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1. UvVvOD
Svjezi sir je tradicionalna namirnica s podru¢ja Sjeverne Hrvatske i Slavonije, ali zbog visoke

nutritivne vrijednosti te pogodnog utjecaja na zdravlje ljudi, i danas se ¢esto konzumira. Po
tradicionalnom postupku proizvodnje sir se dobiva od svjezeg, nepasteriziranog mlijeka, dok
se industrijski uglavnom Koristi pasterizirano mlijeko. U oba sluc¢aja, dobiveni sir ima ograni¢en
rok trajanja od 3-7 dana, $to u danasnjem svijetu globalne hrane predstavlja problem kako
proizvodacima tako i potroSacima. Ipak, svjezi sir uziva sve vecu popularnost zahvaljujuci
trendu konzumacije minimalno procesirane hrane. Zato konzerviranje ovog proizvoda
predstavlja izazov za prehrambenu industriju. Jedan od nac¢ina kako zadrzati nutritivna svojstva
te oCuvati senzorske karakteristike svjezeg sira, a istovremeno produljiti rok trajanja je

pakiranje sira u vakuum te modificiranu atmosferu.

Modificirana atmosfera se postize uklanjanjem postojece atmosfere u pakiranju i zamjenom ili
upuhivanjem mjesavine plinova u to¢no odredenom omjeru (Rodriguez- Aguilera i Oliveria,
2009). Cilj pakiranja namirnica u vakuum i modificiranu atmosferu je eliminacija kisika koji
pogoduje rastu aerobnih bakterija, proteolitickih bakterija, kvasaca i plijesni te uz pravilan nacin

skladiStenja znacajno produljuju rok trajanja zapakiranih namirnica (Murcia i sur., 2003).

Upravo je produljenje roka trajanja svjezem siru, uz ocuvanje nutritivnih 1 senzorskih
karakteristika istog, bio cilj ovog rada. Svjezi sir koji se proizveo u laboratoriju od
pasteriziranog mlijeka pakiran je u normalnu atmosferu, vakuum te modificiranu atmosferu te
skladiSten u hladnjak na 18 dana. Kako bi se pratila promjena na siru, uzorci su analizirani
svaka 3 dana (s izuzetkom prvih 6 dana) na kemijska (pH, °SH, udio mlije¢ne masti, suhe tvari,

te pepela) fizikalna (tekstura, boja, masa sira, volumen sirutke) i mikrobioloska svojstva.

Osnovna svrha rada bila je utvrditi da li vakuum ili modificirana atmosfera mogu produljiti rok
trajanja svjezem siru, a da ne izazovu promjene na kemijskim, fizikalnim, mikrobioloskim ili

senzorskim karakteristikama svjezeg sira.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Definicija sira

Sirevi su svjezi proizvodi ili proizvodi s razli¢itim stupnjem zrelosti koji se proizvode
odvajanjem sirutke nakon koagulacije mlijeka (kravljeg, ov¢jeg, kozjeg, bivoljeg mlijeka i/ili
njihovih mjesavina), vrhnja, sirutke, ili kombinacijom navedenih sirovina. U proizvodnji sireva
dozvoljena je upotreba mljekarskih kultura, sirila i/ili drugih odgovaraju¢ih koagulacijskih
enzima i/ili dozvoljenih kiselina za koagulaciju (Pravilnik, 2009).

Rije¢ ,,sir u svjetskim jezicima potjece od grcke rijeci formos, formoi $to znaci koSara jer se
sir cijedio u tim kosarama te poprimao njezin oblik (Matijevié, 2015). Danas je sir jedna od
najpopularnijih namirnica, a kroz povijest se razvio ¢itav niz vrsta. Radi lakse sistematizacije
sirevi se dijele u razne skupine, no najznacajnija je ona po udjelu vode u bezmasnoj tvari sira:
ekstra tvrdi sir (<51%), tvrdi sir (49-56%), polutvrdi sir (54-59%), meki sir (>67%), svjezi sir
(69-85%), te po udjelu mlije¢ne masti u suhoj tvari na ekstramasne (>60%), punomasne (245 i
<60%), masne (=25 i <45%), polumasne (=10 i <25%) i posne (<10%) (Pravilnik, 2009). Pri

izradi ovog diplomskog rada provedena su istrazivanja na svjeZem posnom siru.
2.2 Svjetzi sir definicija i proizvodnja

Svjezi sir su sirevi koji sadrze 65-85% vode, a proizvode se mlije¢no kiselom fermentacijom
pomocu bakterija mlijecne kiseline (Bozani¢, 2015). Svjezi sirevi razvrstavaju se po
konzistenciji i prema sadrzaju masti u suhoj tvari. Konzistencija im moze bit pastozna (kao npr.
kod Quark), zrnata (npr. Cottage cheese) ili lisnata. Prema udjelu masti, svjezi sirevi pripadaju
svim stupnjevima masnoce, S tim da porastom masnoce raste udio suhe tvari sira, a snizava se
udjel proteina i laktoze (Kirin, 2016). Brojne zemlje svijeta imaju svoje inaice svjezeg sira pa
je tako i tradicionalna namirnica sjeverozapadne Hrvatske poznat pod nazivima poput prgice,
turo$, svjezi mekani sir, kuhani sir (Tratnik, 2012). Takvi sirevi se proizvode od neobradenog
sirovog punomasnog mlijeka koje se ostavi spontano Kkiseliti (2-3 dana). Zatim se obere
povrsinski izdvojeno vrhnje, a preostalo mlijeko se blago zagrijava na rubu Stednjaka tijekom
2-3 sata kako bi doslo do koagulacije (Sabljak i sur., 2013). Nastali gru§ se reze na kockice
dimenzija otprilike 5 x 5 cm kako bi se izdvojila sirutka, a potom cijedi preko sirnih gaza ili
cijedila (Kalit, 2016)

Industrijski postupci proizvodnje se razlikuju od onih u kuéanstvima prije svega u sirovini. U
industriji se koristi standardizirano, homogenizirano i pasterizirano mlijeko, ali moze se

koristiti 1 mlijeko ugu$¢eno ultrafiltracijom ili dodavati mlijeko u prahu (Kirin, 2016). Takoder,
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zgruSavanje Se ne odvija spontano ve¢ se potice dodatkom odredenog soja bakterija mlijecne
kiseline (mezofilne, termofilne ili kombinirane) te manje koli¢ine sirila kako bi se postigla
odgovarajuca ¢vrstoca grusa (Kirin, 2009). Obzirom na primijenjenu temperaturu dva su nacina
podsiravanja: hladno (20-26 °C) i toplo (27-32 °C). Tijekom podsiravanja prati se Kiselost te
kad se postigne odredena vrijednost fermentacija se prekida, a nastali sirni grus se reze i ostavlja
kako bi se izdvojila potrebna sirutka. Cijedenje grusa od preostale sirutke se provodi
koriStenjem jednog od postupaka cijedenja preko sirne marame, vreée, setova perforiranih
posudica, postupkom Schulenberg, itd. (Kirin, 2016) Postupak je gotov kad se dobije udio vode
propisan Pravilnikom (2009), nakon ¢ega slijedi pakiranje i skladistenje na +4°C (Kirin, 2009).
Zajednicka karakteristika svih svjezih sireva, bez obzira jesu li proizvedeni tradicionalnim ili
industrijskim postupcima je da ne prolaze fazu zrenja nego su nakon proizvodnje odmah

spremni na konzumaciju (Bozani¢, 2015).
2.3 Karakteristike svjeZeg sira

IstraZivanja u ovom radu provodena su na svjezem posnom siru (< 10 % mlije¢ne masti u suhoj
tvari) koji se konzumira nedugo nakon proizvodnje.

Na konzistenciju utjeCe omjer stvorene mlijecne kiseline i proteina. Kako u svjezem Siru nastaju
visoke koncentracije mlijecne kiseline, slabije se veze kalcij za kazein pa je posljedi¢no tekstura
sira rastresita, konzistencija lomljiva i krta, a sam sir je izrazito bijele boje (Kirin, 2009; 2016).
Zbog visokog udjela mlije¢ne kiseline i niskog pH (ispod 5,0) tekstura sira je manje kohenzivna
te rastezljiva (Tunick, 2016). Jedna od karakteristika teksture svjezeg sira je prozracnost koja
se postize laganim mijeSanjem grusa (Popovi¢ — Vranjes, 2015).

Vrijednost pH svjezeg sira iznosi 0ko 4,8 te je blizu izoelektri¢ne tocke kazeina, §to konaénom
proizvodu daje prepoznatljivu kiselost koja se odraZzava ne samo u okusu, ve¢ i u mirisu
(Cindri¢, 1997). Kako je svjezi sir zbog visokog udjela vode podlozan mikrobioloSkoj
kontaminaciji, niska kiselost, uz senzorsku analizu, ima vaznu ulogu u mikrobioloskoj zastiti
tog sira. Kiselost je glavno senzorsko obiljezje okusa, uz umjerenu aromu po mlijeku i blagu
slanost. Sli¢na svojstva povezuju se i s mirisom koji je blag i po mlijeku uz miris po kiselosti,
bez ikakvih stranih primjesa (Bozani¢ i sur., 2010). Kako bi se postigla karakteristi¢na
senzorika svjezeg sira, potrebno je koristiti mlijeko dobre kvalitete, pridrzavati se higijene 1
Cistoce tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje i pakiranja te kontrolirati temperaturu

fermentacije i koagulacije (Popovi¢- Vranjes, 2015).



