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1. UvOD

Prehrambena tehnologija, takoder poznata kao grana znanosti o hrani, bavi se
primjenom inzenjerskih, kemijskih, matematickih i drugih znanstvenih principa u
proucavanju i unapredivanju procesa prerade sirovina biljnog i/ili zivotinjskog podrijetla
u gotove prehrambene proizvode. Proces prerade uklju¢uje mehani¢ke operacije,
fizikalne procese, kemijske reakcije, enzimske i mikrobioloske procese, konzerviranje te,
na kraju pakiranje i transport gotovog proizvoda. Prehrambenom tehnologijom osim §to
se nastoji proizvesti visokokvalitetni prehrambeni proizvod od iznimne je vaznosti
usavrSiti proizvodni proces kako bi se osigurala ponovljivost i dosljednost gotovog
proizvoda, produljila trajnost sirovine, poboljsala njegova hranjiva i zdravstvena
vrijednost te unaprijedila senzorska svojstva. Kao primjer primjene prehrambene

tehnologije jest prerada mlijeka u gotove proizvode.

Mlijeko je sirovina koja se spontano kiseli i grusa, a kako bi mu se produljio rok
trajanja podvrgava se razli¢itim postupcima Kkonzerviranja. Jedna od metoda
konzerviranja je fermentacija mlijeka, kojom se proizvode fermentirani mlije¢ni
proizvodi poput kiselog mlijeka, kefira, jogurta, vo¢no-aromatiziranih jogurta te mnogih
probiotickih  fermentiranih proizvoda. Medutim, jedna od najstarijin metoda
konzerviranja ove lako pokvarljive namirnice je proizvodnja sira. Sirevi su svjezi
proizvodi ili proizvodi s razli€itim stupnjem zrelosti koji se proizvode odvajanjem
sirutke nakon zgruSavanja mlijeka, vrhnja ili kombinacijom navedenih sirovina (NN
20/2009). Osnovni ciljevi tehnologije proizvodnje sira ukljuc¢uju utvrdivanje parametara
koji osiguravaju zeljena svojstva sira te izradu protokola proizvodnje i zrenja, ¢ime se
postize ujednacena kvaliteta proizvoda. Kako bi se osigurao gotov proizvod ujednacene
kvalitete, od iznimne je vaznosti imati kvalitetnu sirovinu, ispravan nacin obrade te
ucinkovit sustav kontrole gotovog proizvoda. Sir se uglavnom proizvodi od kravljeg
mlijeka, ali i mlijeka drugih sisavaca, naj¢es¢e ovaca, koza i bivola. Osim prema vrsti
mlijeka, sirevi se mogu klasificirati prema vrsti proteina, nacinu grusanja, udjelu masti u
suhoj tvari, konzistenciji, udjelu vode, stupnju zrelosti, specificnom postupku
proizvodnje te kao autohtoni sirevi. Sir je izvor hranjivih tvari u oblicima koje organizam
lako moze iskoristiti. Nutritivna vrijednost sira, kao visoko vrijedne prehrambene
namirnice, obuhvaca znacajne koli¢ine esencijalnih hranjivih nutrijenata, poput proteina,

bioaktivnih peptida, masti, masnih kiselina, vitamina i minerala. Kemijski sastav sira



varira ovisno o vrsti sira, odnosno ovisno o vrsti mlijeka od kojeg je sir proizveden te

radi li se o svjezem, polutvrdom ili tvrdom Siru.

Cilj ovog zavrSnog rada je na primjeru sira, istraziti biokemijske reakcije koje se
odvijaju tijekom njegovog zrenja, te analizirati kako ti procesi utjeCu na teksturu, okus,

miris i nutritivni sastav gotovog proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROIZVODNJA SIRA

Cilj tehnoloskog procesa proizvodnje prehrambenih proizvoda je o¢uvanje izvornih
nutritivnih svojstava sirovine te postizanje Zzeljenih fizikalnih, kemijskih, bioloskih i
organoleptickih karakteristika konacnog proizvoda. Shematski prikaz tehnoloskog
procesa proizvodnje sira prikazan je na slici br. 1. Vazno je istaknuti da se, radi
postizanja optimalne kvalitete gotovog proizvoda — sira, svaki korak u procesu

proizvodnje mora provesti u odgovaraju¢im uvjetima, prilagodenim vrsti sira koja se Zeli

proizvesti.
Odabir i ¢uvanje Standardizacija Homogenizacija
.. _ . _——) .
mlijeka mlijeka mlijeka
Mikrofiltracija Baktofugacija Toplinska obrada
mlijeka mlijeka mlijeka
|] Zrenje
mlijeka Nastajanje grusa

Dodavanje mljekarskih | —— Sirenje mlijeka | —0 — Obrada grusa

kultura

Soljenje sira —_— Presanje sira —_— Oblikovanje sira

|

Zrenje sira

Slika br.1: Shematski prikaz tehnoloskog procesa proizvodnje sira (Matijevi¢, 2015).
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Tehnoloski proces proizvodnje sira zapocCinje odabirom i pravilnim nac¢inom ¢uvanja
sirovine. Mlijeko za proizvodnju sira mora biti higijenski i mikrobioloski ispravno, a
izrazito je vazno da ono ima sposobnost sirenja te da se ocuvaju prirodna svojstva
proteina zbog bolje kakvoce sira i ve¢eg doprinosa U proizvodnom procesu (Matijevic,
2015). Prilikom odabira mlijeka za proizvodnju sira, gledaju se fizikalno-kemijska
svojstva mlijeka koja nam daju uvid u njegovu kakvocu, odnosno kvalitetu. Neka od
svojstava koja se gledaju prilikom odabira mlijeka su: ocjena senzorskih svojstava,
procjena higijenske kakvoce, dodatak vode, prisutnost antibiotika, gustoca, kiselost te
udjel masti i ostalih sastojaka suhe tvari (Havranek i sur. 2014). Prije same prerade,
mlijeko je potrebno ohladiti na 4°C te ga na toj temperaturi Cuvati do 24 sata kako bi
zavrsila baktericidna faza i kako bi mlijeko bilo ispravno, odnosno prihvatljivo za
pocetak obrade i njegovo sirenje (Matijevi¢, 2015). Osim $to je mlijeko, kao sirovinu,
prije njezine prerade potrebno ohladiti u uredaju zvanom laktofriz, izrazito je vazno
odrzati hladni lanac koji se odnosi na put od farme do mljekare. Ako se hladni lanac
mlijeka ne odrzava, u tom ¢e slucaju doé¢i do porasta temperature, Sto ¢e se rezultira
razvojem mikroorganizama, povecanjem njihovog ukupnog broja te prisutno$¢u enzima i
metabolita koje mikroorganizmi proizvode. Takoder, mlijeko je vazno skladistiti §to
kra¢e zbog moguceg rasta mikroorganizama koji prezivljavaju 1 rastu na niskim
temperaturama. Osim hladenja, sirovo mlijeko potrebno je izmjeriti i odrediti njegov
tocan volumen kako bi se osigurala standardizacija i preciznost u svim daljnjim fazama
proizvodnje te kako bi se osigurao kvalitetan gotov proizvod. Takoder, mlijeko treba
profiltrirati, podvrgnuti kontroli kakvoce 1 kvalitete te ukloniti otopljeni 1 suspendirani
zrak koji moZe uzrokovati neto¢ne volumetrijske rezultate, nastanak zagorina te

izdvajanje mlije¢ne masti i sirutke na povrsini pakovine.

Nakon odabira mlijeka za proizvodnju sira slijedi standardizacija mlijeka. Rije¢ je o
postupku kojim se u mlijeku, namijenjenom za sir, regulira udio masti (Kalit, 2002).
Standardizacija mlijeka se provodi kako bi se odnos izmedu kazeina, glavnog proteina
mlijeka, i masti u mlijeku za sirenje doveo u optimalan odnos koji je nuzan kako bi
iskoristivost masti u siru bila $to je moguce veca. Standardizacija se postize na dva
nacina. Prvi nacin je mijeSanje mlijeka sa obranim mlijekom gdje dolazi do smanjenja
udjela mlijecne masti, a drugi na¢in je mijeSanjem mlijeka sa vrhnjem S$to rezultira
povecanju udjela mlijecne masti (Tratnik i sur. 2012). Uz udio mlije¢ne masti, takoder se

moze standardizirati udio kazeina u mlijeku, a postupak standardizacije se provodi u
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uredaju zvanom separator.

