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1.UVvOD

Sir je proizvod koji se tradicionalno koristi i ima vaznu ulogu u prehrani ljudi tijekom stoljeca.
Prema definiciji 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), obranog ili djelomi¢no obranog mlijeka, vrhnja, sirutke, ili

kombinacijom navedenih sirovina (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Sirok raspon razli¢itih dostupnih sireva temelji se uglavnom na regionalnim uvjetima i
tehnologiji proizvodnje, koja se tijekom vremena vise puta prilagodavala i optimizirala. Glavni
cilj je uvijek bio, i jos uvijek je, pretvoriti mlijeko, koje je lako kvarljiva sirovina, u proizvod
duzeg roka trajanja uz oCuvanje hranjive vrijednosti (Hinrichs, 2001). Kvaliteta sira, osim o
provedbi tehnoloskog procesa proizvodnje, ponajvise ovisi o dobroj kemijskoj i mikrobioloskoj
kvaliteti mlijeka (Fox i sur., 2004). U usporedbi s tvrdim sirevima, svjezi sirevi imaju visok

postotak vlage $to ih ¢ini idealnim medijem za rast mirkoorganizama.

Kako bi se produzio rok trajanja proizvoda uvode se nove metode i nacini proizvodnje svjezeg
sira. Jedan od njih je dodatak protektivnih kultura. Protektivne kulture su bakterijske kulture koje
se dodaju u proizvodnji prehrambenih proizvoda, kako bi mu produzile rok trajanja i sprijecile

rast nepozeljnih mikroorganizama (Anonymous 1, 2018).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj starter i protektivnih kultura na svojstva svjezeg sira. Svjezi
sir proizveden je od pasteriziranog mlijeka na nekoliko razli¢itih na¢ina koji su ukljuéivali
primjenu samo mezofilne kulture, primjenu kombinacije mezofilne kulture i sirila, te primjenu

protektivne kulture.

Svim proizvedenim uzorcima sireva odredivala se kiselost (aktivna i titracijska), mikrobioloska
kvaliteta, tekstura i boja, senzorska svojstva i udio suhe tvari. Prvi je dan sirevima odreden i udio

mlije¢ne masti, pepeo, udio proteina te prinos.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. DEFINICIJA SIRA

Sir se definira i kao fermentiran ili nefermentiran proizvod dobiven nakon zgruSavanja mlijeka,
obranog mlijeka ili djelomi¢no obranog mlijeka, vrhnja, mlacenice ili kombinacijom navedenih
sirovina uz izdvajanje sirutke (uz dodatak sirila ili nekoga drugog zamjenskog enzima
zgrusavanja) (Kalit, 2015). U proizvodnji sireva dozvoljena je upotreba mljekarskih kultura,
sirila i/ili drugih odgovaraju¢ih koagulacijskih enzima i/ili dozvoljenih kiselina za koagulaciju
(Pravilnik, 2013). Prema udjelu vode u bezmasnoj tvari sira sireve dijelimo na svjeze, meke,
polutvrde, tvrde i ekstra tvrde (Tratnik i Bozani¢, 2012). Sir je slozeni sustav sastavljen od
proteina, masti i ugljikohidrata te sadrzi veliki broj enzima i mikroorganizama. Njihovom
aktivno$c¢u nezreli sir prevodi se u konaéni proizvod i to prvenstveno zbog proteolize, lipolize i
glikolize (Fox i sur., 2004).

Tablica 1. Naziv sira s obzirom na udio vode u bezmasnoj tvari sira (Pravilnik, 2013)

Naziv sira obzirom na udio vode u bezmasnoj tvari sira|Udio vode u bezmasnoj tvari sira (%)
Ekstra tvrdi sir <51

Tvrdi sir 49 — 56

Polutvrdi sir 54 — 69

Meki sir >67

Svjezi sir* 69 — 85

*ne odnosi se na svjeze sireve proizvedene od vrhnja

Svjezi sir je proizvod dobiven zgruSavanjem pasteriziranog mlijeka pomocu cCiste mezofilne
kulture ili mezofilne kulture i sirila. Tu vrstu sira karakterizira visok sadrzaj vode, niski udjel
mlijene masti i pojacana kiselost, kao 1 karakteristican okus, miris, boja i konzistencija (Markov
i sur., 2009).



2.2. PROIZVODNJA SVJEZEG SIRA

U tehnoloskom procesu proizvodnje svjezeg sira posebnu je pozornost potrebno obratiti na
odabir mlijeka. Mlijeko mora biti odgovaraju¢ih kemijskih i senzorskih svojstava te
mikrobioloski ispravno. Takoder treba imati ofuvana prirodna svojstva kazeina te treba biti
osigurana dovoljna koli¢ina topljivog kalcija (Tratnik i Bozani¢, 2012). Odnos izmedu mlijecnih
komponenata predstavlja slozeni sustav koji odreduje svojstva koagulacije mlijeka (Aleandri,

1989).

Nakon odabira mlijeko se centrifugira i pasterizira. Toplinski se obraduje kako bi se sprijecila
zaraza potroSaca patogenim bakterijama, ali i da bi se osigurala odgovaraju¢a mikrobioloska
kvaliteta koja uvjetuje trajnost krajnjeg proizvoda. Jedino se kod proizvodnje svjezeg sira
mlijeko moze obraditi pri viSim temperaturama i dulje vrijeme, $to dovodi do medudjelovanja
kazeina i proteina sirutke (Tratnik i Bozani¢, 2012). Toplinskom obradom nece se unistiti
sporogene bakterije pa se u danaSnje vrijeme prije same toplinske obrade moze primjeniti i
kombinirani APV-sustav mikrofiltracije. Time ne dolazi do gubitka proteina, a postize seveci

prinos sir, veca trajnost i kvaliteta dobivenog proizvoda (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Ovisno o Zeljenom udjelu masti u suhoj tvari sira, mlijeko za podsiravanje standardizira se na
odreden udio mlije¢ne masti. SvjeZi sir moZe sadrZzavati razli¢ite udjele masti u suhoj tvari, a
proizvodi se koagulacijom mlijeka zakiseljavanjem pomocu bakterija mlijecne Kiseline s ili bez
dodatka manjih koli¢ina sirila (Kubat 1 sur., 2015). Prilagodavanje udjela masti moze se provesti
i nakon odvajanje sirutke i to najcesce iznosi 0,5-1% masti u odnosu na suhu tvar. Nakon

pripreme mlijeka za podsiravanje slijedi zakiseljavanje i grusanje mlijeka.

Svjezi se sirevi proizvode mlije¢no-kiselom fermentacijom pomocu bakterija mlijecne kiseline
(Bozani¢, 2015). Prema nacinu koagulacije proteina svjezi sirevi mogu se podijeliti na one
dobivene isklju¢ivo koagulacijom kiselinama, koagulacijom kombinacije kiseline i sirila i svjeze
sireve proizvedene djelovanjem sirila. U industrijskoj se proizvodnji najcesc¢e upotrebljava
kombinacija kiselina i sirila kako bi se postigla bolja ¢vrstoca sira. NajéeSce se koriste mjesovite
kulture sastavljene od sojeva proizvodaca kiseline i sojeva proizvodaca tvari arome. Kod
proizvodnje sireva uz dodatak mezofilne kulture, mlijeku temperature 30°C doda se starter
kultura te ovisno o na¢inu proizvodnje moze se dodati sirilo. Sirenje mlijeka zatim se provodi pri

u tradicionalnim otvorenim kadama ili bazenima. Kako bi pospjesili izdvajanje sirutke nakon
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postizanja odgovarajuce kiselosti (najéeSce izoelektri¢na toc¢ka kazeina (pH 4,9-4,6), grus se reze
na veée komadice. Sto je grus sitniji, veéa je reaktivna povrsina sirnog zrna i veéi je gubitak
masti (Havranek 1 sur., 2014). Brze stiskanje vece povrSine uzrokovat ée jace istiskivanje sirutke
pa ¢e takvi sirevi imati manji udio vlage. Nakon rezanja grusa slijedi odvodenje sirutke i njegovo
presanje. Grus$ se presa toliko dugo dok se ne izdvoji dovoljna koli¢ina sirutke i ne postigne

trazeni udio suhe tvari.

Kod sireva koji se proizvode iskljuc¢ivo djelovanjem bakterija mlijecne kiseline odnosno
kiselinskom koagulacijom, izdvajanje i odvodenje sirutke pospjeSuje se zagrijavanjem grusa na
temperaturi do 38°C. Ukoliko je svjezi sir proizveden na Kontinuirani nacin uz primjenu
centrifuga s integriranim sustavima za mije$anje najprije se proizvede posni svjeZzi sir, a zatim se
dodaje vrhnje u svrhu prilagodavanja odgovarajué¢eg udjela masti u suhoj tvari sira. Ovisno o
nacinu proizvodnje, svjeZi sir moze biti mrvi¢ast do zrnat, kao i maziv i kremast. Glatka i
kremasta konzistencija moze se posti¢i homogenizacijom sira koja podrazumijeva primjenu
pumpe i sita (Kubat i sur., 2015). Svjezi zrnati sir proizvodi se od obranog mlijeka. Grus se reze
na male kockice i postepeno zagrijava na temperaturu i do 60°C kako bi svaka sirna kockica
postigla odgovaraju¢u ¢vrstocu. Buduéi da se zrnati sir radi od obranog mlijeka i ima prili¢no
neutralan okus, prije pakiranja on se prelijeva kremastom mjeSavinom vrhnja (Turié, 2017).
Zajednicka karakteristika svih ovih sireva je da ne prolaze kroz fazu zrenja, ve¢ su nakon

proizvodnje i pakiranja koje je najcesce u plasti¢nu ambalazu spremni za konzumiranje.



2.3. MIKROBNE KULTURE U PROIZVODNJI SVJEZEG SIRA

Jedan od najvaznijih koraka u proizvodnji sira je provedba koagulacije proteina tj. sirenje ili
grusanje mlijeka i oblikovanje koaguluma ili sirnog grusa uz izdvajanje odredene koli¢ine sirutke
koji se provodi uz dodatak mikrobnih kultura (Tratnik i Bozani¢, 2012). Mikrobne kulture mogu
se definirati kao pazljivo selekcionirani mikroorganizmi koji se dodaju u mlijeko ili grus zbog
iniciranja i1 izvodenja poZzeljne fermentacije i zrenja u proizvodnji razli¢itih tipova sira, ali i
fermentiranih mlijeka (Matijevi¢, 2015). Primarna uloga mikrobne kulture je acidifikacija grusa
u sirarskom kotlu i postizanje kona¢ne pH vrijednosti, a sekundarna uloga ocituje se tijekom
zrenja, posebice tijekom proteolize kao vaznog ¢imbenika u razvoju okusa sira (Radeljevié i sur.,
2013). Mikroflora sira moze biti podijeljena u dvije grupe: starter kulture i sekundarna
mikroflora. U industrijskoj se proizvodnji starter kultura dodaje naknadno u mlijeko te je
zasluzna za razvoj kiseline tijekom proizvodnje sira (de Fatima Pogas i Pintado, 2010). Mikrobne
kulture mozemo podijeliti prema optimalnoj temperaturi rasta i kona¢nim produktima
fermentacije. Prema optimalnoj temperaturi rasta mikrobne kulture dijelimo na mezofilne ili
termofilne kulture bakterija mlijecne kiseline. Prema konac¢nim produktima fermentacije
bakterije dijelimo na homofermentativne i heterotrofne. Konacan produkt homofermentativnih
bakterija je mlije¢na kiselina, dok su kona¢ni produkti heterotrofnih bakterija mlije¢na kiselina i
drugi metaboliti poput etanola i CO». Tijekom proizvodnje sira broj bakterija poraste s pocetnih
10°do 107 cfu mL* (eng. Colony Forming Units - cfu), ovisno o vrsti sira do 10°cfu mL™ veé¢ u
par sati (Cogan, 2011). Mezofilne kulture koje se najéesce koriste pripadaju rodu Lactococcus i
ponekad Leuconostoc, dok se od termofilnih kultura najSesc¢e upotrebljavaju Streptococcus

thermophilus i termofilne Lactobacillus vrste (Cogan, 2011).

