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Utjecaj sinergije modificirane atmosfere i ambalaznih materijala na
trajnost svjezeg sira

Sazetak

Svjezi sir proizveden u industriji je proizvod dobiven od pasteriziranog mlijeka
djelovanjem selekcioniranih mikrobnih kultura. Ne podvrgava se zrenju i ima kratak vijek
trajanja. Cilj ovog rada bio je odrediti zajedniCki utjecaj pakiranja u modificiranoj atmosferi i
razliCitih ambalaznih materijala (tri razliCite polimerne viseslojne folije) na mikrobioloSku
trajnost svjezeg sira. Uzorci su istrazivani na prisutnost Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, te kvasaca i plijesni. Takoder, mjereni su pH vrijednost svjeZzeg sira i volumni udio
kisika u pakovini. pH vrijednost sireva tijekom vremena je stabilna, bez vecih oscilacija s
tendencijom blagog smanjenja bez obzira na vrstu koristene folije za pakiranje u
modificiranoj atmosferi, dok volumni udio kisika u pakovini za redovnu foliju i foliju debljine
1200 um raste, a za foliju debljine 1000 um s barijerom se smanjuje za vrijeme skladiStenja.
Folija debljine 1000 um s barijerom se pokazala kao najbolji ambalazni materijal za pakiranje
industrijski proizvedenog svjeZeg sira u modificiranoj atmosferi, jer produljuje mikrobioloSku

trajnost sira na trideset dana.

Kljuéne rijeci: ambalazni materijali, mikrobioloSka kvaliteta, modificirana atmosfera, svjezi

sir



Synergistic effect of modified atmosphere and packaging materials on
durability of fresh cheese

Summary

Fresh cheese produced in industry is a product obtained from pasteurized milk by the action
of selected microbial cultures. It is not subject of ripening and has a short life span. The aim
of this study was to determine the joint influence of packaging in a modified atmosphere and
different packaging materials (three different polymer multilayer films) on the
microbiological durability of fresh cheese. Samples were analyzed for the presence of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and yeasts and molds. Also, the pH value of fresh
cheese and the volume of oxygen in the pack were measured. The pH of the cheese during the
time is stable without major oscillations with a tendency of mild decrease, regardless of the
type of packing used in the modified atmosphere, while the volume of oxygen in the pack for
regular foil and the foil with a thickness of 1200 um increases and for a foil thickness of 1000
pum with the barrier decreases during storage. The foil with a thickness of 1000 ym with the
barrier has been shown to be the best packaging material for industrial-produced fresh cheese
packed in a modified atmosphere, as it extends the microbiological durability of cheese for
thirty days.

Key words: microbiological quality, modified atmosphere, fresh cheese, packaging materials
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1. UvOD



Svjezi sir je proizvod dobiven zgruSavanjem pasteriziranog mlijeka s mezofilnom
kulturom bakterija mlijeCne kiseline i kimozinom. Ne podvrgava se zrenju, konzumira se
svjez, nakon zavrsenog ocjedivanja grusa. Karakteristicnog je srednje kiselog, osvjeZavajuceg
okusa, bijele je boje i konzistencije koja se «lista» (RadoSevic i sur., 2007). Ba$ kao i polazna
sirovina za proizvodnju sira, tj. mlijeko, sadrzi niz nutritivnih sastojaka esencijalnih za
ljudsko zdravlje. U pocCetku je bio naCin konzerviranja mlijeka, odnosno proizvod koji Cuva
prehrambene vrijednosti mlijeka na dulji period.

Sirarstvo je proSlo dug put od spontane fermentacije mlije€nog Se€era u mjeSinama
nomadskih plemena 7000 — 6000 godina prije Krista na podrucju ,,plodnog polumjeseca®,
smjeStenom izmedu rijeka Eufrata i Tigrisa, do modernih sirana kakve poznajemo danas
(Dalby, 2009; Havranek i sur., 2014). lako je princip proizvodnje ostao isti, razvojem znanosti
i tehnologije, ne samo da se uklanjaju pogreske koje mogu nastati prilikom fermentacije, nego
se sve viSe pozornosti poklanja pakiranju sira, odnosno metodi pakiranja i vrsti koristenih
ambalaznih materijala. Temeljni zahtjev pakiranja i ambalaZe za hranu jeste oCuvanje izvorne
kvalitete i svjezine hrane s naglaskom na zdravstvenu ispravnost (sigurnost hrane), odnosno
da ju Cuva od razli€itih kemijskih, mehanickih, mikrobiolo3kih utjecaja u cilju povecanja roka

valjanosti (trajnosti) upakiranog sadrzaja (Vujkovi¢ i sur., 2007).

PrateCi trend ,,povratka u prirodu“ i sve rigoroznije zahtjeve kupaca (pakiranja bez
konzervanasa) sve se viSe kao metoda pakiranja koristi pakiranje u modificiranoj atmosferi
(Gregurek, 2015; Vujkovi¢ i sur., 2007). Pakiranje u modificiranoj atmosferi (MA) je
tehnoloski postupak u kojem se zamijeni atmosfera unutar ambalaze prehrambenog proizvoda
odgovarajuéom smjesom plinova, kako bi se produZila trajnost proizvoda. Za uspjesSnu
primjenu ove tehnologije potrebno je posti¢i optimalni sastav atmosfere u pakiranju, te

odabrati odgovaraju¢i ambalazni materijal (Lovri¢, 2003).

Svrha ovog rada je procijeniti ucinak sinergije naCina pakiranja, tj. pakiranja u
modificiranoj atmosferi i vrste ambalaznog materijala na duljinu mikrobioloSke trajnosti
svjezeg sira proizvedenog u industrijskim uvjetima. Analiza uzoraka je radena u Laboratoriju
za kontrolu kvalitete Dukat d.d., Tvornice Sirela, sukladno MikrobioloSkim kriterijima za
hranu Uredbe Komisije (EZ) br. 2073/2005, Cija je provedba definirana Zakonom o higijeni

hrane i mikrobioloSkim kriterijima za hranu (NN 81/13).



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Definicija sira i podjela sireva

Prema Pravilniku o sirevima i proizvodima od sireva (NN 20/09 i 141/13), sirevi su svjezi
proizvodi ili proizvodi s razliCitim stupnjem zrelosti koji se proizvode odvajanjem sirutke
nakon zgruSavanja mlijeka (kravljeg, ovcjeg, kozjeg, bivoljeg mlijeka i/ili njihovih
mjeSavina), vrhnja ili kombinacijom navedenih sirovina. U proizvodnji sireva dopustena je
uporaba mljekarskih kultura, sirila i/ili drugih odgovarajuCih enzima zgruSavanja i/ili

dopustenih kiselina za zgrusavanje.

Sir se definira i kao fermentiran ili nefermentiran proizvod dobiven nakon zgrusavanja
mlijeka, obranog mlijeka ili djelomi¢no obranog mlijeka, vrhnja, mlacenice ili kombinacijom
navedenih sirovina te otjecanjem sirutke, uz dodatak sirila ili nekoga drugog zamjenskog

enzima zgruSavanja (Havranek i sur. 2014.)

Sama rijeC sir u svjetskim jezicima svoje porijeklo ima u grckom formos ili latinskom
caseus. Formoi je naziv koSare naCinjene od rogoza (koja je i danas u uporabi) u kojoj se
cijedio sir koji je poprimio oblik koSare. Tako grcko podrijetlo rijeCi sir nalazimo u
francuskom jeziku formage, talijanskom formaggio i Spanjolskom formaje. Kao posljedicu
rimskih osvajanja imamo Sirenje latinskog izvora rijeCi sir: u nizozemskom kaas,

portugalskom queujo, engleskom cheese i njemackom kase (Matijevi¢, 2015).

Prema Pravilniku o sirevima i proizvodima od sira (NN 20/09, 141/13) sirevi se mogu
podijeliti obzirom na udio vode koji sadrze (tablica 1) te s obzirom na udio mlijeCne masti
(tablica 2).

Tablica 1. Naziv sira obzirom na udio vode u bezmasnoj suhoj tvari sira (Pravilnik o sirevima

i proizvodima od sira, 2013).