Kao tre¢i korak u proizvodnji sira slijedi proces homogenizacije mlijeka, odnosno
postupak razbijanja kuglica/kapljica mlije¢ne masti na manje veli¢ine podvrgavanjem
sirovine vrlo visokim tlakovima (10/25 MPa ili 100/250 bara) i naglim prelazenjem tako
tretiranog mlijeka na normalan tlak (Havranek i sur., 2014). Budu¢i da homogenizacijom
nastaje fini grus, sastavljen od mreze proteina koja zadrzava vise vode, homogenizacija
se najviSe primjenjuje u proizvodnji sireva sa plavom plijesni, kod mekih sireva te u

proizvodnji vrhnje.

Nakon homogenizacije, mlijeko se podvrgava postupku toplinske obrade radi
postizanja S§to bolje mikrobioloske kvalitete. Osim zbog uniStenja patogenih
mikroorganizama, toplinska obrada mlijeka, odnosno postupak pasterizacije sirovine se
provodi zbog redukcije broja ostalih mikroorganizama, redukcije i uniStenja enzima u
mlijeku zbog produljenja trajnosti gotovog proizvoda, povecanja njegove viskoznosti i
teksture te nadasve, kao $to je ve¢ re€eno, osiguranja njegove mikrobioloske kvalitete. U
tablici br.1 dan je pregled temperatura koje se najcesce koriste prilikom toplinske obrade

u proizvodnji sira.

Tablica br.1: Procesi toplinske obrade koji se u proizvodnji sira najéesce

upotrebljavaju (Matijevic¢, 2015).

Proces Temperatura (°C) Trajanje (s)
Termalizacija 63 - 65 15
Niska dugotrajna 63 - 65 1800
pasterizacija
Srednja kratkotrajna 72-75 15-20
pasterizacija

Kao dodatna metoda za uklanjanje bakterija, posebno onih otpornih na toplinu, poput
sporogenih bakterija (npr. iz roda Clostridium) upotrebljava se uredaj baktofuga. Rije¢ je
o uredaju koji koristi centrifugalnu silu za mehani¢ko uklanjanje bakterija iz mlijeka,

stoga ne moZe u potpunosti zamijeniti toplinsku obradu jer ne unistava sve bakterije,



viruse 1 enzime prisutne u mlijeku. U praksi, baktofuga se Cesto koristi u kombinaciji s
toplinskom obradom kako bi se postigao maksimalni uc¢inak uklanjanja bakterija i
produzila trajnost mlijeka ili mlijenih proizvoda. Postupak baktofugacije (Slika br.1) se
vr$i pri temperaturi od 55°C do 60°C te uklanja 80%-90% prisutnih bakterija u mlijeku
(Havranek i sur., 2014).

Mikrofiltracija je membranski proces koji se osniva na razdvajanju sastojaka u smjesi
na osnovi razliite veli¢ine Cestica uz primjenu tlaka. Njome se uklanja i do 99,6%
bakterija, no sam proces nije selektivan, odnosno nepoznato je da li su zaostale bakterije
patogene ili ne. Primjena mikrofiltracije u sirarstvu korisna je jer pomaze u uklanjanju
preostalih Cestica i mikroorganizama koje toplinska obrada i bakteriofag nisu u
potpunosti eliminirali. Time se poboljSavaju organolepticka svojstva mlijeka (okusa,
mirisa) i postize se konzistentnija kvaliteta proizvoda. Osim toga mikrofiltracija takoder
smanjuje trajanje zrenja sira, poboljSava kontrolu zrenja sira, povecava trajnost mlijeka,
omogucava kontroliranu fermentaciju te dulju trajnost fermentiranih mlije¢nih proizvoda

(Tratnik i sur., 2012).

Sedmi korak u procesu proizvodnje sira prikazan na slici br.l1 naziva se zrenje
mlijeka, a zapoc¢inje dodavanjem mljekarske kulture u preobradeno mlijeko. Mljekarske
kulture, takoder poznate pod nazivom mikrobne kulture ili inokulumi predstavljaju
specijalizirane prirodne bakterije mlije¢ne kiseline koje se izoliraju iz najkvalitetnijih
sireva ili drugih mlije¢nih proizvoda. U proizvodnji fermentiranih mlije€nih proizvoda,
ove kulture se obavezno dodaju u koncentriranom obliku, posebno kada je mlijeko
prethodno pasterizirano (Havranek i sur., 2014). Pasterizacija, iako kljuéna za
eliminaciju patogenih mikroorganizama, takoder uniStava korisne bakterije mlijecne
kiseline i neke prirodne enzime, poput lipaza. Mljekarske kulture imaju klju¢nu ulogu u
fermentaciji mlijeka jer razgraduju mlije¢ni Secer (laktozu) i proizvode mlijeénu kiselinu,
Sto doprinosi zakiseljavanju mlijeka i formiranju karakteristicnog okusa i arome sireva.
Osim $to proizvode tvari koje su od esencijalne vaznosti za oblikovanje okusa, njihovi
enzimi takoder sudjeluju u razgradnji proteina, masti, laktoze i citrata tijekom zrenja sira.
Aktivnost mljekarskih kultura potice kocenje rasta 1 aktivnosti nepozeljnih
mikroorganizama, ¢ime se osigurava kvaliteta proizvoda. Takoder, ove kulture igraju
kljuénu ulogu u poticanju aktivnosti sirila, Sto omogucava formiranje kvalitetnog grusa

(Havranek i sur., 2014). Dodavanjem mljekarske kulture, zapoc€inje prvi kljucni korak u
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kojem se slozeni kemijsko-biokemijski procesi usmjeravaju prema Zzeljenim
karakteristikama proizvoda, poput konzistencije, okusa, mirisa i arome sira. Ovi procesi
omogucavaju kontrolu nad kvalitetom proizvoda i minimiziraju utjecaj vanjskih
okolisnih ¢imbenika. Zrenje mlijeka podrazumijeva djelovanje bakterija mlijecne
kiseline u samom mlijeku koje moze trajati od 5 minuta do 2 sata. Trajanje ovog procesa
ovisi 0 vrsti sira koji se proizvodi, kao i o pripremljenom obliku mljekarske kulture.
Zrenje mlijeka manifestira se kroz zakiseljavanje i smanjenje pH vrijednosti, §to je
rezultantni uc¢inak aktivnosti bakterija mlije¢ne kiseline koje konvertiraju mlijecni Secer
(laktozu) u mlijecnu kiselinu. Ovaj proces je od presudne vaznosti za razvoj zeljenih
organolepti¢kih svojstava sira, ukljuujuéi njegov okus, miris i teksturu (Kalit, 2014).
Nakon dodatka mljekarskih kultura, odnosno zrenja mlijeka, slijedi njegovo sirenje
(korak 8 prikazan na slici br.1). Sirenje mlijeka je proces koagulacije u kojem se mlijeko
pretvara u krute tvari (sir) i tekucinu (sirutka). Ovaj proces zapo¢inje dodavanjem to¢no
odredenog postotka mikrobne kulture (inoukuluma) pri optimalnoj temperaturi uz
intenzivno mijesanje mlijeka (Matijevi¢, 2015). Sirenje se odvija u tradicionalnim
otvorenim kadama ili bazenima, najceS¢e pri temperaturi od 30°C uz dodatak sirila i
CaCly, a odvija se zajedni¢kim djelovanjem topline, kiseline i raznih enzima. Sirilo je
naziv koji podrazumijeva enzimatski preparat koji se koristi u procesu proizvodnje sira
za zgruSavanje mlijeka. Njegova glavna funkcija je razbijanje proteina kazeina, Sto
dovodi do koagulacije, odnosno zgrusavanja mlijeka, omogucujuci odvajanje ¢vrste faze
(sirnog grusa) od tekuce faze (sirutke). Sirenje mlijeka je kljucan postupak u proizvodnji
sira budu¢i da omogucava oblikovanje 1 sazrijevanje sirnog grusa u konacni proizvod.
Najces¢i tip sirila koji se koristi u proizvodnji sira je sirilo zivotinjskog podrijetla Ciji je
glavni enzim kimozin koji se dobiva iz Zeludaca mladih prezivaca (poput teladi, janjaca
ili kozli¢a), a zbog svoje vrlo visoke specifi¢nosti za razgradnju kazeina, predstavlja
idealnim za proizvodnju raznih vrsta sira (Selim i sur., 2021). Uz sirilo Zivotinjskog
podrijetla, takoder se upotrebljavaju sirilo biljnog podrijetla, mikrobnog ili geneticki
modificirano, odnosno rekombinantno sirilo. Tijekom koagulacije proteina dolazi do
destabilizacije globula proteina, zblizavanja razdvojenih globula proteina te povezivanje
promijenjenin  globula proteina. Dakle, nakon sirenja slijedi oblikovanje
trodimenzionalne mreze gel proteina koja obuhvaca preostalu tekucu fazu 1 Cini
polucvrsti sustav zvan koagulum ili gru$ sira (Slika br.1). Nastali sirni gru§ moze biti
kiseo ili sladak, $to je ovisno o tome koju vrsta proteina mlijeka se koagulira za odredeni

