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ISPITIVANJE CINILACA OD ZNA CAJA ZA RAST RAZLI CITIH SOJEVA

Listeria monocytogenes U FILETIMA HLADNO DIMLIJENE PASTRMKE

Kratak sadrzaj

Osnovni princip pakovanja hrane je sléde izbegavanje kontaminacije, odlaganje kvara,
pojedine enzimske reakcije koje pospeSuju mekproizvoda, smanjenje gubitka na masi i
osiguranje zadrZzavanja organolégiin svojstava namirnice. Savremen pottodeazi hranu

visokog kvaliteta koja je zadrzala senzorske karadtike sirovine od koje je proizvedena, i da

je u isto vreme bezbedna po zdravlje.

Sposobnost listerija da rastu pri temperaturidéiga, da su rasprostranjene u prirodi i da
prezivljavaju dugo vremena u nepovoljnim uslovin@ineli su saznanju da je ova bakterija

sve zndajniji patogen koji se prenosi hranom na ljude.

Osnovni cilj u okviru ove doktorske disertacije e da se ispita uticaj pakovanja i uslova
cuvanja na rast razltih serotipovalisteria monocytogenes (razlicitog porekla) u laboratorijski
kontaminiranim uzorcima dimljene pastrmke. Jedarcifjdva ovog istrazivanja je da se ispita
uticaj pakovanja dimljene ribe (pastrmke) u vakuumodifikovanoj atmosferi na odrzivost i
odabrane parametre kvaliteta. Pored toga, ispitiyan prisustvo drugih patogen8amonella
spp., koagulaza pozitivhe stafilokoke, sulfitoredukigu klostridije) kod hladno dimljene
pakovane pastrmke. IzvrSeno je ispitivanje promekapnog broja bakterija, promene broja
mlecno-kiselinskih bakterija, kao i brojaisteria monocytogenes u uzorcima hladno dimljene
pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanoj atmasieskladiStene pri temperaturi 3°C,

odnosno pri 8°C.

U toku 35 dana skladiStenja pri 3°C, odnosno 8%iypan broj aerobnih mezofilnih bakterija
rastao je u zavisnosti od ispitivane grupe do thosno 28. dana, da bi 35.dana bio na nivou
broja bakterija nultog dana ispitivanja ili mangros€an ukupan broj bakterija u uzorcima
hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuum, odnasmodifikovanoj atmosferi bio je tokom
ispitivanja manji u uzorcima koji su skladiStenii piizim temperaturama. N& pakovanja
(vakuum, modifikovana atmosfera) i skladiStenjeigtim temperaturnim uslovima (3°C ili 8°C)

u vetini slu¢ajeva ne utie zn&ajno na razlike u ukupnom broju aerobnih mezofiloatiterija.



Promene brojaetiri razlicita serotipa bakterijdisteria monocytogenes pokazuju da u toku
skladiStenja porast broja bakterija od nultog dodidhosno 28.dana skladiStenja zavisi o&lrea
pakovanja (vakuum, modifikovana atmosfera), tempenéh uslovac¢uvanja uzoraka (3°C ili
8°C) i serotipaListeria monocytogenes. Kod svacetiri serotipalisteria monocytogenes utvrdéeno

je zn&ajno smanjenje broja bakterija 35.dana skladiStergenosu na 28.dan skladistenja.

Broj mlecno-kiselinskih bakterija u uzorcima rastao je tokaskladiStenja do 35.dana, pri
temperaturama od 3°C, odnosno 8°C. Porast brojanaikiselinskih bakterija bio je zaajniji
kod uzoraka skladiStenih pri viSim temperaturamazoraka pakovanih u modifikovanoj
atmosferi.

U toku ispitivanja (nultog, 14., 28. i 35. dana)uzoraka dimljene pastrmke nisu izolovane
Salmonella spp. i koagulaza pozitivne stafilokoke, a tdko nije utvdeno ni prisustvo
sulfitoredukuj¢ih klostridija.

Osnovni hemijski sastav (sadrzaj vode, proteinastingepela), sadrzaj soli i aw vrednost bili su

karakteristéni za hladno dimljenu pastrmku.

U toku skladistenja pH vrednost hladno dimljenetmpake pakovane u vakuum, odnosno
modifikovanu atmosferu i skladistene pri 3°C, odrm8°C je stalno rasla. Porast pH vrednosti
bio je zn&ajniji kod uzoraka skladiStenih pri 8°C i uzorakakpvanih u modifikovanu

atmosferu.

Senzorne ocene prihvatljivosti mirisa uzoraka htadiimljene pastrmke pakovane u vakuum
odnosno modifikovanu atmosferu su se ¢éapao smanjivale u toku skladiStenja, Sto je bilo
izraZzenije kod uzoraka skladiStenih pri viSim tengpagrama (8°C) i uzoraka pakovanih u

modifikovanu atmosferu.
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The Study of Important Factorsin the Growth of Different
Listeria monocytogenes strainsin Cold Smoked Trout Fillets

Summary

The main principle for food packing is the followiravoiding contamination, staleness delay,
some enzyme reactions that increase softoégke product, reduce loss of mass, and to
ensure the preservation of organoleptic aspecteanf. The modern consumer is searching
for the high quality food, which retains the semysf@atures and nutritional value of the raw
material it was made of and also to be health safe.

The ability of listeria to grow at cooler tempenas, to be wide-spread in nature and to
survive for a long time in unfavorable conditiohsye allcontributed to thé&nowledge that
this bacterium is becoming an increasingly sigaificpathogen that is transferable to people
from food.

The main objective of this PhD theds to explore the impact of packaging and storage
conditions on thgrowth of various serotypes bfsteria monocytogenes (of different origin)

in laboratory contaminated samples of smoked tiOue of the objectives of this research is
to examine the impact of vacuum packing of smoksl ftrout) and modified atmosphere on
maintainability and protection of quality paramseteiThe presence of other pathogens
(Salmonella spp., coagulase positive Staphylococci, sulphite-redudClostridia) in cold
smoked packed trout was also investigated. Tharelsevas conducted regarding the change
of the total number of bacteria, and ttenge of th@umber of lactic acid bacterias well as
the number oListeria monocytogenes in samples of cold smoked trout vacuum packedeund
modified atmosphere and stored at the temperatdr@¥C and 8°C, respectively.

During 35 days of storage at the temperatures Gf &id 8°C, respectively, the total
number of bacteria was increasing until day 14 @28 subject to a group, only to be at the
level of number of bacteria on day O or less. Tverage total number of bacteria in samples
of cold vacuumed smoked trout, or at modified atphese was less during the research in

samples that were stored at lower temperaturesnigibod of packing (vacuum or modified



atmosphere) and storage at same temperatures (BTpdoes not significantly affect the
difference in theéotal number of bacteria in the majority of cases.

The change of the number in four different serosypiebacterid.isteria monocytogenes
shows that the number of bacteria from day O to Bawynd day 28, respectively, during the
storage process depends on the packing methoduivacuodified atmosphere), temperature
conditions (3°C or 8°C) of sample storaged serotypd.isteria monocytogenes. With all
four serotypes oListeria monocytogenes, the significant decrease of thember of bacteria
was noticed on day 35 of storage compared to daf 2rage.

The number of lactic acibacteria in samples was increasing during the géoodup to
day 35, at temperatwef 3°C and 8°C. The increased numbers of lactid bacteria was
more significant with samples stored at higher terajure and samples packed in the
modified atmosphere.

During the research (days 0, 14, 28 and $8&)monella spp. and coagulase positive
Staphylococci was not isolated from the samplesnobked trout, nor was the presence of
sulphite-reducing Clostridiurdetected.

The basic chemical composition (water quantity tgires, fat, ash) salt and aw values
were typical for cold smoked trout.

During thestorage procespH values of cold smoked vacuum packed trout odifieal
atmosphere and stored at 3°C and 8°C, respectiwely constantly increasinglhe increase
of pH value was more significant with samples slaae8°C and samples packed at modified
atmosphere.

The sensory evaluation of acceptability of cold katbvacuum packed trout samples
and/or at modified atmosphere considerably decdedseing thestorage, which was more
pronounced with samples stored at higher tempesi@°C) and samples packed at modified

atmosphere.
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[ - UVOD

Riba ¢ini znatajan izvor animalnih proteina u ishrani stanovnikdikog dela sveta. Od
godiSnjeg ulova koji iznosi blizu 100 miliona tom&o 70 miliona tona, koristi se u
ishrani ljudi. U ishrani ljudi koristi se i oko 4@niliona tona ribe proizvedene u
agrokulturi. Od ukupne kdafine ribe namenjene ishrani ljudi, nesto viSe odngd
cetvrtine Koristi se kao sveza riba, dok se ostaicika ribe konzerviSe na ragiie

natine (zamrzavanje, soljenje, susenje, dimljenjeizmaxnja konzervi).

Dimljena riba je proizvod proizveden toplim ili lakaim dimljenjem ribe. Dimljena riba
moze da se svrsta u grupu gotovih proizvoda (reagdat), a moze da bude svrstana i u
poluproizvode. Tehnologija konzervisanja ribe denjgm sadrzi u sebi dva osnovna
postupka: salamurenje i suSenje u pusnicama. Tilmaggubi znatan deo vode i dehidrira,
a delovanje dima konzervira ribu. Istovremeno, dlgje ribi speciian ukus i boju.
Konzerviséi efekat kod dimljene ribe zasniva se na kombinovardelovanju dima i
soli. Inhibitorni je efekat ovih supstancija na teke i enzime. Dimljenje ne W& samo
na bakterije i enzime, ¢edovodi i do omekSavanja ribe, ¢gina ukus, Sto sve rezultira
karakteristtnim mirisom i ukusom proizvoda. Na odrzivost dimieribe zn&ajno utte i

temperaturg&uvanja.

Na svetskom trziStu postoji sve deae potraznja za svezim, prirodnoduvanim i
kvalitetnim prehrambenim proizvodima koji su u tghwizvodnje, Sto je moge manje
fizicki i hemijski tretirani. Ovaj trend pred proizd&e namée zadatak da obrate
posebnu paznju na usavrSavanje metoda prerad@tagazavaju rok trajanja proizvoda,

a koje iskljieuju vestake aditive i konzervanse.

Nakon porasta svesti potr@ésao negativhom uticaju hemijskih materija koje sedaju u

hranu radi duzeg roka upotrebe i samog kvaaliteipedmnih proizvoda, potroga



Uvod

danasnjice se sve viSe okwe namirnicama koje su uzgojene prirodnim putem,
proizvedene u skladu sa tradicionalnim spremanjeand) i uz to koja nosi epitet
prirodne, zdrave hrane. Da bi se omalgukoris¢enje takve, prirodne hrane, a da se pri
tome i prati trend dugog roka trajanja i kvalitetamirnice (prirodni izgled, ukus i
aroma), neophodno je unaprediti¢cime pakovanja tuvanja hrane. Tradicionalni &ia
pakovanja je ograden u svojoj sposobnosti da produzi rok odrzivostine. Osnovni
princip pakovanja hrane je sléie- izbegavanje kontaminacije, odlaganje kvara,
pojedine enzimske reakcije koje pospeSuju miekmoizvoda, smanjenje gubitka na masi

i osiguranje zadrzavanja organoléfih svojstava namirnice.

Hrana poseduje sklonost ka kvaru i pogorSanju ditliynom smislu, tokom duzeg
stajanja, zahvaljuji Sirokom spektru reakcija, kako fikih, tako i hemijskih, enzimskih

i mikrobioloSkih. Razltite varijante kvarenja namirnice koja su uzrokovana
mikroorganizmima mogu se u velikoj meri spte brojnim tehnikama &uvanja
namirnice. Véina tih tehnika deluje tako Sto spa@a ili usporava rast mikroorganizama
(zamrzavanje, hteenje, suSenje, konzervisanje, vakuum pakovanje, Mddtlavanje
konzervansa, kiseljenje, fermentacije). Nasupraoheto manji broj tehnika dovodi do
deaktivacije i uniStavanja mikroorganizama ili mjilng ve€eg broja (véinom
pove&anom temperaturom - pasterizacija i sterilizacifppunski vid jeste tehnika
ograntenja pristupa mikroorganizama u prehrambeni prazyaseptino pakovanje
namirnica). Novije tehnike sve viSe ulijyu proces inaktivacije (primena jonizdgg
zra&enja, visok hidrostatski pritisak, ultrazvuk u kamdriji sa toplotom i blago
poviSenim pritiskom, i pored toga sve viSe primeajije metoda koré&nja

bakteriolitickih enzima, bakteriocina i drugih prirodnih antimoknih sredstava.

Da bi se u proizvodu gavale originalne senzorske i nutritivne osobine\site, moraju
se primeniti znatno blazi tretmani pri njenoj pradnji; posebno blazi postupci

konzervisanja.
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U ovako minimalno tretiranoj hrani po pravilu sepestize komercijalna sterilnost pa se,
radi produzenja njene trajnosti, posebna paznjaanpasvetiti na odabir ambalaznog

materijala (nepropusni za gasove i vlagu) i na odagina pakovanja.

Pakovanje hrane u modifikovanoj atmosferi prakeksg intenzivno u Evropi, Kanadi i
SAD-u, a od nedavno i u azijskim zemljema. Za ngkeizvode je pakovanje u
modifikovanoj atmosferi postalo dominantarcimapakovanja. Ono je sve zastupljenije
kod pakovanja ribe. Potraznja ribe pakovane u nianidnoj atmosferi je u stalnom
porastu. Konzervisie delovanje gasova primenjenih u pakovanju nanarsie zasniva
na njihovoj sposobnosti da onemdguanjem ili usporavanjem rasta i razmnozavanja
mikroorganizama, Wl na zaustavljanje, odnosno usporavanje procesageaga koje
prouzrokuju mikroorganizmi ili fiziko-hemijski agensi koji dubinski menjaju proizvod

¢ineci ga nepodobnim za konzumiranje.

Kod pakovanja u vakuumu, uklanjanjem vazduha u #wbaepropusnoj za kiseonik,
stvaraju se anaerobni/mikrooerofilni uslovi, péaea sadrzaj C® i smanjuje pH
proizvoda. Kiseonik zaostao u ambalazi prelazi jeaglioksid zbog respiracije mesnog
tkiva i bakterijske aktivnosti. Ovakvi nastali uglcssuzbijaju rast aerobnih bakterija i
omoguuju rast fakultativnih anaeroba. @him vakuumiranjem produzuje se odrzivost,
ali se namirnice tako isuSuju. Zato je pakovanjemimgica u smeSi gasova, {].
modifikovanoj atmosferi, ili MAP Nodified Atmosphere Packaging) vodea tehnologija
pakovanja 21.veka, koje u osnovi deluje kao vakyakovanje, samo Sto je razlika u
tome Sto se kod vakuum pakovanja unutrasnji mije ikhibira mikroorganizme razvija

u samom pakovanju, dok se kod MAP, smeSa gasosiaainda bi se stvorili isti uslovi.

Modifikovana atmosfera podrazumeva zamenu vazduhaakovanju sa oddenom
smeSom gasova. N&Za kombinacija gasova jesu uglijen dioksid, azot se&@nik.
Zastupljenost svake komponente (sadrzaj gasakgediprilikom uvdenja gasa, ali ne
podleze naknadnoj kontroli, tokom skladiStenjaotala se zastupljenost gasova tokom
skladiStenja neizbezno menja. Gasovi se kod pakavanmodifikovanoj atmosferi
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menjaju tokom vremena, zbog reakcije izimé&omponenata u atmosferi i proizvoda i/ili
zbog transmisije gasova iz pakovanja kroz filmoagyakovanje. Zato hranu pakovanu u
modifikovanoj atmosferi treba posmatrati kao din&misistem u kojem se stalno menja

sastav gasova, odnosno odvija se difuzija gasopakavanja

Da bi se gasovi ispravno upotrebili moraju se dgiwenavati svojstva i uloge zastitnih
gasova, ali i priroda i karakteristike proizvodgikse pakuje, kao na primer: procenat
sadrzaja vlaznosti, nivo lipida, boja, pH, i drugo.

Koliko ¢e se pakovanjem u smeSi gasova produziti odrziwaste, zavisi od kvaliteta

pocetne sirovine, higijene tokom proizvodnog proceashpra materijala za pakovanje,
oprema za pakovanje, pravilnog izbora kao i odngasova. Ipak, najbitniji od svih

faktora su pre svega koiina ugljen dioksida koja je rastvorena i tempei@atuvanja

Dimljena riba se nag&e skladisti pri temperaturama od 4 d@6pri cemu odrzivost
zavisi od brojnih¢inilaca. Smatra se da dimljena riba moze dauwse pri +4C najviSe
do 2 meseca, zavisno do vrste ribe dina pakovanja proizvoda. Dimljena riba se posle
zavrSenog dimljenja pakuje ®&age u vakuum i modifikovanu atmosferdime se

odrzivost proizvoda produzava.
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[I.1. Uslovi savremenog pakovanja prehrambenih proizvoda

Na svetskom trziStu postoji sve &ee potraznja za svezim, prirodnoduvanim i
kvalitetnim prehrambenim proizvodima koji su u tghwizvodnje, Sto je moge manje
fizicki i hemijski tretirani. Ovaj trend pred proizé&e namée zadatak da obrate
posebnu paznju na usavrSavanje metoda prerad@tagjazavaju rok trajanja proizvoda,

a koje isklji€uju vestake aditive i konzervanse.

Pove&ani zahtevi potroga za proizvodima koji imaju prihvatljivu cenu i ddatan rok
trajanja, kao i sve stroziji zahtevi u odnosu nalitet, higijenu i bezbednost hrane koja
¢e biti Sto lakSa za pripremu i spremanje, dovodetaga da proizvdece hrane
savremeno drusStvo stavlja pred zadatak konstantamgpja novih tehnnika i metoda
pakovanja hrane, a da pri tome Sto manje imaju thegauticaj na zaghienje zivotne
sredine. Novi trendovi, globalizacija trziSta, dopti su da se pova distribucija hrane
na velike razdaljinegime je uslovljen proizvdéac da proizvodi prehrambene proizvode sa
duzim rokom trajanja i sa manjim rizikom od kvaRoslednjih decenija hrana je sve
opteréenija aditivima i ostalim hemijskim materijama, kojogu negativno da wiii na
zdravlje ljudi (porast skajeva alergija kod osoba svih uzrasta). Nakon paragesti
potroS&a o negativhom uticaju hemijskih materija koje sslaju u hranu radi duzeg
roka upotrebe i samog kvaliteta pojedinih proizvyodatroS&i danasSnjice se sve viSe
okretu namirnicama koje su uzgojene prirodnim putem,izpexene u skladu sa
tradicionalnim spremanjem hrane, i uz to koja msiet prirodne, zdrave hrane. Da bi se
omoguilo koris¢enje takve, prirodne hrane, a da se pri tome i presdd dugog roka
trajanja i kvaliteta namirnice (prirodni izgled, ugki aroma), neophodno je unaprediti
n&ine pakovanja tuvanja hrane. Tradicionalni &ia pakovanja je ograéen u svojoj

sposobnosti da produzi rok odrzivosti hrane. Oshpvncip pakovanja hrane je sleidle
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— izbegavanje kontaminacije, odlaganje kvara, pogdnzimske reakcije koje pospesuju
mekaiu proizvoda, smanjenje gubitka na masi i osiguraa@rzavanja organolepkih
svojstava namirnic¢Danielli i sar., 2008; Kerry i sar., 2006; Murcia i sar., 2003; Hill,

2003; Vermeiren i sar., 1999).

Savremen potrogarazi hranu visokog kvaliteta koja je zadrzalazseske karakteristike
sirovine od koje je proizvedena, i da je u istoweebezbedna po zdravijBgknees i sar.,
2002). Da bi se u proizvodu 8avale originalne senzorske i nutritivne osobine\sire,
moraju se primeniti znatno blazi tretmani pri njepoizvodnji; posebno blazi postupci
konzervisanja. Na primer, u terfkim procesima moraju se primenjivati znatno blazi
rezimi (nize temperature, ki@ vreme), ili da se umesto standardnih tékrhi postupaka
primenjuju drugi postupci kao Sto su dielektio zagrevanje, pulsiraja elektréno polje,
termicka obrada u vakuumu, pulsirdgisvetlo. U novije vreme se sve viSe primenjuje i
tehnika konzervisanja preprekama, Stoczm se primenjuje serija procesnih prepreka
koje prisutni mikroorganizmi ne mogu greTe prepreke mogu biti npr. temperatura,
aktivnost vode, pH, redoks potencijal, konzervansil. Sto je prepreka visa, to je
mikroorganizmi mogu teZe savladati. Kombinacijomhoprepreka svaki pojedidai
proces u seriji moze se sprovoditi u znatno blazshovima nego kada se koristi sam za
sebe.

U ovako minimalno tretiranoj hrani po pravilu sepestize komercijalna sterilnost pa se,
radi produzenja njene trajnosti, posebna paznjaanparsvetiti na odabir ambalaznog
materijala (nepropusni za gasove i vlagu) i na odadgina pakovanja. Dalje u tekste
biti opisani neki od savremenih daa pakovanja namirnica koji u potpunosti
zadovoljavaju kriterijume neophodne da bi se naicarzastitila od kvara u predienom

roku upotrebe.

Za prehrambene proizvode &&e primenjivani néini pakovanja su: pakovanje u
modifikovanoj atmosferi, pakovanje u vakuumu i dsg pakovanje.
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JoS jedna od funkcija pakovanja hrane je ta Staopaima olakSava rukovanje
namirnicama i nosi sa sobom niz pogodnosti prilikeoniséenja hrane Sto se odnosi na
velicinu pakovanja, lakéu otvaranja i moginost ponovnog zatvaranja. Time se

omoguava lakSa manipulacija hranqi@utter Katherine, 2002).

Kao Sto je vé receno, i pored svih ovih predostroznosti i kvalitetsavljenih operacija i
tehnoloskih reSenja u ovim proizvodima se ne peskamercijalna sterilnost, pa je
potrebno obratiti paznju i na uslowaivanja - temperaturu skladiStenja, relativnu

vlaznost vazduha u skladistu i dr.

[1.1.2. Nacini o¢uvanja namirnica: proSlost, sadasnjost, buddnost

Hrana poseduje sklonost ka kvaru i pogorSanju ditletié&nom smislu, tokom duzeg
stajanja, zahvaljujii Sirokom spektru reakcija, kako fékih, tako i hemijskih, enzimskih

i mikrobioloSkih. Razlktite varijante kvarenja namirnice koja su uzrokovana
mikroorganizmima mogu se u velikoj meri spte brojnim tehnikama &uvanja
namirnice. Véina tih tehnika deluje tako Sto spa¥a ili usporava rast mikroorganizama
(zamrzavanje, httenje, suSenje, konzervisanje, vakuum pakovanje, Mddtlavanje
konzervansa, kiseljenje, fermentacije). Nasuproheto manji broj tehnika dovodi do
deaktivacije i uniStavanja mikroorganizama ili mitng ve&eg broja (véinom
pove&anom temperaturom - pasterizacija i sterilizacifBppunski vid jeste tehnika
ograntenja pristupa mikroorganizama u prehrambeni pralzyaseptino pakovanje
namirnica). Novije tehnike sve viSe uldjyju proces inaktivacije (primena jonizdpg
zraenja, visok hidrostatski pritisak, ultrazvuk u kamdxiji sa toplotom i blago
poviSenim pritiskom, i pored toga sve viSe primegijije metoda koré&nja
bakteriolitckih enzima, bakteriocina i drugih prirodnih antimoknih sredstavéGould,
2000). Glavni trend u svetu potro&a danasnjice su potrebe za namirnicama koje su
manje ,tesko“ konzervisane, kvalitetnije, prirodnijslobodne od aditiva i hemijskih
dodataka svake prirode i namene, nutriciotkstzdravije, i joS uvek sa visokim nivoom

mikrobioloSke bezbednosti.
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Tabela 2.1.0snovni principi pogorsanja kvaliteta hrane

mikrobioloSki enzimski hemijski fizicki

Rast ili prisustvo Hidroliticke Oksidativna Gubitak na masi
mikroorganizama reakcije uzeglost
koji stvaraju potpomognute
toksine lipazama,
proteazama, i dr.
Oksidativne i Gubitak teksture
reduktivne
Rast ili prisustvo  UZeglost izazvana diskoloracije

infektivnih lipooksigenazama
mikroorganizama

Ne-enzimsko Gubitak senzornih

prebojavanje karakteristika
Rast Enzimsko
mikroorganizama prebojavanje hrane
koji izazivaju kvar Razgradnja Strukturna
hrane hranjivih sastojaka oSte&enja nastala
tokom zamrzavanja
proizvoda

Doktorska disertacija
Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 8

Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Pregled literature

[1.1.2.1.Glavne trenutne tehnike @uvanja namirnica

Vecina tehnika éuvanja namirnica se zasniva na usporavanju ilidinreslu¢ajevima na

potpunom inhibiranju rasta mikroorganizafBaranyi and Roberts, 2000).

Tabela 2.2.Tehnike @uvanja naminrica
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Niske temperature

Jedan od vaznijih g&na konzervisanja hrane je rastilanje.

Pored suSenja to je najrasprostranjenigim&onzerviranja hrane.

Osnovni razlog uspeSnostuvanja namirnica ovim postupkom lezi u tome, da na
dovoljno niskim temperaturama prestaje aktivhodtraurganizama, koji su glavni uzrok
kvarenja (truljenja) hrane. Ako je temperatura dmeo niska, dolazi i do prestanka
Zivotne aktivnosti nekih mikroorganizama.

Hladnjaa je namensko skladiSte poljoprivrdenih proizvddarane u kome se vesta
odrZzava niska temeperatura vazduha. Ova tempergagduha n&p%e je niza od
temperature okolnog vazduha.

Osnovni naini rashlativanja su:

1. Hladenje i

2. Zamrzavanje

U slwtaju hlaienja, temperature vazduha u hladngu iznad 0°C, a kod zamrzavanja
one su nize. Dakle podela je na bazi temperatistaksanja (zamrzavanja) vode.
Hladenje se, uglavhom primenjuje u &ju kada se Zeli Sto duz€uvati sveze vée,
povrée i drugi poljoprivredni proizvodi. Temperature daha su od 1 - 12°C. Mogu
vremenski period z&uvanje namirnica je razii za razltite vrste materijala. Na primer,
neke vrste véa se moguwuvati samo nekoliko dana, a neke desetak meseaiehjem
se ¢uvaju sve vone vrste, veliki broj raztitog povita, lekovito bilje, gljive, Sumski
plodovi, kao i poluproizvodi i gotovi prehrambeniopzvodi (mleko, mléni proizvodi,
vocne i povene kaSe, kold, sveZze meso, polutrajne mesne piexdne, poslastarski
proizvodi, majonez, kap, margarin, itd.).

Zamrzavanje se, talle, koristi za veliki broj raztitih poljoprivrednih i prehrambenih
namirnica. Temperature vazduha u komori za zamrgavenogu da budu nekoliko
stepeni Celzijusa ispod nule pa sve do -70°C. Teatpe vazduha u komori

zamrzavanja zavisi od vrste namirnice i od plarmgamremena skladistenja.
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Za potrebe duzeg skladiStenja poljoprivrednih ihpaenbenih proizvoda primenjuje se
tzv. duboko zamrzavanje, na temperaturama od -20-7@3C. Pri veoma niskim
temperaturama aktivnost mikroorganizama je najmiirgalazi do njihovog uginéa.
Prilikom smanjenja temperature hrane (radétge hrane), brojni mikroorganizmi imaju
smanjenu stopu rasta. Dve posebno bitne temperatureemperatura od 12°C koja
predstavlja donju granicu za rast striktnih anaar@.perfringens proteolitickih sojeva
Cl.botulinum i temperatura od 3°C, koja je donja granica zaroteolitcke sojeve
Cl.botulinum Do pre nekoliko godina, ova granica je vazila kammperatura na kojoj se
viSe nisu mogli razmnozavati mikroorganizmi kojoperokuju trovanje hranoifterbert
and Sutherland, 2000). Medutim, danas poznate karakteristike biologije bajeer
Listeria monocytogenes Yersinia enterocoliticapobijaju ovu tvrdnju. Ove bakterije
mogu rasti i razmnozavati se i na temperaturamianrizl 1°C, tako da oddesanje roka
trajanja i roka upotrebljivosti igra sve &reznataj u utvdivanju bezbednosti pojedinih
namirnica. Mnogi mikroorganizmi kvara mogu rasti razmnozavati se i na
temperaturama nizim od 0°C, gak, mada sporije, i na temperaturi od -7°C. LoSe
cuvane zamrznute namirnice mogu vrlo sporo da seekdajstvom mikroorganizama,
mada nisu opasni po zdravlje ljudi, sve do trenutialjenja namirnice. U mnogim
zemljama vazi slede pravilo - na temperaturi od -18°C, ukoliko je mameca adekvatno
upakovana tuvana, mikrobioloSki rast je potpuno sfgR, osim Sto se u kvalitativnom
pogledu mogu desiti promene uzrokovane enzimskienijskim reakcijama, i fizkim
promenama.

Sa snizavanjem temperature, péasxea se rastvorljivost ugljen dioksida, zbogga je
najvea antimikrobna aktivnost ovog gasa izrazena pripenaturama ispod 10°C, a
optimalna je na temperaturama nizim od 5°C, odnasmdemperaturama skladiStenja
(Siverstvik i sar.2002; Mullan, 2002). Antimikrobni efekat pri niskim temperaturama,
zasniva se na boljoj rastvorljivosti ugljen dioksidkao i izrazenijoj osetljivosti
bakterijskih¢elija na dati gas pri niskim temperaturariak 30% namirnica bi trebalo da
secuva pri temperaturama lidl@anja u zemljama juzne Evrope¢ak 5% hrane u severnoj

Evropi (Devlieghere i sar., 1998; Limbo i sar., 2010; Kennedy i sar., 2005).
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Smanjenje aktivhosti vode aw

Parametar aktivnosti vodev &e Siroko koristi za predianje i utvdivanje stabilnosti
hrane, a u korelaciji je sa rastom i razmnozavanjeikroorganizama, kao i nizom
enzimskih i fizekih promena koje dovode do promena u kvalitativnemislu same
namirnice({Christian, 2000).

Vrednosti u opsegu od Xi¢ta voda) do nule (bez vode) ekvivalentno je réekio

relativne vlaznosti vazduha (ERH) na skali od 1089%.

Ljudi su koristili ovaj princip konzervisanja namica od pamtiveka. U praksi prihteni
postupci konzervisanja lako kvarljivih namirnica eom principu mogu da se podele u

3 grupe i to:

* suSenje, tj. odstranjivanje vode, a da namirmstane uvrstom agregatnom stanju,
» koncentrisanje, tj. odstranjivanje vode u manjstepenu u odnosu ha susenje.
(proizvodi  konzervisani koncentrisanjem nalaze wWwnoen agregatnom stanju),
* pove&anje sadrzaja suve materije dodatkom denéh kolcina supstanci koje vezuju

deo slobodne vode, odnosno smanjuju aktivnost vode.

Naravno da je moge konzervisati namirnicu i kombinacijom ovih posilp.
Konzervisanjem namirnica na ovom principu u prgésiage&e dovoljno da se postigne
aw = 0,6 — 0,7 (RRV = 60 — 70%). Neke namirnicec#itne po sastavu, mikrobioloski
se ne kvare iako je brgna vrednost aktivnosti vode idéze Za dzem je dovoljno da se
postigne aw = 0,72, jer istovremeno protiv osmaotoitnih kvasaca deluje i relativho
visoka prirodna kiselost.

U nekim slé¢ajevima, da bi se potisla i enzimska aktivnostygimio je da se aktivnhost
vode smanji ispod 0,6. Prema nekim shvatanjimaineska aktivhost ne moze da se
odvija tek ispod aw = 0,12 esto se postizanjem aktivnosti vode ispod 0,6 @amu3
kvalitet namirnice usled ubrzanja neenzimatskilhuigth autooksidacionih reakcija (neki

autori navode da je maksimum Majarove reakcije drggu sa aw = 0,2-0,3).

Doktorska disertacija
Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 12
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Pregled literature

Od bilo kojeg naina konzervisanja koje se zasniva na principu semgaj aktivnosti
vode, suSenje ima najduzu tradiciju. OsuSene nareilsu poznate od pamtiveka. To je
verovatno najstariji metod konzervisanja namirnicpSte. Konzervisanje susenjem neki

nazivaju i kseroanabiozom (odcgog kseros = suv).

Najstariji postupci suSenja namirnica zasnivalsewna kori§enju energije Sunca i vetra.

I u danasnje vreme ribari zapadne Afrike ribu saeSe na suncu. Na suncu susengevo
poznato je vekovima unazad, a praktikuje se i dadasklimatski uslovi to omoguju.
Toplota koja nije poticala direktno od Sunca, u Aitige poiela da se koristi za suSenje
1900. godine. Danas, primenom savremenildajeeza susenje, u stvari se oponasaju i
poboljSavaju prirodni uslovi suSenja, tj. primerjige toplota i strujanje vazduha. Tek
negde sredinom proslog veka, ovaj postupak konzamja je podignut na nivo
tehnologije. lako suSenjem moze da se konzervigekibja namirnica, nggse se susi

vocée i povke.

U principu, namirnice se suSe tako Sto se vodau vodene pare izdvaja iz namirnica
koje se:
e zagrevaju ili

» zamrzavaju u | fazi, a zagrevaju u |l f§zeuthen i sar., 2003).

SuSenjem se odvaja voda do tog stepena da takvannammoZze godinama da bude
zaSttena od kvarenja, plesnivljenja i gubitka ukusa. Bme ne sme da se oduzme
celokupna koliina vode, jer to negativno deluje na gipkost (&tasist) i na sposobnost
za ponovno upijanje vode. ¥au namirnica treba susiti do onog sadrzaja range
vlaznosti koju namirnica sadrzi na 60 — 70% relaiv vlaznosti vazduha.
Ako je sadrzaj vlage nizi, a ne postoje uslovi zhZzavanje relativne vlaznosti koja
odgovara toj ravnoteznoj vlaznosti, namirnica treda se pakuje u ambalazu
nepropustljivu za vodenu paru. Ukoliko je sadrdapge ve&i od ravnotezne vlaznosti pri
datoj relativnoj vlazi vazduha, namirnica trebaseéaskladisti na nizim temperaturama ili

povrsinski da se zastije odgovarajéim hemijskim konzervansoifKoprivica, 2008).
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Niska aw vrednost namirnice omagwa blaze ternike tretmane namirnica (dovoljna je
pasterizacija). Aktivhost vode se retko koristi Kadini faktor konzervisanja namirnica

zbog loSeq uticaja na senzorske osobine namirnica.

Niska aw vrednost onemog¢ava razvoj bakterija. Na aw vrednostima ispod Gy&ju
se razvijati samo kserofilne plesni i osmofilni kea Za namirnic&ija je aw vrednost

ispod 0.60 moze sedieda su sterilne.

Za najvéi broj namirnica aktivhost vode kie se izméu 0,90 i 0,98.

Aktivnost vode u hrani se smanjuje suSenjem ilial@shjem rastvora kao Sto su sdese

ili kombinacijom ovih tretmana. Malo smanjenje akbsti vode (npr. oko 0.97),
dovoljno je da spkaava rast nekih bitnih mikroorganizama koji prouzrpkkvar hrane
(Pseudomonagoji raste na visokim vrednostima & namirnica mesa koja se izuzetno
brzo kvari. SuSenjem mesa, smanjuje se¢ @ samim tim se i mognost rasta
Pseudomonas sppedukuje.) S.aureusje natolerantniji mikroorganizam Kkoji izaziva
trovanje hranom, sa niskimwa od oko 0.86 na vazduhu, ali je zato u anaerobnim
uslovima & 0.91. Samim timS.aureusmoze da raste i razmnozava se i stvara
enterotoksin u relativno niskimwavrednostima, ukoliko su pogodni ostali uslovi
(temperatura i vreme skladistenja). Ispad/@ednosti od 0.86 raste mali broj bakterija, a
posebno nema bakterija koje imaju &xjaza zdravlje ljudi. Jedino mikroorganizmi kvara
namirnica, kvasci i plesni mogu se sporo razmndza&avrednosti aod 0.6. Ispod te

vrednosti nijedan mikroorganizam viSe ne moze deerarazmnozava se.

Stabilizovana susena (dehidrirana hrana) ima vigdmako 0.3, tako da su reakcije

lipidne oksidacije i ostale hemijske promene mirimea
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Acidifikacija (kiseljenje)

Pod bioloskim konzervisanjem ®aRe se podrazumeva konzerwigu delovanje
kiselina, a rde i alkohola, proizvoda nastalih aktividaS mikroorganizama. Pored
proizvodnje pozeljnih ukusa, fermentacija moze kaligati razvoj mikroorganizama.
Fermentacijom se kroz anaerobni metabolizaderse preko bakterija, stvara kiselina
koja smanjuje pH vrednost supstrata, odnosno nawirnvrednost pH ispod 5,0
ograntava razvoj mikroorganizama Kkoji izazivaju kvarerijeane. PoSto se radi o
delovanju kiseline, ona prevashodno spi& nepozeljnu aktivnhost bakterija, a pre svega,
truleznih bakterija i bakterija buterne kiseli$amic, 2009).

U prehrambenoj industriji za bioloSko konzervisasgenajviSe koriste bakterije nite
kiseline Pediococcus, Lactobacillus, Streptococcéuseuconostor Mle¢no kiselinska
fermentacija se koristi u preradi mleka, mesa,,ripavica kao i pri izradi pekarskih
proizvoda od kiselog testa. U svim ovimd&ljevima prakiino se dobija novi proizvod sa
karakteristtnim ukusom i mirisom, a proizvodi metabolizma baiemlecne kiseline

inhibiraju delovanje nepozeljne mikroflore.

Hrana koja je ukiseljena treba da se pakuje u hitkneatvorenu ambalazu kako bi se

spretilo kvarenje aerobnim razvojem kvasaca i plesni.

Vecina kvasaca i plesni imaju sposobnost da se razavaf i rastu na izuzetno niskim
vrednostima pH (ispod pH 2), tako da oni predséwljdominantnu floru kvara
zakiseljene hrane. Samo nekoliko vrsta baktergéeraa pH nizem od 3 ¥eres, 2004)
(primer bakterija mléne kiseline, koje se koriste u prehrambenoj ingugigurta, sira i
salama, gde je neophodna fermentacija).

Za bezbednost hrane vazna je pH vrednost 4.5, (k@dstavlja granicu, ispod koje se
Cl.botulinumne razmnozava.

Ispod pH vrednosti od 4.2 ostale bakterije kvagarauzrokovéi trovanja hranom se

nalaze pod kontrolom. Ipak, sporulirégu bakterija Alicyclobacillus acidoterrestris
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sposobna je da raste na pH 2, i samim tim mozedad# do kvara nekih namirnica koje
predstavljaju namirnice sa izuzetno niskom vredogs.

Prezivljavanje mikroorganizama na niskim pH vredimoa je vazno poznavati, bez
obzira da li je onemogeno njihovo razmnozavanje. Na primé&tcoli O157 poseduje
kiselinsku toleranciju, i moge je da je prouzrokovala epidemiju trovanja jabukov

nealkoholnim siketom u Americi.

Konzervansi

Konzervansi su jedinjenja koja prolongiraju, ili wdealnom sldaju spréavaju,
mikrobioloSko kvarenje hrane. Mikrobioloski kontamnana hrana je rezultat razvoja
kvasaca, bdi i bakterija, ali i stvaranja toksina, pogotovaloRkoje proizvode bakterije i

budi. Danas je konzerviranje hrane ispred pitanja ekeskih gubitaka na hrani.

Upotreba konzervansa (tzv. hemijska konzervacign&y se nadopunjuje sa &kim
metodama konzervacije (sterilizacijom i ddmjem). Ponekad, kombinovana upotreba
konzervansa i fizikih metodacini mogwim smanjenje bilo intenziteta primene jedne ili
druge metode konzerviranja. Tdpan primer predstavlja stvaranje srednje vlaznih,
delimi¢no osuSenih Sljiva, koje su sorbinskim kiselinondtéane od razvoja ldi, pri
¢emu je njihov kvalitet véd nego kod potpuno osuSenih proizvoda.Kombinadg&Kih i
hemijskih procesa konzervacije bilo koje vrste saziva ,,konceptom prepreke”.
Dodavanje konzervansa omdaguwa produzenu zastitu hrane od naknadnog kvarenja
nakon otvaranja pakovanja ili u 8hju da pakovanje nije herm&ki zatvoreno
(Bakocevic, 2011).

Postoje tri osnovna tipa konzervansa koji se ketshraniJukes, 2012):
* Antimikrobni konzervansi (,,konzervansi u uzemislu)
* Antioksidansi

» Agensi za spr&avanje tamnjenja (antibrowning agents).

* Antimikrobni konzervansi ili konzervansi (u uzem smislu) se koriste za

kontrolisanje i spréavanje rasta mikroorganizama u prehrambenim praitava,
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i na taj n&in ostvaruju produzavanje trajnosti brojnih prehip@mih proizvoda.
Mnogi od njih se koriste i kao konzervansi u farewaskim i kozmetkim
proizvodima. Prema INS i E sistemu nunmikog ozng&avanja aditiva dodeljeni su
im INS i E brojevi od 200 — 290.

» Antioksidansi sekoriste za spré&avanje oksidacije lipida i/ili vitamina u
prehrambenim proizvodim&J sistemu numetkog ozng&avanja aditiva dodeljeni
su im brojevi INS i E brojevi od E300-E324. Osnovalaga je spréavanje
autooksidacije, koja se ogleda u razvoju uzeglosiprijathog mirisa i ukusa
hrane. Prema poreklu, antioksidanti mogu biti:

- Prirodne supstance, kao vitamin C (E300) ili wita E (E306)

ili

- Sintetskim putem proizvedene hemijske supstata®Sto su butil-
hidroxianizol (BHA), E320, i butil-hidroxitoluen (BT), E321.

e Sredstva za sptavanje tamnjenja proizvoda su hemijske supstangedeokoriste
zaspre‘avanje enzimatskog i neenzimatskog tamnjenja pnebeaih proizvoda
narcito za suseno \é i povee. Nage&e koriSteni aditivi iz ove kategorije su:
vitamin C (E 300), limunska kiselina (E 330) i njatm-sulfit (E 221).

Antimikrobno dejstvo konzervansa se u osnovi md#asmiti sledéim fenomenima:
1) stupanjem u dejstvo sa genetskom mikrostruktysostoplasta,

2) inhibicijom sinteze proteina,

3) inhibicijom enzimske aktivnosti,

4) oStéenjemcelijske membrane, i

5) ostéenjemcelijskog zida.

Supstance koje shizavaju vodeni aktivitet supsiratataj nain spre&avaju rast mikroba,
deluju razltito. Pakovanja, omotg ulje i pojedini gasovi koji se koriste pri pakanju
blokiraju dotok kiseonika u hranu i na taj ¢ima spr&avaju rast aerobnih

mikroorganizama. Po pravilu, nijedna od ovih supsitae ubija mikroorganizme, &eh
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u najboljem sldaju oStéuju i time spréavaju njihovo razmnozavanje. Kada se ukloni
uticaj ovih inhibitora, kontaminirani mikrobi ponovpcinju da se razmnozavaju, i
proizvod se vremenom kvari. Tak® konzervansi kao Sto sucgtna i ml€na kiselina
snizavaju pH hrane i na taj &a inhibiraju rast pojedinih mikroorganizama, pooyd

bakterija.

Tabela 2.3.Najce&e kori€eni konzervansi

konzervansi Vrsta namirnice gde se n&g&‘e primenjuju

Slabe lipofilne organske kiseline i estri

Sorbati Sirevi, dresinzi, sirupi, dugotrajni biskviti
Benzoati Kiseli krastvaci, dresinzi
Estri benzoata (metil, propil) Marinirani proizvodi riba
propionat Hleb, biskviti, sir

Dodaci organskih kiselina

Mleéna, limunska, siréetna Majoneze, salate, dresinzi,&ro sokovi i
koncentrati

Mineralno kiseli dodaci
Fosforni, hidrohlorni Majoneze, pia, vaini Sokovi

Neorganski anjoni

Sulfitni, metabisulfitni SuSeno vée, vino, meso (britanske svezg
kobasice)
nitriti Meso
Antibiotici
Nizin Sirevi, konzervisana hrana
Natamicin (pimaricin) Meko vate, suSeno meso
Dim
Meso i riba
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Ispitivanje cinilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 18

Listeria monocytogenes u filetima hladno dimljene pastrmke



Pregled literature

Nijedan konzervans nije podjednako efikasan prawh mikroorganizama. \4na
supstanci koje su danas u upotrebi efikasniji sotiprkvasaca i bdi nego protiv
bakterija. Méutim, kombinacija konzervansa ponekad moze prosSpitktar aktivnosti,
npr. kombinovanu upotrebu supstanci koje su pogedim efikasne protiv bii ili

bakterija.

Pored konzervanasa u uZzem smislu, neke supstanapl iodrgienu vaznost kao
konzervansi, iako se delitmo koriste iz drugih razloga, u viduéaa: natrijum-hlorid,
azot, srebro, ozon, vodonik-peroksid, hlor, etasaharoza...

Vecina konzervanasa koji se danas koriste u industi@ne su kiseline (tabela 2.3.), kao
Sto su slabe lipofilne organske kiseline (sorbb&nzoati, propionati) ili neorganske
kiseline (sulfiti, nitriti). Svi konzervansi su mgo efikasniji na nizim pH vrednostima.
Sa mogudim izuzetkom alkil-estara p-hidroksibenzoata (paray nema Sirokog spektra
izbora antimikrobnih konzervanasa koji su efektivna pH bliskim neutralnim
vrednostima. Sve proige iz sposobnosti slabih kiselina i njihove sinergisa
vodoninim anjonima, jer se na taj ¢ia vodontni joni unose u citoplazmuelija
bakterija i deluju antimikrobno. Sa stanoviSta pkalog @&uvanja hrane, razumno je
ukljuciti slabu organsku kiselinu, zakiseliti proizvod liko da su prihvatljiva

organoleptika svojstva namirnice, zatim vakuum pakovanje irgerge a .
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Pakovanje hrane
Istorija pakovanja hrane

Pakovanje hrane ima duboke korene u ljudskoj istamoz koju je covek neprekidno
unapreivao procese proizvodnje i prerade hrane. Krozrijstoljudi su se konstantno
trudili da razvijaju sredstva i tme kojim ¢e zastiti hranu od dejstva vremena i uticaja
okoline. N&ini pakovanja su se razvijali kroz vreme. Raovek se hranio hranom koju
je sakupljao na licu mesta i nije postojala potrebaskladiStenjem hrane ili njenom
daljom distribucijom. Ipak, tokom vremenmmvek je nadio mnogo efikasnije da lovi, pa
je time pronasSao i metode da zastiti hranu od kyjardJ tu svrhu, prvo je @eo da
koristi prirodne posude (drvene, kamene, od tiKistova, papirusa, Skoljki, koze
Zivotinja, rogova i mokréne beSike). Veruje se da je pronalazak i upotrelskwh
posuda za hranu, doveo do pronalaska posuda odadrstakla i keramike, koje su

okarakterisale naredni period u ljudskoj istorgkpvanja hrane.

Pronalasci brojnih amfora, koje datiraju od prek?0® godine p.n.e., sved® da su
narodi Srednjeg Istoka, koristili posude kako Witidi hranu od uticaja spoljne sredine.
Stari Egigani, oko 3000 godina p.n.e. su primenjivali tehrgkacarenja, a 2500 godine
p.n.e. su Fenani i Sirijci za skladiStenje hrane koristili pogudd stakla. Sve te nove
tehnike su doprinosile po¥enju odrzivosti namirnica, nisu Stitile od Stetnoticaja
insekata, glodara, vlage, vazduha, bakterija, pléseSto kasnije, Egt@ani su pronasli
n&in kako da zastite hranu u posudama od vazduhastéorpri tome g@elinji vosak,
med, topljenu mast ili ulje kojima su oblagali hmnam posudama. Reli su i da koriste
zapuSae i razne zatvat@ napravljene od tkanina i drveta kojima su zatvarore

posuda.

U prvom i drugom veku p.n.e., Kinezi su korististbve dudove kore, kako bi umotali
hranu. Rimljani i Stari Grci su oko 600 godina p.rpa@eli da koriste i prave plutu kao
zatvarg posuda u kojima seéuvala hrana. Sledédn sedam vekova se napredovalo u
proizvodnji i kori€enju posuda pravljenih od drveta, gline, papiratatae keramike i
staklafCutter, 2002).
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Period nove ere doneo je sa sobom i niz novih @kui n&inu pakovanja hrane. Oko
1200 godina n.e., proizveden je kalaisaglicni lim, koji je kasnije doveo do razvoja
fabricke proizvodnje konzervi. Proces zaSitidika od korozije kalajem, razvijen je u
Bohemiji (podrdéje centralne Evrope) sa osnovnim ciljem da secsptanje Slemova.
Ova tehnika je dugo bilauvana tajna, dok se zahvaljgjlojvodi od Saksonije nije
proSirila po Evropi, i stigavsi u Ameriku, tehnia pretrpela modifikacijegelik je

zamenjen gva¥em, i time poboljSan kvalitet proizvoda.

U naSem narodu postoji duga tradicija €&inao¢uvanja namirnica bez upotrebe frizidera.
Svinjsko peéenje (boztna peéenica) cuva se od Boza do Durdevdana u posudi
prekriveno svinjskom m&s. Na ovaj néin se, pored p&nog mesaguvaju i dimljene
kobasice punjene u tanka svinjska creva, od &odo zetve pSeniciKilibarda i sar.,
2009). Slicni postupak poznat je kod Holdama, joS od sredine 18.veka, koji suqreu
govedinu, i meso lososa slagali u kalaisane posggvoda, a potom ih prelivali
vrelom masu. Potvrda zn&ja bezbednosti pakovanja namirnica u metalne moged
dobijena poetkom 19.veka, kada je parizanski kuvar i posiastNicolas Appert otkrio
da hrana zatvorena u staklene posude i toplotraieba u klj¢aloj vodi, moze da bude
odrziva duzi period. Godinu dana kasnije proizvederve limenkejime se konzervama

obezbedjuje bolja hermétiost(Cutter, 2002).

Luj Paster je 1864.godine doSao do zaldaida su mikroorganizmi odgovorni za kvar
hrane, osetljivi na zagrevanje i sterilizaciju paro da ih ti primenjeni temperaturni
rezimi mogu inaktivisati. Tokom 19.veka dolazilo de saznanja i pronalazaka koji su
sve viSe unaptvali postupke duvanja hrane. Neki od tih pronalazaka su i Parlkesin
pronalazak celuloida 1856.godine (ptetedanasnje plastike), pronalazak zatvaraa

navoj za boce i posude, 1895.godine, kao i proa&lanStanog papira 1890.godine.

Tokom ranih godina dvadesetog veka, inovacije ¢imapakovanja su se odnosile na
¢vrstinu i fleksibilnost materijala za pakovanjev®aluminijumska folija je napravljena

pocetkom dvadesetog veka, a celofan nepropusan za daegdesetih godina 20.veka.

1929.godine, White je razvio metodu, kojom je omidgstvaranje vakuuma u posudama
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u kojima se drzi hrana, udenjem kondenzovane vodene pare u prostor ispunjen
gasovima, iznad sadrzaja hrane upakovane u stakiamnetalnu ambalaziCornforth i

Hunt, 2008).

Drugi svetski rat je ubrzao razvoj PVC (polivinibnida), PVDC (polivinildienhlorida) i
polietilena. Pedesetih godina proSlog veka, guntastiga i adhezivni materijali su
postali Siroko rasprostranjeni i dostupni. Najl@eniptegrisan u filmove za pakovanje,
modifikovane swelicne konzerve u smislu dizajniranja réilh zatvar&a, razvijaju se
konzerve sa aluminijumskim legurama. Sezdesetédasdesetih godina proslog veka,
najvei napredak u pakovanju hrane bio je razvoj ptagti tegli, boca, filmova
napravljenih od polivinila, polietilena, vinildenajnilhlorida i najlona. Tih godina,
proizvedeni su i jestivi omotaza hranu od sojinih proteina, hitina, celulozegtpina
mleka i skroba, prolamina iz kukuruza. Osamdesgtitlina pdelo se sa uuienjem
asepténin preduslova u proizvodnji, kao i ¢Etkom upotrebe fleksibilnih i
autoklavibilnih konzervi, apsorbenata gasa, kaolinpera rezistentnih na mikro talase
(Cornforth i Hun, 2008).

U danaSnje vreme koriste se réizé tehnike pakovanja hrane, koje se konstantno, iz
godine u godinu unapdeju i usavrSavaju. Prema odredbi Evropske Unijeatenijalima

i predmetima koji dolaze u dodir sa hranom (Reguatl935/2004), dopusteno je
uvodenje ,aktivne” i ,inteligentne” ambalaze. Pored aog Evropskoj Uniji je usvojen
Opsti Zakon o Hran{General Food Law, 2006) kojim se daju smernice i obaveze koje
imaju za cilj da se omogupracenje proizvoda od farme do trpefRaicquit i sar., 2007),
¢ime se dobija daleko ¢ebroj informacija o proizvodu u svakom momentuipvodnje

i distribucije.

Pod pojmom ,aktivha“ ambalaza definiSe se matekajl je konstruisan na &m da
otpusSta aktivnhe komponente u hranu ili ih apsorlmjgrane sa ciljem produzavanja roka
trajanja ili odrzavanja i poboljSanja uslova pakagaa Ovoj vrsti pakovanja pripadaju
sistemi pakovanja iz kojih se uklanja kiseoniktensi koji apsorbuju i kontroliSu vliagu,
sistemi koji generiSu ugljen dioksid, sistemi kggneriSu etanol, sistemi koji inkorporiSu
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antimikrobne supstancRadeti¢ i sar., 2007). Jedan takav primer pakovanja jeste
pakovanje hladno dimljene ribe u smeSi gasova werkoje umetnut sistem Kkoji
omoguuje apsorbovanje i neutraliziranje trimetilamin@ne se odrzivost proizvoda
produzava za deset darfBranzetti i sar., 2001). Aktivha ambalaza stalno menja
propusnost zbog koncentracije réiih isparljivih supstanci odnosno gasova u
vazduSnom prostoru pakovanja iznad samog sadritag@adg dodataka antimikrobnih
supstanci, antioksidanata ili drugih supstanci koggzavaju dobar kvalitet proizvoda
tokom skladiStenja. Takva ambalaza naziva se joseraktivna budé da dolazi u
aktivnu interakciju s hranom. Cilj aktivhog, odnosnnteraktivnog pakovanja je
obezbdivanje uslova za produzenom trajhoshrane tokom skladiStenja. Za aktivho
pakovanje koriste se sredstva za uklanjanje kigaorapsorpciju ili razvijanje ugljen-
dioksida, izréivanje etanola, apsorpciju etilena i apsorpcijugel#Cuq i sar., 1995,

Nemet, 2009).

Pod ,inteligentnom” ambalazom se podrazumeva keni materijala koji dolaze u
kontakt sa hranom i koji ujedno ukazuje na stamakovane hrane, daje informacije o
svezini, odnosno kvalitetu proizvoda, a da pri tamje neophodno otvaranje ambalaze
da bi se proverio kvalitet. Inteligentna ambaladdr®i pokazatelje vremena i temperature
koji se nalaze na povrSini ambalaze. Postoji i néogst ispitivanja prisustva i
kontrolisanja nezeljenih mikroorganizama, pa se &&e ovakva pakovanja nazivaju

.pakovanjima koja os@&ju i informisu”(McMillin, 2008).

ViSe rei 0 ,aktivnoj“ i ,inteligentnoj* ambalazi bie kasnije.
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Vakuum pakovanje i pakovanje u modifikovane atmosfee (MAP)

Da bi se u proizvodu gavale originalne senzorske i nutritivne osobine\site, moraju
se primeniti znatno blazi tretmani pri njenoj pr@dnji, posebno blazi postupci
konzervisanja. Za prehrambene proizvodetet@ge primenjivani néini pakovanja su:
pakovanje u modifikovanoj atmosferi, pakovanje kwamu i aseptino pakovanije.
Pored svih predostroznosti i kvaliteta obavljengem@cija i tehnoloskih reSenja u ovim
proizvodima se ne postize komercijalna sterilnpst,je potrebno obratiti paznju i na
uslove cuvanja (temperatura skladiStenja, relativha vlazmagduha u skladistu, i dr.)
(Herbert i Sutherland, 2000., Olsen, 2003., Ward, 2001.).

Veliki broj prehrambenih proizvoda potrebno jéueati od uticaja kiseonika tokom
skladiStenja, Sto se moze provesti na tiima eliminisanjem vazduha iz ambalazne
jedinice, zamenom zaostalog vazduha u ambalazZininergasom (n&ge&e azotom) ili
pakovanjem u modifikovanoj atmosferi (MAP).

Efikasnost vakuum i MAP pakovanja proizilaze, preega iz procesa uklanjanja
kiseonika, sa poslethom inhibicijom rasta strogo aerobnih mikroorgamaza
Fermentativni mikroorganizmi nastavljaju da se raa#avaju, ali oni to rade daleko
sporije, a za neke vrste namirnica i sa manjim qubshma po kvalitet hran@Molin,
2000). Posebna paznja je data mégosti podsticanja rasta striktno anaerobnih
mikroorganizama koji dovode do trovanja hrano@i.lfotulinun) (Notermans et all,

1990).

Tehnologija pakovanja u modifikovanoj atmosferitepsse u primeni gasova prilikom

pakovanja raztitih proizvoda u cilju odrzanja kvaliteta od proodaca do potroSéa.

Pakovanjem zivotnih namirnica u vakuum i modifikoepatmosferi ostvaruju se slede

prednosti:

« poveanje veka trajanja upakovanih proizvoda,
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- pove&anje efikasnosti proizvodnje i distribucije i smamp troskova,

+ pove&anje prodaje proizvoda koji zadovoljavaju sve sfeoZzahteve potro$a za
prirodnim @duvanjem kvaliteta hrane, bez aditiva i konzervapasa

« poveanje ukupne prodaje jer se ovako upakovani proizvamtyu ponuditi novim
trzistima,

« jaca ambalaza - va fleksibilnost pakovanja i distribucije,

bolji izgled.

Ugljen dioksid se Siroko koristi u MAP hrani, jer$peciftan antimikrobni efekat kojim
deluje kao konzervans. Vi@a marketa pakuje meso u meSavinu gasa koja s&izO,
i 30% QD ¢ime se odrzava meso u jarko crvenoj boji (oksinobgl), koje potrosa
vole, a CQusporava rast Gram negativnih bakterija koje izgmikvarenje¢ime se

produzava dvostruko koristan vek trajanja namirnice

Vakuumsko pakovanje

Vakuum pakovanje je @ pakovanja koji uklanja vazduh iz pakovanja paearivanja
(zatvaranja). Ona moze da ukiju krute i fleksibilne vrste ambalaze. Nameralj j@ da
se ukloni kiseonik iz kontejneréime ¢e se produziti rok trajanja namirnice, a sa

fleksibilnom formom paketa i da se smanji obim gagh same ambalazne jedinice.

Vakuum okruzenje smanjuje prisustvo atmosferskegdaika,cime se ogramava rast
aerobnih bakterija i gljivica, i sptava isparavanje isparljivih komponenti. Vakuum
pakovanje se obino koristi za dugorno skladiStenje suve hrane, kao Sto su zitarice,
koStunjavo vée, meso i mesne préevine, sir, dimljena riba, kaf&jps i dr.. Takde,
svoju namenu je naslo i u pakovanju pewr Pakovanje mesa pod vakuumom je
alternativa pakovanju svezeg mesa, pogodnéuganje proizvoda i do tri nedelje. Kod
pakovanja vakuumom, uklanjanjem vazduha u ambatepropusnoj za kiseonik,
stvaraju se anaerobni/mikroaerofilni eko sistemselénik zaostao u ambalazi prelazi u

ugljen dioksid zbog respiracije mesnog tkiva i lesigtke aktivnosti. Stvoreni anaerobni
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uslovi i inhibirajute dejstvo CQ suzbijaju rast bakterij@seudomonas Achromobacter
vrste i omoguauju rast fakultativnin anaeroba popactobacillusi Leuconostoorrsta
(Veres, 2004).

Pogodan ambalazni materijal u tom &l je poli-viniliden-hlorid (PVDC), koiji
osigurava nisku propustljivost kiseonika i prijanja sam proizvod tako da se i veliki
komadi mesa mogucavati svezi i do 21 dan, uz minimalan gubitak viatadalje,
koriste se i laminati kao Sto su: celofan/polietjlepoliester/polietilen ili poli-
amid/polietilen niske gustine. Postoji viSetima vakuum pakovanja namirnica. Jedan od
n&ina je da se najpre sprovede eliminisanje vazdahzatim punjenje proizvodom i
zavarivanje unutar vakuumske komore. Drudiin@vakuacije vazduha moze se provesti
upotrebom vakuumskih dizni, kao Sto jecslukod pakerica s vertikalnim oblikovanjem
vrecica. Taj tip vakuumiranja ograten je na granulisane proizvode bdéidda kod
praskastih proizvoda moze dalo uklanjanja dela proizvoda tokom izétaja vazduha

iz oblikovane ambalaze.

Jednokomorne vakuum masine zahtevaju da se cebag#dji se pakuje stavi u masinu.
Uobicajeno se koristi plagiha kesa za pakovanje. Kada se proizvod stavi unmasi
poklopac se zatvara i vazduh se uklanja. Potomotiuppeiat unutar komore zavaruje
ivice plasttne kese. Ovim maSinama se dgede pakuju manje i srednje véhe
pakovanja, kao i tai sadrzajiYam, 2009; Soroka, 2012).

Slika 2.1 Jednokomorna vakuum masina
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Dvokomorne vakuum masine zahtevaju da se ceo §akbiiase pakuje stavi u kesu
unutar masSine. Kad je sadrzaj unutar masine, paklge zatvara, vazduh sa uklanja.

Ovakav vid maSina se ri@&e koristi za pakovanje mesa, mesnih ptevéna i sireva
(tvrdih i mekih), slatkiSa éokolada.

Slika 2.2 Dvokomorna vakuum masina

Automatska linijja vakuum masSina zahteva da proizyodlazi pokrethom trakom,
automatski se postavlja na mesto gde se vrsSi zearge pakovanja i uklanja se vazduh.
Ovakav vid pakovanja koristi se kod pakovanja vRlikolicina proizvoda, i n@ese se

koristi za pakovanja svezeg mesa (velike dio&), prerdenog mesa i velikih kalina
kobasica i sireva.