2.4 Mikrobna kultura

Svjezi sirevi proizvode se uz koriStenje odgovarajucih kultura bakterija mlije¢ne kiseline Cije
su glavne zadace:

e hidroliza laktoze,

e proteoliza bjelancevina Sira,

e lipoliza mlije¢ne masti,

e grusanje mlijeka,

e tvorba plinova za oblikovanje sirnih okasaca,

e tvorba mirisa sira,

e inhibicija rasta nepozeljnih mikroorganizama (Tratnik, 2012).
Mikrobne kulture mogu biti sastavljene od jednog soja iste vrste bakterija pa se radi od
jednovrsnim kulturama, ili od viSe vrsta, vise razlicitih sojeva iste vrste ili viSe sojeva razli¢itih
vrsta koje se nazivaju mjeSovite kulture (Kirin, 2016). Obzirom na optimalne temperature na
kojima djeluju, mljekarske kulture se dijele na mezofilne i temofilne. U ovom istrazivanju
koristena je mezofilna kultura bakterija mlijecne kiseline koja moze rasti u rasponu temperatura
od 10 do 40° C, s tim da joj je optimalna temperatura izmedu 20 i 30°C (Tratnik, 2012). Njezina
primarna uloga je grusanje koje nastaje kao posljedica mlijecno-kiselog vrenja, a mljekarske
kulture koriStene u tu svrhu nazivaju se osnovne kulture (Kirin, 2016). U tom procesu dolazi
do razgradnje laktoze na mlijecnu kiselinu uz djelovanje enzima, ponajvise
homofermentativnih vrsta bakterija mlije¢ne kiseline npr. Lactobacillus i Lactococcus. Kad se
stvore uvjeti, heterofermentativne vrste (Leuconostoc i Lactococcus) pocinju s
metaboliziranjem tvari arome - diacetila, hlapljive kiseline, pa tako koristena kultura utjece i na
senzoriku sira (Tratnik, 1998). Te razli¢ite vrste bakterija su u sinergistickom odnosu tj. rast
jedne vrste svojim hidrolitickim metabolizmom uvjetuje rast druge vrste (Havranek i sur.,
2010). Nastala mlijecna kiselina dovodi do nastajanja kiselog medija spustaju¢i pH na
vrijednost blizu pH vrijednosti izoelektri¢ne tocke kazeina daju¢i mu time stabilnost. Osim

toga, tako niske vrijednosti pH Stite svjezi sir od mogucée kontaminacije (Cindri¢, 1997).
2.5 Mikrobiologija sira

Sir nije sterilna namirnica, te uz bakterije mlije¢ne kiseline sadrzi i druge mikroorganizme koji
prvenstveno potjecu iz mlijeka. Svjezi sir koji se proizvodi iz zdravstveno i mikrobiolosko
ispravnog mlijeka okarakteriziran je mikrobioloskim kriterijima koji su unutar sadrzi zakonski

propisanih granica. Do kontaminacije mlijeka, odnosno sira, dolazi u sluc¢aju upale vimena ili
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nehigijenske manipulacije, prerade ili skladiStenja namirnice (Sabljak i1 sur., 2013). Na rast
mikroorganizama tijekom proizvodnje sira znacajno utjeCu pasterizacija mlijeka, brzina
zakiseljavanja i temperatura dogrijavanja grusa. Pasterizacijom se mogu inaktivirati Stetni
mikroorganizmi ili smanjiti njihov broj na prihvatljivu razinu, a brzim zgrusavanjem uslijed
naglog pada pH vrijednosti takoder dolazi do znadajnog opadanja broja potencijalnih
kontaminanata u siru. Medutim, temperature gruSanja (20-30°C) pogodno utjecu na rast svih,
pa tako i patogenih mikroorganizama (HAH, 2016).

Enterobakterije su normalna mikroflora probavnog sustava u ljudi i zivotinja, a opasnost za
zdravlje predstavljaju endo- i egzotoksini koje luc¢e kad prevladaju mikrofloru domacina.
Najzastupljenije enterobakterije u mlijeku i siru su Escherichia coli, Staphylococcus aureus i
Salmonella sp. (Markov i sur., 2009). U patogene mikroorganizme koji mogu biti prisutni u
svjezem siru ubrajaju se Gram negativne bakterije kao §to su Pseudomonas, Alcaligenes,
Proteus, Aerobacter, a koje izazivaju cijeli niz negativnih promjena na siru poput sluzavosti,
teksturalnih promjena, neugodnog mirisa i gubitka okusa (Mannheim i Soffer, 1996). Kvasci i
plijesni su takoder Cesti kontaminanti mlijeka, a kako ne prezivljavaju pasterizaciju, njihovo
prisustvo u siru znak je naknadne kontaminacije mlijeka (Sobota Salamon i sur., 2010). S
obzirom na takvu mikrobiolosku raznolikost, definirani su razli€iti kriteriji na temelju kojih se

odreduje zdravstvena ispravnost svjezeg sira (Tablica 1 i 2).

Tablica 1. Pregled obaveznih mikrobioloskih kriterija za svjezi sir (Uredba Komisije, 2005)

Plan Granicne Fazau
. . » . Referentna . Mjere u slucaju
Kategorija _ | uzorkovanja | vrijednosti kojoj se
Mikroorganizmi analiti¢ka . nezadovoljavajuéih
hrane kriterij
N c m M metoda . rezultata
primjenjuje
Nedozreli
meki sirevi
(svjezi Poboljsanja higijene
sirevi) proizvodnje. Ako se
dobiveni od . otkriju vrijednosti >
L Koagulaza- 10 Kraj L
mlijeka ili o 100 EN/ISO ) 10° cfulg, serija sira
. » pozitivni 5 2 cgu i proizvodnog L
sirutke koji ) . cfu/lg | 6888-1ili2 mora se ispitati na
stafilokoki g procesa .
su prisutnost
pasterizirani stafilokoknih
ili jos jace enterotoksina.
termicki
obradeni




Tablica 2. Pregled preporu¢enih mikrobioloskih kriterija za svjezi sir (Ministarstvo

poljoprivrede, 2011)

\ 3.5.2. Meki (svjezi) sirevi Preporuceni \
od pasteriziranog Salmonella spp. 5 0 n.n. u 259
mlijeka

Escherichia coli 5 2 m=10cfu/g
M=10?%cfu/g

Koaugulaza pozitivni 5 2 m=10cfu/g

stafilokoki/ M=10%cfu/g

Staphylococcus aureus

Kvasci 5 1 m=102cfu/g
M=103cfu/g

Plijesni 5 1 m=10%cfu/g
M=103cfu/g

2.6 Rok trajanjai kvarenje svjeZeg sira

Rok trajanja definiran je kao period vremena unutar kojeg ¢e prehrambeni proizvod, skladisten
u preporuCenim uvjetima, ostati siguran za potroSnju, ali i zadrzati svoja pozeljna i
karakteristi¢na senzorska, kemijska, fizicka, mikrobioloska i funkcionalna deklarirana svojstva
(Jalilzadeh i sur., 2015). Kod svjezeg sira ovisi 0 brojnim faktorima ukljucujuéi kvalitetu
sastojaka, sastav i strukturu proizvoda, uvjete procesiranja, karakteristike pakiranja te
skladiStenje. Posljedi¢no, nastaju promjene koje ograni¢avaju definirani rok trajanja svjezeg
sira, a mogu biti kemijsko-fizikalne (izdvajanje masti, Zeliranje otopine proteina, sinereza,
kristalizacija minerala), kemijske (neenzimsko posmedivanje, oksidacija masti) i biokemijske
(rast mikroorganizama, enzimska degradacija, fermentacija) (Jalilzadeh i sur., 2015). Te
promjene mogu uciniti sir bezukusnim do neupotrebljivim, ¢ine¢i ga ekonomski neisplativim,
a ukoliko se jave patogeni mikroorganizmi, i potencijalno opasnim za zdravlje ljudi (Rodriguez
— Aguilera i Oliveira, 2009a). Rast mikroorganizma uzro¢nika kvarenja prije svega ovisi 0
dostupnosti nutrijenata, aktivitetu vode, pH, ionskoj jakosti, temperaturi te sastavu atmosfere u
pakiranju. S obzirom na visok udio vode, nisku koncentraciju soli te bogatstvo nutrijentima,
svjezi sir je pogodna podloga za razvoj mikroorganizama ¢ime se ubrzava kvarenje i ogranicava

rok trajanja na svega par dana (Dermiki i sur., 2007).

2.7 Pakiranje svjeZeg sira

Zapakiran sir je svaki pojedinacni proizvod koji se sastoji od sira i ambalaze u koju je sir
upakiran prije nego $to je stavljen u prodaju. Svjezi se sirevi danas pakiraju u razli¢itu ambalazu
kao $to su plasti¢ne folije ili posude razli¢itog oblika (Lisak Jakopovi¢, 2015). Kako bi se

omogucila odrzivost sira tijekom skladiStenja, pakiranjem se proizvod nastoji zastititi od
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dehidratacije te mu se reducirati broj nepozeljnih mikroorganizama, a pri tom ocuvati nutritivna
I senzorska svojstva tog proizvoda (Jalilzadeh i sur., 2015). Donedavno se taj izazov pokusao
rijesiti uporabom konzervansa, poput sorbata, ili termickim konzerviranjem, ali zbog sve vece
potraznje za minimalno procesiranom hranom, mljekarska industrija je odgovorila novim
nacinima pakiranja (Mannheim 1 Soffer, 1996).

Stoga je predmet ovog istrazivanja bilo ispitati mogucnost pakiranja svjezeg sira primjenom

normalne atmosfere, vakuuma i modificirane aktivne atmosfere.

2.7.1. Pakiranje u normalnoj atmosferi

Standardna atmosfera, u kojoj se do sad tradicionalno pakirao svjezi sir, sastoji se od oko 78%
N2, 21 % O», 0,03 % COy, te razli¢ite koncentracije vodene pare i tragova inertnih i plemenitih
plinova. Ovakav nacin pakiranja ne uzrokuje nikakve promjene na senzorici sira, ali dolazi do
ubrzanog kvarenja zbog gubitka ili navlacenja vlage, reakcija s kisikom, rasta aerobnih
mikroorganizama, primjerice plijesni ili aerobnih bakterija (Rodriguez-Aguilera i Oliveira,
2009b). Unutar 5 do 7 dana ovako zapakiran sir izgubi znacajno na svojim funkcionalnim

svojstvima, uz promjene na senzorici te postaje upitne zdravstvene ispravnosti.

2.7.2. Pakiranje u vakuumu (VA)

Vakuumsko pakiranje je metoda pakiranja kod koje dolazi do evakuacije zraka. Na taj nacin
stvaraju se anaerobni/mikroaerofilni sustavi koji onemogucuju rast aerobnim
mikroorganizmima. Za ovu metodu pakiranja potrebno je koristiti barijerni ambalazni materijal
nepropusan za Kisik i vodenu paru, primjerice polipropilen (Vujkovié i sur., 2007). Ova metoda
pakiranja je jeftinija u odnosu na pakiranje u modificiranoj atmosferi, ali glavna mana joj je

dehidratacija svjezeg sira koja se manifestira u tvrdoj teksturi (Murcia i sur., 2003).

