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1.UvVOD

Proizvodnja svakog sira zapocinje od mlijeka, koje mora biti kemijski definirano i
mikrobioloski ispravno. U takvo mlijeko dodaje se sirilo (enzimi) za poboljSanje provedbe
reakcije, kalcijev klorid za optimiziranje ionske jakosti te bakterije mlije¢ne kiseline (BMK)
koje su odgovorne za proces fermentacije. Za fermentaciju je vrlo bitno podesiti temperaturu i
pH mlijeka kako bi ono bilo optimalno za rast mikrobnih kultura. Sama tehnologija
proizvodnje sira ukljucuje proces fermentacije pomocu bakterija mlije¢ne kiseline pri cemu
laktozu iz mlijeka prevode u mlije¢nu kiselinu te se kazein odvaja od sirutke. Fermentacijom
mlijeka nastaje tzv. grus koji je prvi proizvod u tehnologiji proizvodnje sireva kojega se dalje
prevodi u sir. Ovisno o vrsti sira koji se zeli proizvesti, slijede odgovaraju¢i koraci u

proizvodnji (Tratnik i Bozani¢, 2012).

lako je tradicionalni svjezi sir proizvod spontane fermentacije mlijeka bakterijama mlijecne
kiseline, uvodenje starter kultura rezultira mogu¢no$c¢u kontroliranja procesa proizvodnje sira
i dobivanju proizvoda ujednacene kvalitete. Kod tradicionalno proizvedenih sireva
fermentacija se odvija spontano i uvjeti nisu strogo kontrolirani te tradicionalno proizvedeni
sirevi zahvaljujuci procesu spontane fermentacije ¢esto imaju bogatiji okus i aromu. Primjena
izoliranih autohtonih sojeva bakterija mlijecne kiseline, kao definiranih starter kultura bi u
kontroliranim uvjetima proizvodnje doprinijela dobivanju proizvoda ujednacene kvalitete uz
ocuvanje autohtone arome i teksture. Mikrobne kulture u proizvodnji sira imaju viSestruku
ulogu, a njihova aktivnost moze biti proizvodnja kiseline, tvorba tvari arome i plina,
djelomic¢na hidroliza i proteoliza, itd. Nastanak zeljenih svojstava za pojedinu vrstu sira ovisi
0 odabiru mikrobne kulture za njegovu proizvodnju, ali aktivnost same kulture
mikroorganizama ovisi 0 procesnim uvjetima te o provedbi pojedinih postupaka tijekom

proizvodnje ili zrenja sira (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Bakterije mlije¢ne kiseline su gram — pozitivne, nesporogene bakterije koje obuhvacaju vise
bakterijskih rodova od kojih su, za prehrambenu industriju, najznacajniji: Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Lactobacillus. Prirodno su prisutne na supstratima
bogatih hranjivim tvarima kao Sto su meso, mlijeko i povrée te u humanom
gastrointestinalnom sustavu. Posljednjih se tridesetak godina velika pozornost posvecuje

BMK koje doprinose poboljsanju zdravlja ljudi i Zivotinja, a znanstveno su definirane kao



probiotici. To su zivi mikroorganizmi koji imaju korisne u¢inke na zdravlje domacina kada se
konzumiraju u odgovaraju¢im koncentracijama. Starter kulture su pripravci proizvedeni od
Zivih organizama koji sadrze odgovarajuci broj stanica najmanje jednog mikroorganizma te se
dodaju sirovini u cilju fermentacije hrane. Funkcionalne starter kulture su definirane kao
starter kulture koje posjeduju najmanje jedno funkcionalno svojstvo u svrhu poboljSanja
kvalitete konacnog proizvoda (Lebo$ Pavunc, 2012).

U ovom radu su koriSteni sojevi Lactobacillus brevis ZG1, Lactobacillus plantarum ZG1C,
Lactococcus lactis ZG7-10 i Lactobacillus fermentum D12 za proizvodnju suSenog svjezeg
sira. To su sojevi bakterija mlijeCne kiseline izolirani iz tradicionalno proizvedenih sireva, te
su prethodno identificirani i okarakterizirani kao funkcionalne probioticke ili Starter kulture u
Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzim, probiotika i starter kultura Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Uz to je proizveden i sir s komercijalnom
starter kulturom, DSM CT-203, te su ta dva sira usporedena prema fizikalno-kemijskim i
senzorickim svojstvima, a provedeno je i ispitivanje mikrobioloske kakvoce sireva te

geneticka analiza.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROIZVODNJA SUSENOG SVJEZEG SIRA

Proizvodnja sira jedan je od najstarijih postupaka koji su ljudi uveli u konzerviranje lako
pokvarljive hrane kao Sto je mlijeko, koje se spontano kiseli i grusa. U proizvodnji sira moze
se upotrijebiti bilo koja vrsta mlijeka i iako se najcesS¢e koristi kravlje (zbog dostupnosti), u
mnogim krajevima se koristi i mlijeko drugih Zivotinja. U Hrvatskoj se ov¢je mlijeko najcesce
upotrebljava u proizvodnji tradicionalnih sireva na otocima, od kojih je najpoznatiji Paski sir
koji se moze proizvesti samo od ov¢jeg mlijeka paske ovce. Kozje mlijeko se uglavnom
koristi za neke vrste sireva koji se proizvode u Italiji, Gr¢koj i Francuskoj, dok se bivolje
mlijeko obi¢no koristi u Indiji 1 Egiptu gdje se ¢ak koristi 1 devino mlijeko. U proizvodnji sira
najvaznija je koliCina proteina u mlijeku kako bi ono moglo koagulirati i dobro izdvojiti
sirutku, a posebno treba ocuvati prirodna svojstva kazeina §to osigurava bolju kvalitetu sira i
veéi prinos. Takoder, vrlo je bitna i metabolic¢ka aktivnost dodanih bakterija mlije¢ne kiseline
tijekom zrenja sira, a upravo one su zasluzne za prevodenje laktoze u mlije¢nu mast,
razgradnju mlije¢ne masti te proteolizu kazeina. Bakterije ne mogu troSiti kazein kao izvor
energije, te ga najprije trebaju razgraditi na manje proteinske lance i aminokiseline. U slucaju
produzene fermentacije (nepozeljno), svojstva mogu biti znatno oStecena prisutnos$éu veceg
broja proteolitickih bakterija te se to moZze odraziti na otezano sirenje mlijeka, njegovu
gorcinu, loSu teksturu i vece gubitke grusa (manji prinos) te loSu kvalitetu sira. Proteoliticke
bakterije i njihovi enzimi otporni su na toplinsku obradu mlijeka u sirarstvu pa mogu
prezivjeti pasterizaciju i uzrokovati naknadne Stete tijekom zrenja sira zbog pojacanje
proteolize i1 pojave gor€ine (gorki peptidi). Bitno je i osigurati dostatnu koli¢inu topljivog
kalcija potrebnog za sirenje mlijeka djelovanjem enzima (dodatkom CacCly), te u proizvodnji
masnijih sireva koli¢inu mlije¢ne masti u mlijeku. Samo higijenski ispravno dobiveno mlijeko
koristi se za proizvodnju sira te se ne smije primijeniti visoka toplinska obrada koja bi
smanjila sposobnost sirenja mlijeka. Ako se mlijeko ne moze odmah preraditi u sir, bitno je
zadrzati njegova svojstva koja mogu biti promijenjena tijekom cCuvanja mlijeka zbog
kontaminacije mikroorganizmima. Nakon duljeg hladnog skladiStenja mlijeka, oslabi svojstvo
sirenja jer dolazi do razgradnje kazeina i smanjenja topljivosti kalcija u mlijeku. Posebno je

pri hladnom ¢uvanju za mlijeko Stetna prisutnost psihrotrofnih bakterija Pseudomonas spp.



koje se lako prilagodavaju nizim temperaturama i pomocu proteolitickih enzima razgraduju
proteine, a pomocu lipaza mast u mlijeku. Najvecu Stetu u sirarstvu mogu prouzroditi
sporogene proteoliticke bakterije Clostridium spp., a posebno termostabilna Clostridium
tyrobutiricum koje u kasnijoj fazi zrenja uzrokuju kasno nadimanje sira jer proizvode vecu
koli¢inu plina i masla¢ne kiseline $to utjeCe na pojavu neugodnog okus i mirisa sira te
gor¢inu. Takoder je nepozeljna kontaminiranost mlijeka veéim brojem koliformnih bakterija
koje uzrokuju pojavu plina i rupicast, rastresit gru§ kod meksih sireva, a kod polutvrdih i
tvrdih rano nadimanje sira uz neugodan okus i miris. Dakle, mlijeko za proizvodnju sira mora
biti higijenski ispravno dobiveno i $to prije preradeno u sir te se prije proizvodnje sira mora
provesti kontrola kvalitete mlijeka koja treba obuhvatiti odredivanje kiselosti, kontrolu
mastitisa, kontrolu sirivosti mlijeka te ocjenu kvalitete grusa, kontrolu prisutnosti antibiotika
ili bakteriofaga, odredivanje udjela mlije¢ne masti, proteina i topljivosti kalcija. Obavezna je i
kontrola prisutnosti koliformnih bakterija, klostridija i bakterije Listeria monocytogenes te

odredivanje ukupnog broja mikroorganizama (Tratnik i Bozani¢, 2012).

2.1.1. Tehnologija proizvodnje sireva

Sir se dobiva gruSanjem i odvajanjem ¢vrste tvari iz mlijeka od sirutke (tekuéi dio).
Sto se vise sirutke odvoji to se dobije tvrdi sir. SvjeZi sir se proizvodi tehnologijom koja ne
ukljucuje zrenje sira (kao Sto je to slucaj kod tvrdih sireva). Svjezi sir je proizvod dobiven
zgruSavanjem pasteriziranog mlijeka s mezofilnom kulturom bakterija mlijecne kiseline i
kimozinom. U okolici Zagreba tradicionalno se proizvodi svjezi sir, koji je karakteristicnog,
srednje kiselog osvjezavajuceg okusa, bijele boje i konzistencije koja se “lista”. Sir se
konzumira svjez, nakon zavrSenog cijedenja grusa (Lebos Pavunc, 2012; Radosevi¢ i sur.,
2007). Sama tehnologija proizvodnje sira ukljucuje proces fermentacije pri ¢emu laktoza
prelazi u mlije¢nu kiselinu te se kazein odvaja od sirutke. Za ubrzanje i poboljSavanje procesa
sirenja, mlijeku se dodaje sirilo koje u sebi sadrzi mnoge enzime od kojih je za postupak
sirenja najznacajniji renin tj. kimozin. Kimozinski pripravak (renin ili sirilo) ekstrakt je
probavnih enzima zivotinjskog podrijetla, a sastoji se od kimozina i pepsina. U proizvodnji
svjezeg sira obi¢no se pri vrenju mlijeka dodaje i mala koli¢ina enzimskih pripravaka te
simultanim djelovanjem mlijecne kiseline 1 proteolitickih enzima dolazi do oblikovanja
¢vrs¢eg grusa sira. Na gruSanje mlijeka najvise utjecu pH (optimalan je u rasponu 5,5-5,0),

temperatura (optimalna za djelovanje kimozinskog pripravka je u rasponu 38-42°C), ionska
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jakost (udjel Ca?* iona koji se postize dodatkom CaClz, u mlijeko) i koncentracija dodanog
enzima. Osim toga, u proizvodnji bilo koje vrste sira uvijek se primjenjuju kulture bakterija
mlijecne kiseline koje se mogu kombinirati medusobno ili s kulturom drugih vrsta bakterija.
Nastanak Zeljenih svojstava za pojedinu vrstu sira ovisi 0 odabiru mikrobne kulture za

njegovu proizvodnju (Tratnik i Bozani¢, 2012).

