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Sazetak

utohtoni sir iz misine dio je tradicijskog sirarstva cija proizvodnja zahtijeva stroge higijenske uv-

jete. U ovom je radu istrazena mikrobioloska kvaliteta te sastav masnih kiselina sireva iz misine

deset razli¢itih proizvodaca. lako Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica

i Staphylococcus aureus nisu pronadeni ni u jednom uzorku, 40 % uzoraka sadrzavalo je povecan
broj E. coli, a u 60 % uzoraka zabiljezene su enterobakterije. Dominantne masne kiseline u uzorcima bile
su palmitinska i stearinska. Mikrobiolosku neispravnost analiziranih uzoraka treba pripisati primarno losoj
potrebu poboljsanja higijenske prakse u proizvodnii sira iz misine s ciljem zastite izvornosti i promoviranja
tradicijskih proizvoda na trzistu.

Klju€ne rijeci: sir iz miSine, mikroorganizmi, masne kiseline

Abstract

Indigenous cheese in a sack is a traditional form cheese making that requires strict hygiene conditions.
The microbiological quality and fatty acids content of cheeses from ten different producers were investi-
gated in this paper. Although L. monocytogenes, Salmonella spp., Y. enterocolitica, and 5. aureus were not
found in any of the samples, 40 % of the cheese samples were contaminated with E. coli and 60 % with
enterobacteria. The dominant fatty acids were palmitic and stearic acid. The poor microbiological quality
of the samples analysed should be attributed primarily to the poor hygiene quality of the milk, but also to
contamination during processing. These results indicate the need for improving hygiene practices in the
production of cheese in a sack in order to meet the requirements to protect and promote this traditional
product on the market.
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Uvod

Autohtoni sir iz miSine najctesce se proizvodi na
obiteljskim gospodarstvima, a u posljednje vrijeme
i u obrtnickim objektima. Njegova je glavna karak-
teristika anaerobno zrenje unutar vrece izradene od
janjece koze (takozvane misine) po kojoj je sir i dobio
ime. Prema dostupnim podacima proizvodnja ovog
sira potjece jos od doba Ilira koji su vrece od oveje
koze upotrebljavali za skladiStenje i prijevoz sira iz
planina (Frece i sur., 2015.).

Tradicionalnim tehnikama sirarstva proizvodi
se od nepasteriziranog ovcjeg mlijeka bez dodatka
starter-kultura, a odlikuje se dugim zrenjem Sto mu
u konacnici daje specifitna senzorna svojstva. Inten-
zivni proteoliticki i lipoliticki procesi tijekom zrenja
zasluzni su za karakteristi¢an miris i pikantan okus,
a prirodno prisutne plijesni unutar koze pridonose
stvaranju arome (Tudor Kalit i sur., 2010.). Nizak
udio vode u bezmasnoj suhoj tvari svrstava ga u
skupinu polutvrdih ili tvrdih masnih sireva. Analizira-
juci fizikalno-kemijski sastav sira iz misine, Grbavac
(2002.) navodi sljedeti sastav sira: voda 41,04 %,
mlije¢na mast 31,19 %, proteini 21,65 %, mlije¢na
mast u suhoj tvari 51,36 %, mineralne tvari 4,50 %,
i natrijev klorid 3,59 %. Nakon zavrsetka zrenja sir
je umijereno slana okusa, prhke konzistencije, a boja
sirnog tijesta varira od bijele do Zuckaste.

