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REZIME

Sremski kulen je fermentisana suva kobasica koja se vekovima proizvodi u seoskim
domadinstvima Srema prema jedinstvenoj recepturi i tradicionalnoj tehnologiji, bez
upotrebe starter kultura i aditiva. Tradicionalni nacin proizvodnje sremskog kulena odrzao
se jedino u seoskim domacinstvima i kod zanatskih proizvodaca ciji obim proizvodnje nije
dovoljan da zadovolji potrebe trzista. Usvajanje tradicionalnih normi od strane pojedinih
industrijskih proizvodaca sa teritorije Srema doprinelo bi unapredenju proizvodnje
stemskog kulena. Stoga je istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije imalo za cilj da se
uporedi mikroflora, kao i parametri kvaliteta sremskog kulena proizvedenog u industrijskim
uslovima u skladu sa tradicionalnim zahtevima (ISK), sa mikroflorom i kvalitetom
stemskog kulena proizvednog u seoskom domacinstvu na tradicionalni nacin (TSK).
Rezultati mikrobioloskog ispitivanja ove studije pokazuju da su najbrojniji mikroorganizmi
tokom zrenja ISK 1 TSK bile bakterije mle¢ne kiseline (BMK) pra¢ene mikrokokama i
enterokokama. Bakterije iz familija Pseudomonadaceae 1 Enterobacteriaceae su izmrle do kraja
zrenja, dok patogeni mikroorganizmi, kao §to su Salmonella spp. 1 Listeria monocytogenes, nisu
izolovani ni u jednoj fazi mikrobioloskog ispitivanja industrijskog 1 tradicionalnog
proizvoda iz ove studije. Identifikacija bakterija mlecne kiseline izvrSena je pomocu
MALDI-TOF masene spektrometrije. Od ukupno 180 izolata BMK poreklom iz ISK, 137
izolata (76,11%) je identifikovano kao Lactobacillus sakez, 18 (10%) kao Lactobacillus curvatus, 5
(2,78%) kao Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis, 2 (1,11%) kao Lactobacillus paraplantarum
12 (1,11%) kao Leuconostoc mesenteroides, dok 16 izolata (8,89%) nije identifikovano. Sa druge
strane, od ukupno 180 izolata BMK poreklom iz TSK, 161 izolat (89,64%) je identifikovan
kao Lactobacillus sakei, 13 (7,22%) kao Lactobacillus curvatus i 2 (1,11%) kao Leuconostoc
mesenterodes, a 4 izolata (2,22%) nije identifikovano.

Tokom ispitivanja fizicko-hemijskih parametara, utvrdeno je da se pH vrednost sremskog
kulena dobijenog u industrijskim uslovima znacajno razlikovala od pH vrednosti proizvoda
dobijenog u tradicionalnim uslovima tokom celog perioda zrenja, na nivou statisticke
znacajnosti od 5% ili 0,1%. Na kraju zrenja pH vrednost ISK i TSK iznosila je 5,64+0,03 i
5,46%0,02 redom, s$to je u skladu sa zahtevima vazeceg Pravilnika o kvalitetn usitnjenog mesa,
poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (SI. glasnik RS, 94/2015) i Elaborata o 3astiti geografskog
porekla ,Sremski kulen” (2013). Tokom zrenja ISK 1 TSK doslo je do znacajnog susenja

proizvoda. Posledicno je kod ISK utvrden kalo susenja od 54,71% i a, vrednost od



0,800£0,01, dok je kod TSK kalo suSenja iznosio 53,14%, a a, vrednost 0,815£0,00.
Utvrdene niske a, vrednosti ukazivale su na mikrobiolosku stabilnost proizvoda.

Anallizom hemijskog sastava, utvrdeno je da ISK i TSK ispunjavaju zahteve Pravilnika (5.
lasnik RS, 94/2015) i Elaborata (2013) u pogledu sadrzaja vlage, masti, proteina mesa, kao i
sadrzaja kolagena u proteinima mesa. Oba proizvoda su imala sadrzaj vlage ispod 35%. U
gotovom proizvodu industrijskog porekla utvrden je sadrzaj masti od 29,00£0,72%, dok je
u tradicionalnom proizvodu bio maniji i iznosio je 26,21+£4,37% (P>0,05). Sadrzaj proteina
mesa u ispitanim proizvodima bio je priblizno isti i iznosio je 36,10£1,21% za ISK,
odnosno 36,46%1,21% za TSK. Sa druge strane, ISK je imao znacajno vedi relativni sadrzaj
kolagena (6,18%0,41%) od TSK (5,27£0,71%) (P<0,05). Ispitivanjem hidrolitickih i
oksidativnih promena masti, utvrden je nizak stepen lipolize i oksidacije masti tokom zrenja
ISK i TSK. Kiselinski broj se konstantno povecavao tokom proizvodnog ciklusa, tako da je
u gotovom proizvodu industrijskog porekla iznosio 3,4510,58 mg KOH/g, dok je
kiselinski broj proizvoda dobijenog u tradicionalnim uslovima bio znacajno manji i iznosio
je 2,3910,20 mg KOH/g (P<0,01). Na kraju zrenja TBARS vrednost industtijskog
proizvoda iznosila je 0,11+0,02 mg MDA /kg, a tradicionalnog 0,11+0,04 mg MDA /kg, pri
cemu nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu istth (P>0,05). Sa druge strane,
proces proteolize u ISK i TSK, bio je izrazen tokom celog proizvodnog ciklusa
(ISK=10,03%0,30-18,36£0,86%; TSK=10,15%0,84-17,97+0,37%), pti cemu je u poslednjoj
fazi proizvodnje utvrdeno smanjenje indeksa proteolize kod oba proizvoda, kao posledica
dehidracije proizvoda odnosno povecanja koncentracije soli. Tokom zrenja, znacajno veca
akumulacija biogenih amina utvrdena je u ISK (1263,16 mg/kg) nego u TSK (410,83
mg/kg) (P<0,001). Triptamin i feniletilamin su detektovani u svakoj ispitanoj fazi zrenja
eksperimentalnih proizvoda. Sadrzaj tiramina, kadaverina i putrescina se povecavao tokom
ztenja oba proizvoda. Na kraju zrenja sadrzaj histamina u ISK iznosio je 12,36%+1,72
mg/kg, a u TSK 16,55%5,22 mg/kg, pri ¢emu utvrdene koncentarcije histamina nisu bile
zabrinjavajuce sa aspekta bezbednosti proizvoda.

ISK i TSK su ispunili zahteve propisane Elaboratom (2013) 1 u pogledu senzorskih svojstava.
Statisticki znacajna razlika izmedu ISK 1 TSK tokom senzorne analize utvrdena je samo u
pogledu mirisa i ukusa, jer je industrijski proizvod imao prihvatljiviju aromu za veéinu
senzoricara. S obzirom da je utvrdena prosecna ocena ukupnog senzornog kvaliteta za ISK
iznosila 96,4312.88, a za TSK 95,36+1,14, moze se zakljuciti da su u pitanju proizvodi

visokog kvaliteta. Instrumentalnim ispitivanjem boje povtsine ISK i TSK, utvrdeno je da je



ISK imao znacajno veéu L* vrednost (L.*4,=30,13%0,29; [.*.=27,25+0,43), udeo crvene
boje (a%=7,05£0,32; a*=6,071£0,97), kao i udeo zute boje (b*=9,17%0,36;
b*1<=8,13%£0,71). Medutim, boja povtsine oba proizvoda bila je u skladu sa zahtevom
Elaboratom (2013). Instrumentalnim ispitivanjem boje poprecnog preseka ISK i TSK,
utvrdeno je da je ISK imao znacajno veéu L* vrednost (35,71£0,91), udeo crvene boje
(23,99£0,60), kao 1 udeo zute boje (18,08+0,99) od TSK (L.*=32,6510,44; 4*=18,2611,30;
b*=13,0410,72). Medutim, statisticki znacajna razlika izmedu ISK i TSK nije utvrdena u
pogledu nijanse boje, kao 1 relativnog odnosa crvene 1 zute boje (P>0,05). Znacajno manji
udeo crvene boje kod TSK nije ukazivao na senzorno manje prihvatljivu boju proizvoda,
jer je veoma bitan udeo zute boje, kao i karakteristike same boje. Merenjem instrumentalnih
parametara teksture, utvrdena je znacajno veca vrednost za c¢vrstocu (12796%1475 g) i
zvakljivost (3178+321,7 ¢) kod ISK, nego kod TSK (¢vrstoca=10048%1197 g;
zvakljivost=26751395,7 ¢), dok statisticki znacajna razlika nije utvrdena u pogledu
elasti¢nosti i kohezivnosti izmedu ISK i TSK (P>0,05). Manja vrednost za zvakljivost
utvrdena kod TSK je u saglasnosti sa rezultatima senzorne analize, s obzirom da je ovaj
proizvod dobio vecu ocenu za teksturu od ISK jer je bio socniji tokom zvakanja.

Uz postovanje tradicionalnih normi, industrijska proizvodnja sremskog kulena moze da
obezbedi kvalitetan proizvod sa prepoznatljivim senzornim osobinama, kao i tradicionalna
proizvodnja u seoskim domacdinstvima. Pored toga, ovaj nacin proizvodnje doprineo bi

ocuvanju kvaliteta 1 autenticnosti sremskog kulena, kao i bezbednosti proizvoda.

Klju¢ne reci: sremski kulen, fermentisane suve kobasice, industrijska i tradicionalna

proizvodnja, mikroflora, kvalitet, biogeni amini.
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SUMMARY

Sremski Kulen is a dry fermented sausage which has been produced for many centuries in
rural households of Srem, according to a unique recipe and traditional technology, without
the use of starter cultures and additives. The traditional manner of producing Sremski
Kulen is being used only in rural households and by craftsmen whose production is
insufficient to satisfy the market needs. The adoption of traditional norms by some
industrial producers from the territory of Srem would contribute to the improvement of its
production. Therefore, the research within this doctoral dissertation aimed to compare the
microbiota and quality parameters of Sremski Kulen produced in industrial conditions
according to traditional requirements with the microbiota and quality of Sremski Kulen
produced on traditional manner in rural household.

The results of the microbiological examination in this study showed that the most
numerous microorganisms during the ripening of industrial (ISK) and traditional (TSK)
Sremski kulen were lactic acid bacteria (LAB) followed by Micrococcaceae and Enterococcaceae.
Bacteria from the Pseudomonadaceae and Enterobacteriaceae families died off until the end of
the ripening process, while pathogenic microorganisms such as Sa/nonella spp. and Listeria
monocytogenes were not isolated at any stage of the microbiological examination of both
products from this study. Identification of LAB was performed using the MALDI-TOF
mass spectrometry. Out of a total of 180 BMK isolates from ISK, 137 isolates (76.11%)
were identified as Lactobacillus sakei, 18 (10%) as Lactobacillus curvatus, 5 (2.78%) as
Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis, 2 (1.11%) as Lactobacillus paraplantarum and 2 (1.11%)
as Leuconostoc mesenteroides, while 16 isolates (8.89%) were not identified. On the other hand,
out of a total of 180 BMK isolates originating from TSK, 161 isolates (89.64%) were
identified as Lactobacillus sakei, 13 (7.22%) as Lactobacillus curvatus and 2 (1.11%) as
Lenconostoc mesenteroides, while 4 isolates (2.22%) were not identified.

During the examination of physicochemical parameters, it was found that the pH value of
ISK differed significantly from the pH of TSK during the entire ripening period, at a level
of statistical significance of 5% or 0.1%. At the end of ripening, the pH value of the ISK
and TSK was 5.64 * 0.03 and 5.46 *+ 0.02, which is in accordance with the requirements of
the Official Gazette (2015) and the Elaborate (2013). During the ripening of ISK and TSK, a
significant drying was observed. Consequently, weight loss of ISK amounted 54.71% with
a,, value of 0.800%0.01, while weight loss of TSK was 53.14% with the a, value of



0.815%0.00. The identified low a, values indicated the microbiological stability of the
products.

The analysis of the chemical composition demonstrated that both ISK and TSK meet the
requirements of the Official Gazette (2015) and the Elaborate (2013) regarding the contents of
moisture, fat, meat protein, including the content of collagen in meat proteins. The
observed moisture content for both products was below 35%. At the end of ripening TSK
had lower fat content (26.21+4.37%) than ISK (29.00+0.72%) but without significant
difference (P>0.05). The meat protein content of the tested products was approximately
the same and amounted to 36.10+1.21% for the ISK and 36.46+1.21% for the TSK.
Differently, the ISK had a significantly higher relative collagen content than TSK (P<0.05).
By examining the hydrolytic and oxidative changes in fat, a low degree of fat lipolysis and
oxidation of ISK and TSK was determined. The acid value was constantly increasing
during the production cycle, so that in the final product of industrial origin it was
3.4510.58 mg KOH/g, while the acid value of the product obtained in traditional
conditions was significantly lower and amounted 2.391+0.20 mg KOH/g (P<0.01).

At the end of the ripening process, the TBARS values of the industrial and traditional
products were 0.11£0.02 mg MAL/kg and 0.11£0.04 mg MAL/kg, with no statistically
significant difference between them (P>0.05). Contrarily, the proteolysis process in ISK
and TSK was expressed throughout the all production cycle (ISK=10.03£0.30-
18.3610.86%; TSK=10.1510.84-17.97£0.37%). The decrease in the proteolysis index for
both products was observed in the final stage of production due to dehydration of the
products and increased salt concentration. During the ripening process, a significantly
higher accumulation of biogenic amines was determined in ISK (1263.16 mg/kg) than in
TSK (410.83 mg/kg) (P<0.001). Triptamine and phenyethylamine wete detected in each of
the examined ripening stages of the experimental products. The content of tiramine,
cadaverine and putrescine increased during the ripening of both products. At the end of
the ripening, the histamine contents in ISK and TSK were 12.36+1.72 mg/kg and
16.55%5.22 mg/kg. However the established histamine concentrations wetre not concerning
from the aspect of product safety.

Both ISK and TSK have fulfilled the requirements presented in the Elaborate (2013) and in
terms of their sensory properties. A statistically significant difference between ISK and
TSK during sensory analysis was determined only in terms of smell and taste, since the

industrial product had a more acceptable flavor (P<0.001). Considering that the total



sensory score for ISK and TSK was 96.431+2.88 and 95.3611.14, it can be concluded that
these products are both of high quality. During the measurement of the surface color of
ISK and TSK, it was found that the ISK had a significantly higher L* value
(L*6c=30.1310.29; L* 1(=27.25%0.43), redness (a%5=7.05£0.32; a*,(,,=6.0710.97) and
yellowness (6%4=9.1710.36; b%*,=8.13+0.71). However, the surface colour of both
products was in accordance with the requirements of Elaborate (2013). The instrumental
investigation of colour on the cross-section showed that the ISK had a significantly higher
L* value (35.71%20.91), as well as redness (23.9910.60) and yellowness (18.08£0.99) than
TSK (L*=32.65%0.44; a*=18.26%1.36; b*=13.04%0.72). However, a statistically significant
difference between ISK and TSK was not determined in terms of hue angle, as well as the
relative ratio of redness and yellowness (P>0.05). Significantly lower value for redness in
the TSK did not indicate a sensorial less acceptable colour of the product since the
yellowness as well as the colour characteristics are very important.

By measuring the texture instrumental parameters, a significantly higher value for hardness
(12796x1475 g) and chewiness (3178+321.7 ¢) was determined for ISK than for TSK
(hardness=10048+1197 g; chewiness =2675%£395.7 g), while a statistically significant
difference was not determined in terms of springiness and cohesiveness between ISK and
TSK (P>0.05). The lower value of chewiness determined for TSK is in accordance with the
results of the sensory analysis since this product received a higher grade for its texture than
ISK because it was juicier during chewing.

Respecting traditional norms, the industrial production of Sremski Kulen can provide a
quality product with recognizable sensory properties, relative to traditional production in
rural households. Additionally, this manner of production would contribute to the

preservation of quality and authenticity of Sremski Kulen as well the product safety.

Key words: Sremski Kulen, dry fermented sausages, industrial and traditional production,
microbiota, quality, biogenic amines.

Scientific field: Meat hygiene and technology

Field of academic expertise: Meat technology
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1. UVOD




1. Uvod

Sremski kulen je fermentisana suva kobasica koja se vekovima proizvodi u seoskim
domadinstvima Srema prema jedinstvenoj recepturi i tradicionalnoj tehnologiji, bez
upotrebe starter kultura i aditiva. Tradicionalni nacin proizvodnje sremskog kulena odrzao
se jedino u seoskim domacinstvima i kod zanatskih proizvodaca ciji obim proizvodnje nije
dovoljan da zadovolji potrebe trziSta. Proizvodnja sremskog kulena u seoskim
domacdinstvima svakako obezbeduje autenti¢nost proizvoda, ali kvalitet proizvoda varira od
proizvodaca do proizvodaca. Sa druge strane, industrijski proizvodaci odstupaju od
tradicionalnih normi i plasiraju proizvod pod nazivom ,.kulen” koji se u pogledu kvaliteta i
senzornih karakteristika znacajno razlikuje od tradicionalnog sremskog kulena. Proizvodnja
»kulena” u strogo kontrolisanim uslovima, zasnovana na upotrebi starter kultura, aditiva i
vestackih  omotaca, nesumnjivo doprinosi dobijanju bezbednog proizvoda sa
mikrobioloskog aspekta, ali ne i proizvoda koji odgovara tradicionalnom sremskom kulenu
u pogledu senzorskog kvaliteta (1ukovic i sar., 2011). Stoga, Pravilnik o kvalitetn usitnjenog
mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (S glasnik RS, 94/2015) po ptvi put izdvaja
»domaci kulen” kao proizvod koji se dobija od svinjskog mesa i masnog tkiva uz dodatak
soli ili soli za salamurenje, kao i mlevene zacinske paprike 1 puni isklju¢ivo u prirodne
omotace koji mogu biti slepo crevo (kata) ili zadnje crevo (kular) od svinja. Vazeci Pravilnik
(SL. glasnik RS, 94/2015), takode, propisuje zahteve za ,,domadi kulen” koji su u pogledu
fizicko-hemijskih i hemijskih parametara stroziji od zahteva propisanih za industrijski
.kulen”,

Poslednjih godina raste interesovanje potrosaca za tradicionalnim proizvodima od mesa,
kako u svetu tako i u Republici Srbiji. Potrosaci sve vise cene kvalitet, a pre svega
autenti¢nost ovih proizvoda. Takode je prisutan trend unapredenja tradicionalnog nacina
proizvodnje u cilju dobijanja proizvoda ujednacenog kvaliteta i istovremeno bezbednih sa
mikrobioloskog aspekta (Rocha i Elias, 2076). Kako bi se to postiglo, tezi se ka povezivanju
tradicionalnog nacina proizvodnje sa industrijskim potencijalom i najnovijim tehnoloskim
dostignucima, kako bi se na taj nacin ostvarila njihova sinergija u proizvodniji tradicionalnih
proizvoda od mesa (Rocha i Elias, 2016). Usvajanje tradicionalnih normi od strane pojedinih
industrijskih proizvodaca sa teritorije Srema doprinelo bi unapredenju proizvodnje
stemskog kulena, ali neophodno je ispitati da li bi proizvod izraden u skladu sa
tradicionalnim zahtevima, ali u industrijskim uslovima, bio slican sremskom kulenu koji se

proizvodi u seoskim domadinstvima.
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2.1. SREMSKI KULEN

Kulen je fermentisana suva kobasica koja se, kao deo gastronomskog nasleda, vekovima
proizvodi na jednom ogranicenom podrucju Panonske nizije, koja obuhvata severnu Srbiju
(Srem 1 Backa), Hrvatsku (Slavonija i Baranja) i juznu Madarsku (1 ukovic i sar., 2012).
Shodno podrucuju gde se proizvodi, kulen je dobio i odgovarajuci naziv, pa su tako
prepoznatljivi sremski kulen, lemeski kulen, petrovska klobasa (Republika Srbija), slavonski
kulen i baranjski kulen (Hrvatska). Iako se u osnovi radi o istom proizvodu, svaki varijetet
kulena ima svoja prepoznatljiva svojstva, koja su rezultat uticaja razli¢itih prirodnih faktora,
specificnih za podrucje u kojem se izraduju. Zbog autenti¢ne proizvodnje i prepoznatljivog
kvaliteta, sremski kulen je zasticen oznakom geografskog porekla i zvanicnim Elaboratom o
astiti geografskog porekla ,,Sremski kulen” (2013) propisan je tradicionalni nacin proizvodnje
stemskog kulena, kao i zahtevi koje proizvod mora da ispuni (Swvajdiic i sar, 2018).

Dijagram toka proizvodnje sremskog kulena prikazan je na slici 1.

2.1.1. Izbor i priprema sirovine

Kao osnovna sirovina za proizvodnju sremskog kulena koristi se svinjsko meso I kategorije
1 ¢vrsto masno tkivo dobijeno klanjem zivotinja uzgojenih na podrucju Srema. Za
proizvodnju mesa namenjenog izradi sremskog kulena koriste se iskljucivo obelezena,
zdrava zenska i kastrirana muska gtla, starija od 12 meseci, najcesce landras i jorksir rase,
kao i njihovi hibridi. Takode, moze se koristiti i meso dobijeno klanjem grla duroka,
mangulice 1 fajferice. Pogonije je meso starijih, odnosno zrelih Zivotinja (12 1 viSe meseci)
koje sadrzi viSe suve materije i pigmenta mioglobina od mesa mladih Zivotinja (Teodorovic i
sar., 2015). Sa aspekta sadrzaja masnog i vezivnog tkiva, meso treba da ispunjava zahteve
vazeceg Pravilnika o kvalitetu zaklanih svinja i kataegorizaciji svinjskog mesa(S7. glasnik RS,
2/85 i 12/85) za meso 1 kategorije, pod kojim se podrazumeva meso buta i slabina sa
fileom. U skladu sa Elaboratom (2013) koristi se ohladeno meso, 24 h post mortem, normalnih
svojstava, odnosno karakteristicne crvene boje, mirisa, grade i konzistencije. Prednost ima
meso c¢ija je pH vrednost manja od 6,0 s obzirom da nize vrednosti pH mesa pogoduju
laksoj difuziji soli, brzem otpustanju vode, povezivanju nadeva, formiranju stabilne boje,
kao i sprecavanju razvoja nepozeljnih mikrobioloskih procesa (VVukovii, 2012). Medutim,
upotreba bledog, mekog i vodnjikavog (BMV) mesa ¢ija je pH vrednost veoma niska

(pH,< 5,8) nije preporucljiva, s obzirom da meso sa ovim nedostatkom ima nepozeljne
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senzorske osobine poput blede boje 1 meke konzistencije. S druge strane upotreba tamnog,
&vrstog 1 suvog (TCS) mesa, nije pozelina zbog visoke pH vrednosti (pH,,;>6,2) i
posledi¢no izrazenog stepena vezivanja vode, pri cemu je otezan proces susenja. Takode,
visoka pH vrednost TCS mesa pogoduje rastu i razmnozavanju mikroorganizama kvara,
kao 1 patogenih mikroorganizama i negativno utic¢e na formiranje boje i povezivanje nadeva
fermentisanih kobasica (177gnolo i sar., 2010).

U proizvodnji sremskog kulena koristi se ¢vrsto masno tkivo koje mora biti bele boje,
zrnaste konzistencije i bez oksidativnih promena (uzeglosti). Najcesce se koristi potkozno
masno tkivo vrata, grebena i leda svinja. Usitnjavanjem ohladenog ¢vrstog masnog tkiva
dobijaju se jasno definisani komadici, zahvaljujuéi kojima poprecni presek proizvoda
poprima zeljeni izgled mozaika. Na ¢vrstinu masnog tkiva utice zastupljenost veziva, kao i
odnos zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina. Cvrsto masno tkivo sadri vise veziva, a
manje nezasicenih masnih kiselina koje su podlozne oksidativhim promenama. Usled
upotrebe masnog tkiva sa vecim sadrzajem nezasicenih masnih kiselina, koje je sklonije
otapanju dolazi do oblaganja komadi¢a mesa uljastim frakcijama i nakupljanja istih ispod
omotaca, §to za posledicu ima smanjeno odavanje vode iz nadeva i otezano susenje
proizvoda, kao i loSije povezivanje nadeva (Teodorovié i sar., 2015).

Od dodataka koristi se kuhinjska so i crvena zacinska paprika koja u skladu sa Elaboratom
(2073) mora biti proizvedena na teritoriji Srema. Kuhinjska so utice na formiranje pozeljnih
senzorskih osobina proizvoda, kao 1 na odvijanje mikrobioloskih i fizicko-hemijskih
procesa tokom zrenja proizvoda. Pored direktnog uticaja na ukus proizvoda u ciji sastav
ulazi, kuhinjska so dodatno potencira aromaticna svojstva drugih sastojaka mesa i utice na
formiranje ¢vrsce konzistencije i povezanost nadeva. Povecanjem osmotskog pritiska i
smanjenjem a, vrednosti, kuhinjska so ostvaruje i inicijalnu antimikrobnu aktivnost u
nadevu, inhibirajuéi, pre svega, rast gram-negativnih bakterija, dok su gram-pozitivne
bakterija znatno otpornije.

U proizvodnji sremskog kulena, crvena zacinska paprika koristi se u dve razlicite forme,
kao prah ili kao sos koji se dobija kuvanjem osusenih i ocis¢enih plodova paprike u vreloj
vodi i mlevenjem istih do granulacije od ¥ = 3-4 mm. Crvena zacinska paprika je veoma
znacajna za formiranje stabilne crvene boje sremskog kulena, s obzirom da sadrzi
karotenoide (karoteni i ksantofili) ¢ija koli¢ina u plodu crvene paprike iznosi od 0,3 do
0,8%. Najvazniji karotenoidi paprike su kapsantin, -karoten, violksantin, kriptoksantin,

kapsorubin, likopen, lutein i drugi. Pored karotenoida, nitrati iz paprike, takode, doprinose
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formiranju boje sremskog kulena. Bakterijskom redukcijom nitrata tokom zrenja proizvoda
nastaju nitriti koji, iako se formiraju u maloj kolic¢ini, sa mioglobinom mogu da grade
stabilan pigment nitrozil-mioglobin. Nalaz malih kolicina nitrita u tradicionalnim
fermentisanim kobasicama, upravo se objasnjava njihovim formiranjem od nitrata
poreklom iz paprike (Vukovic i sar, 2012). U paprici se nalaze i jedinjenja koja imaju
antioksidativnu ulogu, kao $to su askorbinska kiselina i tokoferol. Ljute vrste zacinske
paprike sadrze jedinjenja koja su odgovorna za senzaciju ljutog ukusa, od kojih su
najznacajniji kapsaicin, dihidrokapsaicin, nordihidrokapsaicin i homodihidrokapsaicin, dok
se norkapsaicin i homokapsaicin nalaze u tragovima. Sadrzaj kapsaicina, kao vodece
supstance za senzaciju ljutog ukusa, u zrelim plodovima paprike varira od 0,15% do 0,50%
(Vukovic i sar., 2012).

Kvalitet gotovog proizvoda u mnogome zavisi od kvaliteta polaznih sirovina. Stoga je za
proizvodnju sremskog kulena veoma vazno odabrati svinjsko meso normalnog kvaliteta,
¢vrsto masno tkivo bez oksidativnih promena i kvalitetnu zac¢insku papriku. Nakon izbora
sirovina sledi priprema istih. Dobro ohladena muskulatura se odvaja od kostiju (otkostava)
1 detaljno cisti od masnog i grubljeg vezivnog tkiva. Izabrani komadi mesa i ¢vrstog masnog
tkiva se seku na manje delove kako bi se pripremili za postupak usitnjavanja. Zreli, osuseni
i prethodno ocisc¢eni plodovi paprike se melju, pri cemu se dobija prah ili se od istih kuva

sos ukoliko se paprika dodaje u obliku sosa (Elaborat, 2013).

2.1.2. Priprema nadeva

Priprema nadeva pocinje usitnjavanjem mesa i masnog tkiva pomoc¢u masine za mlevenje
mesa, rucne ili elektricne. Pripremljeno misi¢no i ¢vrsto masno tkivo usitnjava se do
postizanja granulacije od @ = 8 — 10 mm. Prema Elaboratn (2013) nadev sremskog kulena
izraduje se od 95% svinjskog mesa I kategorije 1 5% c¢vrstog masnog tkiva. Na ukupnu
masu mesa 1 masnog tkiva dodaje se 2,2-2,5% kuhinjske soli i za¢inska paprika, mlevena (1-
1,8%) ili u obliku sosa (2,5-3,5%). Nakon dodavanja svih komponenti nadeva sledi
postupak mesanja do postizanja homogene mase nadeva. Mesanje nadeva moze da se
izvede rucno ili masinski. Ovim postupkom treba da se postigne ravnomerna
rasporedenost svih komponenti u nadevu i omogudi njihova interakcija, pre svega bolje
dejstvo kuhinjske soli na rastvorljivost proteina mesa i fiksiranje pozeljne crvene boje mesa

(Radetié, 1997).
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Izbor i priprema
sirovine
1. OtkoStavanje

1. Svinjsko meso

2. Cvrsto masno tkivo 2. Uklanjanje vezivnog tkiva

3. Zadinska paprika 3. Secenje mesa na manje komade

4. Slepacreva - kate | 4. Priprema kata

Priprema nadeva

1. Usitnjavanje: ©@ = 8 — 10 mm 2. Mesanje: ru¢noili maSinski

Punjenje nadeva 1 cedenje

Pletenje mreZe kanapa oko vecéih kobasica
Cedenje:| 24-72 h

Dimljenje

7-10 dana | 12 h/danu
Drvo bukve, | tre$nje, Sljive

5 do 6 meseci

Susen]e Fermentacqa
SkladiStenje
T < 15°C

Slika 1. Dijagram toka proizvodnje sremskog kulena
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2.1.3. Punjenje i cedenje

Kao omotac¢ obavezno se koristi svinjsko slepo crevo (,,kata”), sto doprinosi autenticnosti
proizvoda. Prethodno ociséene, oprane i usoljene kate se neposredno pre punjenja
odsoljavaju potapanjem u mlaku vodu, pri ¢emu dolazi i do bubrenja kolagena, a omotac
postaje elasti¢niji 1 otporniji na pritisak tokom punjenja nadeva. Dijametar kate, kao i
debljina zida ovog prirodnog omotaca, kasnije, znacajno uti¢u na procese susenja i zrenja
sremskog kulena. U tradicionalnim uslovima punjenje se visi ru¢nom punilicom, a
napunjene kobasice se podvezuju kanapom. S obzirom da se u tradicionalnoj proizvodnji
ne koristi vakuum punilica, treba spreciti stvaranje vazdusnih dzepova u kobasici tokom
punjenja. Masa svezeg sremskog kulena se najcesce krece u rasponu od 1200 do 2000 g, a
oko vecih komada se tradicionalno plete mreza od kanapa, kako bi se sprecilo pucanje
omotaca tokom dimljenja, susenja i zrenja. Nakon punjenja u kate, sledi faza cedenja (24-72

h), kako bi se povrsina omotaca zasusila, a proizvod bio sreman za slede¢u fazu

proizvodnje, odnosno dimljenje (Elaborat, 2013).
2.1.4. Dimljenje

Proces dimljenja sremskog kulena traje 7 do 10 dana, 12 h dnevno. Sremski kulen se dimi
po hladnom postupku, pri temperaturi dima od 12-25°C. Dim se proizvodi na tradicionalan
nacin, sagorevanjem suvog drveta bukve, visnje i sljive na otvorenom lozistu, bez direktnog
plamena (Elaborat, 2013). Mikroklimatski parametri u pusnici, kao $to su temperatura,
relativna vlaznost vazduha i cirkulacija vazduha, nisu kontrolisani kao u industrijskoj
proizvodniji, ve¢ su pod direktnim uticajem spoljasnjih klimatskih uslova, §to znacajno utice
na tok procesa dimljenja (Swuvajdsic i sar, 2018). Usled nepovoljnih uslova, dimljenje
sremskog kulena moze trajati i duze. Stoga je veoma vazno svakodnevno pratiti tok samog
procesa dimljenja, kako bi proizvod primio dovoljnu koli¢inu dima, $to proizvodaci
procenjuju na osnovu boje omotaca proizvoda (Elaborat, 2013).

