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1. UvOD

Pretvorba mlijeka u sirni gru$ najceSce se vrsi enzimatskom koagulacijom. Pripravak enzima
koji se koristi za koaguliranje mlijeka kod proizvodnje sira naziva se sirilo. Glavna uloga en-
zima u sirilu je koaguliranje mlijeka, ali oni takoder doprinose proteolizi tijgkom zrenja sireva
Sto utjeCe na teksturu i okus sira. (Mercola, 2024)

Glavni enzim u sirilu je kimozin, koji pripada skupini proteaza §to znaci da katalizira razgradnju
proteina. Sirilo iz Zeluca zivotinja sadrzi i druge enzime poput pepsina i lipaze, i svi ti enzimi u
sirilu djeluju na kazein, glavni protein u mlijeku. Oni uzrokuju da se kazeinske molekule des-
tabiliziraju i potom koaguliraju. Sirilo moze biti u obliku tekucine, praha ili paste. NajceSce se
koriste prva dva oblika. (Mercola, 2024)

Izvorno sirilo je ekstrahirano iz Zeluca mladih teladi, ponekad janjadi i koza. Koristi se za pro-
izvodnju raznih sireva, ukljuujuci sireve zasticene oznake izvornosti. Takvo sirilo nasiroko se
koristi u mediteranskim zemljama. Osim proteolitickih enzima, ova vrsta sirila sadrZi i lipolitiCke
enzime koji tijekom zrenja oslobadaju slobodne masne kiseline 5to pridonosi posebnim sen-
zorskim karakteristikama sira (Law Barrie i Tamime, 2010).

Do devetnaestog stoljeca svi su sirevi proizvedeni na farmama koristeci sirila Zivotinjskog po-
drijetla. U 1850-ima tada3nje mljekare zahtijevale su vece koli¢ine sirila, $to je dovelo do in-
dustrijske proizvodnje ovog sirila. Sirilo je bilo prvi industrijski pripravak enzima sa standardi-
ziranom enzimskom aktivno$¢éu. Ovu pripravu razvio je austrijski lijeénik Franz Soxhlet . (An-
dren, 2011)

Godisniji i svjetski porast proizvodnje sira zahtijevao je nove izvore sirila. Osim sirila zivotinj-
skog podrijetla danas se koriste FPC — fermentacijom proizveden kimozin, mikrobno sirilo i
biljno sirilo. FPC se industrijski proizvodi fermentacijom genetskom modifikacijom uz bakteriju
Kluyveromyces lactis ili gljivu Aspergillus niger. Biljno sirilo se ne proizvodi u komercionalnoj
mjeri, ve¢ se proizvodi lokalno zahvaljujuci prisutnim proteinazama u biljkama koje zgruSavaju
mlijeko. Mikrobno sirilo se proizvodi uz mikroorganizme, najées¢e uz R. miehei (Whitehurst i
van Oort, 2010).

Cilj ovog zavrsSnog rada bio je opisati sve oblike sirila koji se upotrebljavaju u sirarstvu te na

osnovu njihovih prednosti i nedostataka ih usporediti.



2. TEORIJSKIDIO

2.1.  ZIVOTINJSKO SIRILO

Zivotinjsko sirilo, kao izvorni pripravak sirila, ekstrakt je Zeluéanih sokova sisavaca prezivaca
(janjad, telad, jarad). Zbog visokog udjela kimozina, tele¢e sirilo se smatra idealnim
enzimatskim pripravkom za proizvodnju sira. Sirilo se isklju€ivo proizvodilo iz Zeluca mladih
teladi do kraja dvadesetog stolje¢a (Andren, 2011).

Sirilo se izlu€uje kao neaktivni oblik prokimozina koji se aktivira izlaganjem kiselini. Uloga
kimozina u probavi prezivaca je zgruSavanje ili koagulacija mlijeka u Zelucu. Takoder djeluje
kao peptidaza koja katalizira razgradnju proteina. Novorodeni prezivaci dobivaju svoje
imunoglobuline iz kolostruma tj. mlijeka izlu€enog tijekom prvih 2-3 dana laktacije. Kimozin
ima dovoljnu proteoliticku aktivnost da zgrusa mlijeko, ali njegova opc¢a proteolitiCka aktivnost
je preslaba da bi ostetila imunoglobuline. Da mlijeko nije zgruSano, prebrzo bi prolazilo kroz
Zeludac i bio bi manji stupanj probave proteina (Andren, 2011).

NajpoZzeljniji omjer kimozina i pepsina kod proizvodnje sira u obi¢nim tekuéim sirilima je 80:20.
Omijer kimozina i pepsina ovisi o dobi i rezimu hranjenja zivotinje. Opcenito ekstrakti iz mladih
Zivotinja i zivotinja hranjenih mlijekom imaju viSe kazeina, dok ekstrakti iz odraslih Zivotinja
imaju viSe pepsina. Ako se Zivotinja hrani koncentratima koji nisu mlijeko, udio kimozina
smanjuje se na oko 30% u dobi od 6 mjeseci. Udio kimozina moze iznosti 75 % ¢€ak i kod 6-
mjesecCne teladi koja pase ako joj se dopusta da sisa svoju majku. U svjetskoj proizvodniji
sirila zivotinje se kolju u razli¢itim dobima, a ekstrakti sadrze razli¢ite omjere enzima (Andren,
2011).

Danas se zivotinjska sirila proizvode uglavnom iz smrznutih Zeludaca (ranije su se Koristili
suSeni Zeluci), koji se melju u posebnim mlinovima i njihovi zimogeni (proenzimi koji ne
pokazuju katalitiCku aktivnost, ali se unutar organizma prevode u enzime) za zgruSavanje
mlijeka se ekstrahiraju u 3—10 g na 100 g otopine NaCl u slanoj vodi. Zimogeni se aktiviraju u
kimozin i pepsin snizavanjem pH na oko 2 tijekom 1 h, a zatim se pH podeSava na oko 5,5
prije filtriranja i koncentriranja ekstrakta. Ekstrakt se dodatno filtrira kako bi se uklonile
bakterije, a zatim se koncentracija NaCl povecava s oko 20 g na 100 g. Buduc¢i da omjer
kimozina i pepsina ovisi 0 dobi i reZimu hranjenja Zivotinja od kojih se sirila dobivaju, razliite
serije sirila se mijeSaju kako bi se dobio zZeljeni omjer kimozina i pepsina. Konaéno, sirilo se
razrieduje do odredene jacine, koja se razlikuje medu zemljama proizvodacCima. Sirila se
obi¢no distribuiraju kao tekucine, ali mogu biti i u obliku praha. Treba napomenuti da
proizvodnja sirila od starijin goveda, tj. odraslog govedeg sirila, uzrokuje viSe poteSkoca

tijekom faza filtriranja zbog visoke koncentracije mucina u ekstraktu. Proizvodaci sirila rijeSili
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su ovaj problem na mnogo razliCitih naCina. Ekstrakti iz ov¢jih i kozjih Zeludaca takoder se
koriste kao sirila, ali u mnogo manjoj mjeri od govedeg sirila. Omjer kimozina i pepsina u tim
sirilima takoder ovisi o dobi i rezimu hranjenja zivotinja od kojih se dobivaju (Andren, 2011).

Sirila u obliku paste tradicionalno se koriste u zemljama u mediteranskoj regiji i sadrze razlicite
stupnjeve lipoliticke aktivnosti s kimozinom i pepsinom. Sirila od janjaca i kozli¢a koriste se u

Grckoj za proizvodniju sira Feta i Ketalotyri iz ov€jeg i kozjeg mlijeka (Ostari¢ i sur., 2022).

