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1. UvVOD

Svjezi kravlji sir predstavlja tradicionalni prehrambeni proizvod za podrucje Sjeverne
Hrvatske i Slavonije. Prema tradicionalnoj recepturi, za proizvodnju svjeZeg kravljeg sira koristi
se svjeze, nepasterizirano mlijeko, dok se u industrijskom mjerilu koristi pasterizirano kravlje
mlijeko. U oba slu€aja, dobiva se prehrambeni proizvod koji pogodno utje€e na ljudsko zdravlje
te ima visoku nutritivnu vrijednost koja proizlazi od visokovrijednih proteina, lipida, vitamina i
mineralnih tvari kao Sto je kalcij. Zbog toga se u danas$nje vrijeme, kada sve viSe raste
popularnost funkcionalne i minimalno procesirane hrane, svjeZi kravlji sir Eesto konzumira.
Nedostatak ovog prehrambenog proizvoda je kratak rok trajanja koji se krece od 3 do 7 dana
ukoliko je dobiven tradicionalnim postupkom. Kako bi se produljio rok trajanja svjezeg sira te
povecala njegova nutritivna vrijednost, kontinuirano se radi na razvoju raznih receptura koje
uklju€uju raznolike dodatke u svjezi sir kao $to su zacini i biljni ekstrakti ne bi li se postigao
Zeljeni efekt. Cesto se istrazuje utjecaj dodatka zaéina i bilinih ekstrakata koji imaju izrazeno
antioksidativno i antimikrobno djelovanje kao $to su cimet, origano, klinCi¢, ekstrakt stevije,
masline, ¢eSnjaka, borovih iglici i sliéno (Luci¢, 2021).

Kao jedan od novijih trendova u prehrambenoj industriji nametnulo se iskoristavanje
nusproizvoda nastalih preradom hrane u svrhu razvoja novih prehrambenih proizvoda te
smanjenja koliine otpada nastalog u prehrambenoj industriji. Tako se unazad par godina
istrazuje moguca primjena raznih nusproizvoda kao $to su komina i koStice grozda, pogace
nastale proizvodnjom ulja ili vina, kore raznog voca i povrca i sli¢no. S obzirom da u Republici
Hrvatskoj postoji znaCajna proizvodnja maslinovog ulja, ispostavilo se da nastaju velike
koli¢ine nusproizvoda - maslinovog lis¢a. Mnoga istrazivanja pokazala su kako je lis¢e masline
bogat izvor razli¢itih fenolnih spojeva i triterpenoida za koje je dokazano da posjeduju jak
antioksidacijski uginka i pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje (Zuntar i sur., 2019; Dobringi¢ i
sur., 2020).

Mlijeko i mlijeCne proizvode kao $to je svjeZi sir, karakterizira nizak udio fenolnih
spojeva pa su mnoga znanstvena istraZzivanja usmjerena prema obogacivanju postojecih
mlije¢nih proizvoda biljnim materijalima koji predstavljaju izvor fenola, ali i drugih bioloSki
aktivnih spojeva (Barukg€ic¢ i sur., 2022; Luci¢ 2021; Zandona i sur., 2024).

S obzirom na navedene trendove u prehrambenoj industriji, karakteristike svjezeg
kravljeg sira i ekstrakta lista masline, cilj ovog rada bio je razviti svjezi kravlji sir s dodatkom
ekstrakta lista masline. Tijekom hladnog skladiStenja tog sira, ispitan je utjecaj dodanog
ekstrakta u mlijeko prije gruSanja na konacnu nutritivhu vrijednost sireva, antioksidacijsku

aktivnost, mikrobiolo8ku stabilnost, boju, teksturu i senzorska svojstva sireva.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. SVJEZI KRAVLJI SIR

Pravilnik (2009) o sirevima i proizvodima od sireva u Republici Hrvatskoj sireve definira
kao svjeze proizvode ili proizvode razli¢itog stupnja zrelosti koji se proizvode koagulacijom
mlijeka, sirutke, vrhnja ili kombinacijom tih sirovina. Pravilnik takoder navodi kako je za
koagulaciju mlijeka dozvoljeno koriStenje sirila i drugih adekvatnih koagulacijskih enzima,
mljekarskih kultura i odgovarajucih kiselina.

Svjezi kravlji sir je sir proizveden od kravljeg mlijeka, a koji sadrzi 65-85 % vode te se
proizvodi mlijeéno kiselom fermentacijom pomocu bakterija mlije¢ne kiseline (Bozani¢, 2015).
Svjezi sirevi kategoriziraju se s obzirom na sadrzaj masti u suhoj tvari, odnosno konzistenciju
koja mozZze biti pastozna (npr. Quark), zrnata (npr. Cottage cheese) ili lisnata. SvjeZzi sirevi mogu
pripadati svim stupnjevima masnoce ovisno o udjelu masti, s tim da svjezZi sirevi s ve¢im

udjelom masnoc¢e imaju maniji udio laktoze i proteina (Kirin, 2016).

2.1.1. Proizvodnja svjezeg kravljeg sira

Svjezi sir u mnogim zemljama predstavlja tradicionalni prehrambeni proizvod koji se
proizvodio od raznih vrsta mlijeka. U Republici Hrvatskoj ova vrsta sira je tradicionalna za
podrucje Sjeverne Hrvatske i Slavonije gdje se naj¢eScCe proizvodio od kravljeg mlijeka.
Tradicionalni postupak proizvodnje svjezeg kravljeg sira ukljuCuje spontano kiseljenje
neobradenog sirovog punomasnog mlijeka kroz 2 do 3 dana. Slijedi povrSinsko obiranje
izdvojenog vrhnja, a preostalo mlijeko se blago zagrijava na rubu Stednjaka tijekom 2-3 sata
uslijed ¢ega dolazi do koagulacije (Sabljak i sur., 2013). Formirani gru$ se zatim nozem reze
na kockice dimenzija otprilike 5 x 5 cm €ime se potiCe izdvajanje sirutke $to je prikazano na

slici 1, a potom slijedi cijedenje preko sirnih gaza ili cijedila (Kalit, 2016).

Slika 1. Izrezani grus i izdvojena sirutka (Anonymous 1, 2020)



S druge strane, industrijska proizvodnja svjeZzeg sira koristi standardizirano,
homogenizirano i pasterizirano mlijeko. Sam proces zapoc€inje zgruSavanjem koje se u ovom
slu€aju ne odvija spontano, ve¢ se potiCe dodavanjem prigodnog soja bakterija mlijeéne
kiseline i manje koli€ine sirila s ciliem da se postigne zeljena konzistencija grusa (Kirin, 2009).
Slijedi podsirivanje u kontroliranim uvjetima, a ono moze biti hladno (20-26 °C) i toplo (27-32
°C). U ovom periodu prati se kiselost koja kada dostigne Zeljenu vrijednost oznaCava da se
treba prekinuti fermentacija. Formirani gru$ se reze i ostavlja kako bi se izdvojila sirutka. U
industriji se, ovisno o pogonu, cijedenje grusa provodi preko sirne marame, vrece, setova
perforiranih posudica ili postupkom Schulenberg, itd. Proizvodnja se zavrSava kada se
postigne udio vode u siru koji je propisan Pravilnikom (2009). Slijedi pakiranje i skladistenje na
+4°C (Kirin, 2009).

Oba opisana postupka proizvodnje svjezeg sira temelje se na dehidratacijskom
procesu u kojem dolazi do koncentriranja kazeina i mlije¢ne masti (Bintis i Papademas, 2018).
U oba postupka dolazi do koagulacije kazeina odnosno grusanja mlijeka, nakon ¢ega slijedi
postupak suSenja formiranog gruda i oblikovanje sirnih zrnca. Takoder, neovisno kojim
postupkom proizvodnje je svjezi sir dobiven, on ne prolazi fazu zrenja, ve¢ je odmah nakon

proizvodnje spreman za konzumaciju (Bozani¢, 2015).

2.1.2. MikrobioloSka svojstva svjezeg kravljeg sira

Mikroorganizmi u svjezem siru prvenstveno potjecu iz sirovine, odnosno mlijeka. Izvori
kontaminacije mlijeka, odnosno sira, su mnogi a mogu uklju€ivati upalu vimena, nisku razinu
higijene radnika i opreme za transport, preradu ili skladiStenje (Sabljak i sur., 2013). Kako bi
se kontrolirala mikrobiologija svjeZeg sira potrebno je tijekom proizvodnje nadzirati parametre
pasterizacije mlijeka, brzinu zakiseljavanja i temperaturu dogrijavanja grusa. Pasterizacija je
postupak kojim se inaktiviraju mnogi Stetni mikroorganizmi ili njihov broj smanjuje na
dozvoljenu razinu. Tijekom zgruSavanja dolazi do naglog pada pH vrijednosti $to rezultira
znacajnim opadanjem broja nepoZeljnih mikroorganizama u siru. No, treba naglasiti kako
temperature gruSanja, koje se kreéu od 20 do 30 °C, pogodno utjeCu na rast svih
mikroorganizama, pa tako i patogenih (HAH, 2016). Primjerice, iako enterobakterije
predstavljaju uobi€ajen dio mikroflore probavnog sustava ljudi, one mogu biti opasne za
ljudsko zdravlje ukoliko prevladaju ostatak mikroflore domaéina zbog toga &to lue endo- i
egzotoksine. NajceSc¢e prisutne enterobakterije u mlijeku i svjezem siru su Salmonella sp.,
Escherichia coli i Staphylococcus aureus (Markov i sur., 2009). Od ostalih patogenih
mikroorganizama koji mogu biti prisutni u svjezem siru vrijedi istaknuti Gram negativne
bakterije kao Sto su rodovi Pseudomonas, Alcaligenes, Proteus i Aerobacter. Njihova
prisutnost u svjeZzem siru rezultira cijelim nizom negativnih promjena kao $to je sluzavost,

teksturalne promjene, neugodan miris i promjene okusa (Mannheim i Soffer, 1996).
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2.1.3. Nutritivna i zdravstvena vrijednost svjezeg kravljeg sira

Svjezi kravlji sir moze se okarakterizirati kao visokovrijedan prehrambeni proizvod jer
je bogat visokokvalitetnim proteinima, lipidima, mineralnim tvarima i vitaminima. Bozanic¢
(2015) navodi kako je dnevnom konzumacijom 100 g svjezeg sira moguce zadovolijiti 30 do 40
% dnevnih potreba za unosom proteina kod odrasle osobe. Takoder, sirevi su bogat izvor
bioaktivnih peptida - specificnih fragmenata proteina koji pozitivno pridonose i odredenim
fizioloSkim funkcijama. Bioaktivni peptidi se u organizmu nalaze u malim koncentracijama, ali
posjeduju veliku strukturnu raznolikost, visoku specifi€nost i nizak toksikoloski rizik. Bioaktivni
peptidi koji se pronalaze u sirevima imaju protuupalno, antimikrobno, antikancerogeno,
antioksidacijsko i ACE inhibirajuée djelovanje (Rafiq i sur., 2020).

Visoki udio zasi¢enih masnih kiselina u sirevima dovodi se u vezu s poviSenim udjelom
LDL (eng. Low-density lipoprotein) kolesterola u krvi. Posljediéno se sirevi Cesto smatraju
nezdravim proizvodom koji se povezuje s povecanim rizikom od kardiovaskularnih bolesti
(Feeney i sur., 2021). No treba napomenuti kako je dokazano da nemaju sve zasi¢ene masne
kiseline jednak ucinak na povecanje koncentracije kolesterola u krvi (Ash i Wilbey, 2010).
Kukina (2017) je u svome istrazivanju naveo kako na povecanje koncentracije kolesterola u
krvi najznacajnije utjeCu dugolanCane zasicene masne Kiseline kao Sto su palmitinska,
stearinska i laurinska kiselina. No, dokazano je i kako metabolizmom masnih kiselina u mlijeku
i mlijeCnim proizvodima moZe nastati konjugirana linolenska kiselina poznata po blagotvorni
ucinci na zdravlje ljudi (Bozani¢, 2015; Ash i Wilbey, 2010).

Sirevi se smatraju znacajnim izvorom kalcija koji se nalazi u sastavu kazeinske mreze
gela. Taj kompleks formira se tijekom sirenja mlijeka te odrzava kalcij u topljivom obliku,
sprjeCava njegovo talozenje u gastrointestinalnom traktu te poveéava njegovu bioraspolozivost
u organizmu. Kalcij-kazein kompleks odgovoran je i za samu teksturu svjezeg sira. Naime,
kako u svjezem siru nastaju visoke koncentracije mlije¢ne kiseline, dolazi do slabijeg vezanja
kalcija za kazein §to rezultira rastresitom teksturom, lomljivom i krtom konzistencijom, a sam
sir dobiva izrazito bijelu boju (Kirin, 2009; 2016). Kalcij je jedan od mineralnih tvari koje su
odgovorni za odrzavanje zdravlja kostiju Sto je osim kod djece u razvoj bitno i kod starije
populaciju jer smanjuje rizik od nastanka osteoporoze.

Vitamini koji su topljivi u vodi se tijekom proizvodnje svjezih sireva u znacajnoj mjeri
gube izdvajanjem sirutke. Medutim, riboflavin, vitamin B12, niacin i folati zadrzavaju se u
sirevima u znacajnim koli¢inama te se sirevi mogu smatrati dobrim izvorima tih spojeva. U
sirevima su takoder zabiljeZzene znacajne koliine vitamina A kojeg karakterizira pozitivan
ucinak na zdravlje vida, rad imunoloskog sustava i regulaciju ekspresije gena (Ash i Wilbey,
2010).



2.2. EKSTRAKT LISTA MASLINE (Olea europaea L.)

Maslina (lat. Olea europaea L.) se ubraja medu najstarija kultivirana stabla na svijetu
te moze prezivjeti u razliitim okoliSnim uvjetima (Ray i sur., 2015). Uzgoj maslina ¢ini vazan
dio poljoprivrede Mediterana (Dobringi¢ i sur. 2020), a proces proizvodnje maslinovog ulja

rezultira stvaranjem znacajnih koli¢ina biootpada od kojeg je veliki udio list masline.