Dimljenje se prvenstveno primenjuje zbog uticaja na boju omotaca, izgled i aromu
proizvoda, mada doprinosi stabilnosti i odrzivosti proizvoda zahvaljujuci antioksidativhom
1 antimikrobnom dejstvu odredenih komponenti dima (Roseiro i sar., 2011; Vukovié, 2012).
Boja omotaca proizvoda se formira usled zbirnog delovanja obojenih materija prisutnih u
dimu (¢ad, katran i fenoli), zatim materija koje nastaju polimerizacijom sastojaka dima, kao i
proizvoda Maillardove reakcije inicirane delovanjem karbonilnih jedinjenja dima na amine

mesa (Teodorovi¢ i sar., 2015). Vrsta drveta upotrebljenog za dobijanje dima, takode, utice na
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boju proizvoda. Dim dobijen sagorevanjem bukovog drveta daje proizvodu svetliju Zuto-
smedu boju, dok dim lipe, javora i pogotovo hrasta daje tamniju zuto-smedu boju. Povrsina
proizvoda dimljenih dimom koji je dobijen sagorevanjem drveta tre$nje je mahagoni-crvene
boje (Skaljac, 2014).

Aroma proizvoda potice i od razlicitih sastojaka prisutnih u dimu od kojih su najzacajniji
tenoli, karbonilna jedinjenja, furfurol i hidroksimetilfurfurol, i organske kiseline, narocito
kiseline srednjih lanaca, zatim hidroksikiseline, oksikiseline i dikarbonske kiseline. Takode,
reakcije dima sa proteinima mesa doprinose formiranju arome proizvoda (I ukovic, 2012).
Najznacajniji antioksidativni efekat tokom dimljenja ostvaruju fenoli, koji reaguju sa
slobodnim radikalima sprecavajuci njihovu oksidativnu aktivnost. Inhibicijom lipolitickih
mikroorganizma, odredeni sastojci dima indirektno ostvaruju antioksidativni efekat
(Vukovié, 2012).

Antimikrobni efekat se postize zahvaljujuci baktericidnim i1 fungicidnim supstancama iz
dima koje sprecavaju egzistenciju bakterija i plesni, pre svega, na povitsini kobasica
(Vukovié, 2012; Roseiro i sar, 2011). Najznacajnije antimikrobne supstance u dimu su
karbonilna jedinjenja (aldehidi i ketoni), zatim fenoli (krezol, siringol, pirogalol, katehin
itd.), organske kiseline (mravlja, sirCetna, propionska, buterna itd.), kao i alkoholi (Teodorovi¢
7 sar., 2015). Njihov antimikrobni efekat ogranicen je pretezno na povrsinu proizvoda gde
se ove supstance i taloze tokom dimljenja, odnosno gde ih najvise ima. Prema unutra$njosti
proizvoda njihova koncentracija opada, kao i antimikrobni efekat dima. Najosetljivije su
gram-negativne bakterije, kojima pripada najveci broj patogenih vrsta, kao i uzroc¢nici kvara,
dok su gram-pozitivne bakterije otpornije. Dakle, antimikrobni efakat dima ima znacaj u
sprecavanju povrsinskog kvara i plesnivosti, dok se mikrobioloska stabilnost i odrzivost
sremskog kulena zasniva na drugim antimikrobnim ¢iniocima, kao $to su niska pH i a
vrednost (Skaljac, 2014).

Pored korisnih u dimu se nalaze i materije koje su Stetne po zdravlje ljudi. Najznacajnije
Stetne materije dima su policiklicni aromati¢ni ugljovodonici, medu kojima je kao vodeca
kancerogena supstanca oznacen benzola|piten. Prema Pravilnikn o maksimalno dozvoljenim
kolitinama ostataka sredstava za zastitn bilja u hrani i hrani 3a Zivotinje i o hrani i hrani za Zivotinje
za koju se utvrduin maksimalno dovoljene kolitine ostataka sredstava a astitn bifja (S1. glasnik RS,
29/2014) maksimalno dozvoljena koli¢ina benzo[a]pirena u proizvodima od mesa iznosi
2,0 ng/kg, a suma benzo[a|pitena, benzo[a]antracena, benzo[b]fluorantana i krizena ne sme

biti veca od 12,0 ug/kg.




2. Pregled literature

2.1.5. Zrenje

Proces zrenja sremskog kulena obuhvata ceo period proizvodnje, od momenta izrade
sirovog nadeva do momenta konzumiranja gotovog proizvoda. S obzirom da je
proizvodnja sremskog kulena vezana za zimski period godine, proces zrenja se odvija sporo
1 traje minimalno 5 meseci, odnosno do postizanja optimalne vlage u kobasici (<35%) i
pozeljnih senzorskih svojstava (Elaborat, 20713). Tokom zrenja fermentisanih suvih
kobasica, dolazi do suSenja istih, a istovremeno se odvija i fermentacija pracena
mikrobiloskom sukcesijom 1 kompleksnim biohemijskim procesima, pri ¢emu se dobija
dugotrajan 1 mikrobioloski bezbedan proizvod, optimalne nutritivne vrednosti i
prepoznatljivih senzorskih svojstava (I ukovié i sar, 2011). Proces susenja karakteriSe se
dehidracijom proizvoda koju podstice fermentacijom izazvana acidifikacija nadeva, a
pomenuti biohemijski procesi dovode do znacajnih promena osnovnih gradivnih elemenata
mesa, nastalih usled aktivnosti enzima misi¢nog 1 masnog tkiva, kao i enzima poreklom od
mikroorganizama autohtone mikroflore. Za zrenje fermentisanih suvih kobasica, lipoliza i
proteoliza su najznacajniji biohemijski procesi. Degradacijom masti i proteina mesa iniciraju

se biohemijske reakcije drugog reda koje, takode, doprinose zrenju proizvoda.

2.1.5.1. Fermentacija i mikrobioloska sukcesija

Tradicionalni nacin proizvodnje fermentisanih kobasica oslanja se na aktivnost
mikroorganizama koji se prirodno nalaze u nadevu. U svezem nadevu tradicionalnih
fermentisanih kobasica prisutne su razli¢ite vrste mikroorganizama koje poticu iz sredine
proizvodnog pogona, sa ruku radnika, kao i sa upotrebljenih sirovina (Nychas i sar., 2008).
Mikrobiolosko opterecenje mesa, kao osnovne sirovine za izradu fermentisanih kobasica,
zavisi od fizioloskog statusa Zivotinja pre klanja, Sirenja kontaminacije tokom klanja i
obrade, kao 1 uslova ¢uvanja (Nychas 7 sar., 2008; Doulgeraki i sar., 2012). Meso proizvedeno
u skladu sa principima dobre higijenske prakse optereceno je malim brojem
mikroorganizama. Prema literaturi, na sveze iseCenom mesu najceSée su prisutni
mikroorganizmi roda Acinetobacter, Pseundomonas, Brochothrix, Flavobacterium, Psychrobacter,
Moraxcella, Staphylococcus, Micrococcus, bakterije mlecne kiseline (BMK), kao i mikroorgnizmi iz
tamilije Enterobacteriaceae (Doulgeraki i sar., 2012). Tokom pripreme sirovine za izradu nadeva
dolazi do naknadne kontaminacije, a usitnjavanjem mesa i masnog tkiva, povecava se

povitsina dostupna mikroorganizmima i oslobada se mesni sok, kao izvor lako dostupnih
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hranljivih materija, Sto podstice rast i razmnozavanje prisutnih mikroorganizama.
Mikroorganizmi koji se eventualno unesu dodavanjem zacina u nadev, ne nailaze na
povoljne uslove u novoj sredini i nisu konkurentni ve¢ adaptiranim mikroorganizmima
mesa (Radetié, 1997). MesSanjem nadeva, takode, dolazi do naknadne kontaminacije, a
prisutni mikroorganizmi se jo$ potpunije rasporeduju i osvajaju habitat. Nakon punjenja
nadeva u omotac, stvaraju se novi uslovi za opstanak 1 uspostavljanje ekoloske nise
prisutnih mikroorganizama.

Mikroflora fermentisanih kobasica proizvedenih na tradicionalan nacin razvija se sporo, §to
je karakteristicno za prirodno zrenje koje se odvija u zimskom periodu, na niskim
temperaturama (I ukovic 7 sar., 2012). Tip mikroflore koji ¢e se razviti, dominirati i opstati u
proizvodu zavisi od sastava inicijalne mikroflore, kao 1 od uticaja intrinzi¢nih 1 ekstrinzi¢nih
faktora tokom zrenja proizvoda (Zdolec i sar., 2013; Suvajdgic i sar, 2018). Inicijalna
mikroflora tradicionalnih fermentisanih kobasica je raznovrsna. Sa tehnoloskog aspekta,
najznacajniji mikroorganizmi inicijalne mikroflore su BMK i koagulaza negativne koke
(Rantsion i Cocolin, 2006; Bonomo i sar., 2008; Fonseca i sar., 2013; Aquilanti i sar., 2016). Pored
bakterija znacajnih za proces zrenja, inicijalna mikroflora sadrzi i mikroorganizme kvara, a
moze se utvrditi i prisustvo patogenih mikroorganizam (Lebert i sar, 2007). Od
mikroorganizama kvara najznacajniji su predstavnici familija  Pseudomanadaceae 1
Enterobacteriaceae, a od patogenih mikroorganizama isticu se Salmonella-vrste, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157:HT 1 Staphylococcus anrens kao toksogeni mikroorganizam.
Stoga je cilj da se tokom zrenja tradicionalnih fermentisanih kobasica stimuliSe rast
tehnoloski znacajnih mikroorganizama i ogranici rast ostalih mikroorganizama (Drosinos i
sar., 2005). Sinergistickim dejstvom razlicitih antimikrobnih cinioca (,,hurdle concept”)
stvaraju se nepovoljni uslovi za opstanak mikroorganizama kvara i eventualno prisutnih
patogenih 1 toksogenih mikroorganizama, ¢ime se postize stabilnost i mikrobioloska
bezbednost proizvoda (Holek 7 sar., 2011).

Sa tehnoloskog aspekta, BMK su esencijalne za proizvodnju fermentisanih suvih kobasica
(Fadda i sar., 2010; Fonseca i sar., 2013; Aquilanti i sar., 2016). Bakterije mle¢ne kiseline
predstavljaju heterogenu grupu mikroorganizama, zajednickih morfoloskikih i fizioloskih
osobina. U pitanju su Gram pozitivne, katalaza negativne, asporogene bakterije, kokoidnog
ili $tapicastog oblika, koje rastu u anaerobnim ili mikroaerofilnim uslovima i razlazu
glukozu do mle¢ne kiseline (homofermentativne), ili do mle¢ne kiseline, CO, i etanola

(heterofermentativne) (Siamansonri i sar, 2013). Najces¢e izolovane vrste BMK iz
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tradicionalnih fermentisanih kobasica su: Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus i Lactobacillus
Pplantarum, ali ne treba zanemariti ni vrste iz rodava Pediococcus 1 Enterococcus (Aymerich i sar.,
2003; Bonomo i sar., 2008; Fontana i sar., 2009; Pisacane i sar., 2015). Broj BMK u svezem
mesu krece se od 3 do 5 log cfu/g, a ubrzo po uspotavljanju fermentacije dostize vrednost
od 8 do 9 log cfu/g sadrzaja nadeva (Talon i Leroy, 2011). Na pocetku zrenja fermentisanih
kobasica aerobna mikroflora trosi kiseonik stvarajuci mikroaerofilnu sredinu pogodnu za
umnozavanje BMK koje fermentacijom Secera snizavaju pH vrednost nadeva od koje zavisi
odrzivost proizvoda i formiranje pozeljnih senzorskih svojstava (Fontana i sar., 2016).
Promena pH vrednosti tradicionalnih fermentisanih kobasica zavisi od temperature pri
kojoj se odvija fermentacija, sastava autohtone mikroflore koja ucestvuje u fermentaciji i
usitnjenosti nadeva. Upotreba Secera 1 glukono-delta-laktona u industrijskoj proizvodnji
fermentisanih kobasica ima za cilj brze snizavanje pH vrednosti (Teodorovié i sar., 2015). Pad
pH vrednosti do izoelektri¢ne tacke akto-miozina (5,3) olaksava proces susenja proizvoda, s
obzirom da se pH vrednost i sposobnost vezivanja vode mesa nalaze u pozitivnoj korelaciji
(Honikel i Hamm, 1994). Posledicno se smanjuje 1 a, vrednost §to doprinosi odrzivosti i
bezbednosti proizvoda, s obzirom da a ispod 0,91 limitira rast patogenih mikroorganizama
(Vignolo i sar., 2010; Laranjo 7 sar., 2015). BMK dodatno limitiraju rast nepozeljne mikroflore
sintezom organiskih kiselina, vodonik-peroksida, ugljien-dioksida, diacetila i reuterina.
Medutim, stvaranje vecih kolic¢ina sircetne kiseline vodonik-peroksida, ugljen-dioksida ili
diacetila tokom zrenja fermentisanih kobasica nije pozeljno sa tehnoloskog aspekta uprkos
mogucoj antimikrobnoj aktivnosti (Zdolec i sar, 20713). Antimikrobno dejstvo prema
srodnim, ali s tehnoloskog aspekta nepozeljnim mikroorganizmima, predodredeni sojevi
razlicitih vrsta BMK ostvaruju i produkcijom posebnih antimikrobnih supstanci, od kojih
su za proizvodnju fermentisanih kobasica najznacajniji bakteriocini (De 1uyst i Leroy, 2007).
Uprkos slaboj proteolitickoj i lipolitickoj aktivnosti, BMK imaju znacajnu ulogu u razvoju
arome fermentisanih kobasica (Papamanoli i sar, 2003). Acidifikacijom nadeva BMK
iniciraju procese proteolize i nukleolize tokom kojih tkivni enzimi oslobadaju peptide,
amino kiseline i nukleozide koje, zatim, BMK razgraduju do razlicitih isparljivih supstanci,
doprinosedi razvoju arome krajnjeg proizvoda (Chen i sar., 2015). Dodatno, pri niskoj pH
vrednosti dolazi do geliranja rastvorenih proteina miofibrila i slepljivanja komadic¢a mesa,
pri cemu nadev postaje kompaktan, a konzistencija proizvoda ¢vrscéa (1ignolo i sar., 2010;
Teodorovic i sar., 2015). Takode, pad pH vrednosti ima klju¢nu ulogu u formiranju stabilne

boje proizvoda koja nastaje usled obrazovanja pigmenta nitrozil-mioglobina u reakciji
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mioglobina 1 nitrita. Medutim, usled naglog pada pH vrednosti tokom fermentacije dolazi
do inhibicije redukivnih bakterija $to onemogucava redukciju nitrata u nitrite i samim tim
stvaranje nitrozil-mioglonbina. U kasnijim fazama zrenja, zaustavlja se metabolicka
aktivnost BMK' zbog niske a, vrednosti, a usled nakupljanja produkata proteolize pH
vrednost se postepeno povecava, pa se koristi kao parametar za procenu stepena zrenja
proizvoda (Vukovié, 2012; Suvajdic i sar., 2018).

Pored BMK, tehnoloski znacaj imaju i koagulaza-negativne koke, odnosno bakterije iz
tamilija  Staphylococcaceae 1 Micrococcaceae, medu kojima preovladavaju Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus carnosus, Kocuria varians, kao 1 vrste iz roda Micrococcus
(Rantsion i Cocolin, 2006, Cocolin i sar., 2009, Talon i Leroy, 2011). Veéina ovih vrsta je osetljiva
na brzu acidifikaciju sredine, te imaju povoljnije uslove za razvoj u tradicionalnim
fermentisanim kobasicama koje se proizvode pri nizim temperaturama zrenja, kada je i
snizavanje pH vrednosti sporije. Koagulaza-negativne koke ostvaruju visestruku ulogu
tokom zrenja fermentisanih kobasica. Redukcijom nitrata do nitrita koagulaza-negativne
koke omogucavaju stvaranje pigmenta nitrozil-mioglobina, §to doprinosi razvoju stabilne
boje tradicionalnih fermentisanih kobasica (Vignolo i sar, 2010). Optimalni uslovi za
redukciju nitrata nastaju jos na pocetku zrenja kada aerobna mikroflora trosi kiseonik i
smanjuje oksido-redukcioni potencijal, stvaraju¢i optimalne uslove za reakcije redukcije u
kobasici. Nastali nitriti, takode imaju i antioksidativno dejstvo, pa limitirju oksidaciju
nezasi¢enih masnih kiselina. Razgradnjom peroksida, ukljucujuci i vodonik-peroksid koji je
nastao tokom fermentacije, koagulaza-negativne stafilokoke i mikrokoke dodatno
sprecavaju oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina 1 pojavu uzeglosti koja dovodi do mana,
kako u boji 1 izgledu, tako i u aromi proizvoda. Kao rezultat proteoliticke i lipoliticke
aktivnosti, pre svega mikrokoka, stvaraju se aromati¢na jedinjenja koja daju prepoznatljiv
ukus proizvoda (Ferreira i sar., 2007; Vignolo i sar., 2010). Zahvaljujuci dobroj sposobnosti
prilagodavanja uslovima sredine koagulaza-negativne koke opstaju do kraja zrenja
tradicionalnih fermentisanih kobasica, tako da njihov broj u gotovom proizvodu iznosi od
5 do 7 log cfu/g (Talon i Leroy, 2011).

Dakle, mikrobioloska sukcesija tokom zrenja tradicionalnih fermetisanih kobasica je veoma
slozen proces uslovljen kompleksnim interakcijama izmedu biotickih (sastav mikroflore i
mikrobni meduodnosi) i abiotickih faktora (fizicko-hemijske osobine nadeva) koje znacajno
uti¢u na dinamicke promene koje se desavaju tokom procesa zrenja proizvoda (Zdolec i sar.,

2013).
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2.1.5.2. Susenje

Istovremeno sa postupkom dimljenja, pocinje i proces susenja sremskog kulena koji se
odvija u tradicionalnim uslovima, gde mikroklimatski parametri, kao §to su temperatura,
relativna vlaznost vazduha i cirkulacija vazduha nisu kontrolisani, ve¢ su pod direktnim
uticajem spoljasnjih klimatskih uslova. SusSenje je najvazniji postupak konzervisanja u
procesu proizvodnje sremskog kulena kojim se postize odrzivost proizvoda. Konzervisuci
efekat susenja zasniva se na smanjenju sadrzaja vlage, samim tim i a, vrednosti
proizvoda, c¢ime se usporava aktivnost tkivnih enzima i inhibira rast mikroorganizama
(Leodorovié i sar., 2015). Aktivhost vode je mera slobodne, mikroorganizmima dostupne
vode i od posebnog je znacaja za procenu mikrobioloske bezbednosti proizvoda. Na
pocetku procesa susenja a,, vrednost fermentisanih suvih kobasica se krece od 0,95 do 0,96,
da bi u gotovom proizvodu iznosila 0,80 do 0,90 (I ukovié, 2012). Prema Vignolo i sar. (2010)
1 Laranjo 7 sar. (2015) a, vrednost ispod 0,91 inhibira rast patogenih mikroorganizama i ¢ini
proizvod bezbednim za konzumiranje.

Kvalitet sirovine i mikroklimatski uslovi u prostoriji za susenje 1 zrenje, znacajno uticu na
proces susenja sremskog kulena. S obzirom da se pH vrednost 1 sposobnost vezivanja vode
nalaze u pozitivnoj korelaciji (Honzke! i Hamm, 1994), za izradu nadeva sremskog kulena
bira se meso normalnog kvaliteta koje ima pH vrednost manju od 6, odnosno meso koje
bolje odaje vodu tokom susenja proizvoda. Medutim, upotreba bledog, mekog i
vodnjikavog (BMV) mesa ¢iji je pH veoma nizak (pH,<5,8) nije preporucljiva, s obzirom
da ovakvo meso ima nepozeljne senzorske karakteristike, poput blede boje i meke
konzistencije. S druge strane, upotreba tamnog, évrstog i suvog (TCS) mesa, nije pozeljina
zbog visoke pH vrednosti (pH,,>06,2), samim tim i izrazenog stepena vezivanja vode, pri
cemu je otezan proces susenja. Usled fermentacije dolazi do pada pH vrednosti $to
pospesuje proces susenja, koji je najintenzivniji pri izoelektricnoj tacki akto-miozina
(pH=5,3) kada je zastupljen isti broj pozitivno i negativnho naelektrisanih polarnih grupa
aminokiselina, pri cemu se peptidni lanci medusobno privlace, kapilarni prostori miofibrila
smanjuju, a meso lako otpusta vodu. U procesu susenja najpre isparava vlaga sa povtsine
kobasice, $to se oznacava kao spoljasnja difuzija vlage, a zatim dolazi do migracije vlage iz
unutrasnjosti kobasice ka povrsini, odnosno unutrasnje difuzije vlage. Pri optimalnim
uslovima susenja brzina spoljasnje difuzije priblizno je jednaka brzini unutrasnje difuzije
vlage ¢ime se postize Zeljena uniformna struktura proizvoda (Tkonit, 2013; Skaljac, 2014).

Dakle, da bi se proces spoljasnje difuzije vlage normalno odvijao, neophodni su optimalni
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mikroklimatski uslovi. Tokom procesa susenja relativna vlaznost vazduha treba da prati
opdanje a vrednosti proizvoda. Optimalno je da relativna vlaznost vazduha bude za 2 do 4
jedinice manja od a, vrednosti (Tesdorovic i sar, 2075). U tradicionalnoj proizvodnji
sremskog kulena, veoma je tesko ispuniti navedeni zahtev, jer relativna vlaznost vazduha
varira u zavisnosti od vremenskih prilika, ¢ak i na dnevnom nivou. Suvise slaba cirkulacija
vazduha dovodi do povecanja relativne vlaznosti vazduha u prostoriji, §to onemogucava
spoljasnju difuziju vlage, pa samim tim i suSenje proizvoda. Pri intenzivnoj cirkulaciji
vazduha dolazi do brzog susenja proizvoda, $to za posledicu ima stvaranje suvog ruba tzv.
prstena ispod omotaca, koji bi usporio ili ¢ak onemogucio dalji proses susenja. Niska
relativna vlaznost vazduha 1 visa temperatura vazduha, takode, doprinose stvaranju suvog
ruba, kao mane proizvoda (Teodorovic i sar., 2015). Sa druge strane, treba voditi racuna da ne
dode do smrzavanja proizvoda usled suvise niskih spoljadnjih temperatura, $to bi odlozilo
proces susenja usled stvaranja kristala leda, a istovremeno zaustavilo proces fermentacije,
odnosno zrenja proizvoda.

Odavanjem vlage proizvod gubi masu, odnosno javlja se kalo susenja koji zavisi od sastava
1 stepena usitnjenosti nadeva, vrste 1 dijametra omotaca, mikroklimatskih uslova u komori
za suSenje i zrenje, kao 1 duzine procesa susenja i zrenja (I asiler, 2070). Kalo susenja je
izrazeniji ukoliko je sadrzaj masnog tkiva u nadevu kobasice manji, stepen usitnjenosti
nadeva vedi, a dijametar kobasice uzi. Takode, pri viSoj temperaturi, nizoj relativnoj
vlaznosti vazduha i intenzivnijoj cirkulaciji vazduha, javlja se veci gubitak mase proizvoda.
Fermentisane suve kobasice koje se duze suse, kao $to je sremski kulen, imaju znatno
izrazeniji kalo suenja(Tkonié, 2013; Skaljac, 2014). Kalo suSenja je veéi u pocetku, nego na

kraju ovog procesa (Radetit, 1997).
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2.1.5.3. Hidrolititke i oksidativne promene lipida tokom 3renja

Lipidi, pored proteina, ¢ine jedan od najzastupljenijih sastojaka fermentisanih kobasica, s
obzirom da se njihov sadrzaj u ovim proizvodima kreée od 25% do 55% (Orddsiez i sar.,
1999). Masno tkivo se uglavnhom sastoji od triglicerida, dok misi¢no tkivo sadrzi oko 7%
lipida, a od toga 62-80% cine trigliceridi i 16-34% fosfolipidi (Olivares i sar., 2009; Chen i sar.,
2017). Promene na lipidima tokom zrenja fermentisanih kobasica imaju znacajan uticaj na
kvalitet finalnog proizvoda (1Visesanguan i sar., 2006, Karsloglu i sar., 2014). Lipoliza, odnosno
parcijalna degradacija lipidne frakcije, je veoma vazan biohemijski proces tokom zrenja
fermentisanih kobasica regulisan od strane lipaza poreklom iz masnih celija, misi¢nih
vlakana, kao i mikroorganizama autohtone mikroflore (Leroy i sar, 2006; Sojié, 2013;
Karsloglu i sar., 2014). Koagulaza negativne koke, pre svega mikrokoke, su najznacajniji
lipoliticki mikroorganizmi, ali njihov doprinos lipolizi je manji od doprinosa tkivnih enzima
(Visessangnan i sar., 2006). Tokom lipolize triglicerida i fosfolipida oslobadaju se masne
kiseline, pa se stepen lipolize izrazava kroz sadrzaj slobodnih masnih kiselina, odnosno kao
procenat oleinske kiseline (Teodorovic i sar, 2015). Oslobadanje nizih masnih kiselina
direktno uti¢e na aromu proizvoda, dok su masne kiseline srednjih i dugih lanaca podlozne
procesu oksidacije. Iako su fosfolipidi prisutni u manjoj koli¢ini od triglicerida, sa aspekta
hidrolize i oksidacije masti su vazniji jer su bogati polinezasi¢enim masnim kiselinama koje
su podlozne oksidativnim promenama (Gdmez i Lorenzo, 2013, Fuentes i sar., 2014).

Slobodne nezasi¢ene masne kiseline podlezu procesu osidacije pri cemu nastaju peroksidi,
veoma reaktivna jedinjenja koja ubrzavaju dalje reakcije oksidacije. Razlaganjem peroksida
formiraju se aromati¢na ispatrljiva jedinjenja, pre svega aldehidi i ketoni, koji uti¢u na aromu
proizvoda (Visessangunan i sar., 2006). Stepen oksidacije lipida odreduje se preko peroksidnog
broja, dok se nastajanje proizvoda peroksidne razgradnje prati odredivanjem sadrzaja
malondialdehida, odnosno TBARS (,,Thiobarbituric acid reactive substances”) vrednosti.
Oksidacija lipida je jedan od primarnih mehanizama koji dovodi do narusavanja kvaliteta
proizvoda (Talon i sar., 2000; Nassu i sar., 2003). 1zrazeni proces oksidacije lipida dovodi do
uzeglosti proizvoda koji se, osim uzegle arome, karakteriSe i promenjenom bojom
proizvoda usled degradacije nitrozil-mioglobina od strane peroksida. Na brzinu oksidacije
lipida tokom proizvodnje fermentisanih kobasica uticu razliciti faktori, od kojih su
najznacajniji kvalitet sirovine, koli¢cina dodatog masnog tkiva, stepen usitnjenosti mesa i
masnog tkiva, mikroflora, dimljenje, uslovi zrenja i skladiStenja proizvoda, kao i dodatak

egzogenih komponenti kao $to su so, nitriti 1 antioksidansi (Talon i sar., 2000).
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2.1.5.4. Proteoliticke promene tokom renja

Proteoliza miofibrilarnih i sarkoplazmatskih proteina je najznacajniji biohemijski proces
tokom zrenja fermentisanih kobasica izazvan kombinovanim dejstvom misi¢nih i
proteolitickih enzima mikrobnog porekla koji doprinosi formiranju ukusa i teksture ovih
proizvoda (lkonié, 2013; Latorre-Moratalla i sar., 2014, Berardo i sar., 2017; Jokanovi¢ i sar.,
2017). Hidrolizom proteina mesa raste sadrzaj neproteinskog azota, a posledi¢no 1 indeks
proteolize. Indeks proteolize je parametar koji ukazuje na stepen proteolitickih promena
tokom zrenja fermentisanih kobasica 1 predstavlja procentualni odnos sadrzaja
neproteinskog i ukupnog azota u proizvodu (Vaszlev, 2070).

Misi¢na ¢elija poseduje razlicite enzime koji ucestvuju u proteolizi, od kojih su najznacajniji
kalpaini (I, II i III), katepsini ( B, D, E, F, H, L, K i §), kao i egzopeptidaze
(tripeptidilpeptidaze, dipeptidilpeptidaze, aminopeptidaze i karboksipeptidaze) (Toldrd,
2006a). Kalpaini su kalcijum zavisne proteinaze smestene u sarkoplazmi uz Z-liniju
miofibrila i vezane su za kalpastatin, protein koji inhibira njihovu funkciju. Kalpaini svoju
optimalnu aktivnost ostvaruju pri neutralnoj pH vrednosti i odgovorni su za inicijalnu
do razlaganja miofibrilarnih struktura, a strukturni proteini postaju dostupni drugim
proteolitickim enzimima. S obzirom da pad pH vrednosti inhibira aktivnost kalpaina,
njihov znacaj za proces proteolize tokom zrenja fermentisanih kobasica je zanemarljiv. Za
proces proteolize veoma su vazne lizozomske proteinaze, odnosno katepsini, medu kojima
se posebno isticu katepsini B 1 L. (cisteinske proteinaze, veoma aktivne pri pH=5,5-6,5), a
pre svega katepsin D (aspartatna proteinaza, najaktivnija pri pH=3-5). Prethodno navedeni
katepsini hidrolizuju razli¢ite strukturne proteine mesa od kojih su najvaziji titin, nebulin,
aktin, miozin, tropomiozin, C-protein i dr. (Lawrie i Ledward, 2006). Pad pH vrednosti
tokom fermentacije inicira aktivnost katepsina D koji ostaje stabilan 1 aktivan tokom celog
perioda zrenja fermentisanih kobasica (Toldra, 2002).

Medutim, ne treba zanemariti ni aktivnost mikrobnih vancéelijskih proteinaza, koje vezane
za Celijski zid hidrolizuju proteine mesa do oligopeptida, a zatim asimilovane oligopeptide
razlazu do slobodnih aminokiselina (To/dri, 2002). Prema literaturi, degradacija
miofibrilarnih proteina dovodi se u vezu sa aktivho$¢u pomenutih endogenih enzima, dok
je proteoliticka aktivhost mikroorganizama izrazenija prema proteinima sarkoplazme (Aro i

sar., 2010; Fadda i sar., 20710). Sa druge strane, Berardo i sar. (2017) navode da su endogeni
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proteoliticki enzimi, narocito katepsin D, odgovorni za inicijalnu hidrolizu proteina do
polipeptida 1 peptida koje kasnije hidrolizuju enzimi mikroorganizama.

