koja nosi posolicu s mora koja daje posebnu slanost.

Proizvodnja Paskog sira je sezonska i odvija se od sijecnja do kraja lipnja, uskladeno s
razdobljem muzZnje ovaca na otoku Pagu. Ov¢je mlijeko se nakon muznje hladi na 4 °C, filtrira,
a potom pasterizira u plo¢astom pasterizatoru na temperaturi od 70 do 75°C tijekom 60 do 90
sekundi. U sirarskom kotlu, mlijeku se dodaje kalcijev klorid u prahu (CaCly) i mljekarska
kultura. Bududi da je Paski sir tvrdi sir, u mlijeko se dodaju termofilne bakterije koje najbolje
rastu na temperaturi izmedu 40 i 50°C. Mlijeko se zagrijava u sirarskoj kadi do temperature
sirenja od 32 do 35°C nakon dodavanja kemijskih i mikrobioloskih sastojaka. Tada se dodaje
sirilo u teku¢em obliku ili u prahu, a proces koagulacije traje izmedu 40 i 50 minuta. Nakon
zavrSetka koagulacije, sirni grus se ru¢no reze i drobi na sitna zrna veli¢ine od 2 do 3 milimetra
koristeci sirarske harfe. Nakon toga, sirna masa se zagrijava na 43°C tijekom 10 do 15 minuta
kako bi se osusila. Kada se susenje zavrsi, sirni grusevi se sakupljaju na dnu kade, a dio sirutke
se izdvaja pomodéu crpke za kasniju proizvodnju paske skute. Zatim se sirna masa stavlja u
kalupe i presa Cetiri sata pomocu postupnog pritiska. Soljenje se obavlja u 20%-tnoj vodenoj
otopini soli, poznatoj kao salamura, koja mora zadovoljiti odredenu gustoc¢u i pH vrijednost.
Nakon soljenja, sir se stavlja na police za suSenje u zrionici. Zrenje sira traje 30 dana pri
temperaturi od 16 do 18°C i relativnoj vlaznosti od 65%, a nakon toga 60 dana pri temperaturi
od 14 do 16°C i relativnoj vlaznosti od 75%. Ako se Paski sir planira Cuvati do godinu dana,
nakon 90 dana zrenja €uva se pri temperaturi od 12°C i relativnoj vlaznosti od 85% (Gligora i
Antunac, 2007).

Paski sir karakterizira ¢vrsta tekstura i niski cilindri¢ni oblik, a sirno tijesto moze biti
svijetloZzute, tamnoZute ili boje slame. Tijekom zrenja, njegova glatka, ¢vrsta korica mijenja
boju od zlatnoZute do svijetlo crvenkasto smede. Mladi sir star 2 mjeseca nudi blagi slatki okus
s umjerenom slano$éu i ugodnom pikantnos¢u. S povecanjem broja dana zrenja, okus i
tekstura sira  postupno se intenziviraju. Prema MIH Sirana  Kolan (
https://www.siranamih.hr/hr/povijest), potpuno zreo Paski sir, stariji od Sest mjeseci, ima finu

granuliranu strukturu i pikantan okus, a sirno tijesto se topi u ustima dok se sitni kristali
osjecaju pod jezikom.


https://www.siranamih.hr/hr/povijest

Slika 2.1.1. Paski sir

Izvor: https://gligora.com/sirevi/cijena/paski-sir



https://gligora.com/sirevi/cijena/paski-sir

2.2. Biokemijski procesi u siru

Karakteristi¢an okus tradicionalno fermentiranih sireva formiraju sloZzeni metabolicki
procesi i mikroorganizmi koji imaju klju¢nu ulogu u razvoju okusa sira (Zheng i sur., 2021).
Razliciti enzimi poput siriSnog enzima (kimozina), endogenih enzima mlijeka (plazmina),
enzima starterske kulture (BMK), enzima nestarterskih bakterija mlijecne kiseline (NSBMK) te
enzima dodane kulture utjeCu na enzimske reakcije koje se odvijaju tijekom proizvodnje sira,
ovisno o vrsti sira i nacinu proizvodnje (Fox i sur., 2017).

Tijekom zrenja sira dolazi do sloZenih kemijsko-biokemijskih promjena koje uzrokuju
razgradnju sloZzenih organskih spojeva u jednostavnije putem primarnog i sekundarnog
metabolizma (McSweeney i Sousa, 2000). Metabolizam preostale laktoze, laktata i citrata,
poznat kao glikoliza te lipoliza i proteoliza, klju¢ne su promjene. Naknadne biokemijske
reakcije koje su uklju¢ene u metabolizam masnih kiselina i aminokiselina direktno doprinose
sintezi mnogih HAS-a, a za koje se smatra da izravno utjecu na okus sira (Ardé i sur., 2017;
McSweeney i Sousa, 2000). Primarni metabolizam sira, koji ukljuuje hidrolizu proteina,
razgradnju masti i degradaciju ugljikohidrata, odreduje njegov temeljni okus. S druge strane,
sekundarni metabolizam, koji uklju¢uje dekarboksilaciju aminokiselina, transaminaciju,
deaminaciju, desumporizaciju, B-oksidaciju masnih kiselina i esterifikaciju, odgovoran je za
specificnu aromu koja razlikuje razliCite vrste sira (Marilley i Casey, 2003).

2.2.1. Metabolizam laktoze, laktata i citrata

Produkti metabolizma laktoze su L-laktat, DL-laktat ili racemizacijska kombinacija oba,
$to je kljuéno za razvoj okusa u svim sirevima. Medutim, bakterije, uklju€ujuéi Leuconostoc
vrste, takoder mogu stvarati druge spojeve poput etanola (Vedamuthu, 1994). Prema
McSweeney i sur. (2017), nestarterska mikroflora prisutna u Cheddar, nizozemskim i sli¢énim
sirevima izomerizira L-laktat, koji proizvodi starter bakterija Lactococcus lactis, u DL-laktat. S
druge strane, povisene koncentracije DL-laktata mogu smanijiti senzornu kvalitetu sira.
Nakupljanje galaktoze u siru uzrokuju odredene starter bakterije (npr. Streptococcus
thermophilus) koje egzistiraju s galaktozom-pozitivnim mikroorganizmima, a ne mogu
metabolizirati galaktoznu komponentu laktoze. Acetat, acetoin, diacetil, etanol i acetaldehid
neki su od kratkolancanih aromatskih spojeva koji se proizvode iz piruvata, meduprodukta
metabolizma laktoze (Melchiorsen i sur., 2002).