2.7.3. Pakiranje u modificiranoj atmosferi (MAP)

Metoda pakiranja u modificiranoj atmosferi (MAP) temelji se na zamjeni plinova iz zraka s
atmosferom plinova to¢no odredenog sastava. Vrsta plinove i omjer plinova u pakovini ovisi 0
brojnim ¢imbenicima kao §to su stopa propusnosti plinova (CO2i O.), temperatura skladistenja,
udio vlage u siru, tip proizvoda te njegova tezina (Rodrigez- Aguilera i Oliveira, 2009c).
Eliminacijom kisika i uvodenjem plinova odredenih svojstava (najcesce koristeni CO2 i N2) uz
odgovarajuce temperature hladenja, inhibira se rast aerobnih mikroorganizama, proteoliti¢kih
bakterija, itd. ¢ime se suzbijaju kemijske, fizikalno- kemijske te biokemijski uzro¢nici kvarenja
(Murcia i sur., 2003). Smatra se da MAP moze produljiti rok trajanja za 50 do 400 % (Pintado
i Malcata, 2000) jer plinovi koji okruzuju namirnicu Smanjuju respiraciju i produkciju etilena,
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odgadaju zrenje i omekSavanje proizvoda istovremeno zadrzavajuéi organolepticka i nutritivna
svojstva proizvoda. Modificirana atmosfera moze se posti¢i pasivno i aktivno. U slucaju
pasivne modificirane atmosfere, konacan sastav plinova ovisi o permeabilnosti te vrsti pakirnog
materijala pa se kona¢an omjer plinova postiZze s vremenom, $to nije pogodno za skladiStenje
namirnica s kra¢im rokom trajanja kao $to je svjezi sir (Rodrigez- Aguilera i Oliveira, 2009c).
Stoga je u ovom istrazivanju koristena aktivna modificirana atmosfera koja se postize u dvije
faze - prvo se osigurava vakuum, a potom injektira zeljena mjesavina plinova koja se tijekom
skladiStenja ne mijenja znacajno.
Neke od prednosti koristenja modificirane atmosfere kao nacina pakiranja su:

e produljuje rok trajanja sto omogucava bolju kvalitetu proizvoda

e mala ili nikakva potreba za kemijskim konzervansima nudeci tako ,,prirodnije i

»zdravije* proizvode

e transport proizvoda na dalje relacije.
Medutim neki od nedostataka MAP-a su:

e potreba za razli¢itim omjerima plinova za svaki tip proizvoda

e zahtjevi za specijaliziranom i skupom opremom

e u slucaju oStecenja pakiranja, svi benefiti se gube (Rodrigez- Aguilera i Oliveira,

2009a).

Do sad su se provodila istraZivanja na brojnim vrstama namirnica pakiranih u MAP, ali najbolje
rezultate pokazali su meso i riba kao $to su: puretina, piletina, krumpir, bakalar i som (Murcia
i sur., 2003).

2.7.3.1. Plinovi kori$teni u MAP-u

Plinovi koji se koriste za pakiranje u modificiranoj atmosferi moraju biti fungicidni, nezapaljivi,
netoksi¢ni i bez utjecaja na senzoriku proizvoda. Uz to pozeljne karakteristike su pristupacnost,
cijena te lakoca rasprSivanja (Vujkovic€ i sur., 2007) pa se najcesce koriste kombinacije COz,
O2 i N2. Pri tom se moze reci da je ugljikov dioksid najvazniji plin jer je njegova glavna uloga
inhibicija rasta brojnih mikroorganizama uzro¢nika kvarenja ponajvise Gram negativnih
bakterija i plijesni. No, neki autori naglasavaju lo$ utjecaj CO2 na senzoriku namirnica, pa se

najéeSce koristi u kombinaciji s drugim plinovima (Gonzalez- Fandos i sur., 2000).

2.7.3.2. MAP u siru

Od samih pocetaka pa do danas, istrazivanja provedena na temu pakiranja siru u MAP

rezultirala su kontradiktornim zaklju¢cima uglavnom zbog velikog broja ispitivanih vrsta sireva



te razli¢itih omjera koriStenih plinova (Rodriguez-Aguilera i Oliveira, 2009b). Pioniri ovih
istrazivanja bili su Zimmerman i Kester koji su 1960. godine ustanovili da hermeticki zatvorena
pakiranja, vakuum pakiranja te ona u inertnoj atmosferi odgadaju povrSinsko kvarenje zrnatog
svjezeg sira uzrokovanog aerobnim bakterijama. Iste godine, Kosikowski i Tsantilis (1960.)
potvrdili su djelovanje navedenih nacina pakiranja na usporen rast kvasaca i plijesni. U
narednim godinama nije se uspio dokazati utjecaj pakiranja u inertnim atmosferama (100% N>
1 100% CO2) vec se otkrio i negativan utjecaj koriStenih plinova na senzoriku. Mnogo godina
kasnije, Maniar i suradnici (1994.) su usporedili konzervirajuci ucinak tri razli¢ite mjesavine
plinova - 100% CO., 75% CO2/ 25% N2 i 100% N te pakiranja u zraku na svjezem, zrnatom
siru. Zakljucili su da najbolje rezultate pokazuju pakiranja s visokim udjelima CO2 (75% i
100%) koji uz produljenje roka trajanja ne uzrokuje diskoloraciju ili bilo kakvo drugo negativno
svojstvo okusa koje je do tad bilo zabiljezeno. Rezultate tog istrazivanja potvrdili su Mannheim
i Soffer (1996) koji su osim toga dokazali i da se rok trajanja svjezem siru pakiranom u
atmosferi od 100% CO2 i ¢uvanom na temperaturi hladnjaka produlji za 150%. Dosad su
provedena brojna istrazivanja na raznim vrstama sira kao §to su primjerice Parmigiano
Reggiano (Romani i sur., 1999), Cheddar (Taniwaki i sur, 2001), Havarti (Mortensen i sur.,
2003) ili Mozzarella (Alam i Goyal, 2007) te se pokazalo kako MAP i vakuum usporavaju rast
kvasaca, odrzavanju konstantan broj soja E. coli u uzorku sira, stite od fotooksidacije, itd.
Optimalni omjer plinova za pakiranje svjezeg sira u modificiranu atmosferu je 67,1% COg,
26,3% N2 i 6,6% O2, kojim se znacajno produljuje rok trajanja siru jer se inhibira rast Gram
negativnih bakterija, kvasaca i plijesni, istovremeno ne naruSavaju¢i nikakve senzorske
karakteristike (Rosenthal i sur., 1991).



3. EKSPERIMENTALNI DIO
3. 1 Materijali
3.1.1 Uzorci mlijeka i sira

Za eksperimentalni dio ovog istrazivanja koriSteno je sirovo kravlje koje je nabavljeno s dva
zagrebaCka mlijekomata. ProsjeCan sastav koriStenog mlijeka prikazan je u Tablici 2. Za
podsiravanje mlijeka koriStena je mezofilna sirarska kulture CHN-22 (Christina Hansen,
Hersholm, Danska). Sir je pakiran u plasti¢ne vre¢ice PA 20 um/ PE 70 um (DORA PAK,
Zagreb, Hrvatska) pri ¢emu su u pakiranjima modificarnom atmosferom koriStene dvije
razli¢ite smjese plinova u omjerima 40%CO2 : 60%N. i 30%CO; : 70%N2 (Messer d.o.o.,

Zapresic, Hrvatska).

3.1.2. Kemikalije i reagensi potrebni za provodenje kemijskih i mikrobioloskih analiza

e 0,1 M otopina NaCl (Carlo Erba Group,Cornaredo, Italija)

e 2%-tna alkoholna otopina fenoftaleina (GramMol, Zagreb, Hrvatska)

e 5%-tna otopina kobaltovog sulfata (CoSO4 x 7H20) (Acros Organic, Geel, Belgija)

e 90-91%-tna sumporna kiselina (H2SO4) (GramMol, Zagreb, Hrvatska)

e lzoamilni alkohol (Merck- Alkaloid, Skopje, Makedonija)

e Sumporna kiselina90% (T. T. T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e 9%-tna fizioloska otopina (NaCl)

e 2%-tna otopina natrijeva citrata (CsHsNasO7 x 2H20) (GramMol, Zagreb, Hrvatska)

e Hranjiva podloga za odredivanje enterobakterija - Violet Red Bile Glucose Agar
(Biolife, Milan, Italija)

e Hranjiva podloga za odredivanje kvasaca i plijesni - Sabouraud Dextrose Agar CAF 50
(Biolife, Milano, Italija)

e Hranjiva podloga za odredivanje ukupnog broja bakterija - Tryptic Glucose Yeast Agar
(Biolife, Milano, Italija)

3.2 Metode rada
Preliminarno istrazivanje

Kako bi se standardizirala proizvodnja svjezeg sira za sve provedene paralele u ovom
istrazivanju, prvo je provedeno preliminarno istrazivanje s dvije paralele. Sirovo mlijeko je po
samom primitku analizirano te obrano na 1,2 % mlije¢ne masti. Jedna paralela uzorka mlijeka

obradena je niskom pasterizacijom (65 °C/30min), a druga visokom pasterizacijom (85 °C/10
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min). Ustanovljeno je kako se visokom pasterizacijom postize za oko 20 % veci prinos sira.
Takoder, da bi se odredio rok trajanja kontrolnom uzorku, proizvedeni svjezi sir zapakiran u
normalnu atmosferu ¢uvan je na temperaturi hladnjaka i analiziran svakih 3 dana. Do kvarenja

svjezeg sira doSlo je u oba slu¢aja nakon 9 dana.

3.2.1 Proizvodnjasira

Po jednom pokusu se 10 L mlijeka mlije¢no kiselom fermentacijom pri 30°C uz dodatak
mezofilne sirarske starter kulture CHN-22 preradivalo u sir. Postupak proizvodnje sira prikazan

je u Shemi 1.

Shema 1. Proizvodnja svjezeg sira

ANALIZA
-pH, °SH

- mlije¢na mast

-mikrobiologija

-suha tvar

ANALIZA
pH, °SH

- mlije¢na mast

-mikrobiologija

-suha tvar
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ANALIZA
pH, °SH
- senzorika
-mikrobiologija
-suha tvar, pepeo
- tekstura, boja
-masa
dobiveneog sira
-mlije¢na mast

ANALIZA 6.1 9.

