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1. UvVOD

Zrenje sira se sastoji od niza biokemijskih i mikrobioloskih procesa. Povrh toga, vodi
se racuna i o fizickim promjenama u sastavu sira. Pri zrenju sira dolazi do razgradnje laktoze,
masti (lipolize), proteina (proteolize) te nastanka mlije¢ne kiseline, plinova, i ostalih produkata,
smanjenja aktiviteta vode, te razvoja mikroorganizama. Upravo su mikroorganizmi zasluzni za
provodenje zrenja sira jer su promjene u siru uzrokovane metabolickim reakcijama
mikroorganizama. U Krajnosti, sve to utjeCe na senzorska svojstva sira i kvalitetu kona¢nog
proizvoda. Stoga je vazno da se sir od samog pocetka proizvodnje, preko zrenja do konzumacije
nalazi u kontroliranim uvjetima kako ne bi doSlo do kontaminacije nepoZeljnim
mikroorganizmima koji negativno utjecu na senzorna svojstva te ugrozavaju ljudsko zdravlje.
Industrija poznaje brojne metode za osiguranje kvalitete sira, no uvijek ima prostora za
napredak. 1z niza alternativnih metoda tretiranja sira tijekom proizvodnje i zrenja neke su
pokazale perspektivu zbog mogucénosti koje nude na podrucju smanjenja mikrobioloskog
opterecenja proizvodnje i zrenja sira. Proucavanje i koriStenje takvih metoda dodatno je
potaknuto trendovima na trzistu koji teze ka smanjenoj primjeni aditiva te osiguravanju
kvalitete i izvornosti proizvoda. Mehanizmi djelovanja i utjecaji alternativnih metoda zrenja
sira poput primjene visokog tlaka, ozona ili modificirane atmosfere opisani su u ovom zavr§nom

radu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Problematika pri zrenju sira

Tijekom proizvodnje sireva sa zrenjem suocavamo se sa mnogim izazovima, medu

kojima se isticu:

e mikrobioloska kvaliteta sirovine;

¢ higijena proizvodnih pogona tijekom prerade mlijeka;
¢ higijena zriona ili komora za zrenje

e dugotrajnost zrenja sira;

e stabilnost sira nakon pakiranja.

Problematika o¢uvanja mikrobioloske stabilnosti sirovine zapo¢inje ve¢ pri primarnoj
proizvodnji mlijeka na farmama, prilikom koje se tezi ka spreavanju kontaminacije mlijeka
stranim tijelima, nepozeljnim mikroorganizmima (MO) i antibioticima. Kontaminacija
antibioticima usporava i/ili onemogucuje razvoj bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) i ostalih
pozeljnih MO, stoga se moraju postivati propisane karence pri muznji lijeCenih zivotinja. Za
dodatnu sigurnost, mlijeko koje sadrzi antibiotike zakonski je zabranjeno otkupljivati i
preradivati te se obavezno odvaja i pri samoj muznji. Kontaminacija mlijeka stranim tijelima i
nepozeljnim MO sprjecava se uvelike higijenom muznje i muzne opreme. Mlijeko je slabije
izloZeno riziku kontaminacije uz koristenje izmuzista ili mlijekovoda, jer tako uopée ne dolazi
u kontakt sa zrakom koji je glavni izvor kontaminanata pored muzne opreme. Proizvodnja sira
zapocinje sirenjem mlijeka. Prethodno sirenju mlijeko se moze pasterizirati. Pasterizacijom se
eliminira vec¢ina nepozeljnih MO iz sirovog mlijeka. Mikrobioloskoj ispravnosti sira pomazu i
inhibitorni uvjeti u siru kao $to su smanjena pH vrijednost, aktivitet vode (aw) te povecéani
salinitet koji sprjecavaju rast i razvoj nepozeljnih mikroorganizama. Aktivitet vode i pH
vrijednosti polutvrdih sireva se krec¢e u rasponu od 0.84-0.92 za aw, odnosno 4.8 — 5.9 za pH
(Sperat-Czar i sur., 2018). Ovisno o vrsti sira, pasterizacija nije uvijek prihvatljiv korak niti je
uvijek moguce posti¢i odgovarajuce inhibitorne uvjete. U tim slucajevima, proces sirenja
izlozen je ve¢em mikrobioloskom riziku. Metoda primjene visokog tlaka u obradi sirovine
(mlijeka) te gotovih mlije¢nih proizvod istaknula se kao potencijalno rjeSenje navedenog
problema. Dodatni potencijal navedene metode i biokemijska stabilizacija sira koja takoder ima

znacajan utjecaj na trajanje zrenja sireva.



Ve¢ se pri sirenju mlijeka djelomi¢no odreduju senzorna svojstva sira koja naravno
ovise i 0 samoj sirovini, no zrenje je korak u proizvodnji tijekom kojeg nastaje sva poznata
raznolikost sireva. Tijekom zrenja se oblikuju aroma, tekstura, boja, okus i ostale karakteristike
koje odredeni sir ¢ini prepoznatljivim. Procesi razgradnje laktoze, proteoliza, lipoliza i nastanak
mlijecne kiseline i ostalih metabolita, koji odreduju senzorna svojstva sira, posljedice su
metabolickih rekacija inokuliranih MO 1 biokemijskih reakcija. Stoga je potrebno sprijeciti
razvoj patogenih MO i kontaminaciju istima tijekom cjelokupnog procesa zrenja. 1zazovu
dodatno doprinosi i trajanje zrenja koje katkad moze biti vrlo dugotrajno, ¢ak i nekoliko godina.
Zbog takvih karakteristika proces zrenja je potrebno precizno definirati, osigurati stabilne
uvjete te ponovljivost istih. Taj cilj je lakse ostvariv uz pomo¢ kontroliranih komora za zrenje
sira. Dugotrajnost zrenja je posljedica ¢injenice da mikroorganizmi u siru trebaju vremena za
rast i razvoj te provedbu metaboli¢kih reakcija koje u krajnosti dovode do oblikovanja
odredenih senzornih svojstava. Proces dodatno produljuju dimljenje odredenih sireva te susenje
u svrhu smanjenja aktiviteta vode, stabilizacije, konzerviranja i postizanja Zeljenih senzornih

svojstava.

