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KARAKTERIZACIJA PROFILA
PROTEOLIZE U ARGENTINSKOM
OVCJEM SIRU NAPRAVLJENIM
DVJEMA RAZLICITIM METODAMA
PROIZVODNJE

Characterisation of Proteolysis Profile of
Argentinean Sheep Cheeses Made by Two
Different Production Methods

SAZETAK: U radu su prouceni profili proteolize u argentinskom ovéjem siru nap-
ravljenim dvjema metodama proizvodnje kako bi se dobile tipi¢ne i definirane ka-
rakteristike. Proizvedeni su sirevi s mikrobnom kulturom Streptococcus thermophi-
lus (S-sirevi) i sirevi s mijeSanom mikrobnom kulturom Streptococcus thermophilus
i Lactobacillus bulgaricus (L-sirevi). Sirevi su dozrijevali na 12°C i 80% relativne
vlaznosti kroz 180 dana i uzorci su uzimani tijekom tog vremenskog razdoblja. Re-
zultati pokazuju odredene slicnosti ali i razlike, posebice u pH vrijednosti, dok je
senzorska analiza pokazala bitne razlike izmedu te dvije vrsta sireva. S-sireviimaju
nizu stupanj proteolize i blazi okus, $to ih €ini prikladnim za konzumaciju nakon
kratkog vremena dozrijevanja. L-sirevi imaju visi stupanj proteolize, te puno izraze-
nija senzorska svojstva, §to ih €ini prikladnim za konzumaciju nakon duljeg vreme-
na dozrijevanja.

Kljuéne rijeci: ovdji sirevi, metode proizvodnje, profil proteolize, senzorska svojstva

ABSTRACT: In this work the proteolysis profile of Argentinean sheep cheeses ma-
de by two production methods were studied in order to develop products with typi-
cal and defined features. Cheeses with a starter of Streptococcus thermophilus,
(S-cheeses) and cheeses with a mixed starter of Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus bulgaricus, (L-cheeses) were manufactured. The cheeses were ripe-
ned at 12°C and 80% relative humidity for 180 days and samples were taken
throughout this period. Results show similarities but also some differences, espe-
cially in pH value, while sensory evaluation indicated important differences be-
tween the two types of cheeses. S-cheeses had a low proteolysis and soft flavor,
making them appropriate for consumption after a short ripening time. L-cheeses
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had a higher proteolysis level and more intense sensory characteristics, making
them appropriate for consumption after a longer ripening time.

Keywords: sheep cheeses, production methods, proteolysis profile, sensory cha-
racteristics

1. UVOD

Ovaj rad je prijevod istrazivackog ¢lanka autora Maria C. Candiotia, Carine V.
Bergamini, Susane B. Palma, Margarite Busetti, Carlosa A. Meinardia and Carlosa
A. Zalazara objavljenog u Journal of Science in Food and Agriculture 90, 36-42
(2009). Iako je Argentina jedna od vodecih zemalja u svijetu u proizvodnji kravljeg
sira, proizvodnja sira iz ov¢jeg mlijeka je nedovoljno razvijena. Tradicionalno, ov¢ji
sirevi su bili proizvedeni u malom obiteljskom gospodarstvu, ali nedavno su se poceli
proizvoditi i u malim proizvodnim pogonimal. U mnogim regijama Argentine, ov¢ji
sirevi se smatraju turistickom atrakcijom i ¢esto su dostupni u ekskluzivnijim restora-
nima i trgovinama u ve¢im gradovima. Za proizvodnju mlijeka u Argentini se trenut-
no koristi oko 75000 ovaca, ali samo ih 3200 pripada registriranim mlije¢nim indus-
trijama. 2 Podatke o domaéim ov¢jim sirevima i onima koji se proizvode u ogranice-
noj industrijskoj proizvodnji i prodaju se ve¢inom na lokalnom ili regionalnom trzis-
tu je jako tesko dobiti. U 2002., zabiljezeno je 56 mlijecnih farmi s prosje¢nom velici-
nom stada od 150 grla, ve¢inom u provincijama Buenos Airesa i Chubuta. Trajanje
perioda muznje je oko 180 dana od rujna do veljace i prosjecna dnevna proizvodnja je
0,8L po Zivotinji.”