Slika 2.3 Automatska linija vakuum masina

Termoformirajiée vakuum pakirajte masine sluze za pakovanje proizvoda koji se pune
u termoformirane dZepove. Termo-plastika koja sh&pakovanje moze biti prilagena
veli¢ini, obliku proizvoda, kao i da se uge boja i providnost materijala pakovanja
prema potrebama proizvoda. Ovakva vrsta pakovaejaegeXe Kkoristi za sveze i
Doktorska disertacija
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marinirano meso, kobasice, sireve, slatki&@kolade, zrnevlja, musli, farmaceutske i

medicinske proizvode, i dr.

Slika 2.4 Termo-forming vakuum masina

Pakovanje u modifikovanoj atmosferi

Pakovanje zivotnih namirnica u modifikovanoj atness{MAP) je poseban tretman &e
gotovih proizvoda koji Stiti od oksidacije namiraidkoje sadrze masti i aromate
materije, odrzava svezinu namirnica, obeizlpe duzi rok trajanja proizvoda bez promene
boje (Stohr i sar., 2001.). Tehnologija pakovanja u modifikovanoj atmosfesteg se u
primeni gasova prilikom pakovanja radlih proizvoda u cilju odrzanja kvaliteta od

proizvaiata do potroséa.

Pakovanjem zivotnih namirnica u modifikovanoj atfeos ostvaruju se slede
prednosti:
e pove&anje veka trajanja upakovanih proizvoda,
« pove&anje efikasnosti proizvodnje i distribucije i smampe troSkova,
e pove&anje prodaje proizvoda koji zadovoljavaju sve sjeazahteve potro¥a za
prirodnim @uvanjem kvaliteta hrane, bez aditiva i konzervanasa
« pove&anje ukupne prodaje jer se ovako upakovani proizvadgyu ponuditi novim
trzistima,

« jaca ambalaza - va fleksibilnost pakovanja i distribucije,

bolji izgled.
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Tabela 2.4.Razlike u procenjenom veku trajanja réitilh vrsta namirnica, upakovanih u

vazduhu i MAP - cuvanje u hladnom rezimu,- ¢uvanje na sobnoj temperatliri

proizvod pakovanje sa vazduhom MAP (dani)
(dani)
govedina* 4 12
svinjetina* 4 9
piletina* 6 18
kuvano meso* 7 28
riblje meso* 2 10
hlebr 7 21
kafar 3 548 (18 meseci)

Posto je svrha pakovanja u modifikovanoj atmogberrecanje roka trajanja proizvoda,
delovanje gasova se posmatra u pogledu njihoveobposti da onemogavanjem ili
usporavanjem, utu na zaustavljanje procesa raspadanja koje proujgrok
mikroorganizmi ili fizicko hemijski agensi koji dubinski menjaju proizvéthedi ga

nepodobnim za konzumiranf@hvenainen, 2000).

Da bi se gasovi ispravno upotrebili moraju se dglwanavati svojstva i uloge zastitnih
gasova ali i priroda i karakteristike proizvodaikseg pakuje, kao na primer: procenat
sadrzaja vlaznosti, nivo lipida, boja, pH itd.

Poznato je da e koncentracije uglijen dioksida u pakovanju, uspesaticu na
odrzivost ribe. Ipak, visoke koncentracije ugljeioksida bi prilikom pakovanja ribe i
ribljin proizvoda trebalo izbegavati, iz razloga & ©, rastvara u soku ribljeg mesa i
deformiSe pakovanje. Sa snizavanjem temperatuealiskénja upakovane ribe pcéasa
se rastvorljivost ugljen dioksida, a optimalnagmperatura niza od 5°(Rotabakk i sar.,
2008). Antimikrobni efekat pri niskim temperaturama nezmaae pripisati samo boljoj
rastvorljivosti ugljen dioksida, vei izrazenijoj osetljivosti bakterijskikelija na @, pri

niskim temperaturama.

Svi gasovi koji se koriste u prehrambenoj industrglaze se na pozitivnoj listi aditiva-

gasovaciji se kvalitet proverava i ima deklaraciju po Fmaku o kvalitetu i drugim
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zahtevima za aditive i njihove meSavine za prehemabproizvode (Sl. List SRJ, br.
32/2001).

Ovaj n&in pakovanja naSao je svoju primenu kod skoro gelevantnih Zivotnih
namirnica. Pored venavedenih prednosti, treba naglasiti da se prozipakovani u
MAP-u mnogo lakSe otvaraju bez upotrebe makazaan

MAP u principu ima za cilj da eliminiSe ili umamnjivo kiseonika (osim u posebnim
sliéajevima, kao Sto je pakovanje crvenog mesa, ilisdaspréi razvoj anaerobnih
bakterija) i da powsa koncentraciju C®do 20% ili viSe, da bi onemogli razvoj
bakterija i plesni. Ukoliko je potrebno, ravnotebhadifikovane atmosfere uspostavlja se
azotom, npr. ukoliko ugljen dioksid ima tendenapuse rastvori u proizvodu, uzrokéiju

tako oStéenja na pakovanj(Bgknaes i sar., 2002.).

MAP uglavnom zahteva meSavinu najmanje dva gasatiemalne proporcije variraju u
zavisnosti od proizvoda. Svaki od gasova u smedizaza svoje osobine, na osnovu

kojih je i primenjen za MAP.

Poreklo MAP-a

U principu, pakovanje hrane u modifikovane atmasferdobro poznat i dokazan metod
oc¢uvanja namirnice. U pgetku su azot i ugljen dioksid koégni kao pojedinéni gasovi

u proizvodnji i pakovanju kafe i sira, radi boljdraivosti kvaliteta proizvoda.

Godine 1976. u saradnji sa véde danskim proizvéatima mesnih proizvoda,
kompanije Multivac i Witt-Gasetechnik su razvilevprpakovanje svezeg crvenog mesa
u meSavini gasova. MeSavina je sadrzala kiseorgkeni dioksid i azot. Rok trajanja
tako upakovanog mesa je iznosio 6-8 dana, a i otgptcki izgled je takde bio
zadovoljavajdi, a proizvod i dalje crvene boje i svezeg izgleda.

Tokom daljih ispitivanja, u Nent&oj je iskori€en gas-mikser, koji je primarno
proizveden za potrebe metalne industrije, modifékowa potrebe pakovanja hrane u
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MAP. Vremenom, sve je viSe podataka doprinelo j&&im i naprednijem razvoju ove
grane proizvodnje zivotnih namirnigMartinez i sar., 2006). U meiuvremenu, Witt-

Gasetechnik je postao najzagiji proizvaia¢ MAP meSavine gasova u Evropi.

Princip pakovanja u modifikovane atmosfere (MAP¥t¢e da se zameni normalna
atmosfera meSavinom gasova kég omoguditi duzu odrzivost kvaliteta zivotnih
namirnica (Hovda i sar.,2007, Hoover, 2000, Stohr i sar., 2001). NajceZe korigeni
gasovi su azot, ugljen dioksid i kiseonik. Porethpkoriste se i argon, ugljen monoksid,
helijum i drugi gasovi koji se definisani kao dofeai za korig€enje u MAP po
evropskim standardima. Koégnje odabranih gasova zavisi od zahteva kojededie
namirnica nam& pri proizvodnji i pakovanj@Arashisar i sar., 2004, Sivertsvik i sar.,

2002, Stamatis i Arkoudelos, 2006).

Vakuum pakovanja su bila prva ka®ha pakovanja modifikovane atmosfere, koja su
upotrebljavana u komercijalne svrhe, i do danasdadje westalo koriste i primenjuju,
posebno za proizvode svezeceseog crvenog mesa, suhomesnate proizvode, tviehesir
i mlevenu kafu. Ova vrsta pakovanja nije pogodnanamirnice meke konzistencije i

pekarske proizvode, jer dovodi do nepovratne dedeij@ proizvoda.
Postizanje Zeljene atmosfere pakovanja je nfiega dva osnovna &iaa:

» pasivnho — mehatka zamena vazduha gasom ili meSavinom gasova uuokvi
pakovanja (pakovanje ¢a i povEa)
» aktivno — korigenjem pogodnog modifikatora ambijenta (npr. Absotbe

kiseonika)

Mehantka zamena vazduha

Mehantka zamena vazduha u pakovanju moze se izvrSiti va rdzItita n&ina,
ispiranje gasa i kompenzacija vakuumom.

Proces ispiranja gasa predstavlja kontinuiran tdagkoji se ubacuje u pakovanje kako

bi zamenio postofg vazduh. Na taj nan se razréuje vazduh u prostoru oko namirnice
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u pakovanju. Kada je ¢aa vazduha zamenjena, pakovanje se &tpeNage&i nivo
rezidualnog kiseonika iznosi 2-5%. Prema tome,ikehgasnog ispiranja nije pogodna za
pakovanja veoma osetljivin namirnica na kiseorsiiranje sa gasom azota j&estalo u
uobitajenoj industrijskoj praksi kako bi se produzio vikjanja napitaka, sokova i
vocénih sokova.

Vocée i povEe nastavlja sa procesom respiracije i nakon bramastei kiseonik i
stvaraj¢i ugljen dioksid i vodenu paru. Modifikovana atmerst sa 2-5% kiseonika i 3-
8% uglijen dioksida odlaze sazrevanje i omekSavagerca, smanjuje razgradnju

hlorofila, mikrobijalni kvar i enzimsko prebojavan;

Gasovi koji se koriste za pakovanje u modifikovanatmosfere

Prvobitno korigeni gasovi su kiseonik, ugljen dioksid i azot. @gljmonoksid se koristi
sve manje u MAP, za razliku od sumpor dioksidaegojog uohiajenog korigenja.
Redukcijom kiseonika u pakovanju smanjuje reakoisidacije, kao Sto su uzeglost
masti u mesu, ribi, pripremljenoj i teréki obraienoj hrani, koja rezultuju neprijatnim

mirisom i ukusom ili pojavom promene boje na pavasna namirnica.

Azot

Azot je zbog svoje velike hemijske inertnosti iztme pogodan gas za pakovanje
namirnica. Upravo zbog ovakvih osobina azot je danafeXe primenjivani gas za

pakovanje namirnica u modifikovanoj atmosferi iljavse u skoro svim kombinacijama
MAP-a. Pored svojih povoljnih fizko-hemijskih osobina, azot je i veoma jeftin, &0 |

jo$ jedan od presudnih faktora koji daju prednast@u odnosu na druge gasove.

Hemijska inertnost atmosfere azota spk&@ mnoge neZzeljene hemijske promene
namirnica: oksidaciju i uzeglost. Tal® zamenom kiseonika azotom saea se ili
znatno smanjuje i mognost biolosSkog kvara namirnice: razmnozavanje plémkterija

i napadi insekata.
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Kao Sto je vé pomenuto, izbor sastava modifikovane atmosferevgaga pakovanje u
mnogome zavisi od hemijskog sastava i osobina saan@rnice. U namirnicama koje
sadrze znatan procenat maststo se koristtist azot. Tako je atmosferdastog azota
narcito pogodna za koStwavo vae, terméki obralena mesa, odnosno mesne
preraievine, hranu za bebéips, kafu. Azot zamenjuje ugljen dioksid u pakovaa
koja sadrze proizvode koji lako postaju kiselkakap Sto su na primer krem-sirevi
(Ahvenainen, 2000).

Ugljen dioksid

Pored azota ugljen dioksid je tege kori¥eni gas kojim se zamenjuje kiseonik iz
atmosfere pakovanja proizvoda. Lako se rastvaraxnosti i mastima proizvoda.
Usporava razvoj mikroorganizama, bakterija i pojglesni i na taj ndn poveava rok
trajanja namirnica. Bakteriostatski efekat Cdptimalan je na temperaturama nizim od
5°C.

Ugljen dioksid je nezaobilazan zastitni gas kodgvakja mesa i mesnih préevina, jer

je veoma efikasan u sgi@vanju razvojaPseudomonas ppmikroorganizma koji je
nagegi uzrocnik kvara ohldenog mesa. Uglien dioksid deligno inhibira Gram-
negativne, aerobne bakterije koje izazivaju kvaminaica. Takde, ugljen dioksid se
Siroko primenjuje i kod pakovanja ribe i morskitogbva, gde opet ima bakteriostatsku
funkciju. Da bi se spt@lo kvarenje pekarskih proizvoda usled razmnozavgvigsni
koristi se atmosfera u kojoj koncentracija QOMAP-u mora biti preko 20%. Ta#e, i
kod pakovanja sireva razvoj plesni sfarea se ugljen dioksidorfAhvenainen, 2000).

Gas smanjuje respiraciju udoi povicu.

Kiseonik

Kada prtamo o modifikovanoj atmosferi gasova za pakovargenimica uglavnom
mislimo na atmosferu u kojoj je smanjena koncernadaseonika. Kiseonik je generalno
nepozeljan prilikom pakovanja jer podstirazvoj mikroflore i ima veliki reakcioni

potencijal. Zbog velikog oksidacionog potencijalaspstvo kiseonika jeesto uzrok
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nezeljenih hemijskih promena namirnica,dugrvima oksidacije vitamina i lipida. Ovo
dovodi do gubljenja hranljive vrednosti namirnicali i promene boje i pojave
neprijatnog mirisa namirnice Sto se veoma nepowofdrazava na senzorske osobine
proizvoda i njegovu privienost kupcu. Poznato je da je zatime mikroorganizama
uzratnika kvara namirnica neophodan kiseonik za zivébtda odsustvo kiseonika iz
pakovanja namirnice znatno umanjuje magest njenog mikrobioloSkog kvara
(Ahvenainen, 2000).

Ipak, nije u svim sléajevima pozeljno odsustvo kiseonika iz pakovanjainaice.
Recimo, prisustvo kiseonika je neophodno da bi &evala lepa crvena boja svezeg
mesa, ili kod mlénih proizvoda je prisustvo kiseonika neophodno daebomoguio
razvoj mikroorganizma dodate kulture i spee rast nepoZzeljnih anaerobnih

mikroorganizama.

Dakle, poZzeljnost kiseonika u modifikovanoj atmosfeavisi od hemijskog sastava
namirnice i funkcionalnih svojstava dodatih kultunékroorganizama kod fermentisanih
proizvoda. Kod suhomesnatih proizvoda prisustvedmska je Stetno i dozvoljeno je do
0,5% u MAP-u, kako ne bi doSlo do promene bojeagmita masti. Kod posnih riba

prisustvo kiseonika obezthgie atuvanije lepe prirodne boje, dok je u pakovanju nfasni
riba njegovo prisustvo nepozeljno, opet zbog prolleoksidacionih promena masti

(Gimenez i sar., 2002.). Kiseonik je zabranjen u MAP-u u pekarskoj indyistri

U nekim sl¢ajevima t&no odreiena koléina kiseonika daje adekvatne pozitvne
rezultate:

1. odrzava prirodnu boju lako kvarljivih namirnicaé&at svezine proizvoda)

2. omoguava proces respiracije (posebno kodavopovica)

3. inhibira rast anaerobnih mikroorganizama u mesal iriiovicu.
Potrebno je napraviti poseban osvrt na karaktkegtakovanja V@ i povka i njihovih
proizvoda u modifikovanoj atmosferi, jer je u ovashuCaju primena modifikovane
atmosfere znatno sloZenija. SloZzenost ove probl&maastoji se u tome Sto za razliku od
drugih namirnica, vée i pove€e ,diSe” i nakon branja. Prirodna posledica ,digérjp
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smanjenje kotiine kiseonika i powanje koltine uglien dioksida u zatvorenom
pakovanju. Kada se koncentracija kiseonika dovokneanji ili koncentracija ugljen
dioksida suviSe naraste, stvaraju se uslovi zarahae disanje¢ime u proizvodu nastaju
nepozeljni produkti nepotpune oksidacije. Primemaodifikovane atmosfere gasova cilj
je da se uspori metabolizam namirnice kako bi selystio rok upotrebe. Posledica ove
dve ¢injenice je slozen zadatak koji se postavlja pedthologa. Potrebno je obezbediti
disanje sirovine i ne dozvoliti anaerobno disafjeSenje se nalazi trazenjem balansa
izmedu ova dva zahteva. Pre svega za MAP treba korigtite i povEe najboljeg
pacetnog kvaliteta. Pored ovoga, temperatura i prawoi materijala za pakovanje su, uz
izbor modifikovane atmosfere, od odljuceg zndaja za proces skladiStenja i pakovanja
ovih namirnica. Pri izboru gasova za MAP, trebaajas da koncentracija £bude véa

od 1%, a koncentracija G@nanja od 20%. Koncentracije gasova sé€kne granicama 3
-10% Q, 3 -10% CQi 80 — 90% N.

Ovaj problem znatno je manje izrazen kod suvogavopovka, jer su kod ovakvog
proizvoda znatno manje izrazeni bioloSki procepakl iz v€ navedenih prednosti
pakovanja u modifikovanoj atmosferi ova grupa proda se veomaesto pakuje na
ovakav ndin. Modifikovana atmosfera sastoji se od azotaljeagdioksidafAhvenainen,
2000).

Kostunjavo vaée (kikiriki, badem, lesnik) se takke pakuje u modifikovanoj atmosferi

kako bi se zadrzala svezina i sple pojava uzegnia usled oksidacije masti na vazduhu.

| gazirana pia (mineralne vode, sokovi) primenjuju MAP, ali malgan indirektan rén,
jer samim gaziranjem &aosti ugljen dioksidom ona bivaju upakovana u mi&difanu

atmosferu i na taj @aén zastéena.
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Tabela 2.5.Primenjena smeSa gasova za MAP za pojedine paézvo

proizvod CO2 N2 02
(%) (%) (%)
Crveno meso 30 - 70
Svinjska Snicla 20 30 50
Govedina 20 - 80
Meso divljaci 30 70 -
Piletina 30 50 20
Tvrdi sir 20 80 -
Riba 40 30 30
Pastrmka 15 65 20
Riba list 40 30 30
Sveza testenina 50 50 -
Ispecene rolne 70 30 -
Pica 70 30 -
Obradene rolnice mesa 30 70 -
Kuvana Sunka u listovima 40 60 -
Petena kobasica 30 70 -
Voée i povrée 5 90 5
Salate pripremljene za jelo 30 50 20

Negazirana gia (flaSirane vode, \émi sokovi, ledeni¢ajevi) ukapavanjem samo jedne
kapi t&nog azota u proizvod pre zatvaranja ambalaze pogtgjttena od oksidacije i
razvoja bakterija, a ambalaza je wena i postojanija usled ekspanzije azota. To je tzv

LIN injektiranje.

Ugljen monoksid
Ugljen monoksid je vrlo efektivan u odrzavanju aereeboje svezeg mesa kroz proces

formiranja karboksimioglobina. Ovaj gas nije biakercijalno korigen u ove svrhe zbog
svojih svojstava (visoko toksn gas i eksplozivan u koncentraciji od 12.5 d@%4), jer
nije odobreno njegovo koKiénje od strane regulatornih vlasti zbog m&gapasnosti po
zdravlje radnika koji rade na pakovanju namirnidajce&e kori€enje ovog gasa bilo je
za pakovanje salata kako bi se gpoenepozeljno prebojavanje proizvoda.

Uglien monoksid je pogodan protiv mnogih bakterijayjasaca i plesni u niskim

koncentracijama (1%).
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Sumpor dioksid
Sumpor dioksid je anti-mikrobijalni agens u oblikevezanog nejonizovanog molekula i

najefektivniji je pri vrednostima pH ispod 4. Karéh je radi kontrole rasta plesni i
bakterija, u véini pakovanja véa meke konzistencije (posebno za ge)Zi suSenog
voca. Koristan je u kontroli mikrobijalnog rasta uéwam sokovima, vinu, pakovanjima
Skampa, kiselih krastavaca i nekih kobasica. Setmkie u efektu tokgnosti. U niskim
koncentracijama (25ppm) je fungicidan, a pri vrestimoa koncentracije od 1-2 ppm je
bakteriostatik.

Znxajniji je njegov efekat protiv Gram-negativnin baifa Staptastog oblika

(Escherichia coli, Pseudomonas spmego kod Gram-pozitivnih Stajai (laktobacili).

Tipovi maSina za MAP pakovanja

Materijali koji se koriste za MAP pakovanje su atlui@ujuce vaznosti za kvalitet hrane i

vek trajanja. Kombinacija razitih plasticnih materijala se bira tako da se postigne:

« mehantka jatina — granica za vodenu paru (da bi se@prgubitak tezine i
dehidratacije),

« gasha barijera,

« propustljivost gasa,

« 0sobine protiv maglenja,

« dobra zaptivenost.

Od plasténih filmova koji se uoliiajeno koriste u MAP nabrojani su sléde LDPE.
LLDPE, HDPE, OPP, COPP, vinilski polimeri (EVA), Iponil hlorid (PVC), kao i

polimeri stirena, poliamidi i poliestri.

Karakteristike film materijala su brojne, neke gthrsu izuzetno bitne za sam proizvod
koji se pakira i njegovu odrzivost. Zahteva se @dine materijala da imaju sleé¢e

osobine:

Doktorska disertacija
Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 37
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Pregled literature

» propustljivost za atmosferske gasove (ugljen dubksiseonik i azot)

» propustljivost za vodenu paru

» sposobnost dobre zaptivenosti (plombiranja)

* 0sobina odrzavanje temperature

* sposobnost promene oblika od ravnog prema igngm, prilikom pakovanja
namirnice

» otporno na udarce i o$nja

* jasno vidljivo kroz pakovanje

* o0sobine spr&avanja magljenja ha materijalu pakovanja

» prihvatljiva cena

* sposobnost sendi#printa na povrsini proizvoda

* mogunost kodiranja ili lepljenja nalepnica

Masine za pakovanje, bez obzira na vrstu, imajuietv red operacija prilikom
pakovanja:

1. pravi se paket i puni se proizvodom,

2. vazduh u paketu se zamenjuje modifikovanom denos,

3. paket se zaptiva.

Prilikom zamene vazduha u paketu modifikovanom afsrom, uohiajena praksa je da
se prvo ambalazna jedinica kontinualno ispira MAgasom (smeSom) kojim se vazduh
sfazblazuje* dok se potpuno ne istisne. Tek tadgpaket hermetki zatvara. Brzina

pakovanja je velika jer je ovakavdna razblazivanja kontinualafhvenainen, 2000).

U vakuumskom procesu, vazduh se vadi iz paketddhijeni vakum se injektira zeljena
gasna smeSa. Kako je ovo dvostepeni proces brakavpnja je manja nego kod metoda
ispiranja gasom. Efikasnost ovog procesa u odne@suoticinu zaostalog kiseonika je
bolja od one kod stiaja ispiranja gasom.

Doktorska disertacija
Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 38
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Pregled literature

Slika 2.5. Termo-forming masSina za MAP pakovanja

Glavni tipovi maSina za pakovanje:

1. masSina za pakovanje sa horizontalnim tokom tootal flow-pack) za pekarske
proizvode, pice, sir i kobasice,

2. maSina za pakovanje sa vertikalnim tokom (vakflow-pack) za kafu, zéne, Séer u
prahu, kikiriki, bademe,

3. maSina sa dubokim izWenjem (deepdrawing machine) pogodna za virsle, meso
gotova jela

4. maSina za zaptivanje kutija, kesa u kutiji déena za velike pakete mesa (piletina,
virSle),

5. maSina sa vakuumskom komorom za male proizv&dpacitete proizvoda koji imaju

malu cenu.

¥ Diagram 2

Horizontal Wrapping
Process

Slika 2.6.MaSina za pakovanje sa horizontalnim tokom
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Slika 2.7.Vertikalni tok maSine za pakovanje

Opis tehnoloske linije za MAP pakovanje prehrambert proizvoda

MAP gasovi: ugljen dioksid (C£), azot (N) i kiseonik (Q) se isporauju u vidu smeSe u
bocama ili se mogu pomesati na licu mesta iz bachgitiskom ili rezervoara ponéa
gasnog mesa i to u potrebnim zapreminskim odnosima u zaviSramsvrste proizvoda.
Izbor n&ina snabdevanja zavisi od tipa prehrambenog prdayveroizvodne kadine,
linije pakovanja i da Ite se gas Koristiti joS negde u proizvodniji. Ukoljegoroizvodnja
relativno ograriena ili ako je puSten u rad novi proizvodni dag moze biti vrlo
preporuljivo da se isporéuju vet izmeSani gasovi. Kada se poagi brzine proizvodnje
i ako ¢e se pakovati raziiti produkti, mozZe biti pogodnije i ekonotmije da se meSanje
gasova vrSi na licu mesta. U tom &lju koristi se me&ai gasovi iz boce ili cisterni
(Ahvenainen, 2000).

Aseptiéno pakovanje

AseptEno punjenje je definisano kao dma pakovanja koji se sastoji od sterilizacije
ambalaze i punjenja ambalaze komercijalno sterilpioizvodom u sterilnim uslovima.

AseptEno pakovanje podrazumeva kdéefje ambalaze koja onemdgwa
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rekontaminaciju proizvoda. Ovo podrazumeva da jbaa¥a izrdena od odgovaragih

materijala i da je hermeti zatvorengVujkovic, 2007).

Pojam ,aseptian“ je gkkog porekla i ozngava osobinu da nesto nije sklono truljenju,
odnosno da ne sadrzi otrovne klice. U terminologijehrambene tehnologije ovim
pojmom se ukazuje na odsustvo patogenih mikroorgama iz proizvoda, ambalaze i
okoline. Pojam ,komercijalno sterilan“ definiSe otisost mikroorganizama koji se mogu
razmnozavati u hrani koja nigivana ili distribuirana na temperaturi ddamja (Veres,

2004).
Danas se aseptio pakovanje koristi u dva specifia podrdja:

« pakovanje prethodno sterilisanih proizvoda (na primleka, pudinga, deserta,
vocénih sokova) i
- pakovanje nesterilisanih proizvoda kako bi se iéegekcija mikroorgani-

zmima (na primer kod svezih proizvoda poput fernmanth mlenih proizvoda).
Postoje tri glavna razloga za primenu aseytg pakovanja:

« omoguuje primenu ambalaze koja tfenije pogodna za sterilizaciju;
« omoguuje primenu HTST sterilizacije (high-temperaturegtiime), i

« pove&ava trajnost proizvoda pri normalnim uslovithavanija.
Postojecetiri glavna kriterijuma koje mora zadovoljiti aspi n&in pakovanja:

« mogunost efikasne sterilizacije celog sistema pre gy

+ moguwnost povezivanja s procesnim sistemom osigurangapténog transfera
proizvoda,

+ moguwnost provdenja operacija punjenja, zatvaranja i kntg transfera u
sterilnoj okolini,

« moguwnost adekvatnogscenja nakon provedenog postupka pakovanja.
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Nacini asepttnog pakovanja

Asepticno pakovanje moze se realizovati na nekolik&imea
* AseptEno pakovanje u limenke

Za sterilizaciju limenki od slozenih materijala, egépiralni omot moze biti
natinjen od laminata koji sadrzi alu-foliju, plastiklupapir, uz dodatak metalnih
poklopaca, upotrebljava se ¥ruvazduh pri 143°C u toku tri minute. Ovaj
postupak osigurava sterilnost ambalaze od mikraoozgana kao Sto su kvasci,
plesni i nesporogene bakterije, Sto @ai primenljivim za pakovanje kiselih
proizvoda poput vinih sokova i ostalih napitaka. Za sterilizacijumakambalaze
ne preporduje se koridenje pare jer ona moze uzrokovati bubrenje papirnog

sloja u laminatyVujkovic, 2007).

» Asepttno pakovanje u staklenke

Staklenke se steriliSu zaéshom parom pod pritiskom ili toplotom. Ukoliko se
koristi toplota, potrebno je osigurati produzenaikhje sa sterilnim vazduhom,
pri ¢emu se smanjuje rizik od pucanja staklenki zbogitkog Soka koji se
javlja prilikom punjenja hladnog proizvoda.

Za aseptino pakovanje u staklenke najviSe se primenjujeligtarija ambalaze

toplotom ili vodonik peroksidom (rasprSivanjem).

» Aseptino pakovanje u plastenke

Pakovanje u plastenke je jeftinija alternativa neptmoj staklenoj ambalazi.
Koriste se plastne boce oblikovane duvanjem. Kao materijal za iznaldsténih
boca najviSe se koristi polietilen i polipropilesa ili bez dodatka pigmenta za
zaStitu od uticaja svetla. Tak® je mogude koristiti u kalupu oblikovane boce od
sloZzenih materijala, koji su karakterisani boljiriernim svojstvima, Sto takie
pove&ava i trajnost upakovanog proizvoda.
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Nakon postupka duvanja plaste boce prelaze u sterilnu komoru, s lagano
poveanim pritiskom sterilnog vazduha, te se u okrenutootozaju steriliSu
rasprSenim vodonik-peroksidom (izvana i iznutragrdRsid se potom uklanja
evaporacijom i tokom prolaza boca kroz tunel sévmuvazduhom, a boce se
ispiraju sterilnom vodom i pune. Potom se na boogtgvlja, hemijskim putem

sterilisan, poklopac od pla&tiog materijala.

Kod ekstrudiranih boca sterilni se uslovi postizivahjem sterilnim vazduhom i
termozavarivanjem u uslovima koji garantuju sterdinunutrasnjosti rezervoara.
Zatvorene se boce prebacuju u sterilnu komoru @tennviSeg pritiska), gde se
spoljaSnja povrSina steriliSe sa rasprSenim vodpeiloksidom. Zatim se
poklopac boca uklanja, grlo boce se adekvatno digepune se sadrzajem i

ponovno zatvaraju zatvatiena, sterilisanim izvan komo@ujkovic, 2007).

Sterilizacija plastenki mozZe se sprovesti i u jedrjedinstvenom postupku gde se
sprovode operacije duvanja, punjenja i zatvarargeerilnost unutrasnjosti
ambalaze postize se visokom temperaturom prasgi materijala tokom postupka

ekstruzije i korigenjem sterilnog vazduha za duvanje.

* Aseptino pakovanje u vigce

Sistem pakovanja s vertikalnim pakericama za olbkge-punjenje-zatvaranje
odvija se u sterilnoj komori. Ambalazni materijablazi kroz vodonik-peroksid
(nekad se koristio etanol pri 95°C), nakéega sledi njegovo uklanjanje, a
materijal se potom susi i tretira UV zracima. Odenigala se koristi polietilen ili

laminati, za proizvode s duzim vekom trajnosti.

Kod sistema vré@ca dobijenih od ravnih cevastih polimernih oblikge se

popre&ni Sav oblikuje za formiranje véeEe, smatra se da je unutrasSnjostéice

sterilna zbog primenjene temperature u procesugifg. Tim se postupkom

mogu izrdivati vrecice od monofilma ili laminata (koekstruzija). Cetasraka

koja se odmotava sa smotka, dolazi u sterilnu kom®rve&im pritiskom,
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vrec¢icama se potom oblikuje donji Sav, reZzu se i prevdd sistema za punjenje
sadrzajem. Nakon punjenja oblikuje se gornji Sawratica napusta komoru
(Vujkovic, 2007).

» Aseptino pakovanje @aSice

Casice za pakovanje hrane defe se izrduju od polistirena (PS) velike
zilavosti ili polipropilena, kao i od koekstrudinanviseslojnih materijala u cilju
poboljSanja barijernih svojstava. Tégn primer laminata je kombinacija PS (kao
spoljasnji sloj); adheziv, polivinilhlorid (PVC) polivinilidenhlorid (PVDC)
kopolimer (barijerni sloj), adheziv i polietilen Ef. Primenom barijernog sloja
PVC/PVDC postize se trajnost proizvoda iznad 12auies

Prethodno oblikovangaSice pominom trakom prelaze u sterilni tunel gde se
obraiuju rasprSenim (35%) vodonik-peroksidom. Nakonsgkunde rastvor se
uklanja kompresovanim wvéim vazduhom pri maksimalnoj temperaturi od
400°C, zavisno od materijala od kojegéasice napravljene. UnutrasSnjd@siSice
postize temperaturu od oko 70°C, dovoljnu za stadiju povrSine i smanjenje

zaostalog peroksida na prihvatljivu vrednost.

Materijal za hermetko zatvaranje (n&g&e aluminijumska folija s tankom
prevlakom termo-plasthog materijala) se steriliSe 35% rastvorom perak&iji
se potom uklanja toplotom zf'@nja, vrieim sterilnim vazduhom ili prexdenjem
materija preko zagrejanih valjaka. Kod nekih seéesm koristi i UV zraenje,

samo ili u kombinaciji s peroksidom.

* Aseptino pakovanje u ambalazu od slozenih materijala

Ovakva ambalaZa se gefe sastoji od slojeva izbeljenog i neizbeljenog duaat
previtenog, sa spoljasnje i unutraSnje strane, poligitgnpa je ovakvo
pakovanje nepropusno zacmesti. Pored ovih materijala ovakva ambalazna
jedinica sadrzi i tanki sloj aluminijumske folijeoja sluzi kao barijera za

kiseonik. Svaki sloj ima odgovarau funkciju:
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0 spoljasnji sloj polietilena Stiti sloj boje i omo@ye termo-zavarivanje,

0 izbeljeni karton sluzi kao no&adekora i osigurava meh&Ru cvrstatu
ambalaze,

o laminatni polietilen veze aluminijsku foliju na kansku podlogu,

o aluminijska folija sluzi kao barijera prema gasosinsvetlu,

o dva unutrasnja sloja polietilena osiguravaju bauijgorema té&hom

sadrzaju.

* AseptEno pakovanje u voluminozna pakovanja

Komercijalna voluminozna asefitia pakovanja obuhvataju zapremine od 10 do
1000 litara. Od ambalaznih jedinica koriste se metaave ili vrece izralene od

sloja aluminijumske folije ili metaliziranog filma.

Postoje dva nana aseptikog pakovanja u ovakvu ambalazu. U prvomaju
postupak sterilizacije i punjenjada odvija u autoklavima uz kortgnje pare pri
690 kPa. Nakon uklanjanja pare za sterilizacijuratizanjem, uvodi se 45emper
u hermettki zatvoreni autoklav kako bi se uklonio kondenZ&terilni proizvod
se, iz tanka s neznatnodum pritiskom azota, puni u Bae, unutar autoklava pod
vakuumom, pri temperaturi od oko 40°C. Herrladi zatvaranje bave provodi

se joS dok se nalazi u autoklavu.

U drugom sldaju se uvodi para u beu, pri 104 kPa. Ciklus odztvanja od 80
sekundi osigurava uklanjanje vazduha, &hsse podvrgava pritisku od 104 kPa
u toku 40 sekundi. Pritisak se potom smanjuje nakB@ i odrzava tokom

postupka punjenjf/ujkovié, 2007).

* Aseptino pakovanje u vigce unutar kutije

Kod sistema pakovanja \diee unutar kutije (bag-in-box) proizvod se puni u
plasténe vréice koje se potom pakuju u odgovakgusekundarno pakovanje
poput metalnih bavi ili kartonskih kutija. Kod véih dimenzija punjenje se

odvija nakon Sto je vigca postavljena unutar &ee ili kutije.
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Postoji vise n&ina aseptinog pakovanja u ovakvu ambalazu. Na primer, jedan
od n&ina je da se plastna vretica, prethodno zatvorena odgovatao cepom i
sterilisana gama ztanjem (25 kGy) postavi ispod komore za punjenj®ju ke
uvodi samo zavrSni kraj &pom. Nakon uklanjanj&epa, u sterilnoj se sredini
izvrSi punjenje sadrzaja i ponovno postavljatepa. Napunjena se iea potom

postavlja u odgovaragu kartonsku kutiju.

Drugi n&in je da se koristi komora za punjenje, pod prarsksterilnog vazduha
pri 275°C, u koju se uvodi otvor \iee. Otvor vréice i poklopac se potom
tretiraju baktericidnim sredstvom. Potom se pokéfopklanja, a nakon evakuacije
vazduha iz vréice provodi se punjenje sadrzajem i ponovno zatjarareice.

Sterilizacija se provodi parom pri 276 kPa u tokun@nutafVujkovié, 2007).

PoviSena temperatura

Primena toplote je n&Xe kori¥ena metoda inaktivisanja mikroorganizama radi
o¢uvanja namirnica. Porastom temperature preko detie — maksimalne vrednosti
pogodne za njihovo razmnozavanje, dolazi do un@tenkroorganizama. Prema tome,
to je smrtonosna temperatura za ddres vrstu mikroorganizama. Jasno je éa
smrtnost biti véa ako je temperatura viSa. Vegetativni oblici bajde kvasci i plesni
izloZzeni temperaturi od 100°C brzo se uniStavajotda ne predstavljaju problem pri
termickom konzervisanju namirnice na ovoj temperat(ak i znatno nize temperature
(60 — 65°C) u trajanju 10 — 15 minuta uniStavajime mezofilnih vegetativnih
bakterija, kvasaca i plesni. Relativno su termatentnije vegetativneelije nekih

bakterija iz rodaMicrococcus, Streptococciigactobacillus(Veres, 2004; Sumié, 2009).

Za uniStavanje spora kvasaca i sporéine plesni dovoljna je temperatura 65 — 75°C u

toku 10 minuta. Jedino su izuzetak spore plesna Byssochlamy$B. fulvai B. niveg
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za cije je uniStenje potrebno 30 minuta na temperabdri85°C ili 5 minuta na 95°C
(Veres, 2004).

Treba istéi da svi mikroorganizmi jedne populacije iste vrste istim spoljasnjim
uslovima nisu podjednako otporni prema poviSenmjpieraturi. U sltaju velikog broja
mikroorganizama, usled ragliog genetskog potencijala i nejednakih faza
razmnozavanja, postoji verovatti@odace se né jedinke kojece preziveti uokiajeno

delovanje letalne temperature.

Obi¢no se smrtonosno delovanje neke poviSene konsteerierature oddelje na
osnovu broja uginulildelija u nekom konstantnom vremenu,dede u toku 10 minuta, i
to u ta&no definisanim spoljasnjim uslovima delovanja terapgre. Da lice neka
temperatura imati i u kojoj meri smrtonosni (letpkefekat zavisi od:

* visine temperature,

* duzine njenog delovanja,

* vrste mikroorganizama,

» stadijuma razvoja (prema temperaturi su otpomikroorganizmiije sucelije u lag-
fazi, tj. pre eksponencijalne faze razmnozavanja),

* koncentracije niikroorganizama,

* sastava okolnog medijuma (kbha vode, Sé&ra, masti, konzervansa) i

* pH vrednosti.

Vreme potrebno da bi se u potpunosti sterilisatpsnzija bakterijskilkelija ili spora na
zadatoj temperaturi predstavlja toplotno vreme isrtitermal death time — TDT).
Vrednost TDT zavisi od prirode mikroorganizama,jamjegovihéelija i faktora koji se

odnose na prirodu medijuma u kojem se odvija razvoj

Druga mera uniStavanja mikroorganizama je vremenudne redukcije (D vrednost).
Ova vrednost je vreme izrazeno u minutima kojegegbno za uniStavanje 908lija na
datoj temperaturi. Vrednost zavisi od prirode mdaganizama i karakteristika

medijuma.
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Pasterizacija koja inaktiviSe vegetativne mikrooigeme, i sterilizacija kojom se

uniStavaju bakterijske spore, ostaju osnove svilikileindustrija hrane Sirom sveta.

Zbog sporog prihvatanja koésnja zr&enja u industriji hrane u ¢ai zemalja, toplota

ostaje i dalje na mestu broj 1 u deaktivaciji maaganizama u hrarfPflug and Gould,

2000). Situacija se poinje menjati razvojem novih i naprednih tehnologkaje se sve

viSe promovisu u industriji hrane.

[1.1.2.2.Nove i napredne tehnologije &uvanja hrane

Tabela 2.6.Nove tehnike duvanja namirnica

Prirodni dodaci

Antimikrobne materije poreklom od Lizozim
Zivotinja Laktoperoksidaza sistem
Laktoferin, laktofericin
Antimikrobne materije iz biljaka Biljni i zac¢inski ekstrakti
Proizvodi mikroorganizama Nizin
Pediocin

Bakteriocini i proizvodi kultura

Fizicki procesi

Gama zréenje i zr&enje elektronskog
snopa
Elektroporacija
Visok hidrostatski pritisak
Kombinovano dejstvo ultrazvuka, toplot
i pritiska (manotermosonikacija)
Lasersko zréenje
Visoko magnetno pulsno zrenje
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Prirodni aditivi

Nekoliko prirodnih aditiva su u Sirokoj upotrebalgiela 2.6.). Na primer, beli lizozim iz
jajeta koristi se u katinama od 100 tona godiSnje da bi se &fprerasklijavanje
vegetativnihéelija Cl.tyrobutyricumiz spora u industriji sirevgHoover, 2000).

Aktiviranje laktoperoksidaza sistema pokazalo seiskom u proizvodnji mleka sa
produzenjem roka trajanja, u zemljama u kojima @sqgasterizacije nije mogel izvesti
nakon muZze i gde je slabo razvijen sistem hladrexgsporta.

Bakteriocin, nizin, koristi se sve viSe kako bi spre&io kvar nekih sireva, kao i
konzervisane hrane pod uticajem termofilnin spoajuéih bakterija Bacillus
stearothermophilus Cl.thermosaccharolyticunDanas je poznato i koristi se viSe od 40

drugih bakteriocina u industriji hrane.
Pronalazak novog prirodnog prehrambenog konzervansa BISIN

Dr O’Saliven je otkrio, izolowo i patentirao supsincu pozatu kao Bisin. Owj prirodni
lantibiotik (vrsta peptidnih antibiotika) moze bitijlk¢ za spre&avanje razvoja bkterija u
namirnicama. Rezultati ovih istrazivanja potuju ch uz jednostvnu primenu Bisina,

hrana moze d ostane ispravna godima.

Bisin je prirodni peptid koji seahazi u tankom crevu. Proizvodi se tokom simbioze
bakterija koje nastaju unat normalne crevne flore, potpaie varenje hine, a zn&ajnu
ulogu ima u borbi protiv Stetnih mirkoangizama. Dr O’Sliven je otkrio Bisin dok vrSio
istrazivanja n simbiozi ovih lkterija. On je mpomenuo neke izuzetne &lbsti &

drugim hntibioticima koji se koriste kao prehrambeni korvaersi.

Za pronalazak Bisina \azno je poznavanje prekursora Nisina, koji sé keristi u preradi
hrane kao konzerans vé viSe od 30 godiny kako bi se spré&la kontaminacija hane
gram-pozitivnim  lakterijama, Clostridium  Streptococcus i  Suphylococcus

Shodno tome, primena Bisina imala bi za cilj raayam-negtivnih bakterija.
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Pre proalaska Nisina, troanja hranom gram-pozitivnim bakterijama predstavljala su
veoma ozbiljan zdwvstveni problem. Veliki napredak ostvaren je uashblprehambenih
konzenanas, otkricem Nisina u bakteriji za fermentaciju sira. Sirguta, meso, gotova
jela tretimna Nisinom mogu poteneaino trajati nedelpma ili ¢ak mesecim. Epidemije
trovanja hranom, izazvane agn-pozitivnim bakterijama sptene su proglaskom i
masovnom proizvodnjom Nisina. Zato su danas jedirovanja h#nom uglavnom
uzrokovana gm-negtivnim bakterijama, amonelom iE. coli. Medutim, rast gam-
negtivnih bakterija je teZe sprdti, jer su zidovi njihovih¢elija sloZenije strukture. Nisin

ne Stiti protiv gam-negtivnih bakterija, te se huna i dalje kwari.

Otkrice Bisina kao prehrambenog konzervansa predstawjeoluciju u celoj
prehambenoj industriji, kao i veliku pobedu u borbi pwoE. colii salmonele. Nravno,
sveze voe i povike ¢e se i dlje kvariti. Bisin ne pogda kakterije koje nzlazu ove
supstnce. Metutim, meso, mléni proizvodi, pja i alkoholnma pié¢a tretirani Bisinom bte

dugotrajno zasteni od truljenja i kvarenjgHarrington, 2011).

Predviia se da bismo na trziStu mogli videti hranu taetir Bisinom najranije za godinu
dana, obzirom da je Bisin veomacsaln Nisinu prema obliku i funkciji, i neahteva
odobrenje od strane FDA (Food and Drug Administrgtiza proizvodnju. Jedino Sto
spre&ava Dr O’Slivena i njegov tim ka masovnoj proizvodnji Bisireu logistika
proizvodnje i mehnizmi tretiranja. Zbog toga se predai dace biti potrebno joS tri
godine da se hrana tretirana Bisinom Kmmapojavi na trziStu.U skom sliEaju, Bisin

najavljuje novu eru u konzerviranju hrafi@akocevic, 2011).

Stotine biljaka, z&na i drugih biljnih jedinjenja imaju antimikrobn@sobine u
laboratorijskim studijama (beli luk, origano, agp duSica, zalfija, i dr.). Njihova
aktivnost jecesto smanjena u hrani, zbog vezivanja aktivnihnjedia za proteine hrane
ili jedinjenja masti.

Hemijska jedinjenja koja po¢avaju osmotski pritisak uz smanjenje aw ispod nikoja
dopusta razvoj w@ne bakterija, se mogu koristiti kao bakteriostatlerimeri ovakvih
supstanci su so i &er.
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MikrobioloSka aktivnost prakino prestaje tek ako u namirnicama ima preko 20% sol
(iako neke halofilne bakterije podnose koncentuagdk i do 25% kuhinjske soli). To je
kolicina soli koja je sa senzorskog aspekta neprihvatlfPre upotrebe, ovakve namirnice
mora da se ispiraju vodom. Iz ovih razloga nije itiajgno da se namirnice trajno
konzerviSu samo dodatkom kuhinjske soli. Za trdfoozervisanje primenjuju se nize
koncentracije soli u kombinaciji sa kiselinama, gmjem ili nekim drugim zahvatom
(Sumié, 2009).

Patogene bakterije prestaju sa razmnozavanjenopaentraciji 8 — 9% NacCl, a trulezne
bakterije ne mogu da se razvijaju u sredini sa @r&R-12% soli. Kuhinjska so ne
uniStava bakterijske spore. Generalno moze da se da se koncentracijom soli 8-10%
inhibira klijanje sporaCl. botulinumatipa A; za tip E ova granica je oko Sf@eres,

2004).

Nove fizicke procedure

Ocekivano je da nove figke procedure obezbigju najefikasniju alternativu
dosadasnjem kowgnju toplote u procesimac¢avanja hrangBarbosa-Canovas i sar.,
1995). Neki od ovih procedura su &&1 komercijalnoj upotrebi, dok su drugi joS uvek

pod budnim okom istraziva i u toku su razvoja.

Visoki hidrostatski pritisak

Do sada je ovaj princip dobro uspostavljen kod rmeittke inaktivacije vegetativnih
oblika bakterija, kvasaca i plesni u hraniesto se naziva ,pasterizacijom pritiska*“.
Vegetativni oblici bakterija su generalno osetljna pritisak u domenu 400-600Mpa.
Postoje indivudalne i vrstne razlike u osetljivostzlicitin bakterija.

Namirnice koje se tako tretiraju su dzemovi, sokgwielivi i avokado umaci
(gvakamole). Prednost kod ovakvog procesa jestesalastanje makromolekula
(proteini, polisaharidi) u hrani u velikoj meri izmi pod uticajem pritiska, dok ima

mali uticaj na male molekule hrar@me se zadrzava miris i arome.
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Za sada, visoki pritisak se uglavnom koristi zanv@nje namirnica u kojima spore
nisu problem (jer je pH vrednost premala da bi sparerasle), ili koje séuvaju
ogranteno vreme na niskim temperaturama. Ogame proizilazi iz osobina
bakterijskih spora koje su mnogo tolerantnije ngtde pritiska, nego vegetativne
¢elije. Madutim, ustanovljeno je da se efekat postize singtffisn dejstvom pritiska

I poviSenjem temperature, za inaktivaciju spora.sBodogda, sa nekim do sada
nepoznatim razlogom, tako da pritisak predstavkmla za klijanje spora, a kada
isklijaju, one gube svoju sposobnost otpornosti toplotu i pritisak, tako da
kombinovanim dejstvom dva fidka procesa dolazi do deaktivacije
mikroorganizama. Takie, ustanovljeno je sinergigkio dejstvo pritiska i nizina.

Dejstvo pritiska se koristi u proizvodnji i nekiarmaceutskih sredstava (vakcine).

Ultrazvuk, mikrotalasna i visokofrekventna energija

Dugo je vé poznato da ultrazvuk visokog intenziteta inakew&getativne bakterije
i redukuje toplotnu otpornost spora. Efekat ultikev je povéan sa poviSenjem
temperatur¢Sala i sar., 1995).

Za konzervisanje u prehrambenoj industriji naj\@gekoriste

» frekvence od 915-2450 MHz u mikrotalasnom (UHF)

e 27,12 - 40,68 MHz u visokofrekventnom (HF) pogju

HF talasi imaju véu moguinost prodiranja u materijal, ali uz slabiji inteteti
zagrevanja nego mikrotalasi koji poseduju manju¢ rpeodiranja uz znatno e

intenzitet zagrevanj@Misijenovic, 2008).

Elektri éno praznjenje visokog napona (elektroporacija)

Elektroporacija je efikasan metod za inaktivaciggetativnin bakterija, kvasaca i

plesni, dok su spore mnogo tolerantnije.

Celijska membrana je jedna od najvaznijih struktkega kontroliSe homeostatske

mehanizme vegetativnibelija. Stoga nije iznerajuce da elektroporacija, koja je
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odgovorna za naruSavanje struktaedijske membrane ima tako efikasna dejstva na
vegetativnecelije. Prilikom elektroporacije koristi se elektragnjenje u trajanju od
samo nekoliko mikrosekundi, ali se viSe puta po@aptoces(Zhang i sar., 1995).
Time se izbegava preterano grejanje namirnice. &aimice kao Sto su mleko i

vocni sokovi, ova tehnika se moze upotrebiti za pasteiju.

Visok intenzitet svetlosti

Laseri i nekoherentni svetlosni snop ségioda se primenjuju radi dekontaminacije
povrSina na kojima se olifaje hrana, kao i za dekontaminaciju pakovanja ojkag
se drzati namirnica. Letalni efekat UV svetlosté¢ ye dugo poznat i u upotrebi je u
prehrambenoj industriji.

Potencijalni metod smanjenja mikroorganizama nar$ov pakovanja i hrane je
kori&enje intenzivne pulsirafe svetlosti. Pulsirajta svetlost je energija koja se
oslobaia kao kratka, brzo pulsiraja ,bela” svetlost Sirokog spektra koja moze da
steriliSe materijal pakovanja i smanji populacijikraorganizama na povrsini hrane.

Mikroorganizmi izloZeni pulsirajtoj svetlosti bivaju unisteni.

Blicevi pulsirajuiteg svetla nastaju kompresovanjem elékii energije u kratke
impulse i korigenjem ovih impulsa da se energizuje inertna gagakca. Sijalica
zatim emituje intenzivan bljesak svetlosti u tr@gand par stotina mikrosekundi.
Posto sijalica moze da bljesne nekoliko puta u sedkitsamo nekoliko bljeskova je
potrebno da bi se postiglo veliko uniStavanje mikganizama. Zbog toga linija za
obradu hrane moze biti veoma brza.

Prskanje sa acetilnom kiselinom pre tretmana mjigiom svetlodu dovodi do jos
vec¢eg uniStavanja patogena. Istrazivanja nisu otkidlgulsiraji¢a svetlost dovodi do

promene u pogledu hranljivosti ili osetljivosti hefMarriott i Gravani, 2006).
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Visok intenzitet impulsa magnetnog polja

Izlaganjem visokom intenzitetu oscilovanja magngtpolja ustanovljeno je da takvi
impulsi imaju razkite efekte na bioloSke sisteme. Vreme tretmanayedtno kratko
(oko 25ms) a jé@na polja se kré&e od 2-100Tesla, na frekvencijama izinue5-
500kHz(Misljenovié, 2008).

Radijacija

Kada se mikroorganizmi u hrani ozeaubrzanim elektronima (beta zracima) ili sa X-
zracima (ili gama zracima), logaritam broja prelitvge direktno proporcionalan
dozi zra&enja. Relativna osetljivost odiene vrste mikroorganizama koja je podlozna
odraienim uslovima je normalno izrazena kao pad krivezelih. Dobija se kriva
log10 onih koji su preziveli zéanje, koja je suprotna dozi Zemja i D zr&enju ili
D10 vrednosti koja se moze uporediti sa t¢kom D vredno&u. D10 vrednost se
definiSe koltinom zr&enja u radijanima (erg energije za 100 g matejijatga je
potrebna da se smanji populacija mikroorganizamdl dag (90%). Destruktivni
mehanizam zggnja nije u potpunosti razjasnjen. Smatra se danje izazvana
inaktivacijom ¢elijskin komponenti i energijom koja je apsorbovanéeliji (Sumic,

2009).

Budwi da ozrd&ivanjem namirnice ne dolazi do poviSenja niti snjastemperature,
ova metoda poznata i pod nazivom ,hladna pastej@aii ,hladna sterilizacija“,
omoguuje tretiranje prethodno smrznutih i konfekcioniranamirnica(Misljenovic,

2008).

Za konzerviranje namirnica dozvoljeno je upotreldjaelektrone iz akceleratora, x-

zrake i samo gama-zrake iz izotopa 60Co i 137Cs.

Upotreba jonizujteg zr&enja, gama zt@nja i X-zr&enja koristi se Sirom sveta, u

viSe od 40 zemalja radicovanja namirnica. Dozvoljene doze seckrelo 10 kGy,
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mada je nedavno Svetska Zdravstvena organizacijHlQ@Wpotvrdila da niti
koris¢enje veéih doza zréenja nema toksikoloskih i drugih opasnosti ¢mveka.
Tehnologija je relativno jednostavna za prime@asto se koristi za prevenciju od
trovanja hranom putem eliminacije patogenih bajadtao Sto sutBalmonella sppi

Campylobacter spfPatterson i sar., 2000).

[1.1.2.3. Sterilizacija materijala koji dolaze u kontakt s hranom

S obzirom na vaznost petnog broja mikroorganizama na ambalazi, potreb:o |
preduzeti i odgovarage mere (tokom proizvodnje, transporta i skladi&grako bi

njihov broj bio Sto nizi.

U tu svrhu provode se tri glavna postupka, pojettindli u kombinaciji, za sterilizaciju

ambalaznih materijala: ztanje, hemijski i terngki tretman(Veres, 2004).

Sterilizacija ambalaZze ztanjem

Sterilizacija UV-zrégenjem

Ultravioletno (UV) zrg&enje talasnih duzina od 250 do 280 nm ima najlatdjevanje na
destrukciju mikroorganizama (tzv. UV-C podje), s optimalnim delovanjem na 253,7
nm. UV-C zr&enje se smatra zadovoljavéjm u sistemu asegthog punjenja proizvoda
uz uslov da je ozezni materijal gladak, otporan na UV zrake i bezsuymosti¢estica
prasine. Takde je vazno da je intenzitet 2emja jednolik i adekvatan za sterilizaciju
unutar cele ambalazne jedinice koja moze biti slogeoblika. UopSteno, ovaj se

postupak komercijalno koristi u kombinaciji s vodeperoksidom.

Sterilizacija IR-zraenjem.

Infracrveni (IR) zraci se konvertuju u osetljivuptotu pri dodiru s apsorbirajom

povrSinom, Sto rezultira po¥anjem toplotne povrSine. Kao i kod UV-zZemja i IR-
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zr&enje je primenljivo samo na glatke i ravne povrSiiRe zra&enje se koristi za
tretiranje unutrasnje povrSine aluminijumskih pgdoa prevéenih plasitnim
materijalom. Zbog modieg mekSanja plastiog laka, maksimalna temperatura ne sme

preci vrednost od 140°C.
Sterilizacija jonizujdim zratenjem.

Sterilizacija gama zracima, kobalta 60 ili cezijud89 koristi se za sterilizaciju
unutrasSnjosti zatvorene (ali prazne) ambalazéinfeme od materijala koji ne podnose
temperaturu ternmike sterilizacije, ili kod kojih se klasma sterilizacija ne moze provesti
zbog samog oblika ambalaze. Na taj s&manoze sterilisati plastha vreica izraiena
od laminata (tip vréce unutar kartonske kutije, bag-in-box sistem)radijacionom
dozom od 25 kGy ili viSe, koja se pokazala delateon za postupak sterilizacije. Tale®
je mogue primeniti niskoenergetski (100 keV) elektronskiog velike povrSine za

sterilizaciju povrSine ambalaze i ambalazne je@ifitujkovic, 2007).

Sterilizacija ambalaze toplotom

Sterilizacija ambalaze zgsnom parom. Najpouzdaniji &ia sterilizacije je nesumnjivo
primena vlazne toplote u obliku zésne pare. M&utim, postoje tri glavna problema.
Kako bi se postigla dovoljno visoka temperaturateailizaciju unutar nekoliko sekundi,
para (a samim tim i ambalaza s kojom dolazi u Kdhtmora biti pod pritiskom, Sto
zahteva upotrebu komore pod pritiskom. To je pmabpem. Drugi problem je Sto se
vazduh, koji ulazi u komoru s ambalazom, mora ukipmace ¢e uticati na prenos
toplote s pare na povrSinu ambalaze. ¢ifrproblem je kondenzacija pare tokom

zagrevanja koja se moze zadrzati unutar ambalatfeati na razréenje sadrzaja.

Uprkos navedenim nedostacima, Zasa se para pod pritiskom koristi za sterilizaciju
plastcne ambalaze. Tako se, na primer, neposredno nakdkowanja (metodom
dubokog izvlgenja), plastine ¢asice od polistirena i poklopac podvrgavaju utigague
pri 165°C i 600 kPa u toku 1,4 sekundagica), odnosno 1,8 sekundi (poklopac). Pri
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tome se vanjska stran@mSice istovremeno i hladi. Takav proces postizaikeijsko
vreme za sporBacillus subtilis od 5 do 6D.

Sterilizacija ambalaze véim vazduhom. Ovaj ri@n sterilizacije ima prednosti jer se
visoka temperatura moze pd@stipri atmosferskom pritisku. Sterilizacija \Gim
vazduhom, pri temperaturi od 315°C, najviSe se skitai za sterilizaciju laminata
papir/alu-folija/plaséni materijal, pricemu se temperatura povrsine od 145°C postizala

za 180 sekundi. MRitim, ovaj je sistem uglavnom pogodan za kiselézpoule, pH<4,5.

Sterilizacija ambalaze véim vazduhom i parom. SmeSa veg vazduha i pare koristila
se za sterilizaciju unutrasnje povrsidaSica i poklopaca od polipropilena, koji su
termicki stabilni do 160°C. Ovim se postupkom #&ruvazduh uduvava wasice

mlaznicama, tako da se dno i zid¢asice podjednako zagrevaju.

Sterilizacija ambalaze ekstruzijom. Tokom postugkatruzije plastinin granula, pre
oblikovanja plastike u ambalazni oblik, postizueeperature od 180 do 230°C u toku tri
minute. Kako raspodela temperature unutar ambatéjge podjednaka, nije mogda
osigurati dace sve cestice posti minimalnu temperaturu i potrebno vreme za
sterilizaciju. Prema literaturnim podacima postupkekstruzije postize se redukcijsko
vreme mikrobnih spora od 3,4D. Zato se ovaj postupeeporduje za sterilizaciju
kiselih proizvoda s pH<4,5. Za proizvode s pH>4tBppriuje se, za koekstrudiranu
ambalazu, dodatna sterilizacija s vodonik-peroksidd smeSom perstetne kiseline
(Vujkovié, 2007).

Sterilizacija ambalaze hemijskim postupcima

Sterilizacija ambalaze vodonik-peroksidom.

Letalni winak vodonik-peroksida (0,) na mikroorganizme (uklpujuéi i
termorezistentne spore) poznat j€ deigo godina. Méutim, joS uvek nije poznat stvarni
mehanizam smrtnosti rezistentnih spora. Budia ni koncentrovani rastvor peroksida,
pri sobnoj temperaturi, nema zagan destruktivni &nak, potrebna je minimalna
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temperatura od 80°C i minimalna koncentracija o&o3fa bi se postigao destruktivni

ucinak na véinu rezistentnih spora na ambalaznim materijalima.

Kako postoji niz nepoznanica koteéhja peroksida, teSko je predvideti Einke
sterilizacije odgovarajiom kombinacijom koncentracije peroksida i tempesatdako
je, na primer, 4D redukcija postignuta tretmanomdaeske ambalaze u 20% rastvoru
peroksida pri 80°C tokom 15 sekundi; smanjenjemckalracije peroksida na 15%
poveava se i potrebno vreme oko 50%, dok smanjenje e¢estyre za 10°C povava
potrebno vreme 70%. Proizlazi da se uslovi statije ambalaze peroksidom, pre
asepttnog punjenja, uglavnom odfaju iskustveno. FDA (1981) je postavila pravila po
kojima prisutnost peroksida u hrani ne sme bitiaved 100 ppb (100 delova u 109) u
trenutku punjenja proizvoda, te se mora smanjitpnblizno 1 ppb za 24 sata. No kako
se peroksid u hrani ne moze precizno izmeriti zpdgutnosti redukcionih jedinjenja
koja ga brzo eliminiSu, potrebno je njegoviegimu koncentraciju odrediti u ambalazi

napunjenoj vodom.

Kako se postupkom sterilizacije, samo uz primenuoksda, ne moze sterilisati

ambalazni materijal, razvijeno je niz metoda kapsgesuju delotvornost peroksida.

Sterilizacija ambalaze potapanjem u vodonik perbkiiod tog se postupka ambalazni
materijal odmota sa svitka i prosei kroz 30-33% rastvor peroksida. Pri tome se Korist
sredstvo za navlazivanje koje osigurava ravnomeviazenje povrSine plastiog
materijala hidrofobnog karaktera. Meh&im se postupkom smanji keéiha
peroksidnog rastvora, a adherentni film se potosi gplim vazduhom. Postupkom se
postize redukcija mikrobnih spora od 4 do 5D. \&ijom te metode, koja ukijuje
mehanéko ciS¢enje povrSine ambalaze rotirgjon ¢etkama sterilnim vazduhom pod

pritiskom ili ultrazvukom, postize se daljnja redija spora od 2 do 4D.