Propionibacterium vrste razgraduju laktat u Svicarskom siru na propionat, acetat,
uglji¢ni dioksid i vodu, medu kojima je uglji¢ni dioksid odgovoran za razvoj karakteristi¢nih
sirnih o€iju u siru (Duruisur., 2018). U mnogim vrstama sira, acetat znacajno doprinosi razvoju
arome. Osim Sto se metabolizira iz laktoze putem metabolizma BMK, acetat moze nastati i
putem metabolizma laktoze i citrata (McSweeney i Sousa, 2000).

Najvazniji korak u proizvodniji sira je sinteza mlijecne kiseline iz laktoze, $to se postize
uvodenjem pazljivo odabranih kultura razli¢itih vrsta BMK u mlijeko neposredno prije



dodavanija sirila. Buduci da pokrecu proizvodnju kiseline, ove kulture nazivaju se starterima.
Njihova glavna uloga je proizvodnja mlijeCne kiseline. Medutim, njihovi enzimski sustavi
takoder igraju vaznu ulogu u razvoju okusa sira tijekom zrenja. Proizvodnja mlije¢ne kiseline
smanjuje pH vrijednost sirnog grusa i sirutke tijekom proizvodnje sira, Sto ima tri pogodnosti:
povecava aktivnost sirila, olakSava izbacivanje sirutke iz sirnog grusa, ¢ime se smanjuje
vlaZnost sira, te sprjecava rast nepozeljnih bakterija u siru (Fox i sur., 2017).

Ispiranje ili zamjena sirutkom mozZe dovesti do smanjenja koncentracije laktoze u siru;
u tim se situacijama preostala laktoza u sirnom grusu brzo razgraduje, Sto dovodi do povecanja
pH vrijednosti. Stoga sirevi s niskom koncentracijom laktoze imaju njezan i svjez okus, dok
sirevi s visokom koncentracijom laktoze mogu imati oStar i snazan okus zbog niske pH
vrijednosti. Citrat se uglavnom nalazi u mlijeku u obliku ionizirane soli u koncentracijama <1,8
g/L, a vecina se izgubi u sirutki tijekom proizvodnje sira. Razlog tome je $to se skoro 94% citrata
nalazi u topljivoj fazi mlijeka (McSweeney i sur., 2017).

Unutar mikroflore NSBMK, samo odredeni mezofilni laktokoki mogu metabolizirati
citrate. Iz citrata, citrat-pozitivni laktokoki (Cit*) i Leuconostoc spp. proizvode aromatske
spojeve poput acetata, diacetila, acetoina, 2,3-butanediola i ugljicnog dioksida. Diacetil je
znacajan aromatski spoj koji se u raznim vrstama sireva, ukljucujuci nizozemske sireve, quark
i cottage sir, konvertira u acetoin, 2,3-butanediol i 2-butanon (Dimos i sur., 1996). Citrat sluzi
kao primarni supstrat za Cit* starter kulture i NSBMK, a preostali citrat metaboliziran od strane
NSBMK mozZe dovesti do elasti¢ne teksture u nekim sirevima, poput Cheddara (Fox i sur.,
2017).

2.2.2. Proteoliza i katabolizam aminokiselina

Primarni metabolizam koji se odvija tijekom zrenja sira ukljucuje hidrolizu proteina, a
igra klju¢nu ulogu u stvaranju i oslobadanju okusa sira (Gan i sur., 2016). Mnoge aromatske
komponente sira su prekursori peptida i slobodnih aminokiselina (SAK), koji nastaju kada
proteaze sira razgraduju proteine. Glavni biokemijski mehanizam odgovoran za stvaranje
okusa u tvrdim i polutvrdim sirevima jest hidroliza kazeina. SAK nastaju pod utjecajem
mikrobnih proteaza i petidaza koje kataliziraju razgradnju polipeptidnih lanaca; gdje djeluju
kao prekursori aromatskih spojeva tijekom proizvodnje i zrenja sira (McSweeney, 2004).

Katabolizam SAK predstavlja biokemijski put koji ima vainu ulogu u proizvodnji
aldehida, alkohola, karboksilnih kiselina, amina i sumpornih spojeva. Aminotransferaza
katalizira transaminacijsku reakciju koja dovodi do pretvorbe aromatskih aminokiselina,
razgranatih aminokiselina, metionina i asparaginske kiseline u a-ketokiseline. Aminokiseline
dalje se metaboliziraju kako bi nastale hidroksi kiseline, metanetiol, razgranati i aromatski
aldehidi, te acil-CoA (Ganesan i Weimer, 2017). Transaminacija valina, izoleucina i leucina
rezultira formiranjem 2-metilpropanala, 2-metilbutanala i 3-metilbutanala; transaminacijska
reakcija s asparaginskom kiselinom kao supstratom oslobada oksaloacetat, koji se potom
pretvara u acetoin, diacetil ili 2,3-butanediol (Ardo, 2006).



Primarni izvor aromatskih aldehida su a-ketokiseline, koje nastaju iz benzaldehida
spontanom oksidacijom triptofana i fenilalanina. Prema Kla¢anova i sur. (2010), temperatura
igra znacajnu ulogu u uspostavi uvjeta koji poticu redoks reakcije, jer povecanje tog parametra
ubrzava katabolizam.

Sir koji podlijeze pretjeranoj proteolizi zbog nekontroliranog zrenja, u pogledu
okolisnih ¢imbenika, rezultira visokim koncentracijama SAK koje se mogu dekarboksilirati,
uglavnom pomoéu NSBMK, s posljedi¢nim oslobadanjem biogenih amina povezanih s loSim
okusom i potencijalnim zdravstvenim rizicima za potroSace. Najznacajniji biogeni amini su
putrescin, kadaverin, histamin i tiramin; ovi spojevi sintetiziraju se redom od histidina, tirozina,
lizina i ornitina (Schirone i sur., 2018).

Eliminacijski procesi koji kataliziraju enzimi liaze i razdvajaju bo¢ne lance aminokiselina
takoder su vazni u katabolizmu SAK. Tijekom vremena, skupljeni su brojni podaci koji povezuju
ove reakcije s mogucéim negativnim ucincima na okus, buduci da proizvode spojeve poput p-
krezola, feniletanola i indola. Ovaj proces takoder proizvodi metanetiol iz metionina, koji se
moze metabolizirati na vise nacina. Daljnji katabolizam metanetiola odvija se kroz oksidativne
reakcije koje provode razliCite vrste BMK, a odgovorne su za proizvodnju dimetisufida i
dimetiltrisulfida, spojeva karakteriziranih niskim pragom detekcije mirisa, Sto posljedi¢no
utjece na okus sira (Forde i Fitzgerald, 2000; Curioni i Bosset, 2002).

