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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog rada bio je izolirati i identificirati hlapljive spojeve arome sira iz misine
pripravljenog od kozjeg mlijeka. Hlapljivi spojevi sira izolirani su mikroekstrakcijom
vr$nih para na krutoj fazi koriStenjem sivog i svijetlo-plavog vlakna pri tri razlicite
temperature (40, 50 i 60 °C). Na taj na¢in dobiveno je ukupno Sest uzoraka koji su

analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa.



SAZETAK

U ovom zavr$nom radu izvrSena je analiza sastava i sadrzaja hlapljivih spojeva kozjeg
sira iz miS$ine. Izolacija hlapljivih spojeva provedena je mikroekstrakcijom vrS$nih para
na krutoj fazi koriStenjem dva vlakna razli¢itog sastava (svjetlo-plavo i sivo) pri tri
razliite temperature (40, 50 1 60°C). Dobiveno je ukupno Sest uzoraka koji su
analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa na HP-5MS
koloni. U svim uzorcima, bez obzira na vrstu vlakna, pronadene su sljedece klase
spojeva: karboksilne Kiseline, esteri, ketoni i alkoholi, s tim da su karboksilne kiseline
bile najzastupljenije u svim uzorcima. Razliite temperature ekstrakcije nisu znacajnije

utjecale na kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva.

Kljuéne rije¢i: kozji sir iz misine, hlapljivi spojevi, HS-SPME, GC-MS



SUMMARY

In this bachelor thesis, the composition and content of volatile compounds from the goat
cheese in a sack were analyzed. Isolation of volatile compounds was performed by solid
phase microextraction (HS-SPME) using two fibers of different composition (light blue
and gray) at three different temperatures (40, 50 and 60°C). A total of six samples were
obtained and analyzed by a coupled gas chromatography-mass spectrometry system on
an HP-5MS column. In all samples, regardless of the type of fiber, the following classes
of compounds were found carboxylic acids, esters, ketones and alcohols, with
carboxylic acids being the most abundant in all samples. Different extraction
temperatures did not significantly affect the chemical composition and content of

volatile compounds.

Keywords: volatile compounds, GC-MS, cheese in a sack
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UuvoD

Sir (gré¢. formos, lat. caseus), svakodnevna hrana opceprihvacena u raznim
drustvima i kulturama, ima svoju dugu tradiciju i bogatu povijest. Predstavlja nasljede
brojnih civilizacija i kultura te se ne moze re¢i da je proizvod samo jedne civilizacije i
kulture. Tehnologija proizvodnje sira usavrSavala se stolje¢ima a vjeStina proizvodnje
sira tradicionalno se prenosila sa generacije na generaciju te bi svaka generacija dodala

nesto svoje i na taj nacin unaprijedila proizvodnju.

Proizvodnja sira koji sazrijeva u zivotinjskoj kozi dio je tradicije koja je i danas ostala
saCuvana u nekoliko zemalja svijeta kao $to su Hrvatska (planinsko podruc¢je Dinare),
Turska (istocna i srediSnja Anatolija), Bosna i Hercegovina (nekoliko planinskih
podrugja), Libanon, Alzir te Crna Gora. Pretpostavlja se da je sir nastao slucajno kada
su nomadski uzgajivaci ovaca, uslijed nedostatka odgovarajuceg skladista te opreme za
transport, poceli koristiti janjeCu kozu za transport mlijeka sa planina u nizinske

krajeve.

Posebnost ovih sireva jest da se njihovo zrenje odvija u jarecoj ili janje¢oj kozi pri
anaerobnim uvjetima. Zivotinjska koza koja se koristi kao medij za zrenje sastoji se od
vlaknastih proteina poput kolagena, elastina, retikulina i keratina. Ova vrsta porozne
strukture omoguc¢ava odredenu propusnost zraka i vodene pare, §to utje¢e na kemijska i
biokemijska svojstva te spojeve arome koji nastaju tijekom zrenja. Aroma koja nastaje
rezultat je kombiniranog djelovanja bakterija mlije¢ne kiseline, bakterija nestartarske
mikroflore te drugih bakterija, kvasaca i plijesni koje dolaze iz sirovog mlijeka, ali i iz

okolisa tijekom zrenja sira.

Sirevi Cije se zrenje odvija u Zivotinjskoj koZi izrazenog su mirisa 1 okusa, odlikuju se
pikantno$¢u i specifiécnom teksturom. Karakteristicna aroma ovih sireva rezultat je
intenzivnih biokemijskih procesa (proteolize, lipolize i glikolize) koji se odvijaju
tijekom zrenja u specificnim uvjetima. Za aromu nekog sira nije odgovoran samo jedan
spoj ve¢ se opéenito smatra da karakteristiCna aroma vecine sireva proizlazi iz suptilne
kombinacije velikog broj hlapljivin spojeva prisutnih u ispravnim omjerima

koncentracije.!?



1.0PCI DIO

1.1 SIR

Malo koja prehrambena namirnica moze se pohvaliti tako dugom i raznolikom
povijes¢u kao sir. Najraniji arheoloSki dokazi o proizvodnji sira, pronadeni u grobnici
na podrucju Egipta, datiraju prije vise od 4000 godina. Postoji legenda koja kaze da su
za nastanak sira zasluzni arapski nomadi koji su na jedno od svojih dugih putovanja
pustinjom ponijeli mlijeko u misini zivotinjskog mjehura. Prisutnost enzima renina u
Zivotinjskoj mjeSini prouzrocila je koagulaciju mlijeka, a trenje uzrokovano jahanjem i

toplina od sunca su jo$ dodatno pospjesile nastajanje sira.

Zbog vruce klime Egipcani su bili prisiljeni raditi kisele i slane sireve kako bi izbjegli
njihovo kvarenje. Europski sirevi nisu morali biti toliko soljeni pa je to omogucilo

nastanak zrelih sireva robusnih aroma, ¢esto s plemenitom plijesni.

lako je proizvodnja sira u zapadnoj i sredi$njoj Europi zapocela davno prije Rimskoga
Carstva ipak je ono najvise pridonijelo njenom razvoju. Svakako, ne smije se zanemariti
niti jak utjecaj Katolicke Crkve na razvoj i proizvodnju sireva. Samostani su bili
najvazniji proizvodaci sira pri ¢emu su vec¢inom koristili mlijeko s vlastitog imanja te
ljubomorno cuvali postupak proizvodnje. Naime, pojedini dio proizvodnog postupka
znao je samo jedan redovnik koji bi ga doveo do savrSenstva. Jedino je predstojnik
samostana znao Citav postupak, a znanje je prenosio isklju¢ivo na svoga nasljednika.
Samostani, kao i veéa feudalna imanja, najceS¢e su funkcionirali kao jedinstvene,
zatvorene proizvodne cjeline koje su razvijale vlastitu proizvodnju S§to je vjerojatno

jedan od najbitnijih razloga za nastanak velikog broja razli¢itih vrsta i varijanti sireva.®*

1.2 SIR 1Z MISINE

Sir iz misine (slika 1) rezultat je dugogodisnje tradicije koja se odrzala do danasnjeg

dana na podru¢jima Velebita, Dalmatinske zagore i dijela Like. Povijest ovog sira



vezuje se za stare Ilire i Tracane Koji su svoja stada ovaca ¢uvali na pasnjacima planine
Dinare. Tradicionalna receptura se prenosila usmeno s generacije na generaciju a sama

tehnologija proizvodnje se nije puno mijenjala od prvih zabiljeZenih izvora.