ANALIZA ANALIZA ANALIZA

dan skladistenja 6.,9.,12.,15.,18. 6.,9.,12.,15,,18. 6.,9.,12.,15,,18.
Senvori dan skladiStenja dan skladistenja dan skladistenja
m_'iregépcflloa"a -pH, °SH -pH, °SH -pH, °SH
, tvar, pepeo ( - senzorika - senzorika - senzorika

-suha tvar, pepeo (9.dan)
- tekstura, boja
-masa (9.dan)
-mlije¢na mast(9.dan)
-izdvojena sirutka

-mikrobiologija
-suha tvar, pepeo (15.i
18.dan)

- tekstura, boja
-masa (15. i 18..dan)
-mlije¢na mast(9.dan)

-mikrobiologija
-suha tvar, pepeo (15.i
18.dan)

- tekstura, boja
-masa (15. i 18..dan)
-sastav atmosfere

-mikrobiologija
-suha tvar, pepeo (15.i
18.dan)

- tekstura, boja
-masa (15. i 18..dan)
-sastav atmosfere

Obiranje mlijeéne masti

Sirovo mlijeko s prethodno odredenim udjelom mlije¢ne masti se zagrije na temperaturu od
40°C kako bi se mlije¢na mast otopila, kako bi postupak obiranja bio laksi. Mlijeko se ulije u
prihvatni bubanj separatora (EP-80, Techtnica, Dulles, SAD) i tek kada se postigne dovoljan

broj okretaja, otvara se rucica separatora ¢ime pocinje proces obiranja. U postavljane posude,
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na jednom kraju separatora izlazi vrhnje, a na drugom obrano mlijeko. Uzme se uzorak mlijeka

na kojem se odredi udio mlije¢ne masti. Zeljeni postotak masti u obranom mlijeku je 1,2%.

Korekcija mlije¢ne masti

Ako se obiranjem ne postigne udio masti od 1,2 % potrebno je provesti korekciju udjela

mlije¢ne masti dodavanjem vrhnja prema formuli (Sabados, 1998):

Nakon §to su svi parametri poznati, izracuna se masa vrhnja koja se treba dodati u mlijeko kako

bi se napravila korekcija udjela mlijecne masti:

_ zeljeni udio mlijetne masti (%)—dobiveni udio mlijetne masti(%)
M (vrhnja) =

X M mlij
udio masti u vrhnju (%)— Zeljeni udio mlije¢ne masti (%) (mlijeka)

Prethodno se udjeli mlije¢ne masti u mlijeku i u vrhnju odreduju butirometrijskom metodom
kako je opisano dalje u tekstu (vidi 3.2.2.3. ¢). Masa mlijeka izra¢unava se pomocu gustoce

odredivane laktodenzimetrom (vidi 3.2.2.4.).

Pasterizacija mlijeka

Obrano mlijeko se izlije u kotao te se zagrijava plamenicima uz neprestano mijesanje (Slika 1.).
Provodi se visoka pasterizacija na temperaturi od 85°C u trajanju od 10 minuta kako bi se
omogucila interakcija izmedu denaturarnih proteina sirutke i k-kazeina, te se na taj nacin
povecao prinos sira. Nakon provedene pasterizacije, mlijeko se skida s plamena i postavlja u
bazen s hladnom vodom i ledom gdje se hladi do temperature od 30 °C.

Slika 1. Pasterizacija mlijeka u laboratoriju (vlastita fotografija)
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Priprema inokuluma i fermentacija

U sterilnim uvjetima pripremi se inokulum tako da se u 100 mL mlijeka doda potrebna koli¢ina
kulture CHN 22 (Christian Dansen, Hersholm, Danska) izraCunata na osnovu uputa
proizvodaca. Sadrzaj se dobro promjesa i stavi u termostat (ST 40 L, INKOLAB, Zagreb,
Hrvatska) na 30 °C/30 minuta.

Pripremljeni inokulum doda se u obrano, pasterizirano i temperirano mlijeko. Dobro se
promijesa, prekrije zaStitnom folijom i stavi na inkubaciju u termostat podesen na 30 °C.
Fermentacija traje od 18-22 sata, a zaustavlja se nakon §to je postignuta pH vrijednost od 4,6-
4,7.

Dogrijavanije i cijedenje grusa

Dobiveni grus reze se na kockice kako bi otpustio $to vise sirutke (Slika 2.) nakon ¢ega se Sir
dogrijava u vodenoj kupelji (MEMory CARD, XL, Memmert, Njemacka) na 45-50 °C u
trajanju do 2 sata. Potom se sir pusti da odstoji oko 30 minuta. Slijedi cijedenje grusa od ostatka
sirutke na perforiranim sitima (Slika 3.) i odstajavanje u hladnjaku u trajanju 24 h. Slijede¢i dan
se odredi volumen izdvojene sirutke, a ocijedeni sir se izvaze kako bi se odredio prinos sira.

Takoder, provedu se sve potrebne analize ne dobivenom siru.
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Slika 2. Rezanje grusa na kockice Slika 3. Cijedenje grusa (vlastita fotografija)
(vlastita fotografija)

Pakiranje sira

Dobiveni sir se reze na Cetvrtine i stavlja u plasti¢ne vreéice (Slika 4. i 5.). Pakiranje u
normalnoj atmosferi provodi se samo zatvaranjem vrecice na zavarivacu (Audion 421 SK,
Weesp, Nizozemska) vrecica dok se ostala pakiranja (u vakuumu i modificiranoj atmosferi)
provode na uredaju za vakumiranje s komorom (DORADO , JUNIOR DIGIT, Italija) s
mjesacem plinova (Witt, Gasetecnik GmbH & Co, KM 20-3, Njemacka). Sir zapakiran u te

vrecice se izvaze te skladisti u hladnjaku tijekom 18 dana.
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Slika 4. Sir pakiran u normalnoj atmosferi  Slika 5. Sir pakiran u vakuumu
(vlastite fotografije)

3.2.2 Analize mlijeka i sira

Svim proizvedenim uzorcima sira odredivani su idué¢i parametri:

e Masa sira u pakiranju

e Sastav atmosfere (samo za sir pakiran u modificiranoj atmosferi)
e Volumen izdvojene sirutke

e pH

e °SH

e Mikrobioloska analiza

e Senzorika
a zadnji dan analizira se uz to i:

e Udio suhe tvari
e Udio pepela

e Udio mlije¢ne masti.

3.2.2.1 Odredivanje kiselosti pH-metrom (Bajt i sur., 1998)

pH mlijeka

Prije uporabe elektroda je kalibrirana prema uputama proizvodaca, nakon Cega je isprana
destiliranom vodom i osu$ena stani¢evinom. Tako pripremljena elektroda uranja se u mlijeko,

a vrijednost pH se o€ita na zaslonu pH-metra (Techmische Werkstatten GmbH pH 3110, WTW,
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Njemacka). Nakon uporabe elektroda se ponovno ispire s destiliranom vodom, susi

stani¢evinom i uranja u otopinu KCl-a.

pH sira

Destilirana voda se prokuha te ohladi na 25 °C. U tarioniku se sir otopi s tom destiliranom

vodom u omjeru 3:10, te se pH mjeri uranjanjem elektrode u homogenizirnu otopinu sira i vode.

3.2.2.2 Odredivanje titracijske kiselosti po Soxhlet-Henkelu (Bozani¢ i sur., 2010)

Ova titracijska metoda je sluzbena titracijska metoda za odredivanje kiselosti mlijeka i
mlije¢nih proizvoda u Republici Hrvatskoj (Pravilnik, 2004). Mlijeko se titrira s 0,25 M NaOH,
a rezultati se izrazavaju u stupnjevima po Soxhlet- Henkelu (°SH) koji odgovaraju broju
mililitara 0,25 M NaOH utrosenih za neutralizaciju 100 mL mlijeka uz indikator fenoftalein.
No, u vaze¢em Pravilniku navedena je modifikacija te metode u kojoj se koristi 20 mL mlijeka
i 1 mL fenoftaleina se titrira do stabilne crvenkaste boje. Kiselost se izraGuna po slijedecoj

formuli:
°SH=axfx2
a - broj mL 0,1M NaOH utroSene za neutralizaciju 20 mL mlijeka
f - faktor otopine natrijeve luzine (NaOH) 0,1 M =1
a) Postupak za mlijeko :

U dvije Erlenmeyerove tikvice otpipetira se po 20 mL mlijeka. U prvu tikvicu se otpipetira 0,4
mL 5%-tne otpine kobaltova sulfata (CoSO4 x 7 H»0) te nastala boja predstavlja standardnu
boju, odnosno onu nijansu do koje se treba titrirati u drugoj tikvici. U drugu tikvicu otpipetira
se 1 mL fenoftaleina te se titrira 0,1 M NaOH do promjene boje u blijedo ruzicastu, odnosnu

jednaku pripremljenoj standardnoj boji koja se mora zadrzati 1 minutu. Prema formuli:
°SH=axfx2
se izraCuna vrijednost kiselosti izraCene u stupnjevima po Soxhlet - Henkelu.

b) Postupak za sir

U tarioniku se odvaze 5 g sira te se otopi se destiliranom vodom temperature 50 °C.
Pripremljena otopina kvantitativno se prenese u Erlenmeyerovu tikvicu, nakon ¢ega se doda 1
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mL fenoftaleina te se titrira 0,1M NaOH do promjene boje u blijedocrvenu koja se zadrzava

dvije minute. Titracijska kiselost se izracuna po navedenoj formuli:
°SH =axfx8

a - broj mL 0,1 M NaOH utrosene za neutralizaciju 20 mL mlijeka

f - faktor otopine natrijeve luzine (NaOH) 0,1 M =1

8 — razrijedenje

3.2.2.3. Odredivanje udjela mlije¢ne masti butirometrijskom metodom po Gerberu
(Sabados, 1998)

Ova butirometrijska metoda temelji se na otapanju kazeina i zastitne opne globula mlije¢ne
masti koriStenjem sumporne kiseline. Kako bi se smanjila povrSinska napetost mlijeka i time
olakSalo izdvajanje mlijecne masti, dodaje se izoamilni alkohol. Mast se izdvaja
centrifugiranjem nakon Cega se koli¢ina izdvojene masti o¢itava na skali butirometra pri

temperaturi od 65 °C.

a) Udio mlije¢ne masti u mlijeku

Postupak:

U butirometar se otpipetira trbusastim pipetama 10 mL sumporne kiseline, nakon toga 11 mL
mlijeka, te na kraju 1 mL izomamilnog alkohola. Pri tome se treba voditi racuna da se
pipetiranje vrsi uz stijeku butirometra kako ne bi doSlo do pogresaka u mjerenju. Butirometar
se zacepi 1 dobro promucka kako bi se mlijeko u potpunosti otopilo. Dolazi do razvoja topline
te mijenjanja boje u tamnosmedu. Butirometar se postavlja u centrifugu (Nova Safety, Funke
Gerber, Berlin, Njemacka) prethodno zagrijanu na 65 °C 1 centrifugira 5 minuta. Nakon

centrifugiranja ocita se rezultat na skali butirometra.

b) Odredivanje udjela masti u siru

Postupak:

U staklenu ¢aSu odvaZe se 2-2,5 g uzorka sira (masa se zabiljezi) i doda se 10 mL sumporne
kiseline. Sadrzaj se zagrijava na plamenu u vodenoj kupelji dok se u potpunosti ne otopi. Tada
se sadrzaj prelije u butirometar, a ¢asa se ispere s 9 mL sumporne kiseline, tako da ukupna

koli¢ina dodane kiseline ne prelazi 19 mL. Na kraju se doda 1 mL izoamilnog alkohola,
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butirometar se zaepi, promucka i stavi u centrifugu prethodno zagrijanu na 65 °C te

centrifugira 5 minuta. Postotak masti se ocita na skali butirometra i izracuna na slijede¢i nacin:
% masti u siru=mx 11,33/ A

m — ocitan postotak masti na butirometru

A — odvaga sira u gramima

¢) Odredivanje udjela masti u vrhnju (Cari¢ i sur., 2000)

Postupak:

Uzorak vrhnja potrebno je razrijediti s 4 dijela vode, a dobiveni rezultat pomnoziti s 5 1 1,03.
Razrijedenje se vrsi na slijede¢i nain: u Erlenmeyerovu tikvicu izvaze se 10 g vrhnja te doda
40 mL destilirane vode. Sadrzaj tikvice mjesa se u vodenoj kupelji na 40 °C. Sadrzaj se prebaci

u butirometar te je daljni postupak jednak odredivanju masti u mlijeku po Gerberu.

