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Glavni predmet raziskave je bil Nanoski sir (trdi tip sira), katerega prireja mleka in izdelava sta
omejeni na dolodeno geografsko obmogje. Studija zajema proucevanje razliénih dejavnikov, ki
vplivajo na oblikovanje in vrednotenje arome Nano$kega sira. Poleg sezone smo se osredotocili $e na
as zorenja ter na nekatere druge pogoje zorenja (temperatura, lokacija zorenja). Naloga zajema tudi
analizo aromatskih profilov krme in mleka z namenom vrednotenja moznega vpliva krme in mleka na
konéno aromo sira. Za dolo¢anje profila hlapnih organskih spojin (HOS) v siru, mleku in krmi smo
uporabili plinsko kromatografijo z masnhim spektrometrom, za ekstrakcijo pa mikroekstrakcijo na
trdnem nosilcu (angl. Solid Phase Microextraction — SPME). Vzorci krme in mleka so se glede na
sezono razlikovali tako po prisotnosti kot tudi po vsebnosti HOS. Znotraj aromatskega profila
Nanoskega sira so bila opazna sezonsko pogojena nihanja. Za nekatere v siru identificirane HOS, Ki
so imele vecje vsebnosti v doloceni sezoni smo ugotovili tudi moZne povezave s krmo in/ali mlekom
iz iste sezone (ocetna kislina, 3-metil butanojska kislina, heksanojska kislina, etil ester heksanojske
kisline, etil ester ocetne kisline, etil ester dekanojske kisline, 2-butanon, pinan, a-pinen, sabinen,
limonen, p-cimen, B-kariofilen, toluen). Med HOS z najvecjo vsebnostjo v Nanoskem siru spadajo 2-
heptanon, 2-nonanon, butanojska kislina in etil ester butanojske kisline. Glede na to, da Nanoskemu
siru pripisujejo blago oreskasto aromo, smo v Nanoskem siru tudi identificirali nekatere HOS, ki jih
povezujejo z aromo po oreskih in mandljih. Med temi HOS bi navedli benzaldehid, etil ester ocetne
kisline in toluen. Ugotovili smo, da so se vsebnosti dolo¢enih HOS med zorenjem spreminjale
(narascale, padale, variirale). Vsebnost vecine HOS se je povecevala z zorenjem (Se posebej
mascobnih kislin in estrov). Vendar pa smo za nekatere HOS ugotovili padajoci trend. Verjetno, ker
so te komponente (2,3- butandion/diacetil, 3-hidroksi-2-butanone/acetoin) prekurzorji za druge HOS.
V siru namre¢ med zorenjem potekajo Stevilne biokemijske spremembe. Rezultati manjsih dodatnih
poskusov iz zadnjega dela naloge nakazujejo, da se aromatski profil sira glede na razli¢no lokacijo ni
razlikoval. Poleg tega je bilo ugotovljeno, da je visja temperatura zorenja prispevala k ve&ji vsebnosti
dolo¢enih HOS ter da je vecja koli¢ina dodanih starterskih kultur prispevala k ve¢ji vsebnosti HOS.
Sir, ki je zorel na tropinah, pa je imel ve¢jo vsebnost estrov, kar bi lahko povezali s sadno noto. Nasa
$tudija je pomemben prispevek na podro¢ju kombinacije instrumentalnega in senzoriénega doloc¢anja
arome sirov, s posebnim poudarkom na tradicionalnih sirih. To je prva Studija, ki se ukvarja z
oblikovanjem in vrednotenjem arome izbranega slovenskega sira, spremljanega med zorenjem glede
na razli¢no sezono, ter hkrati tudi vkljuéuje povezave z aromatskimi profili krme in mleka z istega
obmocja kot izvira sir.
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The main object of our study was Nanos cheese (a hard type of cheese), whose milk production and
manufacture are limited to a specific geographic area. The study includes examination of various
factors in the development and evaluation of Nanos cheese flavour. Apart from the variations
influenced by the season in which the cheese was produced focus of our investigation was also the
effect of the ripening time as well as some other ripening conditions (e.g. temperature, ripening
location). The study also includes an analysis of the aromatic profiles of cattle fodder and milk with
the purpose of evaluating the possible impact of fodder and milk on the final flavour of the cheese.
For the determination of the profile of volatile organic compounds (VOCs) in cheese, milk and cattle
fodder the SPME-GC-MS was used. Depending on the season, samples of fodder and milk, were
different in both, presence as well as the content of some VOCs. Within the aromatic profile of Nanos
cheese seasonal variations were found. For some VOCs of one season identified in Nanos cheese
some possible connections with the fodder and / or milk from the same season were found (acetic
acid, 3-methyl butanoic acid, hexanoic acid, hexanoic acid ethyl ester, acetic acid ethyl ester,
decanoic acid ethyl ester, 2-butanone, pinan, a-pinene, sabine, limonene, p-cymene, -caryophyllene,
toluene). Among VOCs identified in Nanos cheese with the maximum content are 2-heptanone, 2-
nonanone, butanoic acid and ethyl ester butanoic acid. With regard to the fact that Nanos cheese has a
nutty flavour, unsurprisingly some VOCs, namely benzaldehyde, acetic acid ethyl ester and toluene
associated with the aroma of nuts and almonds, were also identified. Furthermore, we found that the
trends of certain VOCs changed during ripening (increased, decreased, varied). Most VOCs’ content
increased (especially fatty acids and esters), however, a downward trend of some VOCs was also
found. The reason for this could be that these components (2,3 butanedion / diacetyl, 3-hydroxy-2-
butanone / acetoin) are precursors for other VOCs. In fact, many biochemical changes occur in
cheese during ripening process. The results of some minor additional experiments from the last part
of the study show that variation in location did not affect the aromatic profile of the cheese. In
addition, it was found that a temperature increase at the time of ripening contributed to increased
content of certain VOCs. Furthermore, a greater amount of added starter cultures also contributed to
increased VOCs' content. Cheese ripened in grape skins had a higher content of esters, which could
be associated with a fruity cheese flavour. We consider our study as an important contribution in the
field of combining instrumental and sensory analysis in determination of cheese flavour, with a
particular emphasis on traditional cheeses. To our knowledge this is the first study which deals with
the formation and evaluation of flavour during maturing process of a traditional Slovenian cheese
with protected designation of origin, the effect of season on this as well as including in the study how
this is linked to the aromatic profiles of fodder and milk from the area of the Nanos cheese
production.
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1 UVvOD

1.1 UTEMELITEV PREDLAGANE RAZISKAVE

Mlecni izdelki so pomembna skupina zivil, med katerimi zavzemajo siri posebno mesto.
Trend uzivanja sirov v zadnjih letih mo¢no narasca, s ¢imer se povecuje tudi njihova
proizvodnja. Ob tem je potrebno nenehno zagotavljanje kakovosti in ustreznih lastnosti
izdelka. Eden pomembnejsih kriterijev za dolo¢anje kakovosti in tipi¢nih lastnosti sirov
je zagotovo aroma (Stefanon in Procida, 2004; Amenu in Deeth, 2007), Se posebej
tradicionalnih, ki imajo edinstveno aromo zaradi lokalnih znacilnosti specificnega
obmocja izdelave (Carpino in sod., 2004).

S senzori¢nega vidika je aroma sira skupek zaznav, ki jih ljudje zaznamo ob zauZzivanju
in so lahko prijetne, manj prijetne, tipicne ali nespecifi¢ne. S kemijskega vidika pa je
aroma kompleks hlapnih in nehlapnih snovi (Delgado in sod., 2010). Hlapne organske
snovi (HOS), ki dajejo hrani specificen vonj (Charve, 2011), so lahko izrazito specifi¢ne
in omogoc¢ajo nedvoumno razlikovanje mle¢nih izdelkov (Perotti in sod., 2009).

Ceprav je analiza HOS v zivilski industriji, vkljuéno z mlekarsko, ena izmed najbolj
uporabljanih inStrumentalnih metod dolo¢anja doloCenih parametrov kakovosti zivil
(Milosavljevi¢ in sod., 2012), pa je klasi¢na senzori¢na analiza pri tem Se vedno
nenadomestljiva, saj spada h kriterijem, ki pomembno vplivajo na potro$nikovo izbiro
posameznega zivila (Perotti in sod., 2009). Instrumentalna analiza dolo¢anja arome
lahko pomembno dopolni senzoricno analizo, saj na objektiven nacin nudi nekaksSen
prstni odtis arome specifi¢nega izdelka. Kromatografska analiza je ena pomembnejsih
in§trumentalnih metod dolocanja senzori¢ne kakovosti zivil (Abilleira in sod., 2010b), s
pomocjo katere razreSujemo aromatske profile oz. aromagrame.

Analiticna metoda za doloc¢anje profila HOS v siru pogosto vklju¢uje plinsko
kromatografijo z masnim spektrometrom (Verzera in sod., 2004), vendar potrebuje
ustrezno ekstrakcijo oziroma predkoncentracijo vzorca. Kljub temu da obstaja veliko
tehnik za analizo spojin v plinski fazi, je vendarle nekako najbolj uveljavljena
ekstrakcijska tehnika, tako imenovana mikroekstrakcija na trdnem nosilcu (angl. Solid
Phase Microextraction - SPME), ki so jo ze uspe$no vkljuéili v analize arome sira (Chin
in sod., 1996; Delgado in sod., 2010; Milosavljevi¢ in sod., 2012). Njena glavna
prednost je odsotnost uporabe organskih topil. Poleg tega je tehnika hitra, enostavna,
specifi¢na in obcutljiva. Pri tej tehniki se na vecslojno vlakno adsorbirajo HOS (Charve,
2011).

Danes tako poznamo najrazlicnejSe vrste sirov, ki se med seboj razlikujejo po aromi.
Poleg lokalnih klimatskih in geoloskih pogojev vpliva na oblikovanje arome sira tudi
sam tehnoloski postopek izdelave. Tako so razlike med vrstami sirov dobrodosle, ker
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nudijo pestrost izbire. Ista vrsta sira mora dosegati neko standardno kakovost, ki vrsto
definira in jo naredi specifi¢no. Kontrola posameznih tehnoloskih korakov in vplivov
nudi jasnejsi vpogled v tiste faze proizvodnje sira, ki so klju¢ne za njegovo koncno
kakovost in aromo.

Na koli¢ino in raznolikost prisotnih HOS v siru vplivajo Stevilni parametri, kot so
prehrana zivali, pogoji zorenja, tehnoloSki proces izdelave, indogena mikrobiota
surovega mleka, vrsta mleka (ov¢je, kozje, kravje), sirisce, sezona, okolje (Centeno in
sod., 2004; Stefanon in Procida, 2004; Gioacchini in sod., 2010), aktivnost encimov ter
dodatek starterske kulture (SK) (Ozcan in Kurdal, 2012).

Literaturni podatki navajajo, da so posamezni avtorji ze dolocali HOS v geografsko
zasCitenih sirih in drugih zanimivih sirih (Correa Lelles Nogueira in sod., 2005; Cornu
in sod., 2009; Gioacchini in sod., 2010). Ceprav so v sirih identificirali ve¢ kot 600
HQOS, je zanimivo, da k oblikovanju konéne arome sira dejansko prispevajo le nekatere
od teh (Curioni in Bosset, 2002). Rezultati so pokazali, da lahko dolo¢eno noto arome v
siru povezemo z dolo¢enimi hlapnimi snovmi (Lawlor in sod., 2002).

Modelni sir nase raziskave je bil Nanoski sir, trdi tip sira, katerega prireja mleka in
izdelava sira sta omejeni na specificno geografsko obmocje. Lokalne znacilnosti, ki
prispevajo k oblikovanju specifi¢nih lastnosti Nanoskega sira, so splet vseh tistih
dejavnikov, ki vplivajo na proizvodnjo krme, na surovo mleko, ki je surovina za
izdelavo Nanoskega sira in je prirejeno na natan¢no doloenem obmocju ter na samo
tehnologijo izdelave sira. Za dolocitev in poenotenje vseh parametrov proizvodnje ter
konéne kakovosti Nanoskega sira je leta 2003 Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in
prehrano izdalo Pravilnik o oznacbi geografskega porekla Nanoski sir, s katerim se za
Nanoski sir dolo¢a nacin pridelave, predelave in priprave za trg ter definira obmocje
pridelave in oznacbo geografskega porekla. Sir, ki zadosti kriterijem iz specifikacije za
Nanoski sir, je upravicen do oznake geografskega porekla ter zagotavlja potroSniku
pristen in kakovosten izdelek.

Vedno ve¢ slovenskih Zivilskih izdelkov se poteguje za pridobitev oznacbe posebni
kmetijski pridelki oziroma Zivila. IzkuSnje drugih drZav tudi kaZejo, da so ekonomske
koristi zascite veCje kot dodatni stroski, ki nastanejo ob vklju¢evanju posameznih
proizvodov v sheme kakovosti (Jeri¢ in sod., 2007). Nanoski sir nosi znak zas$¢iteno
geografsko poreklo in ima stevilne nagrade, ki potrjujejo njegovo kakovost. Zas¢iteno
geografsko poreklo dokazuje znacilnosti in kakovost kmetijskega pridelka in je najvi§ja
raven zaSCite tradicionalnih Zivil. Te so izklju¢no ali bistveno posledica geografskega
okolja ter njegovih naravnih in ¢loveskih dejavnikov. V Sloveniji je le nekaj sirov, ki
imajo ta znak. Poleg tega je Nanoski sir prvi slovenski sir, ki je prejel oznako zivilo z
oznacbo porekla na obmocju celotne Evropske unije (DOOR, 2014).
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Kompleksna $tudija, ki bi vkljucevala proucevanje razli¢nih dejavnikov, kot so krma za
krave, sezona izdelave sira, Cas zorenja ter nekateri izbrani parametri med zorenjem
(temperatura, lokacija zorenja, koli¢ina SK) na oblikovanje in vrednotenje arome sirov
v slovenskem prostoru, $e ni bila opravljena. Zato bi rezultati nase naloge pripomogli h
kontroli kakovosti tudi drugih geografsko zascitenih sirov, za katere so nujne dodatne
raziskave. Poleg tega bodo rezultati pripomogli k ve¢ji prepoznavnosti Samega
Nanoskega sira kot specifi¢nega in edinstvenega izdelka ter objektivni oceni njegove
kakovosti, prepoznavnosti in avtenti¢nosti.

1.2 NAMEN DELA

Namen naloge je bil identificirati HOS, ki dolo¢ajo aromatski profil konzumno zrelega
Nanoskega sira in prispevajo k oblikovanju njegove arome, njihove vrednosti pa smo
primerjali tudi v odvisnosti od sezone izdelave sira. Razvijanje aromatskega profila smo
pri Nanoskem siru spremljali tudi med zorenjem ter ob spreminjanju nekaterih pogojev
zorenja (temperatura, koli¢ina SK, lokacija zorenja). Navedeni pogoji so doloceni s
specifikacijo. V manjSih dodatnih poskusih Smo jih spremenili, ker smo Zeleli preveriti,
kako ti vplivajo na spremembe aromatskega profila Nanoskega sira. V nalogo sta bili
vkljuceni tudi kemijska analiza ter analiza aromatskih profilov krme in mleka z
namenom vrednotenja moznega vpliva krme in mleka na kon¢no aromo sira.

S pomocjo literaturnih podatkov smo ovrednotili, katere HOS, ki smo jih identificirali v
Nanoskem siru, lahko prispevajo k oblikovanju arome in tako poskusali ugotoviti zvezo
med posamezno HOS in aromo. Podatke smo obdelali tudi z razli¢nimi statisti¢énimi
pristopi univariatne in multivariatne analize ter predstavili najpomembnej$e rezultate
opisne statistike.

Vpliv pomembnega tehnoloskega postopka, zorenja, kakor tudi vpliv sezone izdelave
sira in prehrane zivali na oblikovanje aromatskega profila sira predstavljajo temeljno
raziskavo, ki je potrebna za razumevanje kljuénih dejavnikov v proizvodnji sira,
vrednotenje dobljenih rezultatov pa nudi smernice za nadaljnje izboljSave tehnoloskih
postopkov izdelave sirov. NanoSkemu siru kot predstavniku slovenskih sirov z
zasCitenim geografskim poreklom bo raziskava pomenila nadgradnjo in tisto dodano
vrednost, ki jo danes kot potrosniki iS¢emo pri visokokakovostnih izdelkih.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Na oblikovanje znacilne arome NanoSkega sira vplivajo Stevilni dejavniki med njimi
sezona izdelave, Cas zorenja, razli¢ni pogoji zorenja (okolje, temperatura). Glede na to
pri¢akujemo, da:
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— bo Nanoski sir vseboval dolo¢ene HOS, ki se bodo po vsebnosti in/ali prisotnosti
razlikovale od HOS drugih sirov in ki bodo znacilno prispevale k oblikovanju
arome Nanoskega sira;

— bodo znotraj aromatskega profila Nanoskega sira opazna sezonsko pogojena
nihanja, saj je v poletnem casu prisotna tudi pasa;

— se bodo vsebnosti dolo¢enih HOS med zorenjem spreminjale;

— bodo razlini pogoji zorenja vplivali na oblikovanje aromatskega profila
Nanoskega sira.



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

2 PREGLED OBJAV

2.1 NANOSKI SIR

Nanoski sir je dobil ime po planoti Nanos, ki se dviga nad Vipavsko dolino na njeni SV
potekata prireja mleka in proizvodnja Nanoskega sira. Zacetki sirarstva na nanoski
planoti segajo v 16. stoletje, Nanoski sir pa se po veljavni specifikaciji izdeluje od leta
1986. Tradicija izdelave sira ter specificna sestava tal in geo-klimatski pogoji so
oblikovali Nanoski sir, kakrSnega poznamo danes (Nanoski sir GI1Z, 2013).

Nanoski sir je bil v preteklosti ze predmet nekaterih raziskav. Rondi¢ (1996) je
ugotovila, da je povrSinska mikrobiota Nanoskega sira zelo pestra ter potrdila prisotnost
kvasovk, ki jih sicer najdemo na grozdju, kar sovpada z dejstvom, da poteka
proizvodnja Nanoskega sira v vinorodnem okolisu. Mohar Lorbeg (2008) je proucevala
fenotipsko in genotipsko raznolikost enterokokov iz tradicionalnih slovenskih sirov,
med katere spada seveda tudi Nanoski sir. Tompa (2005) pa je v svoji Studiji v
tradicionalnih slovenskih sirih potrdil prisotnost nekaterih terpenov, ki izvirajo iz krme.

Nanoski sir je trdi sir za rezanje v obliki hlebca premera 32—34 cm, visine 7-12 cm, teze
8-11 kg. Po zorenju mora sir vsebovati najmanj 60 % suhe snovi ter najmanj 45 %
mascobe v suhi snovi. Skorja sira je rumena z odtenkom opecnato rdece do rjave barve,
ponekod so lahko vidne sledi plesni kot posledica klasicnega zorenja. Skorja je gladka,
suha, brez razpok in poSkodb. Oblika hlebca je rahlo zaobljena. Na prerezu je sir
intenzivno rumene barve, testo je elasti¢no, gibko, prozno, gladko in ¢vrsto, v testu so
lahko redko posejana drobna do srednje velika oCesa nepravilnih oblik. Vonj sira je Cist,
malo intenziven, okus pa rahlo pikanten, prijetno slan in intenziven (Nanoski sir GIZ,
2013). Poleg tega Rondi¢ (1996) v svoji Studiji trdi, da sta vonj in okus sladka in
spominjata na okus orehov.

Lokalne znacilnosti, ki oblikujejo specifi¢ne lastnosti Nanoskega sira, so skupek vseh
dejavnikov, ki vplivajo na proizvodnjo krme, na surovo mleko, prirejeno na obmocju
izdelave Nanoskega sira ter na sam tehnoloski postopek izdelave sira. lzdelava
Nanoskega sira je kontrolirana od zacetne do kon¢ne faze — od prehrane krav do
kon¢nega izdelka. Vse stopnje proizvodnje NanoSkega sira morajo potekati na
zaSCitenem obmocju (Nanoski sir GIZ, 2013), saj nosi oznako zas¢iteno geografsko
poreklo ter oznacbo porekla v EU.

2.1.1 Definicija geografskega obmocja

Prireja mleka, namenjenega za predelavo v Nanoski sir, poteka znotraj geografskega
obmocja, ki je omejeno na kraSko obmocje z Vipavsko dolino, Trnovsko planoto in
okolico Krasa ter Postojnske kotline. Znotraj geografskega obmocja za prirejo mleka se
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nahaja omejeno geografsko obmocje proizvodnje Nanoskega sira (predelava mleka v
Nanoski sir), ki poteka v zgornjem delu vinorodnega okolisa Vipavske doline na
obmocju doline reke Mocilnik od Lozic do Vipave in doline reke Vipave od Vipave do
Ajdovscine. Proizvodnja NanoSkega sira mora biti locirana na nadmorski visini do 500
m, do katere na geografskem obmocju uspeva tudi vinska trta. Vpliv mikrobiote
vinorodnega obmocja pa je najmocneje izrazen med zorenjem Nanoskega sira (Nanoski
sir Gl1Z, 2013).

2.1.2 TehnoloSki postopek izdelave Nanoskega sira

Tehnoloski postopek izdelave Nanoskega sira lahko, podobno kot je to navedeno v
specifikaciji (Nanoski sir GIZ, 2013), opiSemo Vv 10-ih korakih (Slika 1).

PRIREJA MLEKA (korak 1)

Mleko za Nanoski sir mora biti prirejeno na kmetijah znotraj definiranega geografskega
obmocja, vsaj 80 % mleka pa mora biti od krav rjave pasme. Rjava pasma goveda je s
svojimi lastnostmi najbolje prilagojena za izkoriSanje naravnih pogojev za prirejo
mleka za Nanoski sir na tem obmocju. Najpomembnejse prednosti te pasme pa so dobro
izkoriS¢anje velikih koli¢in voluminozne krme za prirejo kakovostnega mleka za
Nanoski sir, odpornost in krepkost, v primerjavi z nekaterimi drugimi mle¢nimi
pasmami pa je za mleko krav rjave pasme znacilna visja vsebnost beljakovin in mascob
(Nanoski sir GIZ, 2013). Poleg tega ima veéjo frekvenco alela B za «k-kazein v
primerjavi z drugimi mle¢nimi pasmami, na primer s ¢rno-belo pasmo, ki se
najpogosteje uporablja za prirejo mleka. Genotip k-kazeina (BB) pa je najboljsa
varianta z vidika izplena sira, krajSega Casa koagulacije in CvrstejSega koaguluma
(Poto¢nik in sod., 2013).

Krave smejo biti krmljene z voluminozno krmo z geografskega obmocja. V obroku
morajo dobiti najmanj 75 % suhe snovi obroka iz osnovne voluminozne krme, ki je
lahko travna pasa in razli¢ne stopnje suSene trave od silaze do sena, silaza vseh Zitaric in
koruze, silaza sudanske trave in krmnega sirka. V primeru pomanjkanja osnovne
voluminozne krme na geografskem obmoc¢ju zaradi naravnih nesre¢ se lahko poveca
delez moc¢nih krmil s 25 % obroka na 35 % obroka (Nanoski sir GIZ, 2013).

LOCENO ZBIRANIJE IN PREDELAVA SUROVEGA MLEKA (korak 2)
Za vsako serijo sira se mora zbrati mleko vsaj dveh molz. Ce je za serijo namenjeno

mleko vecjega Stevila molz, med prvo molzo in toplotno obdelavo mleka ne sme preteci
vec kot 72 ur.
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TOPLOTNA OBDELAVA (korak 3)

Toplotna obdelava mleka poteka na nizki temperaturi in sicer se surovo mleko toplotno
obdela s segrevanjem na temperaturo od 63 °C do 69 °C (Nanoski sir GIZ, 2013) 40
sekund (Rondi¢, 1996).

OBDELAVA MLEKA PRED SIRJENJEM (korak 4)

Pred sirjenjem se mleku uravna temperaturo na 32 °C do 34 °C. Ko je temperatura
stabilna, se mu med mesanjem doda SK, ki vsebuje mlec¢nokislinski bakteriji (MKB)
Streptococcus thermophilus (Str. thermophilus) in Lactobacillus helveticus (Lb.
helveticus), v tej fazi pa se mleku lahko doda tudi encimski preparat lizocim. Nato se
mleko v sirarskem kotlu mesa toliko Casa, da se SK in encimski preparat dobro raztopita
in enakomerno porazdelita po celotni koli¢ini mleka. MeSanje prekinemo, ko na
povrsini mleka ni ve¢ vidnih neraztopljenih zrn SK.

SIRJENJE MLEKA IN OBLIKOVANJE SIRNEGA ZRNA (korak 5)

Mleko se siri z dodatkom mikrobioloskega sirisca, ki je 100 % himozin. Koli¢ina
dodanega siris¢a je odvisna od lastnosti mleka, temperature sirjenja in moci sirisca.
Raztopino siris¢a se vlije v mleko v sirarskem kotlu in dobro premeSa. MeSanje se
prekine in poc¢aka, da mleko koagulira priblizno. Cas koagulacije traja 30-40 minut.
Optimalno ¢vrstost koaguluma ugotavljamo z roko. Ko se koagulum med prsti
Skoljkasto lomi, ga za¢nemo takoj obdelovati.

Obdelava koaguluma je namenjena izdelavi sirnega zrna, izvedemo pa jo v fazah
predsirjenja in dosirjenja. V fazi predsirjenja gre za rezanje koaguluma in drobljenje, v
fazi dosirjenja pa za dogrevanje in susenje sirnega zrna pri 45-50 °C. Sirno zrno sus$imo
pri temperaturi dogrevanja do ustrezne suhosti 0z. »klenosti«. Klenost sirnega zrna
preverimo s svaljkom sirnine, ki se mora zlepiti, z drgnjenjem med dlanmi pa ponovno
razpasti na posamezna zrna.

OBLIKOVANJE SIRA (korak 6)

Kleno sirno zrno lo¢imo od sirotke in oblikujemo sirno pogaco. Ko je pogaca dovolj
suha, da jo lahko reZemo, jo razdelimo na tako velike kose, da jih lahko zlozimo v
okrogla oblikovala premera 35 cm in viSine 15 cm.

STISKANJE IN ZORENJE SVEZEGA SIRA (korak 7)

Svezi sir v oblikovalih obtezimo in stiskamo toliko ¢asa, da je sir ob koncu te stopnje
dovolj suh, da ima trdno obliko in gladko povrSino. Med stiskanjem sir veckrat
obrnemo. Fermentacijo sira spremljamo z merjenjem vrednosti pH sira in jo prekinemo,
ko je pH 5,4-5,0.
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SOLJENJE (korak 8)

Po koncani fermentaciji vsak hlebec sira na eni strani oznacimo s Stevilko serije —
Sarzno Stevilko (datum in mesec). Oznacene hlebce zlozimo v slanico tako, da je na
vseh hlebcih oznacba serije na isti strani. Za soljenje lahko uporabljamo slanico,
pripravljeno iz morske soli v koncentraciji 18-24 %, s temperaturo od 11 °C do 18 °C in
vrednostjo pH od 4,9 do 5,4. Hlebce solimo 3 dni, med soljenjem jih dnevno obrnemo,
da se enakomerno presolijo.

ZORENJE (korak 9)

Zorenje mora potekati v zgornjem delu vinorodnega okolisa Vipavske doline v zorilnici,
ki je locirana na nadmorski viSini do 500 m. Po tridnevnem soljenju se hlebce sira
vzame iz slanice in zloZi na odcejalne deske, da se osus$ijo na povrsini. Ko je povrSina
sira dovolj suha, se sir prelozi na lesene deske in odpelje v zorilnico s klimatskimi
pogoji od 80 % do 90 % relativne vlaznosti zraka in temperaturi od 9 °C do 15 °C.
Nanoski sir zori najmanj 60 dni oziroma dokler v siru ni dosezena najmanj 60 % suha
snov in najmanj 45 % mascobe Vv suhi snovi. Prvih 14 dni zorenja se sir brise in obraca
vsake tri dni. Po tem Casu se sir obrne vsaj enkrat tedensko, obriSe se ga po potrebi z
namenom, da se plesen na povrsini prevec ne razrase.

SELEKCIJA SIRA, SENZORICNO OCENJEVANJE SIRA, KEMIJSKE ANALIZE
IN OZNACEVANIE (korak 10)

Ko so dosezeni minimalni kemijski parametri glede procenta suhe snovi in mascobe v
suhi snovi, se opravi selekcija hlebcev glede na njihov zunanji izgled. Izlo¢i se vse
hlebce sira, ki ne ustrezajo normativu. Od hlebcev sira, ki ustrezajo specifikaciji glede
viSine, se vzame enega, ki se ga opere in pripravi za senzori¢no ocenjevanje. Sir
senzorino ocenjuje najmanj tri€lanska komisija. Vsak ocenjevalec oceni sir
individualno, posamezni rezultati se obdelajo in izracuna se povpre¢na ocena, ki velja
za posamezno Sserijo.

Po poteku minimalnega roka zorenja se vzorec sira posamezne proizvodne serije
analizira na vsebnost suhe snovi in masc¢obe v suhi snovi. Po dosegu min. suhe snovi in
mascobe v suhi snovi lahko sir $e nadalje zorimo na enakih pogojih, lahko ga operemo
in skladis¢imo na nekoliko niZji temperaturi, kjer poc¢aka do prodaje. Siri, ki ustrezajo
kriterijem za oznacitev z znakom Nanoski sir, se pred prodajo ali razrezom Zigosajo z
znakom ZdruZenja proizvajalcev Nanoskega sira, Ki je prikazan z narciso in napisom
»Nanoski sir«. Znak se vtisne na povrSino hlebca sira tako, da je po razrezu na
posameznem izseku del znaka. Vsak kos predpakiranega sira mora biti oznacen tudi z
oznako serije. NanoSki sir se oznaci tudi s pripadajo¢im znakom Skupnosti ter
nacionalnim simbolom kakovosti.
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Glavne znacdilnosti posamezne stopnje

- Prireja mleka na geografskem obmocju
- Min. 80 % mleka krav rjave pasme

- Hranjenje zivine z naravnimi krmili

- Upostevanje sanitarnih predpisov

- Loceno zbiranje in predelava surovega mleka za Nanoski sir

- Toplotna obdelava na nizki temperaturi pasterizacije
od 63 °C do 69 °C - termizacija

- Dodajanje starterske kulture in lizocima
- Mesanje mleka

- Sirjenje mleka
- Oblikovanje sirnega zrna

- Oblikovanje sira
- Razrez in oblikovanje sira

- Stiskanje in oblikovanje svezega sira
- Zorenje in mikrobioloska fermentacija

- Oznacevanje sira
- Soljenje sira 3 dni in vsakodnevno obracanje

- Susenje
- Najmanj 60 dnevno zorenje
- Ro¢na nega sira

- Selekcija sira glede na zunanji izgled kolutov
- Senzori¢na analiza

- Kemicna analiza

- Oznacevanje

»
-
S
=
E.
=

Slika 1: Diagram poteka izdelave Nanoskega sira (Nanoski sir GIZ, 2013: 7)
Figure 1: Flowchart of Nanos cheese production (Nanoski sir GIZ, 2013: 7)
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2.2 DOLOCANJE AROME SIRA

Aroma sira je skupek zaznav, ki jih ljudje zaznamo ob uzivanju sira in so lahko prijetne,
manj prijetne, tipi¢ne ali nespecificne (Charve, 2011). Ob zauzitju hrane privede
interakcija okusa, vonja in teksture do skupnega obcutka, ki ima v anglesCini izraz
»flavour«. Prijeten vonj v¢asih oznaCujemo z besedo aroma. Sicer izraz aroma obsega
skupen obcutek za okus in vonj, ki ga zaznamo nazalno in retronazalno (Belitz in sod.,
2009). Razlike v definiranju zaznavanja okusa in arome niso povsem jasne. Ponekod se
tudi izraze za aromo, okus in »flavour« (interakcija okusa, vonja in teksture) uporablja
kot sopomenke (Alewijn, 2006). Aromati¢ne snovi so HOS, Ki jih zaznamo z receptorji
za vonj (Belitz in sod., 2009), vendar le nekatere HOS prispevajo h kon¢ni aromi sira
(Curioni in Bosset, 2002).

Receptorji za vonj se nahajajo v olfaktornem tkivu v nosni votlini. Aromati¢ne snovi
dosezejo te receptorje, ko se sprostijo skozi nos (ortonozalna detekcija) ali preko grla,
ko se sprostijo po zZvecenju (retronazalna detekcija). Poleg tega lahko HOS pridejo do
olfaktornih receptorjev preko krvi, in sicer difundirajo iz kapilar v nosni votlini (Belitz
in sod., 2009). Kon¢na aroma sira je odvisna od koncentracije in deleza hlapnih in
nehlapnih aromati¢nih snovi, ki so prisotne v siru (Poveda in sod., 2008). Pri konéni
aromi je poleg koncentracije posamezne snovi pomemben Se vzdraznostni prag
posamezne spojine oziroma snovi. Vzdraznostni prag je najnizja koncentracija snovi, ko
Se zaznamo njen vonj (Belitz in sod., 2009). Konéno tipi¢no aromo dolocenega sira
oblikujejo Stevilne komponente, ki morajo biti prisotne v doloceni koncentraciji in
ustreznem ravnotezju (Collins in sod., 2003).

HOS, ki so sestavni del arome, dajejo siru specifi¢en vonj (Charve, 2011), poleg tega pa
omogocajo nedvoumno razlikovanje mle¢nih izdelkov. Kromatografska analiza hlapnih
snovi je ena pomembnejsih metod dolocanja kakovosti hrane (Abilleira in sod., 2010a).
S pomocjo instrumentalne analize razreSujemo aromatske profile oziroma aromagrame.
Senzori¢na analiza je pri dolocanju kakovosti izdelka nenadomestljiva in nam omogoca
odli¢no dopolnjevanje instrumentalne analize. Pomembna je tudi zato, ker spada h
Kriterijem, ki vplivajo na potro$nikovo izbiro (Perotti in sod., 2009).

Dolocanje arome, ki temelji na kemijski analizi, je bilo vedno v interesu tako
raziskovalcev kot proizvajalcev hrane, saj bi lahko sluzilo kot alternativa ali dopolnilo
senzori¢nega ocenjevanja. Ve€ina HOS je v siru prisotna v sledovih, zato je potrebno te
snovi najprej izolirati in koncentrirati z eno izmed ekstrakcijskih tehnik. Temu nato
sledi identifikacija HOS (Gioacchini in sod., 2010).

Analiza nekaterih aromati¢nih snovi je odvisna od metode ekstrakcije, zato je
pomembno, katero ekstrakcijsko tehniko uporabimo, da zajamemo kar najbolj
reprezentativno mesSanico aromati¢nih komponent sira. Vsaka ekstrakcijska tehnika ima
prednosti in slabosti (Curioni in Bosset, 2002). Analiza aromati¢nih snovi po klasi¢nih
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metodah vkljucuje koncentracijsko-ekstrakcijske tehnike, kot so vakuumska destilacija,
ekstrakcija tekoce-tekocCe ter v zadnjem casu tudi tehniko »izpihni in ujemi« (angl.
Purge and Trap; PT). V nasprotju z nastetimi tehnikami je trdno-fazna mikroekstrakcija
oziroma ekstrakcija na mikrovlaknih (angl. Solid Phase Microextraction, SPME)
poceni, enostavna in hitra metoda brez uporabe topil (Frank in sod., 2004). Tehniko
SPME je vpeljal Pawliszyn v 90. letih prejSnjega stoletja (1990), v raziskave HOS na
podro¢ju sirov pa Chin in sod. (1996). Ta tehnika vkljucuje absorpcijo analitov na
posebno vlakno, ki vsebuje razli¢ne stacionarne faze oz. vrste nanosa na vlakno
(Tompa, 2005; Panseri in sod., 2009). Sicer je tehnika SPME manj obcutljiva v
primerjavi s tehniko PT, vendar so vlakna bolj ucinkovita za ekstrakcijo medija, ki ima
vi§je vrelis¢e. Tehniko SPME namre¢ lahko uporabimo pri vi§jih temperaturah, kar je
boljse za ekstrakcijo visoko hlapnih snovi (Gioacchini in sod., 2010). Tompa in sod
(2013) v svoji Studiji izpostavijo tudi negativne strani SPME. Mote¢i dejavnik pri
SPME je tekmovanje posameznih hlapnih spojin iz vzorca za vezavo na prosta aktivna
mesta na vlaknu, saj imajo prednost tiste spojine z visjo afiniteto. Slabost te metode se
izkazejo predvsem pri vzpostavljanju ravnotezja med analitom oziroma HOS in
polimerno plastjo SPME vlakna, kjer je koli¢ina vezanega analita (npr. dolocena HOS)
odvisna od njegove relativne afinitete do vlakna. Tako je dobljen rezultat ocena realne
koncentracije.

SPME se uporablja za koncentracijo hlapnih snovi pri analizah, kjer uporabljajo plinsko
kromatografijo ter plinsko kromatografijo v kombinaciji z olfaktometrijo (Frank in sod.,
2004). Plinska kromatografija z masnim spektrometrom (GC-MS) je uporabna metoda
za identificiranje in kvantificiranje izoliranih aromati¢nih snovi, vendar ne doloca, ali je
posamezna snov aromaticno aktivna. Zato uporabljajo tudi plinsko kromatografijo v
kombinaciji z olfaktometrijo (GC-O). Pri tej tehniki uporabljajo nos kot detektor za
dolo¢anje aromati¢ne aktivnosti spojine. Nos je namrec zelo obcutljiv detektor, saj
zazna do 10™*° molov dolo&enega vonja (Curioni in Bosset, 2002).

2.3 HLAPNE ORGANSKE SPOJINE V SIRU PO FUNKCIONALNIH SKUPINAH

HOS v siru lahko razdelimo v razlicne kemijske skupine: mascobne kisline (MK),
ketone, alkohole, estre in aldehide. Poleg omenjenih skupin, ki imajo obi¢ajno po ve¢
predstavnikov, pripadajo HOS se drugim skupinam (Curioni in Bosset, 2002). Nekateri
omenjajo Se ogljikovodike (Fernandez-Garcia, 2002a; Gioacchini in sod., 2010),
laktone, furane, N-vsebujoce snovi, pirazine, terpene, S-vsebujoce snovi in fenole
(Curioni in Bosset, 2002). Razen terpenov smo te komponente zdruzili v skupino ostale
HOS, saj smo v Nanoskem siru identificirali le nekaj predstavnikov iz teh ostalih
skupin.

MK so lahko Ze same aromati¢no aktivne, poleg tega pa so tudi prekurzorji za Stevilne
druge aromaticne snovi. Med njimi so pomembni metil-ketoni, iz katerih lahko
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nastanejo sekundarni alkoholi (Curioni in Bosset, 2002). Med zorenjem sira nastanejo
estri z esterifikacijo kratkih in srednje-veriznih MK ter primarnih in sekundarnih
alkoholov (Gioacchini in sod., 2010). MK so prekurzorji tudi za nekatere aldehide.
Poleg tega so v siru prisotni tudi aldehidi, ki izvirajo iz aminokislin (AK). Za terpene je
dokazano, da se v sir prenesejo iz krme (Curioni in Bosset, 2002).

2.3.1 Maséobne kisline

Mlecna mascoba, ki je sestavljena iz razli¢nih mas¢obnih kislin (MK) (Collins in sod.,
2003), pomembno vpliva na razvoj arome v siru (McSweeney in Sousa, 2000). Na
mle¢no mas¢obo vplivata tudi obdobje laktacije in prehrana (Urbach, 1990), zato sta
njena vsebnost in sestava variabilni. Kratko- in srednjeverizne MK (C4-Cyo in Cyg) Se
sintetizirajo v mle¢ni Zlezi iz acetata in B-hidroksibutirata, ki nastaneta zaradi aktivnosti
vampnih bakterij. Predvsem dolgoverizne MK se lahko prenesejo iz krme v mlecno
Zlezo (Zhang in sod., 2011).

Vsebnost mle¢ne mascobe je pomemben parameter pri analizi profila MK (Perotti in
sod., 2009). MK so vezane v trigliceride, ki so estri glicerola in treh MK. Poleg vezanih
MK so v mleku tudi proste MK, ki lahko nastanejo v procesu lipolize trigliceridov
(Collins in sod., 2004). Med MK je priblizno 70 % nasi¢enih ter 30 % nenasi¢enih MK
(Lindmark Mansson, 2008). Choisy (2000b) pa $e navaja, da je od vseh MK 65 %
nasi¢enih MK s 4:0 do 20:0. V mle¢ni masc¢obi prezvekovalcev so identificirali kar 437
razli¢nih MK (Collins in sod., 2003), prevladujejo pa MK z 2 do 20 C-atomi (Alewijn,
2006). Med MK po vsebnosti prevladujejo butanojska, heksanojska, oktanojska,
dekanojska, = dodekanojska, tetradekanojska,  cis-9-oktadecenojska,  cis-9,12-
oktadekadienojska in 9,12,15-oktadekatrienojska kislina, med njimi pa je najveé
heksadekanojske (palmitinska) in oktadekanojske (oleinska) kisline, ki predstavljata kar
25 % 0z. 27 % vseh lipidov (Collins in sod., 2003).

Proste MK so v sirth pomembna skupina aromati¢nih snovi. Poleg tega so MK tudi
prekurzorji za druge HOS kot so metil ketoni, alkoholi, aldehidi, laktoni in estri
(Curioni and Bosset, 2002). Na vsebnost prostih MK v sirih vplivajo tudi drugi
tehnoloski dejavniki, kot je na primer izdelava sira iz surovega mleka ter vrsta
uporabljenega siris¢a (Abilleira in sod., 2010Db).

Med zorenjem sira nastajajo proste MK, ki so v glavnem rezultat treh razli¢nih
biokemijskih poti in sicer lipolize, proteolize in fermentacije laktoze (Curioni and
Bosset, 2002). Najve¢ prostih MK nastane pri lipolizi (Delgado in sod., 2011) mle¢ne
mascobe (Verzera in sod., 2010). Krajse proste MK lahko nastanejo tudi pri oksidaciji
ketonov, estrov in aldehidov (Molimard in Spinnler, 1996). Prosta butanojska kislina
lahko nastane na razli¢ne nacine, saj lahko izvira iz mascobe (lipoliza), beljakovin ali iz
ogljikovodikov (fermentacija laktata) (Alewijn, 2006). Poleg butanojske nastanejo pri
lipolizi Se pentanojska, heksanojska, heptanojska, oktanojska, nonanojska, dekanojska
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in undekanojska. Ocetna in propanojska kislina nastaneta v metabolizmu laktata kot
posledica delovanja mikroorganizmov (Delgado in sod., 2011). V fermentaciji laktata
ali mle¢ne kisline, odvisno od vrste mikroorganizmov, lahko poleg butanojske nastane
Se mravljin¢na kislina (metanojska kislina) (Choisy in sod., 2000b), 2-metil in 3-metil
butanojska Kislina pa nastaneta iz prostinh AK (Delgado in sod., 2011).

Nekatere proste MK so lahko posledica delovanja razliénih mikroorganizmov (MKB,
plesni). MKB, ki jih dodamo kot SK imajo v primerjavi s plesnimi veliko slabso
sposobnost razgradnje mascobe, saj so slabi lipoliti (Curioni in Bosset, 2002). Plesni
razgrajujejo trigliceride, iz katerih se sprostijo predvsem MK, ki imajo med 4 in 20 C-
atomi. Choisy in sod. (2000b) pa navajajo, da samo proste MK s 6 ali ve¢ C-atomi
izvirajo iz lipolize.

Dolgoverizne MK (z ve¢ kot 12 C-atomi) ne vplivajo toliko na aromo, saj imajo zelo
visok prag zaznave. V nasprotju z njimi imajo kratkoverizne MK (C4-Cj2) precej nizji
prag zaznave in tako lahko pomembno oblikujejo konéno aromo v siru. H
kratkoveriznim MK, ki znacilno vplivajo na aromo sira, spadajo pentanojska
(valeri¢na), heksanojska (kapronska), dekanojska (kaprinska), dodekanojska (lavrinska)
ter oktanojska (kaprilna) kislina. Slednja $e posebej oblikuje znacilno aromo po kozah v
kozjem siru (Curioni in Bosset, 2002).

Predvsem razvejane MK so $e posebej pomembne za aromo v kozjih in ov¢jih sirih, kot
na primer 2-metil in 3-metil-butanojska kislina (izovaleri¢na), za kateri je znaéilna
sadna nota (Sympoura in sod., 2009) oziroma nota po siru (Frank in sod., 2004). Za
aromo pri kozjem siru naj bi bili odgovorni tudi 4-metil oktanojska ter 4-etil oktanojska
kislina (Morgan in Gaborit, 2001).

2.3.2 Ketoni

Pri vecini mle¢nih izdelkov so ketoni pomembna skupina HOS, ki oblikujejo konéno
aromo (Curioni in Bosset, 2002). Pri sirih bi lahko predstavnike te skupine razdelili v
podskupine, in sicer na diketone (npr. diacetil), nenasicene ketone (npr. 8-nonen-2-on)
ter metil ketone (2-heptanon) (Alewijn, 2006). Za ketone (Se posebej za podskupino
metil ketonov) je znacilno, da imajo poseben vonj ter nizek vzdraznostni prag. Njihova
nota naj bi bila sadna, cvetna in hkrati zatohla. Pripisujejo jim tudi noto po zelis¢ih
(Curioni in Bosset, 2002).

Metil ketoni lahko nastanejo v encimatsko katalizirani oksidaciji prostih MK (Slika 6)
(McSweeney in Sousa, 2000). Slednje se najprej oksidirajo preko B-ketoacil koencima-
A (Schulz, 1991) do PB-ketokislin (McSweeney in Sousa, 2000). V B-oksidaciji se
skrajSa veriga za acilni ostanek (Alewijn, 2006). Sledi dekarboksilacija, kjer se odcepi
en C-atom (McSweeney in Sousa, 2000). Iz nasi¢ene MK (C;,) nastane metil keton
(C2n1) (Choisy in sod., 2000b). Kon¢na koncentracija metil ketonov je odvisna od
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lipolize (Fox in sod., 2000) oziroma od intracelularnih prostih MK. Metil ketoni naj bi
nastali tudi v neencimatski poti (npr. zaradi segrevanja), vendar je bolj poznana
encimatska pot nastanka ketonov (Alewijn, 2006).

Na nastanek metil ketonov lahko vplivamo tudi z dodatkom nekaterih SK, ki vsebujejo
plesni, saj imajo plesni, v primerjavi z MKB, precej bolj izrazeno lipoliti¢no aktivnost.
Ugotovili so, da lahko, tako spore plesni kakor tudi vegetativni micelij, producirajo
metil ketone (Collins in sod., 2003).

Visoka vsebnost metil ketonov je navadno znacilna za sire s plesnijo ter vecino trdih
tipov sirov (Verzera in sod., 2004). Plesni iz rodu Penicillium predstavljajo 60-80 %
vseh plesni, ki so prisotne na povrsini trdih sirov (Rondi¢, 1996). Prav za ta rod plesni
navajajo, da prispeva k nastanku metil ketonov. Ostali ketoni nastanejo med zorenjem iz
citrata, proteinov ali pa so bili Ze prisotni v samem mleku (Alewijn, 2006).

Na kon¢ni profil ketonov vplivajo razli¢ni dejavniki, kot so koncentracija razli¢cnih MK,
potek lipolize, lastnosti mle¢ne mascobe (Choisy in sod., 2000b), temperatura, pH,
fiziolosko stanje plesni in prisotnost spor (Fox in sod., 2000).

2.3.3 Alkoholi

V siru prisotni alkoholi nastanejo v razlicnih biokemijskih poteh in sicer pri
metabolizmu laktoze (Curioni in Bosset, 2002), fermentaciji citrata (Bugaud in sod.,
2001), redukciji metil ketonov (Curioni in Bosset, 2002), redukciji aldehidov (Alewijn,
2006) ter razgradnji linolne in linolenske kisline (Curioni in Bosset, 2002).

Etanol je eden izmed produktov metabolizma laktoze (McSweeney, 2004; Cakmakci in
sod., 2012). Nastane lahko tudi pri fermentaciji citrata (Bugaud in sod., 2001) ali
katabolizmu AK (McSweeney, 2004; Cakmakci in sod., 2012).

Pri redukciji metil ketonov (npr. 2-heptanon) nastanejo ustrezni sekundarni alkoholi
(npr. 2-heptanol) (Delgado in sod., 2011), ki imajo podobno aromati¢no noto kot
njihovi prekurzorji metil ketoni (Urbach, 1997). Na tak na¢in naj bi nastali alkoholi z
ve¢ kot 4-C atomi, medtem ko kratkoverizni alkoholi nastanejo pri fermentaciji citrata
(Bugaud in sod., 2001). Redukcija metil ketonov do alkoholov se odvija zaradi
aktivnosti Stevilni heterofermentativnih laktobacilov in vrst iz rodu Leuconostoc
(Maconi in Aragozzini, 1989), poleg tega naj bi potekala s pomocjo encima
dehidrogenaze (Delgado in sod., 2011).

Primarni alkoholi nastanejo z redukcijo aldehidov (Abilleira in sod., 2010b). Delgado in
sod. (2011) se navajajo, da so razvejeni primarni alkoholi rezultat redukcije aldehidov,
Ki nastanejo iz leucina.
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2.3.4 Estri

Frank in sod. (2004) so iz sira izolirali 35 estrov, ki so v sirih pogoste HOS, medtem ko
sta McSweeney in Sousa (2000) v ementalskem siru identificirala kar 40 razli¢nih
estrov. Vecinoma so estri sestavljeni iz prevladujocih alkoholov (metanol, etanol) ter
srednje in dolgoveriznih MK (Alewijn, 2006). Prisotni so Ze v samem mleku, saj
nastanejo v mle¢ni Zlezi (Toso in sod., 2002).

Estri nastajajo tudi med zorenjem sira in sicer z esterifikacijo kratkih in srednjeveriznih
MK ter primarnih in sekundarnih alkoholov (Gioacchini in sod., 2010). Proces je
reverzibilen (Alewijn, 2006). Najpogosteje dostopen alkohol, udeleZen v esterifikaciji,
je etanol.

Tioestri, analogi estrov, nastanejo v reakciji prostih MK s sulfhidrilno skupino, obi¢ajno
gre za metanetiol (McSweeney, 2004). Liu in sod. (2004) dodajajo, da estri oziroma
njihove transformacije nastanejo poleg esterifikacije prostih MK z alkoholi $e po drugih
poteh in sicer z alkoholizo estrov (zamenjava alkoholnega dela z drugim alkoholom), z
acidolizo (prenos OH skupine estra na drugo prosto MK) ter s transesterifikacijo (Slika
2). Vse to poteka poleg drugih encimov tudi s pomocjo lipaz. Poleg tega nastanejo
nekateri estri (npr. etil-3-metilbutanoat) v metabolizmu AK oziroma pretvorbi AK kot
so metionin, fenilalanin, treonin ter razvejene AK (Smit in sod., 2005).

O o}

esterifikacija R14< + Ry—/OH ——» R14< - H,O
OH O—R2
0] )
alkoholiza R.]A{ + R3—OH ———» R14< + Ry—OH
O_R2 O_R3
(0] O O O
acidoliza R14< + Rj </ » Ry </ + R14<
0—R, OH 0—R, OH
0] 0] ) (0]
transesterifikacija R14< + RB% —_— R14< + RB%
O—R2 O_R4 O_R4 O_R2

Slika 2: Nastanek estrov in njihove spremembe (Alewijn, 2006: 27 )
Figure 2: Mechanisms for ester formation and modification (Alewijn, 2006: 27)

V sintezo estrov naj bi bile vkljuene esteraze, ki so prisotne v Stevilnih
mikroorganizmih, npr. kvasovkah in bakterijah (laktokoki, laktobacili, mikrokoki,

15



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

korineformne bakterije, enterokoki) (Choisy in sod., 2000a). Najvecjo sposobnost
tvorbe estrov imajo med mikroorganizmi kvasovke (Gioacchini in sod., 2010), ki imajo
na primer pri trdih sirih velik pomen predvsem na zaetku zorenja (Rondi¢, 1996).
Rondiceva (1996) je tudi ugotovila, da se je Stevilo kvasovk na povrSini NanoSkega sira
med zorenjem povecevalo. Alewijn (2006) pa trdi, da naj bi imele bakterijske esteraze
glavno vlogo pri tvorbi in hidrolizi estrov. Encimatska aktivnost MKB, ki povzroci
nastanek estrov, je zelo razlicna. Manjsa koli¢ina estrov lahko nastane tudi po
neencimski poti.

Za nastanek estrov je pomembna ustrezna vodna aktivnost, ki naj bi bila med 0,70 in
0,90. Poleg vodne aktivnosti vplivajo na nastanek estrov Se vrednost pH, prisotnost
alkoholov, encimov in prekurzorjev (kislin) (Alewijn, 2006). Predvsem etanol naj bi bil
limitirajo¢i reaktant pri esterifikaciji (McSweeney, 2004).

Med zorenjem naras¢a S$tevilo mikroorganizmov in njihovih encimov, ki imajo
pomembno vlogo pri nastanku estrov. Poleg tega naj bi bilo ve¢ estrov v sirih iz
surovega mleka kot pa v sirih iz pasteriziranega mleka (Gioacchini in sod., 2010).

Vecini estrov pripisujejo sladko, sadno noto ter noto po rozah. Etil estri imajo Se
posebej pomembno vlogo pri oblikovanju sadne note v sirih (Curioni in Bosset, 2002).
Kratkoveriznim estrom pripisujejo noto po jabolkih in ananasu, dolgoveriznim pa
sadno, cvetno, vinsko, voskasto/milno noto ter noto po zganju (Alewijn, 2006). Nekateri
od teh estrov imajo zelo nizek prag zaznave. Poleg tega naj bi estri zmanjsSevali ostrino
in grenkobo arome, ki nastane zaradi MK (Curioni in Bosset, 2002; Liu in sod., 2004) in
aminov (Curioni in Bosset, 2002). Predvsem prisotnost nerazvejenih etil estrov
nerazvejenih MK z 2 do 10-C atomi je bila ze veckrat potrjena v razli¢nih sirih (Liu in
sod., 2004). V siru so tako identificirali metil, propil in butil estre (McSweeney, 2004).
Estri, ki pomembneje vplivajo na aromo, so etil butanoat (z aromo po sadju, jabolkih),
etil pentanoat (z aromo po meloni in drugem sadju) ter etil heksanoat (z aromo po
agrumih in meloni) (Frank in sod., 2004). Pri nekaterih sirih k nastanku arome
pomembno prispevajo Se etil oktanoat ter razvejan ester etil-3-metilbutanoat.
Pomemben aromatski ester je fenil acetat, ki prispeva v sirih k noti po rozah (Curioni in
Bosset, 2002).

Prevelika koncentracija estrov naj bi vplivala na neustrezno poudarjeno sadno noto
(Alewijn, 2006), kar se smatra kot napako pri doloc¢enih sirih. Kljub temu je nekaterim
potrosnikom Se posebej vSec€ sir s takSno aromo (McSweeney in Sousa, 2000).

2.3.5 Aldehidi

Aldehidi, tako razvejeni kot nerazvejeni, nastajajo tudi med zorenjem (Curioni in
Bosset, 2002). Kratki razvejeni aldehidi izvirajo predvsem iz AK, medtem ko daljsi
aldehidi izvirajo iz MK (Alewijn, 2006).
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Aldehidi, ki izvirajo iz AK, nastanejo v Streckerjevi razgradnji (Gioacchini in sod.,
2010). Pri tem se na zaCetku zorenja, ko je vrednost pH nizja, AK najprej
dekarboksilirajo do aminov. Amini so organske spojine s funkcionalno skupino, ki
vsebuje duSikov atom s parom neveznih elektronov. Med zorenjem se vrednost pH
dvigne in amini se v Streckerjevi razgradnji oksidirajo do aldehidov (McSweeney in
Sousa, 2000).

Nerazvejeni aldehidi pa nastanejo v [3-oksidaciji nenasi¢enih MK (Gioacchini in sod.,
2010). Npr. 2-dekanal, 2-undekanal, oktanal in nonanal lahko nastanejo v avtooksidaciji
oleinske kisline. Med reakcijo najprej nastane vmesni produkt hidroksiperoksid in Sele
nato iz njega nastanejo aldehidi (Alewijn, 2006). Aldehidi so v sirih prehodne
komponente, saj se lahko hitro reducirajo do primarnih alkoholov ali celo oksidirajo do
dolocenih kislin (Curioni in Bosset, 2002).

Nastanek aldehidov pa je lahko tudi posledica delovanja mikrobioloskih encimov.
Ugotovili so, da naj bi npr. encimi, ki jih tvori bakterija Str. thermophilus, katalizirali
nastanek dolo¢enih aldehidov (Collins in sod., 2003), aldehidi pa nastanejo tudi po
neencimskih poteh (Gioacchini in sod., 2010). Kratki aldehidi nastanejo zaradi
mikrobioloske aktivnosti in ne izvirajo iz mas¢ob, medtem ko daljsi izvirajo iz mascobe
oziroma MK in nastanejo po neencimskih poteh (Alewijn, 2006).

Pri vec¢ini trdih tipov sirov je skorja polprepustna, kar vpliva na nizji redoks potencial.
Zaradi tega je manj dostopnega kisika, ki bi bil udelezen v oksidaciji in nastanku

nekaterih aldehidov. Vendar se z dalj$im zorenjem poveca tudi moznost za oksidacijo
mascob (Alewijn, 2006).

Za alifatske aldehide je znacilna aroma po zeleni travi in zeli§¢ih. Predvsem razvejeni
aldehidi imajo obifajno pomemben prispevek pri aromi sira. Previsoka koncentracija
aldehidov lahko povzro¢i tudi nezazeleno aromo. Trend vsebnosti aldehidov med
zorenjem pa je zelo razli¢en in sicer lahko njihova vsebnost povecuje, zmanjSuje ali pa
je konstantna, tako so nekateri prisotni le na zacetku zorenja, drugim se vsebnost ne
spreminja, vsebnost nekaterih pa se povec¢a (Gioacchini in sod., 2010).

2.3.6 Terpeni

Terpene uvr§¢amo med ogljikovodike. Sestavljeni so iz dveh (monoterpeni) ali veé
izoprenskih enot (seskviterpeni). lzopren je ogljikovodik s formulo CH,=C(CHs)-
CH=CH, (Kirste, 1998). V primeru, da je vezan tudi Kisik, jih imenujemo terpenoidi
(Terpene ..., 2014). Terpeni spadajo med lipide in jim pripisujejo aromati¢ne lastnosti
(Tompa, 2005) ter so glavne substance eteri¢nih olj (Tornambé in sod., 2006).

V mleku in mle¢nih izdelkih izvirajo terpeni iz rastlin, ki jih zauzijejo zivali (Bugaud in
sod., 2001; Curioni in Bosset, 2002) in so v rastlinah prisotni kot sekundarni metaboliti.
Predvsem druzine dvokali¢nic kot so Apiaceae (kobuljnice), Lamiaceae (ustnatice) in
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Asteraceae (nebinovke) imajo vecjo vsebnost terpenov. V druzini Poaceae (trave), ki so
enokali¢nice, pa je njihova vsebnost nekoliko nizja. Nekateri trdijo, da so lahko terpeni
v siru prisotni tudi zaradi aktivnosti nekaterih plesni iz rodu Penicillium (P.
saceifulvum, P. camemberti fungis) (Tornambé in sod., 2006).

Terpeni vplivajo na aromo sira direktno zaradi svojih aromati¢nih lastnosti, njihov vpliv
v sirih pa je lahko tudi posreden, saj zavirajo delovanje nekaterih mikroorganizmov in
tako vplivajo na njihov metabolizem (Cornu in sod., 2009).