Ova vrsta sira zastupljena je u Hrvatskoj, Bosni i
Hercegovini, Turskoj i Crnoj Gori uz odredene razli-
ke u tehnoloskom procesu proizvodnje (Tudor Kalit
i sur., 2010.). Tako, primijerice, u Turskoj postoji ne-
koliko njegovih varijanti, od kojih je najpoznatiji sir
imena Tulum koji je prema tehnologiji proizvodnje
najslicniji siru iz misine (Guler i sur., 2003.; Haya-
loglu i sur., 2007.; Cakmakci i sur., 2008.). Upravo
su na njemu provedena brojna istrazivanja, ponaj-
prije zbog utvrdivanja sastava mikrobne populacije
te utjecaja raznih vrsta materijala tijekom zrenja na
kvalitetu konatnog proizvoda. Za razliku od indu-
strijske proizvodnje, autohtono sirarstvo i dalje ima
posebnu vaznost kod potrosaca koji njeguju auten-
ticnost proizvoda, Cija su specifitna svojstva uteme-
liena na kakvoci sirova mlijeka. Iz tog razloga treba
napomenti da je u takvoj vrsti proizvodnje iznimno
vazno osigurati mlijeko dobre mikrobioloske kakvo-
ce jer je ona preduvjet za osiguranje dobre mikrobi-
oloske kakvoce mlije¢nih proizvoda (Kozacinskii sur.,
2003.). Naime, sirovo mlijeko mozZe biti potencijalan
izvor patogenih mikroorganizama od kojih su s jav-
nozdravstvenog stajalista najvazniji: Salmonella,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus i
Escherichia coli (Markov i sur., 2011.), a osim njih i
mnogi drugi indiciraju promjene u okusu, teksturi i
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Slika 1. Sir iz misine

nutritivnoj kvaliteti proizvoda. Nezadovoljavajuca
higijenska praksa gotovo je u potpunosti dovela do
izumiranja tradicijske proizvodnije sireva i gubitka niji-
hove izvornosti (Saric i sur., 2007.).

S tim u vezi, cilj je ovoga rada bio ispitati mikrobi-
oloske pokazatelje sigurnosti i kakvoce sira iz misine
razlicitih proizvodaca iz Hercegovine. Osim toga cil]
je bio usporediti i njihov masnokiselinski sastav.

Materijal i metode

Sirevi iz misine (n = 10) uzorkovani su od 10 in-
dividualnih proizvodaca na podru¢ju Hercegovine i
pakirani u vakuumu. Pet sireva proizvedeno je iz ne-
pasteriziranog ov¢jeg mlijeka (oznake 1 - 5), jedan
iz nepasteriziranog ov¢jeg i kravljeg (6), jedan iz ku-
hanog ovcjeg mlijeka (7) te tri iz kuhanog kravljeg
mlijeka (8 - 10).

Za mikrobiolosku pretragu uzeto je 25 grama te
homogenizirano 2 minute u 225 mL slane pepton-
ske vode (Stomacher 400 Circulator, Seward, UK).
Serijska decimalna razrjedenja nacinjena su u istom
otapalu te je uzeto 1 mL ili 0,1 mL odredenih razr-
jedenja za odredivanje broja odabranih mikroorgani-
zama. Broj aerobnih mezofilnih bakterija odredivan
je primjenom PCA agara (PCA, bioMerieux, Francu-
ska) inkubiranjem tijekom 72 sata pri 30 °C, bakterija
mlijecne kiseline na MRS agaru (BioMerieux, Marcy
UEtoile, Francuska) tijekom 48 sati na 30 °C, ente-
rokoka na Compass Enterococcus agaru (BIOKAR,
Francuska) tijekom 24 sata na 44 °C, kvasaca i pli-
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jesni na OGY agaru (Oxytetracycline glucose yeast
agar) 5 dana na 25 °C, broj enterobakterija na VRBG
agaru (Merck, Njemacka) tijekom 24 sata na 37 °C,
E. coli na Rapid E.coli agaru (BIOKAR, Francuska) ti-
jekom 24 sata na 37 °C i stafilokoka na Baird Parker
agaru (Merck, Njemacka) tijekom 48 sati na 37 °C.
Prisutnost bakterija Salmonella spp., Listeria mo-
nocytogenes i Yersinia enterocolitica odredivana je
prema HRN EN ISO metodama. pH je mjeren izravno
u siru pomocu pH-metra (pH 510, EUTECH, Nizozem-
ska). Sve su pretrage napravljene u triplikatu.

Lipidi su iz uzoraka sira izolirani Folchovom me-
todom (Folch i sur., 1957.). Ukupni su lipidi metili-
rani primjenom 2M KOH. Nakon ekstrakcije metili-
ranih masnih kiselina heksanom pripremljeni uzorci
analizirani su plinskom kromatografijom s mase-
nim detektorom (GCMS QP2010 Ultra, Shimad-
zu, Japan). Za analizu je koristena 30-m kapilarna
kolona BPX70 s helijem kao nosacem. Kvantifika-
cija masnih kiselina provedena je normalizacijom
povrsina nakon identifikacije uz pomoc eksternog
standarda (37 component FAME mix i PUFA No3,
Sigma-Aldrich, Germany). Vrijednosti za masne ki-
seline izrazene su u postocima od ukupnog postot-
ka masnih kiselina.

