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Sazetak

Poveéana potreba za kvalitetom prehrambenih proizvoda uzrokuje struktu-
ralno ispitivanje konucénih mljekarskih proizvoda i tvari potrebnih za izradu
tih proizvoda.

Ovaj rad iznosi mikroskopske metode kojima se strukturalno ispituje pro-
izvodnja sira u Cehoslovaékoj, a to su: makro-metoda, mikro-metoda i elektron-
ska mikroskopija. Neke od ovih metoda je autor razvio ili promijenio.

Summary

Increased demands for food products quality make structurel investigation
of the final dairy products, as well as of raw matherials for their production
nowadays mecessary.

This paper is reviewing microscopic methods used for structural investi-
gations in cheese produciion in Czechoslovakai, such as: macro method, micro
method und electron microscopy. Some of these methods are developed or
modified by the author,

Makro metoda

Najmanje zahtjeva, §to se ti¢e opreme, ima makro metoda koja se mose
primijeniti kod brzog ocjenjivanja strukture sira u toku proizvodnje. Uzorak
sira, veéinom kvadratast s osnovom od 10 mm i visinom od 20 mm, zaledi se,
a da bi se dobila orijentacija sirnih zrna, odreze se od smrznutog sira tanki
listi¢. On se stavi na kap kanadskog balzama na predmetnom stakalcu i poklopi
pokrovnim stakalcem veli¢ine 18 X 22 mm. Stakalce se optereti utegom od
20 — 50 g i ostavi do slijedeéeg dana.

Ako je neophodno, pretrage se mogu vrsiti odmah, ukoliko nas ne sme-
taju sitni mjehuriéi zraka koji zaostaju na rubu preparata. Preparat se slika
uobiajenim uredajima za reproduciranje: fotoaparatom od 6 ><X 6 e¢m i filmom
Fomapan N 21, kao 3to to éini autor. Za kvantitativne pretrage ispod stakalca
stavlja se mat staklo, Na njemu olovkom treba nacrtati koordinantni kriz koji
se nalazi u sredini kvadrata stranice 10 mm.

* Referat je odrzan na Savjetovanju o topljenim sirevima u Novom Sadu, 8. i 9. 10. 1985.
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Prilikom slikanja preparat se stavi u srediste kriza i osvijetli s donje strane
odgovarajuéom lampom. Na snimci se vide dodirne povr§ine medu pojedinim
sirnim zrnima, ponekad veéi kristali, pukotine ili neéisto¢a (slika 1). Za uspo-
redbu karaktera dodirnih povr$ina sirnog zrna sluzi mikrodenzitometar koji
pokazuje ili registrira razlike u propusnosti sirila u izabranim dijelovima pre-
parata. (slika 2).

Neki sirevi nemaju izrazenu dodirnu povrsinu pa tada treba upotrijebiti
kosu svjetlost ili uz pomoé TV-kamere poveéati kontrast. Tako ée se dobiti do-
dirne povrsine vrlo izrazajne, ali ne onako o3tre kao na obi¢noj makrofotogra-
fiji. Veéina TV-kamera na objektivu ima spoj izveden po sistemu C-Mond. Za
makrosnimke treba dodati odgovarajué¢i meduprsten, kako bi se dobila slika
potrebnih razmjera. Prema vrsti TV-kamere, moze se slikati neposredno ili
preko monitora. Ova metoda omoguéava promatranje slike i tako da se na
monitor nacrta raster. Nadalje, prikladno pomagalo su 1 fotografije koje se ispi-
tuju na aparatu za analizu slika. Struktura sira moZe se ocijeniti podjelom
strukture u nekoliko grupa i usporedbom sa standardnim fotografijama.

Makrosnimke su se pokazale dobrima pri usporedbi strukture proizvoda iz
vi%e pogona i one iz razli¢itih uredaja za proizvodnju. Prilikom uzorkovanja
potrebno je razrezati cijeli kolut sira, a uzorke uzeti sa nekoliko mjesta (nepo-
sredno ispod povrsine, u sredini ili na kraju). Na snimkama se promatra broj
zrna u jednom cm? Sirina i duZina zrna i njihove deformacije. Na mjestima
gdje je sir suh ili deformiran zbog pre$anja, odnosi su $irine i duzine vrlo
razliditi.