Sterilizacija ambalaze rasprSivanjem vodonik pddz&ksOvim se postupkom peroksid
rasprSuje mlaznicama na oblikovanu ambalazu¢griu se, zbog hidrofobnog karaktera

plastike, 30-40% unutrasnje povrSine prekrije kepipa. Peroksid se potom susi toplim
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vazduhom. Brzina smrtnosti zavisi od zapremine pgi kse nanosi peroksid (&ee
zapremina zahteva duze vreme suSenja) i temperatuteg vazduha. Noviji postupci

ukljuéuju primenu smese véag vazduha (130°C) i gasovitog peroksida.

Sterilizacija ambalaze ispiranjem u vodonik perdisiUkoliko oblikovana ambalaza ima
oblik koji nije pogodan za primenu postupka steaitije rasprSivanjem peroksida,
primenjuje se postupak ispiranja u peroksidu ilinnesi peroksida i pergatne kiseline.

Nakon rasprSivanja ambalaza se ocedi i potom suginv vazduhom. Ovaj se postupak

koristi za sterilizaciju staklene, metalne i plasé (oblikovane duvanjem) ambalaze.
Sterilizacija ambalaze peroksidom i kombinacijom kP&€enja i toplote.

Kombinacijom UV zrdenja i vodonik-peroksida postize se sinergistucinak. Pri tome
UV zratenje dovodi do raspadanja peroksida u hidroksikedadUkupni letalni @inak je
veci od sume tinaka peroksida i zegnja pojedin&no, dok se optimalnidinak postize

primenom relativno niske koncentracije peroksidh@®b do 5%).

Tako, na primer, postoje istrazivanja u kojima jart&nska ambalaza, namerno
kontaminirana sporamB.subtilis tretirana 1% otopinom vodonikova peroksida i poto
zratena 10 sekundi UV zracima visokog intenziteta. &get n&in postignuta redukcija
od 5D kod materijala pre¥anog polietilenom i 3,5D kod laminata sastava pitdie/alu-

folija.

U sterilizaciji ambalaz€esto se koristi kombinacija UV zZfenja i peroksida. Prednost
takve kombinacije je korégnje nize koncentracije peroksida (manje od 5%praienju
sa 30-35% kod metode u kojoj se koristi perokskbmbinaciji s toplotom. Pri tome se
zna&ajno smanjuje i kontaminacija peroksidom, ne samaduha, vé& i ambalazne

jedinice.
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Sterilizacija ambalaze per&atnom kiselinom.

Persitetna kiselina nakito je delotvorna prema sporama aerobnih i anaénobn
bakterija. Dobija se oksidacijom &atne kiseline i vodonik-peroksida, pa rastvor koji
sadrzi persttetnu kiselinu i vodonik-peroksid postaje delotvonaa rezistentne spore
bakterija ak i pri 20°C. Tako, na primer, 1% rastvor elimaigeinu (10-10°)
rezistentnih spora kroz pet minuta pri 20°C, doka@tporniji méu njima eliminiSu za
60 minuta. Maksimalna primenjena temperatura j&C4@°vreme sterilizacije je pet puta
krace.

Sterilizacija ambalaZze etilen oksidom.

Etilen oksid je toksini gas koji moze penetrirati kroz porozni materijph se moze
koristiti za prethodnu sterilizaciju ambalaznih srgala s papirnom/kartonskom
osnovom. Zbog svoje toksiosti, slozene ambalazne {tose prethodno steriliSu, pri
cemu se omoguwije uklanjanje gasa pre otpremanja ambalaze naomashjenja

(Vujkovié, 2007).

Provera postupka sterilizacije

Postupak sterilizacije ambalaznog materijala pravar se inokulacijom povrSine
materijala na smotku;asici ili poklopcu s odgovarajom koncentracijom ispitivanog
mikroorganizma. Takva se analiza provodi na koneréim SarZama, priemu se
gotova ambalaza napuni odgovataj medijumom za rast i inkubaciju. Pri tome se
uzima najmanje 100 ambalaznih jedinica. Najapaji faktor koji utice na uspesSnost
testa je odabir odgovar&gg organizma. Potrebno je voditcuma i o tome kojice se
prehrambeni proizvod pakovati u takvu ambalazu.
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[1.1.2.4. Aktivha ambalaza

Prema Odredbi Evropske Unije o materijalima i pretima koji dolaze u dodir s hranom
koja je stupila na snagu 2004. godine (Regulati®@512004), dopusteno je uienje
.aktivne® i ,inteligentne” ambalaze, doke dodatni zahtevi biti propisani speéifim

merama koje&e ukljwivati i pozitivnu listu dopusStenih supstanci ifliaterijala.

Pod pojmom ,aktivha® ambalaza definiSe se matekjgl je konstruisan na & da
otpusSta aktivhe komponente u hranu ili ih apsorlujgrane s cillem produzenja trajnosti

ili odrzavanja ili poboljSavanja uslova pakovafgagq i sar., 1995).

Navedeni novi tipovi ambalaze ne smeju menjatissait organoleptika svojstva hrane
ili rezultirati informacijama koje bi mogle zavargotros&a. Aktivha ambalaza ne sme

sadrzavati supstance s namerom prikrivanja prdoes@nja hrane.

Takva ambalaza mora sadrzati informaciju o sigurniosspravnoj upotrebi aktivne
ambalaze. Tom odredbom su tdkaitvideni zahtevi za ozravanjem porekla i krajnjeg

odredista.

Tradicionalni ndin pakovanja (pasivno pakovanje), s obzirom na&imadlistribucije i
skladiStenja proizvoda, ima svoja ogr@amija u zastiti proizvoda. Zahtevi za péarjem
trajnosti proizvoda, te negativan stav potteSgrema konzervansima doveli su do

razvoja aktivhog pakovanja.

Aktivha ambalaza stalno menja propusnost zbog kuraeje razititih isparljivin
supstanci odnosno gasova u vazdusSnom prostoru gajoiznad samog sadrzaja ili zbog
dodataka antimikrobnih supstanci, antioksidanatadrligih supstanci koje odrzavaju
dobar kvalitet proizvoda tokom skladiStenja. Takwabalaza naziva se joS i interaktivha
budwi da dolazi u aktivnu interakciju s hranom. Ciljti=kog, odnosno interaktivhog
pakovanja je obezldezanje uslova za produzenom trajdoshrane tokom skladistenja.

Za aktivno pakovanje koriste se sredstva za ukigajgiseonika, apsorpciju ili razvijanje
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ugljen-dioksida, izréivanje etanola, apsorpciju etilena i apsorpcijugel@Cuq i sar.,

1995).

Supstance koje vezu kiseonik

Za ovu namenu sve se viSe koristi metoda tzv. e vre&ica®, a najrasireniji su
apsorbensi kiseonika. To je pege gvode prah ili jedinjenje gvaie (ll) jona koji se

stavljaju u ambalaznu jedinicu u zasebnogiaie

Materijal za vréice izrazito propusta kiseonik i vodenu paru tako shdrzaj vréce
reaguje sa kiseonikom stvaréjunetokséni gvoaie oksid. Ambalazu koja sadrzi takve
vrecice karakteride niska propusnost kiseonika (<2&mfdbar). Te uslove zadovoljava
PVDC, a tim nginom pakovanja koncentracija kiseonika se smamajé.00 ppm i to u
toku 1 do 2 dan&uvanja i kao takva se zadrzava tokom celog razdqiidvienog za
odrzivost proizvoda (uz uslov da nije doSlo do é&Stga ambalaze). Najpoznatiji tipovi
takvih vre&ica su ,ageless” i ,freshilizers” koje se komerbija proizvode u Japani@uq

isar., 1995).
Supstance koje reguliSu udeo ugljendioksida

Supstance koje reguliSu udeo ugljendioksida proghjpaodrzivost proizvoda svojom
mikrostatskom aktivnd@® i smanjenjem respiracije. Koncentracija gasa eguliSe

aktivnim ili pasivnim nainom. Dodatak gasa se moze provesti njegovimiemgm u

ambalaznu jedinicu, pre zatvaranja ambalaze ilvifaziem gasa tokom skladiStenja.
Smanjenje CQ se reguliSe apsorpcijom ili propustljives kroz ambalazni materijal.
Slicno kao i kod uklanjanja kiseonika, i tu je moéguyprimena vréca koje sadrzavaju
sredstva za uklanjanje GQU tom se sléaju koristi kalcijum hidroksid koji reaguje sa

ugljendioksidom (pri dovoljno visokoj relativnojaai) uz nastajanje kalcijum karbonata.
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Supstance koje kontroliSu udeo etilena

Etilen (GH,), predstavlja prirodni biljni hormon koji ima stiédju ulogu u odvijanju
procesa ,starenjatak i pri vrlo malim koncentracijama (0,1 ppm). Apsensi etilena
pomazu odgdanje faze ,starenja“ nekih vrsta da Etilen se moze ukloniti
provetravanjem, apsorpcijom pogodnim hemikalijamana ( primer kalijum

permanganatom ili aktivnim ugljem) ili se moze wmi®zonom(Cugq i sar., 1995).

Supstance koje kontroliSu udeo vlage

Promene kvaliteta proizvoda zbog vezanja vlage citg@ su kod higroskopnih
proizvoda, dok kod drugih proizvoda gubitak viagevaddi do nezZeljenih promena ne
samo zbog gubitka kvaliteta, & zbog ekonomskih razloga. Od supstanci koje vezu

vlagu nage&e se koristi netok&ni i nekorozivni silikage{Cuq i sar., 1995).

Supstance koje oslobdaju pare etanola

Dokazano je da etanol inhibira rast mikroorganizamialiko se rasprSi na povrSinu
prehrambenog proizvoda pre pakovanja. Bak¢e u@eno da je potrebno primeniti

manju koltinu etanola kod proizvoda sa nizom vredhogktivnosti vode.

Za pakovanje pekarskih proizvoda generatorima édanageXe se koristi lakirani

PVDC, poliester folije lakirane PE ili s obe strgmevitene PVDC (50 — m) lakom.

Ispitivanja komercijalne upotrebljivosti ,ethicaptecica kao alternative pakovanju pod
zastitnim gasom dala su najbolje rezultate u predw trajnosti delondno pe&enih

pekarskih proizvoda.

Poseban primer aktivne ambalaze je ambalaza kdj&isantimikrobni pokazatelj koji
kontroliSe unutraSnjost hrane i uslove unutar aaital Antimikrobna ambalaza moze
inhibirati rast mikroorganizama, smanijiti kontangia i odrzati mikrobioloSki kvalitet
upakovanog sadrzaja. Antimikrobne supstance se nrdguporirati u ambalazu ili se

mogu ndi u prevlakama ili se hemijski imobiliziraju. Akinst im se ogleda polaganim
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otpuStanjem i penetracijom u upakovani sadrzaySewvajiéi tako svoju funkciju(Cuq i

sar., 1995).

[1.1.2.5. Pametna ili inteligentna ambalaza

Pod ,inteligentnom*“ se ambalazom podrazumeva njatdwji dolazi u dodir s hranom i

koji ujedno ukazuje na stanje upakovane hranejteig@rmaciju o svezini proizvoda.

Kod inteligentne ambalaZze je prisutan spoljasShjiniutrasnji pokazatelj ponéa kojeg se
odreiuje kvalitet proizvoda. Tigni primeri ,inteligentne* ambalaze sadrze pokazatel
vremena i temperature koji séwiscuju na povrSinu ambalaze. Na ideéan n&in se
mogu upotrebiti i pokazatelji prisutnosti kiseonikagljendioksida. Postoje i pokuSaji
upotrebe pokazatelja razvoja kvarenja proizvodaregjguju sa isparljivim supstancama
nastalim u hemijskim, enzimskim ili mikrobnim regkma razgradnje (interaktivni

Jnteligentni pokazatelji).

Svrha takvih pokazatelja je promenom boje ukazipeali doSlo do promene kvaliteta pre
samog poetka kvarenja proizvoda. Pokazatelji temperatur@zuju (najege u obliku
mehantke deformacije, promene boje ili migracije boje)toplotna opter&nja kojima
je upakovani proizvod izloZen u distribucionom lantJ tom sldaju postoje dva tipa
pokazateljgVujkovic, 2007):

« kontinualno registrovanje promene temperature
(pokazatelji tipa vreme-temperatura) i
+ registrovanje ekstremnih uslova tj. da li je pradbio izlozen viSim ili nizim

temperaturama od kritne temperature (pokazatelji temperature).

Komercijalni pokazatelji tipa vreme-temperatura KaioniSu na osnovu hemijske

difuzije, reakcija polimerizacije ili enzimatskibakcija.

Ti su indikatori najeXe celo vreme aktivni te ih stoga trebavati ispod krittne

temperature ili ih je potrebno ftdi aktivirati. Danas se eradi na novim pokazateljima
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koji se mogu sami aktivirati, Sto omagye njihovocuvanje pri sobnim uslovima. Nelo
delovanja pokazatelja kiseonika i ugljendioksidangeosnovi promene boje uzrokovane
hemijskim ili enzimskim reakcijama. N#Xe dolaze u obliku etiketa ili tableta, a
najveta prednost njihove primene je Sto pokazuju kvalipgikovanog proizvoda. Naime,
nije potrebno otvaranje ambalaze da bi se proveraitet. Takale postoji i mogtnost
kontrolisanja nezeljenih mikroorganizama ugradnjoifn previacenjem kvaterne
amonijumove soli. Naime, deno je da bakterijske kulture ugibaju nakon 3 ddada
ukoliko se nanesu na povrSinu metala, kao Sto gbrer bakar ili nepredzni nikal
(Vujkovic, 2007).

U ovoj kategoriji ambalaze posebno mesto zauzimakienski papir‘. Ré& je o
tehnologiji papirnog tankog displeja, savitljivogelativno jeftinog, koji bi mogao da se
koristi umesto klagnih nalepnica u svakoj vrsti pakovanja i ambal&Zea tehnologija
mogla bi da u kratkom roku ambalazu potetda proizvoda pretvori u digitalni medijum
svetlucave grafike i teksta koji prikazuje cenegedjalne ponude sa primamljivim
slikama koje trepere na minijaturnim flet ektgiima debljine hartije, 5to bi bio poseban

mamac za najméee kupce.

Displej je sd&injen od polimernih fotohromnih materijala, i moda prikazuje digitalni
tekst i slike zahvaljujti elektrohemijskoj reakciji i uz ponéaniskovoltnog punjenja. Kad
nema strujnog punjenja, elektronsko mastilo je digvo. Izvor energijecine ultratanke
baterije, dok trake elektronske memorije pohranjsiike. Trenutno problem nije u
tehnologiji, vé u ceni, koja dostize i 40 dolara po kontadod nekoliko kvadratnih

centimetara.
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[1.1.2.6. Zaklju ¢éak o savremenim ndinima pakovanja prehrambenih
proizvoda

Prema trziSnim pokazateljima industrija ambalazé&rgautno jedan od najbrze rastu
industrijskin sektora, posebno u prehrani, koja tseEvropi ozn&ava najvéim
proizvodnim sektorom vrednim 1100 milijardi dolafaeneralno, poslovanje vezano za
ambalazu iz godine u godinu postaje své benis: za 2007. godinu njegova vrednost je
procenjena na 470 milijardi dolara sa ptwsen stopom rasta od 3,5 procenata godisnje.
Procenjuje se dée u 2014. godini vrednost trziSta ambalaze dioskoro 600 milijardi

dolara.

Ovedinjenice ukazuju na veoma brzi napredak indusaijgalaze i u tehtkom smislu.
Neprekidno se pronalaze novi ¢évd pakovanja, koji udovoljavaju sve strozijim
zahtevima kupaca. Neophodno je obezbediti proizeddkvara, ali i obezbediti i Sto
manje izlaganje hrane nepozZeljnim promenama u fmkacesa proizvodnje. Ovo je
moguwe samo ako su svect® procesa veoma strogo kontrolisane, a sam proces
pakovanja predstavlja jednu od ktitih faza procesa dobijanja zdravstveno bezbednog

konanog proizvoda. Ove uslove magije ispuniti aseptnim pakovanjem.

S druge strane, tezi se poststo duza trajnost proizvoda bez negativhog dicag
kvalitet, 5to se postize MAP pakovanjem. ProSimgu funkcionalne osobine ambalaze.

Tako na svetskom trziStu sve¢ueprimenu imaju inteligentna i aktivna ambalaza.

S obzirom na velinu sredstava koja se ulazu u industriju ambalak®emo oekivati
veoma brz dalji napredak sistema pakovanja. Sateskog stanoviSta osnove smernice
napretka sistema pakovanja su: postizanje Stotkwajeg proizvoda, odnosno Sto manje
izmenjenog u odnosu na polaznu sirovinu, i obéebg dobijanja zdravstveno

bezbednog proizvoda.
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[I.2. Meso, meso riba i zn&aj mesa u ishrani ljudi

Pod mesom se podrazumevaju sirovi ili pdera delovi zaklane stoke: goveda, konja,
svinja, ovaca, koza, zivine i divja i riba i morski plodovi koji se upotrebljavajlaz

ljudsku ishranySimi¢ B.,1998, Novakovic i Mirosavljev, 2005).

Zaskujuéa ma mesa je vrlo velika, ali stepen iskoristljivostjenuvek isti. Sto je vise
belartevina, a manje masti i fascija (opne @i meso se bolje vari i iskoégva, a Sto

je viSe masti i fascija ono se duze zadrzava ucikelkoliko ¢e se meso zadrzati u Zelucu
zavisi ne samo od vrste &#eod n&ina pripremanja.
Tako na primer, kuvano meso mladih Zzivotinja i
ptica se ohkino zadrzava u zelucu do &sa, a
masno, soljeno i dimljeno, kao i przeno meso moze
ostati preko 5 safiMarsden, 2002).

Meso predstavlja vazan izvor bioloSki vrednih
proteina, gvoda (hem-gvoda koje se bolje usvaja od strane naSeg organiztiiéa,
bakra i vitamina B,. Svi navedeni sastojci nedostaju namirnicama dugjjporekla. Meso
sadrzi dosta fosfora Sto & na kombinaciju sa drugim namirnicama, tj. mestdr
kombinovati sa hamirnicama koje sadrze manje fasfkako bi se omodia apsorpcija

gvozia i drugih mineralnih komponenti i oligoelemenata.

Meso peradi, a naédo crveno meso sadrze manje iliceekolicine masti, pre svega
zastenih masti, zatim fosfolipide, holesterol, oksida®@ proizvode holesterola i
liposolubilne vitamine. Sto je meso manje masn®ddrzi vise belatevina (Trbovic,

2004-05).

Ugljeni hidrati se u mesu nalaze u vidu glikogenaeznatnim koliinama, pa su bez
energetskog ziaja, ali uttu na kvalitet mesa u toku tzv. faze sazrevanja megan
klanja.
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Meso se mora podvrgavati dejstvu toplote da bicsaila ukusnijim i lakSe svarljivim,
ali u toku termtke obrade nastaju i promene koje smanjuju biologkainost mesa. Pri
termickoj obradi mesa dolazi do promene boje, smanjeajaremine i tezine, meso
postaje kompaktno i krto. Koagulacija belewina odigrava se na temperaturi od 60 -
63°C. Prema tome kada je temperatura postignutasiediSnjim delovima komada,
narcito ako su u pitanju veliki komadi mesa, onda segenematrati da je meso dovoljno

termicki obraieno.

Energetska vrednost najviSe zavisi od sadrzajainmastemu, a zatim od sadrzaja
proteina. Masna mesa su katmija, ali imaju manju bioloSku vrednost. Meso peiaelz
koZe ima manju energetsku vrednost t@oobelo meso brojlera (tovljeni péii) i ¢urete
meso. Zato u ishrani treba odabrati posnija mesaSka su meso zivine i meso mladih

Zivotinja (junetina, teletina).

Zbog svog nutritivnog sastava meso u ishrani teebalda bude zastupljeno 10-13% od

ukupne energetske vredno@ttbovic, 2004-05).

[1.2.1. Meso riba — zna@aj u ishrani ljudi

Riba je odléan izvor bioloski vrednih proteina, liposolubilmifitamina i minerala, ali je
nedovoljno zastupljena u ishrani ljudi. Meso ribavisoke nutritivne i bioloSke vrednosti,

lako je svarljivo.

Sastavljeno je od bioloski vrednih proteina, kogedkteriSe povoljan odnos esencijalnih i
neesencijalnin aminokiselina. Meso ribe u mnogirml@ma predstavlja dominantan
izvor proteina. Progan sastav proteina u mesu ribecerse od 12-24% ili progeo oko
18% (Cvrtila i Kozacinski, 2006). Riblji proteini se dele u 3 grupe : strukturalfaétin,
miozin, tropomiozin) 70-80% &eXa, sarkoplazmatske (mioalbumin, globulini, enzimi)

25-30% @e&a i vezivno-tkivne proteine (kolagen) sa oko 38é%ia (Huss, 1995).

Od osnovnih sastojaka mesa ribe, najviSe varirazapdnasti koja je razlita kod

razlicitih vrsta ribe, kao i kod iste vrste riba zavismbsezone lova, ishrane, starosti, pola
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i polnog ciklusa ribe. Masti riba sadrze polinezase omega-6 masne kiseline i omega-3
masne kiseline. Na&do bogate ovim kiselinama su skusSa, haringa, sydaha, bakalar,
beli amur, beli i sivi tolstolobik, jezerska paskani losos. Koeficijent svarljivosti masti

sveze ribe, zamrznute i dimljene ribe iznosi | A®&qBaltic i Tadic, 2001).

Tabela 2.7.Esencijalne aminokiseline u proteinima réietig porekla(Huss, 1995)

Aminokiseline Riba (%) Mleko (%) Govedina (%) NETERC)

Lizin 8.8 8.1 9.3 6.8
Triptofan 1.0 1.6 1.1 19
Histidin 2.0 2.6 3.8 2.2
Fenilalanin 3.9 5.3 4.5 5.4
Leucin 8.4 10.2 8.2 8.4
Izoleucin 6.0 7.2 5.2 7.1
Treonin 4.6 4.4 4.2 55
Metionin-cistin 4.0 4.3 2.9 3.3
Valin 6.0 7.6 5.0 8.1

Meso ribe ima nizak sadrzaj holesterola (50-75md0fyg). Meso ribe sadrzi i neznatne
koli¢ine ugljenih hidrata u obliku glikogena i visok sz vode (60-80% od ukupne
mase)(Sosa, 1989). UopSte je masnije meso ribe uz glavu, a manje mako repa.
Koli¢ina masti u pojedinoj ribi vazno je zbog kalorijejé oslobda, ali od nje zavisi i
n&in pripreme ribe. Masnu ribu treba kuvati iligp@a Zaru, sa 5to manjecaaa, jer se

polinezastene masne kiseline na tagimanajvise séuvaju u svom prirodnom obliku.

Energetska vrednost mesa ribe zavisi od¢kui masti. Sadrzaj masti radtih vrsta riba

se krée od 0.5 do 22%rarr, 1954). 1zvrSena je podela riba na: posne ribe (sa machje
5% masti) — osli, zubatac, iverak, Skarpina, singrge, Stuka, pastrmka; polumasne
ribe (sa 5-10% masti) — srdela, bakalaguim ugor, cipal, sitha bela riba, beli amur,
deverika, tolstolobik, jesetra, klen; masne rikee (e od 10% masti) — skuSa, papalina,
haringa, losos, tuna, som, Sar@Bylti¢ i Teodorovic, 1997). Postoje i tzv. visokomasne
vrste riba (tovljeni Saran, jegulja, diga) koje gomilaju mast u potkoZznom masnom tkivu

(Lambasa i sar., 2005).
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Ribe su odian izvor mineralnih materija i to najviSe fosfotelijuma, kalcijuma,
natrijuma, a morske ribe i jodaak 100 puta v&a koli¢cina joda nego u mesu sisara) koji
je potreban za sintezu hormona Stitne Zlezde. Xiswkog sadrzaja fosfora, meso ribe se
preporduje u ishrani ljudi pri pojganom psihofizikom naporu i osobama koje se bave
intelektulanim radonfLambasa i sar., 2005). Meso riba sadrzi viSe neorganskih materija
nego meso sisara. Kéina neorganskih materija je izthe 1.0-1.5%. Riba je ziajan
izvor i selena, koji je neophodan u aktivnosti mihognzima, odrzavanju funkcije
imunog sistema, reprodukciji, metabolizmu vitamikai regulisanju rada tireoidne

Zlezde.

Tabela 2.8 Sadrzaj minerala u ribljem meftuss, 1988)

Element Prose’na vrednost Raspon vrednosti
(mg/100q) (mg/100g9)
Natrijum 72 30-134
Kalijum 278 19-502
Kalcijum 79 19-881
Magnezijum 38 4.5-452
Fosfor 190 68-550

Od hidrosolubilnih vitamina u mesu riba su prisutniamin By, B, niacin, pantotenska
kiselina, a od liposolubilnih vitamin A, vitamin vjtamin E i vitamin K. Koncentrat
vitamina A i D je riblje ulje, koje se dobija iztfemorskih riba hladnog mora. Kélha

vitamina grupe B je sina kolini ove grupe vitamina u godem mesu. Vitamin E je u

velikoj kolicini prisutan u nekim vrstama riba kao Sto je pak&m

miSi¢nih vlakana. Misii ribe sadrze manje vezivnog tkiva od rdégistoke za klanje, pa
se samim tim meso ribe brze i lakSe resorbuje ivimak koeficijent svarljivosti koji je
uslovljen malom koliinom kolagena i neznatnom k&ihom elastina. Zato se meso riba
lako i brzo kulinarno priprema, a varenje u digesdim traktu traje 2 do 3,5 sata, za
razliku od mesa kopnenih zivotinjge varenje traje od 3,5 do&sova. 1z tog razloga po
konzumiranju ribe veoma brzo se javlja @gegladi. Brzim varenjem mesa riba i ribljih
proizvoda digestivni trakt se manje optne, troSi se manje energije i digestivnih
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sokova, a sve to ima pozitivan uticaj na organizdimog toga se prepafuje i kao
dijetalna hrana. Sem toga, brzim varenjem ribljegsani iskori8avanjem sastojaka
smanjuje se mogmost delovanja trulezne mikroflore debelog crestvaranje jedinjenja

koji toksicno deluju na organe i tkiva organizifTabovic, 2004-05).

Sa nutricionisttkog stanoviSta riba je jedna od véide namirnica u ishrani. Moze se
doba odajeta i ranog detinjstva, kada se organizam @hihi fizicki najintenzivnije

razvija. Ribu treba uvrstiti u ishranu radnika iighranu sportista. U poodmakiom
Zivotnom dobu, tokom starosti, riba je nezaobilazamirnica i gotovo nema alternative
u nekoj drugoj namirnici. Od sveze, zamrznute ilnigene ribe resorbuje se oko 95%

proteina(Balti¢ i Teodorovié, 1997).

Tabela 2.9.Zn&’aj mesa ribe — sadrzaj hranljivih materija kod dojén kategorija mesa
(Cirkovié, 2002.)

Vrsta mesa Voda (%) Proteini (%) Meati (%) Energetska

vrednost (KJ)
Saran 79.27 17.63 1.93 355
Pastrmka 76.3 19-20 0.8 351
Svinjsko meso 56.8 17-19 25.3 1238
Govede meso 74.3 20 3.5 485
Piletina 74.6 215 2.5 460
Jagnjetina 66.4 19.7 12.7 812

Ujedno je riba kao namirnica veoma pogodna u ishmaaba koje Zele smanijiti telesnu
tezinu, a takde se preportuje i u ishrani i dijetoterapiji razlitih bolesnika (bolesti jetre

i srca, maligne bolesti, loSa apsorpcija hraneda probava).

Przena riba manje je svarljiva od ribe kuvane na iiapecene na Zaru, a osim toga
przenjem se smanjuju nutritivne vrednosti ribe.tdau ulju za vreme przenja na visokim

temperaturama mogu nastati ta@ke supstanc@/erbanac D., 2002).
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Zbog svog nutritivnog sastava i dobre svarljivopteporiuje se koridenje ribe
najmanje 2 puta nedeljno (kao prevencija nastankudiévaskularnih bolesti), a

optimalno bi bilo 3 puta nedeljno (posebno kod @ssd kardiovaskularnim bolestima).

Riba se stavlja u promet prema poreklusgperi i kvalitetu. Prema poreklu riba se stavlja

u promet kao morska i slatkovodna.

Tabela 2.10.Hemijski sastav pojedinih morskih rili§osa, 1989; Anon, 2006)

Hranljive Jedinica  bakalar sardina | tuna

materije mere
Energetska kcal 105 208 184
vrednost
Voda (%) g 79.8-85.1 66.8-78.1 59.0-72.0
Mast(%) g 0.1-0.9 0.9-17.2 4.0-16.0
Proteini(%) g 13.4-19.0 15.4-17.6 21.0-27.0
Kalijum mg 244 397 323
Fosfor mg 138 490 326
Kalcijum mg 14 382 10
Magnezijum mg 42 39 64
Gvoiie mg 0.49 2.92 1.31
Natrijum mg 78 505 50
Mangan mg 0.02 0.108 0.02
Cink mg 0.58 1.31 0.77
Bakar mg 0.036 0.186 0.11
Selen mcg 37.6 52.7 46.8
Vitamin C mg 1 - -
Vitamin B1 mg 0.088 0.08 0.278
Vitamin B2 mg 0.079 0.227 0.306
Pantotenska mg 0.18 0.64 1.37
kiselina
Vitamin B6 mg 0.283 0.167 0.525
Vitamin mcg 1.05 8.94 10.88
B12
Vitamin A U a7 108 2520
Vitamin E mg 0.81 2.04 -
Vitamin K mcg 0.1 2.6 -
Vitamin D 19] 46 193 -
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Tabela 2.11 Hemijski sastav pojedinih slatkovodnih rifvrtila i Kozacinski, 2006)

Hranljive Jedinica

materije mere

energetska kcal 125 175 91
vrednost

voda g 75.8 72.1 78.4
proteini g 18 15.3 19.2
masti g 4.8 11.3 0.73
minerali g 1.17 0.98 1.22
natrijum mg 46 280 81
kalijum mg 306 340 237
kalcijum mg 52 44 27
fosfor mg 216 216 194
magnezijum mg 30 27 18
gvozie mg 1.1 1.44 1.4
cink mg - 0.86 -
jod Mg 1.7 - -
fluor Mg 32 - -
hrom Mg - - -
bakar mg 0.5 0.1 26
selen Mg 137 38 8
vitamin E mg 0.5 2 -
vitamin B1 mg 0.06 0.07 0.16
Vitamin B2 mg 0.05 0.13 0.25
Vitamin B6 mg 0.15 0.19 -
vitamin B12 mg 1.53 19 -
Vitamin K Mg - - -
Vitamin C mg 1 - 1
n-3 masne mg 622 519 8
kiseline

Morska riba se prema vrsti stavlja u promet kao:

« Sitna plava riba (iéun, papalina, igla, plavica, skuSa, srdela, Sarun)
« Krupna plava riba (sabijan, lampuga, lica, lucapata, tuna)
« Belariba (rumenac, bukva, garun, kévaslic, Skarpina, zubatac)

- Landovina (drhtulja, golub, kostelj, #te, pas mekus, raza)
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- MeSana morska riba — meSavine sitne plave ribege bée, landovine,
glavonozaca i sitnih rakova koji u pogleducaiire ne ispunjavaju uslove
propisane pravilnikom za te vrste riba, odnosneo@tazaca i rakova.

« Glavonosci ili mekuSci spadaju u morske plodoven isu: hobotnice, lignje,
lignji¢i, sipa, sipica, oktopodi sa po osam krakova

« Rakovi (morski rakovi - hlap, jastog, rakovica, laz Skampi i slatkovodni

rakovi), SkoljkaSi, morski jezevi i morski krastavc

Slatkovodna riba se prema poreklu stavlja u promet kao:

- Slatkovodne ribe iz ribnjaka (kalifornijska pastraiSaran - goli, veleljuskavi i
ljuskavi, beli amur, beli i sivi tolstolobik, soramud, Stuka, karas, ameki somi
i ostala bela riba)

« Slatkovodne ribe iz otvorenih voda (pastrmka, jesgegulja, smd, som, Saran,

Stuka, beli amur, beli i sivi tolstolobik, deverjkarena, itd.).

11.2.2. Proizvodi od riba, rakova i Skoljkasa

Proizvodima od ribe, prema Pravilniku o kvalitetdrugim zahtevima za ribe, rakove,
SkoljkaSe, morske jezeve, morske krastavce, Zabajd&e, puzeve i njihove proizvode
(Anon, 2003b), smatraju se: riblje konzerve; ribp®lutrajne konzerve; smrznuti

proizvodi od ribe; ostali proizvodi od ribe.

[1.2.2.1. Riblje konzerve

Riblje konzerve su proizvodi od ribe dobijeni pewen pojedinih vrsta ribe po
odgovarajgem tehnoloskom postupku. Konzerve se té&kmbobraiuju u hermetiki
zatvorenim sudovima ili omatana. Terméka obrada konzervi se obavlja na temperaturi
iznad 100°C i pri uslovima koji obezihgu sterilnost proizvoda, ptiuvanju na sobnoj

temperaturi.
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Pri proizvodniji ribljih konzervi kao naliv moze &eristiti: ulje, sos dobijen od dodataka,
salamura sa kuhinjskom solju (NaCl), vino.

Konzerve od slatkovodne ribe stavljaju se u prokaet konzerve od ukljeva, konzerve
od dimljenog Sarana, konzerve od dimljenog toldiida, konzerve od dimljene
slatkovodne bele ribe, konzerve od slatkovodne bleéesa powrem, va@em, peéurkama

ili zitaricama i riblje paStete od slatkovodne ribe

[1.2.2.2. Riblje polutrajne konzerve

Polutrajne konzerve od morske ribe stavljaju seamet kao marinade i proizvodi od
slane ribe. Marinade su slano-kiseli nepasterizoyamoizvodi proizvedeni prema
odrelenom tehnoloSkom postupku, sa dodatkom ¢mvili bez njega, zaliveni
salamurom, séetnom kiselinom, sosom ili uljem.

Proizvodi od slane ribe stavljaju se u promet kaozeni fileti, smotani fileti, &is¢ena
sardela u ulju, sosu ili salamuri, delimo aiS¢ena sardela i delirimo aiS¢en intun u
ulju, sosu ili salamuri i sardelna pasta.

Kavijar je polutrajna konzerva proizvedena preradoba iz porodiceAcipenseridae
(jesetra, moruna, pastruga i ckga). Riblja ikra je proizvod proizveden od ikre

slatkovodne ribe, kao i od ikre morske ribe.

[1.2.2.3. Smrznuti proizvodi od ribe

Pod smrznutim proizvodima od ribe podrazumevajprsezvodi od ribe, komada ribe i
usitnjenog mesa ribe, koji se pre smrzavanja mogdvipi usitnjavanju, mesanju,
formiranju, termékoj obradi, oblaganju i sl., a zatim smrznuti i lagkStiti na temperaturi
ne viSoj od -18 C. Smrznuti proizvodi od ribe sfayp se u promet kao panirana riba,

smrznuta riba i ostali smrznuti proizvodi od ribe.
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[1.2.2.4. Ostali proizvodi od ribe

Soljena riba- prema poreklu, soljena riba stavlja se u prokaet soljena morska riba i
soljena slatkovodna riba. Soljena morska riba j@izpod dobijen soljenjem sardele,
inéuna, skusa, haringe i drugih vrsta riba.

Soljena slatkovodna riba je proizvod dobijen sggaenslatkovodne ribe. Prema koti
soli, soljena slatkovodna riba stavlja se u prokast jako soljena slatkovodna riba ako
sadrzi viSe od 14% soli u odnosu na neto masuRibma vrsti ribe, soljena slatkovodna
riba stavlja se u promet kao soljeni Saran, soemid, soljena Stuka, soljena slatkovodna
bela riba, soljena moruna, soljena jesetra, so§enm i druge soljene krupne ili okrugle

slatkovodne ribe.

Dimljena riba- dimljena riba je proizvod proizveden toplimhladnim dimljenjem ribe.

Ovaj postupak koristi se u preradi ribe, a @@ u proizvodnji dimljenog lososa,
haringe, skuSe, iverka, jegulje, pastrmke, bakaléisda, Sarana, deverike, ukljeve,
tolstolobika, amura, snda i drugih vrsta ribe. M& ovim pobrojanim vrstama ribe,

najpopularniji i najegi je hladno dimljeni losos.

Dimljena riba stavlja se u promet kao hladno dimdjeiba i toplo dimljena riba. Pored
hladno dimljenog lososa, najpoznatiji proizvodidriag dimljenja su i dimljena haringa
sa glavom i utrobom (,Kippered herring®) i filetoida. U naSoj zemlji i blizem
susedstvu nagse korig¥ena i poznata je dimljena pastrmi@alti¢ i sar., 2006). Od
toplo dimljenih proizvoda najpoznatiji su toplo djema haringa (Buckling), toplo
dimljena papalina (Sprott), toplo dimljena jeguiaplo dimljeni Saran i toplo dimljeni
tolstolobik.

Hladno dimljena riba koja se stavlja u promet nmspanjavati sledee zahteve:

1) da ima miris i ukus svojstven slatkovodnoj denlp; ribi, s tim da neposredno posle
dimljenja moze imati neznatan miris i ukus muljazliragova plesni, uzeglog i drugog
neprijatnog mirisa i ukusa.
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2) da meso ima boju dimljene ribe i da je suverste konzistencije.

3) da ne sadrzi viSe od 14% soli.

SuSena riba SuSena riba je proizvod dobijen suSenjem mdswasita ribe na vazduhu,
uz upotrebu soli ili bez nje.

Prema vrsti ribe od koje je proizvedena, suSena stavlja se u promet kao susSeni
bakalar i ostala suSena riba.

Gotova jela Gotova jela od ribe se proizvode od mesa ¢ditlivrsta ribe i proizvoda od
ribe, drugih namirnica, dodataka i aditiva.

Kobasice od ribe Kobasice od ribe se proizvode od ré&th vrsta morske i slatkovodne

ribe, ¢istog mesa pernate zivine, masinski oflam®g mesa pernate Zzivine ili mesa
krupne stoke za klanje, biljne ili Zivotinjske masimasnog tkiva, dodataka i aditiva.
Ukupna kol€ina upotrebljenog mesa i masnog tkiva pernate &ivinmesa i masnog
tkiva krupne stoke za klanje, ne sme bittavedd 40% u odnosu na neto masu doli
mesa ribe. Kobasice od ribe stavljaju se u proraet kveze kobasice, barene kobasice,

kuvane kobasice.

11.2.2.4.1. Zasto dimljena riba?

Savremenim nanom Zivota promenjen je i g ishrane. Umesto maséw koje su bile
potrebne zbog napornog rada i kretanja, danasi@mku, zbog smanjene potrebe za
hranom prevashodna ishrana su proteini. Dimljeba jeé izuzetno bogata proteinima.
Tradicionalnim n&inom dimljenja nutritivna vrednost ribe ostaje potp s@&uvana.
Samo jedna porcija dimljene ribe svakodnevno podmisskoro celodnevnu potrebu
organizma za proteinima, guwbem, kalcijumom i vitaminom D. Konzumiranje dimljene
ribe se preportuje osobama koje zive i rade u uslovima stresakaié deci, trudnicama

i osobama u starosti. Zbog svog nutritivnog sasiagabre svarljivosti prepotwije se
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konzumiranje dimljene ribe 2 puta nedeljno (kaovpreija nastanku kardiovaskularnih

bolesti), a optimalno bi bilo 3 puta nedeljno.

Dimljenje, kao jedan od najstarijih postupaka kowimanja mesa, pa i mesa ribe, peti
jo$ iz praistorijskih vremena, iako se danas pakugimljenja ribe u razvijenim
zemljama primenjuje pre svega, da bi se poboljSalme senzorne karakteristike ribe
(Foucat i sar., 2008; Vasiliadou i sar., 2005). Jedna teorija ugwje na to da je dimljenje
postupak koji je kori&n joS pre pustupka suSenja mesa, jer dim vatieskgjre svega
koristio za zagrevanje ribe i njeno aromatiziranjggdno je i susSio ribu, koja je visila
okatena u prvim ljudskim sklonistima i nastambamacipe). Grci i Stari Rimljani su
takade uZzivali u dimljenoj ribi. Vrhunac potrosnje dimitja riba dostize tokom Srednjeg
veka. U Srednjem veku, veliki broj ribljih proizvage bio usoljen i dimljen, jer je takav
proizvod bio dugo odrziv i u uslovima bez &¢mja. Metutim, ovakav n&n pripreme
rezultirao je ¢esto proizvodima koji su imali grubu teksturu,¢ésli donu cipela

(Kilibarda, 2009). | nativni Amerikanci gajili su veliko poStovanjegma dimljenoj ribi.
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Eskimi koji koriste mnogo ribe bogate omega 3 maskiselinama u svojoj ishrani imaju
snizen LDL - Stetan holesterol i paam HDL - dobar holesterol. Nekoliko velikih
klini¢kih studija je potvrdilo da ishrana ribom smanjujyo ukupnog holesterola i
triglicerida u krvi. U populaciji Eskima nije doda zabelezen staj sKanih ili mozdanih

problema izazvanih ishranom ba$ zbog njihove preadise ishrane bogate ribom.
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PotroSnja dimljene ribe zabelezila je Za@n porast u poslednjoj deceniji na trzistu
mnogih evropskih zemalj@Cardinal i sar, 2001). Taj porast potrosSnje, uslovljen je
zna&ajnim poveéanjem uzgoja riba, a pre svega lososa (Atlantimea) u akvakulturi.
Proizvodnjom lososa u akvakulturi znatno se palee kolcina ove ribe na trzistu, pa
samim tim i Kkoltina ove ribe za preradu, odnosno dimljenje. Praimy@ dimljenog
lososa je peéela dvadesetih godina proSlog veka u manjimckamdima koje su bile u
skladu sa luksuznim imidZzom ovog proizvoda.dutm, krajem dvadesetog veka, blizu
40-50% uzgojenog lososa u Evropi konzumira se kémno dimljeni proizvod
(Birkeland i sar., 2004; Rgra i sar., 1999; Einen i Skrede, 1998). Zato se danas moZetre
da je od nekad, eksluzivhog proizvoda namenjenol@méroju potroSé&a, postao sve

dostupniji véem broju konzumenaf&oucat i sar., 2008).

Dimljenje, kao postupak konzervisanja hrane, zeengkte riba ima veliki zréaj jer se
na taj ndin, trziStu moze ponuditi dodatni asortiman ai#nee vrste ribe, u stajevima
kada je konzumiranje sveze ribe limitirani, biloogbprekomernog izlova ili zbog

visokog sezonskog ulo&@émez-Guillén i sar., 2006).

Uce&e dimljene ribe u ukupnoj ponudi ribe i proizvodad wbe u svetu je u stalnom
porastu. U periodu od 2004. do 2005. godine u uguponudi, na svetskom trzistu,
dimljene ribe bilo je 11.6%, a u Francuskoj oko 20%odaci o obimu proizvodnje
dimljene ribe se vode posebno za salmonidne vitséei haringu, kao vrste sa najduzom
tradicijom dimljenja, dok se podaci o obimu proidwge za ostale vrste dimljene ribe
vode zajedndKilibarda i sar, 2009). Ukupno proséna proizvodnja dimljene ribe za
period od 2003. do 2005. godine bila je 810 79&tdh ukupnoj proizvodnji dimljene
ribe wese salmonidnih vrsta bilo je 10.82%, haringe 4.6486talih vrsta dimljene ribe
84.54%. Najvé proizvada¢ dimljenih salmonidnih vrsta je Francuska sa 27.1d&o
ukupne porizvodnje, a zatim slede Neke Danska i Velika Britanija. Kanada je
najveti svetski proizvdac dimljene haringe sa 27.82% od ukupne svetske yodize.
Od ostalih vrsta dimljenih riba naj#e proizvodnju ima Kina sa 39.15% od svetske

proizvodnje, a potom slede Tajland, Poljska, Fiipindonezija(Popovic i sar., 2008;
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Kilibarda, 2010). U zemljama tréeg sveta séak 70% ukupno izlovljene ribe konzervise

dimljenjem(Goktepe i Moody, 1998).

U Srbiji obim proizvodnje dimljene ribe je vrlo malbzirom na broj objekata koji se
bave preradom ribe i njihovih preradnih kapacitéa&p da je proizvedena dimljena riba
u nasoj zemlji namenjena uglavnom specijalizovamiboliim restoranima(Kilibarda,

2010).

Danasnji proizvodi od mesa su slabo dimljeni, tekkd da dim da mesu pozeljne
senzorne karakteristike (karaktemsim miris i ukus, atraktivan izgled), zbog kojih se
potroS&i i opredeljuju za ovu vrstu namirnicfardinal i sar., 2006). Proizvod od
dimljene ribe sadrzi od 2-4% soli, a prema posiojeamertkim HACCP regulativama,
procenat soli u hladno dimljenoj ribi trebalo bi dade 2.5%, dok za ribu pakovanu u
vakuumu ili modifikovanoj atmosferi sadrzaj soli be smeo biti ispod 3.5%Ward,
2001). U hladno dimljenoj ribi procenat vode sedeézmeiu 60-70%, a ta kalina vode
zavisi od koléine masti (moze biti i do 13.5%). Proteina u dimggribi ima oko 25.7%,

a mineralnih materija oko 1.5%. Energetska vreddostjene pastrmke je oko 966 kJ, a
pH je od 5.8 do 6.8Rara i sar., 1999; Balti¢ i Teodorovic, 1997).

Dimljena riba je bogata proteinima i Omega 3 maskiselinama. Omega-3 masne
kiseline su esencijalne masne kiseline. Esencijaimai da organizam ne moZzZe da ih
sintetiSe, vé se moraju uneti hranom. Omega 3 masne kiselineat&ze u masnoj

morskoj ribi, kao Sto je losos, skuSa, bakalar.ridiginisti preporduju unos ribe bar 3
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puta nedeljno, natto bogate Omega 3 masnim kiselinama. Omega3 mkiseéne

uticu na smanjenje &anih oboljenja i holesterola.

[1.2.2.4.2. Tehnologija konzervisanja ribe dimljem

Tehnologijom konzervisanja ribe dimljenjem, medsmergubi znatan deo vode i dehidrira,
a delovanje dima konzervira ribu. Istovremeno, dage ribi speciian ukus i boju. Zato
se moze r& da dimljenje ribe ima dvojaku funkciju, pored to§to deluje konzervige,

dimljenje utte i na senzorne karakteristike proizvoda.

Dim koji se koristi za dimljenje mesa ribe nastagpotpunim sagorevanjem drveta. Za
dimljenje se uglavhom upotrebljava bukovo drvokiimbinacija bukovog i hrastovog.
Pored toga moze se koristiti i drvo graba, cersgna i oraha. Crnogdrio drvo nije
preporuljivo zbog velikih kol¢€ina smole. Dim je meSavina vazduha, vodene patgng
dioksida, ugljen monoksida i najmanje nekoliko istatrazltitih organskih komponenti
prisutnin u aerosolu u ragiiim koncentracijama koje mogu biti u gasnoj fati,
dispergovane u vidu kapljica ili partikula u viduapine(Balti¢ i sar., 2006). Dim ¢ine
Cetiri glavne klase jedinjenja: kisela jedinjenjegndlne komponente, karbonilna
jedinjenja i policiklecna aromatina hidrokarbonilna jedinjenjéGuillén i sar., 2006;
Shahidi, 1998).

Prirodno suvo drvo sadrzi oko 20% vode i 80% suatenije. Suvu materiju drvetane
celuloza, hemiceluloza i lignin. Broj jedinjenjajkmastaje sagorevanjem celuloze je
velik. Sagorevanjem celuloze i hemiceluloze naskajbonilne i kisele frakcije dima, a

sagorevanjem lignina nastaju fenolne komponentadim

Postoje dva osnovna &iaa dimljenja ribe, u zavisnosti od temperatureakeg postize u
pusnicamgAnon, 2013).
1) hladno dimljenje (dimljenje na niskim temperaima od 20-30°C,
nagege 28-32°C)
2) toplo dimljenje (dimljenje na visokim tempersma od 70-130°C,
nagege 70-80°C).
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Pojedini autori navode da postoje tri vrste dimkemladno (12-25°C), toplo (25-45°C) i
vruée dimljenje (40-100°C)Stolyhwo i Sikorski, 2005). Hladno dimljenje kojim se
dobija proizvod neznije strukture karaktedst je za Francusku, dok se toplo dimljenje,
na temperaturama iznad 60°C, praktikuje u Ne&uop Poljskoj i zemljama Severne
Evrope(Duffes, 1999).

Hladno dimljenje zahteva da se riba prvo usolig jjgkim, tvrdim soljenjem, suvim i
mokrim postupkom. Riba se tada moze jesti i sir@wao soljenje se izvodi tako da ribu
obilno treba posoliti i drzati 1-1,5 sat. Mokro jsole, salamurenje izvodi se na tagima
da se napravi 5-8% rastvor soli u vodi, a potomanédse ogrezne 12 sati. Salamura se
koristi samo jednom. MozZe se napraviti Zasi rastvor soli (27-33%), ptiemu se riba
drzi u tom rastvoru 2 sata. Nakon soljenja sledilginje.

Riblje meso se hladno dimi dva do tri dana.

Ako je riba masnija, treba jede usoliti i drzati duze u salamuri (12 sati u 20%tvoru

kuhinjske soli), a zatim je preSena uzduzne polovine i hladno dimiti 5-6 dana.

Kod toplog dimljenja, za razliku od hladnog, uzis® samo sveza riba, tj. neakeaa.
To zn&i da se moZze koristiti i duboko zamrznuta ribaakpji tom née izgubiti nista od
svog ukusa.
| kod toplog dimljenja ribu treba usoliti. Qinio se stavlja u 10% slani rastvor, odnosno
salamuru, a trajanje usoljavanja zavisi oddned i vrste ribe. U svakom slgju ono traje
do jedan sat.
Prema vrstama ribe razlikuju se dve metode topiodjehja:

» toplo-suvo dimljenje (za pastrmke, Sarane, bele)rib

* toplo-mokro dimljenje (za jegulje, masne ribe)

Kod toplo-suvog dimljenja riba se akal hladnu pé. Vrata péi i otvor za provetravanje
treba da su otvoreni, a vatra u¢ptku slaba, od 60-70°C. Postepenim zagrevanjem riba
se donekle susi. Taj period treba da traje oko d@uta. Ukoliko bi se pé& prebrzo
zagrejala, stvorila bi se vodena para i ribe bi kéate icak popadale.
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Posle perioda suSenja zatvaraju se vrata g pgemperatura treba dagme da raste.
Ako se pé lozi drvima, treba loziti manjim komadima i postep, kako riba ne bi
izgubila masnéu.

NajviSa temperatura u ribi treba da dostigne 11bt6) period treba da traje oko 15
minuta kako bi se unistili mikroorganizmi. Tempewrat se zatim postepeno spusta na
60°C, tako da vreme do potpunog gotovljenja rilagetdd5 minuta. Ovaj zavrSni period
dimljenja treba strogo kontrolisati.

Na kraju se primenjuje i ,bojenje” ribe. Naime, zeeme dimljenja riba dobije svetlo
Zzutu boju. Da bi boja bila §a, zlatno zuta, drvo koje je skoro izgorelo prekrge
pepelom, Sto pojava dimljenje. Posle toga ribu treba ostaviti jB3vinuta u pé.

Ukupno vreme toplo-suvog dimljenja je, dakle, 12@uta kod pastrmke tezine oko 300

grama koja je smeStena ucpenizu od dva reda koji vise jedan iznad drugog.

Toplo-mokro dimljenje koristi se za konzerviranggilja i ostalih masnih riba (som ili
vedi Saran, preko 3 kg). Kod ovakvogdraa dimljenja, pre nego Sto se dkaribe, pé
treba dobro zagrejati. Temperatura zavisi o&iredi i kolicine masne ribe, ali ne sme biti
niza od 90°C. Pre stavljanja u¢pebu treba potopiti u mlaku vodu, da bi im kozaates
glatka i da ne bi popucala. Mokru ribu treba brkecdi u pe¢ kako bi se duvala toplota

peci. Vrata treba zatvoriti, ali otvor za provetravarmgstaje otvoren. Temperaturu treba
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odrzavati na 90°C oko 30 minuta. Tada je riba skgmiova. Za to vremée&e ubacivati

u pe& sitna drva da bi se odrZala toplota.

Posle ovog perioda vatra se pospe pepelom, a p&vprovetravanje zatvori. Masna riba
ostaje unutra dok ne dobije zlatno Zutu boju,erigeratura se ne spusti na 60°C.

Ceo ovaj proces traje od 90-120 minuta, ukolikdkemadi ribe od 300 do 500 grama.

Vatru na kraju ugasiti peskom, a nikako vodom, elaes bi stvorila vodena para.

Kad se zavrsSi proces dimljenja, ribe se moraju ddimiaditi. Hlaienje ne treba da je
preterano naglo jer bi riba tako izgubila miris fenja. Preportuje se da ribe ostanu
okatene u pé pri otvorenim vratima i otvoru za provetravang, ne zadugo, a mogu i

odmah da se izvade i al@na promajno mesto.

Dimljenje se moZe obavljati u kl&sim (tradicionalnim) ili automatskim (modernim)
pusnicama.

Tradicionalni n&in dimljenja podrazumeva dimljenje usoljene, evise@e, filetirane ili
cele ribe koje se odvija na otvorenom loZiStu seradn u pusnici ili izvan nje. Dim koji
nastaje sagorevanjem drveta u lozistima, naladire&tno ispod riba ili fileta koje mogu
biti okacene ili polozene na mreze. U ovakvim uslovima, &i&wozbog prisustva
kiseonika, teSko je kontrolisati temperaturu dimjge Nemogtnost da se obezbedi

optimalna temperatura pirolize drveta kao i négéavanje dobijenog dima, nose sa
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sobom rizik da se u gotovom proizvoduinastetna jedinjenja u ¥an koncentracijama
(Baltic i sar., 2006).

U modernim industrijskim objektima, sagorevanje edavi nastanak dima se vrSi u
komori (generatoru) koja je odvojena od komore (&), mesta gde se vrSi dimljenje
mesa. U tim uslovima moZe se kontrolisati tempegatagorevanja drveta, vlaznost
vazduha, brzina cirkulacije vazduha, Kola i kvalitet dima(Dimitriadou i sar., 2008).
Pored toga, dim se na putu od generatora do pu$naze préiScavati korigenjem
razlicitih tehnika, a najjednostavniji je ld@njem dimaMartinez i sar., 2007). Dim se
moze hladiti prolaskom kroz tzv. ,vodenu zavesu“ptevaienjem preko hladnjaka.
Elektrostattka filtracija je takde postupak kojim se dim pii€cava, ali se ovim
postupkom pored Stetnih materija dima (oko 70%)gmadstraniti i neke materije

korisne za proces dimljenjBalti¢ i sar., 2006).

[1.3. Odrzivost dimljene ribe pakovane u VP i MAP

Dimljenje, kao na&in konzervisanja mesa ribe ima dvojaku ulogu: dekgnzerviste i
utice na senzorne karakteristike proizvoda. Efekat &nnganja dimljenjem se zasniva
na delovanju toplote i komponenti dima na mikromigeme i promenama na osnovnim
sastojcima u mesu koje nastaju delovanjem dima.ljBijem se, pored toga, smanjuje
koli¢ina vode u mesu ribéime se odrzivost krajnjeg proizvoda produzavanigerature
koje se koriste tokom hladnog dimljenja ribe swegie dovoljne da deluju konzervi&e

na samo meso rilféeroi i sar., 2000; Gudbjornsdottir i sar., 2010).

Dimljenje utie povoljno na odrzivost mesa zato Sto veliki bromponenata dima —
organske kiseline i alkoholi, aldehidi i ketoni,seno fenoli, imaju bakteriostatsku i
fungistatsku aktivnost prema nekim vrstama baldergljivica. Bakteriostatska aktivnost
dima, zavisi od vrste drveta koje se Koristi zalgime (Sikorski i Kolodziejska, 2002;
Leroi i Joffraud, 2000). Fenolna frakcija dima ima pored antimikrobne \akbisti i
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antioksidativnu aktivnost, a prisustvo fenolnihkizga zavisi od temperature dimljenja,
vrste drveta i koliine prisutnog vazduha u pusSni(Bower i Hietala, 2010; Sérot i
Lafficher, 2003). Od najzna&ajnijih antioksidativnih frakcija izdvajaju se pds®
pirogalol, resorcinol, 4-metilgvajakol, 4-vinilg\aol, 4-trans-propenilsiringol, gvajakol,
siringol. Aldehidi i ketoni dima se deponuju na i mesa i tako stvaraju speciiu
antisepténu barijeru koja spt@ava prodor mikroorganizama u unutraSnjost proizvioda

time dovedu do kvara namirni¢gtolyhwo i sar., 2006).

Dimljenjem mesa ribe uie se na promenu u mikroflori proizvoda, smanjujebss
Gram negativnih bakterija u korist Gram pozitivngip je posledica ve osetljivosti
Gram negativnih bakterija na antimikrobno dejstvamkonenata dima. Vegetativhe
forme bakterija su mnogo osetljivije na dejstvo diod bakterijskih spora i kvasaca koji
su relativno otporn{Sikorski i Kolodziejska, 2002; Lyhs, 2002). Medutim, antimikrobno
dejstvo dima u dimljenim proizvodima, ogré&ano je uglavnom na povrsinu proizvoda,
jer njihova koncentracija opada prema unutrasSnjostii vremenom sastojci dima
isparavaju. Iz ovih razloga se opravdano smatrdiafdjenje nije postupak kojim bi se
pouzdano mogle inhibirati patogene bakterije (salet®, Cl. botulinun). Fenolna
jedinjenja dima nemaju inhibitorni efekat na ra@teria monocytogenega razliku od
formaldehidaCak, i dim indirektno pomaze rast anaerobnih vrstktérija, jer otezava
prodiranje kiseonika u dublje slojeve meSast je sldaj da se u dimljenim proizvodima

stvara povoljna sredina za rast mikroaerofilninddlacila(Niedziela i sar., 1998).

II. 3.1. Parametri od znaaja za kvalitet dimljene ribe

Velik je brojcinilaca koji utéu na kvalitet dimljene ribe, a pre svega se odmasebor
sirovine (uticaj ishrane ribe na kvalitet mesa togyog proizvoda, uslovi sredine tzv.
ambijentalni uslovi, genetski faktori, pol i polzaelost ribe, zivotni ciklus ribe, itd.)
(Hovda i sar., 2008).

lzucavanje uticajinilaca od zn&aja za kvalitet ribe, a koji su vezani za proizviodn

proces su vrlocesti. Literaturni podaci odnose se, dedfe, na uticaj mikrobioloSke
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kontaminacije sirovine, uticaj klanja i obrade pedte, salamurenja (i soljenja,
sadrzaj soli) i dimljenja (duzina dimljenja, tematrra dimljenja) i néina pakovanja i
cuvanja gotovog proizvodgsikorski i Kolodziejska, 2002). Posebna paznja posena je
odrzivosti dimljene ribeciji se kao glavni indikatori u literaturi spominju prate:
bakterioloski status, fizka i hemijska svojstva i senzorne osobftbeahim i sar. 2008;
Cardinal i sar., 2004; Rgra i sar., 1999).
Standardni kvalitet u proizvodnji dimljene ribe enijednostavno odrzati i zavisi od
brojnih ¢inilaca vezanih kako za gajenje ribe, tako i za gaoizvodni proceg¢Haugen i
sar., 2006; Birkeland i sar., 2004). Proces proizvodnje dimljene ribe moze da se padel
nekoliko faza :

- klanje i primarna obrada ribe

- soljenje i odsoljavanje

- suSenje i dimljenje

- pakovanje tuvanje gotovih proizvodgBaltic¢ i sar., 2006).

Izbor sirovine
Za kvalitet dimljene ribe neophodan je izborcgme sirovine, koja mora da
bude higijenski ispravna, nesSkodljiva po zdravljetrpS&a, ispitanog
bakterioloSkog statusa, i adekvatnih hemijskilzicko-hemijskih osobina.
lzuzetno vaZan wuslov je da sirovina bude mikroldikio ispravna.
Kontaminacija sirovine ribe bakterijama jé&esta, i moze biti direktna
(mikroorganizmi potiu iz zagdene sredine) ili indirektna (kontaminacija
nastaje usred manipulacije ribom od izlova prelamgporta uvanja ribe do
pocetka proizvodnog procegBalti¢ i sar., 2006; Karabasil i sar., 2005).
Neadekvatan izbor sirovine, nepazljiva manipulasifavinom u toku primarne
obrade i nekorektna i nehigijenska proizvodnja magloviti, sa jedne strane
kontaminaciju sirovine nepatogenim mikroorganizmikei smanjuju kvalitet
gotovog proizvoda, ali sa druge strane, Sto jecange sa aspekta zdravlja

potroS&a, pojavu patogenih mikroorganizama u gotovom pam, Sto je
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ujedno i najzn&ajniji aspekt bezbednosti hrane. Patogeni mikraummi u
dimljenim proizvodima od ribe mogu da se podele na

» svojstvene patogene bakterije (one koje quotiz vodene sredine):
Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Wibrispp,
Clostridium botulinuntip E;

* ne-svojstvene patogene bakterije (one koje su wmbe dospele kao
posledica naknadne kontaminacije u toku procesavywonje, aciji su
rezervoari ljudi i Zivotinje) :Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
SalmonellgDimitrijevié, 2007; Huss i sar., 1995).

Pored mikrobioloSkog statusa sirovine ribe, na iketagotovog proizvoda utu

i sadrzaj masti i masa ribe. Sadrzaj masti i njealitet utcu na energetsku i
hranljivu vrednost gotovog proizvoda, i na senzoosebine, na miris, ukus,
teksturu, boju i prihvatljivost od strane potré&afRobb i sar, 2002).
Poveéanjem sadrzaja masti raste i mékanesa, a ukupan miris i ukus fileta
izrazeniji su kod masnijih fileta dimljene ribep§hokazuje da je najéebroj
komponenata dima koji su nosioci ukusa i mirisa asm dimljene ribe

rastvorljivi u mastimgRgra i sar., 1999).

