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Cilj rada bio je odrediti utjecaj dodatka mikrobne (komercijalne, starter) kulture na koncen-

traciju ukupnih slobodnih amino skupina (aminokiselina) u sirevima u razli¢itim fazama zrenja. Slo-

bodne amino skupine odredivane su reakcijom s ninhidrinom uz kadmij (Cd) u vodenom ekstraktu

sira, te su izrazene kao koncentracija leucina u suhoj tvari sira. Pracene su promjene koncentracije
ukupnih slobodnih aminokiselina tijekom zrenja Krekog sira (0., 30., 60., 90. i 120. dan). U vodenim
ekstraktima sira u svim fazama zrenja detektirano je prisustvo slobodnih NH, skupina, odnosno amina,

aminokiselina i manjih peptida, ¢ija se koncentracija znaajno (P<0,01) povecavala tijekom zrenja.

U sirevima proizvedenim sa i bez dodatka mikrobne kulture utvrdene su znalajne razlike (P<0,01)

u koncentraciji ukupnih slobodnih aminokiselina 90. i 120. dana. Kadmij-ninhidrinska metoda se

pokazala prikladnom za pracenje tijeka zrenja Kr&kog sira, kao i za utvrdivanje razlika u koncentraciji

ukupnih slobodnih aminokiselina zrelih sireva ovisno o tehnoloskom procesu proizvodnje.

Kljucne rijeci: Krcki ovdji sir, zrenje sira, slobodne aminokiseline, mikrobne kulture

Uvod

Glavno obiljezje tradicionalnih sireva je upora-
ba sirovog, odnosno termitki neobradenog mlijeka
za sirenje. Mlijeko kao sirovina utjece na specifi¢-
nost (autohtonost) sireva ponajprije zbog bakterija
mlije¢no kisele fermentacije prirodno prisutnih u
sirovom mlijeku, koje doprinose karakteristi¢nom i
prepoznatljivom okusu, mirisu i konzistenciji odre-
denog sira. Kreki sir je tradicionalni hrvatski otocki
sir, proizveden od sirovog ov¢jeg mlijeka. Pripada
skupini tvrdih, punomasnih sireva (slike 1 i 2). Opti-
malno trajanje zrenja Krckog sira je 90 dana (Antu-
nac i sur., 2008). Karakteristike zrelog Krckog sira
su: promjer 11,5-15 c¢m; visina 4,5-6 cm; boja sira
varira od svijetlo zute do zlatne, dok je na prerezu
vidljiv mali broj nepravilno rasporedenih sirnih ocica

(slika 3).

Mikrobne kulture koriste se u proizvodnji sira s
unutarnjim bakterijskim zrenjem uglavnom kada se
mlijeko termicki obraduje. Primarna uloga mikrobne
kulture je acidifikacija grusa u sirarskom kotlu/kadi
i postizanje kona¢ne pH vrijednosti, a sekundarna
uloga ocituje se tijekom zrenja, posebice tijekom
proteolize kao vaznog &imbenika u razvoju okusa sira.
Ardd (1997; 2006) navodi da se dodatkom bakterija
vrste Lactobacillus helveticus u nemasne sireve mogu
sprijediti pogreske okusa i mirisa, jer iste utje¢u na
formiranje vece koli¢ine slobodnih aminokiselina.

Na tijek proteolize vaznu ulogu ima mikroflora
sirovog mlijeka, aktivacija plazminogena u plazmin,
tehnoloski proces proizvodnje, tip mikrobne kulture,
uvjeti u zrionici te trajanje zrenja. Na vedi stupanj
proteolize sira utjece viSa temperatura zrenja, veca
koli¢ina zadrzanog sirila u tijestu sira, veéa koli¢ina i
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Slika 1. Kré&ki sir

aktivnost vode u siru, manji udio soli i povoljna pH
vrijednost sirne mase (Kalit i sur., 2005).