NAZIV SIRA UDIO VODE U BEZMASNOJ SUHOJ
TVARI SIRA (%)
ekstratvrdi <51
tvrdi 49-56
polutvrdi 54-69
meki >67
svjezi 69-85

*ne odnosi se na svjezZe sireve proizvedene od vrhnja



Tablica 2. Naziv sira s obzirom na udio mlijeCne masti u suhoj tvari sira (Pravilnik o sirevima

I proizvodima od sira, 2013)

NAZIV SIRA UDIO MLIJECNE MASTI U SUHOJ
TVARI (%)

ekstramasni =60

punomasni 245 1 <60

masni >25 i <45

polumasni >10 | <25

posni <10

Osim ove klasifikacije sira postoje i podjele prema drugim skupnim svojstvima:
prema vrsti proteina (kazeinski ili albuminski te mjeSoviti),
prema vrsti mlijeka (kravlji, ovCji, kozji, bivolji i/ili njihovih mjeSavina),
prema nacinu grusanja (kiseli, slatki, mjeSoviti),

prema slichom procesu proizvodnje (npr. gouda i edamac; sirevi u salamuri; sirevi
parenog tijesta; sirevi s “mazom”; sirevi s plemenitim plijesnima; svjezi sirevi; sirni

namazi; topljeni sirevi za mazanje ili rezanje; svjezi sirevi od sirutke- albuminski),

prema nacinu zrenja (svjezi sirevi, bez zrenja; sirevi sa zrenjem u zrionici ili salamuri;
sirevi sa zrenjem sirne grude, tzv. Cedarizacija ili/i zrenje u zrionici ili zamotani u

posebne folije),

prema podrucju ili mjestu proizvodnje (izvorno podrijetlo) pa se navode kao vrste
tradicijskih sireva, koji se vise manje proizvode prema autohtonoj tehnologiji (Tratnik
2012).

Na slici 1 prikazana je najlogicnija klasifikacija sireva na osnovi metode zgruSavanja
mlijeka (sirilo/enzim, zgruSavanje Kkiselinom, kombinirano zgruSavanje povisenom
temperaturom i kiselinom). Potom se tako dobivene glavne skupine dijele na podskupine na
osnovu tehnoloskih parametara. U ovoj su shemi siriSni/enzimski sirevi (oko 75% svih vrsta

sireva) podijeljeni u 10 razmjerno ujednacenih skupina (vrlo tvrdi, tvrdi i polutvrdi sirevi,

3
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2.2. Nutritivna i zdravstvena vrijednost sira

U pravilnoj prehrani, siru pripada posebno mjesto zbog njegovih nutritivnih svojstava.
Osim §to je koncentrat proteina visoke bioloSke vrijednosti, dobar je izvor vitamina topljivih u
mastima (A, D, E, K) i vazan izvor riboflavina, iako kolicina vitamina B skupine u siru moze
varirati. Sir je bogat izvor mineralnih tvari, osobito kalcija i fosfora (Jeronimo i Malcata,
2015). Treba istaknuti da 100 grama tvrdog sira (parmezana ili ementalera) moze 100%
zadovoljiti dnevnu potrebu kalcija u organizmu odrasle osobe, te 40 do 50% fosfora (Tratnik i
BoZani¢, 2012).

Nutritivna vrijednost sira ovisi o0 karakteristikama samoga mlijeka od kojega se isti
proizvodi i uvjetima proizvodnje sira. Kao rezultat te sprege dobijemo jedinstvenu nutritivnu

vrijednost za svaku vrstu sira.

Smatra se da je konzumiranje 50 do 100 grama svjezeg sira pozeljna prehrambena norma.
Tako se unosom 100 grama svjezeg sira moZe osigurati 30 do 40% proteina dnevno potrebnih
u prehrani odraslog Covjeka, a unosom 100 grama tvrdog sira oko 40 do 50% (Tratnik i
Bozanic, 2012).

Energetska vrijednost pojedinih vrsta sireva sira razlikuje (ovisno o udjelu mlijeCne masti
u siru) i moze biti od 100 kcal u 100 grama svjezeg sira do 450 kcal u 100 grama tvrdog sira
(Havranek i sur., 2014).

Osim navedene hranjive vrijednosti sira, potrebno je istaknuti i njegov znacaj u
smanjenju rizika od zubnog karijesa. Povec¢ano luCenje sline, osobito kada se jede tvrdi sir,
ima puferski efekt i neutralizira kiseline koje stvara plak. Velika koli¢ina kalcija i fosfora u
siru (kalcij i anorganski fosfat u strukturi kazeina, a i Ca®* iona koji su izravno vezani za

kazein) reducira demineralizaciju i pospjeSuje remineralizaciju (Kasket i DePaola, 2002).

Zbog svega navedenog ne iznenaduje podatak da proizvodnja sira na svjetskoj razini
iznosi nesto iznad 20 milijuna tona godiSnje, od ¢ega Europa i Sjeverna Amerika dominiraju
sa udjelom visim od 70% (Bulletin FIL-IDF, 2013). U Hrvatskoj u posljednjih deset godina
proizvodnja sira raste i tako je 2000. godine iznosila 19 229 tona i do 2005. porasla do 26 472
tone, a 2011. ukupno je proizvedeno 30 138 tona sireva (HPA, 2012).



2.3. Nepozeljni mikroorganizmi u proizvodnji svjeZeg sira

Industrijska proizvodnja sira pocCiva na ,radu“ selekcioniranih mikrobnih kultura, ali
uvjeti koji to omogucuju su takoder pogodni za razvoj nepoZeljnih kontaminanata. Za
acidifikaciju mlijeka koriste se mezofilne starter kulture koje sadrzavaju Lactococcus lactis
ssp. lactis ili Lactococcus lactis ssp.cremoris, uz Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris i
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis. Za aromu vecine svjeZih sireva vazno je

stvaranje diacetila, acetala, laktata i aroma sastojaka (Gregurek, 2015).

Mikroorganizmi, koji su uzrocnici kvarenja, svojim prisustvom u mlijeku i mlijeCnim
proizvodima mijenjaju njihova primarna svojstva i osobine, a te promjene su uvjetovane
vrstom i brojem mikrobnih uzro€nika. NajCeSCe se te promjene odnose na samo jednu
pogreSku okusa, mirisa, arome ili konzistencije mlijeCnog proizvoda. Medutim, u sluajevima
vecCih mikrobnih kontaminacija, sve te pogreSke mogu se dogoditi istovremeno (SamarZzija i
sur., 2007b). Sve to dovodi do umanjenja kvalitete mlijeCnih proizvoda i do poskupljenja
same proizvodnje, te moze uzrokovati sporadiCnu pojavu bolesti vezanih uz mlijeko i

mlijeCne proizvode.

Stoga je osiguranje besprijekornih higijenskih prilika u proizvodnji i preradi mlijeka
temeljni preduvjet dobivanja kvalitetnih i zdravstveno ispravnih mlije¢nih proizvoda (BoZani¢
i sur., 2010).

Na temelju Zakona o higijeni hrane i mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN 81/13)
utvrdena su nadlezna tijela i njihove zadace, obveze subjekata u poslovanju s hranom,
sluzbene kontrole te su propisane upravne mjere i prekrSajne odredbe za provedbu
Mikrobioloskih kriterija za hranu Uredbe Komisije (EZ) br. 2073/2005, koji ne dozvoljavaju
prisustvo bakterije Salmonella spp., niti Listeria monocytogenes te propisuju dozvoljene
granice koagulaza pozitivnih stafilokoka i Eschericia coli. U MikrobioloSkom laboratoriju
Dukat d.d. Tvornica Sirela odredivana je prisutnost Staphyloccocus aureus, Escherichia coli,
te broj kvasaca i plijesni u svjezem siru prema parametrima Pravilnika o mikrobioloskim
kriterijima za hranu (NN 74/08, 156/08, 89/10, 153/11), odnosno sukladno preporukama

Vodi¢a za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011) koji viSe nije na snazi.

Listeria monocytogenes je gram-pozitivna, fakultativno anaerobna, nesporogena,

psihrotrofna bakterija. Ima sposobnost rasta na temperaturama od -0,1°C do 45°C (optimalna



je 37°C) u rasponu pH vrijednosti od 4,4 do 9,4 (optimalna je 7) i koncentraciji soli od 10%
(D'amico, 2014; Cocolin i Rantsiou, 2016; Schoder, 2016).

Patogena je i za ljude i za zivotinje, te uzrokuje bolest listeriozu, koja je u ljudi rijetka bolest
(Cini 0,02% od hranom uzrokovanih bolesti), ali kada je kliniCki dijagnosticirana uzrokuje
smrtnost u 25-30% slucCajeva. Rizi¢na skupina su stare osobe, trudnice, dojencad i opéenito
osobe oslabljenog imuniteta, a fetus se moze inficirati preko placente. Razdoblje od
inkubacije do pojave bolesti traje izmedu 1 do 70 dana. Vrijeme trajanja bolesti, kao i sami
simptomi su razliciti, od blagih slicnih virozi, do teskih kada je posljedica meningitis, sepsa i
bakteremija (Cocolin i Rantsiou, 2016; Schoder, 2016). Posljednja epidemija ove bolesti koja
je povezana s mlijeénim proizvodima zabiljeZena je u Austriji, Njemackoj i Ce3koj i
rezultirala je s 34 kliniCka sluCaja od kojih su 8 imali smrtni ishod. Izvor zaraze je bio
tradicionalni austrijski sir zvan ,,Quargel“ (Schoder, 2016).