Vrste ovaca koje u Argentini obitavaju su krizanci izmedu razlicitih vrsta iz Euro-
pe, Azije 1 Afrike. Pampinta je autohtona vrsta razvijena iz Frizijske i Corriedale vr-
ste na Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria (INTA), Anguila, La Pampa,
Argentina, institucija s velikim iskustvom u upravljanju stadima ovaca.

U razdoblju od 2001-2002 preradeno je 553000 | mlijeka kako bi se dobilo 73500
kg ov¢jeg sira. Ta proizvodnja je znatno visa nego u razdoblju 1996-1997, kada je
proizvedeno samo 39000 kg sira.'?

Industrija ov¢jeg sira u Argentini je u zacetku. Bilo kakvo daljnje Sirenje ¢e ovisiti
o prikladnoj politici koja se razvija i komercijalizaciji problema koji se rjesavaju. U
vezi s time, mnoge vladine institucije suraduju s proizvodacima sira kako bi pobolj-
Sali kvalitetu ov¢jeg mlijeka i sira. K tome, rastuca turisticka aktivnost u Argentini
moze biti vazan ¢imbenik u razvoju industrije ov¢jeg sira. Kao posljedica toga, nuzan
jerazvoj standardiziranog proizvoda dobre i stalne kvalitete. U naSem institutu razvi-
li smo dvije proizvodne metode za ov¢je sireve kako bismo odrzali argentinski proiz-
vod s tipi¢nim i definiranim karakteristikama.* Cilj ovog rada je da okarakteriziramo
profile proteolize u argentinskom ov¢jem siru napravljenima dvjema proizvodnim
metodama kako bi se definirao njihov identitet na znanstvenoj osnovi.
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2. MATERIJALI Il METODE

2.1. Proizvodnja sira

Svi sirevi su proizvedeni u pilot postrojenju El Instituto de Lactologia Indus-
trial (INLAIN) koriste¢i sirovo mlijeko Pampinta ovce koju je omogucio INTA.
Mlijeko je prikupljeno, rashladeno (na 4°C) i dopremljeno u proizvodni pogon istog
dana. Za svaku proizvodnju sira, 40 1 mlijeka je pasterizirano na 65°C/20 min. Nakon
hladenjana 37°C, dodano je 0.2g/L CaCl, (Merck, Darmstadt, Germany). Mlijeko se
tada razdijelilo na dva dijela po 20 L, kako bi se istovremeno proizvele dvije vrste sira
slijede¢i dolje navedene metode proizvodnje (v. Tablica 1). U metodi 1, za proizvodnju
S-sireva, kao pocetna mikrobna kultura koristila se komercijalna liofilizirana “dire-
ct-to-vat” kultura koju ¢ine sojevi Streptococcus thermophilus (Chr. Hansen, Hirsho-
Im, Danska). Mikrobna kultura je dispergirana u maloj koli¢ini pasteriziranog mlije-
ka i dodana je preostaloj koli¢ini mlijeka kako bi se postiglo 10° (colony-forming
units) CFU mL"". Nakon 15 minuta dodano je 0,014¢g/L kimozina (Maxiren 150, Gi-
st-Brocades, Francuska). Kada je grus postigao trazenu ¢vrstocu rezan je na komadi-
¢e veli¢ine zrna kukuruza. Grus je tada ispran tako da se 10% sirutke zamijenilo vru-
¢om vodom (60°C) uz lagano mijesanje. Dobivena mjesavina (~40°C) se lagano zag-
rijavala (1°C/min) ubrizgavanjem pare na 43°C kako bi se otpario udio vode. Kada su
Cestice grusa postigle Zeljenu razinu vlage, mijeSanje je zaustavljeno i sirutka se pro-
cijedila i bacila. Grus je tada stavljen u cilindri¢ne kalupe (visine 9 cm, promjera 10
cm, i presan (0,2 -0,3 kg/cm) 24 sata. Sirevi dobiveni tom metodom nazivaju se S-si-
revi. Za proizvodnju L-sireva koristila se pocetna mikrobna kultura koju cine
S.thermophilus (60%), Lactobacillus bulgaricus (20%) i Lactobacillus helveticus
(20%) (Chr. Hansen). Upotrijebljena doza bila je dostatna da se postigne 10° CFU
mL " u mlijeku za proizvodnju sira. Koagulacija je provedena kao i u proizvodnoj
metodi 1. Kada je grus postigao potrebnu ¢vrstocu, narezan je na Cestice veliine rize,
tj. manje Cestice nego za S-sireve. MjesSavina Cestica grusa i sirutke je tada lagano
promijesana i zagrijavana brzinom 1°C/min do 47°C indirektnom parom (bez faze is-
piranja) kako bi se smanjio udio vlage u grusu na zeljeni nivo. Na kraju, grus se stav-
ljau kalupe i presa kao u proizvodnoj metodi 1. Ovi sirevi su nazvani L-sirevi. [SiL
sirevi su soljeni u salamuri (200g/L NaCl, pH 5.4) pri 12°C/7 sati (svaki sir tezio je
otprilike 700 g). Zrenje se odvija pri 12°C 1 80% relativne vlaznosti tijekom 6 mjeseci.