Enzimi koji sudjeluju u odvijanju proteolitickih
procesa potjecu iz razli¢itih izvora i to: zaostali enzimi
pripravaka za sirenje (kimozin, pepsin ili mikrobne
proteinaze), enzimi mlijeka (plazmin, lipoproteinske
lipaze, kisela fosfataza, ksantin oksidaza), enzimi se-
kundarne kulture (bakterije propionske kiseline, so-
jevi Bacterium linens, plemenite plijesni), prirodne
bakterije mlijeka i bakterija nestarterske mikroflo-
re. Nestarterske bakterije imaju posebnu vaznost u
sirevima proizvedenim od sirovog mlijeka, jer svo-
jom proteolitickom aktivno$¢u zamjenjuju aktivnost
startera, proizvodedéi aminokiseline i peptide mole-

Slika 2. Zrenje Krckog sira

kulskih masa sli¢nim onima koji nastaju djelovanjem
startera (Mikulec i sur., 2010). U poodmakloj fazi
zrenja odvijaju se sekundarne transformacije nastalih
produkata razgradnje: dezaminacija, dekarboksilacija
i desulfurizacija aminokiselina, beta oksidacija ma-
snih kiselina i esterifikacija (Tratnik, 1998).

Proteoliticke promjene imaju presudnu ulogu
u formiranju arome sira, jer koli¢ina i omjeri po-
jedinih aminokiselina i topljivih peptida utje¢u na
teksturu i organolepti¢ka svojstva sira (Aston i
Dulley, 1982; Kristoffersen, 1985; Law, 1987).
Poznato je da je okus sira koncentriran u frakciji to-
pljivoj u vodi (peptidi, aminokiseline, organske kise-
line i amini), dok je aroma uglavnom koncentrirana u

Slika 3. Prerez zrelog Krekog sira
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Slika 4. Reakcija ninhidrina s aminokiselinama
(uzeto iz: Mikulec, 2010)

hlapljivoj frakciji: organske kiseline, aldehidi, amini i
esteri (Mikulec i sur., 2010).

Odstupanja od standardnog postupka proi-
zvodnje utje¢u na mjerljive sastojke u siru kao §to
su: sadrzaj vode, soli, ukupni i topljivi dusikovi spo-
jevi te pH vrijednost (Mikulec, 2010). Uz standar-
dnu metodu po Kjeldahlu za odredivanje ukupnog
dusika i topljivog dusika, kao mjera proteolize i pro-
mjena sadrZaja peptida i aminokiselina u siru koriste
se metode za odredivanje slobodnih amino skupina
trinitrobenzensulfonskom kiselinom, o-ftaldialde-
hidom ili ninhidrinom u tvarima topljivim u vodi,
sulfosalicilnoj, fosfovolframskoj, trikloroctenoj ki-
selini i etanolu (McSweeney i Fox, 1999). Reakci-
jom ninhidrina (2,2-dihidroksiindan-1,3-dion) koji
je izvorno zute boje sa slobodnim aminokiselinama
nastaje tamno plava ili ljubicasta boja poznata kao
Ruhemanovo ljubicasto, §to se koristi za dokaziva-
nje prisustva postojanja primarnih i sekundarnih
amina. Mehanizam reakcija prikazan je na slici 4.

Cilj ovog rada bio je utvrditi koncentraciju

ukupnih slobodnih aminokiselina u Kré¢kom siru
proizvedenom sa i bez dodatka mikrobne kulture u

razli¢itim fazama zrenja, te utvrditi prikladnost Cd
- ninhidrinske metode za pracenje tijeka zrenja sira.

Materijal i metode

Za potrebe istrazivanja, proizvedeno je po pet
serija (8arzi) Krckog sira sa i bez dodatka mikrobne
kulture. Od 100 L mlijeka namijenjenog sirenju, 50
L mlijeka je podsireno uz dodatak mikrobne kultu-
re, a 50 L bez dodatka mikrobne kulture. Istrazi-
vanje je provedeno tijekom jedne laktacije kr&kih
ovaca, na jednom obiteljskom poljoprivrednom
gospodarstvu s otoka Krka sukladno ranije opisa-
noj proceduri (Pavlini¢ i sur., 2010). Starter kul-
tura sastojala se od Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. diacetylactis i Lactobacillus helveticus (EZAL
KAZU 300, Sassenage, Francuska). Sarza predstavlja
dnevnu proizvodnju sira unutar koje je proizvedeno
po 3 sira s dodatkom mikrobne kulture i 3 sira bez
dodatka mikrobne kulture. Zrenje sireva se odvijalo
u zrionici s prosje¢nom temperaturom zraka od 15
°C-18 °C i relativhom vlaznosti zraka od 70-80 %.
Uzorkovanje sira provedeno je prema postupku Li-
citra i sur. (2000). Uzorci su uzimani 0., 30., 60.,
90. i 120. dana zrenja, nakon ¢ega su pohranjeni u
zamrzival pri temperaturi od -80 °C do laboratorij-
ske analize. Za uzimanje uzoraka sira koristeno je si-
rarsko svrdlo duzine 13 cm. Nakon uzimanja uzorka,
dio uzorka odrezan uz koru u duzini od 1 cm vraden
je kao Cep na otvor sira i zatvoren voskom (slika 5), a
sir je vracen u zrionicu na daljnje zrenje.