Salmonella spp. je gram-negativna, nesporogena i fakultativno anaerobna bakterija s
flagelama rasporedenima uniformno po cijeloj povrsini stanice pomocu kojih se krece (Dykes,
2016). Predstavnici roda Salmonella smatraju se patogenima i uzrocnici su gastroenteritisa,
septikemije i enteralne groznice. Probavni sustav mlijeCnih krava je glavni izvor zaraze
salmoneloze (D'Amico, 2014). Prenosi se putem hrane (95% sluCajeva) kao $to su mlijeko i
mlijeCni proizvodi, jaja, rakovi, Skoljke, mesni proizvodi te voda. Meso i mlijeko mogu se
kontaminirati tijekom Kklanja, prerade i rukovanja, stoga postoji opasnost od nedovoljno

pecenog mesa, nepasteriziranog mlijeka, sladoleda i sira (Markov i sur., 2009).

Meki sirevi i sirevi koje karakterizira niska kiselost podlozniji su kontaminaciji Salmonella
spp. bakterijama, a takoder visok postotak mlijene masti karakteristiCan za vecinu sireva ih
Stiti. Naime, te bakterije mogu biti u mlijenoj masti Sto im omogucava preZivljavanje i
prolazak kroz Zeludac, a zatim ulaze u epitelne stanice sluznice crijeva i dolazi do infekcije
domacina (Havranek i sur., 2014). Adaptacija i stalna prisutnost Salmonella spp. bakterije u
lancu proizvodnje hrane je rezultat njene sposobnosti da se pricvrsti i kolonizira povrsinu.
Lako se prilagode na razliCite uvjete okoline, Sto im daje kompetitivnhu prednost naspram
drugih mikroorganizama i omogucava preZivljavanje u razliCitim prehrambenim proizvodima

I prehrambenim proizvodnim lancima (L6fstrom i sur., 2016).

Escherichia coli je gram-negativna, fakultativno anaerobna bakterija Ciji se sojevi obi¢no
nalaze u tlu i vodi, a takoder su dio i normalne flore probavnog trakta (D'Amico, 2014; Smith

i Fratamico, 2016). Izmedu patogene skupine bakterija koje mogu kontaminirati sir, osobito
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patogenom za Covjeka smatra se E. coli 0157:H7 koja izaziva hemoliticki uremicni sindrom
(HUS). Prirodan izvor ove patogene bakterije nije u potpunosti definiran, ali se €ini da su to
ipak muzne krave, koje ih u 2-6% sluCajeva fecesom izlucuju u okolis. Infektivna doza je vrlo
niska i pretpostavlja se da je izmedu 10 i 100 organizama dovoljno za nastanak teSke bolesti
koja moZe biti smrtonosna za djecu i starije, Ciji su simptomi od blage dijareje do
hemoralgicnih kolitisa, trajnih oSteCenja bubrega, unutraSnjeg krvarenja i oSte¢enja mozga.
Minimalna temperatura potrebna za rast E. coli 0157:H7 je 7°C, maksimalna 45°C (optimalna
37°C), a optimalna pH vrijednost izmedu 6 i 7. Odlikuje se velikom otpornoScu i brzim
razmnoZavanjem. Ne preZivljava temperaturu pasterizacije mlijeka od 71,7°C/15s. Prema
danasnjim spoznajama, E. coli 0157:H7 ne moze rasti u sirevima pH vrijednosti <5,4 (Brown,
2011; D'Amico 2014; Havranek i sur. 2014; Smith i Fratamico, 2016). Prisutnost E. coli u
vodi i hrani pouzdan je indikator fekalnog onecis¢enja, tj. loSe proizvodacke prakse.
Escherichia coli kao najpoznatija bakterija ima Siroku primjenu u biolodkim istraZzivanjima
(Markov i sur., 2009).

Staphylococcus aureus je gram-pozitivna, katalaza pozitivna, fakultativno anaerobna
bakterija koja raste na temperaturi od 7 - 48 °C (optimalna je 37 °C) i u uvjetima pH
vrijednosti sredine izmedu 4 - 10 (optimalna je izmedu 6 - 7). U odnosu na sve druge
bakterije, S. aureus podnosi najnizu koli¢inu raspoloZive vode (a, minimum: 0,83 - 0,86) i
vrlo visoke koncentracije soli (15 - 20 %). U siru moZe biti humanog i animalnog podrijetla
(Samarzija i sur. 2007a; D'amico, 2014; Havranek i sur., 2014).

Ova patogena bakterija vrlo Cesto kontaminira sirovo mlijeko jer je naj¢es¢i izolirani uzrocnik
subkliniCkog i kliniCkog mastitisa muznih zivotinja (30-40%). Tijekom proizvodnje i Cuvanja
sira moZe uzrokovati stvaranje enterotoksina odgovornih za nastanak bolesti kod ljudi
(D'amico, 2014; Sabljak i sur. 2014). Konzumacijom kontaminiranog sira oni nepromijenjeni
prolaze kroz Zeludac i crijeva, resorbiraju se u krvotok te uzrokuju mucninu, povraéanje,
bolove u zelucu i dijareju. Rjedi simptomi su glavobolja i snizavanje krvnog tlaka, a
intoksikacija nastaje unutar 30 minuta do 8 sati nakon konzumacije sira, dok sama bolest traje

jedan dan (Samarzija i sur., 2007a).

Svjezi sirevi mogu sadrZavati Staphylococcus aureus jedino u slu¢aju neaktivne kulture i/ili
niske koncentracije prirodne mikrobne populacije sirovog mlijeka, jer je sposobnost rasta

bakterije u svjezim sirevima inhibirana brzim stvaranjem mlijeCne kiseline i niske pH



vrijednosti sira (<5) kao posljedice (D'Amico, 2014; Havranek i sur., 2014; SamarZija i sur.
2007a).

Kvasci 1 plijesni su izolirani iz gotovog proizvoda iako ne prezivljavaju pasterizaciju
(Sobota Salamon i sur. 2010). Izvor kontaminacije sira kvascima i plijesnima su zrak, podovi,

zidovi, police, te sirarski pribor i oprema (Havranek i sur., 2014).

U proizvodima s niskim udjelom soli kao Sto su krem sir, svjeZi sir te sirevi u salamuri
(nedovoljno koncentrirane salamure) kvasci predstavljaju vaznu skupinu kontaminata. To su
nepatogeni organizmi koji u siru mogu biti uzroCnici pojave nepozeljnog okusa. Lipoliticka
aktivnost kvasaca moze uzrokovati uzegao, gorak okus, heterofermentativna priroda kvasca
uvjetuje stvaranje alkohola koji u reakciji sa slobodnim masnim kiselinama uvjetuje okus po
vocu i CO;, koji uzrokuje uske otvore ili male okrugle rupice u tijestu sira (Havranek i sur.,
2014; Hui i sur., 2004).

Osim Sto uzrokuju vidljivu diskoloraciju kore sira, dugotrajnim rastom plijesni sir poprima
ustajao, pljesniv okus i sposobne su stvarati razliCite mikotoksine. Vecina njih je razmjerno
nestabilna u siru pa se smatra dovoljnim ukloniti gornji dio sira da opasnost intoksikacije
Covjeka mikotoksinima postane zanemariva. Dakle, osim za sireve koji zriju s plijesnima ili
mazom na povrsini sira, kontaminacija sira kvascima i plijesnima je nepoZeljna i smatra se

pogreSkom (Havranek i sur, 2014).

2.4. Pakiranje u modificiranoj atmosferi

Pakiranje u modificiranoj atmosferi (eng., Modified Atmosphere Packaging — MAP)
datira jo§S od daleke 1927. godine kada su nastojanja bila usmjerena na produljenje roka
trajanja jabuka stavljajuci ih u atmosferu sa reduciranim sadrZajem kisika i povecanjem
sadrzaja ugljicnog dioksida (Goswami i Mangaraj, 2011). Ovaj princip predstavlja osnovu za
navedeni tip pakiranja koji i danas predstavlja smjesu tih plinova, a moguca je prisutnost i
drugih plinova, kao $to je primjerice duSik, u razliitim omjerima. Osim ovog nalina
pakiranja koristi se joS i pakiranje u kontroliranoj atmosferi (eng., Controlled Atmosphere
Packaging — CAP).



Osnovna razlika izmedu kontrolirane i modificirane atmosfere je u tome da

koncentracija plinova u modificiranoj atmosferi moze biti mijenjana nakon zatvaranja.