Posredstvom misi¢nih 1 mikrobnih egzopeptidaza, peptidi nastali degradacijom proteina,
bivaju hidrolizovani sa N- ili C-kraja do tripeptida, dipeptida i slobodnih aminokiselina
(Berardo i sar., 2017). Misi¢ne egzopeptidaze ¢ine grupu proteolitickih enzima koja obuhvata
tripeptidilpeptidaze (TPP 1 i TPP II), dipeptidilpeptidaze (DPP 1, II III 1 IV), dipeptidaze,
aminopeptidaze i kaboksipeptidaze. TPP I iz peptidnog lanca odvaja tripeptide Gly-Pro-X,
s tim da je X hidrofobna aminokiselina. Pripada enzimima lizozoma i optimalnu aktivnost
ostvaruje pri pH=4,0. TPP II je sarkoplazmatski enzim i za razliku od TPP I ima Siroku
specificnost delovanja, pri optimalnoj pH vrednosti od 6,5 do 7,5. DPP 1 i II poreklom iz
lizozoma i DPP III 1 IV poreklom iz citoplazme odgovorni su za nastajanje razlicitih
dipeptida tokom procesa proteolize (Ikonié, 2013). Porast koncentracije slobodnih
aminokiselina u poslednjoj fazi proteolize nastaje usled dejstva dipeptidaza, aminopeptidaza
1 karboksipeptidaza. Dipeptidaze razlazu Sirok spektar dipeptida nastalih usled aktivnosti
dipeptidilpeptidaze, pri ¢emu dolazi do oslobadanja dve aminokiseline. Aminopeptidaze
odvajaju aminokiseline sa N-kraja. Postoji pet aminopeptidaza za koje je poznato da su
(Loldra, 2006b). Aminopeptidaze ostvaruju optimalnu aktivnost u neutralnoj sredini, a pri
pH=5,0 njthova aktivnost je limitirana (To/dri, 20065). Sa druge strane karboksipeptidaze (A
1 B), kao enzimi poreklom iz lizozoma, aktivni su u kiseloj sredini, tako da im pogoduje pad
pH vrednosti tokom procesa fermentacije. Karboksipeptidaze cepaju aminokisecine sa C-
kraja, pri ¢emu karboksipeptidaza A odvaja samo hidrofobne aminokiseline (Berardo i sar.,
2017). Znacajan pad pH vrednosti (pH<5), dehidracija proizvoda i povecanje sadrzaja soli
negatvno uti¢u na porast koncentracije slobodnih aminokiselina, s obzirom da inhibiraju
aktivnost enzima u poslednjoj fazi proteolize. Mikroorganizmi asimiluju peptide male
molekulske mase i slobodne aminokiseline i transformisu ih do razli¢itih jedinjenja koja
doprinose razvoju arome proizvoda, a neki od njih ispoljavaju i biolosku aktivnost ($ingh i
sar, 2012; Toldra i sar, 2018; Gallego i sar, 2018). Dekarboksilacijom aminokiselina
mikroorganizmi stvaraju biogene amine, jedinjenja od znacaja za bezbednost i kvalitet
fermentisanih suvih kobasica (Latorre-Moratalla i sar., 2017), o kojima ¢e biti re¢i u

narednom poglavlju.
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2.1.5.5. Biogeni amini

Tokom procesa zrenja, fermentisane suve kobasice mogu akumulirati znacajan sadrzaj
biogenith amina koji se formiraju usled dekarboksilacije odgovaraju¢ih aminokiselina
zahvaljujudi aktivnosti mikroorganizama autohtone mikroflore (Bmm 7 sar., 1993; Spano i
sar, 2010; EFSA, 2011; Latorre-Moratalla i sar., 2012; Latorre-Moratalla i sar., 2017).
Akumulacija biogenith amina zavisi od dostupnosti slobodnih aminokiselina, prisustva
mikroorganizama odgovornih za dekarboksilaciju, kao i uslova za njihov rast i sintezu
aminokiselinskih dekarboksilaza (Latorre-Moratalla i sar., 2008 Tasic i sar., 2012). Kao
potencijalni prekursori biogenih amina, aminokiseline se oslobadaju tokom proteolize
sarkoplazmatskih 1 miofibrilarnih proteina usled aktivnosti misi¢nih i mikrobnih enzima
(Léom't’ 7 sar., 2013; Latorre-Moratalla i sar., 2014). Proces dekarboksilacije se aktivira kao
odgovor mikrobne celije na acidifikaciju sredine tokom fermentacije i takode predstavlja
dodatni izvor energije za mikroorganizme (Gardini i sar., 2016). Stavise, neke dekarboksilaze
ostaju aktivne ¢ak i nakon dezintegracije bakterijske celije i dodatno doprinose akumulaciji
biogenih amina u proizvodu (Gardini i sar., 2016; Laranjo i sar., 2017). Biogeni amini od
znacaja za bezbednost i kvalitet fermentisanih kobasica i nacin njihove sinteze prikazan je u

Tabeli 1 (Lorenzo i sar., 2017).

Tabela 1. Biogeni amini od znacaja za bezbednost i kvalitet fermentisanih kobasica

Biogeni amin Prekursor Nacin sinteze Enzim

- Histamin Histidin Dekarboksilacija Histidin dekarboksilaza

.g Tiramin Tirozin Dekarboksilacija Tirozin dekarboksilaza

Q

§ Feniletilamin  Fenilalanin Dekarboksilacija Fenilalanin dekarboksilaza
Triptamin Triptofan Dekarboksilacija Triptofan dekarboksilaza

g Putrescin Ornitin Dekarboksilacija Ornitin dekarboksilaza

g Kadaverin Lizin Dekarboksilacija Lizin dekarboksilaza

Dodatno, tokom analize fermentisanih kobasica mogu se detektovati jo$ i amini koji se
prirodno nalaze u svezem mesu, kao $to su spermin i spermidin. Njihov sadrzaj uglavnom
ostaje konstantan tokom procesa zrenja proizvoda, ili se smanjuje usled utilizacije od strane

mikroorganizama kojima je neophodan azot (Lorenzo i sar., 2017).
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Biogene amine stvaraju kako Gram pozitivne, tako i Gram negativne bakterije (Marcobal i
sar., 2012; Wunderlichova i sar., 2014; Gardini i sar., 2016), ali je aminogeni potencijal
specifican za soj, a ne za vrstu mikroorganizma (Mobedano i sar., 2015). BMK, kao veoma
raznovrsna grupa mikroorganizama, pokazuju izrazenu varijabilnost u proizvodnji biogenih
amina (Lorenzo 7 sar., 2017). BMK, pre svega laktobacili i enterokoke, su poznati kao glavni
proizvodaci tiramina, ali takode mogu da proizvode histamin, kadaverin i putrescin (Kuley i
Ozogﬂ/, 2011; Ladero i sar., 2012; Gardini i sar., 2016). U odsustvu tirozina, BMK mogu da
vrse dekarboksilaciju fenilalanina, $to dovodi do akumulacije 2-feniletilamina (Bargossi 7 sar.,
20175). Akumulacija feniletilamina i triptamina se dovodi u vezu sa visokim sadrzajem
tiramina nastalog usled aktivhosti BMK ili koagulaza-negativnih stafilokoka (17Zdal-Caron i
sar., 2007). Medu Gram-negativnim bakterijama, predstavnici familija Ewterobacteriaceae 1
Psendomanadaceae su najefikasniji proizvodaci histamina, kadaverina i putrescina (Pircher i sar.,
2007; Lorenzo i sar., 2010; Gardini i sar, 2016). Prisustvo putrescina i tiramina u
fermentisanim kobasicama dovodi se u vezu sa aktivnos¢u BMK, dok znacajne
koncentracije kadaverina i histamina ukazuju na losu higijensku praksu u procesu
proizvodnje i izrazenu mikrobiolosku kontaminaciju sirovina koris¢enih u proizvodniji
kobasica (Suzzi i Gardini 2003; Bover- Cid i sar., 2006, Lorenzo i sar., 2017).

Na akumulaciju biogenih amina u fermentisanim suvim kobasicama uticu razliciti intrizi¢ni
1 ekstriziéni faktori, kao $to su higijenski kvalitet sirovina, sastav autohtone mikroflore, pH
vrednost, a, vrednost, oksido-redukcioni potencijal, koncentracija NaCl, dijametar kobasice
1 uslovi tokom zrenja i skladistenja proizvoda (Teodorovic i sar., 1994; Komprda i sar., 2004,
Stadnik i Dolatowski, 2010; Gardini i sar., 2016; Lorenzo i sar.,, 2017). Lo$ higijenski kvalitet
sirovine i prisustvo mikroorganizama predodredenih za sintezu pojedinih biogenih amina
povecavaju mogucnost akumulacije istth u fermentisanim kobasicama. Optimalnu aktivnost
aminokiselinske dekarboksilaze ostvaruju pri pH vrednosti od 4,0 do 5,5 (Sinell, 1978) 1
najvise koncentracije biogenih amina utvrdene su u proizvodima sa niskim pH vrednostima
(Santos, 1996). Znacajan pad a, vrednosti i porast koncentracije kuhinjske soli negativnho
uticu na formiranje 1 akumulaciju biogenih amina u fermentisanim kobasicama (Lorenzo i
sar., 2017). Prema Halasz i sar. (1994) smanjenje oksido-redukcionog potencijala negativnho
utice na formiranje putrescina i kadaverina, a podstice aktivnost histidin dekarboksilaze,
odnosno sintezu histamina. Siri dijametar omotaca i dug period zrenja, pri optimalnim
uslovima za dekarboksilaciju aminokiselina, znacajno doprinose akumulaciji biogenih amina

u fermentisanim kobasicama (Bover-Cid i sar., 1999; Komprda i sar., 2009). Kobasice Sireg
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dijametra imaju veci sadrzaj vlage i a, vrednost usled cega se favorizuje rast
mikroorganizama i sinteza biogenih amina. Iz istih razloga periferni delovi kobasice imaju
manje koncentracije biogenih amina od unutrasnjih delova iste kobasice (Ruiz-Capillas i
Jimenez-Colmenero, 2005).

Odredivanje sadrzaja biogenih amina u fermentisanim suvim kobasicama je veoma vazno
sa aspekta bezbednosti i kvaliteta proizvoda (T asic i sar., 2012; Latorre-Moratalla i sar., 2017, ).
Uneti u prekomernim koli¢inama putem hrane, biogeni amini mogu izazvati razlicite Stetne
efekte po zdravlje ljudi. Histamin i tiramin su najtoksic¢niji amini medu biogenim aminima.
Budu¢i da histamin u organizmu ima ulogu neurotransmitera i vazodilatatora, povecanje
njegove koncentracije u krvi moze rezultirati nizom klinickih manifestacija usled
poremecaja hemodinamike (hipotenzija), neuroloskih funkcija (glavobolja, palpitacije,
svrab) 1 gastrointestinalnog trakta (mucnina, povracanje, dijareja), a moze izazvati i
promene na kozi (osip, urtikarija, edem i lokalizovano zapaljenje) (Alvarez i Moreno-Arribas,
2014, Dimitrijevic i sar., 2016, Lorenzo i sar., 2017). Trovanje histaminom poznato je pod
nazivom ,,Skombroidno trovanje” jer je najcesée nastajalo usled konzumiranja mesa riba iz
tamilije Scromboidae. Prisustvo putrescina i kadaverina moze povecati toksi¢nost histamina, s
obzirom da pomenuti diamini vrSe inhibiciju histamin oksidaza (Mobedano i sar., 2015).
Tiramin, zajedno sa triptaminom i feniletilaminom, se klasifikuje kao vazokonstriktivni
amini, jer pri visokim koncentacijama moze izazvati hipertenzivnu krizu. Abnormalno
visok nivo tiramina u mozgu se dovodi u vezu sa depresijom, Sizofrenijom, Parkinsonovom
bolesti 1 Rejevim sindromom (Ladero i sar., 2010). Intoksikacija tiraminom poznata je pod
nazivom ,,Cheese reaction” 1 karakteriSe se slicnim simptomima kao i trovanje histaminom.
Putrescin i kadaverin se smatraju manje opasnim biogenim aminima, s obzirom da visoke
koncentracije ovih diamina dovode do razvoja neprijatnog ukusa proizvoda §to odvraca
potrosace da konzumiraju iste. Ovi diamini mogu reagovati sa prisutnim nitritima usled
¢ega dolazi do formiranja nitrozamina koji su kancerogeni. Takode, postoje sve veéi dokazi
da putrescin moze imati ulogu u promovisanju malignih transformacija celija (Gemner i
Meyskens, 2004, Ignatenko i sar., 2006, Shah i Swiatlo, 2008).

Sa druge strane, sadrzaj biogenih amina u fermentisanim kobasicama koristi se kao indeks
za procenu nezeljenih mikrobioloskih aktivnosti tokom zrenja (L i sar., 2010) 1 za ocenu
dobre proizvodacke prakse (Shalaby, 1996; Eerola i sar., 1998). Shalaby (1996) je predlozio
nivo tiramina (100-800 mg/kg), histamina (50-100 mg/kg) i feniletilamina (<30,0 mg/kg)
kao indikatore dobre proizvodacke prakse. Dodatno, Eerola i sar. (1998) su predlozili
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ukupnu koli¢inu vazoaktivnih biogenih amina (triptamin, feniletilamin, tiramin i histamin)
od 200 mg/kg kao mogu(;i indikator dobre proizvodacke prakse primenjene tokom
proizvodnje fermentisanih kobasica. Latorre-Moratalla i sar. (2008) su Kklasifikovali
tradicionalne fermentisane kobasice iz razli¢itth evropskih zemalja u pet grupa (A-E) na
osnovu ukupnog sadrzaja biogenih amina. Grupa A je obuhvatala proizvode sa vrlo niskim
ukupnim sadrzajem biogenih amina (od ne detektovanih do 150 mg/kg). Grupi B su
ptipadali proizvodi sa umerenim sadrzajem biogenih amina (150-350 mg/kg), pti cemu je
tiramin bio glavni amin. C grupu su ¢inili poizvodi sa umerenim sadrzajem biogenih amina,
ali je kadavarin bio dominantan amin. Grupe D 1 E, su obuhvatale proizvode sa visokim
sadrzajem (350-550 mg/kg) i vtlo visokim sadrzajem biogenih amina (vise od 550 mg/kg).
Latorre-Moratalla i sar. (2008) isticu da su tradicionalne fermentisane kobasice iz grupa C, D i

E manje pozeljne zbog povecanog sadrzaja odredenih biogenih amina.
2.1.5.6. Formirange sengorskib svojstava

Senzorska svojstva tradicionalnih fermentisanih kobasica zavise pre svega od kvaliteta
upotrebljene sirovine i dodataka, sastava nadeva, metabolicke aktivnhosti autohtone
mikroflore, biohemijskih promena tokom zrenja, kao i od uslova i duzine zrenja (Spaziani i
sar., 2009; Vukovii, 2012). Senzorska svojstva ovih proizvoda rezultat su slozenih procesa
koji se odvijaju tokom zrenja.

Prvi utisak o kvalitetu fermentisanih kobasica potrosa¢ stice na osnovu vizuelnog
zapazanja, odnosno percepcijom spoljasnjeg izgleda, kao i izgleda poprecnog preseka
proizvoda. Tokom procene spoljasnjeg izgleda treba obratiti paznju na izgled i stanje
omotaca koji treba da je suv, ¢ist, nepromascen, dobro prilegao uz nadev, bez uocljivih
ostecenja, mrlja, diskoloracija 1 plesni. Boja povriine fermentisanih kobasica pre svega
zavisi od vrste i kvaliteta omotaca, nacina 1 intenziteta dimljenja, kao i trajanja procesa
zrenja (Elaborat, 2013).

Izgled preseka fermentisanih kobasica je veoma vazan pokazatelj kvaliteta. Prema Pravilnikn
o kvalitetn usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (SI. glasnik RS, 94/2015).
poprecni presek fermentisanih suvih kobasica treba da ima izgled mozaika sastavljenog od
priblizno jednakih komadi¢a mesa stabilne 1 ujednacene crvene boje i masnog tkiva
belicaste boje, pri ¢emu su sastojci u nadevu ravnomerno rasporedeni i medusobno ¢vrsto
povezani, bez prisutnih Supljina i pukotina. Kompaktnost nadeva, odnosno cvrsta

konzistencija fermentisanih kobasica formira se postepeno tokom zrenja istih. Kada pH
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vrednost nadeva dostigne vrednost izolektricne tacke aktomiozina (pH=5,3), proteini
miofibrila prelaze iz stanje sola u gel stanje, pri ¢emu se komadi¢i mesa medusobno
slepljuju. Proces geliranja prati izdvajanje vode iz strukture proteina, odnosno sinereza, koja
doprinosi formiranju ¢vrsée konzistencije proizvoda. Sa druge strane, pozeljna tekstura
fermentisanih kobasica je zapravo rezultat balansa izmedu procesa koji doprinose
formiranju ¢vrsée konzistencije i procesa proteolize koji dovodi do omeksavanja proizvoda
1 bolje zvakljivosti (Barbut, 2007).

Stabilna crvena boja popre¢nog preseka fermentisanih kobasica je veoma vazan pokazatel;
kvaliteta koji ukazuje na uspesno odvijanje procesa zrenja. U industrijskoj proizvodniji
fermentisanih kobasica kortiste se soli za salamurenje koje sadrze nitrite i/ili nitrate,
jedinjenja koja u mnogome doprinose formiranju stabilne crvene boje. Kao izvor
azotmonoksida, nitrati i nitriti omogucavaju stvaranje nitrozilmioglobina, pri cemu se nitrati
prethodno moraju redukovati do nitrita pod dejstvom mikrobnih nitratreduktaza (Honikel,
2008). Nitrozilmioglobin, pigment crvene boje, nastaje vezivanjem veoma reaktivhog
azotmonoksida za gvozde u hemu porfirinskog prstena mioglobina. Optimalne uslove za
sintezu nitrozilmioglobina stvara mikroflora nadeva, tako $to na pocetku zrenja aerobne
bakterije troSe kiseonik i snizavaju oksido-redukcioni potencijal, a zatim BMK
fermentacijom Secera snizavaju pH vredenost. Prema podacima iz literature, najznacajniji
uticaj na stabilnu crvenu boju poprec¢nog preseka tradicionalnih fermentisanih kobasica ima
crvena zacinska paprika koja se dodaje pri izradi nadeva ovih proizvoda (Petrovic i sar., 2010;
Tkonic¢ i sar., 2010; Vukovié i sar., 2012; Roblik i sar., 2013). U tradicionalnoj proizvodniji
fermentisanih kobasica ne koriste se soli za salamurenje, a paprika kao zacin sa dobrim
antioksidativnim karakteristikama 1 malim redoks potencijalom, povoljno utice na
formiranje pozeljne crvene boje tradicionalnih fermentisanih kobasica, s obzirom da sadrzi
karotenoide (karoteni i ksantofili) (I7ukovic i sar., 20712). Nitrati iz paprike, takode, doprinose
formiranju boje ovih proizvoda, iako su prisutni u malim koli¢inama (1 ukovi¢ i sar., 2011).
Miris i ukus fermentisanih kobasica rezultat su prisustva razli¢itih jedinjenja koja nastaju
tokom procesa fermentacije ugljenih hidrata, proteolize, kao i hidrolize i oksidacije lipida
(Singh i sar., 2012) . Razgradnjom ugljenih hidata BMK stvaraju mle¢nu kiselinu koja dobro
disosuje dovodeéi do opadanja pH vrednosti i formiranja prijatno kiselkaste arome
fermentisanih kobasica. S druge strane, usled stvaranja mravlje, sircetne 1 buterne kiseline
dolazi do pojave neptijatno kisele arome kobasica. Tokom zrenja fermentisanih kobasica,

kao rezultat proteolize nastaju peptidi i slobodne aminokiseline koje mikroorganizmi
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transformisu do razli¢itih aromati¢nih jedinjenja (Singh 7 sar, 2012). Takode, dolazi i do
hidrolize lipidne frakcije, pri cemu se iz triglicerida i fosfolipita oslobadaju slobodne masne
kiseline. Oslobodene nize masne kiseline direktno uticu na aromu proizvoda, dok
nezasi¢ene masne kiseline podlezu procesu osidacije koji dovodi do formiranja aromati¢nih
jedinjenja, pre svega aldehida i ketona (Visessanguan i sar., 2006). Pored navedenog, lipidi
imaju i ulogu rastvaraca aromati¢nih jedinjenja, s ozirom da je veéina njih lipofilna (Olipares i
sar., 2009). Tipican ukus fermentisanih kobasica rezultat je ravnoteze izmedu isparljivih
(alkohol, ketoni, aldehidi i furani) i neispatljivih jedinjenja (aminokiseline, peptidi, Seceri i
nukleotidi), koji poticu od sirovina (mesa, zacina, aditiva) ili nastaju u slozenim

biohemijskim reakcijama tokom zrenja (Flores i sar., 1997; Toldra, 1998; Fadda i sar., 2010).

2.1.6. SkladiStenje sremskog kulena

Odrzivost sremskog kulena, kao fermentisane suve kobasice, zasniva se na niskoj a,, i pH
vrednosti. Preporuka je da se ovi proizvodi skladiste na temperaturi do +15 °C. Pored
temperature skladistenja, neophodno je obezbediti i optimalnu relativnu vlaznost i
cirkulaciju vazduha. Pozeljno je da relativna vlaznost vazduha bude manja od 75%, a
cirkulacija vazduha bude svedena na minimum. Niska relativna vlaznost vazduha limitira
rast plesni, od kojih najveéi znacaj imaju mikotoksogene plesni iz roda Penicillium 1
Aspergillus, odnosno zelene plesni (Teodorovié i sar., 2015). Tokom skladistenja, proces
dehidracije proizvoda se nastavlja, $to negativho utice na senzorska svojstva. Ukoliko se
proizvod dugo skladisti moze doéi do pojave naboranosti omotaca, suvise tvrde
kozistencije 1 tamnije boje. Takode, prolongirana oksidacija lipida narusava kvalitet
proizvoda pojavom uzegle arome 1 diskoloracija na poprecnom preseku. Proces oksidacije
utice i na hranljivu vrednost proizvoda, s obzirom da izaziva razlaganje vitamina i smanjnje
sadrzaja polinezasi¢enih esencijalnith masnih kiselina, a poznato je i da dovodi do
nakupljanja toksi¢nih jedinjenja (Ansorena i Astiasarin, 2004; Skaljac, 2014). Stoga je veoma
vazno obezbediti optimalne uslove skladistenja, kako bi se kvalitet proizvoda §to duze
odrzao. Ocuvanje kvaliteta fermentisanih suvih kobasica tokom duzeg vremenskog perioda

skladistenja moze se postii primenom odgovarajuceg nacina pakovanja (S&ajjac, 2014).
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2.1.7. Kriterijumi kvaliteta za sremski kulen

Kvalitet sremskog kulena, kao fermentisane suve kobasice, zavisi od kvaliteta svezeg mesa,
masnog tkiva 1 dodataka, zatim od metabolicke aktivnosti mikroorganizama, kao 1 od
mikroklimatskih uslova tokom zrenja proizvoda. Zvani¢ni FElaborat (2013), pored
tradicionalnog nacina proizvodnje sremskog kulena, propisuje i zahteve u pogledu kvaliteta
koje proizvod mora da ispuni. Prema Elaboratu (20713), pH vrednost sremskog kulena treba
da je vec¢a od 5,3, s obzirom da u drugoj fazi zrenja pH vrednost raste kao rezultat izrazene
proteolize (Vukovic i sar., 2012). Ovaj parametar ukazuje na stepen zrelosti proizvoda.
Sremski kulen treba da sadrzi manje od 35% vlage, $to je i Pravilnikom: o kvalitetu usitnjenog
mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (SI. glasnik RS, 94/2015) propisano za sve
fermentisane suve kobasice. Sadrzaj proteina mesa u sremskom kulenu treba da je veci od
30%, a sadrzaj kolagena u proteinima mesa manji od 10%. Zahtev za sadrzaj proteina mesa
u sremskom kulenu propisan Elaboratom (2013) stroziji je od zahteva propisanog Pravilnikon:
(S1. glasnik RS, 94/2015) za domadi kulen, gde sadrzaj proteina mesa treba da je najmanje
24%. Sadrzaj masti u sremskom kulenu ne sme biti vec¢i od 30% a sadrzaj soli manji od 5%.
U pogledu senzorskih karakteristika, proizvod takode mora da ispuni zahteve propisane
Elaboratom: (2073). Omotac¢ sremskog kulena treba da je suv, cist, nepromaséen, dobro
prilegao uz nadev, bez uocljivih ostecenja, mrlja i diskoloracija, a kolonije belih plesni mogu
biti mestimi¢no prisutne. Boja omotaca treba da je narandzasto-smeda do crvenkasto-
smeda. Masa gotovog proizvoda moze znacajno da varira u zavisnosti od velicine kate, ali
nikada nije manja od 700 g. Na preseku sremski kulen treba da ima mozaican izgled koji se
sastoji od grubo usitnjenog svinjskog misi¢nog i u manjem obimu ¢vrstog masnog tkiva, pti
cemu su sastojci istog stepena usitnjenosti (@=8-10 mm), dobro povezani i ravhomerno
rasporedeni. Ne sme biti uocljivih rupica i Supljina, niti ve¢ih ostataka vezivnog tkiva, ali
mogu biti uoceni komadiéi ljute zacinske paprike ukoliko je pti proizvodnji koris¢ena kasa
(sos) od paprike. Sremski kulen treba da ima ¢vrstu konzistenciju 1 da se dobro narezuje u
tanke listice bez ispadanja sastojaka. Komadic¢i misicnog tkiva treba da su ujednacene,
stabilne tamno-crvene boje, dok masno tkivo treba da zadrzi belu boju. Boja na preseku
mora biti ravhomerna, bez sivih diskoloracija u centru, ali uz moguénost postojanja nesto
tamnijeg perifernog ruba. Miris sremskog kulena mora biti prijatan, na dim, fermentisano
svinjsko meso i papriku, a ukus specifican, pikantno ljut, ne previse slan i kiseo. Pri
zvakanju sremski kulen je tvrde tekstrure i optimalne socnosti i moze se, bez veceg napora,

pripremiti do oblika spremnog za gutanje.
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3. Cilj i adaci istragivanja

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je da se uporedi mikroflora, kao 1 parametri

kvaliteta sremskog kulena proizvedenog u industrijskim uslovima u skladu sa

tradicionalnim zahtevima, sa mikroflorom i kvalitetom sremskog kulena proizvedenog u

seoskom domadinstvu na tradicionalni naéin.

Za ostvarenje ovog cilja, postavljeni su sledeci zadaci:

1. Izvrsiti mikrobioloska ispitivanja:

» Pratit dinamiku razvoja autohtone mikroflore oba proizvoda tokom zrenja:

broj BMK,

broj enterokoka,

broj koagulaza-negativnih koka,

broj bakterija iz familije Enteobacteriaceae,
broj bakterija iz familije Psexudomonadaceae,

prisustvo Salmonella spp. i Listeria monocytogenes.

» Izvesit identifikaciju BMK pomoéu MALDI-TOF masene spektrometrije

(Matrix-assisted laser desorption/ionization time of-flight mass spectrometry)

2. Pratiti fizicko-hemijske parametre tokom zrenja industrijskog (ISK) i tradicionalnog

sremskog kulena (TSK):

pH vrednost,
kalo susenja,

a,, vrednost

3. Izvrsiti hemijska ispitivanja:

> Utvrditi hemijski sastav oba proizvoda:

sadrzaj vlage,

sadrzaj masti,

sadrzaj proteina mesa,

sadrzaj kolagena u proteinima mesa,
sadrzaj pepela,

sadrzaj hlorida,

sadrzaj nitrata,

sadrzaj nitrita.
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» Ispitati hidroliticke i oksidativne promene na mastima tokom zrenja oba
proizvoda:
- sadrzaj slobodnih masnih kiselina,
- peroksidni broj,
- TBARS vrednost.
» Pratiti proteoliticke promene tokom zrenja oba proizvoda postedstvom indeksa
proteolize,
» Pratiti sadrzaj biogenih amina od znacaja za bezbednost i kvalitet fermentisanih
kobasica (histamina, tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina i kadaverina)

tokom zrenja oba proizvoda.

4. Izvrsiti ispitivanja senzorskih svojstava oba proizvoda na kraju zrenja, odnosno:
- oceniti senzorska svojstva kvantitativnom deskriptivhom analizom,
- instrumentalno ispitati boju proizvoda,

- instrumentalno ispitati teksturu proizvoda.
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4. Materijal i metode istragivanja

4.1. MATERIJAL

Predmet istrazivanja doktorske disertacije bio je sremski kulen proizveden u industrijskim i
tradicionalnim uslovima. Eksperimentalna proizvodnja ISK i TSK zapoceta je u decembru
2015. godine. ISK je proizveden u registrovanom industrijskom objektu za klanje Zivotinja i
preradu mesa koji se nalazi na teritoriji opstine Pecinci, dok je TSK napravljen u seoskom
domadinstvu u mestu Besenovo, opstina Sremska Mitrovica. Obe eksperimentalne grupe
proizvoda proizvedene su prema recepturti iz Elaborata (2013).
Sastav nadeva bio je sledeci:

®  95% svinjsko meso I kategorije,

= 5% ¢vrsto masno tkivo,

= 2,2% kuhinjska so,

" 1,5% mesavina ljute i slatke crvene zacinske paprike u odnosu 1:5.
Za pravljenje nadeva obe eksperimentalne grupe proizvoda koristilo se meso i masno tkivo
poreklom od svinja zaklanih u registrovanom objektu za klanje Zivotinja 1 preradu mesa,
postujuci dobrobit zivotinja, kao i principe dobre proizvodacke i dobre higijenske prakse. U
pitanju su bile svinje melezi jorksir i landras rase, starije od godinu dana, zenskog pola,
mase od 150-200 kg, gajene pod istim uslovima, na istoj farmi koja se nalazi na teritoriji
Srema. U skladu sa zahtevom Elaborata (2013), koris¢ena je mlevena zacinska paprika
proizvedena na teritoriji Srema.
Priprema nadeva ISK bila je u potpunosti sprovedena u industrijskom okruzenju pomocu
savremenih uredaja, kao §to su masina za mlevenje mesa i vakuum punilica. Prethodno
ohladeno meso 1 masno tkivo je najpre usitnjeno do granulacije @ = 8 mm, a zatim
izmes$ano sa ostalim dodacima. Mesanje nadeva do postizanja homogene mase izvrseno je
rucno, postujuci tradicionalni zahtev. Pripremljen nadev ISK punjen je u prethodno
oci$c¢ena, oprana i usoljena svinjska slepa creva, koja su neposredno pre punjenja odsoljena
potapanjem u mlaku vodu. Dobijeni kuleni kaceni su na stapove, jedan do drugog, da se
medusobno ne dodiruju, a potom su ostavljeni na cedenje 24 ¢asa u hladnu prostoriju, kako
bi se omota¢ delimicno osusio pre dimljenja. Proces dimljenja ISK trajao je 7 dana, 12 h
dnevno, primenom hladnog dima koji se dobijao pirolizom drveta bukve. Dimljenje je
sprovedeno u skladu sa tradicionalnim zahtevima, u specijalno napravljenoj komori
industrijskog kapaciteta ¢iji su mikroklimatski parametri (temperatura, relativha vlaznost

vazduha i cirkulacija vazduha) bili pod uticajem lokalnih klimatskih uslova. Po zavrSenom
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dimljenju, proizvod je zadrzan u istoj komori, kako bi se susenje i zrenje proizvoda odvijalo
pod uticajem lokalnih klimatskih uslova, a zatim je nakon 100 dana zrenja zbog visokih
spoljnih temperatura (>20°C) preba¢en u komoru sa kontrolisanim mikroklimatskim

parametrima (temperatura 12 °C; relativna vlaznost vazduha 75%). Zrenje ISK trajalo je

150 dana. Proces proizvodnje ISK i TSK ilustrativno je prikazan na slici 2.

Slika 2. Ilustrativni prikaz procesa proizvodnje ISK i TSK
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Nadev za TSK pripremljen je u tradicionalnim uslovima, primenom zanatskih uredaja.
Ohladeno meso 1 masno tkivo usitnjeno je do granulacije @ = 8 mm pomocu masine za
mlevenje mesa. Nakon dodavanja svih sastojaka usledio je tradicionalni postupak ru¢nog
mesanja nadeva do postizanja homogene mase, a zatim je nadev pomocu ruc¢ne punilice
punjen u prethodno ociséena, oprana 1 usoljena svinjska slepa creva, koja su neposredno
pre punjenja odsoljena potapanjem u mlaku vodu. Napravljeni kuleni kaceni su na Stapove,
jedan do drugog, da se medusobno ne dodiruju, a potom su odneti u pusnicu gde su se pre
dimljenja cedili 24 h. Dimljenje TSK odvijalo se u tradicionalnoj pusnici sa otvorenim
lozistem, primenom hladnog dima, koji se dobijao pirolizom drveta bukve. Proces
dimljenja takode je trajao 7 dana (12 h dnevno), a zatim je usledilo susenje proizvoda sa
istovremenim zrenjem u tradicionalnim uslovima, pod uticajem lokalnih klimatskih uslova.
Zbog visokih spoljnih temperatura proizvod je nakon 100 dana zrenja, kao i ISK, prebacen
u ve¢ pomenutu komoru sa kontrolisanim mikroklimatskim parametrima gde je boravio do
150. dana zrenja. Relativna vlaznost vazduha 1 temperaturni rezim tokom zrenja ISK 1 TSK

prikazani su na slicr 3.
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Slika 3. Relativna vlaznost vazduha i temperatura tokom zrenja ISK i TSK
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4.2. METODE

Nakon pripreme nadeva i punjenja u omotace ISK i TSK usledilo je kontinuirano
ispitivanje oba proizvoda koje se odvijalo do kraja zrenja istih. Izvrsena su mikrobioloska,
fizicko-hemijska, hemijska 1 senzorna ispitivanja. Za potrebe navedenih ispitivanja izvrseno
je uzorkovanje proizvoda obe eksperimentalne grupe nultog dana (uzorkovan je nadev), a
zatim nakon 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120 i 150 dana zrenja. Tokom svakog uzorkovanja uzeto

je po Sest uzoraka sremskog kulena iz obe eksperimentalne grupe proizvoda.