2.2.3. Lipoliza i katabolizam slobodnih masnih kiselina

Prema Voigt i sur. (2012), lipoliza znacajno utjece na okus i teksturu sira. Lipaze sira
potjecu iz mlijeka, sirila, startera, dodanih kultura, NSBMK i egzogenih enzima koje kataliziraju
hidrolizu triglicerida, Sto rezultira nastankom glicerola, di- i monoglicerida, masnih kiselina
srednjeg (duljina lanca do 10 ugljikovih atoma) i dugog lanca (duljina lanca vise od 10 ugljikovih
atoma) (Collins i sur., 2003). Razvoj okusa u sirevima proizvedenim od sirovog mlijeka
uglavnom ovisi o lipoproteinu lipazi, dok sirevi proizvedeni od pasteriziranog mlijeka pokazuju
manji utjecaj ovog enzima (Sert i sur., 2014).

Udio masnih kiselina i pH vrijednost direktno utje€u na okus sira, ¢esto medusobno
djelujudi. Sir s visokim pH vrijednostima oslobada manje masnih kiselina iz spojeva koji mogu
znacajno utjecati na okus. U takvim uvjetima, masne kiseline se pretvaraju u ne-hlapljive soli
koje potiCu razvoj sapunastih aroma. Masne kiseline su dostupne u mlije¢noj matrici u
hlapljivom obliku kada je pH nizak, a prekomjerno povecanje njihove koncentracije ima za
posljedicu intenzivniji okus (Ardo i sur., 2017).

BMK posjeduju lipoliticke enzime koji hidroliziraju supstrat kako bi stvorili
triacilgliceride, diacilgliceride, monoacilgliceride i SMK. Prema Holland i sur. (2005), esteraza
BMK je neaktivna za >Cs-diacilgliceride, ali aktivnha za <Cis-monoacilgliceride, posebno
osjetljiva na Cs-monoacilglicerid. Bakterije propionske kiseline (BPK) su 10-100 puta efikasnije
u razgradnji masti od BMK, ali zbog svoje ¢eSée prisutnosti, BMK doprinose lipolizi djelomiéno.



BPK su klju¢ni za pretvorbu laktoze u acetat, sintezu slobodnih kiselina i stvaranje
karakteristicnog okusa u Svicarskom siru (Schwenninger i sur., 2011). Razgradnja esterskih
veza izmedu triglicerida i masnih kiselina pomoc¢u lipaza, koja rezultira stvaranjem
monoacilglicerida, diacilglicerida i SMK, odgovorna je za karakteristican okus sira. (Deeth i
Touch, 2000).

Na okus sira znacajno utje¢u masne kiseline. Nakon $to se mlije¢na mast razgradi,
tijekom fermentacije i zrenja sira stvara se niz srednjih i kratkih lan¢anih masnih kiselina (C >
4), sto dovodi do stvaranja arome u siru, a one su pokazatelj zrelosti sira. Jak okus nezasi¢enih
aldehida moze nastati oksidacijom masnih kiselina, posebno polinezasi¢enih masnih kiselina.
Kod sira poput Gouda, Cheddara i Svicarskog sira, to mozZe dovesti do neugodnog mirisa
povezanog s uzeglosc¢u (Forde i Fitzgerald, 2000).

Kratke lan¢ane masne kiseline proizvode jake, karakteristicne arome; neki od tih okusa
su prekursori koji se pretvaraju u druge aromatske spojeve, kao Sto su laktoni i alkoholi
(Temizkan i sur., 2015).

Glavni laktoni koji se nalaze u siru i odgovorni su za njegov intenzivan miris su y- i 6-
laktoni, koji imaju pet ili Sest okolnih prstena. Esteri se sintetiziraju u siru putem
esterifikacijskih interakcija izmedu srednjih do dugih lan¢anih masnih kiselina i kratkih
lan¢anih masnih kiselina koji nastaju tijekom razgradnje mlijeéne masti, primarnih i
sekundarnih alkohola koji se formiraju tijekom fermentacije laktoze ili metabolizma
aminokiselina tijekom fermentacije (Fox i sur., 2015).

Esteri su kljucni za stvaranje slatke, voéne i cvjetne arome. Medutim, prevelika koli¢ina
etil kaproata i etil butirata rezultira izrazito vo¢nim notama mirisa (Castada i sur., 2019).
Takoder, mirisi koji podsjeéaju na ¢esSnjak, sumpor ili jaja stvaraju se tioesterima, kao $to su S-
metil tioacetat, tioetil-2-metilpropanoat i S-metil tioacetat, koji nastaju kada SMK reagiraju sa
sulfhidrilnim skupinama (lwasawa i sur., 2014).

Najzastupljeniji metabolicki procesi u sazrijevanju sira su lipoliza i katabolizam masnih
kiselina (Collins i sur., 2003). Karboksilne kiseline, koje obi¢no ukljucuju C; (octenu) do Cio ili
Ci12 (dekanoi¢nu ili dodekanoi¢nu) kiselinu, najc¢eséa su skupina HAS koji se nalaze u sirevima.
Ostale skupine spojeva, poput aldehida, laktona, ketona, alkohola, estera i fenolnih spojeva,
takoder su prisutne (Faccia i sur., 2018).



2.3. Biosinteza hlapljivih organskih spojeva

2.3.1. Esteri

Prema Collins i sur. (2003), esteri su skupina kemijskih spojeva koje imaju neizravnu
ulogu u metabolizmu SMK. Nastaju putem dvaju enzimskih procesa poznatih kao esterifikacija
i alkoholiza. Proces esterifikacije ukljucuje stvaranje estera reakcijom izmedu alkohola i
karboksilnih kiselina. S druge strane, alkoholiza obuhvada sintezu estera iz alkohola i
acilglicerola, ili iz alkohola i acil-koenzima A. Velik broj ovih spojeva Siroko je povezan s
ugodnim notama mirisa koji ukljuCuju slatke, voée i cvjetne note, a imaju niske pragove
detekcije mirisa. Takoder, esteri mogu smanjiti ostrinu i gorcinu sireva, koje su cesto
uzrokovane visokim koncentracijama SMK i biogenih amina (Liu i sur., 2004).