tip sira. Ukoliko se provodi koagulacija kazeina, glavnog proteina mlijeka, uz djelovanje
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kiseline tada nastaje kiseli grus koji je prvenstveno namijenjen za proizvodnju svjezeg
mekog sira. Ukoliko se odvija koagulacija kazeina uz djelovanje proteolitickih enzima,
tada nastaje slatki gru$ koji je namijenjen za proizvodnju ostalih vrsta sira (Matijevic,
2015). Koagulacijom proteina sirutke koja se odvija uz djelovanje topline, nastaje slatki

grus koji je svoju primjenu nasao u proizvodnji sirutkinog sira.

Kao $to je ve¢ spomenuto, grus je prilicno stabilna polucvrsta faza nastala kemijsko-
fizikalnim promjenama iz tekuceg mlijeka koja u sebi zadrzava cjelokupnu koli¢inu
vodene faze mlijeka prilikom stajanja (Kalit, 2002). Kada se gru$ pocne rezati, lomiti,
mijesati ili podvrgavati nekom obliku vanjskog pritiska, tada pocinje izlucivati svoju
vodenu fazu koja se naziva sirutka. Sinereza je proces, odnosno postupak preslagivanja
mreze kazeina u grusu koja za posljedicu ima kontrakciju mreze i izlaZzenje vodene faze,
sirutke, iz sirnog grusa (Matijevi¢, 2015). Djelovanjem sirila, mlije¢ne kiseline i
temperature, dolazi do skrad¢ivanja polipeptidnih lanaca te do dehidratacije kazeina, pri
¢emu se kao §to je ve¢ receno, izdvaja sirutka (Havranek i sur., 2014). Odvajanje sirutke
od grusa se moze vrsiti samopreSanjem uz pomo¢ krpa ili cjedila ili se moze vrSiti
upotrebom centrifugalnog separatora $to takoder ovisi o vrsti sira koja se proizvodi.
Dovoljno osuseno zrno odvaja se od ostatka preostale sirutke preko kalupa koji mogu biti
razli¢itog oblika, veliCine te proizvedeni od razli¢itog materijala. Sirno zrno se smatra
dovoljno suhim kada pod pritiskom u Saci oblikuje grudu koja se ne raspada, a koja se
moze ponovno ,rastaviti na sastavna zrna (McSweeney, 2017). PreSanje gruSa traje
nekoliko sati pri temperaturi od 15°C, a okretanjem sira tijekom preSanja omogucava se
ucinkovito odvajanje sirutke, ravnomjerna raspodjela vode, stapanje sirnih zrna, postize
se odgovarajuca tekstura sira, stvara se konacan oblik sira te Se osigurava nastajanje kore
sira (Havranek i sur., 2014), a kao najbitniji utjecaj presanja je omogucena jednostavnija
njega sira tijekom glavnog procesa proizvodnje, odnosno tijekom njegovog zrenja. U
pravilu $to je sir tvrdi, vrijeme presanja je duze i pritisak na sirni gru§ je veci. Sljedeci
korak u procesu proizvodnje sira slijedi soljenje (Slika br.1). Soljenje sira je postupak
kojim se zaustavlja daljnji tijek fermentacije (Matijevi¢, 2015). Sol djeluje selektivno i
na mikroorganizme ¢ime usmjerava zrenje sira. Ujedno daje okus i vaZan je ¢imbenik u
produljenju trajnosti mnogih sireva. Soljenjem se takoder gubi mali postotak zaostale
sirutke u siru, utjeCe na oblikovanje kore i kakvocu sira (Tratnik i sur., 2012). Najces¢i
nacini soljenja sira su utrljavanje soli po povrSini sira, uranjanje sira u salamuru te

soljenje sira u kalupu tijekom punjenja sirnim tijestom. Nakon soljenja sira slijedi
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postupak zrenja sira. Zrenje sira ili maturacija sira je biokemijski i mikrobioloski proces
tijekom kojeg svjezi sir prolazi kroz niz promjena koje rezultiraju razvojem specificnih
svojstava, ukljucujuéi okus, teksturu, aromu, boju i konzistenciju. Postupak zrenja je
kljucan za konacnu kvalitetu sira budu¢i da omogucuje razvoj slozenih karakteristika

koje definiraju razli¢ite vrste sira.

2.2. ZRENJE SIRA

Zrenje sira ukljucuje razli¢ite mikrobioloske i biokemijske promjene u grusu Sto
rezultira karakteristicnim okusom 1 teksturom svake vrste sira. Ono se smatra
najvaznijim, ujedno i zadnjim postupkom u proizvodnji sira (Kalit, 2002). Glavni cilj
zrenja je pretvaranje sirne mase, koja se u pocetku znacajno ne razlikuje ovisno o vrsti
sira, u sireve karakteristicnog okusa, arome, teksture i izgleda (Havranek i sur., 2014).
Sam postupak zrenja sira je spor i skup, a povezan je s aktivnostima mnogih mikrobnih
proteolitickih i lipoliti¢kih enzima koji mijenjaju morfologiju i fizi¢ku teksturu sira te
tako razvijaju okus gotovog proizvoda (Selim, 2021). Zrenje se odvija djelovanjem
prisutnih enzima u siru gdje nastaju biokemijske, kemijske i fizikalno-kemijske
promjene, uglavnom laktoze, proteina i masti (Tunick, 2014). Gotovo svi sastojci sira se
mijenjaju u smislu pojednostavljenja njihove sloZene strukture na jednostavnije spojeve,
zbog Cega sir postaje zreo sa specificnim okusom, mirisom, bojom, konzistencijom 1
strukturom. Takoder je bitno spomenuti kako zrenjem dolazi do korisnih promjena,
odnosno smanjuje se 20-30% laktoze (sir se lakSe probavlja), nastaje mlije¢na kiselina
(potice peristaltiku crijeva te sekreciju korisnih enzima), udvostruéuje se resorpcija Ca, P
1 ostalih nutritivnih tvari, sprje¢ava Se rast nepozeljne mikroflore te se produzuje trajnost
gotovog proizvoda (Kalit, 2002). Uz biokemijske promjene odvijaju se i mikrobioloske
promjene koje ukljucuju rast ne-starterske mikrobne populacije i lizu (odumiranje)
bakterija mlijecne kiseline dodanih u formi kulture, pri ¢emu se oslobadaju
unutarstani¢ni enzimi (Hickey i sur., 2007; Kenny i sur., 2006; Mikulec i sur., 2010;
Williams i sur., 2002). Tijekom zrenja sira dolazi do nekoliko kljuénih procesa kao $to su
fermentacija Secera, lipoliza, proteoliza, enzimske 1 mikrobioloSke aktivnosti te promjene
u strukturi i teksturi sira. U procesu fermentacije Sec¢era, mikroorganizmi, prvenstveno
bakterije mlijecne kiseline, fermentiraju laktozu (mlije¢ni Secer) u mlije¢nu kiselinu koja

snizava pH sira i utjeCe na njegovu teksturu 1 okus. Sljedeci proces koji se odvija tijekom