U pocetku proizvodnje sireva naglasak je bio na umjetnosti (umijeéu) proizvodnje, ali
prihvacanje znanosti i tehnologije bilo je nuzno za napredak u proizvodnji sira vise kvalitete.
Tradicionalna proizvodnja sira nije mogla pratiti potraznju za sirom, a razvoj tvornickog
sustava bio je nuzan. Tri glavne inovacije koje su promijenile, do tada upitnu kvalitetu sira
bile su: hladenje, komercijalne starter kulture i pasterizirano mlijeko. Iako je proces hladenja
vazan, za poboljSanje same proizvodnje sira nuzno je bilo koristenje pasteriziranog mlijeka i
provjerenih starter kultura za fermentaciju. Temeljna istraZzivanja genetike starter kultura
uvelike su povecale pouzdanost fermentacije, Sto je omogucilo automatizaciju. Zahtjevi za
funkcionalno$¢u, primjenom u pekarstvu, obradivoscu te sve ve¢im naglaskom na nutritivne
aspekte (niska masnoca i niska razina natrija) rezultirali su novim valom istraZivanja
kemijskih, mikrobioloskih i enzimskih promjena koje nastaju tijekom proizvodnje i zrenja
sira. Kako se povecavala proizvodnja mlijeka, tako su i tvornice sira trebale postati
ucinkovitije (Johnson, 2017). U toploj klimi u kojoj se prvi put prakticirala proizvodnja
sireva, sirevi bi obi¢no imali nisku pH vrijednost kao rezultat aktivnosti bakterija mlijecne
kiseline te koliformnih bakterija u sirovom mlijeku. U hladnijim podnebljima se dodavala
topla voda kako bi potaknula proizvodnju kiseline (prototip sireva tipa Gouda) ili se odvajala
sirutka, a sir grupirao na hrpu (kako bi se sprije¢ilo smanjivanje temperature) te se za tako
dobiven sir poceo koristiti naziv ,,cheddar” sir. Buduc¢i da se prvi puta ta metoda koristila u
engleskom selu Cheddar, po njemu sir dobiva ime, a metoda se ubrzo pocinje i dalje koristiti

(Ong i sur., 2017).

2.1.2. Razvoj tehnologije kroz povijest

Prvi zapisi o proizvodnji sira i kemiji sira u procesu proizvodnje potjecu iz ¢asopisa Journal
of Diary Science iz 1917. godine. Veéina pocetnih radova o proizvodnji sira u ¢asopisu bila je
usmjerena na poboljSanje kvalitete sira. Pasterizirano mlijeko za proizvodnju sira promoviralo
se kao svojevrsno rjeSenje najveceg nedostatka u proizvodnji sira, a to je pojava plinova u siru

uzrokovana koliformnim bakterijama. Do tada se za proizvodnju sira koristilo svjeze mlijeko,
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a pasterizacija, kao relativno novi proces, naiSla je na otpor zbog troskova implementacije,
dostupnosti opreme te zbog uocCenog smanjenja u razvoju arome sira. S druge strane,
pasterizacija ubija veéinu bakterija sposobnih za fermentaciju laktoze i stoga zahtijeva
upotrebu dodatne starter kulture za pravilnu fermentaciju. Zbog pasterizacije su postroZzile i
kontrole zakiseljavanja tijekom proizvodnje sira Sto je doprinijelo boljoj kontroli procesa nad
kvalitetom sira. Dalje se istrazivao kemijski sastav mlijeka koji je bitan za funkcionalnost sira
| fermentaciju starter kulturama.

Mlijeko se u pocecima hladilo stavljanjem konzerviranog mlijeka u hladnu izvorsku vodu, $to
nije bilo optimalno brzo hladenje mlijeka te je Cesto rezultiralo vrlo visokim brojem bakterija.
Ponekad se i dodavao led kako bi se brze hladilo (Johnson, 2017). Kasnije je utvrdena
korelacija izmedu brzog povecanja uzeglosti mlijeka i stvaranja nepozeljnih aroma u siru sa
snaznijim mijeSanjem mlijeka i toplinom mlijeka. Preporucalo se, dakle, hladenje mlijeka bez
ili uz vrlo malo mijesanje. Sukladno tome, osmisljeni su novi na¢ini hladenja mlijeka te je
doSlo do promjena propisa i pravila o rukovanju s mlijekom. Uzeglost sira je nakon toga
postala vrlo rijetka te se gotovo uvijek pripisivala prekomjernom mijeSanju s mlijekom
prikupljenog od Zivotinja s mastitisom! (Johnson, 2017). Dvije velike promjene u propisima
rezultirale su, prvo, promjenama u skladistenju mlijeka. Mlijeko se sad viSe nije hladilo u
hladnoj vodi nego u hladnjacima od nehrdajuceg celika koji mogu brzo ohladiti mlijeko i
drzati ga hladnim do transporta. Drugi propis je postavio ograni¢enja za maksimalni broj
bakterija u sirovom mlijeku za proizvodnju sira koji se smanjio s 1x10° CFU/ml na 3x10°
CFU/ml. S razvojem boljih sanitarnih i rashladnih postupaka od samog procesa muznje preko
isporuke mlijeka pa do proizvodnje sira, brojke koje danas postizu mnogi proizvodaci Su
ispod 2x10* CFU/ml sirovog mlijeka. Proizvodadi sira imali su malu kontrolu nad na¢inom
muznje i rukovanjem na farmi pa nisu mogli lako ispitati kvalitetu sirovog mlijeka sve dok se
nije uvela metoda mikroskopskog brojanja bakterija u mlijeku koja je omoguéila rutinsko
odredivanje mikrobioloSke kvalitete mlijeka kod pojedinac¢nih proizvodaca. Sir se ne
proizvodi u sterilnom okruzenju, a potrebno je pravilno ¢is¢enje objekta za proizvodnju sira
kako bi se sprijeile kontaminacije. Rast i preZivljavanje patogena u siru kao posljedica
oneciscenja tijekom proizvodnje, zrenja ili pakiranja ovisi i 0 aktivnosti vode, kompetitivnosti

s drugim bakterijama i pH sira (Johnson, 2017).

! Upala mlije¢ne Zlijezde prouzrogena djelovanjem mikroorganizama.



2.1.3. Problemi u proizvodnji i kako ih razrijesiti

Jedna od prednosti pasterizacije mlijeka je ta $to sva proizvedena kiselina potje¢e od dodane
starter kulture. Na taj nadin se moze kontrolirati brzina zakiseljavanja Sto rezultira
konzistentnijom kvalitetom sira te se proizvodnja sira moze provoditi u odredenom
vremenskom rasporedu. Problem koji je uocen pri uvodenju pasterizacije u proizvodnju je
nastanak biofilmova na zidovima regenerativnih grijata radi dugotrajnog koristenja
pasterizatora i neuspjesnog pokusaja ¢is¢enja i dezinfekcije opreme. Biofilmovi nastaju kad se
bakterije veZzu na povrSine opreme na kojoj se stvara biomasa, a bakterije proizvode
egzopolisaharide. Biofilmovi su vrlo zabrinjavaju¢a pojava u tvornicama sireva i drugim
postrojenjima za preradu mlije¢nih proizvoda. Biofilmovi su glavni izvor postpasterizacijskog
onecis¢enja mlijeka od strane bakterija (Somers i sur., 2001; Wong, 1998). Bakterije iz takvih
biofilmova ulaze u mlijeko i tako ga kontaminiraju te njihov broj u pasteriziranom mlijeku
moZze biti toliki da koli¢ina kiseline koju proizvede kontaminant preraste onu koju proizvede
starter kultura te se time sprjecava stroga kontrola brzine i Koli¢ine zakiseljavanja potrebnih
za pravilnu proizvodnju sira. Biofilmovi se takoder mogu razvijati i na poljoprivrednoj
opremi te su izvor bakterijske kontaminacije sirovog mlijeka ¢ak i patogenim bakterijama
(Lee i sur., 2014; Latorre i sur., 2010). Kao rjeSenje problema stvaranja biofilmova se nudi
upotreba enzima kao dio procesa ¢iS¢enja. Jos jedno rjeSenje ukljuCuje premazivanje opreme
materijalom koji sprecava vezanje bakterija te samim time i stvaranje biofilmova (Jindal i
sur., 2016). Dodatan problem predstavljaju i antibiotici koji se mogu naéi u sirovom mlijeku
zbog lije¢enje mastitisa. Njihova prekomjerna upotreba, naime, moze dovesti do puno veceg
problema nego li je sam mastitis zbog pojave rezistencije na antibiotike te ¢injenica da, ako
antibiotik ude u mlijeko, moze sprijeciti fermentaciju laktoze od strane bakterija starter
kulture (McEwen i sur., 1991). Takoder, u svrhu poboljsanja kvalitete sira promovirano je
mlijeko za proizvodnju sira na kojemu je provedeno uklanjanje stranih tvari (sediment, kosa,
prljavstina 1 dr.). Test sedimenta za sirovo mlijeko, koji je mjerio koli¢inu stranih tvari u
mlijeku, utvrden je kao indeks kvalitete muznje. Rezultati testa sedimenta takoder su koriSteni
kao pokazatelj bakterioloske kvalitete mlijeka. Slicno mehanickom uklanjanju stranih tvari iz
mlijeka, Svicarski proizvodaci sira uveli su sustave za uklanjanje bakterija. Prvi put su
koriSteni u Europi prije nekoliko desetlje¢a, a oni uklju¢uju procese centrifugiranja i
mikrofiltracije za uklanjanje bakterijskih spora, ukljucujuc¢i spore bakterija iz rodova
Clostridia i Bacillus koje uzrokuju plinovite, prorezane sireve i proizvode neugodne arome
(Johnson, 2017).



Uvodenje starter kultura dovodi do novih prepreka u proizvodnji sira. U samim pocecima,
starter kulture su se dobivale prirodnom fermentacijom kvalitetnog mlijeka. Kasnije su
proizvedene Ciste starter kulture koje su proizvodaci sireva mogli kupiti te ih sami uzgajati do
potrebnih koli¢ina. No, ¢esto takve kulture nisu dobro funkcionirale zbog toga §to su gubile
sposobnost proizvodnje dovoljne koli¢ine kiseline Sto je vjerojatno uzrokovano infekcijom
bakteriofagima. Glavni iskorak u proizvodnji odgovaraju¢e mlije¢ne kiseline djelovanjem
starter kultura bilo je otkri¢e da su sposobnosti bakterija da fermentiraju laktozu te njihova
proteoliticka aktivnost (potrebna za brz rast nuzan za pouzdanu fermentaciju) kodirane
pomocu plazmidne DNA (Romero i Klaenhammer, 1993). To je vodilo do razvoja sojeva
rezistentnih na bakteriofagne infekcije i koji su mogli dosljedno zakiseljavati medij Sto je do
danas bitna komponenta tehnologije proizvodnje sira (Cogan i sur., 2007). Aktivnost startera
takoder ovisi i 0 uvjetima pod kojima je kultura uzgojena te je puno vise paznje usmjereno na
medije za uzgoj; samo mlijeko kao prirodni medij je zamijenjeno ,,umjetnim*“ medijem za
startere. Danas su u uporabi visoko koncentrirane starter kulture koji se prodaju u zamrznutim
peletima ili kao liofilizirani pripravci koji se dodaju izravno u mlijeko za sir bez potrebe za
prethodnim uzgojem kultura u tvornici. Za povecanje proizvodnje sira bio je potreban i razvoj
stabilnije i povecane ponude renina/kimozina (glavnog enzima sirila). Gotovo sav renin je
jedno vrijeme bio ekstrahiran iz tele¢ih zeludaca ili izoliran iz nekih plijesni. Taj izazov je
razrijeSen uz pomo¢ genetickog inzenjerstva — geni iz teladi, odgovorni za dobivanje
kimozina, ubaceni su u plijesni koje kao takve (geneticki modificirane) mogu sintetizirati

kimozin te je tako dobiven kimozin odobren i u halal i kosher prehrani (Johnson, 2017).