Obrada ribe
Primarna obrada ribe ukljuje razltite operacije koje podrazumevaju
omamljivanje ribe, iskrvarenje ribe, odsecanje glagkrga, skidanje krljusti i
sluzi, evisceraciju unutraSnjih organa i pranjeeritZa kvalitet gotovog
proizvoda neophodno je da se proizvodnja zashivaetaljnim i temeljnim
naelima obrade sa posStovanjem higijenskih uslova liagabora sa kojima
riba dolazi u dodir.
Omamljivanje se n&ee obavlja elekttinom strujom. Elekttino
omamljivanje se smatra humanijim postupkom omaiaufjj&, ali i pozeljnijim
jer je na osnovu mnogih ispitivanja ustanovljenarda najmanje nepozeljnog
uticaja na kvalitet mesa ribe i bakterioloSki ssasirovine(Giuffrida i sar.,

2007). Iskrvarenje ribe treba da se obavi brzo i dobr&t@arv koja se zadrzi u
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mesu ribe predstavlja pogodnu sredinu za razmnoiauaakterija(Baltic i
Teodorovié, 1997). Jedan od negativnih faktora adekvatnog iskrvargmgte
razmenu krvi sa krvnim sistemom, i ubrzava koagjua¢ime dodatno otezava
iskrvarenje(Olsen i sar., 2006; Aske i sar., 2001). Kao i procedura iskrvarenja,
tako i proces evisceracije (egzenteracije) unujfifaSorgana treba Sto brze
obaviti jer moZe doprineti ubrzanom kvaru mesa.eBiiyni trakt sadrzi brojne
mikroorganizme i enzime koji mogu dovesti do kvavauskulatura riba je po
izlovu sterilna i zato pri egzenteraciji treba igheati zarezivanje muskulature,
jer svako oSt&enje miSta moze da izazove kontaminaciju mesa. Ukupan broj
bakterija na koZi ribe nakon izlova je ratlii vrednosti se kréu od 16 —
10’/cn? koZe, a ukupan broj bakterija na Skrgama i u digesm traktu se
krece oko 16 — 10/g (Shewan, 1962; Liston, 1980). Takaie, prilikom
egzenteracije treba paziti da neidalo oStéenja Z#ne kese i razlivanja Zu
jer meso moze da poprimi gorak ukBalti¢ i Teodorovié, 1997). Najveii broj
mikroorganizama sa povrSine koze se otklanja pnamjbe. Pranje se obavlja
odmah nakon evisceracije, uz stalan protok vode.

Najvaznija promena koja nastaje posle ugamuibe je rigor mortis, pojava
ukocenosti mista. Brzina nastajanja rigor mortis-a riba je réidi, kao i duzina
trajanja ove pojave. Nastanak, trajanje i prestamgér mortis-a zavise od
temperature, duzine delovanja, oblika, vrste,ckiag stanja ribe, kaline
rezervi glikogena u mi€ima, uticaja stresnih faktora pred klanje ribe.Ji&am
temperaturama rigor mortis nastaje brzeejg izrazen, pa je i meso péaae
Zilavosti i sa zn&jnijim otpuStanjem vode. Kada se razgrade izvikiogena

u tkivu, povéava se pH, prestaje rigor mortis, 8boi miSi¢cno tkivo opustenim,
ali bez elastinosti koju je muskulatura pre ud@nosti imala (Balti¢ i
Teodorovié, 1997). Na samom pé&etku rigor mortis-a, meso ribe je neutralne do
blago kisele reakcije (pH 6.5-6.9), Sto ne odgovaa/oju i razmnozavanju
mikroorganizama. U tom stadijumu dolazi do denatiega proteina koji

delimicno gube sposobnost vezivanja vq#ass, 1995). 1z ovog razloga se u
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procesu proizvodnje tezi da se taj stadijum praduzim temperaturamajme
se inhibira aktivnost enzima kojcestvuju u razgradnji glikogena, a time se i

smanjuje proces razgradnje mesa i nastanak Ksega, 1989).

Zamrzavanije ribe
Zamrzavanje predstavlja &in konzervisanja icuvanja proizvoda na niskim
temperaturama.
KoriS¢enje zamrznute sirovine u proizvodnji dimljene rihe umanjuje kvalitet
gotovog proizvoda, a pored toga ima i pozitivankatena ekonomsko
poslovanje proizvieca (Kilibarda, 2006).
Kada su u pitanju senzorne karakteristike dimljeqgizvoda, ispitivanja
pokazuju da kada se kaogetna sirovina za proizvodnju ribe koristi zamrznuta
riba, gotov proizvod ima slaniji ukus. So bolje gire u meso ribe koje je
prethodno bilo zamrznuto, usled promena strukéaiga u toku zamrzavanja
(Kilibarda, 2006; Cardinal i sar., 2001).

Soljenje ribe
Soljenje ribe je vrlo vazna faza u procesu dimgerpe. Ljudi su Koristili ovaj
princip konzervisanja namirnica od pamtiveka.
Soljenjem, meso dobija potrebnu Kahiu soli i speciftan ukus i delimino se
denaturiSu proteini,cime meso dobija izvesnwvrstatu. Soljenje ima
konzerviSdi efekat, s obzirom da se soljenjem namirnica sojangktivnost
vode aw (kokina vode dostupna mikororganizminféeroi i sar., 2000). 1spod
av vrednosti od 0.86 raste mali broj bakterija, a posenema bakterija koje
imaju zn&aj za zdravlje ljudi. Jedino mikroorganizmi kvaranmrnica, kvasci i
plesni mogu se sporo razmnoZavati na vrednestd®.6.
Soljenje se ne zavrSava uspostavljanjem ravnotedeektracije, vetraje sve
dok se ne postigne Zeljeni stepen stangozeljan ukus, konzistencija i miris

(Balti¢ i Teodorovic, 1997).
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Koriste se tri vrste soljenja: vlazno soljenje, swsoljenje i suvo soljenje u
sopstvenoj salamuiri.

Nakon soljenja riba se odsoljava. Odsoljavanjersepotapanjem u vodu , ili
pranjem pod vodom koja ¢# ili tuSiranjem. Postupak odsoljavanja se mora
obaviti Sto brze, jer svako zadrzavanje vode u memanjuje kvalitet
proizvoda. Posle odsoljavanja riba se susi u staplog vazduhagime se
prevashodno susi povrsina ribe. OsuSena povrdieebolje upija dim, sptava
talozenjecadi i gara i spréava pucanje kozice. Na ovajdima se dobija glatka,

¢vrsta kozica koja daje pozeljan izgled dimljenbj (Doe i sar., 1998).

Procesi dimljenja i pakovanje ribe detaljnije susapi u prethodnim poglavljima.

II. 3.2. Opsti principi za utvr divanje roka trajanja

Bezbednost hrane se postize primenom sveobuhvatimbggrisanog na n&oim
osnovama zasnovanog sistema tokom kojeg se identifsve potencijalne opasnosti u
hrani i primenjuju postupci za sggvanje, eliminaciju ili smanjenje, na prihvatljiwao,
opasnosti znsjnih za bezbednost hrane.
Rok upotrebe predstavlja period vremena tokom kqjegizvod ostaje bezbedan i
zadovoljava specifikaciju kvaliteta podtekivanim uslovima skladiStenja, prometa i
upotrebe.
Tokom roka upotrebe hrana treba da:

v Bude bezbedna kada se konzumira;

v Zadrzava izgled, miris, teksturu i ukus;

v' Odgovara nutritivnoj vrednosti navedenoj u deklgirac
Utvrdivanju roka upotrebe odgovoran i obavezan je ssakjekt koji proizvodi, pakuje i

stavlja hranu u promet.

Prema Pravilniku o opstim i posebnim uslovima leigg hrane u bilo kojoj fazi
proizvodnje, prerade i prometa (Sl. Glasnik RS @/utvidivanje roka upotrebljivosti
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treba da se uradi za svaku hranu, a @itraza hranu spremnu za konzumiranje koja
podrzava radt. monocytogenes.

Faktori koji utéu na rok upotrebe proizvoda su sléde
» Razmnozavanje mikrooganizama;
» Kvar koji nije izazvan mikroorganizmima:
* Primanje ili gubitak vlage;
» Hemijske promene;
*» Promene nastale uticajem svetla;
* Promena temperature;
» Fizicko oStéenje i,
» drugi faktori (glodari i insekti; primanje mirisad drugih proizvoda).
Metode koje se koriste za utwanje roka upotrebe podeljene su na direktne irékthe

metode.

O Direktne metode:
v" Cuvanje proizvoda u predignim uslovima skladiStenja i prometa duze od

predviienog roka upotrebe.

v' Provera proizvoda u definisanim intervalima u ciljtvrdivanja pojave

kvara.

U Indirektne metode:
v Inkubacija proizvoda pri temperaturama viSim od ppregenih za

stavljanje proizvoda u promet;

v' Matematéki modeli za predvanije rasta mikroorganizama;

v Durability study, Challenge test.
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Faktori koji uttu na prezivljavanje i razmnozavanje mikroorganizamaamirnicama

animalnog porekla su slede

» Unutrasnji faktori: hranljive materije, pH vrednpstaktivhost vode aw,
antimikrobne supstance, antimikrobna struktura

» Spoljasnji faktori: relativna vlaznost vazduha, pamratura, koncentracija u
gasovima

» Procesni faktori: toplotna obrada, pakovanje idr.

U Pravilniku 72/10 preddieno je da se za utlivanje roka upotrebe koriste:

* Podaci o fiztkim i hemijskim karakteristikama proizvoda, kao Sa: pH
vrednost, aw, sadrzaj soli, koncentracija konzesgann&in pakovanja, uslovi
skladiStenja i prerade, moguosti pojave kontaminacije i predeni rok

upotrebe.

» Podaci iz literature i naaih istrazivanja o prezivljavanju i razmnozavanju
mikroorganizama u hrani. Istorijski podaci koje kb tokom vremena prikuplja
u okviru svog plana samokontrole kao Sto su: podaanalazu odréenog
mikroorganizma u sirovinama i na povrSinama u dibjeda proizvodnju hrane;
podaci o préenju kriticnih kontrolnih t&aka; podaci o prisustvu ili broju
odrelenog mikroorganizma u postom hrani na poetku i na kraju roka

upotrebe.
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Tabela 2.12.Vrednosti pH pri kojima se razmnoZavaju atinee patogene bakterije u
hrani

Vrednosti pH pri kojima se razmnozavaju odredene
patogene bakterije u hrani

Mikroorganizam Minimum Optimum WMaksimum
Clostridium perfringens 55-5.8 7.2 8.0-9.0
Vibrio vulnificus 5.0 7.8 10.2
Bacillus cereus 4.9 6.0 -7.0 8.8
Campylobacter spp. 4.9 6.5-7.5 9.0
Shigella spp. 4.9 9.3
Vibrio parahaemolyticus 4.8 7.8 -8.6 11.0
Clostridium botulinum - toksin 4.6 8.5
Clostridium botulinum - rast 4.6 8.5
Staphylococcus aureus - rast 4.0 6.0-7.0 10.0
Staphylococcus aureus - toksin 4.5 7.0-8.0 9.6
Enterohemoragi¢na Escherichia coli 4.4 6.0-7.0 9.0
Listeria monocytogenes 4.39 7.0 9.4
Salmonelta-spp: 421 7.0-75 95
Yersinia enterocolitica 4.2 7.2 9.6

Tabela 2.13.Vrednosti aw pri kojima se razmnoZavaju neke patedoakterije u hrani

Priblizne vrednosti a, za rast nekih patogenih bakterija
u hrani (FDA 1986)
Mikroorganizam Minimum Optimum Maximum
Campylobacter spp. 0.98 0.99
Clostridium botulinum type E* 0.97
Shigella spp. 0.97
Yersinia enterocolitica 0.97
Vibrio vulnificus 0.96 0.98 0.99
Enterohemoragi¢na Escherichia coli 0.95 0.99
Salmonella spp. 0.94 0.99 >0.99
Vibrio parahaemolyticus 0.94 0.98 0.99
Bacillus cereus 0.93
Clostridium botulinum tip A & B** 0.93
Clostridium perfringens 0.943 0.95-0.96 0.97
Listeria monocytogenes 0.92
Staphylococcus aureus - rast 0.83 0.98 0.99
Staphylococcus aureus - toksin 0.88 0.98 0.99
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* ikada je potrebno

o Matematéki modeli za preddanje rasta mikroorganizama. Matenilaii
modeli za preddanje se normalno razvijaju pod pretpostavkom da je
prezivljavanje i razmnozavanje mikroorganizama ustl. Podaci koji se
unose u matemake modele su iz eksperimenata izvedenih u
laboratorijskim uslovima. Modeli treba da budu dgalrani u odnosu na
podatke o prezivljavanju i razmnozavanju mikrooigama u odréenoj
hrani. Matematiki modeli za predvianje su korisni kada je rok upotrebe
ve¢ odreien, a potom je proizvia¢ uradio manje korekcije u sastavu
proizvoda, koje mogu imati uticaja na bezbednosblk upotrebe (na
primer: da lice seL. monocytogenesizmnozavati u kuvanoj Sunki ako se

koncentracija soli smanji sa 5% na 3%?).

o Challenge test - oddesanje potencijala rasta)
Challenge test predstavlja laboratorijski test np&an na razmnozavanju
bakterija u hrani koja je eksperimentalno kontaraima i skladiStena pod

ocekivanim uslovima od proizvodnje do konzumiranja.

Potencijal rasta bakterija moze se Koristiti:
» zaocenu da li hrana podrZzava fastnonocytogenes
» da se postavi koncentracija. monocytogenesia kraju roka
upotrebe u odnosu na koncentraciju u objektu.
» da se postavi koncentracija u proizvodnji premanigral00 cfu/g

na kraju roka upotrebe.
Potencijal rasta se izfanava prema formuli:

0 = (L. m na kraju ispitivanja) —[L. m| na pa&etku ispitivanja)

Ako nema raspolozivih podataka, ispitivane jedinizerka se skladiste
prema uslovima navedenim u tefiam propisima.
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o Challenge test —odievanje stope maksimalnog rasta (i max)
Challenge test predstavlja laboratorijski test np&an na razmnozavanju
bakterija u hrani koja je eksperimentalno kontanaima i skladiStena pri
referentnoj temperaturi. MozZe se smatrati dnevnmpasn rasta bakterija.
Primenom matematkog modela mogte je da se odredi pmax pri bilo
kojoj temperaturi.

0 Durability studije
Durability test predstavlja laboratorijski test magan na rastuisteria
monocytogenes hrani koja je prirodno kontaminirana i skladigigpri
ocekivanim uslovima. Raaliti stadijumiDurability studysu:
» uzorkovanje (metodom slajnog izbora uzima sa uzoraka iz
proizvodne patrtije.
» skladiStenje (u predd#genim uslovima temperature skladistenja i
roka upotrebe.
» mikrobioloSka ispitivanja;
e izraCunavanje (svi rezultati se objedinjuju, ptfemu rezultat
predstavlja proporcija jedinica koje prekéwp 100cfu/g na
kraju roka upotrebe (Anon, 2008; KgtR012)
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Challenge testova
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- Sema primene podaték Durability i

Challenge test

Durability studies

Eksperimentalna kontaminacija

RTE koja ne podrzava

Finalna koncentracija
L.m.

Rast L. m.

Pocetna
Koncentracija L.m

Podaci dobijeni iz challenge testa i durability studies

H6H

Challenge test

o “Hax -
Eksperimentalna kontaminacija

RTE koja podrzava
Rast L. m.

H6"
Potencijal rasta

Proporcija jedinica \

A 4

1

“Hmax”
(max stopa rasta)

Rast L.m.
Tokom roka upotrebe

sa brojem L.m iznad _
Finalna koncen-

acija L.m

100 cfu/g na kraju
roka upotrebe

Pocetna koncent. L.m
u odnosu na koju
se utvrduje granica
100 cfu/g na kraju roka
upotrebe

Pocetna Pocetna
Koncentr- Koncentr-

y |acija L.m acija L.m

l |

v v
Broj L.m Konacan
—lodredenog [—{ broj L.m
dana
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II. 3.3. Odrzivost dimljene ribe pakovane u vakuumui modifikovanoj atmosferi

Hladno dimljena riba je proizvod koji se moze kommati bez prethodne tertke
obrade i pripreme, odmah nakon zavrSenog proce&savpdnje. Zato se za ovakvu vrstu
namirnica kaze da spada u grupu RTE hrane (engdyrR® Eat — hrana spremna odmah
za konzumiranje). Kada se hladno dimljena riba vakiva, produzava se odrzivost ovog
proizvoda, na period od mesec dawaanja pri temperaturi od +4°C. Ipak, vremenski
period odrzivosti gotovog proizvoda je teSko odiiedi on zavisi od raztitih
proizvaiata, koji sami odréuju rok upotrebe proizvoda. Odrzivost dimljene rizira
od jedne do Sest nedeffarahim i sar., 2008), od dve nedelje do dva mes¢O#afsdottir

i sar., 2005), od tri do Sest nedelja pri temperatduzanja od +5°QWard, 2001). Tako
na francuskom trzistu, vakuumirana, hladno dimljeba ima odrzivost 21-30 dana, a
karakteriSe je nizak sadrzaj soli (4-5% u voderagi)fi nizak sadrzaj fenola (ispod
0.05ppm). U Nem&koj, Danskoj i Velikoj Britaniji hladno dimljenalva ima odrzivost
14 dana, a u ltaliji 60 dana, Sto zavisi od prireapny rezima proizvodnjfLeroi i sar.,
2000; Cardinal i sar., 2004). Na naSem trziStu hladno dimljena riba ima odrgivad 21
do 25 dana.

Veliki broj ¢inioca utte na kvalitet i odrzivost proizvoda. Dva najvazrpgrametra koja
definiSu odrzivost su kalina soli u proizvodu i kodina komponenata dima koja
poseduju antimikrobna svojstva, kao i aktivnostimazu samom tkivyLakshmanan i
sar., 2005).

Odrzivost proizvoda zavisi od:

inicijalne kontaminacije

uslova proizvodnje

n&ina rukovanja sa proizvodom nakon proizvodnog psace

temperature skladiStenja

n&ina pakovanja
Zaustavljanje rasta bakterija zavisi od:

- sadrzaja soli u vodenoj fazi proizvoda

- temperature
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- vlaznosti

- gustine dima

- trajanja dimljenja

- koncentracije aktivnih materija u dimu

- temperaturéuvanja

- n&ina pakovanja gotovog proizvo@@aglak i sar., 2008; Stamatis i

Arkoudelos, 2007; Siverstvik i sar., 2002).

Kvar ribe i proizvoda od ribe se moze definisa kalo koja promena u mesu ribe koja
proizvod¢ini neupotrebljivim i neprihvatljivim za ljudsku ogrebu. Kvar ribe rezultat je
tri procesa, razlaganja tkiva (dejstvo enzima izsaneibe tzv. autoliz&elija), rasta
mikroorganizama i oksidativnih reakcija u kojimastau ispraljiva jedinjenja male
molekuleske mase. Riba je vrlo kvarljiva, iz viszloga. Meso ribe ima visoku, a
vrednost, neutralan pH i prisustvo autdkth enzima. Najegi uzrok kvara ribljeg mesa
su mikroorganizmi, a u dé&m slucajevima posledica autolkih enzima. Autooksidacija i
enzimska hidroliza su hemijske reakcije koje moguedti do promena na mastintane
nastaju neprijatni mirisi i ukuArashisar i sar., 2004; Siverstvik i sar., 2002).

Pakovanjem dimljene ribe u smeSu gasova moze sé&oksati nastanak i razvoj
mehanizama kvara pod uticajem mikroorganizama idakisnih reakcija, ali ovaj r@an
pakovanja nema uticaja na autolizu, koja nastajevdajem sopstvenih enzima (tabela
15).

Tabela 2.15.Promene u mesu upakovanom u smesi gafSovgeev i Ramesh, 2006)

enzimski kvar ne utiéu

mikrobioloSki kvar pove&anje CQ smanjuje stopu rasta aerobnih psihotrofa,
penetrirajii u membrane i smanjujuintracelijski pH

oksidacija masti smanjen sadrzaj kiseonika, smanjuje oksidaciju imast

oksidacija mioglobina povetan sadrzaj Cg) pospesSuje formiranje metmioglobina
i tamnjenje mesa
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Neadekvatan izbor sirovine, nepazljiva manipulasifavinom u toku primarne obrade i
nekorektna i nehigijenska proizvodnja mogu da uslpejavu patogenih mikroorgnizama
u gotovom proizvodu. Ribe i proizvodi riba mogu liadu prenosioci raziitih bolesti.
Patogeni u ribi mogu da poti iz okoline (vodene sredine), ili mogu biti poreki od

zivotinja/ljudi.
Tabela 2.16.Bakterijski patogeni u hladno dimljenom losq#uss i sar., 1995)

sposobni da se

: . . razmnoZzavaju u
prirodno prisutni u )

N _ proizvodu (3-5% stepen
mikroorganizam SVF¥) zabrinutosti
Ziva okruZenje gotov  pri  temperature
riba proizvod 5°C  >10°C
Cl.botulinum ne- '

prot.tip B, E, F * * * - *) nieak

Cl.botulinum i

prottpA B () F ¥ ) * nieak

svojstveni morl{(;scter(;a R + + + + LS
patogeni yte/gb :
patogene/ibrio + + . + nizak
vrste
A.hydrophila + + + (+) + nejasan
P.shigelloides + + + - (+) nizak
Salmonella ) ) , - + nizak
nesvojstveni E.coli i
patogeni i ) ) ) *) nizak
S.aureus _ : - - (+) nizak
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11.3.4.MikrobioloSki parametri od zna ¢aja za odrzivost dimljene ribe
11.3.4.1. Listeria monocytogenes
Taksonomija

Prema prirdniku po Bergey-u (IX izdanje, 2000. godina), rbisteria sastoji se od
sedam definisanih vrsta:
» L. monocytogenes
. innocua
. ivanovii
. seeligeri
. welshimeri
. grayi
. murrayi

YV V. V V VYV V
r - - -

Morfologija , izgled kolonija i metabolizam

Bakterije iz ovog roda su Gram pozitivni, kratkgparogeni Stapi, katalaza pozitivni,

oksidaza negativni i fakultativno anaerobni @zvioi.

?:‘:‘ ‘!‘f‘("- 3 *?3-.‘ k- .
& oﬁ n "'?
P

I-a 1
- e

-i ‘vl - ‘ c‘io -
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Slika 2.8. Mikroskopski prepardt.monocytogenes
asporogeni Stafii— bojenje po Gramu
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Pravilni su kratki Stagi, veli¢cine 0.4-0.5 x 0.5-2um, sa zaobljenim krajevima, ponekad
skoro kokoidnog oblika. Mogu se videti kao pojedmacelije ili u kratkim lancima, u
obliku slova V, rde u duzim filamentima (obno u starijim kulturama duzZine 6-20n).
Ne stvaraju kapsule, ni spore. Mikroorganizam jear®rpozitivan, ali u starijim

kulturama nekéelije se ne boje.

Slika 2.9. Izgled ¢elija bakterijeListeria

monocytoge(eektronska mikroskopija)

Pokretljivi su na temperaturi od 20°Z5 zahvaljujéi posedovanju peritriho
raspordenih flagela kojih olino imaju od 2-5. U vismj kapi pokazuju tigino

~Lumbling” kretanje.

Slika 2.10.1zgledListeria monocytogenes
sa peritritaspordenim flagelama
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Aerobi su i fakultativni anaerobi. Optimalna tenmgtera rasta im je iznde 30-37°C
dok su im temperaturne granice od 1 - 45°C. Neiyja¥aju zagrevanje na temperaturi
od 60°C 30 minuta. Optimalan rast listerija je pdutralnom ili slabo alkalnom pH.
Obi¢no rastu u rasponu pH od 6 do 9 (ne rastu pri @dmiod 5.5) .

Katalaza su pozitivni, dok je reakcija oksidaze atema. Katalaza negativnu reakciju
mogu da daju ukoliko rastu u medijumima koji sadriske koncentracije mesa ili
kvagevog ekstrakta. Friedman i Alm (1962) su pokazali sb katalaza aktivnost

smanjuje u podlogama koje sadrze viSe od Ifldkoze.

Stvaraju citohrome, a fermentacijom glukoze stwanaginom L(+) mie€nu kiselinu.
MetaboliSu i mnoge druge & e uz stvaranje kiseline, ali ne i gasa. Realsajenetil-
crvenim i Voges-Proskauer su pozitivne. Ne stvamaglol i ne koriste egzogeni citrat.
Hidrolizuju eskulin i natrijum hipurat. Ne hidroliju ureu, Zzelatin, kazein i mleko.
Zahtevaju organske faktore rasta, a stimulativikidia za listerije je gva¥e (Sword,
1966; Trivett i Meyer, 1971).

Bakterije ovog roda stvaraju alkalnu fosfatazu itakle-galaktozidazu, dok ¥@a
poseduje slabu aktivhost dezoksiribonukleaze i milkdeaze. Neke vrste stvaraju

lecitinazu, tributirinaza su negativne, ne stvatd8 i nitrate ne redukuju do nitrita.

Karakteristika L. monocytogenege stvaranje kiseline iz L-ramnoze i alfa-metil-D-
manozida, ali ne iz D-manitola i D-ksiloze (Seetig€961; Ralovich, 1984; Seeliger i
Jones, 1986)Sve listerije stvaraju kiseline nakon 48h od glukomanoze, salicina,
eskulina, celobioze, fruktoze i amigdalina. Nakarzel inkubacije stvaraju kiseline i od
maltoze (za 4 dana), dekstrina (za 8 dana), glee(pa 10 dana). Weltzer i sar.
(1968) su ustanovili da. monocytogeneserotip 4b, koji je n&e&i kod ljudi, stvara

kiselinu od inozitola.

Razlkite vrste listerija stvaraju nekoliko formi koloaijKod svezih izolata n&g%a je

,o" forma (sa uzdignutim ivicama i ulegnutim cemtrh koja nekada u toku daljeg
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kultivisanja moze da pde u oblik sléan ,R* formi. Hrapava ,R* forma karakterigtiog
je izgleda sa neravnim ivicama i hrapavom povrSindsivrdene su i L forme
(granulisane, izgleda przenog jajeta) k&d monocytogeneskada se KkultiviSe u

medijumima koji sadrZe penicilin ili glicin (Grayillinger, 1966; Seeliger, 1961).

Slika 2.11.Test pokretljivosti

L. monocytogenesiobro raste na ¥ei obicnih hranljivih podloga. Kolonije na
hranljivom agaru su p#aika 0.5 — 1.5 mm, okrugle, slabo isgepe i prozirne. Na
normalnom osvetljenju kolonije su plavkasto-sivesa osvetljenjem pod uglom od 45°
bljeStavo plave. Rast. monocytogenefe bolji na podlogama koje sadrze glukozu i na
takvim podlogama kolonije imaju nakiseo, buterimign

U polut&gnom agaru za ispitivanje pokretljivosti, zasejanobodom i inkubiranom na
temperaturi od 25°C raste tfpio u obliku kiSobrana, ptiemu je kiSobran 3-5 mm ispod

povrSine agara, a rast duz uboda se zapaza u r8He.d

Sve vrste rastu u medijumima koji sadrze 10% NaGheke mogu da preZive i ostanu
vitalne i pri 16% NaCl pri pH 6.0, dok samo pojedsojevi mogu da toleriSu

koncentraciju od 20% soli. Mogu da rastu u prisust9.025% talijum acetata; 3.75%
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kalijum tiocijanata; 0.01%2,3,5-3-feniltetrazoliurtorida; 0.04% kalijum telurita, ali ne i
u prisustvu 0.02 % natrijum azida i kalijum cijamidMogu da rastu i na 10% i 40%

Zutnom agaru, prkemu je bolji rast u viSoj koncentraciji @(Wetzler i sar., 1968).

Slika 2.12.1zgled kolonijaListeria monocytogeneasa hranljivom agaru, sa

karakteristtnim plavkastim odsjajem pod osvetljenjem pod ugtm5°

-

7

Slika 2.13.1zgled kolonijaListeria monocytogenesa hranljivom agaru

Na krvnom agaru stvara beta-hemolizu. Zone kojaratk. monocytogenesu uske i
¢esto se ne pruzaju iza ivice kolonije i mogu sesktevati jedino odvajanjem kolonije
ezom sa povrSine agarh.ivanovii stvara Siroke ili multipne zone hemoliZesteria
monocytogenestvara beta-hemolizu na krvnom agéija je zona slabija nego kod.
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Ivanovii, ali je izraZenija nego kod. seeligeri Hemoliza ovjih eritrocita se pojéava
CAMP fenomenom, pricemu se Koristi beta-hemolitii Staphylococcus aureus
Rhodococcus equiSumnjive hemolitine vrste Listeria i Staphylococcus aureuse
zasejavaju pod pravim uglom jedna u odnosu na dnaglrvni agar sa 5% oNe krvi.
Nakon inkubacije na temperaturi od 37°C 24-48 mdiéicne vrsteL. monocytogenes
L.seeligeridaju poj&anu hemolizu u zoni nepotpune hemol&@aphylococcus aureus
ali ne i saRhodococcus equKada jelL. ivanovii u pitanju, imamo obrnutu situaciju:

pojatava se CAMP fenomen &hodococcus equali ne i saStaphylococcus aureus

Slika 2.14.1zgled CAMP testa

Listeria  monocytogenesstvara razliite speciféne supstancije: hemolitii toksin
hemolizin, listeriolizine, lipolittni toksin (fosfolipaza), ekstracelularno hemotagi
toksin, lizocim, pirogene supstancije, i svi dopse patogenim svojstvima listerija.
Opsirnije o ovim materijama & objasnjeno u odeljku pod nazivom ,Karakteristike

virulencijeListeria monocytogenés

Pored toga stvaraju i bakteriocine poznate kao miondi listeriocini, Sto su dokazali joS

1962. godine Hamon i Peron.
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Slika 2.15.Bakterijskacelija —Listeria spp

Bakteriocini su ekstracelularno oslalemi peptidi ili proteinski molekuli stvoreni od
strane odréenih bakterija, koji poseduju baktericidna (destinia) svojstva prema
nekim vrstama bakterija, i@se srodnim sa vrstama proiziata bakteriocina (Tagg i
sar., 1976.)

To su ribozomalno stvoreni prekursori polipeptiigroteini, koji deluju antimikrobno
na Sirok spektar blisko srodnih bakter{fjack i sar., 1995). Nalaze se samostalno ili
mogu da budu vezani sa lipopolisaharidiéeijskog zida.

Listeriocini ili monocini deluju antibiotski na dstmkoke, bacile i druge srodne gram-
pozitivne bakterije, ali ne deluju na gram-negativhakterije. Monocini se mogu
uporediti sa piocinima, kolicinima i proteocinima.

Utvrdeno je da oko 76% sojeva proizvodi monocinegemu unutar serotipa 4b — 94% ,
a unutar soja 2a — 67.2% .

0Oy

Slika 2.16.Mikroskopski preparat — nalaz listerija&elijama domaina

Doktorska disertacija
Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 108
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimljene pastrmke



Pregled literature

Slika 2.17.RastListeria monocytogeneasa podlozi OAA agara
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Karakteristike pojedinih vrsta u okviru roda Listeria

Diferencijalne karakteristike pojedinih vrsta u okwvroda Listeria date su u sledej

tabeli:
Tabela 2.17. Karakteristike pojedinih vrsta u okviru robisteria

Legenda: +  90% ili vise je pozitivno
- 90% ili viSe je negativno
d 11-89% pozitivho
ND nije determinisanoa - nekoliko je vrsta negativno b - referentna vrsta ATCC 15313 nije 3-hemdiiti, pa je
predloZena vrsta NCTC 7973 -obi¢no Siroka zona hemolize ili viSe zona
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Serotipovi Listeria spp.

Listeria spp.poseduju 15 somatskih [ O ] i 5 flagelarnih [ Hrjtigena. Kombinacijom
svih antigena omogava se definisanje 16 serovarijetetmmonocytogeneassrodnih vrsta
(Seeliger i Jones, 1986; Rocourt, 1999).

1/2a, 1/2b, 1/2¢c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4h, 4, 4e, 5, 6a, 6b i 7 (tabela 2.18).

Tabela 2.1&erotipoviListeria spp.

Serotipovi Listeria spp.

Listeria vrste Serotipovi
L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c,
3a, 3b, 3c,
4a, 4ab, 4b
4c, 4d, 4e, 7
L. ivanovii 5
L. innocua 4ab, 6a, 6b, N
L. welshimeri 6a, 6b
L. seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b, N

N - nedefinisano

Dugo se smatralo da su serovarijeteti 1/2 a, 1M2c i 4b odgovorni za listeriozu kod
zivotinja i ljudi, pa su ih i ozn@mvali kao markere za ovu bolest. &ém, danas se
saznanje izmenilo, posto je ustanovljeno da soyestaL.seeligerii L.welshimeri cesto
karakteriSe prisustvo ovih antigenih osobina. ®yew L.ivanovii pripadaju serotipu 5,
tako da serotipizacija u tom shju predstavlja i kriterijum identifikacije. Sojevi
serogrupe 6 pripadaju nepatogenim vrstamlainnocua, L.welshimeri i
L.seeligeriUstanovljeno je takie da se..grayi i L.murrayi antigeno potpuno razlikuju
od svih drugih listerija, ali su dasobno istih osobina.

Tokom ispitivanja listerioze kod zivotinja i ljudiistanovljeno je da serotip 1/Resteria
monocytogenesdominira u Evropi, a serotip 4b u Americi. To yta je vazilo sve do
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uvoza inficiranin¢in¢ila iz SAD u Nemaku, nakon¢ega je serotip 4b postao dominantan
u zapadnoevropskim zemljama. Interesantan je itp&dda je serogrupa liEa u

namirnicama, a da su listerioze ljudi dal€le&e uzrokovane serovarom 4b.

Virulentnost razli ¢itih serotipova

Uprkos obiljuListeria monocytogenas okruzenju, relativno mali broj ljudi se ozbiljno
razboli. To je, svakako, rezultat efikasnog imursigfema véne zdravih osoba. Ipak,
analize pokazuju da ¥ma prisutnih listerija u naSem okruzenju nije \@ntna ili su

slabo virulentne. Samo nekoliko serotipova je odgou za pojavu ozbiljne bolesti

listerioze.

Ispitivanjem Listeria monocytogeneg&olovanih od 1363 pacijenta, ustanovljeno je
nagee prisustvo serovarijeteta 4b (u 64% csleva), dok su ostali serotipovi bili
zastupljeni 1/2a u 15%, 1/2b u 10% i 1/2c u 4%akva. Serovar 4b je r@Xe bio
prisutan u sléajevima listerioze kod trudnica, a 1/2b kod listed ostalihifMclauchin,
1990). Kod ispitivanja skotnih miSeva, nije ustanovljen@aiajna razlika infektivnosti
serotipova 1/2a i 1/2b na skotnim Zenkama miSewdnosu na 4lfLammerding i sar.,
1992).

U drugim eksperimentima, nekoliko serovarijetéiateria monocytogenekoje pripa-
daju serogrupi 4 podeno je na osnovu virulencije za miSeve i sposobrsigaranja
virulentnih faktora. Sojevi 4b, 4ab i 1/2a su s&agmali najvirulentnijima za miSeve, a
niska virulentnost sojeva 4a, 4c, 4d i 4e u vezageniskom produktivnés virulentnih
faktora i ActA proteina. Neki sojevi stvaraju i @rlniske kolEine listeriolizina O i

internalinafSokolovic i sar., 1996).

Analizom varijacija u sojevima listerija koégnjem RAPD metode (Random Amplifica-
tion of Polymorphic DNA), utdeno je da su samo pojedini genotipdvsteria
monocytogenezajednéki svim izolatima koji su prouzrokovali listeriozjudi u Japanu

(Inoue i sar., 2001). Pregledom DNA sekvenci nekih virulentnih gena, aate je da
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postoje tri evolutivne linijdisteria monocytogeng®asmussen i sar., 1995; Wiedmann

i sar., 1997). Svi ispitani sojevi koji su izolovani u slajevima epidemija kod ljudi i neki
sporadéni slutajevi humane listerioze pripadaju liniji I, a izblkoji nisu humani su deo
linije Il (Wiedmann i sar., 1997). Ovom tehnikom, od 117 izolath. monocytogenesz
dimljene ribe i proizvoda koji se oliagju dimom, 37% je pripadalo liniji I. Koré&njem
citotoksinih testova 17% izolata je pokazivalo avirulentniistrlo slabu virulentnost
(Norton i sar., 2001).

Sojevi Listeria monocytogengwonaieni tokom izbijanja listerioza, pregledani su i PCR
fingerprinting metodom. Razlike koje su utene ukazuju na vezu izihe njihovin DNA

sekvenci i sposobnosti ekspresije ré&ih faktora virulencijefFranciosa i sar., 2001).

Svi dobijeni rezultati ukazuju n&injenicu da svelisteria monocytogene&oje su
izolovane iz hrane ili okruzenja ne predstavljapdjgdnaku opasnost po zdravlje ljudi.
Ipak, danas ne postoji jednostavasinaliferentovanja serotipova koji su dni.

Pored toga, i mnogi faktori sredine mogu dé&wta poj&anje ili slabljenje virulentnosti
serotipovalisteria monocytogened.isteria monocytogene&loZzena umereno kiselim
uslovima sredine razvija toleranciju na kiselingpadstaje sposobnija za invadiranje i
proliferaciju u kulturamaelija, od bakterija koje nisu stekle takav tip talecije(Conte i

sar., 2000).

Invazija i Sirenje Listeria monocytogenes

Razlog StoListeria monocytogeneszrokuje tako teSku bolest lezi u njenoj sposotinos
da indukuje sopstvenu fagocitozu (,ukrcavanjetalije domaina“), korist&i se tim
¢elijama da bi se razmnozavale i direktno transpatou drugeelije.

Kako Listeria monocytogeneagie uceliju doma&ina, Siri se telom, zastna od mnogih

odbrambenih mehanizama organizma, uklju¢i antitela i komplement.
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Listerije koje se unesu u organizam preko hraregzeul enterocite ili Melije, smeStene
blizu Pajerovih pléa, i tada zaponje njihova deoba u fagocitninéelijama koje su
smestene u sloju ispod enterocita. Bakterije s& ti@hsportuju u makrofagima, iz creva

u krv ili limfu, do jetre i slezine, gde ih ¥ma strada pod dejstvom neutrofila smeStenih

uz Kupferoveielije jetre.

Crtez 2.1.Prikaz stadijuma infekcijm vivo

infekeija

crevna barijera

placenta

mozak ‘fy

Ukoliko je domainov T-<elijski imuni odgovor neadekvatan, listerije se mog
razmnozavati u hepatocitima i makrofagima, i poteo$ene krvlju, mogu da do do
raznih organa, posebno do mozga i/ili materice,god&aze kroz krvno-mozdanu barijeru
i placentalnu barijeru. Tokom svake od ovih fazavamje i Sirenja Listeria

monocytogengso organizmu, stvara se veliki broj r&#ih virulentnih faktora:
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Internalini (InA, InB) - povrsSinski protein listga koji omogu¢ava penetraciju
Listeria monocytogenasnefagocitnéelije (epitelijalnecelije, hepatociti)
Povrsinski protein p104 - uloga u adheziji bak&er intestinalnéelije
Listeriolizin O (LLO) - bakterijski toksin, neophad za liziranje vakuolarne
membrane fagocita i na tajdia obezbduje listerijama bekstvo u citoplazmu

¢elije doméina.

Crtez 2.2.Procegelijske infekcijeListeria monocytogenes

ulaz o
{InA,InB} liziranje
dvostruke
liziranje ) ______mmembrane
vakuole . T : kuol
" | j‘“
{LLO,PlcA) 7 : {LLO, PlcB)
ORI
.-‘—“{ \ ) N
(D ‘.
5
p
/
L
£
"
intracelularno
pokretanje (ActA) sirenje listerija sa
celije na celiju (ActA)

ActA protein - povrSinski protein, indukuje polinegciju globularnih
aktinskin molekula, da bi se formirali polarizovaaktinski filamenti do
¢elijske membrane, stvorilisteriopodi (ispugenja membrana spolj@Moors
i sar., 1999) kojima se listerije prenose na susedmdije bez aktiviranja

¢elijskog imuniteta
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» Fosfolipaza (PIcA, PIcB) - uloga u invaziji i SijarListeria monocytogenes
(iz primarne vakuole pomaze PI-PLC, dok je PC-Pk@vaa tokom Sirenja
bakterije izéelije uceliju).
* Metaloproteaza
* Clp proteaze i ATPaze
* Protein p60
Geni koji kodiraju véinu ovih faktora, nalaze se zajedno na hromozomagulisani su

pomaiu prfA gena(Cossart i Lecuit, 1998; Kuhn i Goebel, 1999; Renzoni i sar., 1999).

Infekcija centralnog nervnog sistema predstavignje od najozbiljnijih manifestacija
listerioze. Listeria monocytogenesnoze da uzrokuje meningitigesto udruzen sa
oduzetodu, ili romboencefalitis(fSouthwick i Purich, 1996). Da bi doSlo do infekcije
centralnog nervnog sistema, listerije moraju daiprrvno-mozdanu barijeru, koja je
bitna za odrzavanje biohemijske homeostaze u mokigmenoj mozdini.

Bakterije imaju sposobnost kretanja duz aksonanierielija u oba pravca, tako da je
moguwa njihova diseminacija sa periferije do centralmegvnog sistema duz senzornih
nerava.Listeria monocytogenese moze kretati duz senzornih nerava pamaternalin
B-zavisne reakcij¢Dons i sar., 1999; Jin i sar., 2001).

Makrofagi u kojima se nalaze listerije cirkuliSuat®. U placenti, listerije iz makrofaga
mogu da inficiraju endotelijalnéelije, a potom i fetus, dovodiedo preranog rdanja ili
smrti. Novor@entad se mogu inficirati i tokom pasaze kroz pijoi kanal, uz razvoj
sepse i meningitisa nakon nekoliko dana. lako anskia ténost koja okruzuje fetus,
ubija ili spre&éava razvoj mnogih bakterija, na bakterljisteria monocytogenesema
takav efekafAltieri i sar., 1999).

Postojanje razlika nastalih kod listerioze gravidaenki miSeva zavisi od toga kada je
nastupila infekcija. Ukoliko je infekcija nastalaranom graviditetu (od opdienja do
14.dana), velika je verovaté® dace daii do abortusa ili ugintéa od encefalitisa, za
razliku od togaceXa je pojava oboljenja listerioze ukoliko nastupiekcija kasnije u

graviditetu.
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Adhezija bakterija na povrSinielije
dom&ina i patetak penetracije ¢eliju.

Fagocitovana bakterija unutar vakuole u
¢eliji domatina; Replikacija u citoplazmi
nakon liziranja vakuole fagozoma.

Formiranje polarizovanih aktinskih
filamenata (aktinski rep), kojim se
bakterija krée docelijske membrane.

Stvaranje listeriopoda (protuberancije
ispupienja) prema susedniéelijama.

Proces Sirenja bakterije éelije uceliju:
~prozdiranje” listeriopoda od strane
susednéelije .

Pojava bakterije u susednliji,
gubitak aktinskog repa i petak
liziranja dvostruke membrane vakuole.

Slika 2.18. Proces infekcijéelije Listeria monocytogengs stadijumima
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Kod ljudi, listerioza sec¢eXe javlja kada je infekcija nastupila u desn trimestru
graviditeta, nego tokom prvih 6 mes¢smith, 1999). Nazalost, bakterioloSke analize se
¢esto ne izvode kod spontanih abortusa, tako deessa pravo stanje koliko sesto

abortusi nastali usled infekcija izazvanih listmia.

LISTERIOZA - EpidemioloSki aspekti

Listeria  monocytogenegredstavlja ubikvitarnu bakteriju, Sto Zhada je veoma
rasprostranjena u zivotnoj sredini. Zbog toga gostogucnost da se r# u organizmu
Zivotinja i ljudi, kako onih obolelih od listeriozéako i kod potpuno zdravih jedinki; ali i
da se hrana moze kontaminirati tokom proizvodngkladiStenja, pa na taj ¢ia da
postane izvorom zaraze za ljude i zivotinje.

Listeria monocytogenege patogena za ljude i veliki broj zivotinjskih tas Infekcije

listerijama javljaju se na&g&e sporadino, mada se moze manifestovati i kao epidemija.

Listeria monocytogenes domaéih Zivotinja

Listerioza Zivotinja poznata je viSe decenija. Maagvotinjske vrste su prijetive za
listerije.

Sa glediSta veterinarsko-sanitarne kontrole mesaselmmo je vazna moguost
dijagnostike listerioze kod Zzivotinja pre klanjaistdbucija Listeria monocytogenes
tkiva i organe inficiranih zivotinja i zastupljertaadravih kliconoSa kod pojedinih vrsta

Zivotinja.

Zanimljivo je da je prva identifikacijdisteria monocytogeneszolovane kod obolelih
zZivotinja, bila povezana sa kontaminiranom hrankasnije su oboljenja goveda i ovaca,

izazvana listerijama jasno ukazivala na loSe @#&ma hranu, kao izvor infekcije (silaza).
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U prirodnim uslovima zaraza se prenosi ekskrememtipobg&enim plodovima,
placentom i urinom, a kod ovaca iscetkom iz nosaom, mlekom, iscetkom iz geni-
talnih organa. Poznato je i mehé&w prenoSenje, koitusom, ukoliko se listerije kod
krava nalaze u vaginalnoj i cervikalnoj sluzi. Rbrwga, dokazano je inficiranje i

kontaktom, u prirodnim uslovima.

Listerioza prezivara

NajceZe glavne forme listerioze kod goveda, ovaca i kemaencefalitis, abortus i
septikemija (Seeliger, 1961).

Oboljenje se u peetku ispoljava opstim simptomima — poviSena telemperatura,
inapetencija, apatija; da bi se ubrzo javili neremptomi. U goveda se encefalitis
uotava kao unilateralna ili bilateralna facijalna piaeg koja zahvata usi,coe kapke i
usne. Pored ovih simptoma, mogu da se jave i sleptiaksija i manjezno kretanje,
uzdignuta glava, Skripanje zubima, d&aost zvaké muskulature i razdrazljivost. Kod
odraslih goveda bolest traje 4-10 dana i sporedije. Nakon ovih simptoma nastupa
koma, koja traje 1-2 dana i bolest se ¢adje, zavrSava ugiriem Zivotinje. Kod ovaca
traje 2-4 dana, retko do 10 dana. Obolela ovca sthyjojeno od stadaesto joj zalogaj
viri iz usta, glavu drzi savijenu u stranu, ili z&bnu, nekad se kée u krug.

Encefalitis prezivara izazvan listerijama se mobtvimliti patohistoloskim nalazom i

izolacijom uzr@nika iz mozga.

Cesta forma listerioze prezivara je abortus u kapfigzi graviditeta. Ukoliko nastane
infekcija gravidnih zivotinja, izostaju nervni sit@mi, a listerije dijaplacentarno prolaze
do fetusa, u kome uzrokuju septikemiju i ugiausa pret@m poba&ajem. Kod goveda je
abortus naje&e sporadian, a kod ovaca je afo ukljceno viSe Zivotinja. Nakon
infekcije placente, fetus, atio, ugine za oko 5 dana. Abortus je retko¢prateskim
sistemskim oboljenjem¢esto je i bez simptoma. Zivotinja moZe da dziie Listeria
monocytogenesnlekom, bez znakova mastitisa. Ukoliko je infe&cijastupila tokom

kasnog graviditeta, fetus moze bitidem Ziv, ili moze da ugine ubrzo nakoridemja. Ne
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postoje dokazi o tome da listerije imaju produzefiekat na matericu i sleéiegraviditet
iste zZivotinje.
Dijagnoza abortusa izazvanog listerijama se zasna izolaciji uzrénika iz organa

fetusa.

Kod mlatih prezivara, listerioza moze da ima septikemiili visceralni oblik, sa
fokalnom nekrozom jetre. Javlja se, d&gfe tokom nekoliko prvih nedelja Zivota, pa se
smatra i produzetkom intrauterine infekcije. Méguje da nastane i kao posledica
umbilikalne infekcije. Kod teladi se javlja sporéad, dok je kod jagnjadi n&ge u

vidu epizootija.

Kao forma listerioze, moze se javiti i dijareja kavaca. Ona nastaje ishranom
nekvalitetnom silazom, nakon 1-2 dana, a moze daeei i kao septikemija sa letalnim

ishodom.

Pojava keratokonjunktivitisa goveda i ovaca, izamvge istovremenom infekcijom
listerijama i nekim drugim uztmicima: Moraxella bovis, Neisseria catharalis,

Mycoplasmavirus infektivnog bovinog rinotraheita (IBR).
Mastitis uzrokovan shisteria monocytogenernoze da bude akutan ili hr@an, ponekad
i supklinickog toka. Mogu da budu zahiene jedna ili viS&etvrti. Listerije se mlekom

mogu izl&ivati ¢ak do tri godine.

Listerioza konja

Bolest je retko zabelezena kod odraslih konja. Kodoraientadi i zdrebadi, moze da

nastane septikemija i paraliza. Kod odraslih kgaydja se u vidu abortusa i encefalitisa.

Listerioza svinja

Listerioza svinja se javlja retko, i @mo se pojavijuje u vidu septikemije,
meningoencefalitisa i abortusa. Septikemija nastajéoku prvih nedelja Zivota, sa
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znacima zapaljenja pta ili enteritisom, kada se mogu javiti lezije narijgmultipla
fokalna nekroza) i slezini. Meningoencefalitis s@ljp kod starijih svinja, sa znacima
ataksije, ukoenosti vrata, drhtanja usta pri uzimanju hrane, jezamm kretanjem,

parezom zadnjeg dela tela ili paralizom. Bolestwobitraje do 4 dana .

Listerioza zivine

Kod zivine, od listerioze n&&e oboljevaju pilki i ¢urke, a znatno e guske i patke.
Mortalitet kod pilca moze dosti i 40%. NafeXe se javlja forma septikemije, a
patomorfoloSkim pregledom ustanovljena je masivegetieracija miokarda i fokalna
nekroza jetre, slezine i @a. Ipak, smatra se da listerioza kod dailima sekundarnu
ulogu i da do pojave bolesti dolazi usled zajeklog dejstva sa salmonelama,

kokcidijama ili virusnim bolestima Zivine (atifria kuga, limfomatoza).

Nalaz Listeria monocytogenekod zdravih Zivotinja

Listeria monocytogengzredstavlja bakteriju koja se pored bolesnih Zihjat moze né

i kod zdravih Zivotinja, Sto predstavlja problemickhoStva. Kod zdravih Zivotinja
listerije se, naje&e nalaze u fecesu. Brackett (1988Xistila pored dond#h, rezervoare
listerija predstavljaju skoro sve vrste zivotinigkljucujuci i glodare, vodozemce, ribe,

insekte i kiéne ljubimce. Broj kliconoSa varira unutar iste Ziagske vrste.

Prema istrazivanjima, kliconoStvo kod goveda&gsta pojava, tako da je praesmo od
0.8 do 15% listerija u fecesu goveda u HolandijjK&ra, 1986), 27.6% kod goveda u
Madarskoj (Ralovich, 1987), 51% u Danskoj (Skovgaahdorgen, 1988), 16% (Hofer,
1983) i 19%Buncié, 1991) u Jugoslaviji.

Kod ovaca je pronteno 27.2%.isteria monocytogenasfecesu (Rodriguez i sar., 1984),
a prema Ralovich-u taj procenat iznosi 14%. Ralovgtice da su prordene listerije

pored fecesa i u nosu (19.2%) i vagini (2.2%).
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PrisustvoListeria monocytogenas fecesu zdravih svinja zabelezeno je u 1.7%aghva
u Danskoj, dok je u Miarskoj ustanovljendak 25.6% (Ralovich, 1984). U naSoj zemlji

je Buncié¢ (1991) utvrdio prisustvo listerija u 3% slgjeva, a na tonzilamsak 45%.

Brackett (1988) smatra da su ptice i zivina,dme&ivotinjama, naje&e kliconose
bakterijeListeria monocytogeneSkovgaard i Morgen (1988) su ustanovili prisustive

bakterije u fecesu 33% zdrave Zivine.

Listerioza ljudi

Campylobacter, Salmonella, Yersin@atogengscherichia colii Listeria predstavljaju
najzn&ajnije bakterije koje dovode do oboljenja usled Zamiranja hrane (engl. food-
borne diseasq¥chlundt, 2002).

lako jeListeria monocytogengsoznata kao animalni patogen viSe od 70 godinar@ju

i sar., 1926), kao zkajan patogen koji se unosi hranom priznata je tekadnjih
dvadesetak godina.

Od kako jeListeria ustanovljena kao bakterija koja moze da izazowdjehje listeriozu,
putem hrangSchlech i sar., 1983), sve viSe se povava interes i potreba za kontrolom

ovog mikroorganizma u najraznovrsnijim namirnicama.

Prvi slitaj incidenta listerioze 1929. godine izneo je Ngfelda bi tek 1981. godine,
nakon ispitivanja tri zn@mjna sldaja epidemije listerioze: izazvane kupus-salatom
(Schlech i sar., 1983), punomasnim i deliniho obranim mlekom (2% miee masti)
(Fleming i sar., 1985) i mekim meksikim sirom (Linnan i sar., 1988), Listeria
monocytogenelila smatrana uztmikom bolestiiji je glavni izvor oboljenja hrana i kao
takva jedan od bitnih prenosioca zarazetuBudima (Schuchat i sar., 1992; Pinner i

sar., 1992).
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Tabela 2.19.Procena pojave oboljenja izazvanih hranom, sa epaeSkog stanovista
(FoodNet data for 1997, CDC, 1998).

patogen oboleli na 1 000 000
stanovnika

Vibrio 3

Listeria 5

Yersinia 10

E.coli O157:H7 28

Shigella 85
Salmonella 124
Campylobacter 217

svi bakterijski patogeni 472

Izbijanje epidemije u Kaliforniji tokom 1985. godinkada su obolele 142 osobe, od
kojih je 48 zavrSilo smrtnim ishodom, bio je posigdudarac da bi sed.isteria

monocytogenegrihvatila kao izuzetno zdajan patoge WCMSF, 1996).

Listerioza predstavlja generalizovanu infekciju &opastaje nakon oralne ingestije
uzrainog agenségfinlay, 2001).

Miettinen i sar. (1999) su ustanovili povezanost febrilnog gastroenteriked pacijenata
koji su konzumirali vakuum pakovanu hladno dimljepastrmku, koja je sadrzavala
visok nivo kontaminacije L.monocytogenes Pacijenti su konzumirali proizvod
sedamnaestog dana nakon vakuum pakovanja, a teomaegaostora gde j€uvan
proizvod je bila 4.6°C, a pri vrhu 11.6°C. Uzorcu smali 1.9 x 16 cfu/g

L.monocytogenes

Povice, mesni i mléni proizvodi i morska hrana mogu da budu kontaraimisal isteria
spp, i kao takvi se smatraju jednim od glavnih izvaeapojavu listerioze, a nedavno je
zabelezeno joS nekoliko shieva izbijanja listerioze kod&njem mesnih proizvoda
(Rorvik i sar., 2000).
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Pored toga, listerije imaju jedinstvenu moégast razmnozavanja na temperaturi od 4°C
u hrani ¢uvanoj u friziderima(Hof i sar., 1994). Listeria monocytogenes hrani se
razmnozava u Sirokom rasponu pH, temperature tivata niskoj aktivnosti vode. Pri
4°C generacijsko vreme monocytogenesznosi 12-3&asova. Kada se hratava duze
vreme, pri temperaturi frizidera, brdj. monocytogenese moze uvati i do 10/g.
Halotolerantna je i prezivljava 100 dana u koncasfama soli od 30.5% pri temperaturi
od 4°C. Ova osobina listerija omagva njeno prezivljavanje u nekim vrstama sireva i

drugim proizvodima od mleka.

Ukoliko je pojava humane listerioze niska (2-15midion), letalni odnos (broj letalnih
ishoda/broj sltajeva listerioze) iznosi viSe od 20fGabanes i sar., 2002). U SAD je
zabelezeno 2500 slajeva listerioze svake godine, Sto bi @ltada se moze @kivati i
do 500 smrtnih ishoda uzrokovanih listeriozfiread i sar., 1999). Epidemija listerioze
pokazuje globalno poéanje u Evropi i Severnoj Americi od 1980-tih godinzak, nije
jasno da li je to povanje realno, ili je nastalo kao rezultat boljeg m@zanja materije i

adekvatnije kontrole namirnica, u odnosu na preatleatecenije.

Postoji nekoliko néina prenosa listerija: infekcija sa majke na fatugerusu ili prilikom
rodenja, sa deteta na dete, sa zivotinja&oneka, i najvazniji nén-transmisija hranom
(McLauchlin, 1993; Rocourt, 1996).

Termin ,alimentarna listerioza“ se koristi za pajalisterioze kod ljudi, nastalu preko
hrane i najee je povezana sa nedovoljnim znanjem o patogenkteb@ma koje se
mogu preneti hranom i izazvati oboljenja.

Najaktuelniji uzr@nici bolesti hrane koji se putem hrane mogu prenetiljude su
Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidiscoli 0157:H7.

Sa skoro 8000 séajeva u SAD i 2000 smrtnih ishoda godiSnje, meiisigizazvani
bakterijama predstavljaju zéajan izvor morbiditeta i mortaliteta. Osnovni uani su

Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumqrgagpa B streptokokaHaemophylus
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influenzae Kod pacijenata sa oslabljenim imunim sistemorkpda bitan patogen je i
Listeria monocytogenes.
U tabeli broj 2.20. se moZe videti procentualnatyagnost uzrénika bakterijskog

meningitisa, po starosnim kategorijama.

Tabela 2.20. Procentualna zastupljenost uarixa bakterijskih meningitisa po

starosnim kategorijama

Starosna kategorija Mikroorganizam Priblizna u¢estalost
NovoraZencad Streptokoke grupe B 68%
L.monocytogenes 22%
S.pneumoniae 10%
1 - 23 meseca S.pneumoniae 45%
N.meningitidis 30%
Streptokoke grupe B 20%
2 — 18 godina N.meningitidis 58%
S.pneumoniae 30%
H.influenzae 5%
19 — 59 godina S.pneumoniae 60%
N.meningitidis 20%
H.influenzae 10%
60 godina i viSe S.pneumoniae 70%
L.monocytogenes 20%
H.influenzae 5%

Ozbiljne infekcije listerijama manifestuju se s&pthijom i meningitisom, a mogu da se
zavrSe i letalno. lzuzetno rizie kategorije za listeriozu su novdemcad, stare osobe i
osobe sa oslabljenim imunitetom i trudnice. Infgkedravih osoba su retke.

Mortalitet kod ozbiljnih, neléenih listerioza je velik i moZe da iznosi i do 25%.

Doktorska disertacija
Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 125
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimljene pastrmke



Pregled literature

Ralovich (1987) istie da je za humanu listeriozu karakte&esti i neravhomeran raspored
broja obolelih po starosnim kategorijama. Ptasebroj, izrgunat za raztite zemlje,
obolelih osoba do 31 dana zivota (bebe) iznosi%0.8 od 70 — 79 godina 20.7%. Po
tome, listerioza se n&@e javlja kod novordercadi i starijih ljudi. Isti autor iznosi da
pros€an mortalitet, izr&unat za nekoliko evropskih zemalja kod humane riste,
iznosi 30.6% (varijacije od 16% do 44.6%).

Zabelezen je \@ broj izbijanja listerioze tokom proteklih dvadésie godina na podiju
Evrope i Severne Amerike: salata od kup($galech i sar., 1983); meki sir spravljen od
svezeg i pasterizovanog mlefdnnan i sar., 1988; Bula i sar., 1995); jetrena pasSteta
(McLauchlin i sar., 1991); svinjski jezik u ZeleWacquet i sar., 1995); pastrmkgEricsson

i sar,1997; Miettinen i sar., 1999); dimljene Skoljke(Brett i sar., 1998) i frankfurkteri
(CDC,1999).

U brojnim epidemijama je sir bidest izvorListeria monocytogenesPatogeni agens
moze da bude prisutan u mleku ili se nalazi u padima od mleka kao posledica
sekundarne kontaminacijEilertz i sar.(1993) su utvrdili listeriozu koza na farmama gde
se proizvodio sir. Pozitivan nald4steria monocytogengg bio i u siru tih pozitivnih
koza na listeriozu, ali i kod koza koje nisu bilezjgivne na prisustvo listerija u tkivima i

mleku.

Ustanovljen je Sitrok opseg godisnje pojave listegi u Evropi, od 0.1 — 11.3 na milion
stanovnika(Notermans, 1998; FAO, 1999). Procenjuje se da oboljenje moze fluktuirati

od 2-10 sldajeva na milion stanovnika, sa stopom smrtnos2@30%.

Ispitivanjem u Danskoj je ustanovljeno da je konagia nepasterizovanog mleka

faktor rizika za pojavu sporattih slutajeva listeriozglensen i sar., 1994).
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Tabela 2.21. Registrovane epidemijemonocytogeneszrokovane hranom

Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva

Listeria monocytogenes u filetima hladno dimljene pastrmke

Godina Epidemija
Mesto izbijanja Broj obolelih/broj Izvor infekcije
smrtnih slufajeva
1960 Nemaka Oko 81 Nepoznat
1966 Nemaka 279 Mle¢ni proizvodi
1979 USA, Boston 23 Povrée
1981 Kanada 41/18 Kupus salata
1983 USA, Boston 49/14 Paterizovano
mleko
1983 — 1987  Svajcarska 122 /34 Meki sirevi
1985 USA, Los Andeles 142/ 48 Meki sirevi
1986 — 1987 USA, Filadelfija 36 Povrée
1987 — 1989  Velika Britanija 366 Pasteta
1988 Oklahoma 1 Cureée virsle
1989-1990 Danska 27 tvrdi sir
1989 USA 10 Rakovi
1990 Australija 11 Procesirano mesa
ili pate
1992-1993 Francuska 279185 Svinjski jezik u
aspiku
1993 Francuska 38/1 Svinjsko meso,
konzervisano
1993 Italija 18 Salata od pirina
1994 USA 48 Cokoladno mleko
1994-1995 Svedska 8 pastrmka
1995 Francuska 20 Sir od sirovog
mleka
1997 Finska 5 Pastrmka
1997 Italija 1566 Salata od tune i
kukuruza
1998 USA Oko 100/ 4 Hot-dog
1999-2000 Francuska 10/3 Svinjsko meso,
konzervisano
1999-2000 Francuska 32/5 Svinjski jezici u
Zeleu
2000 USA 29/4 Deli ¢ure¢e meso
2000 Novi Zeland 7 RTE meso
2000 Novi Zeland 21 RTE meso
2000-2001 USA 12 Meksi¢ki sir
2001 USA 16 Curetina
Doktorska disertacija
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U SAD je registrovana epidemija listerioza sa wigk 211 sldajeva, od kojih se 67
zavrSilo letalndGahan i sar., 1991), dok je znatno viSe bilo spor&dp slajeva(Pinner

isar., 1992; Scuchat i sar., 1992).