2.2.1. Listovi masline
Listovi masline su srebrno zelene boje, debeli i koZasti (Guerrero Maldonado i sur.,
2016). Oni ¢ine oko 10 % mase maslina prikupljenih za ekstrakciju maslinovog ulja od ¢ega se
najveci dio koristi za sto€nu hranu ili se spaljuje zajedno sa obrezanim granama. Kao takvi,
listovi masline predstavljaju lako dostupnu i jeftinu sirovinu. Listovi masline bogati su raznolikim
kemijskim spojevima koje karakterizira znacajno bioloSki djelovanje. To su prije svega fenolni
spojevi, zatim triterpenoidi, pigmenti i tokoferoli.
Pavisi¢ (2020) u svome radu navodi kako se u listu masline nalazi 5 grupa fenolnih spojeva:
e sekoiridoidi (oleuropein, dimetiloleuropein, verbaskozid, ligstrozid)
¢ flavoni (luteolin, diosmetin, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid)
o flavonoli (rutin, kvercetin, kamferol)
o flavan-3-oli (katehin)

e supstituirani fenoli (tirosol, hidroksitirosol, vanilin, kafeinska kiselina)

Vogel i sur. (2015) navode kako je oleuropein najzastupljeniji spoj u listu masline, a
slijede ga hidroksitirosol, luteolin-7-glukozid i apigenin-7-glukozid. Oleuropeinu se pripisuju
mnogobrojni zdravstveni ucinci kao Sto je zastita membrane od lipidne oksidacije, doprinos
smanjenju aritmije te poboljSavanje metabolizma lipida i zastite enzima od oksidacijskog
oStecenja (Somova i sur., 2003). Oleuropein pridonosi snizavanju krvnog tlaka inhibiranjem
razine angiotenzin konvertirajuceg enzima odgovornog za pretvorbu hormona angiotenzina |
u aktivni vazokonstriktor angiotenzin inducirajuci vazodilataciju i povecavajuci protok krvi u
krvnim zilama (Parisi i sur., 2014). Treba naglasiti kako uz oleuropein i drugi spojevi ekstrakta
lista masline sudjeluju u vazodilataciji (Talhaoui i sur., 2018). Takoder, oleuropein smanjuje
formiranje i povecavanje postojecih ateroskleroti¢kih plakova u krvnim Zilama na nacin da se
veZe na LDL inhibiraju¢i njegovu oksidaciju. Po kemijskoj strukturi, prikazanoj na slici 2,
oleuropein je ester 3,4-dihidroksi-feniletanola (hidroksitirosol) i B-glukolizirane elenoi¢ne

kiseline (Borjan i sur., 2020).
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Slika 2. Strukturni prikaz molekule oleuropeina (prema Al-Rimawi i sur., 2017)

Antikancerogeno djelovanje spojeva iz lista masline, pogotovo triterpena (uvaol,
maslinska kiselina i eritrodiol) i fenolnih spojeva (oleuropein i hidroksitirozol), dokazano je za
mnoge tipove tumora - debelog crijeva, dojke i mokracnog mjehura (Mushtaq i sur., 2020;
Talhaoui i sur., 2018). Ti spojevi imaju znacajnu ulogu u procesu karcinogeneze jer imaju
sposobnost inhibicije stani¢nog ciklusa i umnozavanja stanica raka. Takoder, oleuropein
djeluje na smanjenje ostecenja koze, odnosno pridonosi regresiji tumora koze, a dokazana je

i njegova kemoprotektivna uloga kod raka jezika (Talhaoui i sur., 2018).

2.2.2. Metode ekstrakcije bioloski aktivnih sastojaka iz lista masline

Ekstrakcija je tehnolodka operacija koja se zasniva na separaciji bioaktivnih
komponenti iz biljnog ili Zzivotinjskog materijala primjenom selektivnog otapala. Faktori o kojima
ovisi sam proces ekstrakcije su svojstva matriksa biljnog ili zivotinjskog materijala,
karakteristike otapala, primijenjena temperatura, tlak i vrijeme. Postoje mnoge metode
ekstrakcije koje se mogu podijeliti na konvencionalne i nekonvencionalne (alternativne)
metode (Azmir i sur., 2013).

U konvencionalne metode ekstrakcije se ubrajaju maceracija, perkolacija, infuzija,
dekokcija te metoda po Soxhlet-u. Zajednic¢ko svim konvencionalnim metodama ekstrakcije je
to &to koriste jeftina otapala uz primjenu topline i/ili mijeSanja. Cesto zahtijevaju sloZene i
dugotrajne postupke koji se sastoje od viSe koraka Sto dovodi do niske selektivnosti metoda,
onecidcéenja, velike potrodnje organskih otapala i energije te gubitka analita (Giacometti i sur.,
2018; Azwandia, 2015). Kako bi se izbjegli navedeni nedostaci konvencionalnih metoda,
razvijene su raznovrsne nekonvencionalne, alternativne metode ekstrakcije.

U nekonvencionalne metode ekstrakcije ubrajaju se ultrazvucna ekstrakcija
(Ultrasound-assisted extraction, UAE), mikrovalna ekstrakcija (Microwave assisted extraction,

MAE), ekstrakcija superkriticnim fluidima (Supercritical fluid extraction, SFE), ekstrakcija



subkriti¢nim fluidima (Subcritical Fluid Extraction, SFE), ekstrakcija otapalima pri povi§enom
tlaku (Pressurized liquid extraction, PLE), ubrzana ekstrakcija otapalima (Accelerated solvent
extraction, ASE), ekstrakcija pulsiraju¢im elektricnim poljem (Pulsed electric field, PEF) i
ekstrakcija visokonaponskim elektri€nim praznjenjem (High voltage electrical discharge,
HVED) (Giacometti i sur., 2018; Poojary i sur., 2016; Azwandia, 2015). Oshovan prednost svih
nekonvencionalnih metoda ekstrakcije je poveéanje prinosa u kraéem vremenu uz minimalnu
potrosnju otapala za ekstrakciju.

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng. Microwave-assisted extraction, MAE)
spada u novije tehnike ekstrakcije, a temelji se na kombinaciji energije mikrovalova i klasi¢ne
ekstrakcije pomoc¢u otapala (Llompart i sur., 2019), gdje osteéenje staniCne strukture
ispitivanog uzorka uzrokuju mikrovalovi (Gomez i sur., 2020).

Mikrovalovi se svrstavaju u dio neionizirajuceg elektromagnetskog zraCenje s
frekvencijom koja se nalazi u rasponu od 300 do 300 000 MHz. Mehanizam djelovanja
mikrovalova zasniva se na kretanju iona i rotaciji dipola. Kretanje iona posljedi¢no dovodi do
zagrijavanja materijala te poti€e prodiranje otapala u uzorak Cime se povecava efikasnost
ekstrakcije (Bleki¢ i sur., 2011). Llompart i sur. (2019) navode kako je rotacija dipola znacajniji
mehanizam zagrijavanja u procesu MAE. Voda ima izrazito polarna svojstva te tijekom
tretmana mikrovalovima, voda prisutna u uzorku isparava $to dovodi do poveéanja tlaka u
stanicama, $to rezultira razaranjem stani¢ne strukture i ispustanjem stani¢nog sadrzaja u
otapalo (Gomez i sur. 2020). Tijekom provodenja MAE potrebno je koristiti otapala s visokom
dielektricnom konstantom jer takva otapala efikasnije apsorbiraju energiju mikrovalova
(Llompart i sur., 2019). Bleki¢ i sur. (2011) istiC¢u vodu, metanol i etanol kao prikladna otapala
za MAE.

Kod MAE se toplina uzorka i otapala oslobada iz unutrasnjosti prema okolini te se i
prijenos mase odvija u tome smjeru sto skracuje vrijeme metode te povecava prinos ekstrakcije
¢ime se ova metoda bitno razlikuje od konvencionalnih. Dobrin&i¢ i sur. (2020) proveli su
istraZivanje u kojemu su ispitali u€inkovitost ekstrakcije spojeva iz lista masline pomocu tri
razliCite nekonvencionalne ekstrakcijske metode: MAE, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
i ekstrakcija pri poviSenom tlak. Rezultati istraZivanja potvrdili su literaturne navode kako su
nekonvencionalne metode ucinkovitije od konvencionalnih te su ukazali na to kako su MAE i
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom efikasnije od ekstrakcije pri poviSenom tlaku. Vrankovi¢
(2022) kao nedostatke MAE navodi povisenu temperatura koja mozZe degradirati
visokovrijedne spojeve, potrebu za uvodenjem raznih separacijskih operacija nakon same

ekstrakcije te ovisnost operativnih uvjeta o specifi€nim svojstvima uzorka.

2.2.3. Svojstva ekstrakta lista masline

Ekstrakt lista masline je tekuéina koju karakterizira tamnosmeda boja te gorak okus.
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Posjeduje bogat sastav fenolnih spojeva (Dobrini¢ i sur., 2020), koji su nositelji
antioksidacijske aktivnosti, ali sadrzi i druge fitokemikalije kao Sto su triterpeni (Borjan i sur.,
2020) izmedu kojih se istiCu oleanolne i maslinske kiseline (EMA 2017). Vrankovi¢ (2022)
navodi kako sastav ekstrakta lista masline ovisi o faktorima kao §to su sorta masline, podrucje
i uvjeti uzgoja te metode i parametri ekstrakcije. Prema raznim istrazivanjima, slozeniji sustavi
kao Sto su ekstrakti, pokazuju vecu djelotvornost, nego izolirane komponente, pa tako ekstrakt
lista masline pokazuje veéu antioksidacijsku aktivhost u odnosu na vitamin C i E, Sto je
posljedica sinergijskog djelovanja flavonoida, oleuropeozida i fenola (Zuntar i sur., 2019; Sahin
i Bilgin, 2017). Osim fenolnih spojeva, kao nosioci antioksidacijskih svojstava se u literaturi
navode i triterpeni (Segmeler i Galanakis, 2019; Talhaoui i sur., 2018).

Antioksidansi su kemijski spojevi koji imaju sposobnost sprje€avanja ili usporavanja
oSteéenja stanica. To su svi spojevi koji mogu donirati elektrone i neutralizirati na taj nacin
slobodne radikale. Slobodni radikali izuzetno su reaktivne molekule iz razloga jer imaju
nespareni elektron te ostecuju i uzrokuju oksidaciju DNA, lipida i proteina. Antioksidansi se
dijele na one koji mogu reagirati s lipidnim radikalom tvoredi stabilni produkt (fenoli, mineralne
tvari, vitamini, flavonoidi) te na one koji mogu promijeniti funkciju slobodnog radikala $to
rezultira zaustavljanjem lan€anih reakcija (propil galat). Antioksidansi se takoder mogu
podijeliti na enzimske i ne enzimske, od kojih su mnogi dobiveni iz hrane, gdje su najpoznatiji
predstavnici polifenoli od kojih se u ekstraktu lista masline ponajviSe istiCe ve¢ spomenuti
oleuropein. Ukoliko neka namirnica ima visoki udio spojeva koji se svrstavaju u antioksidanse,

kao Sto to ima ekstrakt lista masline, kaze se da ima veliku antioksidacijsku aktivnost.

2.2.4. BioloSka aktivnost ekstrakta lista masline i moguénosti primjene u obogacivanju
prehrambenih proizvoda

Za ekstrakt lista masline, uz antioksidacijsko djelovanje, dokazano je i antimikrobno,
antihipertenzivno, hipoglikemijsko, antisepticko, kardioprotektivno i antikancerogeno
djelovanje (Sahin i Bilgin, 2017; El i Karakaya, 2009). Sukladno tome u posljednje vrijeme sve
viSe raste interes za iskoriStavanjem ekstrakta lista masline kao dodatka raznim prehrambenim
proizvodima.

Han (2020) navodi kako se danas ekstrakt lista masline sve ¢eS¢e dodaje u razna ulja
i masti kao zamjena za sinteticke antioksidanse koji mogu imati toksi¢ni ucinak. Ta ulja
dokazano pokazuju bolju oksidativnu stabilnost i antioksidacijsku aktivnost u odnosu na ulja
bez dodanog ekstrakta.

Cappelin i sur. (2024) proveli su istrazivanje u kojem su promatrali utjecaj dodatka
ekstrakta lista masline u svjetlo pivo na njegove nutritivne i fizikalno kemijske karakteristike.
Dodatak ekstrakta rezultirao je povecanjem udjela bioaktivnih komponenti i antioksidativne

aktivnosti. UocCeno je da su vece koncentracije ekstrakta narusile kvalitetu i stabilnost pjene.
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Munekata i sur. (2020) istrazili su utjecaj dodatka raznih biljnih ekstrakata u meso i
mesne preradevine te su zakljuCili kako je dodatak ekstrakta lista masline u pure¢a prsa
rezultirao redukcijom lipidne oksidacije.

Luci¢ (2021) je u svom radu prezentirala trendove koristenja biljnih ekstrakata u hrani
gdje je naglasila Cesto koristenje ekstrakta lista masline u proizvodnji sireva zbog
antioksidacijskog, antifugalnog i antibakterijskog djelovanja. Taj trend rezultirao je mnogim
istrazivanjima usmjerenim na proucavanje utjecaja dodatka lista masline u sireve i druge
mlije€ne proizvode.

Zandona i sur. (2024) odredivali su optimalnu fazu proizvodnje svjezeg sira za dodatak
ekstrakta lista masline te su s obzirom na odabrane faze proucavali utjecaj ekstrakta na
svojstva dobivenog sir. Rezultati istraZivanja ukazali su na to da je optimalnije dodati ekstrakt
lista masline u mlijeko prije faze gruSanja. Takoder, zabiljeZen je viSi udio fenolnih spojeva u
sirevima u koje je dodana veca koncentracija ekstrakta lista masline. Kod tih sireva zabiljezene
su znac&ajnije promjene boje te porast udjela masnoce, zasi¢enih masnih kiselina, proteina i
ukupne Cvrste tvari kao posljedica formiranja polifenol-kazein kompleksa.

Vukeli¢ (2023) je u svome radu proucavala ucinke primjene jestivog premaza na bazi
proteina sirutke obogacenog ekstraktom lista masline na kvalitetu polutvrdog sira tijekom 60
dana zrenja te je zaklju€ila kako je dodatak ekstrakta lista masline jestivom premazu uzrokovao
povecanje koncentracije ukupnih fenola, flavonoida i antioksidacijske aktivnosti. Takoder,
odredeno je i antibakterijsko djelovanje u sirevima s premazom obogacenim ekstraktom lista
masline.