2.2.4. Koraci u proizvodnji sira i mikrobne kulture koje se koriste

Sirevi su svjezi proizvodi ili proizvodi s razliCitim stupnjem zrelosti koji se proizvode
odvajanjem sirutke nakon koagulacije mlijeka. Proizvodnja obuhvaca sirenje ili gruSanje
mlijeka, suSenje gruSa i oblikovanje sirnog zrna. Sama bit proizvodnje sira je provedba
koagulacije proteina tj. sirenje ili gruSanje mlijeka te oblikovanje koaguluma ili sirnog grusa
uz izdvajanje odredene koli¢ine sirutke. Nakon $to mlijeko prode fazu sirenja i susenja grusa,
nastaje sirutka kao nusproizvod s jedne strane, te svjezi grus sira (kiseli ili slatki) s druge
strane. 1z svjezeg gruSa sira se moze dobiti svjezi sir ili se pusta na daljnju obradi kojom se
dobije jo$ sirutke te nezreli sir. Takav sir prolazi kroz fazu zrenja te kao konaéni proizvod,

zreli sir.



Koagulacija kazeina (proteina) moze se odviti na dva osnovna nacina; prvi nacin ostvaruje se
djelovanjem kiseline nastale vrenjem mlijeka pod utjecajem kulture BMK (ili dodatkom neke
organske kiseline) pa nastaje kiseli grus (u proizvodnji svjezih sireva). Drugi nacin ukljucuje
djelovanje proteoliti¢kih enzima, bilo iz pripravaka Zivotinjskog ili mikrobnog podrijetla uz
pomo¢ kalcijevih iona pa nastaje slatki gru§ (u proizvodnji ostalih sireva). Pri sirenju mlijeka
djelovanjem kiselina u industriji se uglavhom dodaje i malo enzimskih pripravaka kako bi se
poboljSala struktura nastalog kiselog grusa te postigla bolja sposobnost otpustanja sirutke. Pri
sirenju mlijeka djelovanjem enzima prethodno se provodi djelomi¢no zakiseljavanje mlijeka.
Bez obzira na nacin koagulacije proteina, sirenje se provodi pri temperaturi od oko 30°C zbog
optimalnog djelovanja ili BMK ili enzimskih pripravaka. Dakle, sirenje se naj¢es¢e provodi

zajednickim djelovanjem kiseline, enzima i topline.

Bez obzira na vrstu proteina (kazein ili proteini sirutke) ili nacin koagulacije, osnovni

mehanizmi sirenja su:

o destabilizacija proteina — poremecaj prirode strukture, razgradnja

e zblizavanje razgradenih proteina — gubitak stabilnosti

e povezivanje promijenjenih proteina — daljnja izmjena strukture

e oblikovanje mreze gel proteina — polucvrsti sustav, koagulum ili gru$ (Tratnik i
Bozani¢, 2012)

Navedene se faze obi¢no definiraju kao: denaturacija, asocijacija, agregacija i koagulacija
proteina. Kvaliteta oblikovanog koaguluma ili grusa moze varirati zbog razlika u fazi
grusanja, sastava i svojstava sirovine, prethodne obrade sirovine, temperature, vrste koristene

mikrobne kulture ili sirila, a posebno i udjela te stanja proteina.

Nakon sirenja, gru$ sira podlijeze kiselinskoj ili toplinskoj sinerezi kojom se postize
ucvrscenje grusa izlucivanjem sirutke kako bi koagulum ili sirni grus bio sposoban za daljnju
obradu. Pojam sinereza znaci otpustanje sirutke iz Cestica gruSa koja obuhvaca preuredenje
proteinske mreze u nastalom grusu i oblikovanje ¢vrs¢e kompaktnije strukture (stezanjem
mreze) uz otpustanje sirutke. Veca kiselost ili veéa temperatura pridonosi stezanju proteinske
mreze. Rezanjem, mijeSanjem, oblikovanjem i tlaCenjem grusa postize se mehanicko
odvajanje sirutke i1 daljnje suSenje zrna do Zeljenog udjela vode u siru. U svakom slucaju,
tijekom procesa dehidracije grusa, proteini i mast mlijeka koncentriraju se 6-12 puta, ovisno o

vrsti sira koji se proizvodi.



Obrada kiselog grusa, dobivenog sirenjem obranog mlijeka djelovanjem Kkiseline kao u
proizvodnji tradicionalnog svjezZeg sira, vrlo je jednostavna i traje krace nego prethodno
vrenje mlijeka. Nastali se kiseli gru§ moze klasi¢no ocijediti od sirutke djelovanjem vlastite
mase kroz sirnu maramu ili cjedilo, uz moguée prethodno rezanje grusa te tlacenje ili
stiskanje krpe, ovisno Zeli li se proizvesti sir s manje ili vise vode. Tako dobiveni svjezi sir
moze se odmah konzumirati, a mogu se dodati i sol i vrhnje, prema zelji potroSaca. Jae
ocijedeni svjezi sir moze se oblikovati u stozac i suSiti na zraku pa i blago prodimiti, Sto mu

bitno produljuje vijek trajanja.
Sireve je moguce razvrstati prema odredenim skupnim svojstvima:

e prema vrsti proteina (kazeinski ili albuminski mjeSoviti)

e prema vrsti mlijeka (kravlji, ov¢ji, kozji, bivolji i/ili njihove mjeSavine)

e prema nacinu gruSenja (kiseli, slatki i mjeSoviti)

e prema udjelu masti u suhoj tvari (od posnog do ekstra masnog)

e prema udjelu vode u bezmasnoj tvari sira (svjezi, mokri, polutvrdi, tvrdi, esktra tvrdi)
e prema procesu proizvodnje (npr. gouda, edamac, sirevi u salamuri...)

e prema nacinu zrenja (svjezi sirevi, bez zrenja, sirevi sa zrenjem u salamuri...)

e prema podrucju ili mjestu proizvodnje (izvorno podrijetlo) (Tratnik i Bozani¢, 2012)

Mikrobne kulture u proizvodnji sira imaju visestruku ulogu, a njihova aktivnost moze biti
proizvodnja kiseline, tvorba tvari arome i plina, djelomi¢na hidroliza i proteoliza, proizvodnja
nespecifiénih antimikrobnih tvari (organske kiseline, H>O», diacetila itd.) te proizvodnja
specifi¢nih inhibitora — bakteriocina. Nastanak Zeljenih svojstava za pojedinu vrstu sira ovisi
0 odabiru mikrobne kulture za njegovu proizvodnju, ali aktivnost same kulture
mikroorganizama ovisi 0 procesnim uvjetima te o provedbi pojedinih postupaka tijekom
proizvodnje ili zrenja sira. Ovisno o tipu sira, koriste se razli¢ite kulture koje mogu biti

sastavljene od razli¢itih vrsta mikroorganizama:

e Dbakterije mlijecne kiseline — proizvodnja mlijecne kiseline, tvari arome, a neke
proizvode i CO> koji moze oblikovati rupice u siru

e Dbakterije propionske kiseline — proizvodnja specificne arome i vece koli¢ine CO2 koji
oblikuje vece rupice u siru

e sojevi bakterije Brevibacterium linens — proetoliza i proizvodnja karakteristi¢ne

sluzavosti na povrSini sira, utje¢e na boju i aromu Sira
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e plemenite plijesni — rast bijele plijesni na povrsini ili rast plavo-zelene plijesni unutar
sira, proizvodnja intenzivinih okusa i mirisa u vrlo zrelih sireva (izrazena proteoliti¢ka

1 lipoliticka aktivnost) (Tratnik i Bozani¢, 2012)

Mnoge vrste i selekcionirani sojevi BMK, bakterija propionske kiseline ili Brevibacterium
linens, proizvode i bakteriocine — bioaktivne peptide koji imaju bakteriostatski ucinak na
uzro¢nike kvarenja mlijeka i mlije¢nih proizvoda, ukljucuju¢i patogene. Bakteriocini su
aktivni i pri relativno niskim pH vrijednostima, a zadrZavaju aktivnost u proizvodu tijekom
duljeg razdoblja. Bakterije mlije¢ne kiselina koje se koriste u proizvodnji sira mogu biti
mezofilne ili termofilne, a s obzirom na vrstu primijenjene kulture odreduju se glavni uvjeti
inkubacije mlijeka (temperatura i trajanje vrenja) koji moraju biti optimalni da bi se postigla
povoljna senzorska svojstva te $to bolja nutritivna svojstva fermentiranog proizvoda. Neke od
bakterija mlijecne kiseline potjecu iz probavnog sustava ljudi ili Zivotinja te imaju izraZzena
antimikrobna i terapijska svojstva §to ih ¢ini terapijskim bakterijama (probioticke bakterije).
Mogu biti sastavljene od jedne mikrobne vrste, viSe vrsta, viSe sojeva iste vrste ili vise sojeva
razli¢itih vrsta, a naj¢es¢e ukljucuju dvije do tri vrste. Aktivnost bakterija mlijecne kiseline u
proizvodnji sira u pocetku je rezultat rasta bakterija i djelovanja njihovih endogenih enzima, a
tijekom procesa proizvodnije sira kultura se razmnoZzava od otprilike 10° do 107 Zivih stanica
po mililitru mlijeko do izmedu 10® i 10° Zivih stanica po gramu sirnoga grua (Tratnik i
Bozani¢, 2012).

2.2. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE U MLIJECNOJ INDUSTRIJI

Bakterije mlije¢ne Kiseline su Gram-pozitivne bakterije koje fermentiraju povrce, ribu, meso i
mlijeko mijenjaju¢i im kemijski sastav te stvaraju hranu s produZenim rokom trajanja.
Takoder mogu potpomagati probavu hrane i stvarati zdravu okolinu u humanom probavnom
traktu — jacati autohtonu crijevnu mikrofloru. BMK imaju genom veli¢ine od oko 2-3Mb, a
okolina u kojoj uspijevaju je bogata hranjivim tvarima kao Sto su mlijeko, meso, razgradni
biljni materijali (Teusink i Molenaar, 2017). Zbog velikog broja glikolitickih, lipolitickih i
proteoliti¢kih enzima, BMK transformiraju hranjive tvari iz medija u spojeve s pozeljnim
senzorskim svojstvima koji mijenjaju strukturu i aromu fermentirane hrane (Todorov i sur.,
2012). Bakterije mlijecne kiseline imaju Sirok opus koriStenja diljem svijeta, a koriste se u

svrhu poboljSanja senzorskih svojstava, ocuvanja te poboljSanja nutritivnih vrijednosti
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razli¢itih proizvoda kao §to su meso, mlijeko i povrée. Medutim, daleko najpoznatija i
najbolje proucavana je fermentacija koja se koristi u- mljekarskoj industriji. BMK se mogu
podijeliti na homofermentativne (Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, neke vrste iz roda
Lactobacillus) i heterofermentativne  (Leuconostoc, neke vrste iz roda Lactobacillus)
bakterije koje se koriste za proizvodnju fermentiranih mlije¢nih proizvoda i neke od njih za
proizvodnju sireva pa se ubrajaju u korisne bakterije. Cesto se fermentacija ne provodi
pomocu jednog soja ve¢ se koriste mjeSavine vise razli¢itih vrsta i sojeva BMK. Mljekarska
industrija pruza paletu raznovrsnih proizvoda koji se razlikuju po okusu, teksturi i na¢inima
na koje pozitivno utjeCu na zdravlje, a dobiveni su iz mlijeka koristenjem razlicitih
tehnologija 1 starter kultura koje su zasluzne za kona¢na svojstva proizvoda. Vazne su
znaCajke starter kultura brza acidifikacija, mikrobioloska C¢istoca mlijeka, formiranje
specificnih arome i teksture te zdravstvene beneficije. Kiselost mlijeka raste fermentacijom
laktoze tijekom bakterijskog rasta te ima ulogu u zastiti mlijeka od mikroorganizama koji
uzrokuju kvarenje te proliferacije patogena. Drugi ucinak acidifikacije je neutralizacija
negativnih naboja na mlije¢nim proteinima, $to rezultira njihovom koagulacijom. Tako
nastaju fermentirani proizvodi, kao Sto su jogurt i sir, te njihov ugodno svjezi i blago kiseli
okus. Razli¢ite vrste i sojevi BMK imaju i razli¢ite uloge u proizvodnji fermentiranih
mlijecnih proizvoda. Tako primjerice neke vrste BMK mogu pridonijeti poboljSanju teksture i
viskoznosti fermentiranih proizvoda; to su sojevi koji mogu sintetizirati egzopolisaharide
(Ruas-Madiedo i sur., 2002). Druge koriStene vrste su na primjer one koje sadrze S-proteine
(S-layer). Takve bakterijske vrste stvaraju na povrsini stanice S-proteine na koji se mogu
vezati proteinaze stani¢ne ovojnice koje imaju specifi€ne proteoliticke puteve u kojima
degradiraju proteine mlijeka te nastaju bioaktivni peptidi s potencijalno terapeutskim
svojstvima — daju proizvodu funkcionalna probioticka svojstva (Wasko i sur, 2014). Odredene
vrste BMK imaju sposobost da sintetiziraju bakteriocine te su zato koriStene u starter
kulturama. Bakteriocini se mogu primjenjivati u prehrambenoj industriji kao prirodni
konzervansi te su zato pozeljne tvari. KoriStenje BMK i njihovih metaboli¢kih proizvoda
opéenito se smatra sigurnim za upotrebu (GRAS status?) te je primjena tih antimikrobnih
spojeva kao prirodne barijere protiv patogena i kvarenja hrane uzrokovane bakterijskim
agensima dokazano ucinkovita (Zacharof i Lowitt, 2012). BMK koriste se kao probioticke

starter kulture (Carminati i sur., 2010).