U sredini zrna obi¢no nisu deformirana i njihova duzina i Jirina nije se
promijenila. Tako je moguce odrediti pojedine zone u siru te utjecaj preSanja i
solenja. Taj postupak éesto vide govori od podataka o suhoj tvari. Ako se ova
metoda dopuni nekom od metoda reoloskih ispitivanja, time se moZe kvalitetno
ocijeniti proizvodno postrojenje.

Za temeljito pracenje strukture, posebno s obzirom na raspored masti, po-
javu mikrokristala i mikroorganizama, neophodno je upotrijebiti polarizacioni
mikroskop. Obi¢no je dovoljno malo uveéanje (oko 100 <), a preparat se pri-
prema na isti naéin kao za makrofotografiju. Ako Zelimo promatrati mikroorga-
nizme, rez sira se mora fiksirati i obojiti. Naravno, uz to je potrebna savriena
svjetlost i veliko uveéanje. Ta se metoda rijetko koristi, zato jer se mnogo kva-
litetnije i izraZajnije fotografije dobivaju na elektronskom mikroskopu.

Topljeni sirevi se u toku proizvodnje najjednostavnije mogu kontroliraii
tako da se tanko razmaZzu na predmetno stakalce i prekriju pokrovnim stakal-
cem 18 X 18 mm. Pri tom se pritiskom na pokrovno stakalce sloj sira maksi-
malno stanji. Tako se pronalazi podesna debljina preparata za promatranje
oblika masnih kuglica i kristala soli za topljenje sireva u polarizacionom osvje-
tljenju. Za snimanje mikrosnimaka dovoljna je obiéna kamera sa Laika filmom.
Nju treba pri¢vrstiti na mikroskop uz pomoé dodatka (npr. proizved Pentacon-a,
Dresden).

Mikro metoda

Naravno, brzi je i sigurniji rad sa specijalnim mikrokamerama. Ako upo-
trijebimo starije, ali preuredene tipove polaroid kamera, dobit ¢emo snimke
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Slika 3. Polarizacioni mikroskop

Figure 3. Polarisation Microscope

Slika 1. Makrosnimak strukture sira
Gouda

Figure 1. Fotomacrogaph of Gouda
Cheese

Slika 2. Mikrodenzitometar podeSen za
pra¢enje dodirnih povriina sirnih zrna  Slika 4. Interferometar za praéenje pro-
cesa solenja sira

Figure 2. Microdensiometer for studying
the connecting surfaces of the Cheese Figure 4. Interferometer for studying the
Cells Process of Cheese salting
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koje su relativno dobre, ali skupe. Da bismo brzo ocijenili kakvocu sireva za
topljenje, moZemo se posluZiti i brzom metodom koja omoguéava praéenje ter-
miékog toka topljenja, odnosno promjene reoloskih osobina i aktivnosti vode u
sirovini ili topljenom siru.

U tu svrhu autor je sastavio polarizacioni mikroskop ¢iji su glavni sastavni
dijelovi 2 fotoobjektiva. Jedan od njih sluzi za promatranje i slikanje, a drugi
omoguéava osvjetljavanje. Budué¢i da su objektivi medusobno dosta udaljeni,
na stoli¢ mikroskopa koso se smjesti uredaj za zagrijavanje, uredaj za hladenje
i komore za reoloska mjerenja i za mjerenja aktivnosti vode.

Citav uredaj je na opti¢koj klupi i priévriéen je okomito na masivnom
stalku (slika 3). Stoli¢i mikroskopa mogu se lako mijenjati, a opremljeni su
toplinskom komorom za zagrijavanje vrelom vodom ili mikrovalovima. Drugi
stolié ima motori¢ki pomak i polugu vezanu vodoravno na tenzometrijski o€i-
tavaé, ito omoguéava mjerenje reolo$kih osobina malih uzoraka prirodnih ili
topljenih sireva. Treéi stoli¢ ima mikropipete i diferecijalni termopar kojim se,
po krioskopskoj metodi, mjeri aktivnost vode. Ovaj stoli¢ grije ili hladi termo-
elektri¢na baterija.

Da bi se pratio tok solenja, isoljavanja ili bubrenja, naéinjen je jednostavni
interferometar. Uzorak sira stavi se u kivetu, smjesti ispod ogledala i promatra
jednostavnim interferometrom u svjetlu koje na njega pada. Prema vrsti te-
kuéine u kojoj se uzorak nalazi, oko njega nastaju promjene koncentracije &iji
tok moZemo pratiti ako promatramo deformacije interferencijskih pruga i nji-
hovih boja. (slika 4).