2.3.1. MEZOFILNE KULTURE

Mezofilne kulture podijeljene su u LD kulture i O kulture. LD kulture sadrze Cit+ bakterije
mlije¢ne kiseline (L = Leuconostoc vrste i D = Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis)
(Bockelmann, 2010). Osim mlije¢ne kiseline, produkti fermentacije kod LD bakterije su plin

COz te znatno utjeCu na nastanak tvari arome. LD bakterije spadaju u grupu



heterofermentativnih bakterija mlije¢ne kiseline ¢iji su kona¢ni produkti mlije¢na kiselina, plin
CO> te etanol te su ujedno i zasluzne za nastanak tvari arome. U proizvodnji svjezeg sira
najéesce se koriste O kulture. Njihov je konacan produkt mlijec¢na kiselina. U O kulture spadaju
Lactococcus lactis subsp. lactis i Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Optimalna temperatura rasta mezofilih kultura bakterija mlije¢ne kiseline je od 25 do 30°C Kod
temperatura ispod 20 proizvodnja kiseline je usporena ili u potpunosti odsutna, dok je iznad

temperature od 39°C inhibiran rast bakterija.

Tablica 2. Glavne znacajke pojednih vrsta bakterija mlije¢ne kiseline (Tratnik i BoZani¢, 2012)

Bakterije mlije¢ne | Optimalni | Vrenje Secera Tvorba | Vrenje | Podnose | Proteoliticka

kiseline rast/ °C laktata/% | citrata | soli/% aktivnost
Lak | Glu | Gal

Lac. lactis subsp. | oko 30 + + + L/0,5-0,7 | +/- 4-6,5 +

lactis

Lac. lactis subsp. | 25-30 + + + L/0,5-0,7 | - 2-4,0 +

cremoris

Lac. lactis subsp. | oko 30 + + + L/0,5-0,7 | + 4-6,5 +

diacetylactis

Lak= laktoza, glu=Glukoza, Gal= galaktoza, Lac.= Lactococcus
L= L(+)laktat, D=D(-)laktat (opti¢ki akitvni izomerni oblici laktata);

Primarni produkt koji nastaje djelovanjem starter kultura je mlije¢na kiselina koja uzorkuje brzo
zakiseljavanje mlijeka te je odgovorna i za nastanak tvari arome. Bakterije mlije¢ne kiseline koje
zauzimaju srediSnju ulogu u procesu fermentacije imaju dugu i sigurnu povijest primjene i
potros$nje. Medutim, djelovanjem starter kultura oslobadaju se i drugi sekundarni metaboliti kao
Sto su octena kiselina, etanol, aromatski, bakteriocini, egzopolisaharidi i enzimi $to je velike
vaznosti za ubrzavanje i upravljanje fermentacijskim procesom (Hati i sur., 2013). Octena

kiselina




osim S§to pridonosi nastanku arome ima znacajnu ulogu i u prevenciji rasta plijesni. S druge
strane bakteriocini i bioaktivni peptidi imaju specifi¢an baktericocidni u¢inak na uzrocnike
kvarenje sira, osobito patogena kao §to su Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus i
Listeria monocytogenes. Kod proizvodnje svjezeg sira najéeséce se uz mezofilnu kulturu dodaju
i proteoliti¢ki enzimi kako bi se poboljsala struktura grusa i olaksalo otpustanje sirutke (Tratnik i

Bozani¢, 2012).

2.3.2. PROTEKTIVNE KULTURE

U danasnje vrijeme kada oboljenja izazvana hranom predstavljaju veliki problem, proizvodaci
hrane uz kontrole zdravstvene 1 higijenske ispravnosti uvode nove nacine proizvodnje
prehrambenih proizvoda kako bi im se produzio rok trajanja i osigurala zdravstvena ispravnost.
Protektivne bi se kulture najprije trebale smatrati kao dodatan faktor sigurnosti, kojim bi se
poboljsala mikrobioloska sigurnost hrane. Njihova bi implementacija trebala slijediti dobru
proizvodacku praksu, kako bi se smanjio rizik od rasta i prezivljavanja patogenih organizama i
organizama kvarenja (Holzapfel i sur., 1995). Kako bi se mogle staviti na trziste, protektivne
kulture moraju zadovoljiti neke kriterije kao sigurnost za zdravlje potrosaca na naéin da ne
produciraju toksine ili da nisu patogene, pozitivan utjecaj na proizvod putem kompetitivnosti s
patogenim mikroorganizmima te da nemaju negativnih ucinaka na senzorska svojstva proizvoda.
Kao proizvod metabolicke aktivnost ovih bakterija stvaraju se razlicite tvari koje aktivnom
supresijom rasta patogenih mikroorganizama uzro¢nika kvarenja hrane doprinose poboljSanju
trajnosti fermentiranih proizvoda (Dimitrijevi¢-Brankovi¢, 2003). U tablici 3. prikazana su
antimikrobna svojstva brojnih metabolita bakterija mlijecne kiseline. Protektivne Kkultura
Lactobacillus plantarum koristi se za rast kontrole bakterija roda Leuconostoc,
heteofermentativnih laktobacila, Enterokoka te pritom ima minimalan utjecaj na senzorska
svojstva. Kombinacija protektivnih kultura Lactobacillus rhamnosus LC705 i
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii JS smatra se kao najuc¢inkovitijim agensom

protiv kvasaca plijesni i bakterije Bacillus spp. (Suomalainen i Mayra-Makinen, 1999).



Tablica 3. Metaboli¢ki produkti

(Holzapfel i sur., 1995)

bakterija mlijeCne kiseline s antimikrobnim svojstvima

Produkt

Glavni ciljani organizam

Organska kiselina

e mlijeCna kiselina

e octena kiselina

e Gram negativne bakterije, neke
gljive
e Clostridium spp, neki kvasci i

gljive

Vodikov peroksid

Patogeni mikroorganizmi i mikroorganizmi

kvarenja, posebno u hrani bogatoj proteinima

Enzimi
e laktoperoksidaza

e lizozim

Patogene bakterije i bakterije kvarenja

Nezeljene gram-pozitivne bakterije

Nisko molekularni metaboliti

e Reuterin

e Diacetil

e Masne kiseline

Sirok spektar bakterija, plijesni i
kvasaca
Gram-negativne bakterije

Razlic¢ite bakterije

Bakteriocini

e nizin

neke bakterije mlije¢ne kiseline i gram-

pozitivne bakterije




2.4. CIMBENICI KVARENJA SVJEZEG SIRA

Cimbenici koji najéesée utjedu na kvarenje svjezeg sira su (Havranek i sur., 2014):

e Necisto i nakiselo mlijeko uvjetovano nehigijenskim uvjetima dobivanja te ¢uvanje
mlijeka na visokim temperaturama, osobito tijekom ljetnih mjeseci

e Neodgovarajuca hranidba muzara hranjenih gorkom, pljesnivom trulom 1 starom krmom,
silazom oneciS¢enom zemljom, vlaznim djetelinskim sijenom, vlaznim repinim
rezancima i1 drugim krmivima koje nepovoljno utjeCu na kvalitetu mlijeka od kojeg se
proizvodi sir s izrazenim pogreskama

e Necisto posude, uredaji i prostorije za proizvodnju, ¢uvanje, zaprimanje i rukovanje
mlijekom kao stalni izvor kontaminacije mlijeka, a poslije i sira

e Propusti u tehnoloSkom procesu podsiravanja mlijeka, suSenja sirnog zrna koji se ocituju
razli¢itim intenzitetom na gotovom siru (mekan, nedovoljno slan sir izloZen previsokoj
temperaturi moze se naduti, razmeksati, raspucati uz nastajanje neugodnog mirisa, dok se
presuh i presoljen sir mrvi)

e Sirila neodgovarajuce kvalitete (pohranjena u neodgovaraju¢im uvjetima ili kojima je

istekao rok uporabe mogu uzrokovati nadimanje i gnjiljenje sira)

2.4.1. Mikrobioloski ¢imbenici kvarenja

lako se sirevi smatraju sigurnom i tesko kvarljivom hranom, svjezi sirevi lako su podlozni
kontaminaciji. Kako bi se o¢uvala zdravstvena ispravnost sira potrebno je pozornost obratiti na
kvalitetu mlijeka, dodane starter ili prirodno prisutne bakterije rasta mlijeCne kiseline, pH,
kontrolu zrenja i kemijskih promjena koje se javljaju u siru tijekom zrenja. Patogeni koji se
prenose iz sirovog mlijeka potjeCu iz poljoprivrednog okolisa ili izravnog izlucivanja iz
zarazenih vimena zivotinja, dok u mlije¢nim proizvodima patogeni mogu uci putem
kontaminiranog mlijeka. Vazan izvor kontaminacije tijekom rukovanja i prerade mlijeka moze
biti 1 radnik (Kousta i sur., 2010). Ministarstvo poljoprivrede (Vodi¢, 2011) dalo je pregled

preporucenih mikrobioloskih kriterija za svjezi



sir (Tablica 4), dok su Zakonom o higijeni hrane i mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN

81/13) utvrdeni zakonski kriteriji za zdravstvenu ispravnost sireva.

Tablica 4. Pregled preporuc¢enih mikrobioloskih kriterija za svjezi sir (Vodi¢, 2011)

3.5.2. Hrana Preporuceni Plan uzrokovanja Kriteriji
parametri " c
Meki (svjezi) | Salmonella 5 0 M=0cfu (25g)*
sirevi od | spp.
terizi
pasteriziranog Escherichia 5 2 m=10cfu (g)*
mlijeka
J coli M=102 cfu (g)*
Koaugulaza 5 2 m=10cfu (g)*
pozitivni M=102 cfu (g)*
stafilokoki/

Staphylococcus

aureus

Listeria 5 0 M=0 cfu (25g)

monocytogenes

Kvasci 5 1 m=10%cfu (g)*
M=103 cfu (g)*

Plijesni 5 1 m=10cfu (g)*

M=102 cfu (g)*

*n-broj elementarnih jedinica uzorka koji ¢ine uzorak

n "

*C- broj jedinica uzorka, gdje se broj bakterija moze nalaziti izmedu "m" i "M", pri ¢emu se uzorak smatra
prihvatljivim, ukoliko je broj bakterija u ostalim jedinicama uzoraka "m" ili manje od "m"

*m-granicna vrijednost ispod koje se svi rezultati smatraju zadovoljavaju¢im

*M- grani¢na dopustena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju ne zadovoljavaju¢im.
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Udovoljavanje ovim mikrobioloSkim kriterijima ovisi o nizu ¢imbenika: sirovini, odnosno o
mlijeku 1 nadinima njegova dobivanja, o tehnoloSkom procesu proizvodnje, tehnoloSkim
uvjetima i izvedbi proizvodnih pogona, te o uvjetima cuvanja proizvoda na mjestu proizvodnje, u

vlastitom domacinstvu potroSaca i na trzistu (Hrvatska agencija za hranu, 2016).

Upotrebom protektivnih kultura mogu se stvoriti dodatne barijere kako bi se inhibirao rast
patogenih bakterija (Fox i sur., 2004). Kod proizvodnje svjezeg Sira obi¢no se primjenjuje |
toplinska obrada mlijeka koja se koristi za unistavanje mikroorganizama. Toplinska obrada
mlijeka treba zadovoljiti dva osnovna uvjeta: maksimalno ocuvati njegova organolepti¢ka i
prehrambena svojstva mlijeka te posti¢i potreban letalni u¢inak s ciljem unistenja i inaktivacije
mikroorganizama kako bi se u konacnici postigla odgovarajuca trajnost proizvoda. Patogeni
mikroorganizmi kao $to su Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
i E. coli predstavljaju najveci rizik za sigurnost svjezeg sira. Ukoliko se kod proizvodnje sira
koriste aktivne starter kulture bakterija mlije¢ne kiseline, smatra se da je rizik od patogena

Staphyloccocu aureus malen (Johnson i sur., 1990).