Tham i sar. (2000) su opisali epidemiju u Svedskoj, koja je trajathavgusta 1994. do
juna 1995., pricemu je obolelo 9 pacijenata. 3 pacijenta su bilsonmientad. Dva
pacijenta su umrla. Ustanovljeno je da su svi patijkonzumirali vakuum pakovanu

pastrmku i lososa, iz kojih je kasnije izolovdnaenonocytogeneserotipa 4b.

Vecina sliajeva listerioze, gde je bila ukgena morska hrana nisu izazivali velike
epidemije (manje od 10 slajeva po epidemiji). lako su industrijski razvijememlje
prijavljivale ovo oboljenje, niske stope pojave éxil u Africi, Aziji i Latinskoj Americi

ne mora da zri@ da je to t&an epidemioloski uvid stanja ovih zemafestro, 2000),

pa se pretpostavlja da razlike u podacima mogu a&u usled klimatskih razlika
(Ababouch, 2000). FAO (1999) napominje da razlog niske pojave oboljenja u
nerazvijenim zemljama moze da bude posledica koaaija faktora kao Sto su &ia |
navike u ishrani, osetljivost individua ili nepowad testovi izolacije i identifikacije
listerija.

Za bakteriju Listeria monocytogenege poznato da ne samo Sto moze da uzrokuje
listeriozu, vé i da moze predisponirati pojavi drugih oboljenjego sekundarnih
infekcija. Farber i Peterkin (1991) ukazuju da i zdrave jedinke mogu da budu nosioci
listerija.

Cak 6% ljudi nosi u intestinalnom traktu bakterljisteria monocytogengdez pojave
oboljenja. Visoko rizina hrana moze da dovede samo do manjeg broja sgrurad

sluicajeva.

Ustanovljeno je da leukemija, AIDS i transplantadjubrega znatno poseevaju rizik na
prijenmxivost listerija.
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Paul i sar.(1994) su istrazivali epidemiologiju, klidke znake i posledice 84 ghja u
cetiri bolnice u Sidneju, u periodu od 1983. do 199@dine. Njihovi nalazi su u
podudarnosti sa drugim izveStajima i ustanovljeaoda je listerioza primarno bolest
starijih, imunodeficitarnih osoba, trudnica i noedencadi. Skoro jednacetvrtina
slutajeva su bili pacijenti ehospitalizovani, pa je dokazano diateria monocytogenes
moze da bude zgajan patogeni agens koji se po bolnicama javljaikaghodeficitarnih
pacijenata. Umrlo je 18 pacijenata od direktnihlgdisa listerioze, dok je jos 9 podleglo

posledicama od osnovnih, prvobitnih bolesti, toksonavka u bolnici.

Od januara 1990. do decembra 1999. godine dijapoosino je 153 sltaja listerioze
koja nisu nastala perinatalno. Tokom tog desetd@ygely ispitivanja, ustanovijen je
procenat od 21.5% osoba koji su pacijenti sa cimozetre, od kojih je kod 39.4%
postojao pozitivan rezultat na prisustiisteria monocytogenes ascitesu. Nije ustano-
vljena sezonska pravilnost. Od 13 pacijanata koplsoleli od listerioze, 9 je imalo jedan
ili viSe predisponirajtih faktora, pored ciroze jetre: 4 sa diabetes tousHom, 2 sa
hepatokarcinomom, 1 sa karcinomomdlul sa hrodnhom obstruktivnom piénom
bolegu i 1 HIV-seropozitivarfNolla-Salas i sar., 2002).

U Velikoj Britaniji su ustanovljena tri st@ja meningitisa izazvanog shisteria
monocytogenekoji se javio u periodu od 4 do 90 meseci nakandplantacije koStane
srzi, pricemu pacijenti nisu dobijali antibiotike u profilakte svrhelLlong i sar., 1993).
Opisani su i sléajevi pojave listerija u transplantiranim organintigteria-hepatitis u
transplantiranoj jetiBourgeois i sar., 1993).

Francuski istraziv& utvrdili su visoko rizéne grupe pacijenata: primaoci transplantiranih
organa (200 sliajeva / 100 000 primaoca organa); pacijenti obabeli tumora (13
sluitajeva / 100 000 pacijenata); i osobe starije ody@&ina bez utvenih bolesti (1.4
slucaja / 100 000 osob@Rebiere i Goulet, 1993).

DvogodiSnje ispitivanje sprovedeno u Atlanti uk&zua pojavu listerioze kod osoba
inficiranih HIV-om (52 slé¢aja / 100 000 pacijenata) i kod osoba obolelih dD%a
(115 slkajeva / 100 000 pacijenat@yrado i sar., 1993).
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Prema ovim rezultatima moze da se zakljkoje kategorije osoba sa imuno-

deficijecijama su najriznije (tabela 2.22):

Tabela 2.22.Imunodeficijentne osobe i rizik za pojavu listeo

Kategorije pacijenata sa oslabljenim  Broj slu¢ajeva listerioze / 100 000

imunitetom e ispitanika |
Primaoci transplantiranih organa 200
Osobe obolele od AIDS-a 115
Osobe inficirane HIV virusom 52
Pacijenti oboleli od tumora 13
Starije osobe (preko 65 godina) 1.4

Listerioza ljudi — klini ¢ka slika

Najce&a klinicka manifestacija listerioze ljudi je meningitis,afgn ponekad septike-
mijom.

Karakteristika listerioze je da duzina inkubaciommgioda, od konzumacije namirnice
kontaminirane sd.isteria monocytogenedo ispoljavanja klirikin simptoma, znatno

moze da varira. Inkubacija moze da trajeckrad 24¢asa, a moze da iznosi i nekoliko

dana (2-4 dana), pak i nekoliko nedelja.

Infekcija se okino manifestuje od srednjeg patoloSkog stanfmaeg gripu do infekcija
krvi i mozga.

Kod odraslih osobalisteria monocytogenepokazuje tropizam za centralni nervni
sistem, kada se r@&cSe javljaju meningealne i/ili mozdano-parenhimawanfekcije.
Simptomi gastroenteritisa (povianje i dijareja) mogu se pojaviti i nekoliko danee p
nego Sto se dijagnostikuje bol¢6bulet i sar., 1995).

Fokalne infekcije, kao Sto su endokarditis, sgptartritis, osteomijelitis i peritonitis su

vrlo retke i obéno prethode septikemiji.
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Listerioza u trudné se pojavljuje, ndje&e u tréem trimestru. Infekcija majke moze
proteti asimptomatski ili sa blagim simptomima ¢slim gripu, ukljw@ujuéi groznicu,
mialgiju i glavobolju. Infekcija centralnog nervnsistema je vrlo retka kod trudnih zena.
Medutim, posledice mogu da budu vrlo ozbiljne po detdjucujuci spontani abortus,
fetalnu smrt, prevremeno denje, razlktite vidove neonatalnih septikemija i meningitise
(Frederiksen i Samuelsson, 1992).

Infekcije trudnica u ranom stadijumu graviditetadoo vode spontanom abortusu.
Ukoliko trudnaa praie bez posledica, deca seapi Ziva, ali ubrzo mogu da obole od
meningitisa koji jetesto fatalan. Kod listerioze novaentadi se mogu javiti i papularne
lezije koze. Skine promene na kozi su ustanovljene kod veterinaja j& radio sa

zarazenim zivotinjama.

Listerioza trudnica je obino asimptomatska, ili vrlo blaga, iako je stopatsosti kod
inficiranih fetusa i prevremenodenih oko 50%.

Utvrdena je rasprostranjenost fekalnog prenosa listargzakom tromesg@u trudnce,
pri ¢emu je ispitivano 147 trudniq@ray i sar. 1993). Cetiri uzorka su bila pozitivna na
prisustvo Listeria monocytogenedJzorci su uzimani tokom 12-e, 26-e, 28-e i 36-e
nedelje graviditeta. Dva izolata su pripadala spuodb, a dva 1/2c. Dve trudnice su
obolele u 38. gestacionoj nedelji, a njihova nodersad su imala razvoj bez kompli-
kacija i nije ustanovljeno prisustvo listerija kbeba, u placenti, pdpnoj krvi, mater-
nalnom serumu i peripartalnom maternalnom fecesu.

Ustanovljeno je da je privremeni fekalni prenoselige prisutan kod najmanje jedne od
20 trudnica bez Stetnog efekta.

Marth (1988) je izvrSio podelu formi listerioza i definisao gtee karakteristike listerioze
ljudi. Sistematizacija formi klirgkih slika listerioze prikazana je tabelarno (taliz[23).
Letalitet se krée oko 20 — 30% kako za sporauk, tako i za skkajeve epidemijg/ones i
sar., 1994 ; Goulet i sar., 1995).

Letalitet kod osoba sa oslabljenim imunitetom, igbaosoba i pacijenata sa infekcijama
centralnog nervnog sistema je znatno visi i izi3&+ 45%(Skogberg i sar., 1992 ; Bula

isar., 1995).
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Epidemiologija listerioze ljudi

Epidemioloski aspekt listerioze, rasprostranjeniosteria monocytogenes Zivotnoj
sredini, hrani, otkrivanje izvora zaraze icmaprenosenja na ljude i zivotinje, oldnzan

je u mnogobrojnim studijama.

Tabela 2.23. Forme listerioze ljudi

Groznica, bolovi u glavi i lalima, diskoloracija
urina (moguéa infekcija fetusa)

Listerioza trudnica

Otezano disanje, s€ana slabost, cijanoza,
povraéanje, konvulzije
Novorodenc¢ad - ubrzano disanje,
groznica, anoreksija,

Listerioza novordencadi

Menigitis i meningoencefalitis konvulzije, podrhtavanje miSié¢a
(primarno kod novordencadi i osoba Odrasli — glavobolja, ukatenost vrata,
iznad 50 godina) nauzeja, povratanje, fotofobija,
somnolentnost, konvulzije,
delirijum
Kutana listerioza Cvoriéi po koZi veli¢ine od¢iodine glave do zrna
(veterinari i farmeri) graska, sa zagnojenim centrom
Septikeména listerioza sa faringitisom i Groznica, jak faringitis, leukocitoza |
mononukleozom
mononukleoza

(¢e&’e kod odraslih nego kod dece)

Konjunktivitis (ponekad pra éen meningi-tisom

Okuloglandularna listerioza o : ..
ili septikemijom)

Granulomatosis septica i . . .
o ot Septikemija, pneumonija
pneumonina listerioza
Cervikoglandularna listerioza Cervikalna i submandibularna limfadenopatija

Cox (1989) je saznanja o epidemiologiji listerioze ljudi 9as u 11 karakteristika :
1. Bolest je retka, ali je mikroorganizam veottgst u zivotnoj sredini;
2. Epidemije su retke — bolest se ¢effe deSava u vidu spor&dih slutajeva;
3. Bolest je povezana sa konzumiranjem hrane;
4

Listerioza moze biti "nosocomially” stena;
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Bolest se deSava kod predisponiranih osoba i nitettétnosi oko 30%;
Listeria monocytogenese moze nositi bez posledica réitti dugo pre nastupanja
simptoma,;

7. Listeria monocytogenese moze nositi bez posledi¢ak i od strane osetljivih
0soba,;

8. Incidencija listerioze pokazuje pikove tokom letame;

9. Incidencija listerioze je u porastu u nekim zemigam

10. Dijareja, nauzeja i povtanje se ponekad javljaju pre nastupanja listerioze;

11. Epidemije mogu da obuhvate r&#ie serotipove.

Nalaz Listeria monocytogenes namirnicama animalnog porekla

Sposobnost listerija da raste pri temperaturidiga, da je rasprostranjena u prirodi i da
prezivljava dugo vremena u nepovoljnim uslovima rifegdi su saznanju da je ova
bakterija sve zrigjniji patogen koji se prenosi hranom na ljude.

Listeria monocytogenese pojavljuje kao kontaminent mnogih vrsta namgnikako
animalnog, tako i biljnog porekla.

Prisustvo listerija u hrani moze da bude g porekla: kontakt sa kontaminiranim
drugim namirnicama ili povrSinama, postprocesnat&mmacija u proizvodnoj okolini,
ili kontaminacija usled manipulacije hranom, ilktom skladiStenja namirnica.

Izvori kontaminacije mleka su raznovrsni. Kraveuéziju listerije mlekom nakon
pob&aja ili za vreme infekcije vimena koja je pema mastitisom. Kontaminacija mleka
moguta je i iz fekalnog izvora. Pored mleka, kao izua@ntaminacije mlénih proizvoda

sa Listeria monocytogenemoze da bude i oprema za preradu mleka. U mlekaru

c

listerije mogu uneti preko ode i obiée radnika, vazduha, glodara i ptica. Pored toga,
pogone za preradu mleka, listerije se mogu unetvish materijalom i ingredijencijama,
kao Sto su kazein, kiseli grus i poluzreli sirevi.

Izvori listerija za kontaminaciju mesa u klanici guobiti limfni ¢vorovi.
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U objektima zauvanje i preradu hrane vazan izvor kontaminacijgunda budu vlazan
vazduh i vlazne povrSine na zidovima i aparatima.

Listeria monocytogenefe relativno otporna u procesima zrenja mesa. \avla je iz
mnogih mesnih proizvoda i preél@vina: iz kobasica, suvog mesa, dimljenih proizyoda
salama, narezaka, narezaka dimljenog mesa, frdt&far kuvanih salamurenih koba-

sica, narezaka kuvane Sunke, brzofermentovanihskacdyavzakuum-pakovanih proizvoda.

Mayrhofer i sar. (2004) su ispitivali prisustvoListeria monocytogenes razlgitim
vrstama mesa (tabela 2.24.) i ustanovili su sleded 90 uzoraka svinjskog mesa, 20 je
bilo pozitivho (22%). U gowdem mesu je bilo 12% pozitivno (11 pozitivnih nalazh91
uzoraka), u mlevenom mesu su izolovana Iaghu (23%), dok je kod ispitanih 89
uzoraka piléeg mesa pozitivno na prisustvo listerija bilo 28%®, a kod¢ureceg mesa-
od 21 uzorka, 3 su bila kontaminirana ovim patogeii®4%o).

Autori su ispitivali i rezistenciju izolovanilListeria monocytogenesa antibiotike i
ustanovili osetljivost na slede: tetraciklin, penicilin, gentamicin, vankomickotrimo-

ksazol, eritromicin, hloramfenikol i streptomicin.

Tabela 2.24 PrisustvaListeria monocytogenas mesu raztitog poreklafMayrhofer i

sar., 2004)
Vrsta mesa Broj pregledanih Broj pozitivnih Procentualna
uzoraka uzoraka zastupljenost
Svinjsko meso 90 20 22%
Govede meso 91 11 12%
Mleveno meso 13 3 23%
Pilece meso 89 23 26%
Cureée meso 21 3 14%
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Tabela 2.25. pokazuje ispitivanje koje su sproléina i sar. (2004). Ispitano je 1035
uzoraka raznovrsnih Zivotnih namirniéane je pokazana osobina ubikvitarndssteria
monocytogenedz priloZzene tabele moze da se zakljlkoji su proizvodi najizlozeniji
kontaminaciji listerijama: sveza piletina (60%),ege meso (17.7%), sirovo mleko
(16.7%), sveza riba (12%), brasno (18.5%) i zantzmovie (12.9%). Navedeno
prisustvo Listeria monocytogenes ovim uzorcima ne moze da se smatra Epima,
poSto ove namirnice podlezu daljoj obradi, kojacege obuhvata termiko tretiranje,
¢ime je omogiena eliminacija ovog patogenog mikroorganizigrrung, 2000).

| delikatesni proizvodi mogu da sadriesteria monocytogenedako je izolovan ovaj
mikroorganizam iz Sunke (25%), Spanske specijatimgice (3.7%), krvavice (11.1%), i
prsuta (2.3%).

Listeria monocytogenemoze da se izoluje iz svezeg i pasterizovanog anl&kema,
butera i sladoleda. Ova bakterija je sposobna daiprzrenje mnogih raglitih sireva i
moze se na i u srednje kiselim mieim proizvodima i kotaz sirevima. U objektima za
proizvodnju sireva sa crvenom mazom,&ajan izvor kontaminacije moze da bude voda
za mazu i maSine za mazanje u odeljenju za zrenje.

Sposobna je da prezivi u kuvanim jajima, ali i mzanutim jajima.

Biljke i biljni proizvodi mogu da budu kontaminiraga Listeria monocytogene¥eruje
se da je n&p&i natin kontaminacije biljaka uslovljen lancem: biljkestaina hrana
(posebno silaza) - digestivni trakt Zivotinja —dsc- stajnjak - biljke. Razite salate od
kupusa, paradajza i rotkvica predstavljajuiasj izvor zaraze za ljude.

IzvrSena je podela zivotnih namirnica na grupekaeg rizika i rizéne namirnice koje bi

trebalo izbegavati kako bi se zastitili od mégunfekcije.
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Tabela 2.25.Pojavalisteria monocytogenasraznovrsnim zZivotnim namirnicama

(Mena i sar., 2004)

Vrsta namirnice Broj uzoraka Broj pozitivnih uzoraka Procentualna

na prisustvo Listeria zastupljenost
monocytogenes

Zamrznuti cvetovi 106 18 17%
karfiola
Zamrznuti brokoli 37 6 16.2%
Zamrznuto povr ée- 37 0 -
mesano
Zamrznute zelene 31 7 22.6%
paprike
Zamrznuti pasulj 27 4 14.8%
Zamrznute crvene 33 0 -
papriéice
Sirovo mleko 6 1 16.7%
Pasterizovano mleko 28 0 -
Sir od pasterizovanog 371 6 1.6%
mleka
Svezi sir 50 2 4%
Sveza piletina 15 9 60%
SveZe (crveno) meso 17 3 17.7%
Sunka 4 1 25%
Prsut 44 1 2.3%
Spanska kobasica 27 1 3.7%
Dimljena kobasica 48 0 -
Krvavica 9 1 11.1%
Sveza riba 25 3 12%
Skoljke 8 0 -
Bra3no 27 5 18.5%
Kolaéi, torte 73 3 4.1%
Suseno veée (lesnjaci, 12 1 8.3%
kikiriki, kajsije,
bademi)
Ukupno 1035 72 7%

Listerija se najbolje razvija na namirnicama:
» Kkoje nisu adekvatno terifki obratene;
* koje su dugo vremena provele u skladistu;
» Kkoje su proizvedene na mestu na kojem principijémngkog rukovanja
hranom nisu sprowieni;
* kuvano-hladni “spremni za jelo" obroci (ready to, @mgl. skréa. RTE).
Doktorska disertacija

Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 136
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimljene pastrmke



Pregled literature

U grupu rizénih namirnica koje su komercijalno pripremljenedgga:
* PaSteta;
« Kuvana, narezana piletina (koja se koristi za¢gileenduie);
» Mesni proizvodi (svinjska kobasica, Sunka i osfaleratevine);
» Meki sirevi (brie, camembert, feta, rikota, datinsvezi beli sir);
» Gotova ili pakovana salata (kupus salata);
* Hladna dimljena ili sveza riba (dimljeni losos, kamite, susi)

* Toceni sladoled i gusti milk-shake.

Harvey i Gilmour (1993) su odredili zastupljenost listerija vrsta u 513naka hrane
proizvedene u Severnoj Irskoj i ustanovili njihozastupljenost od 35.5%, pfemu je
udeoListeria monocytogenegnosio 18.3%. Kontaminacija je bila vezana zatygoesk

kojim je hrana proizvedena.

U jednom ispitivanju je pregledano 549 uzorka sgezmrznutog, ,Ready to eat* mesa
iz maloprodaje, ribe i prozivoda od Zivine u okruDablin (Sheridan i sar., 1994). U
kuvanom, upakovanom mesu listerije nisu nadjenieswalizolovane iz 21% uzoraka
kuvanog prodavanog kao neupakovano, Sto ukazuj@as#porocesnu kontaminaciju.
Listeria spp je nafeXe izolovana iz gow#h pljeskavica (97%) i ribljincevagica
(95%), pricemu je od toga 61 izolat bib.monocytogene210 L.innocuai 40 izolata

drugih vrsta listerija.

Uzorci svezeg mesa, ukfuju¢i piletinu, govedinu i o¥etinu, pregledani su sa istim
ciliem. U govedini je izolovano 10%.innocua dok su piletina i o¥etina bile bez ove
bakterije(Baek i sar., 2000).

U toku perioda od 12 meseci, sakupljeno je i pegi® 2050 uzoraka na prisustvo
patogenih bakterija. Od 1750 uzoraka mlevene joeet6l uzorak (3.5%) je bio
pozitivan na prisustvo enterohemoragg E.coli (EHEC), 20 (1.1%) nd&.coli O157.
Salmonellaje bila prisutna u 67 (3.8%), dok je 18 uzorakeb¥@) bilo pozitivho na
prisustvoL.monocytogenedJ 200 uzoraka pova, 12 (6%) je imalo EHEC, 3 (1.5%)
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E.coli 0157, 14 (6%)Salmonella spp a ni jedan nije sadrzavao bakteriju listerijud O
pecuraka, 4 (4%) je bilo pozitivno na EHEC, ali ni ggdnaE.coli O157; 5(5%) je imalo
Salmonella spp a samo jedan uzorak (1%) je bio kontaminiran Lssteria

monocytogenefSamadpour i sar., 2006).

Ispitivanjem 209 uzoraka iz lanaca marketa tokorméseca, ustanovljeno jak 17
(8.1%) pozitivnih nalazaisteria monocytogenas s€enim, slajsovanim proizvodima od

mesa (Sunke, salame, slanina, prsuta)(tabela @p63tolos i sar., 2006)..

Tabela 2.26.PrisustvadListeria monocytogenaddrugih vrsta roda listerija u proizvodima

od mesa koji su geni i slajsovan{Apostolos i sar., 2006).

proizvaia¢ proizvod L.monocytogenes  ostale vrste  koncentracija
(cfu/g) listerija ostalih vrsta

listerija
(cfu/g)

slanina <10 L.welshimeri <10

Sunka <10 L.welshimeri <10
S slanina 10 L.welshimeri, <10

L.innocua
E slanina <10 L.welshimeri <10
E slanina 10 70
E slanina <10 L.welshimeri <10
E slanina <10 L.welshimeri 60
E slanina <10 <10
E slanina <10 <10
E slanina <10 <10
E slanina <10 <10
P salama <10 L.welshimeri <10
P salama <10 L.innocua <10
I Sunka <10 <10
Z slanina <10 L.innocua 690
C slanina <10 L.innocua <10
R salama <10 L.welshimeri <10
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Od milenih proizvoda koji su pregledani, jedino je siromdeko sadrzavalo 2.9%
L.innocua PojavaListeria monocytogenas sirovim uzorcima mleka se Ke2od 0.94%
do 15%(Baek i sar., 2000; Uraz i Yucel, 1999).

Jay i sar. (2005) navode da je ispitivanjem sirovog mleka u tankavisa 260 farmi u
Skotskoj, u 25 uzoraka od ukupno 160 ispitanih, adak ovaj mikroorganizam. U
Holandiji u toku 1988.godine od 5779 maloprodajoioraka hrane, u 3% uzoraka je
dokazana ova bakterija. Najmanje prisudtigieria monocytogendslo je u sladoledu, u
kome je listerija dokazama u samo 0.2% uzoraka 4@ i8pitanih, dok je najve
prisustvo uéeno u svezem mesu sa 7.5% od 416 uzoraka koji Isypdzitivni. U
Holandiji je od 929 uzoraka mekih sireva, koji gli proizvedeni od svezeg mleka, u
4.6% uzoraka dokazanasteria monocytogened) Engleskoj i Velsu ovaj organizam
naden je u 4% od 56959 gotovih jglRopovié i sar., 2008).

Tokom perioda od 1997. do 2000.godine je pregledaé&8fomali pogon za proizvodnju
sira u Austriji. Pregledano je 2615 uzoraka. Od p&fona,cak 50 (27.6%) je bilo
kontaminirano salisteria monocytogenesNakon izolacije listerija, izvrSena je

serotipizacija gel elektroforezom. 27.3% izolathije 4b serotipgWagner i sar., 2006).

Biljke i plodova v@&a i pov€a koji se koriste kao salata ili se konzumirajuvezem
stanju takde imaju zndajnu ulogu u Sirenju ovog patogena, od njegovogo@nog
staniSta do zivotinja, gotovih proizvoda i ljudspitivanjem 120 uzoraka svezegcaoi
povrca u raduPopovica i Niksi¢a (2007), najvee prisustvoListeria monocytogendsilo
je u krompiru (13.3%), Sargarepi (6.66%) i sgan&l0%). Osim toga, i sirovi sok od
jabuke je bio odentifikovan kao izvor kontaminacgeom bakterijom u SAD, Sto je

dovelo do oboljenja i smrti odtenog broja potroga.

U istrazivanjimaSado i sar. (1998) bila su detektovana tri izolatasteria monocytogenes
u nepatserizovanom soku od jabuke (pH 3.75). ldu Gonwaya i sar. (2000) utvrdeno

je dalListeria monocytogenesioze da opstane i raste na sveiesg jabuci, kao i u
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jabukovom sokuBeuchat i sar. (1998) zapazaju da listerija na povrSini jabuka pokazuje
vedu rezistenciju prema hlornom tretmanu né&gooli O157:H7 i salmonela. Zato se ovaj
organizam moze posmatrati i kao potencijalna paetaj bezbednost soka od jabuke. Iz
tih razloga, od nedavno Food and Drug Administrati®DA) zahteva pov@&nu
bezbednost sokova od éai povka, koja podrazumeva da je proidad obavezan da
primeni postupak obrade koji postize smanjenjeabr@jrezistentnijih patogena za 5log,
u porelenju sa brojem organizama koji mogu biti prisutrmeprerdenom SokyFDA,
2001).

U periodu od 1990. — 2001. godine, od prijavljebth slitajeva alimentarne listerioze
ljudi 19 je bilo prouzrokovano morskom hranom, gdedominirali dimljeni proizvodi od
ribe (ANZFA, 2002).

Nalaz Listeria monocytogenes ribi, proizvodima od ribe i plodovima mora

Listeria spp je ubikvitaran mikroorganizam, Siroko rasprosjeanu okruzenjyJones i
Seeliger, 1992). Listeria monocytogenge izolovana iz vode reka i ¢sog sedimenta
(Colburn i sar., 1990), kanala i jezera (Dijkstra, 1982), morske vodéala (Colburn i
sar., 1990). 1z tih razloga, moze da séekuje da se ovaj mikroorganizam mozéinai
vodenim organizmimgarunasagar i Karunasagar, 2000).
Podaci prikupljeni tokom poslednjih 10 godina, udasu na postojanje grupa namirnica
koje se smatraju razlto rizicnim za pojavu listeriozfRocourt i sar., 2000).
U visoko rizéne namirnice u okviru vrsta ribe, proizvoda od rilpgodova mora spadaju
sledee:

= MekuSci, ukljieujuci sveze i zamrznute Skoljke, rakove, ostrige, u

ljuSturama ili @iscene;

= SveZzariba (koja se konzumira bez tetkei obrade);
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Riblji proizvodi u lakom pakovanju-rastvor NaCl adenom rastvoru
(NaCl<6%) (soljena, marinirana, fermentirana, htadimljena i riba u
sopstvenom soku);

Srednje terntika obrada ribljih proizvoda i rakova (pasterizadgavanje,

toplo dimljenje, uklj@ujuci i pred-kuvanje i panirane proizvode).

U namirnice ribljeg porekla niskog rizika nalaze se

Polukonzervirane ribe (NaCIl>6%, ili pH<5 , konzersabenzoati,
sorbati, NO2),

soljene i/ili marinirane ribe, kavijar i fermentovaribe;

Termicki proces (sterilizovane, upakovane u zgdene ambalazne
jedinice);

SuSene ribe, suSeno-soljene i suseno-dimljene ribe;

Svezel/zamrznute ribe i rakovice.

Zabelezen je i w@ broj epidemija uzrokovanih prisustvom listerijahuani kao 5to su

meso ribe, proizvodi od ribe i morski plodovi. Nsnovu tabele 2.27. mogu da se vide

pojave oboljenja izazvanih listerijom. Od prijavija 25 sléajeva,cak dve osobe su

podlegle bolesti sa fatalnim ishodom. Od serotipbig@eria monocytogenegominirali
su 4b, 1/2b i 1/2a.

Pregled proizvoda od ribe na prisustizsteria monocytogenegvrSio je Embarek

(1994), kada je ustanovljeno da Sirom sveta prisutnegtrija iznosi 4-12%, zavisno od

temperature sredine. Pojaksteria monocytogenastropskim ribama i plodovima mora

je niska i iznosi od 0-2%Davies i sar., 2001). PoredListeria monocytogendgolovane

su i druge vrste listerija, a éi@om je otkrivenalisteria ivanovii
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Tabela 2.27.Glavne dokumentovane listerioze uzrokovane konzijora

hrane kao Sto je riba, proizvodiribe i plodovi mora

Drzava Godina 2]]] Klini ¢ka 2]0]] Serotip
slucajeva  forma fatalnih
ishoda
SAD 1989 2 - - Skampi 4b
Italija 1989 1 1 - Riba 4b
Australija 1991 2 2 - Dimljene -
Skoljke
Novi 1992 4 - - Dimljene 1/2b
Zeland Skoljke
Kanada 1996 2 2 = Imitacija 1/2b
mesa krabe
Svedska 1994/95 6-9 6 2 Pastrmkau  4b
sopstvenorr
soku
Finska = 5 5 - Hladno 1/2a
dimljena
pastrmka

Sakupljeno je 100 uzoraka hrane od proizvoda r(rive, lignje, mekusci i Skoljke) uz
argentinske obale Atlantika i pregledano na prigusisteria spp Prondeni izolati su
pregledani biohemijskim testovima, serotipizacijdiagotipizacijom i pregledom DNK
pomaiu elektroforeze koréenjem makrorestrikcijskin enzima. Pojavasteria spp
iznosila je 12%. Od 12 izolovanih vrsta, 3 su pdigle Listeria monocytogenes
pronaiene su kod razlitih vrsta mekuSaca. Ostalih 9 izolovanih listenqjapadale su
vrsti Listeria innocuaiz ribe, lignji i Skoljki. Sve tri izolovand.isteria monocytogenes
pripadaju serovarijetetu 4b. Qdinnocua 8 pripadaju serotipu 6a, a jedna fGbciar i

Centorbi, 2002).
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Tabela 2.28.Prikaz vrsta proizvoda od riba koji su se nalazilprometu u evropskim

zemljama tokom 1998-1999, a iz kojih je izolovaumsteria monocytogenes

Datum Vrsta proizvoda Zemlja porekla
29.1.1998. Osli¢ Nemaka
29.1.1998. Losos i Oslk Nemaka
23.2.1998. Dimljena riba u ulju Nemaka
11.3.1998. Dimljeni losos u filetima  Danska
9.4.1998. Zamrznuti fileti lista Kina

9.4.1998. Dimljeni losos Norveska
9.4.1998. Dimljeni losos i Stuka Nemaka
11.6.1998. Dimljeni losos Skotska
29.1.1999. Losos Danska
29.1.1999. Dimljena riba Nemaka
29.1.1999. Losos Nemaka
5.2.1999. Dimljeni losos Danska
5.2.1999. Dimljeni losos i losos Nemaka/Danska|
12.2.1999. Osli¢ Nemaka
12.2.1999. Dimljeni losos Nemaka
29.3.1999. Dimljeni losos Danska

L.innocuapronaiena je u 30.8% , dok jeisteria monocytogenas 1.3% uzoraka sveze
sirove ribe. Ostale vrste iz rodasteria nisu izolovane.Listeria monocytogenege
izolovana iz 4.2% svezih mekuSaca (serovarijetet d)2.9% iz sveze ribe list
(serovarijetet 4Yinoue i sar., 2000). Uzorci dimljene ribe nisu sadrzavalisteria spp.
(Dhanashree i sar., 2003).

Na osnovu tabele 2.29. moze da se vidi zastupliepogdinih vrsta u okviru roda

Listeria, u hrani koju predstavljaju plodovi mora.
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Tabela 2.29.Zastupljenost vrsta u okviru rodigsteria u hrani — plodovima mora

(ribe, mekusci, Skoljke, rakoDhanashree i sar., 2003)

Broj testiranih Broj pozitivnih nalaza Listeria spp.

uzoraka L.innocua L.monocytogene
S

Osli¢ 10 5 50% - -
SkuSe 14 1 7.1% - -
Rakovi 14 11 78.6% - -
Croakers riba 11 6 54.5% - -
(fam.Sciaenidag
Pomfret riba 12 2 16.7% - -
(fam.Bramidaé
Svezi Skampi 11 1 9.1% - -
SusSeni Skampi 27 3 11.1% - -
Sardine 15 5 33.3% - -
SveZza riba list 35 13 37.1% 1 2.9%
SuSena riba list iS5 - - - -
MekuSci 24 1 4.2% 1 4.2%
Dimljena tuna 22 - - - -
ukupno 210 48 22.9% 2 0.95%

Hladno dimljeni losos i pastrmka dominiraju nagtaidimljene ribe. Ready-to-eat (RTE)
morska hrana, uklfuju¢i hladno dimljenu ribu i druge proizvod®sto su povezani sa
brojnim epidemijama izazvanilnmonocytogeneffarber i sar., 2000, Brett i sar., 1998,
Ericsson i sar, 1997). Ovi proizvodi od ribe mogu prirodno biti kontarirami niskim
brojem listerija, pa su okarakterisani kao poteeg kontaminirani salisteria
monocytogeneslz ovog razloga ova vrsta namirnica predstaviailnu opasnost za
osobe sa oslabljenim imunitetom, starije osobegrice, malu decuCuvanje ovih
proizvoda u nedovoljno ohtenim rashladnim udajima, gde temperatura skladiStenja
pogoduje slabom rastu ove bakterije predstavljajweii rizik za potencijalnu infekciju
potroS&a. Istrazivanja su ukazala na prisushysteria monocytogenas razlcitoj hrani,
ali je najvéa paznja usmerena na meso i dnke proizvode, jer su epidemije dege

povezane sa tom vrstom namirn{@dllon i Patel, 1992).
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Tabela 2.30.NalazListeria monocytogendsd dimljene ribe

uzorak poreklo broj broj i referenca
uzoraka procenat

pozitivnih
uzoraka

dimljeni losos Australija 11 (18%) Arnold i sar., 1995.

hladno dimljeni losos ltalija 165 31 (18%) Cortesiisar., 1997

hladno dimljeni losos Kanada 12 0 Dillon i sar., 1992

hladno dimljeni losos USA 61 48 (78%) Eklundisar., 1995

dimljena riba / 1210  164(13%) Eliotisar., 2000

hladno dimljeni losos Kanada 32 10 (31%) Farber, 1991

pakovani hladno dimljeni Novi 13 10 (76%) Fletcherisar., 1994

losos Zeland

hladno dimljena riba UK 58 2 (3%)  Fuchsisar., 1994.

hladno dimljeni losos Australija 285 1(<1%) Garland, 1995.

dimljeni losos Island 8 0 Hartemnik i sar., 1991.

hladno dimljena riba (viSe USA 291 51 (17%) Heinitz i sar., 1998

od 50% lososa)

finfish Novi 25 8 (32%) Hudsonisar, 1992.
Zeland

hladno dimljeni losos uvoz u 388 39 (10%) Jemmi, 1993.
Svajcarsku

hladno dimljeni losos Danska 380 142(37%) Jergensenisar., 1998.

dimljeni losos/pastrmka ~ Svedska 344 49 (14%) Linquisti sar., 2000.

hladno dimljeni losos Svedska 13 2 (15%) Loncarevi i sar., 1996.

vakuum pakovani hladno Norveska 65 7 (10%) Rarvikisar., 1995.

dimljeni losos

vakuum pakovani RTE Norveska 33 3(9%) Rarvikisar., 1997.

dimljeni losos

vakuum pakovani se&eni Danska 1028  110(10%) Raervikisar., 1997.

hladno dimljeni losos

Postoje raztiiti podaci o @estalosti nalaza i nivoima kontaminacije listerigamn hladno
dimljenoj ribi. Cestalost nalaz&.monocytogenekod uzoraka dimljenog lososa iznosi
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od 10-60% (Heintz i Johnson, 1998; Rgrvick, 2000), a prema drugim autorima, u
dimljenoj i kuvanoj ribi 36%, odnosno 78%olburn i sar., 1990, FAO, 1999). Nivo

kontaminacije je n&p&e oko 100 cfu/g.

Dillon i sar. (1994) su ispitali uzorke dimljenih ribljih proizvoda s&ziSta u
Newfoundlendu na prisustvo listerija. Od 116 hladiimljenih proizvoda 7 je bilo
kontaminirano listerijom, a od 142 toplo dimljerith, sa ukupnim stepenom izolacije od
16.7%. Bakalar je imao najtiestepen kontaminacije od 46.7%, pamu je 18 izolata
bilo L.innocua a 13L. welshimerii 12 Listeria monocytogenes$tepen izolacije je bio
najveti u periodu od oktobra do aprila.

lako je na trziStu Indije ustanovljeno prisustvstdrija u mesu i hrani od plodova mora
Listeria monocytogenesije detektovana u tropskim riban{&amat i sar., 1994).
Ustanovljeno je da sl.innocua i Lmurrayi najvaznije vrste u proizvodima od mesa, dok
L.grayi i L.seeligeri dominiraju u ribi. Ispitivanje koje su izvrSilKarunasagar i
Karunasagar (2000) ukazuje na prisustvibisteria monocytogenastropskoj ribi i to: 2%

u termiki obradenoj ribi, 17.2% u zamrznutim mekusScima, 12.1% mrzautim jestivim
Skoljkama, 1.5% u svezim, sirovim mekuscima i 4%vezim sirovim jestivim Skoljkama
(tabela 2.31.).

Tabela 2.31.ZastupljenosListeria spp. Listeria monocytogenastropskim ribama i

proizvodima od rilfarunasagar i Karunasagar, 2000)

Riba/Proizvod Listeria spp.-procentualna Listeria monocytogenes-
zastupljenost (%) procentualna zastupljenost (%
Svezariba 35.7 -
SuSena riba = =
Riba i Skampi 10.5 -
Riba (term. obrada) 14.8 2
Zamrznuta riba i Skoljke = =
MekuSci (zamrznuti) 72.4 17.2
Skoljke (zamrznuti) 44.4 12.1
Dimljene Skoljke = -
Svezi mekusci 35 1.5
Sveze Skoljke 12 4
Dimljena tuna - -
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Brza hrana "spremna za jelo” (RTE, engl.éka ready to eat foodjija je osnova riba
i proizvodi mora, moze biti kontaminirana baktemyjd.isteria monocytogenekao i
druge vrste namirnica. Prema ispitivaiifarber, 2000) u Kanadi, tokom perioda 1996-
1997 i 1998-1999 godine, pojava listerija u RTErarh, odnosno plodovima mora
iznosila je 0.88% za prvi, i 0.3% za drugi peri®dema tabeli 19., moze da se vidi koja
vrsta proizvoda je sadrzavala ovu patogenu baktaripku dva ispitivana razdoblja.
Tabela 2.32 Listeria monocytogenes brzoj morskoj hrani (RTE seafood) tokom
perioda 1996-1997 i 1998-1998ige(Farber, 2000)

Vrsta proizvoda Period ispitivanja
1996-1997 1998-1999
Lignje 27 19
Dimljeni fileti lososa 48 38
Pasteta od dimljenog lososa 2
Dimljeni losos

SuSeni losos

Dimljena pastrmka
Dimljena haringa
Dimljena skusa

Skampi

Salata od Skampa

Salata morskih plodova
Morski rak

Jastog

Jonah kraba

Kraba stena

Snezna kraba

Salata od krabe

Skoljke (Jakobova kapica)
Panirane Skoljke

Burger od Skoljki

Panirani bakalar

Riblje kuglice

Skoljke

Morski pas

Dimljena jegulja

N w [
PR R RNMR Yool vREbD®

NoORrNNUIoR  RPBor BrProjwRr o

FDA je dala podatke da jeisteria monocytogengsrisutna kod dimljene ribe u opsegu

od 0 — 56%. Incidencija je ¥a kod hladno dimljne ribe u odnosu na toplo dimijeibu.
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Tabela 2.33 NalazL.monocytogenes ribljim proizvodima u EvropyFDA, 2003)

uzorak

ukupan broj % zemlja

referenca

Hladno dimljena
riba

Gravad riba

Konzervirana
riba

Marinirana riba

Toplo dimljena
riba

Ostali proizvodi

broj

pozitivnih pozitivninh
Termicki NE-tretirani proizvodi

1000 59 6% Danska
420 153 36% Danska
82 3 4% Finska
62 9 14% Finska
30 5 17% Finska
50 7 14% Finska
232 10 4% Finska
356 46 13% Finska
32 13 41% Francuska
65 7 11% Norveéka
26 3 12% Svedska
16 1 6% Svajcarska
814 114 14% Svajcarska
176 51 29% Danska
30 2 7% Finska
32 16 50% Finska
43 14 32% Finska
29 9 31% Finska
82 5 6% Ifinska
58 12 21% Svedska
282 62 22% Danska
335 35 11% I?anska
125 48 38% Svajcarska
Termi¢ki tretirani proizvodi
14 1 7% Finska
95 1 1% Finska
12 0 / Finska
48 1 2% Finska
66 1 2% Svedska
33 0 / Svajcarska
471 57 12% Svajcarska
124 11 8% Danska
122 9 7% UK

Fonnesbech i sar., 2001
Jargesen i Huss, 1998.
Pelttari, 1990.

Lyhs i sar., 1998.
Johansson i sar., 1999.
Keto i Rahkio, 1998.
Hatakka i sar., 2001.
Hatakka i sar., 2002.
Dauphin i sar., 2001.
Rarvik i sar., 1995.
Longarevi i sar., 1996.
Jemmi i Keusch, 1994.
Jemmi i sar., 2002.
Jargesen i Huss, 1998.

Pelttari, 1990.
Johansson i sar., 1999.
Lyhs i sar., 1998.

Keto i Rahkio, 1998.
Hatakka i sar., 2001.
Loncarevi i sar., 1996.
Ngrrung i sar., 1999.

Ngrrung i sar., 1999.
Jemmi i sar., 2002.

Pelttari, 1990.

Lyhs i sar., 1998.

Keto i Rahkio, 1998.
Johansson i sar., 1999.
Loncarevi i sar., 1996.
Jemmi i Keusch, 1994.
Jemmi i sar., 2002.
Jargesen i Huss, 1998.

Nichols i sar., 1998.
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Faktori koji uti ¢u na prezivljavanje i rast Listeria monocytogenesi namirnicama

animalnog porekla - ribi i proizvodima od ribe

Listeria monocytogenemoze da prezivi i raste na niskim temperaturam@® @y, u
Sirokom rasponu pH (4.5-9.5) i u koncentraciji idn&0% NaCl(US, FDA, 1998).
Parametri konzervacije proizvoda od ribe kojtuvaju u lakim pakovanjima, nalaze se
unutar opsega tih limita. Limitiraii rast Listeria monocytogenegabelezen je kod
prirodno kontaminiranog hladno-dimljenog losq#argensen i Huss, 1998; Dalgaard i
Jargensen, 1998).

Mikroorganizmi u vakuum-pakovanju hladno-dimljentzsosa sadrzavali su nil®o-
kiselinske bakterije. Anti-listerijska aktivnost ibv mikroorganizama \e je dobro
poznata. Pored mimo-kiselinskih bakterija, izolovana je i bakter§zarnobacterium
piscicola za koju je utwteno da u kotiini od 2 x 16 cfu/g snazno suprimira rast

L.monocytogenedlilsson i sar., 1999).

U ispitivanju inhibicije rastd. isteria monocytogenas hrani od plodova mora, dejstvom
modifikovane atmosfere, udeno je da je potrebno 100% ¢@a bi efektivno inhibirao
rast listerija u pakovanjimglyver i sar., 1998). Nilsson i sar. (1997) su ustanovili da
vrednost od 70% Cf nema mogénost potpune inhibicije rastasteria monocytogenas
hladno dimljenom lososu.

Upotrebom kombinacije ugljen-dioksida i nizina u kp@anjima postignuta je

odgovarajaa efikasnosfNilsson i sar., 1997).

Hladno dimljenje ima efekta na rast i razmnozavéaigeria monocytogenesisterije su
pronaiene u dva uzorka nakon dimljenjduvanja tokom nedelju dana. Ustanovljeno je
da bakterije listerija koje su bile o&&me tokom procesa dimljenja, su uspele da se
obnove tokom perioda skladiSteifRorvik, 2000).

Listeria monocytogenege bila eliminisana nakon procesa dimljenja 20 utanna

temperaturi od 65°C, i nije bila prisutna tok@owvanja 20 dangPoyski i sar., 1997).
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Letalna temperatura za listerije je 67.2°C, a w&aperatura se postize nakon suSenja
povrsine fileta ribe.
Tabela 2.34. Prisustvo Listera monocytogenegre i nakon dimljenja u prirodno

kontaminiranim filetima lososa, pod ragatim uslovima dimljenjgAase i Rarvik, 1997)

Prisustvo Prisustvo
Proces Vreme (h) Temperatura Broj Listeria Listeria
(@) uzoraka monocytogene: monocytogene:
pre dimljenja posle dimljenja
A 3 20 25 6 0
B 10 19 65 52 6
C 4 20 30 24 9
C 7 20 30 21 4
D 6 22 50 5 0

U eksperimentalno kontaminiranim filetima lososa pastrmke, nivoi Listeria
monocytogenesu bili znatno viSi na 8-10°C, nego na 4°C, tok&indana skladiStenja
(Niedziela i sar.,1998).

Listeria monocytogenesporije raste u prirodno kontaminiranim uzorcimago u

testiranjima sa kontaminiranim uzorcitfalgaard i Jorgensen, 1998).

Na rastListeria monocytogenes filetima hladno dimljenih lososa @i temperatura
cuvanja proizvoda, vodena faza soli i sastav fehojedinjenja i njihova koncentracija
(tabela 2.35fCornu i sar., 2006).

Najkriticnija tatka u procesu dimljenja fileta ribe je potapanjeastvor i recirkulisanje
rastvora dima i soli kroz uzorke fileta. Samim tidgkazano je da su sami uzorci ribe
retko osnovni izvor kontaminacije, i da je kontaatija Westalo uzrokovana

procesiranjem fileta tokom dimljenfRorvik, 2000).

Potpuna inhibicija rastaisteria monocytogenagtvrdena je kod hladno-dimljenog lososa

i kavijara sa 2% natrijum-laktata. Za razliku odgdp sprej aplikacija od 0.03g/kg
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natrijum-laktata ili limunske kiseline, nije imalmdovoljavajdi efekat u kontroli rasta
Listeria monocytogenasmesu repova jastogPelroy i sar, 1994; Dorsa i sar., 1993).
Najefektivniji antimikrobni rastvori za pastetu djeme ribe sadrzali su 0.25% natrijum
diacetata, ili 2.4% natrijum laktata i 0.125% njatn diacetata. Ti rastvori su u stanju da
inhibiraju rast listerija tokom 3 nedelje skladigjge Za povrSinsku aplikaciju na filetima,
najefektivniji je bio tretman sa rastvorom 2.4% ripatn laktata i 0.125% natrijum
diacetata¢ime je spréen rast tokom 4 nedel{®udaa Neetoo i sar., 2008).

U tabeli 2.35. date su fido-hemijske karakteristike fileta hladno dimljerlogosa.

Tabela 2.35.Fizicko-hemijske karakteristike fileta hladno dimljenogosaCornu i sar.,

2006).
Ispitivanje pH Koncentracija WPS Koncentracija Koncentracija
soli (g/100g) (vodena vode fenola
faza soli) (mg/100g)
6.02 2.85 4.62 61.3 0.99
40 uzoraka [5.8-6.24] [1.6-4.1] [2.74-7.12] [53.1-68.7] [0.55-1.65]
Prethodno 6.20 3.13 5.18 60.5 0.55
ispitivanje [6.09-6.30] [2.21-4.29] [3.76-7.19] [57.3-68.0] [0.27-1.08]
(Leroi et al,
2001; Espe et al
2004)
Pojedinatna
ispitivanja
A 6.20 2.70 4.82 56.3 2.00
B 6.20 3.90 6.20 62.9 0.51
C 6.20 1.40 2.31 60.9 0.97
D 6.20 3.70 6.82 54.4 1.45
E 6.10 3.20 5.73 56.1 0.51

*vrednosti prve prikazane predstavljaju srednjudw@st, dok u uglastim zagradama je raspon vrednosti
merenja svih uzoraka

Bakterija Listeria monocytogengs inokulisana po povrsini fileta svezeg lososa j@j
potapan u rastvor soli i dima, u procesu proizveddjmljenog lososa. VrSeno je
ispitivanje na prisustvo listerija i brojanjgasteria monocytogengskao i odrdivanje
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ukupnog broja mezofilnih bakterijgPorsby i sar., 2002). Ustanovljeno je da procesi
potapanja u rastvor soli i dima, kao i proces sjaSditeta lososa u laboratorijskim
uslovima, koji su imitirali uslove industrijske prgodnje, dovode do oddene inhibicije
rastalListeria monocytogeneKoncentracija sastojaka fenola je osnova za pr@je
rasta listerija (ustanovljeno je u laboratorijskilsiovima datak minimalna koncentracija
fenolnih jedinjenja od 20ppm je neophodna radi a$tanja tog efektajMembre i sar.,
1997; Thurette i sar., 1998). Soljenje fileta ribe dodatno je dovelo do ejae
osetljivosti listerija u procesu hladnog dimljenja je primé&eno kada je utdeno da je
najobimnija redukcija listerija bila pri najviSojokcentraciji soli, bez obzira na nisku
koncentraciju fenolnih jedinjenf&ardinal i sar., 2004; Cornu i sar., 2006; Hwang 2007).
Ovim radom je utweno da je brolisteria monocytogene&ao i ukupan broj bakterija
redukovan tokom procesa proizvodnje hladno dinmfjefiieta lososa, kombinovanim

dejstvom rastvora soli, dima, fenolnih jedinjergasenja.

Ispitivanjem kombinovanog efekta pakovanja sa filkc@lianim atmosferama i nizinom
na rast Listeria monocytogenes Pseudomonas fragii ustanovljeno je da oba
mikroorganizma inhibiraju ovi uslovi, ptiemu su inhibitorni efekti & pri temperaturi
od 4°C, nego pri temperaturi od 20fKang i Lin, 1994).

Nizin zna&ajno inhibira rastisteria monocytogeneasa povrsini dimljenog mesa lososa.
Uradeno je ispitivanje dejstva pla&tih sloj-flmova sa nizinom u vakuum pakovanju
fileta dimljenog lososé#Neetoo i sar., 2008). Ispitivano je dejstvo nizina, u korelaciji sa
temperaturom¢uvanja proizvoda i nivoom inokulacije bakterije ueso ribe. Na
temperaturi od 4°C (nizak i visok nivo inokulacijegdd 10°C (nizak nivo kontaminacije)
ustanovljeno je da je procenat inaktivacije ili ilibije rasta listerija u direktnoj
proporciji sa koncentracijom nizin&uvanje proizvoda na 4°C pokazuje sporiji rast

listerija nego na 10°C, bez obzira na nivo inokijgaickoncentraciju nizina.

Kombinacijom 1000 1U/g nizina i 0.3% limunske kis®l moze da ute na rast.isteria

monocytogenesbroj aerobnih kolonija tokom 6 dana. Smanjemgdlisterija se ogleda
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u vrednosti 1.5log. Ova kombinacija moze biti vKorisna, posebno ukoliko se uz
primenu ovakve vrste pakovanja odrzava adekvatgighska praksa u objektimé&me
¢e se vé u startu smanijiti potencijal nalaza i razmnozaaadlgterija (Al-Holy i sar.,

2006).

Ispitivani su efekti soli i fenolskog dima na rdssteria monocytogenes hladno-
dimljenom lososu, kroz fizko-hemijske analize(Cornu i sar., 2006). Fenolna
koncentracija od 1.25 mg/100ml bujona deluje irtbilsio na rast Listeria
monocytogenesMedutim, sadejstvom drugih faktora (temperatura, koteeija soli,
pH) taj efekat made biti poja&an ili da potpuno izostane. Takiisteria monocytogenes
na temperaturi od 5°C, moZe da raste i u konceptoat 10.75mg/100ml, dok u sredini

sa joS jednim ekstraktom dima ne raste u koncejitoac2.3mg/100ml bujona.

Farber i sar. (1994) utvrdili su prisustvolListeria spp.u razlgitim tipovima paSteta na
trziStu. Utvdeno da listerije prezivljavaju, ali ne rastu na penaturi od 4°C u vestki
inokulisanim paStetama. Ustanovljeno je da mikrid$ku stabilnost paSteta zajedno
cuvaju pH, aktivnost vode (aw) i temperatura.

Podatak koji iznoseseeliger i Jones (1986) da Listeria monocytogenes bujonu ne
prezivljava delovanje temperature od 60°C tokomrB0uta, ukazuje da je ova bakterija

relativno neotporna prema tekkoj obradi.

Prezivljavanje i rastListeria monocytogenes toploj pileoj supi tokom hldenja i
skladistenja, ispitivali s#uang i sar. (1993). Nakon inokulacije tople supe listerijom u
razlicitom broju i naknadnim htienjem, utvden je najvéi porast (>18 cfu) 4-6 dana
nakon inokulacije. Produzenim skladiStenjem nijéadito do promena, Sto ukazuje na
zn&aj brzog hldenja tople hrane.

Ogled o mogénosti uniStavanjaisteria monocytogenas mikrotalasnoj p& sproveli su
isti nawtnici. PovrsSina is&nih ribljih fileta je inokulisana meSanom kulturdosteria
monocytogenes Aeromonas hydrophiliaNepokriveni i fileti pokriveni polivinilskim

filmom su tretirani na temperaturama od 55°C, 60°0°C. Listeria monocytogengg
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bila otpornija na date temperaturne tretmanéetbmonas hydrophiliaiako je kuvanje
pokrivenih fileta pri 70°C dovelo do z&anije redukcije u populaciama oba
mikroorganizma (za 6 lag. Populacija Listeria monocytogenge redukovana za oko

4 logip u pokrivenim filetima i za oko 2 lagu nepokrivenim.

Cetiri izolata Listeria monocytogenedgolovanih iz humanog uzorka, hrane i okruzenja,
zasebno odvojeni, ispitivani su u bujonu sa sledeuslovima: pH 6, temperatura od
8°C i u atmosferi sa 100%,N40%CQ : 60%N i 100% CQ. Ispitivana je mogénost
opstanka listerija u kiseloj sredini, sa protedkitin enzimima i uz soli ztne kiseline.
UopSteno, listerije su bile rezistentnije u kisedogdini nego u sredini sa dodatkom soli
zueéne kiseline. Atmosfera sa 100%&040%CQ : 60%N imaju Ve&i uticaj na rast
listerija, posebno u kombinaciji sa dejstvondrait soli(King i sar., 2003).

Dillon i Patel (1994) su inokulisali povrSinu bakalara k&teria monocytogenesladno
dimili, vakuum pakovali i skladistili pri temperatuod 4°C tokom 3 nedelje i pri
temperaturi od -20°C tokom 3 meseca. Tokom dindjenjskladiStenja vrSeno je
uzorkovanje i utwtivanje prisustva i brojd.isteria monocytogenesiokom dimljenja
nalaz je bio istog nivoa, a pri skladistenju napgenaturi od 4°C se povavao, dok je na

temperaturi od -20°C opadao.

Listeria monocytogeneg prilicno otpornacak i na uticaj zamrzavanja. Utien je
nepromenjen broj listerija u mesu inokulisanom 83dlL nakon drzanja tokom 6 meseci
pri temperaturi od -18°C. Tokom procesa zamrzava®2% celija Listeria
monocytogenelsude ostéeno, ali ne i ubijeno.

Ustanovljena je sposobndsisteria monocytogenesa koriste karnitin kao osmoprotek-
tant, i tako postanu rezistentne na kiselinskisst@d 30 izolovanilh.. monocytogened5
su humanog porekla, a 15 su poreklom iz mesa. Kadalozene 2 sata kiselinskom
stresu (pH 2.5), samo su dva izolata listerije, iabmesa, pokazala zégnu redukciju u
broju. Kiselinsko-senzitivne listerije nisu praieme u pregledanim Kkligkim izolatima,
¢ime je utvdena vaznost rezistencije na kiselinski stres tifgv@u procesu infekcije
(Dykes i Moorhead, 2000).
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11.3.4.2. Bakterije mle¢ne kiseline (MKB)

Bakterije ml€ne kiseline predstavljaju Siroku grupu mikroorgamma koji imaju skine
genotipske i fenotipske osobine. To su Gram pazitmikroorganizmi, nepokretni i
asporogeni, kiselinsko tolerantni. Mogu biti Stasitog oblika ili u formi koka. Ova
grupa bakterija se nalazi u prirodi prilikom raspag@ biljaka, ali i u mlénim

proizvodima.

Ove bakterije imaju zajedtku osobinu da iz laktoze stvaraju e kiselinu. Zavisno
od toga da li je miga kiselina jedini proizvod fermentacije, sve mikrganizmme ove
grupe delimo na homofermentativne i heterofermemntat (pored miléne kiseline
stvaraju i ugljen dioksid, propionsku kiselinu¢gimu kiselinu...).

Mlec¢na kiselina snizava pH sredine i na tajinaspre&ava razvoj nepoZeljnih i patogenih
mikroorganizama. Mk&na kiselina je prijatnog ukusa, povoljnodatina varenje (kenje
Zelud&nih sokova) i odstranjivanje toksiih materija iz organizma.

Bakterije ml€ne kiseline svojim ekstracelularnim enzimima, prdeama razgraiju
proteine mleka (kazein). Ove bakterije imaju sl@&ewtritivne zahteve i podloge na

kojima se gaje treba da sadrze veliku &aoli ugljenih hidrata.

Mogu da stvaraju baktericidna, antimikrobna jedifgekoja inhibiraju rast truleznih i

patogenih bakterijgSalminen i sar., 2004).
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Industrijski zn&aj bakterija mléne kiseline moze se ogledati i u prisuthom sigunoos
statusu, jer su ove bakterije sveprisutne u hmuzetan je i njihov doprinos na stanje

mikroflore digestivnog trakta konzumenafgungh i Wadstrom, 2009).
[

Slika 2.20.Bakterije ml€ne kiseline

Zbog svoje dominantnosti tokom fermentacije i tegdiduge upotrebe, bakterije e
kiseline su ozngne kao ,zdravstveno bezbedna mikroflora“. Biologkstitu MKB kao
prirodno prisutna i/ili selekcionisana i namernoddta mikroflora, ostvaruju kroz
produkciju nespeciénih (mleina, sitetna i druge organske kiseline;®4, diacetil, itd.) i

specifénih metabolita, bakteriocin@bradovié, 2002-2003).

Bakteriocini su ekstracelularno oslalemi peptidi ili proteinski molekuli, stvoreni od
strane nekih MKB, koji poseduju izvesna bakterieidBvojstva u odnosu na odeme
vrste mikroorganizama, afio srodne bakterijama proizd&ima. Produkcijom

bakteriocina od strane MKB, omogno je da na selektivan, kompetitivartinadeluje
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na okolnu mikrofloru koja moZe sadrzavati bilo lwake kvara, bilo patogene

mikroorganizmegHolzapfel i Wood, 1998).

Rodovi koji¢ine grupu mléno kiselinskih bakterija s(Ljungh i Wadstrom, 2009).

* Lactobacillus

* Leuconostoc

» Pediococcus

* Lactococcus

» Streptococcus

» Aerococcus

» Carnobacterium
* Enterococcus

» Oenococcus

» Sporolactobacillus
* Teragenococcys
* Vagococcus

« Weisella

Lactobacillus delbruckii spp. bulgaricus

Staptasta homofermentativna vrsta bakterija nke kiseline koja je prvi put izolovana
iz bugarskog kiselog mleka. Stvara D (-) énle kiselinu i acet-aldehid, koji daje aromu.
To su Stagii velicine 0.8 — 4um koji se sa stards izduzuju. Asporogeni, fakultativho
anaerobni, katalaza negativni, nepokretni, javiggupojedinéno, u parovima ili krém
lancima.

Optimalna temperatura rasta je 40-45°C, néogurast i na viSim temperaturama (52-
55°C), dok ne rastu na temperaturi od 15°C.

Koristi se za proizvodnju jogurta i kiselog mlekdazei u sastav startera. Moze da

stvara bakteriocin bulgaricin, koji deluje inhibib@ n arast nekih Gram pozitivnih i
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negativnih bakterija. Neki sojevi stvaraju i H2@®®ji inhibira vetinu patogenih bakterija

i neke psihrofilne mikroorganizme.

PRV A -IN -1 = T v -, \__
Slika 2.21.Lactobacillus delbruckii spp. bulgaricus

Lactobacillus casei

Homofermentativna vrsta, koja se u mleku javljahlikm kratkih kokoidnih Stagia u
lancima. Optimum za rast je 30° C, a opseg je dzmé® — 40° C.

Stvara manje mime kiseline (1.5%) odlb.delbrueckii spp. bulgaricus to stvara L(+)
formu mlene kiseline. U enzimskom sistemu ove bakterijeaaz® i aminopeptidaze i

proteinaze, zbogega se koristi u proizvodniji sireva i pavlake.
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Slika 2.22.Lactobacillus casei

Lactobacillus helveticus

Homofermentativha vrsta kojoj je optimalna temperatrasta 40-45°C Stvara D,L
mlecnu kiselinu (2-3%). Ima jak fermentativni i umeregoteoliticki sistem. Koristi se u
proizvodnji ementalera gde sa drugim bakterijam&eumna specifian ukus ovog

proizvoda. Za razliku od drugim laktobacilusa, sfanmiSe galaktozu.

Lactobacillus sake

Atipi¢an, kratki Stagi. Najrasprostranjeniji je laktobacilus u mesu. &vR, L mie&nu
kiselinu, podnosi we koncentracije soli. Neki sojevi sintetiSu baldeme. Koristi se

kaocista kultura za prozvodnju kobasica.
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Slika 2.24.Lactobacillus sake

Lactobacillus acidophilus

Homofermentativna vrsta koja je tege prisutna u intestinalnoj flori odtzdi. U mleku
se slabo razvija i javlja se u formi duzih i &ita Stapéa.Optimum za razve je 37°C.
Stvara antibiotski aktivnu supstancu acidophiliradidolin. Stvara D, L miu kiselinu
(1.8%). Ne podnosi ¥& koncentracije soli. Koristi se u proizvodnji agfithog mleka,
nefermentisanih mémih napitaka, a ulazi u sastav i startera za ponlepju fermentisanih

napitaka sa terapeutskim dejstvom.