2.1.1. Fizikalno-kemijske karakteristike

pH animalnog sirila ovisi o vrsti koriStenog Zeluca tj. iz koje je Zivotinje ekstrahirano, o uvjetima
skladiStenja i postupku pripreme. MoZe se podesiti na 5,5 8to je pH komercijalnog tekucéeg
teleceg sirila. Tekuce sirilo koje se koristi za proizvodnju feta sira (iz janje¢eg i jareceg Zeluca)
ima pH od 4,71 do 4,74. Sirilo za proizvodnju Cabrales sira (iz jare¢eg Zeluca) ima pH 4,0
(Moschopoulou, 2011).

Boja sirila ve€inom ovisi o prehrani zZivotinje. Krece se od bjelkaste do Zuckaste ili zelenkaste.
Zivotinje hranjene samo mlijekom proizvode sirilo bijele boje, dok one hranjene i travom
proizvode sirilo zelenkaste boje (Moschopoulou, 2011).

Tekstura sirila u obliku paste i viskoznost tekuceg sirila ovisi o nacinu pripreme. Sirilo u obliku
paste moze biti grubo i heterogeno ili kremasto i homogeno. Tekuéa sirila obi¢no su viskozna,
a viskoznost ovisi o udjelu ekstrakcijske otopine tijekom ekstrakcije. Nakon bistrenja

centrifugiranjem, mogu biti bistri (Moschopoulou, 2011).

2.1.2. Mikrobioloska kvaliteta

MikrobioloSka kakvo¢a komercijalnih sirila ovisi o kvaliteti sirovine, postupku priprave i
uvjetima skladistenja, a trebala bi ispunjavati zahtjeve Udruge proizvodaCa prirodnih
prehrambenih enzima zivotinjskog podrijetla. Prema tim zahtjevima ukupan broj koliformnih
bakterija ne smije prelaziti 30 cfu/g (cfu — colony forming unit, mjerna jedinica kojom se
oznacava koli¢ina bakterija koje mogu tvoriti kolonije, odnosno koje su zive, sposobne za
razmnozavanje i ostvarivanje svojih specifiCnih ucinaka), ukupan broj mezofilnih bakterija ne
smije prelaziti 5*10* cfu/g, E.coli i Salmonella sp. ne smiju biti prisutne u 25 g, dok mikotoksini

i antibakterijsko djelovanje trebaju biti odsutni (Moschopoulou, 2011).

2.1.3. Proteoliticke karakteristike sirila



2.1.3.1. Kimozin i pepsin

U Zelucu mladih preZivaca lu¢e se enzimi kimozin, pepsin A i gastricin (ili pepsin B ili pepsin
C). Pripadaju skupini asparaginskih proteinaza koje imaju dva ostatka Aspartata u svom
aktivnom centru. IzluCuju se u sluzi Zeluca u obliku zimogena, a njihovo djelovanje je
zgruSavanje i probava mlijeka. Neaktivni enzimi prokimozin, pepsinogen i progastricin
prethode aktivnim oblicima kimozina, pepsina i gastricina (Moschopoulou, 2011).

Prokimozin i pepsinogen proizvode se intracelularno u stanicama fundicalnih Zlijezda, dok se
progastricin proizvodi uglavnom u povrSinskim epitelnim stanicama fundicalnih Zlijezda. Na
izlugivanje zimogena u Zeluéanu sluznicu znaéajno utjedu dob i prehrana Zivotinje. Sto je
manje mlijeka u hranidbi zivotinja, proizvodi se viSe prokimozina. Kod teladi mlade od ftri
mjeseca hranjenih mlijekom sadrzaj prokimozina je 70-80 %, kao i kod teleceg Zeluca. Sadrzaj
enzima kod janjecih Zeludaca ovisi o dobi i prehrani Zivotinje. Janjeca sirila od mladih Zivotinja
hranjenih isklju€ivo mlijekom ili mjeSavinom mlijeka i pase sadrze preko 80% kimozina. Isti
slucaj primijeéen je i kod sirila od jaradi (Moschopoulou, 2011).

Sekvenca aminokiselina teleceg prokimozina prou€avana je prie mnogo godina. S tom
sekvencom usporeduju se one od janjaca i kozlica. Aminokiselinska sekvenca janjeceg
prokimozina u pogledu N-terminalnog dijela vlo je slicha onoj govedeg podrijetla, ali janjeci
prokimozin ima tri ostatka glikozamina i tri neutralna ostatka viSe. Asparagin je povezan s
ugljikohidratnim komponentama (Moschopoulou, 2011).

Govedi pepsinogen sastavljen je od 362 + 2 aminokiseline i ima molekularnu masu od 38,9
kDa. Kozji pepsinogen sadrzi tri izoenzima bez Seéera i ima molekularnu masu od 40,4 kDa.
Inaktivni zimogeni se prevode u aktivne enzime tijekom ograni¢ene proteolize u kiselim
uvjetima u kojima se dio poznat kao propart odsije¢e od N-terminalnog dijela zimogena. 1z tog
razloga zimogeni se mogu automatski aktivirati u kiselim uvjetima Zeluca. Tijekom pripreme
sirila od mladih prezivaa ne provodi se postupak aktivacije (Moschopoulou, 2011).

Kimozin i pepsin imaju dvostruku ulogu u proizvodniji sira. Oni provode gruSanje mlijeka u
nekoliko minuta pri odredenim uvjetima, a zatim doprinose proteolizi koja se dogada tijekom
zrenja sira. Stoga je omjer kimozina i pepsina u sirilu od velike vaznosti jer utjeCe na njegova
tehnoloSka svojstva poput aktivnosti zgruSavanja mlijeka i proteoliticke aktivnosti. Sadrzaj

proteolitickih enzima u sirilu odreduje se kromatografskom metodom (Moschopoulou, 2011).

2.1.3.2. Aktivnost zgruSavanja mlijeka

Soxhlet je dao najstariju definiciju prema kojoj se aktivhost zgruSavanja mlijeka (AZM) definira
4



kao volumen sirovog mlijeka koji se moze zgruSati jednom jedinicom volumena sirila u 40
minuta na 35 °C. AZM tekucih sirila kre¢e se u rasponu od 1:1500 do 1:4000, dok za sirila u
pastoznom obliku iznosi od 1:3000 do 1:30 00 (Moschopoulou, 2011).

Danas se ukupni AZM sirila mjeri prema IDF-ovom testu relativne aktivnosti zgruSavanja
mlijeka (REMCAT metoda) na standardiziranom mlijeku i izrazava se u IMCU (International
Milk Clotting Units) po gramu ili mL paste od sirila ili tekuc¢eg sirila (Moschopoulou, 2011).
AZM utjeCe na svojstva gruSa stoga je znacajna tehnoloSka karakteristika. Na AZG utjecu
postupak pripreme i uvjeti skladiStenja. Otkriveno je da ekstrakcija otopinom 6 % NaCl i 2 %
borne kiseline rezultira sirilom s visokim razinama aktivnosti zgruSavanja mlijeka
(Moschopoulou, 2011).

Pokazalo se da je koagulacija kozjeg mlijeka brza sa sirilom od jareta nego sa koagulansom
iz R. miehei. Janjece sirilo napravljeno od praznog osusenog Zeluca brze zgruSava mlijeko u
usporedbi sa sirilom od potpuno svjeZeg ili potpuno osudenog Zeluca. Janjeée sirilo od Zeluca
osusenog na zraku i soljenog Zeluca dulje zadrzava AZM nego sirilo napravljeno od svjezeg
usoljenog Zeluca. Janjece tekuée sirilo drzano na 4 °C tijekom 4 mjeseca polako pocinje gubiti
svoju AZM, dok sirilo u obliku paste od janje¢eg Zeluca drzano pri 4 °C godinu dana ne gubi

znacajno svoju AZM (Moschopoulou, 2011).