4.2.1. MIKROBIOLOSKA ISPITIVAN), JA

U cilju ispitivanja dinamike razvoja i sastava mikroflore ispitivanih proizvoda izvrSena su
mikrobioloska ispitivanja, koja su obuhvatila ispitivanje broja mikroorganizama, kao i

identifikaciju BMK pomoc¢u MALDI-TOF metode.
4.2.1.1. Ispitivanje broja mikroorganizama

Ispitivanje broja mikroorganizama u eksperimentalnim proizvodima izvrseno je nultog
dana (ispitivanje nadeva), kao i nakon 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120 1 150 dana zrenja ispitivanih
proizvoda, na Sest slucajno odabranih uzoraka iz obe eksperimentalne grupe. Za potrebe
bakterioloskog ispitivanja pripremano je osnovno razblazenje od svakog uzorka, tako sto je
u Stomacher kesi odmereno 25 g uzorka, naliveno sa 225 ml puferisane peptonske vode
(Himedia) i homogenizovano 30 sekundi u Stomacher-n. 1z osnovnog razblazenja svakog
uzorka pripremana je serija decimalnih razblazenja iz kojih su u duplikatu zasejavane ploce
sa razlicititim hranljivim podlogama u cilju odredivanja broja BMK, Ewnterococcus spp.,
Micrococeus spp. 1 bakterija iz tamilije Enterobacteriaceae 1 Pseudomonadaceae. Zasejane hranljive

podloge su inkubirane pod uslovima navedenim u Tabeli 2.

Tabela 2. Uslovi kultivisanja ispitivanih mikroorganizama

Uslovi inkubacije
Mikroorganizam Hranljiva podloga Temperatura Vreme O,

°c h
BMK MRS agar (Merck, Nemacka) 30 72 -
Enterococcus spp. KEA (Merck) 37 48 +
Micrococcus spp. MSA (Merck) 37 48 +
Enterobacteriaceae BG agar (Lab M Limited, UK) 37 24 +
Pseudomonadaceae Pseudomonas agar (Lab M Limited) 30 48 +
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Nakon inkubacije izvr$eno je brojanje izraslih kolonija, a utvrdeni broj bakterija iskazan je
kao log cfu/g uzorka. Bakteriolosko ispitivanje ISK i TSK obuhvatilo je i utvrdivanje
prisustva Salmonella spp. 1 Listeria monocytogenes. Utvrdivanje prisustva Salmonella spp. 1 Listeria

monocytogenes radeno je prema standardnim metodama 150 6579:2002 i ISO 11290-1:1996.
4.2.1.2. Identifikacija BMK pomocéu MALDI-TOF masene spektromettije

Identifikacija BMK izolovanih iz ISK 1 TSK izvrSena je primenom MALDI TOF masene
spektrometrije pomocu aparata Vitek MS (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francuska).
Identifikacija izolata BMK izvrSena je nultog dana, kao i nakon 30, 60, 90, 120 1 150 dana
zrenja proizvoda. Po danu ispitivanja identifikonao je 30 izolata BMK iz obe
eksperimentalne grupe proizvoda, do kojih se doslo nasumi¢nim odabirom tipi¢nih
kolonija tokom odredivanja broja BMK. Samim tim, u cilju ispitivanja diverziteta BMK,
formirana je kolekcija od 360 izolata, 180 poreklom iz industrijskog proizvoda 1 180
poreklom izproizvoda dobijenog u tradicionalnim uslovima. Ispitivani izolati BMK su pre
identifikacije presejani na neselektivhu podlogu, a zatim inkubirani u anaerobnim uslovima
(GenBox anaer, BioMérienx, France) pti temperaturi od 30°C, tokom 24 h.

Primenjena je metoda direktnog transfera. Po zavrsenoj inkubaciji mala kolic¢ina
pojedinacnih kolonija je sterilnim Stapi¢em, u vidu tankog filma, direktno naneta na celicnu
plocicu sa 96 mesta. Plocica sa nanetim filmom je ostavljena oko 1 min da se osusi na
sobnoj temperaturi, a zatim je na plocicu nanesen 1 pl VITEK MS-CHCA matriksa,
(BioMeérienx). Nakon podesavanja i kalibracije aparata prema instrukciji proizvodaca, izolati
BMK pripremljeni na ovaj nacin su zatim podvrgnuti MALDI TOF masenoj
spektrometriji. Za kalibraciju aparata koris¢en je soj Escherichia coli ATCC® 8739. Tokom
samog procesa masene spektrometrije, pod dejstvvom lasera na tanki film bakterija i
matriksa dolazi do jonizacije proteina i njihovog razdvajanja u elektricnom polju, a zatim se
usmeravaju u vakuum cev i razdvajaju u zavisnosti od mase i naboja. Na ovaj nacin proteini
pristizu u detektor u sekvencama koje su obrnuto proporcionalne njihovoj masi stvarajudi
profil proteina (mass spectral fingerprinting). Glavni pikovi pripadaju ribozomalnim i ostalim
vedinski zastupljenim proteinima, kao Sto su HSP (heat shock proteini), DNK vezujuéi
proteini 1 RNK $aperoni. Zatim se dobijeni profil analizira i poredi sa bazom podataka, sto
omogucava preciznu identifikaciju mikroorganizama. Za ocitavanje rezultata koris¢ena je
baza podataka VITEK MS V2.0 Knowledge Base - Industry Use. Prikaz spektra MALDI-

TOF masene spektrometrije za Lactobacillus sake: prikazan je na slici 4.
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Slika 4. Prikaz spektra MALDI-TOF masene spektrometrije za Lactobacillus sakei

4.2.2. FIZICKO-HEMIJSKA ISPITIVANJA

U cilju pracenja toka susenja i zrenja ispitivanih proizvoda izvrsena su fizicko-hemijska
ispitivanja koja su obuhvatila merenje pH vrednosti, gubitka mase proizvoda (kalo susenja)

1 a, vrednosti. Fizicka 1 fizicko-hemijska ispitivanja vrSena su nakon svakog uzorkovanja.

4.2.2.1. Odredivanje pH vrednosti
Odredivanje pH vrednosti ISK 1 TSK vrseno je prema referentnoj metodi SRPS ISO
2917:2004 pomocu ubodnog pH-metra WTW 340i (Nemacka). Pre svakog merenja

izvrena je kalibracija pH-metra standardnim fosfatnim puferima (pH 7,00 i 4,00 na 20°C).

4.2.2.2. Odredivanje kala susenja

Kalo susenja je odreden gravimetrijskom metodom. Za ove potrebe izdvojeno je 5 kobasica
iz obe eksperimentalne grupe proizvoda odmah po zavrsenoj operaciji punjenja, koje su
potom izmerene, a zatim kontinuirano merene do kraja procesa zrenja proizvoda. Razlika u

masi, izrazena kao procenat pocetne mase kobasica, predstavljala je kalo susenja.

4.2.2.3. Odredivanje a, vrednosti

Odredivanje a, vrednosti ISK i TSK radeno je u skladu sa referentnom metodom ISO
21807:2004E pomocu a-metra (a,-Wert Messer, GBX Scientific Instruments, Fa-St/1).
Postupak odredivanja a, vrednosti obuhvatao je punjenje merne posudice do 2/3 njene
visine sa grubo usitnjenim uzorkom i postavljanje istth u merni deo aparata, kao i sam

proces merenja pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.
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4.2.3. HEMIJSKA ISPITIVANJA
4.2.3.1. Ispitivanje hemijskog sastava

Ispitivanje hemijskog sastava ISK 1 TSK izvrseno je nultog 1 150. dana zrenja proizvoda

primenom standardnih metoda opisanih u nastavku teksta.

Odredivange sadrzaja viage

Odredivanje sadrzaja vlage radeno je prema referentoj metodi SRPS ISO 7442:1998.
Princip metode se zasniva na potpunom mesanju dela homogenizovanog uzorka za
ispitivanje sa kvarcnim peskom i susenju do konstantne mase na 103+2°C, pri ¢emu se

sadrzaj vlage izrazava u g/100g, odnosno u procentima (%o).

Odredivange sadrzaja ukupnib masti

Odredivanje sadrzaja ukupnih masti radeno je prema metodi po Soxhletu (SRPS ISO
1443:1998). Princip metode zasniva se, najpre, na hidrolizi dela uzorka sa razblazenom
hlorovodonicnom kiselinom 1 na filtriranju dobijene mase wuz ispiranje vrucom
destilovanom vodom do neutralne reakcije. Nakon zavrsenog filtriranja pristupa se susenju
zaostale masti na filter papiru i njenoj ekstrakciji petroletrom u aparaturi po Soxhletu u
trajanju od 5 h. Zatim se ekstrahovani uzorak susi do konstantne mase u susnici na
temperatuti 10312 °C, a sadrzaj ukupne masti izrazava u g/100 g, odnosno u procentima

(%)

Odredivange sadriaja azota (proteina mesa)

Odredivanje sadrzaja proteina mesa radeno je prema referentoj metodi SRPS 15O 937:1992,
pomoc¢u uredaja Digestor 1001 (Foss, Svedska) i Kjeltec 8400 Analyzer Unit (Foss,
Svedska). Princip metode se zasniva na digestiji uzorka koncentrovanom sumpornom
kiselinom uz koris¢enje bakar(Il)-sulfata kao katalizatora sa ciljem da se organski azot
prevede u amonijum-jone. Potom sledi alkalizacija i destilacija oslobodenog amonijaka u
visku rastvora borne kiseline, a zatim titracija sa hlorovodoni¢cnom kiselinom kako bi se
odredio amonijak vezan za bornu kiselinu. Sadrzaj azota u uzorku izracunava se iz koli¢ine

utvrdenog amonijaka dok je sadrzaj proteina jednak proizvodu sadrzaja azota i faktora 6,25.

Odredivange sadrzaja hidroksiprolina (kolagena)
Odredivanje sadrzaja hidroksiprolina radeno je u skladu sa referentnom metodom SRPS

ISO 3496:2002. Princip metode zasniva se na hidrolizi dela uzorka za ispitivanje u
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sumpornoj kiselini na 105°C, a zatim sledi filtriranje i razblazivanje hidrolizata. Oksidacija
hidroksiprolina hloraminom-T pra¢ena je obrazovanjem jedinjenja crvene boje sa p-
dimetilamino-benzaldehidom. Nakon toga sledi fotometrijsko merenje na talasnoj duzini
od 558 nm. Sadrzaj kolagena dobijen je mnozenjem sadrzaja hidroksiprolina sa faktorom 8,

a zatim je odreden relativni sadrzaj kolagena (sadriaj kolagena/ sadriaj proteina ~ 100%).

Odredivange sadriaja pepela

Odredivanje sadrzaja pepela radeno je u skladu sa referentnom metodom SRPS ISO
936:1999. Princip metode zasniva se, najpre na suSenju i ugljenisanju dela ispitivanog
uzorka, a zatim na zarenju istog (550 * 25 °C), do postizanja sivobele boje ostatka. Posle
hladenja odredi se masa ostatka, a sadrzaj pepela se iztazava u g/100g, odnosno u

procentima (%o).

Odredivange sadrzaja hlorida

Odredivanje sadrzaja hlorida (NaCl) radeno je prema metodi po Volhardu (SRPS ISO
1841-1:1999). Metoda se zasniva na ekstrakciji dela uzorka vruéom vodom i taloZenju
proteina, a zatim se po zavrsSetku filtracije i zakiSeljavanja ekstrakta dodaje rastvor srebro
nitrata u visku, koji se titruje rastvorom kalijum tiocijanata. Sadrzaj hlorida se izrazava u

g/100g, odnosno u procentima (%o).

Odredivange sadriaja nitrata

Odredivanje sadrzaja nitrata radeno je u skladu sa referentnom metodom SRPS ISO
3091:1999. Princip metode se zasniva na ekstrakciji dela uzorka za ispitivanje toplom
vodom, taloZenju proteina i filtraciji, uz redukciju ekstrahovanih nitrata iz filtrata u nitrite
metalnim kadmijumom. Dodavanjem sulfanilamid-hlorida i naftiletilendiamina, filtrat zbog
prisutnih nitrita poprima crvenu boju, a zatim sledi fotometrijsko merenje na talasnoj
duzini od 538 nm. Pomocu koncentracije nitrita ocitane sa kalibracione krive i njihovog

sadrzaja izracuna se sadrzaj nitrata, koji se izrazava u mg/kg proizvoda.

Odredivanje sadriaja nitrita

Odredivanje sadrzaja nitrita radeno je u skladu sa referentnom metodom SRPS ISO
2918:1999. Princip metode se zasniva na ekstrakciji dela uzorka za ispitivanje toplom
vodom, taloZenju proteina i filtraciji, uz dodavanje sulfanilamid-hlorida i naftiletilendiamina

u filtrat koji usled prisutnih nitrita poprima crvenu boju. Zatim sledi fotometrijsko merenje
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na talasnoj duzini od 538 nm i ocitavanje koncentracije nitrita sa kalibracione krive. Sadrzaj

nitrita se izrazava u mg/kg proizvoda.
4.2.3.2. Ispitivanje hidrolitickih i oksidativnih promena lipida

Ispitivanje hidrolitickih i oksidativnih promena lipida ISK 1 TSK izvrSeno je nultog dana,
kao 1 nakon 28, 60, 90, 120 i 150 dana zrenja proizvoda primenom metoda opisanih u

nastavku teksta.

Odredivange sadrzaja slobodnih masnib kiselina (kiselinski broj)

Pod kiselinskim brojem se podrazumeva broj miligrama kalijum-hidroksida potrebnih za
neutralizaciju slobodnih masnih kiselina prisutnih u 1 g masti. Kiselinski broj ISK i TSK
odreden je u skladu sa referentnom metodom SRPS EN ISO 660:2071. Ekstahovane masti
iz uzoraka prvo su rastvorene u toplom etanolu, a zatim je izvrSena titracija sa vodenim

rastvorom kalijum-hidroksida. Kiselinski broj se izrazava u mg KOH/g masti.

Odredivange peroksidnog broja

Peroksidni broj se definise kao kolicina onih supstancija u uzorku, izrazena kao aktivni
kiseonik, koje oksidisu kalijum-jodid podeljena masom dela uzorka za ispitivanje.
Peroksidni broj ISK 1 TSK odreden je u skladu sa referentnom metodom SRPS EN ISO
3960:2011. Princip metode se zasniva na tretiranju dela uzorka za ispitivanje u rastvoru
sircetne kiseline i izo-oktana rastvorom kalijum-jodida, usled cega dolazi do oslobadanja
joda. Titracija oslobodenog joda vrsi se standardnim volumetrijskim rastvorom natrijum-
tiosulfata. Peroksidni broj se izrazava u mmol/kg ili milickvivalentima kiseonika po

kilogramu masti (meq O,/kg).

Odpredivanje TBARS vrednosti

TBARS vrednost (,, Thiobarbituric Acid Reactive Substances”) ISK 1 TSK odredena je prema
kombinovanoj metodi Tarladgis i sar. (1964) 1 Holland (1971). Princip metode se zasniva na
izdvajanju malondialdehida procesom destilacije vodenom parom, a zatim se dodaje
tiobarbiturna kiselina koja reaguje sa malondialdehidom dovodeéi do pojave crvene boje
rastvora, Ciji se intenzitet meri pomocu spektrofotomera na talasnoj duzini 532 nm.
Pomocu ocitane koncentracije malondialdehida sa kalibracione krive odreduje se TBARS

vrednost izrazena kao broj mg malondialdehida po kilogramu uzorka (mg MDA /kg).
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4.2.3.3. Ispitivanje proteolitickih promena tokom zrenja - indeks proteolize

Odredivanje indeksa proteolize vrseno je nultog dana, kao i nakon 28, 60, 90, 120 i 150
dana zrenja. Kako bi se utvrdio indeks proteolize neophodno je bilo utvrditi ukupan sadrzaj
azota 1 sadrzaj neproteinskog azota. Odredivanje sadrzaja ukupnog azota radeno je prema
ve¢ pomenutoj standardnoj metodi po Kjeldahlu (SRPS ISO 937:71992). U cilju utvrdivanja
sadrzaja neproteinskog azota, 10 g uzotka je homogenizovano sa 20 ml 10% (w/v)
trihlorsiréetne kiseline. Dobijeni homogenat je ostavljen da odstoji 2 h na temperaturi od 4
°C, a zatim je profiltrovan. Odredivanje sadrzaja neproteinskog azota vrseno je u 10 ml
filtrata pomocu standardne metode po Kjeldahlu (SRPS ISO 937:1992). Izracunavanje
indeksa proteolize vt$eno je prema formuli: sadriaj neproteinskog azota | sadriaj wkupnog azota

x 100%.

4.2.3.4. Odredivanje sadrzZaja biogenih amina

Odredivanje sadrzaja biogenih amina vreno je te¢nom hromatografijom visoke rezolucije
(,,High Perfomance Liquid Chromatography”) prema Tasic i sar. (2012). Za potrebe HPLC analize
neophodno je bilo pripremiti standardne rastvore biogenih amina, radni rastvor standarda,
rastvor internog standarda, kao i rastvor danzilhlorida. Svaki od Sest standarda biogenih
amina je posebno rastvoren u 50 ml destilovane vode i to: 80 mg histamin dihidrohlorida,
60 mg tiramin hidrohlorida, 70 mg [B-feniletilamin hidrohlorida, 60 mg triptamin
hidrohlorida, 90 mg putrescin dihidrohlorida i 90 mg kadaverin dihidrohlorida. Osnovni
rastvori standarda cuvani su na 4 °C najduze mesec dana. Radni rastvor standarda je
dobijen razblazivanjem osnovnih standardnih rastvora biogenih amina u vodi do
koncentracije od 100 pg/ml i ¢uvan je na 4 °C najduze nedelju dana. Rastvor internog
standarda je pravljen tako $to je 50 mg 1,7-diaminoheptana rastvoreno u 50 ml vode i
cuvan je na 4 °C najduze nedelju dana. Rastvor danzilhlorida je pripreman neposredno pre
upotrebe tako §to je 20 mg danzilhlorida, reagensa za derivatizaciju rastvoreno u 2 ml
acetona.

Priprema i ekstrakcija uzoraka izvrsene su prema metodi Eerola i sar. (1993). Najpre je u
epruvete ta¢no izmereno oko 2 g uzorka. Nakon dodatka odredene koli¢ine internog
standarda i 10 ml 0,4 M perhlorne kiseline, uzorak je homogenizovan na ultraturaksu 1
min, a zatim je homogenat centrifugiran 10 minuta na 3000 obrtaja. Supernatant je nakon

filtriranja prenet u odmerni sud od 25 ml. Ekstrakcija je ponovljena sa dodatkom jos 10 ml
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0.4 M perhlorne kiseline, a sadrzaj je dobro izmeSan pre ponovnog centrifugiranja pod
istim uslovima. Supernatanti su spojeni i odmerni sud je dopunjen do oznake perhlornom
kiselinom. U 1 ml ekstrakta uzorka dodato je 200 uL. 2 M NaOH, 300 pl zasi¢enog rastvora
NaHCO; 1 2 ml danzilhlorida, nakon cega je reakciona smesa inkubirana u vodenom
kupatlu 45 minuta na 40 °C. Ostatak danzilhlorida uklonjen je dodatkom 100 pl amonijaka
(25%). Nakon 30 minuta reakciona smesa je razblazena acetonitrilom do zapremine od 5
ml i filtrirana kroz membranske filtre sa velicinom pora od 0.45 um (MCE, mixed cellulose
esters).

HPLC analiza je radena pomocu aparata (Agient 1200 series), koji sadrzi binarnu pumpu,
vakuumski degazer, autosempler, termostat, kolonu Eclipse XDB-C18, 1.8 um 4.6 x 50
mm 1 detektor sa serijom dioda (DAD). Tokom hromatografskog razdvajanja, kao mobilna
faza koriS¢en je sistem rastvaraca A (acetonitril) i B (ultracista voda) primenom sledeceg
gradijenta: u pocetku 50% B; linearni gradijent do 10% B za 7,6 minuta, 10% B do 10
minuta; linearni gradijent do 50% B za 2 minuta. Sistem je stabilizovan na pocetne uslove 3
minuta pre sledece analize. Protok pokretne faze je bio 1,5 ml u minutu, a temperatura
kolone 40 °C. Injektovano je 5 pl uzorka. Razdvojene komponente su detektovane na 254

nm, a spektri su snimljeni u opsegu 190-400 nm.
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Slika 5. HPLC profil biogenih amina standardne smese

Takode, utvrdeni su limiti detekcije za ispitivane biogene amine: 0,10 mg/g za putrescin,

0,17 mg/g za kadaverin i tiramin, 0,25 mg/g za histamin, triptamin i feniletilamin. Tipican
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hromatogram za standardnu smesu prikazan je na slici 5, dok je hromatogram uzorka

sremskog kulena prikazan na slicr 6.

aromat jram(s)
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Slika 6. HPLC profil biogenih amina u uzorku sremskog kulena
4.2.4. ISPITIVANJE SENZORSKIH SVOJSTAVA

Ispitivanje senzorskih svojstava ISK 1 TSK obuhatilo je kvantitativau deskriptiviu analizu,
instrumentalno ispitivanje boje 1 instrumentalno ispitivanje tekstrure proizvoda. Ispitivanje

senzorskih svojstava vr$eno je na kraju procesa zrenja proizvoda.
4.2.4.1. Kvantitativna deskriptivna analiza

Senzorska analiza ISK 1 TSK izvriena je pomocu kvantitativnog deskriptivnog testa (ISO
6564:1985) od strane komisije koju su ¢inili 7 izabranih i obucenih ocenjivaca (ISO 8586-
2:2008) u prostorijama koje su projektovane prema zahtevima standarda SRPS EN ISO
8589:2012. Izvrieno je ocenjivanje: spoljasnjeg izgleda; izgleda i sastava preseka; boje i
odrzivosti boje; mirisa 1 ukusa; teksture i soc¢nosti. Svako navedeno svojstvo je ocenjeno
ocenom od 1 do 5, gde je svaka ocena predstavljala odredeni nivo kvaliteta. Tako je ocena 0
ukazivala na vidljiva mehanicka os$tecenja i/ili na vidljivu mikrobiolosku neispravnost;
ocena 1 je ukazivala na izmenjeno i netipi¢no senzorsko svojstvo proizvoda, neprihvatljiv
proizvod; ocena 2 je ukazivala na izrazene do veoma izrazene mane i nedostatke u kvalitetu
proizvoda; ocena 3 je ukazivala na odredene mane i nedostatke kvaliteta proizvoda; ocena 4
je ukazivala na uocljiva odstupanja ili neznatne nedostatke u kvalitetu proizvoda; dok je

ocena 5 ukazivala na izuzetna, tipi¢na senzorska svojstva, odnosno na optimalan kvalitet
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proizvoda. Kako bi se dobila ocena ukupnog senzorskog kvaliteta, ocena svakog
analiziranog senzorskog svojstva je pomnozena sa odgovaraju¢im koeficijentom
znacajnostl, 1 to: ocena spoljasnjeg izgleda x 2; ocena izgleda i sastava preseka x 5; ocena
boje 1 odrzivosti boje x 3; ocena mirisa 1 ukusa x 7; ocena teksture 1 so¢nosti x 3. Prikazane
su srednje vrednosti ocena ispitivanih senzorskih parametara, kao i srednja ponderisana

ocena ukupnog senzorskog kvaliteta sremskog kulena (Ba/#ié i Karabasil, 2071).

4.2.4.2. Instrumentalno ispitivanje boje

Instrumentalno ispitivanje boje ISK i TSK radeno je na kraju zrenja proizvoda pomocu
kolorimetra Minolta Chroma Meter CR-400 sa otvorom 8 mm na mernoj glavi i
standardnim nastavkom za merenje CR-A33b (Konica Minolta Inc., Osaka, Japan).
Merenja su izvrsena u D-65 osvetljenju sa standardnim uglom zaklona od 2°, a pre svake
serije merenja izvrSena je kalibracija kolorimetra standardnom procedurom, prema
instrukcijama proizvodaca. Parametri boje izmereni su na povrsini ISK i TSK (preko
omotaca), kao i na svezim presecima uzoraka kobasica (§/ika 7). Boja povrsine merena je na
gornjoj, srednjoj 1 donjoj trecini tradicionalnog i industrijskog sremskog kulena, kao i na

Sest preseka oba proizvoda, pri ¢emu je na svakom preseku izvrseno Sest merenja.

G 3 | lw-

A&
o

Slika 7. Instrumentalno odredivanje boje: A- kalibracija uredaja; B-merenje boje na

povrsini kobasice; C- merenje boje na poprecnom preseku kobasice.
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Parametri boje su predstavljeni u CIE L*z*)* sistemu zasnovanom na tri koordinate preko
kojih se definise boja: L* (svetlo¢a), a* (udeo crvene boje) 1 b* (udeo Zute boje) (Slika 8).
Na osnovu izmerenih parametara boje, a pomoc¢u matematickih formula, odredene su i
sledece karakteristike boje:

* nijansa boje - A=arctan (b*/a*)

* zasi¢enost boje - C*= ((@*)’ + (b*))”’

» relativni odnos crvene i zute boje - R=a*/b*

« indeks braon boje - BI=(100x(x-0,31))/0,17. x=(a*+1,75x1%)/ (5,645:1_*+a*-3,01 2xb*).

Bela
L*=100

Kvadrant |
Crvena

+a

Zelena : o i, VA
-a \ < Kvadrant Iy

lo

Slika 8. CIE [ *a*b* sistem

4.2.4.3. Instrumentalno ispitivanje teksture

Instrumentalno ispitivanje teksture ISK 1 TSK radeno je na kraju zrenja proizvoda pomocu
TPA (Texture Profile Analysis) testa na aparatu Instron 4301, na uzorku debljine 2 cm 1
promera 2,54 cm, pri 50% kompresije i brzini od 1 mm/s. Od parametara teksture,

odredeni su: ¢vrstoca, elasticnost, kohezivnost 1 zvakljivost.

43



4. Materijal i metode istragivanja

4.2.5. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Tokom statisticke analize dobijenih rezultata izvedenog eksperimenta najpre su odredeni
deskriptivni statisticki parametri. Deskriptivni statisticki parametri, odnosno aritmeticka
sredina, standardna devijacija, standardna greska, minimalna, maksimalna vrednost i
koeficijent varijacije, omogucavaju opisivanje eksperimentalnih rezultata 1 njihovo
tumacenje. Dalja statisticka analiza odvijala se u zavisnosti od toga da li su analizirani
podaci normalno distribuirani ili ne. Testiranje na normalnost podataka izvedena je
pomocu Kolmogorov-Smirnov testa. U slucaju normalne distribucije podataka, za
utvrdivanje znacajnih razlika izmedu dve eksperimentalne grupe koristiséen je t-test. U
slucaju kada podaci nisu bili normalno distribuirani upotrebljen je Mann-Whitney test.
Signifikantnost razlika je utvrdena na nivoima znacajnosti od 5%, 1% 1 0,1%. Dobijeni
rezultati prikazani su tabelarno i graficki. Statisticka analiza dobijenih rezultata uradena je u
statistickom paketu PrismaPad 6.00. za Windows, (GrapfPad Software, San Diego,
California, USA) www.graphpad.com i MS Excel-u.
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5. Rezultati istrazivanja

5.1. MIKROBIOLOSKA ISPITIVANJA
5.1.1. Ispitivanje broja mikroorganizama

U cilju pracena dinamike razvoja mikroflore i mikrobioloske sukcesije tokom zrenja
eksperimentalnih proizvoda, izvrseno je ispitivanje broja BMK, Enferococcus spp., Micrococcus
spp., bakterija iz familija Enterobacteriaceae 1 Psendomonadaceae, kao i prisustva patogena,
Salmonella spp. 1 Listeria monocytogenes, koje nije utvrdeno tokom ispitivanja industrijskog i

tradicionalnog proizvoda.

Rezultati broja BMK tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 3. ISK je imao znacajno
veci broj BMK na pocetku zrenja od TSK (P<0,001). Po uspostavljanju fermentacije, u
prvih sedam dana zrenja broj BMK u ISK 1 TSK se udvostrucio i nastavio da raste do 90.

dana zrenja, a zatim je zabelezeno smanjenje broja ovih mikroorganizama. Na kraju zrenja

ISK je imao znacajno maniji broj BMK od TSK (P<0,001).

Tabela 3. Broj BMK tokom zrenja ISK i TSK

D BMK
zrejlrjla (X£S.D. log cfu/g) p vrednost Znadajnost
ISK TSK
0. 3.9010,12 3.1610,02 <0,001 ook
7. 7,09£0,11 6,96£0,15 0,113 N.Z.
14. 8,17£0,06 7,67+0,15 <0,001 rox
21. 8.2310,06 8244016 0,887 N.Z.
28. 8.45+0,04 8.46+0,08 0,828 N.Z.
60. 8,4410,05 8,500,006 0,102 N.Z.
90. 8,57%0,11 8,68%0,12 0,155 N.Z.
120. 7.96+0.19 8.59+0,14 <0,001 sk
150. 7.8610,16 8411011 <0,001 sk

N.Z.- nema znacajnosti; ***P<0,001.

Rezultati broja enterokoka tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 4. Na pocetku
zrenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika ismedu industrijskog i tradicionalnog
proizvoda u pogledu broja enterokoka (P>0,05). ISK je imao znacajno manji broj
enterokoka od 7. do 28. dana zrenja od TSK (P<0,001), ali ne i na kraju procesa
proizvodnje (P>0,05). Na kraju zrenja broj enterokoka u industrijskom proizvodu iznosio
je 2,15£0,08 log cfu/g, a u proizvodu dobijenom u tradicionalnim uslovima 2,14£0,12 log

cfu/g.
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Tabela 4. Broj Enterococcus spp. tokom zrenja ISK 1 TSK

Enterococcus spp.

zlr)eilrjla (X%S.D. log cfu/g) p vrednost Znacajnost
ISK TSK

0. 3.3540,32 3.6710,16 0,123 N.Z.
7. 2,54+0,09 3134011 <0,001 ook
14. 2.13+0.14 3054012 <0,001 sk
21. 2,0140,12 2,50+0,16 <0,001 ook
28. 1,89+0,11 2,55+0,14 <0,001 *xx
60. 1,83+0,28 2,08+0,24 0,119 N.Z.
90. 2.25+012 2234017 0,761 N.Z.
120. 2,14+0,10 2,11+0,05 0,587 N.Z.
150. 2,15+0,08 2,14+0,12 0,767 N.Z.

N.Z.- nema znacajnosti; ***P<0,001.

Rezultati broja mikrokoka tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 5. Na pocetku

zrenja broj mikrokoka u industtijskom proizvodu iznosio je 3,8110,02 log cfu/g, dok je u

tradicionalnom proizvodu utvrden znacajno veci broj mikrokoka od 4,06£0,03 log cfu/g

(P<0,001). Broj mikrokoka se odrzao do kraja zrenja u slucaju oba proizvoda, pri ¢emu je u

gotovom proizvodu industrijskog porekla bilo znacajno manje ovih bakterija (P<0,05).

Tabela 5. Broj Micrococcus spp. tokom zrenja ISK 1 TSK

Micrococcus spp.

z]iilrjla (X%S.D. log cfu/g) p vrednost Znacajnost
ISK TSK

0. 3,81+0,02 4,06%0,03 <0,001 Hokk
7. 3941018 41740,07 0,012 *
14. 408+0.,03 3.92+0,05 <0,001 ook
21. 3,81+0,06 3,75%0,12 0,284 N.Z.
28. 3,34%+0,03 3,71£0,09 <0,001 Hokk
60. 3.15+0,04 3.67+0,08 <0,001 ook
90. 4.14+0,06 4.15+0,07 0,934 N.Z.
120. 4,20£0,05 4,30%0,08 0,026 *
150. 3,97+0,10 4,14+0,12 0,029

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05; **P<0,001.

Rezultati broja bakterija iz familije Enferobakteriaceae tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u

tabeli 6. Na pocetku zrenja broj enterobakterija u industrijskom proizvodu iznosio je

3,5410,27 log cfu/g, dok je u tradicionalnom proizvodu utvrden znacajno vedi broj

enterobaktetija od 4,0710,12 log cfu/g (P<0,05). Broj enterobaktertija se smanjivao tokom

zrenja oba proizvoda, tako da njihovo prisustvo nije utvrdeno posle 90. dana zrenja.
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Tabela 6. Broj bakterija iz famijlije Enferobacteriaceae tokom zrenja ISK i TSK

Dan E_’nterobacteriaceae
zrenja (X%S.D. log cfu/g) p vrednost Znadajnost
ISK TSK

0. 3,5410,27 4,07£0,12 0,011

7. 3,9240,05 4101016 0,026

14. 3,.8440,08 3.90+0,16 0,461 N.Z.
21. 3,5810,11 3,9010,12 0,001 ok
28. 3,5510,07 3,5610,12 0,976 N.Z.
60. 2,5840,06 2,7040,12 0,055 N.Z.
90. 1,74+0,12 1,70+0,14 0,643 N.Z.
120. <1 <1 - -
150. <1 <1 - -

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05; **P<0,01.