To se deSava uslijed procesa disanja voca i povrca te blago propusne prirode ambalaznih
materijala. Takoder, hrana moze sadrzavati mikroorganizme koji koriste kisik, a stvaraju CO,
i vodenu paru. U kontroliranoj atmosferi koncentracija plina se ne mijenja tijekom
skladiStenja, a to se postiZe koriStenjem nepropusnih ambalaznih materijala kao $to su staklo
ili metali i na taj nacin se postize kontrola atmosfere unutar namirnica (Muhadbegovic i sur.,
2015).

MAP moze produljiti rok trajanja hrani na 25 do 30 dana (Farmer, 2013). Postavlja se
pitanje kako ostvariti aktivhu modifikaciju. To je izvedivo na naCin da se vakuumira
ambalaZzna jedinica i zamjeni atmosfera unutar ambalaze kombinacijom odabranih plinova ili
da se dodaju tvari koje vezu kisik, ugljicni dioksid, etilen ili vodenu paru. Svojstva plinova
koji se koriste su sljedeca: nezapaljivi su, fungicidni, netoksicni, i bez utjecaja na senzorska
svojstva proizvoda. Takoder, moraju se lako rasprSivati, biti pristupacni i jeftini. Ugljicni
dioksid je plin koji je najprikladniji za ovaj tip pakiranja. Medutim, zbog njegove topivosti u
vodi i mastima koja moZe dovesti do kisele reakcije obi¢no se koristi smjesa duSika i
ugljicnog dioksida. VVazno je i pravilno odabrati ambalazu. Bitno je da je ona nepropusna za
plin i vodenu paru kako bi se unutar nje mogla zadrzati modificirana atmosfera kroz dulji
vremenski period. Takoder moraju biti i dobra mehani¢ka svojstva poput otpornosti na

busenje, kidanje i istezanje uslijed tezine (Vujkovic i sur., 2007).
Prednosti pakiranja namirnica u modificiranoj atmosferi:
povecéanje roka trajanja upakiranih proizvoda,
povecanje efikasnosti proizvodnje i distribucije,

dodavanje malo ili nimalo konzervansa dovodi do povecanja prodaje proizvoda koji

zadovoljavaju sve stroZe zahtjeve potroSaca za prirodnom i zdravom hranom,
bolji, odnosno svjeziji izgleda proizvoda,

ova se ambalaza lakSe otvara: ,easy open" (Goswami i Mangaraj, 2011;
Muhadbegovic i sur., 2015; Rodriguez-Aguilera i Oliveira, 2011)

Nedostaci pakiranja namirnica u modificiranoj atmosferi:
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razliCite vrste plinova i njihovi omjeri za razliCite tipove proizvoda,
potreba za specijaliziranom i skupom opremom,

potreba za edukacijom proizvodnog osoblja,

potreba za kontrolom temperature,

gubitak svih prednosti kada je pakiranje otvoreno od strane potrosacCa ili ako je

oSteceno,

MAP zahtjeva posebnu vrstu skladiStenja, jer neka se pakiranja ne smiju slagati jedna

na drugo Sto moZe stvoriti dodatne troSkove (Rodriguez-Aguilera i Oliveira, 2011).

2.4.1. Plinovi koji se koriste za pakiranje u modificiranoj

atmosferi

U normalnim uvjetima u zraku je 78.8% dusika, 20.96% kisika, 0.03% uglji¢nog dioksida,
a ostatak Cine inertni plinovi. Ukoliko se promjeni sastav atmosfere oko hrane trajnost joj se
moze produljiti. Zamjena kisika je vazna jer on pospjeSuje rast i razvoj mnogih
mikroorganizama te izaziva oksidacijske reakcije sastojaka hrane, Sto rezultira promjena u

teksturi, boji, okusu i nutritivnim vrijednostima hrane (Rodriguez-Aguilera i Oliveira, 2011).

Za uspjesnu primjenu ove tehnologije potrebno je posti¢i optimalan sastav atmosfere u
pakiranju, tj. moraju se dobro poznavati svojstva i uloge zastitnih plinova i svojstva pakirane
hrane. Za hranu s niskim udjelom masti i visokom vlaznosti primarni zadatak MAP je
spreCavanje mikrobioloSke aktivnosti, dok je za hranu s visokim udjelom masti i niskim
udjelom vode bitna zastita od oksidacijskih promjena (Lovri¢, 2003). Sto manja koligina
kisika je poZeljna za mnoge vrste hrane kako bi se sprijeCio rast aerobnih mikroorganizama i

smanjila oksidacija.

Uglji¢ni dioksid (CO;) ima antibakterijsko djelovanje i koristi se u svrhu inhibicije
mikroorganizama koja ovisi o vrsti mikroorganizama, koncentraciji CO,, temperaturi
atmosfere, periodu uporabe CO; i aktivnosti vode u hrani. Bakteriostatski efekt CO, se
povedava sa smanjenjem temperature i optimalan je na temperaturama nizim od 5°C

(Goswami i Mangaraj, 2011; Muhadbegovi¢ i sur, 2015; Rodriguez-Aguilera i Oliveira,
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2011). Efikasno neutralizira rast mikroorganizama kao $to su plijesni i vecinu jednostavnih
aerobnih bakterija (kada ga je najmanje 20% u smjesi plinova) dok njegova efikasnost otpada
u spreCavanju rasta aerobnih bakterija. Koristi se prilikom pakiranja mesa i mesnih
preradevina jer je veoma efikasan u spreCavanju razvoja Pseudomonasa Koji je najceScCi
uzroénik kvarenja ohladenog mesa. Siroko se primjenjuje kod pekarskih proizvoda i sireva da
sprijeCi razmnozavanje plijesni, kod pakiranja ribe i morskih plodova gdje ima bakteriostatsku
funkciju. Neki proizvodi od mesa i ribe pakirani u Cistoj atmosferi CO, postaju Kiseliji zato sto
se on lako rastvara u masti. CO, se rastvara u tecnoj hrani i reagira s vodom formirajuci
ugljicnu kiselinu koja smanjuje pH hrane Cineéi je kiselom (Muhadbegovi¢ i sur., 2015;

Rodriguez-Aguilera i Oliveira, 2011).

Dusik (N,) je inertni plin koji nema antibakterijsko djelovanje i njegov osnovni zadatak je
istjerivanje kisika iz ambalaze i sprjeCavanje oksidacije u hrani s niskom aktivnosti vode
(Goswami i Mangaraj, 2011). Ne rastvara se u vodi ili mastima, a zbog jeftine cijene je Cesto
koriSteni plin za MAP. Dusik zamjenjuje CO, u ambalaZi koja postaje lako kiselkasta, kao to
su, na primjer krem sirevi. SprjeCava ili znatno smanjuje moguénost bioloskog kvarenja

hrane: razmnoZavanje plijesni, bakterija i napadi insekata (Muhadbegovic¢ i sur., 2015).

Kisik (O2) je nepozeljan u pakiranju jer potiCe razvoj mikroflore, ima veliki oksidacijski
potencijal koji uzrokuje nezeljene kemijske promjene sastojaka hrane. Ipak, postoje slucajevi
gdje je visok sadrZaj kisika u atmosferi poZeljan jer njegov sadrzaj od 2.1% sprjeCava rast
anaeorobnih bakterija kao npr. Clostridium botulinum (pakiranje ribljih proizvoda). Kisik u
pakiranju svjezeg mesa pruza dodatnu svjezu crvenu boju, ali je zato njegova trajnost loSija.
Uz dobru higijenu i hladenje u blizini toCke smrzavanja trajnost proizvoda je prihvatljiva i uz
uporabu kisika. PoZeljnost kisika u MAP ovisi 0 kemijskom sastavu namirnice i
funkcionalnih svojstava dodatnih kultura mikroorganizama kod fermentiranih proizvoda
(Muhadbegovié i sur., 2015).

lako je njihova primjena jo$ uvijek ograniCena, drugi plinovi koji mogu biti pronadeni
u MAP su: ugljicni monoksid (CO), sumpor dioksid (SO;), argon (Ar) i etanol (C,Hs0OH)
(Rodriguez-Aguilera i Oliveira, 2011).

Za pakiranje svjezeg sira se za MAP koristi smjesa dusika i ugljicnog dioksida. CO; u
pakiranju ne bi smjelo biti vise od 20 do 30% kako bi se izbjeglo poveéanje kiselosti,
promjene u konzistenciji sira i implozija pakovanja. UspjeSnost MAP najvise ovisi 0

poCetnom stupnju kontaminacije i ako pretpostavimo da je ona niska, kao i nepropusnost
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ambalaZe, uspjeh pakiranja ovisit ¢e o kisiku. KoliCina zaostalog kisika mora biti manja od
2%, a ukoliko se udio smanji na 1% postizu se zadovoljavajuéi rezultati skladiStenja
(Vujkovic€ i sur., 2007; Cunha i Fonseca, 2016).