2.3.2. Ketoni i alkoholi

Glavni metabolicki procesi koji proizvode ketone i alkohole su oksidacija zasi¢enih
masnih kiselina i liza triglicerida. Ovi procesi rezultiraju stvaranjem a-ketokiselina, koje se
zatim dekarboksiliraju u ketone, koji se dalje mogu reducirati u alkohole (Urbach, 1997).
Prema Bertuzzi i sur. (2018), metil-ketoni su spojevi s vrlo niskim pragovima detekcije mirisa u
vodi, krec¢udi se od 4,09 do 50,0 mg/100 g za 2-propanon i od 0,09 mg/100 g za 2-heptanon.

2.3.3. Aldehidi

Aldehidi su jaki aromatski spojevi koji se Cesto povezuju s oksidativnim kvarenjem
(McSweeney i Sousa, 2000). Nastaju tijekom razgradnje kratkolanc¢anih masnih kiselina te
sluZe kao supstrati za odredene dehidrogenaze koje proizvode karboksilne kiseline i alkohole
(Kilcawley, 2017). Mogu nastati i razgradnjom nezasi¢enih masnih kiselina, kako slobodnih
tako i esterificiranih, putem ne-enzimskih auto-oksidacijskih procesa. Buduéi da sir
karakterizira reducirajuce okruzenje, ove reakcije se ne dogadaju Cesto. Prema Bertuzzi i sur.
(2018), ove promjene doprinose stvaranju aldehida s linearnim lancem, koji su povezani s
ugodnim mirisnim notama. Odredeni sojevi laktokoka mogu proizvesti razgranate aldehide, 2-
metil-1-propanal, 2-metil-1-butanal i 3-metil-1-butanal, iz valina, izoleucina i leucina, putem
nekoliko enzimskih puteva (Christensen i sur., 1999).



2.3.4. Slobodne masne kiseline

U mnogim vrstama sira, masne kiseline imaju znacajnu, pa ¢ak i dominantnu ulogu u
profilu okusa. Osim $to su aromatske komponente, djeluju kao prekursori metil-ketona,
alkohola, laktona i estera. SMK s Cetiri ili viSe ugljikovih atoma mogu nastati razgradnjom
aminokiselina ili lipolizom mlije¢ne masti tijekom zrenja sira (Urbach, 1993).

Vecina masnih kiselina, koje imaju izmedu Cetiri i dvadeset ugljikovih atoma, nastaje
kada plemenita plijesan razgraduje trigliceride. Manji udio SMK, obi¢no s dva do Sest ugljikovih
atoma, formira se razgradnjom laktoze i aminokiselina. Kraée masne kiseline mogu se formirati
i oksidacijom ketona, estera i aldehida (Molimard i Spinnler, 1996).

Vaino je napomenuti da na koncentraciju SMK u siru utjeCe pH vrijednost. Prema
Brennand i sur. (1989) samo slobodni, protonirani oblik masnih kiselina doprinosi okusu i
mirisnim notama sira. To su uglavnom kiseline otopljene u masnoj fazi sira. Zbog relativno
visokog praga detekcije mirisa, dugolan¢ane masne kiseline (>12 ugljikovih atoma) ¢esto imaju
malen utjecaj na okus. Masne kiseline s parnim brojem ugljikovih atoma (Cs—C12), kao Sto
navode Preininger i sur. (1996), imaju znatno niZze pragove detekcije mirisa i jedinstvene note
mirisa.

2.3.5. Terpeni

Terpeni su sekundarni metaboliti koje proizvode gljive, alge i vise biljke. Dokazano je
da ovi spojevi posjeduju antibakterijska, antigljivicna, antiparazitska, antivirusna,
antialergijska, protuupalna i kemoterapijska svojstva te je poznato da se koriste kao aromatske
komponente okusa i arome u hrani i kozmetici (Ajikumar i sur., 2008). Potjecu iz biljaka koje
¢ine smjesu pase, zatim se izlu€uju kroz mlijeko Zivotinja koje pasu i na kraju u sir (Mariaca i
sur., 1997).

Temeljeni su na izoprenoj jedinici, a ovisno o njihovom udjelu u prehrani Zivotinja,
imaju znacajan utjecaj na koli¢inu i sastav mlijeka te finalni proizvod sir. Profil terpena moze
se mijenjati tijekom proizvodnje sira i toplinske obrade mlijeka (Cornu i sur., 2005).

Brojni ¢imbenici poput vrste, faze razvoja, tla, klime, geografske lokacije i upravljanja
pasnjacima utjecu na koli¢inu i kvalitetu terpena u biljkama (Poulopoulou i sur., 2011). Stoga
se sadrzaj terpena u siru istraZzuje kao potencijalni biomarker za identifikaciju podrijetla sira,
Sto je povezano s prehrambenim navikama Zivotinja (Favaro i sur., 2005).
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3. Materijali i metode

3.1. Uzorkovanje sira

Sirevi su proizvedeni u mini sirani u Kolanu na otoku Pagu. Zrenje Paskog sira pratilo se
u 0., 30., 60. i 90. danu. Za potrebe analiza Paski sir je usitnjen (5 g) , stavljen u plasti¢ne
epruvete i pohranjen u zamrzivacu pri temperaturi od -20 °C do pocetka analize.

3.2. Ekstrakcija hlapljivih aromatskih spojeva

Uz nekoliko manjih izmjena protokola, za ispitivanje hlapljivih aromatskih profila
uzoraka Paskog sira koriStena je metoda mikroekstrakcije na cvrstoj fazi para iznad uzorka
(engl. Headspace solid phase microextraction — HS-SPME) u kombinaciji s vezanim sustavom
plinska kromatografija- sa spektrometar masa (engl. Gas chromatography/mass spectrometry
—GC/MS) prema Nogueira i sur. (2005). Uzorci su na dan analize izvadeni iz zamrzivaca i
ostavljeni na sobnoj temperaturi pola sata. Nakon toga, 1,00 g uzorka je izvagano i stavljeno u
15 ml staklenu bocicu s navojnim poklopcem i PTFE/silikonskim septumom (Supelco). Bocice
su postavljene na magnetsku mijesalicu i ostavljene da se uravnoteze na 200 rpm i 60 °C
tijekom 20 minuta. Nakon uravnoteZenja, komercijalno SPME vlakno koje sadrzi
Divinilbenzen/Carboksen/Polidimetilsiloksan (engl.
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane — DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco) je
uvedeno i priévrs¢eno na SPME drzac vlakna (Supelco) za ekstrakciju hlapljivih spojeva. Prije
svake analize, vlakno je bilo podvrgnuto procesu termickog ciS¢enja i kondicioniranja u GC
injekcijskom portu tijekom 30 minuta, koristeéi posebno dizajniran liner za SPME upotrebu
(0.75 mm ID Straight/SPME Inlet Liner, Shimadzu). Vlakno je bilo izloZzeno jedan centimetar
iznad uzoraka, koji su bili kontinuirano mijesani na 200 rpm, tijekom 45-minutne ekstrakcije
hlapljivih spojeva na 60 °C.