Sir je izloZen riziku i u zrionama te komorama za zrenje, koje pruzaju pogodne uvjete
za rast i razvoj mikrooganizama, pa tako i patogena. Uz nepravilnu higijenu prisutnog osoblja,
njega sira moze omoguciti kriznu kontaminaciju. Dodatnu pozornost treba obratiti na razvoj
patogenih plijesni. Na povr§inama u zrioni kKoje su u doticaju sa sirom vrlo lako nastaje biofilm
(Slika 1.) koji je prikladan za rast i razvoj patogenih MO. Kondenzacija vlage pospjeSuje proces
nastanka biofilma i na ostalim povrsinama u zrioni ili komori za zrenje. Takoder, s obzirom da
zrione i komore trebaju biti kvalitetno ventilirane, u njima je konstantan protok i mijeSanje
zraka. Cinjenicom da se spore plijesni mogu $iriti i zrakom, nastaju zaista povoljni uvjeti za
rast i razvoj plijesni. Stoga je razvoj patogena nuzno i vrlo izazovno drzati pod kontrolom.
Rjesenje nalazimo u sprjecavanju nastanka biofilma ¢iS¢enjem i dezinficiranjem povrsina i
opreme te obracanjem pozornosti na kakvocu, tj. higijenu zraka. Osim toga, stabilnost sira
mogu ugroziti i patogeni MO zaostali nakon proizvodnje. Zbog pogodnih uvjeta tijekom zrenja
njihova brojnost moze postati znacajna i negativno utjecati na mikrobiolosku kvalitetu sira.
Ostvarivanje inhibitornih uvjeta za rast takvin MO tijekom cijelog procesa zrenja moze se
umanjiti ili u potpunosti eliminirati taj rizik. Modifikacija atmosferskih uvjeta u zrionama
obogacivanjem zraka plinovima poput ozona (O3), uglji¢nog dioksida (CO>) i dusika (N2) jedan
je od potencijalnih nacina rjeSavanja navedenih problema i odrZavanja mikrobioloske

stabilnosti sira tijekom zrenja.



Slika 1. Prikaz povr§ina pogodnih za stvaranje biofilma (Ivani¢, 2019).

2.2. Primjena visokog tlaka

2.2.1 Opis metode

Primjena visokog tlaka zasniva se na inaktivaciji enzima i destabilizaciji stani¢ne
membrane bakterija pri visokom tlaku. Primjenom visokog tlaka dolazi do plasti¢ne
deformacije tj. narusavanja geometrije enzima uslijed ¢ega se enzim inaktivira. Kod bakterija
pri nizim tlakovima (do 200 MPa) dolazi do privremene obustave proizvodnje adenozin
trifosfata (ATP-a), pri tlakovima iznad 300 MPa dolazi do odvajanja proteina stani¢ne
membrane i prestanka unosa hranjivih tvari u stanicu, a pri tlaku vec¢em od 400 MPa dolazi do
trajne destabilizacije stanicne membrane. Za stabilizaciju primjenom metode visokog tlaka
primjenjuju se tlakovi u rasponu 200 — 800 MPa (2 — 8 kbar) . Utjecaj tretmana ovisan je o
samom tlaku, trajanju tretmana, fizickoj strukturi namirnice, temperaturi, vrsti
mikroorganizama, te vrsti enzima. Tretman visokim tlakom utjece na fizikalno-kemijska

svojstva sira i na mikrobioloska svojstva. U¢inkovitost tretmana u smanjenju broja zivih stanica



MO proporcionalan je tlaku, temperaturi, trajanju. Optimalni procesni parametri i najbolji
trenutak za primjenu mogu varirati ovisno o vrsti sira i potvrdenim ili sumnjivim patogenima
prisutnima u siru. Svoju ulogu u mikrobioloskom aspektu proizvodnje ova metoda nalazi pri
proizvodnji sireva od svjezeg mlijeka, mlijeka s niskom populacijom autohtonih BMK, ili u
proizvodnji sireva od pasteriziranog mlijeka izlozenima kontaminaciji nakon pasterizacije,
osobito ako su proizvedeni bez starter kulture ili u slucaju napada bakteriofaga na starter

kulturu. Uglavnom se primjenjuje na svjeze i polutvrde sireve (Podolak, 2020).

Tretiranje proizvoda visokim tlakom izvodi na principu hidraulicnog tlacenja.
Zapakirani vakuumirani proizvod Sarzno se umece u tla¢ni prostor (cilindar) koji se puni vodom
pod tlakom od 4-10 bara. Posebna pozornost se obraca na to da nigdje ne zaostaju mjehurici
zraka. Nakon §to je cilindar napunjen, tlak u cilindru se povecava djelovanjem sile koju stvaraju
hidrauli¢ni klipovi mehanizmom hidrauli¢nog pojacanja sile koju visokotlatne hidrauli¢ne
pumpe. Kao medij za tlaenje moze se koristiti bilo koja tekucina, no gotovo iskljucivo se
koristi voda. Fizikalno svojstvo tekuéina je to da ne mijenjaju svoj volumen pri promjeni tlaka,
tj. nisu stlacive. Neovisno o obliku proizvoda koji se tretira, na cijelu povrsinu proizvoda djeluje
identican tlak prema Pascalovom zakonu koji nalaze da je tlak u zatvorenom sustavu svuda

jednak i djeluje u svim smjerovima jednako (Balasubramaniam, 2015).