Barukgic i sur. (2022) prou€avali su u€inak ekstrakta lista masline na reolo$ka svojstva,
fermentaciju, senzorska i antioksidativha svojstva jogurta od kravljeg mlijeka. Dodatak
ekstrakta lista masline rezultirao je smanjenjem pH vrijednosti, izraZzenijom sinerezom,
smanjenjem vremena fermentacije te povec¢anjem udjela fenola i antioksidativne aktivnosti.
Razlika u boji uzoraka povecavala se sukladno povecanju koncentracije ekstrakta lista
masline. Panelisti senzorske analize jogurte obogacene ekstraktom lista masline opisali su
kao kisele i gorke, s netipicnim biljnim okusom.

El Dessouky Abdel-Aziz i sur. (2020) istraZili su potencijal vodenog ekstrakta lista
smokve, lista masline i njihove mjeSavine kao prirodnog konzervansa za produljenje roka
trajanja pasteriziranog bivoljeg mlijeka. Kod ekstrakta lista masline odreden je veéi udio
polifenola i veéa antioksidativna aktivnost.

S obzirom da rezultati mnogih istrazivanja ukazuju na to da obogacivanje raznih
mlije€nih proizvoda ekstraktom lista masline ima znac€ajne prednosti, u eksperimentalnom
dijelu ovog rada ispitan je utjecaj dodatka ekstrakta lista masline u proizvod kao $to je svjezi

kravlji sir.



3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Za pripremu ekstrakta lista masline koriSteno je liS¢e masline sorte oblica prikupljeno s
podru€ja Zadra. Nakon sakupljanja, lis¢e masline je osuSeno na zraku te je skladisteno na
tamnom i suhom mjestu do uporabe.

U svrhu proizvodnije sireva koriSteno je svjeze nehomogenizirano pasterizirano mlijeko

s 3,2% mlije€ne masti proizvodaca Mini mljekara Veronika d.o.o.

3.1.1. Kemikalije
Kemikalije koristene za odredivanje titracijske kiselosti metodom po Soxhlet-Henkelu:
o 2 %-tni fenolftalein, C,oH1404 (Gram-Mol, Hrvatska)
e Kobaltov sulfat, CoSO4 x 7 H,O (Lach-Ner, Hrvatska)
¢ 0,1 M natrijev hidroksid, NaOH (Gram-Mol, Hrvatska)

Kemikalije koristene za odredivanje koncentracije ukupnih fenola s Folin-Ciocalteu
reagensom

e Galna kiselina, C7HgOs (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Etanol (96 %-tni), C,HsOH (Gram-Mol, Hrvatska)

¢ Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens), (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Zasicena otopina natrijeva karbonata, Na>COs, (20 %-tna otopina)

Priprema: U 800 mL vruce destilirane vode otoplieno je 200 g anhidrida natrijevog
karbonata (Na.COs) te ohladeno na sobnu temperaturu. Zatim je dodano nekoliko kristalica
Na,COs nakon €ega je odmjerna tikvica od 1 L nadopunjena do oznake. Tako pripremljena

otopina je nakon 24 h profiltrirana.

Kemikalije koriStene za odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida

o Kvercetin, Ci5H1007 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

¢ Metanol, CH;OH (Gram-Mol, Hrvatska)

e 10 %-tna (w/v) otopina aluminijevog klorida anhidrida, AlCls (VWR, Belgija)

Priprema: Odgovarajuca koli¢ina AlCl; je otopljena u destiliranoj vodi.

e 1 M otopina kalijeva acetata, CHsCO2K (Kemika, Hrvatska)

Priprema: Na analitickoj vagi je u plasticnoj ladici za vaganje odvagano 4,907 kalijevog
acetata i kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu od 50 mL pomocu lijevka i destilirane vode

te je tikvica nadopunjena do oznake.

Kemikalije koristene za odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
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e 2 mM Trolox otopina, Ci4H1804 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

o 37 %-tna klorovodi¢na kiselina, HCI (Gram-Mol, Hrvatska)

e 40 mM Kklorovodi¢na kiselina, HCI (Gram-Mol, Hrvatska)

Priprema: U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetirano je 330 pL 37 %-tne HCI te je tikvica
nadopunjena destiliranom vodom do oznake.

o 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), C1gH12Ns (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje je, na analitiCkoj vagi, odvagano 0,0312 g TPTZ-a
i kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu od 10 mL te je do oznake nadopunjeno 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom

e 20 mM otopina Zeljezo (lIll) klorid heksahidrat, FeClz x 6H.O

Priprema: Na analitiCkoj vagi je odvagano 0,541 g Zeljezo (lll) klorida heksahidrata i
kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu volumena 100 mL koja je zatim nadopunjena
destiliranom vodom do oznake.

¢ Natrij-acetat trihidrat, CH;COOH x 3 H,O (Gram-Mol d.o.0., Hrvatska)

e Ledena octena kiselina, CHsCOOH (100 % Merck, Darmstadt, Njemacka):

pripremljeno razrjedenje na koncentraciju 99 %

e Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

Priprema: U plasti¢nu ladicu za vaganje odvagano je 3,1 g natrijeva-acetata trihidrata i
kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu volumena 1 L. U odmjernu tikvicu od 1 L je zatim
otpipetirano 16 mL glacijalne octene kiseline te je tikvica nadopunjena do oznake destiliranom
vodom.

e FRAP reagens

Priprema: FRAP reagens je pripremljen na nacin da je u staklenu ¢asu volumena 50 mL
otpipetirano 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL zeljezo (lll) klorida heksahidrata te 2,5
mL TPTZ reagensa u omjeru 10:1:1.

Kemikalije koriStene za odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom
e 95 %-tni metanol, CH;0OH (KEFO, Hrvatska)
e 6,0 x10°mol L"* DPPH (2,2-difenil- 1-pikrilhidrazil, Sigma-Aldrich, Njemacka) otopljen

u 95 %-tnom metanolu (KEFO, Hrvatska) — priprema se svjeZe.

Kemikalije koriStene za mikrobiolosku analizu:

e 0,9 %-tna fizioloSka otopina, NaCl
Priprema: Na laboratorijskoj vagi odvagano je 9 g NaCl te kvantitativno preneseno u
odmijernu tikvicu od 1 L i nadopunjeno do oznake destiliranom vodom.

o 2 %-tna otopina natrijevog citrata, CsHsNazO7 x 2H.0 (GramMol, Zagreb, Hrvatska)
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Priprema: U plasti¢nu ladicu za vaganje odvagano je 20 g natrijevog citrata koji je zatim
kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 1 L te je ona nadopunjena destiliranom
vodom do oznake.

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

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

e Hranjiva podloga za odredivanje koagulaza pozitivnih stafilokoka — Baird Parker agar
(Biolife, Italija)

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

Kultura koristena za sirenje: Choozit® Probat 222 LYO 100 DCU (IFF Danisco, Njemacka)

sadrzi sojeve:

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus cremoris subsp. cremoris

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

Leuconostoc mesenteroides subsp. Cremoris

3.1.2. Aparatura
e Spektrofotometar (UV-1600PC Spectrophotometer, VWR, SAD)
o Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju (Ethos X, Milestone, Italija)
e Rotavapor (Heating Bath B-490, Biichi, Svicarska)
¢ Digitalni refraktometar (Atago PAL-3, SAD)
e Kolorimetar (CM-700d, Konica Minolta, Japan)
e Teksturometar (Ametek Lloyd Instruments Ltd., West Sussex, UK)
e Centrifuga (Rotina 380R, Hettich Zentrifugen GmbH, Njemacka)
e Vodena kupelj (WNE 45 Waterbath, Memmert, Njemacka)
o pH-metar (ProfiLine pH 3110, Xylem Analytics, Njemacka)
e ay-metar (Rotronic AG, Bassersdorf, Svicarska)
e Termostat (Inkolab, Hrvatska)
e Vortex (MS2 Minishaker, IKA, Njemacka)
e Analiticka vaga (AB104, Mettler Toledo, SAD)
o Tehnitka vaga (KB 3600-2N, Kern, Njemacka)
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Autoklav (INKO, Zagreb, Hrvatska)
FoodScan 2 Dairy (FOSS, Danska)

3.1.3. Pribor

Filter papir S&S 59712

Mikropipeta Kartell volumena od 100 do 1000 pL
Odmijerne tikvice volumena 5, 10, 100, 500 i 1000 mL
Erlenmeyerove tikvice od 100, 250, 300, 1000 i 2000 mL
Pipete volumena 1i 10 mL

Menzura volumena 25 i 100 mL

Falcon epruvete (50 mL)

Laboratorijske ¢ase (25, 50, 150, 300)

Staklene epruvete

Stalak za epruvete

Kvarcne kivete

Plasti¢ne ladice za vaganje

Metalne ZliCice

Metalne Spatule

Skare

Tarionik s tu¢kom

Bireta

Staklene boce

Stapi¢ po Drigalskom

Staklena zrnca

Sterilne Petrijeve zdjelice

Infuzijske boce

Plamenik

Porculanske zdjelice

Eksikator

Termometar

Stakleni lijevci

Stakleni Stapic
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Proizvodnja ekstrakta lista masline

LiS¢e masline prvotno je usitnjeno na sithe komadi¢e kao $to je prikazano na slici 3.

TR

Slika 3. Usitnjen list masline (vlastita fotografija)

Na tehni¢koj vagi izvagano je po 6 g tako usitnjenog lis¢a koje je potom kvantitativho
preneseno u ekstrakcijske celije u koje je dodan po jedan magnet i 80 mL destilirane vode.
Celije su zatvorene &epovima te postavljene u odgovarajuée okvire uredaja za ekstrakciju
potpomognutu mikrovalovima (eng. Microwave-assisted extraction, MAE) koji sadrzi 15
ekstrakcijskih celija. Zandona i sur. (2024) su u svojem istrazivanju definirali parametre
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, prema kojima je ekstrakcija provedena na 80 °C i
tlaku od 100 bara. Vrijeme potrebno da se postignu parametri ekstrakcije iznosilo je 7 minuta,
sama ekstrakcija trajala je 4 minute te je hladenje po zavrSetku ekstrakcije trajalo 1 minutu.

Nakon ekstrakcije, provedena je klasi¢na filtracija preko filtar papira ¢ime je ekstrakt
izdvojen od ostataka biljnog materijala. Ekstrakt je potom uparavan na rotavaporu pri 45 °C i
85 okretaja u minuti (Vrankovi¢, 2022). Uparavanje je prekinuto kada je ekstrakt postigao 9,8
% suhe tvari $to se provjerilo koriStenjem digitalnog refraktometra. Kako bi se osigurala
mikrobioloSka ispravnost ekstrakta, provedena je pasterizacija na 90 °C u trajanju od 5 minuta.

Koncentrirani ekstrakt skladisten je u zamrznutom stanju do upotrebe.

3.2.2. Proizvodnja svjezeg kravljeg sira

Za proizvodnju sireva koriSteno je 12 L svjezeg nehomogeniziranog pasteriziranog
mlijeka s 3,2 % mlije€ne masti proizvodata Mini mljekara Veronika d.o.0. Mlijeko je
temperirano na sobnu temperaturu te je razdijeljeno na 3 posude tako da se u svakoj nalazilo
po 4 L mlijeka. Zandona i sur. (2024) su u svome istrazivanju definirali efektivne koncentracije
ekstrakta lista masline koje inhibiraju 25, 50 i 75 % DPPH reagensa te ih sukladno oznacila sa
EC25, EC50 i EC75. U svrhu provodenja ovog istrazivanja proizvedene su tri vrste sira. Siru
proizvedenom od 4 L mlijeka bez dodatka ekstrakta lista masline dodijeljena je oznaka K

(kontrola). Siru proizvedenom od 4 L mlijeka kojemu je dodano 52,8 mL ekstrakta lista masline
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dodijeljena je oznaka EC50, a siru proizvedenom od 4 L mlijeka kojemu je dodano 83,6 mL
ekstrakta lista masline dodijeljena je oznaka EC75 $to je sukladno efektivnim koncentracijama
definiranim u istrazivanju koje je provela Zandona i sur. (2024). Nakon dodavanja ekstrakata,
u svaku posudu dodano je i po 0,06 g kulture za sirenje (Probat 222LYO 100 DCU). Posude
sa uzorcima su potom stavljene na sirenje koje se provodilo 17 h na 28 °C. Po zavrSetku
sirenja gru$ se u posudama izrezao na kockice te se zagrijavao 4 sata na 55 °C $§to je
rezultiralo izdvajanjem sirutke. Dobiveni sir prebacen je u kalupe za ocjedivanje te se cijedio
narednih 24 sata (slika 4). Nakon §to su se sirevi ocijedili i formirali zeljenu teksturu i oblik, u
sterilnim uvjetima su zapakirani u polimerne vrecice koje su potom hermeticki zatvorene. Tako

zapakirani sirevi su skladiSteni u hladnjaku na 4 °C.

Slika 4. Cijedenje sireva u kalupima (vlastita fotografija)

3.2.3. Odredivanje prinosa sira

Nakon vadenja iz kalupa sirevi su izvagani na tehni¢koj vagi. Prinos sireva predstavlja
koli¢inu sira dobivenu od odredene koli¢ine mlijeka, a izraCunat je prema izrazu (Tratnik i
Bozanic¢, 2012):

m (sin x 100 [1]

i i 0 =
Prinos sira (%) = s i Vimiieko)

3.2.4. Odredivanje aktiviteta vode sira

Aktivitet vode sireva odreden je pomocu laboratorijskog aw-metra (Rotronic AG,
Bassersdorf, Svicarska). Posudica je napunjena usitnjenim uzorkom sira, postavljena u uredaj
te se mjerenje zapocelo pritiskom gumba. ZavrSetak mjerenja signaliziran je zvu¢nim signalom

a vrijednost aktiviteta vode je ocCitana s ekrana uredaja.