U razdoblju od listopada 2005. do svibnja 2006. pripremljeno je Sest Sarzi svake
vrste sira.

Stranica 221-234 223



ZBORNIK VELEUCILISTA U KARLOVCU

Tablica 1. Proizvodne metode S i L sireva

S sirevi L sirevi

DVS pocetna mikrobna kultura S.thermophillus 60%
(dodan radi postizanja 106 CFU | S.Thermophillus 100% L.bulgaricus 20%
mL-* u mlijeku) L.helveticus 20%
Sirilo Maxiren®150 (0,014 gL Maxiren®150 (0,014 gL-")
Veli€ina Cestica grusa Veli€ina kukuruza Veli€ina rize
Ispiranie arua 10% sirutke zamijenjeno vru¢om Niie aa bilo

pirane g vodom (60°C) 19
Brzina zagrijavanja / krajnja 1°C mint | 43°C 1°C mint A7°C
temperatura

2.2 Analiza mlijeka

Mlijeko za proizvodnju sira podvrgnuto je analizi radi utvrdivanja udjela bjelan-
Cevina 1 masti prema standardnoj metodi Medunarodne mljekarske federacije
(IDF)S’6 Sve analize provedene su dva puta.

2.3 Analiza sira

2.3.1. Sastav i pH sireva

. . .. . S .. . 56
Udio bjelancevina i masti ispitivane su prema IDF standardiziranim metodama™

kod sireva nakon 2 dana zrenja. Udio suhe tvari je odreden prema IDF standardnoj
metodi ' kod sireva starih 2 i 180 dana. pH je odreden uz pomo¢ pH metra (Horiba,
Kyoto, Japan) prema standardnoj metodi Americke udruge za javno zdravstvo® na-
kon 2, 45,90 1 180 dana zrenja.

2.3.2. MikrobioloSka analiza

Mikrobioloska analiza provedena je nakon 2, 45, 90 i 180 dana zrenja prema
APHA standardnoj metodi’. Streptococcus thermophilus je odreden na SMA agaru s
obranim mlijekom (Saburo-maltozni agar) nakon 48 sati inkubacije pri temperaturi
od 37°C. Populacija C.Lactobacilla je odredena na Man-Rogosa-Sharp (MRS) agaru
nakon 96 sati inkubacije pri 37°C.

2.3.3. Odredivanje proteolize

Analiza proteoliza izvrSena je nakon 2, 45, 90 i 180 dana zrenja odredivanjem to-
pivog dusika pri pH 4.6 (SN-pH 4.6) u 120 g/kg trikloroctene kiseline (SN-TCA) 125
g/kg fosfovolframove kiseline (SN-PTA).Takoder je provedeno odredivanje profila
peptida u ekstraktu sireva topivih u vodi i elektroforeza netopivih dijelova dusika pri
pH 4.6.
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2.3.4. Topivi dusik

Uzorci sira su tretirani tako da zadrze sirove ekstrakte citrata i topive dijelove pri
pH 4.6 (SN-pH 4.6) u trikloroctenoj kiselini (SN-TCA;120g/kg) i u fosfovolframo-
voj kiselini (SN-PTA, 25g/kg) prema Hynes i sur.'” Naribani sir (10g) pomijesan je s
20 mL otopine natrij citrata od 0.5 mol/l a zatim su homogenizirani u tarioniku s tuc-
kom. Deionizirana voda dodana je volumenu od oko 90 mL i pH je prilagoden na 4.6.
Nakon centrifugiranja pri 3000 x g za 15 min volumen topivih dijelova je prilagoden
na 100mL. SN-TCA i SN-PTA frakcije dobivene su od SN pH 4.6 frakcija prema
Gripon i sur.''. Udio dugika odreden je makro metodom po Kj eldahlu.’