2.2.2. Utjecaji visokog tlaka na sir

2.2.2.1. Utjecaj na mikroorganizme

Primjena visokog tlaka ucinkovitija je protiv Gram-negativnih bakterija zbog grade
njihove stani¢éne membrane koja je tanja i samim time osjetljivija. Patogeni MO u mljekarstvu
rodova Escherichia coli, Salmonella i Pseudomonas su Gram-negativne vrste §to ovu metodu
¢ini prikladnom. Povrh toga, BMK koje se koriste u sirarstvu su Gram-pozitivne vrste §to ih
¢ini otpornijima na primjenu visokog tlaka (Anonymous, 2022). U istrazivanju koje su objavili
Rodriguezi sur. (2005) zabiljeZen je pad broja E. coli u polutvrdom siru nakon tretmana tlakom
od 300 MPa kroz 10 min i 500 MPa tijekom 5 min, u odnosu na kontrolni sir kada su sirevi
tretirani 2. dan. nakon proizvodnje. U sli¢énom istrazivanju De Lamo-Castellvi i sur. (2007)
ispitana su dva soja Salmonella enterica u sirevima proizvedenih bez starter kulture pri ¢emu

se broj smanjio kod 10 min tretmana pri tlaku 400 MPa i pocetnoj temperaturi od 20°C.

Glavni inhibitorni uvjeti za rast i razvoj MO u siru su smanjene vrijednosti aktiviteta
vode i pH. No pri proizvodnji svjezih sireva uz pomoc¢ sirila, sirni gru$ nastaje enzimskim
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djelovanjem sirila, a ne izoelektri¢nim djelovanjem zakiseljavanja. Kao takvi, ti sirevi nemaju
kisele inhibitorne uvjete. Povrh toga, navedeni sirevi se ne suse niti se intenzivno sole, zbog
toga imaju visok aktivitet vode koji ih €ini jo§ pogodnijima za rast i razvoj nezeljenih MO.
Zbog takvih karakteristika ne samo da podrzavaju razvoj uobicajenih patogenih bakterija, nego
i plijesni. lako se u industriji koriste sorbinska kiselina ili kalijev sorbat kao antifugalna
sredstva, s ciljem smanjenja koristenja aditiva istrazuju se alternativne metode poput primjene

visokog tlaka.

Mehanizam stabilizacije nestabilnih sireva je zasnovan na mikrobioloskom
djelovanju. Utjecaj visokog tlaka na rast i razvoj plijesni je isti kao i kod ostalih MO,
destabilizacija stani¢éne membrane i inhibiranje proizvodnje ATP-a. Uz to, visoki tlak djeluje i
na spore plijesni prisutne u siru. Kod manje otpornih spora dolazi do destabilizacije membrane,
a kod onih otpornijih do morfoloskih i strukturnih promjena koje dovode do inaktivacije spora.
Svjezi sirevi proizvedeni uz pomo¢ sirila imaju znatno produljeni rok trajanja ako su tretirani
visokim tlakom. Prema rezultatima istrazivanja na sirevima bez starter kulture tretiranih pri 300
i 400 MPa kroz 5 minuta, rok trajanja tretiranih sireva produljen je do 14, odnosno 24 dana,

dok je kontrolni imao sir rok trajanja tek 7 dana (Evert i sur., 2012).

2.2.2.2. Fizikalno — kemijski utjecaj primjene visokog tlaka

Fizikalno — kemijski utjecaj primjene visokog tlaka je zanimljiv jer ima potencijal za
produljenje ili skra¢ivanje vremena potrebnog za zrenje. Zrenje sira je biokemijski proces
ovisan o aktivnosti enzima. Djelovanje enzima prvenstveno je ovisno o geometriji molekula
enzima. Kad su izlozene visokom tlaku, oblik tj. geometrija molekula enzima biva elasti¢no ili
plasti¢no narusena $to dovodi do njihove privremene ili trajne inaktivacije. Veliku ulogu u
ucinkovitosti enzima tijekom zrenja ima i struktura kazeinskih micela. Pri djelovanju visokog
tlaka naruSava se struktura kazeinskih micela te se pospjesuje ucinkovitost djelovanja enzima
kroz denaturaciju a-laktalboumina i -laktoglobulina. Ukratko, pospjesuju se enzimske reakcije.
Medutim djelovanjem visokog tlaka na stani¢ne membrane u siru prisutnih MO, dolazi do
povecanja permeabilosti ili pucanja stanicne membrane, Sto rezultira oslobadanjem enzima
prisutnih u MO u sirno tijesto. Kao rezultat te pojave dolazi do prolaznog pospjeSivanja
enzimske aktivnosti u siru. Posto se osjetljivost, odnosno, otpornost na primjenu visokog tlaka,
pojedinih MO i enzima razlikuje, potencijalno je moguce osloboditi enzime iz stanica odredenih

MO, bez da se inaktiviraju neki drugi u siru prisutni enzimi. Suprotno tome, mogu se inaktivirati



odredeni enzimi, bez da se eliminiraju neki drugi MO, tj. njihovo djelovanje na proces zrenja.
Kako je trajanje zrenja direktno povezano s enzimskom aktivno$c¢u, na ovaj na¢in mozemo
utjecati na trajanje zrenja (Podolak, 2020). Po pitanju ubrzavanja zrenja provedeno je niz
istrazivanja. Kao primjer, Kolakowski i sur. (1998) tijekom istrazivanja ucinka visokog tlaka
na aktivnost proteinaza i intenzitet proteolize; demonstrirali su intenzivniju proteolizu u
Camembert siru tretiranom na 50 MPa u trajanju od 4 sata, a pri ¢emu je tretman imao
zanemariv utjecaj na senzorska svojstva sira. Inhibicija enzimskih reakcija te rasta i razvoja
MO usporava zrenje sira. U tom kontekstu takoder su provedena brojna istrazivanja, kao $to je
istrazivanje Wick i sur. (2004) koje je rezultiralo djelomi¢nom ili potpunom inaktivacijom
enzima i MO pri tlakovima od 600 do 800 MPa u trajanju od 5 min, 30 i 120 dana nakon

proizvodnje. Na slici 2. je slikovito opisan prikaz tlatnog prostora.

Pakirani proizvod
Zatvarall  —

tlacnog cilindra —— L

Tlacéni cilindar

Tekucina za prijenos tlaka
Kosara za prizvod

Slika 2. Prikaz tlanog prostora pri primjeni visokog tlaka (Kaushal, 2020).