2.5. Ambalazni materijali

Za uspjesSnu primjenu MAP potrebno je posti¢i optimalni sastav atmosfere u pakiranju i
odrzati ga prikladnim, u pravilu viseslojnim, polimernim ambalaznim materijalima: filmovi-
folije (Lovri¢, 2003).

Pod ambalaznim materijalima u opem smislu podrazumijevaju se osnovne sirovine za
proizvodnju (drvo, metali, staklo, tekstilne sirovine, nemetali i druge sirovine), a pod
ambalaznim materijalima u uZzem smislu materijali pripremljeni za neposrednu proizvodnju
ambalaze (papir - papirna ambalaza, aluminijski limovi — metalna ambalaza: limenke,
poklopci i sl.). Pod pojmom primarne ambalaze podrazumijevaju se posude razlicitog oblika i
veliCine, naCinjene od ambalaznih materijala u uZzem smislu, u koje se pakira, transportira,

skladisti i prodaje bilo koja roba ili namirnica (Vujkovic i sur., 2007).

Barijerni efekt je tip interakcija kojim se izraZzava intenzitet moguéeg prolaza tvari iz
okoline (plinovi, vodena para, mikroorganizmi, zracenje) kroz ambalazni materijal u pakiranu
hranu. Barijerna svojstva ambalaze imaju veliki utjecaj na odrzivost i kvalitetu proizvoda.
Ukoliko su na primjer poznati podaci za propusnost Kisika kroz polimerni materijal, moguce
je pomocu sofisticiranih metoda za odredivanje propusnosti materijala na plinove i vodenu
paru, izraCunati odrZivost proizvoda ako je poznata koliCina kisika koju proizvod moZze vezati

bez posljedica na kvalitetu (Muhadbegovic i sur., 2011).

Prilikom izbora ambalaznih materijala za pakiranje u modificiranoj atmosferi mora se

uzeti u obzir sljedece:

vrstu ambalaZze u odnosu na njenu krutost potrebnu za proizvod,

njihova barijerna svojstva (na primjer propusnost za plin ili smjesu plinova koji su
koristeni za MAP),

propusnost za vodenu paru,

njihova obradivost, ¢vrstoca, trajnost i Cistoca,
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svojstva protiv zamagljivanja koja omogucéavaju dobru vidljivost proizvoda,
pouzdanost vara,

otpornost na kemijsku razgradnju,

kompaktnost ambalaze nakon zatvaranja,

ne smiju biti toksicni i trebaju biti kemijski inertni,

sposobnost materijala da se na njima moze tiskati,

komercijalna prikladnost s ekonomskom izvedivosti.

NajceSce koristeni ambalazni materijali za MAP su plasticni polimeri i to: EVOH,
etilen/vinil-alkohol; PVC, poli (vinil-klorid); PVDC, poliviniliden klorid; PET, poli (etilen-
tereftalat); PP, polipropilen; PE, polietilen; amorfni poliester i najlon. LDPE, polietilen niske
gusto¢e i PVC imaju takva svojstva propusnosti koja ih Cine prikladnim za pakiranje
proizvoda koji diSu, dok se PVDC i poliester koriste za proizvode s niskom stopom
respiracije. ObiCno ambalazni materijali s barijernim svojstvima nemaju dobra svojstva
varenja pa se onda za pakiranje u modificiranoj atmosferi koriste viSeslojni polimerni filmovi
(Cunha i Fonseca, 2016; Goswami i Mangaraj, 2011; Robertson, 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

3.1.1. Svjezi sir

Uzorci svjezeg sira proizvedenih industrijski koji su koriSteni u ovom ispitivanju uzeti su

iz pogona Dukat d.d. Tvornica Sirela.

3.1.2. Hranjive podloge

Hranjiva podloga za odredivanje broja bakterija Staphylococcus aureus

Baird Parker agar — selektivna podloga za odredivanje stafilokoka sastava (g/L):
pepton iz kazeina 10,0; ekstrakt govedine 5,0; ekstrakt kvasca 1,0; natrijev piruvat 10,0; glicin
12,0; litijev-klorid 5,0; agar 15,0. pH vrijednost podloge iznosi 7,2+0,2. Sterilizacija se
provodi pri 121°C tijekom 15 minuta pa se podloga treba ohladiti na 50°C uz dodatak Rabbit
plasma fiber supply.

Hranjiva podloga za odredivanje broja bakterija Escherichia coli

TBX (tripton Zucni X-glukuronid) agar - kromogena, selektivna podloga za brojenje,
diferencijaciju i identifikaciju -glukoronidaza pozitivne E. coli u hrani prema ISO 16649-2
(TBX Agar), sastava (g/L): tripton (pepton iz kazeina 20,0; Zucne soli broj 3 1,5; agar 15,0;
X-glukuronid 0,075. pH vrijednost podloge iznosi 7,2+0,2, a sterilizacija se provodi pri 121°C

tijekom 15 minuta.

Hranjiva podloga za odredivanje broja kvasaca i plijesni

Oksitetraciklin kvasni agar s dodatkom glukoze (OGYE agar) — selektivna podloga za
dokazivanje i odredivanje broja Zivih stanica kvasaca i plijesni u svim vrstama materijala

(namirnice, kliniCki uzorci i dr.) sastava (g/L): kvasni ekstrakt 5,0; D (+) glukoza 10,0; agar
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15,0. Sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 minuta pa se podloga treba ohladiti na
50°C uz dodatak oksitetraciklina 1mL/110 mL.

3.1.3. Kemikalije

destilirana voda

natrijev klorid
trinatrijev-dihidroksicitrat
kalcijev klorid

sirilo

mezofilne starter kulture
bioprofit

dusik

ugljicni dioksid

3.1.4. Aparatura i pribor

Zlica

Erlenmeyerova tikvica
mikser

menzura

staklena zrnca

vaga

vortex

digitalna vaga
bunsenov plamenik
autoklav

CaSa

redovna folija

folija debljine 1000 um s barijerom
folija debljine 1200 um

stakleni Stapic

16



epruvete

termostat

mikropipeta od 100 pL i 1000 pL
Stapi¢ po drigalskom

Petrijeva ploca

pH- metar

tarionik

Oxybaby M+

3.2. Metode

3.2.1. Industrijska proizvodnja svjezeg sira

Svjezi mekani sirevi imaju svoje specificnosti u odnosu na druge vrste sireva i to su:

visok sadrZaj vode (do 80%, ali s razli¢itim sadrZzajem masti),

kratak vijek trajanja,

proizvod je odmah nakon proizvodnje prikladan za konzumaciju (nema perioda
zrenja),

blago kiseli do mijeSani okus (ovisno o sadrzaju masti),

uporabu male kolicine sirila i nema preSanja grusa (BoZanic¢, 2015; Robinson 1993).

Ovim specificnostima je prilagodena je i industrijska proizvodnja svjezeg sira te se sve

viSe pozornosti poklanja i samom pakiranju kako bi se produljio rok trajanja.

U industrijskoj proizvodnji svjezeg sira koriste se pasterizirano mlijeko (zdravstvena
sigurnost) i selekcionirana mikrobna kultura (uniformnost karakteristika sira), dok je za
tradicionalnu proizvodnju karakteristi¢na uporaba termicki neobradenog mlijeka i koristenje
prirodne i/ili autohtone mikrobne kulture, Sto su glavne razlike izmedu ova dva naCina

proizvodnje sira (Samarzija i sur., 2006; Montel i sur., 2014).
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Slika 2: Hodogram obrade i pripreme mlijeka za industrijsku proizvodnju sira
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KKT je kriticna kontrolna toCka, tj. bilo koja toCka ili procedura u odredenom procesu
prerade hrane gdje gubitak kontrole moze rezultirati neprihvatljivim rizikom po zdravlje, a
kriticki limiti na KKT su vrijednosti koje razdvajaju prihvatljivo od neprihvatljivog i
propisani su za svaku KKT ponaosob (Pravilnik o pravilima uspostave sustava i postupaka
temeljenih na naCelima HACCP sustava, NN 68/15).

PRPO su preduvjetni operativni programi (Prerequisite Programs), odnosno osnovni
uvjeti i aktivnosti koji se moraju provoditi u prehrambenom lancu kao Sto su: odrzavanje
higijene proizvodnje, prerade i okoliSa. Smanjuju potencijalne rizike i osiguravaju da oni ne
utjeCu na kvalitetu i sigurnost proizvedene hrane te moraju biti dokumentirani. Preduvjetni
programi se moraju verificirati, a to znacCi potvrditi objektivnim dokazima da su utvrdeni
zahtjevi ispunjeni i organizacije koje zele uvesti HACCP prvo moraju ispuniti zahtjeve
preduvjetnih programa (1SO 22000).