Znano je, da so terpeni znacilni predvsem za sire iz mleka krav, ki so se pasle na
visokogorskih pasnikih (Curioni in Bosset, 2002), kjer raste veliko dvokali¢nic (T0so0 in
sod., 2002). Ugotovili so tudi Ze, da se je vsebnost terpenov med pasno sezono v mleku
spreminjala (Tornambé in sod., 2006). Najve¢ terpenov naj bi imela poletna pasa, ki je
vsebovala ve¢ aromati¢nih rastlin (Mariaca in sod., 1997). Poleg tega naj bi na vsebnost
terpenov v pasi oziroma rastlinah vplivali tudi klimatski pogoji. V toplih in suhih
pogojih nastaja v rastlinah ve¢ sekundarnih metabolitov in eteri¢nih olj (Tornambé in
sod., 2006). Schlichtherle-Cerny in sod. (2007) so ugotovili, da na konéni profil
terpenov lahko vpliva tudi fermentacija v vampu.

Pogosteje identificirani terpeni v sirih so a-pinen (Curioni in Bosset, 2002; Kalac,
2011), linalol (Curioni in Bosset, 2002), limonen (Gioacchini in sod., 2010; Kalac,
2011).

Poleg tega naj bi bila njihova prisotnost znacilna za dolo¢eno obmoc¢je (Cornu in sod.,
2005), zato jih nekatere Studije navajajo za mozne markerje geografskega porekla sira
(Curioni in Bosset, 2002). Terpeni so prisotni tudi v senu, vendar je njihova vsebnost
manjsa v primerjavi s svezo travo oz. paso (Zeppa in sod., 2004). Tompa (2005) navaja,
da se vsebnost terpenov v senu lahko zmanjSa zaradi procesa suSenja in hlapnosti
spojin. Poleg tega so tudi ugotovili, da ni bilo razlik v vsebnosti terpenov med travno
silazo in senom iz istega obmocja (Kalac, 2011).

Mnenja o vplivu terpenov na konéno aromo sira so razliéna. Ceprav so nekatere $tudije
ze dokazale neposredno povezavo med prisotnimi terpeni in njihovim vplivom na
aromo sira (Bugaud in sod., 2001), pa drugi trdijo, da sprememba koncentracij terpenov
nima neposrednega vpliva na kon¢no aromo sira (Coulon in sod., 2004). Tompa (2005)
tudi navaja, da terpeni zaradi nizke koncentracije v siru nimajo neposrednega vpliva na
aromo dolocenega sira.

Terpenom pripisujejo aromo po fermentiranem sadju. V eni izmed §tudij so ugotovili
pozitivno povezavo med oreSkasto aromo sira in prisotnostjo nekaterih terpenov
(Bugaud in sod., 2001).

Cornu in sod. (2005) navajajo, da bi pasterizacija mleka lahko vplivala na profil
terpenov v siru, Buchin in sod. (1998) pa so ugotovili ravno nasprotno, da pasterizacija
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mleka ni vplivala na vsebnost terpenov v siru. Poleg ze omenjenih dejavnikov, kot so
vrsta rastlin, klimatski pogoji, geografska lega, nadmorska viSina, sezona, lahko na
vsebnost terpenov v sirih vplivajo tudi fizikalni, biokemijski in mikrobioloski dejavniki,
ki so vklju€eni v tehnoloski postopek.

2.3.7 Druge snovi
LAKTONI

Laktoni so cikli¢ni estri, med katerimi naj bi nekateri (y- in &-laktoni) pomembno
prispevali k oblikovanju kon¢ne arome tudi na racun njihovega nizkega praga zaznave.
V splosnem pa laktone povezujejo z vonjem po breskvi, marelici in kokosu (Curioni in
Bosset, 2002). Collins in sod. (2003) navajajo, da lahko nesorazmerne koli¢ine laktonov
z veliko molekulsko maso vplivajo na Zarkost sira. 5-dekalakton je pogost in pomemben
aromaticen lakton, ki so ga identificirali v siru (Curioni in Bosset, 2002).

Laktoni so lahko prisotni v mleku, nastajajo pa tudi v ¢asu zorenja sira. Poti nastanka
laktonov so razli¢ne, nekatere so Se vedno neraziskane (Alewijn, 2006). Poleg tega je
produkcija laktonov odvisna od Stevilnih dejavnikov, kot so segrevanje, lipoliza,
prehrana, laktacija, sezona in celo pasma krav. Laktoni so lahko rezultat
intramolekularne esterifikacije hidroksi MK (McSweeney in Sousa, 2000; Collins in
sod., 2003). Curioni in Bosset (2002) navajata nastanek laktonov kot proces hidrolize
hidroksi-MK trigliceridov, temu sledi laktonizacija, to je esterifikacije hidroksi MK.
Hidroksi kisline nastanejo lahko Ze v mle¢ni zlezi ali pa v procesu lipolize (McSweeney
in Sousa, 2000). Laktoni lahko izvirajo tudi iz hidroksi kislin, ki nastanejo z redukcijo
keto kislin (Collins in sod., 2003). Alewijn (2006) navaja Se nekatere druge teorije
nastanka hidroksi MK in sicer z oksidacijo nenasi¢enih MK. V procesu lipolize se MK
najprej sprostijo iz trigliceridov. Temu sledi B-oksidacija, ko iz MK dobimo 4- ali 5-
hidroksikisline. Iz teh nato dobimo 6- ali y-laktone (Slika 3) (Alewijn, 2006). Sinteza y-
in &-laktonov je spontan proces (McSweeney in Sousa, 2000). Obseg lipolize bi zato
lahko vplival na vsebnost laktonov (Collins in sod., 2003). Alewijn (2006) je v svoji
Studiji izmeril v razli¢nih sirih podobne vrednosti laktonov kljub razli¢ni vsebnosti MK.

Nekatere Studije navajajo, da se laktoni tvorijo zaradi segrevanja mle¢ne mascobe
(Collins in sod., 2003), medtem ko naj bi dolgotrajno segrevanje zavrlo nastajanje
laktonov (Alewijn, 2006). To pa ne velja za vse laktone, saj so nekateri toplotno
stabilnejsi (npr. y- in d-laktoni) (Alewijn, 2006).

Ugotovili so tudi, da na nastanek dolo¢enih laktonov vpliva plesen P. roqueforti
(Collins in sod., 2003). Razli¢ne Studije navajajo Se druge encimske poti nastanka
laktonov (Alewijn, 2006). Poleg tega so dokazali, da je vsebnost laktonov v
polnomastnem siru povecevala do 14. tedna zorenja, medtem ko je bila njihova
vsebnost v polmastnem siru konstantna (McSweeney in Sousa, 2000).
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I II

Slika 3: Shema laktonizacije 5-hidroksi mas¢obnih Kislin (I) do 8 -laktona (I1) (Alewijn, 2006: 29)
Figure 3: Scheme of spontaneous lactonisation of a 5-hydroxy acid (I) to 3-lactone (11) (Alewijn, 2006:
29)

ZVEPLOVE SNOVI

Zveplove (S) snovi imajo pomembno vlogo pri oblikovanju arome sira. Nekateri jih
povezujejo z nezazeleno aromo. S-snovi imajo nizek prag zaznave, pripisujejo jim
moc¢no aromo po ¢esnu in vonj po zelo zrelih sirih. Najbolj pogosto prisotna S-snov v
siru je metional, ki lahko nastane v Streckerjevi razgradnji. Zaradi aktivnosti nekaterih
mikroorganizmov (vrste P. camemberti, Geotrichum candidum, Brevibacterium linens)
nastane iz metionala metanetiol. Predvsem bakterijska vrsta B. linens je znacilna za sire
z rdeCo mazo, ki zorijo po sekundarnem nacinu. Metanetiol je v oksidativnih reakcijah
prekurzor za nastanek drugih S-snovi, kot sta dimetilsulfid in dimetiltrisulfid, ki sta prav
tako pomembni S-snovi v sirih. Dimetilsulfid je lahko produkt metabolizma propionskih
bakterij. Dimetiltrisulfid ima noto po smeteh, ohrovtu, cvetaci ter Cesnu. Metanetiol ima
znacilen vonj po zveplu in ¢esnu. Metionalu pa pripisujejo najrazli¢nejse note: pikantno,
prijetno po prazenem, po pecenem krompirju, po kuhanem mleku ter tudi po kuhani
zelenjavi in krompirju (Curioni in Bosset, 2002). Frank in sod. (2004) so v nekaterih
sirih od S-snovi identificirali tudi dimetiltetrasulfid, ki je odgovoren za aromo po kuhani
cvetaci ter 2-tioetanol, ki prispeva k aromi po kokosji juhi.

V trdih tipih sirov kot sta na primer ¢edar in ementalski sir, kjer zorenje poteka po
primarnem nacinu, nastanejo S-snovi zaradi aktivnosti starterskih in nestarterskih
bakterij. S-snovi nastanejo lahko tudi v razliénih kemijskih reakcijah (Curioni and
Bosset, 2002), vendar pa Bugaud in sod. (2001) navajajo, da S-snovi Vv siru izvirajo
predvsem iz razgradnje S vsebujocih AK in sicer zaradi aktivnosti nekaterih bakterij, ki
SO prisotne v siru.

FENOLNE SNOVI

Fenoli le v manjSih koncentracijah pozitivno vplivajo na aromo sira. V vecjih
koncentracijah prispevajo k nezazeleni aromi (Curioni in Bosset, 2002).
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FURANI

Furani so zelo pomembne aromati¢ne snovi, vendar njihov izvor in vpliv na aromo sira
ni povsem raziskan (Curioni in Bosset, 2002). Nekateri navajajo, da so produkti
Maillardove reakcije med AK in sladkorji, nastajali pa naj bi tudi pri oksidaciji veckrat
nenasi¢enih MK (Bugaud in sod., 2001). Pomembnejsi furan v nekaterih sirih je 4-
hidroksi-2,5-dimetil-3-furanon (furaneol). Naslednji pomemben furan je 5-etil-3(2H)-
furanon (homofuraneol), za katerega je znacilna nota po karameli in sladkem. Za furan
5-heptilhidro-2(3H)-furanon pa je znacilna nota po »Staranem« siru oziroma siru S
podaljsanim zorenjem (Curioni in Bosset, 2002).

DUSIKOVE SNOVI

Indol in skatol spadata med dusikove snovi, ki v nekaterih sirih prispevata k aromi. Za
indol je znacilen vonj po plesni ter spominja tudi na vonj po hlevu. Na njegov nastanek
vplivajo kvasovke, mikrokoki ter bakterija B. linens. Indol je razgradni produkt
triptofana (Curioni in Bosset, 2002).

PIRAZINI

Pirazini so heterocikli¢éne aromati¢ne snovi, nekateri oblikujejo tudi aromo sirov. 3-
izopropil-2-metoksipirazin je v sirih odgovoren za nezazeleno aromo po krompirju, 2-
izobutil-3-metoksipirazin pa za aromo po belem popru (Curioni in Bosset, 2002).

2.4 GLAVNE POTI NASTANKA HLAPNIH ORGANSKIH SPOJIN

Med zorenjem se vzporedno s spremembo strukture sira razvija tudi aroma zaradi
Stevilnih aromati¢nih snovi, ki nastajajo po razli¢niih biokemijskih poteh. Te se delijo
na primarne in sekundarne. K primarnim spadajo lipoliza, proteoliza ter metabolizem
laktata in citrata (Slika 4), k sekundarnim pa sodijo metabolizem MK in AK
(McSweeney in Sousa, 2000).
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Slika 4: Glavne biokemijske poti med zorenjem sira: (a) proteoliza, (b) lipoliza, (c) metabolizem
laktata in citrata (McSweeney and Sousa, 2000: 295)

Figure 4: General pathways for the biochemistry of cheese ripening: (a) proteolysis, (b) lipolysis, and (c)
metabolism of lactate and citrate (McSweeney and Sousa, 2000: 295)

2.4.1 Lipoliza in metabolizem MK

2.4.1.1 Lipoliza

Lipoliza je katalizirana z lipazami, ki izvirajo iz mleka, siris¢a, dodanih SK in
nestarterskih bakterij, kvasovk ter plesni (Collins in sod., 2004). Najslabso aktivnost
izkazujejo lipaze, Ki izvirajo iz surovega mleka (Choisy in sod., 2000b). Lipoliza ne
poteka samo v notranjosti sira, ampak tudi na povr$ini, zaradi plesni in nekaterih
bakterij (McSweeney in Sousa, 2000). Lipoliza je obseznejsa pri sirih, ki zorijo dlje
Casa (trdi tip sirov), pri sirih z modro plesnijo v testu (Choisy in sod., 2000b) ter pri
sirth s povrSinskimi bakterijami (McSweeney in Sousa, 2000). Na obseznejSo lipolizo
vplivajo tudi bakterije iz druzine Micrococcaceae, ki so bolj lipoliticne kot MKB
(Choisy in sod., 2000a). Esteraze, ki so podskupina lipaz, izloCajo tudi nekateri
homofermentativni laktobacili, med katere spada Lb. helveticus (McSweeney in Sousa,
2000). Nekateri so ugotovili, da lahko esteraze odcepijo MK z 10 C-atomi in manj,
medtem ko naj bi lipaze sproscale daljSe MK (Alewijn, 2006). Tudi psihrotrofne
bakterije, ki se razvijejo predvsem ob podaljSanem hladnem skladis¢enju mleka in
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neustreznih higienskih razmerah, tvorijo lipaze. Lipaze psihrotrofnih bakterij so
ekstracelularne in toplotno stabilne, zato ostanejo aktivne tudi po toplotni obdelavi
mleka pri temperaturah pasterizacije (Hantsis-Zacharov in Halpern, 2007).

Lipoliza najpogosteje potece po korakih
triglicerid—1,2- ali 2,3-diglicerid—2-monoglicerid—glicerol,

kjer se v vsakem koraku sprosti molekula MK (Choisy in sod., 2000b).
2.4.1.2 Metabolizem prostih mascobnih kislin

Mikroorganizmi lahko uporabljajo MK kot vir ogljika ter jih presnavljajo v razlicne
snovi kot so metil ketoni, sekundarni alkoholi, estri, laktoni, aldehidi in kisline (Slika 5)
(Collins in sod., 2003). Transformacija prostin MK lahko vkljucuje razli¢ne poti, B3-
oksidacijo (Slika 6) (Brulé in sod., 2000), redukcijo, esterifikacijo (Collins in sod.,
2003).

Profil in vsebnost ketonov, ki nastanejo pri transformaciji prostih MK, sta odvisna od
vsebnosti razlicnth MK in od intenzivnosti lipolize oziroma aktivnosti lipoliticnih
encimov (Brulé in sod., 2000). V primeru, da je v siru nizka koncentracija prostih MK,
se le-te v celoti oksidirajo do CO; in nastane le majhna koli¢ina metil ketonov. Z
encimatsko redukcijo nastalih metil ketonov pa nastanejo sekundarni alkoholi (Collins
in sod., 2003).

V esterifikacijo so v glavnem vkljucene kratke in srednje verizne proste MK ter razli¢ni
alkoholi (alifatski, aromatski, tioli), ki nastanejo v fermentaciji laktoze ali v
katabolizmu AK. Alkoholi lahko nato skupaj s prostimi MK tvorijo estre. V to sintezo
so vkljucene esteraze ali transferaze. V primeru, ko proste MK reagirajo skupaj s S-
skupino, nastanejo tioestri (Collins in sod., 2003).

23



Boltar 1. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

l lipaze

etanol tioli, R-SH . | ..
B-oksidacija

X . . . -oksidacij -oksidacija
etilestri tioestri B il AEhe l P .
laktoperoksidaze

hidroperoksidaze

esteiibaciis hidroperoksidliaze

redukcija !
¢ \ 4

Slika 5: Glavne poti metabolizma prostih mas¢obnih kislin (McSweeney in Sousa, 2000: 304)
Figure 5: General pathways for the catabolism of free fatty acids (McSweeney and Sousa, 2000: 304)
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Slika 6: Transformacija masc¢obnih Kislin preko 3-oksidacije (Brulé in sod., 2000: 105)
Figure 6. Transformation of fatty acids through the p-oxidation (Brulé et al., 2000: 105)

Laktoni, cikli¢ne snovi, nastanejo z intramolekularno esterifikacijo hidroksi MK ter tudi
iz nenasi¢enih MK pod vplivom encimov lipoksigenaz ali hidrataz. Za laktone je tudi
znacilno, da se tvorijo ob segrevanju (Collins in sod., 2003).

V [3-oksidaciji nenasi¢enih MK pa lahko nastanejo nekateri nerazvejeni kratkoverizni
aldehidi (Curioni in Bosset, 2002; Collins in sod., 2003).
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2.4.2 Proteoliza in metabolizem AK

2.4.2.1 Proteoliza

Proteoliza lahko neposredno vpliva na oblikovanje arome, saj nastanejo v tem procesu
AK in krajsi peptidi, ki so Ze aromati¢ni. Poleg tega je rezultat proteolize nastanek AK,
ki so prekurzorji za druge aromati¢ne snovi (Sousa in sod., 2001; McSweeney, 2004).
Proteoliza poteka tudi med zorenjem sira in je zelo kompleksen biokemijski proces, ki
pomembno vpliva na razvoj kon¢ne arome (Sousa in sod., 2001). Predvsem pri trdih in
poltrdih tipih sirov je proteoliza klju¢na pri oblikovanju arome (Van Kranenburg in
sod., 2002; Randazzo in sod., 2007). Intenzivnost proteolize se med siri razlikuje
(McSweeney in Sousa, 2000) zaradi raznolike aktivnosti mikroorganizmov. Njihova
aktivnost je odvisna od tehnoloskih parametrov, fizikalno-kemijskih lastnosti sirnine in
narave mikroorganizmov (Choisy in sod, 2000Db).

Pri proteolizi poteka hidroliza kazeinov do peptidov in prostih AK. Proteolizo
katalizirajo encimi siri$§¢a (himozin, pepsin), endogeni encimi mleka (plazmin, katepsin
D) ter encimi mikroorganizmov (proteinaze in peptidaze) (Upadhyay, 2004).

Proteolitiéne encime mikroorganizmov delimo na endopeptidaze (proteaze), ki
hidrolizirajo proteine in sprostijo peptide ter na eksopeptidaze (aminopeptidaze,
karboksipeptidaze in dipeptidaze), ki cepijo peptide do prostih AK (Choisy in sod.,
2000b).

Med zorenjem se pri proteolizi kazeina (Slika 7) prepleta delovanje treh tipov encimov
in sicer zaostankov koagulacijskih encimov (encimov siri$¢a), plazmina (McSweeney,
2004) ter proteaz in peptidaz MKB (Brulé in sod., 2000). Encimi siri$¢a in plazmin
cepijo kazein na daljSe peptide, medtem ko krajs$i peptidi in AK nastanejo zaradi
delovanja proteaz mikroorganizmov (starterske in ne-starterske MKB, sekundarne SK)
(Sousa in sod., 2001).

Plazmin je pomemben encim mleka, Ki s proteoliti¢cnim delovanjem sodeluje pri zorenju
sirov, posebe;j tistih, katerih dogrevanje sirnega zrna poteka pri vi§jih temperaturah in
tistih z vis§jimi vrednostmi pH. Poleg tega se aktivnost plazmina poveca tudi po toplotni
obdelavi mleka, saj pride s pasterizacijo do inaktivacije termolabilnih inhibitorjev
plazmina, termostabilni aktivator pa pretvori neaktivni plazminogen v aktivni plazmin.
Dvig vrednosti pH med zorenjem poveca tudi aktivnost encimov MKB, zmanjsa pa
aktivnost encimov siri$c¢a, katerega optimalna vrednost pH delovanja je okoli 5 (Choisy
in sod., 2000b).

Profil AK, ki nastanejo pri proteolizi, se med siri razlikuje in je odvisen tudi od
aktivnosti mikroorganizmov. Pri sirih s plesnijo je proteoliza zelo izrazita. Tako npr.
plesni iz rodu Penicillium (npr. P. roqueforti, P. camemberti) izlo¢ajo moc¢no aktivne
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proteoliti¢ne encime, ki lahko povzro¢ijo nastanek zelo grenkih peptidov. Na povrsini
sira, kjer so prisotne plesni, poteka proteoliza hitreje (Choisy in sod., 2000Db).

Pri nekaterih trdih tipih sirov naj bi pri proteolizi sodelovale tudi bakterijske vrste
Propionibacterium (Sousa in sod., 2001), vendar njihova vloga kot proteolitov Se ni
tako raziskana. Za MKB iz rodov Lactococcus, Lactobacillus in Streptococcus je
znacilno, da imajo Sibko proteoliti¢no aktivnost, a skupaj s plazminom prispevajo k
nastanku precejS$nje vsebnosti majhnih peptidov in prostih AK. Za povrSinske bakterije
kot sta Micrococcus caseolyticus in B. linens je znacilna tvorba metaloproteaze in
proteaz, ki vsebujejo serin, medtem ko kvasovke Geotrichum candidum z moc¢no

eksopeptidazno aktivnostjo prispevajo k nastanku AK in s tem k zmanjSanju grenkobe
(Choisy in sod., 2000D).

V procesu proteolize lahko nastanejo in se akumulirajo kratki hidrofobni peptidi, ki
povzro€ajo grenkobo. Ti peptidi so lahko produkt proteinazne aktivnosti nekaterih
nestarterskih bakterij ali pa delovanja siriS¢a, ki cepi B-kazein na specificnem mestu
poleg hidrofobnega C-konca (McSweeney, 2004). V primeru odsotnosti proteaz in
peptidaz nekaterih starterskih bakterij, ki bi cepile nastale hidrofobne peptide, se ti zato
akumulirajo in povzrocajo grenkobo (McSweeney in Sousa, 2000).

kazein

siri§ce
starterska kultura, sekundarna mikrobiota

proteinaze vics
peptidi
peptidaze P | starterska kultura, sekundarna mikrobiota
aminokisline
// sekundarna mikrobiota
amonjak amini aldehidi zveplove snovi

alkoholi

Slika 7: Nastanek nekaterih snovi iz kazeina (Bunch Kristensen, 1999: 175)
Figure 7: The formation of certain substances from casein (Bunch Kristensen, 1999: 175)
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2.4.2.2 Metabolizem aminokislin

Metabolizem AK vodi do nastanka razliénih snovi, ki prav tako sodelujejo pri
oblikovanju kon¢ne arome sira, pri ¢emer so vkljuceni razli¢ni sistemi encimov in sicer
dekarboksilaze, deaminaze in transaminaze (Choisy in sod., 2000b). V transformacijo
AK so vkljuene transaminacija, deaminacija, dekarboksilacija, desulfuracija,
katabolizem aromati¢nih AK in reakcije AK z drugimi komponentami (Sousa in sod.,
2001), ki vodijo do vrste veriznih reakcij (Slika 8), v katerih se nastali amini ali keto
kisline lahko pretvorijo v aldehide, alkohole ali kisline (Choisy in sod., 2000Db).

Po dekarboksilaciji AK nastanejo amini, ki se nato v naslednjem koraku, pod vplivom
deaminaz, pretvorijo v aldehide, ti pa nadalje v kisline ali alkohole (Brulé in sod.,
2000).

PROTEINI
Proteoliza
Aminokisline N
Oksidativna
deaminacija Transaminacija Dekarboksilacija Degradacija > 1 nivo
NH \ 4 4
3 a-ketokisline Aminokisline Amini €02 CH;SH /t )
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Oksidativna
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\ 4 . Y
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Alkoholi Kisline Zveplove snovi J

Slika 8: Diagram mikrobnega katabolizma aminokislin med zorenjem sira (Choisy in sod., 2000b:
127)

Figure 8: General flow diagram of the microbal catabolism of the amino-acids during cheese ripening
(Choisy et al., 2000b: 127)

2.4.3 Fermentacija laktoze ter pretvorbe mle¢ne kisline

Pretvorba laktoze do mlecne kisline je pomembna pri vseh vrstah sirov in je odvisna
tudi od wvrste dodane SK (McSweeney in Sousa, 2000). Laktoza se po
homofermentativni poti v celoti pretvori v mle¢no kislino, znacilna pa je za bakterije iz
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rodov Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus in vecino laktobacilov. Po
heterofermentativni poti, ki je znailna za bakterije iz rodu Leuconostoc in
heterofermentativne laktobacile, pa poleg mle¢ne kisline nastanejo §e¢ CO; in etanol.
Koli¢ina zaostale laktoze, ki je v siru pred zacetkom zorenja, je odvisna od pogojev
koagulacije mleka in suSenja sirnega zrna, na kar vplivajo aktivnost SK, pranje sirnega
zrna, stopnja susenja sirnega zrna in pogoji soljenja (Choisy in sod., 2000Db).

Vecina nastale mlecne kisline je v obliki laktata, ki je pomemben prekurzor za Stevilne
reakcije (Slika 9). Nadaljnji metabolizem laktata je odvisen od prisotnih
mikroorganizmov (klostridiji, nestarterske MKB, propionske bakterije, kvasovke)
(McSweeney in Sousa, 2000).

Racemizacija

. Nestarterske
Nastanek butirata, H2 mleénokislinske Propionat, acetat, CO2

\ bakterije /

Clostridium sp. Propionske bakterije

LAKTAT
Mlecnokislinske Kvasovke, plesni
bakterije
Oksidacija do etanola, acetata Oksidativni metabolizem

Slika 9: Glavne poti metabolizma laktata v siru (McSweeney in Sousa, 2000: 296)
Figure 9: General pathways for lactate metabolism in cheese (McSweeney and Sousa, 2000: 296)

Med glavne poti metabolizma laktata v siru spadajo: racemizacija laktata, oksidacija
laktata zaradi MKB, metabolizem laktata pod vplivom kvasovk, metabolizem laktata
pod vplivom propionskih bakterij ter metabolizem laktata pod vplivom Clostridium sp.

— Racemizacija laktata: med mlec¢nokislinsko fermentacijo nastajata opticno
aktivni L(+) ali D(-) izomerna oblika mle¢ne kisline (laktata) ali pa njuna
opti¢no neaktivna DL meSanica 0z. racemat. Nastanek posameznih produktov je
odvisen od narave prisotnih bakterij, ki so lahko homo-, hetero- ali fakultativno
heterofermentativne. D-laktat lahko nastaja neposredno iz laktoze zaradi
delovanja starterskih laktobacilov ali nestarterskin MKB ali pa posredno iz L-
laktata, saj so nekatere bakterije sposobne le tega pretvarjati v D-laktat. Tako naj
bi se v sirih, izdelanih iz surovega mleka, med zorenjem tvorilo ve¢ D-laktata
predvsem zaradi aktivnosti prisotne nestarterske mikrobiote (McSweeney in
Sousa, 2000), nekaterih pediokokov, laktobacilov in leukonostokov.
Racemizacija laktata je precej pomembna z vidika topnosti, saj je kalcijev DL-
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laktat manj topen kot kalcijev L-laktat, kar vodi do nastanka kalcijevih-DL-
laktat kristalov, ki se v siru manifestirajo kot beli madezi. Ceprav so nastali
kristali popolnoma neskodljivi, pri potro$nikih izzovejo negativen odziv v
smislu zaplesnjenosti sira o0z. prisotnosti tujkov (McSweeney, 2004). Vpliv
racemizacije laktata na aromo je neznaten. DL-laktat pa je s prehranskega vidika
precej bolj neugoden, saj lahko predvsem pri dojenckih povzro¢a prebavne
motnje (Le Queré in Molimard, 2003; Singh in sod., 2003).

— Oksidacija laktata: L-laktat se lahko oksidira do acetata pod vplivom naravno
prisotnih bakterij, kar pa je odvisno od razpolozljivosti kisika. Prevelika koli¢ina
acetata lahko povzroca v siru nezazeleno aromo (Choisy in sod., 2000b).

— Nekatere kvasovke in plesni lahko zelo hitro metabolizirajo laktat do CO; in
H,O (McSweeney in Sousa, 2000).

— Propionske bakterije metabolizirajo L-laktat v propionat, acetat in CO,
(McSweeney in Sousa, 2000).

— Vrste bakterij iz rodu Clostridium lahko laktat pretvorijo v masleno kislino in H,
(McSweeney in Sousa, 2000).

2.4.4 Metabolizem citrata

Citrat je naravno prisoten v mleku in sicer povpre¢no 1750 mg v enem litru. Ceprav je
kar 94 % citrata v mleku v topni obliki in ga pri sirjenju veéina preide v sirotko, pa je
vsebnost citrata v sirnini priblizno trikrat vecja kot v sirotki, kar je najverjetneje
posledica koncentriranja koloidnega citrata. Metabolizem citrata s cit™ MKB je
izrednega pomena pri oblikovanju teksture in arome sirov, predvsem s tvorbo
aromati¢nih komponent kot so acetat, diacetil, acetoin in v 2,3-butandiol (Slika 10). Cit"
MKB ne izkoriS¢ajo citratov kot izvora energije ampak kot akceptorje elektronov, pri
¢emer poteka metabolizem citrata ob prisotnosti laktoze ali katerega drugega sladkorja.
Najbolj znane cit” MKB so iz rodov Leuconostoc (Leu. mesenteroides subsp. cremoris,
Leu. lactis) in Lactococcus (Lactococcus lactic subsp. lactis biovar diacetylactis)
(McSweeney in Sousa, 2000; Choisy in sod., 2000a; Fox in sod., 2000), medtem ko Str.
thermophilus in termofilni laktobacili citrata ne metabolizirajo (Fox in sod., 2000).
Metabolizem citrata pa je pomemben tudi pri nekaterih vrstah sirov, kjer iz citrata
nastali CO, oblikuje v siru znacilna o¢esa (McSweeney in Sousa, 2000).
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Slika 10: Metabolizem citrata pri citrat-pozitivnih bakterijah iz rodu Lactococcus in Leuconostoc
(McSweeney in Sousa, 2000: 300)

Figure 10: Pathways for citrate metabolism in citrate-positive lactococci and Leuconostoc sp.
(McSweeney and Sousa, 2000: 300)
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2.5 IZVOR HLAPNIH ORGANSKIH SPOJIN V MLEKU IN SIRU TER VPLIVI
NA NJIHOV NASTANEK

2.5.1 Hlapne organske spojine v mleku

Nekatere HOS, ki so prisotne v mleku se tvorijo v mleéni Zlezi. Zlezni del mleéne Zleze
sestavljajo stevilni mlekotvorni mehurcki ali alveole. Alveole so v notranjosti obdane z
epitelnimi celicami, v katerih nastaja mleko. Sestavine mleka, med katere priStevamo
mle¢no mascobo, laktozo in proteine mleka, nastajajo v procesih biosinteze v
mlekotvornih celicah iz snovi, ki jih po arterijskih kapilarah prinasa kri v zlezno tkivo
mlecne Zleze. Ostale sestavine mleka kot na primer mineralne snovi, nekateri encimi,
vitamini, albumin krvnega seruma, imunoglobulini pa prehajajo iz krvi v mle¢no Zlezo
nespremenjene in postanejo del mleka (Bajt, 2011).

Del MK se sintetizira v mle¢ni Zlezi, predvsem kratko in srednjeverizne MK (s 4-14 C-
atomi), ki nastanejo iz acetata in B-hidroksi butirata, ki sta produkta vampnih bakterij
(Palmquist, 2006). V mle¢ni Zlezi se sintetizira tudi manjsa koli¢ina dolgoveriznih MK,
vecina pa jih v mleko pride preko krvi, kar je odvisno od vsebnosti mas¢obe v obroku
(Stamples, 2006).

Na prisotnost nekaterin HOS vpliva tudi endogena mikrobiota surovega mleka, kar je
tesno povezano z vplivom okolja. K oblikovanju kon¢ne arome mleka pa doprineseta
tudi stadij laktacije in zdravstveno stanje zivali. V mleku neprestano potekajo bioloske,
kemijske in encimske spremembe, ki lahko spremenijo aromo mleka (Toso in sod.,
2002; Al-Attabi in sod., 2009).

V mleku naj bi se nahajalo vsaj 400 HOS (Al-Attabi in sod., 2009), vendar vse ne
prispevajo h kon¢ni aromi mleka. V mleku so identificirali razli¢cne aldehide, ketone,
alkohole, ogljikovodike, zZveplove snovi, estre, terpene (Toso in sod., 2002), kisline,
laktone, furane, N-vsebujoée snovi, karbonile ter alifatske in aromatske ogljikovodike.
Ketoni naj bi bili najobseznejsa skupina HOS v mleku. Med njimi je najvec¢ acetona, ki
je po nekaterih podatkih znacilna spojina surovega mleka (Al-Attabi in sod., 2009).

2.5.2 Vpliv prehrane

Prehrana krav vpliva na sestavo mleka in s tem tudi na sestavo sira (Cornu in sod.,
2009). Poleg tega prehrana pomembno vpliva na aromo svezega mleka oziroma na
prisotnost HOS v mleku (Moio in sod., 1996). Mle¢na mascoba je zelo spremenljiva
sestavina mleka tako po koncentraciji kot tudi po sestavi (Palmquist, 2006). Prehrana
zivali lahko mo¢no vpliva na sestavo in vsebnost mle¢ne mascobe v mleku, medtem ko
je ta vpliv na beljakovine manj izrazen (Cornu in sod., 2009).

Dolocene spojine se prenesejo iz krme v mleko in od tu naprej v sir. V mleko se lahko
prenesejo po razli¢nih poteh, in sicer iz vdihanega zraka, iz vampnih plinov ter iz
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prebavnega trakta (Toso in sod., 2002). Vse te snovi nato po krvnem obtoku pridejo do
mlecne zleze (Kala¢, 2011; Toso in sod., 2002). Snovi, ki so se med krmljenjem krav
preko vdihanega zraka prenesle v krvni obtok, zelo hitro preidejo v mleko (Carpino in
sod., 2004), vendar gre pri tem verjetno za zelo nizke koncentracije.

Nekatere HOS, ki so prisotne v krmi, vplivajo na koncentracijo iste snovi v mleku, kar
lahko neposredno prispeva k specificnemu vonju mleka. HOS v krmi pa imajo lahko
tudi posreden vpliv na koncen vonj mleka. In sicer tako, da zauzita krma vpliva na
metabolizem v vampu, kjer zaradi aktivnosti mikroorganizmov nastajajo spojine, Ki
lahko prispevajo h konénemu vonju mleka (Toso in sod., 2002).

HOS, ki izvirajo iz krme, se sprostijo iz rastlin po mehanski poskodbi. Slednjo lahko
povzro¢i kosnja ali pa sama zival med krmljenjem. Te HOS se lahko sprostijo takoj po
poskodbi, medtem ko se druge lahko sintetizirajo in sprostijo nekaj ur kasneje. V to
skupino spadajo tudi terpeni. Dokazali so, da prehajajo terpeni v mleko iz krme, ki jo
zauzije zival. Nahajajo se v razli¢nih vrstah rastlin, Se posebej so znacilni za aromati¢ne
dvokali¢nice. Poleg tega so jih identificirali tudi v ¢rni detelji. Prisotnost in vsebnost
terpenov v siru sta odvisni od vnosa s krmo. Vsebnost sekviterpenov se lahko v silazi
zmanjSa med fermentacijo. V nekaterih $tudijah so potrdili sezonski vpliv na vsebnost
terpenov v mleku. V poletni sezoni je mleko krav, ki so bile na pasi, vsebovalo vecje
koncentracije terpenov v primerjavi z zimsko sezono. Takrat naj bi osnovni obrok
vseboval predvsem koruzno silazo ali seno (Kala¢, 2011). Terpeni so bili prisotni samo
v mleku zivali, ki so se pasle, medtem ko mesSanica zit v obroku ni doprinesla k
vsebnosti terpenov (Moio in sod., 1996). Moio in sod. (1996) trdijo, da se sekviterpeni
verjetno absorbirajo v kri iz ¢revesja in ne prek dihalnih poti, kot je dokazano za ve¢ino
drugih HOS. Prenosi snovi znotraj iste skupine se lahko razlikujejo. Na primer, v
vampu so nekateri terpeni podvrzeni razgradnji v procesu fermentacije, medtem ko
drugi niso (Morand-Fehr in sod., 2007).

Precej manj pa je znanega o prenosu nekaterih drugih HOS na primer alkoholov, kislin,
estrov, aldehidov, ketonov iz krme v mleko in sir (Kala¢, 2011). Bendall (2001) je v
Studiji primerjal mleko krav, ki so bile na pasi, z mlekom krav, ki so bile krmljene s
popolno krmno mesanico. Izkazalo se je, da se je aroma mleka razlikovala glede na
prehrano krav in sicer predvsem zaradi razlicne koncentracije dolo¢enih HOS in ne
toliko glede na prisotnost/odsotnost HOS, ki so bile specifi¢no prisotne v dolo¢eni krmi.
Podobne ugotovitve navaja tudi Kala¢ (2011), ko je v eni od S$tudij ugotovil vi§je
koncentracije dolo¢enih HOS v sirih, ki so bili iz mleka krav, krmljenih s travno silazo
v primerjavi s siri, ki so bili iz mleka krav, krmljenih s senom. Tudi Moio in sod. (1996)
so proucevali vpliv razli¢ne prehrane (pasa S travnikov, pasa z visokogorskih pasnikov,
mesSanica zit) na prisotnost in vsebnost HOS (estri, aldehidi, ketoni, dusikove spojine,
aromaticni ogljikovodiki, laktoni) v mleku ovc. Vpliv razli¢énega krmljenja je prispeval
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predvsem k razli¢ni vsebnosti doloc¢enih HOS v mleku (npr. krmljenje z meSanico zit je
prispeval k visji vsebnosti aldehidov).

Del dolgoveriznih MK se sintetizira v mle¢ni Zlezi, ostali del MK (Cjs in daljse) se
prenesejo v mle¢no Zlezo iz krme. Priblizno 40—60 % dolgoveriznih MK (prevladujejo
Cig) izvira iz prehrane (Palmquist, 2006). Znano je, da lahko s prehrano vplivamo na
vsebnost nenasi¢enih MK (Stamples, 2006). Dokazali so na primer vecjo koncentracijo
nenasi¢enih MK v mleku krav, ki so bile na pasi v primerjavi tistimi, ki so bile krmljene
s koncentrati (Cornu in sod., 2009). Ugotovili so tudi, da ve¢ja vsebnost mascobe v
obroku poveca delez MK s 18 C atomi in zmanjsa delez krajsih MK (Stamples, 2006).

Kar nekaj studij je ze proucevalo vpliv krmljenja s silazo na aromo mleka oziroma na
prisotnost HOS v mleku (Shipe in sod., 1962; Toso in sod., 2002; Mounchili in sod.,
2005). Ugotovili so, da dologene snovi iz travne silaze lahko povzrocajo v mleku
neprijetno aromo (Shipe in sod., 1962). Krmljenje krav s silazo je tako vplivalo na vecjo
vsebnost etanola, propan-2-ona, dimetil sulfida, 2-butanona, heksanala, oktan-2,3-diona
ter heptanala (Mounchili in sod., 2005). Etanol, ki nastane v silazi, lahko vpliva na
koncentracijo alkohola v mleku posredno, in sicer vpliva na metabolizem v vampu ali
pa direktno s specificnim vonjem po silazi (Toso in sod., 2002). V silazi nastaneta
ocetna in butanojska kislina (Danner in sod., 2003). Nekaj ocetne kisline naj bi se tudi
preneslo iz krme v mleko (Carpino in sod., 2004). Vsebnost butanojske kisline v silazi
se lahko v anaerobnih pogojih Se poveca zaradi aktivnosti klostridijev, ki se v silazo
vnesejo z zemljo ali gnojevko ob neustreznem spravilu silaze. Klostridiji tvorijo spore,
ki se prenesejo v mleko. To je lahko kasneje vzrok za pozno napihovanje v sirih
(Danner in sod., 2003) ter vec¢je koncentracije butanojske kisline (Stefanon in Procida,
2004). Tudi doloceni alkoholi, aldehidi in ketoni naj bi se pojavili v travni silazi in nato
po zauzitju travne silaze v mleku krav. Kljub temu dejstvu je premalo podatkov, ki bi
potrdili, ali dolo¢ena komponenta izvira iz krme ali pa je nastala med zorenjem sira. V
travni silazi je veliko vodotopnih ogljikovodikov, ki veljajo za reaktante med
mle¢nokislinsko fermentacijo. Produkti fermentacije so tudi alkoholi, med njimi je
najbolj pogost etanol. Za nekatere alkohole (propanol, etanol) so potrdili, da naj bi se iz
krme krav prenesli v krvni obtok in nato v mleko. Izvor posameznih aldehidov in
ketonov prisotnih v siru je tezko potrditi. Nekateri namre¢ izvirajo iz sveze krme, drugi
nastanejo med susenjem ali fermentacijo krme, tvorijo pa se tudi med zorenjem sira.
Poleg tega nekatere karboksilne kisline, med katere spadajo tudi MK, izvirajo iz rastlin
ali nastanejo med siliranjem. MK skupaj z alkoholi lahko tvorijo estre. Vendar je zelo
malo znanega o prenosu MK in estrov iz silaze v mleko in sir (Kala¢, 2011).

Carpino in sod. (2004) so ze dokazali, da so siri iz mleka krav, ki so bile na pasi,
vsebovali ve¢ aromati¢no aktivnih snovi. V isti $tudiji so navedli dolocene aromaticne
snovi, ki so se prenesle iz krme v sir. Snovi, ki so jih identificirali v rastlinah in sirih iz
poletne sezone, so bile poleg terpenoidov tudi aldehidi (fenilacetaldehid, nonanal, (E,E)-
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2,4 dekadienal, (E) 2-nonenal, (Z) 2-nonenal, 2,4 dekadienal, vanilin) ter estra (grenil
acetat, (E)-metil jasmonat. Vendar pa Buchin in sod. (1999) trdijo, da se razvejeni
aldehidi in estri ne prenesejo v sir iz krme, ampak so rezultat metabolizma AK, prostih
MK ter ogljikovodikov, in sicer zaradi aktivnosti mikroorganizmov Ze v samem mleku.

2.5.3 Vpliv tehnoloskega postopka izdelave sira

Na lastnosti doloenega sira, vklju¢no z aromo, vplivajo tudi posamezne faze
tehnoloskega procesa izdelave sira, kot so posnemanje mascobe, toplotna obdelava
mleka, kinetika fermentacije, ¢as zorenja. Zato je pomembno poznati posamezne faze v
procesu sirjenja ter spremljati parametre, kot so temperatura, vlaga, vrednost pH. Faze
tehnoloskega postopka vplivajo na koncno kakovost ter s tem tudi na aromo sira. Na
sliki 11 je prikazan celoten tehnoloski postopek z moznimi dejavniki, ki lahko vplivajo
na kakovost sira. Za kvaliteten sir je zelo pomembna Ze kakovost surovine — mleka, in
sicer tako s kemijskega, fizikalnega kot mikrobioloskega vidika. Lastnosti in sestava
mleka se namre¢ nato odrazajo v siru (Mounchili in sod., 2005). Ce lastnosti mleka ne
zadostijo kriterijem, potem tudi sir ne bo imel Zelene arome, teksture in drugih lastnosti,
zato moramo kakovost mleka spremljati ze v izhodis¢u vse od prehrane krav (Fox in
Cogan, 2004).
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Slika 11: Tehnolo$ki postopek sirjenja in dejavniki, ki vplivajo na kakovost sira (Fox in Cogan,
2004: 585)
Figure 11: Technology of cheesemaking and factors affecting the quality of the cheese (Fox and Cogan,
2004: 585)
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2.5.4 Toplotna obdelava mleka

S toplotno obdelavo mleka zagotovimo mikrobioloSsko kakovost surovine (Hermier in
Cerf, 2004) ter varen izdelek standardne kakovosti. Poleg tega se s toplotno obdelavo
izgubi znacilen vonj in okus po surovem mleku, izognemo pa se tudi Stevilnim napakam
izdelkov, ki jih povzroc¢ajo tehnolosko $kodljivi mikroorganizmi (Bajt in Golc-Teger,
2005). V grobem delimo postopke toplotne obdelave glede na uporabljeno temperaturo
na pasterizacijo, kjer gre za temperature do 100 °C, in sterilizacijo, kjer gre za
temperature nad 100 °C. Mleko je pri toplotni obdelavi izpostavljeno doloceni
temperaturi le doloCen ¢as, zato podrobneje delimo postopke toplotne obdelave po
Casovno-temperaturnih rezimih. Termizacija je eden od temperaturno najblazjih na¢inov
toplotne obdelave mleka (Hermier in Cerf, 2004). Po pravilniku je termizacija postopek,
v katerem surovo mleko segrevamo za vsaj 15 sekund pri temperaturi med 57 °C in 68
°C. Mleko po termizaciji Se vedno izkazuje pozitivno reakcijo na preskus aktivnosti
fosfataze (Pravilnik o veterinarskih pogojih ..., 2004). Ta nacin toplotne obdelave
mleka se uporablja tudi pri izdelavi nekaterih tradicionalnih sirov, na primer pri
Nanoskem siru.

Mleko za predelavo v sir toplotho obdelamo z namenom, da uni¢imo potencialno
prisotne patogene mikroorganizme, na primer Staphylococcus, Listeria, Salmonella in
zmanj$amo Stevilo nezaZelenih bakterij, na primer psihrotrofnih in koliformnih, zal pa s
postopki pasterizacije ne uni¢imo bakterijskih spor (klostridiji) (Hermier in Cerf, 2004).
Ceprav s toplotno obdelavo delno uni¢imo tudi tehnologko pozitivne mikroorganizme,
Ki so naravno prisotni v surovem mleku, se jih §e vedno ohrani dovolj, predvsem tistih
toplotno bolj odpornih. To so na primer nekateri laktobacili, enterokoki, ki sodelujejo
pri zorenju sira (Buchin in sod., 1998; Srikandakumar in sod., 2004). V siru najdemo
tudi mikroorganizme, ki se v toplotno obdelano mleko prenesejo s sirarske opreme in iz
okolja (Grappin in Beuvier, 1997).

Toplotna obdelava pa ne vpliva le na mikroorganizme, ampak tudi na aktivnost
endogenih encimov mleka (katepsin D, lipoproteinske lipaze, alkalne fosfataze) kakor
tudi eksogenih encimov mikroorganizmov, ki so v mleku. K toplotno stabilnejsim
encimom pristevamo plazmin, Kislinsko fosfatazo ter proteinaze in lipaze psihrotrofnih
bakterij (Grappin in Beuvier, 1997).

Siri, narejeni iz pasteriziranega mleka, naj bi imeli v primerjavi s siri, narejenimi iz
surovega mleka, bolj prazen, neizrazit okus (flat taste). Toplotna obdelava torej delno
uni¢i tudi tehnolosko Kkoristne mikroorganizme surovega mleka, ki bi med zorenjem
lahko tvorili aromati¢ne snovi oziroma sodelovali pri oblikovanju arome sira. Ker s
toplotno obdelavo zdesetkamo nativno mikrobioto surovega mleka, jo nadomestimo z
ustreznim izborom primerne SK (Buch Kristensen, 1999).
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Zato se surovo mleko za izdelavo Nanoskega sira obdela s postopkom termizacije, ki
vsaj delno ohrani mikrobno populacijo nativnih, tehnolosko koristnih MKB (Nanoski sir

Glz, 2013).

Poleg tega je termizacija najprimernej$i postopek toplotne obdelave v sirarstvu, saj
toplotna obdelava mleka pri visjih temperaturah poslabsa sposobnost mleka za usirjanje,
ker pride do sprememb lastnosti kazeina in delno mas¢obe, serumski proteini lahko
denaturirajo, zmanjsa pa se tudi koli¢ina topnega kalcija (Hermier in Cerf, 2004).

2.5.5 Starterske kulture

SK so mono, zdruzene ali mesane kulture tehnolosko koristnih zivih mikroorganizmov
z encimskim potencialom, ki v pogojih proizvodnje z usmerjenim delovanjem odlocilno
vplivajo na oblikovanje lastnosti konénega izdelka — fermentiranega zivila (Smole
Mozina in Raspor, 1994). Gre za mikrobioloska cepiva, ki jih na trzis¢u najdemo v
obliki najrazli¢nej$ih pripravkov, od liofiliziranih kultur do tekocih cepiv (Tunick,
2014). Kot SK poleg bakterij najdemo tudi kvasovke in plesni ter kombinacije vseh teh
skupin (Smole Mozina in Raspor, 1994). Danes se kot SK v proizvodnji sirov v vecini
uporablja komercialne SK, ki so liofilizirane (suSene z zmrzovanjem).

SK spremljajo ¢loveka ze od nekdaj, Se preden se je pravzaprav zavedel njihove
prisotnosti, ko je prvo cepitev mleka z nekak$no »startersko kulturo« izpeljal tako, da je
prenesel majhno koli¢ino fermentiranega mleka prejSnjega dne v sveze mleko. V
zacetku 19. stoletja so raziskovalci zaceli slutiti, da pri kisanju mleka sodelujejo Zivi
organizmi in leta 1857 je Pasteur dokazal, da je mle¢nokislinska fermentacija posledica
delovanja zivih organizmov in ne kemijskih reakcij. Lister je 1873 izoliral Cisto
bakterijsko kulturo in potrdil, da so bakterije vkljucene pri procesu nastajanja sira.
Zacetki priprave in uporabe bakterij kot SK v mlekarski industriji segajo v leto 1890,
prve drzave, ki so jih zacele uporabljati, pa so bile ZDA, Danska in Nem¢ija (Powell in
sod., 2003).

Proizvodnje fermentiranih mle¢nih izdelkov brez uporabe SK si danes ne znamo vec
predstavljati, med njihove najpomembnejse ucinke priStevamo zagotavljanje konstantne
kakovosti izdelka, prepre¢evanje kvarjenja in podaljsanje obstojnosti izdelka,
oblikovanje terapevtskih in funkcionalnih lastnosti ter izboljSanje senzori¢nih in
reoloskih lastnosti izdelka (Rogelj in Perko, 2003).

Dokazano je Ze bilo, da z uporabo SK lahko pomembno vplivamo na oblikovanje
aromatskega profila sira (Randazzo in sod., 2007) in s tem na kon¢no aromo (Kocaoglu-
Vurma in sod., 2008), hkrati pa prepre¢imo morebitna nihanja oz. odstopanja v
aromatskem profilu doloCenega sira, do katerih lahko pride med posameznimi serijami
izdelave sira (Wouters in sod., 2002). Ceprav vse poti nastanka aromati¢nih snovi e
niso povsem znane (Ayad in sod, 2000), je vpliv SK na tvorbo razli¢nih aromati¢nih
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snovi v sirih opisalo ze ve¢ Studij (Ortigosa in sod., 1999; Ayad in sod., 2000; El Soda
in sod., 2000; Powell in sod., 2003; Randazzo in sod., 2007).

Mlekarske SK delimo po njihovih lastnostih in uporabi na ve¢ na¢inov. Po optimalni
temperaturi delovanja delimo SK na mezofilne z optimalno temperaturo delovanja med
10-40 °C in termofilne z optimalno temperaturo delovanja med 40-50 °C. K
mezofilnim SK spadajo Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis, Lc.
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc sp. Termofilne SK v glavnem
vkljucujejo Streptococcus thermophillus in laktobacile (Lb. helveticus, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus) (Fox in sod., 1990; Fox in Cogan, 2004).

Mezofilne SK delimo tudi glede na to, ali proizvajajo aromati¢ne snovi in plin ali ne.
Tako so tipa O tiste SK, ki vsebuje homoferementativne kulture Lactococcus lactis
subsp. lactis in Lactococcus lactis subsp. cremoris, ki tvorijo kislino, ne pa tudi
aromati¢nih snovi in plina (Canteri, 2000). Kulture tipa L vsebujejo vrste Leuconostoc,
ki so heterofermentativne. Tip D pa so kulture, ki vsebujejo Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis, oboji pa fermentirajo citrat do aromati¢nih snovi (diacetil,
acetoin) in CO,. Kulture tipa LD pa vsebujejo obe vrsti (Rogelj in Perko, 2003).

Po nacinu fermentacije delimo MKB, ki sestavljajo SK, na homofermentativne, Kjer je
glavni produkt fermentacije mle¢na kislina, in na heterofermentativne, kjer nastanejo
poleg mlecne kisline tudi drugi produkti, kot na primer CO,, etanol, ocetna kislina. Med
homofermentativne MKB pristevamo laktokoke, streptokoke, ve¢ino laktobacilov in
enterokoke, medtem ko so najpomembnejSe heterofermentativne MKB iz rodu
Leuconostoc in nekateri laktobacili (Choisy in sod., 2000a).

SK delimo tudi po sestavi, in sicer na naravne starterske kulture z nepoznano sevno
sestavo ter na komercialne SK z znano sevno sestavo (Parente in Cogan, 2003). Ko
govorimo o SK, gre navadno za en sev dolo¢ene vrste, medtem ko gre pri vecsevnih SK
za veC sevov ene vrste ter pri ve¢sevnih meSanih SK za ve¢ razli¢nih sevov iz razli¢nih
vrst. Pri meSanih SK pa so vrste in sevi delno ali povsem neznani.

2.4.3.1 Vloga starterskih kultur

Primarna funkcija SK v sirarstvu je produkcija mle¢ne kisline. Ob tem se zniza vrednost
pH, kar vpliva na nadaljnje procese pri izdelavi sira ter tudi na kon¢no sestavo in
kvaliteto sira (Powell in sod., 2003). Tvorba Kisline je pomembna lastnost SK, saj
znizanje vrednosti pH v zaletku izdelave sira vpliva na koagulacijo mleka (Mohar
Lorbeg, 2008). Poleg tega kislina zavira aktivnost nestarterske mikrobiote, v kateri so
lahko prisotni tudi nezazeleni in §kodljivi mikroorganizmi (Powell in sod., 2003). SK pa
lahko tudi direktno vplivajo na nastanek in razvoj razli¢nih aromati¢nih komponent in
sicer iz laktoze, citrata in proteinov v mleku. Mikroorganizmi SK izlocajo peptidaze in
proteinaze, ki imajo zelo pomembno vlogo pri zorenju (Parente in Cogan, 2003). Ena od
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proteinaz npr. vpliva prav na nastanek grenkih peptidov (Choisy in sod., 2000a).
Proteinaze, ki se nahajajo v celi¢ni steni, hidrolizirajo kazeine v oligopeptide, Ki jih nato
peptidaze razgradijo do AK (Parente in Cogan, 2003). Dodane SK tako vplivajo tudi na
vecjo tvorbo AK. Dokazali so namre¢ ze, da dodane SK vplivajo na povecano
produkcijo AK (Nateghi, 2012), ki so prekurzorji za Stevilne hlapne snovi (Powell in
sod., 2003).

PRIMARNE STARTERSKE KULTURE

Primarne SK so predvsem tiste, ki fermentirajo laktozo do laktata. Vkljucujejo tako
mezofilne kot termofilne MKB (Rattray, 2002), ki ustvarijo pogoje za rast sekundarne
mikrobiote (Bajt, 2011). Vecina primarnih SK tvori tudi HOS, npr. diacetil iz citrata, ali
pa s proteoliticnim delovanjem sodelujejo pri nastanku nekaterih aromati¢nih snovi.
Primarne SK ob ustreznih pogojih (pH, Eh) pripomorejo tudi k mikrobioloski varnosti
sira (Parente and Cogan, 2003).

Primarne SK so lahko komercialno pripravljene ali naravne, ki se Se vedno pogosto
uporabljajo za izdelavo avtohtonih sirov po tradicionalnih postopkih. V naravnih SK, ki
je lahko tudi fermentirana sirotka, so pogosto zastopani sevi vrst Lb. helveticus, Lb.
delbrueckii subsp. lactis, Lb. fermentum, Str. thermophilus, enterokoki ter mezofilni
laktobacili. Uporaba naravnih SK ima pozitivne in negativne lastnosti. Njihove
pozitivne tehnoloSke lastnosti so predvsem odpornost proti fagom ter tvorba
protimikrobnih in aromati¢nih snovi, so slabsi tvorci Kisline, lahko pa so prisotne tudi
nezazelene ali celo $kodljive bakterije (Parente in Cogan, 2003).

SEKUNDARNE STARTERSKE KULTURE

Glavna funkcija sekundarnih SK je oblikovanje arome, barve in teksture sira (Rattray,
2002). Od primarnih SK se razlikujejo predvsem po fizioloskih ali biokemijskih
lastnostih kot so sposobnost rasti pri nizki vrednosti pH, tvorba CO,, izkoris¢anje
laktata, halotolerantnost (toleranca na slano okolje), specificna proteoliza, specificna
lipoliza in transformacija AK v aromati¢ne snovi. Z vidika taksonomije in funkcij so
sekundarne SK bolj raznolike od primarnih (Parente in Cogan, 2003). K sekundarnim
SK sodijo plesni, kvasovke ter nekatere bakterije: nestarterske MKB, propionske
bakterije in bakterije, ki sodelujejo pri povrSinskem zorenju sira (npr. Brevibacterium
linens, Brevibacterium casei, Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Micrococcus
spp., Arthrobacter spp.). Sekundarne SK se dodaja le pri izdelavi nekaterih sirov, kot so
siri s plesnijo v testu ali na povrSini, Svicarski tipi Sirov ter siri z rdeo mazo na
povrsini. Pri izdelavi $vicarskih tipov sirov, kot sta ementalski sir ali grojer, imajo
pomembno vlogo kot sekundarne SK propionske bakterije (Propionibacterium
freudenreichii subsp. shermanii). Te povzrocajo nastanek oces ter nekaterih aromati¢nih
snovi (propionat, acetat, prolin) (Rattray, 2002). K sekundarnim SK spadajo se bakterije
rdeCe maze Brevibacterium linens, kvasovke Debaryomyces hansenii in Geotrichum
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candidum ter plesni Penicillium roqueforti in P. camemberti. Sekundarne SK se dodaja
za izbolj$anje ter predvsem oblikovanje znacilnih senzori¢nih lastnosti sira (Parente in
Cogan, 2003).

2.4.3.2 Dejavniki, ki vplivajo na dodano startersko kulturo

Rast in delovanje SK v mleku sta odvisna od S$tevilnih dejavnikov, Ki jih je med
tehnoloskim postopkom izdelave sira potrebno kontrolirati in spremljati. Ze samo
mleko, kot idealen rastni medij za SK, je surovina spremenljive kakovosti, na katero
vplivajo pasma, stadij laktacije, prehrana, klima ter okolje, med tehnoloskim postopkom
pa na SK vplivajo temperatura mleka ob cepljenju s SK, dogrevanju in susenju sirnega
zrna, vrednost pH, fermentacija laktoze ter soljenje sira (Broome in sod., 2003).

Zelo pomembna je temperatura mleka ob dodatku SK ter temperatura dogrevanja in
suSenja sirnega zrna. Temperaturo dogrevanja prilagajamo tipu SK (mezofilna,
termofilna) oz. tipu sira, ki ga izdelujemo. Dvigovanje temperature naj bo zmerno, saj
prehitro naraScanje temperature vpliva na aktivnost SK v fazi suSenja sirnega zrna
(Broome in sod., 2003).

Vrednost pH mleka je pri sirjenju pomemben dejavnik, saj imajo mikroorganizmi,
vkljuCeni v SK, razline optimalne vrednosti pH delovanj, in sicer 55-6,2 za
laktobacile ter 6,3-6,5 za laktokoke in leukonostoke (Broome in sod., 2003). Primerna
vrednost pH mleka, ki jo doseZemo z zorenjem mleka za sir, vpliva $e na aktivnost
siriSCa in encime, Cvrstost koaguluma in sinerezo, obenem pa zaviralno deluje na
nezazelene bakterije (Fox in Cogan, 2004).

SK, ki se jo doda pred usirjanjem, se do faze stiskanja prilagodi in med stiskanjem
zacne intenzivno delovati, saj je v sirnini $e vedno dovolj laktoze. Med fermentacijo se
bakterije dodane kot SK razmnozujejo, nastaja mle¢na kislina in vrednost pH sira se
znizuje. Potek fermentacije je odvisen od aktivnosti in kolic¢ine SK. V primeru, da je
fermentacija preintenzivna in vrednost pH med fermentacijo preve¢ pade, bo sir
neustrezno zorel, rezultat pa je krhko, lomljivo in Kkislo testo (Bunch Kristensen, 1999).
V primeru nezadostne fermentacije pa je sir gumijast z visoko vsebnostjo vode ter hitro
pokvarljiv.