Patogeni otporni na visoke koncentracije soli i suhu okolinu predstavljaju najvecu opasnost po
sigurnost svjezih sireva (Kousta i sur., 2010; Verraes i sur., 2015), otkriveni su u slanoj vodi,
sirnim maramama, sirnim kadama, prostorijama za proizvodnju, te noZevima za rezanje i
materijalima za pakiranje (Brito i sur., 2008; Callon i sur., 2008. Temelli i sur., 2006).
Mikroorganizmi koji najcesce uzrokuju intoksikacije prilikom konzumacije sira, su Bacillus spp.,
Clostridium botulinum i Staphylococcus sp. (Fox i sur., 2004). Cinjenica koja osobito zabrinjava
je da su u proteklih nekoliko godina gram pozitivne (L. Monocytogenes) i negativne bakterije
poput S. typhimurium i E. coli, povecale otpornost na kiselinu te koncentraciju kisika te tako

uspjevaju prezivjeti u kiseloj i fermentiranoj hrani (Fox i sur., 2004).
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Kvasci i plijesni

Kvasci i plijesni spadaju u organizme koji lako rastu u Sirokom spektru hrane te uzrokuju njezino
kvarenje. Kvasci se prirodno pojavljuju u mnogim sirevima buduci da niski pH, relativno visok
sadrzaj vlage i temperatura skladistenja pogoduju rastu kvasca, a broj stanica na povrsini Sira
moze doseéi 10°-108 cfu gt (Fleet, 1990). Kvasci su vazni u deacidifikaciji i stvaranju metabolita
kao §to su etanol, acetaldehid i CO2, no s druge strane mogu uzrokovati kvarenje. Tako su mane
poput vo¢nog i gorkog okusa, mirisna i otvorena tekstura pripisane aktivnostima kvasca (Fox i
sur., 2004). Kao i kvasci, plijesni su takoder osjetljive na toplinsku obradu pa se lako unistavaju
pasterizacijom. Svim je mikroorganizmima za rast potrebna voda te ukoliko nisu pakirani u
vakuumu brzo dolazi do suSenja povrSine sira §to ujedno usporava i rast mikroorganizama.
Aktivitet vode potreban za rast bakterija iznosi <0,92, dok za kvasce iznosi 0,83, a plijesni 0,75.
Ukoliko mikroorganizmi provedu duze vrijeme u lag fazi onda je mogué rast i pri nizim
vrijednostima aw. Sto se ti¢e pH vrijednosti veéina bakterija za rast treba neutralan pH te je pri
nizim pH vrijednostima njihov rast usporen. pH sirnog grusa nakon proizvodnje najéesce je

izmedu 4,5-5,3 pa je stoga on znacajan faktor u kontroli rasta bakterija (Cognan, 2011).

Enterobakterije

Enterobacteriaceae (enterobakterije) ili crijevne bakterije normalna su mikroflora probavnog
sustava u ljudi i Zivotinja. Prisutnost enterobakterija u namirnicama indikator je nedovoljne
higijene tijekom proizvodnje, Cuvanja i rukovanja namirnicama. Obitelj Enterobacteriaceae
obuhvaca rodove Salmonella (patogen), Escherichia (potencijalni patogen), Shigella (patogen),
Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia, Hafnia, Serratia, Edwardsiella i
Erwinia. Patogenost enterobakterija uzrokovana je endotoksinima, egzotoksinima i moguénoséu

da nadvlada obranu domacina i da se razmnozava u krvi i tkivima (Panday i sur., 1999).

Eschericia coli

Najpatogeniji soj E. coli koji je zasad poznat je E. coli O157:H7, koji izaziva hemoliticki
uremicki sindrom (Markov i sur., 2009). Prisutnost ovog soja u hrani posljedica je kontaminacije

sirovina poput mesa, mlijeka, voéa i povréa (Bardasi i sur., 2015).
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Staphylococcus aureus

S. aureus je gram-pozitivna, fakultativno anaerobna bakterija ¢iji je optimalan rast na temperaturi
od 37 °C i u mediju pH vrijednosti izmedu 4 - 10. Smatra se najopasnijim ljudskim patogenim
koji uzrokuje Sirok raspon klini¢kih infekcija, te ima sposobnost stvaranja enterotoksina. Velik
broj sojeva S. aureus sposoban je stvarati ekstracelularne termostabilne enterotoksine, koji svoju
biolosku aktivnost zadrzavaju i nakon toplinske obrade mlijeka i/ili sirnog grusa (Walstra i sur.,
1999.). Prisutnost vrste S. aureus u vise od 90 % povezana je pojavom klinickog i supklinickog
mastitisa muznih Zivotinja (Markov i sur., 2009) te do kontaminacije sira naj¢es¢e dolazi zbog

infekcije vimena.

Lysteria monocytogenes

L. monocytogenes je gram pozitivna bakterija, patogena bakterija koja uzrokuje grupu bolesti
nazvanu listerioza. Postotak smrtnosti nakon trovanja L.monocytogenes je velik i iznosi 30%
(NACMCEF, 1991). L. monocytogenes moze dospjeti u hranu preko zemlje ili vode, te se putem
Zivotinja prenosi na mesne i mlijecne proizvode. Znacajna karakterisitka ove bakterije je da raste
I na temperaturu hladnog skladistenja (+4°C) se ¢esto moze naéi u velikom broju prehrambenih
proizvoda, iako su oni propisno ¢uvani na niskim temperaturama. Najmanja infektivna doza L.
monocytogenes za ljude je nepoznata, no podaci sakupljeni nakon nekoliko vecih epidemija
listerioze upucuju na vrijednosti od 107 do 10 cfu g namirnice (Dalton i sur., 1997). Medutim,

razvoj bolesti mogu¢ je i nakon unosa nizih doza (Ooi i Lorber, 2005).

2.4.2. Ostali ¢imbenici kvarenja

Zbog visokog sadrzaja vlage, niske koncentracije soli i visokog pH, svjezi sirevi su podlozni
kvarenju i stoga imaju ograni¢en rok trajanja. Lako dolazi do dehidratacije te stoga pakiranje
treba imati zaStitnu barijeru. Povrh toga utjecaj svjetla 1 kisika moze rezultirati u pogorSanju
kvalitete (de Fatima Pogas i Pintado, 2010). Zbog pakiranja sira u transparentnu ambalazu Cesto

dolazi do foto oksidacije §to uzrokuje promjene u boji sira. Oksidativna uzeglost mlije¢ne masti
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siru moze biti uzrok vrlo loSeg okusa 1 mirisa sira dok oksidativne promjene lecitina dovode do
oslobadanja trimetilamina pa sir ima okus i miris na ribe (Tratnik i Bozani¢, 2012). Gorak okus
sira moze biti uzrokovan dodatkom vece koli¢ine sirila. Osim toga gorak okus sira moze biti i
posljedica gorkog okusa mlijeka uzrokovanog krmivom koje sadrzi velike koli¢ine pelina,
repice, zabnjaka i1 sli¢no. Kiseo okus sira najesce potjece od preduge obrade sirnog zrna i
prevelike koli¢ine sirutke zaostale u mlijeku (Havranek i sur., 2014). Na teksturu sira utje¢u
sadrzaj vlage u siru, udio masnoce i udio masnoce u suhoj tvari sira (de Fatima Pogas i Pintado,
2010). Tijekom skladistenja svjezeg sira dolazi do promjene u vezanju vode unutar grusa te do
gubitka vode zbog evaporacije vode sa povrSine sira $to rezultira mrvljivim i drobljivim tijestom

(McSweeney, 2007). Krto i drobljivo tijesto moze uzrokovati i nakiselo mlijeko.

2.5. Karakteristike i senzorska svojstva svjezeg sira

Senzorska (organolepti¢ka) analiza je znanstvena disciplina koja se koristi u svrhu mjerenja,
analize i interpretacije reakcija na karakteristi¢na svojstva namirnica koja se odreduju uz pomo¢
osjetila mirisa, okusa, dodira i sluha (Bozani¢ i sur., 2010). Prednost je ove metode da se na brzi
nacin mogu detektirati mane proizvoda no ne osigurava u potpunosti objektivnost te se iz tog
razloga pokuSavaju odabrati druge, objektivnije analize. Kod senzorske analize sireva najcesce

se ocjenjuju okus, miris, tekstura 1 naknadni okus u ustima te izgled kore odnosno povrsine.

Tipi¢an svjezi sir karakteristicnog je srednje kiselog, osvjezavajuéeg okusa, bijele je boje 1
konzistencije koja se «lista». pH vrijednost svjezeg sira iznosi oko 4,8 te je blizu izoelektri¢ne
tocke kazeina, §to kona¢nom proizvodu daje prepoznatljivu kiselost koja se odrazava ne samo u
okusu, ve¢ 1 u mirisu (Cindri¢, 1997). Svjezi sir je spreman za konzumaciju odmah nakon
zavr$nog cijedenja grusa. Svjezi sir sadrzi visok udjel vlage (oko 55%) i karakterizira ga time
visoka vrijednost aktiviteta vode aw (0,95-0,97), te za razliku od ostalih vrsta sireva ne zrije veé

se Cuva na temperaturi hladnjaka.

Prema klasifikaciji vrste sira obzirom na udio mlije¢ne masti u suhoj tvari sira udio masti u
posnom siru je manji od 10%. Sirevi s ve¢im udjelom masti sadrzavaju nesto manje proteina pa i

nesto
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manju koli¢inu Ca i P (Tratnik i Bozani¢, 2012). Najveéi udio proteina u svjeZzem siru Cini
kazeinjer su proteini sirutke neosjetljivi su na djelovanje kiseline ili enzima, pa se pri proizvodnji

sira, nakon odvajanja koaguliranog kazeina, gube sa sirutkom (Tratnik, 1998).

Tablica 5. Vrste sira s obzirom na udio mlije¢ne masti u suhoj tvari sira (Pravilnik, 2013)

Vrsta sira obzirom na udio mlije¢ne masti u suhoj tvari || Udio mlije¢ne masti u suhoj tvari (%)
Ekstra masni >60

Punomasni >45 1 <60

Masni >251<45

Polumasni >101<25

Posni <10
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za proizvodnju sira koriSteno je mlijeko kupljeno od obiteljskog poljoprivrednog gospodarstva
Smida (OPG Smida, Vrbovec).Mlijeko je podsireno uz pomoé¢ kultura Probat 222, CHOOZIT
BTO01 i CHOOZIT MA1l (sve Du-Pont, Danisco, Francuska). U drugoj seriji pokusa uz
prethodno navedene mezofilne kulture koristeno je i sirilo ( Medimon d.0.0, Split, Hrvatska). U
zadnjoj seriji pokusa izabrao se sir koji ima najduzu trajnost i ponovio postupak proizvodnje, ali
na nacin da se dodala protektivna kultura Holdbac YM-C Plus (Du-Pont, Danisco, Francuska)

prema uputi proizvodaca.

Kulture su se sastojale od slijedec¢ih sojeva:

e Probat 222: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis i Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris

e CHOOZIT MA11: Lactococcus lactis subsp. Lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris

e CHOOZIT BTO01: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris i
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis.

e Holdbac YM-C Plus: Lactobacillus rhamnosus i Propionibacterium freudenreichii subsp.

shermanii
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3.2. METODE

Kako bi se ispitao utjecaj starter kulture na svojstva svjezeg sira, provedenaa su 3 nacina

proizvodnje sira:

1. Proizvodnja serije sireva br.1- fermentacija mlijeka dodatkom isklju¢ivo mezofilne
kulture (Probat 222, CHOOZIT BT01, CHOOZIT MAL11) pri ¢emu su u jednom pokusu

proizvedena 3 uzorka sira.

2. Proizvodnja serije sireva br. 2- fermentacija mlijeka dodatkom mezofilne kulture
(Probat 222, CHOOZIT BT01, CHOOZIT MA11) i sirila pri ¢emu su u jednom pokusu

proizvedena 3 uzorka sira.

3. Proizvodnja serije sireva br. 3.- nacin proizvodnje (serija 1 ili 2) u kojem je sir imao vecu
trajnost, tako da se ponovno proizvede sir na taj nacin, ali da se njemu jo§ doda

protektivna kultura Holdbac YM-C Plus LYO 100 DCU u koli¢ini.
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Slika 1. Shema proizvodnje svjezeg sira
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3.2.1. Proizvodnja sira

3.2.1.1. Proizvodnja sira mezofilnom kulturom

U prvoj seriji pokusa koristene su samo mezofilne kulture. Sirovo je mlijeko najprije zagrijano
na 20°C, te je dio uzorka izuzet za odredivanje mlijecne masti. Mlijeko se zatim nastavilo
zagrijavati do 50°C te se obralo. Nakon obiranja odredio se udio mlije¢ne masti te ukoliko je on
bio zadovoljavajuéi (ispod 1%) mlijeko se pasteriziralo na 85-90°C, tijekom 10 minuta.
Pasteriziranom mlijeku odmah se odredila mikrobioloska kvaliteta, udio mlijeCne masti te se
mali dio uzorka zamrznuo za odredivanje mineralnih tvari. Pasterizirano mlijeko se zatim
podijelilo u 3 dijela tako da je volumen svakog iznosio 2 L, a nakon toga je uslijedilo hladenje na

oko 30°C. Svaki od dijelova podisirio se dodatkom slijedeé¢ih kultura:

1. Kultura 1 -Choozit MA 11 LYO 25 DCU
Dodatak 0,02 g na 2 L mlijeka.

2. Kultura 2- Choozit BT 01 LYO 50 DCU
Dodatak 0,0168 g na 2 L mlijeka.

3. Kaultura 3- Proobat 222 LYO 100 DCU
Dodatak 0,018 g na 2 L mlijeka.

Inokuliranom mlijeku je izmjerena pH vrijednost te je stavljeno na podsiravanje na temperaturu
od 30°C te se pratilo trajanje fermentacije do postizanja pH 4.6. Fermentirano se mlijeko izrezalo

na kockice te se zatim dogrijavalo na temperaturi od 60°C kako bi se dobio sirni grus.