2.1.3.3. Proteoliticka aktivnost

Klmozin kao glavna proteinaza u sirilu specificno hidrolizira Phe-Met vezu, dok pepsin
hidrolizira bez specifi€nosti peptidne veze koje uklju€uju aromatske aminokiseline (Phe, Tyr i
Trp). Ne postoji standardna metoda za mjerenje proteoliticke aktivnosti. Ona se moze odrediti
razli¢itim tehnikama kao $to su RP HPLC, Urea PAGE ili spektrofotometrija produkata
oslobodenih iz mlije¢nih proteina ili sintetskih peptidnih supstrata probavljenih zajedno sa
ispitanim sirilom. Proteoliticka aktivhost moze se odrediti i neizravnim postupkom kroz
proteolizu sira, medutim rezultati mogu biti kontradiktorni buduci da na proteoliticku aktivnost
ne utjeCu jednako vrsta Zivotinje iz koje je ekstrahirano sirilo ni sadrzaj pepsina. Svako sirilo
bolje hidrolizira kazein svoje vlastite vrste, a to se odrazava i na proteolizu sira. Stoga je
stupanj proteolize veéi kod kozjeg sira tipa Camembert proizvedenog od jareceg sirila nego
kod sira kod kojeg je koriSteno telece sirilo. Takoder u siru PDO Murcia al Vino, pasta od
janjeceg sirila uzrokuje bolju proteolizu nego telece sirilo. Nizi stupanj proteolize primijecen je
u zrelom Leon siru napravljenom od kravljeg sirovog mlijeka koriStenjem sirila od jareta s
farme koje sadrzi 66 % pepsina. Naprotiv pasta od janjeCeg sirila ima najniZzu proteoliticku

aktivnost na ovgji kazein u usporedbi s teleéim ili jare¢im sirilom. Cini se da je u nekim



sluajevima sadrzaj pepsina glavni faktor. Za sirila istog podrijetla s mlije¢nim supstratom
povecéanje sadrzaja pepsina u pripravku sirila takoder povecéava brzinu proteolize supstrata
(Moschopoulou, 2011).

2.1.4 Lipoliticke karakteristike sirila

Tijekom zrenja lipolitiki enzimi uzrokuju lipolizu sira, pridonoseci na taj nacin njegovom okusu.
Mladi prezivaCi su dobar izvor takvih enzima, a posebno sirilo u pastoznom obliku koje siru
daje poseban pikantan okus. Osim toga postoje komercijalni pripravci lipaza od janjetine ili
jaretine. Ti pripravci proizvode se iz tkiva gusterace ili predZeluca, a dolaze u obliku praha. Na
1001 g mlijeka dovoljno je 2-15 g praha za Zeljeni okus. Jareca lipaza daje najjaci okus
(Moschopoulou, 2011).

2.1.41. Lipoliticki enzimi

Lipoliticki enzimi prisutni u sirilu mladih prezivaca prvenstveno se sastoje od predzeluc¢anih
lipaza i esteraza koje potjeCu iz sekretornih Zlijezda smjestenih u zdrijelu mladih Zivotinja koje
sisaju. Sisanje potiCe otpustanje predzelu€anih lipaza iz tkiva Zdrijela, dopustajuci im da udu
u Zeludac. Dodatno, Zelu€ane lipaze izlu€uje sluznica zZeluca. PredzZelu€ani lipoliticki enzimi
su glikoproteini koji sadrze 10 % ugljikohidrata, a njihove specificne karakteristike variraju
ovisno o vrsti Zivotinjskog sirila. Lipaze ili triaciglicerol lipaze primarno ciljaju triacilgliceride na
granici lipid-voda, dok esteraze funkcioniraju u homogenom vodenom okruzenju,
hidrolizirajuéi supstrate topive u vodi. Posljedi¢no, ovi enzimi olakSavaju hidrolizu triglicerida,
diglicerida i monoglicerida, Sto rezultira proizvodnjom slobodnih masnih kiselina kao i
diglicerida, monoglicerida i glicerola. Na njihovu aktivhost utjeCe vrsta supstrata
(Moschopoulou, 2011).

Razlike izmedu predzelu€anih lipaza i esteraza identificirane su koriStenjem surfaktanata (tvar
koja smanjuje povrSinsku napetost vode) u supstratima 4-nitrofenil butiratu i tributirinu.
Otkriveno je da jarece prezelu€ane lipaze funkcioniraju kao i lipaza i kao esteraza, a aktivnost
ovisi 0 uvjetima reakcije. Stupanj dvostruke specificnosti (prema kratkolan€anim masnim
kiselinama i na sn3 poziciji) u preZelu¢anim lipazama povezan je s karakteristikama mlijeka.
Janjece i jarece prezeluCane lipaze oslobadaju manje C10 masne kiseline iz govede mlijeCne
masti nego iz kozje mlijeCne masti, dok jareCa lipaza oslobada uglavhom masne kiseline

srednje molekulske mase iz tri vrste mlijeka (Moschopoulou, 2011).



2.1.4.2. Lipoliticka aktivnost

Zbog prisutnosti esteraze i zeluCane lipaze, lipoliticka aktivnost je znaCajna karakteristika
tradicionalnih sirila. Postupak aktivacije na pH 2,0 tijekom proizvodnje komercijalnog sirila
uniStava lipoliticku aktivnost (Moschopoulou, 2011).

Lipoliticko djelovanje sirila ovisi o dobi i prehrani Zivotinje i o koristenom dijelu Zeluca.
Lipoliticka aktivnost sirila janjeta koje je iskljuCivo na prehrani mlijekom prije klanja je 30-100
puta vecCa nego kod Zivotinja koje su dohranjivane ispaSom. Lipoliticka aktivnost je ve¢a ako
je sirilo dobiveno iz cijelog zeluca nego ako je dobiveno samo iz sadrzaja Zeluca.
(Moschopoulou, 2011)

Esteraze sirila mladih preziva¢a pridonose lipolizi tijekom zrenja talijanskih sireva Fiore Sardo,
Pecorino Romano i Canestrato Pugliese sa zastiéenom oznakom podrijetla, utjeCuéi na
koli€inu i omjer oslobodenih slobodnih masnih kiselina i pridonose pikantanom okusu ovih
sireva. Pasta od sirila napravljena iskljucivo od janjadi zaklane odmah nakon sisanja uzrokuje
vecu lipolizu u siru Fiore Sardo u usporedbi sa sirilom napravljenim od janjadi koja je pustena
na pasu ili je zaklana nakon 12 sati od hranjenja. Sirilo od jare¢eg zeluca, samo ili zajedno s
definiranom kulturom, poveéava stupanj lipolize u kozjem siru proizvodeéi uglavnom
kratkolanane slobodne masne kiseline, posebno maslaénu kiselinu. Ista vrsta sirila povec¢ava
lipolizu u polutvrdom kozjem siru (Moschopoulou, 2011).

Janjece sirilo obogaéeno probioticima ima poveéano djelovanje lipolize kod proizvodnje
Pecorino sira, proizvodeci viSe konjugirane linolne i linoleinske kiseline. Visi stupanj lipolize
primijeéen je i kod drugih ov¢jih sireva koji koriste janjecée sirilo, u usporedbi s teleé¢im ili drugim
koagulansima mlijeka (Moschopoulou, 2011).