Hrvatski sir iz mjeSine izvorno je izradivan od sirovog ov¢jeg mlijeka, bez dodavanja
starter kultura. Kako se u proizvodnji sira koristilo prirodno sirilo, njegova pravilna
priprema bila je bitan faktor u proizvodnji. Priprema i izrada mjeSine predstavlja
vjerojatno najvazniju fazu u proizvodnji ovog sira jer samo odgovarajuce pripremljena
mjesina daje specificna organolepticka svojstva sira. Danas se hrvatski sir iz mjesine
proizvodi od ov¢jeg, kravljeg i kozjeg mlijeka ili iz njihovih smjesa. Kvaliteta sira
unaprijedena je prelaskom na koriStenje industrijskih, umjesto prirodnih, sirila $to je pak
dovelo do unaprijedenja na kvaliteti sira jer je omogucena jednolikost 1 ujednacenost
proizvoda. lako se proizvodna tehnologija od samih pocetaka proizvodnje u odredenoj
mjeri promijenila, osnovni proizvodni parametri i karakteristike sira ostali su jedinstveni

i prepoznatljivi.>®

Slika 1. Sir iz migine’

1.2.1 MLIJEKO KAO SIROVINSKA BAZA

KOZJE MLIJEKO

U kozjem mlijeku su sadrzani svi sastojci potrebni za rast i razvoj organizma $to ga

¢ini odlicnom hranjivom namirnicom. U posljednjem desetljecu je zabiljezen znacajan
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porast proizvodnje kozjeg mlijeka naspram proizvodnje kravljeg i ov¢jeg mlijeka.
Najzastupljenije pasmine u Republici Hrvatskoj su: francuska alpina, domaca koza,
sanska koza, njemacka plemenita koza te krizanci. Kemijski sastav mlijeka unutar svake
pojedine pasmine varira iz dana u dan, a ovisi 0 brojnim ¢imbenicima. Gledano po
kemijskom sastavu te promjena masti i bjelanc¢evina tijekom laktacije, kozje mlijeko je
najsli¢nije kravljem mlijeku. Najvarijabilniji sastojak kozjeg mlijeka je mlijecna mast
koja varira od 2 do 8%. Ustanovljeno je da je najniza vrijednost sadrzaja masti u kozjem
mlijeku upravo u ljetnim mjesecima prvenstveno radi nafina prehrane te stadija
laktacije koza. Mast kozjeg mlijeka sacinjena je od triglicerida, a sastav masti
karakteriziran je visokim udjelom nizih masnih kiselina u odnosu na kravlje mlijeko. Od
nizih masnih kiselina najzastupljenije su kapronska, kaprilna i kaprinska, koje su

zasluzne za karakteristi¢an ,,kozji miris* kozjeg mlijeka.

1.3 TEHNOLOGIJA PROIZVODNJE SIRA 1Z MISINE

Tehnoloski procesi proizvodnje sira iz misine razlikuju se s obzirom na drzavu u
kojoj se sir proizvodi. Proizvodnja sira (slika 2) u Hrvatskoj moze se podijeliti na
sljedece faze: priprema misine, muznja i priprema mlijeka, priprema sirila, sirenje i
spremanje U misine te zrenje i Cuvanje sira. Treba napomenuti da tehnologija
proizvodnje nije standardizirana pa postoje odredene razlike u pojedinim fazama
proizvodnje izmedu obiteljskih gospodarstava na kojima se sir danas proizvodi.® Sir iz
miSine proizvodi se iz pasteriziranog ili nepasteriziranog mlijeka koje se doprema s
farme neposredno nakon muznje. Mlijeko se najprije filtrira kroz gazu radi otklanjanja
eventualno prisutnih mehanickih neéisto¢a te se temperira na temperaturu od 32 do
37°C uz dodatak sirila, prirodnog ili komercijalnog. Slijedi proces sirenja mlijeka koji
gotovo kada se formira grus koji se potom reze nozem na zrna veli¢ine 4x4 cm. Sirno
zro se susi pola sata uz mijeSanje i zagrijavanje do temperature 34-40°C. Njegova
veli¢ina nakon suSenja odgovara veli¢ini ljeSnjaka ili oraha. Sirni grus se zatim cijedi u
platnenim maramama bez upotrebe pritiska, a nakon cijedenja, reze se na komade
veli¢ine 10x10x5 cm, soli se krupnom morskom soli te stavlja u posebno pripremljenu

mjesinu. Komadi sira se slazu tako da se $to viSe ispuni unutarnji prostor misine te se



sve dobro sabije da se istisne sav zrak (anaerobno zrenje). Slijedi period zrenja sira koji
traje 60-90 dana pri temperaturi 16-20°C te relativnoj vlaznosti zraka u zrionici od 60%
do 85%. Na pocetku procesa zrenja, potrebno je svakodnevno okretanje sira, dok se

stariji sirevi okreéu svaka 2-3 dana, a zreli sirevi svakih 5 dana.>®

Sir Tulum, Kkoji se tradicionalno proizvodi u Turskoj, zrije u misini od kozje koze 3-6

mjeseci na temperaturi od 6° do 10°C i relativnoj vlaznosti 65-85%.°

U Bosni i Hercegovini, sir se nakon cijedenja i soljenja sprema u kacu sve dok se ne
skupi koli¢ina dovoljna da se napuni prethodno alkoholom dezinficiran mijeh, unutar
kojeg se dogada aerobna konverzija laktoze u mlije¢nu kiselinu. Takav sir zrije pri

temperaturi od 12° do 15°C.1t

il

neRnnE
|

)
|

Slika 2. Dijagram toka proizvodnije sira iz migine!?