Slika 2.25.Lactobacillus acidophilus
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:'-g
Slika 2.26.Bifidobacterium bifidum

Pored Stagistih oblika bakterija méme kiseline, u ovoj grupi se nalaze i koke i
mikroorganizmi okruglastog oblika:

Lactococcus lactis spp. lactis

Lactococcus lactis spp. cremoris

Lactococcus lactis spp. lactis biovar diacetilactis

Enterococcus faecalis

Pediococcus spp.

Leuconostoc

Streptococcus salivarius spp. thermophilus

Pri pakovanju hrane u vakuumu se stvara mirkodaeeo§redina,a delitiho se nakuplja

i ugljen dioksid,cime se inhibira rast aerobnih Gram negativnih bgkte postize se
bolja odrzivost mesgsoccol i Oettere, 2003; Jouffraud i sar., 2006). U takvim uslovima
razvija se mikroflora u kojoj dominiraju nideo kiselinske bakterije, a u manjem broju
prisutne su iBrochotrix thermosphactaEnterobacteriacegedruge Gram negativne
bakterije, mikrokoke i kvas¢Leroi i sar., 1998; Lyhs i sar., 1998).

Lyhs (2002) istice da su u vakuum pakovanoj hladno dimljenoj ribmikroflori koja
dovodi do kvara uglavnhom zastupljene dominantndolzdcilus vrstegiji se broj u
momentu kvara kie od 16 do 16 CFU/g i da su to uglavnontactobacillus,

Leuconostoc, Lactococcus i Carnobacterium.
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PremadOlafsdottir-u i sar. (2005) glavni i odgovorni krivci za nastanak kvara hladno
dimljene ribe iz familijeSalmonidaesu mikroorganizmi iz familijeEnterobacteriaceae
Cije je prisustvo u proizvodu uslovljeno higijenskumslovima i samoj unutrasnjoj flori
objekta za preradu i dimljenje proizvoda. Prem&aoyom stanovistu, laktobacili nisu
tipi¢ni izazivai kvara hladno dimljenih proizvoda od ribe, ali kade ndu u ve&em
broju u proizvodu, mogu da dti na senzorne odlike, time Sto stvaranjem ispdljiv

komponeneti dovode do promena u mirisu ribe.

Patsias i sar. (2006) smatraju da se kvar koji nastaje, ukoliko nastzpel uticajem
laktobacila, odvija manje ofanzivno, nego Sto jestaaj prilikom nastanka kvara,

prouzrokovanog rastom aerobne mikroflore.

Zakljutuje se da sulLactobacillus spp najzn&ajnija i najzastupljenija mikroflora
odgovorna za odrzivost, senzorne osobine hladndjegih, vakuumiranih proizvoda od
ribe. Za razliku od vakuum pakovanih proizvoda, lggmi proizvodi od ribe pakovani u
modifikovanim atmosferama imaju drugje uslove sredine za razvoj mikroorganizama
(Siverstvik i sar., 2002). Mikroorganizmi koji in&e razvijaju kvar mesa u aerobnim
uslovima, u MAP-u su inhibirani ugljen dioksidomatad je dominantna mikroflora ona
koja je rezistentna na ugljen dioksid. Gram negetibakterije su mnogo osetljivije na
delovanje CQ@ pa su najvisSe inhibirani mikroorganizmPseudomonas spp.,
Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp., AchromaacFlavobacterium, Moraxella

spp i psihotrofne bakterije. Najrezistentnije su lealge Clostridium spp
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Uticaj mleéno-kiselinskih bakterija na rast listerija u proizvodima fileta dimljene

ribe

Studija o prisustvuListeria monocytogenes neupakovanim Sniclama u prometu u
Nemakoj, ustanovila je nizak nivo prirodne kontaminacijodsustvo rasta posle jedne
nedelje skladiStenja na temperaturi od 2-4S€hmidt i sar., 1993). Zakljuceno je da je
rast Listeria monocytogenesnhibiran mi€no-kiselinskim bakterijama u hladnim

Sniclama.

Pet vrsta bakterija miaee kiseline sa sposobrioSstvaranja bakteriocind&nterococcus
faecium ETO5, Lactobacillus curvatusETO06, L.curvatus ET30, L.delbrueckii ET32 i
Pediococcus acidilaciticiET34, inokulisano je po povrSini fileta lososajermo sa
kulturom Listeria innocua2030c. Fileti lososa su potom prosli proces obdid#jenja (6
sati potopljeni u rastvor soli, 6 sati suSenjaafasdimljenja). Gotov proizvod je zatim
vakuum pakovan kuvan na temperaturi frizidera od 5°C. Rezultatragvanja su
pokazali da vrst&.faeciumETO5 poseduje najbolja biokonzerwausvojstva za kontrolu
L.innocuau namirnicama dimljenog lososa koji je vakuuum pakTome i sar.,2008).
Dobre osobine su pokazale i vrste baktelijeurvatusET30 iL.delbrueckiiT32, ali u
manjoj meri negokE. faecium L.curvatus ET06 i P.acidilactici ET34 posedovali su

bakteriostatske osobine, kako u in vitro uslovitap i nakon inokulacije u filete lososa.

U drugom ispitivanju kori&ni su sojevi bakterijd.actobacillus caseilactobacillus
plantarum i Carnobacterium piscicolakoji su inokulisani u meso hladno dimljenog
lososa, uz dodavanje i bakterijgsteria innocua Fileti u vakuum pakovani ¢uvani
tokom 30 dana na temperaturi od 4°C. Sve dodatarkuinle&no-kiselinskih bakterija su
pokazale bakteriostatski ili baktericidni efekat nastL.innocua Lactobacillus caseje
bakteriostatik kada se inokuliSe u koncentraciigoCFU/g, ali je baktericidnog dejstva
pri 8log cfu/g, redukujéi broj Listeria innocuado 3.3log CFU g.Lactobacillus
plantarumi C.piscicolapojedin&no inokulisani u koncentraciji 6log CFU/g, redukuju
broj Listeria innocuado 2.8, odnosno 2.7log CFU/g sledno. U ispitivargyednékog
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efekta bolji efekat su pokazaliLactobacillus casei-Lactobacillus plantarunu
koncentraciji 6log cfu/g, nego kombinacija sojel@actobacillus casei-C.piscicola
Kombinacija L.casei-C.piscicolaje imala slabiji efekat nego pojedime C.piscicola
(Vescovo i sar., 2006).

Prirodna mikroflora hladno dimljenog ribljeg mesieg kraj roka upotrebe predstavlja
bakterije mlgne kiseline. Vakuum pakovani fileti dimljene ribevani su na temperaturi
frizidera od 5°C, i potom su ispitivane hemijskemikrobioloSke karakteristike.
Koncentracija soli u vodenoj fazi je iznosila 4439% (srednje vrednosti oko
4.50+0.28%. Srednja vrednost pH izmerena je 5.9%0.relativno se sporo menjala ta
vrednost tokomiuvanja proizvoda, a pred kraj roka upotrebe dastjgl vrednost od
6.01+0.14. Aktivnost vode {a je bila 0.95+0.01.

Tokom cuvanja fileta u vakuum pakovanjima na 5°C, ukuprdj Imle¢no-kiselinskih
bakterija se pou®o, pri¢emu su dominirale bakterije iz rodactobacillus Inicijalni
nivo Lactobacillus sppiznosio je 186 — 1¢ CFU/g, da bi se tokom vremertavanja
povetao do 18-10° CFU/g. BrojEnterobacteriacege inicijalno bio nizak (10i 10°
CFU/qg), ali je tokom 5 nedeljguvanja na temperaturi frizidera u vakuum pakovanju
povetan i dostigao je TOCFU/g. Ni u jednom uzorku nije se pojavila nitikaaala
Listeria monocytogenes

Ukupan broj mezofilnih bakterija se pae® sa nivoa ¥0- 1¢ cfu/g do nivoa 1810’
CFU/qg.

41% mleno-kiselinskih bakterija je pokazao inhibitorni ket protiv Listeria
innocua Vecina sojeva nije posedovala bakteriocinogeno dejsado su dokazali
povoljna konzerviséa svojstva u nhamirnicama dimljene ribe koja je wakupakovana

(Tome i sar., 2006).
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11.3.4.3. Ostali mikrobioloSki parametri (Salmonella spp koagulaza pozitivhe
stafilokoke, sulfitoredukuju ¢e klostridije)

Neadekvatan izbor sirovine, nepazljiva manipulasifavinom u toku primarne obrade i
nekorektna i nehigijenska proizvodnja mogu uslogpdjavu patogenih mikroorganizama
u gotovom proizvodu. Patogeni u ribi mogu potidatiokoline ili biti poreklom od
zivotinja/ljudi. Poznavajéi karakteristike hladno dimljenih proizvoda od rilzma se da
je to lako kvarljiva namirnica. Iz tog razloga imtzo je zn&ajna kontrola higijene
opreme i objekata, redovne zdravstvene kontroldi Ikoji rade u proizvodnji hrane,
poznavanje tehnoloSkog procesa proizvodnje dimlj@me poStovanje hladnog lanca u
toku proizvodnje, transportduvanija i prodaje proizvoda. Nastanak botulizmaetisze

i salmoneloze izazvane konzumiranjem dimljenih proda od ribe poznat je preko 30

godinafJittinandana i sar., 2002).

Sulfitoredukuju ¢e klostridije

Klostridije su Gram pozitivne, Stajaiste bakterije valine 3-8um. Spadaju u obligatno
anaerobne bakterije sa pojedinim aerotolerantnigdgiavnicima, koje u nepovoljnim
uslovima mogu da grade spore. Zivotna sredina fitist je zemljiSte i crevni sistem
coveka i Zivotinja. Najvém delom ove bakterije su bezopasni saprofitidatien izvesne
vrste mogu da pod odtenim uslovima dovedu do vrlo teSkih oboljenja kemsii gasna
gangrena, tetanus, botulizam i pseudomembrano#itisko

Bakterije koje pripadaju rod€lostridium izazivaju kako egzogene, tako i endogene
anaerobne infekcije i/ili intoksikacije. Sve bolegazvane klostridijama su posredovane
toksinima i/ili enzimima koje ove bakterije stvaraNage&e manifestacije kolonizacije
klostridijama kod ljudi su blaga, kratkotrajna temya hranom i sktajna kontaminacija
rane. TeSke bolesti uzrokovane klostridijama, k@ossi gasna gangrenanyonecrosig
tetanus i botulizam, relativno su retke, ali mogubdidu smrtonosne.

lako je otkriveno gotovo 100 vrsta iz rodzostridium samo 25 do 30 uatdjeno
uzrokuju bolest kod ljudi ili Zivotinja.

Najpoznatije, najzniajnije i najopasnije vrste su:

 Clostridium perfrigensglavni izazivé gasne gangrene

Doktorska disertacija

Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 165
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Pregled literature

 Clostridium novyji moZe izazvati gasnu gangrenu

 Clostridium septicummozZze izazvati gasnu gangrenu i sepsu

» Clostridium histolyticumtakaie jedan od izaziva gasne gangrene

» Clostridium tetanitoksin ove bakterije izaziva tetanus

 Clostridium botulinumtoksin ove bakterije je najjapoznati otrov i izaziva botulizam

 Clostridium difficile izaziva pseudomembranozni kolitis
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Slika 2.27. Clostridium botulinunm(mikroskopski preparat)

Botulizam je intoksikacija toksinom bakter§&ostridium botulinum Botulinusni toksin
je najj&i poznati otrov, 0.lug moze ubiticoveka. Postoji viSe tipova ovog toksina (A-
G), gde tipovi A, B i E izazivaju intoksikaciju kdgudi. Toksin je metaloproteaza, koja
razlaze proteine Kkoji destvuju u procesu oslotk@nja nekih neurotransmitera na
motornim neuronima. Kao posledica se javljaju paneajedinih misia. Nafe&e nastaje
usled konzumiranja pokvarenih namirnica, posebnaoz&ovi, gde usled anaerobnih
uslova ove bakterije proizvode ovaj toksin. Otr@vreapsorbuje u gastrointestinalnom
traktu i putem krvi dospeva do nervriblija gde ostvaruje dejstvo. Nakon nekoliko sati
ili dana javljaju se simptomi intoksikacije: obolelidi duplo, problemi sa gutanjem,
govorom, opstipacija, sluzokoza (npr. usne dupgejuva. Smrtnost je zéana, ako se

na vreme ne otkrije i n&&e je izazvana paralizom respiratornih fesi
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Slika 2.28 Clostridium leptum

Prisustvo bakterij€lostridium botulinuntip E je jedna od najééh opasnosti u industriji
ribe, a posebno se taj rizik p@ava kod hladno dimljenih proizvoda od ribe upakalran
u smesi gasova koje sadrze samo ugljen dioksiat, &me postoje anaerobni uslovi
sredine, pogodni za razmnoZavanje ovog patogifenitz i Johnson, 1998). U
anaerobnim uslovima se postiZze inhibicija rasteolamh bakterija,¢ime je smanjena
kompeticija. C.botulinum nesmetano raste i stvara toksin tokom produzerergpga
skladiStenja pri temperaturama frizidera.

Pored toga, hladno dimljeni proizvodi od ribe¢seaju u hladnom lancu, a to pogoduje
bakteriji botulizma, jelC.botulinummoze da raste i produkuje toksin pri 3.3°C, a @em
nekim podacima moZe da raste i na nizim tempenataré°C)(Kimura i sar., 2001).
Hladno dimljeni proizvodi od ribe su RTE (readydat) proizvodi, ne zahtevaju
termicku obradu,¢ime se joS dodatno poseva rizik (Siverstvik i sar., 2002). Poseban
problem predstavlja i to Sto rast patogenih sojéviaotulinumi stvaranje toksina ne
dovodi do organoleptkin promena koje i ukazale da namirnica nije upujrea za
ishranu.

Danas pojedini autori smatraju da rast anaerobazangsi od uvdenja, niti od
iskljucivanja kiseonika iz smeSe gasqufresne i sar., 2000; Gibson i sar., 2000). Oni

su dokazali da samo kada se p@veolicina soli i smanji nivo pH u proizvodu u
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kombinaciji sa smeSom gasova koji sadrzi 100%,,C@nanjuje se rizik od rasta
C.botulinumna temperaturama filenja. US National Academy of Science, kao i autori
Sanjeev i Ramesh (2006) preporduju upotrebu kalijum sorbata, natrijum hlorida i
zraenje, ¢ime se inhibira rasC.botulinumu hladno dimljenim proizvodima od ribe
pakovanim u MAP. Kreiranjem bezbednosnih standaalaimljene proizvode od ribe
pakovane u MAP, kako bi se smanjila opasnost da @etogenih anaeroba, prep&no
je da se ispostuju slecenorme(Sanjeev i Ramesh, 2006).

* ay vrednost treba da bude ispod 0.92

* pH proizvoda ispod 4.5

* dodavanje natrijum nitrita (u ké@lna dozvoljenim regulativama)

» temperatura skladistenja ispod 3°C.

Koagulaza pozitivne stafilokoke

Stafilokoke su Gram pozitivhe bakterije loptastdjla (koke), koje su grupisane u vidu

grozdova ili jata. Postoji tridesetak vrsta stdfdka, od koji su najpoznatije

- Staphylococcus aureus
« Staphylococcus epidermidis

« Staphylococcus saprophyticus

Stafilokoke spadaju u grupu mikrokoka. To su maéktérije, prénika 1 pm,
loptastog oblika. Stafilokoke su nepokretne i prote katalazu, enzim koji razlaze
vodonik peroksid. Postoji preko 30 vrsta stafilokgii cemu su gore pomenute vrste
patogene za&oveka. Zapravo epidermalni i saprofitni stafilokeld deo normalne
bakterijske flore i samo kod pacijenata sa oslabijeimunitetom mogu izazvati
infekciju (Cest su uzrénik bolnickih infekcija). Staphylococcus aureys patogena
bakterija, koja sekretuje razne toksine: alfa toksenterotoksine, eksfolijatin,
leukocidin, toksin koji izaziva tok&ni Sok sindrom, ali moze i direktnim prodorom u

organizam da izazove razne infekcije. Enterotokstafilokoka sucest uzrok
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intoksikacija putem hrane, jer su stabilni na ttiplkuvanjem hrane 15-30 minuta na
100°C se ne razgiaju).

‘VAC(V:.V gpotMagn
|30.0kV 1.0 10000x SE 8.3 staph 97-11-49

Slika 2.29.SEM mikrografija grozdastih kolonifa. aureus

Sojevi S.aureusse mogu nd@ u vakuum pakovanim dimljenim proizvodima od rijee
toleriSu nisku @ vrednost i visoku koncentraciju soli, a raste i@mé i 50°C(Kilibarda,

2010).

Salmonela

Salmonellge rod Stagiastih Gram negativnih bakterija koji moze prouznotifoidnu

groznicu, paratifoidnu groznicu i trovanje hrane.

—
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Slika 2.3Q Salmonella spp.
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Salmonele razlazu veliki broj ugljenih hidrata wzasanje kiseline i gasa. Ne razdwau
laktozu, saharozu i ureju, a produkujuSH Salmonele dobro rastu i razmnozavaju se na
velikom broju podloga, a samim tim mogu se razvijati velikom broju namirnica
razlicitog sastava. Salmonele se razmnozavaju u tempeoatuintervalu od 5 do 47°C.
Temperature iznad 60°C uniStavaju ih za nekolikouta. Optimalne vrednosti pH za
salmonele su u intervalu 6,5-7,5, a mogu se razavaiZi pri vrednostima od 4,5-9,0.
Mogu preziveti u namirnicama u kojima je aktivhoside §>0,94. Salmonele su
osetljive prema hloru, hlornim jedinjenjima i hlanéenikolu, a otporne su prema dejstvu
sulfonamida i benzil-penicilina. Neki aditivi, koeansi, z&ini i starter kulture, sami ili
sinergisttki sa drugim parametrima (pH,.atemperatura) usporavaju ili zaustavljaju
razmnozavanje salmonela. U rastvoru kuhinjske sainonele mogu preziveti nekoliko
meseci, a u praSini preko 80 dana. Salmonele maggprisutne u rekama, otpadnim

vodama, kanalizaciji i drugim vodama&ubrivima.

Salmonele sintetiSu endotoksin, koji je po svomtasas glicido-lipido-polipeptidni
kompleks. Retko sintetiSu egzotoksin. Do nedavnoviggalo misljenje da nisu sve
salmonele patogene za ljude. dd&m, iskustva su pokazala da su préakbd sve
salmonele Stetne zsoveka. Salmoneloza je oboljenje Zeltwa-crevnog trakta ljudi i
zZivotinja. Salmoneloze su primarno bolesti doiaivotinja, koje se ndoveka prenose

konzumiranjem hrane animalnog porekla, kontamirssimonelom i njenim toksinom.

Salmonela vrste su utiene u pet od 156 testiranih &jeva u dimljenoj ribi pakovanoj
u vakuumu, a zabeleZzen je nastanak infekcijeSsémonella paratyphiB nakon
konzumacije dimljene ribe u Newlej (Heinitz i Johnson, 1998). Salmonella
typhimurium, Yersinia enterocolica, Aeromon@stu slabije u MAP pakovanjima, u
odnosu na vakuum pakovanja pastrmke i bakalara.

Visoke koncentracije ugljen dioksida u pakovanjuajum inhibitorni efekat na rast

S.aureus, Salmonella spp., E.coWersinia enterocolitic#Sanjeev i Ramesh, 2006).
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[1.3.5. Hemijski parametri

Praenje hemijskih parametara kvaliteta ribe im&ivleroj prednosti. U odnosu na
mikrrbioloSke parametre, rezultati o hemijskim paedrima kvaliteta mogu da se dobiju
u kracéem vremenskom periodu, dok u odnosu nacgmpge senzornih karakteristika
kvaliteta, hemijskim se metodama iskije subjektivnost analitara u proceni rezultata.
Ispitivanjem osnovnog hemijskog sastava proizvadaiuju se vrednosti sadrzaja vode,
soli, masti, proteina i pH vrednost.

Prvi period skladiStenja proizvoda od ribe karaktempromene koje uzrokuju gubitak
svezine, dok kraj skladiStenja karakteriSe nastdevaka (Ruiz-Capillas i Moral, 2005).
Glavni uzr@nici kvara mesa su saprofitne bakterije, g@nu nastaju procesi proteolize,
lipolize i razlaganje ugljenih hidrata (glikogen) mesu. Proteolizom su prvenstveno
zahvaene belatevine vezivnog tkiva, pa tek onda i proteini régg tkiva. Razlog
tome Sto je pH vezivnog tkiva gotovo optimalan kévaost mikroflore (7.0-7.2), Sto u
vezivnom tkivu ima dosta vode i rastresitije jeukture. Pod uticajem bakterijskih
proteaza makromolekuli miofibrilarnih i sarkoplazsiah belagevina mesa se razlazu
na polipeptide, prvo viSe, a potom nize, i najzad aligopeptide i slobodne
aminokiseline. Pojava neprijatnog miris&pge tek u drugoj fazi proteolize kada nastaje
razlaganje aminokiselina. Razlaganjem aminokisatiastaju amonijak, amini i diamini
(fenil-etilamin, tiramin, triptamin, histamin), feh indol, krezol, skatol, masne kiseline
(mravlja, sitetna, propionska, buterna i dr.), putrescin, kadayenerkaptan, k5. H:S,
indol i skatol su uzrénici neprijatnog mirisa ukvarenog mesa. Razlaggmeteina
izazivaju proteinaze i peptidaze mikrokok@roteus, Pseudomonas, Achromobacter,
Bacillus, kvasci i plesni.

Promene masnog tkiva u mesu mogu dovesti do kvasampromene organolefkih
svojstava. Uzorci koji dovode do kvara masnog tksea brojni, a najzrajniji su:
kiseonik iz vazduha, mikroorganizmi (laktobacilijknokoke, Pseudomonas, Bacillus,
Clostridium kvasci i plesni), enzimi masnog tkiva (lipazakslativhe promene masti
dovode do stvaranja peroksida, a potom aldehid#dnia, koji mastima daju neprijatan

uzegli miris i ukus.
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Razlaganje ugljenih hidrata u mesu (glikogena) skigrava putem fosforilirajte
hidrolize, gde preko pirogrdane kiseline nastaje GQukoliko ima kiseonika). Ako
kiseonika nema dovoljno, proces se zavrSava st@amamlene kiseline i etanola. Pod
uticajem bakterijskin fermenata mozedédao stvaranja i drugih organskih kiselina

(mravlja,propionska, buterna i dr.) i do pojave amet

Od fizicko-hemijskin metoda za dokaz kvara mesa se&egsg koristi pH. Tokom
vremena nakon klanja, pod dejstvom glikolitskihnfenata glikogen se pretvara u
mlecnu kiselinu, koja pomera pH u kiselom smeru (giltistla faza zrenja). Nakon toga
pacinje druga faza zrenja mesa, u kojoj proteolitgtinienti mesa dovode do stvaranja
baznih jedinjenjacime se i pH krée u obrnutom smeru. Po zavrSetku ove faze, meso
pacinje da se kvari, jer se u njemu gigu javljati i krajnji raspadni proizvodi

belartevinskih molekula koji jo$ viSe podizu pH.

[1.3.6. Senzorna ispitivanja

Senzorne karakteristike kao $to su izgled, tekstboga, miris i ukus mesa ribe se
ocenjuju ljudskimc¢ulima i upravo se ti parametri prate za monitorkvgliteta hladno

dimljenih proizvoda od rib@lafsdottir i sar., 2005).

Senzorna analiza je standardan i najprihvatljimgtin ocene kvaliteta ribe. Ova vrsta
analize ima svoje prednosti i mane. Senzornom zoralije mogde ocenjivati vise
parametara od jednom, analizu je mégunapisati,cime moze predstavljati deo
deklaracije, ali i objektivan dokaz. Nedostatak zegnih analiza je u tome Sto je to
subjektivna metoda, koja zavisi od individualnifepa, IEnih stavova, kao i poteS&a

prilikom opisivanja proizvod@Perera i sar., 2010).

Primarni zn&aj se poklanja mirisu, kao parametru kvaliteta héadlimljene ribe

(Jonsdottir i sar., 2008). Hemijskom analizom se ri&%e ne mogu utvrditi specéinosti
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mirisa i ukusa, pa je analiza profila mirisa i ukusamirnice najsloZenija metoda
senzorne analizfBalti¢ i sar., 2000). Razlog nastanka nepozeljnih mirisa kao senzornih
indikatora kvara jesu isparljive materije koje dedfe stvaraju bakterije (trimetilamin,
isparljiva sumporna jedinjenja, aldehidi, ketonstre hipoksantin)(Olafsdottir i sar.,
2005). Trimetilamin je odgovoran za tigan oStar miris (miris na ribu) koji se javlja u
mesu ribe kao indikator kvara. Pozitivha korelacifardena je izméu koli¢ine ukupne
isparljive azotne supstance i trimetilamina, ukuprwoja bakterija i mirisa na amin,
ukusa na amin, gorkog ukusa i mekane konzistef@uealinal i sar., 2004).

Dalgaard (1995) je utvrdio da za razliku oduvanja ribe na vazduhu, nepozeljni mirisi
koji prate kvar ribe u vakuumu ili smeSi gasovasadrze sulfidne komponente. Pored
posledice bakterijskog delovanja na pojavu nepoéglmirisa i ukusa, postoji i dejstvo
autolitickih enzima, posto se hladnim dimljenjem ne prefleziperatura od 28°C, pa tako

ne dolazi i do inaktivacije enzinfdlansen i sar., 1996).

U promeni strukture mesa (tekstura, konzistenaia)vazniju ulogu imaju autolitki
procesi(Lund i Nielsen, 2001).

Torrieri i sar. (2006) isticu da u mesu hladno dimljene ribe pakovane u MAR, ka
posledica rastvaranja ugljen dioksida u tkivimaladbdo acidifikacije i snizavanja pH

vrednosti mesaime dolazi i do promena u teksturi.

Jedan od bitnih parametara za dilranje kvaliteta izgleda mesa dimljene ribe je jabo
(Espe i sar., 2004). Gubitak boje u velikoj meri smanjuje cenu ovogipvoda na trzistu
(Lakshmanan i sar., 2005). |z tog razloga je vrlo bitho da se dimljena ripakuje u
ambalazu kojace omoguiti kupcu da vidi proizvod, Sto se prevashodno iest
pakovanjem u smeSu gasq¥aentes i sar., 2010).

Na boju dimljene ribe wtu vrsta i kolEina pigmenta koje riba prima tokom uzgoja putem
ishrane i procesni parametri u toku proizvodiGerdinal i sar., 2004).

Ujedna&ena crvena boja losos pastrmke ukazuje na visoMitédvgproizvoda, a

pigmentacija je uslovljena keto-karotenoidima i teksantinom.Visoke koncentracije
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CO, mogu da dovedu do diskoloracije mesa, gubitka prdenéBarnett i sar., 1982).
Promene pH vrednosti u mesu ribe mogu izazvati praTu boji.Cardinal i sar. (2004)
su utvrdili postojanje korelacije iznie teksture i izrazenosti boje. Uzorciderstrukture
imali su izraZeniju narandzastu boju, a mekan#idastu boju.. | nén soljenja utte na

izrazenost boje. Vlazno soljeni uzorci hladno deng ribe imaju jée izrazenu boju.
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Pove&ani zahtevi potroga za proizvodima koji imaju prihvatljivu cenu i ddatan rok
trajanja, kao i sve stroziji zahtevi u odnosu nalitet, higijenu i bezbednost hrane koja
¢e biti Sto lakSa za pripremu i spremanje, dovodetaga da proizvdece hrane
savremeno drusStvo stavlja pred zadatak konstantamgpja novih tehnnika i metoda
pakovanja hrane, a da pri tome Sto manje imaju thegauticaj na zagienje zivotne
sredine. Osnovni princip pakovanja hrane je slede izbegavanje kontaminacije,
odlaganje kvara, pojedine enzimske reakcije kojesppduju mek&u proizvoda,
smanjenje gubitka na masi i osiguranje zadrzavarganolepitkin svojstava namirnice.
Savremen potrogarazi hranu visokog kvaliteta koja je zadrzalazseske karakteristike
sirovine od koje je proizvedena, i da je u istonveebezbedna po zdravlje.

Sposobnost listerija da rastu pri temperaturiiéiga, da su rasprostranjene u prirodi i da
prezivljavaju dugo vremena u nepovoljnim uslovimapdneli su saznanju da je ova
bakterija sve zngjniji patogen koji se prenosi hranom na ljude. Kdo je Listeria
ustanovljena kao bakterija koja moZe da izazoveljefje listeriozu, sve viSe se
pove&ava interes i potreba za kontrolom ovog mikroorgar@ u najraznovrsnijim

namirnicama.

Osnovni cilj u okviru ove doktorske disertacije hgo da se ispita uticaj pakovanja i
uslovacuvanja na rast razitih serotipovalListeria monocytogenes (razlicitog porekla) u
laboratorijski kontaminiranim uzorcima dimljene paske. Jedan od ciljeva ovog
istrazivanja je da se ispita uticaj pakovanja damd ribe (pastrmke) u vakuum i
modifikovanoj atmosferi na odrzivost i odabranegpaetre kvaliteta.

Pored toga, ispitivano je i prisustvo drugih pategeéod hladno dimljene pakovane
pastrmke.



Cilj i zadaci rada

Shodno ciljevima rada, zadaci ove doktorske disget®ili su:

1. Ispitivanje promene ukupnog broja bakterija wramma hladno dimljene pastrmke
pakovane u vakuum i modifikovanu atmosferu i sldtatie pri temperaturi 3°C odnosno
pri 8°C.

2. Ispitivanje promene broja baktergatiri razlicita serotipaListeria monocytogenes u
uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumodifikovanu atmosferu i

skladistene pri temperaturi 3°C odnosno pri 8°C;

3. Ispitivanje promene broja ndleo-kiselinskih bakterija u uzorcima hladno dimljene
pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanu atmosifekladiStene pri temperaturi 3°C

odnosno pri 8°C;

4. l1zolacija i identifkacijaSalmonella spp., izolacija, identifikacija i odréivanje broja
koagulaza pozitvnih stafilokoka, kao i odineanje broja sulfitoredukujiih Kklostridija
hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuum i mkaoNfanu atmosferu i skladiStene pri
temperaturi 3°C odnosno pri 8°C;

5. Ispitivanje osnovnog hemijskog sastava (sadvbale, masti, proteina i pepela) i

sadrzaja soli hladno dimljene pastrmke;

6. Odrelivanje aktivnosti vode (g i ispitivanje [ vrednosti hladno dimljene pastrmke
hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuum i mkaN@nu atmosferu i skladiStene pri
temperaturi 3°C odnosno pri 8°C;

7. Ispitivanje prihvatljivosti mirisa hladno direlje pastrmke hladno dimljene pastrmke
pakovane u vakuum i modifikovanu atmosferu i sldehe pri temperaturi 3°C odnosno
pri 8°C;
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4.1. Materijal

4.1.1. Uzorci ribe

Za eksperiment su koriSteni fileti hladno dimljdasos pastrmkeQncor hynchus mykiss)
koji su proizvedeni u objektu za obradu i preraithe.rLososova pastrmka je slatkovodna
riba, mase od oko 1 kgije meso ima crvenu boju poput lososa, zahvatjupboga&enoj

ishrani karotinoidima.

Slika 4.1 Lososova pastrmka (la@ncorhynchus mykiss, engl. rainbow trout)

Pastrmka potie iz ribnjaka Boac, vlasnistvo firme , Tropic“, Banja Luka iz Repikd
Srpske, gde je gajena. Nakon aténeog perioda uzgoja, riba je Ziva transportovana od
ribnjaka do pogona, u specijalizovanim vozilimatamim kiseonikom u kontrolisanim
uslovima temperature. Posle transporta, riba jevptena u bazene pogona za obradu i
preradu ribe, sa svim neophodnim uslovima sredifegerinarski inspektor je obavio
zdravstveni i higijenski nadzor ribe u prihvatninazenima. Za vreme boravka u
prihvatnim bazenima, riba nije hranjena.

Izlovljena iz bazena, riba je klana na mestu izJdvez prethodnog omamljivanja, pri
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¢emu se klanje obavlja zasecanjem vrata (iza Skizkibva), u ventralnom delu, nozem.
Nakon toga je usledilo pranje tela, i evisceraaatrasnjih organa masinskim putem.
Odsecanje glave i skidanje peraja jederso rino. Nakon toga, odstranjuje s&ikia,
rezom koji ide paralelno uzdneni stubgime se dobijaju leva i desna polovina.

Nakon ove obrade, fileti ribe su ispirani i potaparburad za salamurenje, postupkom
koji se naziva vlazno soljenje sa koncentracijorin @ 9%. Pastrmka je salamurena 24
sata. Temperatura prostorije je bila 4°C.

Nakon 24-satnog vlaznog soljenja, riba je teaa iz salamure i stavljena naienje,
polozena na reSetke u komore za dimljenje tokomdggdsata, pri temperaturi od 20°C.
Dimljenje je trajalo 8 sati, pri temperaturi od €8% automatizovanim pusnicama. Za
proces dimljenja je koré&na piljevina bukovine.

Nakon zavrSenog postupka dimljenja, pastrmka jéema na temperaturu od 2°C, tokom
10 sati. Tako ohl#ena, riba je slajsovana (postupak narezivanja tafilkita poma@u
masine slajserice) na tanke filete debljine do ®.5Prilikom slajsovanja, skidana je i
koza sa povrSine ribe, kao i provera postojanjstzdib kostiju rebara u filetima. Fileti
su, potom pakovani, a pakovanja su iznosila oka 75g

Po zavrSenom procesu proizvodnje, upakovani prdizso podeljeni u 4 grupe, koje,
svaka zasebno biti vegta kontaminirane razéitim sojevimalisteria monocytogenes.
Potom je svaka grupa podeljena u dve podgrupgedita za vakuum pakovanje, a druga
za pakovanje u modifikovanoj atmosferi, a svakailoghodgrupa je ponovo podeljena na
one kojece secuvati tokom celog ciklusa ispitivanja na adekvatt@mperaturama (3°C)

i na one koje&e se skladistiti na neadekvatnim temperaturamalsiténja (8°C).
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4.1.2. Mikroorganizmi
U ispitivanju su koriena 4 soja bakterijdisteria monocytogenes, cije je poreklo

razlicito.
oznake
sojeva serotip S0j poreklo
koriSéenih u
ispitivanju
o Microbiologics, liofilizovani
A 4b | referentni soj ATCC 19115 mikroorganizmi
izolovani soj prilikom PTS Fooc_i _I\/Ilcroblolo_gy .
S o Proficiency Testing Trial,
B 4b | testitanja, referentni soj G ", |
NCTC 11994 Eurofins Norsk Matanalyse
' PT001
izolovani soj tokom I .
C 4b magistarskog rada dimljena haringa
izolovani soj tokom T
D 1/2a magistraskog rada dimljeni losos
4.2. Metode

Za ispitivanje su korigene:
= mikrobioloSke metode
» fizicke i fizicko-hemijske analize

= senzorne analize

4.2.1. MikrobioloSke analize

MikrobioloSke analize su obuhvatale ispitivanje jaraerobnih kolonija (ukupan broj
bakterija), odréivanje brojaListeria monocytogenes, broja ml€no kiselinskih bakterija,
odreiivanje prisustva Salmonella vrsta, sulfitoredukujéih klostridija i koagulaza

pozitivnih stafilokoka.

Doktorska disertacija
Ispitivanje cinilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 179
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Materijal i metode

4.2.1.1. Uzorci za mikrobioloSka ispitivanja

Za ispitivanje promena u vakuum pakovanju i pak@avamodifikovane atmosfere
uzimani su uzorci fileta dimljene pastrmke koji west&ki kontaminirani sa raaitim
sojevimalisteria monocytogenes.

Za ispitivanje ukupnog broja bakterija, odireanje brojaListeria monocytogenes, broja
mlecno kiselinskin bakterija, sulfitoredukuiiln klostridija i koagulaza pozitivnih
stafilokoka u filetima hladno dimljene pastrmke, maltog, 14.,28. do 35.dartaivanja,
uzimani su uzorci u kalini od 10g, sterilnim skalpelom i hirurSkom pinceto stavljani
u sterilne stomaher kese.

Za ispitivanje prisustva salmonela uzimani su uzarckoli¢ini od 25g, sterilnim

skalpelom i hirurSkom pincetom i stavljani u steeilstomaher kese.

4.2.1.2. N&in veStatke kontaminacije uzoraka sa sojevima.isteria monocytogenes

Pojedin&ni sojevi Listeria monocytogenes su adekvatnocuvani i pravovremeno
presejavani na hranljive podloge. Tokotavanja su redovno proveravane njihove
morfoloSke i biohemijske karakteristike. Predi@tak ispitivanja sojevi su presejani na
povrSine TSEY agara, i tokom 24-36h kultivisani teanperaturi od 37°C. Kultivisani
sojevi su tako bili spremni za dalje kaeHje u eksperimentu. Najbolje izolovane
kolonije su pikirane i suspendovane u 9ml fiziolo§kastvora sa dodatkom peptona, i
inkubirane tokom 1h na 37°C.

KoriS¢eni uzorci sveze proizvedene hladno dimljene pdstrsu skladiSteni adekvatno
na temperaturi zamrziva (-18°C) do trenutka getka eksperimenta, a potom su otapani
na temperaturi frizidera tokom éq2-4°C). Fileti hladno dimljene pastrmke su aggjat
usitnjeni i homogenizovanicime je dobijena pastozna forma iste homogenosti.
Adekvatno razréenje koktela sojisteria monocytogenes je dodavano postupno tokom
homogenizacije i meSanja uzorka sa ciliem ostvajivinicijalnog nivoa od 10 Nakon
toga je odmeravano po 40g pastoznog uzorka i pakowavakuum i pakovanja sa
modifikovanom atmosferom (30% CO2 + 60%) NJzorci su raspotkni na skladistenje

i cuvanje u friziderima na razitim temperaturama: 3°C i 8°C. Ispitivanja su veséd.,

28. 1 35. dana od dana pakovanja.
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4.2.1.3. Oprema

0 Laboratorijski pribor:
- Erlenmajer boce
- pipete od 1 do 10 ml, gradnesaa 0.5i 0.1 m|
- automatska pipeta Eppendorf-1000
- nastavci za automatsku pipetu
- epruvete
- Petrijeve ple
- menzure
- tarionik i &tkovi
- eze, stakleni Stépi
- mikroskopske giae i pokrovne ljuspice
- makaze i pincete
- dispenzeta
- papirna vata

0 Aparati i instrumenti
- aparat za suvu sterilizaciju
- autoklav
- laminarna komora
- termostati- podeSeni na temjpeea?5°C £ 1 ; 30C + 1 ; 35C+1;

3T 1°C
- vodeno kupatilo (47 £Q)
- pH metar

- homogenizator- magnetna me&algterilne vréce
- destilacioni aparat
- plamenici
- vaga
- mikroskop
- frizider
- UV lampa

- inkubator za anaerobne i mikrmilne uslove
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4.2.1.4. Hranljive podloge i reagensi

« Agar za odradivanje broja aerobnih kolonija (ukupan broj)
APHA, Standard Plate Count Agar (Oxoid, cat.No CBR¢

Sastav: g/l
KvaXev ekstrakt 2.5
pankreatski digest kazeina 5.0
glukoza 1.0
agar 15.0
Voda 1000ml

Suspendovati 23.5g podloge u 1 litri destilovanelerzoPolako meSati dok se
potpuno ne rastvori. Ostaviti 15 minuta i potomlpad zagrejati do klj¢anja da
se potpuno rastvori. Podesiti pH tako da posleligeije iznosi 7,3 +0.2 pri
25°C. Sterilisati u autoklavu 15 min na 121°C. Nekdaienja na 50°C sterilno

razliti u Petri pl@e.

« Puferisana peptonska voda

Sastav: g/l
Pepton 10
NaCl 5
NasPOy 9
KH,PO, 15
Voda 1000ml

Suspendovati 37g medijuma u 1 litri destilovane evcoBolako meSati dok se
potpuno ne rastvori. Razliti u epruvete ili erlefene. Sterilisati u autoklavu 15
min na 121°C.

+ Rappaport-Vassiliadis bujon
RSV bujon (Liofilchem, cat.No 610175) :

Sastav:gl/l
Tripton 4.5
Na CI 7.2.
KH, PO, 1.44
MgCl, anhidrovana 13.3
Malachite green oxalate 0.036
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1000ml

Rastvoriti 26,59 dehidrovane podloge u 1l destitmvaode. Polako otopiti do

potpune homogenizacije. Razliti u epruvete ili ent@jere i sterilisati u autoklavu

na 115°C 15 min.

« MKTTn bujon

Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin bujon (@d, cat.No CM1048) :

Sastav : g/l
Mesni ekstrakt
Enzimatski digest kazeina
NaCl
Kalcijum karbonat
Natrijum tiosulfat
Govela zu&
Brilijant zeleno
Voda

4.3g
8.69

2.69g

38.7g
30.5¢g

4.78

0.0096g

1000ml

Suspendovati komponente u vodi (89.5g po litri desle), zagrevati ako je
potrebno. Rashladiti podlogu na temperaturu okoC45Reposredno pred
kori&tenje dodati 20ml jodino-jodidnog rastvora, napewjg tako Sto se 259
kalijum jodida rastvori u 10ml vode, uz dodatalOgdodina, i potom sve zajedno

rastvori sa 100ml sterilne vode. Potom se doda wvdimcin suplement,

rekonstituisan direktno sa 250ml podloge. Dobromgsati i aspetno razliti u

sterilne erlenmajere ili epruvete.

s XLD

Ksiloza lizin dezoksiholat agar (Oxoid, cat.No CO%6

Sastav:g/l
Ekstrakt kvasca
L-lizin HCI
Ksiloza
Laktoza
Sukroza
Natrijum dezoksi holat
NaCl
Natrijum tiosulfat
Gvozie amonijum citrat
Fenol crveno
Agar
Voda
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Suspendovati komponente u vodi (53g po litri deste), zagrevati ako je
potrebno. Podesiti pH, tako da posle sterilizaloiyde 7,4+0,2 na 25°C. Sterilisati
u autoklavu 15 min na 121°C. Rashladiti podloguemaperaturu izmiu 44°C i
47°C. Razliti po 15 ml podloge u sterilne Petrijglace i ostaviti da se stvrdne i
da se ohladi povrSina.

/7

+ Selenit bujon
Selenit bujon (Liofilchem, cat.No 610145)

Sastav: g/l
Tripton 5
Natrijum selenit 4
Natrijum fosfat 10
laktoza 4
destilovana voda 1000

Suspendovati 23g podloge u 1 litri destilovane voHelako meSati dok se
potpuno ne rastvori. Proveriti pH tako da izno§i #0.2 pri 25°C
Ne autoklavirati.

« TSI agar . 3
TROSTRUKI SEEER GVODE agar

Sastav: g/l
Kazeinski pepton 10
Mesni pepton 10
NaCl 5
Mesni ekstrakt 3
Ekstrakt kvasca 3
Laktoza 10
Saharoza 10
Glukoza 1
Amonijum-gvode Il citrat 0.5
Natrijum tiosulfat 0.5
Fenol crveno 0.024
Agar agar 12
destilovana voda 1000

Suspendovati 65g podloge u 1 litri destilovane voHelako meSati dok se

potpuno ne rastvori. Ostaviti 15 minuta i potomlpad zagrejati do klj@éanja da
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se potpuno rastvori. Podesiti pH tako da posleligeije iznosi 7,4 +0.2 pri
25°C. Sterilisati u autoklavu 15 min na 121°C.

< BAIRD PARKER agar
BP agar (Liofilchem, cat.No 610004)

Sastav: g/l

Tripton 10,0
Govadi ekstrakt 5,0
Ekstrakt kvasca 1,0
Glicin 12,0
Natrijum piruvat 10,0
Litijum hlorid 5,0
Agar 17,0
Voda 1000ml

pH pripremljene podloge treba da je 7,2+0,2 na 25°C

Priprema podloge:

Rastvoriti 50,09 podloge u 1 | destilovane ili demvane podloge. Polako
zagrevati do kljganja, sve do potpunog rastvaranja. Sterilisati toldavu 15 min
na 121°C. Rashladiti do temperature od 50°C.

Dodati sterilnu Zumatanu emulziju sa teluritom (50ml po 1 litru podlogeazliti

po 15 ml podloge u sterilne Petrijeve g@oi ostaviti da se stvrdne i da se ohladi

povrsina.
Sterilna Zumagana emulzija sa teluritom*
Sastav
Zumance 25,0ml
Sterilni fizioloSki 25,0ml
rastvor
Kalijum telurit 0,1g

% GVOZPE SULFITNI agar
Iron Sulfite agar (Liofilchem, cat.No 611401)

Sastav: g/l
Tripton 10,09
Natrijum sulfat 0,59
Gvoiie citrat 0,5¢9
Agar 159
Voda 1000ml
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Suspendovati komponente u vodi (26 g po litri deste), zagrevati ako je
potrebno. Podesiti pH , tako da posle sterilizalosyde 7,1+0,2 na 25°C.Sterilisati
u autoklavu 15 min na 121°C. Rashladite podlogtengperaturu izmiu 44°C i
47°C. Razliti po 15 ml podloge u sterilne Petrijglace i ostaviti da se stvrdne i
da se ohladi povrSina, ili razliti u epruvete odg@jte veline kojece secuvati

u frizideru za dalju upotrebu.

% HALF FRASER bujon
HF bujon (Biokar Diagnostics, cat.No BK133HA)

Sastav : g/l
Polipepton 10g
Ekstrakt kvasca 59
Mesni ekstrakt 59
NaCl 20g
Na,HPO, 9,609
KH,PO, 1,359
Eskulin 19
Litijum hlorid 39
Destilovana voda 1000

Suspendovati 55g dehidriranog medijuma u 1 | destihe vode. Komponente
pazljivo rastvoriti da se ne stvaraju meliuriRazliti po 225 ml u posude po
Erlenmajeru. Podesiti pH na 7,2+0.2. Sterilisati fin na 121°C. Nakon

sterilizacije ohladiti na 25°C i dodati asepth Half Fraser suplement.

Half fraser suplement

Nalidiksinska kiselina 5mg
Akriflavin hidrohlorid 6,25mg
Feriamonijum citrat 250mg

Pakovanje suplementa rastvoriti asémi sa 5 ml rastvora etanola i sterilne

destilovane vode 1:1. Dodati u 225 ml Half Frasgobha.
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+ FRASER BUJON
F bujon (Biokar Diagnostics, cat.No BK133HA)

Sastav : g/l
Polypepton 10g
Ekstrakt kvasca 5g
Mesni ekstrakt 5g
NacCl 20g
Na,HPO, 9,609
KH,-PO, 1,359
Eskulin 1g
Litijum hlorid 39
Voda 1000ml

Suspendovati 55g dehidriranog medijuma u 1 | desihe vode. Komponente
pazljivo rastvoriti da se ne stvaraju meldurRazliti po 10ml u epruvete. Podesiti
pH na 7,2+0.2. Sterilisati 15 min na 121°C. Nakterikzacije ohladiti na 25°C i

dodati aseptno selektivni suplement.

Fraser selektivni suplement

Nalidixic acid 10mg
Acriflavin (hydrohloride) 12,5mg
Feric ammonium citrate 250,0mg

Pakovanje suplementa rastvoriti as@pii sa 5 ml rastvora etanola i sterilne
destilovane vode 1:1. Dodati 0,1 ml u 10 ml Frdsgona pripremljenog na 25°C.

+» CHROMOCULT Listeria selektivni agar
Ottaviani Agosti Listeria selektivni agar (hk, cat.No 1.00427.0500)

Sastav: g/l
Mesni ekstrakt 18,0g
Pepton od kazeina 6.0g
Ekstrakt kvasca 10.0
Glukoza 20g
Natrijum piruvat 2.0g
Magnezijum glicerofosfat 1.0g
Magnezijum sulfat 0.50g
Natrijum hlorid 5.0g
DiNatrijum hidrogenfosfat 2.5¢
Litijum hlorid 10.0g
5-bromo-4-hloro-3-indolil3-D- 0.05¢g
glukopiranozid
Agar 13.0g
Voda 1000ml
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Rastvoriti 35g dehidrirane baze podloge u 476 ndrilse destilovane ili
dejonizovane vode (prvo rastvoriti izmerenu &olu u 300 ml vode, i potom
dodavati ostalih 176 ml dok je podloga u vodenorpatilu koje kljuta). Lagano
mesati dok se baza potpuno ne rastvori.

Postepeno hladiti do temperature 48-50°C.

Dodati ceo sadrzaj selektivnog saplementa (A-84@mogenizovati.

Saplement za obo@anje (A-87b) treba zagrejati na temperaturu od @®:5i
dodati u prethodno napravljenu meSavinu podloge.

Podesiti pH, ako je potrebno, na 7,2+0,2

Razliti podlogu u Petri pke. Gotova podloga ima homogen izgled, lagano
zamuena i zZikaste boje. Tako razlivene podloge se moguati 4 nedelje (na

temperaturi od 2-8°C, za&tino od isuSivanja i svetlosti).

Suplement 1 (A-87a) Chromocult Listeria agar - seldivni suplement
» 2ml sterilne destilovane vode pomeSati sa 2 ml radko i dodati u
liofilizovani sadrzaj beice.
» Promesati pazljivo da se ne stvaraju mehuri
» Asepttno dodati rekonstituisan suplement u agar bazurenrifenu i
ohlatenu na 48-50°C.
» Promesati
» Dodati suplement 2
>
Suplement 2(A-87b) Chromocult Listeria agar - suplement za obogéenje
» Saplement za oboganje (A-87b) treba zagrejati na temperaturu od @8&i
dodati u prethodno napravljenu meSavinu podloge

» Dobro promesati, paZzljivo da se ne stvaraju meéhuri
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+* MRS podloga

Gelose MRS agar ( Biokar Diagnostics, catB¥@®89HA)

Sastav: g/l
Polipepton 10,09
Ekstrakt mesa 10.0g
Ekstrakt kvasca 5.0
Glukoza 20g
Tween 80 1.08g
Dikalijum fosfat 2.0g
Natrijum acetat 5.0g
Amonijum citrat 2.0g
Magnezijum sulfat 0.2g
Mangan sulfat 0.05¢g
Agar 15.0g
Voda 1000ml

Suspendovati komponente u vodi (70.3 g po litrut.dede), zagrevati ako je

potrebno. Podesiti pH, tako da posle sterilizabijgle 5.7+0,1 na 25°C.Sterilisati u
autoklavu 15 min na 121°C.

Rashladiti podlogu na temperaturu iztuet4°C i 47°C.

Razliti po 15 ml podloge u sterilne Petrijeve qgda ostaviti da se stvrdne i da se

ohladi povrsSina.

4.2.1.5. Metode

Odredivanje broja aerobnih kolonija (ukupan broj mikroor ganizama) EN I1SO
4833:2008

MikrobioloSko ispitivanje je rdeno u skladu sa propisanom metodom po
International Standard 1SO 4833:2008 ,Mikrobiol@ghrane i hrane za zivotinje —
Horizontalna metoda za odieanje broja mikroorganizama — Tehnika brojanja
kolonija na 30°C*

Uzorak za ispitivanje se priprema u skladu sa odggwim delom standarda ISO
6887. Uzmu se dve sterilne Petrijevedaloi poma@u sterilne pipete se u svaku filo
prenese po 1ml getne suspenzije (X9 uzorka za ispitivanje. Po potrebi, postupak

se ponavlja i sa sledien razblazenjima, ponto druge sterilne pipete za svako
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decimalno razblazenje. Potom se u svaku Petrijgatumalije oko 12-15ml agara za
ukupan broj, na temperaturi od 44-47°C. Inokulatpagljivo izmeSa sa podlogom
okretanjem Petrijeve pte@ i omogui se da se smeSa&wsne tako Sto se Petrijeve
ploc¢e ostave na hladnoj horizontalnoj povrSini. Prigiene plae se okrenu i stave u
inkubator na 30°C tokom 72 sata + 3h. Nakon dewog perioda inkubacije, izbroje

se kolonije na plkama i izr&éunava vrednost ukupnog broja aerobnih kolonija.

Izolovanje i identifikacija Salmonella spp. SRPS EN ISO 6579:2008

MikrobioloSko ispitivanje je rdeno u skladu sa propisanom metodom po
International Standard 1ISO 6579:2008 ,Mikrobiolaglirane i hrane za Zivotinje —
Horizontalna metoda za otkrivarfialmonella spp.”

Uzorak za ispitivanje se priprema u skladu sa odggwim delom standarda ISO
6887. Puferisana peptonska voda sluzi kao primagselektivno obog&nje, i kao
pocetna suspenzija se inkubira na 37°C tokom 18 s&a. Potom se prenese 0.1ml
primarne suspenzije u epruvetu koja sadrzi 10ml RMf§ona i 1ml primarne
suspenzije u epruvetu koja sadrzi 10ml MKTTn bujoimakulisani RVS bujon se
inkubira na 41.5°C tokom 24 sata + 3h, a MKTTn louja 37°C tokom 24 sata + 3h.
Posle inkubacije od 24 sata + 3h, kéesjem kulture dobijene u RVS bujonu i
MKTTn bujonu, inokuliSe se ponéa eze povrSina selektivne podloge za izolaciju
XLD agar. Inokulisane ple XLD agara se inkubiraju na 37°C tokom 24 satdn+ 3
Posle inkubacije pregledaju se ¢#oradi prisustva tignih salmonela kolonija
(kolonije sa crnim srediStem i svetle prozirne zonenkaste boje). Nakon utenih
sumnjivin  kolonija, pikiraju se karakterigtie, i vrSi se dalje potdivanje,

biohemijskim testovima i seroloSkom konfirmacijomtvrdivanjem serotipa.

Izolovanje, identifikacija i odredivanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka
SRPS EN ISO 6888-1:2009

MikrobioloSko ispitivanje je rdeno u skladu sa propisanom metodom po
International Standard 1SO 6888-1:2009 ,Mikrobiajadhrane i hrane za zivotinje —
Horizontalna metoda za odieanje broja koagulaza pozitivnih stafilokoka

(Staphylococcus aureus i druge vrste)“.
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Uzorak za ispitivanje se priprema u skladu sa odggwim delom standarda ISO
6887. Poméu sterilne pipete, prenese se na svaku od dvéepda Baird Parker
agarom 0.1ml ptetne suspenzije (X9 uzorka za ispitivanje. Po potrebi, postupak se
ponavlja i sa sledém razblazenjima, pond@ druge sterilne pipete za svako
decimalno razblazenje. Poopribora za nanoSenje (L Stépipazljivo se nanese
inokulat Sto je brze mode preko povrSine sa agarom. &cse poklope i ostave da
se suSe oko 15 minuta na temperaturi laboratdtigge se potom okrenu i inkubiraju
na 37°C tokom 48 sata = 2h. Tokom proteklih prvih sata inkubacije, pte se
pregledaju, obeleze karakterésie izrasle kolonije, pa se inkubacija nastavljaotok
slede€ih 24 sata. Tigine kolonije su crne ili sive, svetlucave i konvekspre&nika od
1-1.5mm, okruzene zonom prosvetljenja. Pdixanje se vrSi koagulaza testom, kada
se asepthnim putem doda 0.1ml kulture (dobijene tako Staisednom ezom uzmu
karakteristéne kolonije i prenesu u epruvetu sa BHI bujonormkubira na 37°C
tokom 24 sata + 2h) u 0.3ml plazme kiau sterilnim epruvetama, a potom se prati
grusanje plazme tokom 24 sata (koagulisanje nasggjese tokom 4-6 sati). Smatra
se da je koagulaza test pozitivan ako zapreminaSkgrzauzima viSe od polovine
prvobitne zapremine &eosti. Sledi izrdunavanje broja koagulaza pozitivnih

stafilokoka.

Odredivanje broja sulfitoredukuiji ¢ih klostridija ISO 15213:2003

MikrobioloSko ispitivanje je rdeno u skladu sa propisanom metodom po
International Standard ISO 15213:2003 ,Microbiologfyfood and animal feeding
stuffs- Horizontal method for the enumeration aflfite-reducing bacteria growing
under anaerobic conditions*

Uzorak za ispitivanje se priprema u skladu sa odggwim delom standarda ISO
6887. Pripremljena raztenja u epruvetama se tetikii tretiraju da bi se unistili
vegetativni oblici bakterija (prokuvavanjem par ot ili temperiranjem na 75°C 20
minuta). Uzeti dve sterilne Petrijeve pdoi sipati po 1ml odgovarajag razrdenja.
Svaku Petrijevu pku naliti sa gvode sulfitnim agarom koji je temperature oko 44-
46°C. Dobro izmeSati. Ostaviti da se podlogarsti 15 minuta. Nakon toga naliti joS

5-10ml iste podloge preko i ostaviti da agaivrene. Inkubirati u anaerobnim

Doktorska disertacija
Ispitivanje cinilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 191
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Materijal i metode

uslovima na 37°C tokom 24-48h. Posle 24-48 satielse crne kolonije, ptiemu se
biraju Petrijeve plte koje sadrze manje od 150 #pih i 300 izraslih kolonija.

Nakon toga se vrSi identifikacija karakterisiih kolonija biohemijskim testovima.

Izolovanje i identifikacija Listeria monocytogenes SRPS EN ISO 11290-1:2009
MikrobioloSko ispitivanje je rdeno u skladu sa propisanom metodom po
International Standard ISO 11290-1 (1996) ,Micrdbgy of food and animal
feeding stuffs - Horizontal method for the detectiand enumeration ofListeria
monocytogenes’, a sam postupak se sastojao u stede

Uzorak u kol¢ini od 25 g je homogenizovan sa 225 ml half Frésgona u sterilnoj
vredici za stomaher u toku 30 sekundi. Homogenat jeibian na temperaturi od
30°C u toku 24¢asa. Nakon inkubacije je vrSeno zasejavanje pan®.4i 10 ml
Fraser bujona koji je nakon toga inkubiran na terafuri od 35-37C u toku 48 + 2
sata. 1z half Fraser bujona je vrSeno zasejavaajévrste podloge OAA i Oxford
agar koje su inkubirane na temperaturi od 30°G38%C, 24-48 sati;

Iz Fraser bujona je nakon inkubacije, td&o/rSeno presejavanje ezom na hranljive
podloge razlivene u Petrijeve g OAA i Oxford agara, koje su zatim inkubirane na
temperaturi od 30°C i temperaturi od 35-37°C;484sati;

Karakteristtne kolonije izrasle na OAA agaru — nakon inkubaagk 24 ¢asa su
veoma sitne (1.5 — 2 mm), pléesto-zelenkaste, poseduju zonu prosvetljenja, a
nakon inkubacije od 48asova kolonije su e. Karakteristine kolonije na Oxford
agaru — nakon inkubacije od 24 sata: kolonije slenfh mm), sivkaste, okruzene
crnim, a nakon 48 sati su tamnije, sa zelenkastigjapem, nesto ve (oko 2 mm) i

sa crnim haloom i centralnim ulegiam unutar kolonije. Karakterigtie kolonije
izrasle na OAA i Oxford agaru su ezom presejavan@& $EYA agar i inkubirane na
temperaturi od 35-37°C, 18-2dasa. lzrasle kolonije na neselektivnom agaru
(hranljivi agar, TSEYA) su konveksne, wglie 1-2 mm, bezbojne i neprozirne,
nepravilnih ivica. Karakteristhe kolonije su pikirane i presejavane na cahi
hranljivi i na krvni agar za iz\denje katalaza testa i pripremu preparata za bojenje

po Gramu. Krvni agar se inkubira u termostatu mapteraturi od 37°C u toku Z#sa
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da bi se dobil&ista kultura i da bi se videla eventualna hemolizst za ispitivanje
prisustva enzima katalazeism je saistom kulturom kolonija izraslih na hranljivom
agaru. Pojava mehia odmah predstavlja pozitivan test, odnosno prsushzima
katalaze. Takde je ispitivana i reakcija oksidaze koja je za bualtteriju negativna.
Na mikroskopskom preparatu obojenom po Gramuyijstsu se videle kao g+ tanki,
kratki Stapéi, blago zaobljenih krajeva. Sa krvhog agara zasejasu bujoni za
fermentaciju ugljenih hidrata (ramnoza, metilmam@pozid) i inkubirani su
nekoliko dana na temperaturi od 37°C. Zasejavanggelloga koja je inkubirana 24
¢asa na 25°C (na sobnoj temperaturi) za ispitivpojeetljivosti listerija.
Gram-pozitivne, katalaza pozitivhe, oksidaza nega&tkolonije koje su rasle u
obliku kiSobrana u podlozi za pokretljivost (na faraturi od 25°C), smatrane su
karakteristénim zaListeria spp.

Diferencijacija vrstalListeria se obavljana je na osnovu ispitivanja (CAMP fenome
sa beta-hemolitkim sojem Saphylococcus aureus i sa Rhodococcus equi) i prema

tablicama za fermentaciju ugljenih hidrata ili paim@\PI Listeria testa

I. monocytogenes

Tanka linija beta-hemolize 1. innocua

Bez hemolize 1. ivanovii

Siroka linija beta-hemolize

Crtez 4.1. CAMP fenomerlL.monocytogenes, L.innocua i L.ivanovii saRhodococcus
equi (R) i Staphylococcusaureus (S )
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Definitivna identifikacija je obavljana primenomreskog testa brze aglutinacije na

mikroskopskoj pléici sa poli-O-antiserumom.