2.3.5. Elektroforeza

Primarna proteoliza procijenjena je elektrolizom. Uzorci sira pripremljeni su talo-
zenjem pri pH 4.6 i zatim prociS¢eni. Netopivi ostatak pri pH 4.6 je analiziran elek-
troforezom s ureom i poliakrialamidnim gelom (urea PAGE) u MiniProteanll cell
(Bio-Rad Laboratories, CA, USA) primjenom metode po Andrewsu. Koncentracija
acrilamida je 75 g/kg13. Bjelancevine su obojane Coomassie Blue G-250.

2.3.6. Profili peptida

Profili peptida analizirani su uz pomo¢ inverzno-fazne visokotlacne tekuéinske
kromatografije (RP-HPLC). HPLC oprema se sastojala od kromatografa serije 200,
kvaterarne pumpe, otplinjaca i detektora UV-vidljivosti (Perkin Elmer, Norwalk,
CT,USA). Modul sucelja spojen na racunala koriSten je za dobivanje kromatograf-
skih podataka pomocu softwera Turbochrom (Perkin Elmer). Koristila se analiticka
kolona 220 mm x 4.6 mm Aquapore OD-300 C18, 5 nm, 300 A (Perkin Elmer).
Ekstrakti sira topivi u vodi dobiveni su mijeSanjem 5 g sirai 15 mL destilirane vode u
tarioniku s tu¢kom, zatim se zagrijavalo na 40°C i ta se temperatura odrzavala 1 sat.
Suspenzija je centrifugirana na 3000 x g i filtrirana. Dobivena otopina svedena je na
krajnji volumen od 25 ml. Uzorci su filtrirani kroz 0.45 pm Millex membrane (Milli-
pore, Sao Paolo, Brazil) i 20 um alikvotni uzorci ubrizgani su u kromatograf. Utvrdi-
vanje se odvijalo pri 214 nm i pri temperaturi kolone od 40°C. Kolona je uravnoteze-
na prvotno sa 100% otapalom A (voda/trifluor octena kiselina (TFA), 1000:1.1 v/v).
Nakon 10 min ubrizgavanja gradijent je dobiven povecavajuci koncentraciju otapala
B (acetonitril/voda/TFA, 600:400:1 v/v/v) od 0 do 80% tokom 80 min, zatim od 80
do 100% tijekom 1 min i na kraju odrzavan 100% B za 4 min. Kolona je zatim vrace-
na u pocetno stanje kroz 1 min. Ti posljednji uvjeti odrzavani su 10 min.

2.4. Senzorska analiza

Panel od 12 neobucenih ocjenjivaca proveo je test trokuta u cilju utvrdivanja pos-
tojanja senzorskih razlika izmedu proizvedenih S i L sireva nakon 45 dana zrenja. Ta
metoda je posebno korisna u situacijama gdje su ucinci obrade mogli proizvesti
promjene u proizvodu koje se ne mogu karakterizirati jednostavno s jednim ili dva
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obiljezja. Uzorci sira pripremljeni su u jednakom broju 6 moguéih kombinacija (LSS,
SLL, LLS, LSL i SLS) i ocjenjivacima su prezentirani nasumi¢nim odabirom. Zatim
se zatrazilo da ocjenjivaci probaju uzorke s lijeva na desno i odrede koji uzorak je
razlicit.