3.2.5. Odredivanje pH vrijednosti sira

pH vrijednost sireva odredena je koristenjem pH-metra (ProfiLine pH 3110, Xylem
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Analytics, Njemacka). Uzorci su pripremljeni tako da se na tehnickoj vagi izvagalo 3 g sira koji
je potom usitnjen u tarioniku i pomijeSan s 30 mL prokuhane i ohladene destilirane vode.
Elektroda pH-metra je uronjena u pripremljenu suspenziju te se pH vrijednost ocitala s ekrana

uredaja nakon $to se njen iznos stabilizirao (Bozani¢ i sur., 2010).

3.2.6. Odredivanije titracijske kiselosti sira po Soxhlet-Henkel-u

Kako bi se odredila titracijska kiselost sira po Soxhlet-Henkel-u, u dvije Erlenmeyerove
tikvice odvagano je po 5 g sira koji je prethodno usitnjen i otopljen u taironiku uz dodatak manje
koli¢ine destilirane vode zagrijane na 50 ‘C. Erlenmeyerove tikvice su potom nadopunjene
destiliranom vodom od 50 ‘C tako da je ukupna koli¢ina suspenzije u tikvicama iznosila 100
mL. U prvu Erlenmeyeovu tikvicu otpipetirano je 1 mL otopine kobaltovog sulfata te je ta
otopina koriStena kao standard na Ciju se boju referiralo tijekom titriranja. U drugu
Erlenmeyerovu tikvicu dodano je 1 mL 2 %-tnog fenolftaleina te se titriralo sa 0,1 M NaOH do
pojave blijedo crvene boje identi¢ne boji u tikvici sa standardom (Bozanic i sur., 2010).
Kiselost sira racunata je prema formuli:

°SH=ax8xf [2]

gdje je a = mL 0,1 M NaOH utroSene za neutralizaciju

f = faktor otopine NaOH

8 = razrjedenje

3.2.7. Odredivanje indeksa boje sira

Indeks boje sireva odreden je CIELAB metodom pomocdu kolorimetra kojim su izmjereni
parametri L*, a*, b* (Lancaster i sur., 1997). Cilj ove analize bio je ustvrditi postoji li razlika u
boji izmedu sireva s dodatkom ekstrakta lista masline i kontrolnog sira. Dobivene vrijednosti
parametara L*, a*, b* odnose na sireve s dodatkom ekstrakta, a parametari Lret*, aref*i brer* SE
odnose na kontrolni sir. Na temelju vrijednosti tih parametara izracunata je ukupna promjena
boje, izrazena kao vrijednost AE*, prema nize navedenoj formuli. Tablicom 1 prikazan je utjecaj

razlike izmjerenih parametara na percepciju kod promatraca.

* * % 2 . % 2 x % 2
AE = J (L -Lrer) +(a-args) +(b -brer) [3]

Gdje je:
L* - svjetlina boje ispitivanog uzorka
a* - parametar boje ispitivanog uzorka
b* - parametar boje ispitivanog uzorka

L*wef - svjetlina boje kontrolnog uzorka
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a*ref - parametar boje kontrolnog uzorka

b*.t - parametar boje kontrolnog uzorka

Tablica 1. Percepcija boje kod promatraca opisana pomocu vrijednosti AE* prema modelu
Mokrzycki i Tatol (2011).

AE* Percepcija promatraca
0-1,0 Promatrac¢ ne vidi razliku
1,0-2,0 Samo iskusan promatrac vidi razliku
2,0-3,5 Neiskusan promatrag¢ vidi razliku
3,5-5,0 Vidljiva jasna razlika u boji

>5,0 Promatrac vidi dvije razliCite boje

3.2.8. Odredivanje teksture sira

Odredivanje teksture sira provedeno je koridtenjem teksturometra. Uzorak sira
prebacen je u laboratorijsku ¢asu od 50 mL koja je potom postavljena na sredinu postolja
teksturometra i podvrgnuti kompresiji dva puta do 50 % deformacije ¢elijom mase 50 kg.
Kompresija se provodila brzinom 1 m s™ s razmakom od 5 sekundi izmedu dva ciklusa Sto se
definiralo pomoc¢u raCunala. Rezultati su zabiljeZeni u raCunalu a za njihovu obradu koristen je

softver NexygenPlus.

3.2.9. Odredivanje kemijskog sastava sira

Kemijski sastav sireva odreden je pomo¢u FoodScan™ 2 Lab uredaja s FOSS ANN
kalibracijom za mlijeCne proizvode (FOSS Analytical A/S) pri ¢emu su odredivani udjeli
mlije¢ne masti, zasi¢enih masnih kiselina, mlijeCne masti u suhoj tvari, proteina, soli, viage i
ukupne suhe tvari. Uredaj provodi analizu koriStenjem NIR (eng. near infrared) zraCenja valne
duljine u podrucju od 850 do 1100 nm. Mjerenje se provelo tako da se uklju€ilo racunalo i
uredaj te se pokrenula Food Scan 2 aplikacija. Prvo se provela slijepa proba tako da se u
kuciSte uredaja stavio uzorak izraden od bijele delrin plastike i pokrenula aplikacija na
raCunalu. Potom je bilo potrebno kalibrirati uredaj prema uputama proizvodaca ovisno o
ispitivanom uzorku, a nakon toga se provela analiza uzorka. Mjerenja su provedena na 15 g

usitnjenog sira u plasti¢noj Petrijevoj posudi promjer 90 mm.

3.2.10. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola
Koncentracija ukupnih fenola odredena je primjenom spektrofotometrijske metode koja
se temelji na kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem

intenziteta nastalog obojenja pri valnoj duljini od 765 nm (modificirano prema Shortle i sur.,
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2014). Analiza je provedena na koncentriranom ekstraktu lista masline te na supernatantima
uzoraka sireva. Koncentrirani ekstrakt lista masline bilo je potrebno razrijediti 50 puta
destiliranom vodom kako bi se dobio rezultat apsorbancije u rangu prihvatljivosti, odnosno
vrijednost izmedu 0 i 1.

Supernatanti su pripremljeni na nacin da se uzorak sira mase 20 g homogenizirao s 20
mL destilirane vode 2 minute. Homogenizirani uzorak je potom centrifugiran 10 minuta, na 10
000 rpm, pri 5 °C, a po zavrSetku je dobiveni supernatant izdvojen mikropipetom i skladisten

na + 4 °C do upotrebe (modificirano prema Apostolidis i sur., 2007).

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu redom je otpipetirano 0,1 mL pripremljenog uzorka, 0,2 mL Folin-
Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane vode i nakon nekoliko minuta 1 mL 20 %-tne otopine
natrijevog karbonata. Sve skupa je homogenizirano pomoc¢u Vortexa, a potom su uzorci
stavljeni u vodenu kupelj na termostatiranje 25 min pri temperaturi 50 °C. Po zavrSetku
termostatiranja izmjerena je apsorbancija na spektrofotometru pri 765 nm. Na isti nacin
pripremljena je i slijepa proba, ali se umjesto uzorka dodavalo otapalo za ekstrakciju odnosno
destilirana voda.

Izrada bazdarnog pravca:

Kako bi se izradio bazdarni pravac prvo je izvagano 0,5 g galne kiseline na analiti¢koj
vagi. Galna kiselina je otopljena u 10 mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL, a
potom je tikvica do oznake napunjena destiliranom vodom.
Od pripremljenog standarda galne kiseline pripremljena su razrjedenja s destiliranom vodom
u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da su u dobivene otopine koncentracije 50, 100, 150,
200250 mg L™. Daljnji postupak pripreme reakcijskih smjesa i o€itavanja apsorbancije jednak
je kao i za prethodno opisane uzorke.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija (tablica 2) dobiven je bazdarni pravac (slika 5)

pomocu Microsoft Excel programa.

Tablica 2. Apsorbancija pri 765 nm u ovisnosti o koncentraciji galne kiseline

Galna kiselina (mg L™) A (765)
50 0,157
100 0,314
150 0,513
200 0,689
250 0,814

18



0,900
0,800
0,700
0,600
0,500

y = 0,0034x - 0,0093
R?=0,995

0,400
0,300
0,200

A (765 nm)

0,100

0,000
0 50 100 150 200 250 300

Galna kiselina [mg L™]

Slika 5. Bazdarni pravac za galnu kiselinu.

Dobivena jednadzZba pravca glasi:
Y = 0,0034X - 0,0093 [4]
gdje je:
Y- apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg L)

Koncentracija ukupnih fenola u uzorcima sireva i ekstraktu lista masline koji nisu razrjedivani
izraCunata je prema dobivenoj jednadzbi pravca, a ukoliko su uzorci bili razrjedivani

koncentracija ukupnih fenola izraCunata je prema formuli:

X (mg mL™) = X' (mg mL™) * razrjedenje [5]

gdje je:
X- koncentracija ukupnih fenola u uzorku
X' —(Y+0,0093)/0,0034 (iz jednadzbe pravca)

3.2.11. Odredivanje koncentracije ukupnih flavanoida

Koncentracija ukupnih flavonoida u ekstraktu lista masline i sirevima odredena je
spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na kolorimetrijskoj reakciji aluminijeva klorida
i koja ima apsorpcijski maksimum pri 415 nm (Aryal i sur., 2019).
Uzorak ekstrakta lista masline je prireden tako da je razrijeden destiliranom vodom 50 puta, a

supernatanti sireva dobiveni su postupkom koji opisan u poglavlju 3.2.10.
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Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu redom je otpipetirano 1 mL uzorka, 0,2 mL 10 %-tne otopine AICI3,
0,2 mL 1 M otopine kalijevog acetata i 5,6 mL destilirane vode. Sadrzaj epruveta je potom
homogeniziran pomocu Vortexa i inkubiran na sobnoj temperaturi 30 min, a potom je ocitana
apsorbancija pri 415 nm. Slijepa proba je pripremljena na isti nac¢in, samo je umjesto uzorka

dodana destilirana voda u istoj kolicini.

Izrada bazdarnog pravca:

U svrhu izrade bazdarnog pravca odvagano je 10 mg kvercetina i otopljeno u metanolu
u odmijernoj tikvici od 50 mL koja je nadopunjena do oznake. Iz otopine kvercetina potom su
pripremljena razriedenja s metanolom u koncentracijama 0, 25, 50, 75, 100, 150i 175 yg mL™.
Daljnji postupak pripreme reakcijskih smjesa i oCitavanja apsorbancije jednak je kao i za
prethodno opisane uzorke. Slijepa proba sadrzavala je sve osim uzorka umjesto kojeg je
dodana destilirana voda.

Tablica 3 prikazuje koncentracije kvercetina s izmjerenim vrijednostima apsorbancije.
Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije otopine kvercetina izraden je bazdarni pravac (slika 6)

pomocu racunalnog programa (Microsoft Office Exce).

Tablica 3. Apsorbancija pri 415 nm u ovisnosti o koncentraciji kvercetina

Kvercetin (ug L™) A(415)
0 0,003

25 0,042

50 0,082

75 0,114

100 0,171

150 0,235

175 0,270
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Slika 6. Bazdarni pravac za kvercetin.

Dobivena jednadzZba pravca glasi:

Y =0,0015X + 0,0044 [6]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 415 nm

X — koncentracija kvercetina (ug L™?)

Koncentracija ukupnih flavonoida u uzorcima ekstrakta lista masline i sireva koji nisu
razriedivani izraCunata je prema dobivenoj jednadzbi pravca.

Koncentracija ukupnih flavonoida u razrjedivanim uzorcima izraCunata je prema formuli:

X (mg mL™) = X' (mg mL™) * razrjedenje [7]

gdje je:
X- koncentracija ukupnih flavonoida u uzorku
X' —(Y-0,0044)/0,0015 (iz jednadzbe pravca)

3.2.12. Odredivanje antioksidacijske aktivhosti FRAP metodom

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakta lista masline i sireva primijenjena
je FRAP metoda koja se temelji na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojen produkt koji ima apsorpcijski
maksimumom pri 593 nm (Benzie i Strain, 1996).

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzorci sira pripremljeni su istim postupkom
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kao i za prethodne dvije metode, dok je ekstrakt lista masline bilo potrebno razrijediti

destiliranom vodom 150 puta.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 240 yL destilirane vode, 80 uL prethodno
pripremlienog uzorka i 2080 uL pripremljenog FRAP reagensa. Sve skupa je dobro
homogenizirano pomoc¢u Vortexa, a potom stavljeno 5 min na termostatiranje u vodenu kupelj
na 37 °C. Nakon termostatiranja izmjerena je apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba

pripremljena je na isti nacin, ali je umjesto uzorka dodana destilirana voda u istoj koli€ini.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremljena je 2 mmol L otopina Trolox-a od koje su
potom pripremljen razrijedenja u koncentracijama 75, 100, 125, 300, 500, 600 i 750 puM.
Daljnji postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti pripremljenih razriedenja proveden je
po prethodno opisanom postupku.

Tablica 4 prikazuje koncentracije Trolox-a s izmjerenim vrijednostima apsorbancije.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije otopine Trolox-a izraden je bazdarni pravac (slika 7)

pomocu racunalnog programa (Microsoft Office Excel).

Tablica 4. Apsorbancija pri 593 nm u ovisnosti 0 koncentraciji Trolox-a

Trolox (umol L™) A(593)
75 0,100

100 0,150

125 0,199

300 0,402

500 0,589

600 0,663

750 0,806
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Slika 7. Bazdarni pravac za Trolox.

Dobivena jednadzZba pravca glasi:

Y =0,001X + 0,0572 [8]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (umol L)
Antioksidacijska aktivnost u uzorcima ekstrakta lista masline i sireva koji nisu razrjedivani
izraCunat je prema dobivenoj jednadzbi pravca, a ukoliko su uzorci bili razrjedivani

antioksidacijska aktivnost izracunat je prema formuli:

X (mg mL?) = X' (mg mL?) * razrjedenje [9]

gdje je:
X — antioksidacijska aktivnost uzorka
X' —(Y-0,0572)/0,001 (iz jednadzbe pravca)

3.2.13. Odredivanje antioksidacijske aktivhosti DPPH metodom

DPPH metoda je spektrofotometrijska metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti
koja se temelji ha sposobnosti uklanjanja radikala antioksidansom DPPH koji donira jedan
vodik duSiku s jednim nesparenim elektronom odgovarajuceg hidrazina. DPPH ne dimerizira
kao ostali slobodni radikali ve¢ je stabilan radikal zbog delokalizacije elektrona preko cijele
molekule. Upravo ta delokalizacija uzrokuje ljubiCastu boju s apsorbancijom na 520 nm u
otopini etanola (Pregiban, 2017).