Brojanje Listeria monocytogenes ISO 11290-2:2010

MikrobioloSko ispitivanje je rdeno u skladu sa propisanom metodom po
International Standard 1SO 11290-2:2010 ,Microbglaf food and animal feeding
stuffs - Horizontal method for the detection andureeration of Listeria
monocytogenes, part 2: Enumeration method*

Uzorak za ispitivanje se priprema u skladu sa odggwim delom standarda ISO
6887. Za pripremu inicijalne suspenzije koristip#erisana peptonska voda ili half
Fraser bujon bez dodavanja selektivnih sredstaesrelfho je ostaviti inicijalnu
suspenziju da stoji 1h + 5 minuta na temperaturi2@ °C. Potom se sterilnom
pipetom zasejava 0.1ml osnovnog rderga po povrSini dve pte OAA agara.
Ponoviti proceduru korisée decimalna razidenja, po potrebi. Lagano rasiriti
inokulum po povrSini agara, Sto je pre mégubez dodirivanja rubova staklenim ili L
Staptem. Ostaviti zasejane podloge zatvorene 15 minaitsobnoj temperaturi, kako
bi se inokulum apsorbovao u agar i tek tada preakreploce. Inkubirati na 37°C
tokom 24h. Nakon inkubacije od 24 sata, preglgdatie i karakteristine kolonije za
Listeria monocytogenes prebrojati. Brojanje kolonija se savetuje nacploma koje
sadrze manje od 150 kolonija sumnjivih na listerijNakon prebrojavanja
karakteristénih kolonija, pikirati po pet sumnjivih i izvrSitiestove identifikacije i
diferencijacije prema opisanoj metodi ISO 11290002

Odredivanje broja karakteristi ¢nih mleéno-kiselinskih bakterija ISO 5214:1998,
ISO 13721:1995

MikrobioloSko ispitivanje je rdeno u skladu sa propisanim metodama po
International Standard ISO 5214:1998 ,Microbiologly food and animal feeding
stuffs - Horizontal method for the enumeration mwiesophilic lactic acid bacteria —
Colony count technique at 30°C* i Internationalrtard ISO 13721:1995 ,Meat and
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meat products — Enumeration of lactic acid bacteri@olony count technique at
30°C*.

Uzorak za ispitivanje se priprema u skladu sa odggwim delom standarda ISO
6887. Sterilnom pipetom se prenese po 1ml od svekdgazenja u dve pripremljene
Petrijeve plde. Zatim se u Petrijeve gle nalije po 15ml MRS agara, temperature od
45°C. Odmah posle nalivanja inokulat se paZzljivme®a sa podlogom rotiranjem
Petrijevih pl@da. Kada agar avrsne, plée se okrenu i inkubiraju u mikroaerofilnim
uslovima na temperaturi od 30°C 24-48h. Posledetvwog perioda inkubacije, izbroje
se kolonije koje pokazuju osobine laktobaciluseetlevkolonije, vekiine 1.5-2mm,

kiselkastog mirisa).

4.2.2. Hemijske i fiztko-hemijske analize

Uzorci za ispitivanje hemijskog sastava uzimanizsoriginalnog pakovanja, gev

od nultog dana ispitivanja, pa tokom celog ciklusaitivanja, 14., 28. i 35. dana

ispitivanja.

Ispitivanje se sastojalo u odreanju hemijskin osnovnih parametara nacgt&u

ispitivanja: voda, so, masty,aso u vodenoj fazi, pH, proteini, pfemu su korieni

sledei postupci:

- ispitivanje vode — odrvanjem gubitka mase pri suSenju homogenizovanog
uzorka pri 105+1°C do konstantne mase (JUS 1SO)1442

- ispitivanje sadrzaja soli — metodom po Volhardu{JSO 1841-1)

- odrelivanje sadrzaja soli u vodenoj fazi (SVF) — &amat je na osnovu ukupnog

sadrzaja soli u mesu ribe i sadrzaja vode, na asfowmule:

%soli x 100
SVF = -- --

%soli + %vode
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- odrdlivanje sadrzaja masti — metodom po Soxlet-u, eksian masti iz
osusenog uzorka petrol etrom, destilacijom i sueamri 105+1°C do konstantne
mase (JUS ISO 1443)

- ispitivanje sadrzaja proteina — metodom po KjeldahlJUS ISO 937)

- odrelivanje pH vrednosti — ponta aparata pH metra

- odrdlivanje aktivnosti vode aw — na osnovu sadrzaja salodenoj fazi, prema
formuli (Gimenéz i Dalgaard, 2004.):

ay = 1 —0.0052471 x SVF — 0.00012206 X SVF

Ispitivanje @ vrednosti hladno dimljene pastrmke pakovane u wakui
modifikovanoj atmosferi i skladiStene pri tempera8fC, odnosno pri 8°C vrSeno je
tokom celog ciklusa ispitivanja.

4.2.3. Senzorne analize

4.2.3.1. Uzorci sa senzorno ispitivanje

Senzornim ispitivanjem ocenjivani su uzorci hladdinljenih fileta pakovanih u
vakuum pakovanju i u modifikovanoj atmosfetivanih u adekvatnoj i neadekvatnoj
sredini (temperature frizidera 3C i 8C), tokom aoglt 14., 28. i 35. dana ciklusa

ispitivanja.

4.2.3.2. Ocenjivé
U senzornoj oceni swiastvovali obdeni i izabrani ocenjiva, ¢ije su metode i nan
ocenjivanja akreditovani prema 1SO 8586-1.19930 18586-2:2008.

4.2.3.3. Senzorna ocena
Granica prihvatljivosti i odrzivosti uzoraka hladwimljene pastrmke je odtena
nastankom kvara proizvoda, pojavom neprijatnoggajrkao i promenom teksture

mesa (omekSavanje).

Doktorska disertacija
Ispitivanje cinilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 196
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Materijal i metode

Senzorna analiza se odnosila se na ocenu izrazenioisia hladno dimljenih fileta
pastrmke pakovanih u vakuum i modifikovanu atmasfeskladiStenih pri 3° i 8°C.
Senzornu ocenu mirisa hladno dimljene ribe wvrSii abuweni ocenjivéi (Sest
ocenjiva&a) na skali sa pet daka (1-5) pricemu je ocena 5 ozdavala najbolju
prihvatljivost odnosno odsustvo mana mirisa. OcBjtaje granina i svi uzorci sa
manjom ocenom od 2,5 smatrani su kao neprihvatlpdnosno imali su jasno

izrazene mane mirisa.

4.2 .4. Statisttke analize

Sva ispitivanja ukljgivala su dovoljan broj ponavljanja (minimum Seshadjanja)
za statisttku obradu podataka. Rezultati su statistiobraieni (srednje vrednosti,
mere varijacije, t-test, analiza varijanse) pém@rograma Microsoft Office Excel
2007.
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Tabela 4.1.Plan eksperimentalnog dela rada (ispitivanje praanevakuum pakovanju i

pakovanju MAP-a prilikom veStae kontaminacije shisteria monocytogenes):

Temperatura ¢uvanja uzoraka u rashladnoj komori na 3 i 8°C (usleno i neuslovno¢uvanje)

Ciklus | gipovINA | 0.dan 14.dan 28.dan 35.dan
ispitivanja
Broj uzoraka svaki uzorakini po 5 jedinica

= Listeria monocytogenes — odretivanje broja 1SO 11290-2:2010

= Listeria monocytogenes — otkrivanje prisustva bakterija ISO 11290-1: 200
= Aerobne mezofilne bakterije — odieanje broja EN ISO 4833:2008
MikrobioloSka| = Lactobacillus spp. — odretivanje broja ISO 15214:1998, 1ISO 13721:1995

Ispitivania |, saimonella — otkrivanje prisustva bakterija ISO 6579:2008
» Koagulaza pozitivne stafilokoke — odreanje prisustva i broja ISO 6888-
1,2:2009
= Sulfitoredukujiée klostridije — odréivanje broja ISO 15213:2003
" intenzitet boje
Senzorno : : ) .
oceniivanie . intenzitet mirisa na dim
jivanj " ukupna ocean prihvatljivosti
» sadrzaj vode
o » sadrzaj soli
Fizicko- - SVF * pH vrednost
hemijska « a,vrednost
analiza « sadrzaj masti
e sadrZaj prot.
« pH vrednost
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Dijagram 4.1. Sematski prikaz postupka odieanja broja bakterijdisteria monocytogenes

Deo uzorka za ispitivan
(x g ilix ml)
+
Puferisana peptonska voda ili baza Half Fraserfaua osnovno (inicijalno) raztenje (9x g
ili 9x ml)

A 4
Reanimacija 1 ht5min na 20° C (9.1.

A 4
Inokulacija po povrsSini selektivniagara OAA aga,

Palcam agar, Oxford agar)

A\ 4
Inkubacija na 37°C, 24-48 h

A 4
Identifikacija i brojanjeListeria spp. (9.3.)

A 4

Potvrdivanje Listeria spp. (9.4.)
Inokulacija na TSEYA i inkubacija rd7°C+1°C
Katalaza reakcija
Bojenje po Gramu
Test pokretljivosti

A 4
Potvrdivanje Listeria monocytogenes. (9.5.)
*  Hemoliza test

«  Test fermentacije ugljenih hidrata
e CAMP test
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V.1. lIspitivanje promene ukupnog broja bakterija u uzorcima hladno dimljene
pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanoj atmosfer i skladiStene pri

temperaturi 3°C, odnosno pri 8°C

Ukupan broj bakterija u ve&ta kontaminiranim uzorcima |, II, lll i IV grupe sa
cetiri razlicita sojaListeria monocytogenes (Cetiri grupe uzoraka-svaka grupa drugi
soj) bio je od 6,67+0,17 log CFU/g (prva grupa) 6i82+0,22 log CFU/g (tka
grupa). Nisu ututene statistki znatajne razlike izméu prosénih vrednosti
ukupnog broja bakterija u uzorcima pdeeih grupa uzoraka dimljene pastrmke
(tabela 5.1).

Tabela 5.1.Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmketomlidana ispitivanja

(log CFU/g)
— Mere varijacije
Grupa
P X Sd Se Xin X max G (%)
L1 101V 6,67 0,17 0,07 6,50 6,95 2,49

Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljemastrmke ¢uvanim pri
temperaturi od 3°C

Cetrnaestog dana ispitivanja kod vakuumiranih pakjavazoraka dimljene pastrmke
cuvanim pri temperaturi od 3°C ukupan broj baktedjazen kao log CFU/g bio je
od 6,64+0,13 (IV grupa) do 7,15%0,06 (I grupa).tSteki znatajno man;ji (g<0,01)
ukupan broj bakterija utden je kod uzoraka IV grupe u odnosu na ostale grupe
Statisttki znatajno vei ukupan broj bakterija ¢©,01) utvden je kod uzoraka prve

grupe u odnosu na tne grupu, kao i u odnosu na drugu grupu, ali sassit&om
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zna&ajno¥u od p<0,05. Izméu pros€énog ukupnog broja bakterija druge idee
grupe nije ututena statistiki znatajna razlika.

Posle 28. dana skladiStenja, kod vakuumiranih W&zoralimljene pastrmke
skladistenih pri 3°C ukupan broj bakterija izrakawo log CFU/g bio je od 7,02+0,13
(prva grupa) do 7,84%0,09 (druga grupa). Ukupan bakterija bio je kod uzoraka
druge grupe statiski znatajno vei (p<0,01) od ukupnog broja bakterija ostalih
ispitivanih grupa.

Na kraju eksperimenta, odnosno 35.dana ispitivarjapan broj bakterija kod
vakuumiranih uzoraka dimljene pastrmke skladiStgmil8°C bio je od 6,63+0,23 log
CFU/g (druga grupa) do 7,13+0,04 log CFU/g (prvapgy. Statistki znaajno
manji (p<0,01) ukupan broj bakterija bio je kod uzoraka @rggupe u odnosu na
ostale poréene grupe. lznd prosénih vrednosti ukupnog broja bakterija ostalih
poreienih grupa (prve, tée, cetvrte) nije utvdena statistki znaajna razlika (tabela
5.2).

Tabela 5.2. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke qaane pakovane u
vakuum skladistene pri 3°C (log CFU/Q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X +Sd X +Sd X +Sd
[ 7,158+ 0.06 7,02 £0.13 7,13+0.04
Il 6,99+ 0.06 7,845 +0.09 6,63°C+0.23
1T 6,85 + 0.09 7,08 £0.06 7,18+ 0.02
W 6,64°°°+0.13 7,08 +£0.09 6,97+ 0.06
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Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljemastrmke ¢uvanim pri
temperaturi od 8°C

Prilikom ispitivanja uzoraka koji su skladisteni B&C, posle 14. dana skladiStenja
pros€an ukupan broj bakterija izrazen kao log CFU/g jeicod 6,92+0,08 (druga
grupa) do 7,18+0,01 (prva grupa). Stafigtiznatajne razlike utwtene su izmdu
prosé€nih vrednosti ukupnog broja bakterija druge grupezoraka ostalih grupa
(p<0,01), izmeu prve i trée grupe (g0,05) i tre&e i cetvrte grupe (90,05).

Dvadeset i osmog dana ispitivanja kod uzoraka émelj pastrmke ukupan broj
bakterija bio je od 6,85+0,07 (prva grupa) do 7282 log CFU/g (tréa grupa).
Statisttki znatajne razlike utwtene su izméu prve i druge grupe uzoraka(p05),
prve i tr&e, kao i prve tetvrte grupe uzoraka, odnosno druge ¢drgrupe (g0,01).
Na kraju eksperimenta ukupan broj bakterija izrakao log CFU/g u uzorcima
dimljene vakuumirane pastrmke skladistene pri 88Jéod 6,84+0,03 (druga grupa)
do 7,26 £ 0.03 (ta grupa). Ukupan broj bakterija u uzorcima dimljgastrmke
druge grupe bio je statigki znatajno vei (p<0,01) u odnosu na ostale pdeae
grupe uzoraka. Utdena je statistki znaajna razlika izméu ukupnog broja
bakterija uzoraka dimljene pastrmke prve i&reggrupe (g0,01) i trée i Cetrvte
grupe (0,05) (tabela 5.3).

Tabela 5.3.Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke quae pakovane u
vakuum skladistene pri 8°C (log CFU/qQ)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X = Sd X + Sd
| 7,18 +0.01 6,88"° + 0.07 7,03° £0.12
I 6,92°°¢ + 0.08 7,08°+0.18 6,84“° +0.03
1l 7,09%°°+ 0.05 7,28 +0.02 7,26+ 0.03
v 7,17°°+0.02 7,17 £0.05 7,18+ 0.03
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRAvanim pri temperaturi od
3°C

Prosé€an ukupan broj bakterijgetrnaestog dana kod uzoraka dimljene pastrmke
pakovane u MAP a skladiStene pri 3°C bio je od 8)3@ log CFU/g {etvrta grupa)
do 7,07+0,06 log CFU/g (druga grupa). lztaeprosénih vrednosti ukupnog broja
bakterija svecetiri ispitivane grupe uzoraka utigna je statistki znatajna razlika
(p<0,01).

Posle 28.dana skladiStenja uzoraka dimljene pastyakovane u MAP ukupan broj
bakterija izrazen kao log CFU/g bio je od 6,85+08F 7,28+0,02. Statistki
zna&ajna razlika (g0,01) utvdena je izméu pros€énog ukupnog broja uzoraka prve i
trece grupe, prve Ketvrte, kao i izméu prve i druge grupe, ali sa staiiktbm
zna&ajno¥u p<0,05. Utvdena je statistki znatajna razlika (g0,01) izmeu
pros€&nog broja bakterija druge i tre grupe uzoraka.

Na kraju ogleda 35.dana ispitivanja ukupan brojtédja izrazen kao log CFU/g u
uzorcima dimljene pastrmke pakovane u MAP i skiatié pri 3°C bio je od
6,63+0,07 {etvrta grupa) do 7,07+0,13 (prva grupa). P¢aseukupan broj bakterija
Cetvrte grupe uzoraka bio je statikii znatajno manji u odnosu na ostale tri grupe.
Izmedu prosénih vrednosti ukupnog broja bakterija prve, drugiede grupe uzoraka

nije utvidena statistiki znatajna razlika (tabela 5.4).

Tabela 5.4.Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke quahe pakovane u
MAP skladistene pri 3°C (log CFU/Q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd

[ 6,73 +0.07 7,08%+0.15 7,07 +0.13

I 7,07 +0.06 7,64°¢ +0.15 7,08 £ 0.03

I 6,69°°= + 0.05 6,07° +0.05 6,96 + 0.05
v 6,36--+ 0.09 6,86-°+ 0.06 6,63 +0.07
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRvAvanim pri temperaturi od
8°C

Kod uzoraka dimljene pastrmke pakovane u MAP i diklene pri 8°C 14. dana
ukupan broj bakterija izrazen kod log CFU/g bicogk 6,86+0,05 detvrta grupa) do
7,05+0,04 (prva grupa), a razlike izdweprosénih vrednosti ukupnog broja bakterija
svecetiri grupe bile su statiski znatajne (p<0,01 i g<0,05).

Dvadeset i osmog dana skladiStenja kod uzorakarmplest pakovanih u MAP i
skladistenih pri8°C ukupan broj bakterija bio je od 6,68+0,46 log CFUig
7,20+0,04 log CFU/gcetvrta i prva grupa). Nije utitena statistiki znatajna razlika
izmeiu ukupnog broja bakterija uzoraka prve ic&egrupe, dok je u ostalim
sluitajevima razlika bila statigtki znaajna (p<0,01, p<0,05). Sléni rezultati zapazeni

su na kraju ispitivanja tj. 35. dana (tabela 5.5).

Tabela 5.5.Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke quae pakovane u
MAP skladistene pri 8°C (log CFU/Q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 7,05 + 0.04 7,20+ 0.04 7,09+ 0.12
I 7,37"° £0.02 6,89+ 0.05 7,953 +0.01
1T 6,93°"2+ 0.03 7,18+ 0.05 7,88+ 0.04
W 6,86°2+ 0.05 6,68+ 0.46 6,97°+ 0.05

U prilogu su date posebno tabele sa stakisti pror&unima za sve parametre po
danima ispitivanja.
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V.2. Ispitivanje promene broja bakterija Listeria monocytogenes u uzorcima hladno
dimljene pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanoj atmosferi i

skladistene pri temperaturi 3°C, odnosno pri 8°C

U tabeli broj 5.6. date su vrednosti brajateria monocytogenes u |, 11, 1l i IV grupi

sacetiri razlicita sojaListeria monocytogenes.

Tabela 5.6.Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke nultog dana ispitivanja
(logCFU/Q)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se Xain X max G (%)
[ 6,03 0,22 0,09 6,85 7,45 3,08
I 6,55" 0,05 0,02 7,49 7,62 0,69
1l 6,38% 0,24 0,09 6,94 7,58 3,31
W 6,54° 0,09 0,04 7,40 7,65 1,22

Na paetku ispitivanja, odnosno nultog dana bkojmonocytogenes izrazen kao log
CFUlg bio je od 6,03+0,22 do 6,55+0,05. Wteno je da je kod prve grupe uzoraka
pros€an brojL. monocytogenes bio statisttki znatajno maniji (p<0,05, p<0,01) od
pros€nog broja ove bakterije u uzorcima druge¢ereodnosn@etvrte grupe (tabela
5. 6).

Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljemastrmke ¢uvanim pri
temperaturi od 3°C

Posle 14 dana skladistenja pri 3°C dimljene pastrmpkkovane u vakuum broj
bakterijaL. monocytogenes u ispitivanim uzorcima bio je od 6,60+1,09 do 4@,08

log CFU/g. Prosgan brojL. monocytogenes uzoraka trée grupe bio je statiski
zn&ajno vei (p<0,01) od proseog broja bakterija uzoraka ostalih grupa (tabela
5.7.). U vé&ini slu¢ajeva porédenja i izmeu ostalih grupa uzoraka dimljene pastrmke
pakovane u vakuum i skladiStene pri 3°C a@éma je statistki znatajna razlika
(p<0,05, p<0,01). Dvadeset i osmog dana sklad&temljene pastrmke pakovane u

vakuum brojL. monocytogenes izrazen kao log CFU/g bio je statidti znaajno
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manji (p<0,01) kod uzoraka prve grupe (6,77+0,0%) proseénog broja L.
monocytogenes ostalih pordenih grupa. Progan brojL. monocytogenes kod uzoraka
druge icetvrte grupe nije se statidti znatajno razlikovao, a bio je 8,01+0,08 (druga
grupa) i 7,97+0,10 ¢etvrta grupa). Kod ovih grupa uzoraka pk@se broj L.
monocytogenes bio je statistiki znatajno vei (p<0,01) od prosaog broja 7,81+0,06
log CFU/g bakterijd.. monocytogenes, uzoraka trée grupe (tabela 5.7.).

Na kraju ispitivanja, odnosno 35. dana skladiStemg@raka dimljene pastrmke
pakovane u vakuum i skladiStene pri 3°C, p¢asebrojL. monocytogenes (6,63 +
0.06 log CFU/g) bio je i dalje statigki znatajno maniji (p<0,01) kod prve grupe
uzoraka. Razlika izni1 broja bakterijal. monocytogenes ostale tri poréene grupe

uzoraka bile su u i slucajeva statistiki znatajne (p<0,05, p<0,01).

Tabela 5.7.Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu
skladistene pri 3°C (log CFU/q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 6,87 +0.07 6,77°¢ + 0.05 6,63°C + 0.06
Il 6,60° + 1.09 8,0t + 0.08 7,37%+£0.10
1T 7,18™ +0.03 7,88°5 + 0.06 7,48° + 0.07
W 7,47+ 0.08 7,995 +0.10 7.1%+0.22
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Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljemastrmke ¢uvanim pri
temperaturi od 8°C

Broj bakterija L. monocytogenes kod vakuumiranih uzoraka dimljene pastrmke
skladiStene pri 8°C 14. dana skladistenja bio je6¢80+0,06 (druga grupa) do
7,42+0,04 log CFU/g (téa grupa) (tabela 11). Statiki znatajno manji (p<0,01)
broj bakterijaL.monocytogenes (6.80+0.06 log CFU/g) utden je kod uzoraka prve
grupe, dok su se prase brojevi bakterija izméu ostalih poréenih grupa uzoraka u
vedini slucajeva stastistki znatajno razlikovali (p<0,01; p<0,05).

Dvadeset i osmog dana skladiStenja uzoraka vakaneidimljene pastrmke pri 8°C
pros€an broj bakterijalL.monocytogenes bio je od 6,75+0,14 (prva grupa) do
7,56+0,19 log CFU/g (téa grupa) (tabela 5.8.). Nije utiena statistki znaajna
razlika izmetu broja bakterijd..monocytogenes uzoraka druge detvrte grupe, dok je
u svim ostalim sléajevima porédenja razlika bila statistki znatajna (p<0,01).

35. dana dobijeni su shi rezultati. Broj bakterijd.. monocytogenes izrazen kao log
CFUlg bio je od 6,79+0,12 do 7,35+0,14 (tabela.9\Bje utvidena statisti znatajna
razlika izmeiu broja bakterija uzoraka drugeetvrte grupe, dok je u svim ostalim

slutajevima poréenja razlika bila statistki znatajna (p<0,01, p<0,05).

Tabela 5.8. Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu
skladistene pri 8°C (log CFU/qg)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X +Sd X + Sd X + Sd
[ 6,80"°° + 0.06 6,75°° +0.14 6,79°° +£0.12
I 7,20"° +0.12 7,18° +0.11 7,10°+0.12
1T 7,42°%2 +0.04 7,565 +0.19 7,35+ 0.14
Y 7,252+ 0.10 7,055+0.11 7,16°+0.13
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRvAvanim pri temperaturi od
3°C

Kod uzoraka dimljene pastrmke pakovane MAP atmasieskladiStene pri 3°C
14.dana je broj bakterija. monocytogenes izrazen kao log CFU/g bio od 7,01+0,07
(prva grupa) do 8,88+0,06 (druga grupa) (tabelg S2metu broja bakterija uzoraka
druge i trée grupe nije utvdena statististki znatajna razlika, dok je izn@e ostalih
prose&nih vrednosti broja bakterij&.monocytogenes kod ispitivanih grupa razlika
bila statisttki znatajna (p<0,01).

Dvadeset i osmog dana ispitivanja statistznatajno (p<0,01) manji broj bakterija
L.monocytogenes utvrden je kod prve grupe uzoraka u odnosu na ostalgvespe
grupe. Izmdu ostalih poréenih grupa (druge, tée icetvrte) nisu ututene statistiki
zna&ajne razlike u prosmom broju bakterija (tabela 5.9.).

Poslednjeg dana skladiStenja uzoraka prve grupgetienpastrmke pakovane u MAP
i skladiStene pri 3°C (6,97+0,06 log CFU/qg) bicstatisttki znatajno manji (p<0,01)
od broja bakterija ostalih grupa uzorka. dema je i statistki znaiajna razlika
(p<0,05) izméu broja bakterija uzoraka tre (7,37+0,05 log CFU/g) detrvte grupe
(7,53+0,13 log CFU/g).

Tabela 5.9. Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP
skladistene pri 3°C (log CFU/q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 7,01°°¢ £ 0.07 7,07°“ £0.05 6,97° + 0.06
I 8,08"° +0.06 8,1% +0.06 7,48 +0.06
1 8,07°+0.12 8,08 +0.07 7,372+ 0.05
Y, 7,585+ 0.04 8,16 £ 0.06 7,58%+0.13
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRvAvanim pri temperaturi od
8°C

Kod uzoraka dimljene pastrmke pakovane u MAP-udaha skladiStenja pri 8°C
broj bakterijaL.monocytogenes izrazen kao log CFU/g bio je statidti znatajno
manji (p<0,01) kod uzoraka prve grupe (6,79+0,0poweienju sa ostalim grupama
uzoraka (tabela 5.10.). Nije uiana statistki znaajna razlika izméu broja
bakterija L.monocytogenes druge (7,65+0,06 log CFU/qg) detvrte grupe uzoraka
(7,60+0,08 log CFU/g). U ostalim slajevima pordenja razlika je bila statiski
zna&ajna (p<0,01). Dvadeset i osmog dana skladiStenje8{C kod prve grupe
uzoraka broj bakterijd..monocytogenes (7,01+0,04) izrazen kao log CFU/g bio je
statisttki znatajno (p<0,01) manji od broja bakterija ostalih @eneih grupa
(8,07+0,06 <etvrta grupa do 9,11+0,06 - druga grupa).

Gotovo identéni rezultati dobijeni su poslednjeg, 35. dana iggitja, s tim Sto je

broj bakterija bio manji (tabela 5.10.).

Tabela 5.10.Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP
skladistene pri 8°C (log CFU/q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X +Sd X +Sd X +Sd
[ 6,79"°¢ + 0.07 7,015 + 0.04 7,01%¢ + 0.07
I 7,65 +0.06 8,11 +0.06 7,80 £0.20
Il 7,47°°5 +0.05 8,089 +0.04 7,78+0.27
WY, 7,60°5+0.08 8,07 + 0.06 7,48 +0.21

U prilogu su date posebno tabele sa stakisti pror&unima za sve parametre po
danima ispitivanja.
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V.3. Ispitivanje promene broja miano-kiselinskih bakterija u uzorcima hladno

dimljene pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanojatmosferi i skladiStene

pri temperaturi 3°C, odnosno pri 8°C

Ukupan broj mléno-kiselinskih bakterija (MKB) na @etku ispitivanja u uzorcima
hladno dimljene pastrmke bio je od 1,35 + 0,12 &pgrupa) do 1,42 + 0,13 log

CFU/g (treta grupa) i nije se statigki znatajno razlikovao.

Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane kuumudcuvanim pri temperaturi

od 3°C

Posle 14. dana skladiStenja pri 3°C dimljene vakvame pastrmke broj MKB
izrazen kao log CFU/g bio je od 3,13 + 0,22 (prvapg) do 3,75 + 0,10 (ita
grupa). Utvdeno je da je kod druge grupe uzoraka broj MKB Iatisticki znatajno

manji (p<0,01) od broja MKB ostalih ispitivanih gra uzoraka. Statigki znatajna

razlika (p<0,01) utwtena je i izméu prve i trée grupe uzoraka, dok u ostalim

slutajevima nije bilo statistki znatajnih razlika (tabela 5.11.).

Dvadeset i osmog dana skladiStenja broj MKB kodraiza vakuumirane hladno
dimljene pastrmke skladistene pri 3°C izrazen kapCFU/g bio je od 2,72 + 0,7
(druga grupa) do 3,26 + 0,21 (¢eegrupa). Utwieno je da je broj MKB bio statighi

zna&ajno vei (p<0,01) u uzorcima tée i cetvrte grupe u odnosu na broj MKB u

uzorcima prve i druge grupe.
Na kraju skladistenja 35.dana broj MKB (3,80 + OJbg CFU/g) uzoraka druge

grupe bio je statistki znatajno maniji (p<0,01, p<0,05) od broja MKB u uzorcima

ostalih ispitivanih grupa.

Tabela 5.11. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuumu skladistene pri 3°C (log CFU/qg)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
| 3,45 +0.08 2,84° £0.12 4,01+0.13
I 3,13°°P +0.22 2,75 +0.07 3,80 +0.14
1T 3,75°°+£0.10 3,26°+0.21 4,20 +0.10
W 3,64°+0.12 3,1 +0.11 4,08 +0.13
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane kuuanucuvanim pri temperaturi
od 8°C

Pros€an broj MKB u uzorcima vakuumirane dimljene pastenskladiStene pri 8°C
14. dana ispitivanja izrazen kao log CFU/g bio ¢e5918 + 0,07 detvrta grupa) do
5,80 £ 0,08 (druga grupa). Statéii znatajno manji p<0,01 broj MKB utden je
kod uzoraka dimljene pastrmketvrte grupe (5,18 + 0,07 log CFU/g) u odnosu na
ostale ispitivane grupe uzoraka. Nije udima statistki znatajna razlika izméu
pros€&nog broja MKB uzoraka prve i ite grupe uzoraka dimljene pastrmke, dok je u
ostalim sl¢ajevima pordenja razlika bila statistki znatajna (p<0,01, p<0,05).

Sli¢ni rezultati dobijeni su i posle 28. dana skladiegri 8°C vakuumirane dimljene
pastrmke. Prosan broj MKB izraZzen kao log CFU/g bio je od 5,00,07 ¢etvrta
grupa) do 6,23 + 0,06 (druga grupa). Statkstznatajno maniji (p<0,01) broj MKB
utvrden je kod uzoraka dimljene pastrméetvrte grupe (5,04 £ 0,07 log CFU/g) u
odnosu na ostale ispitivane grupe uzoraka. ddtva je i statistki znaajna razlika
(p<0,01) izméu prosenog broja MKB uzoraka druge (6,23 = 0,06 log CFU/ggce
grupe (5,63 £ 0,12 log CFU/Q).

| posle 35. dana skladiStenja pri 8°C vakuumiraimeljdne pastrmke progan broj
MKB bio je dalje statistiki znatajno (p<0,01) manji kod uzorakéetvrte grupe
(6,03+0,016 log CFU/g), a najéiekod uzoraka druge grupe (6,71+0,14 log CFU/Q)
(tabela 5.12.).

Tabela 5.12.Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuumu skladistene pri 8°C (log CFU/qg)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
| 5,49"° +0.19 5,94 +0.44 6,31° + 0.09
I 5,80 +0.08 6,23 +0.06 6,74°° £ 0.14
1l 5,55%° +0.19 5,68° +£0.12 6,355+ 0.12
v 5,18°“" £ 0.07 5,04°° + 0.07 6,058°°+0.16
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od
3°C

Ukupan broj MKB u uzorcima hladno dimljene pastrmpgakovane u MAP i
skladistene pri 3°C 14.dana ispitivanja izrazen lap CFU/g bio je od 4,39+0,07
(treca grupa) do 4,63%0,1Xkdtvrta grupa). Utdena je statistki znaajna razlika
(p<0,01), izméu uzoraka prve i té@ grupe, uzoraka tfe i ¢etvrte grupe, kao i
izmedu uzoraka druge tetvrte grupe, ali sa statiskom zn&ajnofu od p<0,05
(tabela 5.13.).

Posle 28.dana skladiStenja préme MKB u uzorcima hladno dimljene pastrmke
pakovane u MAP i skladiStene pri 3°C bio je 064213 (prva grupa) do 4,41+0,07
log CFU/g €etvrta grupa). Nije utdena statistki znatajna razlika izméu
pros€&nog broja MKB porédenih grupa uzoraka.

Na kraju ispitivanja, odnosno 35. dana ptese ukupan broj MKB kod uzoraka
hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP izraZzen lap CFU/g bio je od
5,06%0,14 (prva grupa) do 5,76+0,17 ¢egrupa). Statistki znatajna razlika nije
utvrdena izmédu broja MKB uzoraka druge detvrte grupe, dok je u svim ostalim

slucajevima poréenja razlika bila statistki znatajna (p<0,01) (tabela 5.13.).

Tabela 5.13.Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u
MAP skladistene pri 3°C (log CFU/Q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X +Sd X + Sd
| 4,59 +0.06 4,26 +0.13 5,08° +0.14
I 4,46°+0.11 4,36 0.08 549 +0.14
1l 4,39"° +0.07 4,28+ 0.09 576 +0.17
v 4,63°+0.11 4,41+ 0.07 5,47 +0.09
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od
8°C

U uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovane u MAlRdiStene pri 8°C 14. dana
pros€an ukupan broj MKB bio je od 4,89+010efvrta grupa) do 5,44+0,20 log
CFU/g (tréa grupa). Statistki znaajna razlika (p<0,05) utdena je izméu
pros€nog broja MKB uzoraka prve i druge grupe, prvestergrupe, druge detvrte
grupe, kao i trée icetvrte grupe (tabela 5.14.).

Posle 28. dana skladiStenja pri 8°C uzoraka hladindjene pastrmke pakovane u
MAP izrazen kao log CFU/g bio je od 5,60+0,30 (drugyupa) do 5,88+0,37 (prva
grupa). Razlika izm#u prosénog broja MKB pordenih grupa uzoraka nisu bile
statisttki znatajne.

Na kraju ispitivanja 35. dana kod ove grupe uzomakese&an ukupan broj MKB bio
je od 6,48%0,20 detvrta grupa) do 6,80+0,10 log CFU/g @amegrupa). Razlika
izmedu proseénih brojeva MKB pordenih grupa uzoraka nisu bile statikii

zn&ajne (tabela 5.14.).

Tabela 5.14.Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u
MAP skladistene pri 8°C (log CFU/q)

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X +Sd X + Sd
[ 5,04 +0.10 5,88+ 0.37 6,60+ 0.30
I 5,37°“ +0.13 5,60+ 0.30 6,56+ 0.33
Il 5,44°° +0.20 5,69+ 0.11 6,80+ 0.10
IV 4,99°° + 0.10 5,78+ 0.10 6,48+ 0.20

U prilogu su date posebno tabele sa stakisti pror&unima za sve parametre po
danima ispitivanja.
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Ispitivanje prisustva Salmonella spp., koagulaza pozitvnih stafilokoka,i

sulfitoredukuju ¢ih  Kklostridija, izolacija, identifkacija i odre divanje broja
bakterija u uzorcima hladno dimljene pastrmke pakowne u vakuum i

modifikovanoj atmosferi i skladiStene pri temperatui 3°C, odnosno pri 8°C

Nultog, kao i 14., 28. i 35. dana ispitivanja u rzma (po Sest u svakom terminu i iz
svake grupe) hladno dimljene pastrmke pakovane kuura, odnosno MAP i
skladiStene pri temperaturama 3°C, odnosno 8°Cutijgieno prisustvdsalmonella

spp., koagulaza pozitivnih stafilokoka, kao ni pristgssulfitoredukujdih klostridija.

V.5. Ispitivanje osnovnog hemijskog sastava u uzaoima hladno dimljene pastrmke

Isptivanjem osnovnog hemijskog sastava dewio je da hladno dimljena pastrmka
sadrzi (tabela 5.15.) 68,82+1,36% vode, 21,104% @8oteina, 6,03+0,54% masti,
3,62+0,06% pepela,da je sadrzaj soli 2,26+0,06%.

Tabela 5.15.Hemijski sastav hladno dimljene pastrmke

Soj X Mere varijacije
Sd Se Xin X max G ()
Proteini 21,10 0,09 0,039 20,94 21,21 0,45
Mast 6,03 0,54 0,221 5,53 6,57 8,97
Voda 68,82 1,36 0,554 66,20 69,77 1,97
Pepeo 3,62 0,06 0,024 3,54 3,7( 1,63
NacCl 2,61 0,06 0,026 2,53 2,70 2,41

Iz dobijenih vrednosti hemijskog sastava mozemaasda izréunamo i odredimo
vrednost sadrzaja soli u vodenoj fazi (SVF) — lsgiizr&unava na osnovu ukupnog
sadrzaja soli u mesu ribe i sadrzaja vode, na asfowmule:
%soli x 100
SVF = -- -mmmmmmae-

%soli + %vode

Vrednost SVF nasSih uzoraka iznosi 3.18%.
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V.6. Odredivanje aktivnhosti vode (a,) i ispitivanje pH vrednosti hladno dimljene
pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanoj atmosfer i skladiStene pri

temperaturi 3°C, odnosno pri 8°C
Odretivanje aktivnosti vode,a izvrSeno je na osnovu sadrzaja soli u vodenaj &z

prema formuli (Gimenéz i Dalgaard, 2004.):
ay = 1 —0.0052471 x SVF — 0.00012206 X SVF

Rezultati pH i @ vrednosti su dati u sleélg tabeli (5.16.).

Tabela 5.16.Rezultati pH i @ vrednosti

parametar < Mere varijacije
Sd Se )ﬂﬂn X max Cv (%)
pH 6,20 0,01 0,004 6,18 6,21 0,17
aw 0.980 0.001 0.0001 0.979 0.981 0.238

Utvrdeno je da se,avrednost u uzorcima prve, druge, ¢gei cetvrte grupe
(0,981+0,001; 0,980+0,001; 0,979+0,002; 0,979+0,008® metusobno statistki

zna&ajno razlikovala.

Tabela 5.17.Rezultati aw vrednosti

aw X Sd
| grupa 0,981 0,001
Il grupa 0.980 0.001
[l grupa 0,979 0,002
IV grupa 0,979 0,002

Na paetku ispitivanja pH vrednost ispitivanih uzorakadro dimljene pastrmke bila

je od 6,19+0,02 do 6,21+0,01. Na getku ispitivanja nisu utdene statistiki

zna&ajne razlike izméu pH vrednosti ispitivanih uzoraka.
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane kuuanucuvanim pri temperaturi
od 3°C

U uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovane u wakuskladiStene pri 3°C, 14.
dana ispitivanja pH vrednosti bile su od 6,21+0d@26,22+0,02 i nisu se statisti
zn&ajno razlikovale.

Posle 28 dana skladiStenja pH vrednosti u uzorchi@no dimljene pastrmke
pakovane u vakuum skladiStene pri 3°C bile su (2B#),03 (prva grupa) do
6,16+0,01 (druga grupa). Utteno je da je pH vrednost uzoraka druge grupe bila
statisttki znatajno veta (p<0,01) u odnosu na ostale pimee grupe.

Na kraju ispitivanja kod ovih grupa uzoraka pH dmest bila je od 6,18+0,01
(Cetvrta grupa) do 6,25+0,05 (prva grupa).

Utvrdena je statistki zna&ajna razlika (p<0,01) iznde pH vrednost uzoraka prve i
trece grupe i uzoraka prvecetvrte grupe, kao i iznde uzoraka druge i tée grupe

ali sa statistikom zn&ajno%u od p<0,05.

Tabela 5.18.Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u vakuumadiktene pri 3°C

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 6,22 + 0.02 6,23+ 0.03 6,25° + 0.05
I 6,22 + 0.02 6,168°° + 0.01 6,23+ 0.03
Il 6,21 +0.01 6,22 +0.02 6,18°+0.01
IV 6,21 + 0.02 6,21+ 0.03 6,18 £ 0.01
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Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane kuuanucuvanim pri temperaturi
od 8°C

U uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovane u wakuskladistenih pri 8°C, 14.
dana ispitivanja, pH vrednost bila je od 6,22+0(0é&ca grupa) do 6,24+0,04 (prva
grupa). Nisu utwtene statistiki znaajne razlike izméu navedenih progaih
vrednosti pH.

Posle 28. dana skladiStenja pH vrednost ovih gugraaka bila je od 6,2310,01
(prva grupa) do 6,27+ 0,06 (druga grupa), a poSledana od 6,23+0,02 (tr@ grupa)
do 6,28+0,07 (prva grupa). Razlika izdoe poretenih pH vrednosti nisu bile

statistéki znatajne ni posle 28. kao ni posle 35. dana.

Tabela 5.19.Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u vakuumadiktene pri 8°C

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X +Sd X * Sd X +Sd
I 6,24 + 0.04 6,23 +0.01 6,28 = 0.07
Il 6,23 +0.02 6,27 + 0.06 6,24 +0.01
1] 6,22 +0.01 6,26 + 0.01 6,23 £ 0.02
Y 6,23 + 0.02 6,26 + 0.02 6,25 +0.01

Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od
3°C

U uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovane u MABkladiStene pri 3°C 14.
dana ispitivanja pH vrednosti od 6,21+0,01 {&rgrupa) do 6,24+0,01 (prva grupa).
Statisttki znatajne razlike nisu utdene izméu pH vrednosti prve i druge grupe kao
i trece i cetvrte grupe, dok su u ostalim &jevima pordenja razlike bile statistki
zna&ajne (p<0,01). Posle 28. dana skladiStenja pH wstdkod ovih grupa uzoraka
bila je od 6,25+0,01 (t¢&a grupa) do 6,36+0,06 (druga grupa). dama je statistki
zna&ajna razlika (p<0,01) pH vrednosti izthe prve i druge grupe i druge i &ee

grupe, kao i izmdu trete i cetvrte grupe ali sa statiskom zn&ajnogu od p<0,05.
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Na kraju ispitivanja, odnosno 35. dana kod uzoraékadno dimljene pastrmke
pakovane u MAP i skladiStene pri 3°C, pH vredndslie su od 6,23+0,01 (téa

grupa) do 6,28+0,03 (prva grupa). Wene su statistki znatajne razlike (p<0,01)
izmedu pH vrednosti prve i té® grupe uzoraka, i tée i cetvrte grupe uzoraka, kao i

izmeadu prve i druge grupe uzoraka ali sa statistm zn&ajno<u od p<0,05.

Tabela 5.20.Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u MAP skl pri 3°C

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
| 6,24 + 0.01 6,26 +0.02 6,28" +0.03
I 6,24° +0.01 6,36° + 0.06 6,28+ 0.01
Il 6,21" +0.01 6,252+ 0.01 6,23° +0.01
vV 6,22° + 0.02 6,31+ 0.01 6,28 £ 0.01

Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od
8°C

Kod uzoraka hladno dimljene pastrmke pakovane u MaKadistene pri 8°C, pH
vrednosti bile su od 6,22+0,02etvrta grupa) do 6,25+0,03 (prva grupa). Ptose
pH vrednost uzoraka prve grupe bila je statistiznatajno veéa (p<0,05) od
pros€&nih vrednosti pH druge, odnosnéetvrte grupe. U ostalim slajevima
poreienja razlika izméu proseénih pH vrednosti porenih grupa uzoraka nisu bile
statistéki znatajne. Posle 28. dana skladiStenja kod ove grupeakamH vrednosti
su bile od 6,20+0,03 (druga grupa) do 6,27+0,8divfta grupa). lzmiu ove dve
grupe uzoraka razlika pH vrednosti je bila statistznatajna (p<0,05). U ostalim
slucajevima izmdu porelenih pH vrednosti grupa uzoraka nije bila dama
statisttki znatajna razlika.

Na kraju ispitivanja pH vrednosti uzoraka hladnoniggne pastrmke pakovane u
MAP i skladiStene pri 8°C, bile su od 6,20+0,0ked# grupa) do 6,46+0,17 (druga
grupa). Utvdena je statistki znaajna razlika (p<0,01) izndel pH vrednosti druge i
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trece grupe i druge detvrte grupe, kao i iznd@ prve i druge grupe ali sa statikbm

zn&ajnogu od p<0,05.
Tabela 5.21.Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u MAP skl pri 8°C

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X +Sd
[ 6,25+ 0.03 6,26+ 0.07 6,33 0.06
I 6,22+ 0.01 6,20+ 0.03 6,46 +0.17
Il 6,23+ 0.01 6,22+ 0.01 6,20t 0.01
WY, 6,22° + 0.02 6,27+ 0.01 6,22 +0.01

U prilogu su date posebno tabele sa stakisti pror&unima za sve parametre po
danima ispitivanja.

Doktorska disertacija
Ispitivanje cinilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 219
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Rezultati ispitivanja

V.7. Rezultati senzorne ocene uzoraka hladno dimlfe pastrmke pakovane u vakuum i

modifikovanoj atmosferi i skladiStene pri temperatui 3°C, odnosno pri 8°C

Senzornim ispitivanjem ocenjivani su uzorci hladinmljenih fileta pakovanih u vakuum
pakovanju i u modifikovanoj atmosferkuvanih u adekvatnoj i neadekvatnoj sredini

(temperature frizidera 3C i 8C), tokom nultog, 28, i 35. dana ciklusa ispitivanja.

Nultog dana ispitivanja nisu uidene razlike izméu prosénih senzornih ocena mirisa
hladno dimljene ribe.

U tabeli 5.22. prikazana je statidth zn&ajnost razlike izméu proseénih senzornih

ocena mirisa hladno dimljene ribe u toku skladigtepri razlgitim temperaturama.

Utvrdene su statistki znatajne razlike (g0,01, p<0,05) kod uzoraka vakuumiranih i

pakovanih u MAP i skladiStenih pri temperaturant&€3 8 °C.

Tabela 5.22. Statisttka zn&ajnost rezlike izméu prosénih senzornih ocena mirisa

hladno dimljene pastrmke u toku skladiStenja pziliédim temperaturama

Dani Vakuum MAP
skladistenja 3°C 8°C 3°C 8 °C
0 4,93+0,07 4,95+0,06 4,96+0,04 4,95+0,07|
14 4,27A+0,13 3,90A+0,14 4,10A+0,15 4,45A+0,1(
28 3,45B+0,09 3,11B+0,10 3,39a+0,12 3,05a+0,21
35 3,20C+0,17 2,61C+0,11 3,05B+0,12 2,60B%0,2b

Napomena: ista slova A-A, B-B.<p,01: a-a g0,05

Senzorne ocene mirisa hladno dimljene pastrmke ot@thku ispitivanja bile su od
4,93+0,07 (druga grupa) do 4,96+0,CGtyrta grupa) i nisu se rhesobno statistki

zn&ajno razlikovale.

Posle 14 dana skladiStenja senzorne ocene miredal&rsu se u zavisnosti odcima

pakovanja i temperatura skladiStenja od 3,90+0.RBAK, 8°C, cetvrta grupa) do

4,27+0,13 (vakuum, 3°C, prva grupa).

Doktorska disertacija

Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke

220



Rezultati ispitivanja

Dvadeset i osmog dana skladiStenja senzorne oceiga rbile su od 3,00+0,21 (MAP,
8°C, cetvrta grupa) do 3,45+0,14 (vakuum, 3°C, prva gyupa85. dana od 2,60%0,25
(MAP, 8 °C,¢etvrta grupa) do 3,20+0,17 (vakuum, 3°C, prva gyupa

U tabeli 5.23. prikazana je statidth zn&ajnost razlike izméu proseénih senzornih

ocena mirisa hladno dimljene ribe u toku skladigtenrazItitim pakovanjima.

Tabela 5.23. Statistéka zn&ajnost razlike izméu prosénih senzornih ocena mirisa

hladno dimljene ribe u toku skladiStenja u rétin pakovanjima

Dani 3°C 8°C
skladistenja Vakuum MAP Vakuum MAP
0 4,93+0,07 4,96+0,04 4,95+0,06 4,95+0,07|
14 4,27+0,13 4,10+0,15 3,90A+0,14 4,45A+0,1(
28 3,45+0,09 3,39+0,12 3,11+0,10 3,05+0,21
35 3,20+0,17 3,05+0,12 2,61+0,11 2,60+0,25

Samo pri temperaturi od 8°C 14. dana skladiStenjadéna je statistki znaajna razlika
(p<0,01) izmeéu proseéne ocene uzoraka pakovanih u vakuum (3,90+0,14)oraka
pakovanih u MAP (4,45%0,10).

Pros€ne senzorne ocene mirisa uzoraka hladno dimljesamke razkitin pakovanja
(vakuum, MAP), pri razliitim temperaturama (3°C i 8°C) bile su uc¢ie sluc¢ajeva
statisttki znatajno razléite (p<0.01; p<0.05) u istim danima pdemja (0., 14., 28. i 35.

dana).
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VI - Diskustja

V.1. Ispitivanje promene ukupnog broja bakterija u uzorcima hladno dimljene
pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanoj atmosfer i skladiStene pri

temperaturi 3°C, odnosno pri 8°C

U velikom broju zemalja EU ne postoje zakonske l&ge koje ograriavaju dozvoljen
broj aerobnih kolonija (ukupan broj bakterija) ukwam pakovanim proizvodima od
dimljene ribe. Vrednosti ukupnog broja bakterijaguada dostignu i do 10- 1¢ log
CFU/g uzorka. Méutim, te vrednosti ne moraju obavezno da budu patkdizvara, tako
da parametar ukupnog broja bakterija nije ni adelvgpokazatelj kvaliteta i odrzivosti
hladno dimljenih proizvoda od rilf&ruelstrop i sar., 1995).

Vrednosti ukupnog broja bakterija u vakuum pakorahiadno dimljenim proizvodima
od ribe ne ukazuju na spe¢iiie mikroorganizme kvara, kao ni na patogene
mikroorganizme, smatra se da ovaj parametar nijerelaciji sa pojavom prvih znakova
kvara mesa.

Parametri koji su vezani za proces proizvodnjepuestuvanija i pakovanja namirnica su
direktno vezani za promenu broja ailaih grupa mikroorganizama, a samim tim i za
stvaranje specifne mikroflore u odréenim proizvodima hladno dimljene ribe
(Siverstvik i sar., 2002).

U ovom ispitivanju, cilj nam je bio da utvrdimo dia na koji se menjaju vrednosti
ukupnog broja bakterija u hladno dimljenim proizirod od ribe, i to, skladiStenim u
adekvatnim i neadekvatnim uslovima temperature (38€C), u vakuum i pakovanjima
sa modifikovanom atmosferom, kao i da utvrdimo dagdstoji korelacija izméu

promene vrednosti ukupnog broja bakterija sa pojakeara datih uzoraka.

Na paetku ispitivanja vrednosti ukupnog broja baktetijgontaminiranim uzorcima sa

cetiri razlicita sojaListeria monocytogenes bio je od 6,67+0,17 log cfu/g do 6,82+0,22
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log cfu/g. Nisu ututene statistiki znatajne razlike izméu prosenih vrednosti ukupnog

broja bakterija u uzorcima patenih grupa uzoraka dimljene pastrmke.

Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljgrastrmketuvanim pri temperaturi
od 3°C

Kod uzoraka dimljene pastrmke pakovanih u vakuuwmsgan ukupan broj bakterija
rastao je od nultog do 14.dana, zatim se do 28.davamjio da bi 35.dana bio priblizan
nivou od 14.dana. Ukupan broj bakterija kod uzordkaye grupe rastao je do 28.dana, a
zatim se smanjio da bi 35.dana bio manji nego guliana. Tréu grupu uzoraka
karakteriSe slabiji porast ukupnog broja bakteuijoku ispitivanja. Kod uzorakéetvrte
grupe ukupan broj bakterija rastao neznatno odogulto 14.dana, a zatim znatnije do

28.dana da bi se zatim smanjio 35.dana (grafikar).6.

Grafikon 6.1. Ukupan broj bakterija u uzorcima koji su pakovawmiakuum i skladisteni pri 3°C

Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuum,
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Na kraju eksperimenta, odnosno 35.dana ispitivankapan broj bakterija kod
vakuumiranih uzoraka dimljene pastrmke skladiStgmih3°C bio je od 6,63+0,23 log
CFU/g do 7,13+0,04 log CFU/g. Statiti znatajno manji (0,01) ukupan broj
bakterija bio je kod uzoraka druge grupe u odnaslwostale pomdene grupe. lzmil
prose&nih vrednosti ukupnog broja bakterija ostalih @emh grupa (prve, tée, cetvrte)
nije utvidena statistiki znatajna razlika.

Rezultati istrazivanja ukupnog broja bakterija tkkwan pakovanoj hladno dimljenoj
pastrmki kretao se od 3.5 log CFU/g natetku skladiStenja, a nakon 35. dana je
dostigao vrednosti od oko 7 log CFUlkeroi i sar., 1998), Sto je skno rezultatima u
nasem ispitivanju.

Dondero i sar. (2004) su u toku ispitivanja promene ukupnog broja bajeer vakuum
pakovanim hladno dimljenim uzorcima losasavzanim na 4°C dobili vrednosti za dati
parametar koji je na kraju skladiStenja od 40 danasio oko 8.5 log CFU/g, Sto je za 1

log viSe od broja bakterija, utt@nog u nasim ispitivanjima.

Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljgrsstrmkeduvanim pri temperaturi
od 8°C

U toku skladiStenja uzoraka dimljene pastrmke pgrape pakovane u vakuum i
skladistenih pri 8°C ukupan broj bakterija rastaalp 14.dana zatim se smanjio do 28.
dana da bi se do 35. dana zadrzao na istom nivod.ukoraka druge grupe ukupan broj
bakterija je rastao do 28. dana, a zatim se smalgi85. dana, a kod uzorakaceei
Cetvrte grupe znmjni rast je bio do 14.dana, a zatim se broj bghterije zn&ajnije
poveavao (grafikon 6.2.).

Na kraju eksperimenta ukupan broj bakterija izrakao log cfu/g u uzorcima dimljene
vakuumirane pastrmke skladiStene pri 8°C bio je6@#+0,03 do 7,26 + 0.03. Ukupan
broj bakterija u uzorcima dimljene pastrmke drugepg bio je statistki znatajno vei
(p<0,01) u odnosu na ostale péeae grupe uzoraka. Uttena je statistki znaajna
razlika izmeu ukupnog broja bakterija uzoraka dimljene pastripkee i tré&e grupe
(p<0,01) itrée icetrvte grupe (g0,05).

Doktorska disertacija
Ispitivanje ¢inilaca od znacaja za rast razlicitih sojeva 224
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Diskusija

Grafikon 6.2. Ukupan broj bakterija u uzorcima koji su pakovamiakuum i skladisteni pri 8°C

Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuum,
skladistene pri 8°C
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Pros€an ukupan broj bakterija u uzorcima hladno dimljgrestrmke pakovane u
vakuum bio je tokom ispitivanja manji u uzorcimajikeu skladiSteni pri nizim
temperaturama.

PremaAnon (1998a) ukupan broj bakterija u ribi ne bi smeo da preladog CFU/g.
Ukupan broj bakterija u ovom ispitivanju je dosbgaranénu vrednost 35.dana
ispitivanja kod uzoraka pakovanih na temperatu@,3iok je kod uzoraka pakovanih u
neadekvatnim uslovima, odnosno pri 8°C ta vredmsimaSena ve14. - 28.dana

skladistenja.
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Olafsdottir i sar. (2005) su utvrdili da se u momentu kvara, vrednost ukgpbhooja
bakterija hladno dimljenih proizvoda od ribe pakeiau vakuumu krée izmeiu 10 i
16® CFU/g. Isti nadnici su utvrdili dobru korelaciju izn#i senzornih ocena
prihvatljivosti i ukupnog broja bakterija, a &@te rezultate su dobili bondero i sar.
(2004) 1 Haugen i sar. (2006).
Odrzivost proizvoda zavisi od:

- inicijalne kontaminacije

- uslova proizvodnje

- n&ina rukovanja sa proizvodom nakon proizvodnog psace

- temperature skladiStenja

n&ina pakovanja
Zaustavljanje rasta bakterija zavisi od:

- sadrzaja soli u vodenoj fazi proizvoda

- temperature

- vlaznosti

- gustine dima

- trajanja dimljenja

- koncentracije aktivnih materija u dimu

- temperaturéuvanja

- n&ina pakovanja gotovog proizvo@@aglak i sar., 2008; Stamatis i

Arkoudelos, 2007, Siverstvik i sar., 2002).

Kada se hladno dimljena riba vakuumira, produzayadrzivost ovog proizvoda, na
period od mesec dana pri temperatuvanja od +4°C. Ipak, vremenski period odrzivosti
gotovog proizvoda je teSko odrediti, i on zavisi @kli¢itin proizvadaca, koji sami
odreiuju rok upotrebe proizvoda. Odrzivost dimljene rizgira od jedne do Sest nedelja
(Ibrahim i sar., 2008), od dve nedelje do dva mesdq@dafsdottir i sar., 2005), od tri do
Sest nedelja pri temperatwivanja od +5°QWard, 2001). Tako na francuskom trzistu,
vakuumirana, hladno dimljena riba ima odrzivost31-dana, a karakteriSe je nizak
sadrzaj soli (4-5% u vodenoj fazi) i nizak sadrEajola (ispod 0.05ppm). U Neriaj,
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Danskoj i Velikoj Britaniji hladno dimljena riba ianodrzivost 14 dana, a u ltaliji 60
dana, Sto zavisi od primenjenog rezima proizvodqbgeoi i sar., 2000; Cardinal i sar.,

2004). Na nasem trziStu hladno dimljena riba ima odrgivad 21 do 25 dana.

Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od 3°C

Ukupan broj bakterija kod uzoraka prve grupe dimdjgastrmke skladiStene pri 3°C a
pakovanih u MAP rastao je od nultog dana do 28.damgje se menjao do 35.dana. Kod
uzoraka druge grupe ukupan broj bakterija rastadoje28.dana, a znatno se smanijio
35.dana ispitivanja. Sl rezultati dobijeni su i za téa grupu uzorakaCetvrtu grupu
uzoraka karakteriSe pota@nje ukupnog broja bakterija do 28.dana i smanjaige
35.dana.

Grafikon 6.3. Ukupan broj bakterija u uzorcima koji su pakovannadifikovanoj atmosferi i
skladisteni pri 3°C

Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP,
skladistene pri 3°C
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Na kraju ogleda 35.dana ispitivanja ukupan brojtédja izrazen kao log CFU/g u
uzorcima dimljene pastrmke pakovane u MAP i skkadi§ pri 3°C bio je od 6,63+0,07
do 7,07+0,13 log CFU/g. Prasen ukupan broj bakterijaetvrte grupe uzoraka bio je
statistéki znatajno manji u odnosu na ostale tri grupe. l@meprosénih vrednosti
ukupnog broja bakterija prve, druge i deegrupe uzoraka nije utiena statistki
zna&ajna razlika.

Ibrahim i sar. (2008) su utvrdili da je izméu vrednosti ukupnog broja bakterija
dimljenog cipala pakovanog u vakuumu i smeSi gag®®o CQ, 35% N, 5%0)
postojala razlika, u smisLu da je taj broj bio vi€d vakuum pakovanih proizvoda.
Sliéne rezultate su dobiliBuguerio i sar. (2003).

Sa druge stran®uratore i Licciardello (2005) u svojim ispitivanjima dimljene sabljarke
dobili su drugdije rezultate. Ovi natnici su pratili promene ukupnog broja bakterija u
hladno dimljenoj sabljarki pakovanoj u vakuumu iesingasova (5%£45% CQ,
50%N,) i skladiStenoj na 4°C. Ustanovili su da su proiivpakovani u vakuumu bili
odrzljiviji (42 dana) od istih pakovanih u MAP-uZHana). Kao parametar odrzivosti za
procenu granice prihvatljivosti, bazirali su svopeene na ukupnoj prihvatljivosti
proizvoda. U momentu isklfivanja uzoraka dimljene sabljarke pakovane u MAP-u
(12.dan) vrednosti ukupnog broja bakterija bile I8¢ CFU/g, a u trenutku iskiivanja
uzoraka pakovanih u vakuumu (42.dan) vrednosti ik 9 log CFU/g. Ovi podaci
upuuju na zakljgak da se ukupan broj bakterija nije pokazao ka@adoidikator pojave
kvara, kao i da razlog nastanka kvara ne moraju Whiek mikroorganizmi, vé i
autoliticka aktivnost enzima u mesu rif@zden i Erkan, 2006; Siverstvik i sar., 2002).

Lyhs i sar. (2004) su zapazili u svojim istrazivanjima sveze pastrrpi&ovane u smesi
gasova da ukupan broj bakterija nije dobar pok#zitaliteta pakovane ribe u smesi
gasova, s obzirom da u momentu pojave prvih znakeaea, ukupan broj bakterija u ribi
nije prelazio 16log CFU/g.

U naSem ispitivanju nije utdena statistiki znatajna razlika u vrednostima ukupnog

broja bakterija na kraju skladiStenja (35.dana)aedmuzoraka hladno dimljene pastrmke
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pakovane u vakuumu (6,63+0,23 do 7,131£0,04 log @QFU/u smeSi gasova (6,63+0,07
do 7,07+0,13 log CFU/q) i skladistene u adekvatagiovima, odnosno pri 3°C.

Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od 8°C

Kod uzoraka prve grupe dimljene pastrmke pakovaWA®& skladiStene pri 8°C ukupan
broj bakterija je rastao od nultog do 28.dana darbanjio 35.dana. Shi rezultati
dobijeni su i za uzorke tfe i cetvrte grupe. Kod druge grupe uzoraka ukupan broj
bakterija je rastao od nultog do 14.dana, zatinsreanjo 28.dana i zadrzao na istom

nivou do 35.dana.

Grafikon 6.4. Ukupan broj bakterija u uzorcima koji su pakovaninodifikovanoj atmosferi i
skladisteni pri 3°C

Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP,
skladistene pri 8°C
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Dvadeset osmog dana skladiStenja kod uzoraka pgespakovanih u MAP i skladiStenih
pri 8°C ukupan broj bakterija bio je od 6,68+0,46 log CFUdty 7,20+0,04 log CFU/g.
Nije utvrdena statistiki znatajna razlika izméu ukupnog broja bakterija uzoraka prve i
trece grupe, dok je u ostalim shievima razlika bila statiski znatajna (p<0,01,
p<0,05). SlEni rezultati zapazeni su na kraju ispitivanja §. 8ana skladiStenja, kada su
vrednosti ukupnog broja bakterija bile od 6,97 @30do 7,93 + 0.01 log CFU/g.

U ovom ispitivanju je ustanovljeno da je prése ukupan broj bakterija u uzorcima
hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuum, odnasnodifikovanoj atmosferi bio je
tokom ispitivanja manji u uzorcima koji su sklaéist pri nizim temperaturama (3°C).
N&tin  pakovanja (vakuum, modifikovana atmosfera) i adidtenje pri istim
temperaturnim uslovima (3°C ili 8°C) u &imi slucajeva ne utie zn&ajno na razlike u

ukupnom broju aerobnih mezofilnih bakterija.

Papkovsky (2006) je doSao do zakljika zaSto su proizvodi pakovani u modifikovanoj
atmosferi imali krdu odrzivost u odnosu na one pakovane u vakuumumd&m@om
nawniku, gasovi u modifikovanoj atmosferi se tokomaskEtenja menjaju, i to tako Sto
se koltina CQ smanjivala, a kotina kiseonika pouwsavala, ¢ime je pospeSen rast
mikroorganizama pakovanim u smeSi gasova u odnasone pakovane u vakuumu.
Papkovsky trvdi da je hrana pakovana u modifikoyaaimosferi dinaniian sistem u
kojem se stalno menja sastav gasova, uz konstdiftraiju gasova iz pakovanja.