Sir se zatim stavio u hladnjak da se ocijedi te se po zavrSetku postupka izmjerila koli¢ina sirutke
i udio dobivenog sira radi izraGuna prinosa. Sir se zatim raspodijelio na 5 jednakih dijelova, te se
zapakirao u platicne vrec¢ice pomocu varilice.  Sir se ¢uvao ukupno 21 dan, od Cega su se

uzrokovanjaradila 1., 4., 9., 14. i 21. dan.
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Slika 2. Prikaz svjezeg sira (vlastita fotografija)

Kriteriji za zavrietak pracenja trajnosti bili su: mikrobiologki parametri ( kvasci i plijesni > 103
cfu g, koagulaza pozitivni stafilokoki > 102 cfu g* i enterobakterije> 10? cfu g*), znatno

promijenjena senzorska svojstva te neodgovarajuca boja i tekstura.
Odmah nakon primitka u svjezem sirovom mlijeku analizirani su:
1. pH
2. SH
3. Udio mlije¢ne masti Gerber
4. Udio proteina- Kjeltec
5. %s.t. i % pepela
6. Mikrobioloska analiza
U pasteriziranom mlijeku odmah je analizirano:
1. Mikrobioloska analiza
2. Udio mlije¢ne masti

3. Mala koli¢ina uzorka se sacuvala za odredivanje mineralnog sastava na HVI-u
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Svim proizvedenim uzorcima sireva odredivalo se:

1. Aktivna kisleost (pH)

N

Titracijska kisleost (°SH)

w

. Mikrobioloska analiza

&

Tekstura i boja

o

Senzorska analiza

o

Udio suhe tvari
Prvi je dan sirevima odreden 1i:
1. Udio mlije¢ne masti

2. Mineralne tvari

w

Udio proteina

4. Udio suhe tvari

3.2.1.2. Proizvodnja 2. serije sira

Kod druge proizvodnje sira mezofilnom kulturom i sirilom ponovljeni je postupak proizvodnje
sira kao kod proizvodnje broj 1, ali je uz dodatak kulture istovremeno dodano sirilo u koli¢ini 2

mL sirila na 2 litre mlijeka.

3.2.1.3.. Proizvodnja 3. serije sira

Za proizvodnju 3. serije sira odabran je proizvod u kojem je sir imao vecu trajnost (serija 1 ili
2) uz isti postupak proizvodnje kao i1 kod 1. i 2. serije sira, uz razliku da se doda jos protektivna

kultura Holdbay YM-C Plus LYO u koli¢ini 100 DCU.
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Oznake uzoraka:

Oznakom BTO1 oznacen je sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulture CHOOZIT BTO1.
Oznakom MA11 oznacen je sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulture CHOOZIT MA11
Oznakom PRO 222 oznacen je sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulture Probat 222.

Oznakom BTO01+s oznacen je sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulture CHOOZIT BTO1 1
sirila.

Oznakom MAT11+s oznacen je sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulture CHOOZIT MAI11 i1
sirila

Oznakom PRO 222-+s oznacen je sir proizveden iz pomo¢ mezofilne kulture Probat 222 i sirila.

Oznakom MA11-k j oznacen je sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulturekoji je sluzio kao

kontrolni uzorak siru proizvedenom od mezofilne kulture CHOMAL1 i protektivne kulture.

Oznakom MAI11+p oznacen je sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulture CHOMAILL i

protektivne kulture.
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3.2.2. Odredivanje udjela suhe tvari u mlijeku i siru

3.2.2.1. Direktna metoda za odredivanje ukupne suhe tvari

Potreban pribor i reagensi:

Analiticka vaga
Eksikator s u¢inkovitim sredstvom za izvlacenje vlage

Posudice s ravnim dnom, visine 20 do 25 mm, promjera 50 do 75 mm, od odgovarajuceg

materijala, s poklopcima koji dobro prianjaju i lako se uklanjaju (obi¢no Al-posudice)
Hvataljka za posudice
Susionik s temperaturom odrzavanom na 102 = 2°C na cijelom radnom prostoru

Kvarcni pijesak, Grammol, Zagreb

Metoda se temelji na isparavanju vode iz uzorka za analizu susenjem u susioniku pri konstantnoj

temperaturi od 102 £ 2°C do konstantne mase. U prethodno posusenu, ohladenu i odvagnutu

aluminijsku posudicu napunjenu izarenim pijeskom s to¢noséu 0,0001 g odvagne se 2-3 g uzorka

sira, odnosno 10 mL mlijeka. Posudica se potom stavi u suSionik i susi 1-2 sata pri 102 + 2 °C.

Potom se posudica izvadi iz suSionika u eksikator, ohladi 1 izvaze na analitickoj vagi. SuSenje se

ponavlja tako dugo dok se u dvije uzastopne odvage ne postigne razlika manja od 1 mg (Bozani¢
i sur., 2010).

Potom se vrsi izracun udjela suhe tvari prema formuli:

zadnja odvaga — prazna posudica

x100 = % suhe tvari
odvaga uzorka

23



3.2.3. Odredivanje udjela proteina u mlijeku i siru modificiranom metodom po Kjeldahlu-
referentna metoda

Potreban pribor i kemikalije:

e Analit¢ka vaga

e Aluminijska folija

o Kiveta

e Pipetaod 25 mL

e Blok za spaljivanje

e Bireta

e Kjeltec i Destiling Unit sustav za destilaciju.
e Erlenmayerova tikvica

e Destilirana voda

e Koncentrirana sumporna kiselina

e Kiloridnom kiselinom (c=0,1 mol/L)

e 2 tablete katalizatora (Kjedahl-Tabletten, Roth)
e Fenolftalein

Postupak:

Odvagne se 5 g (s to¢nos¢u 0,0001 g) homogeniziranog uzorka i prebaci u kivetu od 500 mL
tako da grlo kivete ostane Cisto. Zatim se u kivetu stavi 25 mL koncentrirane sumporne kiseline
te 2 tablete katalizatora (Kjedahl-Tabletten, Roth). Kiveta se u digestoru lagano zagrijava u
bloku za spaljivanje. Kad se reakcija u kiveti smiri, grije se jae. Spaljivanje je zavrSeno kada
zaostane bistra plavo-zelena tekucina bez neizgorenih crnih komadi¢a uzorka. Kada se sadrzaj u
kiveti ohladi, oprezno se razrijedi dodavanjem 80 mL destilirane vode te se sa kivetom postavlja
u Kjeltec i Destiling Unit sustav za destilaciju. Postupak destilacije se provodi automatski.

Dobiveni destilat sa titrira sa kloridnom kiselinom (c=0,1 mol L?) te se zapise utrosak. U
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zavrs$noj to¢ki boje otopina postane blijedo ruzicasta. Potpuno isti postupak provede se za tzv.

»slijepu probu‘ u kojoj se nalaze svi reagensi osim uzorka (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.4. Odredivanje udjela mlije¢ne masti

3.2.4.1. Odredivanje udjela mlijecne masti u mlijeku butirometrijskom metodom prema

Gerberu

Potreban pribor i kemikalije:

Umjereni butirometar za mlijeko

Cep za butirometar

Nastavak za umetanje ¢epa u butirometar

Stalak za butirometre

Centrifuga po Gerberu

Pipeta od 11 mL za mlijeko

Pipeta od 10 mL za sumpornu Kiselinu

Pipeta od 1 mL za amilni alkohol

Koncentrirana sumporna kiselina (Gerberova; ¢=1,815-1,820)

Izoamilni alkohol

Postupak:

U butirometar se najprije otpipetira sumporna kiselina (10 mL), zatim mlijeko (11 mL) pa na

kraju izoamilni alkohol (1 mL). Mlijeko se u butirometar pusta tako da mlaz mlijeka ne udara

izravno u sumpornu Kiselinu, nego prvo u stienku butirometra iznad sloja sumporne kiselina.

Metoda se zasniva na kemijskom otapanju proteina mlijeka (kazeina) i zastitne opne globula

mlije¢ne masti sumpornom kiselinom. Radi lakSeg odvajanja masti dodaje se amilni alkohol koji

snizava povrSinsku napetost mlijeka. Kada je punjenje zavrSeno, tijelo butirometra ¢vrsto se

obuhvati
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lijevom rukom,a desnom rukom se zacCepi ¢epom. U napunjenom i zatvorenom butirometru
ostaje nesto praznog prostra §to omogucava treSnju butirometra, da se sadrzaj moze promijesati.
Muckati treSnjom treba odmah nakon punjenja kako mlijeko ne bi o¢vrsnulo. Butirometri se
zatim stavljaju na centrifugu koja je temperirana na 65°C i tako 5 minuta pri 1200-1300
okretaja/min. Nakon centrifuge slijedi oCitanje. Duzina stupca masti odgovara udjelu masti u
mlijeku izrazenom u masenim postocima, a oc¢itava se u smjeru porasta oznake brojeva na skali,

prvo cijelih postotaka pa desetinki postotaka udjela masti u mlijeku (Bozanic i sur., 2010).

3.2.4.2. Odredivanje udjela mlijecne masti u siru metodom po Gerber-Siegfeld-Teichertu

Potreban pribor i kemikalije:

e Stakleni Stapi¢

Staklena caSica

e Bunsenov plamenik

e Azbestna mrezica

e Umjereni butirometar za mlijeko

e Cep za butirometar

e Nastavak za umetanje ¢epa u butirometarr
e Stalak za butirometre

e Centrifuga po Gerberu

e Pipeta od 10 mL za sumpornu kiselinu
e Pipeta od 1 mL za amilni alkohol

e Laboratorijska vaga

e Sumporna kiselina gustoée 1,520 g cm™

e |zoamilni alkohol
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Postupak:
2 do 2,5 g usitnjenog sira odvaze se u staklenu ¢aSicu i doda se 10 mL sumporne Kiseline

(H2SOs4, p=1,52) pa se sadrzaj zagrijava na slabom plamenu u vodenoj kupelji. Tijekom
zagrijavanja sadrzaj se stalno mijesa. Kada se sir potpuno otopi, sadrzaj se prelije u butirometar
za mlijeko, a tikvica se nekoliko puta ispere malom koli¢inom kiseline pazec¢i da ukupni
volumen otopine ne prijede 19 mL. Nakon toga se u butirometar doda 1 mL izoamilnog
alkohola, zacepi se ¢epom 1 mucka se 2-3 minute. Uzorci se zatim centrifugiraju u temperiranoj
centrifugi (65°C), 5 minuta pri 1200-1300 okretaja min'* (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.5. Odredivanje kiselosti

3.2.5.1. Odredivanje kiselosti pH metrom

pH mlijeka

Potreban pribor i kemikalije:

e pH-metar
e C(Casaod 100 mL

Postupak:

Prije upotrebe elektroda je kalibrirana prema uputama proizvodaca. Elektroda se zatim polagano
uroni u ¢asu s mlijekom, lagano mijesa i o€ita kada se pH vrijednost na zaslonu ustali. [zmedu
dva mjerenja elektrodu je potrebno isprati destiliranom vodom i posusiti stanicevinom. Nakon
obavljenih ocitanja elektrodu pH-metra potrebno je dobro isprati destiliranom vodom, pobrisati

stanicevinom, uroniti u otopinu KCl-a te tako ¢uvati do idu¢e uporabe (Bozani¢ i sur., 2010).
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pH sira

Potreban pribor i kemikalije:

e pH-metar

e Prokuhana i ohladena destilirana voda
e Cagaod 100 mL

e Stakleni Stapic¢

e Laboratorijska vaga

Postupak:

Sir se pomijesa s prokuhanim i ohladenom destiliranom vodom u omjeru 3:10 i zatim se mjeri
pH- vrijednost uranjanjem elektrode pH-metra u homogeniziranu smjesu sira i vode (Bozani¢ i
sur., 2010).

3.2.5.2. Odredivanje titracijske kiselosti (Kiselost po Soxhelt-Henkelu)

Kiselost mlijeka po Soxhelt-Henkelu

Smjesa 20 mL mlijeka + 1 mL fenoftaleina se titrira sa 0, LM NaOH do crvenkaste boje koja je

stabilna jednu minutu (Bozani¢ i sur., 2010). Izra¢un kiselosti radi se prema formuli:
mL NaOH x 2 x f=°SH

Odredivanje titracijske kiselosti sira

Potreban pribor i reagensi:

e Bireta

e Pipetaod 1 mL

e Laboratorijska vaga

e Porculanski tarionik sa tuckom

e Erlenmeyerova tikvica od 100 mL
e 0,1 M otopina NaOH
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e 2%-tna otopina fenolftaleina

e Destilirana voda

Postupak:

5 g sira odvaze se u tarionik i otopi uz dodavanje malih koli¢ina destilirane vode temperature
50°C te se kvantitativno prenese u Erlenmayerovu tikvicu, tako da ukupna koli¢ina vode bude
100 mL. Dobivenoj emulziji doda se 1 mL fenoftaleina i titrira se s 0,1 M NaOH do pojave

blijedo crvene boje koja se zadrzi 2 minute (Bozani¢ i sur., 2010).