Rezultati i rasprava

Kao Sto je ve¢ spomenuto, za proizvodnju kvali-
tetnog sira iz misine nuzno je osigurati mlijeko be-
sprijekorne higijenske kakvoce. No brojna su istra-
Zivanja pokazala da mlijeko za proizvodnju takvog
sira ne zadovoljava propisane norme mikrobioloske
ispravnosti. Tako su Kaic i suradnici (2008.) tijekom
istrazivanja higijenske kvalitete ov¢jega mlijeka (n =
16 uzoraka) utvrdili da samo 5 uzoraka (31 %) za-
dovoljava propisane uvjete mikrobioloske kakvoce.
Na losu higijensku kakvocu ovejega mlijeka upucuije
i istrazivanje Frece i suradnika (2016.) u kojemu je
2/3 uzoraka sadrzavalo povecan broj Enterobacte-
riaceae i 5. aureus. S obzirom na to za ocekivati je
da ce takva sirovina losije higijenske kvalitete nepo-
voljno utjecati na pokazatelje sigurnosti i kvalitete
proizvedenog sira.

U nasem istrazivanju vrijednosti aerobnih me-
zofilnih bakterija u sirevima kretale su se od 6,08
do 7,09 log CFU/g (tablica 1). Dobivene vrijednosti
slicne su rezultatima istrazivanja na siru tulum koje
navode Hayaloglu i suradnici (2007.) (6,1 - 6,7 log
CFU/g), ali manje u odnosu na istrazivanje Sengula
i suradnika (2001.) (8,39 - 8,52 log CFU/g) na istoj
vrsti sira. Povecan broj aerobnih mezofilnih bakte-

Tablica 1. Rezultati mikrobioloske pretrage sireva (log CFU/g)

1 p] 3 4 ) 6 7 8 9 10
Enterobakterije <1 3,81 1,31 <1 4,18 3,68 3,09 <1 2,75 <1
Enterokoki 5,69 5,78 5,08 5.91 4,89 6,08 6.36 <1 5,33 6.15
Bakterije mlijecne
e 6.6 7.06 6,46 7.1 6.6 6.74 6.74 6.69 6.6 6,48
kiseline
Kvasci i plijesni <2 <2 <2 4,46 5,17 <2 5.95 4,04 6.3 3,51
Staphylococcus < < < < < < < < < <
aureus
Aerobne mezofilne
; 6.32 7.09 6.08 6.75 6.54 6.97 6.75 6.37 6.69 6,59
bakterije
Listeria ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne
monocytogenes* g g 8 g g 8 g g 8 g
Escherichia coli <2 4,81 <2 <2 4,16 4,57 4,21 <2 <2 <2
Yersinia ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne
enterocolitica* g 8 g g 8 g g 8 g g
Salmonella spp.* neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

*neg. - odsutnost u 25 grama
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Tablica 2. Sastav masnih kiselina pretrazivanih sireva (% od ukupnih masnih kiselina)

1 p) 3 4 5 6 7 8 9 10
C4:0 066 | 052 | 084 | 063 | 000 | 056 051 | 0,60 | 047 | 057
C6:0 077 | 070 | 099 | 098 | 044 | 077 | 074 | 0,82 | 052 | 059
c8:0 086 | 070 | 075 | 130 | 065 | 093 | 067 | 093 | 054 | 054
c10:0 275 | 184 | 192 | 473 | 265 | 332 | 163 | 307 | 181 | 151
c2:0 220 | 252 | 254 | 318 | 203 | 242 | 198 | 254 161 | 195
C14:0 973 | 107 | M32 | 125 | 941 | 993 | 934 | 1054 | 837 | 997
c15:0 Mmoo 143 | 113 | 15 | 15 | 121 | 135 | 123 | 105 | 123
c16:0 27,47 | 3455 | 4130 | 2818 | 30,52 | 27,93 | 2834 | 2890 | 2815 | 31,00
C16:1 107 | 147 | 102 | 078 | 080 | 083 | 125 | 104 | 103 | 144
C17:0 075 092 | 075 | 085 | 085 | 094 | 087 | 078 | 076 | 073
C17:1 021 | 026 | 018 | 027 | 000 | 021 | 023 | 020 | 023 | 025
c18:0 13,07 | 1219 | 1235 | 1258 | 1643 | 1314 | 1539 | 1412 | 1413 | 141