3.2.2.4. Odredivanje gustoce mlijeka (Bajt i sur., 1998)

Gustoca je fizikalno svojstvo mlijeka te predstavlja omjer mase i volumena. Ovisi o temperaturi
pa se uz mjernu jedinicu g/cm3, izrazava i referentna temperatura. Odreduje je
laktodenzimetrom (aerometrom) koji gusto¢u odreduje po nacelu Arhimedovog zakona prema
kojem svako tijelo uronjeno u tekuc¢inu prirodno gubi od svoje tezine onoliko koliko tezi njime

istisnuti dio teku¢ine. Ovom metodom direktno se ocitavaju rezultati.
Postupak:

Menzura se vrhom napuni mlijekom. Potom se u menzuru uroni laktodenzimetar tako da pliva
u njoj. Nakon $to se smiri plutanje, ocita se laktodenzimetarski broj, odnosno gustoca te

temperatura mlijeka.

3.2.2.5. Odredivanje udjela suhe tvari (Pravilnik, NN 133/07)

KoriStena je direktna metoda za odredivanje udjela suhe tvari koja se temelji na isparavanju
vode iz uzorka zbog susenja u susioniku na konstantnoj temperaturi od 102+2 °C do konstantne

mase.
Postupak:

Prvo je potrebno pripremiti posudice u koje se usipa kvarcni pijesak u 1/3 volumena posudice.
Nakon toga se posudica zagrije u susioniku uz poklopac naslonjen na nju te susi barem 30
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minuta. Zatvorena posudica premjesta se u eksikator gdje se hladi do sobne temperature.
Naposljetku se posudica izvaze na analitickoj vagi (220-4NM, Kern & Sohn, Ballingen,
Njemacka) a rezultat se zapise. U tu posudicu se odvaze uzorak 10 mL mlijeka, odnosno 2-3 g
sira i stavlja se u susionik (ST-01/02, Instrumentaria, Zagreb, Hvatska) na dva sata, takoder, s
poklopcem pored posudice. Nakon dva sata posudica s poklopcem se susi u eksikatoru te vaze.
Postupak se ponavlja do konstantne mase, odnosno dok razlika u masi izmedu dva uzastopna

mjerenja ne prelazi 0,5 mg. Udio suhe tvari izraCunava se po slijede¢oj formuli:

zadnja odvaga—prazna posudica

% suhe tvari = x 100

odvaga uzorka

3.2.2.6. Odredivanje udjela pepela (Trajkovi¢ i sur., 1983)

Prilikom odredivanja udjela pepela, odreduje se, zapravo, udio mineralnih tvari kojih u mlijeku,
pa tako u siru je identificirano preko 40 razli¢itih tvari. Dijele se na mikro- i makroelemente, te
u mlijeku dolaze u obliku anorganskih ili organskih soli, dok je njihova zastupljenost izmedu

0,6- 0,8 %.
Postupak:

Na pocetku izvodenja pokusa potrebno je napraviti pripremu porculanskih lon¢i¢a koji se prvo
suse u suSioniku na 158 °C, a zatim zare na 650 °C u Mufovoj peé¢i (Iskraterm 3KPD,
Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska). Ohladeni lonc¢i¢i do sobne temperature se vazu na analitickoj
vagi. Doda se 2-3 g sira u izareni lonci¢ koji se prvo s uzorkom susi u susionku, a zatim zari u
Mufovoj peci. Uzorak se hladi u eksikatoru do sobne temperature 1 zatim vaze. Postupak se

ponavlja do konstantne mase. Izracun se udjel pepea po formuli:

zadnja odvaga—prazan lonci¢

% pepela = x100

odvaga uzorka

3.2.2.7. Odredivanje teksture sira (Foegeding i sur., 2003)

Tekstura svjezeg sira odredivana je analizom teksturalnog profila (engl. Texture Profile
Analysis, TPA) ili metodom dvostrukog zagriza. Ovom metodom se simulira dvostruki zagriz
odnosno zvakanje na nacin da se uzorak stavlja na bazu analizatora i podvrgava dvostrukoj

kompresiji pri ¢emu se sonda zadrZzava odredeno vrijeme izmedu ciklusa. Promjenu sile
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potrebnu za kompresiju uzorka u podeSenom vremenu mjeri raCunalni program koji rezultat
zapisuje u obliku krivulje. Za odredivanje teksture koristen je uredaj TA.HD Plus (SMS Stable
Micro Systems Texture Analyzer, Surrey, England) sa sondom promjera 6 mm. Dobiveni
podaci su analizirani s Texture Exponent 32 softverom (verzija 3.0.5.0.). Uzorci sireva su rezani
na kockice otprilike 5 x 5 cm, te kao takvi postavljani na mjernu plohu instrumenta. Mjerenja
su obavljena pri sobnoj temperaturi. Uzorci se podvrgavaju dvostrukoj kompresiji prema
slijede¢im parametrima: kalibracija visine: 40 mm brzina mjerenja: 1,0 mm/s brzina prije
mjerenja: 1,0 mm/s brzina nakon mjerenja: 0.5 mm/s. Racunalni program zapisuje krivulju
prema promjeni sile potrebne za kompresiju uzorka u odredenom vremenu. Iz dobivenih

rezultata oéitava se tvrdoca, elasti¢nost 1 rad.

3.2.2.8. Odredivanje boje sira

Mjerenje boje provedeno je pomocu uredaja Spectophotometer CM-3500d (Konica Minolta,
Nizozemska). Odredivana su tri parametra boje: L (svjetlina), a (zeleno) i b (Zuto). Prije svakog
mjerenja instrument je standardiziran s bijelom i crnom keramickom plo¢icom. Mjerenje je
provedeno postavljanjem uzorka sira veli¢ine otprilike 1 X 1 cm. Uzorak se poklopi te se na

racunalnom programu pokrene ocitavanje.

3.2.2.9. Mikrobioloske analize mlijeka i sira (Bajt i sur., 1998)

U ovom istrazivanju odredivala se mikrobioloSka kvaliteta (broj enterobakterija, kvasci 1
plijesni, te ukupan broj bakterija) sirovog mlijeka, pasteriziranog mlijeka i svjezeg sira. Uzorci
svjezeg sira analizirani su 1. dan te tijekom skladiStenja odnosno 6., 9., 12., 15., 18. dan.
MikrobioloSka analiza navedenih uzoraka provodila se primjenom direktne metode
nacjepljivanja decimalnih razrijedenja na odgovarajuce hranjive podloge i inkubacijom na
prikladnim temperaturama.

Decimalna razrijedenja pripremljena su tako da se 1 mL uzorka mlijeka, odnosno 1 mL
homogeniziranog razrijedenog uzorka sira sterilnim nastavkom mikropipete prenesio U
epruvetu s 9 mL fizioloske otopine. Dobiveno razrijedenje u epruveti bilo je potrebno dobro
promijesati na rotacijskoj mjesalici (MS2 Minishaker, IKA, Staufen, Njemacka). Novim
sterilnim nastavkom mikropipete uzme se 1 mL pripremljenog razrijedenja i prenese u slijedecu
epruvetu koja sadrzi 9 mL fizioloSke otopine. Postupak se ponavlja dok se ne dobije zeljeni broj
decimalnih razrijedenja. Kod analiza sira bilo je potrebno prethodno pripremiti uzorak tako da

se odvaga od 20 g svjeZeg sira usitni u tarioniku uz postupno dodavanje prethodno pripremljene
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i na 45 °C zagrijane 2% -tne otopine natrijeva citrata. Homogenizirana otopina sira se prelije u
steriliziranu i ohladenu Erlenmeyerovu tikvicu sa staklenim zrncima te koristi kao ishodisno
razrijedenje za pripremu svih ostalih.

Uzorci namijenjeni za odredivanje broja enterobakterija nacjepljivani su ravnomjernim
razmazivanjem 100uL decimalnog razrijedenja pomocu Stapi¢a po Drigalskom po podlozi
razlivenoj na Petrijevu ploc¢u. Nacijepljene ploce okre¢u se dnom prema gore i postavljaju na
inkubaciju u termostat (Tip 14.02, Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska) na temperaturu od 37 °C/

3 dana.

Metoda za odredivanje broja kvasaca i plijesni zapocCinje pipetiranjem 1 mL uzorka odredenih
decimalnih razrijedenja, koriste¢i se pritom sterilnim nastavakom mikropipete, na sterilnu
plasti¢nu Petrijevu zdjelicu. Uzorci se preliju s 10-12 mL prethodno pripremljene hranjive
podloge (otopljena na 100 °C i ohladena u vodenoj kupelji na temperaturi od 43 do 45 °C. Ploce
se pazljivo, kruznim potezima, izmijeSaju te nakon Sto se ohlade, okrecu se i stavljaju u

termostat na 30 °C.

Nacijepljivanje uzoraka za odredivanje ukupnog broja bakterija provodi se na isti na¢in kao i
kod odredivanja broja kvasaca i plijesni u uzorku, Takoder, pripremljene podloge se inkubiraju

u termostatu na 30 °C u trajanju od 72 sata.