Nakon Sto je mlijeko obradeno i pripremljeno za proizvodnju svjezeg sira ono se
transportira putem cjevovoda do tanka. U tank se potom dodaju mezofilna kultura, bioprofit
(promotor rasta) i tekuce sirilo. Fermentacija mlijeka se odvija pri temperaturi od 24 - 28°C,
obi¢no 10 - 18h do oblikovanja grusa pH 4,5 - 4,7, djelovanjem mezofilne kulture mlijecnih
bakterija (Sobota Salamon i sur., 2010; Tratnik i BoZani¢, 2012).

Poslije fermentacije grus se istjeruje iz tanka na trake ,,Alpma“ linije za cijedenje.
Potom se sir skuplja u bazenima od inox-a i pakira strojem za pakiranje ,,Waldner* u
modificiranoj atmosferi. Kontrola pakovina je bitna stavka u procesu proizvodnje nakon ¢ega
slijedi hladenje i skladiStenje proizvoda.

Obrada i priprema mlijeka za proizvodnju svjezeg sira prilikom industrijske

proizvodnje prikazani su slikom 2.
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Slika 3. Hodogram proizvodnje svjeZeg sira
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3.2.2. Mikrobiolo§ke metode

MikrobioloSke analize provedene su na 35 razliCitih uzoraka svjezeg sira za tri razlicite
vrste folija pri pakiranju u modificiranoj atmosferi uz mjerenje koli€ine kisika u svakoj
pakovini i to u dvije SarZe sa dva puta po pet uzoraka i jednoj Sarzi sa tri puta po pet uzoraka.
Za svaki pojedini mikroorganizam ispitivanje je provedeno u dvije paralele po svakom
razrjedenju nakon prvog i dvadesetCetvrtog dana hladnog Cuvanja pri temperaturi od 4 - 8°C
uz dodatno ispitivanje jedne SarZze tridesetog dana Cuvanja. Svim uzorcima izmjerena je

kiselost i udio kisika (u pakovini).

Broj mikroorganizama u ispitivanim uzorcima svjezeg sira odreden je indirektnim
brojanjem kolonija naraslih iz uzoraka nacijepljenih na hranjivu podlogu (Kochova metoda).
Broj mikroorganizama utvrden ovom metodom ne predstavlja pravi broj Zivih
mikroorganizama u pojedinom uzorku svjezeg sira, nego samo broj onih koji su se mogli
razviti u vidljive kolonije pod uvjetima rasta koje nalazu u prvom redu sastav supstrata
(,agara®), temperatura i trajanje inkubacije. Tako dobivene vrijednosti oznaCavaju se kao
CFU vrijednost (Colony Forming Units). Odreduje se broj Zivih bakterija, uz pretpostavku da
se iz svake pojedine stanice na ili u ¢vrstom hranjivom supstratu u Petrijevim plo€ama razvila

po jedna odvojena kolonija (Bozani€ i sur., 2010).

MikrobioloSka analiza uzoraka radena je prema parametrima Pravilnika o mikrobioloSkim
kriterijima za hranu (NN 74/08, 156/08, 89/10), sukladno preporukama Vodi¢a za
mikrobioloSke kriterije za hranu (2011), odnosno odredivani su Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, te kvasci i plijesni.

3.2.2.1. Priprema uzoraka sireva

Usitnjavanjem 20 g svjeZzeg sira u mikseru uz dodatak 180 mL 2%-tne otopine natrij
citrata prethodno zagrijanog na 45°C (uz njegovo postupno dodavanje ¢ime se postiZe bolje
emulgiranje) pripremljen je uzorak sira. Potom je sadrzaj miksera kvantitativno prenesen u
Erlenmeyerovu tikvicu sa staklenim zrncima i prije pipetiranja snazno promuckan kako mi se
Sto bolje homogenizirao. Tako se dobiva osnovno razrijedenje (BoZanic i sur., 2010; Sabados,
1996).
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3.2.2.2. Priprema 2%-tne otopine natrij citrata

U 1000 mL destilirane vode otopljeno je 20 g trinatrijevog-dihidroksicitrata tako Sto je
destilirana voda zagrijavana na 45-50°C te nakon toga dodano 20g soli. Nakon Sto je sva sol
otopljena, pripremljena otopina je autoklavirana na 121°C tijekom 20 minuta (BozZani¢ i sur.,
2010).

3.2.2.3. Priprema fizioloSke otopine

9 g natrijevog Kklorida otopljeno je u 1000 mL destilirane vode te otpipetirano po 9 mL

u epruvete, zaCepljeno i atoklavirano na 121°C tijekom 20 minuta (BoZani¢ i sur., 2010).

3.2.2.4. Priprema decimalnih razrjedenja

1 mL prethodno pripremljenog i homogeniziranog uzorka sira prenese se sterilnom
mikropipetom u epruvetu s 9 mL fizioloske otopine. Nastalo razrjedenje (10™) je dobro
homogenizirano te je iz te epruvete 1 mL prenesen u drugu epruvetu s 9 mL fizioloske
otopine pri &emu je dobiveno 107 razrjedenje polaznog uzorka. Postupak se ponavljao dok se

nije dobio Zeljeni broj decimalnih razrjedenja (BoZani€ i sur., 2010).

3.2.2.5. Odredivanje kvasaca i plijesni

1mL uzorka se mikropipetom prenese u sterilne Petrijeve zdjelice i prelije s 10 mL
sterilnog rastopljenog OGYE agara (ohladenog na priblizno 50°C) s dodatakom
oksitetraciklina te se kruznim pokretima dobro izmijeSa i ostavi na sobnoj temperaturi da se
ohladi. Inkubacija se provodila 120 sati (5 dana) pri 25°C. Kolonije kvasaca su krem do bijele

boje, a plijesni su nitaste kolonije razlicitih boja.
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3.2.2.6. Odredivanje bakterija Staphylococcus aureus

Mikropipetom je uzeto 1mL uzorka prvog razrijedenja te dobro razmazano po vec
(prema proizvodaCkim specifikacijama pripremljenoj) Baird Parker agar podlozi s dodatkom
Rabbit plasma fiber supply u Petrijevoj zdjelici. Test je pozitivan ako su 24 sata nakon
inkubacije na 37°C prisutne bijele, sive ili crne kolonije s prozirnom zonom oko poraslih

kolonija.

3.2.2.7. Odredivanje bakterija Escherichia coli

1 mL pripremljenog uzorka razrjedenja 10" uzeto je mikropipetom te jednoli¢no
rasporedeno u Petrijevu zdjelicu sa unaprijed pripremljenom TBX agar podlogom. Bakterijska
vrsta Escherichia coli raste kao plavo-zelene kolonije na TBX agaru nakon 24 sata pri

temperaturi inkubacije od 37°C.

3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti sira

Mijerenje pH vrijednosti sira provedeno je pH-metrom koji se prije uporabe bazdario
uranjanjem u otopine poznate pH vrijednosti. Uzorak sira je prethodno pomijeSan s
destiliranom vodom u omjeru 3:10, tj. 9 g sira je u tarioniku pomijeSano s 30mL destilirane

vode i kvantitativno preneseno u ¢asu.

U ovako pripremljen uzorak uroni se elektroda pH-metra i na ekranu mjernog
instrumenta oCita se pH vrijednost. Nakon svakog mjerenja elektrode se pazljivo operu
vodom, a potom isperu destiliranom vodom kako na njima ne bi zaostao masni sloj (BoZani¢ i
sur., 2010; Sabados, 1996).
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3.2.4. Odredivanje volumnog udjela kisika u pakovini pomo¢éu
Oxybaby M+

Princip odredivanja volumnog udjela Kisika (O2) pomocu uredaja Oxybaby M+ temelji
se na selektivnoj apsorpciji pojedinih sastojaka u odgovarajucim apsorpcijskim sredstvima, tj.,
mjeri se na principu redoks reakcije u elektrokemijskoj ¢eliji. Uzorak plina iz pakovine s
proizvodom uzme se pomoc¢u pomocu igle instrumenta, s time da se dio povrSine pakovine za

ubadanje igle pojaca pripadaju¢om samoljepljivom plastificiranom trakom.