Lipoliticka aktivnost obi¢no se odreduje potenciometrijskom metodom pH stat (titracija kod
koje se kontrolirano dodaje razrijedene kisele ili alkalne otopine za odrzavanje konstantnog
pH) (Ficara, 2003) uz koriStenje tributrina kao supstrata, iako je plinska kromatografija
slobodnih masnih kiselina oslobodenih masti najpouzdanije metoda. Metodom pH stat rezultat
se izrazava kao jedinica prezelucane lipaze (LFU), gdje je jedna LFU aktivnost koja oslobada
1,25 mikromola maslacéne kiseline po minuti pod uvjetima testa. Lipoliticka aktivnost se takoder
moze mijeriti fluorimetrijskim,  imunoloSkim te kolorimetrijskim i stektrofotometrijskim
metodama. Trenutno se priprema zajedniC¢ka ISO-IDF standardna metoda koja se temelji na
principu aktivnosti lipaze prezeluca za mjerenje lipoliticke aktivnosti sirila (Moschopoulou,
2011).

2.1.5. Prednosti i nedostaci



Od zivotinjskih sirila tele¢e se sirilo smatra idealnim enzimom za zgruSavanje mlijeka u
proizvodnji sira. Djelomian razlog je zbog dobro poznate tradicionalne proizvodnje i zbog
duge uporabe. Znanstvene ¢injenice potvrduju tu preferenciju, jer tele¢e sirilo obi¢no sadrzi
80-90 % kimozina. To znaci da je vecina razgradnje kazeina usmjerena vrlo specifi€éno na k-
kazein kod zgruSavanja mlijeka, a ne na druge kazeine. Tijekom stvaranja grusa nespecificna
proteoliza alfa i beta kazeina moze rezultirati gubitkom kazeinskog dusika u sirutki, dok se pri
tome smanjuje prinos sira. Jo$ jedna prednost pri uporabi teleéeg sirila je dobivanje
tradicionalne teksture i okusa kod tvrdih i polutvrdih sireva. Procesom zgruSavanja mlijeka
oslobadaju se razliCiti peptidi i aminokiseline koje mogu pridonijeti okusu sira. Kazein iz sirila
izvrstan je izvor proteina, sadrzi esencijalne aminokiseline koje su klju¢ne za odrzavanje
zdrave miSi¢ne mase i gustoce kostiju. Sirila od ovaca i koza vrlo su sli¢na sirilu od goveda,
ali su najprikladnija za zgruSavanje mlijeka vlastite vrste. Javlja se problem gospodarstva i
odrzivosti, koriStenje tradicionalnog sirila moZe biti skupo i tedko ga je nabaviti u nekim
regijama. Opskrba Zivotinjskim sirilom ograni¢ena je brojem dostupnih teladi $to ga moze
uciniti skupljim i oteZzanim za nabavu velikih koli¢ina. Ova nestaSica takoder moze povecati
troSkove proizvodnje sira. Proizvodnja Zivotinjskog sirila pridonosi ekoloskom otisku
povezanom s uzgojem stoke, ukljuCujuci koristenje resursa, emisije staklenickih plinova i
degradaciju zemljista. Neki ljudi mogu imati alergijske reakcije na Zivotinjsko sirilo, osobito
ako su osjetljivi na odredene proteine koji se nalaze u Zivotinjskim tkivima (Whitehurst i van
Oort, 2010; Capper i sur., 1994).

2.2. FPC — FERMENTACIJOM PROIZVEDEN KIMOZIN

Proizvodnja kvalitetnog sirila ovisi o dostupnosti tele¢eg Zeluca. Zbog porasta proizvodnje sira
i smanjenja broja teladi za klanje, sve je teZe osigurati dovoljnu koli€inu sirovine po stabilnim
cijenama, posebice za proizvodnju standardnog sirila s visokim udjelom kimozina. Ova je
situacija uzrokovala visoke cijene sirila diljem svijeta i rezultirala potragom za alternativnim
sredstvima za zgruSavanje. Naj¢e$ca alternativa tele¢em sirilu u industriji sira diliem svijeta je
kimozin proizveden fermentacijom (FPC) (Garg i Johri, 1995).

Geneticki inzenjering omogucuje proizvodnju kimozina koji se nalazi u teleCem sirilu putem
mikroorganizama. Primjena genetiCkog inzenjeringa presadivanjem gena iz jednog organizma
u drugi otkrivena je krajem 1970-ih i 1980-ih Sto je omogucilo unos kimozinskog gena teleta u
mikroorganizam. Proizvodnja i komercijalizacija kloniranog kimozina bila je uspjeSna s
ekspresijom potpuno aktivnog enzima u Aspergillus niger var. Awamori, E. coli i

Kluyveromyces lactis. Rekombinantni teleci kimozin proizveden u ova tri organizma uspjesno
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je koriSten u eksperimentalnoj proizvodnji nekoliko vrsta sireva ukljuuju¢i Cheddar, Edam,
Tilsit, Italian, Manchego, Colby, Emmental i Gouda (Whitehurst i van Oort, 2010; Garg i Johri,
1995).

2.2.1. Proizvodnja FPC

FPC se vecim razmjerima proizvodi fermentacijom uz Kluyveromyces lactic ili Aspergillus
niger. U oba slu€aja mikroorganizam je modificiran koridtenjem genske tehnologije ugradnjom
gena teleCeg prokimozina u organizam domacina s odgovaraju¢im promotorom kako bi se
osiguralo njegovo ucinkovito izlu€ivanje u hranjivu podlogu. Enzim je lako uzgojiti i procistiti
iz kulture, za razliku od ranijeg sustava proizvodnje gdje se za proizvodnju kimozina koristila
E. coli. Genetski kod za proizvodnju kimozina izoliran je iz stanica teleéeg Zeluca. Plazmid
mikroorganizma domacina se izolira i cijepa kako bi se omogucilo dodavanje kimozinske DNA.
Formira se hibridni plazmid koji sadrzi genetsku informaciju za proizvodnju kimozina. Plazmid
koji sadrzi genom kimozina ponovno se ubacuje u mikrobnu stanicu domacina. Stanica
domacina raste u prikladnom mediju za proizvodnju vecih koli¢ina kimozina (Garg i
Johri,1995).

2.2.2. Prinos, svojstva sira i proteoliza

Aktivnost teleceg sirila pri sirenju je drugacija u usporedbi s koristenim FPC-ovima. Kod
teleceg sirila blago je smanjena stopa stvrdnjavanja gru$a $to se moze pripisati prisutnosti
pepsina. Nije uoCen gubitak prinosa u sirevima (Colby i Cheddar) proizvedenim s FPC, u
usporedbi sa tele¢im sirilom, jer je koncentracija govedeg pepsina bila relativno mala. Kod
koristenja FPC iz K. lactis, sastav i prinos sira nije se znaajno razlikovao. Medutim zreli sir
napravljen s rekombinantim kimozinom sadrzavao je nesto viSe ukupnih laktata, manje
propionske kliseline i manje propionskih bakterija te neSto viSi indeks zrenja. Stopa, tip
proteolize i nacin razgradnje kazeina tijekom zrenja su jednaki koristenjem FPC-a i tele¢eg
kimozina (Garg i Johri, 1995).