Slika 5. Uzimanje uzorka sira
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Odredivanje slobodnih amino skupina

Vodeni ekstrakti sira pripremljeni su prema
proceduri opisanoj u radu Mayer i sur. (1998). Slo-
bodne amino skupine aminokiselina odredivane su
reakcijom s ninhidrinom uz kadmij u vodenom ek-
straktu sira prema Folkertsma i Fox (1992). Uzo-
rak (50 uL) vodenog ekstrakta razrijeden je do 1 mL
s destiliranom vodom. Na razrijedeni uzorak dodano
je 2 mL Cd-ninhidrin reagensa. Reagens se sastojao
od 0,8 g ninhidrina otopljenog u smjesi od 80 mL
99,5 % etanola i 10 mL octene kiseline, kojem je
dodan 1 g CdCl, otopljen u 1 mL destilirane vode.
Smjesa (uzorak + reagens) je zagrijana do tempera-
ture od 84 °C u trajanju od 5 minuta, a nakon hla-
denja do sobne temperature mjerena je apsorpcija
svjetla valne duljine 507 nm. Slijepa proba (1 mL
vode + 2 mL reagensa) mjerena je na isti nacin. Za
bazdarni pravac koristena je 2 mM pocetna otopi-
na leucina, od koje su napravljena razrjedenja (0,01;
0,02; 0,04; 0,08; 0,1; 0,3; 0,5i 1 mM Leu). Rezul-
tati su izrazeni kao g Leu u 100 g suhe tvari sira.
Ukupno je analizirano 150 vodenih ekstrakata sira
(75 ekstrakata sira proizvedenih s dodanom mikrob-
nom kulturom i 75 ekstrakata sira proizvedenih bez
dodatka mikrobne kulture). Analize sira provedene
su u Referentnom laboratoriju za mlijeko i mlijec¢ne
proizvode Zavoda za mljekarstvo, Agronomskog fa-
kulteta Sveucilista u Zagrebu.

Statisticka obrada podataka

Promjene koncentracija ukupnih slobodnih
aminokiselina tijekom zrenja Kr¢kog sira statisticki
su analizirane Tukey-Kramer testom, u statistickom
paketu SAS (1999). U programskom paketu Micro-
soft Office Excel (2007) izra¢unate su: srednje vri-
jednosti (X), standardne devijacije (SD) i standardne
greske (SE) za sireve proizvedene sa i bez dodatka
mikrobne kulture 0., 30., 60., 90., i 120. dana zrenja
deskriptivnom analizom.

Rezultati i rasprava

Hidrolizom peptidnog veza proteina/peptida
nastaju amino skupine, pa njihovo odredivanje moze
dati uvid u napredovanje proteolize tijekom zrenja,
posebice oslobadanje aminokiselina i malih peptida
(Muehlenkamp-Ulate i Warthesen, 1999; Mi-
kulec, 2010). Bazdarni pravac dobiven je na teme-
lju ovisnosti koncentracije leucina i apsorpcije svjetla
valne duljine 507 nm, a jednadzba pravca i koefici-
jent determinacije (R?) prikazani su na grafikonu 1.

Tijekom zrenja Krckog sira povecavala se kon-
centracija ukupnih slobodnih aminokiselina, neovisno
jesu li sirevi proizvedeni sa ili bez dodatka mikrobne
kulture (tablica 1; grafikon 2). Dusi¢ne tvari topljive
u vodi, u koje se ubrajaju i slobodne aminokiseline,
najcedCe nastaju djelovanjem sirila, starter kulture,
te manjim dijelom peptidaza iz mlijeka (Kalit i sur.,

Bazdarni pravac leucina
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3,0 R2=0,9903
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Grafikon 1. Ovisnost koncentracije leucina i apsorpcije svjetla valne duljine 507 nm
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Tablica 1. Prosjecne koncentracije ukupnih slobodnih aminokiselina izrazenih kao g Leu u 100 g suhe tvari

sira u razli¢itim fazama zrenja Krckog sira

Statisticki Dani Sirevi bez Sirevi sa
pokazatel;j zrenja mikrobne kulture mikrobnom kulturom
0. 0,22*+ 0,01 0,28+ 0,01
30. 1,48>=+ 0,05 1,29+ 0,04
¥+ SE 60. 2,34+ 0,06 1,99¢ = 0,08
90. 3,07¢= 0,06 2,62¢+ 0,04
120. 3,28+ 0,05 2,81¢+ 0,05

x predstavlja prosje¢nu koncentraciju ukupnih slobodnih aminokiselina izrazenih kao g Leu u 100 g suhe tvari sira