2.2.2.3. Utjecaj na senzorna svojstva sira

S obzirom da je metoda primjene visokog tlaka izuzetno ovisna o teksturi proizvoda,
u ovom slucaju sira namece se pretpostavka da i metoda ima utjecaja na teksturu. U svim
prethodno navedenim istrazivanjima doslo je do promjene teksture sirnog tijesta. Promjene u

teksturi se svode na stvaranje povrSinski vece tvrdoce i naruSavanja elasti¢nosti (Kolakowski i



sur., 1998). Povrh toga, primjena visokog tlaka ima utjecaja i na aromu sira kroz djelovanje na
hlapive komponente. Calzada i sur. (2014) demonstrirali su da je koncentracija aldehida i estera
znacajno Smanjena u sirevima kod tretmana tlakom od 400 MPa ili 600 MPa, koncentracija
alkohola samo u sirevima pri 600 MPa, dok se koncentracija ketona, Kiselina, aromatskih

spojeva i ugljikovodika nije mijenjala.

2.2.3. Izazovi i mogucénosti primjene visokog tlaka

Djelotvornost primjene visokog tlaka vrlo je osjetljiva na fizikalna svojstva namirnice,
te su fizikalna obiljeZja namirnice osjetljiva na metodu. To predstavlja izazov pri odabiru
parametara tretmana i ogranicenja pri kompatibilnosti namirnice. No olakSavajuce je to §to je
ucinkovitost metode selektivna prema Gram podjeli na pogodan nacin. Uc¢inkovitost metode
dodatno pospjesuje i termalizacija $to dodatno proSiruje okvire njene primjenjivosti. Metoda
pokriva podrucje 1 izvan mikrobioloskog djelovanja stoga je zaista vrijedna razmatranja. Valja
napomenuti da za primjenu metode treba vrlo precizno odrediti parametre jer su vrlo specificni.
1z perspektive primjenjivosti to stvara komplikacije koje u nekim slu¢ajevima nisu zanemarive.
Unato¢ velikoj koli¢ini provedenih istraZivanja 1 prikupljenih saznanja, jos uvijek ima puno
prostora za napredak, kako bi metoda bila jednostavnije primjenjiva u industriji. Jedna od bitnih
prednosti je primjenjivost metode na gotov i Cak zapakirani proizvod (ukoliko je rije¢ o
vakuumskom pakiranju), §to znaci da se proizvod moze tretirati i naknadno, ako za to postoji

potreba. Takoder, primjenjivost metode na zapakiranom proizvodu eliminira rizik

kontaminacije proizvoda od strane opreme koja se koristi.

2.3. Primjena ozona

2.3.1. Opis metode

Ozon ima Siroko podrucje primjene u prehrambenoj industriji. Primjenjuje se kao
sredstvo za uklanjanje neugodnih mirisa, kao dezinfekcijsko sredstvo pri €is¢enju i kao
dezinfekcijsko sredstvo pri proc¢is¢avanju mikrobioloski opterecenih otpadnih voda. Svoju
ulogu u procesu zrenja nalazi kao antimikrobno tj. oksidativno sredstvo. lzrazito oksidativno
svojstvo ozona i njegova Stetnost za zive organizme kao takvog pokazalo se kao vrlo u¢inkovita
metoda za kontrolu porasta patogenih MO u komorama za zrenje, prvenstveno plijesni Cije se

spore Sire zrakom.



2.3.2. Princip mikrobioloski inhibitornog djelovanja ozona

Ozon kao izrazito jako oksidacijsko sredstvo stvara slobodne radikale koji su vrlo
reaktivni. Velika reaktivnost radikala vrlo je Stetna za integritet stani¢éne membrane, djelovanje
enzima i strukturu biomolekula poput deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i ribonukleinske
kiseline (RNK). Povrh toga, narusavaju ravnotezu izmedu oksidativnih radikala i antioksidansa
prisutnih u stanici MO. Djelovanje oksidativnih radikala oste¢uje lipide stani¢ne membrane $to
moze rezultirati gubitkom vitalnih tvari i naruSavanjem homeostaze. Negativno djelovanje na
enzimsku aktivnost zasnovano je na inaktivaciji enzima zbog vezanja na iste ili razaranjem
strukture enzima. Negativan utjecaj na strukturu DNK i RNK rezultat je sudjelovanja
oksidativnih radikala u procesu transkripcije DNK, §to u kona¢nici onemogucuje uspjesnu
sintezu proteina potrebnih za pravilno funkcioniranje Zive stanice. NaruSavanjem ravnoteze
izmedu oksidativnih radikala i antioksidansa u stanici, paralizira se sposobnost stanice MO da

se brani od negativnog stetnih tvari u okolini i prisutnih u stanici (Sperat-Czar, 2018).

Obogacivanjem atmosfere zraka u komorama za zrenje sa ozonom, uspjesno se
eliminiraju patogeni MO u zraku i sprjecava se kontaminacija svih povrsina i sSamim time i sira.
Mora se napomenuti da prisustvo ozona u atmosferi nema nikakva utjecaj na mikroorganizme
koji su ve¢ prisutni na povr§inama u komorama za zrenje ili zrionama. Stoga je pravilna higijena
i dalje nuzna. Pitanje koje se namece jest utjecaj ozona na MO prisutne u siru te posljedi¢no na
teksturalana i senzorska svojstva sira. Utjecaj 0zona na MO u siru ovisi 0 izloZzenosti MO ozonu.
Zbog slabe poroznosti sira, ozon u plinovitom stanju ima doticaja samo sa samom povrsinom
sira. Nacin na koji bi ozon mogao doprijeti dublje u sirno tijesto je kroz otapanje u slobodnoj
vodi u siru. S obzirom na to da je topivost ozona u vodi proporcionalna temperaturi i tlaku,
potencijalan negativan utjecaj ozona na MO prisutne u siru je zanemariv kroz otapanje u
slobodnoj vodi je nistavan, jer je u komorama za zrenje atmosferski tlak, koji je relativno nizak,
te niska temperatura. Kako su to nepovoljni uvjeti za otapanje ozona u vodi, 0zon nema utjecaja
na svojstva sira, sto je u konacnici pozeljno. Serra i sur. (2003) prilikom istrazivanja primjene
ozonirane atmosfere u komorama za zrenje sira, s koncentracijom ozona do 0.3 ppm utvrdili su
intenzivno opadanje broja poraslih kolonija MO prisutnih u zraku, te nikakav utjecaj na broj

zivih MO prisutnih u siru izlozenom atmosferi obogaéenoj ozonom.