Uzorak ekstrakta lista masline prireden je tako da je razrijeden destiliranom vodom 150
puta, a uzorci sireva tako da se supernatanti, koji su priredeni na ve¢ opisan nacin u poglavlju

3.2.10., razrijedeni 15 puta destiliranom vodom.
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Postupak odredivanja:

U staklene epruvete redom je otpipetirano 800 uL DPPH reagensa (0.1 mM DPPH
pripremlien u 95% metanolu) i 200 puL uzorka, uzorci su zatim homogenizirani na vortexu i
stavljeni na inkubaciju 30 minuta na sobnoj temperaturi u tami. Slijepa proba pripremljena je
na isti nacin osim dodavanja uzorka - umjesto njega dodan je metanol u istoj koli¢ini. Po isteku
vremena inkubacije, izmjerena je apsorbancija uzoraka na valnoj duljini od 517 nm.
Sposobnost redukcije radikala izraCunata je prema jednadzbi:

Asp-Au

% DPPH redukcije radikala = x 100 [10]

gdje je:
Asp — apsorbancija slijepe probe
Au — apsorbancija uzorka (Sangsopha i sur., 2019)

Dobivene vrijednosti za uzorke sireva potom su pomnozene s 15 zbog toga to su bili
razrijedeni 15 puta, a vrijednost dobivena za ekstrakt lista masline pomnozZena je s 150 takoder

zbog razrjedenja uzorka.

3.2.14. Mikrobioloske analize mlijeka i sireva

U svrhu izrade ovog rada provedene su i mikrobioloSke analize svjezih sireva. U svim
uzorcima sireva odredivao se broj kvasaca i plijesni (KiP), broj enterobakterija (E), ukupan broj
bakterija (UB) te broj koagulaza pozitivnih stafilokoka (S). Mikrobioloska analiza sireva
provodila se 1.,7.,14., 21. i 28. dan skladiStenja u plasti¢nim vre¢icama na 4 °C u hladnjaku.
MikrobioloSke analize provedene su direktnom metodom nacjepljivanja decimalnih razriedenja
na hranjive podloge te inkubacijom na temperaturama pogodnim za rast analiziranih
mikroorganizama (BoZzanic¢ i sur., 2010). Kao referentne vrijednosti za ukupan broj bakterija,
kvasaca i plijesni te enterobakterija koriSteni su kriteriji nacionalnog Vodi¢a (2011), dok su za
koagulaza pozitivne stafilokoke koriStene vrijednosti definirane Zakonom o higijeni hrane i
mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN 83/22) s pripadaju¢om Uredbom 2073/2005.

Priprema uzorka sira:

Na tehnickoj laboratorijskoj vagi odvagano je 10 g sira koji je potom usitnjen u tarioniku
uz postupno dodavanje 90 mL 2 %-tne otopine natrijevog citrata koji je prethodno zagrijan na
oko 45 "C. Sadrzaj tarionika kvantitativno je prenesen u sterilnu Erlenmeyerovu tikvicu sa
staklenim zrncima i prije pipetiranja, te pripreme decimalnih razrijedenja, sadrzaj se dobro
homogenizirao.

Priprema fizioloSke otopine:

Odvagano je 9 g natrijevog klorida (NaCl) i otopljeno u 1000 mL destilirane vode. Zatim
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je po 9 mL pripremljene fizioloSke otopine razdijeljeno u staklene epruvete koje su se potom

zacepile te autoklavirale na 121 °C 15 minuta.

Priprema 2 %-tne otopine natrijevog citrata:
Odvagano je 20 g soli i pripremljeno 1000 mL destilirane vode. Destilirana voda se
zagrijala na 45 — 50 ‘C i nakon toga se u nju dodalo 20 g soli. Tako pripremljena otopina

prelivena je u boce po 180 mL te autoklavirana na 121 ‘C 15 minuta.

Priprema decimalnih razrjedenja:

Iz prethodno pripremljenog homogeniziranog uzorka se sterilnom pipetom otpipetiralo
1 mL uzorka u epruvetu sa 9 mL sterilne fizioloSke otopine te se nastalo razrjedenje dobro
homogeniziralo na vortexu. Potom se 1 mL homogeniziranog razrjedenja steriinom pipetom
prenjelo u 9 mL fizioloSke otopine te se sadrzaj dobro homogenizirao na vortexu. Opisani

postupak se ponavljao dok se nije dobio Zeljeni broj decimalnih razrjedenja.

Priprema hranjivih podloga:

Definirana koli¢ina hranjive podloge, koja je navedena od strane proizvodacla, je
odvagana i prenesena u Erlenmeyerovu tikvicu. Erlenmeyerova tikvica se zagrijavala na
elektricnom grijacu s magnetskom mijeSalicom tako da se sav sadrzaj tikvice mijeSao i u
konacnici otopio. Dobivena hranjiva podloga (za odredivanje ukupnog broja bakterija i broja
kvasci i plijesni) se kvantitativho prenijela u infuzijske boce koje su se potom zatvorile i
sterilizirale u autoklavu na 121 “C 15 minuta. Dobivena hranjiva podloga za odredivanje broja
koagulaza pozitivnih stafilokoka se sterilizirala u autoklavu na 121 ‘C 15 minuta, nakon toga
se dodao eggyolk, sve se pomijeSalo te se nakon toga razlilo u sterilne Petrijeve zdjelice u
kojima se na hladnom mjestu Cuvala do upotrebe. Hranjiva podloga za enterobakterije se

pripremala na nacin kao i one za odredivanje ukupnog broja bakterija te broja kvasaca i plijesni.

Nacjepljivanje i inkubacija ploca:

Kako bi se odredio broj koagulaza pozitivnih stafilokoka u uzorku sira, mikropipetom se
otpipetiralo 100 uL homogeniziranog decimalnog razrjedenja na &vrstu hranjivu podlogu.
Uzorak se jednoliko razmazao po cijeloj podlozi pomocu Stapi¢a po Drigalskom koji je prije
toga umocen u etanol te spaljen na plameniku. Nacijepljene ploe su okrenute naopako te
inkubirane. Nacijepljene ploCe za enterobakterije se se inkubirale 24 h na temperaturi 37 'C, a
nacijepljene plo€e za koagulaza pozitivne stafilokoke su se inkubirlea 48 h na temperaturi od
32°C.

Za odredivanje ukupnog broja bakterija te broja kvasaca i plijesni, mikropipetom se

izuzelo 1 mL prethodno homogeniziranog decimalnog razrjedenja te ispustilo u sterilnu
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Petrijevu zdjelicu. Nakon pipetiranja svih razrjedenja u sterilne Petrijeve zdjelice, u svaku se
dodalo 10-12 mL hranjive podloge koja je prethodno rastopliena na temperaturi visoj od 100
‘C te ohladena u vodenoj kupelji na 45 ‘C. Nakon izlijevanja hranjive podloge, sadrzaj plo¢a se
homogenizirao blagim kruznim pokretima te se pricekalo 10 do 15 minuta da se podloga
potpuno skrutne. Plo€e su zatim okrenute naopako te inkubirane tako da su nacijepljene plo¢e
za ukupan broj bakterija inkubirane na 32 °C 48 h, a nacijepliene ploce za broj kvasaca i plijesni

na sobnoj temperaturi 72 h.

Ocitavanje rezultata:

Narasle kolonije izbrojane su na brojacu kolonija. U slu¢aju kada da su kolonije bile
presitne, brojale su se pod odredenim povec¢anjem. Za brojanje su odabrane plo¢e na kojima
je naraslo izmedu 30 i 300 kolonija. Broj kolonija se zatim pomnozio s decimalnim razriedenjem

te se na taj nacin odredio broj mikroorganizama u 1 mL uzorka.

Interpretacija rezultata:

Kriteriji za prac¢enje mikrobioloSke kvalitete sira preuzeti su za enterobakterije i kvasce
i plijesni iz Vodi¢a za mikrobioloSke kriterije za hranu (2009), a za koagulaza pozitivhe
stafilokoke iz Zakona o higijeni hrane i mikrobioloSkim kriterijima za hranu (NN 83/22) i

pripadaju¢e Uredbe 2073/2005. Navedeni kriteriji su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Kriteriji za pracenje mikrobioloSke kvalitete sireva (Vodi€ za mikrobioloSke kriterije
za hranu, 2009. Uredba 2073/2005%).

PARAMETAR KRITERNJI (Maksimalno dopustena
vrijednost)
Kvasci i plijesni 103 CFU g
Koagulaza pozitivni 10 CFU gt
stafilokoki*(Staphylococcus aureus)
Enterobakterije 102 CFU g
Ukupan broj bakterija 103 CFU gt

3.2.15. Senzorska analiza pomocu testa prihvatljivosti

Prije plasiranja novog prehrambenog proizvoda na trZiste, vrlo je vazno procijeniti
prihvatljivost tog proizvoda medu potro$acima. 1z tog razloga provodi se ocjena prihvatljivosti
potrosaca, koja ukljuCuje veliku skupinu ispitanika koji predstavljaju potencijalne potro$ace i
koji pripadaju ciljnoj skupini kojoj je proizvod namijenjen. Za ocjenjivanje sireva koristena je

hedonisticka skala prema Peryamu, koja se sastoji od devet mogucih odgovora, jednostavna
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je i pruza velike mogucnosti za statistiCku obradu rezultata (Tratnik i BoZani¢, 2012).
Hedonisti¢ka skala prema Peryamu:

- narocito visoko pozeljan (9)

- visoko pozeljan (8)

- osrednje pozeljan (7)

- neznatno pozeljan (6)

- neutralan (5)

- neznatno nepozeljan (4)

- osrednje nepozeljan (3)

- visoko nepozeljan (2)

- narocito visoko nepozeljan (1)

Iz dobivenih rezultata senzorske analize hedonistickom skalom, izraunati su statisticki
parametri: aritmetiCka sredina, standardna devijacija, koeficijent varijabilnosti i poZeljnost,

prema sljedeéim formulama:

Aritmetic¢ka sredina (A):

X1 +X2+"'Xi

A= [11]

n
gdje je x4+xo+:--Xx; brojevni niz podataka, n ukupan broj ispitanika za svaki uzorak.

Standardna devijacija (s):

s=4/s2 [12]

pri éemu je s?:

s2= 1. 30 (x-A)? [13]

n |

gdje je n ukupan broj ispitanika za svaki uzorak, A aritmeti¢ka sredina, xy,...x, brojevni niz

podataka.

Koeficijent varijabilnosti (c,):

cy = %-100 (%) [14]

gdje je s standardna devijacija, A aritmeti¢ka sredina.
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Postotak nepozeljnosti (N):

100 [15]

<1-

gdje je | broj ispitanika koji su uzorku dali ocjenu niZu od pet, Y ukupan broj ispitanika.

Postotak pozeljnosti (P):
P=100-N [16]

gdje je N postotak nepozeljnosti.

Kako bi se uzorak okarakterizirao kao prihvatljiv mora biti ocijenjen minimalno s

ocjenom 7 (Bozanié¢ i sur., 2001; Vah¢€i¢ i sur., 1993).

3.2.16. Obrada podataka

Rezultati mjerenja dobiveni u ovom radu izrazeni su kao prosjecne vrijednosti tri
mjerenja uz standardnu devijaciju pomocu programa Microsoft Office Excel 365®. Provedena
je analiza varijance (One-Way ANOVA) i Duncanov test rezultata dobivenih senzorskom

analizom prihvatljivosti kod potrosaca.
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4, REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka ekstrakta lista masline na kvalitetu svjezeg
kravljeg sira skladidtenog na 4 °C tijekom 28 dana.

Svim proizvedenim uzorcima odreden je aktivitet vode (slika 9), pH i titracijska kiselost
(slika 10), indeks boje (tablica 6, slika 11), tekstura (tablica 7), kemijski sastav (slike 12—-15),
koncentracija ukupnih fenola (slika 16), koncentracija ukupnih flavonoida (slika 17),
antioksidacijska aktivnost (slika 18, slika 19) te su provedene mikrobioloSke analize (tablica 8,
tablica 9) u periodu 1., 7., 14., 21. i 28. dan skladiStenja. Prinos sira (slika 8) odreden je 1. dan

nakon proizvodnje, a senzorska analiza (tablica 10, tablica 11) 3. dan nakon proizvodnje
sireva.

4.1. REZULTATI FIZIKALNO-KEMIJSKIH MJERENJA
4.1.1. Prinos sira

Prinos sireva proizvedenih iz kravljeg mlijeka naj¢eSce se krece u rasponu od 15 do 16
%. Varijacije u prinosu sira posljedica su varijacija samog sastava sira, odnosnho udjela
komponenti kao $to su proteini, mast i voda (Hayaloglu, 2017). Prinos sireva proizvedenih u
sklopu izrade ovog rada prikazan je slikom 8.

32
315
31
30,5
30
29,5
29
N
28

K EC50 EC75

Prinos sira (%)

Uzorak

Slika 8. Prinos sira (%) bez dodatka ekstrakta lista masline K te sireva s dodatkom ekstrakta
lista masline EC50 i EC75. Ekstrakt lista masline dodavan je u 2 razliCite koncentracije
odredene DPPH metodom kao efektivne koncentracije ukupnih fenola potrebne za inhibiciju
50i 75 % DPPH reagensa.

Prinosi sireva proizvedenih u sklopu ovog rada krec¢u se u rasponu od 28,93 do 31,95
% na temelju ¢ega se moze zakljuCiti kako dodatak ekstrakta lista masline nije znacajnije

utjecao na prinos sireva. Do istog zaklju¢ka dosli su Zandona i sur. (2024) u svom istraZivanju
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na svjezem siru te BarukCic¢ i sur. (2022) u istrazivanju provedenom na jogurtu od kravljeg
mlijeka.