2 Generally Recognised As Safe
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2.2.1. Bakteriocini

Veliki broj i Gram (+) i Gram (-) bakterija tijekom svog rasta proizvode tvari koje su
proteinske strukture (bilo proteini ili polipeptidi) koje imaju svojstvo antimikrobne aktivnosti
te se nazivaju bakteriocini. Bakteriocini nisu antibiotici; oni se mogu razgraditi u probavnom
traktu Covjeka (za razliku od antibiotika) te se razlikuju po spektru djelovanja; bakteriocini
imaju ograniceno inhibitorno djelovanje na sojeve srodne ili iste vrste u odnosu na vrstu koja
bakteriocin proizvodi dok antibiotici mogu biti Sirokog spektra djelovanja koji ukljucuje i
druge sojeve i vrste. Bakteriocini se sintetiziraju na ribosomima, prolaze posttranslacijske
modifikacije te se izlu¢uju u izvanstani¢ni medij. Male su molekulske mase pa se mogu lako
degradirati proteolitickim enzimima, posebice proteazama gastrointestinalnog trakta sisavaca,
Sto ih ¢ini sigurnim za ljudsku prehranu. Vecina bakteriocina koje proizvode BMK su mali
(<10 KDA) kationski, termostabilni, amfifilni i membranski permeabiliziraju¢i peptidi koji se
mogu podijeliti u tri glavne klase: lantibiotici, nelantibiotici i bakteriocini. Bakteriocini u
Sirem smislu imaju vecu antibakterijsku aktivnost pri nizim pH vrijednostima, a u stanicama
se prvo sintetiziraju bioloski neaktivni pre-peptidi koji se pomocu drugih proteina ili
aminokiselina modificiraju u aktivan oblik bakteriocina. Najpoznatiji bakteriocin je nisin, a
vrsta koja proizvodi bakteriocine Lactobacillus plantarum (Zacharof i Lowitt, 2012). Prednost
pred eukariotskim antimikrobnim supstancama ipak imaju prokariotske antimikrobne
supstance jer tako dobiveni bakteriocini inhibiraju rast stanica veceg broja bakterija u puno
manjim koncentracijama iz razloga Sto ulaze u interakcije sa specificnim receptorima

prisutnima na ciljnim stanicama (Drider i sur., 2006).

2.2.2. Egzopolisaharidi (EPS)

Egzopolisaharidi (EPS) bakterija mlije¢ne kiseline imaju veliki broj pozeljnih ucinaka na
zdravlje potrosaca zahvaljujuci strukturnoj varijabilnosti ovih polimera. Smatra se da
egzopolisaharidi snizavaju kolesterol, imaju ulogu u imunomodulaciji, posjeduju
antioksidativno, antivirusno i antikoagulativno djelovanje Sto ovim biopolimerima daje veliku
komercijalnu vrijednost za globalno trziste te se njihovi potencijali apliciraju i u medicinskoj
primjeni (Zhou i sur., 2018). Polisaharidi su Siroko rasprostranjeni te se mogu naci u biljkama,

zivotinjama i mikroorganizmima u razli¢itim oblicima (strukturama) §to rezultira njihovom
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kemijskom raznolikos¢u, te razli¢itim fizioloskim svojstvima i bioloSkim aktivnostima (Chen
I Huang, 2018). EPS su biopolimeri koji mogu biti vezani na stanicu jer tvore adherentni
kohezivni sloj (kapsularni polisahardi) ili se izlu¢uju u medij tijekom rasta mikroorganizma
po ¢emu su i dobili ime (egzocelularni polisaharid ili EPS). Sama struktura egzopolisaharida i
grananje njegovih podjedinica takoder varira od linearnih molekula pa do visoko razgranatih
molekula (Welman i Maddox, 2003; Cerning, 1994). Bakterije EPS ne koriste kao izvor
energije nego te strukture imaju zastitnu ulogu kada je mikroorganizam u svom prirodnom
okruzenju, npr., protiv isusSivanja, fagocitoze, zaStita od protozoa, faga, antibiotika ili
toksi¢nih spojeva te osmotskog stresa. Takoder, EPS ima ulogu i u prepoznavanju stanica,
prianjanju na povrSine 1 formiranju biofilmova koji olakSavaju kolonizaciju razli¢itih
biosustava (Looijesteijn i sur., 2001). Primjerice, EPS koje proizvode bakterije Streptococcus
salivarius i S. mutans koloniziraju i stvaraju zubni plak (Cerning, 1994). EPS kojeg proizvodi
Lactococcus lactis subsp. cremoris NZ4010 stiti bakterije od nekoliko antimikrobnih
¢imbenika kao Sto su bakteriofagi, metalni ioni, nisin i lizozim (Looijestejin i sur., 2001). EPS
se mogu podijeliti na homopolisaharide koji se sastoje od identi¢nih podjedinica (npr.
celuoza, dekstran) te na heteropolisaharide ako su u njihovom sastavu prisutni razli¢iti
monosaharidi (npr. ksantan). Dakle, njihove strukture se mogu razlikovati, ali njihovi
biosintetski putevi imaju veliku slicnost medu razli¢itim vrstama mikroorganizama (Schmid i
sur., 2015). Fizikalno-kemijska svojstva EPS-a odreduju njihovu viskoznu uéinkovitost stoga
je poznavanje odnosa struktura i funkcija ovih biopolimera klju¢no za odabir ili projektiranje
polimera za odredenu tehnolosku primjenu. BMK koje proizvode EPS igraju vaznu ulogu u
mljekarskoj industriji zbog njihovog doprinosa konzistenciji i reologiji fermentiranih
mlije¢nih proizvoda. EPS se smatraju prirodnim zgus$njiva¢ima jer se proizvode pomocu
starter kultura BMK koje imaju GRAS status. Osim toga, imaju i neke zdravstvene beneficije
kao Sto su antitumorska i imunomodulacijska aktivnosti te se pretpostavlja i njegova
prebioticka funkcija, ali nije joS dovoljno istrazena in vivo (slika 1) (Ruas-Madiedo i sur.,
2002). Primjerice, upotreba "ropy" (eng. ljepljiv, nitast, vlaknast) starter kultura koji sadrze S.
thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus je uobi¢ajena praksa u proizvodnji
jogurta za poboljSanje teksture, izbjegavanje sinereze 1 povecanje viskoznosti jogurta.
Cvrsto¢a i kohezivnost jogurta napravljenih s "ropy" sojevima smanjuje se s prisutno$éu
povecéanih koli¢ina EPS-a. EPS bi mogao utjecati na povezanost izmedu kazeinskih micela
koje rezultiraju manje ¢vrstim koagulom. Jogurti napravljeni od "ropy" kultura pokazali su
najvecu sposobnost drzanja vode koji smanjuju osjetljivost na sinerezu. U skandinavskim

mlije¢nim proizvodima se koriste Sojevi iz Lactococcus roda koji stvaraju EPS. Osim ove
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uloge u formiranju teksture, pretpostavlja se da se pozitivni fizioloski ucinci fermentiranih
mlije¢nih proizvoda na ljudsko zdravlje mogu pripisati i nekoliko komponenti stani¢ne
stienke BMK, 0sobito izvanstani¢nih polisaharida, odnosno, EPS (Kitazawa i sur., 1998;
Hassan i sur., 1996).

CRIJ EVA
ZELU DAC Prebioticko

u:I elovanje
.ﬁ.ntlulcerozno 1 I

dJE|D‘.far'IJE

. ™ SniZenje
IMUNOLOSE] SUSTAV kolestercla

Proliferacija limfocita
F
Antitumorska
aktivnost

Aktivacija makrofaga

Produkcija citokina

Slika 1. Shematski prikaz mogucih zdravstvenih svojstava egzopolisaharida koje proizvode

bakterije mlije¢ne kiseline (Ruas-Madiedo i sur., 2002)

2.2.3. S-proteini (,,S-layer* proteini)

S-slojevi (povrSinski proteinski slojevi) predstavljaju jednostavne bioloske membrane
razvijene tijekom evolucije i jedan su od najopseznijih biopolimera na Zemlji. S-slojevi su
parakristalne dvodimenzionalne strukture monomera bjelanc¢evina, koja potpuno pokrivaju
staniénu povrsinu nekoliko gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterijskih vrsta i arhea
tijekom svih stadija rasta (Gerbino i sur., 2015). Velika je raznolikost na geneti¢koj razini ako
se usporede aminokiselinske sekvence medu S-slojevima laktobacila koji nisu usko povezani.
Opcenito, S-proteini laktobacila u pravilu imaju visok sadrzaj hidrofobnih aminokislina, a
nizak sadrzaj aminokiselina koje sadrze sumpor, te u njihovom sastavu gotovo apsolutno
izostaju cisteinski ostaci. Njihova molekulska masa kod laktobacila iznosi od 40 do 70 kDa,
visoko su bazi¢ni proteini s vrijednostima pl u rasponu 9,3 — 10 te uglavnom nisu glikolizirani

(slika 2) (Wasko i sur., 2014). S-slojevi stvaraju se kod nekih vrsta i sojeva Gram (+)
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bakterija mlijecne kiseline. Oni su metaboli¢ki skupi produkti koji mogu biti uklju¢eni u
odredivanje stani¢nog oblika i dijeljenja stanica, mogu djelovati kao zastitni slojevi, kao
promotori za adheziju stanica, molekularna sita, molekulske i ionske zamke, kao ¢imbenici
virulencije u patogenim organizmima (Sleytr i sur., 2014) ili kao skela za vanjski izgled
drugih proteina i glikoproteina (Klotz i sur., 2017). S-slojevi mogu imati ulogu nosioca
antigena ili drugih vaznih molekula te su stoga dobri kandidati za primjenu u zdravstvu
(Hynonen i Palva, 2013), ali i daju probioti¢ku funkciju BMK jer takve vrste bakterija imaju
pozitivan utjecaj na zdravlje ¢ovjeka djeluju¢i kao imunomodulatori, ulaze u interakcije s
razli¢itim dijelovima intestinalnog trakta (adhezini), djeluju kao zaStitne molekule pod
stresnim uvjetima okoline te kao zasStita od digestivnih enzima i kiselina (Uroi¢ i sur., 2016;
Beganovi¢ i sur., 2011). S-proteini na povrsini stanice omogucuju vezanje proteolitickih
enzima (proteinaze, endo- i egzo- peptidaze) koji u bakterija formiraju proteoliticki put $to je
bitna i poZeljna tehnoloSka funkcija. Takoder je dokazano da S-proteini imaju ulogu u
prezivljavanju tijekom izlaganja stresnim uvjetima, zatim u agregaciji i adheziji na razli¢ite
epitelne i subepitelne strukture gastrointestinalnog trakta te su odgovorni za bakterijsko
vezanje na stanice i za antimikrobnu aktivnost kompetitivnim isklju¢ivanjem patogena.
Upravo su ta svojstva poZeljne karakteristike funkcionalne probioti¢ke kulture (Bani¢ i sur.,
2018; Wasko i sur., 2014).