Svojstvo povrsinskog djelovanja ozona nudi moguénost tretiranja sira podloznih razvoju
povrsinskih plijesni. Istrazivanja koja su proveli Tabla i sur. (2015) pokazala su znacajno

opadanje broja poraslih kolonija plijesni Mycena plumbeus tijekom 45 dana zrenja sira, pri



koncentraciji ozona od 2 mg/m?. Gustoé¢a plinovitog ozona pri atmosferskom tlaku iznosi 2,14

kg/m? = 2.14*10% mg/m3, dakle koncentracija od 2 mg/m? odgovara priblizno 2 ppm .

2.3.3. Proizvodnja ozona

Ozon se proizvodi na mjestu gdje se Koristi jer je njegovo skladiStenje neprakti¢no.
Poznato je nekoliko nacina proizvodnje ozona, prema vrsti reakcije su kemijska sinteza i
elektri¢na sinteza koja ima 4 podvrste. Za industrijske svrhe se naj¢esce Koristi elektroliticka
sinteza ozona. Princip elektrolu¢ne sinteze ozona je sljedeci; kisik u plinovitom stanju protjece
izmedu dvije elektricki nabijene ploce pod visokim naponom (Slika 3.). Napon koji se koristi
kre¢e se izmedu 600 V 1 20 kV izmjenicne struje, ovisno o razmaku izmedu elektroda 1
masenom protoku kisika. Pri protoku molekularnog kisika kroz elektri¢no polje dolazi do
pucanja kovalentne veze izmedu atoma kisika. 1z 3 molekule kisika (O2) nastaju 2 molekule
ozona (O3). Koli¢ina ozona koja je potrebna za eliminaciju MO u zraku je od 0.1-0.3 ppm-a,
odnosno, 0.0001 % volumenski (Eko, i sur., 2019). Stoga je ukupna potrebna koli¢ina ozona
relativno mala. Tako da je to jo§ jedna od prednosti ozoniranja atmosfere jer ne zahtijeva

opsezna postrojenja za proizvodnju ozona.

Elektricna energija
Visokonaposka

elektroda

Dielektricni sloj

Elektri¢no polje . A
]

Kisik ili ‘ /I .I Gs ‘ Ozon

zrak 0,

T‘- Uzemljena elektroda

Slika 3. Prikaz elektrolu¢ne sinteze ozona (Deng i sur., 2019).
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2.3.4. Nedostaci primjene ozona

Bitan nedostatak obogacivanja atmosfere ozonom je to da je takva atmosfera Stetna po
zdravlje osoblja $to omogucuje primjenu ozona iskljucivo kada ljudi ne borave u prostoru. Zbog
toga je pogodniji za male komore za zrenje nego za zrione. Povrh toga, ako se ozon koristi u
kombinaciji sa ultraljubic¢astim (UV) zra¢enjem treba obratiti pozornost na valnu duljinu UV
zracenja jer ozon apsorbira UV zracenje valne duljine 254 nm i oslobada ga u infracrvenom
dijelu spektra kao toplinu, $to u konacnici oslabljuje inhibitorno djelovanje UV zracenja na
razvoj MO (Parisi i Kimlin, 1997).

2.4. Zrenje sira u modificiranoj atmosferi

Zrenje sira u modificiranoj atmosferi primjenjuje se u svrhu inhibicije rasta eventualno
prisutnih patogenih MO u siru, budu¢i da primjena ozona nema utjecaj na MO u siru.
Djelovanje modificirane atmosfere tijekom zrenja sira ne svodi se samo na inhibitorni u¢inak
na rast MO, ve¢ i na inhibitorni ucinak na neke enzimske reakcije. Primjenom tako
modificiranih uvjeta zrenja sira tezi se preciznijoj kontroli procesa zrenja sira i osiguravanju

kvalitete gotovog proizvoda (sira).

2.4.1. Opis primjene modificirane atmosfere

Modificirana atmosfera najcesce se sastoji od ¢istog uglji¢nog dioksida (CO>) ili smjese
uglji¢nog dioksida (CO>) i dusika (N2). Utjecaj modificirane atmosfere na tijek zrenja zasniva
se na svojstvima primjenjenih plinova. Dusik, za razliku od kisika prisutnog u zraku,
mikrobioloski inertan te ne uzrokuje oksidaciju niti razvoj aerobnih MO. Uglji¢ni dioksid je
plin koji nastaje nizom biokemijskih reakcija te je topiv u vodi. Takoder ne podrzava rast i
razvoj aerobnih MO, no tezi ka uravnotezenoj koncentraciji u okolini i u namirnici. Upravo to
je svojstvo koje privlaci puno pozornosti. Otapanjem CO2 u slobodnoj vodi u siru, dolazi do
nastanka uglji¢ne kiseline i smanjenja pH okoline, $to u krajnosti ima inhibitorni utjecaj na rast
MO. Snizavanje pH vrijednosti dovodi do inaktivacije enzima i promjene proteinskih struktura

§to u konacnici naruSava metabolicke reakcije MO i strukturu njihove stani¢ne membrane.
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Kako su biokemijske promjene u siru uzrokovane metabolickim reakcijama MO u siru,

prestankom ili usporavanjem istih omogucuje se stabilizacija i produljenje roka upotrebe sira.