Koli¢ina dodanih SK je odvisna od Zeljenega razvoja kisline ter od pogojev, ki vplivajo
na samo aktivnost SK, in sicer kakovosti mleka (pH, vsebnost beljakovin) ter aktivnosti
SK (Johnson in Law, 2010). Proizvajalci liofiliziranih SK priporo¢ajo koli¢ino SK 1 UC
oziroma 10 UC za 100 litrov pasteriziranega mleka. Fermentativna aktivnost SK je
namrec¢ definirana s standardno enoto UC.

Soljenje vpliva na okus in teksturo sira, saj je aktivnost mikrobiote in encimov odvisna
od koncentracije soli v siru (Fox in Cogan, 2004). Ker je za vec¢ino MKB koncentracija
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soli nad 5 % delno ali v celoti zaviralna (Broome in sod., 2002), naj koncentracije v siru
ne bi presegle te vrednosti.

2.4.3.3 lzbira in primeri starterskih kultur ter njihov vpliv na aromo

Najpomembnejse tehnoloske lastnosti SK, ki se uporabljajo v industrijski proizvodnji
sira, so proizvodnja kisline, proteoliza in lipoliza, tvorba plina in arome ter zaviralen
ucinek proti tehnolosko Skodljivim mikroorganizmom. Razvoj najrazli¢nejs$ih tehnik
identifikacije in klasifikacije pa je omogocil poznavanje genetskih, biokemijskih in
fizioloskih lastnosti SK do te mere, da tipu fermentacije, ki ga zelimo izpeljati,
prilagodimo izbor ustrezne SK (Powell in sod., 2003). Ker SK s svojim delovanjem
vplivajo na oblikovanje zelenih senzori¢nih lastnosti sira, je priporoceno, da so v SK
vklju¢ene bakterije z nizko proteoliticno, a visoko peptidoliticno aktivnostjo. SK
vplivajo na nastanek arome sira, zmanjSujejo grenkobo in usmerjajo procese
fermentacije (Tarakci in Tuncturk, 2008). Izbira SK je odvisna tudi od naravno prisotne
mikrobiote mleka, ki ima lahko pomembno vlogo pri sooblikovanju organolepti¢nih
lastnosti sira. Pregled in poznavanje lastnosti sevov MKB omogoca pripravo njihovih
optimalnih mesanic v obliki SK, ki nato v tehnoloSkem postopku izdelave sira tvorijo
zelene lastnosti, seveda pa pripravo SK opravljajo v visoko specializiranih laboratorijih
(Powell in sod., 2003).

Za izdelavo razli¢nih vrst sirov se tako glede na okus, aromo in teksturo uporabljajo
razli¢ne SK. Bakterije, ki so vklju¢ene v SK za proizvodnjo sirov, pripadajo rodovom
Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Lc.
lactis subsp. cremoris), Leuconostoc (Leuc. mesenteroides subsp. cremoris),
Streptococcus (Streptococcus thermophilus), Lactobacillus (Lb. delbrueckii subsp.
lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. helveticus, Lb. acidophilus, Lb. paracasei,
Lb. rhamnosus), Enterococcus (Ec. faecalis, Ec. faecium) in Propionibacterium (Pr.
freudenreichii subsp. shermanii). Bakterije iz vrst Lactococcus lactis, Leucenostoc sp.
se dodaja pri izdelavi vecine sirov. V proizvodnji sirov se uporablja Se nekatere druge
MKB in sicer Lb. casei, Lb. plantarum, Ec. faecalis in Ec. faecium (Parente in Cogan,
2003). Za trde tipe sirov, kjer se sirno zrno dogreva pri visji temperaturi, se uporabljajo
termofilne bakterije kot so Str. thermophilus, Lb. helveticus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis (Broome in sod., 2003; Tunick, 2014).

2.4.3.4 Naravna mikrobiota Nanoskega sira in uporabljene starterske kulture

Nanoski sir se izdeluje iz mleka, prirejenega na zaS¢itenem obmocju za Nanoski sir, ki S
svojimi karakteristikami specificno doprinese k oblikovanju znacilne mikrobiote
surovega mleka. Mleko za Nanoski sir je podvrzeno toplotni obdelavi s postopkom
termizacije, ki zagotovi mikrobiolosko varnost in delno uni¢i prisotno nativno
mikrobioto tehnolosko koristnih MKB. Zaradi delno uni¢ene nativne mikrobiote je tore;j
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potreben dodatek SK, vendar le toliko, da preziveli nativni mikrobioti pomaga Vvoditi
fermentacijo, a je pri tem ne preraste. Ker je prakticno celoten tehnoloski postopek
odprt sistem, obstaja moznost vstopa okoliske mikrobiote, ki naseljuje sirarno, prostor
za soljenje in zorilnico, v mleko oz. sirno zrno (Nanoski sir GIZ, 2013). Rondi¢ (1996)
je v svoji Studiji ugotovila, da se sestava mikrobne populacije na povrsini Nanoskega
sira spreminja med dvomese¢nim zorenjem. Potrdila je prisotnost koliformnih bakterij
in MKB, mikrokokov, plesni in kvasovk, medtem ko so bile po Sestih tednih zorenja na
siru prisotne tudi plesni, za katere je podala moznost, da pripadajo rodu Penicillium.
Mikrobioloske analize Nanoskega sira so tudi pokazale prisotnost kvasovk na siru na
zaCetku zorenja, ne pa tudi ob koncu zorenja, saj zaradi neugodnih ekoloskih pogojev v
siru odmrejo, ostanejo pa aktivni njihovi encimi, ki naj bi sodelovali pri oblikovanju
kon¢ne arome Nanoskega sira (Nanoski sir GIZ, 2013).

SK, ki jo uporabljajo za izdelavo Nanoskega sira, sestavljata Str. thermophilus in Lb.
helveticus. Za obe bakteriji je znacilna proizvodnja mle¢ne Kisline ze med procesom
sirjenja (Fox in sod., 1990), Str. thermophilus pa se tudi hitro razmnozuje in s tem
vpliva na hitro znizanje vrednosti pH (Irlinger in Mounier, 2009).

Str. thermophilus je Gr* bakterija v obliki kokov, ki se pogosto povezujejo med seboj v
verizice. Je termofilen, homofermentativen ter fakultativen do obvezen anaerob, ki tvori
L+ mlecno kislino (Tamime, 2002). Optimalna temperatura za njegovo rast je med 37 in
42 °C, prezivi tudi pri 62 °C za 20-30 minut, precej manj pa mu ustrezajo nizke
temperature (18-20 °C), ko je rast zelo omejena (Parente, 2010). Str. thermophilus
hidrolizira laktozo z R-galaktozidazo, sintetizira acetaldehid, folno kislino ter majhne
koli¢ine metanojske kisline in CO, (Wouters in sod., 2002). Poleg tega je Str.
thermophilus slab proteolit in za svojo rast potrebujejo AK (Kocaoglu-Vurma in sod.,
2008). Str. thermophilus dodajajo kot SK za proizvodnjo S$tevilnih sirov (grojer,
ementalski sir, sir montaz ...). Uporablja se ga tudi za izdelavo mehkih sirov (mocarela,
bri) ter Se posebej za poltrde in trde sire in sire iz toplotno obdelanega mleka. Str.
thermophilus je v SK pogosto v kombinaciji z drugimi MKB (npr. Lb. helveticus)
(Tunick, 2014).

Lb. helveticus je homofermentativna ter termofilna bakterija z optimalno temperaturo
delovanja okoli 42 °C (Choisy in sod., 2000a). Nekateri sevi so obcutljivi za lizocim, ki
se ga dodaja proti poznemu napihovanju v siru. Ko so v eni od $tudij dodali Lb.
helveticus kot SK za izboljSanje okusa sirov z niZjo vsebnostjo mascob, so ugotovili, da
se je ob dodatku Lb. helveticus povecala vsebnost nekaterih AK (glutamin, metionin,
leucin), ki so tudi prekurzorji za nastanek aromati¢nih snovi (Nateghi, 2012). Dodatek
Lb. helveticus naj bi povecal vsebnost AK prolina, ki doprinese k slajsemu okusu sira
(Beresford, 2000), pospesuje proteolizo (Nateghi, 2012) in lipolizo (Tarakci in
Tuncturk, 2008), zmanjSuje grenkobo sira zaradi visoke aktivnosti aminopeptidaz, v
dolocenih primerih pa naj bi vplival na oreskasto noto v sirih (Klein in sod., 2001;
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Nateghi, 2012). Lb. helveticus pozitivno vpliva na oblikovanje senzori¢ne kakovosti sira
z izlo¢anjem inracelularnih aminopeptidaz in spros¢anjem AK, ki se lahko preoblikujejo
v aromati¢ne komponente, kot je na primer benzaldehid, za katerega je znacilna aroma
po mandljih. Lb. helveticus se kot SK uporablja pri izdelavi nekaterih trdih sirov,
predvsem pri $vicarskih tipih (Klein in sod., 2001).

2.4.4 Zorenje

Med zorenjem potekajo v siru biokemijske spremembe, ki dokon¢no oblikujejo
teksturo, senzori¢ne lastnosti in hranilno vrednost sira (Choisy in sod., 2000b). Zorenje
pa je pogojeno s prisotnostjo stevilnih mikroorganizmov oz. njihovih encimov ter samih
pogojev zorenja. Pomembne so tudi fizikalno-kemijske lastnosti mleka ter vsebnost
substratov za fermentacijo (laktoza, citrat, AK), ki se med zorenjem spreminjajo
(Rencelj in sod., 1995). Med zorenjem poteka tudi lipoliza, na katero lahko vpliva
obdelava mleka (npr. pasterizacija, homogenizacija) (Choisy in sod., 2000b) ter
rokovanje z mlekom (npr. transport in prec¢rpavanje mleka). Del prostih MK izvira zZe iz
samega mleka, nekatere pa nastanejo med sirjenjem (Alewijn, 2006).

Sir zorimo v zorilnici pri konstantnih pogojih, ustreznih dolo¢enemu tehnoloskemu
postopku oziroma vrsti sira. Med pomembnej$e parametre v zorilnici sodita zagotovo
temperatura ter vlaga (Sabec, 1964). Za vsako vrsto sira je potrebna ustrezna
kombinacija klimatskih pogojev, predvsem temperature in vlage, ki jih je med zorenjem
potrebno skrbno vzdrzevati. Klimatski pogoji odlo¢ajo o hitrosti zorenja, izgubi vlage,
tvorbi skorje, rasti povrsinske mikrobiote ter s tem o konénih lastnostih sira (Slanovec,
1982).

Ker je ustrezna vlaga v zorilnici eden izmed najpomembnejsih dejavnikov v procesu
zorenja (Van den Berg in Exterkate, 1993), je pomembno, da jo spremljamo in po
potrebi korigiramo (Fox in sod., 2004). Primerna vlaga v zorilnih prostorih za trde sire
naj se giblje med 80 in 85 %. Taka vsebnost vlage preprecuje prekomerno ali pa
premajhno susenje sirov (Sabec, 1964). Presuha klima povzroéi izgubo vlage in s tem
vpliva tudi na ekonomske izgube (manjsi izkoristek) ter negativno vpliva na kakovost
sira. Prevlazna klima pa pospesuje rast divje plesni na povrSini, siri se omehc¢ajo in
imajo tudi druge napake (Slanovec, 1982).

Temperaturo zorenja prilagajamo vrsti mikroorganizmov, ki sodelujejo pri zorenju
oziroma tipu zorenja, saj z ustreznim temperaturnim rezimom spodbujamo njihovo
delovanje. Tako dosezemo ustrezne kemicne, biokemicne in fizikalne spremembe testa
in vodimo oblikovanje znacCilne arome. Z nizanjem temperature zorilnice upoc¢asnimo
procese oziroma reakcije, ki potekajo med zorenjem (Rencelj in sod., 1995) ter s tem
tudi tvorbo aromati¢nih snovi in oces v sirnem testu (Law in sod., 2010).
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Kar nekaj Studij je Ze spremljalo vpliv poviSane temperature v zorilnici na hitrost
zorenja. Siri, ki so zoreli pri vi§ji temperaturi, so zoreli hitreje, saj je poviSana
temperatura pozitivno vplivala na aktivnost mikroorganizmov in encimsko katalizirane
reakcije, naraslo pa je tudi Stevilo nestarterskih MKB. Pri povi$ani temperaturi zorenja
obstaja tudi vecja verjetnost razvoja Skodljivih ali celo patogenih mikroorganizmov.
Zato je zorenje pri povisani temperaturi morda bolj primerno pri sirih, izdelanih iz
pasteriziranega mleka, seveda pa mora biti, ne glede na temperaturo, zagotovljen
dosleden higienski rezim. Ena od Studij tudi opisuje, da je imel sir, ki je zorel pri visji
temperaturi od obicajne sicer izrazitejSo aromo, vendar pa je bil slabSe senzori¢no
ocenjen, poleg tega je bil pri tem siru razvoj nestarterski MKB zelo hiter. V nekaterih
trdih in poltrdih sirih z manj kompleksno populacijo MKB je vi§ja temperatura zorenja
vplivala na prehiter potek proteolize. Posledica tega je bil sir z grenkim okusom. Poleg
tega lahko viSja temperaturo izzove hitrejsi razvoj bakterij C. tyrobutyricum, Ki
povzrocajo pozno napihovanje sirov. Ustrezno pospeSeno protelizo so dosegli tudi tako,
da je sir najprej krajsi Cas zorel pri vi§ji temperaturi (1 teden pri 20 °C), temu pa je
sledilo zorenje pri niZji temperaturi (8 mesecev pri 8 °C). PospeSevanje zorenja z visjo
temperaturo je naceloma ucinkovito, v doloCenih primerih pa lahko s poviSano
temperaturo zorenja izzovemo celo kvar sira. Vecina rezultatov dosedanjih raziskav
zakljuCuje, da s povisano tempearturo zorenja naceloma dosezemo Zelene fizikalne in
senzoricne lastnosti sira, kar pa ne izkljuuje moznosti razvoja neZelene arome,
neustreznih fizikalnih lastnosti sira in krajSo obstojnost sira (Law, 2010).
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3 MATERIAL IN METODE

Raziskave, ki smo jih opravili v okviru doktorske disertacije, smo razdelili v tri sklope.
V 1. sklopu smo se osredoto¢ili na analize krme in mleka. V 2. sklopu smo podrobneje
proucili aromatsko sestavo Nanoskega sira. V 3. sklopu pa smo se osredotocCili na
nekatere parametre, ki jih lako spreminjamo med samim tehnoloskim postopkom in
vplivajo na kon¢no aromo sira (Starterska kultura, temperatura, lokacija zorenja).

3.1 ZASNOVA POSKUSA PO SKLOPIH

V 1. sklopu naloge je bil na§ namen, da objektivno dolo¢imo razlike v krmnem obroku
krav iz razlicnih sezon (poletne in zimske). Pri tem nas je zanimala tako struktura
obroka kot tudi sama sestava. Poleg tega smo poiskali glavne razlike v aromatskem
profilu osnovne krme (travne silaze, sveze trave) in mleka med sezonama. Primerjali pa
smo tudi aromatski profil krme (sveze trave) in mleka prirejenega na obmocju, kjer
poteka prireja mleka, namenjenega za predelavo v Nanoski sir ter izven tega obmocja.

Vsem 27 rejcem, ki oddajo mleko za predelavo v Nanoski sir, smo poslali vprasalnike o
sestavi zimskega in poletnega krmnega obroka. Glede na rezultate vprasalnikov smo
vzorcili krmo, ki je predstavljala osnovo obroka v zimski ter poletni sezoni. V zimski
sezoni je bila to travna silaza, v poletni sezoni pa paSa. Zato smo za zimski obrok
dolocali osnovne kemijske parametre in HOS le v travni silazi kot osnovni zimski krmi,
Vv svezi travi pa kot osnovni poletni krmi. Mleko in krmo smo za dolocanje kemijskih
parametrov in HOS vzor¢ili enkrat v zimski in enkrat v poletni sezoni. Pri izbiri 6
rejcev, pri katerih smo vzor¢ili krmo in mleko, je bil pomemben kriterj vecja koli¢ina
oddanega mleka. Poleg tega je bilo teh 6 rejcev porazdeljenih po celotnem obmodcju
namenjenem prireji mleka za Nanoski sir.

Vzorce krme in mleka smo razdelili na dva dela. Prvi del je bil namenjen dolocanju
osnovnih kemijskih parametrov (vsebnosti hranilnih snovi v krmi ter beljakovine,
mascobe, laktoza, SSC ter SSMO v mleku), drugi del pa za doloanje aromatskega
profila s pomoc¢jo GC-MS. Nato smo predstavili zna¢ilne HOS vzorcev krme in mleka,
odvzetih s podroc¢ja za predelavo v NanoSki sir v poletni in zimski sezoni. Za
primerjavo smo dolo¢ili tudi aromagram vzorcev krme (sveze trave) in mleka, odvzetih
s podrocja izven geografskega obmocja za Nanoski sir, kjer smo se osredotocili na
terpene.

Sklop 2 je temelj naloge, zato je tudi najbolj obseZzen. Namen dela je bil doloditi
aromatski profil NanoSkega sira ter za posamezno HOS ovrednotiti spremembe med
zorenjem v odvisnosti od sezone ter poiskati povezave z rezultati iz 1. sklopa (analize
krme in mleka). Dobljene rezultate smo primerjali z rezultati ze opravljenih $tudij in
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predvideli mozne vplive na nastanek in vsebnost posameznih HOS. Pri tem smo se
osredotocili na Studije sirov trdega tipa.

Aromatski profil Nanoskega sira smo spremljali med zorenjem tako v poletni kot zimski
sezoni. V obeh sezonah smo vzor¢ili po dve razli¢ni seriji (Slika 12). Znotraj sezone je
bilo med eno in drugo serijo po en teden razlike v datumu izdelave sira. V posamezni
seriji smo najprej vzorcili sirnino, kar smo oznacili kot 0. dan zorenja. Vzorcenje sirnine
je potekalo v sirarni mlekarne Vipava pred preSanjem, sir pa smo vzor¢ili v zorilnici
mlekarne Vipava.

Sirnini smo dolo¢ili aromatski profil v treh zaporednih meritvah. To pomeni, da smo 1.
del vzoréene sirnine pripravili za dolocanje HOS za 1. meritev, 2. del sirnine za 2.
meritev ter 3. del sirnine za 3. meritev. Nato smo iz iste serije, kot je bila odvzeta
sirnina, izbrali 3 hlebce Nanoskega sira. Vsak posamezen hlebec znotraj serije smo nato
vzor¢ili v izbranih ¢asovnih intervalih 7., 21., 35., 49., 63., 77. in 99. dan zorenja ter po
6 mesecih zorenja. Tako smo dobili 21 (7 razli¢nih ¢asovnih intervalov vzoréeno v 3
hlebcih) razli¢nih vzorcev Nanoskega sira v eni seriji. Vsak vzorec sira in sirnine smo
pomerili v treh ponovitvah. Glede na to, da smo HOS ekstrahirali na vlakno 24 h, smo
vzorce, ki smo jih vzor¢ili isti dan, prenesli v laboratorji, jih ekstrahirali na vlakno ter
vlakno prenesli v instrument v GC-MS naslednji dan. Ko se je vlakno sprostilo, smo na
istem vlaknu testirali $e naslednja dva vzorca, ki smo ju predhodno zamrznili.
Zamrzovanje ni imelo vpliva na analizo (predhodno testiranje vzorcev).

V tem sklopu smo proucili vpliv sezone (poletne in zimske) ter ¢as zorenja na prisotnost
0z. vsebnost posameznih HOS v Nanoskem siru. Vzoréenje sirnine in sira je potekalo
pri vseh serijah enako. Poletna sezona je vkljucevala 1. in 2. serijo, zimska sezona pa je
vkljucevala 3. in 4. serijo (Slika 12).

V tem sklopu smo primerjali tudi aromagram 1. poletne sezone (leto 2011) z
aromagramom 2. poletne sezone (leto 2012). Tudi znotraj 2. poletne sezone smo
vzor€ili dve razli¢ni seriji. V vsaki seriji pa smo vzor¢ili po 5 razli¢nih hlebcev
Nanoskega sira. Za primerjavo poletnih sezon smo izbrali 63. dan zorenja, ko Nanoski
sir ze doseze konzumno zrelost. V 2. poletni sezoni smo tako dobili 10 razli¢nih
vzorcev sira na 63. dan zorenja (5 hlebcev sira znotraj vsake serije 2. poletne sezone).
Aromatski profil teh vzorcev NanoSkega sira iz 1. poletne sezone smo primerjali z
aromatskim profilom vzorcev Nanoskega sira iz 2. poletne sezone.

Poleg tega smo aromatski profil NanoSkega sira primerjali z aromatskim profilom
geografsko zasc¢itenega sira Tolminc. V primerjavo smo vkljuéili po eno serijo vsakega
sira, ki je bil izdelan v mesecu aprilu. Znotraj vsake serije smo vzor¢ili 3 hlebce. Sir
smo vzor¢ili po vsaj dveh mesecih (+3 dni Nanoski sir, +7 dni sir Tolminc). Tako smo
dobili 3 vzorce Nanoskega sira in 3 vzorce sira Tolminc. Za vsak vzorec smo opravili tri
meritve, na enak nacin kot je opisano Ze zgoraj.
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Podrobnejse vzoréenje posameznega sira oziroma hlebca smo opisali v naslednjem
poglavju 3.2 Material.

krma, mleko

S

PASNA (POLETNA) SEZONA IN ZIMSKA SEZONA

Serija 1 Serija 2 Serija 3 Serija 4
3 hlebci sira 3 hlebci sira 3 hlebci sira 3 hlebci sira

~. .

Dnevi vzorcenja sira glede na dan zorenja:
0. dan (sirnina) , 7. dan, 21. dan, 49. dan, 63. dan, 77. dan, 99. dan, 6 mesecev

Slika 12: Shema zastavljenega dela iz 2. sklopa
Figure 12: The scheme of planned work from the 2™ set

Zadnji, 3. sklop pa je bil namenjen manjSim dodatnim poskusom, v katerih smo
spreminjali nekatere parametre, ki bi lahko vplivali na razvoj oziroma nastanek HOS v
siru. Predstavljene so spremembe aromatskega profila HOS v siru, ki so nastale kot
posledica razli¢ne lokacije zorenja (obmoc¢je Nanoskega sira, drugo obmocje), razli¢ne
temperature zorenja (obicajna, visja), razlicne koli¢ine dodane SK (obiajna, vecja) iz
mleka odvzetega iz razli¢nih obmocij (mleko iz obmocja, kjer obic¢ajno odbirajo mleko
za predelavo v Nanoski sir ter iz drugega izbranega obmocja). Na koncu smo primerjali
aromatski profil NanoSkega sira, ki je zorel na klasi¢en nacin in sira, ki je zorel na
tropinah.

3.2 MATERIAL

3.2.1 Krmni obrok, mleko in sir

Vsem 27 rejcem, Ki oddajajo mleko za predelavo v Nanoski sir, smo najprej poslali
vprasalnik, ki je vseboval vpraSanja 0 sestavi krmnega obroka (poletnega in zimskega)
ter vpraSanja 0 oddanem mleku (koli¢ina oddanega mleka).
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Podatke o zimskem obroku je oddalo 10 rejcev, podatke o poletnem obroku pa 16
rejcev. V zimskem obroku je glavnino predstavljala travna silaza, medtem ko je v
poletnem bila to pasa. V nadaljevanju smo paSo — poletno krmo definirali kot svezo
travo.

V poskus smo vkljucili krmo (svezo travo, travno silazo) in mleko (iz zimske in poletne
sezone) Sestih kmetij iz vasi Lome in Zadlog, ki oddajajo mleko za predelavo v Nanoski
sir. Kriterija za izbiro rejcev, pri katerih smo vzor¢ili krmo in mleko, sta bila koli¢ina
prirejenega in oddanega mleka ter enakomerna porazdeljenost kmetij po celotnem
obmocju, namenjenem oddaji mleka za predelavo v Nanoski sir.

Glede na to, da gre za dvodnevno zbiranje mleka, smo vzor¢ili mleko Stirih molz
neposredno pred pre¢rpavanjem mleka v cisterno. Tako krmo kot mleko smo vzorcili
enkrat v zimski in enkrat v poletni sezoni pri Sestih rejcih, ki smo jih izbrali na podlagi
ze omenjenih kriterijev (koli¢ine in lokacije). V posamezni sezoni smo vzor¢ili mleko in
krmo na isti dan pri vseh Sestih rejcih.

V poletni sezoni smo svezo travo vzor¢ili na razli¢nih tockah na travnikih, kjer so se
pasle krave. V zimski sezoni smo krmo (travno silazo) vzor¢ili iz bal oziroma silosov.
Krmo (svezo travo, travno silazo) smo pred analizo homogenizirali s pali¢nim
mesalnikom. Vzorce krme in mleka smo prenesli v laboratorji ter jim dolocili osnovne
kemijske parametre in HOS. Del vzorcev mleka ter homogenizirane vzorce krme,
namenjene za dolo¢anje HOS, ki jih nismo analizirali isti dan, smo shranili v
zamrzovalniku pri —-16 °C.

Casovni okvir vzoréenja Nanoskega sira je opisan v prej$njem poglavju (3.1 Zasnova
poskusa po sklopih). Vzor¢enje Nanoskega sira je potekalo v zorilnici mlekarne Vipava
ob izbranih ¢asih med zorenjem. V posamezen hlebec smo s 15 cm dolgim sirarskim
svedrom zavrtali z oboda proti notranjosti in izvlekli priblizno 10 cm dolg svaljek. 1,5
cm zunanjega dela svaljka (od skorje proti notranjosti) smo odrezali, z njim zacepili
nastalo izvrtino v hlebcu ter vse skupaj premazali z voskom. S tem smo zmanjsali vdor
kisika in morebiten razvoj plesni na vzoréenem delu hlebca. Preostali del svaljka smo
vstavili v Cisto vzorCevalno posodico. Na opisan nafin smo iz posameznega hlebca
pridobili dva svaljka, ki smo ju izvrtali iz razli¢nih strani hlebca. V laboratoriju smo
nato svaljka homogenizirali v skupen vzorec. Del homogeniziranega vzorca sira, ki ga
nismo analizirali isti dan, smo shranili v zamrzovalniku pri —16 °C. Po opisanem nacinu
smo vzor¢ili vse sire, ki smo jih analizirali v nalogi.

3.2.2 Kemikalije

Kemikalije, ki smo jih uporabili v posameznih analizah krme, mleka in sira, so
navedene v preglednici 1.
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Preglednica 1: Kemikalije uporabljene v analizah krme, mleka in sira
Table 1 : Chemicals used in the analyses of feed, milk and cheese

Uporabljene kemikalije

— heksanal (Alfa Aeser, Nemdéija)
— oktanal (Alfa Aeser, Nemc¢ija)
— 1-heksanol (Alfa Aeser, Nem¢ija)

— 2-oktanon (Alfa Aeser, Nemcija)

— 2-etil heksanol (Fluka Sigma-Aldrich,
Nemcija)

— 3-metil 1-butanol (Fluka, Svica)

— ocetna kislina (Fluka, Nemcija)

— a-pinen (Fluka, Svica)

— 2-butanol (Fluka Sigma-Aldrich,
Germany)

— etil ester ocetne kisline (Fluka, Svica)
— etil ester heksanojske Kisline (Fluka,
Svica)

— 2-pentanon (Fluka, Svica)

— &-dekalakton (Sigma-Aldrich, ZDA)
— 1-oktanol (Sigma-Aldrich, ZDA)

— 2,3-butandiol (Sigma-Aldrich, ZDA)
— 1-butanol (Sigma-Aldrich, ZDA)

— 3-metil butanojske kisline (Sigma-Aldrich,

ZDA)
— butanojska kislina (Aldrich, ZDA)

— B-kariofilen (Sigma-Aldrich, ZDA)

— sabinen (Sigma-Aldrich, ZDA)

— p-cimen (Aldrich, ZDA)

— heptanojska kislina (Sigma-Aldrich, Svica)
— 2-butanon (Sigma-Aldrich, Nem¢ija)

— benzaldehid (Sigma-Aldrich, Nemcija)

— oktanojska kislina (Sigma-Aldrich, ZDA)

— 3-metil butanal (Sigma-Aldrich)

— 2-metil butanojska kislina (Merck Schuchardt OHG,
Nemcdija)

— dekanojska kislina (Merck Schuchardt OHG,
Nemdija)

— 2-pentanol (Merck Schuchardt OHG, Nemcija)
—nonanal (Merck Schuchardt OHG, Nemcija)

— 2-heptanon (Merck Schuchardt OHG, Nem¢ija)
— 2-nonanon (Merck Schuchardt OHG, Nemcija)
— limonen (Merck Schuchardt OHG, Nemcija)

— 3-hidroksi-2-butanon (Merck Schuchardt OHG,
Nemcija)

— natrijev sulfat (Sigma-Aldrich, ZDA)

— etanol 96 vol. % (Sigma-Aldrich, ZDA)

— Cistilo, Unisol (Bussetti RCO, Avstrija)

— zasCitni premaz za sire, cleriplast (Caglificio Clerici
SpA, Italija)

3.2.3 Aparature in oprema
Uporabljene aparature in oprema v analizah krme, mleka in sira so navedene v

preglednici 2.
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Preglednica 2: Aparature in oprema, uporabljena v analizah krme, mleka in sira
Table 2: Apparatures and equipment used in the analyses of feed, milk and cheese

Aparature in oprema

Oprema-laboratorijski material

— hladilna torba

— injekcijska brizga (Gas tight)

— pipete

— plasti¢ni lon¢ki, posodice

— plasti¢ni pladnji

— sirarski sveder

— SPME injekcijska igla (Supelco, Bellefonte, PA, US)

— steklene bucke (10 mL)

— steklene bucke (100 mL)

— SCetke za Ciscenje buck

— Stoparica

— tehtnica

— termometer

—viale (20 mL)

—vlakna DVB-CAR-PDMS, CAR-PDMS, PDMS, DVB-PDMS, PA (Supelco)
— zamaski (18 mm, silikon/PTFE) za viale in buc¢ke (Supelco)

— zlicka za tehtanje

Aparature

— Agilent ChemStation Software
— BactoScan FC (Foss Electric, Hillergd, Denmark)
— kolona Rtx-20 (60 m, 0.25 mmID, 1um, Restek, USA)

— Milkoscan 6000FT ( Foss Electric, Hillergd, Denmark)

— plinski kromatograf (Agilent 6890 Series) z masno selektivnim spektrometrom (Agilent
5973)

— program Statistica za Windows software

— Somacount 150 (Bentley Instruments, Inc. Minnesota, USA)
— ultrazvocna kopel

— vodna kopel

3.3 METODE

3.3.1 Metode vrednotenja razli¢nih pogojev zorenja na oblikovanje aromatskega
profila NanoSkega sira

V 3. sklopu naloge smo opravili dodatne preliminarne poskuse, v katerih smo

spreminjali doloCene parametre, ki bi utegnili vplivati na spremembe aromatskega

profila Nanoskega sira. Prou€evali smo naslednje parametre: razli¢na surovina, razli¢na

lokacija zorenja, razli¢na koli€ina dodanih SK in razlina temperatura zorenja ter

zorenje sira na tropinah.
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3.3.1.1 Razli¢na surovina

Pri prouc¢evanju vpliva surovine na aromatski profil sira smo analizirali sir, narejen iz
mleka iz tipiénega obmo&ja (Crnovrika planota), kjer odbirajo mleko za predelavo v
Nanoski sir (»odbrano« mleko) ter z drugega izbranega obmocja (okolica Postojne)
(»neodbrano« mleko). 1z »odbranega« in »neodbranega« mleka smo nato v sirarni
izdelali Nanoski sir po tehnoloSkem postopku za Nanoski sir, sirjenje iz obeh vrst mleka
pa smo izvedli v dveh serijah. Iz vsake serije smo 63. dan zorenja vzor¢ili 3 hlebce po
predhodno navedenem postopku (2.1.2 Tehnoloski postopek izdelave Nanoskega sira).

3.3.1.2 Razli¢na lokacija zorenja

Za ovrednotenje vpliva razli¢ne lokacije zorenja na profil HOS v zrelem NanoSkem
siru, smo izbrali 4 hlebce Nanoskega sira iz ene serije v zimski sezoni. Od tega sta dva
hlebca zorela v zorilnici mlekarne Vipava v vinorodnem okoliSu (kot je zahtevano v
specifikaciji za Nanoski sir), druga dva hlebca Nanoskega sira pa v zorilnici izbrane
sirarne, ki lezi izven vinorodnega okoliSa. Zorilnica v nevinorodnem okoli$u, natan¢neje
v Poljanah pri Skofji Loki, je imela primerljive pogoje (vlaznost, temperatura zorenja,
ro¢na nega sirov) kot jih ima zorilnica v mlekarni Vipava. Nanoski sir smo na obeh
lokacijah vzor¢ili 63. dan zorenja. Poleg tega smo s povrSine hlebcev vzeli brise in
dolocali prisotnost aerobnih mezofilnih bakterij, kvasovk, plesni ter mikrokokov.

Pri proucevanju vpliva razli¢ne lokacije zorenja smo odvzeli tudi brise hlebcev sira, ki
so zoreli na dveh razli¢nih lokacijah. Za vsak hlebec sira smo glede na velikost zgornje
povrsine hlebca (35 sz) dolodili tri mesta oziroma to¢ke odvzema brisa v velikosti 4
cm x 5 cm. Analize brisov hlebcev sira so opravili na Nacionalnem veterinarskem
institutu enote Nova Gorica, in sicer aerobne mezofilne bakterije po standardu ISO
4833-1 (2013), kvasovke in plesni po standardu ISO 7954 (1987) ter mikrokoke po
interni bakterioloski metodi laboratorija.

3.3.1.3 Razli¢na koli¢ina dodanih starterskih kultur ter temperature zorenja

Za ugotavljanje vpliva razli¢ne koli¢ine dodane SK ter temperature zorenja na HOS v
siru je bilo mleko odvzeto z obmocja prireje mleka za proizvodnjo Nanoskega sira.
Sirjenje smo izvedli v dveh serijah in obeh izdelali sir skladno s specifikacijo za
Nanoski sir, le da smo v eni seriji sirili z dodatkom obicajne koli¢ine SK, v drugi pa
smo sirili z dodatkom vecje koli¢ine SK. Sire, izdelane z obicajno in povisano koli¢ino
dodane SK, smo 63. dni zoreli pri obifajni temperaturi zorenja (12 °C) ter poviSani
temperaturi zorenja (18 °C).

Poskus smo izvedli v dveh delih, v obeh primerih se je sirilo manjso koli¢ino mleka in
sicer 100 1. V prvem delu smo sirili po obi¢ajnem tehnoloskem postopku za Nanoski sir,
v drugem delu pa se je sirilo z vecjo koli¢ino SK.
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3.3.1.4 Zorenje sira na tropinah

Za primerjavo klasi¢nega zorenja NanoSkega sira smo dali zoreti Nanoski sir tudi na
tropine, in sicer na dva naéina. Pri prvem nacinu zorenja na tropinah smo sire po
soljenju za 17 dni potopili v tropine grozdja sorte Cabernet Sauvignon ter nato Se za 50
ur v rdeCe vino zvrst Barbera-Merlot. Sir je nato zorel do 77. dneva zorenja v zorilnici.

Pri drugem nacinu zorenja na tropinah smo po 6 tednih klasi¢nega zorenja Nanoski sir
za 17 dni potopili v tropine grozdja sorte Cabernet Sauvignon in nato za 50 ur v rdece
vino zvrsti Barbera-Merlot. Poleg aromatskega profila sira smo dolo¢ili tudi aromatski
profil vin Cabernet Sauvignon in Barbera-Merlot po isti metodi kot za krmo oziroma
mleko. Opravili smo tudi senzoricno analizo sirov, in sicer smo se osredotocili
predvsem na okus.

3.3.2 Metode dolo¢anja hlapnih organskih spojin v siru, krmi in mleku

3.3.2.1 Razvoj in optimizacija metode SPME-GC-MS za dolo¢anje hlapnih organskih

spojin v siru

Za doloc¢anje aromati¢nih spojin oziroma HOS, prisotnih v prouéevanih sirih, smo
uporabili mikroekstrakcijo plinske faze na trdnem nosilcu (SPME). Za identifikacijo in
kvantifikacijo izoliranih aromati¢nih snovi pa smo uporabili plinsko kromatografijo z
masnim spektrometrom (GC-MS). Dolo¢ene HOS smo potrdili tudi s standardi.

Pri optimizaciji metode ekstrakcije smo testirali razliéne pogoje oziroma parametre.
Predvidevali smo, da vsaka sprememba ekstrakcijskega parametra, ki neposredno vpliva
na porazdelitveno razmerje in hitrost adsorpcije, vpliva tudi na izkoristek in
ponovljivost ekstrakcije. Glavni kontrolni parametri so bili temperatura vzorca, velikost
in oblika vzorcevalne posode, koli¢ina vzorca, ekstrakcijski €as ter izbira adsorbcijskega
vlakna.

Proucili smo optimalne lastnosti posameznih vlaken. Na§ namen je bil izbrati vlakno, ki

.....

namre¢ odvisna od HOS, ki so prisotne v dolo¢eni hrani. V siru so prisotne skupine
HOS, ki imajo razli¢no polarnost (Pinho in sod., 2003). Na§ namen je bil tudi izbrati
najprimernejSo metodo ekstrakcije.

Testiranje vlaken

Testirali smo sivo vlakno, ki ga sestavljajo divinilbenzen—karboksen—
polidimetilsiloksan (DVB-CAR-PDMS), ¢rno vlakno iz CAR-PDMS, rdeCe iz PDMS,
modro iz DVB-PDMS ter belo iz poliakrilata (PA).
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Temperatura

S sivim (DVB-CAR-PDMS) in ¢rnim vlaknom (CAR-PDMS) smo testirali ekstrakcijo
pri 25 °C in 37 °C. Ti dve temperaturi smo izbrali, ker je prva standardna temperatura,
medtem ko je druga telesna temperatura. Po podatkih iz literature nizjih temperatur ni
bilo smiselno izbrati.

Velikost in oblika vzorcevalne posode
Uporabili smo dve razli¢ni posodi, in sicer 20 ml vialo in 100 ml bucko.
Izbira in priprava internega standarda

Za interni standard smo izbrali 1-oktanol, ki smo ga pred analizo dodali v vse
pripravljene vzorce. In sicer smo dali 5 pl 1-oktanola (koncentracije 1,37 mg/ml) v
vzorec sira (4 g), mleka (50 ml) in krme (4 g). Pred tem smo za standard testirali 5-metil
2-heksanon, ki so ga ze uporabili v predhodnih §tudijah o HOS v siru (Sunsen in sod.,
2002). Izkazalo se je, da smo ob dodatku 5-metil heksanona prekrili vrh 1-heksanola.
Izbrani 1-oktanol ni vplival na analizo.

Za interni standard smo izbrali 1-oktanol, ki ima polarni del (-OH skupina) kot tudi
nepolarni del (veriga C8). Glede na to, da ima 1-oktanol tako polarno kot nepolarno
naravo je primeren za interni standard, poleg tega je to spojina, ki se jo uporablja pri
porazdelitvenih koeficientih med organsko in vodno fazo.

Interni standard (1-oktanol) smo pripravili po sledeCem postopku: 10 ul standarda
vbrizgamo s pipeto v 10 ml bucko ter odtehtamo maso dodanega internega standarda, Ki
je znaSala 13,7 mg. Po dodatku internega standarda smo dolili absolutni etanol do
oznake 10 ml bucke.

Povprecna povrSina vseh meritev 1-oktanola, ki smo jo izracunali ob dodajanju v vzorce
sira med spremljanjem zorenja in sezone NanosSkega sira, je znaSala 205126699,93 z
relativnim standardnim odklonom 0,34. Slednja povrSina internega standarda ustreza
koncentraciji 1-oktanola 17,13 mg/kg sira. V preglednici 3 so poleg vsebnosti podane
tudi koncentracije HOS na primeru 63. dneva zorenja NanoSkega sira v poletni sezoni.

Poudariti moramo, da se glede na odzivnost vlakna in glede na komponente (63 spojin)
opaza razli¢na afiniteta vlakna do internega standarda v primerjavi s posamicno
prouc¢evano komponento (alkoholi, ketoni, mascobne kisline, terpeni ...), zato sSmo se
odlo¢ili, da je podajanje koncentracije izrazene v mg/kg (sira) oz. mg/l (mleka) zgolj
orientacijske narave in sluzi za podajanje okvirne koncentracije posamezne spojine.
Statisticno pa je bilo bolj korektno operirati s povrSinami, saj nam pretvarjanje v
koncentracijo vnasa dodatno napako in S§iri negotovost ter tako vnasa dodaten vir
variabilnosti. Na podlagi navedenega povrSin nismo preracunali na interni standard, jih
pa lahko kadarkoli izrazimo v predstavitvene namene za orientacijo.
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Dolocanje hlapnih organskih spojin v siru z metodo SPME-GC-MS

Pred meritvami je bilo potrebno SPME vlakno kondicionirati 30 minut pri 250 °C
oziroma 2 x 30 minut pri 250 °C v primeru, da vlakno ni bilo rabljeno dlje ¢asa.

V 20 ml vialo smo dali 4 g homogeniziranega sira in dodali 5 pl predpripravljenega
standarda. Po iniciranju standarda smo vzorce takoj pokrili s pokrov¢ki.

Ko smo imeli vzorec pripravljen, smo v pokrovéek vbodli s SPME injekcijsko iglo ter
nato potisnili SPME vlakno iz igle nad vzorec. SPME vlakno je bilo na injekcijski igli
namesceno tako, da je bila razdalja med konico SPME vlakna in vzorcem 1 cm. SPME
vlakno smo prej tudi kondicionirali. Ekstrakcija je potekala 24 h pri 25+1 °C v
kondicioniranem in zatemnjenem prostoru, da so se HOS iz sira adsorbirale na SPME
vlakno.

Po 24 urah smo vlakna prenesli na injektor plinskega kromatografa, kjer je potekala
desorpcija ekstrahiranih komponent.

Iz vsakega posameznega vzorca hlebca smo odvzeli tri enake dele za 3 meritve
(podroben opis je opisan v poglavju 3.1 Zasnova poskusa po sklopih). V embalazni
enoti smo imeli 3 SPME vlakna. Posamezno vlakno smo ostevil¢ili. Zaradi zanesljivosti
rezultatov smo za vsako meritev istega hlebca uporabili identicno SPME-vlakno z isto
identifikacijsko Stevilko.

Kromatografski sistem GC-MS je bil sestavljen iz plinskega kromatografa (Agilent
6890 Series) in masnega spektrometra (Agilent 5973).

Injiciranje je potekalo preko dostopnega »splitless« vhoda. Locevanje HOS pa je
potekalo na analizni koloni GC-MS sistema (60 m, 0,25 mm, 1um, Restek Rtx-20
USA). Temperaturno-¢asovni program je bil slede¢: zacetna temperatura 50 °C (2 min),
10 °C/min do 150 °C (3 min), 10 °C/min do 250 °C (5 min), v skupnem trajanju 30 min.
Elektroionizacija je potekala pri 70 eV, temperatura kvadrupola je bila 150 °C, ionskega
izvora pa 230 °C. Nosilni plin je bil helij 5.0 (99,999 % ¢&ist He). Temperatura
desorpcije je potekala pri 250 °C.

HOS smo identificirali na podlagi njihovega retencijskega ¢asa (Rt) ter s pomocjo
masnih spektrov posamezne komponente. Poleg tega smo nekatere HOS identificirali
tudi s standardnimi raztopinami posamezne komponente (podano v Preglednici 13).
Masne spektre smo nato primerjali s spektri iz spektralne knjiznice (NIST 02). Pri
identifikaciji nam je racunalniSki program predlagal masne spektre z najvecjim
odstotkom ujemanja tako intenzitete kot razmerja med maso in nabojema (m/z).
Kromatografske vrhove smo nato integrirali s programsko opremo ChemStation E.02.00
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SP2. Tako smo za posamezno komponento dobili povrsine kromatografskih vrhov, ki
smo jih uporabili pri statisti¢ni obdelavi podatkov.

3.3.2.2 Dolocanje hlapnih organskih spojin v mleku ter travni silazi in sveZi travi

V 100 ml bucko smo najprej dodali 5 g Na,SO,, ki zvisa ionsko mo¢ raztopine in s tem
omogo¢i ucinkovitejSo ekstrakcijo. Nato smo dolili 50 ml vzorca mleka. VVzorce mleka
smo kondicionirali 45 min pri 37 £ 1 °C. Sledila je 45 min ekstrakcija na SPME sivem
vlaknu pri enaki temperaturi (37 + 1 °C). Desorpcija in lo¢evanje v GC-MS sta potekala
pri istih pogojih kot pri sirih. Za analize krme in mleka smo izbrali sivo vlakno (DVB-
CAR-PDMS) zaradi boljse odzivnosti nekaterih terpenov v primerjavi s ¢rnim vliaknom.

Vzorce krme (travne silaZze in sveze trave) SmoO najprej na grobo sesekljali ter nato
homogenizirali s pali¢cnim mesalnikom. Po 4 g homogenata krme smo s pinceto prenesli
v 100 ml plinotesno bucko. Ostale faze analize so potekale pri istih pogojih kot pri
mleku.

3.3.2 Struktura krmnega obroka ter kemijske analize travne silaze, sveZe trave in
mleka

STRUKTURA KRMNEGA OBROKA

Kot smo Ze navedli v poglavju 3.2. Material, Smo najprej vsem 27 rejcem, ki oddajajo
mleko za predelavo v Nanoski sir, poslali vprasalnik, ki je vseboval vprasanja 0 sestavi
krmnega obroka (poletnega in zimskega) ter vprasanja 0 oddanem mleku (koli¢ina
oddanega mleka). Predpostavljali smo, da sta osnovni krmi v zimski sezoni silaza in v
poletni sezoni pasa oziroma sveza trava. Kljub temu smo zeleli strukrturo krmnega
obroka preveriti oziroma potrditi. Tako smo lahko na podlagi zbranih odgovorov iz
poslanih vprasalnikov doloc¢ili osnovno krmo v poletni (pasa/sveza trava) in zimski
sezoni (travna silaza).

KEMIJSKA ANALIZA TRAVNE SILAZE IN SVEZE TRAVE

Vzorce travne silaze (iz zimske sezone) in sveze trave krme (iz poletne sezone), ki so jih
zauzile krave molznice, smo analizirali z infrardeco refleksijsko spektroskopijo (NIR) in
atomsko absorpcijsko spektroskopijo po internih metodah Agrozivilskega laboratorija
na Kmetijskem zavodu Nova Gorica. Na ta nacin smo dolocili vsebnost surovih
mascob, beljakovin in vlaknin ter posameznih mineralov. Vzorce krme 0z. trave smo
odvzeli pri Sestih rejcih. S pomocjo teh podatkov in vpraSalnika o sestavi krmnega
obroka smo lahko objektivno dolo¢ili razlike v kakovosti zauZite krme 0z. trave krav
molznic v zimskem in poletnem c¢asu.

KEMIJSKA ANALIZA MLEKA

Vzorci mleka so bili odvzeti ob AT4 kontrolah pri istih Sestih rejcih kot smo vzorcili
tudi krmo. AT4 je ena izmed metod kontrole prireje mleka in poteka vsake Stiri tedne.
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Osnovne parametre kemijske kakovosti mleka vsebnosti beljakovin, mascobe, laktoze,
secnine smo dolocili z aparaturo Milkoscan 6000FT, ki deluje na principu infrardece
spektrometrije, ki je standardizirana po mednarodnem standardu I1ISO 9622/ IDF 141
(2013). Metoda temelji na koli¢ini IR svetlobe dolo¢enih valovnih dolzin, ki jo
absorbira posamezna komponenta mleka.

Vsebnost somatskih celic smo dolo¢ili z aparaturo Bentley Somacount-om, ki deluje na
principu preto¢ne citometrije ob osvetljevanju s snopom laserske svetlobe. Skupno
Stevilo mikroorganizmov pa smo dolod¢ili z aparaturo Bactoscan po interni metodi v
povezavi s standardi 1ISO 21187/ IDF 196 (2004) in IDF 161A (1995).

3.3.3 Statisti¢na analiza

Rezultate smo zbrali in uredili v programu Microsoft Excel 2010. Urejene podatke smo
nato statisticno obdelali s statisti¢cno programsko opremo Statistica 10. Uporabili smo
razli¢ne metode statisticne obdelave, kot SO opisna statisticna analiza, analiza variance
(ANOVA), primerjava dveh vzorcev ter metoda glavnih osi (angl. principal component
analysis, PCA).

3.3.3.1 Opisna statisti¢na analiza

Opisna statistika vkljucuje razli¢ne srednje vrednosti (npr. aritmeti¢na sredina, mediana)
in mere razprSenosti (npr. standardni odklon, relativni standardni odklon).

Pri statisti¢ni obdelavi povrSin kromatografskih vrhov smo za raunanje povpre¢ne
vrednosti (A) uporabljali naslednjo enaébo:

Zn:Ai .

n

kar pomeni:
A — povpreéno vrednost,
A — izmerjeno vrednost,

n — Stevilo meritev

Merilo za ponovljivost je bil standardni odklon (s):
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@

Pri prikazu rezultatov smo ponekod tudi navedli relativni standardni odklon oziroma

relativno standardno napako (RSD), ki smo jo izra¢unali z naslednjo enacbo:

RSD:i ...(3

>

3.3.3.2 ANOVA

Statistiéni model

S statisticnim modelom formaliziramo odnose med spremenljivkami v obliki
matemati¢ne enacbe. Statisticni model opiSe, kako ena ali ve¢ neodvisnih spremenljivk
(vplivov) opiSe oziroma pojasni eno ali ve¢ odvisnih spremenljivk. V nasem primeru
smo za analiziranje vplivov na vsebnost posamezne komponente uporabili splosen
linearni model z vgnezdeno analizo variance:

VYijiki — n+S; + Nij + hijk + Z, + €5k .- (4)

Yiji — vsebnost posamezne hlapne organske spojine, odvisna spremenljivka
M — srednja vrednost
Si — sistematski vpliv sezone, kategori¢na spremenljivka;

i=1,2

S1 — poletna sezona, S, — zimska sezona

Ni; — sistematski vpliv serije, vgnezden znotraj sezone, kategori¢na spremenljivka
j=1,2,3,4
N; — 1. poletna serija, N, — 2. poletna serija, N3 — 1. zimska serija, N4 — 2.
zimska serija

hijk — nakljucni vpliv hlebca, vgnezden znotraj serije in sezone, kategori¢na
spremenljivka
k=1-12
k1-k3 — hlebci iz 1. poletne serije, k4-k6 — hlebci iz 2. poletne serije
k7—k9 — hlebci iz 1. zimske serije, k10-k12 — hlebci iz 2. poletne serije

Z,— vpliv dneva zorenja, ordinalna spremenljivka
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I= 0. dan (sirnina), 7. dan, 21. dan, 35. dan, 49. dan, 63. dan, 77. dan, 99. dan

ejji — ostanek

Poleg tega smo uporabili tudi Tukey-jev test. To je eden izmed post-hoc testov, s
katerim ugotavljamo, kaks$ne so razlike med povprecnimi vrednostmi posameznih
statisti¢nih vzorcev.

3.3.3.3 Analiza primerjave dveh ali ve¢ odvisnih vzorcev
t-test za odvisna vzorca

t-test za odvisna vzorca uporabimo za analizo znacilnih razlik med dvema povpreénima
vrednostima dveh odvisnih vzorcev. Ta statisti¢ni test primerja torej povprecne
vrednosti dveh vzorcev ob predpostavki, da sta varianci obeh vzorcev enaki (Bastic,
2006).

Wilcoxon-ov test za parne vzorce

Test se uporablja za primerjavo dveh vzorcev in primerja njuni mediani. Nicelna
hipoteza pravi, da med medianama vzorcev ni razlik (Basti¢, 2006). Wilcoxonov test
uporabljamo za ugotavljanje razlik med dvema povpre¢nima vrednostima za odvisna
vzorca (Statistica 10, 2011), ko proucevana S$tevilska spremenljivka ni normalno
porazdeljena ali za opisne spremenljivke, merjene na ordinalni skali. Test predstavljata
neparametricna ekvivalenta parametricnemu t-testu. Pri obeh testih se vrednosti
Stevilske spremenljivke pretvorijo v range, tako da se najmanjsi vrednosti pripiSe rang
1, naslednji najmanjsi rang 2 itd. Za izracun testne statistike se uporabijo vrednosti
rangov (Bastic, 2006).

3.3.3.4 Analiza z metodo glavnih osi (PCA)

Metoda glavnih osi (angl. principal component analysis, PCA) spada v multivariatno
analizo. PCA je statisti¢na tehnika, ki analizira medsebojno soodvisnost spremenljivk z
namenom, da se Stevilo spremenljivk zmanjSa. Pri tem osnovni nabor spremenljivk
preslikamo v mnozico novih spremenljivk, ki jih imenujemo glavne osi (Kosmelj,
2007). PCA je linearna transformacija (rotacija) m-dimenzionalnega merskega prostora
v m-dimenzionalni vektorski prostor. Prva koordinata zasukanega koordinatnega
sistema (glavna os ali os 1) je tista smer, v kateri se celotna varianca sistema vseh
obravnavanih podatkov zmanjsa. Naslednja glavna os je pravokotna na prej$njo in je
zopet doloc¢ena s tem, da opiSe kar najve¢ preostale variance. PCA je tako projekcija
podatkov iz m-dimenzionalnega prostora v dvo-dimenzionalni prostor prvih dveh
glavnih osi.
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Pri tej tehniki torej iS¢emo linearno kombinacijo m parametrov/spremenljivk z
namenom, da se maksimira razdaljo med to¢kami ali vzorci v m-dimenzionalnem
prostoru. PCA nima podatkov, kako naj sestavi skupine. Podatke namre¢ razvrsti v
skupine po tendenci, s ¢im manj$o izgubo informacij (Pillonel in sod., 2003).

PCA je ena pogosteje uporabljenih multivariatnih metod predvsem v novejsih Studijah,
ki vkljuCujejo dolo¢anje HOS v siru (Lawlor in sod., 2002; Pillonel in sod., 2003;
Berezinska in sod., 2007; Poveda in sod., 2008; Van Leuven, 2008).
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 VPELJAVA IN OPTIMIZACIJA METODE
Vrsta vlakna

Vse vrste SPME vlaken smo testirali na vzorcu istega hlebca Nanoskega sira, Ki je zorel
2 meseca. Isto vrsto vlakna smo testirali v treh ponovitvah. Ekstrakcija je potekala 24 h
pri 25 °C. Od testiranih vrst modrega (DVB-PDMS), belega (PA), rdec¢ega (PDMS),
sivega (DVB-CAR-PDMS) in ¢rega (CAR-PDMS) SPME vlakna sta se glede na
Stevilo ekstrahiranih HOS kot najboljsi vlakni za ekstrakcijo izkazali sivo vlakno (DVB-
CAR-PDMS) z 41 identificiranimi HOS ter ¢rno vlakno (CAR-PDMS) s 37
identificiranimi HOS (Priloga B). Rezultati testiranj ostalih SPME vlaken so prikazani v
prilogi A.

Opazili smo, da se na ¢rno vlakno (CAR-PDMS) bolje adsorbirajo komponente z nizjim
vrelis¢em kot so 2-butanon, 2-butanol, 3-metil 1-butanol, etil ester butanojske kisline,
na sivo vlakno (DVB-CAR-PDMS) pa HOS z visjim vrelis¢em, ki smo jih identificirali
v drugem delu kromatograma (npr. oktanojska kislina, dekanojska kislina, &-
dekalakton) (Priloga B).

Nekatere HOS smo zaznali le s ¢rnim vlaknom (CAR-PDMS) (npr. 2,3-butandione, etil
ester ocetne Kisline), nekatere HOS pa le s sivim vlaknom (DVB-CAR-PDMS) (npr. 8-
oktalakton, 2-undekanon) (Priloga B).

Zaradi zgoraj navedenih ugotovitev smo ves ¢as izvajanja poskusa iz sklopa 2, kjer smo
spremljali spremembe v aromatskem profilu Nanoskega sira med zorenjem, uporabljali
obe vlakni, ¢rno vlakno (CAR-PDMS) in sivo vlakno (DVB-CAR-PDMS), saj smo
zeleli identificirati ¢im vecje Stevilo HOS. Poleg tega nas je zanimalo tudi spreminjanje
vsebnosti posameznih HOS med zorenjem. Po konc¢anih meritvah smo za vsako HOS
naredili t-test z rezultati sivega (DVB-CAR-PDMS) in ¢rnega vlakna (CAR-PDMS)
(Priloga C). Glede na zadnji del kromatograma, kjer smo identificirali bolj kompleksne
HOS, se je izkazalo kot boljse sivo vlakno (DVB-CAR-PDMS). Sicer pa smo ve¢
komponent bolje zaznali s ¢rnim vlaknom (CAR-PDMS).

Terpene a-pinen, limonen in p-cimen smo uspeli potrditi tudi s standardnimi
razstopinami. Za limonen in p-cimen se je kot boljse izkazalo sivo vlakno (DVB-CAR-
PDMS).

Temperatura in ¢as ekstrakcije

Ucinkovitost SPME ekstrakcije je odvisna od temperature in Casa. Zato smo ta dva
parametra optimizirali (Priloga D). Temperatura moc¢no vpliva na stabilnost
preiskovanega vzorca. Z uporabo nizjih temperatur ohranimo stabilnost vzorca brez
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sprememb matriksa, medtem ko visje temperature lahko povzrocijo proces razgradnje.
Po drugi strani pa povisanje temperature za 10 °C pospesi hitrost reakcije za 2-4 krat,
zato smo poiskali kompromis med temperaturo in ¢asom ekstrakcije. Najprej smo s
sivim (DVB-CAR-PDMS) in ¢rnim (CAR-PDMS) vlaknom testirali 45-minutno
ekstrakcijo pri 37 °C ter z obema vlaknoma pri teh pogojih identificirali le 16
komponent. V nadaljevanju se je za najuinkovitejSo kombinacijo izkazalo, da smo
vzorce izpostavili 24-urni ekstrakciji pri temperaturi 25 °C + 1°C, kjer se matriks (sir) ni
spreminjal (npr. topljenje). Pri optimizaciji smo upoS$tevali tudi dejstvo, da se
posamezna komponeneta v plinski fazi hitreje adsorbira s povrSine vlakna kot iz
matriksa (Abilliera in sod., 2010b). Zato smo uporabili daljSe Case za vzpostavitev
ravnotezja. Podobno metodo so v svoji Studiji uporabili tudi Frank in sod. (2004).

Velikost in oblika vzorcevalne posode

Glede na uporabo 100 ml plinotesne bucke in 20 ml komercialne viale ni bilo razlik v
Kromatogramih. V naslednjih analizah smo uporabljali 20 ml viale, ker smo jih lazje
Cistili.

Na podlagi omenjenih rezultatov smo izbrali metode, ki smo jih navedli v predhodnem
poglavju Metode.

Ponovljivost

Kot kriterij za izrazanje ponovljivosti meritev vsebnosti HOS v siru smo uporabili
relativni standardni odklon. Ponovljivost meritev smo testirali v poletni sezoni na 63.
dan zorenja Nanoskega sira, ko smo identificirali 51 HOS. Relativni standardni odklon
meritev znotraj poletne sezone v obeh serijah na vseh Sestih hlebcih se je za HOS gibal
od 0,13 do 1,70 (Preglednica 3). Poudariti moramo, da sta imeli le dve HOS relativni
standardni odklon vi§ji od 1, in sicer etilbenzen ter p-krezol. Povpreéni standardni
odklon za vse HOS je bil 0,41. V 4 g vzorca sira je bila vsebnost internega standarda (1-
oktanol) 6,85 10°® mg, povpretna povriina kromatografskih vrhov 1-oktanola pa
205126699,93.