3.3. Plinska kromatografija sa masenim spektrometrom

Nakon ekstrakcije, vlakno s ekstrahiranim hlapljivim organskim spojevima rucno je
ubrizgano u splitless nadin rada GC injekcijskog porta na 250 °C (GC/MS QP2020 NX,
Shimadzu). Hlapljivi organski spojevi su se desorbirali tijekom deset minuta. Za separaciju je
koriStena Rtx-Wax kolona (60 x 0,25 x 0,25, Restek), koja je trajala 57 minuta prema sljede¢em
temperaturnom programu: 40 °C tijekom dvije minute, nakon ¢ega je temperatura poveéana
za 4 °C svaku minutu do 240 °C, gdje je zadrzana pet minuta. Kao plin nosioc koristen je helij s
protokom od 1,0 ml mint. MS je bio podeSen sa sljedeéim parametrima: temperatura
injektora 250 °C, temperatura ionskog izvora 200 °C, i elektronska ionizacija na 70 eV. Snimljen
je ukupni ionski kromatogram u rasponu m/z 33,00 — 330,00. Kriteriji koristeni za kvalitativnu

11



analizu hlapljivih organskih spojeva bili su: a) maseni spektri i retencijsko vrijeme temeljeni na
podacima softvera Nacionalnog instituta za standarde i tehnologiju (NIST); b) redoslijed
eluiranja prema podacima iz literature; te c) usporedba masenih spektara sa spektrima
standardnih otopina.. Omjer povrsine pikova u odnosu na ukupnu povrsinu svih hlapljivih
spojeva koristen je za izrazavanje udjela svakog identificiranog hlapljivog organskog spoja.
Ispitan je odziv linearnosti detektora. Kalibracijske krivulje dobivene iz standardnih otopina
aromatskih spojeva u 5 to¢aka pokazale su dobru linearnost u rasponu 10-1000 pg L™ uz
korelacijski koeficijent (r = 0,94). Standardne otopine spojeva pripravljene su u 96% etanolu.
U 750 pL standardne otopine dodano je 10 uL internog standarda 2-oktanola (50 mg L -1 u
diklorometanu). Granica detekcije (LOD) kretala se od 5 ug L-1 do 25 pg L-1, a granica
kvantifikacije (LOQ) bila je od 63 do 98 ug L-1 za pojedine spojeve.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Koncentracije pojedinacnih hlapljivih aromatskih spojeva tijekom
zrenja Paskog sira

Tablica 4.1.1. Koncentracije estera izrazenih u % tijekom zrenja Paskog sira

Esteri 0. dan 30. dan 60. dan 90. dan !Ukupna vrijednost
3-metil-butil butanoat 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01
Etil laktat 0,25 0,24 0,39 0,05 0,93
1-metil-butil butanoat 0,04 0,04 0,08 0,01 0,17
2-metil-etil butanoat 0,15 0,15 0,09 0,02 0,41
2-metil-etil propanoat 0,05 0,04 0,04 0,02 0,14
Butil acetat 0,08 0,08 0,04 0,00 0,21
Etil acetat 0,78 0,88 0,79 0,39 2,85
Etil dekanoat 0,00 0,00 0,19 0,06 0,25
Etil heksanoat 0,11 0,11 0,78 0,45 1,45
Etil pentanoat 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01
Ukupni esteri 1,46 1,53 2,41 1,02 6,43

lUkupna vrijednost predstavlja zbroj koncentracija svakog pojedinaénog spoja tijekom zrenja
Paskog sira

Deset estera identificiranih u uzorcima Paskog sira (tablica 4.1.1.) predstavlja 13,7%
profila HAS te, zbog svojih niskih pragova detekcije mirisa, doprinosi aromi sira.

Najzastupljeniji esteri u Paskom siru su etil acetat, etil heksanoat i etil laktat, $to je u
skladu s istrazivanjem Coda i sur. (2006), gdje su sli¢ni rezultati zabiljezeni u sirevima Pecorino
Marchigiano, Pecorino Piemontese, Pecorino Sardo i Pecorino Leccese, osim za koncentraciju
etil laktata. Najvece koncentracije etil heksanoata utvrdene su kod sireva Nanos, Montasio i
Reggianito Argentino (Boltar i sur., 2014; Innocente i sur.,2013; Wolf i sur., 2010). Prema Singh
i sur. (2003), etil acetat i etil heksanoat spadaju medu najvaznije aromatske spojeve u siru. Etil
laktat koji je identificiran u uzorcima Paskog sira, nije dokumentiran u prethodnim studijama.

Etil acetat doprinosi vo¢noj aromi (Liu i sur., 2004) poput mirisnih nota narance i
ananasa (Stefanikova i sur., 2020). Etil laktat takoder doprinosi voénoj aromi (Liu i sur., 2004).
Etil heksanoat odgovoran je za prisutnost mirisnih nota ananasa (Liu i sur., 2004) i doprinosi
izrazenoj voénoj aromi (Qian i Reineccius, 2002), uklju¢uju¢i mirisne note jabuke i banane
(Moio i sur., 2000).
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Tablica 4.1.2. Koncentracije alkohola izrazenih u % tijekom zrenja Paskog sira

Alkoholi 0. dan 30. dan 60. dan 90. dan 1Ukupna vrijednost
1-oktanol 0,15 0,14 0,09 0,03 0,42
Izobutil alkohol 0,78 0,76 0,37 0,08 1,99
2-pentanol 0,57 0,55 1,70 0,86 3,68
1-butanol 0,43 0,41 0,30 0,06 1,20
1-heptanol 0,23 0,22 0,11 0,03 0,59
1-nonanol 0,09 0,09 0,09 0,03 0,30
1-okten-3-ol 0,07 0,07 0,07 0,01 0,22
2,7-dimetil-4,5-oktanediol 4,36 4,20 0,41 0,27 9,24
2-etil-1-heksanol 0,24 0,23 0,14 0,04 0,65
2-heksanol 0,55 0,62 0,60 0,15 1,92
2-heksen-1-ol 0,03 0,03 0,01 0,01 0,07
2-izopropil-5-metil-1-heptanol 0,79 0,76 0,52 0,09 2,16
2-metil-1-penten-3-ol 0,44 0,50 0,21 0,88 2,04
2-nonanol 0,04 0,04 0,28 0,40 0,76
2-nonen-1-ol 0,03 0,02 0,02 0,01 0,07
2-okten-1-ol 0,02 0,02 0,02 0,00 0,06
3-metil-2-pentanol 0,00 0,00 0,03 0,01 0,04
3-metil-1-butanol 6,94 6,69 3,00 0,81 17,45
Etanol 1,22 1,38 7,49 1,39 11,48
Feniletil alkohol 0,15 0,15 0,12 0,09 0,51
Ukupni alkoholi 17,13 16,87 15,59 5,25 54,84

lUkupna vrijednost predstavlja zbroj koncentracija svakog pojedinaénog spoja tijekom zrenja
Paskog sira

Dvadeset alkohola identificiranih u uzorcima Paskog sira (tablica 4.1.2.) predstavlja
27,4% profila HAS i dominantna je grupa spojeva u uzorcima Paskog sira.