2.4.2. Utjecaj modificirane atmosfere na razvoj mikroorganizamaMo

Tablica 1. Prouc¢avani mikroorganizmi i optimalne smjese plinova za inhibiranje rasta
mikroorganizama (Khoshgozaran i sur., 2012).

Referenca ‘ Vrsta sira Smjesa plinova (%)
BMK Psihotrofi Mezofili Pseudo- Kvasci Plijesni Entero-
monas spp bakterije
((3;5‘;%?' Sgg (S:'Orzt(;” NA NA 50C0,/50N, NA >50C0, >50C0, NA
Eliot i sur. 50C0:/50N,,
Mozzarella | 75C04/25N, | 75C0./25N; | 75C0,/25N, NA 100N, 10-100% CO, NA
1998
(1998) 100CO,
A'E’fgg';;“r' Mozzrella NA 100CO, NA NA 100CO, 100C0, NA
Maniar sur. Zrnati sir 75C0O,/25N, | 75C04/25N, NA NA NA NA NA
(1994)
Mannhein i .
Soffer (1996) Zrnati sir NA NA NA NA 100CO, 100CO, NA
. Cameros
Ol(azrgolzs)ur. (sviezi kozji NA 100C0, 100C0, NA NA NA NA
Sir)
Papaioannou i Greki
sﬂr (2007) albuminski | 70C0O,/30N, NA 70CO,/30N, | 70CO,/30N, | 70CO./30N;, | 70CO./30N, | 70CO,/30N,
' Sir
Dermiki i sur. Myzithra 40CO,/60N,, | 40CO,/60N,, | 40CO./60N,,
(2008) Kalathaki 40COA/60N; | 40COA/60N; | 40COA/60N: NA 60CO,/40N, | 60CO,/40N, | 60CO,/40N,
G:‘l:?”(‘;é%gc)’ "' Stracciatella BR BR 95CO,5N, | 75CO./25N, BR BR 95C0O,/5N,
Esggrogur' g:gf:gndoﬁ NA NA 20C0,/80N, NA 20CO,/80N; | 20CO,/80N, NA
100 CO,
Favati isur. (za aerobne),
(2007) Provolone 30CO,/70N, 100CO, VP (za NA 100CO, 20C0,/80N, NA
anaerobne)
Gammarello i Apulijski 50C0,/50N,,
sur. (2009) | sviezisirevi | CCOSONz NA BR 90CO,/10N, BR BR NA
Temiz isur. 60C0O,/40N,, 60CO,/40N,, 60CO,/40N,,
(2009) Lor 60CO,/40N, | 40CO/60N; | 2000 mon, NA 70GOJ30N, | 70COJ30N, | TOCOZ30N,
Temiz (2010) Kashar NA NA 100CO, NA 100CO, 100CO, NA
Gonzalez-
Fandos i sur. Cameros NA 100CO, 100CO, NA BR BR 100CO,
(2000)
Del Nobile i . 95CO,/5N,,
sur. (2009) Ricota 95C0O,/5N, | 95CO,/5N, 95C0,/5N, 95C0O,/5N, BR 700./30N, | 70CO2/30N;

NA-nije analizirano, BR- bez rezultata
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Tablica 1. prikazuje proucavane mikroorganizme i optimalne smjese plinova za
inhibiranje rasta svakog MO. Modificirana atmosfera ima znacajan utjecaj na sir zbog toga $to
sadrzi CO2 koji je djelotvoran pri sprjecavanju mikrobnog kvarenja sireva i produljenja vijeka
trajanja, Sto demonstrira inhibitorni utjecaj CO, na rast MO kvarenja. U¢inak na kvarenje moze
se objasniti produljenjem lag faze i smanjenje stope rasta tijekom logaritamske faze jer se

mikroorganizmi moraju prilagoditi novim atmosferskim uvjetima (Farber, 1991; Olarte, 2002).

2.4.2.1. Bakterije mlije¢ne kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK su mikroorganizmi ¢ije metabolic¢ke reakcije stvaraju
mlije¢nu kiselinu, tako da same po sebi zakiseljavaju medij u kojem se nalaze. Optimalan pH
za rast 1 razvoj] BMK krec¢e se izmedu 5,5, 1 6,5, no mogu prezivjeti i kiseliji medij sa pH
vrijednoscu do 4,5 (Blackwell, 2018). Takve karakteristike ih ¢ine otpornima na pakiranje u
modificiranoj atmosferi ¢iji je osnovni princip stabilizacije sira upravo inhibicija biokemijskih
reakcija snizavanjem pH vrijednosti pomocu ugljicne kiseline. Pod slabim utjecajem
modificirane atmosfere rasti i razvoj BMK bi trebao biti neometan, a pri intenzivnijim
utjecajem, broj BMK ne bi trebao znafajno opadati. Navedena ocekivanja potvrdilo je
istrazivanje (Maniar i sur. 1994) gdje je broj BMK u svjeZem siru ostao nepromijenjen unato¢

modificiranoj atmosferi (Maniar i sur., 1994).

2.4.2.2. Psihotrofne bakterije

Utjecaj modificirane atmosfere na psihotofne bakterije moze pocivati na tome da je
topivost CO2 u vodi veca pri nizoj temperaturi, a samim time i njegovo inhibitorno djelovanje
kroz snizavanje pH. S obzirom na to da su psihotorfne bakterije raznovrsna i sloZzena populacija
bakterija, djelovanje modificirane atmosfere ovisi uvelike o vrsti bakterija. Psihotrofne vrste
prisutne u siru su Lactobacillus, Lactococcus, i Streptococcus. Uz to §to mogu pridonijeti
kvarenju sira ako njihov razvoj nije kontroliran, ti MO su anaerobne prirode (Blackwell , 2018).
Takva karakteristika upucuje na to da odsutstvo kisika u modificiranoj atmosferi nema ucinka
na rast i razvoj u siru prisutnih psihotrofa. U istrazivanju ucinka razli¢ite temperature
skladistenja uz modificiranu atmosferu na rast psihotrofa prema, primije¢eno je da je
modificirana atmosfera uz nisku temperaturu skladistenja (od 4 do 7°C) uc¢inkovita inhibitorna

metoda (Moiru i sur., 1993).
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2.4.2.3. Stafilokoki