1.4 BIOKEMIJSKI PROCESI TIJEKOM ZRENJA SIRA 1Z MISINE

Tijekom procesa sazrijevanja sira iz miSine dolazi do kompleksnih mikrobioloskih i

biokemijskih promjena koje zna¢ajno utjeCu na formiranje organoleptickih svojstava
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gotovog sira. U mikrobioloske promjene spadaju odumiranje bakterija startera (bakterija
mlijecne kiseline dodane u formi kulture), rast nestarterskih bakterija (eng. Non-Starter
Lactic Acid Bacteria ili NSLAB) te rast sekundarne mikroflore specifi¢ne za odredenu
vrstu sira. Nadalje, govore¢i o biokemijskim promjenama tokom zrenja sira, one se
mogu podijeliti u dvije skupine, primarne i sekundarne. Primarni procesi tijekom
sazrijevanja sira su proteoliza, glikoliza i lipoliza dok su sekundarni procesi
metabolizam amino i masnih kiselina. Primarne biokemijske promjene odgovorne su za

osnovne promjene teksture sira, dok sekundarne formiraju konac¢ni miris i okus sira.*3

1.5 PRIMARNI BIOKEMIJSKI PROCESI

1.5.1 GLIKOLIZA

Osnovni primarni biokemijski proces u proizvodnji sira iz misine je fermentacija
laktoze u mlije¢nu kiselinu. Laktoza je disaharid sastavljen od monosaharidnih jedinica
glukoze i galaktoze, a prirodno je prisutan u mlijeku sisavaca. U probavnom traktu
razgraduje se pomocu enzima laktaze, a potom ulazi u proces glikolize. Razgradnju
laktoze glikolitickim (fosfoketolaznim) putem vrse bakterije mlije¢ne kiseline. Konac¢an
produkt glikolitickog puta razgradnje laktoze je mlije¢na kiselina, dok su produkti
fosfoketolaznog puta razgradnje laktoze laktat, acetat, etanol i ugljikov monoksid (CO).
U proizvodnji sira iz miSine gotovo sva laktoza iz mlijeka, 98% , prelazi u sirutku, dok
se u svjezoj sirnoj masi zadrzi 1-2 % laktoze. Ovisno o razini soli u grusu i temperaturi,
zaostala laktoza na pocetku zrenja metabolizira u L(+) laktat. Niski pH i brzi prodor soli
u gru$ usporavaju glikolizu dok previsoke koncentracije soli dovode do inhibicije
bakterija mlije¢ne Kiseline. U kom smjeru ¢e se glikoliza odviti i koji ¢e spojevi nastati

ovisit ¢e o vrsti sira.}

1.5.2 LIPOLIZA

Lipoliza je biokemijski proces u kojem dolazi do razgradnje mlijeCne masti na

masne kiseline i alkohol glicerol, a odvija se pod utjecajem enzima lipaza. Ti su enzimi
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prirodno prisutni u mlijeku u obliku lipoproteina dok ostale lipaze koje se pronalaze u
siru, potjecu iz sirila, mljekarske kulture, nestarterske mikroflore i sekundarne
mikroflore. Mlijeéna mast je spoj razli¢itih lipidnih tvari medu kojima su najviSe
zastupljeni trigliceridi (98%) dok su u manjoj mjeri prisutni i monoacilgliceroli,
diacilgliceroli, fosfolipidi, kolesterol, slobodne masne kiseline, cerebrozidi, mineralne
tvari, kao i vitamini A, D, E i K. Mlije¢na mast je podlozna promjenama — lipoliti¢kim i

oksidacijskim.

Lipoliticke promjene podrazumijevaju reakcije cijepanja esterskih veza
triacilglicerola prilikom kojih dolazi do stvaranja alkohola glicerola i slobodnih masnih
kiselina koje su onda podlozne reakcijama oksidacije. Slobodne masne kiseline mogu
reagirati s alkoholnom i slobodnim sulfhidrilnim skupinama prilikom ¢ega ¢e nastati
tioesteri i esteri koji daju jaku aromu siru, medutim, ako su te koncentracije niske i
pravilno izbalansirane s ostalim produktima reakcija tijekom zrenja, one imaju pozeljan
doprinos stvaranju arome sira. Isto tako slobodne masne kiseline mogu biti i prekursori
za nastajanje drugih spojeva arome pa su tako produkti katabolizma slobodnih masnih
kiselina (slika 3) upravo sekundarni alkoholi, kiseline i laktoni. No ipak, mlije¢na je
mast podloznija lipolitickim negoli oksidacijskim promjenama upravo zbog niskog
oksidacijsko-redukcijskog potencijala u siru. Upravo su lipoliticke promjene te koje su
izrazenije kod sireva proizvedenih od sirovog mlijeka, ba$ kao Sto je sir iz miSine. Ta se
lipoliticka aktivnost moze objasniti upravo zbog prisutnosti lipoproteinskih lipaza i
primarne mikroflore mlijeka te koristenjem sirila koje sadrzi predzelu¢anu esterazu, a
daje na pikantnom okusu siru iz misine. Intenzivna lipoliza zapravo je nepozeljna kod
vecine polutvrdih i tvrdih sireva (s unutarnjim zrenjem). Visok udio slobodnih masnih
kiselina uzrokuje uzegao okus sira, posebice kratkolan¢ane masne kiseline kao $to je

masla¢na Kiselina.141°



Triacilglicerol

l Lipaza

Slobodne masne
kiseline

B-oksidacija B-oksidacija J
1 = i 2 Nezasicene masne
Bketokiseline 4-ili 5- hidroksi- kiseline
kiseline l
Hidroperoksidi
Hidroperoksid- l
liaza
Aldehidi

Sekundarni Slobodne masne - ili 6-laktoni Kiselinee  Alkoholi
alkoholi kiseline

Slika 3. Katabolizam slobodnih masnih kiselina4

1.5.3 PROTEOLIZA

Najvazniji i1 najslozeniji biokemijski proces koji se dogada prilikom sazrijevanja
sireva koji zriju u zivotinjskoj kozi je upravo proteoliza. To je proces u kojem dolazi do
razgradnje kazeina (slika 4) na peptide i aminokiseline pod utjecajem proteolitickih
enzima — proteaza. Kao rezultat proteolize dolazi do promjene u strukturi sira prilikom
¢ega ona postaje meksa, dok se sadrzaj vode u siru smanjuje, a pH-vrijednost povecava.
Proteoliza izravno utjece na okus i miris sira nastajanjem kratkih peptida i
aminokiselina, oslobada aromatske spojeve iz unutraSnjosti sira te slobodne
aminokiseline koje su supstrati za sekundarne katabolicke promjene odgovorne za

nastajanje spojeva koji daju aromu siru.

Proces proteolize se dijeli na primarnu i sekundarnu proteolizu. Primarna proteoliza
se odvija pod djelovanjem plazmina i kimozina, gdje kazein hidrolizira do odredenih
razgradnih produkata ovisno o aktivnosti i koli¢ini rezidualnog sirila, te 0 aktivnosti
plazmina. Sekundarna proteoliza dovodi do razgradnje proteina i proteoza na peptide i
aminokiseline, a sve se dogada pod utjecajem enzima nestarterske mikroflore i bakterija
mlijecne kiseline. Nastali produkti sekundarne proteolize dalje se u procesima
dekarboksilacije, transaminacije, deaminacije i desumporizacije prevode u spojeve

arome.
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Slika 4. Enzimska razgradnja kazeina'®

1.6 SPOJEVI AROME SIRA 1Z MISINE

Aroma neke tvari je suma karakteristika osjecaja koje ta tvar izaziva u ustima, a
najviSe je percipiramo osjetilima mirisa i okusa. Spojevi koji su odgovorni za okus
uglavnom su nehlapljivi pri sobnoj temperaturi za razliku od spojeva odgovornih za
miris koji su hlapljivi. Aroma je jedna od glavnih senzorskih svojstva koja je primarna

za odabir, prihvatljivost i probavu hrane.®

Istrazivanje arome sira zapocelo je pocetkom 20. stoljeca, a znacajniji iskorak dostignut
je razvojem plinske kromatografije i masene spektrometrije. 1zolirano je vise stotina
razli¢itih spojeva okusa i mirisa sira. Okus sira koncentriran je u frakciji topljivoj u vodi
(peptidi, aminokiseline, organske kiseline, amini), dok je miris sira koncentriran u
hlapljivoj frakciji (organske kiseline, aldehidi, amini, esteri). Potvrdeno je da aromu sira
sac¢injava kombinacija raznih spojeva koji su nastali tijekom sazrijevanja sira. Veéina
sireva sadrzi iste ili sliéne spojeve, ali u razli¢itim koncentracijama, $to pak daje na

specifi¢nosti arome svake pojedine vrste sira.