2.4.1. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka izvrSena je pomoc¢u programa SPSS 10.0 (SPSS Inc.,
Chicago, II, USA). Podatci su obradeni jednosmjernom analizom varijancel
(ANOVA), a aritmeticke sredine su usporedivane primjenom testa najmanje znacaj-
ne razlike (LSD) tamo gdje su razlike utvrdene. " Profili peptida analizirani su prim-
jenom metode glavnih komponenti (PCA), multivarijantne tehnike koja smanjuje
broj izvornih varijabli na manji broj latentnih varijabli koje nazivamo glavne kompo-
nente (GK), a koje su linearne kombinacije izvornih Varijabli.15 Kromatogrami su
unaprijed obradeni ,,fuzzy“ pristupom kako bi se smanjio broj pikova za kasniji PCA.
Obradeni podatci sastojali su se od skupina vremena zadrzavanja u kojima su podruc-
ja pikova akumulirani koriste¢i udaljenost od centra skupine kao tezinu. ,,Fuzzy*
pristup omogucava brzu, uspjesnu i objektivnu metodologiju za odabir varijabli kro-
matografa za kemometrijsku analizu.'®

3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. Karakteristike mlijeka za sir

Srednja vrijednost sirovog mlijeka koje se koristi u proizvodnji sira bila je: ukup-
ne bjelancevine 53.7 £ 3.5 g/kg, masnoce 76 = 22 g/kg, ukupne krute tvari 193 + 34
g/kg, pH 6.4 + 0.1 i kiselost po Dornicu 22.4 + 2.5°D. Razine ukupnih bjelancevina,
masnoca 1 krutih tvari su sli¢ne srednjim vrijednostima prosjecnog sastava razli¢itih
vrsta ovéjeg mlijeka.17

3.2. Sastav i pH vrijednost sireva

Vrijednosti suhe tvari, masnoce, ukupnih bjelancevina i pH za proizvedene sireve
su prikazane u Tablici 2. Kao §to se moze vidjeti, nisu pronadene razlike (P>0.05) u su-
hoj tvari, masno¢i i ukupnim bjelancevinama kod sireva proizvedenih razli¢itim me-
todama. Unato¢ tome, obje vrste sira su pokazale znac¢ajni gubitak vlage (oko 68%)
tijekom zrenja, Sto je primijeceno i kod drugih ov¢jih sireva sa dugim vremenom doz-

e . 9 . 18 19 . 20
rijevanja, kao Sto su Idiazabal °, Manchego ~, i Roncal.

Sto se ti¢e pH vrijednosti, L-sirevi pokazali su zna¢ajno niZe vrijednosti od S-sire-
va tijekom zrenja. Ti rezultati ukazuju na jacu kiselinsku aktivnost lactobacila i mik-
robne kulture u L-sirevima.

Udio suhe tvariipHikod SiL sireva na pocetku kao i na kraju zrenja su usporedi-
vi s onima koji su zabiljezeni kod drugih ov¢jih sireva kao §to su Manchegolg, Ron-
cal’' i 1dizabal'®, dok su udjeli masnoce i ukupnih bjelancevina bili nizi od onih zabi-
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ljezenih za spomenute sireve. Ipak, udio masnoce je slican razinama zabiljezenih kod

Kefalotiri i Halloumi sireva na kraju zrenja21

Tablica 2. Priblizni sastav i pH S i L sireva

Sirevi Suha tvar (ghg) (2:/:;2) (9>|J(3") PH
2 dana 180 dana 2 dana 2 dana 2 dana 45 dana 90 dana 180 dana
S 572+10a 712 +16a 302+17a 218+13a | 547+0,28a | 535+0,06a | 547+0,08a | 546x0,08a
L 573+23a 709 +14a 300 + 26a 23149 | 507+0,17b | 4,95+0,05b | 5,03+0,09 | 5,13+0,10b

UB, ukupne bjelanéevine
Srednje vrijednosti u stupcu s razlicitim slovima statisticki su znacajne (P<0,05)

3.3. Mikrobioloska svojstva sireva

Razvoj pocetne mikrobne kulture tijekom zrenja prikazan je u Slici 1. U obje vrste
sireva, pocetni broj streptokoka je bio oko 10° CFU/ g, ali ta populacija se smanjila za
dvije logaritamske jedinice kod 90 i 180 dana zrenja. Populacija streptokoka nije po-
kazala znacajnije razlike izmedu L i S sireva (P>0.05). Sto se ti¢e poetne mikrobne
kulture laktobacila u L-sirevima znacajno je pala od pocetka (108 CFU/g) do 90 dana
(104 CFU/g), dok na 180 dana niti jedan laktobacil nije primijecen. lako nismo prou-
Cavali autolizu, ti rezultati pokazuju da je vjerojatno doslo do smanjenja populacije
laktobacila zajedno s njihovom autolizom. U stvari, nekoliko sojeva termofilnih lak-
tobacila pokazali su autolitska svojstva u sirnoj matrici tijekom zrenja.2