zrenja sira je lipoliza. Proces lipolize se moze definirati kao razgradnja masti na
slobodne masne kiseline, glicerol i druge spojeve (McSweeney i sur., 2004). Ovaj proces
doprinosi razvoju okusa, osobito kod sireva s visokim udjelom masti ili onih koji sadrze
plijesni. Uz fermentaciju Secera i lipolizu se odvija proces proteolize. Proces proteolize
predstavlja razgradnju mlije¢nih proteina (isklju¢ivo kazeina, glavnog proteina mlijeka)
u manje peptide i aminokiseline pomoc¢u enzima koji su prisutni u siru ili dodani putem
starter kulture (McSweeney i sur., 2004). Starter kultura predstavlja mikrobni pripravak
koji sadrzi veliki broj stanica najmanje jednog mikroorganizma koji se dodaje sirovini u
cilju proizvodnje fermentirane hrane ubrzanim i kontroliranim fermentacijskim
procesom (Williams i sur., 2002). Proces proteolize utjece na teksturu sira (od krutog do
kremastog) te doprinosi stvaranju okusa i arome. Upravo ovaj proces diferencira razlicite
vrste sireva 1 €ini ih jedinstvenim. Ona predstavlja slozen 1 viSefazan proces razgradnje
proteina na jednostavnije molekule. Enzimske i mikrobioloske aktivnosti su jo§ jedan od
procesa u nizu koji se odvijaju tijekom zrenja sira (Selim i sur., 2021). One se smatraju
dodatnim reakcijama uzrokovanim bakterijama, kvascima ili plijesnima koje se nalaze u
siru ili na njegovoj povrsini. U procesu zrenja sira takoder se odvijaju promjene u
strukturi i teksturi, a kako zrenje napreduje, sir postaje meksi, kremastiji, tvrdi ili

mrvicastiji, Sto ovisi o vrsti sira koja se proizvodi te o uvjetima zrenja.

2.2.1. FAKTORI KOJI UTJECU NA ZRENIJE SIRA

Da bi se biokemijske promjene tijekom zrenja sira mogle kretati u Zeljenom pravcu,
postoji nekoliko kljuénih faktora na koje se mozZe utjecati. Kvaliteta nekog
prehrambenog proizvoda proizlazi prvenstveno iz proizvodnog procesa. Sirovina,
odnosno mlijeko od kojeg Zelimo proizvesti sir, moze biti kravlje, kozje, ov¢je ili bivolje,
a ovisno o vrsti mlijeka koja je odabrana, javlja se utjecaj na sastav proteina i masti, $to
takoder utjeCe na okus, teksturu i aromu sira. Uz odabir vrste mlijeka, veliki utjecaj na
zrenje sira imaju odredene vrste mikroorganizama S kojima se nastoji usmjeriti proces
proizvodnje (Kalit, 2002). Razlicite vrste bakterija, kvasaca i plijesni igraju klju¢nu
ulogu u razvoju odredenih karakteristika sira. Starter kulture bakterija poput Lactococcus
lactis ili Streptococcus termophilus se koriste za kontrolu fermentacije laktoze, dok neki
dodatni mikroorganizmi mogu dodati specificne okuse i teksture, kao na primjer

Penicillium roqueforti za plave sireve. Dakle, u proizvodnom procesu se postize
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odgovarajuci sastav sira gdje se kontrolira njegov sadrzaj vode, soli te pH vrijednost koji
moraju biti unutar odredenih granica za pojedinu vrstu sira (Matijevi¢, 2015). Osim
sastava sira, na pravilan tijek biokemijskih promjena tijekom zrenja sira utjecu i
mikroklimatski uvjeti u prostoriji za zrenje sira. Inkubacija ili vrenje ili zrenje sira odvija
se u komorama ili spremniku za vrenje koji se naziva zriona. U zrionama, za pravilno
zrenje sira, je potrebno osigurati odgovarajucu temperaturu i relativnu vlaznost zraka, a u
njima se reguliraju brzina fermentacije i enzimske aktivnosti. Vise temperature obi¢no
ubrzavaju zrenje, dok niza temperatura usporava proces, a idealan postotak relativne
vlaznosti u zrionama iznosi 70%-80% (Kalit, 2002). Tijekom zrenja sira, osim sastava
sira 1 mikroklimatskih uvjeta, takoder je bitno njegovati sir. Njega sira ukljucuje njegovo
okretanje, brisanje suhom ili vlaznom krpom te ¢etkanje, ribanje i struganje. Njegom sira
se sprjecava razvoj plijesni ili prekomjernog maza te se osigurava nastanak Zeljenih
karakteristika (McSweeney, 2017). Za zastitu sira se koristi premaz kojim je potrebno
premazati sir $to prije nakon postupka soljenja ili preSanja, odnosno sir se premazuje ¢im
mu je kora dovoljno suha. Vrijeme trajanja zrenja sira je takoder kljucan faktor u Zelji za
osiguranjem pravilnog tijeka biokemijskih procesa. Trajanje zrenja ovisi 0 vrsti sira,
njegovom sastavu (koli¢ina vode, masti, soli, pH vrijednost, ponajviSe vrsta kulture koja
se primijenila- mezofilna, termofilna, probioticka) te nafinu zrenja (klasi¢no zrenje ili
zrenje sira u foliji) (Tunick, 2014). Zrenje moze trajati od nekoliko tjedana (za svjeze ili
mekse sireve) do nekoliko godina (za tvrde, odnosno zrele sireve). Sto je proces zrenja

dulji, ono obi¢no rezultira nastajanje intenzivnijeg okusa i arome sira.

Tablica br.2: Karakteristike najpoznatijih vrsta sira koje zriju (Havranek i sur., 2014).

Vrsta sira Karakteristike za vrijeme zrenja

Meksi sirevi - Zrenje se odvija pri nizim
temperaturama, krace vrijeme

Tvrdi sirevi - Zrenje se odvija pri viSim
temperaturama, znatno dulje vrijeme

- Primarno zrenje se odvija pri 10°C

- Sekundarno zrenje se odvija pri 15°C,
a traje najmanje 2-5 tjedana do godinu
dana pa cak i1 dulje

- Primarno zrenje se odvija pri 8-12°C u
trajanju od 3-4 tjedna

Od4—zmOTvOo

Polutvrdi i tvrdi sirevi
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Sirevi tipa Ementaler

Sekundarno zrenje se odvija pri 22-
25°C u trajanju od 6-7 tjedana
Zavrs$no zrenje, odnosno ¢uvanje
gotovog proizvoda traje vremenski $to
duze pri nizim temperaturama (8-
12°C)

Sirevi u salamuri

Zrenje se odvija pri 12-16°C,
najmanje 2-3 tjedna uz 10-15% soli
Zrenje zatim pada na nize temperature
(oko 5°C)

Zavrs$no zrenje, odnosno ¢uvanje u
salamuri se odvija pri 2°C u trajanju
do godine dana sa vise od 16% soli

Sirevi sa plemenitom plijesni —
zrenje uz rast bijele plijesni na
povrsini sira

(Camembert, Brie)

Zrenje se odvija pri 10-14°C, a
trajanje zrenja za Camembert sir traje
dulje u odnosu na Brie

Sirevi sa plemenitom plijesni —
zrenje uz rast plave plijesni unutar
sira

(Gorgonzola, Roquefort, Stilton)

Potrebno je osigurati pristup zraka
unutar sira (buSenje iglama) ili
inokulirati u sir kulturu injekcijom;
stvaraju se otvori za izlaz CO», a ulaz
07

Zrenje se odvija pri 10-13°C u trajanju
2-3 tjedna za Gorgonzolu i Roquefort,
a 5-6 tjedana za Stilton

2.2.2. VRSTE ZRENJA

Kao $to je ve¢ recCeno, biokemijske reakcije tijekom zrenja sira su kljune za razvoj

njegovih specificnih karakteristika, ukljuuju¢i okus, aromu, teksturu, miris i boju.