Sir iz miSine, kao i svaki drugi sir koji sazrijeva u Zivotinjskoj kozi, odlikuje se
izrazenim okusom 1 pikantnom aromom. Te su karakteristike posljedica sloZenih
biokemijskih procesa (slika 5) koji prate zrenje sira u specificnom mediju — Zivotinjskoj
kozi, a prilikom kojih nastaju hlapljivi aromatski spojevi. Na okus i miris sireva koji

sazrijevaju u kozi, utjecaj mogu imati i postotak vode u siru, vrijednosti pH, vrsta
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mlijeka, udio soli i metoda soljenja, temperatura zrenja te aktivnost primarne i

sekundarne mikroflore sira.

Najzastupljenije isparljive komponente koje daju aromu ovim vrstama sireva jesu esteri,

alkoholi, kiseline, aldehidi, terpeni i ketoni. Aldehidi su prisutni u manjem broju buduci

da vec¢inom prelaze u odgovarajuce alkohole ili kiseline te na taj nacin utjeCu na

formiranje konac¢ne arome sira. Nasuprot tomu, zabiljezen je veéi sadrzaj estera i

terpena, posebice limonena koji daje citrusnu aromu siru. Od alkohola je najvise

zastupljen etanol koji ima ograni¢enu ulogu u stvaranju arome sira, ali sudjeluje u

sintezi etilnih estera. Uz njega se u siru iz misine &esto pojavljuje i 3-metilbutanol.**
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Slika 5. Biokemijski procesi koji imaju utjecaj na kona¢nu formaciju arome sira iz

misine!’

1.6.1 UTJECAJ PEPTIDA

Enzimska hidroliza proteina dovodi do formiranja peptida manjih molekulskih

masa, medu kojima, ve¢inom hidrofobni, daju gorak okus siru. U slu¢aju nepotpune

hidrolize peptida dolazi do njihovog nakupljanja i sir dobiva gorak okus. U stvaranju
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gorkih peptida vaznu ulogu imaju bakterije NSLAB, enzimi sirila i startera. Kod zrelih
sireva, odredena koli¢ina gorkih peptida moze biti pozeljna, medutim, povecanjem
koncentracije gorkih peptida iznad granice koja je dozvoljena, sir postaje gorak. Gorak
okus moze se pripisati i pogreSkama koje se dogadaju prilikom tehnoloskih procesa
proizvodnje. Dokazano je da se pogreska u okusu i mirisu sira moze sprijeciti dodatkom
bakterija vrste Lactobacillus helveticus koja onda poti¢e stvaranje veée koli¢ine

slobodnih masnih kiselina.

1.6.2 UTJECAJ AMINOKISELINA

Aminokiseline imaju vaznu ulogu kod formiranja arome sira buduc¢i da sluze kao
prekursori u formaciji drugih spojeva koji sudjeluju u konac¢noj formaciji okusa i mirisa
sira iz miSine. Razgradnjom aminokiselina u siru nastaju sljede¢i spojevi: alkoholi,
aldehidi, esteri, kiseline i sumporni spojevi, koji formiraju specifi¢ne arome. U proces
razgradnje uklju¢eni su enzimi koji potjeCu iz mlijeka, sirila i bakterija mlijecne
kiseline. Razlikujemo dva glavna puta razgradnje aminokiselina, pomocu

aminotransferaza i liaza, te rjede deaminaza ili dekarboksilaza.

U formiranju arome sira vazne su razgranate aminokiseline kao $to su valin (Val),
izoleucin (lle), leucin (Leu), potom aromatske aminokiseline triptofan (Trp), tirozin
(Tyr) i fenilalanin (Phe) te aminokiselina sa sumporovim atomom, cistin (Cys) i

metionin (Met).

Razgradnjom valina, izoleucina i leucina, nastaju izovalerijanska i izomasla¢na kiselina
(slatkog, gorkog, kiselog, trulog ili maslacnog okusa i mirisa), 2-metilbutan, 3-

metilbutan te 2-etilpropan s karakteristi¢cnom voénom ili alkoholnom aromom.

Iz aromatskih aminokiselina nastaju feniloctena kiselina, fenilacetaldehid, benzaldehid,
krezol, fenol i indol, koji daju cvjetni miris ili fenolni miris i vazne su komponente

mirisa u polutvrdih i tvrdih sireva.

Razgradnjom aminokiselina koje sadrze sumpor (metionin i cistin) nastaju sumporni
spojevi koji su zasluzni za stvaranje okusa i mirisa sira po kelju, jajima, bijelom luku
I krumpiru. Osjete se pri vrlo niskim koncentracijama pa su izrazito bitni u formaciji

arome sira.131’
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1.7 METODE IZOLACIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA

Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi jedna je od naj¢esce koriStenih metoda

za izolaciju hlapljivih spojeva arome sira.

1.7.1 MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (engl. headspace solid phase
microextraction, HS-SPME) je sorpcijska tehnika koja omoguéuje uzorkovanje,
ekstrakciju i koncentriranje hlapljivih spojeva u jednom koraku i bez upotrebe otapala.
Ova tehnika zahtijeva koristenje silikonskog vlakna (dugog 1 ili 2 cm) prekrivenog
filmom od polimera na kojeg se tijekom ekstrakcije adsorbiraju hlapljivi spojeva iz
uzoraka. U sastavu igle nalazi se vlakno koje je postavljeno na SPME drzacu. Vlakna
mogu biti razli¢itog sastava i polarnosti pa tip vlakna utjece na selektivnost ekstrakcije.
Nepolarna vlakna koriste se za ekstrakciju nepolarnih spojeva, a polarna za ekstrakciju

polarnih spojeva.

Y

SPME igla sa
polimernom
stacionarnom
fazom

Uzorak

s

civ [N N

Slika 6. Uredaj za HS-SPME®8
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Postupak rada je jednostavan (slika 6). Uzorak se stavlja u staklenu vijalicu, hermeticki
zatvori pomocu septe te zagrijava pri ¢emu se prostor iznad uzorka ispuni vr$nim
parama. Nakon tog se vlakno uvodi (izvlaci iz igle) u vrSne pare iznad uzorka pri ¢emu
dolazi do adsorpcije hlapljivih spojeva na vlakno. Nakon adsorpcije vlakno su uvlaci u

iglu i desorbira direktnim umetanjem u injektor plinskog kromatografa.