Slika 1. Razvoj poc¢etne mikrobne kulture u S i L sirevima tijekom zrenja:
W Streptococcus thermophilus u S-sirevima; u 4 S.thermophilus u L-sirevima;

A laktobacili u L- sirevima
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3.4. Procjena proteolize

3.4.1. Topivi dusik

SN-pH 4.6 povecao se tijekom zrenja, ali nije bilo znacajnih razlika (P>0.05) iz-
medu S i L sireva (v. Slika 2). To nije iznenadujuce, zato Sto SN-pH 4.6 frakcija poka-
zuje ve¢inom primarnu proteolizu, posebno zbog plazmina i moguéih ostataka ili
reaktiviranog kimozina. Ta frakcija sastoji se od peptida i dusikovih spojeva manje
veli¢ine kao $to su amini/urea i amonijak.24’25 S druge strane, iako su razli¢iti sojevi
L.helveticus pokazali sposobnost da ,,napadnu® oy i B kazeine kroz proteaze njihovih

e o . . L2627
stani¢nih stijenki, ta aktivnost je potvrdena samo in vitro.

Slika 2. Topivi dusik pri pH 4.6 (SN-pH 4.6), izrazen u% ukupnog dusika (TN)u SiL
sirevima tijekom zrenja

25

%SN pH 4.6/TN

Vrijeme zrenja (dani)

Suprotno tome, SN-TCA i SN-PTA frakcije su pokazale znacajne razlike
(P<0.05) izmedu S i L sireva tijekom cijelog procesa zrenja. Vrijednosti obiju frakci-
jabile su viSe u L-sirevima nego u S-sirevima. Razlika je bila znacajnija za SN-PTA
frakciju ¢ija je razina u L-sirevima bila dvostruko ve¢a od one u S sirevima od 45 da-
na pa do kraja zrenja (v. Slika 3).

Razli¢iti dijelovi SN-TCA 1 SN-PTA frakcije, kao Sto su mali peptidi i slobodne
amino kiseline, vezane su za proteolitsku aktivnost pocetnih mikrobnih bakterija.
Zbog toga dobiveni rezultati otkrivaju jacu aktivnost peptidaze laktobacila pocetnih
mikrobnih kultura kod L-sireva u usporedbi sa streptokokima koji su dodani S-sirevi-
ma. Opcenito, pretpostavlja se da bakterijske peptidaze mogu djelovati samo nakon
Sto su otpustene u matricu sira kao rezultat lize stanica. ? Jako nismo proucavali bak-
terijsku lizu, rezultat potvrduje pretpostavku da ¢e do¢i do smanjivanje populacija
laktobacila sa lizom stanica. Ipak za to je potrebno daljnje istrazivanje.
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Slika 3. Topivi dusik u (A) 120 g/kg trikloroctenoj kiselini (SN-TCA) i (B) 25 g/kg
fosfovolframovoj kiselini (SN-PTA), izraZzeno kao % ukupnog dusika (TN) u SiL
sirevima tijekom zrenja
12 -

asac Bsoi]

e deale Ttk L Tt OO 11

12 1

%SN TCA/TN
%SN TPA/TN

Vrijeme zrenja (dani) Vrijeme zrenja (dani)

3.4.2. Elektroforeza

Kod tipi¢nih uzoraka elektroforeze za netopivu frakciju dusika pri pH 4.6 moze se
vidjeti da se B(B; i B,) kasein nije znacajno razlikovao kod S i L sireva, i ta je frakcija
ostala gotovo netaknuta cijelo vrijeme zrenja. Mendia i sur. '8 | Ferreira i sur.”® su sva-
ki zasebno dobili iste rezultate za Idiazabal i Terrincho sireve. Ipak razli¢ite razine
hidrolize 3 kazeina zabiljezene su kod drugih vrsta ov¢jih sireva. To se pripisuje ve-
¢inom vrsti i porijeklu sirila mlijeka koji se koristi i aktivnosti plazmina, koji se povi-
suje nakon zagrijavanja gméa.20’29 Po nasem iskustvu, aktivnost plazmina (mlijecno
alkalinske proteaze) je zanemariva jer je pH vrijednost sira (5.0-5.4) znatno niza od
optimalna vrijednost pH (7.5).3