Rezultati broja bakterija iz familije Psexdomonadaceae tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u
tabeli 7. Na pocetku zrenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika ismedu ISK 1 TSK u
pogledu broja bakterija iz familije Psexdomonadaceae (P>0,05). Nakon sedam dana zrenja broj
bakterija iz familije Pseudomonadaceae se povecao kod oba proizvoda, a zatim je poceo da se

smanjuje do 28. dana zrenja, od kada ovi mikroorganizmi vie nisu detektovani.

Tabelal. Broj bakterija iz famijlije Pseudomonadaceae tokom zrenja ISK 1 TSK

Dan Pfeudomonadaceae
srenia (X%S.D. log cfu/g) p vrednost Znacajnost
ISK TSK
0. 2,29+0,19 2,29+0,20 0,999 N.Z.
7. 2,7710,07 2,6710,06 0,026 *
14. 2,5210,05 2,34+0,15 0,017
21. 1,98+0,31 1,61+0,22 0,036
28. 1,26£0,63 1,64£0,17 0,185 N.Z.
60. <1 <1 - -
90. <1 <1 - -
120. <1 <1 - -
150. <1 <1 - -

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05.
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5.1.2. Uticaj fizicko-hemijskih parametara na razvoj mikroflore tokom zrenja

Rezultati korelacione analize izmedu broja mikroorganizama 1 a,, vrednosti prikazani su u
tabeli 8. Tokom zrenja TSK, utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu
broja BMK 1 a_ vrednosti (P<0,05), kao 1 statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
broja enterokoka i a, vrednosti (P<0,05), $to se ne moze reci za ISK. Znacajan uticaj a
vrednosti na rast mikrokoka nije utvrden tokom zrenja ispitanih proizvoda. Broj
enterobakterija je bio u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa a, vrednosti tokom
zrenja oba proizvoda (1 =0.720, P<0.05; r = 0.966, P<0.001), kao i broj bakterija iz
tamilije Psexdomonadaceae (1,5,=0,892, P<0.001; £:4,,=0,939, P<0,01).

Tabela 8. Uticaj a, vrednosti na razvoj mikroflore

. .. ISK TSK
Mikroorganizmi -~ o
r Znacajnost r Znacajnost

BMK -0,383 N.Z. -0,812 *
Enterococcus spp. 0,283 N.Z. 0,804 *
Micrococeus spp. -0,360 N.Z. -0,192 N.Z.
Eunterobacteriaceae 0,720 * 0,966 Fokok
Pseudomonadaceae 0,892 Aok 0,939 rok

a_ vrednost
N.Z.- nema znacajnosti; ¥P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Rezultati korelacione analize izmedu broja mikroorganizama i pH vrednosti prikazani su u
tabeli 9. Tokom zrenja kod oba ispitana proizvoda utvrdena je statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu broja BMK i pH vrednosti (P<0,05). Sa druge strane, broj enterokoka je
bio u statisticki zacajnoj, ali pozitivnoj, korelaciji sa pH vrednosti (P<0,05). Tokom zrenja
ISK 1 TSK, statisticki znacajna korelacija izmedu pH vrednosti i broja mikrokoka,

enterobakterija 1 bakterija iz familije Psexdomonadaceae nije utvrdena.

Tabela 9. Uticaj pH vrednosti na razvoj mikroflore

. . ISK TSK
Mikroorganizmi —— -
r Znacajnost r Znacajnost
BMK - 0,776 * -0,917 *
Enterococcus spp. 0,800 * 0,825 *
Micrococens spp. 0,294 N.Z. 0,215 N.Z.
Enterobacteriaceae -0,369 N.Z 0,318 N.Z.
Psendomonadaceae 0,416 N.Z 0,715 N.Z.
pH vrednost

N.Z.- nema znacajnosti; ¥*P<0,05.
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5.1.3. Identifikacija BMK pomocu MALDI-TOF masene spektrometrije

MALDI-TOF masena spektrometrija je savremena metoda koja se uspesno primenjuje u
identifikaciji bakterija izolovanih kako iz klinickog materijala, tako i iz hrane. U cilju
ispitivanja diverziteta BMK, formirana je kolekcija od 360 izolata, tako sto je po danu
ispitivanja sacuvano 30 izolata BMK iz obe eksperimentalne grupe proizvoda, do kojih se
doslo nasumi¢nim odabirom kolonija tokom odredivanja broja BMK. Od ukupno 360
izolata BMK poreklom iz ISK i TSK, primenom MALDI-TOF masene spektrometrije,
identifikovano je 340 izolata (95,55%), odnosno 164 izolata (91,11%) poreklom iz ISK i
176 izolata (97,78%) poreklom iz TSK. Od ukupno 180 izolata BMK poreklom iz ISK, 137
izolata (76,11%) je identifikovano kao Lactobacillus sakei, 18 (10%) kao Lactobacillus curvatus,
5 (2,78%) kao Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis, 2 (1,11%) kao Lactobacillus
paraplantarum 1 2 (1,11%) kao Leuconostoc mesenteroides, dok 16 izolata (8,89%) nije
identifikovano. Sa druge strane, od ukupno 180 izolata BMK poreklom iz TSK, 161 izolat
(89,64%) je identifikovan kao Lactobacillus sakei, 13 (7,22%) kao Lactobacillus curvatus i 2
(1,11%) kao Leuconostoc mesenteroides, a 4 izolata (2,22%) nije identifikovano. Rezultati
identifikacije izolata BMK primenom MALDI-TOF masene spektrometrije, prikazani su na

slici 9.

100% -
90% +
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -

0%

ISK | TSK | IsK | TSK | IsK | TSK | IsK | TSK | 15k | TSK | 1K | TSK

0 28 60 90 120 150

W | b. sakei Lb. curvatus Lb. coryniformis ssp. coryniformis

Lb. paraplantarum B Leuconostoc mesenteroides Neidentifikoni

Slika 9. Rezultati identifikacije izolata BMK primenom MALDI-TOF masene

spektrometrije
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Dakle, medu identifikovanim izolatima BMK poreklom iz ISK i TSK, dominantna vrsta
bio je Lactobacillus sakei. Zastupljenost ove vrste medu izolatima poreklom iz industrijskog
proizvoda po danu ispitivanja ila je od 66,67-86,7%, dok je u slucaju izolata poreklom iz
proizvoda dobijenog u tradicionalnim uslovima zastupljenost Lactobacillus sakei po danu
ispitivanja iznosila 76,7-93,4%. Pored Lactobacillus sakei, u idustrijskom proizvodu
identifikovan je 1 Lactobacillus curvatus Cija je zastupljenost po danu ispitivannja iznosila od 0-
23,3%. Sa druge strane Lactobacillus curvatus je identifikovan medu izolatima poreklom iz
tradicionalnog proizvoda tokom svakog dana ispitivanja, sa zastupljenoséu od 3,3 do
13,3%. Medu izolatima poreklom iz ISK, identifikovani su i Lactobacillus coryniformis ssp.
coryniformis, Lactobacillus paraplantarum, kao 1 Lenconostoc mesenteroides. Pored Lactobacillus sakei 1
Lactobacillus curvatus, identifikacijom izolata poreklom i iz TSK, utvrden je 1 Leuconostoc

mesenteroides.

5.2. FIZICK{ O-HEMIJSKA ISPITIVANJA

5.2.1. pH vrednost

Rezultati pH vrednosti tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 10. ISK je imao
znacajno vecu pH vrednost na pocetku zrenja od TSK (P<0,001). Tokom fermentacije, pH
vrednost oba proizvoda je kontinuirano opadala, i to do 28. dana kod ISK, odnosno do 60.
dana u slucaju TSK. Posle inicijalnog pada, pH vrednost oba proizvoda se povecavala u
drugoj fazi zrenja, da bi na kraju zrenja za ISK iznosila 5,64£0,03, dok je pH vrednost

tradicionalnog proizvoda od 5,46%0,03 bila znacajno manja (P<0,001).

Tabela 10. Promena pH vrednosti tokom zrenja ISK i TSK

Dan pH vrednost d 7 naka
— ISK TSK p vrednost nacajnost

0. 5,8410,01 5,6710,01 <0,001 roAok
7. 5,5810,02 5,6410,03 0,011 Fok
14. 5,34%0,03 5,631+0,01 <0,001 Hofok
21. 5,32%0,03 5,58+0,02 <0,001 *kok
28. 5,3310,03 5,3810,03 0,015 *
60. 5,4610,03 5,2410,02 <0,001 *Ex
90. 5,531+0,04 5,31+0,02 <0,001 *kok

120. 5,61%£0,06 5,38+0,03 <0,001 Hofok

150. 5,6410,03 5,4610,03 <0,001 roAok

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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5.2.2. Kalo susenja

Rezultati ispitivanja kala susenja tokom zrenja ISK i TSK prikazani su u tabeli 11. Iako je
TSK imao izrazeniji gubitak mase na pocetku zrenja, veéi kalo susenja na kraju
proizvodnog ciklusa utvrden je kod ISK. Na kraju zrenja kalo suSenja industrijskog

proizvoda iznosio je 54,71%, a proizvoda dobijenog u tradicionalnim uslovima 53,14.

Tabela 11. Kalo susenja tokom zrenja ISK 1 TSK

Kalo susenja (%)

Dan zrenja 7. 14. 21. 28. 60. 90. 120.  150.
ISK 833 1542 20,83 2542 40,83 4895 5342 5471
TSK 13,39 18,81 1951 22,66 3570 4436 48,80 53,14

5.2.3. a, vrednost

Rezultati ispitivanja a, vrednosti tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 12. Na
pocetku zrenja nije utvrdena statisticki znacajna razlika ismedu ISK 1 TSK u pogledu a,
vrednosti (P>0,05). Tokom zrenja a, vrednost oba proizvoda se kontinuirano smanjivala,
pri ¢emu je najintenzivniji pad zabelezen u drugoj fazi zrenja. Industrijski proizvod je do
kraja zrenja imao znacajno manju a, vrednost od proizvoda dobijenog u tradicionalnim
uslovima, na nivou statisticke znacajnosti od 5% ili 1%. Na kraju zrenja a, vrednost ISK i
TSK iznosila je 0,800£0,01 i 0,81520,00. Niske a, vrednosti utvrdene u gotovim

proivodima ukazivale su na mikrobiolosku stabilnost istih.

Tabela 12. Promena a,, vrednosti tokom zrenja ISK 1 TSK

Dan a_ vrednost

rehiz ISK TSK p vrednost Znacajnost

0. 0,955%0,01 0,960%0,00 0,182 N.Z.
7. 0,94810,01 0,948+0,01 0,999 N.Z.

14. 0,943%0,01 0,943£0,01 0,999 N.Z.

21. 0,938%0,00 0,943£0,01 0,273 N.Z.

28. 0,920%0,01 0,937£0,01 0,006 ok

60. 0,863%0,00 0,898%0,00 0,002 ok

90. 0,82210,01 0,840£0,01 0,020

120. 0,808%0,01 0,823£0,01 0,028

150. 0,800%0,01 0,815+0,00 0,022

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05; **P<0,01.
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5.3. HEMIJSKIH ISPITIVANJA

5.3.1. Hemijski sastav

Rezultati hemijskog sastava ISK i TSK ispitanog na pocetku (hemijski sastav nadeva) i na
kraju zrenja proizvoda prikazani su u tabeli 13 . Sadrzaj vlage u nedevu ispitanih proizvoda
bio je priblizno isti i iznosio je 65,20%0,76% za ISK, odnosno 65,81£0,35% za TSK. ISK
je imao znacajno veci sadrzaj masti u nadevu od TSK (P<0,001). Sadrzaj proteina mesa u
nadevu proizvoda industrijskog porekla iznosio je 18,22%0,96%, dok je nadev
tradicionalnog proizvoda imao 19,95+0,41% proteina mesa, $to je znacajno vise (P<0,05).
Sa druge strane, ISK je imao znacajno vedi relativni sadrzaj kolagena u nadevu od TSK
(P<0,001). Sadrzaj pepela i kuhinjske soli u nadevu ispitivanih proizvoda bio je priblizno
isti (P>0,05). Sadrzaj kuhinjske soli u nadevu industrijskog proizvoda iznosio je
2,18%0,08%, a u nadevu tradicionalnog proizvoda 2,05%0,14%. U nadevu ISK utvrden je
sadrzaj nitrata od 38,03+2,08 mg/kg, dok je u nadevu TSK bio znacajno maniji i iznosio je
29,54%5,39 mg/kg (P<0,01). Sadrzaj nitrita u nadevu industrijskog proizvoda iznosio je
0,10£0,03 mg/kg, dok isti nisu utvrdeni tokom ispitivanja nadeva tradicionalnog
proizvoda.

Na kraju zrenja proizvoda, sadrzaj vlage bio je znacajno maniji i iznosio je 27,70£1,05% za
ISK, odnosno 30,26%4,60% za TSK. U gotovom proizvodu industrijskog porekla utvrden
je sadrzaj masti od 29,00£0,72%, dok je u tradicionalnom proizvodu bio manji i iznosio je
26,21£4,37% (P>0,05). Sadrzaj proteina mesa u ispitanim proizvodima bio je priblizno isti i
iznosio je 36,10%£1,21% za ISK, odnosno 36,46+1,21% za TSK. Sa druge strane, ISK je
imao znacajno vedi relativni sadrzaj kolagena od TSK (P<0,05). Relativni sadrzaj kolagena
u industrijskom proizvodu iznosio je 6,18%0,41%, a u proizvodu tradicionalnog porekla
5,27%0,71%. Statisticki znacajna razlika u pogledu sadrzaja pepela 1 kuhinjske soli izmedu
ISK 1 TSK nije utvrdena na kraju zrenja (P>0,05). Sadrzaj kuhinjske soli u industrijskom
proizvodu iznosio je 4,99%0,32%, a u proizvodu tradicionalnog porekla 4,95%0,12%.
Tokom zrenja ISK 1 TSK, sadrzaj nitrata se smanjio, dok se sadrzaj nitrita povecao.
Statisticki znacajna razlika u pogledu sadrzaja nitrata izmedu ispitanih proizvoda nije
utvrdenja na kraju zrenja(P>0,05). Medutim, industrijski proizvod je imao znacajno veci
sadrzaj nitrita (4,61£0,50 mg/kg) od proizvoda tradicionalnog porekla (1,09+0,27 mg/kg)
(P<0,001).
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Tabela 13.

Hemijski sastav ISK i TSK na pocetku i na kraju zrenja

Sadraj Sadr¥aj Sadr¥aj Relativni Sadr¥aj Sadr¥aj Sadr¥aj Sadr¥aj
vlage masti proteina kf)j(:;;la pepela NaCl nitrata nitrita
(o) (%0) (o) ) (o) (o) (mg/kg) (mg/kg)
NADEV
TSK 65814035  10,58+0,64 19954041 45534020 3314034  2,05£0,14  29,54+539  0,00£0,00
ISK 65,20%£0,76  13,5240,82 18224096  6,84+024  3,03+0,08  2,1840,08  38,03+2,08  0,10+0,03
p vrednost 0,101 <0,001 0,023 <0,001 0,812 0,063 0,005 <0,001
Znatajnost N.Z. ok * ook N.Z. N.Z. ok ok
KRAJ ZRENJA
TSK 30264460 26211437  36,46%1,21 5274071 6,88+092 4954012  20,00£7,15  1,0940,27
ISK 27,70£1,05  29,00£0,72  36,10%+1,21 6,18+041  6,75+1,08 4994032  21,48%737  4,61%0,50
p vrednost 0,212 0,153 0,618 0,022 0,827 0,788 0,760 <0,001
Znacajnost N.Z. N.Z. N.Z. * N.Z. N.Z. N.Z. ofok

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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5.3.2. Hidroliticke i oksidativne promene lipida tokom zrenja

U cilju ispitivanja hidrolitickih i oksidativnih promena masti tokom zrenja ISK i TSK
utvrdeni su kiselinski 1 peroksidni broj, kao i TBARS-vrednost. Rezultati kiselinskog broja
tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 14. Na pocetku zrenja kiselinski broj za ISK
iznosio je 0,45£0,05 mg KOH/g, a za TSK 0,421+0,03 mg KOH/g, pri cemu nije utvrdena
statisticki znacajna razlika (P>0,05). Tokom zrenja kiselinski broj se povecavao u slucaju
oba proizvoda. Na kraju zrenja kiselinski broj proizvoda industrijskog porekla bio je

3,45£0,58 mg KOH/g i znacajno vedi od kiselinskog broja tradicionalnog proizvoda, koji
je iznosio 2,3910,20 mg KOH/¢g (P<0,01).

Tabela 14. Kiselinski broj tokom zrenja ISK 1 TSK

Dan Kiselinski broj
ztenja (mg KOH/g masti) p vrednost Znacdajnost
ISK TSK

0. 0,45+0,05 0,4210.,03 0,228 N.Z.

28. 1,05+0,13 0,4710,06 <0,001 ok

60. 1,10+0,16 0,80%0,03 0,002 ok

90. 1,3240,09 1,2010,09 0,044 *
120. 1,5010,03 1,6340,07 0,003 $ox
150. 3,4510,58 2,39£0,20 0,002 ok

N.Z.- nema znacajnosti; ¥P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Rezultati peroksidnog broja tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 15. Porast
peroksidnog broja utvrden je 90. dana zrenja kod industrijskog proizvoda, odnosno 150.
dana kod tradicionalnog proizvoda. ISK je imao znacajno vedi peroksidni broj 90. 1 120.
dana zrenja od TSK. Na kraju zrenja peroksidni broj proizvoda industrijskog porekla
iznosio je 0,3020,06 mmol/kg, a tradicionalnog proizvoda 0,46+0,13 mmol/kg, pti ¢emu

je utvrdena statisticki znac¢ajna razlika na nivou od 95% (P<0,05).

Tabela 15. Peroksidni broj tokom zrenja ISK 1 TSK

Peroksidni broj

zﬂirjla (mmol/kg) p vrednost Znacajnost
ISK TSK
0. 0,00£0,00 0,00£0,00 - N.Z.
28. 0,00£0,00 0,00£0,00 - N.Z.
60. 0,00£0,00 0,00£0,00 - N.Z.
90. 0,19£0,04 0,00£0,00 0,002 ok
120. 0,17£0,04 0,00£0,00 0,002 ok
150. 0,30%0,06 0,461+0,13 0,021 *

N.Z.- nema znacajnosti; ¥P<0,05; **P<0,01.
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Rezultati TBARS vrednosti tokom zrenja ISK i TSK prikazani su u tabeli 16. Na pocetku
zrenja ispitani proizvodi su imali priblizno iste TBARS vrednosti, tako da statisticki
znacajna razlika nije utvrdena (P>0,05). ISK je imao znacajno vecu TBARS vrednost od
TSK u periodu od 60. do 120. dana zrenja (P<0,01 i P<0,001). Na kraju zrenja TBARS
vrednost industtijskog proizvoda iznosila je 0,1110,02 mg MDA /kg, a tradicionalnog

0,11£0,04 mg MDA/kg, prti cemu nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu istih

(P>0,05).

Tabela 16. TBARS vrednost tokom zrenja ISK 1 TSK
Dan TBARS vrednost

srenia (mg MDA /kg) p vrednost Znacdajnost
ISK TSK
0. 0,11%+0,02 0,11%£0,01 0,858 N.Z.

28. 0,17%£0,02 0,15%0,01 0,092 N.Z.
60. 0,27%+0,03 0,08%+0,03 0,002 *ok
90. 0,28+0,06 0,08+0,02 <0,001 otk
120. 0,23%0,06 0,131+0,04 0,006 *ok
150. 0,11%£0,02 0,11%£0,04 0,783 N.Z.

N.Z.- nema znacajnosti; **P<0,01; ***P<0,001.

5.3.3. Proteoliticke promene tokom zrenja - indeks proteolize

Rezultati indeksa proteolize tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 17. Na pocetku
zrenja indeks proteolize za ISK iznosio je 10,03%0,30%, a za TSK 10,15+0,84%, pri cemu
nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05). Tokom zrenja proizvoda indeks
proteolize se povecao u oba slucaja. Statisticki znacajna razlika izmedu ISK i TSK u
pogledu indeksa proteolize utvrdena je samo 60. (P<0,001) i 90. dana zrenja (P<0,05). Na
kraju zrenja indeks proteolize proizvoda industrijskog porekla iznosio je 16,41+0,63%, a

tradicionalnog proizvoda 15,661+0,62%.

Tabela 17. Indeks proteolize tokom zrenja ISK 1 TSK

Indeks proteolize

er)(;r],la (%) p vrednost Znacajnost
ISK TSK

0. 10,03%0,30 10,15%0,84 0,724 N.Z.
28. 18,06+1,74 16,57£1,23 0,119 N.Z.
60. 17,82£0,50 15,75%0,16 <0,001 ofk
90. 17,02£1,11 15,85£0,56 0,042 *

120. 18,36%0,86 17,97£0,37 0,461 N.Z.
150. 16,41£0,63 15,66£0,62 0,062 N.Z.

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05; **P<0,001.
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5.3.4. Biogeni amini

Rezultati ispitivanja sadrzaja biogenih amina izrazeni su u mg/kg svezeg uzorka. Sadrzaj
histamina tokom zrenja ISK i TSK prikazan je u tabeli 18. Histamin nije detektovan na
pocetku zrenja, odnosno u nadevu ispitanih proizvoda. Sadrzaj histamina u industrijskom
proizvodu utvrden je 28. dana zrenja, a u tradicionalnom proizvodu tek na kraju zrenja.
Najvisi nivo histamina od 76,3013,22 mg/ke utvtden je 60. dana zrenja u proizvodu
industrijskog porekla, a nakon toga usledio je pad koncentracije ovog biogenog amina. Na
kraju zrenja sadrzaj histamina u ISK iznosio je 12,36+1,72 mg/kg, a u TSK 16,55+5,22

mg/kg, pri ¢emu nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05).

Tabela 18. Sadrzaj histamina tokom zrenja ISK 1 TSK

Dan Histamin
ztenja (mg/kg) p vrednost Znacajnost
ISK TSK
0. N.D. N.D. - -

28. 43,68+4,43 N.D. <0,001 Aokk

60. 76,30+3,22 N.D. <0,001 Aokk

90. 7,99+0,53 N.D. <0,001 Hopx
120. 9,32+0,61 N.D. <0,001 Hopx
150. 12,36+1,72 16.5515.22 0,127 N.Z.

N.D. — nije detektovan; N.Z.- nema znacajnosti; ***P<0,001.

Sadrzaj tiramina tokom zrenja ISK i TSK prikazan je u tabeli 19. Tiramin nije detektovan
na pocetku zrenja, odnosno u nadevu ispitanih proizvoda. Sadrzaj tiramina utvrden je
nakon 28 dana zrenja, kako u industrijskom proizvodu, tako i u tradicionalnom proizvodu.
ISK je od 28. dana do kraja zrenja imao znacajno vedi sadrzaj tiramina od TSK i to na
nivou statisticke znacajnosti od 0,1% (P<0,001). Na kraju zrenja sadrzaj tiramina u ISK

iznosio je 241,10+21,01 mg/kg, a u TSK 115,80+34,58 mg/kg.

Tabela 19. Sadrzaj tiramina tokom zrenja ISK 1 TSK

Dan Tiramin
— (mg/kg) p vrednost Znacajnost
ISK TSK

0. N.D. N.D. - -

28. 150,30%5,10 41,48+8,21 <0,001 otk

60. 270,00£17,15 97,11+15,88 <0,001 otk

90. 268,30%£11,56 117,60£12,16 <0,001 otk
120. 288,00£7,42 160,70£22,38 <0,001 otk
150. 241,10+21,01 115,80+34,58 <0,001 otk

N.D. — nije detektovan; ***P<0,001.
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Rezultati ispitivanja sadrzaja triptamina tokom zrenja ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 20.
Na pocetku zrenja TSK je imao znacajno veéi sadrzaj triptamina od ISK, kao i 28. dana
ispitivanja (P<0,001). Tokom zrenja sadrzaj triptamina se smanjio, kako u industrijskom
proizvodu, tako 1 u tradicionalnom proizvodu. Statisticki znacajna razlika u pogledu
sadrzaja triptamina izmedu ISK 1 TSK nije utvrdena od 60. do 120. dana zrenja (P>0,05).
Na kraju zrenja, industrijski proizvod je imao znacajno veéi sadrzaj triptamina (64,47%7,53

mg/kg) od proizvoda tradicionalnog porekla (53,79+3,93 mg/kg) (P<0,05).

Tabela 20. Sadrzaj triptamina tokom zrenja ISK i TSK

Dan Triptamin
— (mg/kg) p vrednost Znacajnost
ISK TSK
0. 150,70+1121  22540%19,72 <0,001 Horox
28. 43174447  119,50+15,64 <0,001 Hopx
60. 63,4315,40 60,84112,68 0,655 N.Z.
90. 61,21+9,50 61,631£7,18 0,933 N.Z.
120. 58,50+2,28 60,51+2,65 0,189 N.Z.
150. 64,47+7.53 53,79+3.93 0,010 *

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05; ***P<0,001.

Sadrzaj feniletilamina tokom zrenja ISK 1 TSK prikazan je u tabeli 21. Na pocetku zrenja,
utvrden je slican sadrzaj feniletilamina u ispitanim proizvodima (P>0,05). Sadrzaj
feniletilamina je rastao do 60. dana zrenja u slucaju oba proizvoda, a zatim se kod ISK
odrzao na priblizno istom nivou do kraja zrenja, dok se u slucaju TSK smanjio. ISK je
imao znacajno manji sadrzaj feniletilamina od TSK nakon 60 dana zrenja (P<0,01). Na
kraju zrenja, sadrzaj feniletilamina u proizvodu industrijskog porekla iznosio je 43,4314,28
mg/kg, a u tradicionlnom proizvodu 33,57+3,85 mg/kg, pri cemu je utvrdena statisticki

znacajna razlika na nivou od 1% (P<0,01).

Tabela 21. Sadrzaj feniletilamina tokom zrenja ISK 1 TSK

D Feniletilamin
zrearllrjla (mg/kg) p vrednost Znacajnost
ISK TSK

0. 25,3742,99 25,05%3,04 0,856 N.Z.

28. 38,55+2,99 43,124+4.21 0,071 N.Z.

60. 41,65+3,61 60,17+11,88 0,004 ok

90. 40,22+7.79 38.77+7.78 0,753 N.Z.
120. 46,13+1,12 41,18%6,25 0,086 N.Z.
150. 43,431+4,28 33,57£3,85 0,002 ok

N.Z.- nema znacajnosti; **P<0,01.
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Rezultati ispitivanja sadrzaja putrescina tokom zrenja ISK i TSK prikazani su u tabeli 22.
Putrescin nije detektovan na pocetku zrenja, odnosno u nadevu ispitanih proizvoda.
Sadrzaj putrescina u industrijskom proizvodu utvrden je nakon 28 dana zrenja, a u
tradicionalnom proizvodu tek 60. dana zrenja. Tokom zrenja, sadrzaj putrescina se povecao
u slucaju oba proizvoda, pri ¢emu je znacajno veca akumulacija ovog biogenog amina
utvrdena kod ISK (P<0,001). Na kraju zrenja sadrzaj putrescina u industrijskom proizvodu

iznosio je 457,40+4,62mg/kg, a u tradicionalnom 68,55%5,85 mg/kg.

Tabela 22. Sadrzaj putrescina tokom zrenja ISK i TSK

D Putrescin
zrejlrjla (X£S.D.mg/kg) p vrednost Znacajnost
ISK TSK
0. N.D. N.D. - -

28. 161,60+4,49 N.D. <0,001 Hopx
60. 393,3019,12 17,39+1,55 <0,001 Aokk
90. 417,80116,13 24,25+318 <0,001 ok
120. 440,8019,21 68,77+10,54 <0,001 Hopx
150. 457,40+4.62 68,55+5,85 <0,001 Hopx

N.D. — nije detektovan; ***P<0,001.

Sadrzaj kadaverina tokom zrenja ISK i TSK prikazan je u tabeli 23. Sadrzaj kadaverina nije
utvrden u nadevu ispitanih proizvoda, ve¢ nakon 28 dana zrenja. Tokom zrenja, sadrzaj
kadaverina se povecao u slucaju oba proizvoda, pri ¢emu je ISK konstanto imao znacajno
vedi sadrzaj ovog biogenog amina od TSK, i to na nivou statisticke znacajnosti od 0,1%
(P<0,001). Na kraju zrenja sadrzaj kadaverina u proizvodu industrijskog porekla iznosio je

444,40£23,89 mg/kg, a u tradicionalnom proizvodu 132,40£10,10 mg/kg.

Tabela 23. Sadrzaj kadaverina tokom zrenja ISK 1 TSK

Dan i Kadaverin
ztenja (X£S.D. mg/kg) p vrednost Znadajnost
ISK TSK

0. N.D. N.D. - -

28. 21220421,00  44,90+1331 <0,001 Hopx

60. 433,60+15,10 66,65%6,96 <0,001 Horx

90. 436,20+2732  60,19+8,02 <0,001 Hopx
120. 447 4113,01 85,77+£13,37 <0,001 HoAok
150.  444,40+23.89  132,40%10,10 <0,001 Horx

N.D. — nije detektovan; ***P<0,001.
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5.4. ISPITIVANJE SENZORSKIH SVOJSTAVA
5.4.1. Kvantitativna deskriptivna analiza

Rezultati senzorskog ispitivanja ISK 1 TSK dobijeni primenom kvantitativne deskriptivne
analize prikazani su u tabeli 24 i 25. Prose¢na senzorska ocena za spoljasnji izgled iznosila
je 5,00£0,00 za ISK, odnosno 4,931+0,19 za TSK. Na povrsini ispitanih proizvoda nisu
primecena ostecenja, mrlje i diskoloracije. Medutim, ISK je imao intenzivniju 1 prihvatljiviju
boju omotaca od TSK. Prosecna senzorska ocena za izgled i sastav preseka industrijskog
proizvoda iznosila je 4,6410,38, a proizvoda tradicionalnog porekla 4,93%0,19, pri cemu
nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05). Presek oba proizvoda sastojao se od
grubo usitnjenog misi¢nog i u manjem obimu ¢vrstog masnog tkiva koji su bili dobro
povezani 1 ravnhomerno rasporedeni u obliku mozaika. Veca zastupljenost masnog tkiva
uocena je na preseku industrijskog proizvoda, kao 1 manje stabilna boja. Zbog toga je ISK
imao manju prosecnu senzorsku ocenu za boju i odrzivost boje (4,77£0,39) od TSK
(4,806%0,24). Statisticki znacajna razlika izmedu industrijskog i tradicionalnog proizvoda
utvrdena je samo u pogledu mirisa i ukusa, s obzirom da je industrijski proizvod imao
intenzivniju aromu (P<0,001). Prose¢na senzorska ocena za teksturu iznosila je 4,7810,27
za ISK, odnosno 4,93%0,19 za TSK. Oba proizvoda su imala ¢vrstu konzistenciju, ali je

TSK bio soc¢niji tokom zvakanja.

Tabela 24. Ocene senzorskih parametara kvaliteta za ISK 1 TSK

. Senzorske ocene
Parametri senzorskog

. (X£S.D.) pvrednost  Znacajnost
kvaliteta ISK TSK
Spoljasnji izgled 5,00%0,00 493£0,19 0,337 N.Z.
Izgled i sastav preseka  4,64+0,38 4.9310,19 0,099 N.Z.
Boja i odrZivost boje 4,77%+0,39 4,8610,24 0,690 N.Z.
Miris i ukus 4,9310,19 4,50£0,00 <0,001 Rk
Tekstura i so¢nost 4,7810,27 4.93%0,19 0,270 N.Z.

N.Z.- nema znacajnosti; ***p<0,001.

Kako bi se dobila ocena ukupnog senzorskog kvaliteta, dodeljene ocene za parametre
senzorskog kvaliteta industrijskog i tradicionalnog proizvoda su korigovane, tako $to su
pomnozene sa koeficijentima znacajnosti koji su navedeni u poglavlju 4. Ponderisane ocene
parametara senzorskog kvaliteta, kao i ocena ukupnog senzorskog kvaliteta za ISK 1 TSK,

prkazane su u tabeli 25.
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Tabela 25. Ponderisane ocene senzorskih parametara kvaliteta za ISK 1 TSK

Ponderisane senzorske ocene

Parametri senzorskog

, (X£S8.D.) pvrednost Znacajnost
kvaliteta ISK TSK

Spoljasnji izgled 10,00£0,00 9,8310,41 0,341 N.Z.
Izgled i sastav preseka 23,21+1,89 24,6410,94 0,098 N.Z.
Boja i odrZivost boje 14,36+1,18 14,57%0,73 0,690 N.Z.
Miris i ukus 34,50%1,32 31,50£0,00 <0,001 ook

Tekstura i so¢nost 14,36£0,80 14,7910,57 0,270 N.Z.
Ukupna ocena 96,4312 88 95,36+1,14 0,378 N.Z.