Metoda ima svojih prednosti, ali i nedostataka. Prednosti metode su $to se radi o brzoj i
jednostavnoj metodi koja ne koristi otapalo, a pokazala se uspjeSnom kod brze
usporedbe uzoraka ili identifikacije nezeljenih mirisa. Nedostatci metode su ovisnost
aromati¢nog profila skupljenih isparljivih spojeva o vrsti, debljini te duzini koristenog
vlakna kao i o temperaturi i vremenu uzorkovanja te ¢injenica da su neka vlakna ipak

diskriminirajuéa za polarne spojeve. 1618

1.8 IDENTIFIKACIJA IZOLIRANIH HLAPLJIVIH SPOJEVA

Analiza hlapljivih spojeva obuhvaca njihovu izolaciju iz uzorka, odjeljivanje iz
smjese i identifikaciju. Najces¢e koriSten sustav za odjeljivanje i identifikaciju
hlapljivih spojeva je vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-
MS).

1.8.1 VEZANI SUSTAV GC-MS

Plinska kromatografija-masena spektrometrija (engl. Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GS-MS) je instrumentalna metoda koja se koristi za analizu smjesa
isparljivih spojeva, uz primjenu minimalne koli¢ine uzorka. Ove dvije metode uspjesno
se nadopunjuju buduc¢i da plinska kromatografija sluzi za odjeljivanje i kvantizaciju

sastojaka smjese a spektrometrija masa za kvalitativnu analizu.
Osnovne komponente GC-MS uredaja (slika 7):

e boca s plinom nosiocem,
e injektor,

e pec s kromatografskom kolonom,
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e maseni detektor,

e racunalo.

i injektiranje
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Slika 7. Shema vezanog sustava GC-MS?8

Pojednostavljeni princip rada:

Uzorak se injektira u injektor plinskog kromatografa gdje se prevodi u plinovito stanje.
Plin nosioc potom nosi uzorak u kromatografsku kolonu gdje dolazi do odjeljivanja
sastojaka smjese hlapljivih spojeva. Odijeljeni sastojci odvode se u spektrometar masa
gdje se identifikacija nepoznatog spoja provodi usporedbom njegovog masenog spektra

sa masenim spektrima spojeva iz komercijalno dostupnih bilioteka.

2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1 SIR 1Z MISINE

U svrhu izrade ovog zavr$nog rada koriSteni su uzorci sira iz miSine pripravljenog

od kozjeg sira proizvedenog u sirani I-Pak u Pakovom selu 2021. godine.

2.2 APARATURA
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U svrhu izrade ovog zavr$nog rada upotrebljena je sljedeca aparatura:

e Tehnicka vaga Kern, model 572 (Njemacka)

e Aparatura za mikroekstrakciju vrSnih para na krutoj fazi sa SPME vlaknima:
sivo vlakno sa ovojnicom divinilbenzen/karboksen/polidimetil-siloksan,
proizvodaca Supelco Co. (SAD) te svijetlo-plavo vlakno sa ovojnicom
karboksen/polidimetil-siloksan, proizvodaca Agilent (SAD)

e Magnetska mijesalica, model MR Hei-Standard s termostatom i temperaturnom
probom, model EKT 3001 (Heidolph, Njemacka)

e \ezani sustav plinska kromatografija—spektrometrija masa, Agilent Technologies
(SAD): plinski kromatograf model 7820A i spektrometar masa model 5977E.

2.3 1IZOLACIJA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Hlapljivi spojevi sira iz misine izolirani su metodom mikroekstrakcije vr$nih para
na krutoj fazi (HS-SPME) koristenjem dvaju razli¢itih vlakana, sivog i svijetlo-plavog,
pri tri razlicite temperature (40, 50 1 60°C). Na taj je nacin dobiveno ukupno 6 uzoraka

koji su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa.

2.3.1 MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA KRUTOJ FAZI

Hlapljivi spojevi sira izolirani su metodom mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj
fazi (HS-SPME) koristenjem dvaju razliitih vlakana, sivog i svijetlo-plavog, pri tri
razlicite temperature (40, 50 i 60°C). Prije samog pocetka rada, vlakna su
kondicionirana u skladu sa uputama proizvodaca i to, sivo vlakno na temperaturi od
270°C 30 minuta te svijetlo-plavo vlakno na temperaturi od 300°C sat vremena. Po
zavrSetku kondicioniranja, vlakna su odmah koriStena za ekstrakciju vrSnih para

uzoraka.

Svih Sest uzoraka pripravljeno je na isti nacin, jedino se mijenjala temperatura pri kojoj

je radena mikroekstrakcija (slika 8). U staklene bocice (vialice) stavljeno je po 1g

15



kozjeg sira iz miSine te je vialica dobro zatvorena sa septom i postavljena u vodenu
kupelj na odredenu temperaturu — 40, 50 ili 60°C. U vodenoj kupelji koristena je
magnetska mijeSalica s termostatom za odrzavanje konstantne temperature. U prostoru
iznad uzoraka skupljaju se hlapljivi spojevi (vrSne pare), a nakon njihovog oslobadanja,
uvodi se SPME igla sa sivim ili svijetlo-plavim vlaknom u vialicu, prilikom cega se
izvla¢i vlakno i provodi ekstrakcija hlapljivin spojeva oko 40 minuta. Po zavrSetku
uzorkovanja, vlakno se uvlaéi u iglu i odmah postavlja u GC-MS injektor. U injektoru
se vlakno izvlaéi iz igle i vrsi toplinska desorpcija ekstrahiranih spojeva pri 250°C

izravno u GC kolonu u trajanju od 7 minuta.

Slika 8. Prikaz aparature i samog proces mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi pri
50°C

2.4 ANALIZA HLAPLJIVIH SPOJEVA

Analiza izoliranih hlapljivih spojeva provedena je vezanim sustavom plinska

kromatografija-spektrometrija masa (slika 9) pri ¢emu je koriSten plinski kromatograf
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proizvodaca Agilent Technologies (SAD), model 7820A, u kombinaciji s masenim
detektorom istog proizvodaca, model 5977E, spojenog na racunalo na kojem se

ocitavaju rezultati.

Slika 9. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa®

Analize su radene na koloni s nepolarnom stacionarnom fazom (HP-5MS),
proizvodaca  Agilent Technologies (kemijskog sastava: 5%  difenil-95%
dimetilpolisilksan, 30 m x 0,25 mm, debljina sloja stacionarne faze 0,25 pum). Plin
nositelj je helij (protok: 1 mL/min), temperatura injektora iznosila je 250 °C, omjer
cijepanja 50:1, temperatura detektora 280 °C, energija ionizacije 70 eV te temperatura
izvora ionizacije 230°C. Programom je odredena temperatura peci: zadrzavanje 2 min
izotermno na 70 °C, potom porast temperature od 70°C do 200°C brzinom od 3°Cmin

te zadrzavanje 2 min pri 200°C.