Ponovljivost metode ekstrakcije (vkljuéno z ekstrakcijo, injiciranjem, separacijo,
detekcijo) za HOS je bila testirana z analizo istega vzorca NanoSkega sira, ki smo ga
trikrat pomerili z istim identifikacijskim vlaknom. Pri analizi na CAR-PDMS vlaknu je
bila ponovljivost od 0,02 do 1,03, na DVB-CAR-PDMS vlaknu pa od 0,02 do 1,05.
Povprec¢ni standardni odklon za vse HOS je bil na CAR-PDMS vlaknu 0,17, na DVB-
CAR-PDMS vlaknu pa 0,35 (izratunano na podlagi podatkov iz priloge B). Za ostale
meritve je ponovljivost nakazana v prilogah.
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Preglednica 3: Vsebnost in koncentracija hlapnih organskih spojin (HOS) v Nanoskem siru

Table 3: The content and concentration of volatile organic compounds

HOS Vsebnost’ s° RSD® Koncentracija® (mg/kg)
Pinan 4,70 -10° 6,03 :10° 0,13 0,0393
Benzaldehid 4,50 -10° 6,67 10° 0,15 0,0375
Dekanal 7,97 -10° 1,28 -10° 0,16 0,0066
Pentanojska kislina 1,95 -10° 3,16 :10° 0,16 0,0163
2-heptanon 3,77 108 6,97 107 0,18 3,1450
Heksanojska kislina 5,19 107 9,78 -10° 0,19 0,4332
Etil ester heksanojske kisline 6,31 -10° 1,26 -10° 0,20 0,0527
2-butanon 527-10° 1,12-10° 0,21 0,0044
2-etil 1-heksanol 6,60 -10° 1,41 -10° 0,21 0,0055
5-dekalakton 2,79 -10° 6,19 -10° 0,22 0,0233
Oktanal 7,92 -10° 1,79 -10° 0,23 0,0066
Undekan 3,68 -10° 8,53 -10* 0,23 0,0031
Ocetna kislina 5,90 -10° 1,37 -10° 0,23 0,0493
Dekanojska kislina 7,92 -10° 1,91-10° 0,24 0,0661
B-kariofilen 1,36 10° 3,45:10° 0,25 0,0113
1-heksanol 2,44 -10° 6,31-10° 0,26 0,0203
5-oktalakton 1,23 -10° 3,27-10° 0,27 0,0102
2-heptanol 3,48 107 9,52 :10° 0,27 0,2907
Heptanojska kislina 438-10° 1,25-10° 0,29 0,0037
Oktanojska kislina 8,95 -10° 2,76 -10° 0,31 0,0747
p-cimen 1,09 -10° 3,38 10° 0,31 0,0091
Limonen 9,29 -10° 3,0210° 0,32 0,0078
Etil ester oktanojske kisline 9,55-10° 3,20 -10° 0,33 0,0080
2-pentanol 2,57 107 9,16 -10° 0,36 0,2149
2-pentanon 1,39 108 5,01-107 0,36 1,1619
2-metil butanojska kislina 2,42 -10° 8,99 -10° 0,37 0,0202
Butanojska kislina 1,50 -10® 5,86 107 0,39 1,2504
2,3 butandiol 1,04 107 427108 0,41 0,0869
1-butanol 4,91 -10° 2,01-10° 0,41 0,0410
Sabinen 1,05 -10° 439-10° 0,42 0,0088
Dimetil sulfon 4,91-10° 2,15-10° 0,44 0,0041
Etil ester butanojske kisline 7,01 107 3,10 107 0,44 0,5853
Toluen 1,04 107 4,60 -10° 0,44 0,0866
3-metil butanojska kislina 6,25 -10° 2,95 -10° 0,47 0,0522
Heptanal 3,08 -10° 1,47 108 0,48 0,0257
3-metil butanal 1,57 -10° 7,54 -10° 0,48 0,0131
3-metil 1-butanol 1,57 -10° 7,54 -10° 0,48 0,0131
a-pinen 6,59 -10° 3,17 -10° 0,48 0,0550
Undekanon 3,79 -10° 1,84 -10° 0,49 0,0317
2-nonanol 8,53 -10° 4,49 -10° 0,53 0,0071
2-butanol 9,48 -10° 5,15-10° 0,54 0,0079
8-nonen-2-on 5,60 -10° 3,14-10° 0,56 0,0047
2-hidroksi 3-pentanon 1,45-10° 8,35:10° 0,57 0,0121
Diacetil 4,74 -10° 3,10 -10° 0,65 0,0396
2-oktanon 8,52 -10° 5,75 10° 0,68 0,0711
Acetoin 6,28 -10° 4,60 -10° 0,73 0,0524
Benzeneacetaldehid 3,61-10° 3,11-10° 0,86 0,0030
Etil ester ocetne kisline 1,84 -10° 1,63 -10° 0,88 0,0154
p-kresol 9,18 10° 1,05 -10° 1,14 0,0077
Etilbenzen 9,25-10° 1,57 108 1,70 0,0077

Ipovpreéna povriina kromatografskih vrhov; *standardni odklon; *relativni standardni odklon;
“koncentracija posamezne HOS preradunana glede na povriino in povpre¢no koncentracijo internega standarda (1-oktanol)
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4.2 SKLOP 1: KRMA IN MLEKO

4.2.1 Sestava in struktura krmnih obrokov ter osnovni parametri kemijske
kakovosti mleka

Od 27 sodelujocih rejcev je vprasalnik za zimski obrok izpolnilo 16 rejcev, za poletni pa
10 rejcev. Podatki o krmni sestavi v posameznih sezonah so v Preglednici 4 (zimska
sezona) in v Preglednici 5 (poletna sezona). S pomocjo vprasalnika, ki so ga izpolnili
rejci, vkljuceni v prirejo mleka za Nanoski sir, smo ugotovili, da je bila osnova krmnega
obroka krav molznic v zimskem ¢asu travna silaza, medtem ko je bila v poletnem casu
sveza trava (pasa). V zimski sezoni je poleg osnovne krme (travne silaze) krmni obrok
sestavljajo Se seno, otava, koruzna silaza, specialna krmna mesanica Nanos 1 in Nanos 2
(z vecjo vsebnostjo beljakovin), mo¢na krmila (koruza, mesanica koruze in je¢mena) ter
drugi dodatki. Med druge dodatke smo uvrstili Lacto ProTect (rudninska krmna
mesanica), Grovit (vitaminsko-mineralni dodatek), Rumisal (mineralno vitaminska
mesanica). Koli¢ine posameznega krmila in Stevilo rejcev, ki je vkljucilo navedeno
krmilo v zimski krmni obrok smo navedli v Preglednici 4. V poletni sezoni pa je poleg
pase (sveze trave) krmni obrok, sestavljalo Se seno, specialna krmna meSanica Nanos 1
in Nanos 2, mo¢na krmila (koruza, meSanica koruze in je¢mena) ter vitaminski dodatek.
Tudi za poletni obrok smo navedli koli¢ine posameznega krmila in Stevilo rejcev, ki je
vkljucilo navedeno krmilo v krmni obrok (Preglednica 5). V preglednicah 4 in 5 so
navedene povprecne vrednosti, ki smo jih dobili na podlagi ankete.

Vzorce osnovne krme (travne silaze oz. sveze trave) in mleka smo v obeh sezonah
odvzeli pri istih Sestih rejcih, vzor€enje v posamezni sezoni pa je bilo pri vseh Sestih
rejcih izvedeno v istem dnevu. V vzorcih travne silaze oz. sveze trave smo dolocali
vsebnost surovih mascob, beljakovin, vlaknin, nekaterih mineralov (Preglednica 6) ter
HOS (Preglednica 8), pri vzorcih mleka pa smo dolocali osnovne parametre kemijske
kakovosti (Preglednica 7) ter HOS (Preglednica 8).

S pomoc¢jo rezultatov analiz in vpraSalnika o sestavi krmnega obroka smo lahko
objektivno dolocili razlike v kakovosti zauzitih obrokov krav molznic v zimskem in
poletnem c¢asu. 1z rezultatov kemijske kakovosti mleka po sezonah (Preglednica 7)
vidimo, da ni bistvenih razlik med povpre¢nimi vrednostmi parametrov kemijske
kakovosti mleka med sezonama.

64



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Preglednica 4: Sestava krmnega obroka v zimski sezoni (n=16)
Table 4: The average composition of feed during the winter season

Krma Koli¢ina (kg)
Seno (kg/Zival/dan) 7 (n=15)
Otava (kg/zival/dan) 5,42 (n=8)
Travna silaza (kg/Zival/dan) 18,62 (n=16)
Koruzna silaza (kg/zival/dan) 10 (n=1)
KM Nanos 1 (kg/zival/dan) 2,36 (n=7)
KM Nanos 2 (kg/Zival/dan) 2,62 (n=4)

Moc¢na krmila (kg/zival/dan)

Drugi dodatki:
Laktoprotekt/Grovit/Rumisal

koruza: 2 kg (n=1); meSanica koruze in je¢mena: 1,4 kg
(n=5)

po potrebi

n — §tevilo rejcev, KM — krmna meS$anica

Preglednica 5: Sestava krmnega obroka v poletni sezoni (n=10)
Table 5: Composition of feed during the summer season

Krma

Koli¢ina

Pasa (ur/dan)

Seno (kg/zival/dan)

KM Nanos 1 (kg/zival/dan)

KM Nanos 2 (kg/zival/dan)
Moc¢na krmila (kg/zival/dan)
Drugi dodatki:vitaminski dodatek

15,6 (n=10)

7,31 (n=7)

1,59 (n=8)

1 (n=2)

Mesanica koruze in je¢mna 3 (n=1); koruza (n=1)
5 dkg (n=1)

n — §tevilo rejcev, KM — krmna meS$anica

65



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Preglednica 6: Povprecne vrednosti vsebnosti hranilnih snovi v travni silazi iz zimske sezone in
sveZe trave iz poletne sezone

Table 6: The average content of nutrients in grass silage of the winter season and fresh grass in the
summer season

Hranilne snovi Travna silaza SvezZa trava
Suha snov (%) 50,43 23,50
Surove beljakovine (%) 6,09 2,28
Surove mascobe (%) 1,28 0,42
Surove vlaknine (%) 14,94 9,27
Pepel (%) 4,20 1,48
Na (g/kg) 0,34 0,30
Ca (g/kg) 12,53 1,83
K (g/kg) 10,05 3,69
Mg (g/kg) 1,87 0,73
Mn (mg/kg) 60,38 18,10
Cu (mg/kg) 4,41 2,01
Zn (mg/kg) 17,01 6,79
Fe (mg/kg) 491,30 50,27
P (g/kg) 1,26 0,50

Preglednica 7: Povpreéne vrednosti osnovnih parametrov kemijske kakovosti vzorcev mleka (n=6)

po sezonah

Table 7: The average value of basic parameters of chemical quality of the milk samples (n=6) by seasons

Parametri Zimska sezona Poletna sezona
Beljakovine (g/1009) 3,16 3,12
Mascoba (g/100g) 3,93 3,83
Laktoza (g/100g) 4,53 4,52
Ssct (x1000/ml) 340 259
SSMO? (x1000 KE/m) 11 13

1 stevilo somatskih celic; 2skupno Stevilo mikroorganizmov

4.2.2 Hlapne organske spojine v travni silaZi, svezi travi in mleku iz
poletne in zimske sezone

Osnovno krmo (travno silazo iz zimske sezone in svezo travo iz poletne sezone) ter
mleko smo vzor¢ili pri 6 rejcih (R1-R6) na obmocju, namenjenem proizvodnji mleka za
predelavo v Nanoski sir. S pomoc¢jo GC-MS analize smo dolo¢ili aromatski profil in
povpreéne vrednosti nekaterih identificiranih HOS v vseh 6 vzorcih osnovne krme in
mleka iz obeh sezon (Preglednica 8). V vseh vzorcih travne silaze in sveze trave smo
identificirali kar 146 razlicnih HOS, v vzorcih mleka iz obeh sezon pa 54, vendar vse
HOS niso bile prisotne v vseh vzorcih travne silaZze, sveze trave ter mleka. V
preglednicah (Priloga E, Priloga F) so tudi podane povpre¢ne vrednosti HOS vseh
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vzorcev, ki smo jih pridobili od Sestih rejcev. 1z rezultatov je razvidno, da so se vzorci
travne silaze in sveze trave razlikovali tako po prisotnosti kot tudi po vsebnosti HOS.
Enako velja tudi za vzorce mleka glede na razli¢no sezono.

V Preglednici 8 so prikazane HOS, ki smo jih identificirali tako v osnovni krmi (travni
silazi, svezi travi) kot tudi mleku, prisotne pa so bile tudi v Nanoskem siru. Predstavili
smo nekatere HOS v osnovni krmi in mleku, kjer so se vrednosti razlikovale po sezoni
(zimska, poletna). Razlike med sezonama v vzorcih osnovne krme in mleka smo dobili s
Wilcoxon-ovim testom za parne vzorce (Preglednica 8). HOS iz osnovne krme in
mleka, ki smo jih identificirali tudi v siru, so podrobneje predstavljene v naslednjih
poglavjih (5.2.2 Sklop 2: Hlapne organske spojine v Nanoskem siru). Preglednice z
vsemi identificiranimi HOS v krmi in mleku ter razlike med sezonama so navedene v
prilogah (Priloga E, Priloga F).
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Preglednica 8: Nekatere hlapne organske spojine (HOS) (s povpre¢no povrsino kromatografskih
vrhov), identificirane v krmi in mleku, s statisti¢nimi parametri

Table 8: Some volatile organic compounds (average arbitrary area units) identified in feed and milk with
statistical parameters

n' HOS po funkcionalnih Osnovna krma Mleko
HOS skupinah Povpretje’ v sezoni 5 Povpre&je’ v sezoni
Mas&obne Kisline Poletna? | Zimska® | " Poletna | Zimska P
V1 |Ocetna kislina 5,49 -10° | 1,90 -10° * / / /
V2 | Butanojska kislina / 2,08 -10° * 1,44-10° |122-10"| ns
V3 | 3-metil butanojska kislina / 6,53-10" | * / / /
V4 | 2-metil butanojska kislina / 493107 | * / / /
V5 | Pentanojska kislina / 1,56 -10° | ns / / /
V6 | Heksanojska kislina / 147108 | * 7.86-10° [936-10°| ns
Alkoholi
V10 |2-butanol / / / / 1,82-10°] ns
V11 | 1-butanol / 2,67-10"| ns / 4,52-10°| ns
V13 | 3-metil 1-butanol 3,68 :10° | 5,47 -10' * 1,43 -10° |7,45-10*| ns
V14 | 2,3-butandiol / 1,84-10°| ns / / /
V18 | 2-etil 1-heksanol / / 4,69-10° |543-10°| ns
Aldehidi
V20 | 3-metil butanal / 6,12 107 * 338-10° [2,03:10°] ns
V21 | Heksanal 2,21-10° / * 594-10° |3,77-10° *
V22 | Heptanal / 7,99-10°| ns 2,43-10° |7,05-10°| *
V23 | Oktanal / 221107 * 1,37-10° |1,71-10°| ns
V24 | Benzaldehid / 3,76 108 | * / / /
V25 | Nonanal / 1,37-10"| ns 2,35-10° | 3,88:10°| ns
V26 | Benzenacetaldehid / 3,26 -10’ * / / /
Estri
V29 | Etil ester ocetne kisline 2,81-10511,49-105] ns 2,88 -10° / *
V30 | Etil ester butanojske kisline / 753108 = 9,68-10° |1,61-10"| ns
V32 | Etil ester heksanojske kisline / 6,74-10" | * / 3,16-10°| =*
V33 | Metil ester oktanojske kisline / 6,84 -10° ns / / /
V34 | Etil ester oktanojske kisline / / / 4,84-10° |8,16-10°| ns
V35 | Etil ester dekanojske kisline / 1,28 -107 ns / / /
Ketoni
V36 | Diacetil / / / 2,04 -10° / ns
V37 | 2-butanon 1,02-10° 5,98 -10°| ns 553-10° |1,76-10°| *
V38 | 2-pentanon 2,54-10° 11,18 -10°| ns 3,01-10° 11,97-10°] =*
V40 | Acetoin 7,99 -10° | 1,08 10" | ns 7,88-10° | 2,69-10°| ns
V45 | 6-metil 5-hepten-2-on 8,70 -10°| 1,63 -10"| * / / /
V46 | 2-nonanon / / / 2,42-10° | 1,10:10°| ns
Terpeni
V49 |Pinan 1,51 -10% | 4,85 -10° * 3,50-10° [3,56:10°] *
V50 | a-pinen 1,50 -10% | 2,21 -10" | * 1,03-10° |1,75-10°| *
V51 | Sabinen 3,18 10% | 2,61 107 * 6,74 -10° | 3,89:10°| ns
V52 | Limonen 1,31-108 | 2,21 -10’ * 2,62-10° 1 1,65:10° ns
V53 | p-cimen 1,60-10% | 2,07 -10" | * 1,81-10° |3,06-10°| *
V54 | p-kariofilen 3,59-10° 3,32-10°| ns 8,44-10° |2,72-10°] *
Druge HOS
V55 | 2-okten 2,20 10" / / 6,50 -10° / *
V56 | Toluen 5,04 -10° | 1,28 -10° * 8,77-10° |1,62-10° *
V59 | Undekan / / / 6,98-10° |536-10* *

Yidentifikacijske $tevilke HOS v vzorcih krme in mleka, ki smo jih identificirali tudi v Nanodkem siru (Preglednica 11); *sveza trava;
Stravna silaza; “povprecna povrsina kromatografskih vrhov posamezne HOS v vseh 6 vzorcih in 3 ponovitvah; ®p-vrednost: ns — ni
statisti¢no znacilno p>0,05; * 0,01; / — HOS ni bila identificirana
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Nekatere HOS (npr. 3-metil 1-butanol, 3-metil butanal, heksanal) so v krmi ali mleku
tako kvalitativno kot kvantitativnho zaznamovale poletno oziroma zimsko sezono. Glede
na rezultate iz Preglednice 8 bi lahko trdili, da nekatere HOS (npr. butanojska kislina),
ki smo jih identificirali v mleku in krmi, nimajo samo izvora v krmi, ampak imajo lahko
tudi druge vire (sinteza v mle¢ni zlezi) (Becker in Kumar, 1965). Njihova koncentracija
v krmi namre¢ ni imela neposredne povezave s koncentracijo iste HOS v mleku. Na
primer v krmi je bila butanojska kislina prisotna samo v zimski sezoni, v mleku pa je
bila prisotna v obeh sezonah. Poleg tega se vsebnosti butanojske kisline v vzorcih mleka
niso statisti¢no razlikovale glede na sezono.

Studij, ki dokazujejo prehod terpenov iz krme v mleko, je veliko (Kalag, 2011), precej
manj pa je tistih, ki bi obravnavale prehod tudi drugih HOS, kot so alkoholi, MK, estri,
aldehidi in ketoni. Tako so na primer Carpino in sod. (2004) v svoji $tudiji ugotovili, da
naj bi se iz krme (pase), poleg treh terpenov, v mleko preneslo tudi 5 drugih HOS, in
sicer 2 estra (geranil acetat, metil jasmonat), 2 aldehida (2,4-oktadienal, dodekanal) ter
ena S-snov (metionol). V naSem primeru nismo v preiskovanih vzorcih (travna silaza,
sveza trava, mleko) identificirali nobene od nastetih HOS.

Etil ester heksanojske kisline smo identificirali le v vzorcih travne silaze in mleka iz
zimske sezone, kar namiguje na njegov morebiten prehod iz osnovne krme travne silaze
v mleko.

Zanimivo je, da je v krmi oziroma mleku etil ester ocetne kisline (Preglednica 8, V29)
zaznamoval poletno sezono. Prisoten je bil sicer v obeh osnovnih krmah, vendar smo ga
dolo¢ili ve¢ v svezi travi. Poleg tega smo ga identificirali le v vzorcih mleka iz poletne
sezone. Keton 2-butanon (Preglednica 8, VV37) je s svojo vsebnostjo zaznamoval zimsko
sezono. V zimski sezoni, ko je bila v krmnem obroku osnovna krma travna silaza, so
bile v mleku koncentracije 2-butanona vecje (do 100 x) v primerjavi z mlekom iz
poletne sezone. Tudi Mounchili in sod. (2005) so v svoji Studiji opazili, da je travna
silaza v krmnem obroku krav prispevala k veéji vsebnosti 2-butanona v mleku. Tudi
acetoin (Preglednica 8, V 40) je dosegel vi§je vrednosti v mleku iz zimske sezone. Na
njegovo vsebnost naj bi vplival vnos etanola s krmo (travno silazo) (Kalac¢, 2011).

Po navedbah nekaterih drugih $tudij naj bi med aldehidi v travni silazi prevladovala
predvsem heksanal in pentanal (Kala¢, 2011), mi pa smo heksanal (Preglednica 8, V 21)
identificirali le v svezi travi. Pentanal (Priloga E) smo identificirali samo v travni silazi,
v mleku pa je bil prisoten v obeh sezonah.

Izpostavili bi predvsem toluen, ki je bil prisoten v obeh sezonah v osnovni krmi in
mleku, vendar je dosegel vecje vrednosti v osnovni krmi in mleku iz poletne sezone.
Vsi terpeni, ki smo jih identificirali v Nanoskem siru (rezultati so v nadaljevanju,
poglavje 4.3.1 ldentifikacija in analiza hlapnih organskih spojin v Nanoskem siru), SO
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bili prisotni tako v osnovnih krmah kot tudi v mleku. Poleg tega so terpeni pinan, a-
pinen in p-cimen dosegli ve¢je vrednosti v krmi in mleku iz poletne sezone.

Znano je, da krma krav na razli¢ne nacine Vpliva na senzori¢ne lastnosti sira (Carpino in
sod., 2004). Nekatere komponente, kot so karoten in terpeni, lahko prehajajo direktno iz
krme v mleko (Coulon in sod., 2004; Martin in sod., 2005), medtem ko se nekatere
komponente oziroma snovi (npr. butanojska kislina) tvorijo med spravilom in
konzerviranjem krme ter z nadaljno fermentacijo (fermentacijo silaze) (Kala¢, 2011). V
nasem primeru ne izkljuCujemo dejstva, da je lahko sezona zaradi razline osnovne
krme tudi posredno vplivala na oblikovanje kon¢ne arome Nanoskega sira. Silaza
(osnovna krma v zimski sezoni) je namre¢ fermentirana krma in vsebuje MKB ter tudi
ze delno razgrajene hranilne snovi. V travni silazi je npr. veliko vodotopnih
ogljikovodikov, ki veljajo za reaktante med mlecnokislinsko fermentacijo (Kalac,
2011). Znano je tudi, da krma vpliva na metabolizem v vampu, Kjer zaradi aktivnosti
mikroorganizmov nastajajo spojine, ki lahko prispevajo h kon¢ni aromi mleka (Toso in
sod., 2002). Ugotovili so ze vecje koncentracije dolocenih HOS v sirih, ki so bili iz
mleka krav, krmljenih s travno silazo (Kala¢, 2011). Tudi v naSem primeru je tako lahko
krma vplivala na mikrobioto vampa in tudi na nastanek spojin mleka. V poletni krmi
(svezi travi) pa smo identificirali vecjo vsebnost terpenov, za katere je ugotovljeno, da
lahko spremenijo dinamiko mikroorganizmov, in sicer v vampu, v samem mleku ter
tudi med izdelavo sira (Coulon in sod., 2004).

Poleg tega Coulon in sod. (2004) navajajo, da je del posrednega vpliva prehrane lahko
mikrobioloSkega izvora. In sicer so nekatere glede na prehrano ugotovljene razlike v
aromi sira iz surovega mleka izginile po pasterizaciji mleka. Mikrobioloske analize
vzorcev krme, mleka in sira bi tako lahko bile dodatna informacija k razumevanju
vpliva sezone oz. razli¢ne krme (sveza trava, travna silaza) na HOS v mleku in siru. V
primeru Nanoskega sira je mleko za sir toplotno obdelano s postopkom termizacije, pri
¢emer se delno uni¢ijo v mleku prisotni encimi in mikroorganizmi, ki bi lahko
prispevali h kon¢ni aromi sira oziroma nastanku dolo¢enih aromati¢énih HOS (Delgado
in sod., 2011).

Ostale HOS, ki smo jih $e identificirali v krmi in/ali mleku ter mozne povezave s HOS v
siru, so navedene v poglavju 4.3. Sklop 2: Hlapne organske spojine v Nanoskem siru.

4.2.2.1 Primerjava krme (sveZe trave) in mleka s tipicnega »nanoSkega« in drugega

obmocja

Mleko in krmo smo v poletni sezoni vzoréili tako na tipiénem obmodju (Crnovrka
planota), na katerem potekata prireja mleka za predelavo v Nanoski sir (»nanosko«
obmocje), kot tudi izven tega tipi¢nega obmocja (»drugo« obmocje) in sicer v Batah.
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Krmo smo vzor¢ili v pasni sezoni, ko je bila osnova obroka sveza trava. Glede na znana
dejstva, da so terpeni lahko markerji geografskega porekla, smo se pri analizi HOS v

vzorcih krme in mleka osredotocili predvsem na slednje (Preglednica 9, Preglednica
10).
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Preglednica 9: Terpeni v mleku iz poletne sezone z obmocdja za Nanoski sir (Nanosko) ter izven tega
obmoc¢ja (Drugo)
Table 9: Terpenes in the milk from area of Nanos cheese and from other area

Terpeni Nanosko, R1! Nanosko, R2 Nanog$ko, R3 Nanos$ko, R4
Povprecje RSD? | Povpregje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD
Pinan 1,10-10° * 034 | 3.21-10° ° 021 6,7510° ¢ 0,07 | 3,30-10° ° 0,11
a-pinen 48310° * 031 | 7,32:10° * 018 1,79.10° °© 0,01/ 1,1810" ° 0,13
Kampen 1,2510° * 048 | 1,52:10° *® 0,00| 1,32:10° * 1,30 1,1610° * 0,12
Sabinen / a 1,17-10° ™ 025 1,52:10° ¢ 047 562:10° * 0,25
B-pinen 53510° ® 0,36 | 9,0510° * 0,19 7,9410° * 0,08 7,39-10° * 0,10
Limonen 349-10° * 015 | 3,21-10° ® 0,03| 3,0710° * 0,03 1,80-10° ™ 0,16
p-cimen 1,83-10° *® 0,18 | 2,30-10° * 0,09 | 2,41-10° * 0,09 | 1,5310° ° 0,07
Eukaliptol / a 439-10° ° 011 / a / @
B-kariofilen | 1,06:10° © 021 | 987:10° ® 0411 | 1,57.10° ' 00| 5,1510° " 0,37
Terpeni Nanosko, R5 Nanosko, R6 Drugo, B
Povprecje RSD | Povpreéje RSD | Povprecje RSD
Pinan 582:10° © 0,22 | 82310° * 0,02 1,9810° * 017
a-pinen 1,82:100 ¢ 021 | 1,67-10° * 0,06 1,6310° * 0,19
Kampen / 8 / @ / 8
Sabinen 7,92:10° ™ 0,34 / 2 / a
B-pinen 8,08-10° * 020 | 3,8910° ° 0,18 / ¢
Limonen 2,62:10° ® 017 | 1,5510° ° 012 3,63:10° ?* 0,16
p-cimen 2,01-10° * 011 | 7,5410° ¢ 0,14 / ¢
Eukaliptol | 1,04-10° * 0,20 / ¢ / a
B-kariofilen | 6,66:10° 0,10 | 2,66:10° * 0,09 / a

'R1-R6 — rejci iz obmogja za Nanoski sir, B rejec iz drugega obmodja; “relativni standardni odklon;
¢rke a, b, ¢, d oznalujejo statisticno znadilne razlike s Tukey-jevim testom; / — HOS ni bila
identificirana
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Preglednica 10: Terpeni v krmi (sveZi travi) z obmo¢ja za Nanoski sir (Nanosko) ter izven tega
obmoc¢ja (Drugo)
Table 10: Terpenes in the feed (grass) of the protected area for Nanos cheese and from other area-

Drugo, B

Povprecje  RSD

Terpeni Nanosko, R1? Nanosko, R2 Nanosko, R3 Nanosko, R4 Nanosko, R5 Nanosko, R6
Povprecje RSD? | Povpredje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD
Pinan 836-10° * 0,71| 9,02:10" ® 046| 1,64-10° * 0,15|4,34-10" * 042| 496-10° ®* 0,32(2,97-10" ®* 0,55
a-pinen 6,16-10" ® 042| 3,19-10° ¢ 0,19 2,14-108 % 0,08]|7,63-10" ® 063 559-10" ® 051|1,74-10° * 0,49
Kampen 2,03:100 ® 008 1,66-10° ® 0,09 2,93-10° ¢ 0,05|4,18-10° ®° 054| 1,57-10" ® 0,36|1,30-10" ® 0,37
Sabinen 1,34-108 @ 061 2,551-10° ® 043 3,56-10% ® 0,11|589-10° * 069| 7,45-10® ® 0,393,66-10° ® 0,16
B-pinen 7,20-10" *  0,30| 3,18-10° ® 0,18 581-108 ®© 004833107 * 0,38| 128:10% * 047|643-10° ©° 048
o-terpinen 301100 @ 0,68 4,64-10" * 040| 6,84-10" @ 0,13|1,61-10° * 043| 2,70-108 ®* 040|1,42-10" * 0,52
Limonen 3,58-10° * 040 3,80-10° ®° 035| 1,32-108 @ 0,05 346-10" * 066/ 81310 * 045|1,21-10° * 0,58
p-cimen 953107 ® 040 1,85-10% ¢ 0,16| 1,49-10®% ® 011|6,13-10° ® 045/| 4,16-10°% ¢ 0,22|548-10° ® 0,39
a-felandren /@ /@ /@ 6,79-10" ° 0,33 /@ /@
Eukaliptol 443107 @ 025| 290-10° * 028 3,86-10° ® 0,00|4,70-10" * 0,39| 4,30-108 ®° 0,29|4,14-10° * 0,22
cis B-terpineol /@ /@ /@ /@ 55810 ® 021 /@
B-linalol /@ 299108 * 049 385-10° * 0,05|1,06-10" * 025| 1,41-10° ® 048|296-10° * 0,38
3-tujanon 1,65-10° ®© 0,86 /@ /@ /@ /@ /@
Lavandulol /@ /@ 925-10° ® 0,34 /@ /@ /2
Kampor 2,55-10" ®  0,36| 3,98-10° ® 022 463-108 ¢ 003]2,17-100 ® 061 4,76-10" ¢ 0,29]1,33-10° ® 0,29
Borneol 583-10° ® 0,23 /@ 1,810 ¢ 0,00|2,71-10" ® 0,80| 1,03:10° ® 047|1,19-10° ® 0,41
o-terpineol /@ /@ 4,53-10" ¢ 0,09 /@ /@ 9,29-10° ® 0,30
a-kubeben 1,20-10" @ 0,39| 280-10° * 022 149-10° ®© 02619810 * 053 1,81-10° ® 0,15|2,42-10" @ 0,51
llangen 9,83-10° @ 0,29| 1,44-10" * 022| 7,75-10" ® 028|1,1210" * 043| 7,78:10" ® 0,24|1,11-10" * 0,34
Kopaen 1,80-10" @ 0,23| 581-10° * 016| 1,47-10° ® 025[243-10° * 046| 2,28-10° ¢ 0,18/535-10° * 0,38

/ a
1,27-108 ® 0,15
/| a

8,60-10° @ 0,15

1,26 107 @ 0,18

1,55-10° @ 0,31
/ a
3,33-10° & 0,23
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Nadaljevanje preglednice 10: Terpeni v krmi (svezi travi) z obmo¢ja za Nanoski sir (Nano$ko) ter
izven tega obmoc¢ja (Drugo)

Terpeni Nanosko, R1* Nanosko, R2 Nanosko, R3 Nanosko, R4 Nanosko, R5 Nanosko, R6 Drugo, B
Povprecje RSD? | Povpregje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD | Povprecje RSD
B-elemen /@ /@ /e /I a I e 1,89-10" ® 0,08 /I a
B-bourbonen /@ /@ /e I a /e 22910 ® 0,09 /e
B-kariofilen 484-10" @ 041 2,79-10° ® 0,07]9,63-10° ®© 0,10| 9,13-10° * 058| 4,18-10° * 0,88| 357-10° * 0,18|1,10-10" * 0,03
y-murolen /@ /2 /e [ a 946-10° ® 013 148-10° * 0,52 [ a
a-murolen /? /2 /2 /2 526-10° ° 021| 1,08-10° * 0,36 /2
Kalamenen /@ /2 9,05-10° “ 011 4,85-10" * 050 1,18-10%8 ¢ 0,23| 2,87:10" ® 0,34 1,92-10° ® 0,11
B-kadinen /® /2 /® /? /® /2 1,05-10" ® 0,06
o-kalakoren 7,66-10° * 0,29 1,11-10" * 0,09(4,00-10" * 0,24| 695-10° * 043| 510-10" ® 0,26 8,76-10° * 0,35 /@

'R1 — R6 — rejci iz obmodja za Nanogki sir, B — rejec iz drugega obmogja;
%relativni standardni odklon; &rke a, b, ¢, d oznadujejo statistiéno znaéilne razlike s Tukey-jevim testom; / — HOS ni bila identificirana
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Tako v krmi — svezi travi kot tudi v mleku s tipi¢nega »nanoSkega« obmocja smo
identificirali ve¢ razli¢nih terpenov v primerjavi s krmo — svezo travo in mlekom z
»drugega« obmocja (Preglednica 9 in Preglednica 10). Poleg tega je imela veCina terpenov
v krmi-svezi travi ve€jo vsebnost s tipi¢nega »nanoskega« obmocja, med njimi tudi
terpeni, ki smo jih identificirali v Nanoskem siru (a-pinen, limonen, B-kariofilen)
(Preglednica 10). V vzorcih mleka pa razlike v vsebnosti terpenov (pinan, o-pinen, f3-
kariofilen) med obema obmoc¢jema (tipicno »nanoSko«, drugo) niso bile tako izrazite
(Preglednica 9). Sicer pa smo pri rejcih s tipiénega obmocja za Nanoski sir poleg terpenov,
ki smo jih identificirali tudi v Nanoskem siru, tako v mleku kot tudi v krmi — svezi travi
identificirali $e druge terpene (kampen, B-pinen, eukaliptol). Zanimivo je, da smo B-pinen
identificirali v vzorcih mleka in krme-sveze trave s tipi¢nega »nanoskega« obmocja pri
vseh Sestih rejcih. V vzorcih krme in mleka z drugega obmocja pa ga nismo identificirali.
Prav tako je bil monoterpen kampen prisoten le v vzorcih sveze trave (pri vseh Sestih
rejcih) in mleka (pri $tirih rejcih) s tipi¢nega »Nanoskega« obmocja. Eukaliptol smo
identificirali tudi v krmi iz »drugega« obmocja. To bi lahko navezali na dejstvo, da je
vsebnost terpenov odvisna od lege pasnika oziroma travnika (Cornu in sod., 2005).
Omeniti moramo tudi, da smo v krmi (Preglednica 10) iz obeh obmoc¢ij identificirali Se
druge terpene, ki niso bili prisotni v vzorcih mleka. Glede na majhno vsebnost terpenov v
mleku bi bilo potrebno kromatografsko metodo za identifikacijo HOS v mleku Se dodelati,
da bi dokazali mozne razlike v vsebnosti terpenov z razlicnih obmocij.

4.3 SKLOP 2: HLAPNE ORGANSKE SPOJINE V NANOSKEM SIRU

4.3.1 Identifikacija in analiza hlapnih organskih spojin v Nanoskem siru

4.3.1.1 Identifikacija hlapnih organskih spojin v Nanoskem siru, njihove aromati¢ne note

ter parametri modela

V Nanoskem siru smo med zorenjem do 99. dneva identificirali 62 HOS. V model smo
vkljucili le vrednosti HOS, identificiranih do 99. dneva zorenja, ki je potekalo pri obicajni
temperaturi za zorenje Nanoskega sira med 9 in 15 °C, medtem ko je v ¢asu od 99.-187.
dne (6 mesecev) zorenje potekalo pri temperaturi 6 °C (kar bi doprineslo dodatno
spremenljivko pri pojasnjevanju variabilnosti). Po 6 mesecih zorenja smo na novo
identificirali le Se butil ester ocetne kisline. Aromati¢ne note identificiranih HOS smo
zbrali v Preglednici 11. V nadaljevanju smo za posamezno HOS predstavili F-statistiko in
p-vrednost vplivov iz izbranega statisticnega modela (Preglednica 12). Pri ¢emer je F-
vrednost razmerje med pojasnjenim in nepojanjenim delom variabilnosti. Poleg tega smo
zbrali tudi podatke o delezu posameznih vplivov in delez nepojasnjene variabilnost
(Preglednica 13). Ob HOS smo pripisali tudi retencijske ¢ase HOS ter podatek, na kaksen
na¢in smo HOS identificirali. S Tukey-jevim testom smo pregledali, ali obstajajo razlike
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med povpreénimi vrednostmi vsebnosti HOS na dolo¢en dan zorenja (0.-187. dan) v
posamezni sezoni (poletna, zimska) (Priloga G, Priloga H). Od 62 HOS, ki smo jih
identificirali v Nanoskem siru do 99 dneva zorenja, smo 32 HOS uspeli pojasniti tudi s
standardnimi razstopinami (Preglednica 13). Pri vplivih smo se osredoto¢ili le na rezultate
vplivov sezone in zorenja. Ostala dva vpliva (serija, hlebec) smo vkljucili v model zato, da
smo pojasnili ¢im ve¢ji vir variabilnosti. Pojasniti moramo, da vpliv hlebca vkljucuje tudi
mozno variabilnost zaradi raziliénih identifikacijskih vlaknen, ki smo jih uporabili pri
analizah. Za doloc¢en hlebec smo namre¢ vedno uporabili isto identifikacijsko Stevilko
vlakna. Vpliv zorenja je bil statisti¢no znacilen pri vecjem Stevilu HOS kot vpliv sezone
(Preglednica 12). Poleg tega smo v primerjavi z vplivom sezone pri vplivu zorenja
ugotovili ve¢je deleZze pojasnjene variabilnosti za posamezne HOS (Preglednica 13).
Navedene rezultate smo podrobneje interpretirali v nadaljevanju (poglavje 4.3.1.2 Analiza
hlapnih organskih spojin NanoSkega sira, njihov trend vsebnosti med zorenjem ter vpliv
sezone).

76



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Preglednica 11: Hlapne organske spojine (HOS) v Nano$kem siru in njihove aromati¢ne note
Table 11: Volatile organic compounds (VOCs) identified in Nanos cheese and VOCs’flavour notes

I

HT)S HOS po skupinah Aromati¢ne note HOS
MASCOBNE KISLINE
V1 | Ocetna kislina ostra, po grenkem Kisu (Frank in sod., 2004)
V2 Butanojska kislina ostra, po gnilem (Frank in sod., 2004);
po siru (Curioni in Bosset, 2002)
V3 | 3-metil butanojska kislina po siru, gnilem (Frank in sod., 2004)
V4 | 2-metil butanojska kislina sadna (Sympoura in sod., 2009)
V5 Pentanojska kislina oreskasta, po zelenjavi, Svicarskem siru, drobnici
(Curioni in Bosset, 2002)
V6 Heksanojska Kislina ostra, po kozah (Frank in sod., 2004)
V7 Heptanojska kislina po kozah, siru (Frank in sod., 2004)
V8 Oktanojska kislina ostra, po potu, mas¢obah, Zarkem, skorji sira
(Curioni in Bosset, 2002)
V9 Dekanojska kislina po mascobah, kozah, siru s podalj$anim zorenjem
(Curioni in Bosset, 2002)
ALKOHOLI
V10 | 2-butanol po alkoholu (Chemicalland21, 2013a)
V11 | 1-butanol sadna, oreskasta (Engels in sod., 1997)
V12 | 2-pentanol sadna, sveza, po zelenju (Curioni in Bosset, 2002)
V13 | 3-metil 1-butanol necista (McSweeney in Sousa, 2000); prijetna nota svezega sira
(Engels in sod., 1997)
V14 | 2,3-butandiol /
V15 | 2-metil 3-pentanol /
V16 | 1-heksanol sadna, oreSkasta (Engels in sod., 1997)
V17 | 2-heptanol sladkobna, po zelis¢ih, sadju, olju (Curioni in Bosset, 2002)
V18 | 2-etil 1-heksanol /
V19 | 2-nonanol po mascobah, zelenju (Curioni in Bosset, 2002)
ALDEHIDI
V20 | 3-metil butanal po zelenju, sladna, po zelis¢ih, ostra; pri nizkih koncentracijah
prijetna sadna (Curioni in Bosset, 2002)
V21 | Heksanal nezno sadna, po zelenju (Curioni in Bosset, 2002)
V22 | Heptanal po citrusih (Cornu in sod., 2009); zeli§¢na (Curioni in Bosset, 2002)
V23 | Oktanal po mas¢obah, po zelenju (Curioni in Bosset, 2002)
V24 | Benzaldehid po mandljih, grenki mandlji (Singh in sod., 2003)
V25 | Nonanal po zelenju, po maséobah, travi, Zivalih, zatohla
(Curioni in Bosset, 2002)
V26 | Benzenacetaldehid po pecenem / prazenem (Mallia in sod., 2005);
cvetna (Jung in sod., 2013)
V27 | 2-nonenal po lepenki, zelenju (Cornu in Bosset, 2002);
po kumarah, mascobah (Frank in sod., 2004)
V28 | Dekanal po zelenju (Curioni in Bosset, 2002)
ESTRI
V29 | Etil ester ocetne kisline sadna, po zelenju (Curioni in Bosset, 2002); sadna, po ananasu,
oreSkasta (Liu in sod., 2004)
V30 | Etil ester butanojske kisline sadna (Mallia in sod., 2005); po banani, jabolkah, sladka, sadna,
disec¢a (Liu in sod., 2004)
V31 | Butil ester ocetne kisline sadna, po ananasu, mas¢obah (Abilleira in sod., 2010b)

(se nadaljuje)
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Nadaljevanje preglednice 11: Hlapne organske spojine (HOS) v Nano§kem siru in njihove aromati¢ne

notiz
HT)S HOS po skupinah Aromati¢ne note HOS
ESTRI
V32 | 1-butanol 3-metil acetat sadna, karamelna, po bananah, arasidih (Curioni in Bosset, 2002)
V33 | Etil ester heksanojske sadna, sladna, po nezrelem sadju, jabolkih, pomarancah, zlelenju
kisline (Curioni in Bosset, 2002)
V34 | Metil ester oktanojske
kisline /
V35 | Etil ester oktanojske kisline | sadna, cvetna, po hruski, banani, ananasu, vinu (Liu in sod., 2004)
V36 | Etil ester dekanojske kisline | sadna (Mallia in sod., 2005); sadna, po jabolkih, Zganju, olju
(Liu in sod., 2004)
KETONI
po maslu (Calbert and Price, 1949; Engels in sod., 1997); po oreskih
V37 | 2,3-butandion (diacetil) (Engels in sod., 1997)
po juhi in rastlinskem soku, acetonu (Frank in sod., 2004); sladka, po
V38 | 2-butanon senu, po kravah, neéista (Shipe in sod., 1962)
V39 | 2-pentanon po pomaranc¢ni lupini (Jung in sod., 2013)
V40 | 2,3-pentandion /
3-hidroksi 2-butanon
V41 | (acetoin) po maslu (Poveda in sod., 2008)
po mascobah/kremi (Poveda in sod., 2008); po zemlji, oreskih,
V42 | 2-hidroksi 3-pentanon tartufih (Curioni in Bosset, 2002)
po maslu, siru, sladkem, oreskih, sadju, kremi, karameli
V43 | 2,3-heptandion (Chemicalland2, 2013b)
po sirih z modro plesnijo, sadna, po potu, plesni (Singh in sod.,
2003); sadna, cvetna, zatohla (Curioni in Bosset, 2002); sladko-
V44 | 2-heptanon grenka, po janezu (Alewijn, 2006)
po sadju, zelenju (Frank in sod., 2004); sadna, cvetna, zatohla
V45 | 2-oktanon (Curioni in Bosset, 2002)
V46 | 6-metil 5-heptan-2-on po lesu, mahu (Sympoura in sod., 2009)
po mleku (Mallia in sod., 2005); sadna, cvetna, zatohla (Curioni in
V47 | 2-nonanon Bosset, 2002)
V48 | 8-nonen-2-on zivalska, smrdljiva (Mallia in sod., 2005)
V49 | 2-undekanon sadna, cvetna, zatohla (Curioni in Bosset, 2002)
TERPENI
V50 | Pinan ostra po alkoholu (Langler, 1966)
V51 | a-pinen po boru, zelenju (Curioni in Bosset, 2002)
V52 | Sabinen diseca, po lesu, smoli (Mariaca in sod., 1997)
V53 | Limonen po pomaranci (Bendall, 2001)
po sadju, limoni (Hognadottir in Rouseff, 2003); zelis¢na, sveza, po
V54 | p-cimen citrusih (Mariaca in sod., 1997)
po pomaranci, jagodi¢evju (Bendall, 2001); sladkobna, po lesu
V55 | B-kariofilen (Mariaca in sod., 1997)

(se nadaljuje)
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Nadaljevanje preglednice 11: Hlapne organske spojine (HOS) v Nano§kem siru in njihove aromati¢ne

notiz
HT)S HOS po skupinah Aromati¢ne note HOS
OSTALE KOMPONENTE
V56 | 2-okten /
po oreskih (Curioni in Bosset, 2002; Delgado in sod., 2011); grenka
V57 | Toluen (Curioni in Bosset, 2002)
V58 | Etilbenzen po topilu, barvi (Curioni in Bosset, 2002)
V59 | Dimetil sulfon v visokih koncentracijah neprijetena (Tosso in sod., 2002)
V60 | Undekan /
po hlevu (Frank in sod., 2004); po fekalijah, slabem zraku
V61 |p-krezol (Avsar in sod., 2004)
V62 | 6-oktalakton po kokosu, sadju, breskvah (Curioni in Bosset, 2002)
V63 | d-dekalakton Po kokosu, breskvah, sladko, po smetani (Curioni in Bosset, 2002)
KOMPONENTE IZ 2. POLETNE SEZONE
V64 | cis-karan (terpen) /
Oktil ester butanojske
V65 |Kkisline /
V66 | Kopaen (terpen) sveza, po zemlji, meloni (Mariaca in sod., 1997)
KOMPONENTA V SIRU 1Z \NEODBRANEGA« MLEKA
V67 | nonanojska kislina | po kozah (Curioni in Bosset, 2002)

! oznake identificiranih hlapnih organskih spojin
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Preglednica 12: F-vrednost in p-vrednost vplivov na posamezno hlapno organsko spojino (HOS) v
uporabljenem statisticnem modelu

Table 12: F-values and p-values of the effects on the individual volatile organic compound from statistical
model used

HOS 1Sezona , Serija Zorenje Hlebec
po funkcionalnih skupinah F p F p F p F P
MASCOBNE KISLINE
Ocetna kislina 3,34 ns 11,33 | *** 4,71 | *** 3,44 falaed
Butanojska kislina 10,68 ** 1,86 ns 9,73 | *** 10,56 Fhx
3-metil butanojska kislina 9,63 ** 4,58 ** 46,91 | *** 2,98 **
2-metil butanojska kislina 13,97 ol 5,11 * 64,17 | *** 2,74 *x
Pentanojska kislina 85,05 | *** 0,00 ns 34,50 | *** 2,53 **
Heksanojska kislina 139,44 falel 18,88 | *** 62,21 | *** 1,66 ns
Heptanojska kislina 4,19 ns 0,82 ns 22,87 | *** 2,46 **
Oktanojska kislina 212,85 | *** 17,13 | *** 14,38 | *** 5,46 Fkk
Dekanojska kislina 52,26 | *** 3,78 * 3,44 il 4,93 i
ALKOHOLI
2-butanol 7,30 * 1,58 ns 6,36 | *** 1,29 ns
1-butanol 14,72 | *** 5,07 * 7,70 | *** 2,27 *
2-pentanol 9,95 *x 0,68 ns 49,28 | *** 4,29 il
3-metil 1-butanol 1,37 ns 1,61 ns 8,38 | *** 1,14 ns
2,3-butandiol 3,44 ns 0,23 ns 33,20 | *** 4,60 faleie
2-metil 3-pentanol 18,97 falale 0,28 ns 153,77 | *** 3,44 faleie
1-heksanol 96,16 | *** 1,26 ns 80,45 | *** 3,34 faleie
2-heptanol 0,00 ns 0,92 ns 54,04 | *** 1,69 ns
2-etil 1-heksanol 6,44 * 1,85 ns 3,10 *x 8,33 Fx
2-nonanol 0,15 ns 0,25 ns 7,14 | *** 0,85 ns
ALDEHIDI
3-metil butanal 4,13 ns 3,01 ns 7,10 | *** 5,40 Fxk
Heksanal 2,42 ns 3,13 ns 72,28 | *** 2,06 *
Heptanal 0,23 ns 0,01 ns 3,78 | *** 0,60 ns
Oktanal 208,52 | *** 1,72 ns 1,94 ns 3,68 faleie
Benzaldehid 1,15 ns 0,47 ns 216,62 | *** 3,82 falaie
Nonanal 8,89 ** 0,36 ns 12,14 | *** 5,05 falalel
Benzeneacetaldehid 5,01 * 5,97 ** 7,40 | *** 0,25 ns
2-nonenal 3,82 ns 0,309 ns 5,22 | *** 1,74 ns
Dekanal 16,85 il 0,30 ns 15,90 | *** 0,78 ns
ESTRI
Etil ester ocetne kisline 7,02 * 0,02 ns 8,31 | *** 1,41 ns
Etil ester butanojske kisline 0,57 ns 0,72 ns 4,66 | *** 4,97 Fxk
1-butanol 3-metil acetat 6,81 * 1,20 ns 43,90 | *** 0,83 ns
Etil ester heksanojske kisline 35,88 Hhk 0,76 ns 22,92 | *** 1,70 ns
Metil ester oktanojske kisline 87,33 Fkk 0,27 ns 12,17 | *** 8,28 Fxk
Etil ester oktanojske kisline 180,19 Fkk 0,85 ns 582 | *** 0,92 ns
Etil ester dekanojske kisline 56,25 Hkk 5,90 * 3,54 *x 7,56 Fxk
KETONI

2,3-butandion 1,20 ns 1,70 ns 89,64 | *** 10,49 falaied
2-butanon 1,12 ns 2,71 ns 422 | *** 0,67 ns
2-pentanon 2,82 ns 0,43 ns 13,64 | *** 4,86 il
2,3-Pentandion 12,81 *x 1,25 ns 120,91 | *** 14,77 falaie
3-hidroksi 2-butanon 1,71 ns 0,62 ns 80,29 | *** 4,94 ool

(se nadaljuje)

80



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Nadaljevanje preglednice 12: F-vrednost in p-vrednost vplivov na posamezno hlapno organsko spojino
(HOS) v uporabljenem statisticnem modelu

Hlapne organske spojine Sezona Serija Zorenje Hlebec
po funkcionalnih skupinah F! p’ F p F p F p
KETONI
2-hidroksi 3-pentanon 21,41 | **+* 0,24 ns | 148,55 il 4,03 ekl
2,3-heptandion 13,94 ** 0,71 ns 0,00 ns | 47,96 falaie
2-heptanon 1,52 ns 0,34 ns 11,27 ekl 0,23 ns
2-oktanon 0,12 ns 0,23 ns 5,92 Hex 1,33 ns
6-metil 5-hepten-2-on 13,10 ** 1,17 ns 0,00 ns | 64,25 falaie
2-nonanon 0,15 ns 0,14 ns 6,90 Hex 2,21 *
8-nonen-2-on 87,34 | *** 0,27 ns 12,17 Fkk 8,28 Fkk
2-undekanon 93,83 | *** 0,76 ns 29,58 il 7,62 il
OSTALE HOS
2-okten 8,76 * 3,26 ns 8,62 **x 117,62 Fhx
Toluen 100,60 | *** 2,07 ns 16,23 il 2,80 faled
Etilbenzen 2,95 ns 3,22 ns 13,15 Fhx 1,46 ns
Dimetil sulfon 23,29 Fhx 0,69 ns 28,14 Frx 2,30 *
Undekan 208,84 | *** 0,00 ns 3,36 ** 1,05 ns
p-krezol 12,46 ok 2,17 ns 9,13 falaied 2,43 faied
d-oktalakton 56,49 | *** 1,35 ns 26,49 falaied 3,31 il
5-dekalakton 22,32 | *** 0,04 ns 1,39 ns 9,25 ikl
TERPENI

Pinan 77,84 | *** 8,74 *x 17,07 x| 11,47 il
a-pinen 74,91 | *** 0,18 ns 33,47 falaied 6,00 il
Sabinen 139,44 | *** 18,88 il 62,21 il 1,66 ns
Limonen 0,09 ns 0,71 ns 7,55 Fhx 1,63 ns
p-cimen 8,24 * 0,094 ns 2,15 * 8,35 folaiel
B-kariofilen 21,49 Fkx 1,74 ns 2,76 * 13,16 Frx

F-vrednost in *p-vrednost iz splo§enega linearnega modela; ns — ni statistiéno znagilno p>0.05; * 0.01<p< 0.05; **0.001<p<0.01;
*** P<0.001
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Preglednica 13: Hlapne organske spojine (HOS) v Nano$kem siru s statistiénimi parametri v
uporabljenem statisticnem modelu
Table 13: Volatile organic compounds in Nanos cheese with statistical parameters from statistical model used

1 2 Delez vplivov (%) SSE®
HOS Rt D Zorenje | Sezona | Serija | Hlebec | (%)
MASCOBNE KISLINE
Ocetna kislina 6,91 ST 7,61 2,01 1393 10,21 | 66,24
Butanojska kislina 11,13 ST 12,27 13,76 2,08 24,40 | 47,49
3-metil butanojska kislina 12,09 ST 48,77 3,45 3,28 568 | 38,81
2-metil butanojska kislina 12,30 ST 57,20 4,11 3,01 4,49 | 31,20
Pentanojska kislina 13,10 MS 33,27 24,66 0,00 4,47 | 37,60
Heksanojska Kislina 15,58 MS 43,86 21,77 5,90 2,14 | 26,32
Heptanojska kislina 17,85 ST 35,37 1,96 0,77 6,99 | 54,91
Oktanojska kislina 20,04 ST 7,41 58,09 9,40 516 | 19,94
Dekanojska kislina 23,73 ST 4,22 33,06 4,79 11,10 | 46,82
ALKOHOLI
2-butanol 7,51 ST 13,34 2,88 1,27 4,97 77,54
1-butanol 8,81 ST 11,53 5,97 4,15 6,24 72,10
2-pentanol 9,45 ST 49,51 4,63 0,63 7,90 | 37,34
3-metil 1-butanol 10,29 ST 17,79 0,52 1,22 4,43 | 76,05
2,3-butandiol 11,93 ST 41,13 2,09 0,28 10,45 | 46,04
2-metil 3-pentanol 12,38 MS 74,30 3,31 0,10 3,04 | 19,25
1-heksanol 13,17 ST 51,15 21,51 0,57 3,89 | 2289
2-heptanol 13,76 MS 58,17 0,00 0,46 3,34 | 38,03
2-¢etil 1-heksanol 17,09 ST 4,99 8,22 476 24,59 57,44
2-nonanol 18,55 MS 15,42 0,05 0,17 3,38 | 80,98
ALDEHIDI
3-metil butanal 8,89 ST 11,74 3,71 544 16,35 | 62,76
Heksanal 11,99 ST 61,72 0,52 1,36 3,23 | 33,16
Heptanal 14,22 MS 8,95 0,07 0,01 2,61 | 88,35
Oktanal 16,76 ST 151 64,61 1,07 5,26 27,55
Benzaldehid 17,11 ST 83,86 0,07 0,06 2,71 | 13,29
Nonanal 19,03 ST 19,65 7,37 0,59 14,97 | 57,42
Benzenacetaldehid 19,13 MS 15,29 1,04 2,48 0,94 | 80,25
2-nonenal 20,56 MS 5,81 0,99 0,16 3,56 | 89,49
Dekanal 21,22 MS 27,38 4,27 0,15 2,46 | 65,74
ESTRI
Etil ester ocetne kisline 7,87 ST 17,81 3,08 0,02 553 | 73,56
Etil ester butanojske kisline 11,70 MS 9,07 0,53 1,35 17,72 | 7,34
1-butanol 3-metil acetat 13,37 MS 51,05 1,20 0,43 1,78 | 45,54
Etil ester heksanojske kisline 16,29 ST 32,15 11,12 0,47 4,37 | 51,90
Metil ester oktanojske kisline 19,22 MS 9,18 50,28 0,31 11,45 | 28,78
Etil ester oktanojske kisline 20,69 MS 7,92 39,31 0,37 2,31 | 50,10
Etil ester dekanojske kisline 24,17 MS 3,31 39,02 8,18 12,97 | 36,51
KETONI

2,3-butandion (Diacetil) 7,58 MS 60,92 0,70 2,19 13,08 | 2311
2-butanon 7,76 ST 11,94 0,42 2,04 3,48 | 82,12
2-pentanon 9,59 ST 22,08 2,34 0,71 14,43 | 60,43
2,3-pentandion 9,73 MS 58,38 7,84 155 13,08 | 19,15
3-hidroksi 2-butanon (Acetoin) 10,43 ST 62,73 0,66 0,48 7,08 | 29,04

(se nadaljuje)
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Nadaljevanje preglednice 13: Hlapne organske spojine (HOS) v NanoSkem siru s statisti¢nimi
parametri v uporabljenem statisti‘nem modelu

1 2 Delez vplivov (%) SSE®
HOS Rt D Zorenje | Sezona | Serija [ Hlebec | (%)
KETONI
2-hidroksi 3-pentanon 12,51 MS 73,81 4,52 0,10 3,67 | 17,89
2,3-heptandion 12,57 MS 0,00 30,35 3,11 45,62 20,93
2-heptanon 13,93 ST 23,04 0,32 0,14 0,86 75,64
2-oktanon 16,42 ST 13,17 0,05 0,20 543 81,14
6-metil 5-hepten-2-on 16,54 MS 0,00 29,98 535 48,18 16,49
2-nonanon 18,73 ST 14,36 0,08 0,15 8,42 76,98
8-nonen-2-on 19,42 MS 9,18 50,28 0,31 11,45 28,78
2-undekanon 22,74 MS 83,00 9,35 0,15 5,32 2,19
OSTALE HOS
2-okten 11,20 MS 8,33 12,67 950 12,67 38,30
Toluen 11,35 MS 17,27 34,85 1,43 5,46 40,98
Etilbenzen 13,55 MS 22,50 1,04 2,80 4,18 69,48
Dimetil sulfon 16,89 MS 38,13 9,09 0,54 571 46,53
Undekan 17,64 MS 4,19 44,58 0,00 2,40 48,83
p-krezol 19,07 MS 16,39 6,60 2,30 8,00 66,72
d-oktalakton 24,35 MS 28,57 22,65 1,08 6,55 41,16
o-dekalakton 27,74 ST 182 26,35 0,11 22,20 49,51
TERPENI

Pinan 14,37 MS 9,44 47,20 10,60 11,64 21,11
a-pinen 14,77 ST 26,66 34,81 0,17 8,76 29,60
Sabinen 15,94 ST 43,86 21,77 5,90 2,14 26,32
Limonen 17,25 ST 15,83 0,04 0,66 6,26 77,20
p-cimen 17,43 ST 3,71 12,39 0,29 26,40 57,21
B-kariofilen 25,63 ST 2,94 30,48 495 25,73 35,90

Iretencijski ¢as; 2uporabljena identifikacja, *nepojasnjen del variabilnosti; ST — identifikacija s pomo&jo Rt in masnih spektrov
standardnih raztopin posameznih komponent, MS — identifikacija s pomo¢jo spektralne knjiznice;

4.3.1.2 Analiza hlapnih organskih spojin Nanoskega sira, njihov trend vsebnosti med

zorenjem ter vpliv sezone

4.3.1.2.1 Proste mascobne kisline

V vzorcih NanoSkega sira iz obeh sezon smo identificirali 9 razliénih prostih MK.
Pentanojska kislina je bila prisotna samo v sirih poletne sezone medtem ko so bile ostale
proste MK prisotne v sirih obeh sezon. Ves ¢as zorenja so bile prisotne §tiri proste MK in
sicer ocetna, butanojska, heksanojska ter oktanojska kislina, kar je skladno z literaturnimi
podatki 0 najbolj pogostih prostih MK (Aminifar in sod., 2014). Tudi v naSem primeru sta
bili od omenjenih prostih MK butanojska in heksanojska kislina prisotni v najvecjih
koncentracijah, ki so 99. dan zorenja dosegle vrednost 1,76:10° za butanojsko oz. 7,61-10
za heksanojsko kislino. Vsebnost posamezne kisline je izraZzena kot velikost povrSine
kromatografskega vrha po ¢asu (Priloga H). V nobeni od sezon (zimska, poletna) v sirnini
(0. dan zorenja) nismo identificirali 3-metil butanojske kisline, 2-metil butanojske kisline
ter pentanojske kisline. Po 3 mesecih zorenja se je v obeh sezonah delez prostih MK
povecal glede na zacetni delez prostih MK v sirnini (0. dan) (Priloga I). VV zimski sezoni je
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bil po 3 mesecih zorenja delez prostih MK v primerjavi z ostalimi skupinami HOS kot so
alkoholi, ketoni, aldehidi, terpeni ter ostale HOS najvecji. V poletni sezoni pa je bil delez
prostin MK nizji le od ketonov (Priloga I). Znano je, da se med zorenjem proste MK
sprosc¢ajo iz trigliceridov (Perotti in sod., 2009), vendar to ne pomeni, da njihova vsebnost
med zorenjem zgolj povecevala. Se posebej se je z zorenjem v obeh sezonah povecevala
vsebnost 3-metil butanojske kisline (izovaleri¢na kislina), 2-metil butanojske kisline ter
heksanojske kisline. Butanojska kislina je v celotnem obdobju zorenja v obeh sezonah med
prostimi MK dosegla najvecje koncentracije. Za to kislino je znano, da pomembno vpliva
na oblikovanje kon¢ne arome sira (Curioni in Bosset, 2002) in da spada med najbolj
zastopane aromati¢no aktivne snovi (Cornu in sod., 2009). Glede na visoko vsebnost
butanojske kisline v primerjavi z drugimi prostimi MK bi lahko zakljucili, da je ta kislina
oblikovala skupni trend koncentracije prostih MK med zorenjem.