N.Z.- nema znacajnosti; ***p<0,001.

Prose¢na ocena ukupnog senzorskog kvaliteta za ISK iznosila je 96,43+2.88, a za TSK
95,36£1,14, pa statisticki znacajna razlika izmedu ispitanih proizvoda nije utvrdena

(P>0,05). Na slici 10 prikazani su proizvodi koji su bili predmet ocenjivanja.

Slika 10. Tradicionalni 1 industrijski sremski kulen

61



5. Rezultati istrazivanja

5.4.2. Instrumentalni parametri boje

Tokom instrumentalnog ispitivanja boje ISK i TSK praceni su parametri boje na povrsini
proizvoda, kao i na popre¢nim presecima istih. Utvrdeni parametri boje na povrsini ISK i
TSK prikazani su u tabeli 26. Svetlo¢a boje, odnosno L* vrednost povrsine industrijkog
proizvoda od 30,13+0.29 bila je znacajno veca od L* vrednosti tradicionalnog proizvoda
koja je iznosila 27,25+0,43 (P<0,001). ISK je imao znac¢ajno veéi udeo crvene boje (2*) na
povisini omotaca od TSK (P<0,05), kao 1 udeo zute boje (b*) (P<0,01). Medutim, statisticki
znacajna razlika izmedu ISK 1 TSK nije utvrdena u pogledu nijanse boje (/) i relativhog
odnosa crvene 1 zute boje (R) na povrsini ispitanih proizvoda (P>0,05). Zasi¢enost boje
(C*Hbila je znacajno veca na povrsini industrijskog proizvoda, dok se indeks braon boje (BI)

medu proizvodima nije razlikovao (P>0,05).

Tabela 26. Parametri boje povrsine ISK 1 TSK

Parametri ISK TSK . .
e (X%SD) p vrednost Znacajnost
L* 30,13%0,29 27,25%0,43 <0,001 ook
a¥* 7,0510,32 0,07£0,97 0,027 *
b* 9,17£0,36 8,13%0,71 0,006 ok
h 52,46%2,39 53,20£5,16 0,729 N.Z.
R 0,77£0,06 0,75£0,14 0,736 N.Z.
C* 11,58+0,09 10,17£0,78 <0,001 X
BI 52,74£0,60 51,17£3,38 0,227 N.Z.

N.Z.- nema znacajnosti; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Utvrdeni parametri boje na poprecnom preseku ISK i TSK prikazani su u tabeli 27. L*
vrednost popre¢nog preseka industrijkog proizvoda od 35,7110,91 bila je znacajno veca od
L* vrednosti tradicionalnog proizvoda, koja je iznosila 32,65+0,44 (P<0,001). ISK je imao
znacajno vece a* (23,99%0,60) 1 b* (18,08£0,99) vrednosti poprecnog preseka od TSK kod
koga je utvdena a* vrednost iznosila 18,26%1,36, a b* vrednost 13,04+0,72 (P<0,001).
Medutim, statisticki znacajna razlika izmedu ISK i TSK nije utvrdena u pogledu nijanse
boje i relativhog odnosa crvene i zute boje na poprecnom preseku ispitanih proizvoda
(P>0,05). Utvtdene vrednosti za nijansu boje na preseku ispitanih proizvoda ukazuju na
zastupljenost crvenih nijansi boje. Na poprecnom preseku industrijskog proizvoda
utvrdene su znacajno vece vrednosti za zasi¢enost boje i indeks braon boje nego na

poprecnom preseku tradicionalnog proizvoda (P<0,001).
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Tabela 27. Parametri boje poprecnog preseka ISK i TSK

Parametri ISK TSK . .
e (X%SD,) p vrednost Znacajnost

L* 35,71£0,91 32,65%0,44 <0,001 koK

a¥* 23,99%0,60 18,26+1,36 <0,001 koK

b* 18,08£0,99 13,0410,72 <0,001 ook

h 36,96%1,18 35,46%1,93 0,134 N.Z.

R 1,3340,05 1,40+0,09 0,128 N.Z.

C* 30,05£0,99 22,33+1,53 <0,001 koK

BI 115,10+6,37 88,94+4,79 <0,001 ook

N.Z.- nema znacajnosti; ***P<0,001.

5.4.3. Instrumentalni parametri teksture

Rezultati instrumentalnog ispitivanja teksture ISK 1 TSK prikazani su u tabeli 28. Od

parametara teksture, odredeni su: ¢vrstoca, elasticnost, kohezivnost i zvakljivost. Cvrstoca,

odnosno maksimalna sila potrebna za kompresiju uzorka, bila je znacajno veca kod

industrijskog proizvoda nego kod proizvoda tradicionalnog porekla (P<0,01). Utvrdena

prosecna vrednost za ¢vrstocu ISK iznosila je 1279611475 g, a za TSK 1004811197 g. Sa

druge strane, statisticki znacajna razlika izmedu ISK i TSK nije utvrdena u pogledu

elasticnosti i kohezivnosti (P>0,05). Rezultati ove studije pokazuju da je zvakljivost,

odnosno rad potreban da se uzorak pripremi za gutanje, bila znacajno veca kod

industrijskog proizvoda nego kod proizvoda tradicionalnog porekla (P<0,05). Utvrdena

prosecna vrednost za zvakljivost ISK iznosila je 3178%£321,7 g, a za TSK 267523957 g.

Tabela 28. ISK 1 TSK
L] LBliS A S vrednost Znacajnost
teksture (X£S.D.) P :
Cvrstoéa (2) 12796+1475 10048+1197 0,005 Fok
Elasti¢nost 0,520%0,04 0,539+0,04 0,396 N.Z.
Koheivnost 0,479£0,03 0,4951+0,04 0,466 N.Z.
ivakljivost (g) 3178+3217 267513957 0,036 *

N.Z.- nema znacajnosti; ¥*P<0,05; **P<0,01.
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6. Diskusija

6.1. MIKROBIOLOSKA ISPITIVANJA
6.1.1. Ispitivanje broja mikroorganizama

Mikrobioloska sukcesija tokom zrenja tradicionalnih fermetisanih kobasica je konstantan i
veoma slozen proces uslovljen kompleksnim interakcijama izmedu biotickih i abiotickih
faktora koji znacajno uticu na dinamicke promene koje se desavaju tokom procesa zrenja
proizvoda (Zdolec i sar., 2013). Rezultati mikrobioloskog ispitivanja ove studije pokazuju da
su najbrojniji mikroorganizmi tokom zrenja ISK 1 TSK bile BMK pracene mikrokokama i
enterokokama. Nalazi drugih autora takode ukazuju na dominantnost BMK u
fermentisanim kobasicama koje su pravljene bez upotrebe starter kultura (E/ias i Carrascosa,
2010; Ferreira i sar., 2007). Bakterije iz familija Psexdomonadaceae 1 Enterobacteriaceae su izumtle
do kraja zrenja, dok patogeni mikroorganizmi, kao Sto su Salmonella spp. i1 Listeria
monocytogenes, nisu otkriveni ni u jednoj fazi mikrobioloskog ispitivanja industrijskog i
tradicionalnog proizvoda iz ove studije.

BMK igraju glavnu ulogu u procesu fermentacije 1 konzervisanja mesa, smanjujué¢i pH
vrednost, stvarajuéi bakteriocine, poboljsavajuéi senzorske karakteristike i odrzivost
fermentisanih kobasica (Fontana i sar., 2016). Statisticki znacajna razlika (P<0,001) izmedu
ISK i TSK utvrdena je u inicijalnom broju BMK, s obzirom da je ISK imao 3,90%0,12 log
CFU/g, a TSK 3,16%0,02 log CFU/g BMK. Rezultati ove studije su uporedivi sa nalazima
Talon i Leroy (2017) koji navode da se broj BMK u svezem mesu krec¢e se od 3 do 5 log
cfu/g, a ubrzo po uspotavljanju fermentacije dostize vrednost od 8 do 9 log cfu/g sadrzaja
nadeva. Usled povoljnih klimatskih uslova tokom prve sedmice zrenja ISK 1 TSK (slika 3),
broj BMK se povecao za 3-4 logaritamske jedinice. Sli¢ni rezultati dobijeni su za petrovsku
klobasu (Danilovi¢ i sar., 2071), kao 1 za tradicionalne fermentisane kobasice proizvedene u
Italiji, Madarskoj i Argentini (Casaburi i sar., 2008; Rantsion i sar., 2005, Fontana i sar., 2005).
Nakon toga, broj BMK se postepeno povecavao do 90. dana zrenja oba proizvoda, a zatim
je usledila redukcija populacije ovih mikroorganizama. Tokom zrenja tradicionalnog
proizvoda broj BMK je bio u znacajno negativnoj korelaciji sa pH (r= - 0,917, P<0,05) i a
vrednosti (1= - 0,812, P<0,05). U slucaju proizvoda industtijskog porekla, korelacija izmedu
broja BMK i pH vrdnosti je bila nesto slabija, ali takode znacajna (r=- 0,776, P<0,05), dok
izmedu BMK i a_ vrednosti znacajna korelacija nije utvrdena (r=- 0,383, P>0,05). Utvrdena
negativna korelacija izmedu broja BMK i fizicko-hemijskih parametara zrenja (pH 1 a,

vrednosti) bila je ocekivana, jer se sa povecanjem broja BMK intenzivira proces
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fermentacije $to dovodi do pada pH vrednosti, a sa druge strane poznato je da su BMK
prilicno otporne na smanjenje a, vrednosti. Smanjenjem pH vrednosti, BMK doprinose
smanjenju a, vrednosti, s obzirom da se pH i sposobnost vezivanja vode mesa nalaze u
pozitivnoj korelaciji (Honikel i Hamm, 1994). Na kraju zrenja, ISK je imao 7,8610,16 log
CFU/g BMK, dok je u TSK utvtden zna¢ajno veéi broj ovih mikroorganizama, koji je
iznosio 8,41£0,11 log CFU/g (P<0,001). U poredenju sa lemeskim kulenom (1 ukovic i sar.,
2072), oba proizvoda iz ove studije imali su ve¢i broj BMK na kraju zrenja.

Na pocetku zrenja broj enterokoka u industrijskom 1 tradicionalnom proizvodu iznosio je
3,35£0,32 i 3,67£0,16 log CFU/g, a zatim je usledila redukcija populacije ovih
mikroorganizama do vrednosti od 2 log CFU/g. ISK je imao znacajno manji broj
enterokoka od 7. do 28. dana zrenja od TSK (P<0,001), ali ne i na kraju procesa
proizvodnje (P>0,05). S obzirom na to da enterokoke ucestvuju u razvoju arome
fermentisanih kobasica (Hugas i sar., 2003), njthov opstanak do kraja zrenja je od sustinskog
znacaja. Rezultati ovog istrazivanja su u skladu sa nalazima 1ukovica i sar. (2071) koiji isticu
da enterokoke u domacem kulenu prezivljavaju proces zrenja. Hugas 7 sar. (2003) navode da
se opstanak enterokoka tokom zrenja fermentisanih kobasica moze pripisati njthovom
$irokom rasponu temperature rasta i toleranciji na so. Sa druge strane, utvrdena je znacajno
pozitivna korelacija (r = 0,804; P <0,05) izmedu broja enterokoka i a,, vrednosti u TSK, ali
ne 1 u slucaju ISK. Tokom procesa zrenja broj enterokoka u industrijskom 1 tradicionalnom
proizvodu bio je u znacajno pozitivnoj korelaciji sa pH vrednosti (P<0,05), §to je suprotno
utvrdenom rezultatu za BMK kojima i pripadaju.

Na pocetku zrenja broj mikrokoka u industrijskom proizvodu iznosio je 3,81+0,02 log
cfu/g, dok je u tradicionalnom proizvodu utvtden znacajno vedi broj mikrokoka od
4,06£0,03 log cfu/g (P<0,001). Tokom fermentacije doslo je do redukcije populacije
mikrokoka u proizvodima iz ove studije, dok se u drugoj fazi zrenja broj ovih
mikrorganizama povecao. Prema podacima iz literature, mikrokoke su osetljive na brzu
acidifikaciju sredine, te imaju povoljnije uslove za razvoj u tradicionalnim fermentisanim
kobasicama koje se proizvode pri nizim temperaturama zrenja, kada je i opadanje pH
vrednosti spotije. Fernandez-Ldpez i sar. (2008), takode, isticu da se broj mikrokoka u
fermentisanim kobasicama smanjuje sa opadanjem pH vrednosti. Na kraju zrenja, TSK je
imao znacajno vise mikrokoka od ISK (P<0,05). U poredenju sa lemeskim kulenom
(Vukovié i sar., 2012), oba proizvoda iz ovog istrazivanja imali su veci broj mikrokoka na

kraju zrenja. Do kraja zrenja lemeskog kulena broj mikrokoka se smanjio za jednu
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logaritamsku jedinicu (Vukovic i sar, 2012), dok se u industrijskom i tradicionalnom
proizvodu iz ove studije broj mikrokoka, uz periodicne varijacije, odrzao na istom nivou.
Prema podacima iz literature, mikrokoke igraju znacajnu ulogu u zrenju fermentisanih
kobasica zbog njihovog antioksidativhog efekta i uticaja na formiranje boje 1 arome
proizvoda (Leroy i sar, 2006; Vasilev i sar., 2015). Razgradnjom peroksida, ukljucujudi 1
vodonik-peroksid nastao tokom fermentacije, mikrokoke sprecavaju oksidaciju nezasic¢enih
masnih kiselina i pojavu uzeglosti koja dovodi do mana, kako u boji i izgledu, tako i u
aromi proizvoda. Redukcijom nitrata do nitrita mikrokoke omogucavaju stvaranje pigmenta
nitrozil-mioglobina, $to doprinosi razvoju stabilne boje tradicionalnih fermentisanih
kobasica (1ignolo i sar., 2010). Kao rezultat proteoliticke i lipoliticke aktivnosti mikrokoka
stvaraju se aromati¢na jedinjenja koja daju prepoznatljiv ukus proizvodu (Ferreira i sar.,
2007, Vignolo i sar., 2010).

Inicijalni broj bakterija iz familje Enterobacteriaceae bio je znatno manji (P<0,05) u
industrijskom nego u tradicionalnom proizvodu, $to se moze dovesti u vezu sa boljim
higijenskim kvalitetom sirovine, kao i boljim uslovima u industrijskom pogonu za preradu
mesa. Tokom zrenja, broj enterobakterija bio je u znacajno pozitivnoj korelaciji sa a,
vednosti kako kod ISK (r = 0,720, P<0,05), tako i kod TSK (r = 0,966, P<0,01). Nalazi
Fontan i sar. (2007) govore u korist rezultata ove studije, s obzirom da su takode utvrdili
znacajno pozitivau korelaciju (r=0,774, P<0.01) izmedu broja enterobakterija i a,, vrednosti.
Nakon 90. dana zrenja enterobakterije nisu detektovane u industrijskom i tradicionalnom
proizvodu iz ovog istrazivanja. Slicne rezultate dobili su Vukovié i sar. (2012) tokom
ispitivanja lemeskog kulena, koji su istakli da su ¢lanovi porodice Enferobacteriaceae osetljivi
na poviseni sadrzaj soli, nisku a, i pH vrednost. Osim toga, Latorre-Moratalla i sar. (2007)
navode da je redukcija populacije Gram negativnih bakterija tokom zrenja fermentisanih
kobasica delimi¢no posledica rasta BMK i smanjenja pH vrednosti. Medutim, u ovom
istrazivanju nije utvrdena znacajna korelacija izmedu pH vrednosti i broja Gram-negativnih
bakterija (Ewnterobacteriaceae 1 Psendomonadaceae). Tokom zrenja broj bakterija iz familije
Psendomonadaceae bio je u znacajno pozitivnoj korelaciji sa a,, vrednosti kod ISK (r = 0,892,
P<0,01), kao i1 kod TSK (+r=0,939, P<0,01). Bakterije iz familije Psexdomonadaceae su izamtle
nakon 28. dana zrenja industrijskog i tradicionalnog proizvoda usled nepovoljnih abiotickih

1 biotickih faktora, $to je veoma znacajno sa aspekta kvaliteta i odrzivosti proizvoda.
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6.1.2. Identifikacija BMK pomocu MALDI-TOF masene spektrometrije

MALDI TOF masena spektrometrija je metoda koja se poslednjih nekoliko godina, Siroko
primenjuje za identifikaciju i tipizaciju mikroorganizama (Sveda 7 sar., 2011; Duskovd i sar.,
2072). Metoda se zasniva na stvaranju “fingerprint“-ova najzastupljenih proteina iz
bakterijske celije, najcesce ribozomalnih, i njihovim poredenjem sa postojecom bazom
podataka (Cherkaoui i sar., 2010; Doan i sar., 2012). MALDI-TOF masena spektrometrija
omogucava brzu 1 ekonomi¢nu diferencijaciju 1 identifikaciju velikog broja
mikroorganizama (Sauer i Kliens, 2010; Janflen i sar., 2018). U poredenju sa molekularnim
metodama, MALDI-TOF masena spektrometrija ima brojne prednosti, s obzirom da je
metoda brza, jednostavna za izvodenje i precizna, zahteva malu koli¢inu uzorka, a cena
reagenasa je niska (Cherkaoni i sar, 2010; Doan i sar., 2012). Naravno, pre postupka
identifikacije neophodno je izvrsiti izolaciju bakrerija u ¢istoj kulturi (Singhal i sar., 2015).
Pomoc¢u MALDI-TOF masene spektrometrije mogu se identifikovati bakterije, ne samo na
nivou roda i vrsta, ve¢ 1 na nivo podvrsta u nekim slucajevima (Carbonnelle i sar., 20117).
MALDI-TOF masena spektrometrija se uspe$no primenjuje u identifikaciji bakterija
izolovanih kako iz klinickog materijala, tako 1 iz hrane (Doan i sar., 2012; Duskovi i sar.,
20712). Stoga je MALDI-TOF masena spektrometrija bila metoda izbora za ispitivanje
diverziteta BMK, izolovanih iz industrijskog proizvoda i proizvoda dobijenog u
tradicionalnim uslovima.

Od ukupno 360 izolata BMK poreklom iz ISK i TSK, primenom MALDI-TOF masene
spektrometrije, identifikovano je 340 izolata (95,55%), dok 20 izolata (4,55%) nije
identifikovano. Identifikacija je ponovljena za preostalih 20 izolata, ali je iznova bila
neuspesna. Pretpostavlja se da nisu bile u pitanju ciste kulture. Od ukupno 180 izolata
BMK poreklom iz ISK, 137 izolata (76,11%) je identifikovano kao Lactobacillus sakei, 18
(10%) kao Lactobacillus curvatus, 5 (2,78%) kao Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis, 2
(1,11%) kao Lactobacillus paraplantarum i 2 (1,11%) kao Leuconostoc mesenteroides, dok 16 izolata
(8,89%) nije identifikovano. Sa druge strane, od ukupno 180 izolata BMK poreklom iz
TSK, 161 izolat (89,64%) je identifikovan kao Lactobacillus sakei, 13 (7,22%) kao Lactobacillus
curvatus 1 2 (1,11%) kao Leuconostoc mesenteroides, a 4 izolata (2,22%) nije identifikovano.
Dakle, medu identifikovanim izolatima BMK poreklom iz ISK i TSK, dominantna vrsta
bio je Lactobacillus sakei, $to je u saglasnosti sa nalazima Champomier-1ergés i Zagorec, (2015),
kao i Tremonte i sar. (2017). Zastuplijenost ove vrste medu izolatima poreklom iz

industrijskog proizvoda po danu ispitivanja kretala se od 66,67-86,7%, dok je u slucaju
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izolata poreklom iz proizvoda dobijenog u tradicionalnim wuslovima zastupljenost
Lactobacillus sakei po danu ispitivanja iznosila 76,7-93,4%. Dakle, Lactobacillus sakei je od
pocetka do kraja zrenja ISK 1 TSK bio dominantna vrsta medu BMK. Pored Lactobacillus
sakei, u industrijskom proizvodu identifikovan je 1 Lactobacillus curvatus Cija je zastupljenost
po danu ispitivanja iznosila od 0-23,3%. Sa druge strane Lactobacillus curvatus je identifikovan
medu izolatima poreklom iz tradicionalnog proizvoda tokom svakog dana ispitivanja, sa
zastupljenosc¢u od 3,3 do 13,3%. Prema podacima iz literature, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus  curvatus 1 Lactobacillus ~ plantarum su najceSée izolovane vrste BMK iz
tradicionalnih fermentisanih kobasica (Aymerich i sar., 2003; Bonomo i sar., 2008, Fontana i sar.,
2009; Pisacane i sar., 2015). Lactobacillus sakei 1 Lactobacillus curvatus se lako prilagodavaju
uslovima fermentacije tokom zrenja fermentisanih kobasica (Hammes i Knauf, 1994, JanfSen i
sar., 2018) 1 zastupljeniji su u ovim proizvodima od Lactobacillus plantarum (Franciosa i sar.,
2018). Dokazano je da Lactobacillus sakei koristi razlic¢ite aminokiseline i peptide nastale
tokom proteolize, kao i ribozu koja potice iz ribonukleinske kiseline (Janfen i sar., 2018).
Osim toga, Lactobacillus sakei je otporan na susenje, hladenje, kao 1 oksidativni stres (Leistner,
2000; Zagorec i Champomier-1erges, 2017, Janfen i sar., 2018). Medu izolatima poreklom iz
ISK, identifikovani su 1 Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis, Lactobacillus paraplantarum,
kao 1 Leuconostoc mesenteroides. Pored Lactobacillus sakei i Lactobacillus curvatus, identifikacijom
izolata poreklom i iz TSK, utvrden je i Leuconostoc mesenteroides. Prema Aquilanti i sar. (2016),
pripadnici rodova Weissella, 1euconostoc, Lactococcus i Pediococcns su manjinske vrste BMK u
okviru mikroflore fermentisanih kobasica. Sumirajudi rezultate istrazivanja koja su imala za
cilj ispitivanje diverziteta BMK u tradicionalnim fermentisanim kobasicama poreklom iz
Mediterana (severna, centralna i juzna Italija, Francuska, Spanija, Portugalija 1 Grcka), isti
autori su dosli do zakljucka da su heterofermentativni laktobacili, pre svega Lactobacillus
sakei 1 Lactobacillus curvatus, bili dominantni. Aquilanti i sar. (2076) takode isti¢u da je izmedu
proizvoda poreklom iz razlicitth zemalja utvrdena mala varijabilnost u pogledu
identifikovanih vrsta.

Dakle, mikrobioloska sukcesija tokom zrenja tradicionalnih fermetisanih kobasica je
konstantan i veoma slozen proces uslovljen kompleksnim interakcijama izmedu biotickih i
abiotickih faktora koji znacajno uti¢u na dinamicke promene koje se desavaju tokom
procesa zrenja proizvoda (Zdolec i sar., 2013). Pri tome, opstaju samo vrste koje se bolje

prilagodavaju pomenutim promenama.
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6.2. FIZICKO-HEMIJSKA ISPITIVANJA

6.2.1. pH vrednost

Na pocetku zrenja pH vrednost ISK i TSK iznosila je 5,8410,01 1 5,67£0,01 $to odgovara
pH vrednosti ohladnog svinjskog mesa (Dokmanovic i sar., 2014y Cobanovic, 2018). Utvrdene
pH vrednosti nadeva ukazuju na dobar odabir sirovine, s obzirom da se za proizvodnju
fermentisanih kobasica koristi svinjsko meso ¢ija je pH vrednost manja od 6 (Teodorovic i
sar., 2015). Tokom procesa fermentacije u prvoj fazi zrenja, doslo je do smanjenja pH
vrednosti kod oba proizvoda. Nagli pad pH vrednosti utvrden je kod industrijskog
proizvoda, dok se pH vrednost tradicionalnog proizvoda postepeno smanjivala do 21. dana
zrenja, verovatno zbog niskih spoljasnjih temperatura koje su zadesile taj period zrenja, $to
je usporilo proces fermentacije. Sa poboljsanjem vremenskih prilika i povecanjem
temperature vazduha, doslo je do intenziviranja procesa fermentacije i posledi¢no do brzeg
pada pH vrednosti kod TSK, pa je 60. dana zrenja zabeleZena najniza vrednost ovog
parametra od 5,24%0,02. Smanjenje pH vrednosti tokom prve faze zrenja veoma je vazno
za proces susenja, povezivanje nadeva, optimalne konzistencije, formiranje stabilne boje,
karakteristicnog ukusa i arome, kao i za odrzivost proizvoda (I ukovit i sar., 2004). Pad pH
vrednosti do izoelektricne tacke akto-miozina (pH=5,3) olaksava proces susenja proizvoda,
s obzirom da se pH i sposobnost vezivanja vode mesa nalaze u pozitivnoj korelaciji
(Honikel i Hamm, 1994). Posledicno se smanjuje 1 a, vrednost $to doprinosi odrzivosti i
bezbednosti proizvoda. Pri niskoj pH vrednosti dolazi do geliranja rastvorenih proteina
miofibrila i slepljivanja komadi¢a mesa, pri cemu nadev postaje kompaktan, a konzistencija
proizvoda ¢vrséa (Vignolo i sar., 2010; Teodorovic 7 sar., 2015). Takode, pad pH vrednosti ima
klju¢nu ulogu u formiranju stabilne boje proizvoda koja nastaje usled obrazovanja pigmenta
nitrozil-mioglobina u reakciji mioglobina i nitrita. Acidifikacijom nadeva inicira se proces
proteolize i nukleolize tokom kojih tkivni enzimi oslobadaju peptide, amino kiseline i
nukleozide ¢ijom daljom razgradnjom nastaju ispatljive supstance koje doprinose razvoju
arome krajnjeg proizvoda (Chen i sar, 2015). Medutim, pad pH vrednosti indukuje i
nastanak biogenih amina, jer se proces dekarboksilacije aktivira kao odgovor mikrobnih
¢elija na stres izazvan acidifikacijom sredine (Gardini i sar., 2016).

U drugoj fazi zrenja, pH vrednost se postepeno povecavala kod oba proizvoda, kao
posledica izrazene proteolize i posledicne akumulacije alkalnih jedinjenja, na $ta ukazuju

rezultati indeksa proteolize (tabela 17). Iz prikazanih rezultata, moze se zapaziti da se pH
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vrednost industrijskog proizvoda znacajno razlikovala od pH vrednosti proizvoda
tradicionalnog porekla tokom celog perioda zrenja, na nivou statisticke znacajnosti od 5%
ili 0,1%. Na kraju zrenja pH vrednost ISK 1 TSK iznosila je 5,64£0,03 i 5,46£0,02, $to je u
skladu sa zahtevima Pravilnika o kvalitetu wusitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od
mesa (S, glasnik RS, 94/2015) i zvanic¢nog Elaborata (2013), koji propisuju da pH vrednost
mora biti veéa od 5,3. Vukovit i sar. (2012) su utvrdili slicnu pH vrednost (5,4910,20) u
lemeskom kulenu, dok se pH vrednost domaceg kulena kretala od 5,22 do 5,51 (Vukovic i
sar., 2011). Kovalevic i sar. (2010) su uglavnom utvrdili nize pH vrednosti tokom ispitivanja
slavonskog kulena, koje su varirale od 5,06£0,21 do 5,58%0,18. Prema I ukovicn i sar.
(2004), vrednosti pH ispod 5,3 ukazuju na nedovoljnu zrelost proizvoda ili upotrebu

glukono-8-laktona (GDL) u industrijskoj proizvodnji.

6.2.2. Kalo susenja

Susenje je najvazniji postupak konzervisanja u procesu proizvodnje sremskog kulena kojim
se postize odrzivost proizvoda. Konzervisuéi efekat susenja zasniva se na smanjenju
sadrzaja vode, a samim tim i a_, vrednosti proizvoda. Odavanjem vlage proizvod gubi masu,
odnosno javlja se kalo susenja. Tokom prvih sedam dana zrenja, TSK je imao izrazeniji
gubitak mase od ISK, $to se moze dovesti u vezu sa kvalitetom upotrebljenih sirovina, kao i
mikroklimatskim parametrima zrenja koji su bili pod direktnim uticajem spoljasnjih
klimatskih uslova. Naime, utvrdena niza pH vrednost nadeva tradicionalnog proizvoda
ukazuje na to da je 1 meso upotrebljeno za izradu ovog proizvoda imalo znacajno nizu pH
vrednost od mesa koje se koristilo za izradu industrijskog proizvoda. S obzirom da se pH 1
sposobnost vezivanja vode mesa nalaze u pozitivnoj korelaciji (Honikel i Hamm, 1994),
doslo je do lakseg odavanja vode kod TSK tokom prvih dana zrenja, a tome su doprineli i
povoljniji meteorolosi uslovi, pre svega niza relativna vlaznost vazduha (Slika 3). Nakon 14
dana zrenja, doslo je do pada pH vrednosti industrijskog proizvoda do izoelektricne tacke
aktomiozina (pH=5,3) sto je dovelo do smanjenog kapaciteta vezivanja vode, a samim tim i
brzeg susenja proizvoda (Honikel i Hamm, 1994). Pri izoelektricnoj tacki aktomiozina
zastupljen je isti broj pozitivno i negativno naelektrisanih polarnih grupa aminokiselina, pri
¢emu se peptidni lanci medusobno privlace, kapilarni prostori miofibrila smanjuju, a meso
lako otpusta vodu (Teodorovié i sar., 2015). Sa druge strane, pH tradicionalnog proizvoda
dostigao je vrednost izoelektricne tacke aktomiozina tek nakon 28 dana zrenja, pa se i

proces susenja sporije odvijao. Posledi¢no je ISK od 21. dana ispitivanja pa do kraja zrenja
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imao vedi kalo susenja od TSK. S obzirom da se proces susenja do 100. dana ispitivanja
industrijskog i tradicionalnog proizvoda nije odvijao pod istim mikroklimatskim uslovima,
ne sme se zanemariti ni njihov uticaj na kalo susenja ovih proizvoda. Pri visoj temperaturi,
nizoj relativnoj vlaznosti vazduha 1 intenzivnijoj cirkulaciji vazduha, javlja se veci gubitak
mase proizvoda. Dodatno, moze se primetiti da je najveci kalo susenja kod oba proizvoda
utvrden tokom prvih dana zrenja, kada se proizvodi jos cede, kao i u periodu kada je pH
proizvoda bio priblizan pH vrednosti izoelektricne tacke aktomiozina. U poslednjoj fazi
zrenja utvrdeni su najmanji gubici mase proizvoda. Ovi nalazi su u skladu sa navodima
Radetica, (1997) koiji isti¢e da je kalo susenja veci u pocetku, nego na kraju ovog procesa. Na
kraju zrenja, kalo susenja industrijskog proizvoda iznosio je 54,71%, a proizvoda
tradicionalnog porekla 53,14%, $to je karakteristicno za suve fermentisane kobasice sa

dugim periodom zrenja (Tkonié, 2013; Skaljac, 2014).
6.2.3. a, vrednost

Tokom zrenja, kalo susenja se povecao, a sa druge strane, doslo je do smanjenja a
vrednosti, §to je veoma vazno sa aspekta odrzivosti 1 bezbednosti proizvoda. Aktivnost
vode je mera slobodne, mikroorganizmima dostupne vode i od posebnog je znacaja za
procenu mikrobioloske bezbednosti proizvoda. Na pocetku zrenja, a,, vrednost ISK i TSK
iznosila je 0,95530,01 i 0,960+0,00 pri ¢emu nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P
>0,05). Aktivnost vode ispitanih proizvoda se nije znacajno razlikovala do 21. dana zrenja,
a zatim je utvrden brzi pad a, vrednosti kod ISK Posledi¢no je industrijski proizvod do
kraja zrenja imao znacajno manju a, vrednost od proizvoda tradicionalnog porekla, na
nivou statisticke znacajnosti od 5% ili 1%. Utvrdene razlike su rezultat razlicitth dinamickih
promena pH vrednosti tokom zrenja ispitanih proizvoda, sto je veé¢ objasnjeno tokom
diskusije kala suSenja. Na kraju zrenja a, vrednost ISK 1 TSK iznosila je 0,800£0,01 i
0,815%0,00. Rezultati ove studije su u saglasnosti sa navodima [ukovica (2012) koji istice da
se a, vrednost fermentisanih suvih kobasica na pocetku procesa susenja kre¢e od 0,95 do
0,96, da bi u gotovom proizvodu iznosila 0,80 do 0,90. Izmerene a, vrednosti su slicne
onima koje su dobijene za lemeski kulen (I ukovié i sar., 2012), domaci kulen (1; ukovic i sar.,
2011) i Slavonski kulen (Kovacevic i sar., 2010). Niska a,, vrednost utvrdena na kraju zrenja
oba proizvoda ukazuje na mikrobiolosku stabilnost istih, s obzirom da a ispod 0,91 limitira

rast patogenih mikroorganizama (17%gnolo 7 sar., 2010; Laranjo i sar., 2015).
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6.3. HEMIJSKA ISPITIVANJA
6.3.1. Hemijski sastav

Hemijski sastav fermentisanih kobasica, zavisi od kvaliteta 1 kolicine upotrebljenog mesa,
masnog tkiva i dodataka tokom izrade nadeva, kao i uslova i duzine zrenja. Stoga je
hemijski sastav ISK 1 TSK utvrden je na pocetku (hemijski sastav nadeva) i na kraju zrenja
ovih proizvoda. Sadrzaj vlage u nedevu ispitanih proizvoda bio je priblizno isti 1 iznosio je
65,20£0,76% za ISK, odnosno 65,81£0,35% za TSK. (P>0,05). Usled susenja proizvoda,
sadrzaj vlage se smanjio, tako da je na kraju procesa proizvodnje iznosio 27,70+1,05% za
ISK, odnosno 30,26+4,60% za TSK, pri ¢emu statisticki znacajna razlika nije utvrdena
(P>0,05). Smanjenje sadrzaja vlage odgovaralo je gubitku mase proizvoda, odnosno kalu
suenja utvrdenom na kraju zrenja industrijskog 1 tradicionalnog proizvoda. Dakle, sadrzaj
vlage u gotovim proizvodima iz ove studije bio je ispod 35%, Sto je u skladu sa zahtevima
vazeleg Pravilnika (S1. glasnik RS, 94/2015) i Elaborata (2013). Sli¢an sadrzaj vlage utvrden je
u lemeskom kulenu, petrovskoj klobasi, slavonskom kulenu, kao i fermentisanim suvim
kobasicma koje su proizvedene u Italiji, gpaniji 1 Grekoj (Vnkovié i sar., 2012; Tkonié i sar.,
2010; Kovacevic i sar., 2010; Casaburi i sar., 2007; Salgado i sar., 2005; Papamanoli i sar., 2003).