Za svaki analizirani uzorak dobiven je kromatogram ukupne ionske struje.
Pojedinacni pikovi na kromatogramu su identificirani usporedbom retencijskih vremena
(tr) s onima iz literature i dostupnim standardima, kao i usporedbom njihovih masenih
spektara sa masenim spektrima iz Wiley9 i NIST17 (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, SAD) baza podataka.
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3. REZULTATI

Hlapljivi spojevi sira iz miSine pripravljenog od kozjeg mlijeka izolirani su
mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj fazi koristenjem sivog i svjetlo-plavog vlakna
pri razli¢itim temperaturama ekstrakcije (40, 50 i 60°C). Postupak pripreme uzoraka
opisan je u prethodnim poglavljima. Za analizu hlapljivih spojeva koriSten je vezani
sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa sa HP-5MS kolonom. Dobiveni
rezultati su prikazani tabli¢no (Tablice 1.-6.), a identificirani spojevi poredani prema
redoslijedu eluiranja s kolone. Budu¢i da HP-5MS nije kiralna kolona, nisu odredeni
to¢ni izomeri kiralnih spojeva. U radu su prikazani kromatogrami ukupne ionske struje
(Slike 10.-15.) za uzorke hlapljivih spojeva. Maseni udio spojeva u uzorcima izrazen je
u postotcima i predstavlja udio povrsine pika odredenog spoja u ukupnoj povrSini
(povrsina svih pikova na kromatogramu). Identifikacija spojeva izvrsena je usporedbom
njihovih masenih spektara sa masenim spektrima iz biblioteka masenih spektara Wiley9
i NIST17.

Znacenje simbola u tablicama:

tr - vrijeme zadrzavanja izrazeno U minutama

18



Redni broj Spoj tr (min) | Udio(%)

1. | Etanol 141 8,66
2. | Octena Kiselina 1,55 8,20
3. | Butan-2-on 161 23,16
4. | Acetoin 2,03 0,86
5. | 3-Metilbutanol 217 2,28
6. | Butanska kiselina 246 6,20
7. | Etil-butanoat 273 1,66
8. | 3-Metilbutanska kiselina 3,13 1,39
9. | 3-Metilbutil-acetat 3,82 0,68
10. | Heksanska kiselina 6.23 11,38
11. | 2,2,4,6,6-Pentametilheptan 6,45 1,53
12. | Etil-heksanoat 6,67 12,24
13. | Oktanska kiselina 13,24 4,47
14. | Etil-oktanoat 13,96 4,84
15. | Etil-dekanoat 22.25 1,00
UKUPNO IDENTIFICIRANO 88,55

Tablica 1. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama sira (sivo vlakno,

40°C)
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Slika 10. Kromatogram ionske struje dobiven mikroekstrakcijom vrsnih para na krutoj

fazi (sivo vlakno, 40 °C)
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Redni broj Spoj tr (Min) | Udio(%)

1. | Etanol 1,41 9,95
2. | Octena kiselina 1,55 5,31
3. | Butan-2-on 161 26,78
4. | Acetoin 2,03 0,85
5. | 3-Metilbutanol 217 2,29
6. | Butanska kiselina 246 6,07
7. | Etil-butanoat 273 1,52
8. | 3-Metilbutanska kiselina 3,13 0,99
9. | Heksanska kiselina 6,23 14,89
10. | 2,2,4,6,6-Pentametilheptan 6.45 1,13
11. | Etil-heksanoat 6,67 10,74
12. | Oktanska kiselina 13,24 7,41
13. | Etil-oktanoat 13,96 7,27
14. | Etil-dekanoat 22.25 1,48
UKUPNO IDENTIFICIRANO 96,68

Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama sira (sivo vlakno,

50°C)
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Slika 11. Kromatogram ionske struje dobiven mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj

fazi (sivo vlakno, 50 °C)
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Redni broj Spoj tr (min) | Udio(%)

1. | Etanol 141 6,59
2. | Octena Kiselina 1,55 5,48
3. | Butan-2-on 161 23,20
4. | Acetoin 2,03 0,23
5. | 3-Metilbutanol 217 1,78
6. | Butanska kiselina 246 51
7. | Etil-butanoat 273 1,47
8. | 3-Metilbutanska Kiselina 3,13 0,82
9. | Heksanska kiselina 6,23 14,12
10. | 2,2,4,6,6-Pentametilheptan 6.45 1,13
11. | Etil-Heksanoat 6,67 11,56
12. | 2-Feniletanol 10,67 0,85
13. | Oktanska kiselina 13,24 10,45
14. | Etil-oktanoat 13,96 9,26
15. | 2-feniletil-etanoat 16,44 0,81
16. | Dekanska kiselina 21,25 1,59
17. | Etil-dekanoat 22,25 2,42
UKUPNO IDENTIFICIRANO 96,86

Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama sira (sivo vlakno,

60 °C)
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Slika 12. Kromatogram ionske struje dobiven mikroekstrakcijom vrsnih para na krutoj

fazi (sivo vlakno, 60 °C)
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Redni broj Spoj tr (min) | Udio(%)

1. | Etanol 141 9,15
2. | Octena Kiselina 1,55 23,36
3. | Butan-2-on 161 29,40
4. | Acetoin 2,03 1,03
5. | 3-Metilbutanol 217 2,18
6. | Butanska kiselina 246 7,80
7. | Etil-butanoat 273 4,14
8. | 3-Metilbutanska Kiselina 3,13 0,52
9. | 3-Metilbutil-acetat 3,82 0,75
10. | Heksanska kiselina 6.23 5,39
11. | 2,2,4,6,6-Pentametilheptan 6,45 2,08
12. | Etil-heksanoat 6,67 9,10
13. | Oktanska kiselina 13,24 1,28
14. | Etil-oktanoat 13,96 2,63
UKUPNO IDENTIFICIRANO 98,81

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama sira (svijetlo-plavo

vlakno, 40 °C)
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Slika 13. Kromatogram ionske struje dobiven mikroekstrakcijom vrsnih para na krutoj

fazi (svijetlo-plavo vlakno, 40 °C)
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Redni broj Spoj tr (min) | Udio(%)

1. | Etanol 141 7,07
2. | Octena Kiselina 1,55 26,05
3. | Butan-2-on 161 19,13
4. | Acetoin 2,03 1,58
5. | 3-Metilbutanol 217 1,73
6. | Butanska kiselina 246 6,68
7. | Butan-2,3-diol 260 2,8
8. | Etil-butanoat 2,73 2,85
9. | 3-Metilbutanska kiselina 3,13 0,64
10. | 3-Metilbutil-acetat 3,82 0,50
11. | Heksanska kiselina 6,23 9,14
12.1'2,2,4,6,6-Pentametilheptan 6,45 121
13. | Etil-heksanoat 6,67 941
14. | Oktanska kiselina 13,24 3,38
15| Etil-oktanoat 13,96 3,34
16. | Etil-dekanoat 22,25 0,99
UKUPNO IDENTIFICIRANO 96,50

Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama sira (svijetlo-plavo

vlakno, 50 °C)

27




Relatrom
mntenzitet
4200000
4000000
3800000
3600000
3400000
3200000
3000000
2800000
2800000
2400000
2200000
2000000
1éooD000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
§00000
400000
200000
0
Viijeme
(min)

§.00 10.0015,0020,0025.00300035.0040,0045,0050,0055.0080.00

Slika 14. Kromatogram ionske struje dobiven mikroekstrakcijom vrsnih para na krutoj

fazi (svijetlo-plavo vlakno, 50 °C)
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Redni broj Spoj tr (min) | Udio(%)

1. | Etanol 141 4,68
2. | Octena Kiselina 1,55 12,21
3. | Butan-2-on 161 23,31
4. | Acetoin 2,03 0,50
5. | 3-Metilbutanol 217 1,24
6. | Butanska kiselina 246 10,43
7. | Etil-butanoat 273 2,64
8. | 3-Metilbutanska Kiselina 3,13 0,71
9. | 3-Metilbutil-acetat 3,82 0,49
10. | Heksanska kiselina 6,23 14,23
11. 2,2,4,6,6-Pentametilheptan 6,45 0,83
12. | Etil-heksanoat 6,67 11,05
13. | 2-feniletanol 10,67 0,96
14. | Oktanska kiselina 13,24 7,69
15| Etil-oktanoat 13,96 505
16. | 2-Feniletil-etanoat 16,44 0,49
17. | Dekanska kiselina 21,25 1,02
18. | Etil-dekanoat 22,25 0,99
UKUPNO IDENTIFICIRANO 98,52

Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama sira (svijetlo-plavo
vlakno, 60 °C)
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Slika 15. Kromatogram ionske struje dobiven mikroekstrakcijom vrsnih para na krutoj

fazi (svijetlo-plavo vlakno, 60 °C)
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4. RASPRAVA

Sir iz miSine tradicionalni je hrvatski sir koji se proizvodi na obiteljskim
poljoprivrednim gospodarstvima (OPG), u novije vrijeme i u obrtnickim objektima,
Sireg podrudja Sibenskog zaleda. Priprema se ponajvise od ovéjeg mlijeka, a zatim i od
kozjeg te kravljeg mlijeka ili pak njihove mjeSavine, bez dodavanja komercijalne
mljekarske kulture, uz dodatak industrijskog sirila. Specificnost ovog sira, po kojoj je i
dobio ime, je anaerobno zrenje u janjecoj kozi (misini) ¢ime se postizu organolepticka

svojstva sira kao §to su okus, miris, aroma i konzistencija.?

Kod formiranja arome sira presudnu ulogu ima zrenje. Na pocetku zrenja sirevi se
odlikuju blagim 1 neutralnim, naj¢e$¢e slicnim, organoleptickim svojstvima dok se
karakteristi¢ni mirisi 1 okusi razvijaju upravo tijekom zrenja kada dolazi do slozenih
mikrobioloskih, biokemijskih i kemijskih procesa. Biokemijske promjene koje nastaju
dijele se na primarne (proteoliza, lipoliza i metabolizam rezidualne laktoze) i
sekundarne promjene (metabolizam masnih kiselina i aminokiselina). Intenzivni
proteoliticki i lipoliticki procesi tijekom zrenja zasluzni su za karakteristican miris i
pikantan okus, a prirodno prisutne plijesni unutar koze pridonose u formiranju arome.?
Aminokiseline su glavni prekursori za formiranje spojeva arome sira i to aminokiseline
sa razgranatim lancem: valin, izoleucin i leucin, aromatske aminokiseline: triptofan,
tirozin i fenilalanin te aminokiseline koje sadrze sumpor: cistin i metionin. Zbog toga je
vazna njihova koli¢ina i vrsta u siru te enzimi koji ih razgraduju. Aminokiselinskom
razgradnjom u siru nastaju spojevi kao Sto su alkoholi, aldehidi, esteri, kiseline i
sumporni spojevi koji su pak odgovorni za formiranje specificnih aroma u raznih

sireva.l®

Cilj ovog rada bio je izolirati 1 identificirati hlapljive spojeve arome sira iz miSine
pripravljenog od kozjeg mlijeka. Hlapljivi spojevi sira izolirani su mikroekstrakcijom
vr$nih para na Krutoj fazi koriStenjem sivog i svijetlo-plavog vlakna pri tri razlicite
temperature (40, 50 i 60 °C). Na taj nacin dobiveno je ukupno Sest uzoraka koji su

analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa.
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VRSNE PARE EKSTRAHIRANE KORISTENJEM SIVOG VLAKNA

Kemijski sastav i udio sastojaka u vrSnim parama kozjeg sira iz miSine izoliran
koriStenjem sivog vlakna pri temperaturama 40, 50 1 60 °C prikazan je u tablicama 1-3.
Identificirano je 17 spojeva, od ¢ega je ukupno 6 kiselina, 6 estera, 3 alkohola, 2 ketona
1 1 ugljikohidrat. Usporedbom rezultata uocljivo je da se kemijski sastav uzoraka
hlapljivih spojeva ne razlikuje bitno s obzirom na temperaturu izolacije. Uzorci sadrze
uglavnom iste spojeve uz odredene varijacije u koncentraciji, osim nekoliko iznimki -
pa je tako dekanska kiselina (1,59%) identificirana samo pri temperaturi ekstrakcije 60
°C, esteri 3-metilbutil-acetat (0,68%) pri 40 °C, 2-fenil-etanoat (0,81%) pri 60 °C a
alkohol 2-feniletanol (0,85%) samo pri 60 °C.

Na svim temperaturama ekstrakcije su pronadene kiseline: heksanska (11,38-
14,89%), oktanska (4,47-10,45%), octena (5,31-8,20%), butanska (5,10-6,20%) i 3-
metilbutanska kiselina (0,99-1,39%); esteri: etil-heksanoat (10,74-12,24%), etil-
oktanoat (4,84-9,26%), etil-dekanoat (1-2,42%) i etil-butanoat (1,47-1,66%); alkoholi:
etanol (6,59-9,95%) i 3-metil-butanol (1,78-2,29%), ketoni: butan-2-on (23,16-26,78%)
i acetoin (0,23-0,83%) te ugljikohidrat 2,2,4,6,6-pentametilheptan (1,13-1,53%).