Sadrzaj O, u usisnoj plinskoj mjeSavini stvara, u elektrokemijskoj ¢éeliji slab elektri¢ni napon
koji je razmjeran udjelu O,. Taj se napon mijeri i pretvara u oblik koncentracijske vrijednosti,

koji se zatim prikazuje na zaslonu.
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4. REZULTATI



Tablice 3, 4 i 5 su prikaz rezultata mikrobioloSke analize uzoraka industrijski
proizvedenog svjezeg sira uz uporabu redovne folije, folije debljine 1000 pum s barijerom, te
folije debljine 1200 um kao ambalaznog materijala tijekom 24 i 30 (za foliju debljine 1000
pum s barijerom) dana Cuvanja sira u hladnjaku. Pakiranje u modificiranoj atmosferi za sve

uzorke je isto, tj. koristeni su plinovi N, i CO, u omjeru 70:30.

Tablica 6 prikazuje pH vrijednosti svih uzoraka industrijski proizvedenog svjezeg sira
nakon prvog, dvadesetCetvrtog i tridesetog dana hladnog Cuvanja (za foliju debljine 1000

mikrometara s barijerom).

U tablici 7 nalaze se volumni udjeli kisika u pakovini industrijski proizvedenog sira
pakiranog u modificiranoj atmosferi koristeCi redovnu foliju, foliju debljine 1000
mikrometara s barijerom, te foliju debljine 1200 mikrometara za izradu ambalaZze prvog,

dvadesetCetvrtog i tridesetog dana Cuvanja u hladnjaku.

Tablica 3. Broj mikroorganizama u uzorcima industrijski proizvedenog svjezeg kravljeg sira
tijekom Cuvanja sira u hladnjaku 24 dana pakiranog u modificiranoj atmosferi KkoristeCi
redovnu foliju za izradu ambalaze (podebljano su oznaCeni uzorci van granica preporuka
Vodica (2011)).

Redovna folija
Mikroorganizam pzorvakviz N (CFU/qQ) Maksimalno
iste Sarze | 1. dan | 24. dan | dopusteno* (CFU/g)
1. <10 <10
2. <10 <10
Staphylococcus aureus 3. <10 <10 102
4. <10 <10
5. <10 <10
1. <10 <10
2. <10 <10
Escherichia coli 3. <10 <10 102
4. <10 <10
5. <10 <10
1. <100 | 1300
2. <100 | 1200 .
Kvasci i plijesni 3 100 | 3500 pvescl 20
ijesni: 102
4. 300 <100
5. <100 | <100

*Prema VodiCu za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011)
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Tablica 4. Broj mikroorganizama u uzorcima industrijski proizvedenog svjezeg kravljeg sira

tijekom Cuvanja sira u hladnjaku 24 i 30 dana pakiranog u modificiranoj atmosferi koristeci

foliju debljine 1000 mikrometara s barijerom za izradu ambalaze

Uzorak N (CFU/qg) Maksimalno
Mikroorganizam Iézalr;t: dt_n 24, dan | 30. dan dtzglIJ:sLtJe/g())*
1. <10 <10 <10
2. <10 <10 <10
Staphylococcus aureus | 3. <10 <10 <10 102
4, <10 <10 <10
5. <10 <10 <10
1. <10 <10 <10
2. <10 <10 <10
Escherichia coli 3. <10 <10 <10 102
4. <10 <10 <10
5. <10 <10 <10
1. <100 | <100 | <100
2. <100 | <100 | 100 ** S
Kvasci i plijesni 3. <100 | <100 <100 PIijesni.: 102
4. <100 | <100 | <100
5. <100 | <100 | <100

*Prema Vodi¢u za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011)

**Plijesni
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Tablica 5. Broj mikroorganizama u uzorcima industrijski proizvedenog svjezeg kravljeg sira

tijekom Cuvanja sira u hladnjaku 24 dana pakiranog u modificiranoj atmosferi koristeci foliju

debljine 1200 mikrometara za izradu ambalaze (podebljano su oznaceni uzorci van granica

preporuka Vodica (2011))

Folija debljine 1200 mikrometara

Uzorak N (CFU/qg) Maksimalno
Mikroorganizam iz iste 1. 24. dopusteno*
Sarze | dan | dan (CFU/g)
1. <10 <10
2. <10 <10
Staphylococcus aureus | 3. <10 <10 102
4, <10 <10
5. <10 <10
1. <10 <10
2. <10 <10
Escherichia coli 3. <10 <10 102
4. <10 <10
5. <10 <10
1. <100 | 2100
2. 300 | 1900 P
Kvasci i plijesni 3. 100 | 2800 Plijesni.: 102
4. <100 | 1700
5. <100 | 600

*Prema Vodi¢u za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011)
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Tablica 6. pH vrijednost industrijski proizvedenog svjezeg kravljeg sira tijekom Cuvanja sira u
hladnjaku 1., 24. i 30. dana pakiranog u modificiranoj atmosferi koristeCi redovnu foliju,
foliju debljine 1000 mikrometara s barijerom, te foliju debljine 1200 mikrometara za izradu

ambalaze

Redovna folija

agas | Lo | 2Adan | 30 da

1 4,47 4,39 /

9 4,47 4,41 /
pH | 3. 4,46 4,38 /

4 4,48 4,40 /

5 4,47 4,37 /
Folija debljine 1000 mikrometara s barijerom

egazs | Lo | 2acan | 30.da

1 4,50 4,41 4,34

9 4,50 4,40 4,33
pH | 3. 4,49 439 1,34

4. 4,49 4,38 4,35

5 4,48 4,39 4,32

Folija debljine 1200 mikrometara

i | b | Zhaw | S
1 4,47 4,39 /
2 4,48 4,38 /
pH | 3. 4,46 4,40 /
4 4,47 4,38 /
5 4,47 4,40 /

/ - nije provedena analiza
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Tablica 7. Volumni udio kisika u pakovini industrijski proizvedenog sira pakiranog u

modificiranoj atmosferi koristeC¢i redovnu foliju, foliju debljine 1000 mikrometara s

barijerom, te foliju debljine 1200 mikrometara za izradu ambalaze 1., 24. i 30. dana Cuvanja u

hladnjaku

Redovna folija

Lijsf:g:;g 1.dan | 24.dan | 30.dan

1. 11 4,5 /

2. 14 3,2 /
Oz (%) | 3. 2,2 7,1 /

4, 1,0 41 /

5. 1,4 4.8 /
Folija debljine 1000 mikrometara s barijerom

ﬁfﬁ;ﬁ'ﬁzﬁ 1.dan | 24.dan | 30.dan

1. 1,2 0,1 0,0

2. 0,2 11,7 0,0
02 (%) | 3. 0,5 0,1 0,0

4, 1,3 0,1 0,0

5. 0,7 0,1 0,0
Folija debljine 1200 mikrometara

LiJng;aal:i'; 1.dan | 24.dan | 30.dan

1. 11 3,5 /

2. 1,0 4,4 /
0. (%) | 3. 2,2 5,1 /

4. 1,4 5,2 /

5. 1,4 4.4 /

/ - nije provedena analiza
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S. RASPRAVA



U ovom radu ispitan je utjecaj sinergije pakiranja u modificiranoj atmosferi i vrste
ambalaznog materijala na duljinu mikrobioloSke trajnosti svjezeg sira. Pakiranje je za sve tri
razliCite vrste folija koje su koriStene kao ambalazni materijal provodeno u modificiranoj

atmosferi N, i CO, u istom omjeru, tj. 70:30.

5.1. MikrobioloSka analiza svjeZeg sira

MikrobioloSka analiza uzoraka radena je prema parametrima Pravilnika o
mikrobioloskim Kriterijima za hranu (NN 74/08, 156/08, 89/10), sukladno preporukama
Vodic¢a za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011), odnosno odredivani su Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, te kvasci i plijesni.

Broj bakterija Staphylococcus aureus, bez obzira na vrstu ambalaznog materijala
koriStenog za pakiranje, bio je ispod granica propisanim VodiCem za mikrobioloSke Kriterije
za hranu (2011) u svim uzorcima svjezeg sira na kojima je radena mikrobioloska analiza, Sto
je u skladu istrazivanju mikrobioloske kakvoce svjeZeg sira proizvedenog u industriji
(Desovic, 2002). Analiza nije napravljena trideseti dan hladnog skladiStenja za uzorke svjezeg
sira pakiranog pomoc¢u redovne folije i folije debljine 1200 mikrometara, jer sir pakiran
pomocu ovih ambalaznih materijala imao je uzorke koji su imali veci broj kvasaca i plijesni

no Sto je to propisano.

Prema Vodi¢u (2011) broj bakterija Escherichia coli mora biti manji od 10° CFU/g ,
Sto je bio sluaj prvog, dvadesetCetvrtog i tridesetog dana (za foliju debljine 1000
mikrometara s barijerom) uzorkovanja i ti rezultati su slini onima radenim u drugom
industrijskom pogonu (Desovi¢, 2002). Prisutnost E. coli je pokazatelj fekalnog onecis¢enja,
odnosno nehigijene (Sabljak i sur., 2013) pa su ovi rezultati ocekivani u skladu s dobrom

provedbom higijene i dezinfekcije u tvornici.