Izracun: Titracijska kiselost (°SH )=axfx 8

3.2.6. Mikrobioloske analize sira i mlijeka

U svjezem 1 pasteriziranom mlijeku se odredivao ukupan broj mikroorganizama (Tryptic
Glucose Yeast Agar, Biolife, Italija), broj kvasaca i plijesni ( Sabouraud Dextrose Agar, Biolife,
Italija ), enterobakterija (Violet Red Bile Glucose Agar, Biolife, Italija ) dok se u siru uz sve
navedene analize jo§ odredivali koagulaza pozitivni stafilokoki (Baird Parker Argar, Biolife,

Italija).

3.2.6.1. Priprema fizioloske otopine

Potreban pribor i reagensi:

e Staklena boca

e Dispenzer

e Epruvete

e Stalak za epruvete
e Aluminijska folija
o Autoklav

e NaCl

e Destilirana voda
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Postupak:

Za pripremu 0,9 % fizioloSke otopine, u prethodno steriliziranoj staklenoj boci, pomijesa se 9 g
NaCl za analize i 1 L destilirane vode. 9 mL otopine se dispenzerom razdijeli u epruvete, one se

zacepe te stave na sterilizaciju 121°C/15min (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.6.2. Priprema otopine natrijevog citrata dihidrata

Potreban pribor i reagensi:

e Menzura

e Autoklav

e Erlenmayerova tikvica
e Staklena boca

e Cep za staklenu bocu
e Destilirana voda

e Natrijev citrat dihidrat

Postupak:

Za pripremu 2% otopine otopi se 20 g natrijevog citrata dihidrata (Gram Mol, Zagreb ) u 1 litri
Ciste, destilirane 1 demineralizirane vode. Otopina se zatim menzurom razdijeli u staklene boce

(180 ml), one se zatvore te stave u autoklav na sterilizaciju 121°C/15min (BoZzani¢ i sur., 2010).

3.2.6.3. Priprema mikrobioloske podloge za odredivanje ukupnog broja bakterija

Dehidrirane podloge moraju se ¢uvati na suhom i tamnom mjestu pri temperaturi +15 do +25°C.
Kutije sa podlogom potrebno je dobro zatvoriti nakon svake upotrebe, te se u idealnim uvjetima
skladistenja, dehidrirane podloge mogu cuvati maksimalno pet godina. Za pripremu

mikrobioloske
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podloge odvagne se 23,5 grama dehidrirane podloge te je dodano 1 litre Ciste, destilirane i
demineralizirane vode kako bi se dobila homogena suspenzija. Smjesa se zatim zagrije do vrenja
kako bi se sastojci otopili te se zatim razdijeli u staklene boce. Boce se stave u autoklav na
sterilizaciju na 121 °C tijekom 15 minuta. U ovo vrijeme nije racunato vrijeme potrebno za
zagrijavanje 1 hladenje autoklava. Nakon sterilizacije i izjednacavanja tlaka boce su izvadene iz
autoklava i odmah ohladene pod mlazom hladne vode kako bi minimizirali vrijeme izlozenosti

podloge toplini (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.6.4. Priprema mikrobioloske podloge za odredivanje ukupnog broja bakterija, broja kvasaca
i plijesni te broja enterobakterija

Podloge za odredivanje ukupan broj bakterija (Tryptic Glucose Yeast Agar) i za odredivanje
broja kvasaca i plijesni (Saboourad Dextorse Agar) su pripremljene prema uputi proizvodaca
tako da se odgovarajuca koli¢ina otopila i homogenizirala u destiliranoj vodi, sterilizirala na 121

°C tijekom 15 minuta u autoklavu, ohladila i ¢uvala na tamnom i hladnom mjestu do upotrebe.

Podloga za odredivanje broja enterobakterija (Violet Red Bile Agar) su pripremljene prema uputi
proizvodaca tako da se odgovarajuca koli¢ina otopila i homogenizirala u destiliranoj vodi te
zagrijava do vrenja, nakon Cega je ohladena na temperaturu od optrilike 45°C te u sterilnim
uvjetima razlivena u sterilne, jednokratne Petrijeve ploce. Razlivena podloga je potom ohladena
na sobnu temperaturu te su Petrijeve ploce s razlivenom podlogom cuvane u hladnjaku do

uporabe (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.6.5. Priprema mikrobioloske podloge za odredivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka

Za pripremu ove mikrobioloske podloge odvagne se 58 grama dehidrirane podloge Baird Parker
Agara te se doda 1 litre Ciste, destilirane i demineralizirane vode kako bi se dobila homogena
suspenzija. Smjesa se zatim zagrije do vrenja kako bi se sastojci otopili te se sterilizira u
autoklavu 121 °C tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije podloga se ohladi na priblizno 50°C te
se u asepti¢nim uvjetima zatim doda 50 mL Egg Yolk Tellurite emulzije 20 % (Code 423700).
Sve se zatim dobro promijesa i razdijeli u sterilne Petrijeve zdjelice. Podlogu treba pustiti 15
minuta da se skrutne, a zatim se okrene dnom prema gore i tako se ¢uva u frizideru do upotrebe

(BoZani¢ 1 sur., 2010).
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3.2.6.6. Priprema uzoraka za mikrobioloSko ispitivanje

Odredivanje ukupnog broja bakterija provedeno je metodom nacjepljivanja decimalnog
razrjedenja na odgovarajuce hranjive podloge. Odvagne se 20 g uzorka u sterilnu staklenu
posudu. Uzorak se zatim prebaci u sterilni tarionik te se tamo homogenizira sa tu¢kom i otopi sa
180 mL 2% otopine natrijevog citrata. 1z homogeniziranog uzorka sira 1 mL prenijeti u epruvetu
sa 9 mL fizioloSke otopine. Kod svjezeg i pasteriziranog mlijeka direktno se uzima 1 mL
homogeniziranog uzorka sobne temperature te se prenese u epruvetu sa 9 mL sterilne fizioloske
otopine. Nastalo razrjedenje dobro homogenizirati, te iz epruvete u koju je dodan uzorak uzeti
Cistom sterilnom pipetom 1 mL homogeniziranog razrjedenja i prenijeti u epruvetu sa 9 mL,

sterilne fizioloske otopine. Postupak ponavljati dok se ne dobije Zeljeni broj razrjedenja (Bozani¢

i sur., 2010).

3.2.6.7. Nacjepljivanje i inkubacija ukupnog broja bakterija te kvasaca i plijesni

Mikropipetom se uzme 1 mL decimalnog razrjedenja mlijeka ili sira i otpusti u Petrijevu plocu.
Od svakog se razrjedenja pripreme 2 paralele. Nakon toga se Petrijeve ploce s uzorkom zaliju s
20-25 mL hranjivog supstrata (agara), prethodno rastopljenog u vodenoj kupelji na 45°C.
Temperatura ¢uvanja rastopljene i ohladene podloge ne smije biti puno visa ili niza jer se agar
skrucuje na 42°C, a temperatura preko 50°C moze oStetiti ili usmrtiti bakterije. Odmah nakon
nalijevanja agara, on se jednolicno promijesa kruznim pokretom. Ploce se zatim puste da se ne
skrutne te se zatim okrenu s poklopcem prema gore te se stave u termostat na inkubaciju
(BozZani¢ i sur., 2010).

Inkubacija: 30°C/ 72 h
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3.2.6.8. Nacjepljivanje i inkubacija Enterobacteriae i koagulaza pozitivnih stafilokoka

Mikropipetom se uzme 100 pL decimalnog razrjedenja mlijeka ili sira i otpusti na BP agar u
Petrijevu plo¢u. Zatim se uzme S$tapi¢ po Drigalskom koji se najprije uroni u 96 % etanol,
sterilizira u plamenu, te se priceka da se malo ohladi i zatim se njime razmaZze uzorak u

Petrijevoj ploci. Plo¢a se okrene s dnom prema gore te stavi u termostat na inkubaciju (Sabados,

1998).
Inkubacija: 37°C/72h
Izgled kolonija:

Kod enterobacteria se broje bijelo-svjetlo ljubicaste, okrugle ili elipsoidne kolonije , promjera
0,5-2 mm raznih veli¢ina i oblika dok se kod koagulaza pozitivnih stafilokoka broje crne,
okrugle ili elipsoidne kolonije oko kojih je prozirna zona, promjera 0,5-2 mm raznih veli¢ina i
oblika.

Izrazavanje rezultata

Na odabranom decimalnom razrjedenju izbrojimo porasle kolonije. Iz izbrojenog broja kolonija,

poraslih na hranjivoj podlozi izraunamo CFU vrijednost.

broj poraslih kolonija

CFU=
)

CFU= Colony- Forming Units (jedinice koje tvore kolonije)

: X recipro¢na vrijednost decimalnog razrjedenja (jed mL"
volumen upotrebljenog uzorka
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3.2.7. Senzorska analiza

Senzorska analiza proizvoda provodila se svaki 1., 5., 9., 14. i 21. dan ovisno o roku trajanja
samoga sira prema senzorskom obrascu za senzoriku (Tablica 1.) Tijekom senzorske analize

ocjenjivala su se slijedeca svojstva: boja, konzinstencija, miris i okus (Bozani¢ i sur., 2010).

Tablica 6. Vlastiti obrazac za senzoriku

DATUM:

OCJENJIVAC:

OCJENJIVANO Molimo upisati postignutu ocjenu za svaku svojstvo u koloni
SVOJSTVO odgovarajuceg uzorka

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3

BOJA

KONZISTENCIJA

MIRIS

OKUS

Komentari:
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Tablica 7. Obrazac za senzorsku ocjenu sira sustavom od 20 ponderiranih bodova (Filajdi¢ i

sur., 1988)

SENZORSKO
SVOJSTVO

OPISNI PARAMETRI

OCJEN

FAKTOR
ZNACAJ
NOSTI

MAX.
BODOVI

Okus

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

umjereno slan

45

Preizrazen okus mlijeka, preslaba
aroma, nedovoljno slan, tragovi
kiselosti, gor¢ine 1 uzeglosti, kredast

okus, tragovi stranih okusa

Proizvod stranog okusa,
nekarakteristi¢an okus, uzegao, kiseo,
gorak, preslan, potpuno neslan (bljutav),

okus po plijesni

1-2

2,0

10

Miris

Ugodan, ni presnazan ni preslab,
karakteristi¢an po mlijeku, diskretan
blago Kiselkast miris, bez ikakvih

stranih mirisa

4-5

PrenaglaSen miris, nedovoljno izraZen,
slabije se osjeti miris mlijeka, tragovi

uzeglosti

Potpuno nekarakteristi¢an za proizvod,
stran, uzegao, po plijesni, preizrazena

kisleost

1-2

0,6

Konzistencija

Sir kompaktan, homogen, tvrdoc¢a

0,8
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karakteristi¢na za proizvod, bez grudica,
gladak, nasumicna pojava sirnih

rupica/pukotina

Neznatno tvrdi ili meksi, neznatano 3-4
ljepljiv
Pretvrd ili premekan sir, pjeskovit ili 1-2
gjnecav, osjetno se lijepi za usta
Boja Karakteristi¢na, bijela sa laganim krem | 5 0,4
do Zuc¢kastim odsjajem, jednoli¢na po
cijeloj povrsini
Zamjetno neujednacene boje, malo zuce | 3-4
nijanse, blago prosaran
Zamjetna zona razli¢itih boja povrs$ine | 1-2
sira, strana i nekarakteristi¢na boja
Izgled Karakteristi¢an, bez formirane kore, 5 0,2
gladak, bijele boje, bez sluzi, na prerezu
umjeren broj pukotina, jednolika boja
Blago formirana naznaka kore na 3-4

povrsine, neznatno nejednolika boja,
naboranost povrsine, premalo ili previSe
sirnih pukotina na prerezu, urusenost,

napuhnutost
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Sluzava/ vlazna/pljesniva povrsina,
pojava zausenog sloja nalik kori ispod
kojeg je krto i ratsresito tijelo, ljepljiva
povrsina, pojava crvene ili narancaste

boje,

1-2

Maksimalan broj ponderiranih bodova ukupno:

20

3.2.8. Boja i tekstura sira

3.2.8.1. Boja sira

Boja sira se odredivala na uredaju Konica Minolta Spectrophotometer CM-3500d (Konica
Minolta, Nizozemska). Prije svakog mjerenja uredaj se najprije kalibrira. Nakon kalibracije
uzorak veli¢ine 1x1 cm stavi se na plo¢u sa odredenim promjerom otvora te se zatim kroz njega
propusta svjetlost. Spektrofotometar mjeri intenzitet svjetla koje je proslo kroz analizirani uzorak
(I) te ga usporeduje s intenzitetom upadnog svjetla (Io). Kao rezultat mjerenja faktora refleksije
ili transmisije u pojedinim valnim podru¢jima dobiva se spektrofotometrijska krivulja

(Laboratorij za tehnoloske operacije, 2008). Odredivana su tri parametra boje: L (svjetlina), a

(zeleno) 1 b (Zuto).