Budu¢i da su kazein i mlije¢na mast dvije dominantne komponente suhe tvari sira,

biokemijske reakcije se odvijaju upravo na njima (Tudor i sur., 2010). Uz biokemijske

promjene, tijekom zrenja se javljaju mikrobioloske i fizikalno-kemijske promjene u

sirnoj masi. Proces zrenja sira se moze podijeliti u dvije glavne faze, a to su primarno

(rano) zrenje i sekundarno (kasno) zrenje (Orlien, 2022). Tijekom zrenja sira odvijaju se

sloZene interakcije izmedu enzima, mikroorganizama, proteina, masti i drugih sastojaka




mlijeka. Odnosno, biokemijski procesi u siru se odvijaju djelovanjem enzima sirila,
endogenih enzima mlijeka, enzima bakterija mlije¢ne kiseline dodanih u formi kulture te

enzima nestarterskih bakterija mlijecne kiseline (Havranek i sur., 2014).

2.2.2.1. PRIMARNO ZRENJE SIRA

Primarno zrenje je pocetna, rana faza u kojoj se odvijaju osnovne fermentacije i
enzimske aktivnosti koje formiraju temeljne karakteristike sira. Primarno zrenje je prva
faza u procesu zrenja sira koja se dogada odmah nakon formiranja sirnog grusa i
njegovog oblikovanja u sir. Ova faza je kljucna za razvoj osnovnih karakteristika sira, no
ponajviSe je odgovorna za formiranje Zeljene teksture sira te za proizvodnju okusa
(Muartaza, 2022). Primarno zrenje je temelj za daljnje faze zrenja, budu¢i da ono
odreduje pocetnu kvalitetu sira te osigurava da su svi uvjeti pravilno postavljeni za
razvoj slozenijih aroma, tekstura i okusa tijekom sekundarnog zrenja. Bitno je istaknuti
kako bez pravilno provedenog primarnog zrenja, sir moze imati nepozeljnu teksturu,
okus ili se mogu razviti mikrobioloske nesavrSenosti. Dakle, primarno zrenje je klju¢ni
prvi korak u procesu proizvodnje sira, gdje se uspostavljaju osnovne karakteristike te se
osigurava da sir ima dobru osnovu za daljnje zrenje i starenje. Trajanje primarnog zrenja
moze varirati ovisno o vrsti sira, ali ono obi¢no traje od nekoliko dana do nekoliko
tjedana. Ova faza je posebno vazna za mekSe sireve koji su Cesto spremni za
konzumaciju ve¢ nakon kratkog perioda primarnog zrenja. Tokom primarnog zrenja
odvijaju se razli¢iti biokemijski procesi koji ukljucuju djelovanje enzima sirila, bakterija

mlije¢ne kiseline i drugih mikroorganizama (Williams i sur., 2002).

Tablica br.3: Karakteristike biokemijskih procesa tijekom primarnog zrenja
(McSweeney, 2004).

Biokemijski procesi tokom Karakteristike procesa

primarnog zrenja

- Bakterije mlijecne kiseline, koje su dodane
tijekom proizvodnje sira, razgraduju preostalu
laktozu u siru na mlije¢nu kiselinu
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Razgradnja laktoze -

Ovaj proces snizava pH vrijednost sira §to
pomaze u koagulaciji proteina, sprjecava rast
nepozeljnih mikroorganizama te pridonosi
karakteristicnom okusu i teksturi sira

Djelovanje sirila

Enzim kimozin (glavni enzim sirila) nastavlja
razgradivati kazein, glavni protein mlijeka,
tijekom prvih nekoliko dana ili tjedana zrenja
Ovaj proces je vazan za omekSavanje sirnog
tijesta i pocetni razvoj teksture sira

Gubitak vlage

Sirevi gube dio vlage (sirutke) kroz isparavanje
ili zrenje u kontorliranim uvjetima
(kontrolirana temperatura i relativna vlaznost)
Sto pomaze u stvaranju tvrde kore ili zaStitnog
sloja na povrsSini sira §to je klju¢no za daljnje
faze zrenja

Pocetno stvaranje arome 1

okusa -

Bakterije mlijecne kiseline proizvode
aromaticne spojeve kao Sto su diacetil,
acetaldehid i drugi, koji daju sirevima
karakteristi¢ne blage kisele ili slatke note
Postavljanje temelja za daljnji razvoj slozenijih
aroma u kasnijim fazama zrenja

Kontrola mikroflore

U ovoj fazi se kontrolira razvoj mikroflore na
povrsini sira

Razliciti sirevi imaju specifi¢ne kulture
bakterija koje se primjenjuju na njihovoj
povrsini ¢ime se omogucava razvoj
karakteristi¢nih okusa, mirisa i teksture (na
primjer sir poput Camemberta ili Brie-a
razvijaju specificnu koru od bijele plijesni)

2.2.2.2. SEKUNDARNO ZRENJE SIRA

Sekundarno zrenje, glavno ili kasno zrenje je druga faza u procesu zrenja koja slijedi

odmah nakon primarnog zrenja. Ova kasnija faza je klju¢na za razvoj sloZenijih

karakteristika poput specifi¢nog okusa,

arome 1 teksture (McSweeney i sur., 2014). U

ovoj fazi mogu sudjelovati specifi¢ni mikroorganizmi, kao $to su plijesni ili bakterije

koje doprinose stvaranju Zeljenih karakteristika (kao na primjer stvaranje rupa kod sira

14



Ementaler). Dakle, sekundarno zrenje je presudno za konac¢nu kvalitetu sira, odnosno
tokom ove faze sir razvija svoj jedinstveni profil okusa i teksture koji ga razlikuje od
ostalih vrsta sira. Bez sekundarnog zrenja sir bi imao vrlo blag okus bez svoje
karakteristicne arome i1 konzistencije. Trajanje sekundarnog zrenja dakako znacajno
varira ovisno o vrsti sira. Tako na primjer meksi sirevi (poput Brie ili Camembert-a)
mogu imati sekundarno zrenje koje traje samo nekoliko tjedana, dok tvrdi sirevi (poput
Parmezan-a, Cheddar-a ili Ementaler-a) mogu zreti mjesecima pa ¢ak i godinama.
Takoder je vazno spomenuti kako sekundarno zrenje ukljucuje sloZenije biokemijske
procese, kao Sto su razgradnja proteina (poznata i kao proteoliza), razgradnja masti

(poznata i kao lipoliza) i daljnji razvoj mikroflore (McSweeney, 2007).

Tablica br.4: Karakteristike biokemijskih procesa tijekom sekundarnog zrenja
(McSweeney, 2004).

Biokemijski procesi Karakteristike procesa
tokom sekundarnog

zrenja

- Enzimi iz mlije¢ne mikroflore, kao i enzimi iz
sirila, nastavljaju razgradnju proteina (osobito
kazeina) u manje molekule poput peptida i
aminokiselina

Proteoliza - Ovi spojevi znacajno doprinose razvoju okusa i

teksture sira, daju¢i mu bogatiji 1 sloZeniji profil

okusa (primjerice, enzimi razgraduju kazein u

spojeve koji mogu stvoriti pikantne, oraSaste,

kremaste ili vo¢ne note)

- Razgradnja masti u sirevima oslobada masne
kiseline i druge spojeve koji su klju¢ni za aromu

- Ovaj proces ima veliki utjecaj na kremastu
teksturu sira

- U nekim sirevima, poput onih s plavom plijesni
(Roquefort ili Gorgonzola), lipoliza je vrlo
intenzivna stvarajuci specifican pikantan okus

- Mikroorganizmi prisutni u siru, poput bakterija,
kvasaca i plijesni nastavljaju rast i mijenjaju se
tokom sekundarnog zrenja

- Takvi mikroorganizmi proizvode enzime i

Lipoliza
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Razvoj mikroflore metabolicke produkte koji dodatno doprinose
razvoju okusa i arome (primjerice, bakterije iz
roda Lactobacillus ili Propionibacterium
proizvode specifi¢ne spojeve poput ugljicnog
dioksida koji stvara rupe u sirevima kao Sto je
Ementaler)

- Kontrola uvjeta zrenja, poput temperature,
relativne vlaznosti i ventilacije, je kljucna za

razvoj zeljenih karakteristika sira (primjerice,

visoka vlaznost moze potaknuti razvoj plijesni na

skladiStenja kori, dok niZa vlaZznost moze sprijeéiti
prekomjerni rast mikroorganizama)