C18:1n9cis 23,64 | 2480 | 1925 | 21,89 | 24,09 | 23,63 | 27,66 | 2291 @ 2615 | 28,42
C18:1 izomeri 797 | 341 | 275 | 647 | 599 | 739 | 539 | 656 | 783 | 591
C18:2n6 328 | 162 | 147 | 252 | 244 | 281 | 234 | 254 | 323 | 189
C18:3n3 186 | 064 | 044 | 112 | 124 | 147 | 083 | 117 | 152 | 06
GB:(?LZ:)mer 174 | 085 | 048 | 130 | 101 | 1.64 | 148 | 158 | 163 | 159
C20:0 035 | 016 024 | 038 | 030 | 043 | 000 | 029 | 0,00 | 022
€22:0 018 | 074 | 005 | 020 @ 000 | 023 | 000 | 04 | 025 | 0,00
Al (ait:de;z)ge“ic 1.8 25 35 23 2.0 1.9 17 2.1 15 1.8

T (th?rc:d”;zg’genic 108 | 69 7.9 8.5 9,1 9,5 7.0 8.7 9,5 6.0

MUFA 32,88 | 29,95 | 2320 | 29,41 | 30,88 | 32,06 | 3453 | 30,71 | 3525 | 36,02
n6 328 | 162 | 147 | 252 | 244 | 281 | 234 | 254 | 323 | 189
n3 86 | 064 | 044 | 112 | 124 | 147 | 083 | 117 | 152 | 06

*neg. — odsutnost u 25 grama
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rija u siru mnogi autori povezuju s upotrebom siro-
va mlijeka u njegovoj proizvodniji (Hayaloglu i sur.
2007.; Digrak i sur., 1994.), ali i moguc¢noscu mik-
robnog oneciscenja tijekom proizvodnije (Kurt i sur.,
1991.). Nadalje, u sirevima naseg istrazivanija prevla-
davajuc¢u mikrobnu populaciju ¢inile su bakterije mli-
jecne kiseline (6,4 - 7,1 log CFU/g) Sto je ocekivano s
obzirom na vrstu sira i dugotrajan proces zrenja. Ta-
koder je zabiljezen znatan udio enterokoka (4,8 - 6,3
log CFU/g) koji mogu povoljno utjecati na senzorna
svojstva proizvoda poput okusa i arome (hlapljive
komponente; Morandi i sur., 2006.), ali i biti potenci-
jalno rizi¢ni (biogeni amini, antimikrobna rezistencija
i dr.). Cakmakci (2008.) kao razlog povecanog broja
Enterococcus spp. u siru navodi njihovu otpornost
na nizak pH i visoku koncentraciju NaCl. Enteroko-
ki, kao pripadnici skupine bakterija mlije¢ne kiseli-
ne, takoder imaju vazno higijensko znacenje zbog
inhibicijskog djelovanja, posebno prema bakteriji L.
monocytogenes, jer uobitajeno sintetiziraju bakteri-
ocine (Zdolec i sur., 2007.; Vukusic i Zdolec, 2019.).