U nedevu industrijskog proizvoda utvrden je sadrzaj masti od 13,52+0,82%, dok je sadrzaj
masti u nadevu tradicionalnog proizvoda iznosio 10,58%0,64%. Iako su ISK i TSK
proizvedeni prema istoj recepturi, statisticki znacajna razlika (P<0,001) utvrdena je u
inicijalnom sadrzaju masti (tabela 13). Ovaj nalaz ukazuje na nizi procenat intramuskularne
masti u mesu koje je koris¢eno u proizvodnji tradicionalnog proizvoda. Na kraju zrenja
TSK je takode imao manji sadrzaj masti (26,2124,37%) od ISK (29,00+0,72%), ali
statisticki znacajna razlika nije utvrdena (P>0,05). Prema Vukovicu i sar. (2011), sadrzaj
masti u domacem kulenu krece se od 27,9 do 28,3%, $to je u skladu sa nalazima ove studije.
Vedi sadrzaj masti (32,6£6,2%) na kraju zrenja utvden je u lemeskom kulenu od strane
Vukovié i sar. (2012). Ikoni¢ i sar. (2010) su takode utvrdili vedi sadrzaj masti u petrovskoj
klobasi, koji se kretao od 34,09£1,15 do 46,01£0,56%, dok su Radovci¢ i sar. (2016)
zabelezili znatno manji sadrzaj masti (12,61%) u baranjskom kulenu. Ispitivanjem
hemijskog sastava slavonskog kulena poreklom od razli¢itih proizvodaca, Kovalevi' i sar.
(2010) su konstatovali da sadrzaj masti varira od 14,05%0,74 do 28,84+1,32%. Olivares i sar.
(2071) isticu da je veci sadrzaj masti (40-50%) u fermentisanim kobasicama od sustinskog

znacaja za senzorske karakteristike kao §to su ¢vrstoca, so¢nost 1 ukus, ali se ne preporucuje
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sa aspekta zdravlja, pa su proizvodi koji sadrze manje masti viSe cenjeni od strane
potrosaca.

Sadrzaj proteina mesa u nadevu industrijskog proizvoda iznosio je 18,22+0,96%, dok je u
nadevu tradicionalnog proizvoda bilo znacajno vise proteina mesa, odnosno 19,950,41%
(P<0,05). S obzirom da su oba proizvoda proizvedena prema istoj recepturi, razlika u
inicijalnom sadrzaju proteina mesa moze se dovesti u vezu sa kvalitetom upotrebljenih
sirovina. lako je za izradu nadeva oba proizvoda birano isklju¢ivo meso buta, rezultati
ispitivanja hemijskog sastava nadeva ISK 1 TSK ukazuju na to da je meso upotrebljeno za
proizvodnju TSK bilo kvalitetnije, odnosno da je imalo viSe proteina i manje masti. Na
kraju zrenja nije utvrdenja statisticki znacajna razlika izmedu ISK 1 TSK u pogledu sadrzaja
proteina mesa, s obzirom da je ISK imao 36,10£1,21, a TSK 36,46%1,21% proteina mesa.
Industrijski i tradicionalni proizvod iz ove studije ispinjavaju zahtev Pravilnika (SI. glasnik
RS, 94/2015) u pogledu sadrzaja proteina mesa, prema kome sadrzaj proteina mesa u
domacem kulenu mora biti veéi od 24%. Sadrzaj proteina mesa oba proizvoda bio je i u
skladu sa zahtevom Elaborata (2013) koji nalaze da sremski kulen mora imati vise od 30 %
proteina mesa. Prema podacima iz literature, manji sadrzaj proteina mesa utvrden je u
lemeskom kulenu (Vukovic i sar., 2012), kao 1 u petrovskoj klobasi (Tkonit i sar., 2010), dok
su Radovéié i sar. (2016) utvrdili znacajno vedi procent (41,16%) proteina mesa u baranjskom
kulenu. Pored toga, Kovacevié i sar. (2010) navode da sadrzaj proteina mesa u slavonskom
kulenu poreklom od razlic¢itih proizvodaca varira od 26,21%0,27 do 53,0310,27%.

Sa nutritivnog 1 kvalitativnog aspekta, znacajna je podela proteina mesa na proteine
misi¢nog 1 proteine vezivnog tkiva, ako se uzme da proteini misicnog tkiva sadrze 43%, a
proteini vezivnog tkiva 23% esencijalnih aminokisela. Dodatak ¢vrstog masnog tkiva svinja
u nadev fermentisanih kobasica dovodi do povecanja sadrzaja proteina vezinog tkiva, s
obzirom da sadrzi 1,6-2,5% ovih proteina (Thalhammer, 2000). Stoga je tokom ispitivanja
hemijskog sastava ISK 1 TSK utvrden i sadrzaj kolagena preko koga se izrazava sadrzaj
proteina vezivnog tkiva. Udeo kolagena u proteinima mesa bio je znatno vedéi kod
industrijskog proizvoda nego kod tradicionalog proizvoda kako na pocetku zrenja
(P<0,001), tako i na kraju zrenju (P<0,05), sto se takode moze dovesti u vezu sa kvalitetom
upotrebljenih sirovina. Relativni sadrzaj kolagena u gotovom proizvodu industrijskog
porekla iznosio je 6,1810,41%, a u tradicionalnom proizvodu 5,27%0,71 % $to je u skladu
sa zahtevom vazeCeg Pravilnika (SI. glasnik RS, 94/2015) i Elaborata (2013) koji nalazu da

sadrzaj kolagena u proteinima mesa mora biti manji od 10%. Prema podacima iz literature,
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slican relativni sadrzaj kolagena utvrden je u domacem (Vukovic i sar., 2011), lemeSkom
(Vukovié i sar., 2012), kao 1 slavonskom kulenu (Kovacevict i sar., 2010).

Statisticki znacajna razlika u pogledu sadrzaja pepela i kuhinjske soli izmedu ISK 1 TSK nije
utvrdena ni u nadevu, ni na kraju zrenja ovih proizvoda (P>0,05). Prema Elaboratu (2013),
tokom izrade nadeva ispitanih proizvoda dodato je 2,2% kuhinjske soli, §to je veoma vazno
za postizanje inicijalnog antimikrobnog efekta (Leistner, 1986). Kuhinjska so, takode, utice
na biohemijske procese proteolize, lipolize 1 oksidacije koji su znacajni za razvoj senzorskih
karakteristika fermentisanih kobasica, kao §to su tekstura, ukus i vizuelni izgled (Safa 7 sar.,
2075). Na kraju zrenja, sadrzaj kuhinjske soli u industrijskom proizvodu iznosio je
4,99+0,32%, a u proizvodu tradicionalnog porekla 4,95+0,12%, $to je u skladu sa
Elaboratom (2013) koji propisuje da sadrzaj kuhinjske soli mora biti manji od 5 %. Iako soli
za salamurenje nisu koris¢ene pri izradi nadeva eksperimentalnih proizvoda, prisustvo
nitrata utvrdeno je u nadevu oba proizvoda. U nadevu industrijskog proizvoda utvrdeno je
38,03£2,08 mg/kg nitrata, dok je nadev tradicionalnog proizvoda imao znacajno manje
nitrata, odnosno 29,54+539 mg/kg (P<0,01). Vukovié i sar. (2011) isticu da domadéi kulen
uvek sadrzi odredenu kolicinu nitrata koji poticu od crvene zacinske paprike. Tokom
zrenja, sadrzaj nitrata se smanjio kod oba proizvoda, verovatno kao posledica njihove
redukcije do nitrita posredstvom baktetijske aktivnosti (I ukovic i sar., 2011). Shodno tome,
na kraju zrenja u industrijskom proizvodu utvrden je sadrzaj nitrita od 4,61£0,50 mg/kg,
dok je u tradicionalnom proizvodu sadrzaj nitrita bio znacajno manji i iznosio je 1,0920,27
mg/kg (P<0,001). Vukovié i sar. (2017) su u domaéem kulenu utvrdili znacajno manii
sadrzaj nitrata koji se kretao od 10,50 do12,10 mg/kg, kao i sli¢an sadrzaj nitrita od 2,35 do
2,47 mg/kg. Sa druge strane, sadrzaj nitrata se povecao tokom zrenja lemeskog kulena, a
nitriti nisu detektovani u gotovom proizvodu (Vukovié i sar. 2012). Nitriti ostvaruju
viSestruku ulogu tokom zrenja fermentisanih kobasica. Pre svega, imaju baktericidno
dejstvo, sto je znacajno sa aspekta bezbednosti fermentisanih kobasica. Pored toga, nitriti u
reakciji sa mioglobinom stvaraju stabilni pigment nitrozil-mioglobin doprinoseci formiranju
pozeljne boje proizvoda, zatim deluju antioksidativno sprecavajuci oksidaciju nezasi¢enih
masnih kiselina, a kao reaktivna jedinjenja ucestvuju i u formiranju arome (1eodorovic i sar.,

2015).
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6.3.2. Hidroliticke i oksidativne promene lipida tokom zrenja

Pored proteina, lipidi su najzastupljeniji sastojak fermentisanih kobasica, s obzirom da se
njihov sadrzaj u ovim proizvodima kre¢e od 25% do 55% (Orddiiez i sar., 1999). Lipoliza je
veoma vazan biohemijski proces tokom zrenja fermentisanih kobasica regulisan od strane
lipaza poreklom iz masnih celija, misi¢nih vlakana, kao i mikroorganizama autohtone
mikroflore (Leroy 7 sar., 2006, kY gjit, 2013; Karsloglu i sar., 2014). Tokom lipolize triglicerida i
fosfolipida oslobadaju se masne kiseline, pa se stepen lipolize izrazava preko sadrzaja
slobodnih masnih kiselina, odnosno kao procenat oleinske kiseline (Teodorovic i sar., 2015).
Na pocetku zrenja kiselinski broj za ISK iznosio je 0,4510,05 mg KOH/g, a za TSK
0,42£0,03 mg KOH/g, pri cemu nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05). Tokom
zrenja utvrden je porast sadrzaja slobodnih masnih kiselina kod oba proizvoda. Prema
podacima iz literature, smanjenje pH vrednosti inicira proces lipolize, a aktivnost kiselih
lipaza se dodatno indukuje smanjenjem a, vrednosti, odnosno povecanjem koncentracije
soli (Zhao i sar., 2010; Chen i sar., 2017). Pomenute fizicko-hemijske promene utvrdene su i
tokom zrenja industrijskog i tradicionalnog proizvoda iz ove studije, §to je iniciralo proces
lipolize. Bazne i1 neutralne lipaze, nisu znacajne za proces proteolize u fermentisanim
kobasicama zbog niske pH vrednosti ovih proizvoda koja inhibira aktivhost pomenutih
enzima (Orddiez i sar., 1999). Sa druge strane, ne treba zanemariti ni aktivhost mikrobnih
lipaza, s obzirom da se broj mikrokoka, kao najznacajnijih lipolitickih mikroorganizma,
odrzao do kraja zrenja oba proizvoda (1Zsessanguan i sar., 2006). Dakle, pretpostavlja se da
su endogene i mikrobne lipaza sinergistickim dejstvom dovele do porasta sadrzaja
slobodnih masnih kiselina, odnosno do povecanja kiselinskog broja. Na kraju zrenja
kiselinski broj industtijskog proizvoda iznosio je 3,451£0,58 mg KOH/g, dok je proizvod
tradicionalnog porekla imao znacajno manji kiselinski boj od 2,39+£0,20 mg KOH/g
(P<0,01). U poredenju sa nalazima drugih autora koji su ispitivali slicne proizvode, ISK i
TSK su imali nizak sadrzaj slobodnih masnih kiselina. Ispitivanjem domaceg kulena
Vukovié i sar. (2011) su utvedili kiselinski broj od 7,5-16,3 mg KOH/g, dok je kiselinski
broj lemeskog kulena na kraju zrenja iznosio 23,8+5,0 mg KOH /g (VVukovié i sar., 2012).
Oksidacija lipida je jedan od primarnih mehanizama koji dovodi do narusavanja kvaliteta
proizvoda (Talon i sar., 2000; Nassu i sar., 2003). Stepen oksidacije lipida odreduje se preko
peroksidnog broja, dok se akumulacija proizvoda peroksidne razgradnje prati odredivanjem
sadrzaja malondialdehida, odnosno TBARS vrednosti. Tokom ispitivanja proizvoda iz ove

studije, peroksidni broj utvrden je tek 90. dana zrenja kod industrijskog proizvoda,
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odnosno 150. dana kod tradicionalnog proizvoda. Na kraju zrenja peroksidni broj
industrijskog proizvoda iznosio je 0,3010,06 mmol/kg, a tradicionalnog proizvoda
0,46£0,13 mmol/kg, pti cemu je utvrdena statisticki znacajna razlika na nivou od 95%
(P<0,05).

Na pocetku zrenja ispitani proizvodi su imali priblizno iste TBARS vrednosti (P>0,05).
TBARS vrednost se tokom zrenja tradicionalnog proizvoda nije znacajno menjala,dok se
kod industrijskog proizvoda povecavala do 90. dana zrenja, a zatim se sadrzaj sekundarnih
proizvoda oksidacije smanjio. Na kraju zrenja TBARS vrednost industrijskog proizvoda
iznosila je 0,11£0,02 mg MDA /kg, a tradicionalnog 0,11£0,04 mg MDA /kg, pti cemu nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu istth (P>0,05). Rezultati ove studije su u
saglasnosti sa navodima Zanardi i sar. (2004) koji isticu da je TBARS vrednost fermentisanih
kobasica proizvedenih od svezih sirovina uvek niza od 0,50 mg MDA /kg. Sli¢ne rezultate
utvedili su Vaukovié i sar. (2012) ispitivanjem lemeskog kulena, ¢ija je TBARS vrednost na
kraju procesa ztenja iznosila 0,0810,02 mg MDA /kg, dok se TBARS vrednost domaceg
kulena kretala od 0,19 do 0,29 mg MDA /kg (Vukovié i sar., 2012). Stanisié i sar. (2014) su
tokom ispitivanja sremske kobasice utvrdili da se TBARS vrednost, u zavisnosti od
varijanteta ispitanih proizvoda, kretala od 0,12 do 0,19 mg MDA/kg. Nasuprot nasim
rezultatima, Radovié i sar. (2014) su utvtrdili znatno vecu TBARS vrednost za baranjski
kulen, koja je iznosila 0,79 mg MDA /kg za tradicionalni proizvod i 1,01 mg MDA/kg za
proizvod industrijskog porekla.

Iz prikazanih rezulta moze se zakljuciti da proces oksidacije slobodnih masnih kiselina
tokom zrenja ISK 1 TSK nije bio izrazen. Ovaj nalaz moze se objasniti upotrebom svezih
sirovina, odnosno mesa i ¢vrstog masnog tkiva dobrog kvaliteta. Takode, ne treba
zanemariti ni antioksidativhu ulogu paprike, s obzirom da sadrzi antioksidativna jedinjenja,
kao $to su: askorbinska kiselina, tokoferoli i karotenoidi (Iukovic i sar., 2012). Za supresiju
procesa oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina, vazna je razgradnja peroksida pomocu
katalazne, pseudokatalazne ili mangan-zavisne superoksid-dizmutazne aktivnosti mikrokoka

i laktobacila, koji su u ISK i TSK opstali do kraja zrenja (Skaljac, 2014).
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6.3.3. Proteoliticke promene tokom zrenja - indeks proteolize

Proteoliza miofibrilarnih i sarkoplazmatskih proteina je najznacajniji biohemijski proces
tokom zrenja fermentisanih kobasica koji doprinosi formiranju ukusa i teksture ovih
proizvoda (Ikonié, 2013, Latorre-Moratalla i sar., 2014, Berardo i sar., 2017; Jokanovic i sar., 2017,
Gallego i sar., 2018). Stepen proteolitickih promena tokom zrenja ISK i TSK pracen je preko
indeksa proteolize, odnosno procentualnog odnos sadrzaja neproteinskog i ukupnog azota
u proizvodu (Vasiley, 20710). Na pocetku zrenja indeks proteolize za ISK iznosio je
10,03£0,30%, a za TSK 10,15%0,84%, pri ¢emu nije utvrdena statisticki znacajna razlika
(P>0,05). Sa padom pH vrednosti doslo je do intenziviranja procesa proteolize i posledi¢no
do povecanja indeksa proteolize u prvih 28 dana zrenja kod oba proizvoda. Pad pH
vrednosti inhibira aktivnost kalpaina, kalcijum zavisnih proteinaza, odgovornih za inicijalno

.....

odgovorni za hidrolizu razlicitih strukturnih proteina mesa. Za zrenje fermentisanih
kobasica najznacajniji je katepsin D, aspartatna proteinaza koja ostaje stabilna i aktivna
tokom celog perioda zrenja fermentisanih kobasica (To/dri, 2002). Pored pomenutih
endopeptidaza, znacajne su i egzopeptidaze (tripeptidaze i dipeptidaze) koje dovode do
stvaranja niskomolekularnih peptida, kao i aminopeptidaze i karboksipeptidaze zasluzne za
akumulaciju slobodnih aminokiselina. Medutim, ne treba zanemariti ni aktivnost mikrobnih
vancelijskih proteinaza, koje hidrolizuju proteine mesa do oligopeptida, a zatim asimilovane
oligopeptide razlazu do slobodnih aminokiselina (Toldra, 2002). Stepen hidrolize
miofibrilarnih 1 sarkoplazmatskih proteina zavisi od formulacije nadeva, autohtone
mikroflore, odnosno upotrebljene starter kulture, kao i fizicko-hemijskih promena nastalih
tokom zrenja koje uticu na aktivnost proteolitickih enzima, od kojih su najvaznije promena
pH vrednosti i koncentracije soli, odnosno dehidracija proizvoda (lasi, 20712). Dakle,
proces proteolize je veoma kompleksan, s obzirom da je regulisan od strane rezli¢itih
enzima koji ostvaruju svoju aktivnost samo pod uslovom da su stvoreni optimalni uslovi za
njihovo delovanje. Proces proteolize u industrijskom i tradicionalnom proizvodu iz ove
studije, bio je izrazen tokom celog proizvodnog ciklusa uz manje oscilacije, ali nakon 120.
dana zrenja utvrdeno je smanjenje indeksa proteolize kod oba proizvoda, kao posledica
dehidracije proizvoda odnosno povecanja koncentracije soli. Iz prikazanih rezultata indeksa
proteolize moze se zapaziti da je proces proteolize bio intenzivniji kod industrijskog
proizvoda. Kao posledica vece akumulacije baznih jedinjena usledilo je znacajno vece

povecanje pH vrednosti kod ISK nego kod TSK u drugoj fazi zrenja proizvoda.
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6.3.4. Biogeni amini

Tokom zrenja fermentisane kobasice mogu akumulirati znacajan sadrzaj biogenih amina
koji se formiraju usled dekarboksilacije odgovarajuci® aminokiselina zahvaljujuci aktivnosti
mikroorganizama autohtone mikroflore (Buniic i sar., 1993; Spano i sar,2010; EFSA, 2011;
Latorre-Moratalla i sar., 2012; 2017). Odredivanje sadrzaja biogenih amina u fermentisanim
kobasicama je veoma vazno sa aspekta bezbednosti 1 kvaliteta proizvoda (Tasi¢ i sar., 2012;
Latorre-Moratalla i sar., 2017). Stoga se jedan od zadataka ovog istrazivanja odnosio na
pracenje aminogeneze u ISK 1 TSK tokom zrenja ovih proizvoda.

Analizom nadeva industrijskog i tradicionalnog proiozvoda tiramin, histamin, putrescin i
kadaverin nisu detektovani. Prema Hemandez-Jover i sar. (1996), odsustvo ovih biogenih
amina ukazuje na dobar kvalitet sirovog mesa koje je kori§¢eno za proizvodnju kobasica.
Uprkos povisenom inicijalnom broju enterobakterija u proizvodima iz ove studjje,
aktivnost histidin, lizin i ornitin dekarboksilaza nije utvrdena na pocetku zrenja. Prisustvo
bakterija predodredenih za proces dekarboksilacije aminokiselina je esencijalno, ali ne i
dovoljno za proizvodnju biogenih amina. Medutim, analizom nadeva industrijskog i
tradicionalnog proizvoda utvrdeno je prisustvo triptamina i feniletilamina. Utvrdeni sadrzaj
triptamina u ISK od 150,70+11,21 mg/kg bio je znac¢ajno manji od sadrzaja triptamina u
TSK koji je iznosio 225,40%19,72 mg/kg (P<0,001). Sadrzaj triptamina se znacajno
smanjio do kraja procesa zrenja verovatno kao posledica njegove degradacije
mikroorganizmima koji kotiste triptamin kao izvor azota (Laranjo i sar., 2017). Pored toga,
sinteza triptamina je nekompetitivno inhibirana u prisustvu drugih biogenith amina
(Mobedano i sar., 2015). Sa druge strane, statisticki znacajna razlika izmedu ISK i TSK u
pogledu sadrzaja feniletilamina u nadevu nije utvrdena (P>0,05). Sadrzaj feniletilamina u
industrijskom i tradicionalnom proizvodu iz ove studije je porastao u prvoj fazi zrenja, a
zatim je istovremeno poceo da opada sa akumulacijom tiramina. Prema literaturi,
tiraminogene bakterije, narocito vrste iz roda Enferococcus, poznati su kao glavni proizvodaci
feniletilamina koji vrse dekarboksilaciju fenilalanin kada njihov primarni supstrat, tirozin,
nije dostupan (Bargossi i sar., 2015; Latorre-Moratalla i sar., 2074). Slicne rezultate dobili su
Tkonic i sar. (2013) koji su utvrdili triptamin i feniletilamin u petrovskoj klobasi tokom celog
perioda zrenja. Triptamin i feniletilamin su takode utvrdeni u fermentisanim kobasicama iz
Spanije, Rumunije, Finske, Turske, Rusije i Kine (Lorenzo i sar., 2008; Simion i sar., 2010;
Eerola i sar., 1998; Lu i sar., 2010).
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Prema literaturi, tiramin je najzastupljeniji biogeni amin u fermentisanim kobasicama koji u
prekomernim koli¢inama moze izazvati Stetne efekte kod ljudi, kao $to su hipertenzivne
krize i migrene (Stadnik i Dolatovski 2010). Tiramin je dominantan biogeni amin u
kobasicama poreklom iz Spanije (Latorre-Moratalla i sar., 2008), Francunske (Lebert i sar,
2007), kao 1 kobasicama iz juzne Italije (Parente i sar, 2007). Tiramin se javlja u
fermentisanim kobasicama uglavnom kao rezultat aktivnosti BMK (Laranjo i sar., 2017),
medu kojima su bakterije iz roda Ewnterococcus prepoznati kao najefikasniji proizvodaci ovog
biogenog amina (Bargossi i sar., 2015). Opste je prihva¢eno da se tiramin u fermentisanim
kobasicama formira simultano sa eksponencijalnim razvojem BMK. U proizvodima iz ove
studije, tiramin je detektovan nakon 28 dana zrenja i to u znacajno veéoj koncentraciji kod
industrijskog proizvoda (P<0,001). Vec¢a produkcija tiramina u industrijskom proizvodu
moze se dovesti u vezu sa intenzivnijim procesom fermentacije koji je za posledicu imao
nagli pad pH vrednosti $to je iniciralo proces dekarboksilacije tirozina. Produkciji tiramina
prethodio je proces proteolize na $ta ukazuju rezultati indeksa proteolize (tabela 17).
Sadrzaj tiramina u ISK i TSK je rastao tokom zrenja proizvoda, pri ¢emu je najveca
koncentracija od 288,0017,42, odnosno 160,70£22,38 mg/kg utvrdena nakon 120 dana.
Poznato je da Siri dijametar i dug period zrenja fermentisanih kobasica mogu doprineti
vecoj akumulaciji tiramina (Bover-Cid i sar., 1999; Komprda i sar., 2009). Na kraju zrenja u
industrijskom proizvodu utvtdeno je 241,10+21,01 mg/kg tiramina, a u tradicionalnom
proizvodu zna¢ajno manje, odnosno 115,80+34,58 mg/kg (P<0,001). Akutni nivo
toksicnosti za tiramin je veci od 2000 ppm, dok je za NOAEL (No Observed Adverse Effect
Level) uzeta vrednost od 2000 ppm (17 i sar., 1997; Naila i sar., 2010). Uzimajuci u obzir
utvrdene koncentracije tiramina u proizvodima iz ove studije, kao i podatke o toksicnosti
ovog biogenog amina, moze se re¢i da konzumiranje ISK i TSK ne predstavlja rizik po
zdravlje potrosaca.

Sa aspekta bezbednosti najznacajniji biogeni amin, histamin, detektovan je u industrijskom
proizvodu nakon 28 dana zrenja, dok u tradicionalnom proizvodu nije bio prisutan do
samog kraja proizvodnog procesa. Koncentracija histamina u finalnom proizvodu
industrijskog porekla iznosila je 12,36+1,72 mg/kg, dok je tradicionalni proizvod imao
neznatno vedi sadrzaj histamina (16,55+5,22 mg/kg), ali takode ispod granice od 100
mg/kg koja se koristi za utvrdivanje potencijalnog rizika za zdrave osobe (EC, 2005).
Prema podacima iz literature, histamin je utvrden u razlicitim fermentisanim kobasicama i

to uglavnom u koncentraciji koja je manja od zadovoljavaju¢ih 100 mg/kg (Hernandez-Jover i
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sar., 1997; Parente i sar., 2001; Ansorena i sar., 2002; Komprda i sar., 2004; Roseiro i sar., 2006,
Ruiz-Capillas i sar; 2007; Ferreira i sar., 2007; Latorre-Morattala i sar., 2008). Nasuprot nasim
rezultatima, Tasic i sar. (2012) i Tkonic i sar. (2013) nisu tvrdili histamin u petrovskoj klobasi,
dok su Karolyi i sar., (2010) pronasli znatno veci sadrzaj histamina u slavonskom kulenu
(330,8+£126,3 mg/kg). Prema podacima iz literature, kontaminentne baktetije, ptvenstveno
enterobakterije, su glavni proizvodaci histamina (Hokk i sar. 2017). Zbog toga se vece
koncentracije histamina retko nalaze u fermentisanim kobasicama proizvedenim pod
odgovaraju¢im higijenskim uslovima, pa je predlozen kao hemijski indikator higijene u
proizvodnom procesu (Latorre-Moratalla i sar., 2008; Ikoni¢ i sar., 2013). Shalaby (1996) je
predlozio nivo tiramina (100-800 mg/kg), histamina (50-100 mg/kg) i feniletilamina (<30,0
mg/kg) kao indikatore dobre proizvodne prakse. Sadrzaj titamina i histamina u
industrijskom 1 tradicionalnom proizvodu iz ove studije nalazi se u okviru predlozenih
vrednosti, dok je sadrzaj feniletilamina kod oba proizvoda bio nesto veéi od navedenog
limita. Sa druge strane, Eerla i sar. (1998) su predlozili ukupnu kolicinu vazoaktivnih
biogenih amina (triptamina, feniletilamina, tiramina i histamina) od 200 mg/kg kao moguéi
indikator dobre proizvdacke prakse. Sadrzaj vazoaktivnih biogenih amina u ISK (361,36
mg/kg) bio je znacajno veéi od navedene granice, pri ¢emu je ukupnom zbiru ovih amina
najvise doprineo tiramin koji, prema podacima iz literature, nastaje usled aktivnosti BMK
(Laranjo i sar., 2017). Sa druge strane, sadrzaj vazoaktivnih amina u TSK iznosio je 209,88
mg/kg, $to je neznatno veée od predlozene granice.

Tokom zrenja industrijskog i tradicionalnog proizvoda iz ove studije utvrdeno je i prisustvo
diamina, odnosno putrescina i kadaverina. Prema podacima iz literature, prisustvo
putrescina i kadaverna utvrdeno je i u kobasicama poreklom iz Spanije (Hermandez-Jover i
sar., 1997), Portugalije (Roseiro i sar., 2006; 2010), Francunske (Montel i sar., 1999), kao i
kobasicama iz juzne Italije (Parente i sar., 2001). Akumulacija putrescina i kadaverina, u ISK i
TSK moze se dovesti u vezu sa povecanim brojem enterobakterija u nadevu ovih
proizvoda, jer su bakterije iz familije Enferobacteriaceae poznati kao glavni proizvodaci
diamina. Akumulacija diamina kod ISK i1 TSK utvrdena je tek nakon pada pH vrednosti i
izrazene proteolize, verovatno kao odgovor enterobakterija na stres izazvan acidifikacijom
nadeva. Ovaj nalaz ukazuje na sintezu putrescina i kadaverina u uslovima nepovoljnim za
opstanak enterobakterija, kada procesi dekarboksilacije mogu imati vaznu energetsku ulogu
za metabolizm bakterija (Suzzi i Gardini, 2003). lako su enterobakterije izumtle nakon 90

dana zrenja, sadrzaj putrescina i kadaverina u industrijskom i tradicionalnom proizvodu se
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povecavao do kraja proizvodnog procesa. Ovaj nalaz se moze objasniti kontinuiranom
aktivno$¢u ornitin i lizin dekarboksilaza cak 1 nakon dezintegracije bakterijskih celija
(Gardini i sar., 2016; Laranjo i sar., 2017) ili sintezom putrescina i kadaverina od strane
drugih mikroorganizama, jer su ornitin i1 lizin dekarboksilaze takode pronadeni u
mikroorganizama iz rodova Bacillus, Staphilococcns, Enterococcus 1 Lactobacillus (Papavergon i sar.,
2012; Mobhedano , i sar., 2015; Laranjo i sar., 2017, Suzzi i Gardini, 2003). Na kraju zrenja u
industrijskom proizvodu utvrdeno je 457,40+4,62 mg/kg putrescina i 444,40£23,89 mg/kg
kadaverina, znacajno vise neko u proizvodu tradicionalnog porekla (P<0,001). Sa aspekta
bezbednosti, povisene koncentracije ovih diamina u industrijskom proizvodu nisu
zabrinjavajuce, s obzirom da je za NOAEL u slucaju putrescina 1 kadaverina uzeta vrednost
od 2000 ppm (17! i sar., 1997; Naila i sar., 2010). Dodatno, putrescin i kadaverin se smatraju
manje opasnim biogenim aminima, s obzirom da visoke koncentracije ovih diamina dovode
do razvoja neprijatnog ukusa proizvoda $to sprecava njihovo konzumiranje od strane
potrosaca. Neprijatan ukus nije utvrden tokom senzorske analize ISK. Prema podacima iz
literature, putrescin i kadaverin mogu reagovati sa prisutnim nitritima usled ¢ega dolazi do
formiranja nitrozamina koji su kancerogeni. U proizvodnji ISK i TSK nisu koriséene soli za
salamurenje, a utvrdene koncentracije nitrita nastalih redukcijom nitrata iz paprike su male,
tako da stvaranje veéih koli¢ina nitrozamina nije bilo moguce. Toksicnost nitrozamina
ispoljava se samo u slucaju unosa vecih koli¢ina ovih kancerogena, koje se ne mogu
ocekivati u dnevnhom obroku (Kalac, 2009).