Oditavanje rezultata

Po zavrSetku zadane inkubacije broje se narasle kolonije. Za brojenje se odabiru one podloge
na kojima je naraslo od 30 do 300 kolonija. Izra¢una se broj naraslih kolonija po mL odnosno

CFU (colony forming unit)/mL po formuli:

broj kolonija

CFU/mL = x reciprocna vrijednost decimalnog razrijedenja

nasaden volumen

3.2.2.10. Senzorska anliza sira (Bozani¢ i sur., 2010)

Senzorsku analizu u ovom istrazivanju provodila je skupina sastavljena od 4 panelista koja su
ocjenjivali uzorke sira na prvi dan proizvodnje, te uzorke sira iz razli¢itih pakiranja (normalna
atmosfera, vakuum, atmosfera 60% N2/ 40% CO2i 70% N2/ 30% CO) tijekom skladistenja tj.
6., 9., 12., 15., 18. dan skladiStenja. Ocjenjivani su boja, miris, konzistencija i okus, po

slijede¢em obrascu:

22



Tablica 3. Primjer obrasca za senzorsku analizu svjezeg sira

DATUM:

OCJENJIVAC:

OCJENJIVANO Molimo upisati postignutu ocjenu za svako svojstvo u koloni odgovarajuceg uzorka
SVOJISTVO Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4
BOJA

KONZISTENCUA

MIRIS

OKUS

UKUPNO

Postupak:

Za svako svojstvo daje se ocjena od 1 do 5 s obzirom na kvalitetu tog svojstva, odnosno u

slu¢aju uocavanja pogreSaka ili mana na pojedinom svojstvu sira, broj bodova se umanjuje

ovisno o stupnju izraZenosti te mane ili pogreske. Za svako svojstvo racuna se srednja ocjena

koja se zatim mnozi s faktorom za to svojstvo, te se tako dobiju ponderirani bodovi. Zbroj svih

bodova pomnozenih s odgovaraju¢im faktorom uzimaju se kao ocjena senzorske analize, a

maksimalan broj

iznosi 20 (Tablica 4.).

Tablica 4. Obrazac za senzorsku ocjenu sira sustavom od 20 ponderiranih bodova (sastavljeno

prema BoZanic¢ i

sur., 2010)

SENZORSKO
SVOISTVO

OPISNI PARAMETRI

OCJEN

FAKTOR
ZNACAIN
OSTI

MAX.
BODOVI

Jasno izrazen, karakteristiCan za proizvod, po
mlijeku, bez stranih okusa, umjerena aroma po
kuhanom mlijeku, umjereno slan

45

Okus

Preizrazen okus mlijeka, preslaba aroma,
nedovoljno slan, tragovi kiselosti, goréine i
uzeglosti, kredast okus, tragovi stranih okusa

Proizvod stranog okusa, nekarakteristican okus,
uzegao, kiseo, gorak, preslan, potpuno neslan
(bljutav), okus po plijesni

2,0

10

Miris

Ugodan, ni presnazan ni preslab, karakteristi¢an
po mlijeku, diskretan blago kiselkast miris, bez
ikakvih stranih mirisa

0,6
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Prenaglasen miris, nedovoljno izrazen, slabije se
osjeti miris mlijeka, tragovi uzeglosti

Potpuno nekarakteristican za proizvod, stran,
uzegao, po plijesni, preizrazena kisleost

1-2

Konzistencija

Sir kompaktan, homogen, tvrdoc¢a karakteristicna
za proizvod, bez grudica, gladak, nasumi¢na
pojava sirnih rupica/pukotina

Neznatno tvrdi ili meksi, neznatno ljepljiv

Pretvrd ili premekan sir, pjeskovit ili gjnecav,
osjetno se lijepi za usta

0,8

Boja

Karakteristi¢na, bijela sa laganim krem do
zuckastim odsjajem, jednolicna po cijeloj
povrsini

Zamjetno neujednacene boje, malo zuce nijanse,
blago prosaran

Zamjetna zona razli¢itih boja povrSine sira,
strana i nekarakteristi¢na boja

0,4

Izgled

Karakteristican, bez formirane kore, gladak,
bijele boje, bez sluzi, na prerezu umjeren broj
pukotina, jednolika boja

Blago formirana naznaka kore na povrSine,
neznatno nejednolika boja, naboranost povrsine,
premalo ili previSe sirnih pukotina na prerezu,
urusenost, napuhnutost

34

Sluzava/ vlazna/pljesniva povrSina, pojava
zau$enog sloja nalik kori ispod kojeg je krto i
ratsresito tijelo, ljepljiva povrsina, pojava crvene
ili narancaste boje,

1-2

0,2
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3.2.2.11. Ostala mjerenja u pakiranim uzorcima sira

a) Masa sira u pakiranju

Kako bi se odredile promjene u masi sadrzaja plasti¢ne vrecice, sir je potrebno odmah nakon
pakiranja izvagati na tehnickoj vagi (KB 3600 RN, Kern & Sohn, Ballingen, Njemacka) te isto
ponoviti i na dan uzorkovanja u svrhu provodenja analiza. Razlika u masi izmedu ta dva

pakiranju upucuje na eventualne pogreske u pakiranju.
b) Sastav atmosfere u pakiranju s modificiranom atmosferom

Atmosfera u pakiranju odreduje se s plinskim analizatorom (OXIBABY 6.0 O2/CO., Wittgass,
Witten, Njemacka) . Mjerenje se provodi preko tanke igle na uredaju kojom se probusi pakiranje
te nakon par sekundi na zaslonu se ocita sadrzaj atmosfera. Uredaj mjeri udio CO21i O, a N2 se

izracuna prema slijede¢em izrazu
% N2=100-[ % CO2 + % O]
c) Volumen izdvojene sirutke

Nakon otvaranja pakiranja, izdvojena sirutke se izlije u menzuru, te joj se tako odredi volumen.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
Cilj ovog rada bio je produljiti rok trajanja svjezem siru pakiranjem u vakuum i modificiranu

atmosferu. Svjezi sir je proizveden od svjezeg mlijeka koje je, prije fermentacije mlijecnom
kiselinom, pasterizirano. Sastav mlijeka koriStenog za proizvodnju sira prikazan je u Tablici 2.
Kako bi se odredio rok trajanja sira u normalnoj atmosferi, napravljeno je preliminarno
istrazivanje. Tako proizveden sir je zapakiran u plasticne vrecice u normalnu atmosferu,
vakuum 1 modificiranu atmosferu te je skladiSten na temperaturu hladnjaka. Prvi uzorci
analizirani su nakon 6 dana jer je preliminarnim istrazivanjem utvrdeno kako do tad nema
znacajnih promjena na siru, a zatim svaka 3 dana. Prva serija pokusa odradena je do 15.-0g
dana, a kako se pokazalo da ne dolazi do kvarenja sira, skladiStenje je u naredne dvije serije

produljeno na 18 dana. Provedene su kemijske, fizikalne, mikrobioloske i senzorske analize.

Rezultati koji se pokazuju kiselost tijekom 18 dana skladiStenja izrazeni kao prosjecne
vrijednosti tri serije pokusa (pH i °SH) prikazani su u grafovima 1. i 2. Mikrobioloske analize
prikazane su u Grafu 3. za ukupan broj mikroorganizama izbrojenih tijekom 18 dana
skladistenja, a u Tablici 5. i 6. prosjecan broj enterobakterija te kvasaca i plijesni. Graf 4.
prikazuje prosjeCne ukupne ocjene za sva senzorska svojstva biljezena kroz 18 dana
skladiStenja, a Graf 5. 1 6. donose prosjecene ocjene za pojedinacna Senzorna svojstva sireva
pakiranih u normalnoj atmosferi, vakuumu i MA s dva razliita omjera plinova. Tekstura je
izrazena kroz svojstva tvrdoce 1 elasti¢nosti €iji su rezultati prikazani u grafovima 6.1 7., au
Grafu 8. prikazani su rezultati izdvojene sirutke iz svjezeg sira tijekom skladistenja. Tablica 7.
prikazuje rezultate boje svjezeg sira izraZeni kroz tri svojstva boje (L, a 1 b) dok Tablica 8.
prikazuje prosjecne vrijednosti mlije¢ne masti, suhe tvari te pepela mjerene prvi i posljednji
dan analiza, odnosno prvi dan za sve uzorke je isti, zatim deveti dan, koji je ujedno posljednji
za kontrolne uzorke, petnaesti dan koji je posljednji dan analiza iz prve serije pokusa, a

osamnaesti dan kao posljednji za drugu i trecu seriju pokusa.
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4.1 Sastav ishodisSnog mlijeka, aktivna i titracijska Kiselost uzoraka svjezeg sira tijekom
18 dana skladiStenja

Tablica 5. Kemijski sastav sirovog mlijeka koriStenog za proizvodnju sira

Odredivani parametar Min. — Max.

Udjel vode (%) 83,88-89,50
Udjel suhe tvari (%0) 10,54-16,12
Mast (%0) 3,5-5,2

pH 6,73-6,93

Sastav mlijeka koriStenog za proizvodnju sira u skladu je s uobi¢ajenim vrijednostima za kravlje

mlijeko navedenim u struc¢noj literaturi (Tratnik i Bozani¢, 2012) bez vec¢ih odstupanja.

4.8

4.6
m Kontrola
® Vakuum
4.4 1 = MA 60%/40%
m MA 70%/30%
4.2
4 - . . T

1.dan 6.dan 9.dan 12.dan 15.dan 18.dan

Slika 6. pH vrijednost svjezeg sira

Prilikom svakog uzorkovanja svjezeg sira, provedeno je mjerenje pH vrijednost, a srednja
vrijednost svih mjerenja prikazana je na Slici 6. Kroz 18 dana skladistenja sira pH vrijednost je
opadala, $to je u skladu s prethodno provedenim istrazivanjima (Mannheim i Soffer, 1996). Pad
pH vrijednosti sira tijekom skladistenja najvjerojatnije uzrokuje prisutan CO> koji se povezuje
s nastankom karbonske kiseline koja snizava pH. Kiseli spojevi (npr. aminokiseline, slobodne
masne kiseline) nastali proteolizom i lipolizom tijekom skladistenja, dodatno snizavaju pH
vrijednost sira. Osim toga, pad pH uzrokuje i mlije¢na kiselina prisutna u visokim
koncentracijima, pogotovo u vakumskom pakiranju i MAP-u (Dermiki i sur., 2008). U
pojedinim slucajevima vidljivo je da dolazi do poveéanja pH $to se moze objasniti aktivnosc¢éu
kvasaca i plijesni koji metaboliziraju mlijecnu kiselinu u alkalne komponente i na taj naéin
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podizu cjelokupnu vrijednost pH u svjezem siru (Kizilirmak Esmer i sur., 2009). 1z Slike 7.
vidljivo je da pad pH vrijednosti proporcionalno prati porast °SH vrijednosti.