Neke vrste stafilokoka mogu proizvesti toksine Stetne za ljudsko zdravlje. Prema
potrebi za kisikom su fakultativni anaerobni MO, optimalni pH 6 — 7,5 (Blackwell, 2018).
Uzevsi navedeno u obzir, o¢ekivani inhibitorni mehanizam modificirane atmosfere zasnovan je
na snizavanju pH nastajanjem uglji¢ne Kkiseline i trebao bi biti dodatno pospjeSen niZom
temperaturom skladiStenja. Rezultati istrazivanja provedena o utjecaju sastava modificirane
atmosfere potkrepljuju ocekivane rezultate jer je rast bakterije inhibiran u svim uzorcima (Eliot
i sur., 1998)

2.4.2.4. Koliformi

Koliformne bakterije su gotovo sveprisutne bakterije u okolini te su kao takve
pokazatelj pravilne, odnosno, nepravilne higijene tijekom cijelog procesa proizvodnje sira. U
sirarstvu su opasne jer mogu uzrokovati trovanje hranom i ugrozavaju zdravlje ljudi. Prema pH
okoline, preferiraju pH vrijednosti od 6- 7,5 $to ih ¢ini osjetljivima na kiselije medije
(Blackwell, 2018). Ta karakteristika navedenih bakterija upuc¢uje da je modificirana atmosfera
uspjeSna metoda za inhibiciju rasta ove vrste bakterije. Tvrdnju potkrepljuju rezultati
istrazivanja U kojem je zabiljeZzeno opadanje broja zivih stanica koliforma pri upotrebi

modificirane atmosfere sa 95% ili vise CO2 (Gammariello i sur., 2000).

2.4.2.5. Listeria monocytogenes

Od 1970-ih, Listeria monocytogenes prepoznata je kao uzro¢nik bolesti prenoSen u
odredenim vrstama sireva. Prijavljene epidemije listerioze povezane s konzumacijom sira
izazvale su veliku zabrinutost prema L. monocytogenes. Psihrofilna svojstva bakterije i
¢injenica da preferira blago kiselo okruzenje ¢ine sir idealnim medijem za njen rast i razvoj.
No C¢injenica da je L. monocytogenes aerobna bakterija ¢ini ju osjetljivim na odsutstvo kisika
koje je svojstvo pakiranja u modificiranoj atmosferi. Prema tome, modificirana atmosfera moze
negativno utjecati na rast i razvoj doti¢ne bakterije. Zapazeno je da je povecéanje koncentracije
CO2 do 20% bilo ucinkovitije u sprjecavanju rasta od jednostavnog smanjenja koncentracije
O u siru Stilton sa plemenitom plijesni, pri temperaturama skladistenja temperaturama (2—8
°C) (Whitley i sur., 2000).
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2.4.2.6. Clostridium sporogenes

Chen i Hotchkiss (1991) su istrazili rast Clostridium sporogenes inokulirane u svjezem

siru, primjenom otopljenog ugljicnog dioksida, u ¢emu nisu uocili zna¢ajan uc¢inak CO2 na rast

C. sporogenes. Nije primijecen rast u skuti U atmosferi koja sadrZi/ne sadrzi CO2. Zakljucili su

da je izostanak rasta kod C.sporogenes vjerojatno je bio povezan s u¢inkom nepovoljnog pH i

temperature u kombinaciji, ne s CO..

2.4.3. Fizikalno-kemijski utjecaji

Studije su pokazale da razli¢ite smjese plinova usporavaju fizikalno-kemijsku

degradaciju kao $to su oksidacija, lipoliza i proteoliza, koji su sazeti u Tablici 2.

Tablica 2. Promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima, ukljucuju¢i pH, oksidaciju, lipolizu i
proteolizu (Khoshgozaran i sur., 2012).

Referenca Vrsta sira Smjesa plinova (%)
pH Oksidacija Lipoliza Proteoliza
Maniar i sur.
(1994) Cottage 100CO; NA NA NA
. . 100CO; za tretmane na
P'“ta‘ggo'o'\é')a'cata Requeijo NA NA | svimtemp., 50CO/50Ns i NA
100Nz na 4°C
Olarte i sur. Cameros (svjezi 100CO NA NA NA
(2002) kozji sir) 2
Demini i sur. . .
(2008) Myzithra Kalathaki 60CO2/40N; 40C0O,/60N, 40C0O,/60N, 40C0O,/60N,
Gammariello i .
sur. (2009) Stracciatella 30C0O,/70N; NA NA NA
Esmer i sur. Crottin de
(2009) Chavignol 30C0O,/65N2/50, NA NA NA
Rodriguez- Sir sa zrenjem
Aguilera i sur. povrsinskim 00,/27+6CO; NA NA NA
(2011) plijesnima
Favati i sur. 100CO; i
(2007) Provolone 20CO,/80N, NA 30CO,/70N, VP
Gammariello i Giuncata
surl. (2009a) (svieti sin) VP NA NA NA
Primosale 90C0O,/10N; NA NA NA
(svjezi sir)
Teggogur' Lor 70CO,/30N, 70CO,/30N, 40CO,/60N, NA
Temiz (2010) Kashar 100CO; NA NA NA

NA —nije analizirano, VP —vakumirano pakiranje
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2.4.3.1. Promjene u pH

Po pitanju promjene pH vrijednosti u modificiranoj atmosferi, moze se pretpostaviti
da bi pH vrijednost trebala teziti ka smanjivanju. Izmedu ostalog to je jedna od mehanizama
inhibitornog djelovanja modificirane atmosfere. No unato¢ tome treba uzeti u obzir i poroznost
proizvoda, jer u nekim slucajevima do ocekivanih promjena moze do¢i samo na povrsini
uzorka, ukupno gledano ne bi dalo oc¢ekivane rezultate primjene metode. Usporedba izmedu
vakuumiranih uzoraka, uzoraka u atmosferi zraka i modificiranoj atmosferi, na 4 °C pokazala
je vece pH vrijednosti u sirutkinim sirevima u modificiranoj atmosferi koje su se smanjivale

proporcionalno koncentraciji CO (Dermiki i sur., 2008).