Skupna vsebnost prostih MK je bila v zimski sezoni v primerjavi s poletno vecja tako v
sirnini kot tudi po 99 dnevih zorenja (Slika 13), kar nakazuje, da na konéno vsebnost
prostih MK v siru vpliva koncentracija prostih MK v sirnini. Alewijn (2006) v svoji Studiji
pise, da naj bi vecina prostin MK v sirnini izvirala iz mleka. V nasem primeru v vzorcih
mleka razlik v vsebnosti prostin MK nismo opazili. Omeniti moramo, da je mleko,
namenjeno za predelavo v Nanoski sir, tipizirano na 3,05 % do 3,15 % mle¢ne mascobe,
zato moznemu vplivu zaradi razlicne vsebnosti mle¢ne mascobe ne moremo pripisati.
Poleg tega je potrebno poudariti, da so MK v mleku vecinoma vezane v trigliceride.
Chéavarri in sod. (1999) razlagajo, da je bila v Spanskem siru ldiazdbal v zimski sezoni
veCja vsebnost kratkoveriznih prostih MK (do 12 C-atomov) zaradi delovanja
lipoproteinskih  lipaz. Pomemben wvpliv na vsebnost MK imajo tudi lipaze
mikroorganizmov (Aminifar in Emam-Djomeh, 2014). Na obseg lipolize med drugim
vpliva tudi prehrana krav (Park, 2001), lipoliti¢ni encimi, ki izvirajo iz mleka (Collins in
sod., 2003), encimi razli¢nih mikroorganizmov (MKB, plesni) (Curioni in Bosset, 2002)
ter tudi siris¢e (Aminifar in Emam-Djomeh, 2014). Urbach (1990) trdi, da lahko tudi
neustrezen vnos hranilnih snovi s krmnim obrokom pri kravah spodbudi v mleku spontano
lipolizo mle¢ne mascobe. V nasprotju z naSimi rezultati so Perotti in sod. (2009) v svoji
Studiji dokazali, da je bila vsebnost prostih MK veéja v poletni sezoni zaradi veéjega
Stevila psihrotrofnih bakterij v surovem mleku, ki so znane kot proteoliticne in lipoliticne
bakterije (Bergére in Lenoir, 2000), s ¢imer prispevajo k ve¢ji koncentraciji prostih MK.
Za psihrotrofne bakterije je tudi znacCilno, da jim ustreza daljSe skladiS¢enje mleka pri
nizkih temperaturah (2—4 °C), njihovi lipoliti¢ni in proteoliti¢ni encimi SO navadno odporni
proti postopkom toplotne obdelave mleka (Hermier in Cerf, 2004). Veéina prostih MK s 4
do 20 C-atomi nastane pri lipolizi trigliceridov zaradi lipoliti¢ne aktivnosti plesni (Curioni
in Bosset, 2002). V nasem primeru bi to lahko bil eden izmed moznih vzrokov vecje
vsebnosti prostin MK v Nanoskem siru v zimski sezoni. V zimski sezoni je bila v zorilnici
zaradi zunanjih pogojev vsebnost vlage nekoliko ve¢ja. Znano je namrec, da je vecja
vsebnost vlage primernejSa za rast plesni.
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Slika 13: Trend vsebnosti prostih mascobnih kislin med zorenjem Nano$kega sira v zimski in poletni
sezoni
Figure 13: Trend of fatty acids content during ripening of Nanos cheese in winter and summer season

Na grafu skupne vsebnosti prostih MK med zorenjem bi za poletno sezono lahko narisali
polinom 3. reda, kar pomeni, da vrednost oscilira, medtem ko je vsebnost prostih MK v
zimski sezoni nara$cala premocrtno (Slika 13).

Vpliv ¢asa zorenja je bil pri vseh prostih MK statisti¢éno znacilen (Preglednica 12, stolpec
Zorenje), z najve¢jim delezem vpliva pri 2-metil butanojski kislini in najmanj$im pri
dekanojski kislini (Preglednica 13, stolpec Delez vplivov). Vpliv sezone se je izkazal kot
statisticno znacilen pri skoraj vseh prostih MK (razen pri ocetni kislini in heptanojski
kislini) (Preglednica 12, stolpec Sezona).

OCETNA KISLINA

Med zorenjem se vsebnost ocetne kisline ni bistveno spreminjala in je le nekoliko nihala.
Njena vsebnost ni narascala z zorenjem v primerjavi z nekaterimi drugimi identificiranimi
prostimi MK, ki nastanejo pri lipolizi (npr. heksanojska) ali iz AK (3-metil butanojska
kislina). Ocetna kislina ima razli¢ne poti nastanka, in sicer lahko nastane v siru v oksidaciji
laktoze zaradi aktivnosti SK ali v oksidaciji laktata zaradi aktivnosti nestarterskih MKB
Poleg tega ocetna kislina lahko tudi nastane v katabolizmu (oksidativna deaminacija in
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dekarboksilacija) AK (alanin, serin) zaradi aktivnosti nestarterskin MKB in SK (Ur-
Rehman in sod., 2000).

V primerjavi z ostalimi identificiranimi HOS je ocetna kislina v NanoSkem siru dosegla
visoko vsebnost. Do podobnih ugotovitev so pri§li Gioacchini in sod. (2010) pri
proucevanju trdega tipa sira, kjer je ocetna kislina dosegla ve¢je vsebnosti v primerjavi z
drugimi HOS. V obeh sezonah smo najvecjo vsebnost te MK v trimese¢nem zorenju
izmerili 7. dan zorenja (Priloga G, Priloga H). Ocetna kislina naj bi prehajala iz krme v
mleko (Carpino in sod., 2004). V mleku za Nanoski sir proste ocetne kisline nismo
identificirali, smo pa potrdili njeno prisotnost v obeh osnovnih krmah z vecjo vsebnostjo v
travni silazi. Slednje bi lahko bil vzrok vecje vsebnosti ocetne kisline v sirih iz zimske
sezone.

BUTANOJSKA KISLINA

Od vseh MK, identificiranih v NanoSkem siru v obeh sezonah, je dosegla butanojska
kislina najvisje vrednosti (Priloga G, Priloga H). Do podobnega zaklju¢ka so prisli tudi
Stuknyte in sod. (2014), ko je bila v trdem tipu sira »Bitto« slednja spojina z najvecjo
vsebnostjo. Znano je, da je ta MK ena pomembnejsih aromaticno aktivnih snovi v siru
(Cornu in sod., 2009), ki prispeva k oblikovanju kon¢ne arome sira (Curioni in Bosset,
2002). Ves cas zorenja (razen 21. in 35. dan) je imela butanojska kislina ve¢jo vrednost v
zimski sezoni.

Butanojska kislina je prisotna Ze v samem mleku, poleg tega pa lahko v siru nastane zaradi
prisotnih lipaz ali mikrobiote (McSweeney in Sousa, 2000). Butanojska kislina je tudi
glavni produkt klostridijev, ki fermentirajo laktozo oziroma mle¢no kislino v butanojsko
kislino (Stefanon in Procida, 2004). Spore klostridijev se lahko prenesejo iz krme preko
mleka v sir. Rezultat je ve¢ja koncentracija butanojske kisline v siru (Danner in sod.,
2003). Morda je bil tudi to eden izmed razlogov, zakaj je bila njena vsebnost vecja ze v
sirnini ter v zadnjem delu zorenja sira iz zimske sezone. V zimski sezoni je namre¢ bila
osnovna krma krav travna silaza, ki je lahko vcasih tudi ugodno okolje za razvoj
klostridijev (Babnik in Verbic, 2003).

3-METIL BUTANOJSKA KISLINA (IZOVALERICNA KISLINA)

Izovaleri¢na kislina spada med razvejene MK. Prisotnost slednjih je odvisna od razgradnje
proteinov. Izovaleri¢na kislina, ki je prisotna predvsem v sirih, ki zorijo dlje ¢asa, nastane
iz AK leucina (Curioni in Bosset, 2002) in sicer v katabolizmu leucina najprej nastane
aldehid 3-metil butanal, ki se nato oksidira do mascobne kisline (3-metil butanojske
kisline) ali reducira do alkohola (3-metil 1-butanola) (Mallia in sod., 2005). Vsebnost
prostih MK se je ves Cas zorenja v zimski sezoni povecevala, v poletni sezoni pa
povecevanje ni bilo tako izrazito (Slika 14). Tudi Delgado in sod. (2011) piSejo v svoji
Studiji, kjer so spremljali 90-dnevno zorenje sira »lbores«, da je vsebnost 3-metil
butanojske kisline naras¢ala, vendar le do 60. dneva zorenja. V nasem primeru se je ta MK
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povecevala vse do 99. dneva v obeh sezonah, vecéje vsebnosti pa je dosegla v zimski
sezoni.
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Slika 14: Vsebnost (povpredje £ standardna napaka) 3-metil butanojske kisline v Nanoskem siru med
zorenjem v obeh sezonah

Figure 14: The content (mean * standard error) of 3-metil butanoic acid in Nanos cheese during ripening
time in both seasons

2-METIL BUTANOJSKA KISLINA

2-metil butanojska Kislina nastane iz AK izoleucin (Curioni in Bosset, 2002). V obeh
sezonah se je njena vsebnost povecala do 99. dneva (Slika 15). Delgado in sod. (2011)
navajajo, da je podobno kot vsebnost 3-metil butanojske kisline, tudi vsebnost 2-metil
butanojske kisline naras¢ala le do 60. dneva zorenja. V nasem primeru se je v zimski
sezoni med zorenjem njena vsebnost ves Cas linearno povecevala, medtem ko se je v
poletni sezoni povecevala do 49. dneva, nato pa se njena vsebnost ni spremenila do 77.
dneva zorenja.

2-metil butanojska kislina je v zimski sezoni dosegla vecje vrednosti. Zanimivo je, da smo
to MK identificirali tudi v travni silazi, ne pa tudi v svezi travi in v vzorcih mleka. Zaradi
teh vzrokov bi tezko nedvoumno dokazali prehod te MK iz krme. Poleg tega je tudi nismo
identificirali v sirnini, ampak je bila identificirana Sele na 35. dan zorenja.
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V obeh sezonah je bila vsebnost 2-metil butanojska kisline manjsa od vsebnosti 3-metil
butanojske kisline. Nasprotno pa so Delgado in sod. (2011) izmerili ve¢jo vsebnost 2-metil
butanojske Kisline.
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Slika 15: Vsebnost (povpredje + standardna napaka) 2-metil butanojske kisline v Nanoskem siru med
zorenjem v obeh sezonah

Figure 15: The content (mean + standard error) of 2-metil butanoic acid in Nanos cheese during ripening time
in both seasons

HEKSANOJSKA KISLINA

Heksanojska kislina je bila ena od bolj zastopanih HOS v Nanoskem siru, predvsem proti
koncu zorenja (99. dan). Omenili smo Ze, da spada heksanojska kislina med glavne MK v
mle¢ni mascobi (Collins in sod., 2003), njena prisotnost v siru pa naj bi bila predvsem
posledica lipolize (Delgado in sod., 2011). Veéjo vsebnost proste heksanojske kisline, v
primerjavi z ostalimi HOS, so izmerili tudi v nekaterih ze proucevanih sirih trdega tipa.
Poleg tega naj bi tudi pomembno oblikovala kon¢no aromo sira, odgovorna pa je za oster
vonj po kozah (Frank in sod., 2004). V Nanoskem siru je vsebnost heksanojske kisline med
zorenjem v obeh sezonah linearno naras¢ala (Slika 16). Vecjo vsebnost te HOS smo opazili
v zimski sezoni. Carpino in sod. (2004) pa so v svoji Studiji zapisali, da v sirih iz mleka
krav, ki so bile na pasi, niso uspeli potrditi prisotnosti heksanojske kisline. V naSem
primeru smo heksanojsko kislino identificirali tudi v osnovni krmi in sicer le v travni
silazi, vendar se vsebnost te proste MK v vzorcih mleka med sezonama ni razlikovala.
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Glede na to tezko zaklju€imo, da bi krma lahko vplivala na vsebnost heksanojske kisline v
siru.

1,60E+08

1,40E+08 | /E
120E+08 | }/

1,00E+08 /

8,00E+07 1 & ]{

6.00E+07 | \%E’/

4,00E+07 | } E s

2,00E+07

Povrsina kromatografskih vrhov

0,00E-01

0 7 21 35 49 63 7 99
Cas zorenja [dan]
4 Zimska sezona 4§ Poletna sezona

Slika 16: Vsebnost (povpredje £ standardna napaka) heksanojske kisline v Nano§kem siru med
zorenjem v obeh sezonah

Figure 16: The content (mean £ standard error) of hexanoic acid in Nanos cheese during ripening time in
both seasons

HEPTANOJSKA KISLINA

Heptanojska kislina je bila Ze identificirana v trdih tipih sirov, kot sta ¢edar in gauda. Ta
MK pa ima izvor v mle¢ni maséobi (Alewijn, 2006). V naSem primeru se njena vsebnost z
zorenjem ni spreminjala (Priloga G, Priloga H), poleg tega tudi vpliv sezone zanjo ni bil
statisti¢no znacilen (Preglednica 12).

OKTANOJSKA KISLINA

Oktanojska kislina je bila prisotna Ze v sirnini (0. dan zorenja). Zanjo je namre¢ znacilno,
da izvira iz mle¢ne mascobe (Delgado in sod., 2011). V poletni sezoni se njena vsebnost
med zorenjem (do 99. dneva) ni spreminjala. V zimski sezoni je 35. dan nekoliko
zmanjSala in nato povecevala do 99. dne, ko je dosegla podobno vsebnost kot na zaéetku v
sirnini. V vzorcih osnovne krme in mleka je nismo identificirali.
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DEKANOJSKA KISLINA

Dekanojsko kislino, ki nastane v lipolizi (Delgado in sod., 2011), smo v zimski sezoni
zaznali ze v sirnini, medtem ko smo jo v poletni sezoni zaznali 7. dan. MK je dosegla
najvecjo vrednost v zimski sezoni, in sicer v zadnjem delu zorenja.

PENTANOJSKA KISLINA

Pentanojsko kislino, Ki izvira iz proteinov in tudi lipidov (Alewijn, 2006), smo do 99.
dneva zorenja zaznali le v vzorcih Nanoskega sira iz poletne sezone, vendar nismo nasli
nobenih povezav s krmo ali mlekom. Njena vsebnost se od njenega pojava (35. dan) do 99.
dneva ni spreminjala.

4.3.1.2.2 Ketoni

V vzorcih Nanoskega sira smo identificirali 13 ketonov, od katerih sta bila 2,3 heptadion in
6-metil 5-hepten-2-on prisotna samo v poletni sezoni. V obeh sezonah bi lahko
spreminjanje skupne vsebnosti ketonov med zorenjem (do 99. dneva) opisali s polinomom
3. stopnje (Slika 17), ki je bil v zimski sezoni nekoliko manj izrazit. V zimski sezoni je
vsebnost ketonov zacela prej povecevati in je maksimalno vsebnost dosegla ze 21. dan,
medtem ko je bila v poletni sezoni maksimalna vrednost Sele 77. dan. Poleg tega je bila
maksimalna vsebnost ketonov manjsa v poletni sezoni.

Glede na spreminjajoci se trend ketonov med zorenjem bi lahko povzeli, da so ketoni
nekakSen produkt in hkrati prekurzor za druge komponente. Znano je, da metil ketoni
nastanejo v oksidaciji MK in da se lahko pretvorijo v sekundarne alkohole (Brulé in sod.,
2000). Tudi Delgado in sod. (2010) v svoji $tudiji navajajo, da se je trend vsebnosti
ketonov spreminjal, in sicer je njihova vsebnost najprej narasla in nato padla.

V obeh sezonah sta vecje vsebnosti dosegla ketona 2-heptanon in 2-nonanon. Vecje
vrednosti sta dosegla Se diacetil in acetoin, in sicer predvsem na zacetku zorenja. V poletni
sezoni je vec¢jo vsebnost dosegel Se 2-pentanon.
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Slika 17: Trend skupne vsebnosti ketonov v Nano§kem siru med zorenjem v obeh sezonah glede na dan
zorenja v zimski in poletni sezoni
Figure 17: Trend of the total content of ketones in Nanos cheese during ripening in both seasons

DIACETIL (2,3-butandion)

Diacetil lahko nastane po razli¢nih metabolnih poteh (Slika 10). V eni od moznih poti
nastane zaradi delovanja encimov iz acetaldehida-tiamin pirofosfata (TPP) in acetil-CoA.
Nastane lahko tudi iz nestabilnega prekurzorja a-ketolaktata (McSweeney in Sousa, 2000),
ki nastane v metabolizmu citrata (Attaie, 2009). o-ketolaktat pa je produkt v reakciji
piruvata in acetaldehida—TPP (McSweeney in Sousa, 2000).

Na vsebnost diacetila naj bi poleg procesov, ki potekajo med zorenjem, vplivala tudi
aktivnost bakterij (Zeppa in Rolie, 2008), med njimi Leuconostoc mesenteroides in
Lactobacillus casei (Attaie, 2009). Poleg tega se v metabolizmu citrata lahko diacetil
pretvori v acetoin, 2,3 butandiol ter 2-butanon (McSweeney in Sousa, 2000). Ugotovili so,
da pretvorba poteka tudi zaradi aktivnosti nestarterskih bakterij (Engels in sod., 1997).

V nasem primeru je bilo diacetila najve¢ v sirnini. V mleku smo ga identificirali le v
vzorcu iz poletne sezone. Z zorenjem je vsebnost diacetila v NanoSkem siru padala, v
zimski sezoni nekoliko hitreje (Slika 18). Po 49. dneh zorenja je njegova vsebnost padla za
priblizno 40-krat. V poletni sezoni je dosegel diacetil na 63. dan podobno vsebnost, kot jo
je imel v zimski sezoni na 49. dan. Ugotovljeno je bilo, da je diacetila ve¢ prav Vv
nezorjenih mladih sirih (Fox in sod., 2000). Diacetil je namre¢ eden izmed glavnih
produktov v zacetni fermentaciji citrata zaradi aktivnosti SK (Choisy in sod., 2000b) ter se
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lahko pretvarja v druge snovi (McSweeney in Sousa, 2000). Iz rezultatov (bolj strm
padajoci trend vsebnosti diacetila v zimski sezoni) bi lahko zakljucili, da je na podlagi
diacetila sir v zimski sezoni nekoliko hitreje zorel. In sicer ob predpostavki, da se je
diacetil hitreje pretvarjal v druge HOS in se mu je zato vsebnost v zimski sezoni prej
zmanjSala. Poleg tega lahko trend padanja njegove vsebnosti razlozimo z dejstvom, da je
pogosto prekurzor za druge snovi (McSweeney in Sousa, 2000).
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Slika 18: Vsebnost (povpredje £ standardna napaka) diacetila v Nano$kem siru med zorenjem v obeh
sezonah
Figure 18: The content (mean + standard error) of diacetyl in Nanos cheese during ripening in both seasons

2-BUTANON

2-butanon je bil v siru prisoten le obcasno, in sicer v obeh sezonah. Nekateri prisotnost 2-
butanona v sirih povezujejo s prijetno aromo (Keen in sod., 1974), medtem ko Shipe in
sod. (1962) navajajo, da povzro¢a 2-butanon v mleku nezazeleno aromo. 2-butanon naj bi
imel znacilen vonj po rastlinskem soku in acetonu (Frank in sod., 2004).

2-butanon nastane zaradi aktivnosti nekaterih bakterij, in sicer iz 2,3 butandiola (2,3-
butilen glikola), ki izvira iz citrata (Keen in sod., 1974). 2-butanon naj bi nato vplival na
nastanek alkohola 2-butanola (Randazzo in sod., 2007). Na tvorbo 2-butanona vplivajo
razlicne bakterije. Garde in sod. (2005) so ugotovili, da je SK, ki je vkljucevala
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Lactococcus lactis subsp. lactis, vplivala na pove¢ano vsebnost 2-butanona v siru. Randazo
in sod. (2007) pa navajajo, da so na prisotnost 2-butanona v trdem siru vplivale tako SK
kot tudi nekateri nestarterski sevi MKB. SK so vklju¢evale Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Leu. mesenteroides, od nestarterskih sevov oz. vrst MKB, ki so vplivali na
nastanek 2-butanona, pa so sodelovali Lb. plantarum, Lb. mesenteroides, Lb. casei, Lb.
brevis, Lb. rhamnosus (Randazzo in sod., 2007). 1z tega je razvidno, da na vsebnost 2-
butanona vplivajo najrazli¢nejSe bakterije. V naSem primeru je tako tezko definirati, katere
bakterije oz. kateri dejavnik bi lahko vplival na nastanek tega ketona. Verjetno pa v naSem
primeru vpliv dodane SK lahko izklju¢imo, saj sta jo sestavljali Str. thermophilus in Lb.
helveticus.

V zimski sezoni je 2-butanon dosegel maksimalno vsebnost 7. dan zorenja, medtem ko
smo ga v poletni sezoni zaznali 35. dan zorenja, ko je tudi dosegel maksimalno vrednost,
vendar v precej manjSih koncentracijah v primerjavi z maksimalno vrednostjo iz zimske
sezone. Prisoten je bil v osnovni krmi in mleku iz obeh sezon. V osnovni krmi je imel
vecjo vsebnost v travni silazi ter tudi v mleku iz zimske sezone. Poleg tega smo v literaturi
zasledili, da naj bi bil 2-butanon prisoten v travni silazi, v mleko krav pa naj bi prisel tudi
preko vdihanega zraku (Shipe in sod., 1962). V literaturi sicer nismo posebej zasledili, da
bi navajali vpliv silaze (v obroku krav) na vsebnost 2-butanona v sirih.

2,3-PENTANDION

Keton 2,3-pentadion se le redko obravnava kot spojina, ki je prisotna v siru. Morales in
sod. (2004) ugotavljajo, da naj bi na vecjo vsebnost tega ketona prispevali nekateri sevi iz
rodu Enterobacteriaceae. V nasem primeru je bil vpliv sezone statisti¢no znacilen in sicer
je v poletni sezoni dosegel nekoliko vecje vrednosti. V obeh sezonah se kaze padajoci
trend. Po 35. dnevu zorenja v poletni sezoni oziroma po 49. dnevu zorenja v zimski sezoni
tega ketona nismo vec¢ zaznali.

ACETOIN (3-hidroksi 2-butanon)

Kot je bilo Zze navedeno, acetoin nastane iz diacetila ali iz a-acetolaktata, v obeh primerih
pa posredno izvira iz citrata. Acetoin je lahko nato prekurzor za alkohol 2-butanol
(McSweeney in Sousa, 2000). Alewijn (2006) pa navaja, da naj bi acetoin izviral iz
ogljikovodikov oziroma proteinov.

V Nanoskem siru je acetoin dosegel nekoliko vecje vsebnosti v zimski sezoni v sirnini.
Poleg tega smo tudi v mleku iz zimske sezone opazili nekoliko vecje vsebnosti acetoina v
primerjavi z mlekom iz poletne sezone. Acetoin je bil prisoten tudi v osnovnih krmah iz
obeh sezon, vendar razlike v vsebnosti niso bile statisti¢no znacilne. Na zacetku zorenja (v
sirnini) je bila vsebnost tega ketona zelo visoka, vendar pa je z zorenjem zelo hitro padla.
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63. dan zorenja je njegova vsebnost primerljiva z vsebnostjo veCine ostalih ketonov,
identificiranih na ta dan. Sicer je bil acetoin prisoten vse do 99. dneva zorenja.

V obeh sezonah je imel acetoin nekoliko vecje vrednosti v primerjavi z diacetilom, ki velja
za njegovega prekurzorja (Slika 19). Kot smo ze navedli, lahko acetoin izvira tudi iz o-
acetolaktata (McSweeney in Sousa, 2000). Tako diacetilu kot tudi acetoinu je vsebnost z
zorenjem padala. Padajoci trend acetoina bi lahko podprli z dejstvom, da je prekurzor 2,3-
butandiola (McSweeney in Sousa, 2000), ki smo ga tudi identificirali v Nanoskem siru.
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Slika 19: Primerjava trendov vsebnosti (povpreéje + standardna napaka) diacetila in acetoina v
Nano$kem siru med zorenjem Vv obeh sezonah

Figure 19: Comparison of trends of diacetyl and acetoin content (mean * standard error) in Nanos cheese
during ripening in both seasons

2-HIDROKSI-3-PENTANON

V poletni in zimski sezoni je bil 2-hidroksi-3-pentanon prisoten ze v sirnini. V obeh
sezonah je v vzorcih NanoSkega sira dosegel maksimalno vsebnost 7. dan zorenja, nato pa
je zaCela njegova vsebnost upadati. Vpliv sezone je bil statistiéno znacilen (Preglednica
12). V poletni sezoni je dosegel vec¢je vsebnosti in je bil prisoten do 99. dneva zorenja,
medtem ko je bil v zimski sezoni prisoten do 63. dneva zorenja.

V literaturi le redko naletimo nanj kot na HOS, prisotno v proucevanih sirih, so ga pa
identificirali v siru mocarela (Curioni in Bosset, 2002) ter v poltrdem kozjem siru (Poveda
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in sod., 2008). Za njegovo tavtomero 3-hidroksi-2-pentanon Alewijn (2006) navaja, da naj
bi izvirala iz ogljikovodikov in proteinov.

2,3-HEPTADION

Centeno in sod. (2004) navajajo, da naj bi v siru na odsotnost 2,3-heptadiona vplivala
toplotna obdelava mleka, verjetno zaradi manjSega vpliva nestarterske mikrobiote. 2,3-
butandion so namre¢ identificirali le v sirih iz surovega mleka, kot SK pa so bile dodane
bakterije Lactococcus lactis subsp. cremoris in Lc. lactis subsp. lactis strains. Fernandez-
Garcia (2002a) pa $e v svoji Studiji Se ugotavlja, da je bilo tega diketona ve¢ v siru iz
surovega mleka in da vpliv zorenja zanj ni bil statisticno znacilen. V naSem primeru je bil
prisoten samo Vv sirnini iz poletne sezone. Povezav s krmo in mlekom ne moremo
izpostaviti, saj ni bil identificiran v nobenem od vzorcev osnovne krme in mleka.

2-PENTANON

2-pentanon je metil keton in nastane v B-oksidaciji prostih MK. Njegova tvorba je torej
odvisna od lipolize in katabolizma MK (Choisy in sod., 2000b).

Na zacetku zorenja je imel 2-pentanon nekoliko vecje vsebnosti v vzorcih Nanoskega sira
v zimski sezoni, veéje vsebnosti pa je v zimski sezoni dosegel tudi v vzorcih mleka. Kljub
temu pa je v siru nato dosegel vecje vrednosti v poletni sezoni. Identificiran je bil tudi v
obeh osnovnih krmah, vendar med sezonama ni bilo razlik. V siru je njegova vsebnost
najprej narascala ter nato v obeh sezonah 77. dan zorenja padla. Po 99. dnevu zorenja pa je
ponovno narasla. Povezave med 2-pentanonom ter njegovim prekurzorjem heksanojsko
kislino nismo opazili. V nasprotju z 2-pentanonom je imela heksanojska kislina vecjo
vsebnost v zimski sezoni. Poleg tega se pri heksanojski kislini z zorenjem jasno odraza
nara$¢ajoci trend vsebnosti.

2-HEPTANON

2-heptanon izvira iz masc¢obe (Alewijn, 2006) ter nastane v B-oksidaciji oktanojske kisline
(Choisy in sod., 2000b). Ugotovili smo, da je 2-heptanon dosegel najveéje vsebnosti v
zimski sezoni, kakor tudi njegov prekurzor oktanojska kislina (Slika 20). Kot smo Ze
navedli, je 2-heptanon med vsemi identificiranimi ketoni dosegel visoke vsebnosti. Na
nastanek 2-heptanona naj bi vplivale plesni iz rodu Penicilium, poleg tega je zato tudi
znacilna spojina Vv sirih z modro plesnijo. 2-heptanon pa so tudi Ze identificirali v razli¢nih
trdih sirih (gauda, cedar) (Alewijn, 2006). Veéjo koli¢ino 2-heptanona so odkrili v
parmezanu (Parmigiano-Reggiano) (Collins in sod., 2003). Navajajo ga tudi kot
pomembno spojina ementalskega sira (Curioni in Bosset, 2002).

Sam 2-heptanon (metil keton) pa je prekurzor za 2-heptanol (sekundarni alkohol) (Delgado
in sod., 2011). Trend vsebnosti obeh komponent je natanéneje opisan v podpoglavju
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4.3.1.2.3 Alkoholi. Ugotovili smo, da naj bi bila 2-heptanol in 2-heptanon v nekak$nem
ravnotezju.
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Slika 20: Vsebnost (povpredje £ standardna napaka) 2-heptanona in oktanojske kisline (prekurzor 2-
heptanona) v Nanoskem siru med zorenjem v obeh sezonah

Figure 20: The content (mean + standard error) of 2-heptanone and octanoic acid (precursor of 2-heptanone)
in Nanos cheese during ripening in both seasons

2-OKTANON

2-oktanon je znacilna spojina sirov z modro plesnijo (Berezinska in sod., 2007), poleg tega
pa je tudi pogosta HOS trdih sirov (grojer, Manchago, Regusano, gauda) (Mallia in sod.,
2005; Van Leuven, 2008).

Tako kot drugi metil ketoni 2-pentanon izvira iz mas¢obe in nastane na enak nacin kot 2-
heptanon (Choisy in sod., 2000b; Alewijn, 2006). V zimski sezoni je dosegel svoj
maksimum 21. dan zorenja, sledil je padajoc¢i trend do 63. dneva ter nato ponovno narasc¢al
do 77. dneva, medtem ko je v poletni sezoni dosegel svoj maksimum Sele 77. dan zorenja,
nato je njegova vsebnost do 99. dneva padala (Slika 21).

Povezav s krmo in mlekom ne moremo nakazati, saj ga v mleku nismo uspeli identificirati,
medtem ko je bil v osnovni krmi prisoten samo v travni silazi.

96



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

1,40E+07

1,20E+07 |

1.00E+07 |

8.00E+06 | T \

6,00E+06

4,00E+06 |

Povrsina kromatografskih vrhov

2,00E+06 | P /
0 7 21 35 49 63 77 99

Cas zorenja [dan]

0.00E-01

# Zimska sezona # Poletna sezona

Slika 21: Vsebnost (povpreéje = standardna napaka) 2-oktanona v Nano$kem siru med zorenjem Vv
obeh sezonah

Figure 21: The content (mean + standard error) of 2-octanone in Nanos cheese during ripening in both
seasons

2-NONANON

2-nonanon veckrat omenjajo skupaj z 2-heptanonom kot enega bolj zastopanih metil
ketonov v sirih z modro plesnijo (Collins in sod., 2003). Tako kot metil ketona 2-heptanon
in 2-oktanon je imel podoben trend vsebnosti po sezonah in sicer je imel v zimski sezoni
dva vrha z najvecjo dosezeno vsebnostjo 21. dan zorenja, v poletni sezoni pa Se njegova
vsebnost povecuje do 77. dneva zorenja in nato pade (Slika 22). Vpliv sezone ni bil
statisticno znacilen (Preglednica 12).

Povezav z njegovim prekurzorjem dekanojsko kislino nismo posebej ugotovili, razen da je
imel 2-nonanon, tako kot dekanojska kislina, svoj maksimum ve¢ji v zimski sezoni, Ki pa
ga je keton dosegel prej kot dekanojska kislina. To bi lahko razlozili s tem, da nastanejo
metil ketoni tudi iz keto kislin (Fox in sod., 2000).

2-nonanon smo identificirali tudi v nekaterih vzorcih mleka, vendar pa razlike v vsebnosti
med sezonama niso bile statisti¢no znacilne.
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Slika 22: Vsebnost (povpreédje + standardna napaka) 2-nonanona v NanoSkem siru med zorenjem V
obeh sezonah

Figure 22: The content (mean + standard error) of 2-nonanone in Nanos cheese during ripening in both
seasons

2-UNDEKANON

Metil keton 2-undekanon izvira iz mascobe (Alewijn, 2006) in je pomembna aromati¢na
spojina v siru kamember, nastal naj bi zaradi aktivnosti P. camemberti (Curioni in Bosset,
2002). Poleg tega, da je bil identificiran v sirih z modro plesnijo, so ga v manjsih koli¢inah
nasli tudi v nekaterih trdih sirih. Njegova vsebnost pa se je z zorenjem povecevala
(Alewijn, 2006). V naSem primeru vV obeh sezonah trend nara$¢anja vsebnosti 2-
undekanona ni bil konstanten. Veéje vsebnosti je v vzorcih Nanoskega sira dosegel v
poletni sezoni, njegove prisotnosti pa nismo potrdili niti v osnovnih krmah niti v mleku.

METIL KETONI — SPLOSNO

Za identificirane metil ketone 2-pentanon, 2-heptanon, 2-oktanon, 2-nonanon, 2-
undekanon se je vsebnost na zacetku zorenja povecevala in se nato spreminjala, in sicer
predvsem v zimski sezoni. Pri 2-oktanonu in 2-nonanonu smo opazili, da sta imela
podobna trenda (Slika 21, Slika 22). Omenili smo Ze, da nastanejo metil ketoni v oksidaciji
prostin MK (McSweeney in Sousa, 2000). Velika koli¢ina metil ketonov je navadno v sirih
s plesnijo ter tudi v nekaterih trdih tipih sirov (Verzera in sod., 2004), ki zorijo daljsi ¢as, S
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¢emer lahko razlozimo zgoraj naveden trend nara$canja. Vsebnost metil ketonov je tudi
padala. To lahko naveZzemo z dejstvom, da so metil ketoni prekurzorji za sekundarne
alkohole (Delgado in sod., 2011).

6-METIL 5-HEPTEN-2-ON

6-metil 5-heptan-2-on je bil prisoten samo v sirnini poletne sezone. Identificirali smo ga
tudi v osnovnih krmah iz obeh sezon, vendar povezav s krmo in prisotnostjo v siru nismo
ugotovili. V literaturi ga le redko navajajo kot HOS v siru. Njegovo prisotnost v siru
opisujejo Sympoura in sod. (2009).

8-NONEN-2-ON

Nenasicen keton 8-nonen-2-on ima izvor v mas¢obi (Alewijn, 2006). V vzorcih Nanoskega
sira poletne sezone je dosegel vecje vrednosti, nismo pa ga identificirali v nobenem od
vzorcev osnovne krme oz. mleka.

4.3.1.2.3 Alkoholi

Delez alkoholov se je v obeh sezonah v primerjavi z zacetnim deleZzem v sirnini po 99
dnevih zorenja povecal (Priloga I). Splosen trend skupne vsebnosti alkoholov do 99. dneva
zorenja je bil med sezonama skoraj enak (Slika 23). Veéje vsebnosti alkoholov je opaziti v
poletni sezoni. Maksimalna koncentracija alkoholov je v obeh sezonah dosegla vrh po 6
mesecih zorenja.
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Slika 23: Trend skupne vsebnosti alkoholov v vzorcih Nano$kega sira do 99. dneva zorenja v obeh
sezonah

Figure 23: Trend of the total content of alcohols in samples of Nanos cheese to 99" day ripening in both
seasons

V Nanoskem siru smo v obeh sezonah identificirali 10 razli¢nih alkoholov, od katerih sta
bila samo 1-heksanol in 2-etil 1-heksanol prisotna med zorenjem tako v poletni kot zimski
sezoni. Skupna vsebnost alkoholov je bila vecja v poletni sezoni (Priloga 1), vendar pa

nismo nasli pomembnih povezav s krmo ali mlekom.

Med alkohole, ki so imeli v poletni sezoni ve¢je koncentracije, bi lahko uvrstili 2-pentanol
in 2-heptanol. Oba sta dosegla svoj vrh po 6 mesecih zorenja, v primerjavi z ostalimi
alkoholi pa sta dosegla visoke vrednosti tudi 99. dan zorenja. Poleg njiju je dosegel visoko
vsebnost v poletni sezoni tudi 2,3-butandiol v 35. dnevu zorenja, ki je bila hkrati
maksimalna.

V obeh sezonah je 2-heptanol dosegel nekoliko vecje koncentracije v primerjavi z 2-
nonanolom. To bi lahko razlozili z ve¢jo koncentracijo 2-heptanona (prekurzor 2-
heptanola) v primerjavi z 2-nonanonom (prekurzor 2-nonanola).

2,3-BUTANDIOL (ter povezava z ACETOINOM in DIACETILOM)
2,3-butandiol nastaja iz citrata, ker imajo nekateri laktokoki sposobnost metabolizirati
citrat v 2,3-butandiol. Ena od poti nastanka 2,3-butandiola je metabolizem citrata v
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diacetil, ki se nato pretvori v acetoin. 1z acetoina nato nastane 2,3-butandiol. Ta pa lahko
nastane tudi po drugi krajsi poti: citrat => acetoin => 2,3-butandiol (McSweeney in Sousa,
2000).

Kot prikazuje Slika 24, sta vsebnosti acetoina in diacetila med zorenjem v poletni sezoni
eksponentno padali, je pa acetoin dosegal vec¢je vrednosti v primerjavi z diacetilom.
Acetoin namre¢ lahko nastane po razli¢nih poteh, medtem ko se diacetil pretvarja iz citrata
v acetoin. Trend padanja teh HOS bi lahko ovrednotili z nastankom 2,3-butandiola. Sezona
na vsebnost HOS acetoina, diacetila in 2,3-butandiola ni imela statisti¢no znacilnega vpliva
(Preglednica 12). Vsebnost 2,3-butandiola je naras¢ala do 35. dneva zorenja, ko so tudi
vsebnosti vseh tren HOS dosegle podobne vrednosti. V 49. dnevu zorenja je 2,3-butandiolu
koncentracija padla, saj se ta alkohol lahko pretvarja v keton 2-butanon (Keen in sod.,
1974).
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Slika 24: Primerjava vsebnosti (povpreéje + standardna napaka) acetoina, diacetila ter 2,3-butandiola
med zorenjem NanoS$kega sira v poletni sezoni (P)

Figure 24: Comparison of trends of acetoine, diacetyl and 2,3-butandiol content (mean + standard error)
during ripening Nanos cheese in the summer season

V nasprotju s poletno sezono po 6 mesecih zorenja v zimski sezoni 2,3-butandiola,
acetoina in diacetila nismo identificirali.
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2-BUTANOL

Alkohol 2-butanol povezujejo z razvojem nezazelene arome v sirih. Nastane v treh korakih
iz 2-butanona pod vplivom delovanja razli¢nih bakterij. V prvem koraku nastane najprej
2,3-butandiol, ki se nato pretvori v 2-butanon (McSweeney, 2004). Temu nato sledi
redukcija 2-butanona v 2-butanol (Keen in sod., 1974).

V poletni sezoni smo v Nanoskem siru tako 2-butanol kot tudi njegovega moznega
prekurzorja-2-butanon identificirali Sele 35. dan. 2,3-butandiol (prekurzor 2-butanona) pa
smo Vv poletni sezoni identificirali 7. dan zorenja (Slika 25 in Priloga G). Poleg tega so vse
tri navedene HOS dosegle maksimalno vrednost 35. dan zorenja, s tem da je 2,3-butandiol
dosegel najvisje vrednosti. Lahko bi zakljucili, da je trend 2-butanola sledil trendu 2-
butanona, ta pa je sledil 2,3 butandiolu (Slika 25).
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Slika 25: Trend vsebnost (povpredje + standardna napaka) 2,3-butandiola, 2-butanona in 2-butanola
med zorenjem Nano$kega sira v poletni sezoni (P)

Figure 25: Trend of 2,3-butandiol, 2-butanone and 2-butanol content (mean + standard error) during ripening
Nanos cheese in the summer season

V poletni sezoni se je 2-butanol v vecji koli¢ini pojavil od 35. dneva naprej, v zimski pa
nekoliko kasneje, in sicer na 49. dan (Priloga G, Priloga H). 2-butanol je v Nanoskem siru
dosegel najvecje vrednosti v poletni sezoni, kljub temu da je bil v mleku prisoten samo v
vzorcih iz zimske sezone.
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1-BUTANOL

1-butanol je eden izmed najbolj aromati¢nih alkoholov in ima noto po vrtnici (Curioni in
Bosset, 2002). Proizvajajo ga tudi nekateri sevi nestarterskin MKB (Randazzo in sod.,
2007). Vecje vsebnosti tega alkohola je opaziti v NanoSkem siru v poletnih sezoni. Tudi
Abilleira in sod. (2010b) so ugotovili, da je ve¢je vsebnosti dosegel v poletni sezoni, ki je
vkljucevala paSo krav. V nasem primeru ga v sveZzi travi nismo identificirali, v vzorcih
mleka pa je bil prisoten le v zimski sezoni. Abilleira in sod. (2010b) $e navajajo, da bi 1-
butanol lahko nastal pri redukciji aldehidov.

2-PENTANOL

V obeh sezonah je vsebnost 2-pentanola narascala in je dosegla maksimalne vrednosti ob
koncu 99. dneva zorenja Nanoskega sira. Podobno pisejo v svoji $tudiji tudi Delgado in
sod. (2011), da je bil 2-pentanol ob koncu 90-dnevnega zorenja proucevanega trdega sira
alkohol z najvecjo vsebnostjo. 2-pentanol bi lahko pomembno prispeval h kon¢ni aromi
sira saj ima pri ¢loveku tudi nizek prag zaznavnosti (Delgado in sod., 2011).

Alkohol 2-pentanol izvira iz ma$¢obe (Alewijn, 2006). Glede na to, da gre za sekundarni
alkohol bi njegov nastanek lahko povezali z redukcijo metil ketonov (Delgado in sod.,
2011). V poletni sezoni je alkohol dosegel vecje vrednosti, poleg tega je takrat vecje
vrednosti dosegel tudi njegov prekurzor 2-pentanon (Slika 26). V osnovni krmi in mleku
ga nismo identificirali.
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Slika 26: Vsebnost (povpredje + standardna napaka) 2-pentanola in 2-pentanona med zorenjem
Nano$kega sira v obeh sezonah

Figure 26: The content (mean = standard error) of 2-pentanol and 2-pentanone during ripening Nanos cheese
in both seasons

103



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

2-HEPTANOL IN 2-NONANOL

Tako 2-heptanol kot tudi 2-nonanol sta imela v obeh sezonah med zorenjem podobna
trenda vsebnosti, in sicer povecevanje do 77. dne zorenja in nato padec. Sezona ni bila
statisticno znacilna za ta dva sekundarna alkohola kot tudi za njuna prekurzorja metil

ketona 2-heptanon in 2-nonanon (Preglednica 12).

V obeh sezonah je 2-heptanol dosegel nekoliko vec¢je vrednostni v primerjavi z 2-
nonanolom. To bi lahko utemeljili z vec¢jimi vrednostmi njegovega prekurzorja 2-
heptanona v primerjavi z 2-nonanonom (prekurzor 2-nonanola) (Curioni in Bosset, 2002).

V zimski sezoni sta imela alkohola kot njuna prekurzorja ketona podobna trenda, medtem
ko sta v zimski sezoni prekurzorja (2-heptanon, 2-nonanon) dosegla svoj maksimum veliko
prej, in sicer ze 21. dan zorenja v primerjavi z alkoholoma (Slika 27).

V krmi in mleku ju nismo identificirali.
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Slika 27: Vsebnost (povpreéje + standardna napaka) 2-heptanola in 2-nonanola ter njunih

prekurzorjev med zorenjem Nano$kega sira v zimski sezoni

Figure 27: The content (mean + standard error) of 2-heptanol and 2-nonanol and their precursor during

ripening Nanos cheese in the winter season

104



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

3-METIL 1-BUTANOL

Primarni razvejani alkohol 3-metil 1-butanol izvira iz proteinov (Alewijn, 2006). Spada
med Strekerjeve komponente in lahko nastane v katabolizmu razvejanih AK (McSweeney
in Sousa, 2000). Randazzo in sod. (2007) v svoji $tudiji piSejo, da verjetno izvira iz
dolo¢enih AK (alanina, valina in leucina) ter povezujejo njegov nastanek s prisotnostjo in
aktivnostjo nekaterih sevov laktobacilov. Natan¢neje naj bi nastal iz aldehida, ki nastane s
pretvorbo leucina. Identificirali so ga tudi ze v drugih trdih in poltrdih sirih, v katerih naj bi
prispeval k prijetni aromi svezega sira (Engels in sod., 1997). Po drugih podatkih pa naj bi
prispeval k necisti aromi sira (McSweeney in Sousa, 2000).

Vpliv sezone pri tej HOS ni bil statisticno znacilen. Trend vsebnosti 3-metil 1-butanola
kaze na naras¢anje do 35. dneva zorenja in nato padec. 3-metil 1-butanol smo identificirali
tudi v obeh osnovnih krmah, kjer je dosegal vec¢je vrednosti v travni silazi. V mleku razlike
niso bile statisti¢no znacilne.

1-HEKSANOL

Vsebnost 1-heksanola se je z zorenjem povecevala, kar bi lahko razlozili z dejstvom, da
ima izvor v prostih MK, ki se med zorenjem pretvarjajo v druge snovi (Alewijn, 2006).
Tudi Ferndndez-Garcia in sod. (2002a) poroc¢ajo o znacilno naras¢ajo¢em trendu vsebnosti
1-heksanola med zorenjem sira, medtem ko so Petersen in sod. (2010) ugotovili, da tudi
dodatek nekaterih sevov Lb. helveticus (pri Nanoskem siru dodan kot SK) vpliva na vecjo
vsebnost 1-heksanola v siru. V drugi $tudiji pa so ugotovili prisotnost 1-heksanola v siru,
Ki so mu v procesu izdelave dodali Lb. casei ter tudi v siru brez teh MKB (Kourkoutas in
sod., 2006).

V naSem primeru je bilo vse od zacetka zorenja Nanoskega sira 1-heksanola ve¢ v zimski
sezoni. Primarni alkoholi nastanejo tudi v redukciji aldehidov (McSweeney in Sousa,
2000). Poleg stimulacije nastanka s pomoc¢jo SK je ena izmed moznosti torej tudi, da je
nastajal iz heksanala, ki ga je bilo v mleku iz zimske sezone vec.

2-ETIL 1-HEKSANOL

2-etil 1-heksanol je primarni razvejani alkohol in izvira iz ma$cobe. Identificirali so ga ze v
razli¢nih sirih kot so ¢edar (Alewijn, 2006), parmezan (Barbieri in sod., 1994) in mocarela
(Curioni in Bosset, 2002).

V obeh sezonah je bil 2-etil 1-heksanol prisoten ves ¢as zorenja Nanoskega sira, vecje
vrednosti je dosegel v zimski sezoni. Identificirali smo ga tudi v mleku iz obeh sezon,
vendar pa povezav glede koli¢ine alkohola v mleku na njegovo vsebnost v siru ne moremo
potrditi.
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2-METIL 3-PENTANOL

2-metil 3-pentanol smo identificirali samo v siru in sicer v obeh sezonah. Na to
komponento je bil vpliv zorenja statisticno znacilen in je pojasnil velik del variabilnosti
(Preglednica 12, Preglednica 13). Tudi vpliv sezone je bil statisticno znacilen in sicer smo
v poletni sezoni opazili veéje vrednosti. Zanimivo, da smo ta alkohol v obeh sezonah
identificirali do 35. dneva zorenja ter je v obeh sezonah dosegel maksimalno vrednost 7.
dan zorenja. 1z tega bi lahko sklepali, da je 2-metil 3-pentanol najverjetneje nekaksen
prekurzor drugim spojinam.

4.3.1.2.4 Estri

V Nanoskem siru smo identificirali 9 estrov, od katerih smo metil ester oktanojske kisline
in etil ester dekanojske kisline identificirali samo v zimski sezoni (Priloga G, Priloga H).

Med pomembnejse aromati¢ne HOS v sirih priStevamo etil estre karbonilnih kislin kot so
etil ester ocetne Kisline, etil ester butanojske kisline, etil ester oktanojske kisline ter etil
ester heksanojske kisline (Singh in sod., 2003). Nastete estre smo identificirali tudi v
Nanoskem siru, najve¢ pa je bilo etil estra butanojske kisline in etil estra heksanojske
kisline. Podobne ugotovitve navajajo tudi Wolf in sod. (2010), in sicer da sta bila v siru
Grana Padano to prevladujoca estra s pomembno vlogo pri oblikovanju arome sira. V
Nanoskem siru je vecina estrov dosegla maksimalne vrednosti po 6. mesecu zorenja. Tudi
do 99. dneva se kaZe trend naraSc¢anja za skupno vsebnost estrov. Omenili smo Ze, da estri
nastajajo med zorenjem (McSweeney, 2004), kar se je pokazalo tudi v na§em primeru, saj
se je skupna vsebnost estrov v obeh sezonah poveéevala z zorenjem NanoSkega sira
(Priloga ). Do 99. dneva je ve¢jo vrednost dosegla v zimski sezoni. V obeh sezonah je bilo
najvec etil estra butanojske kisline. Poleg tega je bilo najve¢ tudi njegovega prekurzorja -
butanojske kisline (najobseznejSa med vsemi identificiranimi MK). To potrjuje dejstvo, da
nastanejo estri tudi z esterifikacijo prostih MK in alkoholov (Gioacchini in sod., 2010). Na
nastanek estrov naj bi vplivale razlicne esteraze raznih MKB, med drugim tudi Lb.
helveticus (Aminifar in sod., 2014).

Znano je, da je vsebnost etil estrov odvisha od vsebnosti prostih MK (Liu in sod., 1998;
Mallia in sod., 2005). Pri Nanoskem siru smo to opazili za estre kot etil ester butanojske
Kisline, etil ester heksanojske kisline in etil ester ocetne kisline ter njihove prekurzorje.

ETIL ESTER OCETNE KISLINE

Etil ester ocetne Kisline (etil acetat) smo v vzorcih Nanoskega sira v poletni sezoni
identificirali 21. in v zimski sezoni 35. dan zorenja. Ta ester izvira iz ogljikovodikov
(Alewijn, 2006), je namre¢ ester etanola in ocetne (etanojske) kisline, ki nastane v
metabolizmu laktata (Delgado in sod., 2011). V poletni sezoni je dosegel etil ester ocetne
kisline maksimalno vrednost 35. dan zorenja. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi
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Delgado in sod. (2011), ko so med 90-dnevnim spremljanjem zorenja kozjega sira zaznali
maksimalno vsebnost etil estra ocetne kisline 30. dan zorenja.

V Nanoskem siru je v obeh sezonah etil ester ocetne kisline od dneva pojava sledil trendu
vsebnosti ocetne kisline (Slika 28). Lahko bi torej trdili, da je na koncentracijo tega estra
vplivala koncentracija ocetne kisline.

Liu in sod. (2004) povezujejo vsebnost etil estra ocetne kisline pri ementalskem siru z
aromo po oreskih, ki naj bi jo po nekaterih podatkih imel tudi Nanoski sir (Rondi¢, 1996).

Etil ester ocetne kisline smo identificirali v obeh osnovnih krmah, vendar se vsebnost med
sezonama ni razlikovala. Poleg tega smo ta ester identificirali tudi v mleku iz poletne
sezone. V Nanoskem siru je v poletni sezoni imel etil ester ocetne kisline sicer vecje
vrednosti, vendar ga v sirnini nismo zaznali.
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Slika 28: Vsebnost (povpreéje + standardna napaka) etil estra ocetne kisline in prekurzorja-ocetne
kisline med zorenjem Nano$kega sira v obeh sezonah

Figure 28: Trend of octanoic acid, ethyl ester content (mean + standard error) and its precursor-acetic acid
during ripening of Nanos cheese in both seasons

ETIL ESTER BUTANOJSKE KISLINE

Etil estru butanojske kisline pripisujejo pomembno vlogo pri oblikovanju arome v razli¢nih
trdih tipih sirov (Curioni in Bosset, 2002), kar verjetno velja tudi v naSem primeru. Glede
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na njegovo visoko vsebnost v Nanoskem siru bi ga lahko uvrstili med pomembnejse
aromati¢ne snovi.

Dokazali so Ze, da k nastanku etil estra butanojske kisline s svojim delovanjem prispevajo
tako starterske kot tudi nestarterske MKB, na njegovo vsebnost pa naj bi MKB vplivale
zelo razliéno (Alewijn, 2006). Predvsem Lc. lactis subsp. cremoris in Str. thermophilus naj
bi pripomogla k vecji vsebnosti etil estra butanojske kisline, pri njegovem nastanku pa
sodelujejo tudi lipaze nekaterih vrst gliv (Rhizomucor miehei) in kvasovk (Kluyveromyces
lactis), ki se nahajajo na povrsini sira ter nekatere plesni iz rodu Penicillium (Liu in sod.,
2004).

Etil ester butanojske kisline izvira iz ogljikovodikov in masc¢ob (Alewijn, 2006) in sicer
nastane v esterifikaciji etanola in butanojske kisline (Liu in sod., 1998). Liu in sod. (2003)
so ugotovili, da je ob dodatku komercialnih lipaz gliv ta ester nastal v esterifikaciji etanola
in tributirina in ne iz butanojske kisline. Tributirin je ester butanojske kisline ter glicerola
in izvira iz mle¢ne mas¢obe (Liu in sod., 2003).

Znano je, da k nastanku etil estra butanojske kisline pomembno prispeva Str. thermophilus
(Liu in sod., 1998), ki je pri Nanoskem siru dodan kot SK. To je morda razlog, da smo
prisotnost etil estra butanojske kisline potrdili Ze v sami sirnini v obeh sezonah.

Poleg tega trend vsebnosti etil estra butanojske kisline izrazito sledi trendu vsebnosti
butanojske kisline, predvsem v poletni sezoni (Slika 29), iz ¢esar bi lahko zaklju¢ili, da je
njegov nastanek v Nanoskem siru mo¢no povezan z esterifikacijo etanola in butanojske
Kisline.

Etil ester butanojske kisline smo identificirali v travni silazi ter v mleku iz obeh sezon. V
obdobju krmljenja s travno silazo so bile v mleku koncentracije etil estra butanojske Kisline
nekoliko ve¢je v primerjavi s pasno sezono. V siru kljub temu ni bilo opaziti pomembnih
razlik med sezonama.
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Slika 29: Vsebnost (povpredje £ standardna napaka) etil estra butanojske kisline in njegovega
mozZnega prekurzorja-butanojske kisline med zorenjem Nanoskega sira v poletni sezoni (P)

Figure 29: The content (mean * standard error) of butanoic acid ethyl ester and its precursor-butanoic acid
during ripening of Nanos cheese in the summer season

BUTIL ESTER OCETNE KISLINE

Butil ester ocetne Kisline (butil acetat) nastane z esterifikacijo butanola in ocetne Kkisline,
predvsem na racun aktivnosti nekaterih bakterij, ki izvirajo s povrsine sira (Gandolfi in
sod., 2000). V vzorcih Nanoskega sira smo butil ester ocetne kisline identificirali po 6
mesecih zorenja v obeh sezonah. Tudi Abilleira in sod. (2010b) so identificirali ester po 6
mesecih zorenja v ov¢jem siru iz surovega mleka, identificirali pa so ga tudi v nekaterih
trdih sirih, kot so grojer in Regusano (Delgado in sod., 2011) ter parmezan (Barbieri in
sod., 1994). Za te sire je znacilno, da zorijo dlje Casa, in sicer grojer 6 mesecev (Casey in
sod., 2006), Regusano 4 mesece (Carpino in sod., 2004) ter parmezan 16-24 mesecev
(Barbieri in sod., 1994).

1-BUTANOL 3-METIL ACETAT

1-butanol 3-metil acetat (3-metil butil ester ocetne kisline) smo identificirali Sele po 99
dnevih zorenja. Deetae in sod. (2009) so identificirali ta ester v siru, ki je bil cepljen s
Proteus vulgaris (bakterija iz rodu Enterobacteriaceae), ki so jo izolirali s povrsine skorje
sira. Identificirali pa so ga tudi ze v siru Grana Padano (Curioni in Bosset, 2002).

Na prisotnost tega estra v NanoSkem siru so morda vplivale bakterije na povrsini sira ter
daljsi ¢as zorenja. Seveda bi bilo potrebno opraviti natan¢nejSe mikrobioloske analize sira.
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ETIL ESTER HEKSANOJSKE KISLINE

Etil ester heksanojske kisline (etil heksanoat) je bil prisoten ves Cas zorenja v obeh
sezonah, njegova vsebnost pa je narascala. Po vsebnosti je bil drugi pomembnejsi ester.
Tudi v primerjavi z drugimi HOS, ki smo jih identificirali v Nanoskem siru, je dosegel
visoko koncentracijo. Glede na njegovo visoko vsebnost in dejstvo, da imajo etil estri
nizek prag zaznavnosti (Curioni in Bosset, 2002), ga lahko ovrednotimo kot pomembnej$o
HOS, ki oblikuje aromo Nanoskega sira. Prav tako Curioni in Bosset (2002) navajata, da je
etil ester heksanojske kisline klju¢na HOS, ki oblikuje kon¢no aromo v razli¢nih trdih tipih
sirov.