Opcenito sir proizveden s FPC smatra se jednako zrelim kao i onaj proizveden teleéim sirilom.
Razvoj teksture tijekom zrenja i kvaliteta sira Cheddar proizvedenog telecim sirilom i FPC-om
iz E.coli nisu se znaCajno razlikovali. Sir napravljen s FPC iz K. lactis nije se razlikovao u
organoleptickoj kakvoci sira od sira proizvedenog sa standardnim sirilom. U svakom pokusSaju

sir je dobio sli€ne ocjene za okus, boju i tijesto. Usporedba senzorske kvalitete sira Gouda
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jasno je otkrila da FPC iz K. lactis daje proizvod koji se u bilo kojem aspektu kvalitete nije

razlikovao od sira proizvedenog standardiziranim tele¢im sirilom (Garg i Johri, 1995).

2.3. MIKROBNO SIRILO

Mikrobna sirila koji se koriste u proizvodnji sira vecCih razmjera potjec€u iz podloga kulture nekih
filamentoznih gljiva, kao $to su Rhizomucor miehei (najkoristeniji) i Rhizomucor pusillus
(poznata kao mucorpepsin), ili iz C. parasitica (poznata kao endothiapepsin). Mikrobna sirila
nisu proizvodi GMO. Lako se proizvode u neograni¢enim koli¢inama, a njihova se svojstva

mogu pobolj$ati primjenjujuéi biotehnoloSke spoznaje (Feijoo-Siota i sur., 2014).

2.3.1. Karakteristike mikrobnih koagulanata

Mukorpepsin, koju izlu€uju dvije blisko povezane vrste R. pusillus i R. miehei, je asparaginska
proteaza. Kao enzim za zgru$avanje mlijeka prvi put se koristio tijekom Sezdesetih zbog
nedostatka tele¢eg sirila. Ove dvije gljive proizvode enzime sli¢ne strukture, s time da su ta
dva enzima klasificirana kao varijante. Pokazuju 83 % homolognih sekvenci i imunolo$ki su
unakrsno reaktivni iako pokazuju neke razlike u svojim peptidima. Optimalni pH za
mukorpepsin je oko 4 (varira ovisno o supstratu). Oba enzima zbog njihovog selektivhog
cijepanja k-kazeina uz relativno nisku proteoliti¢ku aktivnost, imaju relativno visoku aktivnost
zgruSavanja mlijeka. Oba enzima preferirano (kao i kimozin) cijepaju Phe105-Met106 vezu k-
kazeina. Proizvode se kao zimogeni sa signalnim peptidom koji obuhvaéa 22 ostatka,
propeptidom od 44 aminokiseline (polozaj 23-66) i zrelim proteinom Kkoji sadrzi 361
aminokiselinu u slu€aju R. pusillus. Kod R. miehei, polipeptidni prekursor se sastoji od
signalne sekvence od 22 aminokiseline, propeptida od 47 ostatka (23-69) i zrele proteaze od
361 aminokiseline. Kod enzima R. pusillus mogucéa su 3 mjesta glikolizacije (Asn79, Asn113,
Asn188). Samo su prvi i posliednji (Asn 79 i Asn118) pronadeni glikolizirani kada se
eksprimiraju u S. cerevisiae. Polozaji aminokiselina isti su i za R. miehei (Asn 79 i Asn188).

Patogena gljiva C. parasitica (kestenova plamenjaca) proizvodi asparaginsku jednolan¢anu
proteinazu endotiapepsin koja se sastoji od 330 aminokiselina, molekularne mase 33,8 kDa.
Enzim se proizvodi u zimogenom obliku (419 aminokiselina) s potencijalnim signalnim
peptidom (20 aminokiselina), propeptidom (69 aminokiselina, pozicija 21-89) i zrelim enzimom
koji sadrzi 330 aminokiselina. Ima kiseli optimalni pH i nizak pl (oko 5,5). ima visoku
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proteolitiCku aktivnost, nisku ovisnost o ionskoj jakosti i visoku termostabilnost. Koristi se samo
za sireve koji se obraduju na visokim temperaturama, poput Ementalera. Aktivnost enzima za
zgruSavanje mlijeka u pocetku se pripisalo cijepanju iste k-kazeinske veze hidrolizirane
tele¢im kimozinom, no kasnije se pokazalo da endotiapepsin cijepa prethodnu k-kazeinsku
peptidnu vezu (Ser104-Phe105) (Feijoo-Siota i sur., 2014).

2.3.2. Novi na€ini unaprjedenja

Mikrobna sirila se prvenstveno koriste u neindustrijskim primjenama kod proizvodnje svjezih
sireva. Sirila koje proizvode R. miehei, R. pusillus i C. parasitica su komercijalno dostupna
pod razli¢itim nazivima jo$ od 1970-ih. Kod proizvodnije sira najéesce se koristi enzim iz kulture
R. miehei. Glavno ograni¢enje ovih koagulanta je toplinska stabilnost i nizak omjer aktivnosti
zgruSavanja u odnosu na proteolitiCku aktivnost (C/P). Nakon zagrijavanja gruSa, visoka
toplinska stabilnost proteaza R. mieheii R. pusillus rezultira postojano$¢u enzimske aktivnosti.
Tijekom dugih razdoblja sazrijevanja termostabilnost enzima stvara neugodne arome i gorak
okus u siru (Feijoo-Siota i sur., 2014).

Razvijene su nove kemijske i genetske metode kako bi se asparaginske proteinaze ucinile
osjetljivima na toplinu, bez gubitaka njihove aktivnosti zgruSavanja mlijeka. Takoder razvijene
su nove metode za povecCanje omjera C/P. U ovu svrhu prou€avana je kristalna struktura
asparaginske kiseline proteinaze iz R. miehei i doSlo je do zakljuCka da visok stupanj
glikolizacije utjeCe na visoku termicku stabilnost. Enzim je na temelju ove strukture uspjesno
modificiran za stvaranje proteina sa smanjenom toplinskom stabilnod¢u i veCom aktivhoSc¢u
zgruSavanja mlijeka, u usporedbi s nativnim enzimom. Stupanj glikolizacije enzima ovisi o
aminokiselinskoj sekvenci i o vrsti mikroorganizma. R. pusillus proteinaza ima nizak stupanj
glikolizacije. Rekombinantni enzim izrazen u S. cerevisiae bio je visoko glikoliziran i kvasac
ga je lucio ucinkovitije. Deglikolizacija rekombinantne nemutirane proteinaze proizvedene u
S. cerevisiae rezultira enzimom s povec¢anim C/P omjerom zbog povecane aktivnosti
zgruSavanja mlijeka, ali je i dalje taj omjer nizi od prirodnog nerekombinantnog enzima.
Medutim otrikriveno je da je rekombinatna asparaginska proteinaza podvrgnuta toplinskoj
inaktivaciji proizvela 0,2 % veci prinos feta sira u usporedbi s prinosom dobivenim s
termolabilnim prirodnim enzimom. Neke od modifikacija za smanjenje toplinske stabilnosti
mikrobnog koagulanta Rhizomucor ukljuCuje nitriranje, karbamilaciju i deglikolizaciju izazvanu
perjodatom. Djelovanje asparaginske proteinaze od R. pusillus na zgruSavanje mlijeka se
povecava aciliranjem proteinaze s kiselim anhidridima. Sredstvo koje se u tu svrhu pokazalo

najboljim je meleinski anhidrid. Medutim ovaj spoj je doveo do smanjenja aktivnosti
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zgruSavanja mlijeka koriStenjem mikrobnog koagulanta iz R. miehei. Asparaginska proteinaza
iz R. pusillus tretirana s jantarnim anhidridom pokazala je povecanu aktivnost zgrusavanja
mlijeka i omjer C/P. Mutageneza je jo$ jedan potencijalno odrziv pristup za stvaranje gljivinih
apsaraginskih proteinaza sa smanjenom termostabilno$¢u koji se mogu koristiti kao

koagulansi u mlijeku (Feijoo-Siota i sur., 2014).