U istrazivanju iz 2020b koje su proveli Barukgi¢ i sur. ispitan je utjecaj razli€itih
selektiranih starter kultura na svojstva i trajnost svjezeg sira te je u njemu zabiljezen prinos
sireva u rasponu od 26 do 29 % $to se podudara s rasponom dobivenom u ovom radu. U
diplomskom radu Hrvatin (2018) prinos svjezih sireva s dodatkom ekstrakta majcine dusice
varirao je u rasponu od 19,7 do 22,5 %, a sli¢ne vrijednosti takoder su dobivene u diplomskom
radu Lovri¢ (2018) gdje se prinos svjezih sireva s dodatkom ekstrakta maj€ine dusice kretao u
rasponu od 19,7 do 21,9 % Sto su nesto nizi rasponi u odnosu na raspon prinosa dobiven u
ovom radu. Visi prinosi sireva od onih pronadenih u literaturi mogu biti rezultat provodenja
pasterizacije mlijeka uslijed koje je doslo do interakcija izmedu denaturiranih proteina sirutke i

K-kazeina (Marasovi¢, 2017).

4.1.2. Aktivitet vode

Aktivitet vode definira se kao omijer tlaka vodene pare iznad povrSine sira i vodene pare
prisutne u siru na istoj temperaturi (Havranek i sur., 2014). To jedan je od znacajnijih
parametara kvalitete u prehrambenoj industriji jer uvelike utje€e na mikrobioloSku kvalitetu te
enzimsku aktivnost u gotovim proizvodima (Kaya i Oner, 1996). Na slici 9 prikazana je ovisnost

vrijednosti aktiviteta vode o vremenu skladiStenja uzoraka sira.
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Vrijeme skladiStenja u danima

aw

Slika 9. Ovisnosti vrijednosti aktiviteta vode (aw) 0 trajanju skladistenja za kontrolni sir K i
uzorke s dodatkom ekstrakta lista masline EC50 i EC75.

Tijekom skladiStenja kroz 28 dana vrijednosti aktiviteta vode (aw) bile su stabilne za sve
sireve i kretale su se od 0,62 do 0,89. Rezultat su u skladu s onima koje su dobili Zandona i

sur. (2024) te Kaya i Oner (1996). Aktivitet vode usko je povezan s udjelom vode u siru koji

30



uvelike ovisi 0o koracima proizvodnje kao $to su soljenje, cijedenje i vrijeme skladiStenja. S
obzirom da su sirevi proizvedeni bez dodatka soli i da su cijedeni pod vlastitom tezinom, u
njima je zaostao veliku udio vode §to je rezultiralo stabilnim i visokim vrijednostima aktiviteta

vode u svim sirevima tijekom skladistenja.

4.1.3. pH vrijednost i titracijska kiselost sira

U sirarstvu pH vrijednost mlijeka je zna€ajan parametar koji utje€e na aktivhost enzima
i koli¢inu prisutnih Ca?* iona, a obi¢no se kre¢e oko 6,7. lzmjerena pH vrijednost mlijeka
koriStenog za proizvodnju sireva u ovom istrazivanju iznosila je 6,48. Bagheripoor i sur. (2018)
navode kako su pH i kiselost klju¢ni parametri za karakteristike gotovog proizvoda, odnosno
sira, jer uvelike utje€u na okus proizvoda ali i inhibiranje rasta mnogih mikroorganizama §to
posliedi¢no utjeCe na trajnost sira. Na slici 10 prikazana je ovisnost titracijske kiselosti i pH

vrijednosti sireva o vremenu skladistenja.
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Slika 10. Prikaz ovisnosti titracijske kiselosti (stupci) i pH vrijednosti (linije) kontrolnog sira K i
sireva s dodatkom ekstrakta lista masline EC50 i EC75 o vremenu skladistenja.

pH vrijednosti sireva tijekom skladiStenja kretale su se u rasponu od 4,23 do 4,37 Sto
je sukladno rezultatima istrazivanja koje su proveli Baruk€ic i sur. (2020a) gdje je zabiljeZzen
raspon pH vrijednosti svjezih sireva od 4,32 do 4,54. Kontrolni sir K imao je nize pH vrijednosti
u odnosu na sireve EC50 i EC75 Sto moze biti posljedica raspada fenolnih spojeva u sirevima
EC50 i EC75 kod kojih je bila povecana koncentracija tih spojeva zbog dodatka ekstrakta lista
masline. Zandona i sur. (2024) takoder su zabiljezili viS§i pH u sirevima koje su proizveli iz
mlijeka u koje je dodan ekstrakt lista masline. Titracijska kiselost kretala se u rasponu od 44,24

do 65,36 °SH Sto se podudara s rezultatima istrazivanja koje je provela Hrvatin (2018) na
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svjezem siru a koji su iznosili 49,60 do 65,10 °SH. Kao $to je prikazano na slici 10, u svim
sirevima je tijekom skladiStenja doSlo do pada pH vrijednosti koji je bio popraéen porastom
titracijske kiselosti. Pad pH vrijednosti tijekom skladistenja moze biti rezultat povecéanja
koncentracije mlijeéne kiseline koja nastaje tijekom fermentacije, ali i formiranja ugljicne
kiseline koja nastaje otapanjem CO u kiselom mediju. Babi¢ (2009) navodi kako su visoke
vrijednosti titracijske kiselosti ¢esto rezultat veéeg udjela proteina, fosfata i kalcija u mlijeku.
Sant’Ana i sur. (2013) u svom istrazivanju pratili su nutritivne i senzorske karakteristike svjezih
sireva proizvedenih od kozjeg i kravljeg mlijeka te su takoder zabiljeZili pad pH vrijednosti i

usporedni rast titracijske kiselosti tijekom skladiStenja svjezih sireva.

4.1.4. Indeks boje sira

L*, a* i b* su parametri pomoéu kojih se boja izrazava u trodimenzionalnom sustavu.
L* vrijednost oznaCava svjetlinu uzorka, a skala se kre¢e od 0 (crna boja) do 100 (bijela boja).
Vrijednosti parametra a* kre¢u se u rasponu od -100 (zelena boja) do +100 (crvena boja).
Vrijednosti parametra b* takoder se kre¢u u rasponu od -100 (plava boja) do +100 (zuta boja)
(Lancaster i sur., 1997). Tablicom 6 prikazani su parametri L*, a* i b* odreden za uzorke sireva
K, EC50 i EC75 tijekom skladistenja.

Tablica 6. L*, a* i b* vrijednosti za kontrolni sir K i sireve s dodatkom ekstrakta lista masline
EC50 i EC75 tijekom skladistenja kroz 28 dana.

VRIJEME
SKLADISTENJA UZORAK L* a* b*

K 88,61 -1,82 9,56
1. DAN EC50 80,05 -0,45 9,08
EC75 78,41 -0,43 9,93
K 86,18 -1,59 8,84
7 DAN EC50 81,3 -0,79 10,06
EC75 72,79 -0,77 9,96
K 84,96 -1,72 10,01
14. DAN EC50 80,25 -1,03 10,82
EC75 78,82 -0,55 12,17
K 88,36 -1,71 10,51
21. DAN EC50 81,49 -1,35 10,28
EC75 77,79 -1,01 9,97
K 95,53 -2,16 9,06
28. DAN EC50 83,39 -1,65 11,16
EC75 81,01 -1,24 10,96

Prema dobivenim rezultatima kontrolni sir K je svjetliji od uzoraka EC50 i EC75 $to je
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bilo i za o€ekivati s obzirom da je u uzorke EC50 i EC75 dodan ekstrakt lista masline. Takoder,
sir EC75 je tamniji od sira EC50 s obzirom da je u njega dodana veca koli¢ina ekstrakta lista
masline. Promatraju¢i a* i b* parametre vidljivo je da u svim sirevima prevladavaju zelene i
zute nijanse. Dobiveni rezultati iskoristeni su za izracun parametra AE* (razlika u boji) pomocu
kojeg se moze opisati percepcija promatraca. Ovisnost izraCunatih vrijednosti AE* parametar

o vremenu skladistenja prikazana je na slici 11.

18
16
14

12
1
mEC50
I mEC75
1 7 14 21 28

Vrijeme skladiStenja u danima

AE*
o

o N B OO 0

Slika 11. Ovisnost razlike u boji (AE*) sireva s dodatkom ekstrakta lista masline EC50 i
EC75 u odnosu na kontrolni sir K o vremenu skladistenja kroz 28 dana.

Sir EC50 manje se razlikovao u boji od kontrolnog sira K jer je u njega stavljena manja
koli¢ina ekstrakta lista masline, dok se sir EC75 znac&ajnije razlikovao od kontrolnog sira K jer
je u njega stavljena veca koli¢ina ekstrakta. Tijekom skladiStenja sireva zabiljeZen je porast
razlike u boji sireva Sto se moze pripisati razli€itim procesima koji su se odvijali tijekom
skladiStenja sireva kao 3to su oksidacija, enzimska i mikrobioloSka aktivnost. Najniza
izraCunata AE* vrijednosti iznosi 4,83 za sir EC50 nakon 14 dana skladistenja, a najvisa 14,67
za sir EC75 nakon 28 dana skladistenja. Na temelju tih rezultata i informacija iz tablice 1, moze
se zakljuciti kako je vidljiva jasna razlika u boji kod svih uzoraka sireva te da promatra¢ moze

vidjeti dvije razliCite boje nakon skladiStenja sireva kroz 28 dana.

4.1.5. Tekstura sira

Tekstura se obi¢no opisuje kao osjetilni dojam strukture proizvoda i nacin na koji ta
struktura odgovara na primijenjenu silu. U slucaju sira, tekstura se mijenja tijekom skladistenja
zbog raznih kemijskih, biokemijskih i mikrobioloskih reakcija (Kongo i Malcata, 2016). Prema

Pravilniku o sirevima i proizvodima od sireva (2009), sirevi se kategoriziraju na ekstra tvrde,
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tvrde, polutvrde, meke i svjeze sireve. U ovom radu odredeni su sljedeci parametri teksture:
tvrdoc¢a, adhezivnosti, konzistencija i ljepljivost. Tvrdoca je definirana kao sila koju je potrebno
primijeniti na uzorak kako bi se postigla deformacija, a adhezivnost kao rad koji je potrebno
obaviti kako bi se nadiSle sile izmedu razliitih materijala (Kongo i Malcata, 2016).
Konzistencija se definira kao fizicko svojstvo materijala koje opisuje njegovu unutarnju
strukturu i stupanj kohezivnosti, a ljepljivost kao svojstvo materijala da se priviemeno ili trajno
pridrzava drugih povrsina prilikom kontakta (Hrvatska enciklopedija, 2024). Izmjereni parametri

teksture prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Ovisnost parametara teksture kontrolnog siru K i sireva s dodatkom ekstrakta lista
masline EC50 i EC75 o vremenu skladistenja.

Uzorak 1. dan 7.dan 14. dan 21. dan 28. dan
Tvrdoéa (N)

K 1,31+0,02 | 162+0,05 | 430+005 | 2,66+0,20 | 0,71 +0,07
EC50 1,27 £ 0,00 1,45 £ 0,00 2,05+ 0,03 1,52+ 0,03 0,67 + 0,05
EC75 0,96 £ 0,00 1,50 £ 0,00 1,63+0,14 1,01+0,01 0,55 £ 0,02

Adhezivnost (N)

K 322+0,85 | 501+0,18 | 896+530 | 10,56+1,64 | 1,21+0,66
EC50 3,81+0,00 | 340000 | 7,02+2,09 | 7,22+1,12 | 2,50+0,41
EC75 443+0,00 | 2,83+0,00 | 10,30+0,30 | 5,02+0,20 | 2,46+0,45

Konzistencija (Nmm)

K 13,18+ 0,03 | 12,70+2,25 | 34,46+7,89 | 19,61+6,66 | 5,79+0,11
EC50 11,32+ 0,00 | 13,40+0,00 | 16,13+3,80 | 11,98+ 2,00 | 5,87 £ 0,04
EC75 9,33+0,00 | 10,99+0,00 | 13,45+4,21 | 833+1,13 | 4,71+£0,80

Ljepljivost (J)
K 0,0008 * 0,0014 + 0,0009 * 0,0043 + 0,0002 +
0,0002 0,0006 0,0008 0,0022 0,0001
EC50 0,0008 * 0,0012 + 0,0013 = 0,0017 + 0,0012 +
0,00 0,00 0,00 0,0002 0,0010
EC75 0,0011 % 0,0008 + 0,0060 * 0,0033 + 0,0004 +
0,00 0,00 0,0009 0,0002 0,00

Rezultati prikazani u tablici 7 ukazuju na to kako su sirevi obogaceni ekstraktom lista
masline imali manju tvrdoCu od kontrolnog sira K tijekom cijelog perioda skladiStenja.
Vrijednosti tvrdocCe kretale su se u rasponu od 0,55 + 0,02 do 4,30 + 0,05 N S§to su nize

vrijednosti od onih koje su odredili Zandona i sur. (2024) u svom istrazivanju na sirevima, a
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koje su iznosile od 3,57 £ 0,43 do 7,49 £ 0,61 N. Ovako niske vrijednosti tvrdo¢e mogu biti
rezultati zadrzavanja vlage u sirevima koji su dodatno obogacéeni ekstraktom lista masline, a
koje je potvrdeno i kemijskom analizom sireva (poglavlje 4.1.6.). Tijekom skladistenja sireva
doSlo je do pada vrijednosti tvrdo¢e kod svih sireva $to je popraceno i padom vrijednosti
adhezivnosti i konzistencije. Takoder, treba naglasiti kako je kontrolni sir K imao vece
vrijednosti konzistencije od sireva s dodatkom ekstrakta lista masline §to je sukladno
rezultatima odredivanja tvrdode. Sto se ti¢e ljepljivosti, generalno su sirevi s dodatkom
ekstrakta lista masline pokazivali vece vrijednosti od kontrolnog sira K. NajviSa vrijednost
liepljivosti zabiljezena je kod sira EC75 14. dan skladiStenja, dok su sirevi K i EC50 najvecu
liepljivost postigli 21. dan skladiStenja nakon ¢ega je slijedio nagli pad vrijednosti kod svih
sireva.

Ovi rezultati sukladni su rezultatima istraZivanja koje su proveli Zandona i sur. (2024)
a prema kojima sirevi obogaéeni ekstraktom lista masline proizvedeni kiselinskom
koagulacijom imaju znac¢ajno nizu tvrdo¢u, gumenost i zvakljivost te ve¢u lomljivost od onih
proizvedenih enzimskom koagulacijom, $to sugerira na utjecaj ekstrakta na proteinsku mrezu.