Etil ester heksanojske kisline izvira iz ogljikovodikov in mascobe (Alewijn, 2006).
Dokazano je ze bilo, da k nastanku etil estra heksanojske kisline prispevjo dodane MKB,
med njimi tudi Str. thermophilus (Liu in sod., 2004). V primeru izdelave Nanoskega sira je
sestavni del SK. Str. thermophilus vpliva na nastanek etanola (Liu in sod., 2004), ki
sodeluje v esterifikaciji z MK in je pomemben dejavnik pri nastanku estrov (McSweeney,
2004).

Ester proizvaja tudi Pseudomonas fragi, ki spada med psihrotrofe. Njegova prisotnost v
toplotno obdelanem mileku je lahko znak sekundarne kontaminacije (Liu in sod., 2004).

V zimski sezoni je po 99. dnevu zorenja Nanoskega sira dosegal ve¢je vrednosti, kot tudi
njegov prekurzor heksanojska kislina, kar nakazuje na odvisnost vsebnosti etil estra
heksanojske kisline od MK. Poleg tega je bil prisoten le v vzorcih mleka iz zimske sezone,
identificirali pa smo ga tudi v travni silazi, ne pa v svezi travi. Za to HOS bi lahko nakazali
vpliv krme na njeno vsebnost v siru.

METIL ESTER OKTANOJSKE KISLINE

Metil ester oktanojske kisline je poleg 1-butanol 3-metil acetata edini metilni ester, ki smo
ga identificirali v Nanoskem siru, prisoten pa je bil samo v zimski sezoni. Razen v nekaj
osamljenih S$tudijah, ki obravnavajo aromati¢en profil ementalskega sira (Curioni in
Bosset, 2002), sira z modro plesnijo (Alewijn, 2006) ter kozjega sira (Delgado in sod.,
2011) je metil ester oktanojske kisline redko navajan.

Ester izvira iz mascob (Alewijn, 2006) in je rezultat esterifikacije metil alkohola in MK
(Cakmakci in sod., 2012).

ETIL ESTER OKTANOJSKE KISLINE

Tako etil ester oktanojske kisline kot tudi njegov prekuzor — oktanojska kislina sta bila
prisotna ves ¢as zorenja z ve¢jimi vsebnostmi v zimski sezoni. Po vsebnosti spada etil ester
oktanojske kisline med med manj pomembne estre, v primerjavi z metil estrom oktanojske
kisline je dosegel vecje vsebnosti. So pa prisotnost etil estra oktanojske kisline potrdili tudi
v nekaterih drugih trdih tipih sirov, kot so Grana Padano, Parmigiano-Reggiano in ¢edar
(Wolf in sod., 2010) ter ementalski sir (Curioni in Bosset, 2002).
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V krmi tega estra nismo zaznali, v mleku med sezonama ni bilo razlik. Nakazemo lahko
prehod iz mleka, poleg tega smo ester identificirali ze v sirnini, ko je dosegel vecje
vrednosti v zimski sezoni.

ETIL ESTER DEKANOJSKE KISLINE

Razen redkih objav (Mallia in sod., 2005; Liu in sod., 2004) se etil ester dekanojske kisline
ne pojavlja kot pomembnejsa HOS v Studijah, ki obravnavajo aromatske profile sirov.

Etil ester dekanojske kisline je bil v Nanoskem siru prisoten v zimski sezoni, poleg tega
smo njegovo prisotnost potrdili le v travni silazi, kar je eden od moznih vplivov na njegovo
prisotnost v siru iz zimske sezone. V mleku v nobeni od sezon etil estra dekanojske kisline
nismo identificirali.

Na njegovo prisotnost v zimski sezoni je morda vplivala tudi vecja vsebnost njegovega
prekurzorja dekanojske kisline v zimski sezoni.

4.3.1.2.5 Aldehidi

Trend skupne vsebnosti aldehidov je bil v obeh sezonah podoben (Priloga 1), ko se je
njihova vsebnost do 7. dneva zorenja povecevala, nato pa zmanjSevala. To bi lahko
pojasnili z dejstvom, da se lahko aldehidi hitro reducirajo do primarnih alkoholov ali se
oksidirajo do dolo¢enih kislin (Curioni in Bosset, 2002). Vsebnost aldehidov je bila vecja v
zimski sezoni. Delez skupne vsebnosti aldehidov v primerjavi z ostalimi skupinami je bil
ves Cas zorenja zelo nizek in sicer poleti 0,84—4,58 %, pozimi pa 1,18-4,71 % (Priloga I).
Tudi Gioacchini in sod. (2010) so ugotovili, da so aldehidi dosegli zelo nizek delez (8 %) v
primerjavi z ostalimi spojinami v trdem siru »Fossa«.

V Nanoskem siru smo identificirali 9 aldehidov, po vsebnosti pa so bili najpomembnejsi
benzaldehid, heptanal, oktanal ter nonanal. Vpliv sezone je bil statisticno znacilen pri 5
aldehidih. Znano je, da lahko s prehrano bolj vplivamo na vsebnost in sestavo mlecne
mascéobe kot pa na vsebnost beljakovin (Cornu in sod., 2009). Vec¢ina aldehidov, ki smo jih
identificirali, ima izvor v mascobah (heksanal, heptanal, oktanal, nonanal, 2-nonenal,
dekanal). Glede na to, da je bila vsebnost MK vecja v zimski sezoni in da nekateri aldehidi
izvirajo iz MK, je morda to vplivalo tudi na vecjo vsebnost aldehidov v zimski sezoni.

O vplivu sezone na vsebnost aldehidov v siru so porocali tudi (Fernandez-Garcia in sod.
(2004b) ter Abilleira in sod. (2010b). V Nanoskem siru smo ugotovili ve¢jo vsebnost
oktanala in nonanala v siru iz zimske sezone ter opazili mozno povezavo s krmo in
mlekom.

3-METIL BUTANAL

3-metil butanal izvira iz proteinov (Alewijn, 2006), in sicer nastane iz AK leucin. V
razli¢nih tipih trdih sirov so ugotovili, da ima HOS 3-metil butanal pomembno vlogo pri
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oblikovanju kon¢ne arome sira (Curioni in Bosset, 2002). V Nanoskem siru ga po 63.
dnevu zorenja nismo ve¢ identificirali.

Kala¢ (2011) navaja razlike v vsebnosti 3-metil butanala v mleku kot posledica razlicnega

nacina krmljenja. V naSem primeru vpliv sezone ni bil statisti¢no znacilen na vsebnost te
HOS v siru.

HEKSANAL

Heksanal je bil prisoten le na zacetku zorenja, in sicer do 21. dneva. Izvira iz mascobe
(Alewijn, 2006). Van Leuven (2008) je heksanal identificiral tudi v siru gauda, kjer pa je
bil prisoten tudi $e po 10 mesecih zorenja.

V sirnini smo vecjo vsebnost heksanala izmerili v poletni sezoni. Poleg tega je bil heksanal
prisoten samo v krmi iz poletne sezone (sveza trava). Prisotnost heksanala v mleku glede
na sezono ni bila statistitno znacilna. Kot smo Ze omenili, se aldehidi lahko hitro
reducirajo do primarnih alkoholov ali oksidirajo do dolocenih kislin (Curioni in Bosset,
2002), kar se je v nasem primeru najverjetneje zgodilo.

HEPTANAL

Heptanal izvira iz mascob (Alewijn, 2006). Nastane z razgradnjo nenasi¢enih MK, ki so
prisotne Ze v mle¢ni mascobi (McSweeney in Sousa, 2000). Vpliv sezone ni bil statisti¢éno
znacilen, medtem ko je bil vpliv zorenja statisti¢no znacilen. V $tudiji Cornu in sod. (2009)
navajajo, da noben od proucevanih vplivov, kot so prehrana, sezona in ¢as zorenja ni bil
statisti¢no znacilen za vsebnost heptanala v siru.

V vzorcih mleka smo heptanal zaznali v obeh sezonah. Glede na to, da smo ga identificirali
ze ob zaCetku zorenja (v poletni sezoni Ze v sirnini), bi lahko nakazali prehod te
komponente iz mleka.

OKTANAL

Oktanal izvira iz mascob (Alewijn, 2006). V zimski sezoni je dosegel vecje vrednosti, kar
lahko povezemo z dejstvom, da nastanejo nerazvejeni aldehidi v B-oksidaciji nenasic¢enih
MK (Gioacchini in sod., 2010) oziroma z razgradnjo nenasi¢enih MK, ki so prisotne ze v
mle¢ni mascobi (McSweeney in Sousa, 2000).

V zimski sezoni je bila v siru vsebnost oktanala vecja. Poleg tega je tudi v vzorcih mleka
dosegel nekoliko visje vrednosti v zimski sezoni, vendar pa razlike niso bile statisti¢no
znacilne (Preglednica 12). V krmi smo ga identificirali samo v travni silazi.

BENZALDEHID

Benzaldehid spada med zazelene aromati¢cne HOS, saj ima znacilno aromo po grenkih
mandljih (Singh in sod., 2003), izvira iz AK fenilalanina (Klein in sod., 2001; (Bourdat-
Deschamps in sod., 2004). Ugotovili so, da nastanek benzaldehida stimulira tudi L. lactis
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(Bourdat-Deschamps in sod., 2004) in nekateri sevi Lb. helveticus (Petersen in sod., 2010)
oziroma njihovi intracelularni encimi (Klein in sod., 2001). Metabolno nastaja najprej s
transaminacijo iz AK fenilalanina fenil piruvat, ki se nato oksidira do benzaldehida. Slednji
se lahko oksidira tudi do benzojske kisline, ki pa ni aromati¢na spojina (Bourdat-
Deschamps in sod., 2004). Singh in sod. (2003) Se dodajajo, da izvira benzaldehid tudi iz
AK triptofan. Vsebnost benzaldehida je od 7. dneva z zorenjem padala. Podobno so v svoji
Studiji ugotovili tudi Randazzo in sod. (2010).

Povezav s prehodom iz mleka ali krme ne moremo nakazati, saj je bil prisoten samo v
vzorcih travne silaze.

NONANAL

Nonanal izvira iz masc¢ob (Alewijn, 2006). Nastane z razgradnjo nenasi¢enih MK, ki so
prisotne ze v mle¢ni mascobi (McSweeney in Sousa, 2000). V sirnini je imel nonanal vecje
vrednosti v poletni sezoni, vendar pa je v siru v zimski sezoni dosegel nekoliko vecje
vrednosti. VV krmi smo nonanal identificirali le v travni silazi. Poleg tega je imel vecje
vrednosti v mleku iz zimske sezone.

BENZENACETALDEHID

Benzenacetaldehid spada med HOS, ki so bile prisotne le obcasno. Najve¢jo vsebnost je
dosegel po 6 mesecih zorenja v obeh sezonah. Jung in sod. (2013) pisejo, da so ga v siru
identificirali Sele po 3 mesecih zorenja ter predvidevajo, da bi njegova vsebnost Se narasla
z dalj$im zorenjem. V Nanoskem siru je bil v zimski sezoni prisoten ze 21. dan zorenja.
Njegova vsebnost pa je po 6 mesecih precej narasla (npr. v zimski sezoni za 2,5-krat).
Nekoliko drugaéne rezultate o vsebnosti benzenacetaldehida v poltrdem tipu sira pa
podajajo Delgado in sod. (2010), ko naj bi njegova vsebnost z zorenjem padala ter ga po 90
dneh zorenja ni bilo mo¢ ve¢ identificirati. Prisotnost benzenacetaldehida so v trdem tipu
sira potrdili tudi Mallia in sod. (2005).

V vzorcih mleka iz obeh sezon ga nismo identificirali, v krmi je bil prisoten le v travni
silazi.
2-NONENAL

V vzorcih Nanoskega sira smo ga identificirali le v zimski sezoni v nekaterih dnevih
zorenja (21., 49. in 77. dan), medtem ko njegove prisotnost nismo potrdili ne v krmi ne v
mleku iz obeh sezon.

Kot prisotno HOS v trdem siru ga navajajo tudi drugi avtorji (Curioni in Bosset, 2002;
Frank in sod., 2004). 2-nonenal ima izvor v mas¢obah (Alewijn, 2006).
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DEKANAL

Kot drugi nerazvejeni aldehidi tudi dekanal izvira iz mascob (Alewijn, 2006). V Nanoskem
siru smo ga identificirali samo na nekatere dneve zorenja, in sicer v zimski sezoni le na 77.
dan, v poletni sezoni pana 7., 35., 63., 77., 99. dan ter po 6 mesecih zorenja.

4.3.1.2.6 Terpeni

V Nanoskem siru smo identificirali 6 terpenov, ki so bili ve¢inoma prisotni ves ¢as zorenja
v obeh sezonah. Med identificiranimi terpeni je bilo 5 monoterpenov (pinan, a-pinen,
sabinen, limonen, p-cimen) ter en seskviterpen (B-kariofilen). Delez vsebnosti terpenov se
je med zorenjem gibal med 0,39 in 4,12 %.

V Nanoskem siru le sabinena nismo zaznali v zimski sezoni. Terpene so identificirali ze v
sirih iz mleka Zivali, ki so zauzZile razlicno krmo, kot so seno, travna silaza in koruzna
silaza (Stefanon in Procida, 2004) in ne le v sirih iz mleka zivali, ko so se te pasle (Zeppa
in sod., 2004).

Vpliv sezone je bil statisticno znacilen pri vseh terpenih razen pri limonenu. V poletni
sezoni so dosegali terpeni veCje vsebnosti. Vsebnost terpenov v zimskem casu je bila
morda manjSa zaradi dejstva, da suSenje krme zmanjSuje vsebnost terpenov (Tompa,
2005). Poleg tega na to vpliva dejstvo, da spravilo in pasa ne potekata nujno v istem
obdobju vegetacije. Znano je, da se vsebnost terpenov spreminja tudi med sezono
(Tornambé in sod., 2006).

Kljub dejstvu, da terpeni izvirajo iz krme (Tornambé in sod., 2006) in da jih
mikroorganizmi prisotni v siru, ne razgradijo (Tompa, 2005), vsebnost terpenov med
zorenjem ni bila konstantna. Podobno so ugotovili tudi Randazzo in sod. (2010). V nasem
primeru se je v poletni sezoni vsebnost terpenov najbolj spreminjala. Najveéje nihanje
vsebnosti je opaziti v poletni sezoni pri a-pinenu ter pri limonenu. Ferndndez-Garcia in
sod. (2002b) v svoji Studiji ne izkljucujejo dejstva, da ta dva terpena nastaneta tudi zaradi
aktivnosti mikroorganizmov.

Vse terpene, ki smo jih identificirali v siru iz obeh sezon, smo identificirali tudi v krmi in
mleku, in sicer tako v poletni kot tudi v zimski sezoni. V mleku iz poletne sezone in
osnovni krmi iz poletne sezone (svezi travi) smo identificirali vseh 6 terpenov v vecjih
koncentracijah v primerjavi z zimsko sezono. V vzorcih mleka in krme iz zimske sezone
terpeni namre¢ niso bili vedno prisotni.

Izpostavili bi Se terpen limonen, za katerega smo ugotovili, da zanj sezona ni bila
statisticno znacilna. V krmi smo ga identificirali pri vseh rejcih, tako v svezi travi kot tudi
v travni silazi. Vis§je vrednosti tega terpena so bile v svezi travi. V mleku razlike med
sezonama niso bile statisti¢no znacilne.

114



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Pri terpenu B-kariofilen so se pokazale v vzorcih mleka vecje vrednosti v poletni sezoni,
vendar pa v krmi razlike niso bile tako ocitne.

4.3.1.2.7 Druge snovi

Razen cikli¢nih estrov (laktonov), zveplovih in fenolnih snovi z naSo metodo nismo uspeli
dolo¢iti HOS iz drugih skupin, vendar so lahko prav tako pomembni akterji pri oblikovanju
arome.

LAKTONI

Od laktonov smo identificirali §-oktalakton in d-dekalakton, ki sta odgovorna za sadno
aromo sira. Oba laktona so Ze definirali kot pomembni aromati¢ni HOS v razli¢nih tipih
sira (Curioni in Bosset, 2002). Ob koncu zorenja je 6-dekalakton dosegel vecje vrednosti.
Delgado in sod. (2011) 6-dekalakton v svoji $tudiji navajajo kot eno izmed pomembnejsih
HOS, ki oblikujejo aromo sira »lbores«.

Vpliv sezone je bil pri Nanoskem siru v primeru obeh laktonov statisticno znacilen. V
zimski sezoni sta dosegla nekoliko veéje vrednosti. Laktona sta bila prisotna ves ¢as
zorenja. Kot je bilo Ze navedeno, smo v Nanoskem siru identificirali tudi oktanojsko in
dekanojsko MK. Po eni od teorij naj bi se laktoni tvorili iz ustreznih hidroksikislin, ki se
sprostijo iz trigliceridov v procesu lipolize (Collins in sod., 2003) in v procesu termi¢ne
obdelave mleka (McSweeney and Sousa, 2000). Glede na to, da ju nismo identificirali niti
v krmi niti v mleku, bi lahko nastanek laktonov pripisali tudi procesu lipolize in/ali toplotni
obdelavi mleka.

Vsebnost 3-oktalaktona kot tudi 6-dekalaktona je v zimski sezoni najprej narasla do 7.
dneva. Tudi Collins in sod. (2003) navajajo, da je koncentracija laktonov hitro narasla
predvsem na zacetku zorenja. V poletni sezoni pa je bila koncentracija 6-oktalaktona bolj
konstantna, medtem ko je d-dekalakton v poletni sezoni poveceval vse do 49. dneva
zorenja.

2-OKTEN

2-okten smo v vzorcih NanoSkega sira zaznali le na zaCetku zorenja v poletni sezoni. Ker
pa smo ga identificirali tudi v mleku iz poletne sezone predpostavljamo, da njegova
prisotnost v siru izvira iz mleka. Glede na to, da smo ga identificirali le v enem vzorcu
sveze trave, prehoda iz krme ne moremo vkljuciti.

2-okten spada med ogljikovodike, ki so mozni prekurzorji za nastanek aromati¢nih snovi
(Ortigosa in sod., 2001). Bugaud in sod. (2001) navajajo, da je lahko rezultat oksidacije
nenasi¢enih MK. Identificirali so ga tudi v trdem siru grojer (Mallia in sod., 2005) in siru
»Roncal« (Ortigosa in sod., 2001).
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ETILBENZEN

Trend vsebnosti etilbenzena, ki je alkil benzen, se je v obeh sezonah med zorenjem
spreminjal. VV mleku in krmi iz obeh sezon ni bil prisoten. Cornu in sod. (2009) so v svoji
Studiji ugotovili, da je vsebnost etilbenzena v siru povecevala od 3. do 6. meseca zorenja.
V naSem primeru velja podobno v poletni sezoni, medtem ko se v zimski sezoni vsebnost
etilbenzena ni bistveno spremenila. Mnenja o prispevku k aromi te HOS so razli¢na;
nekateri ji pripisujejo noto po topilu in barvi (Cornu in sod., 2009), medtem ko nekateri
navajajo, da ni aromati¢na spojina (Frank in sod., 2004).

TOLUEN

Toluen je fenolna komponenta (Curioni in Bosset, 2002; Alewijn, 2006), ki tudi spada med
alkil benzene (Frank in sod., 2004), nahajala naj bi se ze v mleku (Alewijn, 2006). Tudi v
nasem primeru smo ga identifcirali v mleku, in sicer ga je bilo ve¢ v poletni sezoni. Poleg
tega smo ga identificirali v svezi travi, medtem ko ga v travni silazi ni bilo. Ta dejstva
kaZejo na mozen prehod komponente iz krme v sir.

Vpliv sezone je bil za to HOS statisti¢no znacilen (Preglednica 12). V poletni sezoni so
bile vrednosti toluena vecje. Podobno pisejo v svoji Studiji tudi Abilleira in sod. (2010b),
in sicer da je v sirih iz sezone, kjer je bila prisotna tudi pasa, vsebnost toluena narasla.
Poleg tega tudi navajajo, da naj bi nekateri aromati¢ni ogljikovodiki, kot je toluen, nastali z
razgradnjo karotena, ki je prisoten v svezi travi. Za toluen velja podobno kot za etilbenzen
glede njegove vloge v aromi. Frank in sod., (2004) trdijo, da ni imel nobenega prispevka v
aromi, medtem ko mu Curioni in Bosset (2002) ter Delgado in sod. (2011) pripisujejo noto
po oreskih.

DIMETILSULFON

Dimetilsulfon spada med spojine, ki vsebujejo S (Burbank in Qian, 2005; Alewijn, 2006).
Kot druge snovi, ki vsebujejo S, izvira tudi dimetilsulfon iz AK metionin neposredno ali
posredno preko spojin, ki jim je AK izvor. V Studijah je dimetilsulfon redko navajan kot
HQOS, identificirana v siru. Alewijn (2006) v svoji raziskavi piSe, da je bil prisoten kot HOS
v nekaterih trdih tipih sirov. Toso in sod. (2002) pa navajajo, da so ga identificirali v mleku
in da visoke koncentracije povzrocajo nezazeleno aromo. V NanoSkem siru smo ga veckrat
zaznali v poletni sezoni z vi§jimi vrednostmi kot v zimski sezoni. Burbank in Qian (2005),
ki sta prisotnost dimetilsulfona potrdila v ¢edarju, navajata, da ta spojina nima direktnega
vpliva na aromo.

UNDEKAN

Undekan je ogljikovodik, ki je bil v vzorcih Nanoskega sira iz poletne sezone prisoten ves
Cas zorenja, smo v zimski sezoni pa smo ga identificirali le po 6 mesecih zorenja. Podatkov
0 njegovi aromati¢ni noti nismo zasledili, vendar jo nekateri navajajo kot aromati¢éno HOS,
ki so jo ze identificirali v siru (Mauriello in sod., 2003; Ili¢i¢ in sod., 2012). Poleg tega je
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najverjetneje, kot tudi nekateri n-alkeni, prekurzor za tvorbo drugih aromati¢nih HOS
(Tli¢i¢ in sod., 2012).

V krmi undekana sicer nismo zaznali, vendar pa smo ga zaznali v vzorcih mleka, kjer je v
poletni sezoni imel ve¢jo vsebnost. Glede na to, da smo undekan zaznali le v sirnini iz
poletne sezone in da je imel v mleku iz poletne sezone veéje vrednosti, bi lahko nakazali
prehod undekana iz mleka.

p-KREZOL

p-krezol spada med fenole. V siru je med fenoli najpogosteje naveden p-krezol (4-
metilfenol), ki nastaja iz AK tirozin pod vplivom kvasovk, mikrokokov in B. linens
(Curioni in Bosset, 2002), nestarterskih laktobacilov (McSweeney in Sousa, 2000). P-
krezol je produkt atipi¢ne Streckerjeve razgradnje (McSweeney in Sousa, 2000). V
Nanoskem siru smo ga identificirali le v poletni sezoni, njegova vsebnost pa se je
spreminjala.

4.3.2 PCA organskih spojin Nanoskega sira iz poletne in zimske sezone

V Nanoskem siru smo vsebnosti HOS na 63. in 99. dan zorenja obravnavali s PCA. S to
metodo smo poiskali HOS, ki najve¢ prispevajo k razlikovanju hlebcev sira iz dveh
razli¢nih sezon, iz poletne in zimske. NaSe vprasanje je torej bilo, ali se profil HOS sira
lo¢ijo med sezonama. Poleg tega nas je zanimalo, katere HOS kar najve¢ doprinesejo k
variabilnosti med profilom HOS sira iz razli¢nih sezon. Rezultati PCA komponent na 63.
in 99. dan zorenja prikazujeta Slika 30 in Slika 31.

Oznake (npr. V1) posamezne HOS se nanasajo na podatke, zbrane v Preglednici 11.
Analizirali smo vsebnosti HOS po hlebcih sira (oznacenih s ¢rko K) na 63. in 99. dan.
Hlebci sira z oznakami K1-K6 pripadajo poletni sezoni, hlebci z oznakami K7-K12 pa
zimski sezoni.

V obeh primerih (na 63. in 99. dan) se hlebci loc¢ijo le po osi 1. S to funkcijo 1 (os 1)
pojasnimo priblizno 20 % variabilnosti, skupaj pa 29 %. Predvsem na 99. dan zorenja os 1
jasno loc¢i hlebce po sezonah. Hlebci iz zimske sezone (K7-K12) so na pozitivni (desni)
strani osi 1, medtem ko so hlebci iz poletne sezone (K1-K6) na levi strani osi 1. Kot je
razvidno s Slike 30, bi lahko pet hlebcev iz poletne sezone lo¢ili tudi po osi 2 v primerjavi
s hlebci iz zimske sezone. Komponente, ki so loCile sezone na 63. dan in 99. dan zorenja
po osi 1 in osi 2, so podane v Preglednici 14.

4.3.2.1 Rezultati PCA na 99. dan zorenja

Pri 99. dnevu zorenja velja za spremenljivke, ki imajo pri osi 1 (faktor 1) pozitiven
predznak (Preglednica 14), da so bile njihove vsebnosti vecje v zimski sezoni oziroma so
bile prisotne le v zimski sezoni, medtem ko za poletno sezono velja ravno obratno. V
nadaljevanju analiziramo le HOS, ki so imele vecjo teZo pri pojasnjevanju variabilnosti.
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Vecjo vsebnost v zimski sezoni so imele oktanojska kislina (V8), dekanojska kislina (V9),
heksanojska kislina (\V6) ter etil ester heksanojska kislina (V33). Metil ester oktanojske
kisline (V34) in etil ester dekanojske kisline (V36) pa sta bila prisotna samo v zimski
sezoni. Poudarili bi predvsem vlogo prostih MK pri oblikovanju arome NanoSkega sira v
zimski sezoni. Glede na vsebnost posameznih identificiranih HOS v NanoSkem siru so na
99. dan zorenja proste MK oktanojska, dekanojska ter heksanojska na 4., 9. oziroma 10.
mestu.

Poletno sezono so zaznamovali kar trije terpeni. Pinana (V50) in a-pinena (V51) je bilo v
poletni sezoni ve¢, medtem ko je bil terpen sabinen (V52) prisoten samo v poletni sezoni.
Glede na njihovo koncentracijo te HOS sicer nimajo vecje teze pri oblikovanju arome
Nanoskega sira, bi pa lahko bili pomembni markerji pri definiranju poletne sezone.

Poleg tega so le siri iz poletne sezone vsebovali naslednje HOS, in sicer undekan (V60), p-
krezol (V61), pentanojsko kislino (V5), benzenacetaldehid (\V26) ter dekanal (V28). 2-
hidroksi-3-pentanon (V42) pa je v poletni sezoni dosegel vecje koncentracije. Vendar
navedene HOS nimajo pomembne vloge pri oblikovanju arome glede na njihovo majhno
vsebnost.
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Slika 30: PCA identificiranih hlapnih organskih spojin v Nano$kem siru na 99. dan zorenja, glede na
hlebce sira iz poletne (K1-K6) in zimske (K7-K12) sezone

Figure 30: PCA for volatile organic compounds identified in Nanos cheese on the 99" day of ripening,
separated by cheese wheels (summer wheels (K1-K6), winter wheels (K7-K12))

4.3.2.2 Rezultati PCA na 63. dan zorenja

Pri 63. dnevu zorenja velja za spremenljivke, ki imajo pri osi 1 (faktor 1) pozitiven
predznak, da so bile njihove vsebnosti vecje v poletni sezoni oziroma so bile prisotne le v
poletni sezoni (Preglednica 13). Tudi na 63. dan zorenja so imele oktanojska kislina (V8),
heksanojska kislina (V6), etil ester heksanojske kisline (V33), metil ester oktanojske
kisline (\VV34) ter etil ester dekanojske kisline (\V36) enak pomen kot na 99. dan. Poleg tega
so terpeni (pinan — V50, a-pinen — V51, sabinen — V52) zaznamovali poletno sezono,
sabinen sicer nekoliko manj kot pri 99. dnevu zorenja.

Na 63. dan zorenja v zimski sezoni so imele od MK ve¢jo tezo pri pojasnjevanju
variabilnosti Se ocetna kislina (V1), 3-metil butanojska kislina (V3) in heptanojska kislina
(V7). Te HOS so imele ve¢jo vsebnost v zimski sezoni v primerjavi s poletno. Med estri pa
bi izpostavili Se etil ester oktanojske kisline (V35). Poleg etil estra oktanojske Kisline
(V35) je vejo vsebnost v zimski sezoni dosegel Se 6-oktalakton (V62), 2-butanon (V38) in
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1-heksanol (V16). Poletno sezono pa sta z ve¢jo vsebnostjo definirala $e 2-oktanon (V45),
1-butanol (V11).
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Slika 31: PCA identificiranih hlapnih organskih spojin v Nano$kem siru na 63. dan zorenja, glede na

hlebce sira iz poletne (K1-K®6) in zimske (K7-K12) sezone
Figure 31: PCA for volatile organic compounds identified in Nanos cheese on the 63" day of ripening,

separated by cheese wheels (summer wheels (K1-K6), winter wheels (K7-K12))
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Preglednica 14: Izra¢unane komponente uteZi spremenljivk-hlapnih organskih spojin (HOS) za prvi
dve osi (Faktor 1, Faktor 2) pri 63. in 99. dnevu zorenja

Table 14: The calculated weight of the components of certain variables-volatile organic compounds for the
first two components (Component 1, Component 2) on the 63" and 99" day of ripening

63. dan zorenja 99. dan zorenja

nHOS  Faktor 1 Faktor2 |nHOS  Faktor1 Faktor 2
V1 -0,91 0,17 |V5 -0,96 0,06
V2 -0,50 0,79 |V6 0,75 -0,18
V3 -0,97 0,02 |Vv7 -0,71 -0,02
V5 0,81 -0,05 |V8 0,91 -0,05
V6 -0,92 0,02 |V9 0,91 -0,22
V7 -0,90 -0,07 | V10 -0,01 0,96
V8 -0,92 0,05 |V14 -0,50 0,78
V10 0,11 0,81 |Vis8 0,82 -0,30
V11 0,75 0,27 |V19 0,77 0,14
V13 -0,77 0,15 |V23 0,85 -0,37
V14 0,23 0,89 |V25 0,74 -0,30
V16 -0,92 0,16 |V26 -0,95 0,05
V23 -0,88 -0,08 |Vv2s8 -0,97 0,05
V29 0,00 0,95 |V29 -0,29 0,77
V30 -0,08 0,86 |V30 -0,22 0,83
V33 -0,91 0,07 |V33 0,89 -0,16
V34 -0,82 -0,03 | V34 0,93 -0,17
V35 -0,92 0,05 |V36 0,77 -0,09
V36 -0,83 0,05 |V37 -0,13 0,97
V37 -0,21 0,92 |V39 -0,77 0,04
V38 -0,90 0,23 |Vv41 -0,20 0,89
AVZA 1 -0,22 0,92 |Vv42 -0,95 0,01
V42 0,14 0,94 |V50 -0,95 0,17
V45 0,73 -0,19 |V51 -0,89 0,28
V50 0,72 0,03 |V52 -0,87 0,04
V52 0,82 0,25 |V60 -0,88 -0,05
V59 0,74 0,32 |V61 -0,99 0,02
V60 0,75 -0,20 | V63 0,72 0,07
V62 -0,91 0,15

V1-V63 — oznake hlapnih organskih spojin iz preglednice 11
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4.3.2.3 Hlapne organske spojine, ki so v PCA locile sezoni ter njihove povezave v krmi

in mleku

Od HOS, ki so na podlagi PCA analize definirale poletno in zimsko sezono, smo v tem
poglavju ponovno izpostavili tiste, za katere smo nasli mozno povezavo s krmo oziroma
mlekom.

V zimski sezoni sta imela na 63. in 99. dan zorenja vecjo vrednost heksanojska kislina in
etil ester heksanojske kisline, etil ester dekanojske kisline pa je bil prisoten samo v zimski
sezoni. Heksanojska kislina je bila prisotna samo v travni silazi, ki je bila osnovna krma v
zimskem obroku krav. V mleku je bila sicer prisotna v obeh sezonah, vendar se vsebnost
med sezonama ni razlikovala. Etil ester heksanojske kisline pa je bil prisoten le v travni
silazi in mleku iz zimske sezone. Etil ester dekanojske kisline smo identificirali v travni
silazi, medtem ko ga v sveZi travi ni bilo. V vzorcih mleka ga nismo identificirali, saj
nastane po hidrolizi mascobe.

Z vecjo koncentracijo so poletno sezono na 63. in 99. dan zorenja zaznamovali terpeni in
sicer pinan, a-pinen ter sabinen. Vsi trije terpeni so bili prisotni tudi v krmi in mleku v
obeh sezonah, vendar je bila njihova vsebnost v poletni sezoni vecja. Pri sabinenu v
vzorcih mleka sicer razlika med sezonama ni bila statisti¢no znacilna.

Poletno sezono je na 99. dan zorenja NanosSkega sira zaznamoval tudi undekan, ki ga je
bilo ve¢ tudi v vzorcih mleka iz poletne sezone. V travni silazi in svezi travi ga nismo
zaznali.

Na 63. dan zorenja je bilo v vzorcih Nanoskega sira zimske sezone tudi ve¢ ocetne kisline,
3-metil butanojske kisline, etil estra oktanojske kisline ter 2-butanona. Ocetna kislina je
dosegla vecje vsebnosti tudi v travni silazi, v mleku je nismo identificirali v nobeni od
sezon. Enako velja za 3-metil butanojsko kislino. 2-butanona pa je bilo ve¢ v travni silazi
in mleku iz zimske sezone. Pri 2-butanonu v vzorcih mleka sicer razlika med sezonama ni
bila statisti¢no znacilna (Preglednica 12).

4.3.3 PCA analiza Nano$kega sira iz dveh poletnih sezon

S PCA metodo smo tudi analizirali rezultate meritev na hlebcih sira iz dveh razli¢nih
poletnih sezon iz leta 2011 in 2012. Vsebnosti vseh identificiranih HOS v siru na 63. in 99.
dan zorenja smo obravnavali s PCA analizo. Hlebci sira z oznakami K1-K6 so pripadali 1.
poletni sezoni (leto 2011), medtem ko so hlebci z oznakami K13-K22 pripadali 2. poletni
sezoni (leto 2012). Z metodo PCA smo Zeleli ugotoviti, ali lahko lo¢imo hlebce iz dveh
razli¢nih poletnih sezon. Poleg tega nas je zanimalo, ali obstajajo HOS, ki omogocajo
razlikovanje med 1. in 2. poletno sezono. Oznake vseh HOS so podane v Preglednici 11.
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Ugotovljeno je bilo, da na podlagi PCA analize hlebcev sira ne moremo lociti med dvema
razli¢nima poletnima sezonama pri obeh dnevih zorenja (Slika 32, Slika 33). Pri 63. dnevu
zorenja smo s prvima dvema osema/faktorjema uspeli pojasniti le 28,46 % variabilnosti.
Pri 99. dnevu smo pojasnili §¢ manj variabilnosti, in sicer 26,29 %. V hlebcih iz 2. poletne
sezone smo na novo identificirali Se 3 HOS, in sicer terpena cis-karan (V64) in kopaen
(\V66) ter oktil ester butanojske kisline (V65).
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Slika 32: PCA identificiranih hlapnih organskih spojin v Nano$kem siru na 63. dan zorenja, glede na
hlebce sira iz 1. poletne (K1-K®6) in 2. poletne (K13-K22) sezone

Figure 32: PCA for volatile organic compounds identified in Nanos cheese on the 63" day of ripening,
separated by cheese wheels from 1% summer (K1-K6) and 2™ summer (K13-K22) season
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Slika 33: PCA identificiranih hlapnih organskih spojin na 99. dan zorenja Nano§kega sira, glede na
hlebce sira iz 1. poletne (K1-K®6) in 2. poletne (K13-K22) sezone

Figure 33: PCA for volatile organic compounds identified in Nanos cheese on the 99™ day of ripening Nanos
cheese, separated by cheese wheels from 1% summer (K1-K6) and 2" summer (K13-K22) season

4.3.4 PCA analiza Nanoskega sira in siraTolminc

V tem sklopu je bil na§ namen primerjati aromatski profil Nanoskega sira z aromatskim
profilom drugih sirov, ki so po tehnologiji najbolj podobni Nanoskemu siru. Za primerjavo
smo izbrali sir Tolminc, izdelan v mlekarni Planika. Sir Tolminc ima, tako kot Nanoski sir,
oznatbo porekla in prav tako spada med trde polnomastne sire ter je narejen iz
termiziranega mleka. V analizo smo vkljucili po eno serijo vsakega sira, ki je bil izdelan v
mesecu aprilu (Nanoski sir leta 2012, sir Tolminc leta 2014). Sir je zorel dva meseca.
Podatke smo obdelali s PCA analizo.

Samo v Nanoskem siru so bile prisotne HOS 2-metil butanojska kislina (V4), 1-butanol
(V11), heptanal (V22), benzaldehid (V24), etil ester dekanojska kislina (V36), 2,3-
butandion (diacetil) (V37), 2-oktanon (V45), p-cimen (V54) in etilbenzen (V58). V
Tolmincu pa smo identificirali 3-metil 1-butanol (V13), metil ester oktanojske Kkisline
(V33), 2-metil heksanojsko kislino (V67), kopaen (V66) ter undekan (V60). Vse zgoraj
nastete HOS razen 2-metil heksanojske kisline (V67) so bile ze identificirane v Nanoskem
siru. Pri nekaterih od 30 HOS identificiranih v obeh sirih, se je vsebnost med siroma
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razlikovala. Rezultati PCA nakazujejo, da funkcija 1 lo¢i sira med sabo (Slika 34). HOS, ki
pripadajo Funkciji 1 in 2, so podane v preglednici 15.
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Slika 34: PCA identificiranih hlapnih organskih spojin v Nano$kem siru (N7—N9) in siru Tolminc
(T1-T3)

Figure 34: PCA for volatile organic compounds identified in Nanos cheese (N7-N9) and cheese Tolminc
(T1-T3)
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Preglednica 15: Utezi komponent spremenljivk — hlapnih organskih spojin za prvi dve funkciji
(Funkcija 1 in Funkcija 2) pri PCA analizi NanoSkega sira in sira Tolminc

Table 15: The calculated weight of the components of variables — volatile organic compounds for the first
two components (Component 1, Component 2) for PCA of Nanos cheese and Tolminc cheese

Vi V2 V3 V4 V6 V8 V9 VIl V12 V13 V14

Funkcijal 0,89 057 036 -086 -0,44 -0,88 0,03 -0,92 0,38 0,80 0,86

Funkcija2 -0,06 081 0,551 -0,07 054 -0,02 0,04 -0,17 0,88 041 0,42

V16 V17 V18 V19 V22 V23 V24 V25 V29 V30 V34

Funkcijal 0,46 -0,60 055 0,29 -090 0,29 -0,97 -045 091 0,55 -0,34

Funkcija2 0,66 0,35 081 090 -0,13 0,92 -0,14 -0,11 0,31 0,68 0,50

V33 V35 V36 V67 V37 V38 V39 V4l V44 V45 V47

Funkcijal 0,87 -0,82 -069 0,88 -064 094 -0,35 0,71 0,66 -0,66 -0,37

Funkcija2 0,37 0,14 -0,26 0,27 -0,21 0,21 -0,02 0,39 049 -0,13 0,05

V49 V51 V53 V54 V55 V66 V57 V58 V60 V62 V63

Funkcijal 0,44 047 -0,09 -091 091 090 0,70 -0,31 0,86 0,71 0,49

Funkcija2 -0,73 0,49 0,83 -0,05 0,06 0,28 0,60 -0,17 0,41 -0,22 -0,73
V1-V63 - oznake hlapnih komponent iz preglednice 11

Nanoski sir in sir Tolminc sta se locila tako po vsebnosti kot po prisotnosti posameznih
HOS, vendar so imele HOS, ki so bile prisotne le v enem od sirov (v Nanoskem ali
Tolmincu) majhne vsebnosti. Zato predpostavljamo, da so kon¢no aromo oblikovale HOS,
ki so bile prisotne v obeh sirih. Te HOS so namre¢ imele ve¢jo vsebnosti in bi lahko
pomembneje vplivale na konéno aromo v siru. Od teh HOS bomo izpostavili predvsem
HOS, ki so imele vecjo tezo pri pojasnjevanju variabilnosti v PCA.

Razen etil estra oktanojske kisline (V35) so imele v siru Tolminc vec¢je vsebnosti naslednje
HOS in sicer ocetna kislina (V1), butanojska kislina (V2), 2-pentanol (V12), 2,3-
butanediol (V14), 2-etil 1-heksanol (V18), 2-nonanol (V19), oktanal (V23), etil ester
ocetne kisline (V29), 2-butanon (V38), 3-hidroksi 2-butanon (V41), &-oktalakton (V62), 6-
dekalakton (V63). To je bilo tudi pricakovano, saj so hlebci sira Tolminc (3 kg) precej
manj$i od Nanoskega sira (8—11 kg). Velikost hlebca namre¢ vpliva na Stevilne
fizikalnokemijske parametre v siru (Jaster in sod., 2014). Sklepamo, da je sir Tolminc
zaradi manjSe Vvelikosti hlebca hitreje zorel. Poleg navedenih HOS sta imela vecje
vrednosti tudi terpena limonen (V53) in B-kariofilen (\V55) ter toluen (V57). Za slednje
HQOS je bilo ze dokazano, da izvirajo iz krme. Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da ima
Nanoski sir nekoliko bolj nezno aromo v primerjavi s sirom Tolminc. Poleg tega lahko
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sklepamo, da ima NanosSki sir nekoliko bolj oreSkasto aromo =zaradi prisotnosti
benzaldehida, ki je lahko rezultat delovanja Lb. helveticus, ki je dodan v Nanoski sir kot
SK.

4.4 SKLOP 3: MOZNI VPLIVI SPREMENJENIH PARAMETROV NA
PROFIL HLAPNIH ORGANSKIH SPOJIN V NANOSKEM SIRU

V 3. sklopu naloge smo opravili manjse predposkuse, v katerih smo spreminjali dolo¢ene
parametre, ki bi utegnili vplivati na spremembe aromatskega profila NanoSkega sira.
Najprej smo se osredotocili na samo surovino, in sicer Smo primerjali Nanoski sir, ki so ga
sirili iz mleka iz tipi¢nega obmocja NanoSkega sira in smo ga poimenovali »odbrano«
mleko« ter iz mleka izven tega obmocja za Nanoski sir in ga poimenovali »neodbrano«
mleko. Nato smo proucili vpliv razli¢ne lokacije zorenja, in sicer smo obravnavali sir, ki je
zorel na obicajni lokaciji v vinorodnem okolisu ter na lokaciji izven vinorodnega okolisa.
Poleg tega smo manjse koli¢ine mleka sirili z razli¢nimi koli¢inami dodane SK in sir zoreli
pri razliénih temperaturah zorenja, in sicer pri obicajni temperaturi zorenja 12 °C in
povisani temperaturi zornja 18 °C. Kot posebnost v proizvodnji Nanoskega sira Smo
proucili Se vpliv zorenja sira na tropinah.

4.4.1 Razliéna surovina

Pri proucevanju vpliva surovine (mleka) na aromatski profil sira smo analizirali sir, narejen
iz mleka z obmocja, kjer obi¢ajno odbirajo mleko za predelavo v Nanoski sir (»odbrano«
mleko) ter z drugega izbranega obmocja (»neodbrano« mleko). Rezultate smo obdelali s
PCA, s katero smo poiskali HOS, ki najve¢ prispevajo k razlikovanju hlebcev sira
izdelanih iz mleka z razli¢nih obmocij.

Rezultati PCA so prikazani na Sliki 35, s katere je razvidno, da se hlebci glede na to, iz
katerega mleka so bili narejeni, lo¢ijo po 0si 2, s katero pojasnimo 10,95 % variabilnosti. Z
obema funkcijama (0s 1 in os 2) pa smo pojasnili 22,34 % variabilnosti.
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Slika 35: PCA identificiranih hlapnih organskih spojin v Nano$kem siru iz »odbranega« (K7-K12) in
iz »neodbranega« (K23-K28) mleka

Figure 35: PCA for volatile organic compounds identified in Nanos cheese made from “selected” (K7-K12)
and “unselected” (K23-K28) milk

HOS, ki smo ju v tem delu identificirali le v Nanoskem siru, sirjenem iz »odbranega«
mleka, sta bili 2-metil butanojska kislina (V4) ter terpen p-kariofilen (V55), medtem ko so
bile HOS, ki smo jih identificirali samo v siru iz »neodbranega« mleka dekanal (\V28),
undekan (V60) ter nonanojska kislina (V67). Po vsebnosti je bilo v Nanoskem siru iz
odbranega mleka ve¢ 3-metil butanojske kisline (V3), oktanala (V23), etil estra
heksanojske kisline (VV33) ter etil estra oktanojske kisline (VV35). Alkohol 2-nonanol (V19)
je bil identificiran le v eni seriji sira iz »neodbranega« mleka, medtem ko smo ga v
Nanoskem siru identificirali v obeh serijah. Poleg tega smo v siru iz »neodbranega« mleka
identificirali ve¢ ocetne kisline (V1) in 2,3-butandiola (V14).

Nanoski sir (sir iz »odbranega« mleka) sta tako z vecjo vsebnostjo zaznamovali MK 2-
metil butanojska kislina (V4) in 3-metil butanojska kislina (V3), ki imata izvor v AK
(Alewijn, 2006). V primerjavi s sirom iz »neodbranega« mleka je bilo v siru iz
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»odbranega« mleka tudi ve¢ etil estra heksanojske kisline (V33), etil estra oktanojske
kisline (V35) ter oktanala (V23). Kot smo Ze navedli v predhodnih poglavjih, veljata
navedena estra v sirih za pomembnejsi aromati¢ni HOS. Terpen B-kariofilen (\V55) je bil
identificiran samo v Nanoskem siru iz »odbranega« mleka. Glede na to, da imajo terpeni
izvor v rastlinah (Bugaud in sod., 2001; Curioni in Bosset, 2002), bi lahko zatrdili, da je na
njegovo vsebnost vplivala predvsem krma. S tem se potrjuje pomembnost vlioge nekaterih
terpenov kot geografske markerje.

Dekanal (V28) in undekan (V60), ki sta bila prisotna samo v siru iz »neodbranega« mleka,
sta po vsebnosti manj pomembni HOS. V siru iz »neodbranega« mleka smo kot novo HOS
identificirali nonanojsko kislino, ki izvira iz mascob (Delgado in sod., 2011). V siru iz
»neodbranega« mleka smo zaznali vecje vsebnosti ocetne kisline, kar bi bila lahko
posledica prenosa ocetne Kisline iz krme v mleko (Carpino in sod., 2004) ter da se spojina
nahaja tudi v travni silazi (Danner in sod., 2003).

Kljub temu, da smo pojasnili 22,34 % variabilnosti na podlagi PCA analize HOS, hlebcev
sirov iz »odbranega« in »neodbranega« mleka nismo uspeli lo¢iti glede na osi. Razlog bi
lahko pripisali toplotni obdelavi mleka, termizaciji, ki je vklju¢ena v tehnoloski postopek.
Kot smo ze omenili, termizacija standardizira in poenoti lastnosti mleka.

4.4.2 Razli¢na lokacija zorenja

Za ovrednotenje vpliva razli¢ne lokacije zorenja na profil HOS v zrelem Nanoskem siru
smo primerjali aromatski profil sirov, ki sta zorela na razli¢nih lokacijah. Prva lokacija
zorenja je bila v vinorodnem okolisu (kot je zahtevano v specifikaciji za Nanoski sir),
druga pa v zorilnici izbrane sirarne, ki lezi izven vinorodnega okolisa. Primerjali smo tudi
rezultate mikrobioloSke analize brisov hlebcev, odvzetih 63. dan zorenja na razlicnih
lokacijah.

Aromatski profil sirov, ki sta zorela na razli¢nih lokacijah, se ni bistveno razlikoval. Sira
sta se razlikovala po vsebnosti dolo¢enih HOS kot tudi po prisotnosti le-teh. VVendar smo
HOS, ki so bile prisotne le v hlebcih, zorenih na eni ali drugi lokaciji, zaznali v zelo
majhnih koncentracijah. Skupna vsebnost HOS je bila sicer vecja v siru, ki je zorel v
zorilnici sirarne v Poljanah, vendar pa se bistveno ni razlikovala od vsebnosti HOS v siru,
zorenem v vinorodnem okoli$u (Priloga J). Na vec¢jo skupno vsebnost HOS v siru, zorenem
v nevinorodnem okoli$u, je prispevala predvsem vecja vsebnost 3-metil butanojske kisline
(V3), 2-heptanola (V17), etil estra heksanojske kisline (\VV33) ter etilbenzena (V58). Vendar
smo le v Nanoskem siru, zorenem v obi¢ajni zorilnici, identificirali dekanal (\V28), poleg
tega je bila v tem siru tudi vecja vsebnost aldehidov, predvsem zaradi heptanala in
nonanala. Poleg tega je bila v Nanoskem siru zaznana vecja vsebnost etil estra ocetne
kisline (\V29) ter ketonov 2-pentanona (V39) in 2-undekanona (\V49).
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Rezultati mikrobioloske analize brisov hlebcev, odvzetih 63. dan zorenja na razli¢nih
lokacijah (Preglednica 16) ne kazejo vecjih razlik. Na hlebcih sirov, ki sta zorela v
Poljanah, smo zaznali nekoliko veéje Stevilo kvasovk in plesni. Med plesnimi je bila
potrjena prisotnost rodu Penicillium.

Preglednica 16: Mikrobioloske analize povrsin hlebcev, zorenih na razli¢nih lokacijah
Table 16: Microbiological analysis of Nanos cheese wheels surface ripened at different locations

Vipava Poljane
Povpredje st Povprecje S
Aerobne mezofilne bakterije (cfu/cm?) > 30000000 > 30000000
Kvasovke (cfu/g/ml) 163750 133876 462500 386038
Plesni (cfu/g/ml) 301000 466045 600000 394039
Mikrokoki <100 <100

!standardni odklon; cfu — kolonijsko &tevilo (angl. colony forming units)

Med zorenjem se na povrsini sirov razvijejo plesni in kvasovke, prisotne so tudi Stevilne
bakterije, sestava povrSinske mikrobiote pa je odvisna od Stevilnih dejavnikov, kot so
tehnologije izdelave sira, pogoji v okolju (temperatura, vlaga, koncentracija soli) ter
mikrobiote slanice in zorilnice. Kvasovke, ki se lahko razvijejo na povrsini skorje sira ob
zacetku zorenja, med drugim izlo¢ajo alkalne metabolite, kot je amoniak. Zaradi tega lahko
pride do dviga vrednosti pH na povrSini sira, vendar pa 0 sami sestavi in vlogi povrSinske
mikrobiote na sirih §e vedno ni veliko znanega (Fontana in sod., 2010). Rondi¢ (1996), ki
je proucevala povrsinsko mikrobioto Nanoskega sira, je ugotovila, da je ta zelo pestra, saj
jo sestavljajo razli¢ne skupine mikroorganizmov. Med bakterijami so na Nanoskem siru
prevladovali mikrokoki, koliformnih bakterij je bilo zelo malo, MKB pa so bile prisotne le
na zacetku zorenja. V nasem primeru smo vzorce brisov S povrsin hlebcev sira vzeli 63.
dan zorenja, zato MKB nismo doloc¢ali. PovrSina hlebcev sira je ves Cas izpostavljena
aerobnemu okolju in s tem razliénim dejavnikom ter tudi ro¢ni negi. Navedeno
najverjetneje pripomore, da je Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij obi¢ajno visoko, ki pa
nimajo pomembne vloge pri povrSinskem zorenju (Rondi¢, 1996). V naSem primeru smo
dobili majhno Stevilo mikrokokov in vecje Stevilo kvasovk ter plesni, zato bi lahko
zakljucili, da so pri povrSinskem zorenju trdih tipov sirov pomembne predvsem kvasovke
in plesni. Omeniti pa moramo, da je njihova vloga pri povrsinskem zorenju trdih tipov sira
minimalna v primerjavi z zorenjem npr. pri nekaterih mehkih tipih sira in pri zorenju sirov
z rdeCo mazo. Rondi€ je iz pregledanih virov ugotovila, da 60—-80 % plesni na povrSini
sirov pripada rodu Penicillium. Z mikrobiolosko analizo je bila tudi v nasem primeru
potrjena prisotnost plesni iz rodu Penicillium. Predvsem je za ta rod plesni znacilno, da
izloCajo proteoliticne encime in s tem med zorenjem pripomorejo k nastanku peptidov ter
aminokislin. Plesni veljajo za najbolj lipoliticne mikroorganizme v siru. Znano je, da so
nekatere plesni iz rodu Penicillium odgovorne za nastanek metil ketonov (C3-C9), ki
izviragjo iz MK (C4-C12) (Choisy in sod., 2000b). V Nanoskem siru, ki je zorel v
obi¢ajnem okolju, v Vipavski dolini, je bila vec¢ja vsebnost doCenih metil ketonov (2-
pentanon, 2-undekanon). Slednjega pa ne moremo povezati z vecjo prisotnostjo plesni, saj
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je bilo vecje Stevilo plesni na povrsini sira, ki je zorel v Poljanski dolini (nevinorodni
okolis).

Natanénej$e determinacije kvasovk nismo opravili, vendar je ze Rondiceva (1996) potrdila
prisotnost kvasovk Candida intermedia, Candida sake, Debaryomyces hansenii,
Cryptococcus laurentti, Cryptococcus humicolus, Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula mucilaginosa in Zygosacharomyces rouxii. Poleg tega v svoji Studiji
zakljuCuje, da se vecina kvasovk, izoliranih s povrSine NanoSkega sira, nahaja tudi v
grozdnih jagodah in vinu, kar pripisuje vinorodnemu okoliSu zorilnice. Tudi kvasovke
imajo svoj prispevek pri nastanku koncne arome sira. Proizvajajo encime proteinaze in
lipaze, ki razgrajujejo proteine in lipide ter tako sodelujejo pri nastanku aromati¢nih snovi
in oblikovanju teksture sira (Rondic, 1996).

Z mikrobiolosko analizo smo zeleli ugotoviti, ali se povr§inska mikrobiota Nanoskega sira,
ki je zorel na razli¢nih lokacijah (Vipava — vinorodni okoli§, Poljane — nevinorodni okolis),
razlikuje, oziroma ¢e se zaradi slednjega razlikuje tudi aromagram Nanoskega sira. Zaradi
nespecifi¢ne analize in majhnega Stevila vzorcev bistvenih razlik v mikrobni populaciji S
povrsine hlebcev sira nismo ugotovili. Sir, ki je zorel v Poljanah, je imel nekoliko vecje
Stevilo plesni in kvasovk, vendar bi bilo potrebno opraviti ve¢ ponovitev odvzema brisa.
Na majhne razlike v mikrobni populaciji so prispevali tudi zahtevano enaki pogoji zorenja
na obeh lokacijah (temperatura, vlaga, ro¢na nega sirov). Tudi aromagrami vzorcev sira iz
razli¢nih obmocij zorenja se niso bistveno razlikovali in jih nismo uspeli povezati z
rezultati mikrobioloske analize povrSine hlebcev Nanoskega sira, saj je, kot smo ze
omenili, prispevek povrSinskega zorenja pri trdih sirih zelo majhen. V poskus, Kjer bi
proucevali vpliv okolja na sestavo povrsinske mikrobiote Nanoskega sira in na HOS v siru,
bi bilo potrebno vkljuciti vecje Stevilo vzorcev (ve€ hlebcev iz razli¢nih serij NanoSkega
sira). Poskus bi bilo potrebno tudi ponoviti zaradi nepri¢akovanih razlik v vsebnosti
terpenov.

4.4.3 Vpliv razli¢ne koli¢ine dodanih starterskih kultur ter temperature

zorenja
Za ugotavljanje vpliva razli¢ne koli¢ine dodane SK ter temperature zorenja na HOS v siru
smo primerjali aromatski profil sira izdelan skladno s specifikacijo za Nanoski sir, le da
smo Vv eni seriji sirili z dodatkom obiéajne koli¢ine SK, v drugi pa smo sirili z dodatkom
vecje koli¢ine SK. Sire, izdelane z obicajno in povisSano koli¢ino dodane SK, smo zoreli pri
obi¢ajni temperaturi zorenja (12 °C) ter povisani temperaturi zorenja (18 °C).

V Nanoski sir se kljub priporocilom proizvajalca SK doda petkrat manj SK. Pri tem
moramo upoStevati, da je mleko za Nanoski sir le termizirano in del nativne populacije
mikroorganizmov v mleku ostane. V primeru prevelike koli¢ine dodane SK se lahko testo
preveC zakisa, zaradi Cesar postane kredasto in lomljivo. Glede na rezultate spremljanja
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vrednosti pH med sirjenjem z obic¢ajno koli¢ino dodane SK smo se odlocili, da zato pri
sirjenju s povisano koli¢ino dodane SK njeno koli¢ino le podvojimo.

Dolo¢ili smo aromatski profil 4 hlebcev Nanoskega sira, Kjer sta bila dva izdelana z
obi¢ajno in dva s povisano koli¢ino dodane SK, nato sta po en hlebec z obi¢ajno in en
hlebec s povisano SK zorela pri 12 °C oz. 18 °C. Nanoski sir z obi¢ajno koli¢ino dodane
SK, ki je zorel pri vi§ji temperaturi (18 °C), se je Ze vizualno razlikoval od hlebca z
obi¢ajno kolic¢ino SK, ki je zorel pri nizji temperaturi (12 °C) (Slika 36). Sir, ki je zorel pri
vi§ji temperaturi, je imel ve¢ja oCesca v sirnem testu, poleg tega so se hlebci razlikovali
tudi po prisotnosti oziroma vsebnosti HOS (Preglednica 17). V vzorcih sira iz tega poskusa
smo identificirali 55 HOS. HOS, ki smo jih Ze identificirali v Nanoskem siru, smo oznacili
s ¢rko V, medtem ko smo devet na novo identificiranih HOS v tem poskusu oznadili s ¢rko
N. Prisotnost slednjih HOS pa ni bila vedno posledica visje temperature zorenja ali vecje
koli¢ine dodanih SK, ampak morda tudi dimenzij poskusa (manjsa koli¢ina mleka, Cas
zorenja mleka ...) ali drugih dejavnikov, ki jih nismo spremljali. Aromatski profili sirov,
izdelanih z razli¢no koli¢ino dodane SK in zorenih pri razliénih temperaturah, so se med
seboj razlikovali tako po vsebnosti kot tudi po prisotnosti HOS (Preglednica 17). Visja
temperatura zorenja je npr. pripomogla k vecji vsebnosti estrov in alkoholov. Vecja
koli¢ina dodanih SK pa je prispevala k vecji vsebnosti HOS (npr. benzaldehid) in
prisotnosti novih HOS (npr. 2-furanmetanol).

Slika 36: Hlebca sira, izdelana z obi¢ajno koli¢ino dodane starterske kulture, zorena pri razli¢nih
temperaturah. Levo: pri 18 °C, desno: pri 12 °C.