2.3.3. Klasifikacija koagulanata

Sva poznata mikrobna sirila koja se koriste za proizvodnju sira su gljivicnog podrijetla. Vecina
bakterijskih proteaza opisanih kao enzimi za zgruSavanje mlijeka pokazala su se
neprikladnima, uglavnom zato $to imaju previsoku proteolitiCku aktivnost. Od dva mikrobna
sirila koja se koriste za proizvodnju sira, dominira sirilo proizvedeno iz plijesni Rhizomucor
miehei. Postoje Cetiri tipa mikrobnih koagulanata koji imaju znacajno vecu proteolitiCku
aktivnost od kimozina. Prvo, prirodni tip, Cesto oznacen kao 'tip L', koji karakterizira vrlo velika
stabilnost na toplinu. Drugi, destabilizirani proizvod, ¢esto oznacen kao 'tip TL' nastaje
oksidacijom prirodnog enzima, i karakterizira ga termolabilnost, ve¢a ovisnost o pH i nesto
manja proteoliticka aktivnost od tipa L. Treci, dodatno termolabilni oblik, oznacen kao 'tip XL',
nastaje jaCom oksidacijom nego tip TL, i karakterizira ga dodatna termolabilnost, veéa ovisnost
o pH i ne$to manja proteoliticka aktivnost od tipa TL. Cetvrti, kromatografski progié¢eni oblik
tipa XL, oznacen kao 'tip XLG ili XP', ima funkcionalna svojstva poput tipa XL, ali sadrzi manje
neenzimatskih necisto¢a. Sirilo proizvedeno iz plijesni Cryphonectria parasitica karakterizira
vrlo visoka opca proteoliticka aktivnost, dobra formacija grusa, niska ovisnost o pH i velika
termolabilnost. Zbog svojih svojstava, proizvod se koristi samo za sireve zagrijavane na
visokim temperaturama, kao $to je Ementaler. Sirilo iz Rhizomucor pusillus sli¢no je proizvodu
iz R. miehei. Ono se koristio u proS$losti, ali nema prednosti u odnosu na koagulans iz R.

miehel, i vise se ne proizvodi komercijalno (Law i Tamime, 2010).

2.3.4. Prednosti i nedostaci

Mikrobna sirila koriste se u mnogim proizvodima zbog svoje ekonomske konkurentnosti.
Proizvodnja sira prema FAO-u od 1961. godine porasla je za faktor od 3,5. To je utjecalo na
ubrzano svjetsko istrazivanje o razvoju novih zamjena za zivotinjsko sirilo. Upotreba teleceg
sirila trenutno predstavlja samo 20-30 % od ukupne upotrebe enzima za zgruSavanje mlijeka.
Mikrobni koagulansi su dopusteni u koSer, halal, vegeterijanskim, organskim i proizvodima bez
GMO-a (Feijoo-Siota i sur., 2015.).
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Glavno ograni€enje ovog tipa sirila je toplinska stabilnost i nizak C/P omjer. Stvorene su
toplinski labilne varijante kako bi se olakSala njihova toplinska inaktivacija i omoguéilo njihovo
koriStenje u industriji mlijeka, gdje se sirutka koristi kao nusproizvod. Mikrobna sirila pokazuju
vecu proteolitiCku aktivnost u usporedbi s tele¢im sirilom ili FPC-om, §to moze uzrokovati maniji

prinos sira i razvoj gorcine tijekom zrenja (Feijoo-Siota i sur., 2015).

2.4. BILJNO SIRILO

Medu raznim koagulansima koji se koriste u tehnologiji sira zna¢ajno mjesto zauzimaju biljna
sirila. Mnogi enzimi iz biljaka su se pokazali sposobnima za zgruSavanje mlijeka. Odabir
prikladnog biljnog koagulansa vazan je zbog sve vecCe globalne potraznje za sirom uz
smanjenu ponudu teleéeg sirila. Biljno sirilo dobiva se iz biljaka koje posjeduju enzime za
zgruSavanje. Ovi biljni ekstrakti koriste se kao koagulansi za mlijeko jo§ od davnina. Neki
primjeri uklju€uju kardunski ¢icak, koru smokve ili koprive. Biljna sirila postala su predmetom
sve veceg interesa u industriji sira zbog svoje jednostavne dostupnosti i jednostavnih procesa
proCiS¢avanja. Enzimska aktivhost biljnog sirila uglavhom je povezana s djelovanjem
asparaginskih proteaza ili onih s ostacima serina i cisteina. Koristenje razlicitih tipova biljnih
proteaza u tehnologiji sira utje€e na stupanj razgradnje proteinske matrice mlijeka, $to dovodi
do razlika u senzorskim svojstvima sira. Sirevi proizvedeni biljnim sirilima mogu postati gorkog
okusa zbog prekomjerne proteoliticke aktivnosti, $to ograni¢ava njihovu industrijsku upotrebu.
Za postizanje bolje kvalitete kona&nog proizvoda od velike je vaznosti odabir odgovarajuéeg
biljnog sirila i kontrola parametara proizvodnje. Kljuéni korak u odabiru odgovarajuée zamjene
za telecCe sirilo je procjena enzimskih aktivnosti (aktivnost zgruSavanja mlijeka i proteoliticka
aktivnost). Reoloska i senzorska svojstva proizvedenih sireva povezana su s omjerom tih
aktivnosti. Visoka vrijednost ovog omjera osigurava izvrstan proizvod sa Zeljenom ¢vrstocom

i bez otpustanja gorkih okusa tipi¢nih za biljne proteaze (Amira i sur., 2017).

2.4.1. Enzimi

Biline proteaze se klasificiraju u razliCite skupine na temelju katalitickog mehanizma koji se
koristi tijekom hidrolitickog procesa. Glavne vrste biljnih proteaza za zgruSavanje mlijeka su
asparaginske, serinske i cisteinske. Broj i vrsta enzima ovisi o vrsti bilike i o dijelu unutar same
bilike (Amira i sur., 2017).
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2.4.1.1. Asparaginske proteinaze

Nalaze se u mnogim biljnim vrstama. Sudjeluju u razgradniji proteina tijekom procesa razvoja
bilike, mehanizmu skladistenja proteina, reakcijama na stres i patogene i u procesima starenja
bilike. Ovi enzimi imaju dva asparaginska ostatka odgovorna za katalitiCku aktivnost, Cija je
specificnost djelovanja usmjerena prema cijepanju peptidnih veza izmedu hidrofobnih
aminokiselinskih ostataka. Vecina ovih enzima su heterodimerni proteini s velikim

podjedinicama od 28-35 kDa i malim podjedinicama od 11-16 kDa (Amira i sur., 2017).

2.4.1.2. Serinske proteinaze

Na svojim aktivnim mjestima imaju serinske ostatke. Njihova glavna uloga u biljkama je gotovo
jednaka kao i kod asparaginskih proteinaza, uz neke dodatne znacajke. Serinske proteinaze
su Siroko rasprostranjene u biljlakama i nalaze se u nekoliko taksonomskih skupina.
Ekstrahirani su, proc€iS¢eni i karakterizirani iz nekoliko dijelova biljaka, posebice iz vo¢a (Amira
i sur., 2017).

2.4.1.3. Cisteinske proteinaze

Zovu se jos i tiol proteinaze, imaju kataliticki mehanizam koji uklju€uje cisteinsku skupinu na

njihovom aktivnom mjestu (Amira i sur., 2017).