Slika 3. Konica Minolta Spectrophotometer CM-3500d. (Laboratorij za tehnoloske operacije,

2008)
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3.2.8.2. Tekstura sira

Tekstura se odredivala na uredaju Stable Micro Systems Texture Analyser TA.HD.plus
(SMS Stable Micro Systems Texture Analyzer, Surrey, England) sa sondom promjera 6 mm,
Uzorak se stavlja na analizator te se zatim odabiru radni parametri. Uzorak se probada
cilindriénim probnim tijelom te istovremeno mjerni osjetnik prati otpor koji se javlja u
materijalu uzorka uslijed prodiranja alata kroz uzorak i povratnom vezom javlja upravljackoj
jedinici radne parametre. Radni parametri su brzina, dubina i sila prodiranja. Svi ti parametri
graficki se prikazuju u odabranom grafu (Laboratorij za tehnoloske operacije, 2008) te graf
opisuje krivulju promjene sile potrebne za kompresiju uzorka u odredenom vremenu.
Rezultati su analizirani uz pomo¢ Texture Exponent 32 softvera (verzija 3.0.5.0.). Iz

dobivenih rezultata oc¢itava se tvrdoca i elasti¢nost.

Slika 4. Stable Micro Systems Texture Analyser TA.HD.plus (Laboratorij za tehnoloske
operacije, 2008)

3.2.9. Odredivanje koncentracije mineralnih tvari u mlijeku i svjeZim sirevima

U postupcima pripreme uzoraka i standarda koriStena je kiselina HNO3 (65%, v/v) i vodikov
peroksid H202 (30%, v/v) (Kemika d.o.o., Hrvatska). U analizama je koriStena ultra-Cista voda
(18 MQxcm) dobivena sustavom procis¢avanja NIRO VV UV UF 20 (Nirosta d.o.o. Water

Technologies, Osijek, Croatia).
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Koncentracije mineralnih tvari prisutnih u ov¢jem mlijeku i1 svjezim ov¢jim sirevima odredene
primjenom tehnike induktivno spregnute plazme s masenom detekcijom (ICP - MS). Postupak
zapocinje tako da se uzorci sireva i mlijeka vazu u posudicama (2 g) i doda se 1 mL H20O; te 6
mL HNOz. Mokro spaljivanje uzoraka odvija se u mikrovalnoj pe¢nici Multiwave 3000 (Anton
Paar, Ostfildren, Njemacka) provodenjem digestije u 2 koraka: prvi korak snage 800 W 15
minuta uz zadrzavanje 15 minuta te drugi korak snage 0 W 15 minuta. Otopljeni uzorci se
prenesu u odmjerne tikvice od 50 mL i do vrha dopune ultra-¢istom vodom. Isti postupak koristi

se za slijepu probu, ali bez uzorka.

Kvantitativna analiza provedena je pomocu metode kalibracijske krivulje. Granice detekcije
elemenata su izraGunate kao 3 puta standardna devijacija 10 uzastopnih mjerenja slijepe probe i
iznose (mg/kg): Ca 0.01, Na 0.01, K 0.025, Mg 0.02, Cu 0.01, Fe 0.005, Se 0.001, Zn 0.005 i Mn
0.01.

Koncentracije elemenata mjerene su primjenom instrumenta induktivno spregnute plazme s
masenim detektorom model Optima 8000 (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD). Uvijeti
rada instrumenta ICP - MS prikazani su u tablici 8.

Rezultati koncentracija elemenata obradeni su statistickim programom Statistica 6.1. (StatSoft
Inc., Tulsa, SAD). Koncentracije su izrazene kao srednje vrijednosti dobivenih rezultata
(Bilandzi¢ i sur., 2014).
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Tablica 8. Instrumentalni uvjeti rada za ICP-MS (Bilandzi¢ i sur., 2014)

Uvjeti

Plazma mod
Vrijeme ¢itanja
Replike

Rf snaga
Protok argona

Rasprsivac argona

Sporedni protok

Brzina unosa uzorka
Unutarnji promjer injektora

Nebulizer

Vrsta rasprSivaca

Elementi
Ca, K, Na, Mg
Radijalni
1-5s
3

1000 W

8 L/min
0,85 L/min
0,2 L/min
1,5 mL/min

2,0 mm

Stakleni koncentri¢ni

(Meinhard)

Stakleni ciklonski

Cu, Fe, Zn, Se, Mn

Aksijalni
1-5s
3

1300 W
15 L/min
0,55 L/min
0,2 L/min
1,5 mL/min

2,0 mm

Stakleni koncentri¢ni

(Meinhard)

Stakleni ciklonski
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj starter i protektivnih kultura na svojstva svjezeg sira. Za
proizvodnju sira koriSteno je mlijeko kupljeno od obiteljskog poljoprivrednog gospodarstva
Smida (OPG Smida, Vrbovec). Mlijeko je pasterizirano i podsireno uz pomo¢ kultura Probat
222, CHOOZIT BTO01 i CHOOZIT MA11 (sve Du-Pont, Danisco, Francuska). U drugoj seriji
pokusa uz prethodno navedene mezofilne kulture koristeno je i sirilo (Medimon d.o.o, Split,
Hrvatska). U zadnjoj seriji pokusa izabran je sir koji ima najduzu trajnost i ponovio postupak
proizvodnje, ali na nacin da se dodala protektivna kultura Holdbac YM-C Plus (Du-Pont,

Danisco, Francuska) prema uputi proizvodaca.

Prinos sira, udio suhe tvari, proteina i mlijene masti prikazani su u tablici 9. Kiselost sira
odredivana je mjerenjem pH sira i titracijskom metodom po Soxhelt-Henkelu, a rezultati su
prikazani na slikama 5. i 6. U tablicama 10., 11., 12. i 13. prikazani su rezultati mikrobioloske
analize sira. Odredivan je ukupan broj bakterija, kvasci i plijesni, Staphyloccocus aureus te
enterobakterije. Vrijednosti su logaritmirane i prikazane kao log cfu g. U tablici 10. prikazani
su rezultati senzorske analize svjezeg sira. Prihvatljivost svjezeg sira ocjenjivana je uz pomoc
obrasca za senzorsku analizu sa sustavom od 20 ponderiranih bodova. Na slikama 7.-14.
prikazane su prosjeCne ocjene za pojedinacna senzorska svojstva. U tablicama 15. i 16.
prikazani su tekstura i svojstvo elasti¢nosti svjezeg sira. U tablici 17. prikazana je boja svjezeg
sira izrazena kroz vrijednosti L (svjetlina), a (zeleno), b (zuto). U tablici 18. prikazan je

mineralni sastav svjezeg sira.
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4.1. PRINOS SIRA, UDIO SUHE TVARI, PROTEINA I MLIJECNE MASTI

Tablica 9. Prinos sira, udio suhe tvari, proteina i mlije¢ne masti izrazene kao srednje vrijednosti

Prinos sira (kg L' mlijeka)  Suhatvar Proteini Mlije¢na
(%) €)) mast (%)

BTO1
MA11
PRO222
BTO1+s
MA1l+s
PRO222+s
MA11-k
MA11+p

Ovisno da li se sir proizvodi samo uz dodatak mezofilne kulture, mezofilne kulture i sirila ili
mezofilne i protektivne kulture moze se vidjeti da se prinos sira mijenja. U tablici 9. prikazan je
prinos sira. Vidljivo je da je najveéi prinos bio uz dodatak mezofilne kulture MA1l dok je
najmanji prinos bio uz dodatak mezofilne kulture BTO1 i sirila. Dodatak sirila utje¢e na vecéu
¢vrsto¢u grusa Sto posljedicno utjeCe i na manji udio vode, te na manji prinos. Na prinos sira
utjeGu i mnogi drugi faktori kao $to su sastav mlijeka, udio kazeina, sastav mlijeka, broj
somatskih stanica u mlijeku, pasterizacija mlijeka, tip koagulanta, dizajn posude, ¢vrsto¢a kod
rezanja i proizvodni parametri (Valkaj, 2015). Prinos sira bitan je i ekonomski parametar kod
proizvodnje sira, jer ve¢ i male razlike u prinosu donose veliku razliku u dobiti (Abd El Gavad i
Ahmed, 2011). U usporedbi sa Minas svjeZim sirom ¢&iji je prosjecni prinos 0,19 kg L™ mlijeka

(Sant’Ana i sur., 2013) upotrebom ovih kultura dobio se puno veéi prinos.

Najveci je udio proteina bio u siru PRO222+s proizvedenom uz dodatak mezofilne kulture i sirila

i iznosio je 15,66 g (100g)™. Taj je udio sli¢an onome u Minas svjezem svjezem siru Koji je
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proizveden uz dodatak mezofilne kulture i sirila iznosio je 15,35 g (100g)™? (Sant’Ana i sur.,
2013). Ostali su sirevi imali manji udio proteina koji je u prosjeku iznosio 13,42-14,37 g (1009)
!, U istrazivanju Telis-Romero i sur. (2011) prosje¢an udio proteina iznosio je izmedu 7.9 + 0.4-
14.8 + 0.7 g (100g)™*. Uzorci sira uz dodatak mezofilne kulture i sirila imali su veéi udio suhe
tvari pa je posljedi¢no je i udio proteina i mineralnih tvari bio veéi. Ve¢i udio proteina u svjezem
siru potjeCe od kazeina mlijeka, dok se kod pasteriziranog mlijeka, u siru zadrzava i mala
koli¢ina termolabilnih proteina sirutke (Svega 4-6% ukupnog udjela proteina u siru) (Havranek i
sur., 2014; Tratnik i Bozani¢, 2012). Proteini sirutke znatno su hidrofilniji od kazeina te zaostaju
u otopini nakon koagulacije kazeina 1 odvajanja sirnog grusa. Zbog toga se ne taloze pri svojoj
izoelektricnoj tocki jer jo§ uvijek sadrzavaju vecu koli¢inu vezane vode, Sto rezultira veéim
udjelom vode u siru (Tratnik i Bozani¢, 2012). Udio suhe tvari u sirevima kretao se izmedu
21,06-23,62%. Taj je udio nesto visi nego §to je bio u istrazivanju koje su proveli Telis-Romero i
sur. (2011) gdje se udio suhe tvari kretao od 24-17,1%. Najveci je udio suhe tvari imao sir
BTO1+s proizveden uz dodatak mezofilne kulture i sirila. Tijekom proizvodnje mlijeko je bilo
obrano na manje od 1% mlije¢ne masti te je stoga i udio mlijeCne masti u siru bio nizak i kretao

se od 0,47 do 1,45%.
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4.2. KISELOST SIRA

1.dan 5.dan 9.dan 14.dan 21.dan

4.6

45
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BT01 mMA1ll mPRO22 =BT01+S mMA11l+S ®mPRO222+S = MAll-K =mMA1l+P