Figure 36: Cheese wheels with different amount of starter culture added, ripened at different temperature.
Left: at 18 ° C, right: at 12 ° C.
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Preglednica 17: Vsebnost hlapnih organskih spojin (HOS) v sirih, izdelanih z razli¢no koli¢ino dodane
starterske kulture (SK) in zorenih pri razli¢nih temperaturah (12 °C, 18 °C)
Table 17: The content of volatile organic compounds in cheeses, made with different starter culture and
rippend at different temperature (12 °C, 18 °C)

HOS po funkcionalnih skupinah SK,12°C SK, 18°C 2xSK, 12°C 2xSK, 18°C
Povpretje RSD' | Povpretje RSD | Povprefje RSD | Povpredje RSD
MASCOBNE KISLINE

V1 Ocetna kislina 145-105 003| 267-10° 002| 1,14-10% 0,07| 1,49-10°% 0,04
V2 Butanojska kislina 511-108 003| 435-10° 024| 430-10° 008| 6,26-10° 0,05
V3 3-metil butanojska kislina 7,13-100  002| 646-10" 006| 1,11-10° 011| 7,22-10" 0,08
V4 2-metil butanojska kislina 1,70-10" 006| 222-10° 006| 224-10" 0411| 1,81-10" 0,08
V6 Heksanojska kislina 351-108 000| 426-10° 006| 438-10° 009| 1,65-10° 0,11
V7 Heptanojska kislina 3,69-10° 004| 427-10° 006| 4,12-:10° 012| 4,72-10° 0,07
V8 Oktanojska kislina 1,64-10° 004| 161-10° 004| 254-10° 007| 256-10° 0,05
V9 Dekanojska kislina 555-10° 006| 623-10° 008| 1,13-105% 001| 945-10° 0,21
N 2-metil propanojska kislina 924-10° 021| 571-10° 0,38 / /

SKUPAJ: MASCOBNE KISLINE 1,33 -10° 1,45 -10° 1,49 -10° 1,22 -10°

ALKOHOLI

V11  1-butanol 1,05-10° 011| 149-10" 001| 645-10° 00| 1,20-10° 0,10
V12 2-pentanol 239-10° 050| 7,19-10° 003| 884-10° 025| 581-10° 0,06
V13 3-metil butanol 8,50-10° 007| 149-10° 0413| 124-10" 018| 1,81-10" 0,01
V14  23-butandiol 246-10° 003| 439-10° 005| 734-10° 0415| 1,39-10" 0,07
V16  1-heksanol / / 2,11-10° 033| 1,45-10° 0,20
V17  2-heptanol 438-10° 0,04| 593-10° 003| 1,10-10° 0,12| 597-10° 0,09
V18  2-etil 1-heksanol 1,33-10" 006| 147-10" 007| 991-10° 022| 1,03-10° 0,40
V19  2-nonanol 1,71-10° 039| 1,09-10" 009| 2,78-10° 0,22| 3,53-10° 0,30
N 2-furanmetanol / / / 5,55-10° 0,09

SKUPAJ: ALKOHOLI 5,59 107 2,30-10° 5,62 10" 6,29 -10°

ALDEHIDI

V20 3-metil butanal 1,83-10° 0,05 / 3,76-10° 06| 373-10° 028
V22  Heptanal 3,61-10° 012 / 4,19-10° 0,18 /
V23  Oktanal 131-10° 081 193-10° 013| 41,11-10" 0413| 1,66-10" 0,29
V24  Benzaldehid 293-10° 007| 328-10° 005| 1,64-10° 013| 536-10° 0,37
V25  Nonanal 4,67-10° 014| 4,13-10° 025| 7,74-10° 021| 4.84-10° 0,13
V26  Benzenacetaldehid 1,92-10° 008| 1,51-10° 0,18| 430-10° 012| 559-10° 0,25
V28  Dekanal 435-10° 0,14| 481-10° 019| 7,16-10° 019| 585-10° 014

SKUPAJ: ALDEHIDI 5,88 -10° 6,26 -10 2,02-10° 9,01 -10’

ESTRI

V29  Etil estre ocetne kisline 471-10° 04| 2,00-10" 015| 747-10° 034| 883-10° 0,06
V30  Etil ester butanojske kisline 388-10° 005| 121-10) 004| 217-10°" 009| 297-10° 0,30
V32 1-butanol, 3-metil acetat / 5,58 -10° 0,06 / /
V33  Etil estre heksanojske kisline 2,11-10" 0,02 3,54-10" 007 1,48-10° 0410| 1,95-10° 0,13
V35  Etil ester oktanojske kisline 1,16-10" 0412| 225-10" 0411| 1,62-10° 0411| 295-10" 0,12
N Etil ester 3-metil butanojske kisline / / / 122-10° 0,23
N Etil ester 2-butenojske kisline / / / 1,99-10° 0,15
N Pentil ester ocetne kisline / / / 3,93-10® 0,15
N Etil ester 2-metil propanojske kisline / 9,77 -10° 0,03 / 3,85-10° 0,03

SKUPAJ: ESTRI 7,62 107 2,14 108 6,01 -107 488 -10°
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Nadaljevanje preglednice 17: Vsebnost hlapnih organskih spojin (HOS) v sirih, izdelanih z razli¢no
koli¢ino dodane starterske kulture (SK) in zorenih pri razli¢nih temperaturah (12 °C, 18 °C)

. . . 1xSK, 12 °C 1xSK, 18 °C 2xSK, 12 °C 2xSK, 18 °C
HOS po funkcionalnih skupinah
Povpretje RSD' | Povpredje RSD | Povpredje RSD | Povpredje RSD
KETONI
V37 2,3-butandion (Diacetil) 223-10°  0.06 / 205107 0.08| 1.16-10" 0.03
V38  2-butanon 456-10° 0.11] 1.09-10°7 0.07| 3.01-10° 041| 595-10° 0.06
V39  2-pentanon 231-107  044| 3.76-10° 0.02| 1.72-:10" 0.09| 136-10° 0.37
V41 3-hidroksi 2-butanon (Acetoin) 7.34-10°  0.04| 935-10° 016| 1.16-10°% 0.09| 7.19-10" 0.06
V42 2-Hidroksi-3-pentanon 827-10° 0.14 / 621-10° 0.07| 4.61-10° 0.14
V44 2-heptanon 290-10° 0.04| 247-10° 005| 203-10° 006 8.13-:10° 0.26
V45  2-oktanon / / / 2.71-10° 0.26
V47  2-nonanon 2.71-10"  0.05| 237-10" 0.07| 276-10° 0.10| 5.81-10"7 0.8
V49  2-undekanon 13910 0.07| 1.75-10" 0.09| 6.11-10° 044| 1.07-10° 0.30
SKUPAJ: KETONI 463 -10° 3.46 -10° 3.99 -10° 3.10-10°
TERPENI
V50  Pinan 2.87-107 004| 223-10° 010| 934-10° 015| 293-10° 0.17
V51  a-pinen 9.03-10" 0.01| 7.32-10" 0.06| 3.17-10° 0.12| 849-10° 0.17
V53  Limonen 1.51-10° 016 1.19-10° 027 7.16-10° 0.21| 6.76-10° 0.03
V54  p-cimen 2.80-10°7 0.02| 271-10° 0.07| 190-10" 0.05| 1.61-10° 0.8
V55  B-kariofilen 8.41-10° 005| 7.89-10° 006| 8.15-10° 0.06| 7.72-10° 0.13
N Kamfen 451-10° 0.11| 3.81-10° 0.15| 245-10° 0.5 /
N Karen 3.42-10°  0.07| 230-10° 0.11 / /
N 2-Pinen-10-ol 3.74-10°  0.03| 3.55-10° 0.05| 223-10° 0.02| 2.45-10° 0.19
SKUPAJ: TERPENI 1.82 -108 1.52-10° 7.99 107 4.44-10"
OSTALE KOMPONENTE
V57 Toluen / / / /
V58  Etilbenzen 1.01-10° 006 3.92-10° 0.07 / /
V62  3-oktalakton 6.95-10° 010| 7.45-10° 0.06| 7.24-10° 0.09| 220-10" 047
V63  d-dekalakton 8.70-10° 0.06| 824-10° 013| 1.81-10° 0.05| 1.74-10" 025
Skupaj: OSTALE HOS 1.67 107 1.96 -107 2.54-107 3.94 107
Skupaj: vse HOS 2.18:10° 2.47-10° 2.31:10° 2.8210°

RSD - relativna standardna napaka; V1-V63 — oznake hlapnih komponent iz preglednice 11;
N-na »novo« identificirane hlapne organske spojine; / — hlapna organska spojina ni bila identificirana

4.4.3.1 UCcinek vi§je temperature

Z viSanjem temperature v zorilnici lahko pospeSimo hitrost zorenja sira (Van den Berg in
Exterkate, 1993), vplivamo pa tudi na zunanji izgled prereza sira (nastanek oc¢es). Tvorba
oces je v trdih ter tudi poltrdih sirth pomemben parameter kakovosti (Schuetz in sod.,
2013). Pri nastanku oces v siru sodeluje CO,, ki lahko nastane pri fermentaciji laktoze
(Kraggerud in sod., 2009), pri metabolizmu laktata (propionske bakterije) in citrata (pri
nizozemskih tipih sirov) (McSweeney in Sousa, 2000), pri dekarboksilaciji glutaminske
Kisline ter v metabolizmu uree (Zoon in Allersma, 1996). Za to so odgovorne razli¢ne
MKB (McSweeney and Sousa, 2000). CO, nastane predvsem v heterofermentativni
fermetaciji laktoze (Kraggerud in sod., 2009). Omenili smo ze, da med
heterofermentativne bakterije spadajo predstavniki rodu Leuconostoc in nekatere bakterije
iz rodu Lactobacillus (Choisy in sod., 2000a), vendar je pri tem koli¢ina nastalega CO;
majhna. Za nastanek vecje koli¢ine so pomembne propionske bakterije, ki imajo specificen
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metabolizem pretvorbe laktata v CO, ter propionat in acetat (Kraggerud in sod., 2009) in so
znacilne za Svicarske tipe sirov (ementalski sir).

Na Sliki 36 je razvidno, da z viSjo temperaturo lahko pomembno vplivamo na velikost in
Stevilo oces v sirnem testu (Nuath in sod., 1992). Znano je, da v primeru prisotnih
propionskih bakterij vi§ja temperatura zorenja vpliva na nastanek vecjih oCes (Choisy in
sod., 2000a ). Podobno se je izkazalo tudi v naSem poskusu, ko je imel sir, zoren pri visji
temperaturi, vec¢je Stevilo in vecja ocesa kot obi¢ajno. Ocesa bi lahko nastala tudi zaradi
delovanja propionskih bakterij, ki so naravno prisotne v surovem mileku, vendar pa se
lahko njihovo S$tevilo zaradi nekaterih tehnoloskih faz, npr. toplotne obdelave, moc¢no
zmanjSa (Broome in sod., 2003). Ugotovili so, kljub pasterizaciji mleka, prisotnost
fakultativni heterofermentativnih laktobacilov v zrelem siru (Buchin in sod., 1998), ki so
lahko odgovorni za nastanek CO; in s tem vplivajo na pojav oces v sirnem testu
(Srikandakumar in sod., 2004). Poleg bakterij iz rodu Lactobacillus so identificirali v
pasteriziranem mleku tudi bakterije iz rodu Bacillus in Streptococcus (Srikandakumar in
sod., 2004; Mabhari in Gashe, 1990).

Nizja temperatura zorenja lahko upocasni aktivnost bakterij in biokemijskih reakcij. Velja
pa tudi obratno, npr. vi§ja temperatura lahko prispeva k hitrejsi lipolizi mascob, katere
rezultat je ve¢ja vsebnost prostih MK (Osman in sod., 2009). V nasem primeru se je to
odrazalo le pri Nanoskem siru z dodatkom obicajne koli¢ine SK, ki je zorel pri 18 °C. Smo
pa v obeh primerih sirov, ki so zoreli pri vi§ji temperaturi, izmerili vec¢jo vsebnost estrov,
Ki prispevajo k sadni noti sira. Ugotovili smo tudi ve¢jo vsebnost alkoholov. Za
heterofermentativne MKB, ki so bile v naSem primeru nestarterska kultura, je znac¢ilno da
prispevajo k nastanku alkoholov (Choisy in sod., 2000b).

V siru z ve¢jo koli¢ino dodane SK, ki je zorel pri visji temperaturi, je bila vsebnost 2,3-
butandiona (diacetila) (V37) in 3-hidroksi 2-butanona (acetoina) (V41) manjsa v
primerjavi s sirom, ki je zorel pri obic¢ajni temperaturi (Preglednica 17). Poleg tega smo
tudi ugotovili, da v siru z obicajno koli¢ino SK, ki je zorel pri vi§ji temperaturi, 2,3-
butandion (diacetil) (V37) in 3-hidroksi 2-butanon (acetoin) (V41) sploh nista bila
prisotna. Te ugotovitve kaZejo na to, da je vi§ja temperatura zorenja lahko vplivala na
odsotnost (v siru z obic¢ajno koli¢ino SK) oziroma manjSo vsebnost (v siru z ve¢jo koli¢ino
SK) diacetila in acetoina. Za ti dve HOS smo ze napisali, da sta imeli z zorenjem padajo¢i
trend, saj sta prekurzorja za druge HOS, in sicer je diacetil prekurzor acetoina, 2,3-
butandiola in 2-butanona, acetoin pa prekurzor 2-butanola. Poleg tega je imel sir, zoren pri
vi§ji temperaturi, vecje vsebnosti 2-butanona (V38) in 2,3-butandiola (V14). To bi lahko
obrazlozili z dejstvom, da je zaradi viSje temperature potekala pretvorba diacetila v druge
HOS bolj intenzivno.
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4.4.3.2 Ucinek vecje koli¢ine dodane starterske kulture

Proces zorenja poteka le ob ustrezni vrednosti pH (Choisy in sod., 2000b). V primeru, da
dodamo preveliko koli¢ino SK, je fermentacija lahko preintenzivna in vrednost pH med
fermentacijo preve¢ pade, zato bo sir neustrezno zorel (Bunch Kristensen, 1999). Pri tem
moramo omeniti, da je bila v nasem primeru krivulja vrednosti pH (pH mleka po dodatku
SK, pH sirotke po razrezu, pH sirotke po susenju sirnine sira, pH sira pred polaganjem v
slanico) med izdelavo sira z vecjo koli¢ino SK v ustreznih mejah. Na podlagi spremljanja
vrednost pH, ki ni padel pod 5, je potekal ustrezen proces zorenja.

SK vplivajo na nastanek aromati¢nih snovi, Saj pospesijo razvoj arome, vplivajo na krajsi
Cas zorenja in izbolj$ajo senzori¢ne lastnosti sira (Irlinger in Mounier, 2009). Najvecja
vsebnost vseh HOS je bila v siru z veéjo koli¢ino dodane SK in zorenim pri 18 °C
(Preglednica 17). Poleg tega smo v tem siru identificirali 2-furanmetanol (N), ki je
odgovoren za oreskasto aromo (Qian in Reineccius, 2002).

Povecana koli¢ina SK je verjetno pripomogla k vecji vsebnosti benzaldehida (V24), kar bi
lahko vplivalo na intentivnej$So aromo po mandlijh (Singh in sod., 2003). Znano je, da na
nastanek benzaldehida lahko prispeva tudi Lb. helveticus (Klein in sod., 2001; Petersen in
sod., 2010).

V siru z obi¢ajno koli¢ino dodane SK smo pri obeh temperaturah zorenja opazili veéjo
vsebnost 2-etil 1-heksanola (V18), medtem ko smo 1-heksanol (V16) identificirali le v
sirih z ve¢jo koli¢ino dodanih SK pri obeh temperaturah zorenja.

4.4.4 Vpliv razli¢ne tehnologije zorenja: obi¢ajna in na tropinah

V manjSem poskusu smo spremljali vsebnost HOS v Nanoskem siru, ki je zorel na
obicajen nacin in siru, Ki je zorel na tropinah. Zorenje sirov na tropinah smo izvedli na dva
nacina, kar je opisano v poglavju 3.1 Zasnova poskusa po sklopih. Primerjali smo tudi
senzori¢no oCeNo sirov in sicer smo se osredotocili predvsem na okus.

Sir, ki je zorel na tropinah, so tako po prisotnosti kot vsebnosti zaznamovali predvsem
estri. V siru, ki je zorel na tropinah, smo namrec¢ identificirali kar 7 estrov (Preglednica
18).
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Preglednica 18: Hlapne organske spojine (HOS) v Nano$kem siru, zorenem na obi¢ajen nacin in na
tropinah
Table 18: Volatile organic compounds in Nanos cheese and »Drunken cheese«

HOS po skupinah ) Nanoék'i sir , Nanoék'i sir ,
NanosKi sir na tropinah 1. | na tropinah 2.
MASCOBNE KISLINE x* RSD® x RSD x RSD
V1l  Ocetna kislina 1,12-10" 0,14| 826-10° 0,25| 3,40-10° 0,29
V2  Butanojska kislina 1,47-10° 0,05 533-10° 0,08| 6,44-10" 0,05
V3 3-metil butanojska kislina 1,51-10° 0,17 6,61-10° 0,14| 1,64-10° 0,21
V4  2-metil butanojska kislina 2,66 -10° 0,37 / / / /
V6  Heksanojska kislina 1,23-10° 0,07 9,21-10" 0,14| 136-10° 0,11
V8  Oktanojska kislina 2,93-10° 0,19 3,95-10° 0,18| 1,01-10° 0,22
V9  Dekanojska kislina 8,69-10° 0,06 1,05-10" 0,12| 3,92-10° 0,25
SKUPAJ: MK 321 -10° 2,04 -10° 3,45 -10°
ALKOHOLI
V10 2-butanol 7,51-10° 0,17 / / / /
V11 1-butanol 1,49-10° 0,13 / /| 2/41-10° 015
V12  2-pentanol 1,37-10° 0,16 / / / /
V13  3-metil butanol 2,21 -10° 7,53-10° 0,15| 7,80-10° 0,69
V14  2,3-butandiol 1,77 -10° 0,28 / / / /
V16  1-heksanol 326-10° 0,14| 1,34-10° 0,14 | 3,44-10° 0,10
V17  2-heptanol 9,94-10° 0,21| 2,47-10° 0,18| 1,19-10° 0,24
V18  2-etil 1-heksanol 8,47-10° 0,11 5,40-10° 0,24 / /
V19  2-nonanol 1,97 -10° 05| 6,15-10° 0,12| 2,03-10° 0,18
Nt  2-metil butanol / /| 497-10° 0,18 / /
SKUPAJ: ALKOHOLI 2,16 10’ 2,30 -10’ 9,84 -10°
ALDEHIDI
V22 Heptanal 3,69-10° 0,03 / / / /
V23  Oktanal 1,06 -10"  0,14| 8,00-10° 0,09| 1,40-10° 0,28
V24  Benzaldehid 596-10° 0,08| 1,50-10" 0,15| 9,57-10" 0,13
V25  Nonanal 9,17-10° 0,13 7,93-10° 0,19| 4,80-10° 0,22
V26  Benzenacetaldehid 4,15-10° 0,14| 1,09-10° 0,25| 1,44-10° 0,18
V28 Dekanal 1,06 -10° 0,18| 1,30-10° 0,15| 1,81-10° 0,10
SKUPAJ: ALDEHIDI 1,94 -10° 2,62 107 1,01 -10°
ESTRI
V29  Etil estre ocetne kisline 515-10° 0,17] 2,94-10° 0,06| 8,19-10° 0,07
V30  Etil ester butanojske kisline 1,55-10" 0,11 6,57-10° 0,09| 2,80-10" 0,09
V32  1-butanol 3-metil, acetat / /| 1,00-10° 0,18 567:10° 0,11
V33  Etil estre heksanojske kisline 1,17-10° 0,10] 1,63-10° 02| 7,62-10" 0,21
V34  Metil ester oktanojske kisline 2,39-10° 0,09| 532-10° 0,10 4,06-10° 0,12
V35  Etil ester oktanojske kisline 3,30-10° 0,19 1,47-10® 0,13| 1,12-10°® 0,12
V36  Etil ester dekanojske kisline / / | 348-10° 021| 545-10" 0,25
Nt  2-nitroetil propionat / / | 3,48-10° 0,16| 4,38-10° 0,09
Nt  Etil ester propanojske kisline / / | 151-10° 0,18| 8,28-10° 0,07
Nt Metil ester butanojske kisline / / 4,47 -10° 0,06 / /
Nt  Butil ester ocetne kisline / / / / 8,99-10° 0,17
Nt  2-hidroksi etil ester propanojske kisline / /| 249-10° 012| 1,41-10° 0,14
Nt  Etil ester nonanojske kisline / /| 1,83-10° 09| 1,02-10° 0,16
Nt Etil ester dodekanojske kisline / / / / 9.91-10° 0,22
SKUPAJ: ESTRI 3,81 -107 4,56 -10° 3,49 -10°

(se nadaljuje)
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Nadaljevanje preglednice 18: Hlapne organske spojine (HOS) v Nano$kem siru, zorenem na obi¢ajen
nadin in na tropinah tropinah

NanosKki sir NanosKi sir
HOS po skupinah Nanoski sir! na tropinah 1.2 | na tropinah 2.2
KETONI xt RSD® x RSD x RSD
Vv37° 2,3 butandion (Diacetil) 1,00-10° 0,10 / / 1,33-10° 0,18
V38  2-butanon 1,20-10° 0,35 / / / /
V39  2-pentanon 2,76 -10° 0,13 8,49-10° 0,25 / /
V41  3-hidroksi 2-butanon (Acetoin) 1,25-10° 0,23 / / / /
V44 2-heptanon 4,73-10" 0,10 3,83-10° 0,10| 3,19-10" 0,02
V47  2-nonanon 9,38-:10° 0,04 8,53-:10° 0,16| 4,18-10° 0,19
V49  2-undekanon 1,03-10° 0,18 2,06-10° 0,17| 3,49:10° 0,20
SKUPAJ: KETONI 6,39 -10 4,97 .10 4,09 -107
TERPENI
V50 Pinane 1,76 -10° 0,30| 2,84-10° 053] 2,03-10° 0,21
V51  a-pinen 2,81-10° 0,13 7,24-10° 0,16 / /
V53 Limonen 2,96-10° 0,07 2,38-10° 0,17 / /
V54  p-cimen 2,33-10° 0,12 9,54-10° 0,21 / /
V55  B-kariofilen 1,35-10° 0,37| 1,25-10° 0,24| 1,44-10° 0,40
SKUPAJ: TERPENI 1,12 -107 5,59 -10° 3,47 -10°
OSTALE HOS
V57  Toluen 3,51:10° 0,10| 8,90-10° 0,12 / /
V58  Etilbenzen 3,37:10° 0,35 / / / /
V60 Undekane 6,01-10° 0,14 6,48-10° 0,28 / /
V62  §-oktalakton 1,50-10° 0,11 1,61-10° 0,20| 1,84-10° 0,27
V63  §-dekalakton 2,06-10° 0,19 2,72-10° 0,23| 5,03-10° 0,22
Nt  Tetrametil pirazin / / / /| 247-10° 022
SKUPAJ: OSTALE HOS 3,96 -10’ 1,39 -10" 9,33 -10°

"Nanoski sir zoren 77 dni; *Nanoski sir, zoren na tropinah po 1. na¢inu; *Nanogki sir, zoren na tropinah na 2. naéinu; * povpreéna
povriina kromatografskih vrhov posamezne HOS; °RSD — relativna standardna napaka; V1-V63 — oznake hlapnih organskih spojin iz
preglednice 11; Nt — hlapna organska spojina, ki je bila identificirana v siru, zorenem na tropinah; / — hlapna organska spojina ni bila
identificirana

Opravljena je bila tudi senzori¢na analiza sira, ki je zorel na tropinah. Sir, zoren na
tropinah po 1. nacinu, je imel prijeten saden okus. Sir, zoren na tropinah po 2. nacinu, pa je
imel nekoliko bolj zatohlo sadno aromo ter aromo po fermentiranem sadju. Konsistenca
tega sira je bila tr$a in bolj zbita v primerjavi s sirom, zorenem na tropinah po 1. na¢inu.

Kot je Ze omenjeno, prispevajo estri k sadni noti, ki smo jo tudi dolo¢ili pri senzori¢ni
analizi sira zorenega na tropinah. Zaradi tega smo se pri rezultatih osredotocili predvsem
na estre. Poleg tega smo identificirali kar osem novih estrov le v sirih, zorenih na tropinah,
niso pa bili vsi prisotni v vseh sirih, zorenih na tropinah po obeh nacinih. Tako smo npr.
butil ester ocetne kisline (Nt) identificirali samo v siru, ki je zorel na tropinah po 2. na¢inu.
Podobno so tudi Di Cagno in sod. (2007) izmerili najvec butil estra ocetne kisline (V 29) v
siru, ki je zorel na tropinah v primerjavi s siri, ki niso zoreli na tropinah. Estri so v siru,
zorenem na tropinah najverjetneje nastali v estrifikaciji alkoholov, prisotnih v tropinah
oziroma vinu, s prostimi MK. Na nastanek estrov namre¢ vpliva tudi prisotnost alkoholov
(Alewijn, 2006). Senzori¢no dolocitev sadne arome sira, zorenega na tropinah, bi tako
lahko povezali s prisotnostjo estrov.
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Nekatere od estrov smo identificirali tudi v vinu (npr. etil ester ocetne kisline, etil ester
heksanojske kisline). Predvsem v siru, zorenem na tropinah po 1. nacinu, smo izmerili
veéjo vsebnost etil estra ocetne kisline (V29) in etil estra heksanojske Kisline (V33), za
katerega je znacilna sadna nota po pomaranci (Curioni in Bosset, 2002). Poleg tega smo v
siru, zorenem na tropinah, opazili vec¢jo vsebnost etil estra butanojske kisline (V30), a
manj$o vsebnost butanojske kisline (V2). To lahko obrazlozimo z dejstvom, da je prislo do
esterifikacije te MK z etanolom. Predvsem alkohol etanol naj bi bil limitirajoci reaktant pri
esterifikaciji (McSweeney, 2004). Zanimivo, da smo izmerili nekoliko manjso vsebnost
terpenov v siru, ki je zorel na tropinah.
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5 SKLEPI

V okviru doktorske disertacije smo na osnovi naSih rezultatov priS§li do nekaterih
zakljuckov v zvezi z oblikovanjem in vrednotenjem arome Nanoskega sira. Na oblikovanje
znaCilne arome Nanoskega sira vplivajo Stevilni dejavniki, med njimi sezona, ¢as zorenja
ter nekateri razli¢ni pogoji zorenja.

— V okviru hipoteze, da bo Nanoski sir vseboval dolo¢ene HOS, ki se bodo po vsebnosti
infali prisotnosti razlikovale od HOS drugih sirov in bodo znacilno prispevale k
oblikovanju znacilne arome Nanoskega sira, Smo ugotovili naslednje:

Med tipi¢ne HOS z najvecjo vsebnostjo v Nanoskem siru spadajo 2-heptanon, 2-
nonanon, butanojska kislina in etil ester butanojske kisline. Slednje HOS so ze
identificirali v drugih trdih tipih sirov (npr. »Bitto«, »Regusano«, gauda, ¢edar,
parmezan).

Glede na to, da Nanoskemu siru pripisujejo blago oreskasto aromo, smo v tem siru
tudi identificirali nekatere HOS, ki jih povezujejo z aromo po oreskih, predvsem
mandljih. Med temi HOS bi navedli benzaldehid, etil ester ocetne kisline in toluen.

Poleg tega smo ob koncu zorenja identificirali HOS z vecjo vsebnostjo npr. 2-
heptanon, 2-nonanon, etil ester butanojske kisline, za katere je znacilna sadna nota.
Na podlagi teh ugotovitev bi lahko Nanoskemu siru pripisali nov vidik k senzori¢ni
oceni.

Profil HOS Nanoskega sira se je razlikoval od profila HOS Tolminca po vsebnosti
in ne toliko po prisotnosti posameznih HOS, in sicer so prevladujo¢e HOS, ki smo
jih identificirali v obeh sirih, imele manjSo vsebnost v Nanoskem siru, npr.
butanojska kislina, ocetna kislina, 2-pentanol. To verjetno doprinese k bolj nezni
aromi Nanoskega sira v primerjavi s sirom Tolminc. Benzaldehid pa je bil prisoten
samo v Nanoskem siru, zato sklepamo, da ima Nanoski sir nekoliko bolj
»oreskasto« aromo tudi zaradi prisotnosti benzaldehida. Benzaldehid je namrec
rezultat delovanja Lb. helveticus, ki je dodan v Nanoski sir kot SK.

Analizirani aromatski profili Nanoskega sira, ki je bil narejen iz razli¢nih surovin,
iz mleka s tipi¢nega obmocja za Nanoski sir ter iz mleka z drugega obmocja se
nista razlikovala.

— Glede na hipotezo, da bodo znotraj aromatskega profila Nanoskega sira sezonsko
pogojena nihanja zaradi prisotnosti paSe, Smo prisli do naslednjih zakljuc¢kov:

Znotraj aromatskega profila NanosSkega sira so bila opazna sezonsko pogojena
nihanja zaradi razlicne osnovne krme (paSe oziroma silaze). Aromatski profil
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Nanoskega sira se je spreminjal bolj zaradi vsebnosti kot pa zaradi prisotnosti
posameznih HOS in sicer je bila v zimski sezoni vecja vsebnost prostih MK, v
poletni sezoni pa vi§ja vsebnost nekaterih terpenov.

Predpostavljamo, da so dolo¢ene HOS, identificirane v siru, morda presle iz krme
oziroma mleka. Za nekatere v siru identificirane HOS, ki so imele veéje
koncentracije v doloCeni sezoni, smo ugotovili tudi veéje koncentracije v krmi in
mleku iz iste sezone. Med HOS iz krme oziroma mileka, ki bi utegnile prispevati k
vecja vsebnosti HOS v siru iz zimske sezone, so bile ocetna kislina, heksanojska
kislina, etil ester heksanojske kisline, etil ester heksanojske kisline ter 2-butanon,
medtem ko so bili v poletni sezoni predvsem nekateri terpeni in toluen. Za vse
nastete HOS bi bilo potrebno glede prenosov iz krme oziroma mleka v sir Se
opraviti dodatne raziskave ter tudi ob vsem upostevati fiziologijo prebavnega trakta
in mle¢ne Zleze. Poleg tega je lahko sezona zaradi razli¢ne osnovne krme tudi
posredno vplivala na oblikovanje kon¢ne arome Nanoskega sira.

Ugotovljeno je bilo tudi, da na podlagi analize PCA hlebcev sira ne moremo lociti
med dvema razlicnima poletnima sezonama in jih lo¢imo lahko samo glede na
poletno in zimsko sezono.

— Potrdili smo hipotezo, da se bodo vsebnosti dolocenih HOS v Nanoskem siru med
zorenjem spreminjali.

Dolo¢enim HOS se je vsebnost spreminjala in sicer je vecini HOS vsebnost z
zorenjem nara$cala, Se posebej prostim MK in estrom. Po drugi strani pa smo pri
nekaterin HOS opazili padajoci trend, Ki je bil predvsem izrazit pri 2,3-butandionu
(diacetil) in 3-hidroksi 2-butanonu (acetoin), ki imata aromo po maslu. Nakazali
smo, da se je vsebnost nekaterih HOS spreminjala, ker so imeli vlogo prekurzorjev.

— V okviru hipoteze, da bodo razli¢ni pogoji zorenja vplivali na oblikovanje aromatskega
profila NanoSkega sira, Smo na podlagi manjsih dodatnih poskusov prisli do nekaterih
zakljuckov, ki pa jih bi bilo potrebno ovrednotiti Se z ve¢jim Stevilom meritev.

Sira, ki sta zorela na razli¢nih lokacijah, se v aromatskem profilu nista bistveno
razlikovala. Vecja koli¢ina dodanih SK je prispevala k ve¢ji vsebnosti nekaterih
HOS (npr. benzaldehid) ter prisotnosti novih HOS (npr. 2-furanmetanol). Visja
temperatura zorenja pa prispeva na velikost in Stevilo o¢es v sirnem testu ter na
vsebnost HOS, kot so nekateri estri in alkoholi. Tudi zorenje na tropinah je
doprineslo k vsebnosti in tudi prisotnosti nekaterih estrov, kar bi lahko povezali z
bolj intenzivno sadno noto.

141



Boltar I. Oblikovanje in vrednotenje arome Nanoskega sira — od krme do sira.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

6 POVZETEK

6.1 POVZETEK

Aroma sira je skupek zaznav, ki jih ljudje ob¢utimo ob uZivanju sira in so lahko prijetne,
manj prijetne, tipi¢ne ali nespecificne. Aroma je kompleks hlapnih in nehlapnih organskih
spojin. HOS, ki dajejo hrani specificen vonj in okus 0z. aromo, so lahko izrazito specifi¢ne
In omogocajo nedvoumno razlikovanje mle¢nih izdelkov.

Danes tako poznamo najrazli¢nejSe vrste sirov, ki se med seboj razlikujejo v aromi.
Koncna aroma sira je tudi posledica tehnoloskega postopka izdelave sira. Tako so razlike
med vrstami sirov dobrodosle, ker nudijo pestrost izbire. Ista vrsta sira mora dosegati neko
standardno kakovost, ki vrsto definira in jo naredi specificno. Kontrola posameznih
tehnoloskih korakov in vplivov nudi jasnejsi vpogled v tiste faze proizvodnje sira, ki so
klju¢ne za njegovo koncéno kakovost in aromo. Nanoski sir je trdi tip sira, katerega prireja
mleka in izdelava sta omejeni na doloceno geografsko obmocje. Lokalne znacilnosti, ki
prispevajo k oblikovanju specifi¢nih lastnosti Nanoskega sira, so splet vseh tistih
dejavnikov, ki vplivajo na proizvodnjo krme, na surovo mleko, proizvedeno na obmocju
Nanoskega sira in na samo tehnologijo izdelave sira.

Na koli¢ino in raznovrstnost HOS v siru vplivajo $tevilni dejavniki, tudi tisti ki smo jih
vkljudili v naso nalogo, in sicer krma in mleko krav, sezona, ¢as zorenja, pogoji zorenja
(temperatura, nacin zorenja) ter kolic¢ina dodane SK.

Analiticna metoda za dolo¢anje profila HOS v siru vkljucuje plinsko kromatografijo z
masnim spektrometrom, za ekstrakcijo HOS pa smo uporabili SPME. Pri tej tehniki se na
vecslojno vlakno adsorbirajo HOS. Kljub temu da obstaja veliko tehnik za analizo spojin v
plinski fazi, je vendar nekako najbolj uveljavljena SPME, ki so jo Ze uspeSno vkljucili v
analizo arome sira. Njena glavna prednost je odsotnost uporabe organskih topil, poleg tega
je tehnika hitra, enostavna, specifi¢na in obcutljiva.

Osnovni namen naloge je bil identificirati HOS, ki doloc¢ajo aromatski profil Nanoskega
sira in prispevajo k oblikovanju njegove arome. Primerjali smo tudi njihove vrednosti v
odvisnosti od sezone izdelave sira. Za vrednotenje arome Nanoskega sira smo spremljali
tudi doloCene druge vplive, ki pripomorejo h kon¢ni aromi. Poleg sezone Smo se tako Se
osredotocili e na ¢as zorenja ter na nekatere druge pogoje zorenja (temperatura, lokacija).
Naloga vkljucuje tudi analizo aromatskih profilov vzorcev krme in mleka iz poletne in
zimske sezone z namenom vrednotenja moznega vpliva krme in mleka na kon¢no aromo
sira.

V sklopu 1 smo zajeli analizo krme in mleko krav s tipiénega obmocja, Kjer pridelujejo
mleko namenjeno za predelavo v Nanoski sir. Krmo in mleko smo vzor¢ili pri istih rejcih
tako v zimski kot v poletni sezoni. Glede na to, da je bila osnova obroka v zimski sezoni
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travna silaza in poleti pasa (sveza trava), smo v analizo vkljudili le ti dve krmi. V vzorcih
krme smo identificirali kar 146 HOS, v mleku pa 54 razlicnih HOS, vendar vse HOS niso
bile prisotne v vseh vzorcih krme oziroma mleka. Vzorci krme in mleka so se glede na
sezono razlikovali tako po prisotnosti kot tudi po vsebnosti HOS. Navedli smo mozne
prehode za HOS, ki so bile v dolo¢eni sezoni prisotne tako v krmi kot tudi v mleku.
Izpostavili smo nekatere HOS v krmi oziroma mleku, Kjer so bile razlike med vzorci krme
oziroma mleka glede na razlicno sezono (zimsko, poletno). Razlike med sezonama v
vzorcih osnovne krme in mleka smo dobili s Wilcoxon-onovim testom za parne vzorce.

Poleg tega smo analizirali HOS iz osnovne krme in mleka, ki smo jih identificirali tudi v
siru. Za nekatere v siru identificirane HOS, ki so imele vec¢je vsebnosti v dolo¢eni sezoni
smo ugotovili tudi vec¢je vsebnosti v krmi in mleku iz iste sezone. Med HOS iz osnovne
krme oziroma mleka, ki bi utegnile prispevati k ve¢ji vsebnosti HOS v siru iz zimske
sezone, bi lahko uvrstili ocetno kislino, heksanojsko kislino, etil ester heksanojske Kkisline,
2-butanon, v poletni sezoni pa terpene pinan, a-pinen, sabinen, limonen, p-cimen in B-
kariofilen ter toluen. Pri vplivu sezone ne izkljucujemo dejstva, da je lahko sezona zaradi
razli¢ne osnovne krme tudi posredno vplivala na oblikovanje kon¢ne arome Nanoskega
sira. Silaza je namre¢ fermentirana krma in vsebuje MKB in Zze delno razgrajene hranilne
snovi. Slednje je lahko vplivalo na mikrobioto vampa in tudi na nastanek spojin mleka. V
poletni krmi (svezi travi) pa smo identificirali ve¢jo vsebnost terpenov, za Kkatere je
ugotovljeno, da lahko spremenijo dinamiko mikroorganizmov, in sicer v vampu, v samem
mleku ter tudi med izdelavo sira.

V okviru sklopa 2 smo v vzorcih Nanoskega sira, v katerih smo spremljali vpliv ¢asa
zorenja, identificirali 63 razlicnih HOS, ki niso bile vedno prisotne med zorenjem ter tudi
niso bile prisotne v obeh sezonah. Med komponente z najve¢jo vsebnostjo v NanoSkem
siru spadajo 2-heptanon, 2-nonanon, butanojska in heksanojska kislina ter etil ester
butanojske kisline. Slednje HOS so ze identificirali v drugih trdih tipih sirov (npr. »Bitto,
»Regusano«, gauda, ¢edar, parmezan). Glede na to, da NanoSkemu siru pripisujejo blago
oreskasto aromo, Smo v njem identificirali tudi nekatere HOS, ki jih povezujejo z aromo po
oreskih in mandljih. Med temi HOS bi navedli benzaldehid, etil ester ocetne kisline in
toluen. Poleg tega smo ob koncu zorenja identificirali ve¢jo vsebnost HOS, za katere je
znacilna sadna nota. Te HOS so bile 2-heptanon, 2-nonanon in etil ester butanojske kisline.
Na podlagi teh ugotovitev bi lahko Nanoskemu siru pripisali nov vidik k senzori¢ni oceni,
to je sadna nota arome.

Znotraj aromatskega profila sira Nanoskega sira so bila opazna sezonsko pogojena nihanja.
V zimski sezoni je bila vec¢ja vsebnost dolo¢enih prostih MK, in sicer heksanojske kisline,
oktanojske kisline in dekanojske kisline, ki imajo izvor v mascobah ter MK 3-metil
butanojske in 2-metil butanojske kisline, ki imata izvor v AK. Poleg tega so v zimski
sezoni dosegli vecje vsebnosti tudi nekateri estri, in sicer etil ester heksanojske kisline in
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etil ester oktanojske kisline, v poletni sezoni bi izpostavili predvsem vecjo vsebnost
terpenov. Vecjo vsebnost alkoholov smo opazili prav tako v poletni sezoni, vendar nismo
nasli povezav s krmo oziroma mlekom. V zimski sezoni pa smo opazili vecjo vsebnost
aldehidov. Vecina aldehidov, identificiranih v Nanoskem siru, ima izvor v MK, ki so imele
prav tako visje vsebnosti v zimski sezoni. Poleg tega smo tudi na podlagi analize PCA
ugotovili, da se je NanosSki sir nekoliko razlikoval glede na zimsko in poletno sezono.
Ugotovljeno je tudi bilo, da na podlagi analize PCA hlebcev sira ne moremo lo¢iti med
dvema razli¢nima poletnima sezonama.

Vsebnosti dolo¢enih HOS so se med zorenjem spreminjale. Od prostih MK je z zorenjem
vsebnost naraScala Se posebej 3-metil butanojski kislini, 2-metil butanojski kislini in
heksanojski kislini. Glede na spreminjajoci trend ketonov med zorenjem bi lahko povzeli,
da so vecinoma prekurzorji za druge HOS. Na primer metil ketoni, ki nastanejo v
oksidaciji prostin MK, se lahko pretvorijo v sekundarne alkohole. V obeh sezonah sta
imela 2-heptanon in 2-nonanon najvecje vsebnosti proti koncu zorenja. Diacetil, ki se
lahko pretvori v acetoin, 2,3-butandiol in 2-butanon, pa je imel padajo¢i trend. Poleg 2,3-
butandiona (diacetila) je imel trend padanja tudi 3-hidroksi 2-butanon (acetoin), ki velja za
prekurzorja 2-butanola. Vsebnost primarnega alkohola 1-heksanola je narascala z
zorenjem, kar bi lahko obrazlozili s tem, da izvira iz prostih MK. Tudi vsebnost estrov je
naraS¢ala z zorenjem. Opazili smo, da je trend etil estra butanojske kisline sledil trendu
butanojske kisline. To bi lahko obrazlozili z dejstvom, da je vsebnost estrov odvisha od
vsebnosti prekurzorjev — prostih MK. Poleg tega so imeli etil ester heksanojske kisline in
etil ester oktanojske kisline tako kot njihovi prekurzorji ve¢je vrednosti v zimski sezoni.
Aldehidi so imeli med zorenjem podoben trend v obeh sezonabh, in sicer je skupna vsebnost
najprej narasla in nato padla. Aldehidi se namrec¢ hitro reducirajo do primarnih alkoholov
ali oksidirajo do dolocenih kislin.

Nanoski sir in sir Tolminc sSta se razlikovala bolj po prisotnosti in vsebnosti dolo¢enih
HOS, samo v Nanoskem siru pa je bil prisoten benzaldehid. Glede na rezultate lahko
zaklju¢imo, da ima Nanoski sir nekoliko bolj nezno aromo v primerjavi s sirom Tolminc.
Poleg tega lahko sklepamo, da ima NanoSki sir nekoliko bolj »oreskasto« aromo tudi
zaradi prisotnosti benzaldehida, ki je lahko rezultat delovanja Lb. helveticus, ki je dodan v
Nanoski sir kot SK.

V zadnjem delu naloge smo predstavili rezultate manj$ih dodatnih poskusov, ki so
oblikovali nekaj zanimivih zaklju¢kov. Aromatski profili Nanoskega sira, ki je bil narejen
iz razli¢nih surovin, iz mleka s tipi¢nega obmocja za Nanoski sir (»odbrano« mleko) ter iz
mleka z drugega obmocja (»neodbrano« mleko), se niso bistveno razlikovali. Prav tako se
aromatski profil ni razlikoval zaradi razli¢ne lokacije zorenja. Poleg tega smo potrdili
znana dejstva iz literature, da z vi§jo temperaturo zorenja lahko pomembno vplivamo na
velikost in Stevilo oces v sirnem testu ter lahko pospesimo nastanek HOS. V siru, ki je
zorel pri vi§ji temperaturi, SMo izmerili vecje vsebnosti estrov in vecje vsebnosti
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alkoholov. Rezultati so tudi nakazali, da bi lahko vi§ja temperatura zorenja vplivala na
odsotnost oziroma nizjo vsebnost 2,3-butandiona (diacetila) in 3-hidroksi 2-butanon
(acetoina), ki sta prekurzorja za druge HOS. Najvecja vsebnost vseh komponent pa je bila
dolo¢ena Vv siru, izdelanem s povecano koli¢ino dodanih SK in zorenim pri visji
temperaturi. PovecCana koli¢ina SK je verjetno tudi pripomogla k vecji vsebnosti
benzaldehida, ki ima znacilno noto po mandljih. Sir, ki je zorel na tropinah, so
zaznamovali predvsem estri, tako po vsebnosti kot tudi po prisotnosti.

Kon¢na aroma sira se oblikuje med zorenjem zaradi Stevilnih faktorjev in reakcij, med
drugim tudi zaradi mikroorganizmov, ki se lahko razlikujejo glede na razlicno krmo krav.
Zaradi tega je tezko prouciti vse HOS ter predpostaviti njihov izvor in vpliv na posamezno
HOS. Ce povzamemo rezultate nase $tudije, se konéna aroma Nanoskega sira oblikuje med
zorenjem. Poleg tega se aroma Nanoskega sira nekoliko razlikuje med sezonama, kljub
dejstvu, da je mleko namenjeno predelavi v Nanoski sir termizirano, mle¢na mascoba
tipizirana ter da je tehnoloski postopek vedno enak. Nekatere identificirane HOS v
Nanoskem siru izvirajo tudi iz krme in mleka. Specificen aromatski profil NanoSkega sira
bi lahko $e spremenili z visjo temperaturo zorenja in vecjo koli¢ino SK, tako da bi imel
nov spremenjen Nanoski sir ve¢jo vsebnost HOS in s tem bolj intenzivno aromo. Rezultati
nase raziskave podpirajo uporabo inStrumentalne analize za doloc¢anje arome sira,
samostojno ali v kombinaciji s senzoricno analizo. Bistvena prednost inStrumentalne
analize je namre¢ izogibanje morebitnih odstopanj, ki nastanejo zaradi subjektivnega
senzoricnega ocenjevanja. Zato je nasa Studija pomemben prispevek na podrocju razvoja
kombiniranega pristopa dolo¢anja arome sira, in sicer s pomocjo instrumentalne in
senzoricne analize. Na tak nacin se lahko zagotovi bolj natancne, tocne in zanesljive
informacije o aromi posameznega sira. To je prva Studija, ki je zajela spremembe HOS v
zaSCitenem slovenskem siru glede na zorenje in sezono ter je vkljucila morebiten prenos
HOS iz krme in mleka. Rezultati $tudije so primerni kot modelni sistem pri drugih Studijah
trdega tipa sira zlasti tistih z zaS¢itenim geografskim poreklom.
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6.2 SUMMARY

The flavour of cheese is a set of sensations made up of smell, taste and texture that people
feel during eating and can be pleasant or unlikeable, typical or unspecified. The aroma is a
complex of volatile and non-volatile organic compounds. Volatile organic compounds,
which give food a specific smell and taste or aroma, can be highly specific and allow clear
distinction between dairy products.

There are many types of cheese with various flavours available nowadays. The final
flavour of cheese is also a consequence of the technological process of cheesemaking.
Thus, the differences between the types of cheeses are welcome because they offer variety
of choice. The same type of cheese must reach a certain quality control standard which
defines it and makes it specific. The regulation and quality control of individual production
steps affords clear insight into those stages of cheese production which are crucial to the
final quality and flavour of a particular type of cheese. Nanos cheese is a hard type cheese,
the milk production and production of which are limited to a specific geographic area.
Characteristics that contribute to the creation of definitive properties of Nanos cheese are
all area specific: local fodder, raw milk produced in the Nanos cheese area as well as the
specific technology of cheesemaking itself.

In cheese the quantity and diversity of volatile and non-volatile organic compounds is
affected by many factors, including those included in our study, namely: cow fodder and
milk, season as well as time of ripening, ripening conditions (temperature, type of
ripening) and the amount of added starter culture.

The analytical method for the determination of the profile of volatile organic compounds in
cheese includes gas chromatography with the mass spectrometry. For the extraction of
volatile organic compounds SPME was used. With this technique volatile organic
compounds are adsorbed on the multilayer fibre. Despite the fact that there are many
techniques for the analysis of compounds in the gas phase, the SPME is most established
and it has already been successfully integrated into the analysis of cheese flavour. Its main
advantage is the absence of organic solvents. In addition, the technique is rapid, simple,
specific and acutely sensitive.

The primary aim of this study is to identify the volatile organic compounds which
determine the aromatic profile of Nanos cheese and contribute to the formation of its
flavour. We also compared their values according to the season when cheese was made.
For the evaluation of Nanos cheese flavour we also monitored certain other factors which
contribute to its final flavour. For example, we also focused on the ripening period and on
some other ripening conditions (temperature, location). The study also includes the
analysis of aromatic profiles of cattle fodder and milk samples from the summer and winter
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seasons in order to evaluate the possible impact of fodder and milk itself on the final Nanos
cheese flavour.

Part 1 includes the analysis of cattle fodder and milk from areas where milk for processing
into Nanos cheese is produced. Fodder and milk were sampled at the same breeders in both
summer and winter seasons. Given the fact that the basic fodder during the winter season
was grass silage and in the summer grazing (fresh grass), only those two types of fodder
were included in the analysis. In the fodder samples we identified 146 volatile organic
compounds and in the milk 54 different volatile organic compounds, however not all
volatile organic compounds were present in all the samples of cattle fodder as well as milk.
According to the season the samples of fodder and milk, differed both in presence, as well
as in the content of volatile organic compounds. We list possible transfers of volatile
organic compounds, found in a particular season both in fodder as well as in milk. We
highlight some volatile organic compounds in fodder or milk, which had shown significant
differences between the fodder or milk samples depending on the season (winter, summer).
Wilcoxon matched pair test was used to achieve this.

We also analysed volatile organic compounds found in the basic fodder and milk that was
identified as present in cheese as well. For some volatile organic compounds identified in
cheese where the content was greater in a particular season, a higher content of same was
found in fodder and in milk from the same season. Volatile organic compounds from
fodder or milk which could contribute to higher content of volatile organic compounds in
cheese in the winter season might include: acetic acid, hexanoic acid, hexanoic acid ethyl
ester, 2-butanone; whereas in the summer season these would be certain terpenes (pinan, o-
pinene, sabine, limonene, p-cymene, B-caryophyllene) and toluene. The final flavour of the
Nanos cheese can even be indirectly influenced by the seasonal variation of the fodder fed
to cattle. Silage is fermented fodder containing lactic acid bacteria and nutrients which are
already partially digested. This could have an effect on the rumen microbiota and the
formation of milk compounds. In the summer fodder (fresh grass), we have identified
higher levels of terpenes which are known to affect the dynamics of microorganisms in the
rumen, milk, as well as during cheesemaking.

In part 2, where the influence of ripening was studied, 63 different volatile organic
compounds were identified, which were not always present during ripening and were also
not present in both seasons. Among the compounds with the maximum content in Nanos
cheese are 2-heptanone, 2-nonanone, butanoic acid and hexanoic acid and butanoic acid
ethyl ester. These volatile organic compounds have already been identified in other hard
type cheeses (e.g. Bitto, Regusano, Gouda, Cheddar, Parmesan). Given that Nanos cheese
has a nutty flavour some volatile organic compounds associated with the almond and nutty
aroma were also identified. Among these volatile organic compounds benzaldehyde, acetic
acid ethyl ester and toluene could be mentioned. As well as that, at the end of ripening a
higher content of volatile organic compounds characterised with so called fruity flavour
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(e.g. 2-heptanone, 2-nonanone, butanoic acid ethyl ester) were identified. Based on these
findings a new sensory aspect could be attributed to the Nanos cheese.

Seasonal differences were noticed within the aromatic profile of Nanos cheese. In the
winter season there was a higher content of certain fatty acids namely, hexanoic acid,
octanoic acid and decanoic acid, all of which have the origin in fats and fatty acids. High in
content were also 3-methyl butanoic and 2-methyl butanoic acid, having the origin in
amino acids. In addition, in the winter season some esters had a higher content, e.g.
hexanoic acid ethyl ester and octanoic acid ethyl ester. In the summer season terpenes were
particularly of high values as well as that we also observed a higher value of alcohols,
however we did not find any connections with fodder or milk. In the winter season a higher
level of aldehydes was found. Most of the aldehydes identified in Nanos cheese have their
origins in fatty acids, which also had higher levels in the winter season. In addition the
seasonal difference was also noted on the basis of PCA analysis. However according to the
PCA analysis, it was also noticed that there is no variation between two different summer
seasons.

The content of volatile organic compounds changed during the ripening process. Among
the free fatty acids, in particular the content of 3-methyl butanoic acid, 2-methyl butanoic
acid and hexanoic acid increased. According to the oscillating trends of ketones during
ripening, it could be summarized that they could be precursor for other compounds. For
example, methyl ketones, resulting from oxidation of fatty acids, can convert to secondary
alcohols. In both seasons 2-heptanone and 2-nonanone had the highest levels towards the
end of maturing process. Diacetyl, which can convert to acetoin, 2,3-butanediol and 2-
butanone, had a downward trend. In addition to 2,3-butandione (diacetyl), acetoin (3-
hidroxy 2-butanone), which could be precursor of 2-butanol, also had a downward trend.
The content of primary alcohol 1-hexanol was increased during ripening, which could be
explained by the fact that it has its origin in fatty acids. Even the content of esters was
increased during the ripening. It was noticed that the trend of butanoic acid ethyl ester
followed the trend of butanoic acid. This could be explained by the fact that the content of
esters depends on the content of precursors (free fatty acids). Furthermore, hexanoic acid
ethyl ester and octanoic acid ethyl ester as well as their precursors had higher value in the
winter season. Aldehydes had a similar trend during ripening in both seasons, namely the
total content increased at first and then decreased. Aldehydes, in fact, are rapidly reduced
to primary alcohols or oxidized to certain acids.

Nanos and Tolminc cheese differ more by the content of certain volatile organic
compounds than their presence. However, benzaldehyde was found only in Nanos cheese.
Based on the results we can conclude that Nanos cheese has a slightly less strong flavour in
comparison with Tolminc cheese. In addition, it can be concluded that Nanos cheese has a
slightly more "nutty" flavour due to the presence of benzaldehyde, which may be the result
of Lb. helveticus, which is added to Nanos cheese as a starter culture.
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Results of some small preliminary tests with interesting conclusions are presented in the
last part of the study. Aromatic profiles of Nanos cheese made from milk sourced from
different geographic areas, i.e. milk from the usual Nanos cheese area (“selected” milk)
and milk from other areas ("unselected” milk) were not significantly different. Also, the
aromatic profile did not differ due to different locations of where cheese was ripened. In
addition, we confirmed the known facts from scientific literature that a higher temperature
of ripening can significantly influence the size and number of cheese eyes and also it can
accelerate the volatile organic compound formation. In the cheese ripened at a higher
temperature, higher content of esters and alcohols were measured. The results also
indicated that the higher temperature of the ripening may affect the absence or low content
of 2,3-butanedione (diacetyl) and 3-hydroxy 2-butanone (acetoin), which are precursors to
the other volatile organic compounds. The maximum content of all compounds was
determined in cheese manufactured with an increased amount of added starter culture and
ripened at a higher temperature. The increased amount of starter culture was also likely to
contribute to higher levels of benzaldehyde, which has a characteristic almond flavour.
Cheese, ripened on grape skins, was especially marked with esters, both in terms of content
as well as presence.