U uzorcima sireva nije dokazana prisutnost pato-
genih bakterija L. monocytogenes, Salmonella spp. i
Y. enterocolitica, dok je populacija bakterije 5. aureus
bila ispod praga detekcije metode (< 100 CFU/g) sto
ide u prilog mikrobioloskoj sigurnosti pretrazenih si-
reva. No nalaz E. colii enterobakterija u povecanom
broju (40 %, odnosno 60 % uzoraka) upucuje na
loSu higijensku praksu u proizvodnii ili na naknadno
oneciscenje. S tim u vezi moze se i pretpostaviti da bi
greske u obradi misine mogle biti razlogom takvog
mikrobioloskog nalaza. Uzimajuci u obzir odredbe
preporucenih vodica i propisanih mikrobioloskih kri-
terija, navedene uzorke smatramo nesukladnima i
neprihvatljivima za prehranu ljudi. Opcenito, prisut-
nost koliformnih bakterija i enterobakterija nije po-
Zeljna jer dovodi do strukturalnih promijena u siru,
a nalaz E. coli smatra se indikatorom fekalne kon-
taminacije (Sengul i sur., 2001.). Nadalje, u uzorci-
ma sireva (60 %) utvrdili smo populaciju kvasaca
i plilesni u rasponu od 3,3 do 6.4 log CFU/g, Sto je
znatno manije u odnosu na rezultate istrazivanja pro-
vedenih na siru tulum (7 log CFU/g; Kivanc, 1989.;
Tudor Kalit i sur. 2010.). Nekoliko je istrazivanja po-
kazalo da upotreba pasteriziranog mlijeka ne utjece
na smanjenje pojavnosti kvasaca i plijesni u siru (Bo-
ston sur., 1992.; Sengul i sur., 2001.), ve¢ da je nji-
hov glavni izvor zrak (Kurt i sur., 1991.). Rast plijesni
tijekom zrenja sira uobicajena je pojava, a smatra se
da je sir dovoljno zreo kada plijesan postane vidljiva
(Hayaloglu i sur., 2007.).

Uloga sastava i udjela slobodnih masnih kiselina
(SMK) u stvaranju specifitne arome i okusa mlijec-
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nog proizvoda odavno je poznata. Osim toga, po-
kazalo se da imaju povoljna zdravstvena, prehram-
bena i bioaktivna svojstva pa nam njihova kvantifi-
kacija u mlije¢nim proizvodima moze posluziti kao
izvrstan pokazatelj kvalitete proizvoda (Mannion i
sur., 2075.). Slobodne masne kiseline nastale tije-
kom procesa zrenja osim Sto izravno utje¢u na stva-
ranje arome i okusa sira, sudjeluju i kao prekursori
katabolickih reakcija prilikom kojih se oslobadaju
aromatizirani spojevi poput ketona, laktona, esterai
sekundarnih alkohola (Collins i sur., 2003.). Unato¢
tomu, mlijeko i mlije¢ni proizvodi s povisenom razi-
nom slobodnih masnih kiselina mogu razviti uzegli
okus (Deeth, 2006.), prije svega zbog oslobadanja
kratkolan¢anih masnih kiselina, posebno maslatne
kiseline (Mannion i sur., 2015.). Gdiler i Uraz (2003.)
u svom istrazivanju na siru tulum objasnjavaju da
zbog takvih procesa sir poprima uzegli, jak i gorak
okus. Smatra se da uzeglost kod potrosaca posta-
je neprihvatljivom kad razina slobodnih masnih ki-
selina prijede 1,5 mmol/L (Deeth, 2006.). Pracenje
razine slobodnih masnih kiselina vazno je i tijekom
proizvodnje mlijeka jer losa higijenska praksa moze
dovesti do porasta psihrofilnih bakterija koje pojaca-
vaju lipolizu (Antonelli i sur., 2002.).

Jensen (2001.) navodi da su najzastupljenije ma-
sne kiseline u mlijeku palmitinska kiselina (C 16:0) i
oleinska kiselina (C 18:1) koje ¢ine 20 - 30 % uku-
pnih lipida sto potvrduje i nase istrazivanje u kojem
su navedene kiseline dominirale u svim uzorcima sa
prosjecnom vrijednoscu od 27,47-31 % (C 16:0) te
19,25-28,42 % (C18:1). Slicne rezultate s nesto vi-
gim vrijednostima dobio je Yilmaz i suradnici (2005.)
u istrazivanju na siru tulum, a iznose 50,86 mg/100
g (C 16:0) te 49,30 mg/100 g (C 18:1). Osim toga
dokazao je da dodatak lipaze tijekom zrenja pove-
¢ava koncentraciju slobodnih masnih kiselina u siru,
a time utjece i na tipi¢an okus sira. Kratkolantane
slobodne masne kiseline (engl. SCFA), iako ¢ine mali
udio u ukupnoj vrijednosti masnih kiselina, najvise
pridonose specifitnom okusu i aromi sira (Collins
i sur., 2003.; Yilmaz i sur., 2005.; Hayaloglu i sur.,
2007.). S obzirom na nase rezultate, nuzna su op-
seznija istrazivanja lipoliticke aktivnosti pojedinih mi-
krobnih vrsta i posljedi¢nog udjela specificnih aro-
matskih tvari u siru.
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