- Sekundarno zrenje €esto ukljucuje razvoj ili

Utjecaj uvjeta

sazrijevanje kore sira koja moze biti prekrivena
plemenitim plijesnima (kao kod Brie ili
Camembert sira), bakterijama (kao kod Munstera
ili Limburgera) ili se moze formirati prirodno

- Kora sira takoder doprinosi okusu i teksturi
unutrasnjosti sira, ali takoder ima zastitnu ulogu
od vanjskih utjecaja

Formiranje kore sira

2.2.3. KLJUCNI BIOKEMIJSKI PROCESI TIJEKOM ZRENJA

Kao $to je ve¢ spomenuto, biokemijske reakcije su kljuéne za razvoj specificnih
karakteristika u siru tokom njegovog zrenja. Za karakteristican razvoj okusa, arome i
teksture, tijekom zrenja sira, zasluzni su procesi mlije¢no kiselog vrenja, metabolizam
citrata, lipoliza, proteoliza, dekarboksilacija i transaminacija aminokiselina, te maturacija
strukture i teksture (McSweeney, 2004). Takoder je vazno spomenuti kako razne
oksidacijske 1 redukcijske reakcije, katalizirane mikroorganizmima i enzimima, utjecu na
aromu 1 teksturu sira. Tako na primjer oksidacija masnih kiselina moZe dovesti do
stvaranja ketona koji pruzaju, odnosno dodaju intenzivnije arome. Ovaj tip reakcija je
posebno izraZzen u sirevima s plavom plijesni, poput Roqueforta. Za vrijeme kasnog
zrenja sira, odnosno za vrijeme sekundarnog zrenja, rast i aktivnost dodatnih
mikroorganizama doprinose razvoju specificnih aroma, tekstura i rupa u siru za odredenu
vrstu sira. Tako na primjer Propionibacterium spp. proizvode uglji¢ni dioksid koji stvara

rupe u Svicarskim sirevima, zajedno s propionskom kiselinom koja daje oraSasti okus,
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dok Penicillium roqueforti i Penicillium camemberti doprinose stvaranju karakteristi¢nih
plavih i bijelih plijesni koje dodaju specificne pikantne i kremaste arome. Dakle, razni
mikroorganizmi tijekom zrenja sira proizvode razliite spojeve kao §to su alkoholi,
aldehidi, ketoni, esteri i sumporni spojevi (Williams i sur., 2002). Ovi spojevi nastaju
metabolizmom aminokiselina, masnih kiselina i drugih prekursora te uvelike doprinose

kompleksnosti i specifi¢nosti okusa sira.

2.3. MLIJECNO KISELO VRENIJE

Mlije¢no kiselo vrenje (glikoliza) je biokemijski proces u proizvodnji sira, pri kojem
mlijecni Secer (laktoza) fermentira u mlijecnu kiselinu. Osim mlije¢ne kiseline, bakterije
mogu proizvoditi 1 druge spojeve poput diacetila, koji doprinosi masla¢noj aromi. Ovaj
proces obi¢no zavrSava nekoliko dana nakon pocetka proizvodnje sira jer laktozu
iscrpljuju BMK i drugi mikroorganizmi prisutni u siru. Bakterije mlije¢ne kiseline,
ukljucuju vrste iz roda Lactobacillus, djeluju kao agensi fermentaciji hrane te
potencijalno imaju zdravstvene koristi (Nufiez, 2011). Proces laktatne fermentacije
kljucan je za snizavanje pH vrijednosti sira Sto utjee na teksturu, o€uvanje 1 zastitu sira
od patogenih mikroorganizama. Potpuna fermentacija laktoze u siru je vazna kako bi se
izbjegao razvoj nepozeljne sekundarne mikroflore. Bakterije mlijeCne kiseline unose
laktozu u stanicu u fosforiliranom obliku pomoc¢u ATP-ovisnog laktoza permeaznog
sustava ili fosfoenolpiruvata-ovisnog-fosfotransferaznog sustava. Razgradnja laktoze
provodi se glikolitickim (Embden-Mayerhof-Parnasovim putem) ili fosfoketolaznim
putem, ovisno o tome govori li se o homofermentativnim ili heterofermentativnim
vrstama bakterija mlijeCne kiseline (Samarzija, 2015). U stanici se laktoza-6P
djelovanjem B-galaktozidaze hidrolizira na glukozu i galaktozu-6P. Glukoza se zatim
glikolitickim putem pretvara u piruvat koji se djelovanjem laktat-dehidrogenaze pretvara
u laktat. Galaktoza se razgraduje Leloirovim ili Tagatoznim putem (SamarZija, 2015).
Konverzija laktoze u mlije¢nu kiselinu se provodi djelovanjem dodanih kultura bakterija
mlijecne kiseline ili djelovanjem NSBMK-a (Williams i sur., 2002). U proizvodnji sira,
sirutka se odvaja od grusa koji sadrzi oko 1-2 % laktoze, dok se 98 % laktoze gubi sa
sirutkom. Preostala laktoza u grusu konvertira se u L-izomer mlijecne kiseline
djelovanjem enzima starterskih i ne-starterskih mikrobiota (Fow i McSweeney, 1998;

Tudor, 2010). Koli¢ina mlije¢ne kiseline i pH vrijednost sira, koja obi¢no varira od 4,6
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do 5,2, rezultat su fermentacije laktata, a pH vrijednost se moze mijenjati tijekom zrenja

(Havranek i sur., 2014).

2.4. METABOLIZAM CITRATA

Mlijeko sadrzi priblizno 1750 mg citrata po litri, od ¢ega je vecina u topljivoj fazi te se
stoga gubi prilikom uklanjanja vodene faze, odnosno sirutke iz sirnog tijesta (Fox, 1989).
Citrat je vazan prekursor za spojeve okusa u odredenim vrstama sira dobiven koristenjem
mezofilnih starter kultura (McSweeney, 2004). Neke bakterije mlije¢ne kiseline, poput
Leuconostoc spp., fermentiraju citrat u mlijeku stvaraju¢i diacetil i druge aromati¢ne

spojeve. Diacetil daje karakteristi¢an maslacast okus 1 vazan je u mnogim sirevim (poput

Gouda-e ili Cheddar-a).
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Slika br.2: Metabolizam citrata



2.5. LIPOLIZA

Lipoliza je proces hidrolitickog cijepanja esterskih veza u trigliceridima, Sto rezultira
stvaranjem masnih kiselina i glicerola (Collins i suv., 2003). Lipoliza, uzrokovana
djelovanjem lipolitickih enzima na mlije¢nu mast, rezultira stvaranjem slobodnih masnih
kiselina koje znacajno utjecu na miris i okus sira. U mlijeku su lipoliticki enzimi prisutni
u manjim koli¢inama. Kod vecine mlije¢nih proizvoda predstavlja nepozeljan proces,
dok u proizvodnji sira, konkretno tijekom zrenja svih vrsta sira predstavlja pozeljan
proces (Tratnik i sur., 2012). Lipoliti¢ki enzimi koji su prisutni u mlijeku, bakterijama
starter kultura ili specificnim plijesnima (Penicillium roqueforti ili Penicillium
camemberti) igraju kljuénu ulogu u ovom procesu. Takoder je vazno spomenuti kako
slobodne masne kiseline i njihovi produkti razgradnje doprinose aromi sira, osobito u
sirevima s visokim udjelom masti ili onima koji sadrze plijesni. KratkolanCane i
srednjelan¢ane masne kiseline, poput maslacne, kapronske i kaprilne kiseline, izravno
utjeCu na stvaranje arome sira dok su dugolancane masne kiseline prekursori za
biosintezu sekundarnih metabolita poput metil-ketona, sekundarnih alkohola, y- ili 8-
laktona te kiselina i alkohola (Tudor i sur., 2010). Tako mozemo spomenuti kako
kratkolan¢ane masne kiseline (poput buterne kiseline) daju oStar i1 pikantan okus, dok
dugolancane masne kiseline daju blage kremaste note. Lipoliza se odvija brze u sirevima
proizvedenim od sirovog mlijeka nego u sirevima od pasteriziranog mlijeka (Nunez,
2011). U sirevima od sirovog mlijeka, izvorni lipoliticki enzimi ostaju aktivni, stoga je
proces brzi. Dok u sirevima od pasteriziranog mlijeka, lipoliticki enzimi u mlijeku vise
nisu aktivni te je potrebna liza, odumiranje BMK stanica za otpustanje unutarstani¢nih
esteraza u medij. Postupkom lipolize nastaju sirevi s raznolikijim i intenzivnijim okusom
poput Ementaler-a, Camembert-a, Fontina, Sbrinz-a, Cheddar-a, Ricotte, Brie-a, Fete,
itd. ( Nufiez, 2022). Mlije¢na mast je kompleks lipida koji ukljucuje triacilglicerole,
diacilglicerole, monoacilglicerole, fosfolipide, slobodne masne kiseline, kolesterol,
cererozide te vitamine A, D, E i K, kao i minerale i druge spojeve (Tratnik 1 Bozani¢,
2012). Mlijecna mast je podlozna lipolitickim i oksidativnim promjenama. Lipoliticke
promjene ukljucuju cijepanje esterskih veza u triacilglicerol molekule pri ¢emu nastaju
alkohol glicerol i slobodne masne kiseline (Collins i sur., 2003; Tudor, 2010) koje su
podlozne oksidaciji, odnosno vezanju kisika iz zraka na dvostruke kovalentne veze
nezasi¢enih masnih kiselina (Antunac i sur., 2013). Medutim, zbog niskog oksidacijsko-