Rezultati izraZavaju srednju vrijednost sa standardnom greskom (X = S.E.) od 15 sireva u razli¢itim fazama zrenja

abcde

2005). Posljedi¢no, tijekom zrenja Kr¢kog sira kon-
centracija ukupnih slobodnih aminokiselina znacajno
(P<0,01) se povecavala, te je u 120. danu u prosjeku
iznosila 3,28 g u 100 g suhe tvari sira s dodatkom
mljekarske kulture, odnosno 2,81 g u 100 g suhe
tvari sira bez dodatka mljekarske kulture.

Koncentracija ukupnih slobodnih aminokiselina
0.-og dana bila je neznatno (P>0,05) vi$a u sirevima
proizvedenim s dodatkom mikrobne kulture. Pozna-
to je da bakterije startera dominiraju na pocetku teh-
nologkog procesa proizvodnije, i od pocetnih 10°-107
cfu mL' (eng. Colony Forming Units - cfu), brzo
postizu 10° cfu mL! (Cogan, 2002), ali najveéi broj
ih odumire u procesu soljenja, dok se broj nestarter-
skih bakterija (eng. Non-Starter Lactic Acid Bacte-
ria - NSLAB) povecava tijekom zrenja i dominira na

srednje vrijednosti u istom redu i koloni tablice s razli¢itim oznakama su znacajno razlicite (P<0,05)

kraju tehnoloskog procesa proizvodnje sira (Hickey
i sur., 2007). U odnosu na ukupnu koli¢inu slobod-
nih aminokiselina utvrdenih u 120.-om danu zrenja
Krekog sira, najveéi porast vidljiv je u prvih 30 dana
zrenja. Tako se koncentracija do 30. dana povecava za
45,12 % od ukupne koli¢ine aminokiselina u zrelim
sirevima proizvedenim bez dodatka startera, odno-
sno za 45,91 % u sirevima proizvedenim sa starterom
(120. dana). Isto su zakljudili Freitas i sur. (1997)
primjenom Cd-ninhidrinske metode za pracenje
proteolize sira Picante, te Pavia i sur. (2000) za sir
Manchego.

U prvih 30 dana zrenja u Krc¢kom siru dolazi
do naglog povecanja frakcija kazeina (CN) o -I-CN
i o -II-CN djelovanjem kimozina, nakon ¢ega dola-
zi do njihove hidrolize u manje peptide (Mikulec i

—e— Udio slobodnih aminokiselina u sirevima proizvedenim bez mikrobne

—— Udio slobodnih aminokiselina u sirevima proizvedenim uz dodatak
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Grafikon 2. Promjene koncentracija ukupnih slobodnih aminokiselina u razli¢itim fazama zrenja Krckog sira
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sur., 2008). Elektroforetskom tehnikom isti autori
su utvrdili da djelovanjem plazmina dolazi do raz-
gradnje B-CN te kao glavni razgradni produkti na-
staju manji y-CN, koji su vidljivi na gelu tek nakon
30. dana zrenja. To potvrduje Cinjenicu da tijekom
proteolize dolazi do nastajanja slobodnih aminoki-
selina, najve¢im dijelom zbog intenzivne aktivnosti
kimozina koja je najizrazenija u prva tri tjedna zrenja.
Bududi da primarna proteoliza Krekog sira zavrsava
nakon 30-og dana zrenja, daljnje proteoliticke pro-
mjene znatno su sporije.

Sekundarna proteoliza uzrokovana je aktivnoscu
proteinaza i peptidaza bakterija mlije¢ne kiseline i
nestarterskih bakterija (Sousa i sur., 2001). U uzor-
cima Kr¢kog sira proizvedenog bez dodatka mikrob-
ne kulture, proteoliticke promjene u prvih 60 dana
su bile intenzivnije u odnosu na sireve proizvedene s
dodatkom mikrobne kulture, iako nisu utvrdene sta-
tisti¢ki znacajne razlike. Na smanjenje proteoliticke
aktivnosti kimozina nakon 60. dana, mogao je utjeca-
ti smanjeni udio vode u siru (Grappin i sur., 1985).