K mV m60/40 =70/30
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1.dan 6.dan 9.dan 12.dan 15.dan 18.dan

Slika 7. Prosjecna titracijaska kiselost svjezeg sira tijekom 18 dana skladiStenja
4.2. Mikrobioloska analiza svjeZeg sira kroz 18 dana skladiStenja
4.2.1 Ukupan broj mikroorganizama

Na Slici 8. zakljucuje se kako je rast ukupnog broja mikroorganizama u svim uzorcima relativno
jednak. NajviSe vrijednosti pokazuje kontrola, §to je u skladu s istrazivanjima u kojima se ta
vrijednost krece do 7 log cfu/g u prvih 10-ak dana (Dermiki i sur., 2008; Kizilirmak Esmer i
sur. 2009), ali i uzorci pakirani u vakuum te modificiranu atmosferu koji, takoder, odgovaraju
rezultatima istrazivanja (Gonzalez-Fandos i sur., 2000; Dermiki i sur., 2008). 1z Slike 8. se
moze vidjeti da su vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama bile konstantne §to je vjerojatno
povezano s ¢injenicom da vecinu prisutnih kolonija ¢ine bakterije mlijene kiseline koje su
fakultativni anaerobi pa se lako prilagode svim uvjetima u pakiranju te neometano rastu. Ipak,
zabiljezen je pad broja mikroorganizama, §to je objaSnjeno otezanom prilagodbom
mikroorganizama na niske temperature skladiStenja kroz duze vrijeme (Khoshgozaran i sur.,

2012).
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¢ kontrolni uzorak je Guvan 9 dana §to je bio eksperimentalno odredeni rok trajanja obzirom na

senzorska svojstva i ukupan broj prisutnih m.o. Nakon toga nisu ispitivani mikrobioloski parametri
Slika 8. Ukupan broj mikroorganizama naraslih tijekom 18 dana skladistenja.

4.2.2 Enterobacteriaceae

Tablica 6. Prosjecan broj (log CFU/g) enterobakterija kroz 18 dana skladistenja

UZORAK 1.dan 6.dan 9.dan 12.dan 15.dan 18.dan

log cfu/g logcfu/g | log log cfu/g log log
cfu/g cuf/g cful/g
K* 0,00 0,47£0,81 0,90 / / /
\% / 0,67+0,12 0 0 0,10 0,24
60/40 / 0,77 0 1,43 0 0,67
70/30 / 0 0 0 0 0,54

¢ kontrolni uzorak je ¢uvan 9 dana §to je bio eksperimentalno odredeni rok trajanja obzirom na senzorska svojstva
i ukupan broj prisutnih m.o.. Nakon toga nisu ispitivani mikrobioloski parametri.

U Tablici 6. prikazan je prosjecan broj enterobakterija odreden prilikom svake analize kroz 18
dana skladiStenja te njihove standardne devijacije. Vidljivo je kako u vecini uzoraka uopce
nema naraslih kolonija enterobakterija, kolonije se pojavljuju na pojedinacnim uzorcima, ali
unutar prihvatljivih granica propisanih Zakonom o higijeni hrane (Narodne novine, 81/13).
Medutim, zadnji dan analize dolazi do porasta broja enterobakterija u sva tri uzorka $to moze
ukazivati na istek roka trajanja. Istrazivanja provedena na kozjem siru pokazala su da broj
prisutnih enterobakterija u svim uzorcima ostaje konstantan kroz sve dane skladiStenja, dok su
u kontrolnim uzorcima zabiljezene znatno vise vrijednosti (oko 5,3 log cfu/g) za razliku od
kolonija naraslih na uzorcima pakiranim u MAP i vakuum (ispod 2 log cfu/g) (Dermiki i sur.,
2008). Za razliku od dosadasnjih istrazivanja provedenih na sliénim vrstama sireva koji nisu

dokazali korelaciju pakiranja sira u MAP i vakuum i suzbijanja rasta enterobakterija (Gonzalez-
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Fandos i sur., 2000, Dermiki i sur., 2008) ova studija je pokazala kako pakiranje u vakuum i

modificiranu atmosferu vjerojatno pogoduje redukciji broja enterobakterija u siru.

4.2.2. Kvasci i plijesni

Tablica 7. Prosjecan broj (log cfu/g) kvasaca i plijesni naraslih tijekom 18 dana skladiStenja

K? 0 0,20 0,35 / / /

\ / 0,45 0 1,34 0 0
60/40 / 0,77 1,23 1,95 0,63 0
70/30 / 0 0 0 0,54 3,35

? kontrolni uzorak je Suvan 9 dana $to je bio eksperimentalno odredeni rok trajanja obzirom na senzorska svojstva

i ukupan broj prisutnih m.o.. Nakon toga nisu ispitivani mikrobioloski parametri.

Iz Tablice 7. vidljivo je kako 1. dan mjerenja uzorak svjezeg sira nije sadrzavao kvasce i
plijesni, kao $to je to slucaj i u istrazivanju na svjezem kozjem siru (Gonzalez- Fandos i sur.,
2000), ali za razliku od navedenih rezultata, u tom istrazivanju ne dolazi do rasta kvasaca 1
plijesni na siru pakiranom u vakuumu ili modificiranoj atmosferi. Ipak, u istraZivanju
Kizilirmak Esmer i sur. (2009) doslo je do pojave kolonija kvasaca i plijesni u svim uzorcima,
ali samo je u kontrolnom uzorku doslo do naglog rasta, dok je u vakuum pakiranju i MAP-u
zabiljezeno povecanje manje od 1 log cfu/g. Inhibitorno djelovanje na rast kvasaca i plijesni
pripisuje se djelovanju CO2 pa su sukladno tome pakiranja s vis$im udjelom CO> imala nize
vrijednosti broja naraslih kolonija kvasaca i plijesni. U rezultatima prikazanim u Tablici 6. rast
je bio nesto visi od 1 log cfu/g, pogotovo u pakiranju s 40% CO2, no takve promjene su

vjerojatno povezane s prisutnim kisikom u pakiranju (vidi Slike 15. i 16.).
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4.3 Senzorske analize uzoraka svjeZeg sira

Svi ispitivani uzorci sira dobili su visok broj bodova prilikom senzorske ocjene te nije bilo

znacajnijih razlika medu dobivenim rezultatima (Slika 9.).

mK* mV m60/40 m70/30

20
18
16
14
12
10

bodovi

o N B OO

1.dan 6.dan 9.dan 12.dan 15.dan 18.dan

*kontrolni uzorak je ¢uvan i analiziran samo 9. dana §to je eksperimentalno odreden rok s obzirom na senzorska

svojstva i ukupan broj bakterija. Nakon tog dana nije ispitivana senzorika na kontrolnom uzorku.

Slika 9. Ukupan broj bodova (max. 20) senzorskog ocjenjivanja ispitivanih uzoraka sireva 18

dana skladiStenja

Svjezi sir iz kontrolnog pakiranja postigao je visoke senzorske ocjene tijekom skladiStenja s
prosjeénim ukupnim brojem bodova od 18,04 do 19,73. Takvi rezultati su znatno visi u
usporedbi s istrazivanjem provedenim na odredivanju trajnosti svjezeg sira gdje je prosjean
broj bodova iznosio od 12,8 do 18,2, a rok trajanja je bio tek 3 dana i to u pojedinim slu¢ajevima
(Sabljak i sur., 2013). Medutim, kako je prikazano u Slici 10. ocjene za okus i miris kontrolnog
uzorka su tijekom skladiStenja znatno opadale $to je ukazalo na zakljucak da svjezi sir pakiran
u atmosferi zraka nije prihvatljiv za konzumaciju nakon 9 dana. U ostalim uzorcima sve ukupne
ocjene su priblizno jednake pa je tesSko istaknuti pakiranje s najboljom senzorikom, ali ipak 18.
dan uzorkovanja najviSu ukupnu ocjenu (17,72) dobio je svjezi sir pakiran u modificiranu

atmosferu s 70% N2 : 30% CO:..
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Slika 10. Prosje¢ne ocjene za pojedinacna senzorska svojstva u kontrolnom uzorku sira tijekom

9 dana skladistenja

Senzorske ocjene za uzorke pakirane u vakuumu i MAP-u imaju sli¢ne ocjene te su i nakon 18
dana skladiStenja visoke $to sir ¢ini pogodnim za daljnju konzumaciju. Time se dokazalo da
pakiranje u vakuumu i MAP-u produljuje rok trajanja na na¢in da pozitivno utjece na senzoriku
Sto je dokazala vec¢ina autora (Khoshgozaran i sur., 2012). Medutim, manje razlike su ipak
uocene i najbolje su se manifestirale na okusu. Ocjene za okus uzoraka pakiranih u vakuumu
proporcionalno padaju tijekom skladiStenja, dok kod uzoraka pakiranih u MAP s omjerom
plinova 60% N2 : 40% CO2i 70%N> : 30% CO2 tonije uoceno (Slikall.). Pri tom valja istaknuti
kako ocjene za okus i miris u oba uzorka pakirana u MAP nisu bile ispod 4,2, ¢ime su vise u
usporedbi s ostalim pakiranjima ispitivanim nacinima pakiranja, te su viSe 1 od ocjena
postignutih za isti na¢in pakiranja u istrazivanju Kizilirmak Esmer i sur. (2009), gdje padaju
ispod 3,2. Tako visoke ocjene za MAP mogu se objasniti prisutno$¢u CO2 Koji vjerojatno
inhibira rast aerobnih i psihrotrofnih bakterija - uzro¢nika negativnih promjena na senzorskim

svojstvima (Dermiki i sur., 2000).
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c)
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Slika 11. Prosjecne ocjene za pojedinac¢na senzorska svojstva za uzorke pakirane u vakuum

(a), u MAP 60/40 (b) odnosno 70/30 (c) tijekom 18 dana skladiStenja
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4.4 Tekstura svjezeg sira

1.dan 6.dan 9.dan 12.dan 15.dan 18.dan
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Slika 12. Svojstvo tvrdoce svjezeg sira izrazeno kao srednje vrijednosti mjerene kroz 18 dana

skladiStenja
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Slika 13. Koli¢ina izdvojene sirutke iz ispitivanih uzoraka izrazene kao srednje vrijednosti

mjerene kroz 18 dana skladiStenja
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Slika 14. Svojstvo elasti¢nosti svjezeg sira izrazeno kao srednje vrijednosti mjerene kroz 18
dana skladistenja