Ukupan sadrzaj biogenih amina u tradicionalnom proizvodu na kraju zrenja iznosio je
410,83 mg/kg, dok je industrijski proizvod imao znacajno veéi ukupan sadrzaj biogenih
amina od 1263,16 mg/kg. Latorre-Moratalla i sar. (2008) su Kklasifikovali tradicionalne
fermentisane kobasice iz razli¢itih evropskih zemalja u pet grupa (AE) na osnovu ukupnog
sadrzaja biogenh amina, pri cemu su u obzir uzeli samo biogene amine mikrobnog porekla
koji su izmedu ostalog 1 analizirani u ISK i TSK. Prema ovoj klasifikaciji TSK bi pripadao
grupi D koja se krakterise sadrzajem biogenih amina u finalnom proizvodu od 350-550
mg/kg. Najzastupljeniji biogeni amin u grupi D bio je kadavarin, nakon cega je sledio
tiramin (Latorre-Moratalla i sar., 2008), isto kao u slucaju tradicionalnog proizvoda iz ovog
istrazivanja. Medutim, zrenje TSK trajalo je duze (150 dana) od procesa zrenja kobasica iz
eksperimenta Latorre-Moratalla i sar. (2008) (maksimalno 90 dana). Ako se uzme u obzir
ukupni sadrzaj biogenih amina u TSK nakon 90 dana zrenja, TSK bi pripadao grupi B, koja

se karakteriSe ukupnim sadrzajem biogenih amina od 150 do 350 mg/kg i tiraminom kao
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dominantnim biogenim aminom. Shodno tome, dug period zrenja znacajno je doprineo
akumulaciji biogenih amina u tradicionalnom proizvodu iz ove studije. Sa druge strane,
najintenzivnija produkcija biogenih amina u industrijskom proizvodu utvrdena je do 90.
dana zrenja, a nakon toga se ukupni sadrzaj biogenih amina nije znac¢ajno menjao. Prema
klasifikaciji tradicionalnih fermentisanih kobasica izvrsenoj od strane Latorre-Moratalla i sar.
(2008), ISK bi pripadao grupi E u koju su svrstani proizvodi sa ukupnim sadrzajem
biogenih amina veéim od 550 mg/kg. Najzastupljeniji biogeni amin u grupi E bili
kadavarin, putrescin i tiramin (Latorre-Moratalla i sar., 2008), slicno kao u slucaju ISK.
Prema podacima iz literature, povecane koncentracije kadaverina, pa i putrescina, ukazuju
na neadekvatnu higijensku praksu u procesu proizvodnje i izrazenu mikrobiolosku
kontaminaciju uporebljenih sirovina enterobaktetijama (Suzzi i Gardini 2003; Latorre-
Moratalla i sar., 2008; Bover-Cid i sar., 2006; Lorenzo i sar., 2017). Medutim, ISK je imao
znac¢ajno manji inicijalni broj enterobakterija od TSK (P<0,05), a znacajno vedi sadrzaj
diamina u gotovom proizvodu (P<0,001). Manji broj enterobakterija u nadevu
industrijskog proizvoda ukazivao je na bolji higijenski kvalitet sirovine, kao i bolje uslove u
industrijskom pogonu za preradu mesa, $to ocigledno nije uticalo na proizvodnju diamina
tokom zrenja. Prema Lorenzo i sar., (2017), varijabilnost u produkciji diamina izmedu
razlicitth vrsta enterobakterija postoji, pa ¢ak i izmedu sojeva iste vrste. Shodno tome,
postoji moguénost da je populaciju enterobakterija u industrijskom proizvodu ¢inio veci
broj bakterija predodredenih za sintezu putrescina i kadaverina. Sa druge strane, verovatno
je 1 sam tok zrenja industrijskog proizvoda vise pogodovao sintezi biogenih amina, s
obzirom da je proces dekarboksilacije aminokiselina uslovljen dejstvom razli¢itih
intrinzi¢nih i ekstrinzicnih faktora (Lorenzo i sar., 2017; Gardini i sar., 2016). Na to ukazuje 1
znacajno veca produkcija tiramina u industrijskom proizvodu, koji se javlja u fermentisanim
kobasicama uglavnom kao rezultat aktivnostt BMK (Laranjo i sar., 2017).

Dakle, kvalitet sirovine i higijena u procesu proizvodnje fermentisanih kobasica su veoma
vazni faktori koji uticu na formiranje biogenih amina, ali neminovno je da intrinzicéni i
ekstrinzi¢ni faktori uslovljavaju proces dekarboksilacije aminokiselina tokom procesa
zrenja. S obzirom da se zrenje sremskog kulena tradicionalno odvija u prostorijama gde su
ambijentalni uslovi nekontrolisani, nemoguce je u vecoj meri uticati na tok zrenja
proizvoda. Stoga, treba teziti ka boljem kvalitetu sirovine i voditi racuna o higijeni u
procesu proizvodnje, kako bi se smanjila kontaminacija nadeva nepozeljnim

mikroorganizmima.
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6.4. ISPITIVANJA SENZORSKIH SVOJSTAVA

6.4.1. Kvantitativna deskriptivna analiza

Prose¢na senzorska ocena za spoljasnji izgled iznosila je 5,0010,00 za ISK, odnosno
4,931+0,19 za TSK. Omota¢ industrijskog i tradicionalnog proizvoda iz ove studije bio je
suv, Cist, nepromaséen 1 dobro prilegao uz nadev. Na povrsini ispitanih proizvoda nisu
primecena ostecenja, mrlje, diskoloracije, kao ni kolonije belih plesni. Boja omotaca ISK i
TSK bila je narandzasto-smeda, ali je ISK imao svetliju 1 prihvatljiviju boju od TSK, pa je 1
dobio nesto vecu ocenu za ovaj pokazatelj kvaliteta. Prose¢na senzorska ocena za izgled i
sastav preseka industrijskog proizvoda iznosila je 4,04£0,38, a proizvoda tradicionalnog
porekla 4,931+0,19, pri ¢emu nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05). Presek oba
proizvoda sastojao se od grubo usitnjenog misi¢nog i u manjem obimu ¢vrstog masnog
tkiva koji su bili dobro povezani i ravnomerno rasporedeni u obliku mozaika. Komadici
misi¢nog tkiva bili su ujednac¢eno tamno-crvene boje, dok je masno tkivo zadrzalo belu
boju. Na poprecnom preseku ISK 1 TSK nisu uocene rupice i Supljine, niti veci ostaci
vezivnog tkiva. Veca zastupljenost masnog tkiva uocena je na preseku industrijskog
proizvoda, kao i manje stabilna boja. Zbog toga je ISK imao manju prosecnu senzorsku
ocenu za boju i odrzivost boje (4,77£0,39) od TSK (4,86%0,24). Statisticki znacajna razlika
izmedu industrijskog i tradicionalnog proizvoda utvrdena je samo u pogledu mirisa 1 ukusa,
s obzirom da je industrijski proizvod imao prihvatljiviju aromu za veéinu senzoricara
(P<0,001). Aroma suvih fermentisanih kobasica je slozena senzorska osobina koja se
formira usled akumulacije ispatljivih jedinjenja nastalih u biohemijskim procesima zrenja
pod uticajem endogenih i mikrobnih enzima ¢ija aktivhost zavisi od intrinzi¢nih i
ekstrinzi¢nih faktora (Orddsiez i sar., 1999). Tokom senzorske analize utvrdeno je da su oba
proizoda imala ¢vrstu konzistenciju i da su se, pri tom, dobro narezivala u tanke listice, bez
ispadanja sastojaka. Prosecna senzorska ocena za teksturu iznosila je 4,78%0,27 za ISK,
odnosno 4,93+0,19 za TSK. Oba proizvoda su imala ¢vrstu konzistenciju, ali je TSK bio
socniji tokom Zvakanja. Nakon ponderisanja dodeljenih ocena ispitane pokazatelje kvaliteta,
utvrdena je i prose¢na ocena ukupnog senzorskog kvaliteta koja je za ISK iznosila
96,43£2,88, a za TSK 95,3611,14 pri ¢emu statisticki znacajna razlika izmedu ispitanih
proizvoda nije utvrdena (P>0,05). Oba proizvoda su ispunili zahteve propisane Elaboraton:

(2013) i u pogledu senzorskih svojstava.
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6.4.2. Instrumentalni parametri boje

Formiranje boje tradicionalnih suvih fermentisanih kobasica je veoma slozen proces, s
obzirom da se proizvode bez dodatka soli za salamurenje i da upotreba crvene zacinske
paprike doprinosi razvoju boje, ali ne uvek 1 optimalne. Stoga je jedan od zadataka u okviru
ove doktorske disetacije bio da se utvrde instrumentalni parametri boje industrijskog i
tradicionalnog proizvoda, odnosno potencijalne razlike izmedu ovih parametara.
Instrumentalni parametri boje ISK 1 TSK utvrdeni su na povssini i na poprecnom preseku
proizvoda (Tabela 26 1 27).

Karakteristicna boja povrsine fermentisanih kobasica nastaje u toku dimljenja 1 susenja, pre
svega kao rezultat hemijskih reakcija izmedu sastojaka dima i omotaca proizvoda, kao i
koncentrovanja pigmenata usled gubitka vlage (Vasiler, 2010). Prose¢na L* vrednost
povssine industrijskog proizvoda od 30,13%0,29 bila je znacajno veca od prosecne L*
vrednosti proizvoda tradicionalnog porekla koja je iznosila 27,25£0,43 (P<0,001). Rezultati
L* vrednosti utvrdeni na povrsini oba ispitana proizvoda iz ove studije su u saglasnosti sa
rezultatima koje je utvrdila Skajac (2014), s obzirom da se L* vrednost povrsine petrovacke
kobasice kretala od 21,38 do 31,89 na kraju procesa susenja. Slicne rezultate utrdili su
Zivkovic i sar. (2011) merenjem parametara boje stemske kobasice, kao i FerndndezFerndndez i
sar. (1998) ispitivanjem Spanske fermentisane kobasice Galician chorizo. Prema podacima iz
literature, [.* vrednost na povrsini proizvoda tokom dimljenja i susenja postepeno opada, u
pocetku kao rezultat taloZenja razli¢itih komponenti dima na povrsini omotaca, a zatim 1
zbog gubitka vlage tokom procesa suSenja (Ferndndez-Ferndindez i sar., 1998; Pérez-Alvarez i
sar., 1999, f/éaﬁac, 2074). Dakle, znacajno manja L* vrednosti utvrdena na porsini
tradicionalnog proizvoda iz ove studije moze se dovesti u vezu sa kolicinom primljnog
dima, odnosno ve¢om koli¢inom natalozenih cestica iz dima na povrsini omotaca ovog
proizvoda, $to je uticalo i na udeo crvene i zute boje. Samim tim, TSK je imao znacajno
manji udeo crvene boje na povrsini omotaca od ISK (P<0,05), kao i udeo zute boje
(P<0,01). Da bi se preciznije definisala boja povrsine ISK i TSK, pored instrumentalnih
parametara boje odredeni su i sledeci pokazatelji boje: nijansa boje, relativni odnos crvene i
zute boje, zasi¢enost boje, kao i indeks braon boje. Statisticki znacajna razlika izmedu ISK i
TSK nije utvtdena u pogledu nijanse boje i relativnog odnosa crvene i zute boje na
povssini ispitanih proizvoda (P>0,05). Utvrdene vrednosti nijanse boje odgovaraju
narandzastim tonovima $to je u saglasnosti sa zvanicnim Elaboratom (2013), prema kome

boja omotaca sremskog kulena treba da je narandzasto-smeda do crvenkasto-smeda.
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Zasicenost boje bila je znacajno veca na povrsini industrijskog proizvoda (P<0,001), dok se
indeks braon boje medu proizvodima nije razlikovao (P>0,05). Zasi¢enost boje 1 indeks
braon boje na povrsini ispitivanih proizvoda bili su u saglasnosti sa rezultatima koje je
utvrdila Skajiac (2014) tokom ispitivanja petrovacke kobasice na kraju procesa susenja.

Sa druge strane, karakteristicna boja poprecnog preseka fermentisanih kobasica je rezultat
slozenih biohemijskih procesa tokom zrenja proizvoda. Izgled i boja preseka fermentisanih
kobasica su za potrosace veoma vazni pokazatelji kvaliteta prilikom kupovine proizvoda.
Prose¢na L* vrednost na popre¢nom preseku industrijskog proizvoda od 35,71£0,91 bila je
znacajno veca od prosecne L* vrednosti proizvoda tradicionalnog porekla koja je iznosila
32,65%£0,44 (P<0,001). S obzirom da je zrenje oba proizvoda trajalo 150 dana, duzina
zrenja, kao faktor koji se nalazi u negativnoj korelaciji sa svetlocom boje, nije doprinela
ovoj razlici. Utvrdena razlika moze se dovesti u vezu sa vecom zastupljenoséu partikula
masnog tkiva na popre¢nom preseku ISK koja je utvrdena tokom senzorske analize ovih
proizvoda, odnosno sa veéim sadrzajem masti i suve materije koje su utvrdene u gotovom
proizvodu industrijskog porekla (tabela 13). U prilog ovoj konstataciji idu navodi Papadima i
Blounkas (1999), koji isticu da fermentisane kobasice sa vedim sadrzajem ukupnih masti u
nadevu i manjim sadrzajem vlage, imaju veéu L* vrednost, kao i udeo zute boje na
popre¢nom preseku. Vukovié i sar. (2012) su utvridili slicnu L* vrednost na popre¢nom
preseku lemeskog kulena, isticuci da je L* vrednost slatkog lemeskog kulena (33,74+21,40)
bila veca od L* vrednosti ljutog (31,8610,74). Sli¢ne rezultate utvrdili su Zivkovié i sar.
(2011) kod sremske kobasice, Kovacevic i sar. (2010) kod slavonskog kulena, kao i Ikonic i sar.
(2010) i Skaljac (2014) tokom ispitivanja petrovacke kobasice. U Tehnoloskom elaboratu o
petrovackoj kobasici Petrovié i sar. (2007) navode da proizvod u momentu konzumiranja
treba da ima svetlo¢u boje u intervalu od 32 do 37, a obzirom da je u pitanju sremskom
kulenu srodan proizvod, moze se reci da su utvrdene I* vrednosti na popre¢nim presecima
ISK i TSK optimalne. Sa druge strane, Skaljac (2014) predlaze da u obzir treba uzeti samo
gornju granicu (LL*<37), jer vrednosti nize od 32 mogu biti posledica manjeg sadrzaja masti
i duzeg procesa susenja i zrenja, $to moze rezultirati boljim senzorskim kvalitetom 1
pozeljnijim senzorskim karakteristikama sa aspekta prihvatljivosti od strane potrosaca, ako
je zadovoljen kriterijum za pH vrednost. Utvrdene prosecne I.* vrednosti poprecnog
preseka ISK i TSK bile su uglavhom manje od svetloe boje koja je utvrdena na

popre¢nom preseku tradicionalnih proizvoda istog tipa iz drugih zemalja (Dellaglio i sar.,
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1996, Ansorena i sar., 1997, Papadima i Bloukas, 1999; Gimeno i sar., 2000; Muguerza i sar., 2001
Rubio i sar., 2008, Elias i Carrascosa, 2010; Casquete i sar., 2011).

Udeo crvene boje je veoma vazan parametar boje preseka fermentisanih kobasica. Prema
podacima iz literature, najznacajniji uticaj na udeo crvene boje poprecnog preseka
tradicionalnih fermentisanih kobasica ima crvena zacinska paprika koja se dodaje pri izradi
nadeva ovih proizvoda (Petrovic i sar., 2010; lkonié i sar., 2010; Vukovié i sar., 2012; Roblik i
sar, 2013). Kao zacin sa dobrim antioksidativnim karakteristikama 1 malim redoks
potencijalom, paprika povoljno utice na formiranje pozeljne crvene boje tradicionalnih
fermentisanih kobasica, s obzirom da sadrzi karotenoide (karoteni i ksantofili). Nitrati iz
paprike, takode, doprinose formiranju boje ovih proizvoda, s obzirom da ih bakterije
redukuju do nitrita koji, iako stvoreni u maloj kolic¢ini, sa mioglobinom mogu da grade
stabilan pigment nitrozilmioglobin (T ukovic i sar, 20712). Medutim, u proizvodnji
industrijskog i tradicionalnog proizvoda iz ovog istrazivanja upotrebljena je ista vrsta i
koli¢ina crvene zacinske paprike, a analizom rezultata utvrdeno je da je ISK imao znacajno
vecu prosecnu «* vrednost na poprecnom preseku od TSK (P<0,001). Ovaj nalaz se moze
dovesti u vezu sa samim tokom zrenja, s obzirom da je proces fermentacije kod
industrijskog proizvoda bio intenzivniji, §to je za posledicu imalo brzi pad pH vrednosti
koji je pogodovao stvaranju stabilne crvene boje proizvoda. Takode, nalaz znacajno vece
koncentracije rezidualnih nitrita u gotovom proizvodu industrijskog porekla (tabela 13),
ukazuje na intenzivni proces redukcije nitrata u nitrite koji sa mioglobinom grade
nitrozilmioglobin, pigment crvene boje. Nitrozilmioglobin nastaje kada pH dostigne
vrednost od 5,4 do 5,5, a optimalne uslove za njegovo formiranje stvaraju mikroaerofilne
bakterije koje trose kiseonik i snizavaju oksidoredukcioni potencijal.

Medutim, manje vrednosti udela crvene boje na preseku fermentisanih kobasica u ¢ijoj se
proizvodnji kao dodatak koristi crvena zacinska paprika ne moraju ukazivati na senzorsko
manje prihvatljivu boju proizvoda, jer je veoma bitan udeo zute boje, kao i karakteristike
same boje (Skaljac, 2014). Analizom rezultata utvrdeno je da je ISK imao i znacajno vecu
prosecnu b* vrednost na poprecnom preseku od TSK (P<0,001), sto nije pozeljna
karakteristika. Zuta boja nastaje usled diskolorativnih promena crvene zacinske paprike i
samih komponenata nadeva tokom procesa zrenja (Ferndndez-Lipeza i sar., 2002). Prema
Papadima i Blonkas (1999), veéi sadrzaj ukupnih masti u nadevu i manji sadrzaj vlage su u
korelaciji sa vedim vrednostima udela Zute boje na popre¢nom preseku fermentisanih

kobasica, §to je u saglasnosti sa rezultatima ove doktorske disertacije. Prosecne vrednosti
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udela crvene i zute boje na poprecnom preseku ISK 1 TSK bile su slicne vrednostima ovih
parametara koje su utvrdene tokom ispitivanja sremske kobasice (Zivkovié i sar, 2011),
lemeskog kulena (Vukovié i sar, 2012), petrovacke kobasice (Skaljac, 2014), kao i
tradicionalnih fermentisanih kobasica poreklom iz drugih zemalja (Ansorena i sar., 1997;
Fernandez-Ferndndez i sar., 1998; Gimeno i sar., 2000; Mugnerza i sar., 2001; Casaburi i sar., 2007;
Elias i Carrascosa, 2010; Kovacevic i sar., 2010).

Da bi se preciznije definisala boja poprecnog preseka ISK 1 TSK, pored instrumentalnih
parametara boje odredeni su i sledeci pokazatelji boje: nijansa boje, relativni odnos crvene i
zute boje, zasicenost boje, kao 1 indeks braon boje. Analizom rezultata, statisticki znacajna
razlika izmedu ISK 1 TSK  nije utvrdena u pogledu nijanse boje i relativhog odnosa crvene i
zute boje na popre¢nom preseku ispitanih proizvoda (P>0,05). Utvrdene vrednosti za
nijansu boje na preseku ispitanih proizvoda ukazuju na zastupljenost crvenih nijansi boje i
kod jednog i kod drugog proizvoda, $to je pozeljna karakteristika. Na popre¢nom preseku
industrijskog proizvoda utvrdene su znacajno vece vrednosti za zasi¢enost boje 1 indeks
braon boje nego na poprecnom preseku tradicionalnog proizvoda (P<0,001). Veca
vrednost indeksa braon boje utvrdena kod industrijskog proizvoda ukazuje na izrazene
oksidaivne promene pigmenata crvene boje poreklom iz misiénog tkiva ili iz papike Skaljac
(2014). Ova pojava negativno utice na opsti utisak o boji poprecnog preseka proizvoda.
Tokom ispitivanja petrovackih kobasica proizvedenih u razlicitim uslovima, Skajac (2014)
je utvrdila da su eksperimentalne grupe kobasica sa manjim vrednostima za nijansu boje i
indeks braon boje, kao i ve¢im relativnim odnosom crvene i zute boje, bile bolje ocenjene
od strane senzoricara, iako su imale manji udeo crvene boje. Upravo ove grupe kobasica
(B1 i B2) imale su slicne karakteristike boje kao 1 TSK iz ovog istrazivanja koji je tokom

senzorske analize dobio vec¢u ocenu za boju i odrzivost boje od ISK.

6.4.3. Instrumentalni parametri teksture

Tekstura fermentisanih kobasica je senzorsko svojstvo koje se formira tokom zrenja kao
rezultat balansa izmedu procesa koji doprinose formiranju ¢vrsée konzistencije i procesa
proteolize koji dovodi do omeksavanja i bolje Zvakljivosti proizvoda (Barbut, 2007).
Kompaktnost nadeva, odnosno ¢vrsta konzistencija fermentisanih kobasica formira se
postepeno tokom zrenja istih. Kada pH nadeva dostigne vrednost izolektricne aktomiozina
(pH=5,3) proteini miofibrila prelaze iz stanje sola u gel stanje, pri cemu se komadici mesa

medusobno slepljuju (Gonzalez-Fernandez i sar., 2006; Spaziani i sar., 2009; V asiler, 2010).
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Proces geliranja prati izdavjanje vode iz strukture proteina, odnosno sinereza, koja
doprinosi formiranju ¢vrsée konzistencije proizvoda. Rezultati ove studije pokazuju da je
¢vrstoca, odnosno maksimalna sila potrebna za kompresiju uzorka, bila znacajno veca kod
industrijskog proizvoda nego kod proizvoda tradicionalnog porekla (P<0,01). Cvrstoéa
fermentisanih kobasica zavisi od sastava proizvoda, odnosno upotrebljene koli¢ine mesa i
masnog tkiva tokom izrade nadeva, fizicko-hemijskih procesa koji se odvijaju tokom zrenja,
kao 1 duzine samog zrenja (Vasiler, 2070). Prema podacima iz literature, fermntisane
kobasice sa manjim procentom masnog tkiva su ¢vrsée (Garcia i sar., 2002; Salazar i sar.,
2009; Olivares i sar., 2010). S obzirom da su oba proizvoda iz ove studije pravljena prema
istoj recepturi, koli¢ina upotrebljenog mesa, odnosno masnog tkiva nije uzrok utvrdene
razlike u tvrdodi izmedu istih. Tokom fermentacije industrijskog proizvoda utvden je nagli
pad pH vrednosti do izoelektricne tacke aktomiozina, $to je iniciralo povezivanje nadeva i
ubrzalo proces susenja proizvoda, s obzirom da se pH i sposobnost vezivanja vode mesa
nalaze u pozitivnoj korelaciji (Honzke! i Hamm, 1994). Sa druge strane, pH vrednosti
tradicionalnog proizvoda se postepeno smanjivala, pa su se i procesi koji doprinose ¢vrstoéi
proizvoda sporije odvijali. Nakon fermentacije, susenje je glavni faktor koji utice na
povezivanje 1 reoloske osobine nadeva (Gonzalez-Fernandez i sar., 2006). Skupljanje nadeva
koje doprinosi poveéanju ¢vrstoce proizvoda je proporcionalno gubitku vode tokom
susenja (Spagiani i sar., 2009). Na kraju zrenja, kod ISK utvrden je vedi kalo susenja i manji
sadrzaj vlage nego kod TSK, $to objasnjava utvrdenu razliku u ¢vrstoci izmedu ispitanih
proizvoda. Sa druge strane, statisticki znacajna razlika izmedu ISK i TSK nije utvrdena u
pogledu elasti¢nosti 1 kohezivnosti (P>0,05). Elasticnost se definise kao brzina kojom se
deformisani uzorak vraca u prvobitno stanje nakon prestanka dejstva sile, dok kohezivnost
predstavlja snagu unutrasnjih veza uzorka (Jokanovié i sar., 2017). Merenjem instrumentalnih
parametara teksture, utvrdena je znacajno veca vrednost za zvakljivost kod industrijskog
proizvoda (P<0,05). Zvakljivost se definie kao rad potreban da se uzorak pripremi za
gutanje. Stoga, proizvodi sa ¢vrs¢om konzistencijom, manjim sadrzajem vlage i masnog
tkiva imaju vece vrednosti za zvakljivost (Olwvares i sar., 2010). Manja vrednost za zvakljivost
utvrdena kod tradicionalnog proizvoda je u saglasnosti sa rezultatima senzorske analize, s
obzirom da je ovaj proizvod dobio vecu ocenu za teksturu od industrijskog proizvoda jer je

bio so¢niji tokom zvakanja.
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Na osnovu sprovedenih ispitivanja 1 dobijenih rezultata, mogu se izvesti sledeéi zakljucci:

1. Rezultati mikrobioloskog ispitivanja ove studije pokazuju da su najbrojniji
mikroorganizmi tokom zrenja industrijskog (ISK) i tradicionalnog (TSK) sremskog
kulena bile bakterije mle¢ne kiseline BMK pracene mikrokokama i enterokokama.
Bakterije iz familija Pseudomonadaceae i Enterobacteriaceae su izmrle do kraja zrenja,
dok patogeni mikroorganizmi, kao $to su Salmonella spp. 1 Listeria monocytogenes, nisu
izolovani ni u jednoj fazi mikrobioloskog ispitivanja industrijskog i tradicionalnog
proizvoda iz ove studije.

2. Od ukupno 180 izolata BMK poreklom iz ISK, 137 izolata (76,11%) je
identifikovano kao Lactobacillus sakes, 18 (10%) kao Lactobacillus curvatus, 5 (2,78%)
kao Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis, 2 (1,11%) kao Lactobacillus paraplantarum
12 (1,11%) kao Leuconostoc mesenteroides, dok 16 izolata (8,89%) nije identifikovano.
Sa druge strane, od ukupno 180 izolata BMK poreklom iz TSK, 161 izolat
(89,64%) je identifikovan kao Lactobacillus sakei, 13 (7,22%) kao Lactobacillus curvatus
12 (1,11%) kao Leuconostoc mesenteroides, a 4 izolata (2,22%) nije identifikovano.

3. Dinamika promene pH vrednosti ISK i TSK je odgovarala vrsti proizvoda, a na
kraju zrenja je iznosila 5,6410,03 odnosno 5,4610,02, sto ukazuje na odgovarajucu
zrelost oba proizvoda i u skladu je sa zahtevima propisa koji definiSe kvalitet
proizvoda od mesa, kao i elaborata o zastiti geografskog porekla sremskog kulena.

4. Tokom zrenja ISK i TSK doslo je do znacajnog susenja proizvoda. Posledicno je
kod ISK utvrden kalo susenja od 54,71% 1 a, vrednost od 0,800%0,01, dok je kod
TSK kalo susenja iznosio 53,14%, a a, vrednost 0,815£0,00. Utvrdene niske a,
vrednosti ukazivale su na mikrobiolosku stabilnost proizvoda.

5. ISK i TSK ispunjavaju zahteve propisa koji definise kvalitet proizvoda od mesa,
kao 1 elaborata o zastiti geografskog porekla sremskog kulena u pogledu sadrzaja
vlage (<35 %), masti (ISK=29,00£0,72%; TSK=20,21%£4,37%), proteina mesa
(ISK=306,10£1,21%; TSK=36,46%1,21%), kao i sadrzaja kolagena u proteinima
mesa (ISK=6,18%0,41%; TSK (5,27£0,71%).

6. Proces oksidacije slobodnih masnih kiselina tokom zrenja ISK i TSK nije bio
izrazen, tako da je kiselinski broj u proizvodu iz industijrske proizvodnje iznosio

3,45£0,58 mg KOH/g, a iz tradicionalne proizvodnje 2,39+0,20 mg KOH/g
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10.

11.

(P<0,01), odnosno TBARS vrednost je kod industrijskog proizvoda iznosila
0,11£0,02 mg MDA /kg, a kod tradicionalnog 0,11£0,04 mg MDA /kg, $to ukazuje
na oksidativnu stabilnost oba proizvoda.

Proces proteolize se odvijao slicnom dinamikom kod oba proizvoda, tako da je
indeks proteolize na pocetku proizvodnje iznosio 10,03+0,30 % (ISK) odnosno
10,1520,84 % (ISK) i u toku zrenja dostigao vrednosti od 18,36+0,86% (ISK),
odnosno 17,97£0,37% (ISK) s$to je znacajno kao pokazatelj stepena zrelosti
proizvoda.

Tokom zrenja, znacajno veca akumulacija biogenih amina utvrdena je u ISK
(1263,16 mg/kg) nego u TSK (410,83 mg/kg). Triptamin i fenietilamin su
detektovani u svakoj ispitanoj fazi zrenja eksperimentalnih proizvoda. Sadrzaj
tiramina, kadaverina i putrescina se povecavao tokom zrenja oba proizvoda. Na
kraju zrenja sadrzaj histamina u ISK iznosio je 12,36+1,72 mg/kg, a u TSK
16,55+522 mg/kg, pti ¢emu utvrdene koncentarcije histamina nisu bile
zabrinjavajuce sa aspekta bezbednosti proizvoda.

ISK 1 TSK ispnjavaju zahteve elaborata o zastiti geografskog porekla sremskog
kulena u pogledu senzornih svojstava, a s obzirom da je prosecna ponderisana
ocena ukupnog senzornog kvaliteta za ISK iznosila 96,43£2,88, a za TSK
95,36*1,14, moze se zakljuciti da su u pitanju proizvodi visokog kvaliteta.
Instrumentalnim ispitivanjem boje povtsine utvrdeno je da je ISK bio znacajno
svetliji (L* =30,13£0,29; L* .=27,2520,43) 1 imao veéi udeo crvene
(a%c=7,0510,32;  a*4=6,07%£0,97) 1  Zute  boje  (b*=9,17£0,306;
b*1=8,13%0,71). Isto tako, boja preseka ISK je bila svetlija (35,7110,91) sa veéim
udelom crvene (23,99%0,60) 1 zZute boje (18,08£0,99) nego kod TSK
(L*=32,65%0,44; a*=18,2611,36; b*=13,0410,72). Medutim, statisticki znacajna
razlika izmedu ISK i TSK nije utvrdena u pogledu nijanse boje, kao i relativhog
odnosa crvene i zute boje (P>0,05).

Merenjem instrumentalnih parametara teksture, utvrdena je znacajno veca vrednost
za ¢vrstocu (12796£1475 ) 1 zvakljivost (3178£321,7 g) kod ISK, nego kod TSK
(¢vrstoca=10048+1197 g; zvakljivost=2675%£395,7 ¢), dok statisticki znacajna
razlika nije utvrdena u pogledu elasticnosti i kohezivnosti izmedu ISK 1 TSK

(P>0,05).
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12. Uz postovanje tradicionalnih normi, industrijska proizvodnja sremskog kulena
moze da obezbedi kvalitetan proizvod sa prepoznatljivim senzornim osobinama,
kao i tradicionalna proizvodnja u seoskim domacinstvima. Pored toga, ovakav
nacin proizvodnje doprineo bi ocuvanju kvaliteta 1 autenti¢nosti sremskog kulena,

kao 1 bezbednosti proizvoda.
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