Kvasaca i plijesni prvog dana provedene mikrobioloSke analize kod svih uzoraka bilo
je manje od granice propisane Vodi¢em za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011), odnosno
uzorci pakirani pomocu sve tri folije su zadovoljavali mikrobioloSke standarde kao $to je
sluCaj Sto prati parametre istrazivanja mikrobioloSke CistoCe svjezeg sira proizvedenog
industrijski (Desovi¢, 2002).
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DvadesetCetvrti dan uzorkovanja svjezeg sira pakiranog pomocu redovne folije tri od
pet uzoraka nisu zadovoljavali uvjete propisane VodiCem za mikrobioloske kriterije za hranu

(2011) pa stoga mikrobioloSka analiza nije napravljena trideseti dan hladnog Cuvanja.

Folija debljije 1000 mikrometara s barijerom u sprezi s pakiranjem u modificiranoj
atmosferi pokazala se izvrsnom za inhibiranje rasta kvasaca i plijesni, te je njihov broj bio
manji od granice propisane Vodiem za mikrobioloSke Kkriterije za hranu (2011)
dvadesetCetvrtog i tridesetog dana uzorkovanja, osim za jedan uzorak dvadesetCetvrtog dana
Cuvanja gdje je naraslo 100 plijesni Sto je najveca dozvoljena granica, ali to se moZe objasniti

loSim varom na pakovini (volumni udio Kisika je bio veliki samo za taj uzorak).

Kod svjeZeg sira pakiranog pomocu folije debljine 1200 mikrometara dvadesetCetvrti
dan hladnog Cuvanja Cetiri od pet uzoraka imali su vecCi broj kvasaca od dopustenog te stoga

analiza trideseti dan nije napravljena.

lako se kvasci i plijesni nalaze u svjezem mlijeku, kvarenje mlijeCih proizvoda
pomocu kvasaca i plijesni obi¢no je rezultat postpasterizacijske kontaminacije, buduci da su
sveprisutni u tvornicama i prenose se putem zraka (D'Amico, 2014). Osim toga, optimalno

rastu pri snizenoj pH vrijednosti kakvu ima svjeZzi sir (Sabljak i sur., 2013).

5.2. pH vrijednost svjeZeg sira

Tijekom Cuvanja sirevima je odredivana pH vrijednost (tablica 6). 1z rezultata vidimo
da je stabilna, bez vecih oscilacija 5to je u skladu istraZivanja koje su proveli Gammariello i
sur. (2009) na industrijski proizvedenom svjezem siru pakiranom u modificiranoj atmosferi.
pH vrijednosti kretale su se u rasponu od 4,32 do 4,50, Sto su nesto niZe vrijednosti od sireva
uzorkovanih u ranije navedenom istraZivanju, $to se mozZe objasniti drugom vrstom svjezeg

sira proizvedenog bez dodataka starter kultura.

Tendencija blagog smanjenja pH vrijednosti tijekom vremena bez obzira na vrstu
koristene folije za pakiranje u modificiranoj atmosferi je rezultat toga Sto laktobacili nisu
inhibirani djelovanjem CO, (Mannheim i Soffer, 1996).
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Za uzorke svjezeg sira pakiranog u redovnoj foliji i foliji debljine 1200 mikrometara
mjerenje pH vrijednosti nije provedeno trideseti dan hladnog skladiStenja, jer sir nije
zadovoljavao mikrobioloSke standarde dvadesetCetvrtog dana mjerenja.

5.3. Volumni udio kisika u pakovini

Volumni udio kisika mjeren je u pakovini industrijski proizvedenog sira pakiranog u
modificiranoj atmosferi koriste¢i redovnu foliju, foliju debljine 2000 mikrometara s barijerom
i foliju debljine 1200 mikrometara.

Tijekom hladnog skladiStenja svjezeg sira mozemo zamijetiti sliCne rezultate kod
sireva kod kojih su koriStene redovna folija i folija debljine 1200 mikrometara, odnosno
dolazi do porasta volumnog udjela kisika u pakovini dvadesetCetvrti dan skladistenja. To se
deSava zbog propusnosti kisika ambalaznih materijala (Khoshgozaran i sur., 2012). Takoder,
nema velike razlike u koliCini kisika prvog dana mjerenja za ove dvije folije. Trideseti dan

mjerenja nisu izvrsena, jer sir nije zadovoljavao mikrobioloSke standarde.

Kod sira pakiranog u modificiranoj atmosferi koristeCi foliju debljine 1000
mikrometara s barijerom prvi dan mjerenja se zamjeCuju manje vrijednosti volumnog udjela
kisika u pakovini u odnosu na one pakirane koriste¢i redovnu foliju i foliju debljine 1200
mikrometara i to nam govori 0 nepropusnosti ambalaznog materijala s barijerom. Od pet
uzoraka kod njih tri je volumni udio kisika manji od 1%, a za ostala dva iznosi 1,20% i 1,30%
Sto daje naslutiti da ¢e se postiCi zadovoljavajuci uvjeti skladistenja (Vujkovié i sur., 2007;
Cunha i Fonseca, 2016). DvadesetCetvrti dan skladistenja doSlo je do smanjenja volumnog
udjela kisika u pakovini kod 4 uzorka, dok je kod jednog zabiljezeno veliko poveéanje
koliCine kisika Sto je vjerojatno posljedica oStecenja pakovine ili loSeg vara tako da taj
rezultat moZzemo odbaciti. Posljednjeg tj. tridesetog dana mjerenja sav kisik u pakovinama
svjezeg sira je potroSen. Smanjenje volumnog udjela kisika tijekom ¢uvanja sireva vjerojatno
je posljedica respiracije aerobne mikroflore te oksidativnih i enzimatskih reakcija koje
ukljuCuju kisik (Gammariello i sur., 2009; Khoshgozaran i sur., 2012).
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6.

ZAKLJUCCI



Na temelju mikrobioloSke i kemijske analize industrijski proizvedenog svjeze sira moze se

zakljuciti sljedece:

1. Svi zaprimljeni uzorci sireva su bili mikrobiolo$ki ispravni prvi dan uzorkovanja, $to
ukazuje na veliku mikrobioloSku Cistocu industrijski proizvedenog svjeZeg sira. To
ujedno govori i o dobroj proizvodackoj praksi, odnosno pozornosti koja se posvecuje
Cis€enju i dezinfekciji samog postrojenja te higijeni radnika koji su i izravnom

kontaktu s proizvodnom linijom.

2. Sama ambalaza je bila higijenski vrlo Cista na Sto ukazuje visoka mikrobioloSka
CistoCa svjezeg sira, jer je gotov proizvod prije istraZivanja bio odredeno vrijeme

ambalaZziran.

3. Niti u jednom uzorku nije bilo bakterija Escherichia coli i Staphylococcus aureus

iznad granica propisanih Vodi¢em za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011).

4. Od ukupno 35 analiziranih sireva 7 njih je bilo mikrobioloski neispravno.

5. pH vrijednost sireva je stabilna, bez vecih oscilacija s tendencijom blagog smanjenja
tijekom vremena bez obzira na vrstu koriStene folije za pakiranje u modificiranoj

atmosferi.

6. Redovna folija i folija debljine 1200 pm su propusne za kisik i sli€no se ponaSaju §to

se oCituje iz povecanja volumnog udjela kisika u pakovini tijekom vremena.

7. Tridesetog dana mjerenja sav kisik u pakovinama svjezeg sira pakiranog pomodu
folije debljine 1000 pum s barijerom je potroSen Sto ukazuje na njenu nepropusnost za
kisik u odnosu na prethodne dvije folije. Samo smanjenje volumnog udjela kisika
tijekom Cuvanja sireva vjerojatno je posljedica respiracije aerobne mikroflore te

oksidativnih i enzimatskih reakcija koje ukljucuju kisik.

8. Folija debljine 1000 um s barijerom se pokazala kao najbolji ambalazni materijal za

pakiranje industrijski proizvedenog svjezeg sira u modificiranoj atmosferi, jer
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spreCava prodor kisika iz okoline u pakovinu i time razvoj nepoZeljnih
mikroorganizama, Sto je u skladu s ranijim istrazivanjima u kojima se navodi da
ukoliko se volumni udio kisika smanji na 1% postiZzu se zadovoljavajuci rezultati

skladiStenja.

Industrijski proizveden svjezi sir pakiran u modificiranoj atmosferi pomocu folije

debljine 1000 pm s barijerom mikrobioloski je ispravan i trideseti dan Cuvanja.
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