The final flavour of cheese is formed during maturing process due to numerous factors and
reactions. Among others, it is formed by microorganisms, which may vary according to
variations in cattle fodder. For this reason, it is difficult to consider all volatile organic
compounds and assume their origin and their impact on an individual volatile compound.
To summarize the results of our study, the final flavour of Nanos cheese is formed during
ripening process. In addition, Nanos cheese flavour varies slightly between seasons,
despite the fact that the milk intended for processing into Nanos cheese is thermized, has
typified milk fat and the technological process is always the same. Some of the identified
volatile organic compounds in Nanos cheese originate from fodder and milk. Specific
aromatic profile of Nanos cheese could be changed with the higher ripening temperature
and a higher amount of starter culture, thus the new Nanos cheese would have higher levels
of volatile organic compounds and thus more intense flavour. The results of our study are
an important contribution to the developing field of combined approach using instrumental
and sensory methods to assure more accurate, precise and reliable information on volatile
organic compounds in cheeses. Results of our study are an important contribution to the
developing field of combined approach using laboratory and sensory methods to assure
more accurate, precise and reliable information on volatile organic compounds in cheeses.
This is the first study which deals with the changes in cheese during ripening process
influenced by season and fodder system and the transfers of volatile organic compounds
from fodder and milk to cheese in the case of traditional Nanos cheese. The results of this
study could be used as a model system for other hard type cheeses especially those with
Protected Designation of Origin.
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PRILOGE

Priloga A: Testiranje SPME vlaken pri 25 °C, 24 h

Annex A: Test of SPME fiber at 25 °C, 24h

SPME-vlakno Rt! Povpretje’ s RSD*
Hlapne organske spojine

Modro vlakno (DVB/PDMS)

Heptan 8,72 3,16-10°  429-10° 136
2,3-butandiol 11,67 2,59-10°  334-10* 0,13
2-heptanol 13,74 1,11-10°  9,79-10° 0,09
Heksanojska kislina 15,44 421-10° 1.85-10° 0,04
Etil ester heksanojske kisline 16,28 2,09-10°  3,55-10° 0,17
2-nonanon 18,78 2,65-10°  3,80-10° 0,14
Oktanojska kislina 20,08 2,42 -10° 1,17 -10° 0,05
Belo vlakno (PA)

Ocetna kislina 6,91 2,43:10°  539-10° 0,22
Butanojka kislina 10,94 525-10° 542-10° 0,10
2,3-butandiol 11,68 6,09-10°  1,69-10° 0,28
Heksanojska kislina 15,45 5,39 -10° 9,31-10° 0,17
Oktanojska kislina 20,09 1,04-10°  1,59-10° 0,15
Dekanojska kislina 23,82 1,01-10"  1,67-10° 017
Rdece vlakno(PDMS)

4-hidrksi butanojska kislina 16,07 7,53-10° 4,69-:10° 0,62
Oktanojska kislina 20,06 2,29-10°  2,05-10° 0,09

TRetencijski &as; “povpreéna povrsina kromatografskih vrhov (n=3); *standardni odklon;

*relativna standardna napaka



Priloga B: Testiranje ¢rnega in sivega SPME vlakna pri 25 °C, 24 h
Annex B: Test of black and grey SPME fiber at 25 °C, 24h

Crno vlakno (CAR-PDMS)

Sivo vlakno (DVB-CAR-PDMS)

Hlapne organske spojine Rt! Povpretje’ s? RSD* | Povpregje 5 RSD
Ocetna kislina 691  9,09-10° 8,78-10° 0,10 1,32-10° 6,89-10° 0,52
2-butanol 749 1,08 -107 1,59-10° 0,15 1,13 -10° 431-10° 0,38
2,3-butandion 758  5,14-10° 1,20-10° 0,02 / / /
2-butanon 775  520-10° 9,17-10° 0,18 4,71 -10° 497-10° 1,05
Etil ester ocetne kisline 787 42510 5,15-10° 0,12 / / /
Heptan 885  4,35-10° 459107 011 / / /
1-butanol 8,81 / / / 1,74 -10° 399:10° 0,23
2-pentanol 946  1,80-107 5,65-10° 0,03 1,02 -10° 2,06-10° 0,20
2-Pentanon 959  1,41-107 2,65-10° 0,19 2,51 -10° 1,48-10° 0,59
3-metil 1-butanol 10,28 2,30 -10° 1,27-10° 0,05 / / /
3-hidroksi 2-butanon 10,44  1,01-107 834-10° 0,08 1,14 -10° 326-10° 0,29
Butanojska kislina 11,10 2,23 -10° 6,25-10° 0,03 1,30 -10° 2,62-10° 0,02
Etil ester butanojske kisline 11,72 8,48-107 6,15-10° 0,07 5,36 -10° 2,05-10° 0,38
2,3-butandiol 11,94 5,44 -10° 2,95-10° 0,05 / / /
Heksanal 12,00  3,51:-10° 8,16:10° 0,23 6,52 -10° 2,17:10° 0,33
3-metil butanojske kisline 1219  420-10° 2,09-10° 0,05 8,13 -10° 2,60-10° 0,32
2-metil butanojske kisline 12,38  3,13-10° 221-10° 0,07 / / /
2-hidroksi 3-pentanon 1251 1,29-10° 225-10° 0,17 / / /
1-heksanol 13,19  8,95-10° 8,79-10° 0,10 / / /
Etilbenzen 1355 7,86 -10° 8,12-10° 1,03 5,93 -10° 1,99-10° 0,34
2-heptanol 13,77 1,54 -107 1,01-10° 0,01 3,68 -10° 2,70-10° 0,73
2-heptanon 1393  1,83-107 1,06 -10° 0,06 8,49 -10’ 33810 0,40
Heptanal 14,22 / / / 8,32 -10° 1,93-10° 0,23
2-butoksi etanol 14,34 / / / 2,01 -10° 8,94-10° 0,44
a-pinen 1477 1,35-10° 2,40-10° 0,18 4,50 -10° 3,56-10° 0,79
Dekan 1529  1,81-10° 2,90-10* 0,02 / / /
Heksanojska kislina 1562 8,79 107 5,16-10° 0,06 9,19 -107 523-10° 0,06
Etil ester heksanojske kisline 16,30 7,83 -10° 1,93-10° 0,02 2,85 106 1,54-10° 0,54
4-hidroksi butanojske kisline 16,70 / / / 7,16 -10° 2,75-10° 0,38
Oktanal 16,76 / / / 8,97 -10° 1,57-10° 0,00
2-etil heksanol 17,10  3,47-10° 1,89-10° 0,55 1,35 -10° 726-10° 0,54
Benzaldehid 17,19 4,01 -10° 728:10° 0,18 1,24 107 1,32-10* 0,00
Limonen 17,34  1,97-10° 547-10° 0,28 2,63 -10° 1,10-10° 0,42
p-cimen 1754 1,06 10° 2,11-10° 0,20 1,19 10’ / /
Undekan 17,72 1,10-10° 1,03-10° 0,09 1,11 -10° 6,95-10° 0,62
2-nonanol 1863  2,97-10° 1,05-10° 0,35 3,60 -10° 2,01-10° 0,56
4-butoksi 1-butanol 18,70 / / / 2,76 -10° 2,45-10° 0,09
2-nonanon 18,80 2,72 -10° 6,03:10° 0,22 7,29 -10° 595-10° 0,82
Nonanal 19,11 4,08 -10° 1,58-10° 0,39 2,01 -10° 6,88:10° 0,34
Benzenacetaldehid 19,22 / / / 1,02 -10° / /
Acetofenon 19,76 / / / 8,13 -10° 1,69-10° 0,21
Oktanojska kislina 20,09  1,10-107 7,76 -10° 0,07 4,01 10 3,19:10° 0,08
2-nonenal 20,56 / / / 1,74 -10° 2,62-10* 0,02
Etil ester oktanojske kisline 2011 1,53-10° 6,00-10° 0,39 1,62 -10° 2,83-10° 0,18
Dekanal 21,22 / / / 1,65 -10° 1,68 -10° 0,10
Etil ester benzojske kisline 21,53 / / / 6,71 -10° 452-10° 0,01
2-undekanon 22,81 / / / 1,36 -10° 8,99-10° 0,66
n-dekanojska kislina 23,79  223-10° 242-10° 0,11 2,70 -107 7,37-10° 0,27
5-oktalakton 24,42 / / / 2,14 -10° 2,75-10° 0,13
-dekalakton 27,82 1,32-10° 550-10° 0,42 5,34 -10° 225-10° 0,42

TRetencijski &as; 2povpretna povrsina kromatografskih vrhov (n=3); *standardni odklon; *relativna standardna napaka



Priloga C: Rezultati t-testa meritev s sivim (SV) in érnim (CR) vlaknom

Annex C: Results of t-test of grey and black fiber

Povprecje Izbira
n Hlapne organske spojine | Povpregje SV* CR? p-vrednost® | vlakna
V1 Ocetna kislina 6,64 -10° 9,45 -10° 0,000 CR
V10 2-butanol 9,51-10° 4,02 -10° 0,069 CR
V37 Diacetil 2,56 -10° 4,64 10" 0,000 CR
V38 2-butanon 1,16 -10° 6,81 -10° 0,139 CR
V29 Etil ester ocetne kisline 2,56 -10° 4,64 10" 0,000 CR
V11 1-butanol 1,67 -10° 8,27 -10° 0,000 CR
V20 3-metil butanal 4,09 -10* 1,98 -10° 0,003 CR
V12 2-pentanol 1,54 -10° 1,61-10’ 0,000 CR
V39 2-pentanon 1,16 -10’ 7,06 -10’ 0,000 CR
V40 2,3-pentandion 1,57 -10° 1,02 10’ 0,000 CR
V13 3-metil 1-butanol 7,23-10° 9,20 -10° 0,002 CR
V41 3-hidroksi 2-butanon 9,48 -10° 6,19 -10" 0,016 CR
V2 Butanojska kislina 9,02 -10’ 1,87 -10° 0,000 CR
V56 2-okten 1,86 -10° 2,06 -10° 0,827 CR
V57 Toluen 1,37 -107 8,03 -10° 0,000 5\
V30 Etil ester butanojske kisline 9,56 -10° 7,23 107 0,000 CR
V14 2,3-butandiol 3,06 -10° 1,02 -10’ 0,000 CR
V31 Etil ester ocetne kisline 1,82 -10° 1,99 -10° 0,002 CR
V21 Heksanal 1,42 -10° 3,11-10° 0,002 CR
V3 3-metil butanojske kisline 1,92 -10° 1,32 10’ 0,000 CR
V4 3-metil butanojske kisline 5,24 -10° 3,22 -10° 0,000 CR
V15 2-metil 3-pentanol 9,48 -10° 6,74 -10° 0,000 CR
V42 2-hidroksi 3-pentanon 1,04 -10° 7,96 -10° 0,000 CR
V43 2,3-heptandion samo na SV / / SV
V5 Pentanojska kislina / samo na CR / CR
V16 1-heksanol 2,21-10° 7,28 -10° 0,000 CR
V32 1-butanol, 3-metil-, acetat 3,59 -10° 5,62 -10° 0,011 CR
V58 Etilbenzen 2,29 -10° 4,29 -10° 0,000 CR
V17 2-heptanol 4,38 -10° 2,75 107 0,000 CR
V44 2-heptanon 1,08 -10® 2,25 108 0,000 CR
V22 Heptanal 6,13 -10° 1,69 -10° 0,000 CR
V50 Pinan 9,65 -10° 2,94 -10° 0,000 CR
V51 o-pinen 1,69 -10° 7,45 -10° 0,000 CR
V6 Heksanojska kislina 7,80 -107 7,79 107 0,959 Y
V52 Sabinen 1,24 -10° 6,20 -10° 0,000 CR
V33 Etil ester heksanojske kisline 6,21 -10° 1,17 -10° 0,000 CR
V45 2-oktanon 1,65 -10° 3,64 -10° 0,000 CR
V46 6-metil 5-hepten-2-on samo na SV / / sV
V23 Oktanal 5,45 -10° 5,53 -10° 0,832 CR
V59 Dimetil sulfon 1,03 -10° 4,73-10° 0,000 CR

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge C: Rezultati T-testa meritev s sivim (SV) in érnim (CR) vlaknom

Povprecje p-
N Hlapne organske spojine sV Povpredje CR |vrednost | Izbira vlakna
V18 2-etil 1-heksanol 6,78 -10° 1,02 -10° 0,000 CR
V24 Benzaldehid 1,07 -10° 5,15 -10° 0,000 SV
V53 Limonen 2,26 -10° 2,07 -10° 0,368 sV
V54 p-cimen 1,94 -10° 1,90 -10° 0,873 SV
V60 Undekan 3,68 -10° 2,53 -10° 0,015 SV
V7 Heptanojska kislina 3,33:10° 6,16 -10° 0,000 CR
V19 2-nonanol 1,06 -10° 1,09 -10° 0,847 CR
V47 2-nonanon 6,40 -10’ 6,53 -10’ 0,817 CR
V25 Nonanal 2,09 -10° 1,27 -10° 0,000 5\,
V61 p-krezol 3,31-10° 6,64 -10* 0,001 Y
V26 Benzenacetaldehid 2,17 -10° 1,59 -10* 0,000 5\,
V34 Metil ester oktanojske Kisline / samo na CR / CR
V48 8-nonen-2-on 1,42 -10° 1,50 -10° 0,904 CR
V8 Oktanojska kislina 3,05 -10’ 1,45 -107 0,000 Y
V27 2-nonenal 5,55 -10° 1,61-10° 0,052 5\
V35 Etil ester oktanojkse kisline 3,18 -10° 1,88 10° 0,000 SV
V28 Dekanal 3,00 -10° 2,83-10* 0,000 5\
V49 2-undekanon 3,64 -10° 1,55 -10° 0,000 sV
V9 Dekanojska kislina 1,25 10’ 2,86 -10° 0,000 Y
V36 Etil ester dekanojske kisline 1,34 -10° 2,40 -10° 0,000 Y
V62 5-oktalakton 2,13-10° 9,47 -10° 0,000 SV
V55 B-kariofilen 1,14 -10° 6,08 -10° 0,000 Y
V63 5-dekalakton 3,01-10° 1,10 -10° 0,000 SV

V — oznake HOS iz preglednice 11; *povpreéna povrsina kromatografskih vrhov z DVB-CAR-PDMS vlaknom (n=3), *povpretna
povrsina kromatografskih vrhov s CAR-PDMS vlaknom (n=3)



Priloga D: Test SPME - vlaken: 15 min kondicioniranje in 45 min ekstrakcija pri 37 °C

Annex D: Test of SPME - fiber: 15 min conditioning and 45 min of extraction at 37°C

Sivo vlakno (DVB-CAR-PDMS)

Hlapne organske spojine Rt! Povpredje’ s RSD*
Ocetna kislina 6.91 8.17-10°  1.90-10° 0.23
2-butanol 7.48 7.52-10°  1.83-10° 0.24
1,3-Butandiol 7.76 1.13-10°  123-10° 0.11
Heptan 8.78 1.02-10° 8.11-10* 0.08
2-pentanol 9.47 226-10°  9.15-10° 041
Etil ester butanojske kisline 11.70 4.85-10° 1.72-10° 035
2,3-butnediol 11.93 322-10° 2.56-10°  0.08
Heksanal 11.99 7.49 -10° / /
2-heptanol 13.77 123-10°  4.85-10° 0.39
2-butoksi etanol 14.34 552-10°  3.21:10° 0.58
a-Pinen 14.77 3.06 -10° ! /
Dekan 15.31 2.93-10°  1.19-10° 041
Heksanojska kislina 15.44 5.62-10°  2.48-10° 0.44
Etil ester heksanojske kisline 16.30 453-10°  1.93-10° 043
Undekan 17.70 3.62-10°  429-10° 0.12
2-nonanon 18.80 3.83-10°  4.14-10° 0.11

Crno vlakno (CAR-PDMS)
Hlapne organske spojine Rt Povpredje S RSD
3-metil 1-butanol 6.72 6.49-10°  4.05-10° 0.62
Ocetna kislina 6.91 2.13 -10° 3.22-10° 0.15
2-butanol 7.54 320-10°  3.40-10° 1.06
1,3-butandiol 7.79 531-10° 1.90-10° 0.04
Etil ester ocetne kisline 7.88 6.36-10°  9.27-10° 0.15
Heptan 8.85 1.78 10"  2.62-10° 0.15
2-pentanol 9.50 6.60-10°  9.87-10° 0.15
3-metil 1-butanol 10.32 6.17-10°  9.83-10* 0.16
Etil ester butanojske kisline 11.71 4.76 -10° 9.74-10°>  0.20
2-heptanol 13.78 6.87-10°  1.07-10° 0.16
2-butoksi etanol 14.35 1.39-10°  229-10° 0.16
a-pinen 14.70 594-10°  6.21-10° 0.10
Heksanojska kislina 15.43 2.51-10°  4.14-10° 017
Etil ester heksanojske kisline 16.30 559-10°  9.34-10° 0.7
Undekan 17.73 6.39-10°  3.59-10*  0.06
2-nonanon 18.80 1.85-10° 2.64-10° 0.14

Retencijski &as;? povpretna povriina kromatografskih vrhov (n=3); *standardni odklon; *relativna

standardna napaka



Priloga E: Hlapne organske spojine v krmi po sezonah, statisti¢ni parametri opisne statistike in
Wilcoxon-ovega testa
Annex E: Volatile organic compounds in feed by seasons with statistical parameters

Poletna sezona Zimska sezona
Hlapne organske spojine (Sveia trava) (Travnasilaza) | T vregl-’lost
Povprecje Povprecje
Dimetil sulfid 5,02 -10° 0 0 0,028
Metil ester ocetne kisline 1,41 107 1,72 -10° 6 0,345
1-propanol 0 1,01 -10°
2-metil propanal 0 5,93 -10° 0 0,180
Ocetna kislina 5,49 -10° 1,90 -10° 0 0,028
2-butanon 1,02 -10° 5,98 -10° 1 0,080
Etil ester ocetne kisline 2,81 -10° 1,49 -10® 6 0,35
2-metil 1-propanol 0 5,89 -10° 0 0,180
1-heptene 1,52 -10° 0
1-butanol 0 2,67 10 0 0,068
3-metil butanal 0 6,12 10’ 0 0,028
2-metil butanal 0 2,50 10’ 0 0,068
1-penten-3-ol 1,19 -10° 5,93 -10° 0 0,180
Propanojska kislina 0 4,15 10" 0 0,068
3-pentanol 0 1,43 -10°
2-pentanon 2,54 -10° 1,18 -10° 0 0,068
2-¢til furan 3,00 -10° 0 0 0,068
3-pentanon 1,58 -10° 3,04 -10° 0 0,028
Pentanal 0 2,40 -10° 0 0,180
Etil ester propanojske kisline 0 7,05 -10° 0 0,109
n-propil acetat 0 1,22 -10°
Metil ester butanojske kisline 0 2,34 107 0 0,043
3-metil 1-butanol 3,68 -10° 5,47 .10 0 0,028
2-metil 1-butanol 1,72 -10° 4,53 10’ 0 0,028
3-metil 3-buten-1-ol 0 3,05 -10°
3-hidroksi 2-butanon (acetoin) 7,99 -10° 1,08 -10° 7 0,463
Etil ester 2-metil propanojske kisline 0 1,86 -10°
Propil ester 2-metil ocetne kisline 0 6,61 -10°
Metil ester 2-metil butanojske kisline 0 2,47 -10°
2-Okten 2,20 10" 0
2-penten-1-ol 2,61-10° 0 0 0,068
Dimetil disulfid 3,03 -10° 0
Toluen 5,04 -10° 1,28 -10° 1 0,046
Etil ester butanojske kisline 0 7,53 108 0 0,043
2,3-Butandiol 0 1,84 -10°
Heksanal 2,21-10° 0 0 0,043

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge E: Hlapne organske spojine v krmi po sezonah, statistini parametri opisne
statistike in Wilcoxon-ovega testa

Poletna sezona Zimska sezona
Hlapne organske spojine (Sveza trava) (Travnasilaza) | T vreg-nost
Povprecje Povprecje
Butanojska kislina 0 2,08 -10° 0 0,043
Etil ester 2-metil butanojske kisline 1,11-10° 1,09 -10° 5 0,500
Etil ester 2-metil butanojske kisline 1,32 10 3,86 10 6 0,345
3-metil butanojske kisline 0 6,53 -10’ 0 0,028
2-metil butanojske kisline 0 493107 0 0,043
1-nonen 1,42 10 0 0 0,109
Nonane 7,28 -10° 0
3-Heksen-1-ol, (2)- 1,84 -10° 7,50 -10° 0 0,028
2-Heksen-1-ol, (2)- 9,06 -10° 0 0 0,180
1-butanol, 3-metil-, acetat 0 2,19 -10°
1-butanol, 2-metil-, acetat 0 1,15 10
2-Heksenal, (E)- 1,77 -10° 2,43 -10° 1 0,080
Pentanojska kislina 0 1,56 -10° 0 0,068
Furfural 0 7,67 -10 0 0,068
Propil ester butanojske kisline 0 1,20 10’ 0 0,068
Etil ester pentanojske kisline 0 2,78 -10° 0 0,043
Pentil ester ocetne kisline 4,96 -10° 0 0 0,028
Heptanal 0 7,99 -10°
Pinan 1,51 -10° 4,85-10° 0 0,028
Metil ester heksanojske Kisline, 0 6,88 -10°
1-metilpropil ester butanojske kisline 0 3,95 -10° 0 0,180
a-pinen 1,50 -10® 2,21:10° 1 0,046
2-metilpropil ester butanojske kisline 0 4,45 10" 0 0,043
6-metil 3-heptanol 0 3,52 -10°
Dekan 8,92 -10° 0 0 0,068
6-metil 3-heptanon 0 9,96 -10°
Kampen 6,67 10 9,71 -10° 4 0,173
Heksanojske kisline 0 1,47 -10° 0 0,043
1-heptanol 0 2,57 -10°
1-okten-3-ol 1,74 -10° 6,62 -10° 1 0,655
Sabinen 3,18 -10° 2,61 10’ 0 0,028
3-oktanol 1,08 -107 3,66 10" 6 0,345
Butil ester butanojske kisline 0 2,03 -10° 0 0,043
B-pinen 3,04 108 3,71 107 3 0,116
Etil ester heksanojske kisline 0 6,74 -10’ 0 0,043
2-oktanon 0 4,80 -107 0 0,043

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge E: Hlapne organske spojine v krmi po sezonah, statisti¢ni parametri opisne

statistike in Wilcoxon-ovega testa

Poletna sezona Zimska sezona
Hlapne organske spojine (Sveia trava) (Travnasilaza) | T vregl-’lost
Povprecje Povprecje
i;gl]i?]t;l_’ 3-metilbutil ester propanojske 0 1,08 107
6-metil 5-hepten-2-on 8,70 -10° 1,63 10 0 0,043
ii-smli?wtélbu“ ester, 2-metil propanojske 0 4,47 10°
Heksil ester ocetne kisline 6,09 -10° 0 0 0,180
Etil ester 3-heksenojske kisline (2)- 0 1,22 10 0 0,109
3-heksen-1-ol acetat (Z)- 6,06 -10° 2,33 10’ 0 0,028
Oktanal 0 2,21 10’ 0 0,028
Fenol 0 1,29 10’ 0 0,180
2-heksen-1-ol acetat (Z)- 3,66 107 0 0 0,068
o-terpinen 7,41 10 5,44 -10° 0 0,028
Benzaldehid 0 3,76 -10° 0 0,028
Limonen 1,31 108 2,21 10’ 1 0,046
p-cimen 1,60 -10° 2,07 -10° 0 0,028
a-felandren 1,13 10" 0
2-metilbutil ester butanojske kisline 0 9,53 -10’ 0 0,068
Undekan 1,06 -10° 0 0 0,180
Eukaliptol 1,57 -10° 5,86 107 7 0,463
Pentil ester pentanojske kisline 0 3,81-10° 0 0,043
Etil ester heptanojske kisline 0 1,44 .10 0 0,068
cis-o-terpineol 9,29 -10° 0
Benzil alkohol 0 1,27 -10° 0 0,068
2-nonanon 2,21-10° 8,15 -10° 1 0,285
B-linalol 8,64 10" 1,13 -10° 8 0,600
3-oktanol acetat 0 1,90 -107
Nonanal 0 1,37 -107 0 0,068
Benzeneacetaldehid 0 3,26 -10° 0 0,043
Metil ester oktanojske kisline 0 6,84 -10°
Acetofenon 0 2,27 -10° 0 0,068
3-metilbutil ester pentanojske Kisline 0 5,46 -10°
3-tujanon 2,74 -10° 4,10 107 0 0,109
Tujon 0 1,05 -107
1-nonanol 0 1,05 10’ 0 0,068
Izotujol 0 2,76 -10°
Heksl ester butanojske Kisline 0 7,88 -10’ 0 0,068
(-)-Lavandulol 1,54 -10° 0

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge E: Hlapne organske spojine v krmi po sezonah, statistini parametri opisne

statistike in Wilcoxon-ovega testa

Poletna sezona Zimska sezona
Hlapne organske spojine (Sveia trava) (Travnasilaza) | T vregl-’lost
Povprecje Povprecje
Feniletil alkohol 9,53 -10° 1,07 -10° 6 0,345
(E)-3-heksenil ester butanojske kisline 0 2,67 -108 0 0,043
Octil ester ocetne kisline 8,11-10° 8,02 -10° 4 0,715
2-furanilmetil ester butanojske kisline 0 9,56 -10° 0 0,068
4-¢til fenol 0 4,75 10’ 0 0,043
Kampor, (1R,4R)-(+)- 9,39 107 1,08 -10° 9 0,753
Borneol 2,87 10’ 2,70 10’ 9 0,753
Etil ester benzojske kisline 2,40 -10° 3,71 -10° 0 0,028
o-terpineol 9,10 -10° 4,97 10’ 0 0,028
3-pinanon 0 3,17 -10°
Lila alkohol C 0 1,86 10°
Tridekan 1,02 10 0 0 0,043
Safranal 0 7,28 -10° 0 0,180
Oktil ester butanojske kisline 0 3,81 10’ 0 0,018
Heptil ester butanojske kisline 0 2,31-107 0 0,043
Etil ester nonanojske Kisline 0 1,37 -10°
Eukarvon 0 0
Etil ester benzenocetne kisline 0 1,12 107 0 0,109
2-feniletil ester ocetne kisline 0 6,01 -10°
a-Etilfenetil alkohol 0 7,02 -10°
4-¢til-2-metoksi fenol 0 7,19 10’ 0 0,109
a-kubeben 6,90 -10’ 8,61 10" 10 0,917
Etil ester dekanojske kisline 0 1,28 -10° 0 0,109
llangen 3,36 10" 3,52 10" 10 0,917
Kopaen 8,82 107 1,62 -10° 6 0,345
B-elemen 3,15 -10° 0
a-kubeben 0 1,58 -10 0 0,180
t-kubeben 0 2,65 10’ 0 0,109
B —bourbonen 3,82 -10° 0
Eugenol 0 6,71 -10° 0 0,180
y-amilbutirolakton 0 1,76 -10 0 0,180
B-kariofilen 3,59 -10° 3,32-10° 9 0,753
a-feniletil butirat 0 4,70 -10 0 0,068
y-murolen 1,82 108 2,56 -10° 6 0,686
a-murolen 1,06 -10° 1,65 -10° 6 0,686
a-ionon 0 3,30 107 0 0,068

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge E: Hlapne organske spojine v krmi po sezonah, statistini parametri opisne
statistike in Wilcoxon-ovega testa

Poletna sezona Zimska sezona
. Y ooy 2 p-
Hlapne organske spojine (Sveza trava) (Travnasilaza) | T vrednost®
Povpretje' Povprecje

B-kadinen, (-)- 4,17 -10° 3,28 -10° 7 0,463
Kalamenen 4,76 -10’ 7,35 10 5 0,249
a-Kalakoren 2,09 -10’ 2,29 10’ 10 0,917
Tpovpreéne povriine posamezne HOS (n=18); 2T-vrednost ni¢elne hipoteze iz Wilcoxon-onovega testa,
®p-vrednost iz Wilcoxon-onovega testa



Priloga F: Hlapne organske spojine v mleku po sezonah, statisti¢ni parametri opisne statistike in
Wilcoxon-ovega testa
Annex F: Volatile organic compounds in milk by seasons with statistical parameters

B Poletna sezona Zimska sezona p-
Hlapne organske spojine T

Povpreéje Povpredje vrednost
Aceton 6,35 10’ 1,02 -10° 3 0,116
Dimetil sulfid 1,26 -10° 4,05 -10° 1 0,144
Heksan 2,25-10° 0 0 0,180
Heptan 0 5,73 -10*
2-metil propanal 3.27-10° 0
2-butanol 0 1,82 -10° 0 0,043
2,3-butandion 2,04 -10° 0
2-butanon 5,53 -10° 1,76 -10° 0 0,028
Etil ester ocetne kisline 2,88 -10° 0 0 0,028
Kloroform 4,44 10° 0 0 0,109
3-metil 2-pentanon 6,79 -10° 0 0 0,180
1-butanol 0 4,52 10° 0 0,180
3-metil butanal 3,38 -10° 2,03 -10°
Trikloronitrometan 2,20 -10° 0
2-pentanon 3,01-10° 1,97 -10° 1 0,046
3-pentanon 0 2,58 -10° 0 0,109
Pentanal 4,91 -10° 9,45 -10° 5 0,500
Metil ester butanojske kisline 2,12-10° 3,82-10° 3 0,225
1-pentanol 0 2,48 -10° 0 0,068
3-metil 1-butanol 1,43 -10° 7,45 -10* 2 0,593
2-metil 1-butanol 2,76 -10° 6,11 -10* 1 0,655
3-metil 3-buten-1-ol 8,11 -10* 0 0 0,109
3-hidroksi 2-butanon 7,88 -10° 2,69 -10° 5 0,249
Metil isobutil keton 6,16 -10* 4,11 -10*
Butanojska kislina 1,44 .10 1,22 10 9 0,753
2-okten 6,50 -10° 0 0 0,043
Toluen 8,77 -10° 1,62 -10° 0 0,028
Etil ester butanojske kislina 9,68 -10° 1,61 10" 5 0,249
Heksanal 5,94 -10° 3,77 -10° 0 0,028
4-metil oktan 1,08 -10° 0
Nonan 9,23 -10* 0
Heptanal 2,43 :10° 7,05 -10° 1 0,046
Pinan 3,50 -10° 3,56 -10° 0 0,028
Metil ester heksanojske kisline 0 9,41 -10*
o-pinen 1,03 -10° 1,75 -10° 0 0,028
2,2,4,6,6-pentametil- heptan 4,46 -10° 3,15-10° 3 0,225
Dekan 3,76 -10° 6,23 -10° 6 0,345

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge F: Hlapne organske spojine v mleku po sezonah, statistini parametri opisne
statistike in Wilcoxon-ovega testa

Hi K B Poletna sezona Zimska sezona T p-

apne organske spojine Povpreéjel Povpreéje vrednost3
Kampen 8,74 -10° 5,46 -10° 1 0,144
Heksanojska kislina 7,86 -10° 9,36 -10° 1 0,655
Isopinokarveol 1,24 -10° 0
Sabinen 6,74 -10° 3,89 -10° 5 0,500
2,3-oktanedion 0 1,39 -10° 0 0,180
B-pinen 6,95 -10° 0 0 0,028
Etil ester heksanojske kisline 0 3,16 -10° 0 0,028
Oktanal 1,37 -10° 1,71 -10° 9 0,753
2-etil 1-heksanol 4,69 -10° 5,43 -10° 8 0,600
Limonen 2,62 -10° 1,65 -10° 3 0,116
p-Cimen 1,81 -10° 3,06 -10° 0 0,028
Undekan 6,98 -10° 5,36 10" 0 0,028
Eukaliptol 2,46 10° 0 0 0,180
2-nonanon 2,42-10° 1,10 -10° 1 0,285
Nonanal 2,35-10° 3,88 -10° 4 0,173
Etil ester oktanojske kisline 4,84 -10° 8,16 -10° 5 0,249
B-kariofilen 8,44 -10° 2,72 -10° 0 0,028

!povpreene povriine posamezne HOS (n=18); *T-vrednost ni¢elne hipoteze iz Wilcoxon-onovega testa,
3p-vrednost iz Wilcoxon-onovega testa



Priloga G: Povpreéne vrednosti vsebnosti (povr$ina kromatografskih vrhov) hlapnih organskih spojin (HOS) v Nano$kem siru na
razlicne dneve zorenja v poletni sezoni

Annex G: Means of volatile organic compounds (arbitrary area units) in Nanos cheese at different stages of ripening

time in summer season

HOS Dnevi zorenja
Maséobne Kkisline 0. dan (sirnina) 7. dan 21. dan 35. dan 49. dan 63. dan 77. dan 99. dan 187. dan
Ocetna kislina 5,06 108 ® 1,06 10" ® 9,00-10° *® 1,04-10" * 626-10° ®  590-10° *  556-10° ° 7,14-105 ®  182-107 ¢
Butanojska kislina 4,04-10" °© 9,95-10" * 1,62-10% ® 192-10% * 1,73-10% 2 1,50-108 ®  126-108 ®*  1,76-10® @ 3.87-10% ¢
3-metil butanojska kislina 0?2 3,60 -10% @ 0% 520-10° * 6,50-10° @ 6,25-10° @ 754-10% @ 1,42-10" 347107 °©
2-metil butanojska kislina 0 °? 0@ 0% 933-10° ® 248-10° 2,42-10° °  239-10% P 4,80-10° © 0 °?
Pentanojksa kislina 0° 0° 0° 168-10°°% 1,65-10° 2 1,96-10° @ 1,74-10° @ 1,78 105 @ 3,70-10° °©
Heksanojska kislina 1,67-107 ® 2,49-107 ® 324-107 * 451-10" * 446-10" *  519-10" *  539-107 2 7,61-107 ¢ 1,72-10% ©
Heptanojska kislina 3,65-10° ®  9,15-10° ™ 0 ¢ 474-10° ° 0 ¢ 438-10° @ 7,70-10° ®  6,63-10° ®  1.24-10° ¢
Oktanojska kislina 9,33 -10% @ 8,06-10° @ 746-10° * 781-10° ® 847-10° 2 8,95-10° @ 854-10° @ 1,16 107 @ 2,89-107 P
Dekanojska kislina 0°" 7,78-10° @ 771-10° *  750-10° ® 8,68-10° @ 7,92-10° @ 7,67-10° @ 0" 20110 °©
Alkoholi
2-butanol 0?2 0?2 0% 1,81-10° ® 1,18-10° ®  338-10° *  471-10° ®  633-10° ®  326-10° ©
1-butanol o ® 02 957-10° ™ 1,03-100 © 326-10° ®  491-10° ®* 369-10° ®* 573105 * 218-10" ¢
2-pentanol 0 0% 413-10° % 131100 % 242-10°" ™ 25710 ° 250-10" ° 397107 ¢ 568107
3-metil 1-butanol 2,35-10% *®  424.10° ® 134-10" © 849-10° * 353-10° ®  784-10° *  1,70-10° ® 1,87 -10° 2 1,18 -10" ™
2,3-butandiol o ® 7,86-10° @ 2,10-10" ¢ 4,09-10" ¢ 1,84-107 © 1,04-10° *  6,14-10° ®  657-105 ®  473-10° *®
2-metil 3-pentanol 2,22-10" °© 322107 ¢ 273107 ¢ 570-10° P 02 0°? 0 @ 0 @ 0@
1-hekanol 929105 @ 926-10° * 878-10° * 1,55-10° ® 2,14-10° 2 2,44-10%8 *  355-10° @ 6,61-10° ©  316-107 °©
2-heptanol 0?2 0% 2,69-10° % 1,17-10" * 2,72-10" *  348-10" ®© 591-10" ®  397-10" ™  6,18-107 °©
2-etil 1-heksanol 8,68 -10° ®  288-10° @ 535-10° ® 776-10° ° 6,78-10° *  6,60-10° ®  1738-10° © 6,36-10° ®  144-10° ¢
2-nonanol 0?2 0? 0% 246-10° % 141-10° ® 8,53-10° ®  3,86-10° ® 9,94-10° ®  208-10° *®
Aldehidi
3-metil butanal 1,53-107 °© 3,45-10° ° 449-10° ®©  185-10° ® 345-10° ° 0? 02 02 02
Heksanal 1,27 -105 ° 1,51-10°% ° 0? 0? 02 0? 02 0?2 0?2

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge G: Povpreéne vrednosti vsebnosti (povrsina kromatografskih vrhov) hlapnih organskih spojin (HOS) v Nano$kem siru na razli¢ne
dneve zorenja v poletni sezoni

HOS Dnevi zorenja

Aldehidi 0. dan (sirnina) 7. dan 21. dan 35. dan 49. dan 63. dan 77.dan 99. dan 187. dan
Heptanal 9,64 -10° ®  852-10° * 527-10° ¢ 146-10° ® 221105 ™  308-10° ® 345-10° ¢  1,67-10° ® 1,80-10° ®
Oktanal 0 ¢ 1,34-105 ¢ 435-10° *  6,89-10° ® 7.88-10° ® 792-10° ® 1,01-10° ™  8,02-10° ® 234-10° °©
Benzaldehid 1,06-107 “  292.10" T 153-10" ¢ 821-10° ®® 232-10° ®  4,50-10° ® 3,89-10° ¥ 424-10° ® 1,13-10" *
Nonanal 1,91-10%5 ™ 139-10%5 ® 1,19-10° * 1,48-10° ™ 163-10° ® 124-10° ® 1,17-10° ®* 845-10° ¢  1,94-10° ©
Benzeneacetaldehid 0?2 0°? 02 0% 702:10°° 1,11 -10° @ 0% 310-10° 2% 1,14-10° ©
2-nonenal 0@ 0% 206-10°° 0% 101100 ® 0@ 51078 2 0 °? 0@
Dekanal 0°" 6,43 -10° * 0% 9,07-10° 2 0° 797-10°°% 281-10° ™ 712:10° * 952-10° ®

Estri

Etil ester ocetne kisline o ® 02 474-10°° 1,00-10° ©  355-10° ® 1,84-10° ® 123-10° ® 1,54-10° ® 4,13-10° ®
Etil ester butanojske kisline 241100 ¢ 490-10" ®  646-10" ® 83310 * 746-10" ® 701107 ® 573-107 ® §21-10" *  1,90-10° ¢
Butil ester ocetne kisline 0?2 0?2 02 02 02 0?2 02 0% 18210 "
1-butanol 3-metil acetate 0 ? 0 ?® 0 ? 0 ? 0 ? 0 °® 0% 441-10° ° 0 ?
Etil ester heksanojske kisline 5,53-10% @ 6,65-10° *  6,63-10° *  761-10° *  768-10° *  631-10° * 741-10° *  898-10° 2,82-107 °
Metil ester oktanojske Kisline 0? 0? 0 * 0 * 0? 0? 0? 0? 0°*
Etil ester oktanojske kisline 1,15-105 ®  563-10° *  544-10° *  1,62-10° ®°  1,51-10° ®  956-10° ® 1,22-10° ®  1,53-10° ® 593-10° °©
Etil ester dekanojske kisline 0? 0? 0? 0? 0 ? 0? 0 * 0 * 0 ?

Ketoni
2,3-butandion (Diacetil) 1,98 -10% © 1,50-10% ¢ 127-10®) ¢ 282-10" ®° 10310 ® 474-10° * 1,98-10° *  2,75-10° @  435-10° @
2-butanon 0?2 0?2 0% 628-10° ° 1,85-10° @ 527-10° ®  437-10° *  581-10° @  824-10° ?
2-pentanon 0 ¢ 922-10° ¢ 134-10" ©  1,20-108 ® 137-108 ® 1,39-10° *  1,05-10° ® 143-10° *  8,69-10" P
2,3-pentandion 9.49-10" ¢ 456-10° ¢ 3,73-10" ° 0?2 0 ° 0@ 0 ° 0 °? 0@
?A'l'gtrooiﬁ' 2-butanon 261108 ¢ 1.86-10° ® 179108 476-10" ¢ 142-107 @ 628-10° * 339-10° @  543-10° ®  7,11-10° @
2-hidroksi 3-pentanon 2,66-100 ¢ 336-10" °  290-10" ®  647-10° ¢  259-10° *  145-10° *  1,08-10° @  123-10° @ 0@
2,3-heptandion 2,62-10% P 0@ 0 @ 0@ 0 ° 0@ 0 ° 0 ° 0°®

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge G: Povpreéne vrednosti vsebnosti (povrsina kromatografskih vrhov) hlapnih organskih spojin (HOS) v Nano$kem siru na razli¢ne
dneve zorenja v poletni sezoni

HOS Dnevi zorenja

Ketoni 0. dan (sirnina) 7. dan 21. dan 35. dan 49. dan 63. dan 77.dan 99. dan 187. dan
2-heptanon 7,69-10° ®°  397-10" ®°  465-10" ® 227108 @ 288-10% @ 377-10° ¢ 392-10° ¢ 2,74-10° * 242-10% ?
2-oktanon 2,27-10° @ 4,00-10° &  441-10° @ 2,75-10° ®  642-10%° *  8,52-10° ¢ 9,88-10° ¢  290-10° ® 238-10° ®
6-metil 5-hepten-2-on 4,41-10° P 0°? 02 02 0 @ 0°? 0 @ 0@ 0°?
2-nonanon 6,06 -10° *? 2,17-10° *  3,00-10° *  524-10" * 1,16-10° *  1,19-10° ®*  1,59-10] *  546-10" * 4,03-10" ?
8-nonen-2-on o ® 0? 0 ? 0% 1,15:10° ¢  560-10° * 936-10° “ 0?2 0?
2-undekanon 0® 327-10°% 459-10° % 1,88-10° * 1,42-107 ®*  3,79-10° ® 435-10° ® 136-10° *  2,16-10° @

Ostale HOS

2-okten 3,33-10% P 2,37-10° P 0 ? 0 ? 0?2 0? 0?2 0?2 0?
Toluen 4,67-10" ? 346107 *  383-10" * 341-100 * 1,38-10° °  1,04-10" ® 953-10° ° 132:10" ®© 294-10" ®
Etilbenzen 6,09-10° ®  840-10° © 752105 ®©  892-10° P 2,07-10° *  925-10° *  7,63-10° *  497-10° *  8,13-10° P
Dimetil sulfone 0?2 1,10-10% 15110 ¢ 1,30-10° ® 7,62-10° * 491-10° ® 7,06-10° ®¢ 195-10° ¥  6,26-10° ¥
Undekan 545-10° ®  714-10° ®  623-10° ®  6,70-10° * 482-10° ® 368:10° * 8,18-10° °  585-10° ® 129-10° °©
p-krezol 0 °? 0 ? 0% 203-10°% 289-10°® 918-10° ¢ 745-10° *  3,13-:10° ® 7,01-10° ™
&-oktalakton 1,38-10% ®  1,39-10° ® 1,70-10° *  1,70-10° ®  1,73-10° @ 1,23-10%5 ™ 121-10° *  976-10° ®  1,53-10° *
5-dekalakton 0 ¢ 1,80-10% & 222-10° ® 247105 ® 282-10° * 279-10° *  238-10° ® 1,87-10° *  3,54-10° °©

Terpeni
Pinan 9,45 -10° © 6,08-10° ¢ 502105 ®©  468-10° ® 388-10° *  470-10° ® 449-10° ® 438-10° ® 7.64-10° ¢
a-pinen 1,56-10° ®  1,80-10" ®*  1,73-10" ® 1,66-10" ® 9,71-10° ¢  6,59-10° ¢ 477-10° ¢ 6,59-10° ¢ 1,39-10" @
Sabinen 7,79 -10° ¢ 731-10° ®© 968-10° ® 135-10° * 1,35-10° *  1,05-10° ® 1,09-10° ®* 154105 © 2,67-10° ¢
Limonen 2,98-10% 4 276105 ® 275-10° ®  244-10° ®* 138-10° * 929.10° ¢ 420-10° M  249-10° ** 4,88-10° ¢
p-cimen 3,51-10°% @ 329105 @ 329-10° ®  257-10° @ 4,48-10° @ 1,09-10° *  1,72-10°% 2 1,94-10° ¢ 3,02-10°% 2@
B-kariofilen 2,41-10% ¢ 851-10° ®  130-10° ® 1,57-10° *  1,50-10° 2@ 1,36-10° ®  1,19-10° ®  1,06-10° ® 232-10° °©

Iste ¢rke v vrstici nakazujejo, da razlike niso statisticno znacilne (Tukey test, p < 0.05)



Priloga H: Povpreéne vrednosti vsebnosti (povrsina kromatografskih vrhov) hlapnih organskih spojin (HOS) v Nano$kem siru na
razli¢ne dneve zorenja v zimski sezoni

Annex H: Means of volatile organic compounds (arbitrary area units) in Nanos cheese at different stages of ripening

time in winter season

HOS Dnevi zorenja (zimska sezona)

Mascobne Kisline 0. dan (sirnina 7. dan 21. dan 35. dan 49. dan 63. dan 77. dan 99. dan 187. dan
Ocetna kislina 1,01 -107 ®  126-107 ® 528-10° ™ 439-10° P  8383-10° ™ 974-10° * 821-10° ®* 970-10° ®* 1,22-107 ?
Butanojska kislina 8,07-10" @ 1,89-10%8 ®  148-10% ® 128-10° ® 1,92-108 ® 237108 1,91 108 ®  208-10% * 281-10% ¢
3-metil butanojska kislina 0?2 0% 1,33-10° % 575-10° *  1,13-107 ®  2,00-10" * 243-10" * 33010 ®° 332:107 °
2-metil butanojska kislina 0?2 0@ 0% 254-10° ® 379-10° ®  629-10° ® 734-10° * 995-10° *  962-10° °
Pentanojksa kislina 0 @ 0 @ 0 @ 0@ 0 @ 0@ 0 ? 0% 593-10°°
Heksanojska kislina 4,66 -10" ? 7,00-107 ®  594-10" @ 6,64-10" ® 856-10" ° 1,13-108 ¢ 123108 @ 147-108 ®  1,50-10% °©
Heptanojska kislina 0 ® 861-10° ® 288-10° ¢ 6,92-10° *  790-10° ®  848-10° ® 1,11-10° ¢  1,03-10° P° 0 ¢
Oktanojska kislina 534-100 @ 561-107 ®  455-10" @ 3,06-10"7 ¢ 4,58-107 2 494-10" ®  561-100 ®  645-10° °  500-107 ®
Dekanojska kislina 1,06-10° ®  138-107 ® 12110 ® 1,00-10" *  1,38-10" ® 160-10°7 * 1,72-10" ® 2,15-107 ¢ 181-107

Alkoholi
2-butanol 0 ?® 0 ?® 21691 @ 0?® 322-0° ? 3,39-10° & 1,86-10° @ 283-10° *  1,01-10% °
1-butanol 0 ?® 0 ?® 0 ? 0% 340-10° @ 241-10° *  356-10° @ 510-10° @ 1,91-107 °
2-pentanol 0" 0" 1,010° * 445-10° * 967-10° * 1,12-107 * 144-10 * 151-10" * 277-10" ¢
3-metil 1-butanol 0 ?® 598-10° @ 278-10° @ 648-10" °  2,72-10° @ 3,00-10° @ 421-10° @ 459-10° *  137-10" @
2,3-butandiol 3,05 108 ¢ 0* 130-10° ¢  7,98-10° " 127-10" <  1,01-10" " 549-10% *® 395.10° ® 0?2
2-metil 3-pentanol 787105 258107 ¢ 518-10° * 555-10° P 02 0? 0°? 0°? 0°?
1-hekanol 6,89-10° ¢  464-10° * 344-10° @ 329-10° * 4,82-10° ° 8,17-10° ™ 996-10° * 123:10" ¢  2,48:10" ©
2-heptanol 0 ®  247-10° %  1,04-107 ®  145-10" ®* 194107 *  2,69-10°" 4 591-10° * 450-10" 367107 ®
2-etil 1-heksanol 1,47 -10% @ 1,62-10° *  1,30-10° ®  1,05-10° *  9,86-10° ? 9,79-10° ®  1,31-10% @ 1,67-10° @ 1,56-10°% 2
2-nonanol o ® 0% 608:10°® 121-10° * 861-10° ® 1,08-10° * 2,89-10° ¢ 1,93 108 ¢ 0 °

Aldehidi
3-metil butanal 0 ?® 0% 221-10°°% 1,33:100 °  1,42-10% @ 0 °® 0 ?® 0 ° 0 °
Heksanal 02 2,76-10° ®  1,61-10° @ 0?2 0 2 0 ? 02 0 ? 0 ?

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge H: Povpreéne vrednosti vsebnosti (povrsina kromatografskih vrhov) hlapnih organskih spojin (HOS) v Nano$kem siru na razli¢ne
dneve zorenja v zimski sezoni

HOS Dnevi zorenja (zimska sezona)

Aldehidi 0. dan (sirnina) 7. dan 21. dan 35. dan 49. dan 63. dan 77. dan 99. dan 187. dan
Heptanal 0@ 1,35-10° ®  393-10° ©  3,00-10° ©  145-10° ®  1,02-10° ® 1,72-10° ®  134-10° ® 575-10° ®
Oktanal 1,14-10" @ 1,01-10° @ 892-10° *  9,76-10° *  7,95-10° @ 9,17-10° *  1,09-10" *  880-10° ®  1,15-10" ®
Benzaldehid 0" 356100 ¢ 1,77-10° ¢ 652-10° ¥ 744-10° ° 6,62 -10° 2 0° 729-0° % 588-10° *
Nonanal 1,01-10° ®  300-105 ©  502-10° ¢ 537-10° ¢ 2,12-10° ®  181-10° ® 228-10° ® 215-10° ® 795-10° ®
Benzenacetaldehid 0 ? 0% 3,98:10° ° 0 ?® 0 ? 0 °® 0 °® 0% 980-10° ¢
2-nonenal 0 ® 0 ? 0 ° 0 ® 0 0 ® 0 ® 0 ® 0 ®
Dekanal 0@ 0 @ 0@ 0@ 0@ 0% 139-10°° 0@ 0@

Estri

Etil ester ocetne kisline 0 ® 0@ 02 787-10° % 946-10° ° 22210 % 149-10° *  1,78-10° *  121-10" °
Etil ester butanojske kisline 2,720 ®  826-10" ®  305-10° @  3,73:100 @ 586-10° ®  780-107 * 6,17-10" ® 702107 ® 1,03-10° ©
Butil ester ocetne kisline 0? 0 *® 02 0? 02 0? 0? 0% 1,68-107°
1-butanol 3-metil acetate 0® 0 ® 0 ® 0? 0® 0°? 0% 3,0910°° 593-10° ¢
Etil ester heksanojske kisline 6,56 -10° @ 1,07-10" ®  735-10° @ 912105 * 992-10° ® 127-10" ®* 1,70-10" ¢ 1,97-107 ¢  2,82-107 ¢
Metil ester oktanojske kisline 1,18-10° @ 1,29.10° @ 426-10° * 126-10° * 485-10° ¢  136-10° * 1,51-10° @  1,33-10° @ 0°
Etil ester oktanojske kisline 53410 ®  425.10° ® 551-10° *  263-10° @ 336-10° @  3,67-10° * 591-10° * 591105 ¢ 6,82-10° ©
Etil ester dekanojske kisline 440-10° @ 288-10° *  225-10° ® 1,05-10° ®©  2,15-10° ® 206-10° ® 253-105 ® 320-10° * 3,69-10° ?

Ketoni
2,3-butandion (diacetil) 323108 °© 1,32-102 278107 *  335-10" * 7,89-10° * 574-10° * 2,02-10° *  2,61-10° ° 0?
2-butanon 0 ® 2,73-10" * 1,28-10% @ 0% 569-10° * 1,13-10° ®@ 3,77-10° @  743-10° *  7,06-10° °
2-pentanon 2,95-10° @ 1,81-10° @ 862:10" ®  611-10° ® 705107 ® 527-10" ® 478107 ® 572107 ® 232-10" °
2,3-pentandion 3,18-10" ¢ 498-107 ¢ 02 956-10° ° 0 a 0 a 0 a 0°? 0°?
3-hidroksi 2-butanon (acetoin) | 3,75 -10° ¢ 1,95-108 ¢ 506-10°7 ° 828-10" * 125-10° * 973-10° * 572-10° @  3,06-10° ° 0@
2-hidroksi 3-pentanon 8,16-10° ™  283-10" ¢  7,50-10° ¢ 6,82-10° "¢ 141-10° *® 153-10° ® 0 a 0 @ 0@
2,3-heptandion 0? 0? 0 ? 0? 0 @ 0 8 0 8 0 ? 0 ?
2-heptanon 5,49 -10° @ 9,03-10" *  4,51-10® ¢ 4,09-102 ® 237108 * 142-10® ® 278-108 “ 258-108 * 3,78-10" ?
2-oktanon 0® 724-10°® 1,11-100 ¢ 652-10° ¢ 2,01-10° ®  1,17-10° ® 440-10° ®  3,04-10% ¥ 0 °
6-metil 5-hepten-2-on 0 * 0* 0 * 0? 0 2 0 2 0 2 0°* 0°*

se nadaljuje



Nadaljevanje priloge H: Povpreéne vrednosti vsebnosti (povrsina kromatografskih vrhov) hlapnih organskih spojin (HOS) v Nano$kem siru na razli¢ne

dneve zorenja v zimski sezoni

HOS Dnevi zorenja (zimska sezona)

Ketoni 0. dan (sirnina) 7. dan 21. dan 35. dan 49. dan 63. dan 77. dan 99. dan 187. dan
2-nonanon 1,93 -10° @ 8,02-10° & 2,10-10° ©  1,41-10° ® 491-10" @ 1,72-10°0 *  7,77-10°0 ®  513:10° ®  736-10° °
8-nonen-2-on 0 ® 0 *® 0% 376-10° ° 0 a 0 a 0 & 987-10" ® 0?
2-undekanon 02 1,22-108 @ 6,03-10° ®©  1,17-10" ¢ 2,01-10° ®  1,78-10° * 374-10° ® 247-10° ® 1,63-10° ?

Ostale HOS

2-okten 02 0 ? 02 0?2 0 a 0 a 0 a 02 02
Toluen 7,54 108 °© 7,34-10% ¢ 408-10° @ 208-10° ° 357-10° @ 376-10° ® 3,92-105 * 296-10° ® 293.10° ®
Etilbenzen 237105 ® 564105 ®  467-10° ® 935-.105 °  393-10° @  7,18-10° * 9558:10° *  6,77-10° *  725-10° ?
Dimetil sulfone 02 1,54 -10% ®© 02 0% 230-10° 2 0 a 0 a 0? 0?
Undekan 02 0 *® 02 0? 0 a 0 a 0 a 0% 501-10°°
p-krezol 0? 0 *® 02 0? 0 a 0 a 0 a 0? 0?
5-oktalakton 2,07-10% ®  443.10° ¢  395-105 ¢ 294-10° ° 296-10° ® 245105 ® 212-10° * 158-10° *  1,61-10° ?
5-dekalakton 1,87 -10° °® 406-10° @ 3,79-10° *  327-10° ® 3,62-10° * 3,57-10° * 4,11-10° * 3,91-10+ *  333-10° ®

Terpeni
Pinan 0 ?® 0 ?® 0 ? 0 ° 0 & 264-105 * 277-105 °  265-10% P o°
a-pinen 22210 642-10° ® 320-10° *  232-10° @  298-10° * 339-10° * 248-10° ® 243-10° *  2,77-10° ®
Sabinen 0@ (s (I 0? 0 a 0 a 0 a 0@ (I
Limonen 420-10% © 3,50-10° ¢ 1,63-10° ®  1,02-10° °  1,78-10° ® 242-10°% ® 244-10° @ 1,58 -10° ®  1,63-105 ®
p-cimen 1,56-10° ®  1,80-10° ¢ 9,18-10° ® 580-10° * 1,06-10° ™ 1,10-105 “ 133-10° ¢  770-10° * 668-10° *
B-kariofilen 0" 9,55-10° * 854-10° ® 806-10° * 1,03-10° @ 822-10° * 969-10° * 942-10° * 997-10° ?

Iste ¢rke v vrstici nakazujejo, da razlike niso statisti¢no znacilne (Tukey test, p < 0.05)



Priloga I: Skupna vsota hlapnih organskih spojin (HOS) po funkcionalnih skupinah in deleZi posamezne
skupine v Nano$kem siru v razli¢nih sezonah

Annex: Total sum of volatile compounds by functional groups and their parts in Nanos cheese by season

MASCOBNE KISLINE 0. dan-sirnina 7.dan 21. dan 35. dan 49. dan 63. dan 77.dan 99. dan 187. dan

VSOTA MK — poletje 7,19 107 1,55-10° 2,18 -10° 2,71 -10° 2,51 -10° 2,36 -10° 2,14 -10° 2,93 -10° 6,65 -10°
DELEZ MK (%) — poletje 8,53 18,54 24,03 25,77 23,56 21,42 19,35 28,72 41,79

VSOTA MK — zima 2,01 -10° 3,42 -10° 2,72 -10° 2,49 -10° 3,62 -10° 452 -10° 428 -10° 4,94 -10° 5,60 -10°
DELEZ POLETIE (%) — zima 19,21 30,50 21,45 20,29 39,76 50,86 39,78 44,72 57,95

ALKOHOLI

VSOTA ALKOHOLI — poletje 2,63 107 3,84 107 7,33 107 9,46 107 8,20 -107 8,10 -107 1,05 -10° 1,02 -10° 1,95 -10°
DELEZ ALKOHOLI (%)  poletje 3,12 4,58 8,07 9,00 7,68 7,36 9,48 10,05 12,27

VSOTA ALKOHOLI — zima 1,93 -107 3,83 107 3,79 -107 1,03 -10° 5,19 107 6,42 107 1,01 -10° 8,99 -107 1,25-10°
DELEZ ALKOHOLI (%) — zima 1,84 3,42 2,99 8,39 5,70 7,22 9,39 8,13 12,88

ALDEHIDI

VSOTA ALDEHIDI - poletje 3,00 10 3,84 107 2,22-10 1,46 -10" 1,12-10 1,05 10" 9,85 -10° 8,58 -10° 1,95 107
DELEZ ALDEHIDI (%) — poletje 3,56 4,58 2,44 1,39 1,05 0,96 0,89 0,84 1,22

VSOTA ALDEHIDI — zima 1,24 107 527107 3,87 107 3,79 107 2,04 107 1,86 10" 1,63 10" 1,96 -107 1,97 -107
DELEZ ALDEHIDI (%) — zima 1,18 4,71 3,05 3,09 2,24 2,09 1,51 1,77 2,04

ESTRI

VSOTA ESTRI — poletje 3,08 10 5,62 10" 7,65 107 1,03 -10° 8,73 10 7,92 107 6,72 107 9,46 107 2,46 -10°
DELEZ ESTRI (%) — poletje 3,66 6,71 8,42 9,76 8,18 7,20 6,07 9,28 15,48

VSOTA ESTRI — zima 4,47 107 1,02 -10° 4,60 -107 522107 7,55-107 1,00 -10° 9,01 -107 1,05 -10° 1,77 -108
DELEZ ESTRI (%) — zima 4,26 9,07 3,63 4,26 8,29 11,25 8,37 9,51 18,25

KETONI

VSOTA KETONI — poletje 5,91 10° 4,68 10° 4,36 -10° 4,93 10° 591 -10° 6,60 -10° 6,78 -10° 4,8510° 3,86 10°
DELEZ KETONI (%) — poletje 70,13 55,79 47,97 46,84 55,38 60,07 61,18 47,60 24,24

VSOTA KETONI — zima 749-10° 5,51 10° 8,50 -10° 7,62-10° 3,83 -10° 2,33 -10° 4,20 -10° 3,79 -10° 7,06 107
DELEZ KETONI (%) — zima 71,43 49,12 67,06 62,16 42,06 26,24 39,00 34,28 7,30

OSTALE HOS

VSOTA OSTALE HOS — poletje 5,80 -107 5,04 107 5,19 .10 4,69 107 2,20 107 1,71 10 1,62 10 1,76 10" 4,52-107
DELEZ OSTALE HOS (%) — poletje 6,89 6,01 5,71 4,46 2,06 155 1,46 173 2,84

VSOTA OSTALE HOS — zima 1,39 -107 2,30 10 1,65 107 1,76 -107 1,08 -10" 1,05 10" 1,11 107 9,12 -10° 9,10 -10°
DELEZ OSTALE HOS (%) — zima 132 2,05 1,30 1,44 118 118 1,03 0,83 0,94

TERPENI

VSOTA TERPENI — poletje 3,47 107 3,17-107 3,06 107 2,92 107 2,23 107 1,57 107 1,75 107 1,80 -107 3,44 107
DELEZ TERPENI (%) — poletje 4,12 3,79 3,37 2,78 2,09 1,43 1,58 1,77 2,16

VSOTATERPENI — zima 7,98 -10° 1,27 107 6,60 -10° 4,73 -10° 6,85 -10° 1,04 107 1,00 -107 8,37 -10° 6,06 -10°
0,76 1,13 0,52 0,39 0,75 1,17 0,93 0,76 0,63

DELEZ TERPENI (%) — zima




Priloga J: Vsebnost hlapnih organskih spojin (HOS) v Nano$kem siru, zorenem na razli¢nih lokacijah
Annex: The content of volatile organic compounds in Nanos cheese ripen at different location

HOS Vipava . Poljane
Povpredje RSD Povpredje RSD
MASCOBNE KISLINE
V1 Ocetna kislina 334107 0,08 322107 0,29
V2 Butanojska kislina 1,95 108 0,06 327108 0,43
V3 3-metil butanojska kislina 1,90 -10° 0,14 1,10 -107 0,48
V4 2-metil butanojska kislina 3,34 -10° 0,39
V6 Heksanojska kislina 1,77 -108 0,05 1,94 -10® 0,36
V7 Heptanojska kislina 1,87 -10° 0,13 2,56 -10° 0,13
V8 Oktanojska kislina 7,70 -107 0,08 3,72 10’ 0,42
V9 Dekanojska kislina 1,76 -107 0,13 1,02 -107 0,42
ALKOHOLI
V10 2-butanol 1,76 -10° 0,32 4,18 -10° 0,48
V11 1-butanol 1,78 -10° 0,21 1,58 -10° 0,42
V12  2-pentanol 1,38 -10° 0,40 2,79 -10°8 0,48
V13 3-metil 1-butanol 1,13 -10° 0,60
V16 1-heksanol 3,88 -10° 0,08 5,51 108 0,08
V17  2-heptanol 2,39-10° 0,14 1,11-107 0,31
V18 2-etil, 1-heksanol 1,18 -10° 0,38
V19  2-nonanol 422 -10° 0,10 1,69 -10° 0,38
ALDEHIDI
V22 Heptanal 1,31-10° 0,18 6,29 -10° 0,03
V23  Oktanal 3,40 -107 0,05 1,61-107 0,30
V24  Benzaldehid 1,56 -107 0,07 1,38 107 0,30
V25  Nonanal 1,56 -10° 0,21 7,48 -10° 0,49
V28 Dekanal 2,15-10° 0,11
ESTRI
V29 Etil estre ocetne kisline 4,10-107 0,73 6,49 -10° 0,28
V30 Etil ester butanojske kisline 1,02 -107 0,06 321107 0,48
V33 Etil estre heksanojske Kisline 9,90 -10° 0,15 1,78 -107 0,36
V34 Metil ester oktanojske kisline 4,07 -10° 0,04 3,21-10° 0,31
V35 Etil ester oktanojske kisline 7,66 -10° 0,27 4,04 -10° 0,23
V36 Etil ester dekanojske kisline 2,99 -10° 0,18 1,77 -10° 0,41
KETONI
V37 2,3 butandion (diacetil) 222108 0,03 4,06 -10° 0,63
V38 2-butanon 3,32-10° 0,32 5,32-10° 0,45
V39 2-pentanon 1,20 -107 0,14 6,14 -10° 0,46
V41 3-hidroksi 2-butanon (acetoin) 1,15-10° 0,07 3,97 -10° 0,56
V44 2-heptanon 8,07 107 0,10 8,62 10 0,21
V45  2-oktanon 1,77 -10° 0,40 1,18-10° 0,24
V47 2-nonanon 3,36 10" 0,24 1,11 -107 0,40
V49 2-undekanon 1,98 -10° 0,11 8,13 -10° 0,30
TERPENI
V51  o-pinen 3,10-10° 0,11 1,00 -10° 0,50
V53 Limonen 5,47 -10°8 0,30 6,50 -10° 0,09
V54 p-cimen 9,41 -10° 0,31 2,01-10° 0,56
V55 B-kariofilen 7,77 -10° 0,14 4,68 -10° 0,46
OSTALE KOMPONENTE
V57  Toluen 1,32 10 0,04 1,34 10 0,07
V58  Etilbenzen 6,57 -10° 0,16 1,65-10° 0,45
V62 d-oktalakton 3.21-10° 0,08 1,80 -10° 0,42
V63 5-dekalakton 3,78 -10° 0,09 1,65 -10° 0,39

Irelativna standardna napaka



UNIVERZA V LJUBLJANI

BIOTEHNISKA FAKULTETA

Ilva BOLTAR

OBLIKOVANJE IN VREDNOTENJE AROME
NANOSKEGA SIRA — OD KRME DO SIRA

DOKTORSKA DISERTACIJA

Ljubljana, 2015