2.4.3.2. Oksidacija

Oksidacija kao proces prisutan kod svih vrsta sireva donosi nepoZeljne promjene u
okusu, mirisu i izgledu. Proces oksidacije moze se sprijeciti uklanjanjem kisika i izloZenosti
svjetlu koje ju pospjesuje. Sto se tice usporene oksidacije, pakiranje u vakuumu je jedna od
najzastupljenijih metoda, no nije uvijek prihvatljiva za sir jer narusava fizi¢ku strukturu sira.
Umjesto toga, modificirana atmosfera predlozena je kao pouzdana metoda za minimizirati sve
nepozeljne promjene senzornih karakteristika, zajedno s produljenjem roka trajanja proizvoda.
U provedenom istrazivanju primijec¢eno je da su turski sirevi od sirutke (Lor) skladiSteni na 4
°C, u svim tretmanima na 31. dana skladistenja, u atmosferi od 60% i 70% CO2, pokazali nizu

oksidaciju (Temiz i sur., 2009).

2.4.3.3. Lipoliza

Znacajan biokemijski proces u stvaranju kona¢nog okusa sira. Lipoliticki enzimi
potjecu iz mlijeka, mikroorganizama, i vjerojatno sirila. Tijekom lipolize dolazi do razgradnje
masti triglicerida koji su vecinski zastupljenih u mlijeku. Produkti lipolize su masne Kkiseline i
glicerol koji nose klju¢nu ulogu u oblikovanju mirisa, okusa i arome sira. Oslobodene masne
Kiseline su osnova za stvaranje brojnih aromatskih spojeva prisutnih u zrelim sirevima.
Istrazivanje demonstrira da su na kraju skladistenja, zraéno i vakuumirano pakirani uzorci, u
usporedbi sa sirom izlozenom modificiranoj atmosferi u pakiranju (ispod 40%, 60% i 70%
CO,), imali su visu indeks kiselosti (IK), a od tri modificirane atmosfere najveci IK odredili su
plinskoj smjesi (40% CO- / 60% N2). Indeks kiselosti je vrijednost dobivena izrazavanjem
koli¢ine u miligramima, kalijeva hidroksida (KOH) potrebnog za neutralizaciju slobodnih

masnih kiselina koje su produkti lipolize. Autori su povezali dobivene rezultate srazgradnjom
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slobodnih masnih kiselina, prvenstveno putem oksidacije koja je umanjena u pakiranju s

modificiranom atmosferom (Temiz i sur., 2009).

2.4.3.4. Proteoliza

Proces proteolize uvelike utjeCe na senzorna svojstva sira. Razgradnjom kazeina
oslobadaju se aminokiseline koje utje¢u na aromu i okus sira, a razgradnja kazeina mijenja
teksturu sirnog tijesta. Stupanj proteolize izrazava se slobodnim aminokiselinama prisutnim u
uzorku. Do proteolize u siru dolazi utjecajem enzima prisutnin u mlijeku i enzima
mikrobioloskog podrijetla. Utjecaj modificirane atmosfere na proces proteolize uglavnom je
zasnovan na smanjenu broja i aktivnosti MO. Istrazivanje je pokazalo da je u vakuumiranom
siru stupanj proteolize bio veéi nego kod sira pakiranog u modificiranoj atmosferi, no to su

pripisali ve¢em broju MO u vakuumskom pakiranju (Gonzalez-Fandos i sur., 2000).

2.4.3. Nedostaci zrenja u modificiranoj atmosferi

Zrenje sira u modificiranoj atmosferi kao i ozoniranje atmosfere komplicira postupak
osoblju koje vrsi njegu sira, ako su u pitanju zrione. Prema tome, modifikacija atmosfere
pogodnija je za male komore za zrenje. Plinovi koji se koriste za stvaranje modificirane
atmosfere moraju biti izdvojeni iz zraka, pro¢is¢eni, ukapljeni i punjeni u posebne visokotlacne
spremnike $to zahtjeva posebne uvjete skladiStenja plinova u posebnim postrojenjima te
iziskuje dodatne troskove koji posljedi¢no imaju utjecaj i na cijenu procesa proizvodnje sira te
kona¢nog proizvoda.. Osim to, utjecaj modificirane atmosfere nije uvijek u potpunosti
predvidiv §to predstavlja rizik i zahtijeva precizno definirane uvjete i odrzavanje istih kroz

relativno duge vremenske periode zrenja sira.
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju dosad objavljenih publikacija u podrucju primjene modificiranih uvjeta zrenja sira

te ¢injenica istaknutih u ovom zavr$nom radu moze se zakljuciti sljedece:

1.

Primjena visokog tlaka ucinkovita je u eliminaciji MO bez toplinske obrade i moZze ju
zamijeniti.

Intenzitet tretmana ogranicen je fizikalnim svojstvima sira i nije pogodna za sve vrste
sireva.

Primjena visokog tlaka ima koristan i primjenjiv utjecaj na trajanje zrenja sira, no
dotatna istrazivanja su dobrodosla.

Ozoniranje atmosfere u zrionama sira uspjesno je u sprjeavanju nastajanja biofilma i
kontroli mikrobioloske kvalitete zraka te ima zanemariv utjecaj na senzorna svojstva
sira.

Koristenjem modificirane atmosfere tijekom zrenja sira moze se kontrolirati razvoj
senzornih svojstava u siru iz biokemijske i mikrobioloske perspektive.

Sve spomenute metode doprinose smanjenju mikrobioloskog opterecenja sira i procesa
proizvodnje, te produljenju roka trajanja gotovog proizvoda.

Svaka od metoda moZe se primjenjivati zasebno, no moguénost kombinirane primjene

nudi precizniju i raznovrsniju kontrolu procesa proizvodnje i zrenja sira.
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