Slika 5. Kiselost (pH) razli¢itih uzoraka sira izrazena kao pH vrijednost tijekom 21 dan hladnog

skladiStenja
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Slika 6. Prosje¢na titracijaska kiselost (°SH) svjezeg sira tijekom 21 dan hladnog skladistenja
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Tijekom cuvanja sirevima je odredivana kiselost te je utvrdeno da su oba odredivana parametra
(pH vrijednost i titracijska Kiselost) svih sireva bila stabilna tijekom roka trajanja. Oscilacije u
kiselosti bile su minimalne, a pH vrijendost se kretala u rasponu od 4,54 do 4,32 dok su razlike u
titracijskoj kiselosti bile nesto vecée i to U rasponu izmedu 57,6 do 74°SH. U istrazivanju koje su
proveli Lante i sur. (2006) pH talijanskih svjezih sireva Crescenza i Squacquerone iznosio je
5,05-5,21, a sirevi proizvedeni u ovom istrazivanju bili su nesto Kiseliji. 1z slika 5. i 6. takoder je
vidljivo da porastom pH vrijednosti pada °SH i obrnuto. Kiselost sira utjeCe na nastajanje
karakteristicne arome, a niske pH vrijednosti djeluju inhibitorno na rast mikroorganizama ili
usporavaju njihov rast. Iako kiselost prvobitno utjeCe na okus, ovaj se parametar mjeri kako bi se
kontrolirala kvaliteta mlijeka 1 mlije¢nih proizvoda. Kako se sama kiselost mlijeka tijekom
vremena povecava, mjerenjem ovog parametra ujedno se i kontroliraju uvjeti skladistenja.
Prirodna kiselost mlijeka potjece od kiselih svojstava proteina, kiselih soli fosfata i citrata, a
manje od albumina, globulina i CO». Rezultat velike titracijske kiselosti je najcesce i rezultat
veceg udjela proteina, fosfata 1 kalcija u mlijeku Sto ne utjeCe na smanjenje pH vrijednosti
mlijeka (Babi¢, 2009). Pad pH u siru uzorkovala je mlije¢na kiselina koja je nastajala
fermentacijom te CO: koji se povezuje s nastankom karbonske Kkiseline. U pojedinim
slu¢ajevima vidljivo je da dolazi do povecanja pH $to se moze objasniti aktivno$¢u kvasaca i
plijesni koji metaboliziraju mlijecnu kiselinu u alkalne komponente 1 na taj nacin podiZu

cjelokupnu vrijednost pH u svjezem siru (Kizilirmak Esmer i sur., 2009).
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4.3. MIKROBIOLOSKA ANALIZA SVJEZEG SIRA

Prema Vodi¢u za mikrobioloske kriterije za hranu (2009) analizirao se ukupan broj
mikroorganizama, kvasaca i plijesni, enterobaketija i broj koagulaza pozitivnih stafilkoka vrste
Staphyloccocus aureus. Uzorci sira koji nisu zadovoljili mikrobioloske kriterije iz Vodica za
mikrobioloske kriterije (2009) nisu bili dalje analizirani. Oni su kao takvi neispravni i ne bi se
smjeli stavljati na trziste. Za svaki uzorak sira radene su paralelne probe te ukoliko je jedan

uzorak imao veci broj ukupnih bakterija od dopustenog smatralo se da je to kraj roka trajanja.

4.3.1. Ukupan broj mikroorganizama

Tablica 10. Ukupan broj (log cfu g*) mikroorganizama svjezeg sira tijekom 21 dana hladnog
skladistenja.

MA11l
PRO222
BTO1
MA11 +s
PRO222+s
BTO1+s
MA11-k

MA11+p

U Tablici 10. prikazani su rezultati ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija po danima
skladiStenja. NajduZzi je rok trajanja imao sir proizveden uz pomo¢ mezofilne kulture MA11 i
protektivne kulture. Kada se mezofilnoj kulturi dodala i protektivna kultura moze se vidjeti da
ukupan broj bakterija nije rastao te da su i nakon 21. dana vrijednosti bile u granicama
dopustenih vrijednosti prema Vodicu (2011). Kao proizvod metabolicke aktivnost ovih bakterija
stvaraju se razliCite supstance koje doprinose poboljSanju trajnosti fermentiranih proizvoda te
tako djeluju inhibitorno na rast mikroorganizama. Protektivne kulture sastoje se od bakterija koje

su specificno odabrane zbog sposobnosti inhibicije rasta patogenih organizama ili
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mikrobioloSkih agenasa kvarenja i imaju GRAS (opcenito smatran sigurnim) status (Young i
Sullivan, 2011). Tijekom 9 dana skladiStenja prosje¢ne se vrijednosti krecu najvise do 3,27 log
cfu g §to je manje nego $to je bilo dobiveno u istrazivanju koje su proveli Dermiki i sur. (2008)

gdje su se prosjeéne vrijednosti kretale oko 7 log cfu g.

4.3.2. Ukupan broj kvasaca i plijesni

Tablica 11. Ukupan broj (log cfu g%) poraslih kolonija kvasaca i plijesni svjeZeg sira tijekom 21
dana hladnog skladistenja

MA11
PRO222
BTO1
MA11 +s
PRO222+s
BTO01+s
MA11-k

MA11+p

Osim za sireve koji zriju s plijesnima ili mazom na povrSini sira, kontaminacija sira kvascima i
plijesnima nepoZeljna je i smatra se pogreskom za sve ostale sireve (Havranek i sur., 2014).
Kontaminacija kvascima i plijesnima jedan je od glavnih uzroka kvarenja svjezeg sira. Ovi
mikroorganizmi, osim §to uzrokuje teSke ekonomske gubitke i znacajno smanjuju rok trajanja

proizvoda, mogu predstavljati opasnost po zdravlje, osobito plijesni koje imaju sposobnost
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proizvodnje mikotoksina (Filtenborg i sur., 1996; Fleet, 1990; Smits i Brul, 2005). Do sada se
kontrola rasta kvasaca i plijesni najeS¢e obavljala uz pomo¢ kemijskih aditiva, ali upotreba
novih protektivnih kultura vrlo je obecavajuca, posebice za sirarstvo. U tablici 11. prikazan je
broj poraslih kolonija kvasaca i plijesni po danima skladiStenja. Moze se vidjeti da se dodatkom
protektivnih kultura njihov rast inhibirao. Penicillium spp. i Aspergillus spp. dominantne su
plijesni u kvarenju sireva bez dodatka konzervansa; te kod tvrdih, polutvrdih te naj¢esce rastu na
povrsini, dok su Candida spp., Kluyveromyces marxianus i Pichia spp. glavni kontaminanti kod
nezrelih mekih sireva (Fleet, 1990; Filtenborg i sur., 1996). Penicilium comune najrasirenija je
plijesan na svim vrstama sireva (Havranek i sur.,2014). Heterofementativna priroda kvasaca
uvjetuje stvaranje alkohola i CO u siru, tako da se ova pogreska vrlo jednostavno moze pripisati
kvascima i u slucajevima kada kolonije kvasaca nisu vidljive (Havranek i sur., 2014). Kvasci
takoder mogu biti uzro¢nici kvarenja, intenzivne proizvodnje plina, pojave stranog okusa i sluzi
te diskoloracije (Fleet, 1990). Gonzalez-Fandos i sur. (2000) proveli su istrazivanje u kojem su
odredivali mikrobioloske, fizikalno-kemijske i senzorske karakterisitke Cameros svjezeg sira
pakiranog u modificiranu atmosferu. Rezultati istrazivanja pokazali su da je u kontrolnom
uzorku koji je bio zapakiran u normalnu atmosferu rast kvasaca i plijesni u svjezem siru bio
ogranicen. Tek je 21. dan skladistenja u uzorku bilo 3.73 log cfu g™ dok je 28. dan broj kvasaca i
plijesni iznosio 3,34 log cfu g™. U istrazivanju koje je provela Marasovi¢ (2017) kvasci i plijesni
su detektirani tek 6. dan skladiStenja te je njihov broj iznosio 0,20 log cfu/g dok je 9. dan to bilo
0,35 log cfu g . Broj kvasaca i plijesni u oba istrazivanja bio je manji nego u ovom istrazivanju

gdje je njihov broj veé¢ prvi dan skladistenja iznosio od 0,30 log cfu/g pa sve do 2,16 log cfu g.
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4.3.3. Ukupan broj Staphylococus aureus tijekom skladiStenja

Tablica 12. Ukupan broj (log cfu g1) poraslih kolonija Staphylococus aureus su uzorcima
svjezeg sira tijekom 21 dana hladnog skladistenja

MA11
PRO222
BTO1
MAI11 +s
PRO222+s
BTO1+s
MA11-k

MAL1+p

U tablici 12. prikazan je ukupan broj poraslih kolonija Staphylococus aureus tijekom
skladiStenja. Moze se vidjeti da je dodatak protektivne kulture siru s mezofilnom kulturom
MAL11 produzio rok trajanja. Sposobnost rasta bakterije S. aureus u svjezim sirevima inhibirana
je brzim stvaranjem visoke koncentracije mlije¢ne kiseline i posljedicno tome niskom pH
vrijednosti sira (Samarzija i sur., 2007). Zadnji dan analize kod uzorka MA1l, BTO1 i
PRO222+s broj poraslih kolonija S. aureus bio je veci nego Sto je dozvoljen Vodicem za
mikrobioloske kriterije za hranu (2011) Sto je ukazalo na kraj roka trajanja tih proizvoda te se ti
uzorci se nisu viSe analizirali. Velik broj sojeva S. aureus sposoban je stvarati ekstracelularne
termostabilne enterotoksine, koji svoju biolosku aktivnost zadrZavaju i nakon toplinske obrade
mlijeka i/ili sirnog grusa (Walstra i sur., 1999). Zbog svoje termorezistentnosti nakon toplinske
obrade (100°C/30min), stafilokokni enterotoksini smatraju se najve¢im mikrobioloskim rizikom
u svjezem siru. Oni su otporni na vecinu proteoliti¢kih enzima probavnog trakta Covjeka i
proteolitickih enzima sira te su otporni na nisku pH vrijednost Zeluca ¢ovjeka (Havranek 1 sur.,
2014). Zbog specifi¢nosti tih bakterija i kompleksnosti sira kao uzgojenog medija, ponekad je

vrlo tesko napraviti pocetnu procjenu rizika (Samarzija i sur., 2007).
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4.3.4. Ukupan broj enterobakterija

Tablica 13. Ukupan broj (log cfu g*) poraslih kolonija enterobakterija u uzorcima svjezeg sira
tijekom 21 dana hladnog skladistenja

U tablici 13. prikazan je ukupan broj enterobakterija. Moze se vidjeti da se kolonije
enterobakterija pojavljuju, ali unutar granica dopustenosti. Prema Giammanco i sur., kvaliteta
mlijeka sira, kao i higijenskog stanja tijekom proizvodnje, pakiranja i rukovanja sirom analizom
koli¢ine Enterobacteriaceae u uzorcima sira. Razli¢ite vrste Enterobacteriaceae imaju
sposobnost dekarboksiliranja i lizina i ornitina, §to dovodi do proizvodnje biogenih amina
kadaverina i putrescina (Westlin 1 sur., 2016). 5. dan skladiStenja sira proizvedenog uz dodatak
mezofilne kulture PRO22 mogao se osjetati feklani okus, a prema Ardo-u (Ardd, 2006) tome su
vjerojatno doprinijeli kadaverin i puterscin. U istrazivanju Goznalez-Fandos i sur. (2000) na
svjezem siru Cameros odredivan je ukupan broj enterobakterija. Fekalni koliformi bili su
detektirani tek nakon 14 dana skladistenja kada je njihov broj iznosio 1,18 log cfug?, a
maksimalna razina dosegla je 21 dan kada je broj iznosio 1.97 log cfug™. U ovom su istrazivanju
enterobakterije detektirane ve¢ prvog dana te je njihov broj varirao od 0,40 log cfu g™ pa sve do
1,95 log cfu g.