Osim udjela vlage, masti i proteina, Lucey (2017) navodi kako na teksturu sireva
znacajno utjeCe i kiselost. Ta ovisnost zabiljeZzena je i u ovom istraZivanju gdje je odredeno
kako je tijekom skladiStenja doSlo do pada pH vrijednosti i povecanja kiselosti 5to je bilo
popraé¢eno smanjenjem tvrdoée i konzistencije te poveéanjem ljepljivosti u svim sireva.
Takoder, kod sireva s dodatkom ekstrakta lista masline, kod kojih je zabiljezen nizi pH i ve¢a
kiselost, zabiljezena je manja tvrdoca i veca ljepljivost. Naime, u kiselom mediju se smanjuje
sposobnost vezivanja kalcija u kazeinsku mrezu Sto za posljedicu ima naruSavanje teksture
sireva. Prema tome, mozZe se zakljuCiti kako je dodatak ekstrakta lista masline uzrokovao

zakiseljavanje i posljedi€no smanjenje tvrdoce i konzistencije sireva.

4.1.6. Kemijski sastav sira

Sirevi se kategoriziraju u razne skupine s obzirom na odredene parametre. NajCeSce
se kategoriziraju s obzirom na udio vode u bezmasnoj tvari sira na ekstra tvrdi sir (67 %), tvrdi
sir (49-56 %), polutvrdi sir (54-59 %), meki sir (>67 %) i svjeZi sir (69-85 %). Cesta je podjela i
s obzirom na udio mlije¢ne masti u suhoj tvari na ekstramasne (=60 %), punomasne (=45 i <60
%), masne (225 i <45 %), polumasne (210 i <25 %) i posne (<10 %) (Pravilnik, 2009). U sklopu
izrade ovog rada u sirevima je tijekom 28 dana skladistenja odredivan udio vode u bezmasnoj
tvari, ukupne suhe tvari, mlije€ne masti u suhoj tvari, mlije€ne masti, zasi¢enih masnih kiselina,
proteina i soli. U eksperimentalnom dijelu ovog rada izradeni su masni svjezi sirevi Ciji se udio
vode u bezmasnoj tvari sira 1. dan nakon proizvodnje kretao od 73,52 do 74,56 %, a udio

mlijeCne masti u suhoj tvari od 27,10 do 35,60 %.
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Slika 12. Udjel mlije¢ne masti (stupci) i zasi¢enih masnih kiselina (linije) kontrolnog sira K i
sireva EC50 i EC75 s dodatkom ekstrakta lista masline tijekom 28 dana hladnog
skladistenja.

Slikom 12 prikazani su rezultati odredivanja udjela mlijeéne masti i zasi¢enih masnih
kiselina u sirevima tijekom skladiStenja. Dobiveni rezultati sugeriraju da tijekom skladistenja
sireva nije doslo do znacaijnijih promjena u udjelu mlije¢ne masti svih sireva iako je generalno
gledajuci doSlo do pada vrijednosti nakon 14. i 21. dana skladiStenja. Trend opadanja udjela
mlije¢ne masti u svjezim sirevima tijekom skladistenja zabiljezili su i Barukdi¢ i sur. (2020b)
koji ga povezuju s lipolizom, odnosno razgradnjom masti na komponente kao $to su slobodne
masne kiseline. Slikom 12 prikazan je i porast udjela zasi¢enih masnih kiselina o vremenu
skladistenja Sto ide u prilog teoriji da je tijekom skladiStenja doslo do lipolize mlije¢ne masti
kojom su nastale masne kiseline medu kojima i zasi¢ene masne kiseline. Treba naglasiti kako
su sirevi obogaceni ekstraktom lista masline na kraju skladiStenja imali manji udio zasicenih
masnih kiselina u odnosu na kontrolni uzorak K u koji nije dodan ekstrakt. Na temelju toga
moze se pretpostaviti kako su polifenoli iz ekstrakta lista masline imali inhibirajuéi u¢inak na
enzime lipolize §to je rezultiralo smanjenjem udjela zasic¢enih masnih kiselina u sirevima EC50
i EC75.
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Slika 13. Udjel vode (stupci) i suhe tvari (linije) kontrolnog sira K i sireva EC50 i EC75 s
dodatkom ekstrakta lista masline tijekom 28 dana hladnog skladistenja.

Na slici 13 prikazana je ovisnost udjela vode i ukupne suhe tvari sireva o vremenu
skladistenja. Vrijednosti udjela vode su u pravilu bile stabilne te nisu zna€ajno varirale izmedu
uzoraka niti tijekom skladistenja iako je zabiljezen odredeni pad vrijednosti popracen
proporcionalnim porastom udjela ukupne suhe tvari kroz 28 dana skladidtenja. Takvi rezultati
se mogu pripisati izdvajanju sirutke tijekom skladistenja te su sukladni rezultatima prijasnjih
istraZivanja (Kizilirmak i sur., 2009). Visoki udio vezane vode u sirevima rezultat je procesa
proizvodnje ovih sireva koji je proveden bez dodatka soli koja ima sposobnost vezanja vode
te je cijedenje sireva provedeno vlastitom teZinom bez dodanog tereta. Visok i stabilan udio
vode koji je odreden, sukladan je visokom i stabilnom aktivitetu vode odredenom u sirevima
tijekom skladiStenja (poglavlje 4.1.2.). Takoder, vidljivo je da su sirevi s dodatkom ekstrakta
lista masline pred kraj skladiStenja imali neSto viSi udio vode od kontrolnog uzorka $to ide u
prilog teoriji da su polifenolni spojevi iz ekstrakta lista masline utjecali na formiranje kazeinske
mreze s manjim porama i vecom moguéno$¢u vezanja vode (Barukgi¢ i sur., 2022).

Udio soli u sirevima tijekom skladiStenja prikazan je slikom 14 S obzirom da je sir
proizveden bez dodane soli, udio soli je u svim sirevima bio nizak tijekom cijelog perioda

skladistenja te se kretao u rasponu od 0,18 do 0,66 %.
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Slika 14. Udjel soli kontrolnog sira K i sireva EC50 i EC75 s dodatkom ekstrakta lista masline
tijekom 28 dana hladnog skladistenja.

Slikom 15 prikazana je ovisnost udjela proteina u sirevima o vremenu skladistenja. Na
temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako se udio proteina u sirevima nije zna¢ajno
mijenjao. Stabilnost proteina u sirevima moze biti rezultat formiranja kompleksa s polifenolima

iz ekstrakta lista masline (posebice s kazeinom) (Barukgic i sur., 2022).
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Slika 15. Udjel proteina kontrolnog sira K i sireva EC50 i EC75 s dodatkom ekstrakta lista
masline tijekom 28 dana hladnog skladistenja.

4.2. REZULTATI SPEKTROFOTOMETRIJSKIH MJERENJA
4.2.1. Koncentracija ukupnih fenola

Koncentracija ukupnih fenola u proizvedenim sirevima odredena je prethodno
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opisanom metodom po Folin-Ciocalteu. Rezultati su izracunati pomocu bazdarnog pravca te

su graficki prikazani slikom 16.
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Slika 16. Udjel ukupnih fenola u kontrolnom siru K i sirevima s dodatkom ekstrakta lista
masline EC50 i EC75 tijekom 28 dana hladnog skladistenja.

Udio ukupnih fenola u sirevima se kretao od 0,06 do 0,18 mg (GAE) g™* gdje je najviSa
vrijednost zabiljezena kod uzorka EC75 prvi dan skladiStenja. Ovi rezultati sukladni su
rezultatima istrazivanja koje su proveli Barukdi¢ i sur. (2022), a koji su iznosili 0,08 do 0,1 mg
(GAE) g™" u jogurtima kravljeg mlijeka. S obzirom da je u ekstraktu lista masline koji je dodavan
u sireve odreden udio ukupnih fenola od 13,08 mg (GAE) mL™ moze se zakljuciti kako je
znacajna koli¢ina fenola izgubljena izdvajanjem sirutke tijekom cijedenja sireva. U uzorcima
EC50 i EC75 zabiljeZzena je veca koncentracija fenolnih spojeva od kontrolnog uzorka K,
sukladno efektivnim koncentracijama ekstrakta lista masline dodanog u te sireve. Zandona i
sur. (2024) takoder su zabiljezili ve¢e udjele fenola u sirevima obogacenima ekstraktom lista
masline. ZadrZavanje fenola u sirevima opisali su kao rezultat hidrofilinih, hidrofobnih, ionskih
ili kovalentnih interakcija fenolnih spojeva i mlije¢nih proteina. Lagano smanjenje udjela fenola
u svim sirevima tijekom skladiStenja moze se pripisati raspadu nestabilnih fenola te izdvajanju
sirutke putem koje se izdvojio i odredeni dio fenola iz sireva, a Sto su takoder zabiljezili i
Zandona i sur. (2024).

4.2.2. Koncentracija ukupnih flavanoida
Koncentracija ukupnih flavonoida u uzorcima sireva odredena je prema prethodno
opisanoj metodi, a rezultati su graficki prikazani kao ekvivalenti standarda kvercetina (UgQE g

1 na slici 17.
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Slika 17. Udjel ukupnih flavanoida u kontrolnom siru K i sirevima s dodatkom ekstrakta lista
masline EC50 i EC75 tijekom 28 dana hladnog skladistenja.

Udio ukupnih flavanoida u sirevima se kretao od 0,13 do 0,48 mg (QE) g™ gdje je
najvida vrijednost zabiljeZzena kod uzorka EC75 14. dan skladistenja. Zandona i sur. (2024) je
u svome istrazivanju takoder odredila da je povecanje koncentracije ukupnih flavanoida
sukladno efektivnim koncentracijama ekstrakta lista masline dodanog u te sireve. Ukupan udio
flavanoida odreden je i u ekstraktu lista masline koji se dodao u sireve EC50 i EC75 te je
iznosio 5,07 mg (QE) g™. Moze se zaklju€iti kako je doslo do znacajnog gubitka flavanoida
tijekom cijedenja sireva. Tijekom skladiStenja zabiljeZen je pad udijela flavanoida $to se moze
pripisati poCetku njihovog raspadanja na druge spojeve i izdvajanju putem sirutke $to su
zabiljezili i Zandona i sur. (2024). Ovi rezultati sukladni su rezultatima odredivanju ukupnih

fenola iz poglavlja 4.2.1. ovog rada.

4.2.3. Antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom
Antioksidacijska aktivnost uzoraka sireva odredena je prethodno opisanom FRAP

metodom, a rezultati su graficki prikazani na slici 18 kao Trolox ekvivalent (umolTEQ g?).
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Slika 18. Antioksidacijska aktivnost mjerena FRAP metodom i izraZena kao Trolox ekvivalent
TEQ (umol g1) u kontrolnom siru K i sirevima s dodatkom ekstrakta lista masline EC50 i
EC75 tijekom 28 dana hladnog skladistenja.

FRAP metodom je zabiljezena najveca antioksidacijska aktivnost kod uzorka EC75 a
iznosila je 1,48 uymol (TEQ) g $to je i bilo za oCekivati s obzirom da je u njega dodan vedi
volumen ekstrakta lista masline koji je bogat spojevima kao $to su polifenoli a koji su nositelji
antioksidacijske aktivnosti. Rezultati, prema kojima sirevi obogaceni ekstraktom lista masline
imaju znacajno vecu antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog sira, u skladu su s literaturom
koja istiCe pozitivhu povezanost izmedu antioksidacijske aktivnosti i ukupnih polifenolnih
spojeva (Zandona i sur., 2024).

Kroz vrijeme skladiStenja antioksidacijska aktivnost svih sireva bila je stabilna i
sukladna odredenim koncentracijama ukupnih fenola i flavanoida. No, 28. dan skladiStenja
zabiljezen je znaCajan porast antioksidacijske aktivnosti u svim uzorcima $to moze biti rezultat
interakcije fenolnih spojeva i mlije¢nih proteina. Naime, Roseiro i sur. (2005) u svom radu istiCu
kako interakcije izmedu polifenola i proteina mlijeka izrazito ovise o pH vrijednosti te kako te
interakcije jaCaju kada je pH vrijednost bliza izoelektri€noj tocci proteina. Kao $to je prikazano
slikom 10. u poglavlju 4.1.3. ovog rada, tijekom skladidtenja doslo je do pada pH vrijednosti
sireva Cime su se te vrijednosti udaljavale od izoelektricne toCke kazeina. Posljedi¢no, doslo
je do destabilizacije polifenol-protein kompleksa te je moguce kako su oslobodeni fenoli
uzrokovali zabiljezeni nagli porast antioksidacijske aktivnosti pred kraj skladistenja. Tome ide
u prilog i zabiljezeni lagani porast udjela ukupnih fenola u sirevima izmedu 21. i 28. dana
skladidtenja (slika 16).

Antioksidacijska aktivnost je odredena i za ekstrakt lista masline koji je dodavan u
sireve EC50 i EC75 te je iznosio 121,02 ymol (TEQ) g?. Znacajna razlika antioksidacijske

aktivnosti ekstrakta lista masline i sireva u koje je on dodan podudara se sa zabiljeZzenim
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znacajnim gubicima ukupnih fenola i flavanoida sirutkom tijekom cijedenja i skladiStenja sireva.

4.2.4. Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom
Antioksidacijska aktivnost uzoraka sireva odredena je prethodno opisanom DPPH

metodom, a rezultati su grafiCki prikazani na slici 19 kao postotak reduciranih radikala.
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Slika 19. Antioksidacijska aktivnost izrazena kao postotak DPPH redukcije radikala u
kontrolnom siru K i sirevima s dodatkom ekstrakta lista masline EC50 i EC75 tijekom 28
dana hladnog skladistenja.