2.4.2. Enzimatska uloga biljnih proteinaza

KoriStenjem biljnog sirila, dva glavna koraka enzimatske koagulacije mlijeka provode se na
isti nacin kao i kod koagulacija tele¢im sirilom. Osim glavne funkcije zgruSavanja mlijeka, biljne
proteaze imaju vaznu ulogu kod pocCetka zrenja sira. Hidrolizom sira pomoc¢u zaostalog
koagulasa nastaju supstrati za neke bakterije, €ija razgradnja omogucuje razvoj arome tijekom
zrenja. Intenzitet ovog ucinka na kvalitetu sira ovisi o vrsti biljnog koagulansa, njegovoj dozi i
enzimatskoj aktivnosti. Najvaznije svojstvo proteaza koja se koriste u proizvodnji sira je
aktivnost koagulacije mlijeka, te sposobnost enzima da specificno hidrolizira k-kazein iz
mlijeka. Ona se mijeri razli€itim metodama (Amira i sur., 2017).

Sto se ti¢e proizvodnje sira koristenjem biljnih sirila, pocetni cilj je uvijek proizvodnja
koagulansa s maksimalnom specificnom koagulantnom aktivno8¢u. Ova aktivnost ovisi o
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nekoliko ¢imbenika, kao Sto su vrsta biljke, dio biljke, vrsta i koncentracija proteaza. Najveca
aktivnost zgruSavanja primijeéena je u ekstraktu lateksa, nakon kojeg slijiede ekstrakti
stabljike, liS¢a i cvjetova Calotropis gigentea. Dok je kod ekstrakata C. cardunculus najveca
aktivnost uglavnom u cvjetovima. Vodeni ekstrakti iz cvjetova naSiroko su koristeni kao
zamjena za zivotinjsko sirilo u nekim obrtni¢kim sirevima iz Italije, Portugala i Spanjolske
(Amira i sur., 2017).

2.4.3. Utjecaj biljnih sirila na senzorska svojstva sira

Odredivanje senzorskih svojstava sira je bitan korak u procjeni sposobnosti biljnog sirila da
uspjesSno zamijeni telece sirilo. Ova svojstva ovise o vrsti biljnog sirila. Neka sirila daju sireve
slicnih organoleptickih i senzorskih svojstava koja se dobivaju koriStenjem Zivotinjskih sirila.
Drugi doprinose stvaranju vrlo razli€itih tekstura i okusa zbog prekomjerne proteoliticke
aktivnosti i proizvodnje gorkih peptida. Stoga je provedeno nekoliko istraZivanja kako bi se

usporedila tekstura, okus i boja razli¢itih sireva uz koristenje biljnih sirila (Amira i sur., 2017).

2.4.3.1. Teksturai okus

Polutvrdi sir proizveden s onopordozinom ekstrahiranim iz cvjetova Onopordum acanthium
pokazao je sli¢ne karakteristike kao i drugi komercijalni sirevi iste vrste. Ima blagu gorcinu sa
slatkim naknadnim okusom zajedno s jakim zrelim okusom, koji je blago slan. Tekstura mu je
dobra. Odredena tekstura sira uglavnom je posljedica primarne proteolize mlije¢nog kazeina
pomocu biljnih sirila, a ne prevladavaju¢e mikroflore. Tvrdo¢a svih sireva smanjuje se zbog
enzimatske hidrolize kazeina tijekom sazrijevanja (Amira i sur., 2017).

Jedan primjer polutvrdog sira je Peshwari koji je napravljen od potpuno ili djelomi¢no obranog
mlijeka. Koristi se biljno sirilo iz korijena dumbira (Zinigiber officinale) koji se naziva dumbirova
proteinaza. Za razliku od sira proizvedenog sa onopordozinom, sir proizveden uz pomoc
dumbira ima kremastu teksturu i tijekom skladiStenja ne dolazi do pogorSanja okusa i pojave
gorcine. Sli¢na tekstura postignuta je i kod sira Murcia al vino, koristenjem biljnog sirila. MekSi
je, kremastiji i manje zrnat sir od istog sira pripremljenog uz telece sirilo. Unato¢ pretjeranim
aktivnostima i razlikama u teksturi, neki biljni ekstrakti poput onih u C. cardunculus koristeni
su u pripremi mekih sireva poput Roquerfort i Serra da estrela (Ben Amirai sur., 2017).
Nekoliko biljnih ekstrakata bi moglo uspjeSno zamijeniti teleéi kimozin u smislu svojstava
teksture. Na primjer grus proizveden uz ekstrakt Kivija pokazuje sli¢ne vrijednosti parametara

koji opisuju elasti¢nost i tvrdo¢u kao i gru$ proizveden uz kimozin. S druge strane ekstrakt
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dinje ne proizvodi gru$ dobre teksture posebno vezano za tvrdoCu. To se pripisuje VisOKoj
proteolitickoj  aktivnosti §to  rezultira niskim omjerom  aktivnost zgruSavanja
mlijeka/proteoliticka aktivhost. Kod analize okusa sira Mozarella proizvedenog uz ekstrakt
kivija, rezultati su pokazali odsustvo gorkog okusa. Nije primijeéena razlika pripremljenog
uzorka i komercijalnog sira Mozarelle (Amira i sur., 2017).

Sto se tite zrelih sireva, postignuti su pozitivni rezultati koritenjem odredenih biljnih
ekstrakata. Ekstrakt cvijeta Cynara scolymus smatra se dobrom zamjenom za zivotinjsko sirilo
kod proizvodnje sireva tipa Gouda. Fizikalno-kemijski parametri analizirani tijgkom zrenja i
organolepti¢ka svojstva koja su postignuta su sli€na onima uz koriStenje zivotinjskog sirila.
Kod proizvodnje sireva s biljnim sirilom okus je povezan s vrstom mlijeka i njegovim sastavom.
Uz bolji izbor mlijeka mogu se izbjeCi nedostaci u okusu. Na primjer ekstrakt koagulansa C.
cardunculus uspjesno je iskoriSten kod proizvodnje sira od kozjeg i ovCjeg mlijeka, koji za
rezultat nemaju izraZen gorak okus. Dok sirovi proizvedeni od kravljeg mlijeka uz isti ekstrakt
imaju tendenciju razvijanja nepozeljne goréine. To je vjerojatno rezultat ovéjih kazeina koji su
manje osjetljivi od govedih kazeina na stvaranje hidrofobnih gorkih peptida nakon

proteolitickog djelovanja (Amira i sur., 2017).

2.4.3.2. Boja

Biljna sirila proizvode sireve poboljSane vizualne kvalitete, uglavhom boje, sto je od velike
vaznosti za ispunjavanje zahtjeva potroSaa. Smanjenje koncentracije biljnog ekstrakta
(kruto/tekuce) i volumena koagulansa dodanog u mlijeko doprinosi boljim rezultatima boje.
Takoder su provedene studije u kojima se testirala sposobnost biljnog sirila da proizvede sir
usporediv s onim od teleéeg sirila. Sirevi pripremljeni s ekstraktom C. cardunculus imaju
tamniju i izraZeniju Zutu boju od sireva proizvedenih sa Zivotinjskim sirilom. Koristenjem
ultrafiltriranog mlijeka s istim koagulanskom dovodi do pobolj$anja boje koja postaje svjetlija i

manje Zuta (Amira i sur., 2017).