redukcijskog potencijala u siru, mlije¢na je mast viSe sklonija lipolitickim nego
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oksidativnim promjenama (Collins 1 sur., 2003). U odnosu na kravlje i kozje, u ov¢jim se
sirevima zbog veéeg udjela mlije¢ne masti odvijaju intenzivnije lipoliticke promjene
tijekom zrenja (Larreyoz i sur., 2002). Kao §to je ve¢ spomenuto, lipidi u hrani mogu biti
podvrgnuti hidrolitickoj ili oksidativnoj razgradnji. Oksidativne promjene su vrlo
ogranicene zbog niskog oksidacijskog potencijala. Medutim, trigliceridi u svim vrstama
sira podlijezu hidrolizi djelovanjem autohtonih endogenih i/ili egzogenih lipolitickih
enzima Sto dovodi do oslobadanja masnih kiselina u sir tijekom zrenja (McSweeney,
2004). Niske razine lipolize doprinose sazrijevanju sira, dok pretjerane razine lipolize su

nepozeljne 1 rezultiraju uzegloscu.

2.6. PROTEOLIZA

Proteoliza je kljucan proces tijekom zrenja sira koji se odnosi na razgradnju proteina
(kazeina) i1 peptida u manje molekule peptida i slobodnih aminokiselina, a dogada se
hidrolizom peptidne veze pomocu enzima koji se nazivaju proteoliticki enzimi, proteaze
ili peptidaze (McSweeney, 2017). Te manje molekule igraju klju¢nu ulogu u razvoju
karakteristiénih okusa i tekstura sireva. Proteoliza dodatno doprinosi omekSavanju
teksture sira tijekom zrenja, sto je rezultat hidrolize kazeina. Proteoliticki enzimi potjecu
iz mlijeka, sirila, mljekarske kulture (Bakterije mlijecne kiseline- BMK), naknadnog ili
sekundarnog stratera te ne-starterske mikrobne populacije ( Ne-starter bakterije mlijecne
kiseline - NSBMK) (Fox, McSweeney, 1998). Reakcija proteolize obuhvaca tri faze:
proteoliza u mlijeku, proteoliza za vrijeme enzimske koagulacije mlijeka i proteoliza za
vrijeme zrenja sireva (Fox, 1989). Proteoliza se javlja u svim vrstama sireva te je
preduvjet za razvoj karakteristiénog okusa koji se moze regulirati pravilnom upotrebom
enzima (Roohi, 2019). Ona je ujedno najvazniji i najslozeniji biokemijski proces koji se
odvija u siru tijekom zrenja (Havranek i sur., 2014). Optimalna proteoliza je znacajna za
formiranje teksture sirnog tijesta i okusa sira. Veliki udio vode, viSa temperatura i
odredena pH vrijednost su parametri koji olakSavaju proces proteolize. Proteoliticki
enzimi razgraduju kazein i polipeptide do peptida, koji se djelovanjem istih enzima
razgraduju na aminokiseline, iz kojih enzimima dekarboksilazama nastaju amini i
ugljikov dioksid, a deaminazama nastaju ketonske kiseline i amonijak (Havranek i sur.,
2014). Proteoliza se moze podijeliti na primarnu, koja se odvija djelovanjem kimozina i

plazmina, te sekundarnu koja ukljucuje djelovanje endogenih i egzogenih enzima iz ne-
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starterske populacije i bakterija mlije¢ne kiseline dodanih kao starter kulture. Primarna
proteoliza podrazumijeva hidrolizu kazeina do odredenih razgradnih produkata (Benfeldt
i sur., 1997) 1 najvise ovisi o koli€ini i aktivnosti rezidualnog sirila, a u manjoj mjeri o
aktivnosti plazmina (Rako, 2016). Zapocinje ve¢ tijekom proizvodnje sira u trenutku
dodatka koagulanta (kimozin) za zgruSavanje mlijeka. Sekundarna proteoliza ukljucuje
razgradnju proteina i velikih peptida u aminokiseline i manje peptidne fragmente
(Gagnaire i sur., 2001). Produkti sekundarne proteolize su niskomolekularni peptidi koji
se konvertiraju do aminokiselina, a iz kojih biokemijskim procesima dekarboksilacije,
deaminacije, transaminacije i desumporizacije nastaju aromatske komponente. Ovaj
proces generira Sirok spektar peptida i slobodnih aminokiselina koji doprinose slozenom
profilu okusa i teksture sira. Kona¢na aroma sira oblikovana je brojnim ¢imbenicima,
ukljucujuéi udio vode, zrelost sirnog tijesta, udio soli i metodologiju soljenja, pH-
vrijednost grusa, temperaturu zrenja te aktivnost primarne i sekundarne mikroflore.
Proteoliza ima Siroku ulogu u zrenju sira. Ona omogucuje razvoj okusa i arome, za
promjenu teksture i stvaranje specificnih karakteristika. Za razvoj okusa i arome
zaduZene su slobodne aminokiseline i peptidi, kao i njihovi metabolicki produkti, koji
imaju razliite organolepticke karakteristike koje se percipiraju kao razliciti okusi
(slatko, gorko, umami, pikantno) 1 mirisi (vo¢ni, oraSasti, cvjetni) (Fox, 1989). Na
promjenu teksture sira ima utjecaj proteoliticka razgradnja proteina. Dakle, kako se
proteini razgraduju u manje fragmente, sir postaje meksi, kremastiji te se lakSe topi.
Tako na primjer, u mekim sirevima kao $to je Camembert, proteoliza uzrokuje stvaranje
teku¢e unutrasnjosti ispod kore. Proteoliza je takoder kljuna za razvoj specifi¢nih
karakteristika sira, kao $to su plijesni u sirevima poput Roquefort-a, gdje se razgradnja
proteina odvija pod utjecajem enzima koje proizvode plijesni Penicillium roqueforti.
Proces proteolize varira o vrsti sira, o nafinu proizvodnje te o nacinu zrenja gotovog

proizvoda.