Tok topljenja sira moZe se promatrati na grijanom stoliéu mikroskopa (npr.
Boetijus THMK, proizvod Veb — Analytic Drezden). Ovaj uredaj radi vrlo pre-
cizno, ali ima relativno malo vidno polje, zbog éega je svestranije promatranje
toka topljenja usporeno. Struéna literatura navodi &éitav niz specijalnih komora
za termizaciju uzoraka, ali veé¢ina njih ne odgovara kontroli proizvodnje sira.

Elektronska mikroskopija

Za temeljno pracenje strukture sira u zadnje vrijeme je pronadeno ne-
koliko specijalnih metoda elektronske mikroskopije. Veéinom su to teske i
dugotrajne metode, ali su rezultati vrlo dobri i nadoknaduju uloZeni trud. Ultra-
struktura prirodnih i topljenih sireva u Cehoslovatkoj se prati »rastermikro-
skopom« te Tesla BS-300. Postupak je slijedeéi: mali kvadratiéi uzoraka sira
fiksiraju se formaldehidom, a zatim se prepariraju u alkoholu kojemu se po-
veéava koncentracija, obezmas$éuju se u acetonu, a isuSuju metodom kritiéne
tocke. Slijedi vakuum-metalizacija uz pomoé¢ zlata i promatranje sa snimanjem,
pri éemu je dobar film Fomapan N 21 6 X 6 cm. Za ocjenu sirovine za topljenje,
pripreme se reznjevi sira debijine 15— 20 mm. Oni se postepeno zagrijavaju
na stoli¢éu spomenutog polarizacionog mikroskopa uz pomoé¢ vrele vode ili ter-
mobaterijom i to takvom brzinom, da se za 8 — 10 minuta dostigne temperatura
od 85—95°C. Pri tom se promatraju rubovi sira u otopini soli za topljenje.
Obi¢no se dogadaju ove osnovne pojave:

a) Oko sira se stvara difuzna zona koja sadrzi bjelancevine i koja je i oslo-
bodena lzuglica masti. Prema broju i obliku kuglica masti i prema temperaturi
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kod koje se oslobadaju, osobine sirovina se mogu relativno dobro okarakterizi-
rati. Slijedeci faktor je temperatura pri kojoj se reznjevi sira deformiraju i sir
se topi. To se vidi po tome, §to prvobitno jasniji rez postaje mutan i neproziran.
Kraj termopara koji doti¢e uzorak, registrirat ée temperaturu topljenja.

b) Rjede nastaje brza difuzija u otopini soli za topljenje, kada rezanj sira ne-
staje i prije postignute temperature topljenja, $to je uobifajenc kod wveéine
tvrdih sireva. Ova je pojava ¢esta kod zrelih ili prezrelih sireva, u pravilu onih
sa plijesnima.

¢) Rezanj se kod 60— 70°C naglo skuplja i ostaje bez promjene do tempe-
rature od 95 —98°C, a tek onda se po¢inje topiti.

d) Nakon postignutih 70 °C uzorak naglo puca po dodirnim povr§inama poje-
dinih zrna, a zatim slijedi pojava kao pod totkom a.

Na istom uredaju moZe se promatrati i kako razne vrste otopina soli za
topljenje prodiru u sir.

Tok otapanja moZe se snimati odgovarajuéom kamerom. Nastaju slijedeée
pojave:

a) Sitne staklaste éestice postepeno se duZe vrijeme otapaju ili se skupljaju u
veée cjeline, §to usporava otapanje.

b) Iskristalizirane soli stvaraju sitne kuglice koje se brzo otope.

¢) Instantizirane soli prilikom otapanja stvaraju sitne mjehuriée CO. koji do-
prinosi disperziji soli za topljenje u masi sirovine.