’J sad it -‘: aad sy
Slika 2. Prijenosne elektronske mikrografije sojeva Lactobacillus helveticus sakupljenih u
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kasnoj eksponencijalnoj fazi; SP-sloj S-proteina, CW-stani¢na stijenka, CM—stani¢na
membrana (Wasko i sur., 2014)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom diplomskom radu koriStena su Cetiri soja bakterija mlijeéne kiseline (tablica 1).
Sojevi su izolirani, selekcionirani i identificirani u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika,
enzima, probiotika i starter kultura Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista u
Zagrebu, a Cuvaju se u Zbirci mikroorganizama istog Laboratorija pri -80°C u odgovarajucoj
tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15% (v/v) glicerola. Lactobacillus fermentum D12 je
autohtoni izolat iz dimljenog sira, a sojevi Lactococcus lactis ZG7-10, Lactobacillus
plantarum ZG1C i Lactobacillus brevis ZG1 su autohtoni izolati iz svjezeg, tradicionalno

proizvedenog sira.

Tablica 1. Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline koriSteni u ovom radu

Bakterijski soj Oznaka soja Hranjiva podloga i uvjeti
rasta
Lactobacillus brevis ZG1 MRS, 37°C, anaerobno
Lactobacillus plantarum ZG1C MRS, 37°C, anaerobno
Lactococcus lactis ZG7-10 M17, 24°C, aerobno
Lactobacillus fermentum D12 MRS, 37°C, anaerobno
3.1.2. Mlijeko

Za proizvodnju svjezeg sira koriSteno je svjeze pasteriziranog nehomogenirizano punomasno

mlijeka proizvodaca ,,Veronika“ d.o.o.

3.1.3. Hranjive podloge

Tijekom rada su za odrzavanje, ¢uvanje i uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline koriStene hranjive

podloge:
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e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar sustava (Biolife, Italija): pepton 10,0 g/L;
mesni ekstrakt 10,0 g/L; kvascev ekstrakt 5,0 g/L; glukoza 20,0 g/L; Tween 80 1,0
g/L; MgSQO4x7H20 0,1 g/L; MnSO4x7H20 0,05 g/L; natrijev acetat 5,0 g/L; agar 20,0
g/L u destiliranoj vodi. pH vrijednost podloge iznosi 6,5.

e MRS bujon istog je sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

e ML17 agar sastava (Biolife, Italija): tripsinski hidrolizat kazeina 2,5 g/L; pepton 2,5
g/L; sojin pepton 5,0 g/L; kvascev ekstrakt 2,5 g/L; mesni ekstrakkt 5,0 g/L; laktoza
5,0 g/L; natrijev glicerofosfat 19,0 g/L; magnezijev sulfat 0,25 g/L; askorbinska
kiselina 0,5 g/L. pH vrijedost podloge iznosi 7,1.

e ML17 bujon je istog sastava kao podloga M17, ali bez dodatka agara.

Sterilizacija svih hranjivih podloga provodi se pri 121°C tijekom 15 minuta.

e XLD agar (selektivni medij za izolaciju Salmonella i Shigella vrsta) (Biolife, Italija):
ksiloza 3,5 g/L; L-lizin 5,0 g/L; laktoza 7,5 g/L; saharoza 7,5 g/L; NaCl 5,0 g/L;
kvascev ekstrakt 3 g/L; deoksikolna kiselina 2,5 g/L; natrijev tiosulfat 6,8 g/L; amonij
Zeljezov citrat 0,8 g/L; fenol crveno 0,08 g/L; agar 13,5 g/L 55 g podloge se
resuspendira u 1000 m L hladne destilirane vode. Zagrijavati uz mijeSanje dok se
potpuno ne otopi (bez autoklaviranja) te ohladiti na 45-50°C, dobro promijesati i izliti
u sterilnu Petrijevu zdjelicu.

e Aloa agar (selektivna podloga =za izolaciju test-mikroorganizama Listeria
monocytogenes) (Biolab, Madarska): pepton 34 g/L; glukoza 2 g/L; mineralne soli
15,5 g/L; natrijev piruvat 2 g/L; L-afosfatidilinozitol 2 g/L; kromogeni supstrat 0,05
g/L; antibiotici 0,17 g/L; amfotericin B 0,01 g/L; puferi 3,5 g/L; agar 13 g/L. pH
podloge je 6,8. 35 g podloge se resuspendira u 400 mL destilirane vode i zagrije, uz
¢esto mijesanje, do vrenja. Nakon toga se provodi sterilizacija pri 121°C tijekom 15
minuta, a nakon $to se podloga ohladi na 50°C, sterilno se doda 100 mL tekuceg

dodatka i jedna bocica selektivnog dodatka.

3.1.4. Kemikalije

e 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD)
e agaroza, ,,Appligane“, Francuska
e EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix-a (2x Premix) (Takara, Japan)
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»huclease free* voda, Takara, Japan

etanol, ,,Kemika*, Hrvatska

etidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH*, Mainheim

fenolftalein (2%) ,,Kemika®, Hrvatska

lizozim, ,,EuroBio“, Francuska

M13 pocetnica (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’)
natrijev hidroksid ,,Kemika“, Hrvatska

natrijev klorid ,,Kemika“, Hrvatska

Tris (hidroksimetil)-aminoetan, ,,Carlo Erba“

kompleksal 111 (etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol-dihidrat), ,,Kemika“,

Hrvatska

A DNA HindlIII (Fermentas, Canada)
100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD)
Maxwell® DNA Tissue kit

3.1.5. Aparatura i pribor

autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

automatske pipete, ,,Eppendorf“, SAD

Bagmixer, ,,Interscience®, Francuska

BioSpec Nano, ,,Shimatzu*, Japan

centirfuga Centric, ,, Tehtnica“, Slovenija
centrifuga s hladenjem 5804R, ,,Eppendorf*, SAD
DNA-termoblok, Mastercyclerpersonal, “Eppendorf”
eksikator

elektroforetska kadica, ,,BioRad“, SAD

tubice od 1,51 2 ml, ,,Eppendorf”, SAD

epruvete

hladnjak, ,,Gorenje*, Hrvatska

Kivete za centrifugiranje

Maxwell® 16 Research System instrumentu (Promega, SAD)
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e Petrijeve zdjelice

e pH-metar, ,,Metrohm*, Svicarska

e pinceta

e susionik, ,,Instrumentaria“, Hrvatska

e stalci za tubice 0od 1,51 2 mli

e stalci za epruvete

e nastavci za automatske pipete, ,,Eppendorf”, SAD
e termostat, ,, Instrumentarija®, Hrvatska

e transiluminator MiniBIS Pro, ,,DNT*, Njemacka
e Vaga, , Sartorius®, Njemacka

e vodena kupelj, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

e zamrzivac (-80°C), ,,New Brunswick Scientific*, SAD

3.2. METODE

3.2.1. Odrzavanje 1 ¢uvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlijecne kiseline ¢uvani su pri -80°C u odgovaraju¢oj tekucoj hranjivoj
podlozi uz dodatak 15% (v/v) glicerola. Probioticki sojevi su dio Zbirke mikroorganizama
Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta. Dan prije eksperimenta sojevi se inokuliraju u svjezu hranjivu

podlogu te inkubiraju pri optimalnoj temperaturi rasta.

3.2.2. Provodenje kontrolirane fermentacije i1 proizvodnja tradicionalnih

suSenih sireva

Za proizvodnju ,,suSenog* kravljeg sira u suradnji s tvrtkom Probiotik d.o.0. koristeno je dvije
litre pasteriziranog mlijeka ,,Veronika“ za svaki pojedini sir. Proizvedene su ukupno tri
paralele dvije vrste sira, od kojih je jedan sir proizveden primjenom komercijalne starter
kulture DSM CT-203 (kontrolni sir, sir A) sljedeeg sastava: Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus  lactis ssp. cremoris, Lactococcus  lactis ssp. lactis  biovar  diacetylactis i
Leuconostoc sp. Drugi sir, sir B, je proizveden uz dodatak autohtonih izoliranih probioti¢kih
sojeva Lb. brevis ZG1, Lb. plantarum ZG1C, Lb. fermentum D12 i Lc. lactis ZG7-10. Izolat
Lb. brevis ZG1 je detaljno okarakteriziran kao soj koji eksprimira S-proteine na povrsini
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svojih stanica, soj Lb. plantarum ZG1C je producent bakteriocina, soj Lb. fermentum D12
proizvodi funkcionalne makromolekule egzopolisaharide, dok je soj Lc. lactis ZG7-10
odabran zbog proteolitiCke aktivnosti koja je nuzan preduvjet u proizvodnji sireva zbog toga
Sto pridonosi njegovoj aromi. Nakon optimizacije uvjeta potrebnih za proizvodnju sira
odgovarajuce kvalitete, prekonoéne kulture odabranih izolata BMK su centrifugirane 10 min
pri 4200 o/min, a talog je ispran dva puta sterilnom fizioloSkom otopinom. Prije dogrijavanja
mlijeka, nakon inokulacije i tijekom fermentacije izmjerena je pH vrijednost mlijeka te je
izmjerena temperatura. Nakon dodatka autohtonih starter kultura odreden je broj Zivih stanica
dodanih kultura indirektnom metodom tj. nacjepljivanjem 10uL priredenih decimalnih
razrjedenja na MRS hranjivu podlogu za laktobacile i M-17 hranjivu podlogu za laktokoke u
dvije paralele. MRS ploce s nacijepljenima Lactobacillus vrstama inkubirane su anaerobno pri
37°C, dok su M-17 ploce s nacijepljenim sojem Lactococcus lactis ZG7-10 inkubirane
aerobno pri 24°C. Nakon 48 sati inkubacije izbrojane su porasle kolonije te je izracunata
srednja vrijednost broja bakterijskih stanica (eng. Colony Forming Unit, CFU) po mililitru
upotrijebljenog mlijeka. Nakon dobivanja svjezeg sira odredena je pH vrijednost i masa
dobivenog sira te volumen sirutke zaostale nakon proizvodnje. U svrhu dobivanja
tradicionalnog ,,susenog sira®, dobiveni svjezi sirevi su suSeni tijekom 48 sati pri 40°C uz

okretanje sireva nakon 24 sata.

3.2.3. Kemijski sastav mlijeka za proizvodnju sira
Kemijski sastav kupovnog mlijeka ,,Veronika“ je analiziran od strane proizvodaca, te je
naveden na samoj ambalaZi proizvoda.

Tablica 2. Kemijski sastav mlijeka ,,Veronika® analiziran od strane proizvodaca

PROSJECNE HRANIJIVE VRIJEDNOSTI U 100 g:

Energija 256 kj / 61 kcal
Masti 3,29

od toga zasiéene masne kiseline 19¢
Ugljikohidrati 489

od toga Seeri 48¢
Bjelancevine 3,390
Sol 01g
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3.2.4. Odredivanje prinosa sira i mjerenje sinereze

Nakon proizvodnje svjezih sireva odredene su njihove mase te volumeni sirutki zaostalih
nakon proizvodnje. U svrhu dobivanja tradicionalnog ,,susenog sira®, dobiveni svjeZi sirevi su
suseni tijekom 48 sati pri 40°C uz okretanje sireva nakon 24 sata. Takoder, nakon dobivanja
kona¢nog tradicionalnog proizvoda, ,,suSenog sira“, izvagana im je masa te odreden prinos.
Prinos ,,suSenog sira“ se odreduje vaganjem mase proizvedenog sira, a rauna se prema

koli¢ini uporabljene sirovine, odnosno svjezeg mlijeka, prema navedenoj formuli:

Prinos sira (%) = (masa proizvedenog sira/volumen koriStene sirovine) x 100

Sinereza je odredena mjerenjem volumena izdvojene sirutke tijekom proizvodnje svjezeg sira.