Suprotno drugim frakcijama bjelancevina, kazein oy je pokazao vaznu hidrolizu,
zato $to ga lako napada kimozin.”' U biti, primarno mjesto aktivnosti kimozina na Oy
kazeinu je Pheys-Valys veza koja otpusta peptide CN (f1-23) 1 o kazein® ¢ija je
prisutnost primijecena nakon 2 dana zrenja kod obje vrste sira. Hidroliza o, kazeina
je bila ve¢a kod L-sireva na pocetku zrenja. To se moZze objasniti pomocu tri pretpos-
tavke: (i) vjerojatno je da je nizi udio koagulanta koji je preostao u S-sirevima zbog
koraka ispiranja; (ii) pH vrijednost L-sireva je niza i zbog toga bliza optimalnoj pH
vrijednosti kimozina; (iii) akumulacija ocsl'] kazeina u S-sirevima, kao rezultat nije
razgraden peptidazama bakterija mlijecne kiseline, mogle su sprijeciti ili odgoditi
hidrolizu oy kazeina **,

3.4.3. Profili peptida

S-sirevi pokazali su postepen porast pikova profila peptida tijekom zrenja. Sup-
rotno tome, vecina pikova kod profila peptida u L-sirevima pokazala je porast s od-
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stupanjem kod 180 dana zrenja, vjerojatno zbog hidrolize peptida i posljedi¢nog ot-
pustanja slobodnih amino kiselina (v. Slika 4).

Slika 4. Profili Inverzno-fazne visokotlacne tekuéinske kromatografije ekstrakata S i L
sireva topivih u vodi tijekom zrenja: A 2 i 45 dana; B 90 i 180 dana. Slova od a-t
prikazuju pikove odabrane za PCA i odnose se na sljede¢a vremena zadrzavanja:
5,0;9,1; 13,1; 17,2;21,2; 25,3; 29,3; 33,4; 37,4; 41,5; 45,5; 49,6; 53,6;57,7;61,7;
65,8; 68,8; 73,9; 77,9; 82,0
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Opcenito, podrucje pikova u srediSnjim i krajnjim podrucjima kromatografskih
profila L-sireva je bilo nize nego kod S-sireva. Suprotna situacija je primije¢ena u po-
¢etnim podrucjima gdje su primijeceni visi pikovi profila peptida u L-sirevima.