2.4.3.3. Prinos sira

Odredivanje prinosa po teZini sira je jedan od najvaznijih parametara koji treba uzeti u obzir
pri odabiru odgovarajuée zamjene za teleCe sirilo. Optimalni prinos sira bitan je kod
proizvodnje sira. Od ispitivanih biljnih sirila, vecina su se ispostavila da nisu prikladna za
proizvodnju sira u industrijskim razmjerima. Sirevi su skloni gubitku proteina kao rezultat

prekomjerne proteoliticke aktivnosti (Amira i sur., 2017).
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2.4.4. Ficus carica L.

Smokva je vocée koje je posebno dobro prilagodeno razli¢itim ekoloskim uvjetima zemalja
mediteranskog podrucja, a vise od 600 kultivara se lokalno uzgajaju i nazivaju sortama. Ficus
carica L. je obi¢na smokva, vrsta koja se sastoji od brojnih sorti sa zna¢ajnom genetskom
razliitoScu. Od velike je komercijalne vaznosti. Ima sposobnost zgruSavanja mlijeka i njegov
lateks (moze se opisati kao gusta, kremasto bijela tvar koja nalikuje mlijeku, iako se moze
pojaviti i kao vodenasta suspenzija u nijansama Zute ili naranfaste) se stvara u
specijaliziranim stanicama poznatim kao laticiferi, koje mogu biti pojedinacne stanice ili
skupine stanica koje stvaraju cijevi, kanale ili medusobno povezane mreZe unutar razli€itih
dijelova biljaka) predstavlja vazan izvor mnogih proteolitickih enzima poznatih pod opéim
nazivom ficin. Ficin se odnosi na proteinski prah koji se priprema od plodova stabala smokve
iz roda Ficus. Ficin pripada cistrin proteinazama. SadrZi dvije skupine proteolitickih enzima,
prva skupina ima visoku aktivnost zgruSavanja mlijeka, ali nisku proteolizu, a druga ima visok
proteolitiki u€inak. Utvrdeno je postajanje viSe oblika ficina. Primjena lateksa od smokava u
proizvodnji mlije¢nih proizvoda je vrlo ograni€ena. Sir Cheddar proizveden s ekstraktom
smokve, nakon 8 mjeseci zrenja nije pokazao nikakvu razliku u usporedbi sa kontrolnim sirom
proizvedenog uz zivotinjsko sirilo. Analizirana je upotreba prociséenog ficina u proizvodnji sira
i organoleptiCka svojstva, pokazalo se da nema razlika u okusu ni teksturi. lako je upotreba
ficina u tradicionalnoj proizvodnji sira nije prosSirena, u istoénoj Turskoj se koristi u mlije¢nom
proizvodu koji se zove teleme. Ima slichu teksturu kao jogurt, slatkastog je okusa, a
tradicionalno se priprema dodajuci nekoliko kapi ficina u mlijeko. U Italiji se lateks od smokve
koristi za proizvodnju Cacioricotte. Paralelno su se napravile usporedbe profilan proteinaze
koristeCi lateks od smokve i teleCe sirilo. Pokazalo se da lateks od smokve ima snazno
proteoliticko djelovanje. Drugo istrazivanje pokazalo je da skuta napravljena sa ficinom je
samo malo mek3sa i nedto manje tezine od skute napravljene sa Zivotinjskim sirilom. Takoder
je ustanovljeno da uporaba ficina za zgruSavanje mlijeka u pripremi mlijeka dovodi do vece
gorCine u mladom siru. Daljnja hidroliza gorkih peptida dovodi do nestanka gorcine pri

produljenom odleZavaniju sira (Lomolino i sur., 2015).

2.4.5. Prednosti i nedostaci

Biljna sirila su postala predmetom sve veceg interesa u industriji sira zbog svoje jednostavne

dostupnosti i jednostavnih procesa procis¢avanja. Upotrebom biljnih proteaza u proizvodniji
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sireva promice se veca dostupnost vegetarijancima i moze poboljSati njihov nutritivni unos.
Vecina biljnih sirila proizvodi sireve gorkog okusa zbog prekomjerne proteoliticke aktivnosti
Sto ograni¢ava njihovu industrijsku upotrebu. Jo§ jedan nedostatak je tekstura sira koja se
razlikuje od sira proizvedenog sa zivotinjskim sirilom. Ovi nedostaci su uglavnom posljedica
prekomjerne proteoliticke aktivnosti i zbog niskih omjera MCA/PA (Amira i sur.).

Od davnina su se cvjetovi C. cardunculus koristili u tradicionalnoj proizvodnii sira, posebno u
Portugalu, gdje se smatra superiornim za sireve poput Serre i Serpe. Kardunski koagulansi
nisu Siroko koristeni, ali se proizvode i koriste lokalno u nekim mediteranskim zemljama
(Faccia i sur., 2012).

Biljno sirilo rijetko se ne koristi za komercijanu proizvodnju. Njihova upotreba je vrlo
ograni€ena za proizvodnju sira u velikim kolicinama. Takoder se ne koriste zbog njihovog
negativnog ucinka na prinos sira i razvoj gor€ine. Sadrzaj suhe tvari, tvrdo¢a, gumastost i
sposobnost Zvakanja pokazuju znacajne razlike u sirevima napravljenih s biljnim sirilima i
tele¢im sirilom. | u usporedbi sa teleéim sirilom koagulacija je spora (Whitehurst i van Oort,
2010).

3. ZAKLJUCCI

1. Uovom radu istrazeni su razliciti tipovi sirila koji se koriste u proizvodniji sira, ukljuéujuci
zivotinjsko sirilo, FPC (fermentacijom proizveden kimozin), mikrobno sirilo i biljno sirilo.

2. Svaki od ovih tipova ima svoje specificne karakteristike i prednosti, ali i odredene
nedostatke.

3. Zivotinjsko sirilo, koje se tradicionalno koristi, dobiva se iz Zeluca mladih teladi, janjadi
i koza. lako je u€inkovito, u procesu koagulacije mlijeka najveci problemi koji se javljaju
su da njegova dostupnost moze biti ograni€ena zbog ograni¢enog broja dostupne
teladi i radi znacajnog ekoloSkog otiska.

4. FPC je razvijen kao alternativno rjeSenje koje koristi tehnologiju rekombinantne DNA
za proizvodnju kimozina. Ovaj tip sirila pokazuje sli¢na svojstva kao teleée sirilo i ima
znacajan udio na trziStu zbog svoje visoke ucinkovitosti i konzistentnosti. Eventualni
nedostatak bi mogao biti slabije prihvacanje genetskte modifikacije u tehnologiji
proizvodnje sirila.

5. Mikrobno sirilo, proizvedeno od razli€itih vrsta plijesni, takoder se koristi u industriji

sira. lako moze pruziti dobru koagulaciju mlijeka, njegova visoka proteolitiCka aktivnost
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moze negativno utjecati na teksturu i okus sira.

Biljno sirilo, dobiveno iz biljaka kao §to su kardunski €i€ak i smokva, nudi alternativu
za veganske sireve. Medutim, zbog varijabilnosti u enzimskim aktivnostima, moze
utjecati na kvalitetu konanog proizvoda, Cesto rezultiraju¢i gor€inom i slabijim
prinosom sira.

Svaki tip sirila ima svoje specificne prednosti i mane koje proizvodadi sira moraju uzeti
u obzir pri odabiru odgovarajuéeg sredstva za koagulaciju mlijeka. Kontinuirana
istrazivanja i razvoj u podrucju biotehnologije mogli bi dovesti do novih i poboljSanih

tipova sirila koji ¢e zadovoljiti potrebe industrije i potro$aca.
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Izjava o izvornosti

Ja Ime i Prezime izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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