3.2.5. Odredivanje pH-vrijednosti i kiselosti nakon proizvodnje i tijekom

skladistenja sira

pH vrijednost i kiselost proizvedenih sireva odredene su nakon proizvodnje i tijekom
skladistenja, odnosno nakon 5 i 10 dana skladiStenja proizvedenih sireva pri 4°C.

Mjerenje pH vrijednosti je provedeno uranjanjem pH elektrode u sir i o€itavanjem izmjerene
vrijednosti na mjernom instrumentu. pH metar je prije upotrebe bazdaren uranjanjem u
otopine poznate pH vrijednosti. Nakon svakog mjerenja, pH metar se ispire destiliranom
vodom s ciljem uklanjanja zaostalih komadica sira.

Kiselost sira odredena je na nacin da se 5 ¢ sira izradi u finu, jednoli¢nu i kremastu masu
dodatkom 100 mL zagrijane destilirane vode na 50°C primjenom tarionika i tu¢ka. Dobivenoj
emulziji se doda 1 mL fenolftaleina (2%) te titrira s 0,1 M NaOH do pojave blijedo ruzicaste

boje. Kiselost sira se izratuna prema navedenoj formuli:

°SH=mL NaOH x f (faktor NaOH) x 8

fnaoH = 1
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3.2.6. Odredivanje suhe tvari u siru nakon proizvodnje i tijekom skladiStenja

sira

Suha tvar je odredena u uzorcima sireva tijekom skladistenja (0., 5. i 10. dan) u tri paralele
direktnom metodom prema Bozani¢ i sur. (2010) koja se temelji na isparavanju vode iz
uzoraka sira susenjem u susSioniku do konstantne mase. Dno aluminijske posudice se prekrije
kvarcnim pijeskom promjera 0,1-0,5 mm i susi u suSioniku pri 102+2°C tijekom 3-4 sata s
ciljem dodatnog izvlacenja vlage iz pijeska. U ohladenu 1 izvaganu posudicu s pijeskom se
doda 2-3 g pripremljenog uzorka sira nakon ¢ega se uzorci suSe pri temperaturi od 102+2°C
tijekom 2 sata. Nakon 2 sata suSenja, posudica s poklopcem i uzorkom se hladi u eksikatoru,
najmanje 30 minuta i nakon toga vaze. Postupak se ponavlja do dobivanja konstantne mase,
pri ¢emu se za izraCunavanje postotka suhe tvari u siru koristi najmanje zabiljezena
vrijednost. Svi uzorci su pripremljeni u tri paralele, pri ¢emu je izraCunata srednja vrijednost i

standardna devijacija (x SD).

Iz razlike u masi se izra¢una postotak suhe tvari:
% vode u siru = a/c x 100
a = razlika u masi aluminijske posudice s uzorkom prije i nakon susenja (g)

¢ = masa odvagnutog uzorka (g)

3.2.7. Mikrobioloska analiza nakon proizvodnje i tijekom skladiStenja sira

MikrobioloSka ¢isto¢a nakon proizvodnje i tijekom skladistenja sireva nakon 5 i 10 dana pri
4°C odredena je indirektnom metodom. 1 gram sterilno je uzet iz unutraSnjosti sira i
suspendiran u 9 ml sterilne destilirane vode te smrvljen u ,bag mixer-u“ do dobivanja
homogene suspenzije. Nakon toga su nacinjena decimalna razrjedenja i po 10uL uzorka
uzorka nacijepljeno je na odredenu hranjivu podlogu u dvije paralele.
U svrhu detekcije patogenih bakterija roda Listeria i Salmonella, bakterijske suspenzije su
nacijepljene na Aloa agar i XLD agar. Nakon 48 h aerobne inkubacije pri 37°C, izbrojane su
porasle kolonije, te je izracunat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu uzorka.
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U svrhu odredivanja broja bakterijskih stanica roda Lactobacillus, suspenzija je nacijepljena
na MRS agar, a u svrhu odredivanja broja bakterijskih stanica roda Lactococcus, suspenzija je
nacijepljena na M-17 agar. Nakon 48 h anaerobne inkubacije pri 37°C, za bakterije roda
Lactobacillus i aerobne inkubacije pri 24°C za bakterije roda Lactococcus, izbrojane su
porasle kolonije, te je izracunat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu uzorka. Smrtnost
stanica bakterija mlijecne kiseline 5 i 10 dana nakon skladiStenja izrazene su kao razlika
logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/g sira) od logaritamske vrijednosti broja Zzivih

bakterijskih stanica nakon proizvodnje sira (0. dan).

3.2.8. Odredivanje koli¢ine masti i laktoze

Koli¢ina masti 1 laktoze odredena je iz 50 grama uzoraka ,,suSenih sireva“ u Centru za
kontrolu namirnica (CKN) Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Koli¢ina masti odredena je metodom po Soxhletu, a koli¢ina laktoze gravimetrijskom

metodom.

3.2.9. Izolacija ukupne DNA iz uzoraka proizvedenih sireva

Uzorci sireva (100 mg) za izolaciju mjeSovite DNA uzeti su sterilno iz unutrasSnjosti te
suspendirani u 1 mL fizioloSke otopine. Nakon centrifugiranja 10 min pri 13000 o/min, talog
je suspendiran u 400 pL otopine lizozima (5 mg/mL) u TE puferu (10 mM Tris + 1 mM
EDTA). Nakon inkubacije od ukupno 1,5 sata, DNA je izolirana iz ukupnog volumena
pripremljenog uzorka u Maxwell® 16 Research System instrumentu primjenom
odgovarajuéeg Maxwell® DNA Tissue kita. Koncentracija DNA je izmjerena uredajem
Biospec-nano. Uzorci izolirane DNA su poslani na Illumina MiSeq sekvenciranje, a ostatak je
pohranjen na -20°C za daljnje analize. Dobiveni podaci u ,fasta* formatu koriSteni su za
bioinformaticku analizu pomo¢u QIIME (eng. Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
programa u suradnji s Kabinetom za bioinformatiku Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta

SveuciliSta u Zagrebu.

25



3.2.10. RAPD-PCR (eng. Random Amplified Polymorphic - DNA Polymerase

chain reacation)

DNA izolirana iz sojeva koriStenih u proizvodnji autohtonih ,,sudenih“ sireva i mjeSovita
DNA izolirana iz proizvedenih sireva (sir A i sir B) posluZzila je kao kalup za RAPD-PCR
reakciju (LeboS Pavunc i sur., 2012) koja je provedena u DNA-termobloku. KoriStena je M13
pocetnica (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) prema Martin-Platero i sur. (2008). Smjesa za
PCR reakciju se sastojala od EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix-a (2x Premix), vode
(Takara, Japan), uzoraka DNA i pocetnice (M13). Kao negativna kontrola da fragment
dobiven nakon PCR reakcije nije produkt dimerizacije dviju pocetnica koriSten je uzorak bez
DNA. Standard se sastojao od A DNA HindIII i 100 bp DNA Ladder, a reakcija se odvijala
prema uvjetima navedenim u tablici 3, nakon ¢ega su dobiveni PCR produkti razdvojeni u
1%-tnom agaroznom gelu elektroforezom pri 150 V tijekom 1 sata. Gel je obojan u
etidijevom bromidu, koncentracije 0,5 pg/mL i vizualiziran ultraljubi¢astim svjetlom na
transiluminatoru pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (LeboS
Pavunc i sur., 2012).

Tablica 3. Uvjeti provodenja PCR reakcije s M13 pocetnicom za RAPD-PCR

Broj ponavljanja Vrijeme

1 94 1 min inicijalna denaturacija
94 1 min denaturacija

35 40 20s sparivanje
72 80s polimerizacija

1 72 5 min zavrsna elongacija

3.2.11. Analiza senzorskih svojstava proizvedenih sireva

Senzorska svojstva proizvedenih sireva ocjenjena su prema tablici 4, neposredno nakon
susenja sira (Kirin, 2006). Utvrdena su organolepti¢ka svojstva sira mjerenjem, vaganjem i

opisom vanjskog izgleda, konzistencije, prereza, mirisa i okusa. Grupa ocjenjivaca se
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sastojala od 5 clanova, a rezultati ocjene senzorskih svojstava su navedeni kao srednja

vrijednost svih ocjenjivaca.

Vanjski izgled sira odreden je njegovim dimenzijama, tj. promjerom i visinom, masom sira, te

oblikom i bojom kore, koja je posljedica suSenja. Odredena je srednja vrijednost dimenzija

susenih sireva iz tri paralele uz izracunate standardne devijacije (x SD).

Tablica 4. Opisni parametri senzorskih svojstava susenog sira

SENZORSKO

SVOISTVO OPISNI PARAMETRI OCJENA
Pravilan oblik, glatka kora, ujednacena boja 4-5

Oblik, kora i vanjska boja | Dijelom nepravilan oblik, hrapava kora, neujednacena boja 3
Nepravilan oblik, raspucala kora, neujednacena boja 1-2
Lako reziva, elasti¢na, mekana 4-5

Konzistencija Reziva, djelomi¢no lomljiva i zrnata 3
Reziva, krta, lomljiva 1-2
Lijepo povezano bijelo tijesto, manji broj nepravilnih okaSaca 45
ujednacene velicine

Prerez Povezano bijelo tijesto, vec¢i broj nepravilnih okaSaca 3
neujednacene velicine
Djelomic¢no lomljivo bijelo tijesto, veliki broj nepravilnih okasaca Lo
razlicite veliine
Ugodan mlije¢no kiseli miris 4-5

Miris Slabiji mlije¢no kiseli miris 3
Bez izrazenog mlije¢no Kiselog mirisa 1-2
Blago mlije¢no kiselkast okus, umjereno slan 4-5

Okus Kiselkast okus, malo slaniji 3
Kiseliji okus, izraZenije slan 1-2
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. PRACENJE KEMIJSKIH PARAMETARA SIRA NAKON PROIZVODNJE
| TIJEKOM SKLADISTENJA

Bakterijske kulture ZG1, ZG1C, ZG7-10 i D12, izolirane iz tradicionalnih sireva,
identificirane i okarakterizirane kao funkcionalne starter kulture koriStene su za proizvodnju
susenog svjezeg sira, a kao sirovina je koristeno nehomogenizirano pasterizirano punomasno
mlijeko tvrtke ,,Veronika d.0.0.“. Nakon dodatka inokuluma odgovarajucih autohtonih starter
kultura odreden je broj zivih stanica dodanih kultura indirekthnom metodom tj.
nacjepljivanjem priredenih decimalnih razrjedenja na odgovarajuée hranjive podloge u dvije

paralele. Srednja vrijednost izbrojanih bakterijskih stanica prikazana je u tablici 5.