Iz prikazanih rezultata za tvrdoc¢u svjezeg sira (Slika 12.) vidljivo je da dobivene brojke variraju
te se nije dokazala povezanost izmedu nacina pakiranja i promjena u teksturi. Do sad se u
istrazivanjima pokazalo kako se tekstura sira smanjuje tijekom skladiStenja u svim vrstama
pakiranja pa sir omeksSava, ponajvise zbog proteolize (Kizilirmak Esmer i sur., 2009). Na Slici
12. jasno se vidi kako tekstura sireva u svim vrstama pakiranja je jednaka tijekom svih 18 dana
skladiStenja, ali zato elasti¢nost sira (Slika 14.) u svim pakiranjima opada tijekom skladiStenja
u svim vrstama pakiranja. Ipak, zakljucuje se kako je najtvrdi sir pakiran u vakuumu kod kojeg
je tijekom svih dana skladistenja izdvojeno najvise sirutke (Slika 13.), dok sirevi pakirani u
MAP imaju sli¢ne rezultate tvrdoce (Slika 12.) za oba pakiranja (70% N2 : 30% CO- i 60% N>
: 40% CO») kao i rezultate izdvojene sirutke (Slika 13.).
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4.5 Boja svjezeg sira

Tablica 8. Boja svjeZeg sira izrazena kroz srednje vrijednosti svojstava L (svjetlina) a

(zeleno) b (zuto) mjerene kroz 18 dana skladiStenja

L vrijednost 1.dan 9,68 NA* NA NA
6.dan 9,71 92,90 94,75 94,69
9.dan 95,05 94,79 93,97 93,20
12.dan NA 94,33 94,77 94,52
15.dan NA 95,31 95,18 95,40
18.dan NA 94,93 92,50 92,63

a vrijednost 1.dan -1.78 NA NA NA
6.dan -1,86 -1,60 -1,60 -1,67
9.dan -1,62 -1,68 -1,82 -1,84
12.dan NA -1,75 -1,84 -1,69
15.dan NA -1,78 -1,51 -1,64
18.dan NA -1,61 -1,98 -1,89

b vrijednost 1.dan 9,64 NA NA NA
6.dan 9,74 9,3 8,98 8,95
9.dan 9,37 9,74 9,22 9,17
12.dan NA 9,63 9,55 8,17
15.dan NA 8,99 8,95 9,27
18.dan NA 8,58 9,60 10,27

Vrijednosti za sva tri svojstva boje (L, a i b) padaju tijekom skladistenja, te su kao i u vecini
dosadasnjih istrazivanja vidljive razlike izmedu MAP i obi¢ne atmosfere u pakiranju. Navedene
razlike vjerojatno su povezane s prisutnoscu Kisika koji dovodi do oksidacije vidljive na
promjeni boje (Del Nobile i sur., 2009) te su male razlike izmedu vrijednosti pojedinih svojstava
za razli¢ite omjere MA (Temiz i sur., 2009). Sve vrijednosti za sva tri odredivana parametra
opadaju tijekom 18 dana skladistenja, ali ipak je vidljivo kako vakuum te modificirana
atmosfera stabiliziraju boju do 15.dana skladistenja. U pojedinim uzorcima razlicitih pakiranja
(Tablica 8.) dolazi do porasta vrijednosti pojedinih svojstava, Sto se objasnjava manjim udjelom
kisika nego u ostalim pakiranjima, dok se niZze vrijednosti za L svojstvo mogu objasniti
degradacijom prisutnih karotenoida i riboflavina uslijed predugog izlaganja svjetlosti. Vakuum
se pokazao kao najbolja zastita u degradaciji boje §to je logican slijed s obzirom da ne dolazi
do oksidacije zbog odsutnosti kisika te ne dolazi do isusivanja uzrokovanog prisutnosé¢u CO>
(Khoshgazaran i sur., 2012).
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4.6 Sastav modificirane atmosfere u pakovini svjezeg sira
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Slika 15. Sastav modificirane atmosfere ¢iji je trazeni omjer 60% N2 : 40% CO2 mjeren kroz

18 dana skladiStenja
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Slika 16. Sastav modificirane atmosfere ¢iji je trazeni omjer 70% N2 : 30% CO2 mjeren kroz

18 dana skladistenja

U pakiranju svjezeg sira s omjerom plinova 60% N2 : 40% CO; odmah se moze primijetiti kako
udio tih plinova nije postignut niti u jednom pakiranju, odnosno ve¢ 6.-0g dana nakon

pakiranja nije odrzan Zeljeni omjer plinova. Na Slici 15. je vidljivo kako do 12. dana dolazi do

38



pada udjela CO, u pakiranju, te rasta O, ¢emu je uzrok oslobadanje odredene koli¢ine kisika
zarobljene u uzorcima sira, Sto posljedi¢no (zbog prisutnosti O2) uzrokuje rast aerobnih te
anaerobnih koje konzumiraju CO; te smanjuju njegov udjel (Khoshgozaran i sur., 2012). Ipak
tako visok udio kisika u pakovini pretpostavlja se da je dijelom i greska mjerenja. Jedan od
Cestih razloga snizavanja udjela CO2 u pakiranju je otapanje CO. u masi sira (Dermiki i sur.,
2008). Nakon 12. dana udjel CO; raste, a Oz pada sto je ocekivano jer dolazi do povecanog
rasta aerobnih i anaerobnih bakterija i kvasaca koje produciraju CO2, a istovremeno ti
mikroorganizmi konzumiraju raspolozivi Oz. Takoder, dolazi do oksidacijskih 1 enzimskih
reakcija koje koriste kisik tijekom 18 dana skladistenja (Juric i sur., 2003). U pakiranju svjezeg
sira s omjerima plinova 70% N> : 30% CO- (Slika 16.) omjer plinova je relativno konstantan
jer je respiracija mikroorganizama (konzumacija O, otpustanje CO.) izjednacena S otapanjem
CO2 u masi sira i permeabilnosti kroz ambalazni materijal vreéice u pakovini kao i

oslobadanjem zarobljenog kisika u masi sira (Khoshgozaran i sur., 2012).

4.7 Mlije¢na mast, suha tvar i pepeo svjeZeg sira

Tablica 9. Mlije¢na mast, suha tvar te pepeo izrazeni kao srednje vrijednost mjerene kroz 18

dana skladistenja (n=3)

MLIJECNA MAST 1. dan 1,67
(%, wiw) 9. dan 1,46
15. dan 1,70 1,80 1,70
18. dan 1,23 0,99 0,98
SUHATVAR  1.dan 18,17
(%, wiw) 9. dan 17,55
15. dan 1892 1874 19,05
18. dan 1966 1874 19,395
PEPEO 1. dan 1,16
(%, wiw) 9. dan 1,12
15. dan 1,05 1,08 1,07
18. dan 0,98 1,07 1,01

Mlije¢na mast opada ve¢ devetog dana u kontrolnom uzorku (Tablica 9.)Sto moze upucivati na
lipolizu koja se mogla osjetiti i na senzorici. U uzorcima sira pakiranog u vakuumu i MA
mlije¢na mast ostaje konstantna do 18. dana kada kre¢e degradacija jer CO2 inhibira lipolizu

(Pintado i sur., 2000).
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Suha tvar raste dok pepeo pada §to je u skladu s prijasnjim rezultatima istrazivanja (Kizilirmak

Esmer i sur., 2009) gdje je, takoder, najveci pad u suhoj tvari zabiljezen u kontrolnom uzorku.
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedenog istrazivanja te dobivenih rezultata fizikalno-kemijskih, mikrobioloskih i
senzorskih analiza svjezeg sira pakiranog u atmosferu zraka, vakuum te modificiranu atmosferu
s dva razli¢ita omjera plinova (60% N2 : 40% CO21i 70% N2 : 30% CO2) mogu se izvesti se
slijedeci zakljucci:

1) Tijekom 18 dana skladiStenja uzoraka svjezeg sira dolazi do pada pH vrijednosti koju
proporcionalno prati porast °SH vrijednosti. Najniza zabiljezena pH vrijednost nije bila ispod
4,50 kroz 18 dana skladistenja, §to upucuje da vakuum i modificirana atmosfera usporavaju
degradacijske promjene u svjezem siru.

2) Mikrobioloskom analizom pokazalo se kako su uzorci sira pakiranu u vakuum i modificiranu
atmosferu i nakon 18 dana bili prihvatljivi za konzumaciju sto potvrduje hipotezu kako VA i
MAP produljuju rok trajnosti svjezeg sira.

3) Bodovi postignuti pri senzorskoj analizi bili su izuzetno visoki (17,63 — 19,73) s tim da su
najbolje ocjenjeni uzorci sira pakiranog u MA s omjerom plinova 70% N2 : 30% CO2 (prosjecan
broj bodova 18,26). Kontrolni uzorci su nakon 9 dana ocijenjeni kao neprihvatljivi, ponajvise
zbog okusa i mirisa, dok uzorci pakirani u vakuum i modificiranu atmosferu nisu pokazali pad
u ocjenama pojedinacnih senzorskih svojstava tijekom 18 dana skladistenja.

4) Nije dokazana povezanost izmedu nacina pakiranja i promjena u teksturi. Tekstura tijekom
cjelokupnog razdoblja skladistenja ostaje ista, dok se elasticnost opada u svim uzorcima.
Najtvrdim sirom se pokazao onaj pakiran u vakuumu Koji je takoder imao i najvise izdvojene
sirutke.

5) Sva tri parametra boje (L, a i b) opadaju tijekom skladiStenja, s tim da MAP i vakuum
stabiliziraju boju sve do 15. dana skladistenja dok kod kontrolnog pakiranja degradacija po€inje
ve¢ 9.-0g dana skladistenja.

6) Zadani omjer plinova 60% N2/40% CO: bio je podlozan promjenama u omjerima plinova
zbog mikrobioloske aktivnosti, oslobadanja kisika te otopljenog CO2 u masi sira. Omjer plinova
u pakiranju 70% N2/30% CO: je konstantan §to se objasnjava ravnotezom izmedu respiracije
mikroorganizama i oslobadanja kisika iz mase sira, kao i otopljenog CO2 u masi sira.

7) Udio mlije¢ne masti, suhe tvari i pepela opadaju tijekom skladistenja $to je u skladu s

rezultatima prijaSnjih istraZivanja.
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