Najzastupljeniji alkoholi u Paskom siru su 3-metil-1-butanol, etanol i 2,7-dimetil-4,5-
oktanediol. Ovi rezultati su u skladu s istraZivanjima Fernandes-Garcia i sur. (2004a) te Engles
i sur. (1997), gdje je zabiljezeno da 3-metil-1-butanol ima klju¢nu ulogu u aromi sireva
Castelano i Proosdij. Preostala dva alkohola nisu bila detektirana u tim istraZzivanjima. 2,7-
dimetil-4,5-oktanediol identificiran je u slova¢kom siru Bryndza, gdje je, prema Stefanikovd i
sur. (2020), opisan kao sekundarni metabolit BMK. U ovoj studiji etanol je identificiran kao
drugi najzastupljeniji alkohol. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjima Innocente i sur. (2013)
te Wolf i sur. (2010), koji su takoder utvrdili da je etanol bio najzastupljeniji spoj u uzorcima
sireva Montasio i Reggianito Argentino.

3-metil-1-butanol doprinosi vrlo slaboj zelenoj i vo¢noj aromi (Qian i Reineccius, 2002)
te moze pridonijeti sa alkoholnom i zrnatom aromom (Singh i sur., 2003). Etanol je povezan sa
slabom alkoholnom aromom (Qian i Reineccius, 2002). Prema dosadasnjim istrazivanjima, nije
identificirano kojoj aromi pridonosi 2,7-dimetil-4,5-oktanediol.
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Tablica 4.1.3. Koncentracije aldehida izrazenih u % tijekom zrenja Paskog sira

Aldehidi 0. dan 30. dan 60. dan 90. dan 1Ukupna vrijednost
Izovaleraldehid 0,19 0,21 0,07 0,02 0,48
2-heksenal 0,03 0,03 0,06 0,01 0,12
2-nonenal 0,00 0,00 0,04 0,00 0,04
2-oktenal 0,00 0,00 0,35 0,01 0,36
3-metil-butanal 2,38 2,70 0,22 0,08 5,37
Acetaldehid 0,07 0,07 0,06 0,02 0,22
Benzaldehid 0,08 0,08 0,13 0,03 0,31
Heptanal 0,27 0,26 0,79 0,00 1,32
Heksanal 0,32 0,30 0,74 0,00 1,36
Nonanal 0,16 0,15 0,21 0,06 0,58
Oktanal 0,04 0,04 0,11 0,02 0,22
Propanal 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02
Ukupni aldehidi 3,53 3,84 2,79 0,24 10,40

lUkupna vrijednost predstavlja zbroj koncentracija svakog pojedinaénog spoja tijekom zrenja
Paskog sira

Dvanaest aldehida identificiranih u uzorcima Paskog sira (tablica 4.1.3.) predstavlja
16,4% profila HAS te zajedno sa SMK dijeli trece mjesto po zastupljenosti u uzorcima Paskog
sira.

Najzastupljeniji aldehidi u Paskom siru su 3-metil-butanal, heksanal i heptanal. Ovi
rezultati su u skladu s istrazivanjem Hayaloglu i Karabulut (2013), koji su takoder identificirali
3-metil-butanal i heksanal u turskom siru Ezine. Prema Coda i sur. (2006), 3-metil-butanal i
heksanal su identificirani u viSe vrsta talijanskih sireva, ukljuéujuéi Pecorino del Tarantino,
Pecorino Leccese, Pecorino di Filiano, Pecorino del Reatino, Pecorino Sardo, Pecorino Umbro,
Pecorino Marchigiano i Pecorino Piemontese.

Prema Delgado i sur. (2010), 3-metil-butanal je detektiran na pocetku zrenja sira Torta
del Casar, ali nije bio prisutan 60. i 90. dana zrenja. Slicni rezultati dobiveni su u ovom
istrazivanju, gdje je 3-metil-butanal bio prisutan u malim koncentracijama 60. i 90. dana.
Prema Boltar i sur. (2014), najveée koncentracije heksanala i heptanala zabijezene su u Nanos
siru.

3-metil-butanal doprinosi kakaovoj ili sladnoj aromi (Mariaca i sur., 2001), dok se
takoder mozZe opisati kao biljna iliaroma zelene trave (Boltarisur., 2014). Heksanal je povezan
saromom zelene pokoSene trave (Mariacaisur., 2001; Singh i sur., 2003), a heptanal doprinosi
citrusnoj, zelenoj i dimljenoj aromi(Stefanikova i sur., 2020) ili sapunastoj aromi (Boltar i sur.,
2014).
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Tablica 4.1.4. Koncentracije ketona izrazenih u % tijekom zrenja Paskog sira

Ketoni 0. dan 30. dan 60. dan 90. dan 1Ukupna vrijednost
Acetol 0,02 0,02 0,00 0,01 0,06
3-metil-4-metilen- 2-heksanon 0,00 0,00 0,09 0,01 0,10
2,3-pentandion 0,16 0,15 0,26 0,02 0,60
2,5-oktadion 0,11 0,10 0,33 0,03 0,57
2-butanon 0,23 0,26 0,08 0,06 0,62
2-dodekanon 0,01 0,01 0,03 0,01 0,06
2-heptanon 4,34 4,18 1,01 3,92 13,45
2-heksanon 0,00 0,00 2,15 0,20 2,35
2-nonanon 1,87 1,80 1,01 1,94 6,61
2-oktanon 0,00 0,00 0,00 0,07 0,07
2-pentanon 12,04 5,53 2,25 2,17 21,99
2-undekanon 0,00 0,00 0,06 0,08 0,14
Acetoin 21,52 20,73 5,32 0,43 48,01
5-metil-2-heksanon 2,16 2,44 0,63 0,36 5,59
Ukupni ketoni 42,45 35,23 13,23 9,30 100,21

lUkupna vrijednost predstavlja zbroj koncentracija svakog pojedinaénog spoja tijekom zrenja
Paskog sira

Cetrnaest ketona identificiranih u uzorcima Paskog sira (tablica 4.1.4.) predstavlja
19,2% profila HAS te je druga najzastupljenija grupa spojeva u uzorcima Paskog sira. Ketoni
imaju niske pragove detekcije mirisa Sto pridonosi karakteristi¢noj aromi sira (McSweeney i
Fox, 2004; Delgado i sur., 2010).