Tablica 5. Broj Zivih stanica nakon inokulacije sira po mililitru mlijeka

Bakterijski soj CFU/ml (xSD)
Lactobacillus brevis ZG1 1,71-10° (+0,685)
Lactobacillus plantarum ZG1C 1,5-10° (+0,546)
Lactococcus lactis ZG7-10 3,55-10° (+0,846)
Lactobacillus fermentum D12 1,98-10° (+0,921)

Kako bi se pratilo $to se dogada u procesu proizvodnje sira, prate se razliCiti parametri u
proizvodnji. Prije dogrijavanja mlijeka ,,Veronika“, nakon inokulacije i tijekom fermentacije
izmjerena je pH vrijednost mlijeka te je odredena temperatura mjerenja, a rezultati su
prikazani u tablici 6. Osim sira B, koji je dobiven upotrebom autohtonih kultura, isti se
postupak provodio i s kontrolnim sirom koji je komercijalno proizveden primjenom
komercijalne starter kulture DSM CT-203 (Lactococcus lactis spp lactis/cremoris,
Lactococcus lactis spp lactis biovar diacetylactis i Leuconostoc sp.) (sir A). Osim toga, nakon

dobivanja svjezeg sira odredena je pH vrijednost prikazana u tablici 7.
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Tablica 6. lzmjerene pH-vrijednosti svjezeg mlijeka prije (@) i nakon (b) inokulacije

zdruzenim autohtonim starter kulturama

a)
pH vrijednost
sir B 6,69 (x0,03)
sir A 6,71 (x0,02)
b)
pH vrijednost
sir B 6.63 (x0.01)
sir A 6.63 (x0.02)

Tablica 7. Izmjerene pH-vrijednosti proizvedenih svjezih sireva

pH vrijednost
sir B 4.29 (x0.02)
sir A 4.36 (x0.01)

Tablica 6 prikazuje izmjerenu srednju vrijednost pH za 3 paralele dvaju sireva te se moze
vidjeti da nakon dodavanja autohtonih starter kultura raste kiselost mlijeka Sto se moze
objasniti zakiseljavanjem mlijeka prouzrokovanog bakterijskim kulturama koje fermentiraju
laktozu u mlije¢nu kiselinu te tako snizavaju pH vrijednost. Time se takoder moze objasniti i
puno veci pad kiselosti nakon fermentacije mlijeka u siru koji prikazuje tablica 7. U pocetku
fermentacije bakterije provode proces fermentacije u puno manjoj mjeri zato Sto tada joS nisu
u potpunosti prilagodeni uvjetima reakcije. Fermentacija se nastoji provoditi pod optimalnim
uvjetima za rast bakterijskih kultura §to uvjetuje njihov brzi rast, reakcije prevodenja Secera u
laktat se znacajnije odvijaju te je koli¢ina oslobodene kiseline veca, Sto uvjetuje vece snizenje

pH vrijednosti.
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U svrhu dobivanja tradicionalnog ,,susenog sira“, dobiveni svjezi sirevi su suseni tijekom 48
sati pri 40°C uz okretanje sireva nakon 24 sata. Kako bi se odredio prinos sira, izvagana je
masa sira prije i poslije procesa suSenja sira, a za odredivanje sinereze bilo je potrebno
izmjeriti volumen sirutki zaostalih nakon proizvodnje. Tablice 8 i 9 prikazuju dobivene

rezultate.

Tablica 8. Izvagane mase svjezih i ,,suSenih sireva“ te prinos ,,susenih sireva“

Masa svjezeg sira (g) | Masa ,,susenog sira“ (g) | Prinos ,,susenog sira®“ (%)

Sir B 597.45 (+65.95) 221.83 (£9.34) 11.09 (+0.47)

sir A 787.48 (£15.19) 239.65 (£14.47) 11.98 (£0.72)

Tablica 9. Sinereza dobivena nakon proizvodnje svjezih sireva

Sinereza (ml)
sir B 1298.33 (+50.08)
sir A 1132.67 (£23.69)

Masa sireva uvelike je veca prije suSenja, a nakon postupka susenja pada zbog gubitka vode te
je prinos otprilike jednak kod oba sira. Sinereza je u slucaju sira B neSto veéa nego kod

kontrolnog sira A, odnosno, dobiveno je vise sirutke.

pH vrijednost i1 kiselost proizvedenih sireva odredeni su nakon proizvodnje i tijekom
skladistenja, odnosno nakon 5 i 10 dana skladiStenja proizvedenih sireva pri 4°C. Tablica 10

prikazuje parametre Kkiselosti sira B, a tablica 11 parametre kiselosti kontrolnog sira A.

Tablica 10. Odredivanje pH vrijednosti i Kiselosti sira B nakon proizvodnje i tijekom ¢uvanja
(5.1 10. dan) pri 4°C

pH-vrijednost | Stupanj kiselosti; °SH
0. dan 4,23 (£0,07) |180,13 (+3,11)
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5. dan

4,29 ( 0,03)

169,33 (% 5,62)

10. dan

4,27 (£ 0,07)

178,40 (+ 11,84)

Tablica 11. Odredivanje pH wvrijednosti i Kkiselosti kontrolnog suSenog sira A nakon

proizvodnje i tijekom ¢uvanja (5. 1 10. dan) pri 4°C

pH-vrijednost

Stupan;j kiselosti; °SH

0. dan 4,44 (£0,05) | 166,13 (% 6,06)
5. dan 4,47 (£0,09) | 145,33 (z 22,38)
10. dan 438 (£0,18) | 157,60 ( 31,73)

pH-vrijednost i stupanj kiselosti sira B variraju tokom 10 dana, ali zadrzavaju okvirnu

vrijednost. Isto vrijedi i za kontrolni sir koji, u odnosu na sir B, ima nesto ve¢u pH-vrijednost

(manije je kisel) te nesto nizi stupanj kiselosti.

Suha tvar je jo$ jedan od parametara koji je odreden u uzorcima sireva tijekom skladiStenja

(0., 5.1 10. dan) u tri paralele, a rezultati su prikazani u tablici 12.

Tablica 12. Udio (%) suhe tvari (x SD) u uzorcima sireva tijekom skladistenja (0., 5. i 10.

dan)

Uzorak % suhe tvari
sirB

0. dan 71,30 (+0,64)
5. dan 68,88 (+1,31)
10. dan 71,39 (x1,52)
sir A

0. dan 69,51 (+2,87)
5. dan 69,58 (£3,76)
10. dan 72,12 (£4,48)
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Udio suhe tvari u sirevima varira kroz 10 dana, ali zbog veceg stupnja devijacije moze se reci

da je oko 70% suhe tvari u oba sira, a oko 30% vode.

Kako bi dobiveni sir bio mikrobioloski ispravan i siguran za konzumaciju, bitno je i potvrditi
njegovu mikrobiolosku ¢istocu, odnosno provjeriti prisustnost patogenih bakterija u
proizvodu. Nakon proizvodnje i tijekom skladiStenja sireva nakon 5 i 10 dana pohranjenih pri
4°C, odredena je mikrobioloska Cistoca, a rezultati su prikazani u tablici 13 (za sir B) 1 tablici

14 (za kontrolni sir A).

Tablica 13. Odredivanje mikrobioloske Cisto¢e nakon proizvodnje i tijekom skladistenja u

siru B

Vrijeme skladistenja Listeria sp. Salmonella sp.
0.dan nd* nd

5. dan nd nd

10. dan nd nd

*non detected

Tablica 14. Odredivanje mikrobioloske ¢istoce nakon proizvodnje i tijekom skladiStenja u

kontrolnom suSenom siru A

Vrijeme skladistenja Listeria sp. Salmonella sp.
0. dan nd* nd
5.dan nd nd
10. dan nd nd

*non detected

Kroz 10 dana skladiStenja sireva ispitivana je mikrobioloska Cistoca sireva te je pokazano da
niti jedan sir nije bio kontaminiran patogenim bakterijama roda Listeria i Salmonella te je

potvrdena mikrobioloska Cistoca sireva.

Kemijski sastav sireva proveden je u Centru za kontrolu namirnica (CKN), a ukljucivao je

metode za odredivanje masti i laktoze u sirevima. Rezultati su prikazani u tablicama 15 i 16.
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Tablica 15. Koli¢ina masti (%) u uzorcima sireva metodom po Soxhlet-u

Uzorak Koli¢ina masti (%)
sir A 26,57
sirB 27,62

Tablica 16. Koli¢ina laktoze (%) u uzorcima sireva gravimetrijskom metodom

Uzorak Koli¢ina laktoze (%)
sir A 5,82
sir B 5,16

Tablice 15 i 16 prikazuju da kontrolni sir sadrZi neSto manje masti u odnosu na sir B, ali vece

koli¢ine laktoze u odnosu na sir B.

Utvrdena su i senzorska svojstva proizvedenih ,,susenih sireva“ koja su ocjenjena prema
tablici 4 (Kirin, 2006), neposredno nakon suSenja sira. U tablici 17 prikazane su srednje
vrijednosti rezultata dobivenih ocjenama 5 clanova grupe. Utvrdena su organolepticka
svojstva sira mjerenjem, vaganjem i opisom vanjskog izgleda, konzistencije, prereza, mirisa i

okusa.

Tablica 17. Rezultati senzorskog ispitivanja proizvedenih sireva

OCJENJIVANO SVOISTVO: Molimo upisati postignutu ocjenu od 1 do 5 za svako svojstvo u
koloni odgovarajucéeg uzorka
sirB sir A

OBLIK, KORA | VANJSKA BOJA 3,6 3,2

KONZISTENCUA 3,8 3,2
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PREREZ 4.4 4

MIRIS 4,9 3,4

OKUS 4.9 32

Kontrolni sir je sir proizveden primjenom komercijalne starter kulture, dok je sir B sir
proizveden uz dodatak autohtonih izoliranih probiotickih sojeva. Prema ispitivanjima
senzorskih svojstava tih dvaju sireva, iz tablice 17 moze se vidjeti da je sir B pokazao nesto

bolja svojstva u mirisu, okusu, konzistenciji te izgledu prema ocjenama ¢lanova grupe.

Tablica 18. Procjena vanjskog izgleda sira

Dimenzije sir B sir A

Promjer (mm) 166,67 (£2,52) | 198 (x11,36)
Visina (mm) 48,33 (£1,15) 36,67 (£6,43)
Tezina (g) 221,86 (¥9,29) | 239,65 (+14,47)

Slika 3. Fotografija kontrolnog sira A neposredno nakon susenja
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Slika 4. Fotografija sira B neposredno nakon susenja

Prema tablici 18 mogu se oditati i razlike u vanjskom izgledu kontrolnog sira i sira B, a

razlike su vidljive i na slikama 3 i 4.

42. DNA ANALIZE BAKTERIJSKIH SOJEVA U PROIZVEDENIM
SIREVIMA

U svrhu odredivanja probioti¢kih svojstava dobivenih sireva, treba se dokazati prisutnost
inokuliranih bakterija u dovoljnom broju u proizvedenom siru. Broj Zivih mikroorganizama
nakon proizvodnje i tijekom skladistenja sireva nakon 5 i 10 dana pohranjenih pri 4°C

odreden je i prikazan na slikama 5 (sir B) i 6 (kontrolni sir A).

MRS agar
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M17 agar
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Slika 5. Smrtnost stanica bakterija mlije¢ne kiseline izbrojanih na MRS i M17 agaru nakon 5

i 10 dana izraZzene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/g sira) u siru B

Utvrdivanje bakterijskih stanica roda Lactobacillus potvrdeno je na MRS agaru, a utvrdivanje
bakterijskih stanica roda Lactococcus potvrdeno je na MI17 agaru. Slika 5 pokazuje
logaritamsku vrijednost smrtnosti bakterijskih stanica u siru B nakon 5. i 10. dana. Smrtnost
bakterijskih stanica je podjednaka na obje podloge za sir B $to znaci da se podjednako

smanjuje broj laktobacila i laktokoka.

MRS agar
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M17 agar
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Slika 6. Smrtnost stanica bakterija mlije¢ne kiseline nakon 5 i 10 dana izrazene kao razlika

logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/g sira) u kontrolnom siru A

Utvrdivanje bakterijskih stanica roda Lactobacillus potvrdeno je na MRS agaru, utvrdivanje
bakterijskih stanica roda Lactococcus potvrdeno je na MI17 agaru. Slika 6 pokazuje
logaritamsku vrijednost smrtnosti bakterijskih stanica u kontrolnom siru nakon petog i
desetog dana. Najmanja smrtnost bakterijskih stanica se vidi u kontrolnom siru na MRS
agaru, a na M-17 je najveca smrtnost bakterijskih stanica, $to znaci da je smrtnost laktokoka

nesto veca nego smrtnost laktobacila u kontrolnom siru.

Iz uzoraka proizvedenih sireva izolirana je ukupna DNA te je izmjerena koncentracija.
Ukupna DNA izolirana je iz tri paralele sira B, kontrolnog sira A, te iz autohtonih sojeva
koristenih za proizvodnju sira B, zbog usporedbe. Uzorci izolirane DNA su poslani na
sekvencioniranje, a ostatak je pohranjen na -20°C za daljnje analize. Koncentracije izoliranih
DNA prikazane su u tablici 19, a slika 7 prikazuje detaljnije sekvencioniranje genoma u siru
B kako bi se pobliZe vidio sadrZaj bakterijskih stanica u dobivenom suSenom siru. Kontrolni
sir nije poslan na sekvencioniranje buduéi da se koriStene kulture koriste u komercijalne svrhe

te im je bakterijski sastav otprije poznat.