Uz vizualnu analizu, kromatografski profili su analizirani i pomo¢u multivarijan-
tne metode. U prikazanom radu kromatografski profili podijeljeni su u 20 skupina
vremena zadrzavanja koji su oznaceni slovima a-t abecednim redom (v. Slika 5). Pod-
rucja tih skupina smatraju se pocetnim varijablama za analizu glavnih komponenti sa
standardizacijom prema kojoj im je prosjek nula i njihovim izvornim varijancama
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Slika 5. PCA topivih profila peptida S() i L () sireva. (A) Prikaz rezultata za PC1 i PC2.
Oznakerezultata uzoraka pokazuju vrijeme zrenja (dani). (B) Prikaz unosa za PC1 i PC2.
(;Jznake unosa prikazuju grupe vremena zadrzavanja kromatograma koriStenog za PCA
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(kovarijantna matrica). Izlu¢ene su tri glavne komponente sa svojstvenom vrijednosti
vecom nego $to je prosjek svojstvenih vrijednosti, $to objasnjava 84,1% ukupne vari-
jance. Rezultati i optere¢enja za GK1 i GK2 prikazani su na Slici 5. U grafickom prika-
zu rezultata primjecuje se da su svi uzorci sli¢ni na pocetku zrenja (2 dana). Suprotno
tome, uzorci sireva stari 45, 90 i 180 dana pokazuju vecu varijabilnost s obzirom na
vrstu sira i vrijeme zrenja. Medu tim uzorcima S-sirevi grupirali su se odvojeno od
L-sireva uglavnom uz GKI, §to je izlucilo viSe od polovice ukupne varijance
(53,3%). U stvarnosti, L-sirevi pokazivali su pozivne rezultate za tu glavnu kompo-
nentu, dok su S-sirevi opcenito pokazivali negativne rezultate (v. Slika 5A). Grupe s
najnizim vremenom retencije su karakteristika L-sireva, dok su one s duzim vreme-
nom retencije tipi¢ne za S-sireve (v. Slika 5B) Ti rezultati su u skladu s vizualnom ana-
lizom. Peptidi koji eluiraju u pocetnim podruc¢jima kromatograma se smatraju hidro-
filnim zbog svoje elucije pri niskim acetonitril koncentracijama. Uz to amino kiseline
bez arome (Tyr, Phe, i Trp) eluiraju u tom pocetnom podrucju. Obrnuto, peptidi s du-
zim vremenom zadrzavanja smatraju se hidrofobnim zbog njihove elucije pri viso-
kim koncentracijama acetonitrila. Zbog toga hidrofilni i hidrofobni peptidi karakteri-
ziraju L 1 S sireve zasebno. Povecanje omjera hidrofobnih i hidrofilnih peptida je za-
mijeceno kao karakteristicna promjena pri zrenju kod nekoliko vrsta sireva. > Tase
¢injenica smatra prikladnim objasnjenjem, jer se hidrofobni peptidi povezuju s gor-
kim okusom.™ Stoga su rezultati dobiveni za L-sireve u skladu s ubrzanjem zrenja i
mogucim ucinkom smanjenja gorc¢ine. Pored razlikovanja sireva po vrsti, primijece-
no je i razlikovanje prema vremenu zrenja u odnosu na GK1 (v. Slika 5A). Zapravo, re-
zultati uzoraka obje vrste sira bili su ve¢i kako se vrijeme zrenja povecavalo, osim
uzorka L-sira starog 180 dana. Ti su se uzroci razlikovali od uzoraka L-sira starih 45 i
90 dana grupirajuci se uz GK2 i pokazujuéi negativne rezultate na toj osi, kao i uzorci
sireva stari 2 dana.
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Ti se rezultati podudaraju s onima utvrdenim kod vizualne analize kromatograma
pokazujuci da topivi peptidi tih sireva postizu svoj maksimum i onda se smanjuju.

Na kraju zrenja, S-sirevi su po rezultatima bili sli¢ni 45 dana starom L-siru (v. Slika
5A). Ti rezultati pokazali su viSu proteolizu i ubrzanje zrenja kod L-sireva u usporedbi
sa S-sirevima, vjerojatno uzrokovano aktivno$cu enzima proteolize L. Helveticus i
L.bulgaricus. Sli¢no tome, i drugi autori su primijetili povecanje u proteolizi i ubrza-

. L e 23,37
nje zrenja sireva s dodatkom razlic¢itih sojeva L. helveticus.

3.4.4. Senzorska analiza

Test trokuta koji je proveden nakon 45 dana zrenja s grupom od 12 neobucenih
ocjenjivaca pokazao je znacajne razlike izmedu S i L sireva (P<0.01). 11 ocjenjivaca
tocno je prepoznalo razlic¢ite uzorke u svakoj od Sest kombinacija, a okus svojstven
L-sirevima procijenili su intenzivnijim od okusa S-sireva. Ta senzorska procjena u
skladu je s razlikama koje su ranije zabiljeZzene u mikrobioloskim i fizikalno kemij-
skim svojstvima.

4. ZAKLJUCAK

Ovaj rad daje informacije o procesu zrenja ov¢jeg sira pripravljenim dvjema
proizvodnim metodama koje trenutno nisu prisutne u Argentini. Razlike u pocetnoj
mikrobnoj kulturi koriStenoj pri proizvodnji sira primijecene su u proizvodnji
SN-TCA i SN-PT frakciji. Vrijednosti obje frakcije bile su veée u L-sirevima, a raz-
log tome je liza populacije laktobacila. Elektorforetski profili pokazali su ve¢u hidro-
lizu o kaseina u L-sirevima, zato §to su S-sirevi zadrzali nizu razinu sirila kao pos-
ljedicu ispiranja i viSeg pH. Analiza glavnih komponenti profila peptida takoder je
pokazala ocite razlike izmedu S i L sireva; veca peptidoliza potvrdena je u L-sirevi-
ma. Rezultati senzorske procjene pokazali su postojanje jaceg okusa u L-sirevima.
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