Najzastupljeniji ketoni u Paskom siru su acetoin, 2-pentanon i 2-heptanon, sto je u
skladu s istraZzivanjem Del Olmo i sur. (2019), u kojem je najveca koncentracija 2-pentanona
zabiljeZzena u lberico siru inokuliranom dehidiranom morskom algom (Himanthalia elongata),
dok je najveca koncentracija 2-heptanona zabiljezena kod inokulacije s Porphyra umbilicalis.
Prema istrazivanju Delgado i sur. (2010), 2-heptanon bio je najzastupljeniji keton tijekom
zrenja sira Torta del Casar.

Koncentracija acetoina u uzorcima Paskog sira bila je visoka u ranim fazama zrenja (0.
i 30. dan), ali je postupno opadala tijekom zrenja. Takvi rezultati su u skladu s istrazivanjem
Delgado i sur. (2010), koji su zabiljeZeni za sir Torta del Casar. Prema Najera-Dominguez i sur.
(2014), u Chihuahua siru proizvedenog od pasteriziranog mlijeka, acetoin je bio glavna
aromatska komponenta.

Acetoin doprinosi aromi koja podsje¢a na maslac (Hatipoglu i sur., 2023) ili kiselo
mlijeko (Boltar i sur., 2014). 2-pentanon pridonosi vo¢noj aromi, aromi koja podsjeca na sir
(Mariaca i sur., 2001) i narancinu koru (Boltar i sur., 2014). 2-heptanon se opisuje kao aroma
sira s plemenitim plijesnima i pridonosi pikantnoj aromi (Mariaca i sur., 2001) ili kao aroma
laka (Boltar i sur., 2014).
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Tablica 4.1.5. Koncentracije SMK izrazenih u % tijekom zrenja Paskog sira

Kiseline 0. dan 30. dan 60. dan 90. dan 1Ukupna vrijednost
Izomaslacna kiselina 0,11 0,10 2,50 0,60 3,32
2-etil heksanska kiselina 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01
3-metil maslacna kiselina 1,00 0,96 4,93 1,44 8,32
Octena kiselina 11,35 16,00 24,05 6,19 57,60
Butanska kiselina 0,73 0,70 11,30 6,54 19,27
Heptanska kiselina 0,04 0,04 0,07 0,05 0,21
Heksanska kiselina 1,00 0,96 6,86 5,48 14,29
Dekanska kiselina 0,08 0,07 0,10 0,30 0,56
Nonanska kiselina 0,00 0,00 0,02 0,01 0,03
Oktanska kiselina 0,47 0,45 1,85 1,48 4,24
Pentanska kiselina 0,03 0,03 0,10 0,07 0,23
Propionska kiselina 0,04 0,04 0,21 0,09 0,38
Ukupne kiseline 14,84 19,35 52,01 22,26 108,46

lUkupna vrijednost predstavlja zbroj koncentracija svakog pojedinaénog spoja tijekom zrenja
Paskog sira

Dvanaest SMK identificiranih u uzorcima Paskog sira (tablica 4.1.5.) predstavljaju
16,4% profila HAS te zajedno s aldehidima dijele trece mjesto po zastupljenosti u uzorcima
Paskog sira.

Najzastupljenije SMK u Paskom siru su octena, butanska (masla¢na) i heksanska
kiselina, Sto je u skladu sa istrazivanjem Hayaloglu i Karabulut (2013), koji su utvrdili da je
butanska kiselina bila dominantna, uz prisutnost octene i heksanske kiseline u razli¢itim
vrstama turskih sireva. Studija koju su proveli Wolf i sur. (2010) pokazuje da na okus sireva
tipa Grana znacajno utjeCu SMK, posebno kratkolanc¢ane kiseline. Octena, maslacna i
heksanska kiselina identificirane su kao dominantni spojevi u siru Parmigiano-Reggiano (Qian
i Reineccius, 2002), Cheddar sirevima, te sirevima s plemenitim plijesnima (Frank i sur., 2004).

Octena kiselina povezana je s ostrom, ocatnom i kiselom aromom (McSweeney i Sousa,
2000; Qian i Reineccius, 2002), dok maslacna kiselina se opisuje kao jaka aroma po siru koju
odlikuju oStri, uZegli mirisni tonovi (Boltar i sur., 2014). Istrazivanja Qian i sur. (2002),
Stefanikova i sur. (2020) i Boltar i sur. (2014) zabiljeZila su da heksanska kiselina doprinosi jakoj
aromi po siru te kozjoj aromi sa trulim i uZzeglim mirisnim tonovima.
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Tablica 4.1.6. Koncentracije terpena izrazenih u % tijekom zrenja Paskog sira

Terpeni 0. dan 30. dan 60. dan 90. dan 1Ukupna vrijednost
B-citronelol 0,34 0,33 1,54 0,83 3,03
1R-a-pinen 1,25 1,21 0,57 0,11 3,14
B-kariofilen 0,10 0,09 0,06 0,03 0,28
D-limonen 9,52 9,17 0,19 0,05 18,93
Linalol 0,03 0,03 0,02 0,01 0,08
Ukupni terpeni 11,24 10,83 2,38 1,02 25,47

lUkupna vrijednost predstavlja zbroj koncentracija svakog pojedina¢nog spoja tijekom zrenja
Paskog sira

Pet terpena identificiranih u uzorcima Paskog sira (tablica 4.1.6.) predstavlja 6,9%
profila HAS te se po zastupljenosti nalazi na zadnjem mjestu u uzorcima Paskog sira.