Tablica 19. Izmjerene koncentracije uzoraka DNA izoliranih iz sireva (0,7 mm)

Uzorak Koncentracija dsDNA (ng/pL)
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Sir B! 91,98
Sir B? 109,4
Sir B® 69,97
Kontrolni sir A 75,60
Lb. brevis ZG1 89,77
Lb. plantarum ZG1C 234,40
Lb. fermentum D12 460,96
Lc. lactis ZG7-10 454,59

U tablici 19 mogu se vidjeti razlike u koncentraciji DNA u tri paralele sira B, no to nije
zabrinjavajuce buduci da koli¢ina DNA ovisi o tome koji komad sira je uzet, odnosno sir

u razli¢itim dijelovima moze imati vecu ili manju koncentraciju DNA.
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D_0__ Bacteris;D_1_ Firmicutes;D_2_ BaciliD_3_ Lactobacilales;D_4_ Streptococcacess;D_S_ Lactococcus;,D_6_ Lactococcus lactis

[_0__ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3_ Lactobacilales;D_4_ Enterococcaceas;D_5_ Enterococcus;b_6_ Enterococcus durans

[_0__ Bacteria;D_1_ Firmicutes;0_2_ Bacili;D_3_ Lactobacilales;D_4_ Lactobacilaceas;D_5_Lactobacillus;0_6__Lactohacillus helveticus

[_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3__ Lactobacilales;D_4_ Enterococcaceas;D_5_ Enterococcus,D_6_ Erterococcus fagcalis

[_0__ Bacteria,0_1__ Protechacteria;D_2_ Gammaproteobacteria,D_3__Aeromonadales,D_4_ Aeromonadaceae;D_5_ Asromonas;D_6__Aeromonas allosaccharophila
D_0_ Bacteria;D_1__ Firmicutes;D_2_ Bacili;D_3__ Lactobacilales;D_4_ Lactobacillaceae;D_5__Lactobacillus;D_6__uncultured bacterium

D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3__ Lactobacilales;D_4_ Streptococcaceae;D_5_ Lactococcus;D_6_ uncultured Lactococcus sp.

D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3__ Lactobacilales;D_4_ Lactobacilaceae;D_5__Lactobacillus;D_6__Lactohacillus fermentum

D_0_ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3__ Lactobacilales;D_4_ Lactobacilaceae;D_5_ Lactobacillus;D_6__Lactohacillus brevis

D_0__ Bacteris;D_1__Protecbacteria;D_2_ Gammaproteobacteria,D_3_ Pseudomonadales;D_4_ Moraxelacese;D_5_ Acinetohacter;D_6__ uncultured bacterium
D_0__Bacteris;D_1__ Protecbacteria;D_2_ Gammaproteobacteria,D_3_ Pseudomonadales;D_4_ Moraxellacese;D_5_ Acinetohacter;D_6_uncultured Acinetobacter =p.
D_0__Bacteris;D_1__Protecbacteria;D_2_ Gammaproteobacteria,D_3__Aeromonadales;D_4_ Aeromonadaceae;D_5_ Aeromonas;D_6_ uncultured bacterium

D_0__ Bacteris;D_1__Protechacteria;D_2_ Gammaproteobacteria;D_3_ Erterobacteriales;D_4_ Enterohacteriaceae;D_5_ Citrobacter;D_6_ Citrobacter werkmanii
D_0__Bacteris;D_1__Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3_ Lactobacilales;D_4_ Lactobacilaceae;D_5_ Lactobacillus;D_6__Lactobacillus crizpatus

D_0__Bacteris;D_1__ Protecbacteria;D_2_ Gammaproteobacteria,D_3_ Enterobacteriales;D_4_ Enterobacteriaceae;D_S_ Klebsziells;D_E_Klebsiella serogenes

D_0__ Bacteris;D_1__ Protechacteria;D_2_ Gammaproteobacteria;D_3_ Erterobacteriales;D_4_ Enterohactetiaceae;D_S_ Klebziells;D_E__uncuftured bacterium

D_0__ Bacteris;D_1__ Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3_ Lactobacilales;D_4_ Streptococcaceae;D_S_ Streptococcus;D_E_ Streptococcus salivariuz subsp. thermophilus
D_0__ Bacteris;D_1__ Protecbacteria;D_2_ Gammaproteobacteria,D_3_ Enterobacteriales;D_4_ Enterohacteriaceae;D_5_ Hafnia-Obesumbacterium;D_E_ Hafnia alvei
D_0__ Bacteris;D_1__ Protechacteria;D_2_ Gammaproteobacteria;D_3_ Pseudomonadales;D_4_ MoraxelacessD_5S_ Acinetobacter;D_E__Acinetohacter sp. V1020120
D_0_ BacterisD_1__ Protechacteris;D_2_ Gammaproteobscteris D_3_Enterobacterisles;D_4_ Erterobacteriscess;D_S_Enterobacter;D_6__uncultured organism
D_0_ BacterisD_1__ Protechacteris;D_2_ Gammaproteobscteris D_3_ Pseudomonadales;D_4_ MoraxelacessD_o_ Acinetobacter;D_6__bacterium 285532

D_0_ BacterisD_1__Firmicutes;D_2_ BaciliD_3__Lactobacilales;D_4_ Lactobacillaceas;D_S__Lactobacilus;D_&__uncultured Bacillus sp.

D_0_ Bacteriz;D_1__ Protechacteris;D_2_ Gammaproteobacteris;D_3__Enterobacteriales;D_4__Erterobacteriaceas;D_5__ Citrobacter;D_E__uncuttured Citrobacter sp.
[_0_ Bacteriz;D_1_ Protechacteris;D_2_ Gammaproteobacteris;D_3_ Enterobacterisles;D_4_ Erterobacterisceas;D_5_ Enterobacter;D_6_ Erterohacter cloacae
[_0_ Bacteris;D_1_ Firmicutes;0_2_ BaciliD_3_ Lactobacilales;D_4_ Streptococcaceas;D_5_ Lactococcus;D_6_ uncultured bacterium

[_0_ Bacteris;D_1_ Firmicutes;D_2_ BaciliD_3_ Lactobacilales;D_4_ Streptococcaceas;D_5_ Lactococous; Smbiguous_taxe

D_0_ Bacteriz;D_1_ Protechacteris;D_2_ GammaproteobacterisD_3_ Pseudomonadales;D_4_ Pseudomonadacesas;D_5_ Pseudomonas;D_6_ bacterium 285513

14

Slika 7. Prikaz udjela svih bakterijskih vrsta u mikrobiomu proizvedenog susenog sira B

¢ija je DNA poslana na sekvencioniranje

Slika 7 prikazuje udjel svih bakterijskih vrsta pronadenih u siru B. Tri paralele sira B
pomijeSane su u jedan uzorak i kao takav poslane na sekvencioniranje te se moze re¢i da je na

slici prikazana srednja vrijednost svih bakterijskih vrsta u 3 paralele sira B. Lijeva linija na
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slici 7 pokazuje udjel odredenih vrsta, dok razli¢ite boje predstavljaju razliCite bakterijske
vrste. Lactobacillus plantarum nije ocitan na sekvencioniranju, ali je odcitan
Lactobacillus_uncultured bacterium koji uredaj nije mogao prepoznati te se moze zakljuciti
da je upravo to Lb. plantarum buduc¢i da je taj soj zasigurno inokuliran u mlijeko. Na slici 7 se
takoder moze primijetiti 27 razli¢itih bakterijskih vrsta u proizvedenom siru. Ako se iskljuci 4
soja koja se dodaju na pocetku proizvodnje u pasterizirano mlijeko, moze se zakljuciti da su
ostali sojevi prirodno prisutni u mlijeku te su tako ostali prisutni i u kona¢nom proizvodu

(siru) nakon fermentacije.

SirB

M Lactococcus lactis

M Lactobacillus fermentum
W Lactobacillus brevis
M Lactobacillus_uncultured

bacterium
M ostalo

Slika 8. Prikaz udjela inokuliranih bakterijskih vrsta u mikrobiomu proizvedenog susenog

sira B ¢ija je DNA poslana na sekvencioniranje

Na slici 8 izdvojeni su udjeli inokuliranih bakterijskih vrsta u siru B te se vidi da je najveci
udjel vrste Lactococcus lactis koja je i pri inokulaciji dodana u najvecéoj koli¢ini (100 mL) za
razliku od drugih inokuliranih vrsta (33mL). Preostale tri vrste imaju podjednaki udjel u
ukupnom genomu sekvencioniranog sira B, a veliki udjel zauzimaju i druge bakterijske vrste

prirodno prisutne u mlijeku.

DNA izolirana iz sojeva koriStenih u proizvodnji autohtonih ,,suSenih“ sireva i mjeSovita
DNA izolirana iz proizvedenih sireva (sir B, kontrolni sir) posluzila je kao kalup za RAPD-
PCR reakciju (eng. Random Amplified Polymorphic - DNA Polymerase chain reacation). To

je nasumi¢na metoda koja umnaza razli¢ite fragmente DNA te nakon provedbe PCR reakcije
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stavlja se na gel elektroforezu te se prema dobivenim vrpcama mogu usporediti dobiveni
genomi §to je prikazano na slici 9.

D12
+2G7-10
S D12 z67-10 ZG1 ZG1C sz61 SIR1 SIR? SIR3 KONTR-

4Z61C SIR

LI
w—
w—
-—
+
—
—
| e—
m——
—
—

Slika 9. Elektroforeza produkata dobivenih RAPD metodom s M13 pocetnicom

-
ZG1 = Lb. brevis
ZG1C = Lb. plantarum .
— |SIrB
D12 = Lb. fermentum
ZG7-10 = Lc. lactis J

Prema podacima dobivenim elektroforezom, na slici 9 moZze se vidjeti da su tri paralele sira B

(SIR1, SIR2 i SIR3) slicnog sastava S$to je i o¢ekivano, s obzirom da je svaka paralela sira B

41



proizvedena dodatkom istih kultura. Genom kontrolnog sira se razlikuje od sira B jer je
proizveden dodatkom komercijalnih starter kultura DSM CT-203 koja se razlikuje od startera
dodanih za proizvodnju sira B. Na slici 9 jace umnoZeni fragment koji je vidljiv kod
kontrolnog sira moZe odgovarati fragmentu iz stupca za Lc. lactis ZG7-10, dakle Lc. lactis
vrsti koji je dodana u i okviru komercijalne starter kulture za proizvodnju kontrolnog sira.
Takoder, sir 1 daje jako slican odgovor kao mjeSavina kultura (D12+ZG7-10+ZG1+ZG1C)
samo nesto slabijeg intenziteta prema ¢emu Se moZe zakljuéiti da zaista proizvedeni sir 1
sadrZzi sve autohtone kulture koje su dodane u mlijeko. Slabiji intenzitet moZe se objasniti
time Sto se pocetnica u genomima veze nasumicno, pa nema pravila koji ¢e se fragmenti bolje
umnoziti. Takoder, koncentracija DNA u bakterijskih vrsta i paralelama sira 1 nije jednaka, pa
se tako i intenzitet umnoZenih fragmenata razlikuje. Umnozeni fragmenti 6., 7., 8. i 9. stupca
se podudaraju, Sto je dokaz da je sastav sira 1 i mjeSavine kultura stavljene na elektroforezu
podjednak, odnosno da sir 1 sadrze iste bakterijske vrste u genomu koje su dodane na pocetku

eksperimenta.
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5. ZAKLJUCCI

1. Sir proizveden s autohtonim sojevima je po senzorskim svojstvima, u odnosu na sir
proizvedenom spontanom fermentacijom.

2. Sekvencioniranjem je odreden udio svih bakterijskih vrsta prisutnih u proizvedenom
siru s najve¢om koncentracijom vrste Lactococcus lactis. RAPD metodom potvrdena
je prisutnost dodanih autohtonih bakterijskih vrsta u siru, a odreden je i broj njihovih
zivih stanica koji je bio ve¢i od 10° po gramu $to dobiveni sir definira kao sir s

funkcionalnim probiotickim svojstvima.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Ime i prezime studenta
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