DPPH metodom je zabiljezena najveca antioksidacijska aktivnost kod uzorka EC75 1.
dan nakon proizvodnje te je iznosila 6,11 % redukcije radikala $to je i bilo za o€ekivati s obzirom
da je za taj uzorak odreden najveci udio ukupnih fenola. Veéa antioksidacijska aktivnost u
uzorcima u koje je dodan ekstrakt lista masline u odnosu na kontrolni uzorak, zabiljezena je i
u istrazivanju koje su proveli Barukgic i sur. (2022) na jogurtu kravljeg mlijeka obogaéenom
ekstraktom lista masline. Tijekom skladiStenja antioksidativha aktivnost svih sireva bila je
stabilna uz lagani pad, $to je sukladno rezultatima odredenim FRAP metodom i odredivanja
udjela ukupnih fenola i flavanoida. Antioksidacijska aktivnost odredena je i za ekstrakt lista
masline koji se dodavao u sireve EC50 i EC75 te je iznosila 13,21 % redukcije radikala.
UocCavamo kako je u samim sirevima antioksidacijska aktivnost znac€ajno niza kao posljedica
gubitka velikog udjela spojeva, koji su nositelji antioksidacijske aktivnosti, kroz sirutku tijekom

cijedenja i skladistenja sireva.

4.3. REZULTATI MIKROBIOLOSKIH ANALIZA

MikrobioloSka ispravnost i stabilnost jedan je od klju¢nih faktora tijekom razvoja novih

prehrambenih proizvoda jer na njima se temelji zdravstvena ispravnost i rok trajanja novog
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proizvoda. Stoga su u svrhu izrade ovog rada provedene mikrobioloSke analize na sirevima K,
EC50 i EC75 &iji su rezultati prikazani u tablici 8.

Tablica 8. Prosje¢ne vrijednosti (log CFU g*) mikrobioloskih parametara kontrolnog sira K i
sireva s dodatkom ekstrakta lista masline EC50 i EC75 tijekom 28 dana hladnog
skladistenja.

log CFU g*
ENTEROBAKTERIJE
1.DAN | 7.DAN | 14.DAN | 21.DAN | 28.DAN
K 0 2,88 2,16 2,42 0
EC50 0 1,65 2,53 1 0
EC75 0 1,18 14 0 0
UKUPAN BROJ BAKTERIJA
K 3,2 2,3 2,11 2,7 0
EC50 2,8 1,81 3,18 3,4 1,6
EC75 3,26 2,18 2,57 2,7 1,0
KOAGULAZA POZITIVNI STAFILOKOKI
K 3,3 1,18 1,88 2,19 3,15
EC50 0 2,23 1,95 1,81 3,58
EC75 0 1,95 1,4 1,85 3,44
KVASCI | PLIJESNI
K 0,7 2,61 2,5 1,3 1,74
EC50 2,23 0 1,48 0 1,54
EC75 1,85 0 0 0 0,7

Kao §to je prikazano u tablici 8., ukupan broj bakterija tijekom skladistenja sireva kretao
se u rasponu od 0 do 3,4 log CFU g*. Ovi rezultati nesto su nize vrijednosti od onih koje su
zabiljezili Barukci¢ i sur. (2020b) u svjezim sirevima gdje je ukupan broj bakterija u svjezem
siru iznosio 5,5 log CFU g? prvog dana skladiStenja, dok je najveca zabiljezena vrijednost
iznosila 7,5 log CFU g*. Maksimalna vrijednost zabilijeZena u ovom istrazivanju prelazi granicu
definiranu Vodi¢em (2009) prema kome maksimalan broj ukupnih bakterija u sirevima ne smije
prelaziti 3 log CFU g*. Takoder, tijekom skladistenja sireva do$lo je do pada ukupnog broja
bakterija u sirevima $to se moze pripisati antimikrobnom djelovanju ekstrakta lista masline.

Broj enterobakterija u sirevima kretao se u rasponu od 0 do 2,88 log CFU g*gdje je
maksimalna vrijednost zabiljezena za kontrolni sir K 7. dan hladnog skladistenja. Uzorak EC75,
u koji je dodana najveca koliCina ekstrakta lista masline, jedini je sir u kojem je tijekom cijelog

perioda skladiStenja broj enterobakterija bio unutar kriterija propisanog Vodi¢em (2009) prema
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kojem taj broj ne smije biti veéi od 2 log CFU g?. Takvi rezultati mogu se povezati s
antibakterijskim djelovanjem ekstrakta lista masline koje mu se pripisuje u literaturi. Tijekom
skladiStenja sireva, zabiljezen je porast broja enterobakterija, no u konaénici na kraju
skladi$tenja doslo je do pada vrijednosti na 0 log CFU g* kod svih sireva $to je sukladno
zabiljezenom padu ukupnog broja bakterija. Baruk¢i¢ i sur. (2020b) navode kako povecéanje
kiselosti djeluje inhibirajuce na enterobakterije sto je sukladno rezultatima ovog rada u kojem
je zabiljezen porast kiselosti sireva tijekom skladiStenja odredivanjem pH vrijednosti i titracijske
kiselosti (poglavlje 4.1.3.).

Broj kvasaca i plijesni u svim sirevima tijekom skladiStenja kretao se u rasponu od 0 do
2,61 log CFU g gdje je maksimalna vrijednost zabiljezena kod kontrolnog sira 7. dan nakon
proizvodnje. Ovaj odredeni raspon ulazi u kriterije odredene Vodi¢em (2009) prema kojem broj
kvasaca i plijesni u sirevima ne smije biti ve¢i od 3 log CFU g*. Generalno gledano tijekom
perioda skladistenja najniZi broj kvasaca i plijesni zabiljeZen je u siru EC75 u koji je dodana
najveca koli¢ina ekstrakta lista masline. Takoder, za kontrolni sir K se ne moze donijeti jasan
zaklju€ak o ovisnosti broja kvasaca i plijesni o vremenu skladitenja, dok je za sireve EC50 i
EC75 u koje je dodan ekstrakt lista masline, uo€en pad vrijednosti nakon 28 dana skladiStenja
u odnosu na prvotne vrijednosti. Inhibiraju¢e djelovanje ekstrakta lista masline na kvasce i
plijesni odredila je i Vukeli¢ (2023) koja je pratila utjecaj primjene jestivog premaza na bazi
proteina sirutke obogacéenog ekstraktom lista masline (Olea europea L.) na kvalitetu polutvrdog
sira tijekom 60 dana zrenja. Takoder, na smanjenje broja kvasca i plijesni tijekom skladiStenja
sireva moze se pripisati i inhibirajucem djelovanju smanjenja udjela vode i povecanja kiselosti
sireva.

Tijekom skladiStenja, broj koagulaza pozitivnih stafilokoka u sirevima se kretao od 0 do
3,58 CFU g. Na kraju skladistenja je u svim sirevima broj koagulaza pozitivnih stafilokoka bio
znatno veci od 2 log CFU g? propisanih Vodi¢em (2009). Takvi rezultati mogu biti posljiedica
proizvodnje sireva u nesterilnim uvjetima i neadekvatne sirovine odnosno mlijeka koje nije
pravilno obradeno prije proizvodnje sireva. Stoga je provedena i mikrobioloSka analiza na

mlijeku koristenom za proizvodnju sireva, a rezultati su prikazani tablicom 9.

Tablica 9. Prosjecne vrijednosti (log CFU g*) mikrobioloskih parametara u mlijeku koristenom
za proizvodnju sireva K, EC50 i EC75.

log CFU g
UKUPAN KOAGULAZA | KVASCI | PLIJESNI
ENTEROBAKTERIJE BROJ POZITIVNI
BAKTERIJA | STAFILOKOKI
0 3,52 1,48 0
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Odredena je visoka vrijednost ukupnog broja bakterija te prisutnost koagulaza
pozitivnih stafilokoka u mlijeku koristenom za proizvodnju sireva $to je zasigurno utjecalo i ha
rezultate mikrobioloSkih analiza samih sireva. U mlijeku nije odredena prisutnost
enterobakterija te kvasaca i plijesni $to ukazuje na to da je doSlo do naknadne kontaminacije

sireva ovim mikroorganizmima tijekom proizvodnije i/ili skladistenja.

4.4. REZULTATI SENZORSKE ANALIZE

Odredivanje prihvatljivosti potroSaCa provedeno je testiranjem 23 ispitanika razliCite
dobne starosti (20-45 godina). Ocjenjivano je 3 uzorka — kontrolni uzorak K koji je proizveden
bez dodatka ekstrakta lista masline te uzorci EC50 i EC75 s dodatkom ekstrakta. Sastav i
distribucija ocjena primjenom Peryam-ove hedonisticke skale svjezih kravljih sireva prikazan
je tablicom 10. Ocjene potroSaa su sumirane, te je izraCunata prosje¢na vrijednost (x),
standardna devijacija (s) i koeficijent varijabilnosti (Cv) te postotak pozeljnosti koji su takoder
prikazani u tablici 10. Rezultati analize varijance (tablica 11) ukazuju da postoji znacajna
razlika izmedu uzorka K i ostalih uzoraka jer izracunati F koeficijent ima vecu vrijednost od

grani¢ne vrijednosti oCitanih iz statistickih tablica.

Tablica 10. Ocjene prihvatljivosti sireva od strane potroSa¢a pomoc¢u hedonisti¢ke skale.

Uzorci sireva

Ocjena K EC50 EC75

9 1 0 0

8 3 1

7 12 0 0

6 4 0 0

5 1 1 0

4 1 5 2

3 0 7 8

2 0 9 7

1 1 1 5

>* 23 23 23
X* 6,57 2,83 2,57
s* 1,59 0,98 1,50
Cv* 24,23 34,82 58,56

Pozeljnost 73,00 % 31,44 % 28,56 %

*5 = Ukupan broj ispitanika; x = Prosje€na vrijednost;s = Standardna devijacija;
Cv = koeficijent varijabilnosti

Pomoc¢u Duncanovog testa utvrdeno je da se uzorci znaCajno razlikuju tako da je
uzorak K statisti¢ki znacajno razli€itiji od ostalih ispitivanih uzoraka. Uzorak K je znac¢ajno bolji
od uzoraka EC50 i EC75. Odredeno je kako se uzorci EC50 i EC75 statisti¢ki ne razlikuju.
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Tablica 11. Analiza varijance podataka iz tablice 10.

Izvor varijance | Sume kvadrata Stupnjevi Prosjeci F
slobode kvadrata
Izmedu 230,38 2 115,19 60,05
proizvoda
Analiticka 126,61 66 1,92 /
greska
Ukupno 356,99 68 / /

Fo.05(2/66) = 3,14

Na temelju rezultata moze se zakljuciti kako je ukupna prihvatljivost ispitivanih sireva
niska posto svi uzorci imaju manju prosje¢nu vrijednost od 7. To se moze pripisati visokim
intenzitetom osjetilnih svojstava ili prisutnosti neoCekivanih osjetilnih karakteristika. Zna¢ajno
niza pozeljnost zabiljezena je kod sireva EC50 i EC75 za koji su panelisti kao glavni nedostatak
naveli izrazenu gorcinu i kiselost. To je svakako rezultat dodatka ekstrakta lista masline kojeg
karakterizira izrazena gorcina (Vrankovi¢, 2022) i nerazmjera izmedu oCekivanja potro$aca i
stvarnog osjetilnog dozivljaja. UzevsSi u obzir sve rezultate senzorske analize iz ovog rada,
moze se zaklju€iti kako postoji interes potroSaca za svjezim sirevima obogacenih ekstraktom
lista masline no takoder kako je i potrebno provesti daljnja istraZivanja koja se trebaju usmijeriti

na rjeSavanju negativnih senzorskih svojstava kako bi se postigla veca prihvatljivosti od strane

potrosaca.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata analiza provedenih u ovom istrazivanju moze se zakljuditi sljedece:

1.

Prinos proizvedenih sireva kretao se u rasponu od 28,93 do 31,95 % S$to su nesto viSe
vrijednosti od literaturnih. Sirevi u koje je dodan ekstrakt lista masline (EC50 i EC75)
imali su viSi prinos od kontrolnog sira K.

Rezultati fizikalno-kemijskin mjerenja upucuju na najviSi aktivitet vode (0,89) u
kontrolnom uzorku sira. Najvida pH vrijednost (4,37) zabiljeZzena je kod sira EC75
nakon 7 dana, a najniza (4,23) kod kontrolnog uzorka nakon 28 dana skladiStenja.
Tijekom skladiStenja u svim sirevima je doslo do pada pH vrijednosti i porasta titracijske
kiselosti. Nakon 28 dana skladisStenja najve¢a promjena boje zabiljezena kod sira
EC75. Sirevi s ekstraktom lista masline (EC50 i EC75) imaju manju tvrdocu,
konzistenciju i adhezivnost, te vecu ljepljivost zbog vece sposobnosti zadrzavanja
vode, vece kiselosti i manjeg udjela mlije€ne masti.

Sirevi obogaceni ekstraktom lista masline (EC50 i EC75) imaju nizi udio mlijeéne masti
i zasi¢enih masnih kiselina zbog inhibicijskog djelovanja polifenola na enzime lipolize.
Ti sirevi imaju veéu sposobnost vezanja vode kao posljedica formiranja polifenol-kazein
kompleksa zbog kojeg je u njima i udio proteina bio stabilan.

Najveci udio ukupnih fenola (0,18 mg GAE g™) i flavanoida (0,48 mg QE g™) odreden
je kod sireva obogacenih ekstraktom lista masline (EC50 i EC75). Sukladno tome, kod
tih sireva je zabiljeZena veca antioksidacijska aktivnost FRAP i DPPH metodom.
MikrobioloSkom analizom sireva odreden je manji broj enterobakterija, kvasaca i
plijesni u sirevima s dodatkom ekstrakta lista masline (EC50 i EC75) u odnosu na
kontrolni sir Cime je potvrdeno antimikrobno djelovanje ekstrakta lista masline.

Prema rezultatima hedonistiCke senzorske analize najviSu prihvatljivost postigao je
kontrolni uzorak sira, dok su sirevi s dodatkom ekstrakta lista masline (EC50 i EC75)
ocjenjeni znacajno nizim ocjenama te su okarakterizirani kao gorki i kiseli.

Uzimajuéi u obzir sve dobivene rezultate moze se zaklju€iti kako je dodatak ekstrakta
lista masline u sireve utjecao na okus, teksturu, boju i sastav te bolja antioksidacijska i
mikrobioloSka svojstva sireva. Senzorska analiza ukazuje na nisku prihvatljivost od
strane potroSaca, stoga je potrebno provesti dodatna istrazivanja s naglaskom na

poboljSanje senzorskih svojstava svjezih sireva obogacenih ekstraktom lista masline.
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