50



4.4. SENZORSKA ANALIZA

Tablica 14. Ukupan broj bodova postignut senzorskom analizom proizvedenih uzoraka svjezeg

sira tijekom 21 dana hladnog skladistenja

UKUPAN BROJ BODOVA

UZORAK 1.dan 5.dan 9.dan 14.dan 21.dan
BTO1 18,39 16,43 17,35 - -
MA11 18,24 16,45 17,84 - -
PRO222 18,56 16,43 - - -
BTO1 +s 16,81 16,44 - - -
MA11+s 16,08 16,43 16,52 - -
PRO222+s 17,78 16,44 17,53 - =
MA11-k 18,17 16,44 16,6 - -
MA11+ P 18,56 16,43 18,01 18,27 17,98
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Slika 7. Prosjek ponderiranih bodova za pojedina¢na senzorska svojstva za razliCite
uzorke sira a -uzorak BT01, b-MA11, c-PRO222, d-BT-01+s, e-MA11+s, f-PRO222+s,
g-MA11-k, h-MA11l+p
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Senzorska analiza svjezeg sira provedena je ocjenjivanjem uz pomo¢ obrasca za senzorsku
analizu sa sustavom od 20 ponderiranih bodova. Tijekom analize ocjenjivani su okus, miris,
teksura 1 naknadni okus u ustima te izgled kore (povrSine), a svako navedeno svojstvo se
ocjenjivalo ocjenom od 1 do 5. Nedostatak takve procjene korigirao se primjenom faktora
znacajnosti (Fv). Obrada podataka pokazala je da su uzorci bili dobrog okusa, te da ni jedan
uzorak nije dobio ukupan broj bodova manji od 16. Moze se vidjeti da su sa starenjem neki sirevi
imali veée ocjene. U istrazivanju koje su proveli Gonzalez-Fandos i sur. (2000) nakon 7 dana
skladiStenja senzorske karakteristike sira nisu bile zadovoljavaju¢e. Razvoju okusa u mlije¢nim
fermentiranim proizvodima, posebice sirevima, rezultat je niza (bio) kemijskih procesa u kojima
starter kulture osiguravaju enzime (Smit i sur., 2005). Poboljsanju okusa vjerojatno je doprinijela
mlije¢na kiselina ¢iji razvoj kontrolira rast nepozeljnih mikroorganizama (Kosikowski, 1997a).
Okus sireva poboljsa0 se i zbog metabolickih procesa tijekom zrenja koji su odgovorni za
osnovni okus te promjenu teksture (Smit i sur., 2005). Enzimskom degradacijom kazeina u
peptide i aminokiseline, koji su potom glavni prekursori za nastanak hlapivih aromatskih spojeva
dolazi do formiranja klju¢nog mirisa koji doprinosi osjetilnoj percepciji sira. Tesko je izdvojiti
najbolji uzorak no prema rezultatima senzorskog ocjenjivanja to bi bio uzorak MA11 uz dodatak
protektivne kulture koji je dobio ukupan broj bodova 18,56 te je i ostale dane tijekom ispravnosti
roka trajanja dobivao visoke ocjene. Takoder se moze utvrditi da sirevi proizvedeni iskljucivo
primjenom mezofilne kulture imaju bolji prosjek bodova nego sirevi proizvedeni primjenom
mezofilne kulture i sirila. 1z rezultata prikazanih na slikama 7.a - h moze se zakljuciti da svi
sirevi imaju visok broj ponderiranih podova za boju te da se ona tijekom skladiStenja prakticki
nije promijenila. Ti su rezultati u skladu s onima od Sant’Ana i sur. (2013) gdje su promjene boje
bile minimalne tijekom skladistenja. Prema Wadhwani i McMahon (2012) boja sira moze
promijeniti percepciju okusa kod potroSaa. Tijekom skladiStenja sireva nije doslo ni do velikih
promjena u konzistenciji te je broj ponderiranih bodova konstantan. Do najveéih je promjena
tijekom skladiStenja doslo u okusu i mirisu. Gledaju¢i pojedi¢na senzorska svojstva najveci broj
ponderiranih bodova za okus dobili su sirevi MA11-k i MA11+p. Ti su sirevi imali i najvec¢i udio
mlije¢ne masti koji pozitivno utjeCe na aromu sira. Mlije¢na mast ima i pozitivan utjecaj na
konzistenciju sira. Ona u siru otapa spojeve nastale hidrolitiCkom razgradnjom masti i proteina te

sprjecava nastajanje i stezanje ¢vrstoga proteinskoga
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gumenog matriksa, koji ¢ini kontinuiranu fazu sira, a koji bi bez mlije¢ne masti u svojoj strukturi

bio izrazito gumaste konzistencije (Havranek i sur., 2014).

45. TEKSTURA I BOJA

Tablica 15. Tekstura svjezeg sira tijekom 21. dana skladistenja izrazena kao maksimalna sila
F max (N)

UZORAK 1.dan 5.dan 9.dan 14.dan 21.dan
F max (N)

MA11 0,8742 0,9218 1,4584 - -
PRO222 1,2724 0,8573 1,6367 - -
BTO1 1,0415 1,1216 - - -
MA11 +s 1,0974 1,0772 = - -
PRO222+s 0,9088 0,9154 1,2726 - -
BTO1+s 0.8591 1,2728 1,1967 - -
MA11-k 1,0555 1,2954 1,3516 - -

MAL1l+p 1,0877 1,2318 1,3410 1,6569 1,8256
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Tablica 16. Svojstvo elasti¢nosti tijekom 21. dana skladiStenja izrazeno U Nm

1.dan 5.dan 9.dan 14.dan 21.dan
Nm

MA11 0,008 0,004 0,003 - -
PRO222 0,009 0,007 0,013 - -
BTO1 0,010 0,008 - - -
MA11 +s 0,018 0,005 - - -
PRO222+s 0,010 0,004 0,011 - -
BTO1+s 0,011 0,021 0,005 - .
MA11-k 0,009 0,021 0,012 - -

MA11+ P 0,006 0,004 0,009 0,013 0,017

Iz tablice 15. vidljivo je da tvrdoca sira s vremenom mijenja tj. da raste maksimalna sila koja je
potrebna za probijanje sira. Teksturalne karakteristike sira odredene su kombiniranim
strukturnim svojstvima matriksa proteina i kapljicama masnoé¢e ukomponiranima u matriks
(Lobato-Calleros i sur., 2001). Kod svjeZeg sira manji je udio masnoce pa vise neprekinutih zona
proteina sastavlja strukturu sira. Kako se sadrzaj masnoce smanjuje, vise neprekinutih zona
proteina. Kao posljedica toga dolazi do visokog stupnja umrezavanja molekula proteina §to
rezultira trodimenzionalnim mrezama, koje pokazuju visoku otpornost na deformaciju (Bryant et
al., 1995; Lobato-Calleros et al., 2001). U istrazivanju koje su proveli Esmer i sur. (2009)
utroSeni rad i maksimalna sila za probijanje sireva opadala je tijekom vremena sto se objasnjava
povecanjem udjela proteolitickih produkata. Najveca sila potrebna za proboj sira bila je potrebna

kod uzorka MA11+p koji je proizveden uz dodatak protektivne kulture i iznosila je 1,8256 N.
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Tablica 17. Boja svjezeg sira izrazena kroz vrijednosti L (svjetlina), a (zeleno), b (zuto) mjereno

kroz 21 dan skladiStenja

Dan BT01 MAIl1l PRO222 BTOl+s MA1ll+s PRO222+s MA1l- MA1ll+p
skladiStenja k

1 94,98 9522 95,70 93,60 94,42 94,79 88,13 94,78
5 90,87 95,29 95,04 92,45 94,94 94,84 95,48 95,52
9 94,84 9448 - - 94,03 94,72 94,49 94,95
14 - - - - - - - 95,61
21 - - - - - - - 94,81
1 -1,39 127 -144 -1,17 -1,03 -0,99 -094  -1,38
5 -1,36 -1,39 -143 -1,02 -1,02 -0,92 -1,06 -1,24
9 -1,28 -134 - -0,97 -1,08 - -126  -1,31
14 - - - - - - - -1,29
21 - - - - - - - -1,28
1 890 859 884 9,48 9,71 9,63 8,92 9,32
5 8,48 88 8,77 9,61 9,60 9,54 9,08 9,06
9 881 849 - 9,27 9,94 - 9,03 9,22
14 - - - - - - - 8,91
21 - - - - - - - 9,14

U tablici 17. moze se vidjeti da nije doSlo do znacajnih promjena boje u uzorcima sireva tijekom
skladistenja. Boja sira moze se opisati kao bijela, te se njezin intenzitet nije pretjerano mijenjao.
Kako je prolazio period skladiStenja mogla se primijetiti blago Zuta nijasna $to je i vidljivo u
porastu b vrijednosti. Prema Saldo i sur. (2002) promjene u boji sira povezane su sa promjenama
u mikrostrukturi nakon pasterizacije. U nekim je uzorcima je vjerojatno doslo do degradacije
karotenoida i riboflavina zbog izlaganja svjetlosti te je zbog toga pala L vrijednost (Marasovi¢,
2017). Prisutnost kisika dovodi do oksidacije i to je vidljivo na promjeni boje (Del Nobile i sur.,
2009). Vrijednosti L,a i b u vecini slu¢ajeva su bile u padu, osim kod sireva MA11+p gdje su L i
a vrijednost bile u rastu pa se moze pretpostaviti da su protektivne kulture djelovale inhibitorno
na oksidaciju. Protektivne kulture imaju antimikrobno djelovanje, na nacin da proizvode
speciféne metobolite kao $to su organske kiseline (mlije¢na, octena i propionska) i kompetitivno

se natje¢u s uzro¢nicima kvarenja za nutrijente i Kisik (Young i Sullivan, 2011).
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4.6. MINERALNI SASTAV

Tablica 18. Mineralni sastav razli¢itih uzoraka svjezeg sira

UZORAK NEY

BTO1 3,64 x 10°

MA11 3,68 x 10°
PRO222 36,5 x 0°

BTO1 3,45x 10°
MA11 3,35 x 10°
PRO222 3,46 x 10°
MA11-k 3,39 x 10°
MA11+P 3,45x 10°

1,08 x 10°
1,12 x 10°
1,15 x 10°
1,11x 10°
1,08 x 10°
1,07 x 10°
1,02 x 10°

1,04 x 10°

1,17 x 10°
1,20 x 10°
1,19 x 106
1,12 x 10°
1,14 x 10°
1,17 x 10°
1,10 x 10°

1,13 x 108

6,38 x 10°
5,91 x 10°
7,21x 103
8,16 x 103
5,89 x 10°
7,05 x 10°
5,81 x 10°

6,15 x 10°

34,49
58,73
37,85
34,62
138,34
34,59
80,12

3,16 x 10°
7,96 x 102
5,89 x 10?
1,20 x 103
7,54 x 102
8,45 x 102
7,79 x 102

9,41 x 107

Konzumacija sira, od velikog je nutritivnog znacaja prvenstveno zbog mikronutrijenata i to

minerala (Lucas i sur., 2008). Sirevi sadrzavaju bitnu koli¢inu mineralnih tvari, a udjel kalcija 1

fosfora u siru gotovo je najvaznji kao i u mlijeku (Tratnik i BoZani¢, 2012). U tablici 18.

prikazan je mineralni sastav sireva tijekom prvog dana uzorkovanja. Iz tablice je vidljivo da

dodatak sirila i protektivne kulture ne utjeCe na mineralni sastav svjeZeg sira. Mineralni sastav

mlijeka ovisi o nekoliko faktora kao Sto su: genetska svojstva, faza laktacije, vrsta pasnjaka,

kontaminacija tla i itd. (Gonzalez-Martin i sur., 2011). U usporedbi s drugim sirevima svjezi sir

sadrzi najmanji udio mineralnih tvari, osobito kalcija 1 fosfora jer kiselina otapa Ca i P iz micela

kazeina te oni odlaze u kiselu sirutku. Prema Foxu (1999) prosje¢an udio kalcija u svjezem siru

je 90 mg (100g)* dok je upotrebom ovih starter kultura dobiven udio kalcija u prosjeku 1000 mg

(100g)™.
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5. ZAKLJUCCI:

Na temelju izvrSenih analiza, dobivenih rezultata i provedene rasprave, moze se zakljuciti

slijedece:

1.

Dodatak sirila uzrokovao je veéu ¢vrstocu grusa, manji prinos sira te manji udio vode U
siru. Najveci je prinos sira bio uz dodatak mezofilne kulture CHOMA 11, dok je najmanji

prinos bio uz dodatak mezofilne kulture BTOL1 i sirila.

S vremenom se pH vrijednost sira povecavala, dok se titracijska kiselost snizavala §to je
vjerojatno povezano s nastankom mlije¢ne kiseline prilikom fermentacije kao i

oslobadanjem CO> koji potice nastanak karbonske kiseline.

Prema rezultatima mikrobioloske analize trajnost uzorka sira proizvedenog uz dodatak
protektivne kulture produljen je za 12 dana u odnosnu na kontrolni uzorak te je iznosio
21 dan.

U istrazivanju nije dokazan utjecaj odabrane mezofilne kulture na tvrdocu i elasticnost
sira.

Bodovi pri senzorskoj analizi sira bili su visoki i u prosjeku su iznosili izmedu 16,43-
18,56. Sirevi uz dodatak samo mezofilne kuture imali su vece ocjene nego sirevi uz
dodatak mezofilne kulture i sirila. Tesko je izdvojiti najbolji uzorak no prema ocjenama
to bi bio uzorak MA11 uz dodatak protektivne kulture koji je dobio ocjenu 18,56 te je i

ostale dane tijekom ispravnosti roka trajanja dobivao visoke ocjene.

Prema rezultatima mjerenja boje, utvrdene L*, a* i b* vrijednosti bile su vece za uzorak
sira proizveden uz dodatak protektivne kulture. Tako je ovaj uzorak bio svjetliji od
ostalih, a tijekom skladistenja doslo je do pojave zute boje Sto je vjerojatno povezano s

degradacijom karotenoida i riboflavina.

Najzastupljenije mineralne tvari u svim uzorcima sira bili su Ca, Na, Mg, Zn, Fe i Mn.
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