Visa temperatura zrenja, duzi vremenski period zrenja, viSe rezidualnog sirila, veci
aktivitet vode te manji udio soli uzorci su intenzivnije proteolize u siru (Tudor i sur.,
2010). Ubrzanje proteolize predstavlja kljuéni faktor u procesu sazrijevanja sira buduci
da utjeCe ne samo na stvaranje mnoStva spojeva okusa 1 njihovih prekursora, ve¢ 1 na
reologiju i vanjski izgled sira omekSavanjem njegove teksture (Nunez, 2011). Brzina
proteolize je varijabilna, ovisno o toplinskoj obradi mlijeka, proteolitickoj aktivnosti

mlije¢nog koagulansa, proteolitickoj aktivnosti pocetnih kultura BMK-a i proteolitickoj
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aktivnosti pomoc¢nih gljiviénih ili bakterijskih kultura. Ubrzanje proteolize tijekom
zrenja sira moze se posti¢i poveéanjem aktivnosti proteolitickih enzima u grusu i siru
bilo kojom od sljede¢ih metoda: inokulacija mlijeka atenuiranim stanicama BMK starter
kultura (za povecanje biomase bez povecanja aktivnosti stvaranja kiselina); inokulacija
mlijeka S odabranim bakterijskim pomo¢nim kulturama visoke
proteoliticke/peptidoliticke aktivnosti (za povecanje enzimske aktivnosti); pojacana liza
BMK stanica i otpustanje proteolitickih enzima pomocu bakteriocina ili visokotlacne
obrade sira; dodatak bestanicnih proteolitickih enzima Zivotinjskog, biljnog ili
mikrobnog podrijetla u mlijeko ili skutu; dodavanje inkapsuliranih proteolitickih enzima
zivotinjskog, biljnog ili mikrobnog podrijetla u mlijeko. Ove se metode mogu
kombinirati kako bi se dobili proizvodi posebnih senzorskih svojstava, odnosno
karakteristika te kako bi se sprijecili nedostaci povezani s jakom neuravnotezenom

proteolizom kao §to je gorcina (Nuiiez, 2022).

2.6.1. KAZEIN

Kazein je glavna bjelan¢evina u mlijeku i ¢ini oko 80% proteina u kravljem mlijeku.
Rije¢ je o slozenom proteinu koji se na molekularnoj razini sastoji od nekoliko
podjedinica koje tvore micelarnu strukturu (Havranek i sur., 2014; Tratnik i sur., 2012).
Kazeinske micele su sferne Cestice promjera od oko 100-200 nanometara. Mikroskopski,
kazein se pojavljuje kao male, amorfne Cestice koje su dispergirane u mlije¢noj vodi.
Kazein se sastoji od frakcija, ukljucujuéi asl-kazein, as2-kazein, -kazein i k-kazein.
Zbog razli¢itog aminokiselinskog sastava, ove frakcije su sklonije interakcijama koje
ukljucuju hidrofobne, elektrostatske, vodikove i disulfidne veze (Tratnik i sur., 2012).
Prema radu Tratnika i Bozani¢a (2012), kazeinska micela, zahvaljuju¢i ve¢em udjelu
prolina (neesencijalna aminokiselina) i svojoj otvorenoj strukturi, sklonija je

proteoliti¢kim promjenama.
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Slika br.3: Strukturni prikaz molekule kazeina

2.6.2. KEMIJSKE REAKCIJE TIJEKOM PROTEOLIZE

Hidroliza peptidne veze i transformacija slobodnih aminokiselina spadaju u glavne
reakcije proteolize. Peptidne veze izmedu aminokiselina u proteinskom lancu se cijepaju.
Enzim katalizira dodavanje molekule vode $to rezultira razdvajanjem peptidnih veza.
Nakon hidrolize, oslobodene aminokiseline mogu biti podvrgnute razli¢itim kemijskim
reakcijama (kao na primjer dekarboksilacija i deaminacija) koje doprinose stvaranju

okusa i arome sira (Fox, 1989).

1. Hidroliza peptidne veze
Ova pocetna hidroliticka reakcija uzrokuje zgrusavanje mlijeka i formiranje sirnog grusa.
Veza izmedu dvije aminokiseline (na primjer alanina i valina) se cijepa, oslobadajuci

krace peptide.

Op¢a reakcija hidrolize peptidne veze pomocu proteaza:

Proteaza
Protein + HoO =—=> Peptid 1 + Peptid 2
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Primjer kemijske reakcije razgradnje x-kazeina (glavnog proteina u mlijeku) djelovanjem
enzima kimozina:

Kimozin
k-kazein === Para k-kazein + Glikomakropeptid

2. Daljnja razgradnja peptida (proteoliza)
Nakon inicijalne razgradnje kazeina, nastali manji peptidi se podvrgavaju daljnjoj
hidrolizi uz pomo¢ enzima iz bakterija mlije¢ne kiseline. U ovoj reakciji razni enzimi

razgraduju para-k-kazein na manje peptide i slobodne aminokiseline kao S$to su

glutaminska kiselina, lizin, fenilalanin i drugi.

Ekzopeptidaze
Para-k-kazein + H»O > Slobodne aminokiseline

3. Transformacija slobodnih aminokiselina

Slobodne aminokiseline mogu se pretvoriti u druge spojeve koji doprinose specificnom
okusu 1 aromi sira. Na primjer, dekarboksilacija aminokiseline moZe rezultirati
stvaranjem biogenih amina. Biogeni amini (poput histamina i tiramina) doprinose

specifi¢énim aromama sira (Havranek i sur., 2014).

Dekarboksilacija histidina:

Dekarboksilaza
Histidin - > Histamin + CO>

Dekarboksilacija tirozina:

Dekarboksilaza
Tirozin « > Tiramin + CO2
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4. Hidroliza esterskih veza (lipoliza)
Tijekom proteolize Cesto se odvijaju i druge reakcije poput lipolize, gdje se masti u siru
hidroliziraju na masne kiseline i glicerol. Ovaj proces hidrolize, odnosno proces lipolize

takoder doprinosi karakteristicnoj aromi sira (Tratnik i sur., 2012).

Lipaza
Triglicerid + H,O === Glicerol + masne kiseline

2.7. DEKARBOKSILACIA | TRANSAMINACIJA AMINOKISELINA

Aminokiseline oslobodene tijekom proteolize mogu se podvrgnuti dekarboksilaciji i
transaminaciji (Mikulec, 2010). Dekarboksilacija je biokemijski proces u kojem se iz
aminokiselina uklanja karboksilna skupina, rezultirajuéi stvaranjem biogenih amina kao
S§to su tiramin i histamin. Ovi biogeni amini mogu znacajno utjecati na okus sira, ali
njihova prekomjerna akumulacija moze biti nepozeljna zbog potencijalnih zdravstvenih
rizika. Transaminacija je proces u kojem se aminokiseline prenose na alfa-keto Kiseline,
Sto rezultira stvaranjem novih alfa-keto kiselina. Ove alfa-keto kiseline mogu se dalje
pretvarati u aldehide, alkohole 1 kiseline, doprinoseci specificnim okusima i aromama

sira(Muartaza, 2022).

Opca reakcija dekarboksilacije:
R-CH(NH2)-COOH ———= R-CH2(NH2) + CO;
Gdje:
R-CH(NH2)-COOH predstavlja aminokiselinu.
R-CH2(NH>) predstavlja biogeni amin, poput tiramina (iz tirozina) ili histamina (iz
histidina).

CO:2 je karboksilna kiselina koja se oslobada
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Opca reakcija transaminacije:

Amino kiselina: + a-keto kiselina, <——= a-keto kiselina; + Amino kiselinaz

U ovoj reakciji:
Amino kiselina je molekula koja daje svoju amino skupinu.

a-keto kiselina je molekula koja prihva¢a amino skupinu.

Rezultat reakcije su nova a-keto kiselina i nova amino kiselina.
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju izrade Zavrsnog rada, mogu donijeti sljedece zakljucke:

1. Odabir kvalitetnog sirovog mlijeka u velikoj mjeri utjeCe ne samo na kvalitetu
gotovog proizvoda, ve¢ i na stvaranje arome sira, a odabirom vrste sira i procesa
proizvodnje zapocinje stvaranje arome.

2. Zrenje sira je kljucan proces s vrlo slozenim nizom medusobno povezanih dogadaja
koji rezultiraju razvoju konacne karakteristike sira, ukljucujuéi njegov okus, aromu,
teksturu i izgled.

3. Kombinacija fermentacije, lipolize, proteolize i drugih metabolickih aktivnosti
mikroorganizama definira konacan profil svake vrste sira. Stoga razliCite vrste sireva
prolaze kroz razliCite puteve zrenja kako bi postigli svoje specificne 1 nadasve
zeljene karakteristike.

4. Kontroliranjem uvjeta zrenja, vrste mikroorganizama i drugih faktora moguce je
stvoriti raznolike sireve s jedinstvenim svojstvima.
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