Najzastupljeniji terpeni u Paskom siru su D-limonen, 1R-a-pinen i B-citronelol. Ovi
rezultati su u skladu s istraZivanjem Di Cagno i sur. (2003), koji su zabiljeZili prisutnost limonena
u talijanskim sirevima poput Canestrato Pugliese, Fiore Sardo i Pecorino Romano,
proizvedenim od sirovog ovc¢jeg mlijeka, dok su Barron i sur. (2005) otkrili prisutnost limonena
u Manchego siru. Prema Del Olmo i sur. (2019), 1R-a-pinen je bio glavni terpen u Iberico
sirevima inokuliranim morskim algama poput Himanthalia elongata, Porphyra umbilicalis,
Laminaria ochroleuca, Ulva lactuca i Undaria pinnatifida. B-citronelol koji je identificiran u
uzorcima Paskog sira, nije dokumentiran u prethodnim studijama.

D-limonen doprinosi citrusnoj aromi te aromi koja podsje¢a na metvicu i narancu
(Stefanikova i sur., 2020; Boltar i sur., 2014), 1R-a-pinen doprinosi aromi borovih iglica (Boltar
i sur., 2014; Singh i sur., 2003), a B-citronelol karakterizira aroma ruze (Carpino i sur., 2004).

18



4.2. Prosjecne srednje vrijednosti koncentracija organskih spojeva tijekom
zrenja Paskog sira

Tablica 4.2.1. Prosjecne srednje vrijednosti koncentracija organskih spojeva tijekom zrenja
Paskog sira (n=12) izrazene u %

Dani zrenja Esteri Alkoholi Aldehidi Ketoni SMK Terpeni
0. 1,4741,02  17,1349,33  3,53+1,96  42,45+15,90 14,83+12,82  11,2445,26
30. 1,53+1,09 16,8749,25  3,85%+2,16  35,23113,76 19,3548,80 10,83+5,07
60. 2,41+0,68  15,60+7,27  2,78+1,89 13,2316,34 52,01+8,69 2,39+1,06
90. 1,0240,52 5,25+3,39 0,24+0,09 9,29+4,82 22,2645,85 1,0240,37

Rezultati izraZavaju srednju vrijednost sa standardnom devijacijom (£SD) od 12 uzoraka
sireva u razlic¢itim fazama zrenja

Esteri su prisutni u visokim koncentracijama na pocetku zrenja, ¢ineci 2,41% ukupnih
HAS detektiranih 60. dana. Do kraja zrenja njihova koncentracija pada na 1,02% (tablica
4.2.1.). Ovaj pad moze biti rezultat smanjene aktivnosti esteraza te esterifikacije, koja moze
biti povezana s prisutnoSc¢u bakterije Streptococcus thermophilus i aktivnoséu kratkolancanih
masnih kiselina, Sto zajedno moze doprinijeti smanjenju razine estera (Liu i sur., 2003).

Na pocetku zrenja, alkoholi su bili prisutni u visokoj koncentraciji, ¢ine¢i 16,87%
ukupnih HAS detektiranih 30. dana. Medutim, njihova koncentracija se smanjila na 5,25% na
kraju zrenja (tablica 4.2.1.). Ovi rezultati odstupaju od prethodnih istraZivanja zabiljeZzenih u
Spanjolskim sirevima od sirovog ov¢jeg mlijeka, u kojima su alkoholi predstavljali dominantnu
kemijsku grupu u sirevima Castellano i Zamorano (Ferndndez-Garcia i sur., 2004a; Fernandez-
Garcia i sur., 2004b)

Tijekom pocetne faze zrenja, koncentracija aldehida bila je u porastu, dosegnuvsi
3,85% na 30. dan zrenja (tablica 4.2.1.). Medutim, ovaj trend opada prema kraju zrenja, kada
koncentracija aldehida iznosi samo 0,24%. Ovaj promatrani trend moZe se objasniti
istrazivanjem Delgado i sur. (2011), koji navode da su aldehidi prijelazni spojevi u siru jer se
brzo reduciraju u primarne alkohole ili oksidiraju u odgovarajuce kiseline.

Na pocetku zrenja, koncentracija ketona iznosi 42,45%. lako se u pocetku biljeZi rastudi
trend, taj trend opada prema kraju zrenja, dosegnuvsi konacno 9,29% (tablica 4.2.1.). Ovo
odstupanje moZe se objasniti istraZzivanjem Delgado i sur. (2011), koji isticu da metil ketoni
sluze kao prekursori nekih sekundarnih alkohola.

Slobodne masne kiseline prisutne su u povisenim koncentracijama tijekom cijelog
procesa zrenja i zadrzavaju se na tim razinama do 60. dana, kada koncentracija dostize 52,01%.
Na kraju zrenja njihov udio opada na 22,26% (tablica 4.2.1.). Ovi rezultati uskladeni su s
istrazivanjem Molimarda i Spinnlera (1996), gdje je zabiljezeno da lipoliza igra klju¢nu ulogu u
stvaranju karboksilnih kiselina s visSe od cetiri atoma ugljika. Osim toga, oksidacija ketona,
estera i aldehida moze rezultirati stvaranjem kratkih lancanih kiselina.

Koncentracija terpena na pocetku zrenja, 0. dan, iznosi 11,24% i ostaje konstantna do
30. dana zrenja. Medutim, na kraju zrenja, koncentracija terpena opada na 1,02% (Tablica
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4.2.1.). S obzirom na to da se proizvodnja Paskog sira odvijala tijekom zimskih mjeseci,
smanjenje koncentracije terpena moze se pripisati smanjenom sadrzaju terpena u hrani koju
su Zivotinje konzumirale zimi. Ova opazZanja su u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su
pokazala smanjenje razina terpena u dehidriranim biljkama-sijeno, silaza (Tompa, 2005).
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5. Zakljucak

Istrazivanje je pokazalo da se tijekom zrenja Paskog sira odvijaju sloZeni biokemijski procesi
koji utje€u na formiranje njegovog aromatskog profila i to 20 alkohola, 14 ketona, 12 aldehida,
12 kiselina, 10 estera te 5 terpena.

Pritom najzastupljeniji esteri, etil acetat, etil heksanoat i etil laktat daju siru voénu aromu,
aldehidi doprinose citrusnim, zelenim i aromama kakaa dok ketoni pridonose karakteristi¢noj
aromi sira.

Slobodne masne kiseline daju oStru i kiselkastu aromu, a terpeni citrusnu aromu s mirisnim
notama mente i narance.

Utvrdene su razlike izmedu srednjih vrijednosti koncentracija spojeva.

Esteri i ketoni, zbog svojih niskih pragova detekcije mirisa, doprinijeli su aromi Paskog sira.
Dobiveni rezultati mogu posluziti kao temelj za daljnja istrazivanja usmjerena na poboljsanje
kvalitete Paskog sira.
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