Proteolititke promjene tijekom zrenja Krckog
sira proizvedenog sa i bez mikrobne kulture, pra¢ene
su i kromatografskom (HPLC) tehnikom (Pavlini¢
i sur., 2010). Navedenim istrazivanjem utvrdene su
znacCajne razlike u koncentraciji ukupnih peptida/
aminokiselina tijekom zrenja za obje skupine sireva,
$to je u skladu s rezultatima ovog istraZivanja.

U prvih 60 dana zrenja Kr¢kog sira nisu utvrde-
ne statisticki znacajne razlike (P>0,05) u koncen-
traciji ukupnih slobodnih aminokiselina s obzirom na
nacin proizvodnje. Medutim, utvrdene su statisticki
znacajne razlike (P<0,01) u koncentraciji ukupnih
slobodnih aminokiselina izmedu 90. i 120. dana zre-
nja, ovisno o koristenju ili ne koristenju mikrobne
kulture. Znacajne razlike u koncentraciji ukupnih
slobodnih aminokiselina mogu biti uzrokovane ve-
¢om koli¢inom NSLAB-a koje prevladavaju na kraju
zrenja sireva (Hickey i sur., 2007). Bududi da iz-
medu 90. i 120. dana zrenja nisu utvrdene znacajne
promjene u koncentraciji ukupnih slobodnih ami-
nokiselina u obje skupine sireva, moze se zakljuciti
da je optimalno trajanje zrenja Krckog sira 90 dana,
§to je u skladu s prethodnim istraZivanja Antunac i
sur. (2008) i Mikulec i sur. (2010). Iz navedenog
se moze zakljuciti da u proizvodnji Krkog sira nema
potrebe za koristenjem mikrobne kulture ukoliko
zrenje sira traje 90 ili vise dana.

S obzirom na dobivene rezultate, koji su u
skladu s Folkertsma i Fox (1992), Freitas i sur.
(1997) te Pavia i sur. (2000), moze se zakljuciti da
je Cd-ninhidrinska metoda pogodna za pracenja tije-
ka zrenja sira, te da se istom mogu utvrditi statisticki
znacajne razlike u zrelim sirevima s obzirom na razli-
ke u tehnoloskom procesu proizvodnje. Pavia i sur.
(2000) takoder su zakljutili da se ova metoda moze
koristiti za odredivanje stupnja zrelosti sira Manche-
g0, te kao takva zamijeniti metodu po Kjeldahlu. Cd-
ninhidrinska metoda pokazala se pogodnom za utvr-
divanje stupnja zrelosti Krckog sira. Odredivanjem
sastava peptida razlicitih duljina, te katabolickim
produktima razgradnje aminokiselina, zajedno s do-
bivenim rezultatima, mogli bi se predloziti detaljniji
kriteriji za razlikovanje Krekog sira od ostalih sli¢nih
tradicionalnih sireva.

Zakljucak

Kadmij-ninhidrinska metoda za utvrdivanje kon-
centracije ukupnih slobodnih aminokiselina pokaza-
la se ucinkovitom za pracenje tijeka zrenja Krckog
sira, te za utvrdivanje razlika u koncentraciji ukupnih
slobodnih aminokiselina u zrelom siru. Rezultati su
sukladni s rezultatima sli¢nih istrazivanja, pa se ova
metoda moZe primijeniti i za pracenje zrenja ostalih
sireva.

Influence of starter culture on total free
aminoacids concentration during ripening
of Krk cheese

Summary

The aim of this study was to determine the in-
fluence of microbial (commercial starter) culture
on concentration of total free amino groups (amino
acids) in cheeses in different ripening stages. Free
amino groups were determined by reaction with
ninhydrin with cadmium (Cd) in the water soluble
cheese extract, and were expressed as the concen-
tration of leucine in cheese dry matter. Changes
in concentration of total free amino acids during
cheese ripening (0, 30, 60%, 90% and 120" day)
were monitored. In water soluble extracts of cheese,
the presence of free NH, groups in all ripening
stages was detected, which means smaller peptides
and amino acids, whose concentration significantly
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(P<0.01) increased during ripening. Cheeses pro-
duced with and without microbial culture resulted
in statistically significant differences (P<0.01) in
content amino acids free on the 90® and 120 day
of ripening. Cd - ninhydrin method was found to be
suitable for cheese ripening monitoring, as well as
for determination of the differences in mature char-
acteristics of cheeses, depending on the production
process.

Key words: ewe cheese from the island of Krk,
cheese ripening, total free amino acids,
microbial culture
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