Prilikom promatranja snimaka s elektronskog mikroskopa javlja se niz
specifiénih oblika &iji broj i oblik mogu biti karakteristika tehnoloskog po-
stupka. NajizraZzajnija je konfiguracija bjelantevinastog matriksa; kod nekih
sireva vidljiva je njegova jednosmjerna orijentacija, a u drugim slu¢ajevima
struktura je homogena. Prema primarnom postupku sa mlijekom i prema ure-
dajima za proizvodnju, oblik i raspored masnih kuglica variraju (slika 5). Pu-
kotine izazvane nepodesnim tehnoloskim postupkom obiéno su velike u vidnom
polju elektronskog mikroskopa, a njihova identifikacija je ostra i izri¢ita. U
nekim slu¢ajevima se, medutim, te§ko razlikuju Supljine nastale ekstrakcijom
masti od onih koje ostaju iza isuSene vode.

Vrlo su zanimljivi kristali soli i aminokiselina na kojima se mogu vidjeti
tragovi otapanja ili korozije. Najvaznija je struktura sitnih spojeva s kalcijem
(slika 6 i 7). Karakteristiénu strukturu ima sirno tijesto koje je ‘termi¢ki obra-
deno ili dimljeno (parenica). Kod ovih proizvoda nastaju istosmjerne niti koje
prozimaju kristali kuhinjske soli, laktoze i aminokiselina. Prema vrsti upo-
trebljenog mlijeka, mijenja se oblik i duzina pojedinih niti. Visok postotak
kravljeg mlijeka u »oStepku« izaziva kraéu, éak pahuljastu strukturu.

Naprotiv, sirevi tipa »Jadel« se sastoje od vrlo njeznih niti (vlakana) sa
Supljinama u kojima je prvobitno bila sirutka. (slika 7).

Zanimljivi podaci dobivaju se i prilikom promatranja sirnih oéiju. Tijesto
sira je na ovim mjestima vrlo zgusnuto, a na povrsini se nalaze kristali¢i fosfor-
nh spojeva. Mikroorganizmi se nalaze veéinom u meduprostorima ili na mje~
stima gdje struktura sira nije jako kompaktna. Pojedine vrste bakterija nisu
za sada identificirane. Snimke dobivene uz pomoé¢ elektronskog mikroskopa
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Slika 5. Struktura sira Goude, pov. 3000 <
Figure 5. Structure of Gouda Cheese

Slika 7. Topljeni sir sa mesom, pov.
500X

Figure 7. Melted Cheese with Meat

Slika 9. Mikrostruktura topljenog sira
proizvedenog u fopioniku Stephan pov-
5000 X

Figure 9. Microstructure of the melted
Cheese produced in the Smellery Stephan

Slika 6. Kristal u topljenom siru, pov.
500 X
Figure 6. Crystal in the melled Cheese

Slika 8. Mikroorganizmi u topljenom
siru, pov. 5000 X
Figure 8. Microorganisms in the melted
Cheese

Slika 10. Mikrostruktura topljenog sira

proizvedenog u klasiénom
pov. 5000 X
Figure 10. Microstructure of the melted
Cheese produced in the classical Smel-
tery

topioniku,
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pokazale su se dobrima i u ocjeni razli¢itih vrsta topionika. Ultrastruktura
ekstramasnog sira proizvedenog na klasiénom topioniku je izrazito korpus-
-kularna. Pri tome su pojedine Cestice svrstane u trake ili pravilno, §to je vje-
rovatno izazvano hladenjem sirne mase u stroju za pakiranje. Struktura iste
vrste sira proizvedencg na topioniku »Stephan combicut« znatno je njeZnija
i viSe pjenasta pri ¢emu nisu prisutne niti ni pramenovi. Najve¢a razlika pri-
mjeéuje se kod topljenog bloka. Sirevi proizvedeni na principu klasi¢nog tipa
imaju strukturu viSe lamelarnu, dok je ista u »combicutu« njezna i pjenasta.
Karakteristi¢na su kratka i vrlo njeZna vlakna medu pojedinim ¢esticama. Ova
vrsta sira sadrzi najviSe bjelanéevina zbog ¢ega je potreban velik broj obrtaja
nozeva.

Veéina masti je dispergirana u nepravilne oblike i preostaje sasvim malo
pravilnih masnih kuglica (slike 9 i 10). Za koristenje elektronskog mikroskopa
po sirarskim pogonima nuZno je uspostaviti dobru organizaciju uzorkovanja,
osigurati preparaciju uzoraka u samom pogonu i mikroskopiranje u najblizem
specijalnom laboratoriju. To se ostvaruje u juznoj Ceskoj.
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