VRSNE PARE EKSTRAHIRANE KORISTENJEM SVIJETLO-
PLAVOG VLAKNA

Kemijski sastav 1 udio sastojaka u vrSnim parama kozjeg sira iz miSine izoliran
koritenjem svijetlo-plavog vlakna pri razli¢itim temperaturama (40, 50 i 60 °C)
prikazan je u tablicama 4-6. Na ovaj nacin identificirano je ukupno 18 spojeva, od ¢ega
je 5 kiselina, 6 estera, 4 alkohola, 2 ketona i 1 ugljikohidrat. Kao i kod sivog, i kod
koristenja svijetlo-plavog vlakna kemijski sastav uzoraka hlapljivih spojeva se ne
razlikuje bitno s obzirom na temperaturu izolacije. Iznimke su alkoholi butan-2,3-diol
(2,8%) pronaden samo na temperaturi ekstrakcije 50 °C i 2-feniletanol (0,96%)
pronaden na 60 °C te ester etil-dekanoat (0,99%) pronaden pri temperaturama

ekstrakcije 501 60 °C .
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Ostale spojeve, identificirane na svim temperaturama ekstrakcije, ¢ine kiseline:
octena (12,21-26,05%), heksanska (5,39-14,23%), butanska (6,68-10,43%), oktanska
(1,28-7,69%), i 3-metilbutanska (0,52-0,71%); esteri: etil-heksanoat (9,10-11,05%), etil-
oktanoat (2,63-5,05%), etil-butanoat (2,64-4,14%) i 3-metilbutil-acetat (0,49-0,75%);
alkoholi: etanol (4,68-9,15%) i 3-metil-butanol (1,73-2,18%), ketoni: butan-2-on
(19,13-29,40%) i acetoin (0,50-1,58%) te ugljikohidrat 2,2,4,6,6-pentametilheptan
(0,83-2,08%).

Iz analize uzoraka vidljivo je da su u svim uzorcima, bez obzira na vrstu vlakna,
prisutne slijedece klase spojeva: kiseline,esteri, ketoni i alkoholi. Prisustvo kiselina nije
neobi¢no jer su one vazni i dominantni spojevi u mnogim sirevima. Vecina kiselina u
sirevima nastaje kao rezultat lipolize mlijecne masti ili fermentacijom laktoze i mlijecne
kiseline. Slobodne masne kiseline, posebice masne kiseline kratkog i srednjeg lanca,
izravno pridonose okusu sira.!® Nadalje, karboksilne kiseline nisu samo komponente
arome kao takve, ve¢ mogu biti i prekursori novih spojeva arome, kao §to su metil-

ketoni, alkoholi, laktoni, aldehidi i esteri.?°

Esteri su uobicajeni hlapljivi spojevi u sirevima. Smatra se da u niskim
koncentracijama daju slatke, voéne (osobito etilni esteri) i cvjetne note a u visokim
koncentracijama note kvasca. Zbog svoje visoke hlapljivosti na sobnoj temperaturi
izravno pridonose aromi sira. Osim toga, esteri mogu doprinijeti aromi sira smanjujuci
gor¢inu amina i o$trinu masnih kiselina. Mogu nastati kroz dvije enzimske reakcije,

reakciju esterifikacije i alkoholize.

Alkoholi se smatraju vaznim hlapljivim spojevima koji siru mogu dati alkoholnu,
vinsku, slatku, voénu i o$tru notu.?’ Ketoni obi¢no nastaju enzimskom oksidacijom
masnih kiselina u g-keto kiseline, a zatim njihovom dekarboksilacijom u metil-ketone.
Zbog svoje jedinstvene arome 1 niskog praga percepcije mogu znacajno doprinijeti

aromi sira.??

Jedan od najceS¢ih ugljikovodika pronadenih u sirevima koji dozrijevaju u
zivotinjskoj kozi, 2.,2,4,6,6-pentametilheptan?, jedini je ugljikovodik identificiran u
ovom radu. Vec¢ina ugljikovodika ne pridonosi aromi sira zbog svojih visokih vrijednosti

praga percepcije.

33



5. ZAKLJUCAK

Cilj rada bio je izolirati i identificirati hlapljive spojeve arome sira iz miSine

pripravljenog od kozjeg mlijeka. Hlapljivi spojevi sira izolirani su mikroekstrakcijom

vr$nih para na krutoj fazi koriStenjem sivog i svijetlo-plavog vlakna pri tri razlicite

temperature (40, 50 i 60 °C). Na taj na¢in dobiveno je ukupno Sest uzoraka koji su

analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa. Usporedbom

dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

U svim uzorcima, bez obzira na vrstu vlakna i temperaturu ekstrakcije, su
prisutne slijedece klase spojeva: kiseline,esteri, ketoni i alkoholi, s tim da su

karboksilne kiseline bile najzastupljenije u svim uzorcima.

Rezultati su pokazali da promjena temperature ekstrakcije nije znacajnije
utjecala na kemijski sastav uzoraka hlapljivih spojeva. Uzorci,osim nekoliko
iznimki, sadrze uglavnom iste spojeve uz odredene manje varijacije u

koncentraciji.

U uzorcima vrSnih para izoliranih koriStenjem sivog vlakna su, bez obzira na
temperaturu ekstrakcije, identificirane kiseline: heksanska (11,38-14,89%),
oktanska (4,47-10,45%), octena (5,31-8,20%), butanska (5,10-6,20%) i 3-
metilbutanska kiselina (0,99-1,39%); esteri: etil-heksanoat (10,74-12,24%),
etil-oktanoat (4,84-9,26%), etil-dekanoat (1-2,42%) i etil-butanoat (1,47-
1,66%); alkoholi: etanol (6,59-9,95%) i 3-metil-butanol (1,78-2,29%),
ketoni: butan-2-on (23,16-26,78%) i acetoin (0,23-0,83%) te ugljikohidrat
2,2,4,6,6-pentametilheptan (1,13-1,53%).

U uzorcima vr$nih para izoliranih koristenjem svjetlo-plavog vlakna su, bez
obzira na temperaturu ekstrakcije, identificirane kiseline: octena (12,21-
26,05%), heksanska (5,39-14,23%), butanska (6,68-10,43%), oktanska
(1,28-7,69%), i 3-metilbutanska (0,52-0,71%); esteri: etil-heksanoat (9,10-
11,05%), etil-oktanoat (2,63-5,05%), etil-butanoat (2,64-4,14%) i 3-
metilbutil-acetat (0,49-0,75%); alkoholi: etanol (4,68-9,15%) i 3-metil-
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butanol (1,73-2,18%), ketoni: butan-2-on (19,13-29,40%) i acetoin (0,50-
1,58%) te ugljikohidrat 2,2,4,6,6-pentametilheptan (0,83-2,08%).

e S obzirom da su koriStenjem mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi
izolirane klase spojeva koje se smatraju odgovornima za formiranje arome
sira, mozemo potvrditi da je koriStena metoda prikladna za izolaciju

hlapljivih spojeva arome kozjeg sira iz miSine.

6.POPIS KRATICA | SIMBOLA

NSLAB - nestarterske bakterije mlijecne kulture (eng. Non-Starter Lactic Acid

Bacteria)

HS-SPME — mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (engl. headspace solid phase

microextraction)

GC-MS - plinska kromatografija-spektrometrija masa (engl. Gas Chromatography-
Mass Spectrometry)

NIST17 — Nacionalni Institut za standarde i tehnologiju (eng. National Institute of

Standards and Technology)

Val — valin
Ille —izoleucin
Leu — leucin

Trp — triptofan
Tyr —tirozin

Phe — fenilalanin
Cys - cistein

Met - metionin
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