Ozogul i sar. (2004) su utvrdili slabu korelaciju iznde senzorne prihvatljivosti uzoraka
sveze sardine pakovane u smeSi gasova, vakuunaduhm, i ukupnog broja bakterija, s
obzirom da su vrednosti ukupnog broja bakterijatigtes svoju maskimalnu vrednost, a

senzorno su uzorci bili jos uvek prihvatljivi. 8ie rezultate dobili suliyhs i sar. (2007).
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V.2. Ispitivanje promene broja bakterija Listeria monocytogenes u uzorcima hladno
dimljene pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanojatmosferi i skladiStene pri

temperaturi 3°C, odnosno pri 8°C

Sposobnost listerija da raste pri temperaturdéiga, da je rasprostranjena u prirodi i da
prezivljava dugo vremena u nepovoljnim uslovima rifugli su saznanju da je ova
bakterija sve zn@jniji patogen koji se prenosi hranom na ljude.

Siroka rasprostranjenostmonocytogenes u prirodi (zemljistu, vodi, vegetaciji, s100j
hrani, silazi) je razlog postojanja velike verowats kontaminacije sirove hrane biljnog i
Zivotinjskog porekla ovom bakterijom. Stoga, ozimlj zabrinjava moginost da se
namirnice animalnog porekla mogu kontaminirati tokoprocesa proizvodnje i
skladiStenja i na taj k& postati izvorom zaraze za ljude. Tokom proizvednladno
dimljene ribe, meso ribe moze biti kontaminirangesiona poreklom iz vodene sredine,
proizvodne sredine, kao i od radnika u proizvodpogonima.

Hladno dimljeni losos i pastrmka dominiraju nagtaidimljene ribe. Ready-to-eat (RTE)
morska hrana, ukljtuju¢i hladno dimljenu ribu i druge proizvod®sto su povezani sa
brojnim epidemijama izazvanilnmonocytogenes (Farber i sar., 2000, Brett i sar., 1998,
Ericsson i sar, 1997). Ovi proizvodi od ribe mogu prirodno biti kontarirami niskim
brojem listerija, pa su okarakterisani kao poteeg kontaminirani salisteria
monocytogenes. Iz ovog razloga ova vrsta namirnica predstavailnu opasnost za
osobe sa oslabljenim imunitetom, starije osobegnize, malu decuCuvanje ovih
proizvoda u nedovoljno ohdanim rashladnim udajima, gde je temperatura skladiStenja
pogoduje slabom rastu ove bakterije predstavlj@edarizik za potencijalnu infekciju
potroS&a.

Jedan od zadataka, u okviru ovog rada, bio je datweli nalazL.monocytogenes u
sirovini od kojece se praviti gotov proizvod hladno dimljene pastemikao i da se utvrdi
postoji li kontaminacija gotovog proizvoda. Postoytvideno da su i sirovina i gotov
proizvod bez prisustva patogene listerije derea je veStka kontaminacija sa 4 radiia
soja Listeria monocytogenes, razlicitog porekla (tabela podpoglavija 4.1.2, u poglavlj
Materijal i metode ispitivanja).
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Nakon napravljenog gotovog proizvoda, upakovanircizbladno dimljene pastrmke u
vakuuum pakovanjima i pakovanjima sa modifikovanatmosferom su skladiSteni na
temperaturi frizidera od 3°C (uslovrdmvanje) i 8°C (neuslovnéuvanije), i ispitivani
tokom 14., 28. i 35.dana.

Na paetku ispitivanja, odnosno nultog dana btoj monocytogenes izrazen kao log
CFU/g bio je od 6,03+£0,22 do 6,55+0,05. Wteno je da je kod prve grupe uzoraka
pros€an broj L. monocytogenes bio statisttki znatajno manji (p<0,05, p<0,01) od
pros€nog broja ove bakterije u uzorcima druge¢ereodnosna@etvrte grupe.

Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljgrastrmkecuvanim pri temperaturi
od 3°C

Kod prve grupe uzoraka dimljene pastrmke sklad&tgri 3°C broj bakterija
L.monocytogenes je rastao od nultog do 14.dana, a zatim do 35.dgrzlao, a kod
uzoraka druge, odnosnd@getvrte grupe broj bakterija..monocytogenes je rastao do

28.dana, da bi se 35.dana smanijio.

Na kraju ispitivanja, odnosno 35. dana skladiSterziaraka dimljene pastrmke pakovane
u vakuum i skladiStene pri 3°C, préae brojL. monocytogenes (6,63 + 0.06 log CFU/Q)
bio je i dalje statistki znatajno maniji (p<0,01) kod prve grupe uzoraka. Razidmeiu
broja bakterijaL. monocytogenes ostale tri poréene grupe uzoraka bile su ucie

slucajeva statistiki znatajne (p<0,05, p<0,01).

Promena broja bakterija. monocytogenes uzoraka dimljene pastrmke pakovane u
vakuum u toku skladistenja pri 3°C prikazana jelalan grafikonom (grafikon 6.5.).
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Grafikon 6.5. Broj Listeria monocytogenes u uzorcima koji su pakovani u vakuum i

skladisteni pri 3°C

Broj bakterija L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuum, skladistene pri 3°C
CFU/g

197
147

nulti dan 14.dan 28. dan 35.dan

dani ispitivanja

B yzorak 1
W yzorak2
B yzorak 3

B uzorak 4

Lappi i sar. (2004) nisu ustanovili ni jedan uzorak sa <100 CFU/gonocytogenes posle
28 dana skladistenja pri 4°C u namerno kontaminimanzorcima dimljene pastrmke.
Zakljuéci koje su izneli govore o tome da temperatura aadog skladiStenja ipak
limitira rast ove patogene bakterije tokom sklaetg.

Vrednosti dobijene u naSim ispitivanjima se razlikpoSto je poéetna inicijalna doza

veStake kontaminacije bila znatno é& NaSe vrednosti, petnog dana ispitivanja su se
kretale oko 6 — 6.5 log CFU/g.

Najblazu promenu vrednosti broja listerija imaos@ | grupe (referentni soj ATCC
19115, serotipa 4b).
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Listeria monocytogenes sporije raste u prirodno kontaminiranim uzorcimago u

testiranjima sa kontaminiranim uzorcirfalgaard i Jorgensen, 1998).

Dillon i Patel (1994) su inokulisali povrSinu bakalara késteria monocytogenes, hladno
dimili, vakuum pakovali i skladistili pri temperatuod 4°C tokom 3 nedelje i pri
temperaturi od -20°C tokom 3 meseca. Tokom dinmgjenjskladiStenja vrSeno je
uzorkovanje i ututivanje prisustva i brojd.isteria monocytogenes. Tokom dimljenja
nalaz je bio istog nivoa, a pri skladistenju napgenaturi od 4°C se povavao, dok je na

temperaturi od -20°C opadao.

Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljgrastrmkeduvanim pri temperaturi
od 8°C

Porast broja bakterijd..monocytogenes kod prve i druge grupe uzoraka dimljene
pastrmke skladistenih pri 8°C, a pakovane u vakyuwabelezen je od nultog do 14.dana,
a zatim se taj broj smanjio 28. dana, odnosno 8a.ddod uzoraka tée i cetvrte grupe

bakterija zapaZen je porast od nultog do 28.danzeinjenje do 35. dana.

Na kraju ispitivanja, 35. dana dobijeni su sl@deezultati: broj bakterijaL.
monocytogenes izrazen kao log CFU/g bio je od 6,79+£0,12 do 7(B34. Nije utvdena
statisttki znatajna razlika izméu broja bakterija uzoraka drugéatvrte grupe, dok je u

svim ostalim slgajevima poréenja razlika bila statisiki znatajna (p<0,01, p<0,05).

Promena broja bakterij&. monocytogenes uzoraka dimljene pastrmke pakovane u

vakuum u toku skladiStenja pri 8°C prikazana jfigonom 6.6.
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Grafikon 6.6. Broj Listeria monocytogenes u uzorcima koji su pakovani u vakuum i
skladiSteni pri 8°C

Broj bakterija L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuum, skladistene pri 8°C
CFU/g

nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan

dani ispitivanja

B yzorak 1
B yzorak 2
B yzorak3
Huzorak 4

Sva cetiri uzorka sa raalitim sojevima L.monocytogenes pokazale su slan, gotovo
identiéan princip porasta broja listerija tokom perioddadiStenja pri temperaturi od
8°C.

U naSim ispitivanjima utdena je razlika u dinamici rasta bakterijaisteria
monocytogenes u uzorcima skladiStenim pri 3°C i onim skladiStanu neadekvatnim
uslovima, odnosno pri 8°C. U toku skladistenja guiekvatnim uslovima temperature,
vrednosti broja listerija su na kraju ispitivanjaleb manje (pros&an broj L.
monocytogenes iznosi 6,63 + 0.06 log CFU/Qg), za razliku od uzaakladiStenih na 8°C
gde su vrednosti broja listerija bile oko 7.10 ¥Dlog CFU/qg.

Prema literaturnim podacima, nesto viSi nalamioncytogenes tokom duzeg skladistenja,
pri viSoj temperaturi, u skladu su sa do sada gabéinim radovima o uticaju
skladiStenja na preZivljavanje i rast ove patodesiderije u namirnicamagrvik (2000)
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je prijavio viSu stopu rasta pri temperaturama dikkenja od 8 - 10°C, nego pri 4°C.
Slicne rezultate ispitivanja dobili sudortes i sar. (1997) koji su utvrdili da se rast
Listeria monocytogenes moze javiti i kod vakuum pakovanog dimljenog lasogoliko je

produzeno skladistenje pri viSim, neadekvatnim teragurama.

Cuvanje proizvoda na 4°C pokazuje sporiji rast figteego na 10°C, bez obzira na nivo

inokulacije i koncentraciju nizinfiNeetoo i sar., 2008).

U eksperimentalno kontaminiranim filetima lososa pastrmke, nivoi Listeria
monocytogenes su bili znatno visi na 8-10°C, nego na 4°C, tok&indana skladistenja
(Niedziela i sar.,1998).

Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od 3°C i
8°C

Promena broja bakterija. monocytogenes uzoraka dimljene pastrmke pakovane u MAP
u toku skladistenja pri 3°C prikazana je grafikonbroj 6.7., a pakovane u MAP u toku

skladiStenja pri temperaturi od 8°C prikazana pfigonom broj 6.8.

Poslednjeg dana skladiStenja uzoraka prve grupg§etienpastrmke pakovane u MAP i
skladistene pri 3°C (6,97+0,06 log CFU/qg) bio jatssticki znatajno maniji (p<0,01) od

broja bakterija ostalih grupa uzoraka. WJema je i statistki znaajna razlika (p<0,05)

izmedu broja bakterija uzoraka tre (7,37+0,05 log CFU/qg) detrvte grupe (7,53+0,13
log CFU/qg).

Prilikom ispitivanja uzoraka pakovanih u MAP i sftistenih na temperaturama od 8°C,
utvrdeno je da 28. dana skladiStenja pri 8°C kod prugpgruzoraka broj bakterija
L.monocytogenes (7,01+0,04) izrazen kao log CFU/g bio je statlstznatajno (p<0,01)
manji od broja bakterija ostalih paenih grupa (8,07+0,06 do 9,11+0,06).

Gotovo identtni rezultati dobijeni su poslednjeg, 35. dana isaitja, s tim Sto je broj
bakterija bio manji (od 7,48 + 0.21 do 7,80 + 0l@g CFU/qg)
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U uzorcima | grupe pakovanim u modifikovanoj atneosf broj listerija je zn&jno
porastao tokom 14 dagavanja, odrZzana je vrednost i tokom 28. dana ispifa i potom
je 35. dana zrtajno opala. Za razliku od uzoraka prve grupe, uzdrage grupe su
pokazali da je broj listerija postepeno rastao tokavanja, svoj maksimum je dostigao u
ispitivanju 28 dana, préemu su svi uzorci, i onkuvani na 3°C i oni na 8°C imali
identicnu dinamiku rasta. U uzorcima ¢eei cetrvte grupe naju@ porast broja listerija je
bio tokom ispitivanja 28. dana., a svi uzogavani i na 3°C i na 8°C, su imali @iu

dinamiku rasta.

Grafikon 6.7. Broj Listeria monocytogenes u uzorcima koji su pakovani u modifikovanoj
atmosferi i skladiSteni pri 3°C

Broj bakterija L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u
MAP, skladistene pri 3°C

CFU/g

nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan

dani ispitivanja

B uzorak 1
H uzorak 2
H uzorak 3
H uzorak 4
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Grafikon 6.8. Broj Listeria monocytogenes u uzorcima koji su pakovani u modifikovanoj
atmosferi i skladiSteni pri 8°C

Broj hakterija L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u
MAP, skladistene pri 8°C

CFU/g

8,07

nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan

B yzorak 1
B yzorak 2

B yzorak3

B uzorak 4

dani ispitivanja

U ispitivanju inhibicije rastd.isteria monocytogenes u hrani od plodova mora, dejstvom
modifikovane atmosfere, utdeno je da je potrebno 100% g@a bi efektivno inhibirao
rast listerija u pakovanjimflyver i sar., 1998). Nilsson i sar. (1997) su ustanovili da
vrednost od 70% C£nema mogénost potpune inhibicije rastasteria monocytogenes u

hladno dimljenom lososu.

Upotrebom kombinacije ugljen-dioksida i nizina u kpeanjima postignuta je

odgovarajada efikasnosfNilsson i sar., 1997).

Doktorska disertacija
Ispitivanje cinilaca od znacaja za rast razlicitifi sojeva 238
Listeria monocytogenes u filetima hladno dimlene pastrmke



Diskusija

Niedziela i sar.(1998) su ustanovili da su u eksperimentalno kontamiiminafiletima
lososa i pastrmke, nivaiisteria monocytogenes bili znatno visi na 8-10°C, nego na 4°C,

tokom 20 dana skladistenja.

Ispitivanjem kombinovanog efekta pakovanja sa nikoanim atmosferama i nizinom
na rast Listeria monocytogenes i Pseudomonas fragii, ustanovljeno je da oba
mikroorganizma inhibiraju ovi uslovi, ptiemu su inhibitorni efekti W& pri temperaturi
od 4°C, nego pri temperaturi od 20fKang i Lin, 1994).

Na osnovu rezultata ispitivanja, kao i na gierge sa podacima iz literature mozemo da
ustanovimo da promene brojetiri razlicita serotipa bakterijéisteria monocytogenes
pokazuju u toku skladiStenja porast broja baktesganultog do 14. odnosno 28.dana
skladiStenja i da te vrednosti zavise odtima pakovanja (vakuum, modifikovana
atmosfera), temperaturnih uslovavanja uzoraka (3°C ili 8°C) i serotiphisteria
monocytogenes. Pokazalo se da najmanje vrednosti rasta brojahotytogenes ima |
grupa (referentni soj ATCC 19115, serotip 4b).

Kod svacetiri serotipaListeria monocytogenes utvideno je zn&jno smanjenje broja

bakterija 35.dana skladiStenja u odnosu na 28 kladiStenja.
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V.3. Ispitivanje promene broja mletno-kiselinskih bakterija u uzorcima hladno
dimljene pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanojatmosferi i skladiStene pri

temperaturi 3°C, odnosno pri 8°C

Bakterije ml€ne kiseline predstavljaju Siroku grupu mikroorgamia koji imaju skine
genotipske i fenotipske osobine. To su Gram paaitivikroorganizmi, nepokretni i

asporogeni, kiselinsko tolerantni.

Pri pakovanju hrane u vakuumu se stvara mikrodaeofiredina, a delirino se nakuplja
i ugljen dioksid,¢ime se inhibira rast aerobnih Gram negativnih bgkte postize se
bolja odrzivost mesgsoccol i Oetterer, 2003; Jouffraud i sar., 2006). U takvim uslovima
razvija se mikroflora u kojoj dominiraju nideo kiselinske bakterije, a u manjem broju
prisutne su iBrochotrix thermosphacta, Enterobacteriaceae, druge Gram negativne

bakterije, mikrokoke i kvas@Leroi i sar., 1998; Lyhs i sar., 1998).

Gonzales i sar. (2002) su utvrdili ispitivanjem bakterioloSkog sastavakwamiranih
dimljenih proizvoda od ribe najzastupljeniju grupeoikroorganizama koju suinile
Lactobacillus spp., a nafe&e izolovane i identifikovane vrste bile kwsakel, L.curvatus,
L.plantarum, L.delbrueckiii, L.casel, L.alimentarius, L.homohiochii, L.coryneformis.
Pored Gonzalesa i sar., istu tvrdnju su dokazsliajim ispitivanjima iLyhs i sar. (1999),
Joffraud i sar. (2001) i Leroi i sar. (1998), a kazu da su laktobacili dominantna mikroflora

u hladno dimljenim proizvodima od ribe pakovaneakuwumu.

PremadOlafsdottir-u i sar. (2005) glavni i odgovorni krivci za nastanak kvara hladno
dimljene ribe iz familijeSalmonidae su mikroorganizmi iz familijé&Enter obacteriaceae, a
¢ije je prisustvo u proizvodu uslovljeno higijenskumslovima i samoj unutrasnjoj flori
objekta za preradu i dimljenje proizvoda. Prem&aoyom stanovistu, laktobacili nisu
tipi¢ni izazivai kvara hladno dimljenih proizvoda od ribe, ali kade ndu u ve&em
broju u proizvodu, mogu da dti na senzorne odlike, time Sto stvaranjem ispdljiv

komponeneti dovode do promena u mirisu ribe.
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U ovom ispitivanju, ukupan broj mieo-kiselinskih bakterija (MKB) na getku
ispitivanja u uzorcima hladno dimljene pastrmke jeiod 1,35 + 0,12 do 1,42 + 0,13 log

CFU/g i nije se statisiki znatajno razlikovao.

Ispitivanje vakuumiranih pakovanja uzoraka dimljgrastrmkecuvanim pri temperaturi
od 3°Ci 8°C

U uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovanim uuuak i skladiStenim pri 3°C
ukupan broj MKB je stalno rastao tako da je 35.adhio u zavisnosti od grupe uzoraka
od 3,80+0,14 do 4,20+0,10 log CFU/qg.

Kod istog né&ina pakovanja, ali kod uzoraka skladiStenih pri &Klipan broj MKB je
takade rastao da bi 35. dana u zavisnosti od grupe kadsi® od 6,03+0,16 do 6,71+0,1

log CFU/g, Sto je zrtajno vee u odnosu na uzorke koji su skladisteni pri 3°C.

Lyhs (2002) i Stohr i sar. (2001) smatraju da su u vakuum pakovanoj hladno dimljenoj
ribi, u mikroflori koja dovodi do kvara uglavhom stapljene laktobacilus vrstéiji se
broj u momentu kvara kée od 16do 16 log CFU/g.

Leroi i sar. (1998) su utvrdili tokom svoijih ispitivanja da se ukuplroj laktobacila u
hladno dimljenom lososu kretao od 1 log CFU/g né&epau skladiStenja, a na kraju

ispitivanja 35. dana je dostigao vrednost oko 7QdédJ/g.

Dondero i sar. (2004) su utvrdili da je ukupan broj laktobacila u vakuy@akovanom

hladno dimljenom lososu nakon 35 dana skladiStenj4a°C bio oko 8 log CFU/g.

U ovom radu, vrednosti MKB su bile mnogo nize ungroa pakovanim u vakuumu i
skladistenim pri adekvatnim temperaturama, negdnasti prema podacima iz literature.
Vrednosti MKB u uzorcimauvanim na neadekvatnim temperaturama su bilnesli
vrednostima datim u pregledu literat(itghs, 2002; Stohr i sar., 2001).
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Razlog za dobijanje neujedremih podataka i rezultata, tokom pregleda liteegttako i
uporeiuju¢i sa dobijenim vrednostima u ovom ispitivanju jepi®blem nepostojanja
standarda za kvalitet vakuumirane hladno dimljebe, time se ukupan broj laktobacila
ne uzima kao pouzdan pokazatelj kvaliteta hladndjenih proizvoda od ribe pakovanih
u vakuumu, tako i u smeSi gasovRaludan-Miiller i sar.(1998) su zaklj¢ili da kvar
hladno dimljenih proizvoda od ribe pakovanih u vakuw i smeSi gasova nije nastao kao
posledica aktivnosti laktobacila, &aisled autolitke aktivnosti enzimaCesto postoji
nalaz broja laktobacila 16- 1¢ CFU/g mesa ribe i nekoliko nedelja pre pojave prvih

znakova kvara.

Promene broja mémo-kiselinskih bakterija u uzorcima dimljene padtenduvanim pri
temperaturi od 3°C i 8°C date su u staahegrafikonima (grafikon 6.9. i 6.10.):

Grafikon 6.9. Broj bakterija mléne kiseline u uzorcima pakovanim u vakuum i
skladistenim pri 3°C

Broj bakterija mlecne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u
vakuum, skladistene pri 3°C

B yzorak 1
B yzorak 2
B yzorak 3

= uzorak 4

nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan

dani ispitivanja
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Grafikon 6.10. Broj bakterija mléne kiseline u uzorcima pakovanim u vakuum i
skladistenim pri 8°C

Broj bakterija mlecne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u
vakuum, skladistene pri 8°C

B yzorak 1
B yzorak2
B yzorak3

“uzorak 4

nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan

daniispitivanja

Prema ispitivanjim&ome i sar. (2006), ukupan broj MKB se povao sa nivoa 10- 1¢f
CFU/g do nivoa 1810’ CFU/g. 41% ml&no-kiselinskih bakterija je pokazao inhibitorni
kapacitet protivListeria innocua. Vecina sojeva nije posedovala bakteriocinogeno
dejstvo, ali su dokazali povoljna konzendawsvojstva u namirnicama dimljene ribe koja
je vakuum pakovana

U drugom ispitivanju kori&ni su sojevi bakterijd.actobacillus casei, Lactobacillus
plantarum i Carnobacterium piscicola, koji su inokulisani u meso hladno dimljenog
lososa, uz dodavanje i bakteriigésteria innocua. Fileti u vakuum pakovani ¢uvani
tokom 30 dana na temperaturi od 4°C. Sve dodatarkuinle&no-kiselinskih bakterija su

pokazale bakteriostatski ili baktericidni efekatraatL.innocua.
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Razlog smanjenja broja listerija, u naSem ispifjwarod 28.dana prema 35.danu
skladiStenja mozemo da potrazimo i u p&agu broja mléno-kiselinske mikroflore u
uzorcima koji su vakuum pakovani. Zaklijemo je da je radtisteria monocytogenes
inhibiran mle&no-kiselinskim bakterijama, odnosno stvaranjem dadtina ml€no-

kiselinskih bakterija.

Ispitivanje uzoraka dimljene pastrmke pakovane uRMAvanim pri temperaturi od 3°C i
8°C

Kada je u pitanju dominatna mikroflora hladno denih proizvoda od ribe pakovanih u
smesi gasova, sastav zavisi od smeSe gasova kage dwristili prilikom pakovanja.
Dominantna mikroflora u hladno dimljenim proizvodimod ribe upakovanim u
modifikovanu atmosferu je ona koja je rezistentag0t) (Siverstvik i sar., 2002). Gram
negativne bakterije su mnogo osetljivije na dejstghen dioksida, pa su ujedno i najvise
inhibirani mirkoorganizmi. U proizvodima od ribe alpwvanim u smeSi gasova bakterija
Photobacterium phosphoreum je rezistentna na delovanje ugljen dioksida, te@p je
odgovorna za nastanak kvgHovda i sar., 2007). Gram pozitivhe bakterije, kao Sto su
mlecno-kiselinske bakterijeLéactobacillus spp., Brochotrix thermosphacta, Leuconostoc
spp.) nisu osetljive na dejstvo GOpa u proizvodima od ribe pakovanim u smesSi gasova
postaju dominantna mirkoflora i imaju maniji potgacida izazovu kvaf(Limbo i sar.,

2010; McMiillin, 2008, Siverstvik i sar., 2003).

U uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovane u M&BkladiStene pri 3°C broj MKB
je rastao i 35. dana bio je u zavisnosti od ispite&y grupe uzoraka od 5,06+0,14 do 5,76+
0,17 log CFU/qg.

Kod istog néina pakovanja, ali kod uzoraka skladistenih pri &&Ckraju ispitivanja broj
MKB u zavisnosti od grupe bio je od 6,56+0,33 d&0&; 0,10 log CFU/g, Sto je z&ano

viSe u odnosu na uzorke skladistene pri 3°C.

Promene broja mémo-kiselinskih bakterija u uzorcima dimljene padtenduvanim pri
temperaturi od 3°C i 8°C date su u staahegrafikonima (grafikoni 6.11. 1 6.12.):
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Grafikon 6.11. Broj bakterija ml&ne kiseline u uzorcima pakovanim u modifikovanonasferi
i skladistenim pri 3°C

Broj bakterija mlecne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u
MAP, skladistene pri 3°C

B yzorak 1
B yzorak 2
B uzorak 3
“ uzorak 4
nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan
dani ispitivanja
Grafikon 6.12. Broj bakterija mléne kiseline u uzorcima pakovanim u modifikovanopesferi
i skladiStenim pri 8°C
Broj bakterija mlecne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u
MAP, skladistene pri 8°C
B yzorak 1
B yzorak 2
B yzorak 3
= uzorak 4
nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan
dani ispitivanja
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Kao Sto se moze ustanoviti na osnovu dobijenihlt&zuispitivanja porast broja néieo-
kiselinskih bakterija bio je zgajniji kod uzoraka skladiStenih pri viSim temperama
(8°C) i uzoraka pakovanih u modifikovanoj atmosferiodnosu na uzorke koji su bili

pakovani u vakuumu.

Do slicnih zakljwaka su dosli Debevere i Boskou (1996) koji su zapazili da je evidentno
vedi broj laktobacila utwien u uzorcima pakovanim u smesi gasova, u odnostnea
uzorke pakovane u vakuumMasniyom i sar. (2002) su utvrdili da je u uzorcima
pakovanim u atmosferi bogatoj GQlosSlo do zné&ajnijeg rasta laktobacila u odnosu na
uzorke ¢uvane na vazduhu. Ovi n&ci navode da je rast laktobacila uslovljen
poveanom produkcijom mime kiseline u atmosferi bogatoj G@& mle€na kiselina je i

produkt metabotke aktivnosti laktobacila.

Ugljen dioksid je inhibitorno delovao na neke grupgkroorganizama, posebno na
enterobakterije, Sto je dovelo do toga da baktarjetne kiseline nesmetano rastu i
dostignu veéi broj u uzorcima koji su pakovani i smeSi gasoXa.razliku od vakuum
pakovanih uzoraka, gde je inhbicija drugih mirkargama bila slabija, pa je i sama
mikroflora mleno-kiselinskih bakterija bila u manjoj meri zasfjepk.

Do slicnih zakljuwwaka dosSli su iArkoudelos i sar. (2007) u toku ispitivanja jegulje

pakovane u vazduhu, vakuumu i smeSi gasova.

Zakljucuje se da sulLactobacillus spp. najzna&ajnija i najzastupljenija mikroflora
odgovorna za odrzivost, senzorne osobine hladndjegih, vakuumiranih proizvoda od
ribe. Za razliku od vakuum pakovanih proizvoda, lgem proizvodi od ribe pakovani u
modifikovanim atmosferama imaju drugje uslove sredine za razvoj mikroorganizama
(Siverstvik i sar., 2002). Mikroorganizmi koji in&e razvijaju kvar mesa u aerobnim
uslovima, u MAP-u su inhibirani ugljen dioksidomatéd je dominantna mikroflora ona
koja je rezistentna na ugljen dioksid. Prirodnangiilora hladno dimljenog ribljeg mesa

pred kraj roka upotrebe jesu bakterije énle kiselingVescovo i sar., 2006).
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V. 4. Ispitivanje prisustva Salmonella spp., koagulaza pozitvnih stafilokoka,i
sulfitoredukuju ¢ih Kklostridija, izolacija, identifkacija i odre divanje broja bakterija
u uzorcima hladno dimljene pastrmke pakovane u vakum i modifikovanoj

atmosferi i skladiStene pri temperaturi 3°C, odnosp pri 8°C

Neadekvatan izbor sirovine, nepazljiva manipulasifavinom u toku primarne obrade i
nekorektna i nehigijenska proizvodnja mogu uslogpdjavu patogenih mikroorganizama
u gotovom proizvodu. Patogeni u ribi mogu potidatiokoline ili biti poreklom od

zivotinja/ljudi.

Patogeni mikroorganizmi u dimljenim proizvodimariae mogu da se podele na :

* svojstvene patogene bakterije (one koje quotiz vodene sredine):
Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Vibrio spp..,
Clostridium botulinum tip E;

* ne-svojstvene patogene bakterije (one koje su wmbs dospele kao
posledica naknadne kontaminacije u toku procesavwonje, aciji su
rezervoari ljudi i Zivotinje) :Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella (Dimitrijevié, 2007; Huss i sar., 1995).

Poznavajai karakteristike hladno dimljenh proizvoda od ribea se da je to lako
kvarljiva namirnica. Iz tog razloga izuzetno je &aaa kontrola higijene opreme i
objekata, redovne zdravstvene kontrole ljudi kafle u proizvodnji hrane, poznavanje
tehnoloSkog procesa proizvodnje dimljene ribe, @astje hladnog lanca u toku

proizvodnje, transport&uvanja i prodaje proizvoddittinandana i sar., 2002).

Analiza opasnosti bakterijske etiologije u hladnonlgenim proizvodima od ribe
prikazana je u sledej tabeli:
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Tabela 6.1.Bakterijski patogeni u hladno dimljenom losq#uss i sar., 1995)

sposobni da se
razmnozavaju u

prirodno prisutni u proizvodu (3-5% stepen

mikroorganizam SVF*) zabrinutosti
ziva okruzenje gotov  pri temperature
riba proizvod 5°C  >10°C
Cl.botulinum
ne-prot.tip B, + T -+ - (+) nizak
E,F
Cl.botulinum .
prot.tip A, B (+) * * ) ¥ nizak
. - Listeria :
svojstveni - + + + + visok
patogeni monoiytsge]re\es
pato } i
Vibrio vrste * * * nizak
A.hydrophila - + + (+) + nejasan
Salmonella ) ) ; - + nizak
nesvojstveni E.cali i
patogeni i i i i (+) nizak
Saureus _ ; - - (+) nizak

Tokom ispitivanja uzoraka u ovom radu ustanovljgeonultog, 14., 28. i 35. dana
ispitivanja u uzorcima (po Sest u svakom termina svake grupe) hladno dimljene
pastrmke pakovane u vakuum, odnosno MAP i sklaw#Stpri temperaturama 3°C,
odnosno 8°C nije utdeno prisustvdsalmonella spp., koagulaza pozitivnih stafilokoka,
kao ni prisustvo sulfitoredukujth klostridija. Time je dokazano da je obrada i
manipulacija ribom od sirovine pa do gotovog proda protekla adekvatno uz

posStovanje dobre higijenske i dobre proidatke prakse.
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V.5. Ispitivanje osnovnog hemijskog sastava u uzaoirma hladno dimljene pastrmke
Isptivanjem osnovnog hemijskog sastavadegwo je da hladno dimljena pastrmka sadrzi
(tabela 5.15., u poglavljiRezultati ispitivanja) 68,82+1,36% vode, 21,10+£0,09%

proteina, 6,03+0,54% masti, 3,62+0,06% pepelda je sadrzaj soli 2,26+0,06%.

Grafikon 6.13. Hemijski sastav uzoraka hladno dimljene pastrmke

proteini
21,10%

68,82%
voda

Prema podacima iz literature proizvod od dimljeree rsadrzi od 2-4% soli, a prema
postoj&im amertkim HACCP regulativama, procenat soli u hladno ¢ambj ribi
trebalo bi da bude 2.5%Ward, 2001). U hladno dimljenoj ribi procenat vode se dae
izmedu 60-70%, a ta kalina vode zavisi od kaline masti (moze biti i do 13.5%).
Proteina u dimljenoj ribi ima oko 25.7%, a mineralmaterija oko 1.5%. Energetska
vrednost dimljene pastrmke je oko 966 kJ, a pHij®&.& do 6.3Rara i sar., 1999; Balti¢

i Teodorovié¢, 1997).
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Ispitivani osnovni hemijski sastav bio je u karaldtican za hladno dimljenu pastrmku

Izratunatavrednost sadrzaja soli u vodenoj fazi (SVF) naSibraiza iznosi 3.18%.
Sadrzaj soli u vodenoj fazi (SVF) predstavlja pratesoli u vodenoj fazi proizvoda
(SNIC, 1998).

Prema podacima iz literature, vrednost SVF naSiloraka je pruhvatljiva i
zadovoljavajda (An Association of Food and Drug Officials, 1991, 1997). U modelu

izracunavanja SVHhttp://foodsafety.unl.edu/ARMY/fish-wps/index.html), mini-malna

koli¢ina soli u ribi je 2.13%, maksimalna kisha vode u uzorcima dimljene ribe je
73.1%. Posto je kalina dodatih nitrita u vrednostima do 100ppm, midm&VF za
uzorke dimljene pastrmke treba da bude 3%. Stagaiunata vrednost SVF naSih

uzoraka je adekvatna i prihvatljiva.

V.6. Odredivanje aktivnosti vode (a,) i ispitivanje pH vrednosti hladno dimljene
pastrmke pakovane u vakuum i modifikovanu atmosferui skladiStene pri

temperaturi 3°C odnosno pri 8°C

Aktivnost vode (voda koja je dostupna mikroorgarimay) predstavija zri@jan faktor
odrzivosti namirnica. Vrednost aktivnosti vodg)(atice na mogénost prezivljavanja i
razmnozavanja mikroorganizama u namirnicama anioggporekla. Prema tabeli 12,, a
vrednost od 0.98 predstavlja optimum za rast | razavanje véne patogenih
mikroorganizama koji dovode do trovanja hrano®alifionella spp., Vibrio spp.,
Clostridium spp., Saureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Shigella spp.,
Yersinia enterocolitica) (Kati¢, 2012). Snizavanjem @ vrednosti, usporava se
razmnozavanje bakterija i ogrédava njihova mikrobioloSka aktivnost, i ispod otkae
vrednosti ono potpuno prestaje, ali vrlo retko doldo smrti bakterijskihéelija
(Koprivica, 2008).
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U ovom ispitivanju utwiene su @ vrednosti u uzorcima prve, druge, ¢eei cetvrte
grupe: 0,981+0,001; 0,980+0,001; 0,979+0,002; (t9/®02 (tabela 5.17., u poglaviju
Rezultati ispitivanja). lzratunate vrednosti se nisu thesobno statistki znatajno

razlikovale.

Kako je optimalna avrednost za rast ¢me mikroorganizama u opsegu od 0.98 do 0.99,
kolika je utvidena i u uzorcima hladno dimljenih fileta pastrmiekg@vane u vakuumu i u
modifikovanoj atmosferi, koji su bili predmet istr@anja u okviru ovog rada, mozemo
smatrati da su ovi uzorci izuzetno pogodna sredssa rast i razmnoZavanje
mikroorganizama, a dayavrednost ne predstavlja ogréawvajti faktor za rast

mikroorganizama u datim ispitanim uzorcima.
Rezultati pH i aw vrednosti su dati u slédgtabeli (tabela 6.2.):

Tabela 6.2.Rezultati pH i @ vrednosti

— Mere varijacije
parametar X
Sd Se >ﬂﬂn X max Cv (%)
pH 6,20 0,01 0,004 6,18 6,21 0,17
ay 0.980 0.001 0.0001 0.979 0.981 0.23

Prema literaturnim podacima period skladiStenjazwarla od ribe karakteriSu promene
koje uzrokuju gubitak svezine, dok kraj skladiSéeRprakteriSe nastanak kvafRuiz-
Capillas i Moral, 2005). Glavni uzr@nici kvara mesa su saprofitne bakterije, ggmu
nastaju procesi proteolize, lipolize i razlagang§enih hidrata (glikogen) u mesu.

Od fizicko-hemijskin metoda za dokaz kvara mesa se&egsg koristi pH. Tokom
vremena nakon klanja, pod dejstvom glikolitskihnfenata glikogen se pretvara u
mlecnu kiselinu, koja pomera pH u kiselom smeru (giltistla faza zrenja). Nakon toga
pacinje druga faza zrenja mesa, u kojoj proteolitgtinienti mesa dovode do stvaranja
baznih jedinjenjacime se i pH krée u obrnutom smeru. Po zavrSetku ove faze, meso
pacinje da se kvari, jer se u njemu gigu javljati i krajnji raspadni proizvodi
belartevinskih molekula koji jo$ viSe podizu pH.
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U proizvodima hladno dimljene pastrmke usled mikotdske aktivnosti, posebno
mlecno-kiselinskih bakterija, stvaraju se ¢gitna kiselina i druge organske kiseline
(Truelstrup i sar., 1996). Nastali produkti razgradnje su kisela jedinjeriime se pH
mesa tokom skladiStenja snizava u vakuumu i palowangde laktobacilicine
dominantu mikrofloru. Méutim, pH moze i da raste ako su u mesu dgewe broju

prisutni mikororganizmiciji su produkti razgradnje, koji se nagomilavajuazba

jedinjenja (amonijak, dimetilamin, trimetilamif§tohr i sar., 2001).

Na paetku ispitivanja pH vrednost ispitivanih uzorakadho dimljene pastrmke bila je
od 6,19+0,02 do 6,21+0,01. Na gamtku ispitivanja nisu utdene statistki znatajne
razlike izme&u pH vrednosti ispitivanih uzoraka. Prema litarator podacima pH
vrednost dimljene pastrmke keese od 5.8 do 6 (®gra i sar., 1999; Baltic i Teodorovic,
1997), tako da su ispitane vrednosti pH uzoraka bile Kargticne za hladno dimljenu

pastrmku.

Prema podacima iz literature, prilikom pakovanfgen proizvoda od ribe u smeSi gasova
koja sadrzi ugljen dioksid, dolazi do smanjenja pkednosti, sa jedne strane kao
posledica rastvorljivosti ugljen dioksida u tkivimgde nastaje ugljena kiselina koja
posledéno dovodi do snizavanja pH, ali i zbog antimikrolakéivnosti CQ, koja dovodi
do inhibicije rasta mikroorganizama uslége bi mikrobioloSke aktivnosti doSlo do
nakupljanja baznih komponenti koji bi e nastajali mikrobioloSkom razgradnjom
(Goulas i Kontominas, 2007; Kilibarda, 2010).

Tokom ispitivanja u uzorcima je priréen blagi porast pH vrednosti koja je bila u
stalnom porastu, sve do 35.dana skladiStenjativapja, Sto je u skladu i sa rezultatima
koja su sproveliChen i Xiong (2008) | Stamatis i Arkoudelos (2007). Ovaj porast pH
vrednosti moze da se pripiSe metatladj aktivnosti mikroflore uzoraka koji su bili
aktivniji u uzorcimacuvanim u neadekvatnom rezimu temperature (8°C),filetima

pakovanim u smeSi gasova.
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U ovom ispitivanju, na kraju perioda skladiStengb.flan) ic¢uvanja uzoraka hladno
dimljene pastrmke pakovane u vakuumu pri temperatiB°C, pH vrednosti bile su od
6,23+0,03 do 6,25+0,05.

Grafikon 6.14. Vrednosti pH u uzorcima pakovanim u vakuum i didgenim pri 3°C

Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u vakuumu,
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skladistene pri 3°C
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6,17
6,15 ‘/

nulti dan 14.dan 28.dan 35.dan
dani ispitivanja

Na kraju ispitivanja (35.dan) grupe uzoraka hladfimljene pastrmke pakovane u
vakuumu pri temperaturi od 8°C pH vrednost bilages,23+0.02 do 6,28+0,07.

Poretenjem porasta pH u uzorcima u vakuum pakovaninzpeogiima priméeno je da je

pH u uzorcima koji su skladiSteni na temperaturB6@ imali viSe vrednosti pH.
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Grafikon 6.15. Vrednosti pH u uzorcima pakovanim u vakuum i didgenim pri 8°C

Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u vakuumu,
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Goulas i Kontominas (2007) su dokazali da nakupljanje visoko isparljivin baza
(amonijak, trimetilamin, dimetilamin) predstavljagledicu mikrobioloSke aktivnosti.
Relativno stabilne pH vrednosti u toku skladiStampgdno dimljene pastrmke pakovane u

vakuum i¢uvane na 3°C, ustanovili sBéguefio i sar. (2003).

U uzorcima pakovanim u modifikovanoj atmosferi, pkednost je u uzorcima koji su

skladiSteni na 8°C brze rasla od onitvanih na 3°C.
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U ovom ispitivanju, na kraju perioda skladiStengb.flan) ic¢uvanja uzoraka hladno
dimljene pastrmke pakovane u pakovanjima modifikevatmosfere pri temperaturi od
3°C, pH vrednosti bile su od 6,23+0,01 do 6,28+0,03

Grafikon 6.16. Vrednosti pH u uzorcima pakovanim u MAP i sklaeism pri 3°C

Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u MAP,
skladistene pri 3°C
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Na kraju ispitivanja (35.dan) grupe uzoraka hladinoljene pastrmke pakovane u
modofikovanoj atmosferi pri temperaturi od 8°C pig¢dnost bila je od 6,30+0,06 do
6,46+0,17.
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Grafikon 6.17. Vrednosti pH u uzorcima pakovanim u MAP i skiaelism pri 8°C

Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u MAP,
skladistene pri 8°C
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Sankar i sar. (2008) tokom svojih ispitivanja su ustanovili da u mesbardolazi do
blagog rasta pH vrednosti u svim grupama uzoraka &o bile pakovane u raglim
smeSama gasova.

Do sli¢nih rezultata i zakljtaka doSli su i drugi n&uici (Ruiz-Capillas i Moral, 2005;
Erkan i sar., 2006) koji su ispitivali odrZzivost mesa ribe i proizvodd ribe pakovanih u

smesi gasova.
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V.7. Senzorne ocene prihvatljivosti mirisa hladnaimljene pastrmke

Senzorne karakteristike kao Sto su izgled, teksthoga, miris i ukus mesa ribe se
ocenjuju ljudskimc¢ulima i upravo se ti parametri prate za monitorkvgliteta hladno
dimljenih proizvoda od ribgOlafsdottir i sar., 2005).

Primarni zn&aj se poklanja mirisu, kao parametru kvaliteta héadlimljene ribe
(Jonsdottir i sar., 2008). Hemijskom analizom se ri@%e ne mogu utvrditi specinosti
mirisa i ukusa, pa je analiza profila mirisa i ukusamirnice najsloZenija metoda
senzorne analizBalti¢ i sar., 2000).

Razlog nastanka nepozeljnih mirisa kao senzorniik&tora kvara jesu isparljive
materije koje ndje&e stvaraju bakterije (trimetilamin, isparljiva suonpa jedinjenja,
aldehidi, ketoni, estri, hipoksantif@lafsdottir i sar., 2005). Trimetilamin je odgovoran
za tipkan osStar miris (miris na ribu) koji se javlja u mesgbe kao indikator kvara.
Pozitivha korelacija utdena je izméu kolicine ukupne isparljive azotne supstance i
trimetilamina, ukupnog broja bakterija i mirisa a@ain, ukusa na amin, gorkog ukusa i

mekane konzistencig€ardinal i sar., 2004).

Iz tabela 5.22. 1 5.23. (u poglavifRezultati ispitivanja) se vidi da se progee ocene

mirisa hladno dimljene ribe u toku skladiStenjanaglicitim temperaturama smanjuju.

Nultog dana ispitivanja nisu utiene razlike izméu prosénih senzornih ocena mirisa
hladno dimljene ribe. Senzorne ocene mirisa hladimoljene pastrmke na petku
ispitivanja bile su od 4,93+0,07 do 4,96+0,04 iunge méusobno statistki znatajno
razlikovale (ocena 5 oztava uzorak bez mana mirisa, a ocena ispod 2,5 kizora

neprihvatljivog mirisa).

Tako je kod vakuumiranih uzoraka skladiStenih (BC Jroséna ocena nultog dana
ispitivanja bila 4,93+£0,07, a 35. dana 3,20+0,13k ¢ pri 8°C prosaa ocena nultog
dana ispitivanja bila 4,95+0,06, a 35.dana 2,61C¥0SIini rezultati dobijeni su i kod
uzoraka pakovanih u modifikovanu atmosferu.
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Diskusija

Iz pros€nih ocena uzoraka pakovanih u vakuum odnosno MA$kladiStenih pri 8°C
moze se zakliti da su pojedinéne ocene ocenjiva u pojedinim sléajevima bile

manje od 2,50, Sto se smatra granicom prihvatliivos

Leroi i sar. (1998) i Trulestrup i sar. (1998) su takde utvrdili, ispitivanjem uzoraka
hladno dimljene vakuumirane pastrmke da tokom $kexja izrazenost mirisa i ukusa
na dim opada, postaje neutralnija i blaza, a dapmé&uprocena prihvatljivosti mirisa

opada.Dondero i sar. (2004) su opisali i pojasnili razlog nastanka neprijatminisa.

Pros€ne senzorne ocene mirisa uzoraka hladno dimljesamke razkitih pakovanja
(vakuum, MAP), pri razliitim temperaturama (3°C i 8°C) bile su u¢ie slucajeva
statistéki znatajno razléite (p<0.01; p<0.05) u istim danima pdemja (0., 14., 28. i 35.
dana).

Takade, utvdene su i statistki znatajne razlike (p<0.01; p<0.05) izide prosenih
senzornih ocena mirisa hladno dimljene pastrmkeyake u vakuum, odnosno MAP i
skladiStene pri temperaturama od 3°C, odnosno &dzligitim danima ispitivanja

Senzorne ocene prihvatljivosti mirisa uzoraka htadhmljene pastrmke pakovane u
vakuum odnosno modifikovanu atmosferu su s&ana smanjivale u toku skladistenja,
Sto je bilo izrazenije kod uzoraka skladiStenih \pgim temperaturama (8°C) i uzoraka

pakovanih u modifikovanu atmosferu.
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VI - Zakljudet

1. U toku 35 dana skladiStenja pri 3°C, odnosno 8°@aka hladno dimljene pastrmke
pakovane u vakuum, odnosno u modifikovanoj atmgsigkupan broj aerobnih
mezofilnih bakterija rastao je u zavisnosti od tispne grupe do 14. odnosno 28.
dana, da bi 35.dana bio na nivou broja bakterijepoguwlana ispitivanja ili manji.
Prosé€an ukupan broj bakterija u uzorcima hladno dimljgrastrmke pakovane u
vakuum, odnosno u modifikovanoj atmosferi bio je&kaim ispitivanja manji u
uzorcima koji su skladisteni pri nizim temperatueam
N&tin pakovanja (vakuum, modifikovana atmosfera) iadidtenje pri istim
temperaturnim uslovima (3°C ili 8°C) u digi slu¢ajeva ne utie zn&ajno na razlike

u ukupnom broju aerobnih mezofilnih bakterija.

2. Promene brojéetiri razlicita serotipa bakterijeisteria monocytogenes pokazuju da u
toku skladiStenja porast broja bakterija od nutiogl4. odnosno 28.dana skladiStenja
zavisi od naina pakovanja (vakuum, modifikovana atmosfera),pgeraturnih uslova
¢uvanja uzoraka (3°C ili 8°C) i serotijasteria monocytogenes.

Kod svacetiri serotipalisteria monocytogenes utvrdeno je zn&ajno smanjenje broja

bakterija 35.dana skladiStenja u odnosu na 28 kladiStenja.

3. Broj mletno-kiselinskih bakterija u uzorcima hladno dimljgmestrmke pakovanih u
vakuum, odnosno modifikovanu atmosferu rastao kerto skladistenja do 35.dana,
pri temperaturama od 3°C, odnosno 8°C. Porast brdgino-kiselinskih bakterija
bio je zn&ajniji kod uzoraka skladiStenih pri viSim temperaima i uzoraka

pakovanih u modifikovanoj atmosferi.



Zakljucci

B

U toku ispitivanja (nultog, 14., 28. i 35. dana)uzoraka dimljene pastrmke nisu
izolovaneSalmonella spp. i koagulaza pozitivne stafilokoke, a tdkonije utvideno

ni prisustvo sulfitoredukugih klostridija.

5. Osnovni hemijski sastav (sadrzaj vode, proteinastinpepela), sadrzaj soli i aw

vrednost bili su karakteristi za hladno dimljenu pastrmku.

6. U toku skladistenja pH vrednost hladno dimljenetimake pakovane u vakuum,
odnosno modifikovanu atmosferu i skladiStene p€,33dnosno 8°C je stalno rasla.
Porast pH vrednosti bio je ztggniji kod uzoraka skladiStenih pri 8°C i uzoraka

pakovanih u modifikovanu atmosferu.

7. Senzorne ocene prihvatljivosti mirisa uzoraka htadimljene pastrmke pakovane u
vakuum odnosno modifikovanu atmosferu su secana smanjivale u toku
skladiStenja, Sto je bilo izraZzenije kod uzorakkdi§tenih pri viSim temperaturama

(8°C) i uzoraka pakovanih u modifikovanu atmosferu.
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Prillog

Tabele rezultata ispitivanja sa statisti¢kom obradom podataka

Tabela 1. Hemijski sastav hladno dimljene pastrmke

Soj < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
Proteini 21,10 0,09 0,039 20,94 21,21 0,4b6
Mast 6,03 0,54 0,221 5,53 6,57 8,97
Voda 68,82 1,36 0,554 66,20 69,77 1,97
Pepeo 3,62 0,06 0,024 3,54 3,70 1,68
NaCl 2,61 0,06 0,026 2,53 2,70 2,41
Tabela 2. Vrednosti pH i aw hladno dimljene pastrmke
pH 6,20 0,01 0,004 6,18 6,21 0,17
aw 0.980 0.001 0.0001 0.979 0.981 0.28

Tabela 3. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkdaamdana ispitivanja (log

CFU/qg)

— Mere varijacije
Sd Se Kain X max G (%)
6,67 0,17 0,07 6,50 6,95 2,49




Prilog

Tabela 4. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke nultog dana ispitivaigg (

CFU/qg)
Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬂiin X max Cv (%)
[ 7,038 0,22 0,09 6,85 7,45 3,08
I 7,55" 0,05 0,02 7,49 7,62 0,69
1T 7,38° 0,24 0,09 6,94 7,58 3,31
vV 7,54° 0,09 0,04 7,40 7,65 1,22

Tabela 5. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke nultog dapéii@nja

(log CFU/qQ)
— Mere varijacije
Sd Se )ﬂﬂn X max Cv (%)
1,35 0,12 0,05 1,21 1,50 8,90
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Ukupan broj bakterija

Prilog

Tabela 6. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkkqyane u vakuum i
skladistene pri 3°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja

Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 7,158+ 0.06 7,02 +0.13 7,13+0.04
I 6,09+ 0.06 7,84°“ +0.09 6,63°C+0.23
1T 6,85"° + 0.09 7,08 +0.06 7,13+ 0.02
IV 6,64°°°+0.13 7,08 +0.09 6,97+ 0.06

Tabela 6a. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqane u vakuum

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se Xﬁin X max Cv (%)
[ 8,15""® 0,06 0,03 8,05 8,23 0,77
I 7,99°¢ 0,06 0,02 7,90 8,05 0,76
1T 7,85°° 0,09 0,03 7,74 7,99 1,11
Y 7,64°P 0,13 0,05 7,45 7,83 1,76

Tabela 6b. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqwane u vakuum

skladitene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se Xﬁin X max Cv (%)
[ 8,02 0,13 0,05 7,82 8,19 1,63
I 8,84"°¢ 0,09 0,04 8,74 8,95 1,03
1T 8,08° 0,06 0,02 8,00 8,16 0,73
IV 8,08 0,09 0,04 7,95 8,20 1,16

Tabela 6¢. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqwake u vakuum

skladistene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X 5d Se Yo | Xoax | Co(%)
[ 8,13" 0,04 0,02 8,07 8,19 0,53
I 7,63¢ 0,23 0,09 7,30 7,93 3,03
1T 8,11° 0,02 0,01 8,08 8,14 0,27
WV, 7,97 0,06 0,03 7,88 8,05 0,78

Doktorska disertacija

288




Prilog

Tabela 7. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqwae pakovane u vakuum
skladistene pri 8°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X +Sd X + Sd
[ 7,182+ 0.01 6,88 + 0.07 7,03 £0.12
I 6,02°°“ + 0.08 7,03+0.18 6,84°P + 0.03
1T 7,09%%° + 0.05 7,28 +0.02 7,262+ 0.03
IV 7,17°°+0.02 7,17 £0.05 7,182+ 0.03

Tabela 7a. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqene u vakuum

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 8,18% 0,01 0,01 8,16 8,20 0,17
I 7,92°¢ 0,08 0,03 7,80 8,16 1,06
1T 8,09%°° 0,05 0,02 8,01 8,14 0,62
vV 8,17° 0,02 0,01 8,14 8,20 0,25

Tabela 7b. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkkgyane u vakuum

skladistene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X 5d Se Yir | Xmax | Co(%)
[ 7,858 0,07 0,03 7,76 7,95 0,89
I 8,03“ 0,18 0,07 7,73 8,22 2,25
1T 8,28"° 0,02 0,01 8,26 8,32 0,28
WV, 8,17° 0,05 0,02 8,10 8,24 0,60

Tabela 7c. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkkgane u vakuum

skladistene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa
P X Sd Se )ﬂﬂn X max Cv (%)
[ 8,03 0,12 0,05 7,85 8,18 1,45
I 7,84°¢P 0,03 0,01 7,80 7,88 0,36
I 8,262 0,03 0,01 8,20 8,30 0,42
IV 8,14 0,03 0,01 8,10 8,18 0,34
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Tabela 8. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqwane pakovane u MAP
skladistene pri 3°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 6,73°C + 0.07 7,08+ 0.15 7,07 +0.13
I 7,07 +0.06 7,64°¢ +0.15 7,08 +£0.03
1T 6,69°°F + 0.05 6,07° + 0.05 6,96 + 0.05
IV 6,36°°+ 0.09 6,86-°+ 0.06 6,63°C +0.07

Tabela 8.a. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqake u MAP skladiStene

pri 3°C ¢etrnaestog dana ispitivanja (log CFU/q)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 7,735¢ 0,07 0,03 7,66 7,86 0,93
I 8,07" 0,06 0,02 7,98 8,15 0,73
Ml 7,69°°F 0,05 0,02 7,63 7,76 0,60
IV 7,365 0,09 0,04 7,25 7,50 1,21

Tabela 8.b. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqae u MAP skladiStene
pri 3°C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X sd Se ¥ | KXo | Co (%)
[ 8,08% 0,15 0,06 7,87 8,29 1,88
I 8,64 0,15 0,06 8,44 8,86 1,70
1T 8,07°° 0,05 0,02 8,00 8,14 0,64
WV, 7,86°°° 0,06 0,02 7,78 7,94 0,73

Tabela 8.c. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqeake u MAP skladiStene

pri 3°C tridesetpetog ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa
P X Sd Se %in | Xmax | Gy (%)
[ 8,07 0,13 0,05 7,88 8,23 1,64
I 8,06° 0,03 0,01 8,02 8,10 0,35
IT 7,96 0,05 0,02 7,90 8,02 0,58
IV 7,63F¢ 0,07 0,03 7,56 7,75 0,86
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Tabela 9. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqwane pakovane u MAP
skladistene pri 8°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X +Sd X + Sd
[ 7,08 +0.04 7,20+ 0.04 7,09+0.12
I 7,377 +0.02 6,89+ 0.05 7,95°+0.01
1T 6,93°°2+ 0.03 7,18+ 0.05 7,880+ 0.04
IV 6,86°2+ 0.05 6,68+ 0.46 6,97°+ 0.05

Tabela 9.a. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqwane u MAP
skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 8,08"°¢ 0,04 0,02 7,99 8,10 0,48
I 8,37" 0,02 0,01 8,34 8,40 0,26
Ml 7,93°M2 0,03 0,01 7,88 7,96 0,39
IV 7,862 0,05 0,02 7,78 7,92 0,63

Tabela 9.b. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqae u MAP skladiStene
pri 8°C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se | n | Xmax | G (%)
I 8,20 0,04 0,02 8,15 8,26 0,46
Il 7,89 0,50 0,21 7,19 8,41 6,42
11 8,18 0,05 0,02 8,10 8,24 0,59
Y 7,68 0,46 0,19 7,08 8,05 5,99

Tabela 9.c. Ukupan broj bakterija hladno dimljene pastrmkeqeake u MAP skladiStene
pri 8°C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa
P X Sd Se %in | Xmax | Gy (%)
[ 8,09 0,12 0,05 7,95 8,26 1,46
I 8,03 F¢ 0,01 0,01 8,91 8,95 0,16
I 8,10°° 0,04 0,02 8,04 8,14 0,46
v 7,97°P 0,05 0,02 7,90 8,05 0,65
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Listeria monocytogenes

Prilog

Tabela 10. Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu
skladistene pri 3°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja

Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X +Sd X + Sd
[ 6,87 +0.07 6,77°¢ +0.05 6,63 +0.06
I 6,60° +1.09 8,0f° + 0.08 7,377 +0.10
1T 7,18"% +0.03 7,85°5+0.06 7,48° +0.07
IV 7,47+ 0.08 7,97+ 0.10 7,15+ 0.22

Tabela 10.a. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa X Mere varijacije
Sd Se Xﬁin X max Cv (%)
[ 7,87 0,07 0,03 7,80 7,99 0,86
I 7,60° 1,09 0,45 6,59 8,69 14,43
1T 9,18"° 0,03 0,01 9,15 9,23 0,35
WY, 8,47 0,08 0,03 8,35 8,58 1,00

Tabela 10.b. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu

skladistene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Yin | Xmax | o (%)
[ 7,77°¢ 0,05 0,02 7,70 7,84 0,64
I 9,01 0,08 0,03 8,88 9,13 0,90
1T 8,81°F 0,06 0,02 8,73 8,89 0,63
WV, 8,97°F 0,10 0,04 8,85 9,12 1,13

Tabela 10.c. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu

skladitene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬂiin X max Cv (%)
[ 7,63°C 0,06 0,02 7,52 7,70 0,78
I 8,37 0,10 0,04 8,23 8,51 1,23
1T 8,45°° 0,07 0,03 8,36 8,54 0,79
vV 8,11“%° 0,22 0,09 7,85 8,42 2,68
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Prilog

Tabela 11. Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu
skladistene pri 8°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja

Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 6,80°°C + 0.06 6,75°° +0.14 6,79°¢ +0.12
I 7,200° +0.12 7,18° +0.11 7,16°+0.12
1T 7,42°°2+ 0.04 7,56°+0.19 7,35+ 0.14
IV 7,25+ 0.10 7,065+0.11 7,16°+0.13

Tabela 11.a. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 7,80°°¢ 0,06 0,02 7,70 7,86 0,77
I 8,20™"° 0,12 0,05 8,02 8,34 1,49
Ml 8,422 0,04 0,02 8,36 8,49 0,51
WV, 8,252 0,10 0,04 8,11 8,41 1,25

Tabela 11.b. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu

skladistene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X sd Se %in | Xmax | C (%)
[ 7,78°°¢ 0,14 0,06 7,50 7,90 1,83
I 8,18" 0,11 0,05 7,99 8,30 1,40
1T 8,56°°F 0,19 0,08 8,32 8,83 2,21
WY, 8,05°F 0,11 0,05 7,90 8,18 1,42

Tabela 11.c. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u vakuumu

skladistene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Y | Xome | Co(%)
[ 7,79°5¢ 0,12 0,05 7,69 8,03 1,59
I 8,10™ 0,12 0,05 7,94 8,27 1,46
1T 8,352 0,14 0,06 8,15 8,54 1,63
WV, 8,10° 0,13 0,05 7,90 8,30 1,61
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Prilog

Tabela 12. Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP sklad&ten
pri 3°C (log CFU/g)14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 7,01°°¢ £ 0.07 7,07°¢ +0.05 6,07°C + 0.06
I 8,08 + 0.06 8,11 +0.06 7,48 +0.06
1T 8,07°F +0.12 8,08 +0.07 7,372+ 0.05
IV 7,58P=+0.04 8,16 £ 0.06 7,582+ 0.13

Tabela 12.a. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 8,01°°¢ 0,07 0,03 7,90 8,08 0,81
I 9,08" 0,06 0,03 8,99 9,18 0,69
Ml 9,07°% 0,12 0,05 8,90 9,21 1,34
IV 8,58"PF 0,04 0,02 8,52 8,65 0,52

Tabela 12.b. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Y | Xome | Co(%)
[ 8,07 0,05 0,02 8,00 8,15 0,64
I 9,11° 0,06 0,03 9,03 9,21 0,68
1T 9,09° 0,07 0,03 9,00 9,18 0,78
WV, 9,10 0,06 0,02 9,02 9,18 0,61

Tabela 12.c. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladitene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬂiin X max Cv (%)
| 7,97°¢ 0,06 0,03 7,88 8,04 0,77
I 8,48" 0,06 0,03 8,40 8,56 0,74
1T 8,377 0,05 0,02 8,30 8,43 0,55
vV 8,532 0,13 0,05 8,36 8,72 1,49
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Tabela 13. Broj L.monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP sklad&ten

pri 8°C (log CFU/g) 14., 28. i 35. dana

Prilog

Dani ispitivanja

Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 6,79"°¢ + 0.07 7,01 + 0.04 7,015 + 0.07
I 7,650 +0.06 8,11 +0.06 7,80 +£0.20
1T 7,47°°F + 0.05 8,09 +0.04 7,78+0.27
IV 7,60°5+0.08 8,07 + 0.06 7,48 +0.21

Tabela 13.a. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 7,79°°¢ 0,07 0,03 7,70 7,90 0,95
I 8,65™" 0,06 0,03 8,58 8,73 0,71
1T 8,47°°F 0,05 0,02 8,41 8,54 0,53
IV 8,60°F 0,08 0,03 8,50 8,70 0,88

Tabela 13.b. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Y | Xome | Co(%)
[ 8,01°°¢ 0,04 0,01 7,95 8,05 0,44
I 9,11° 0,06 0,03 9,00 9,18 0,69
1T 9,09° 0,04 0,02 9,02 9,14 0,45
WV, 9,07 0,06 0,02 9,00 9,15 0,61

Tabela 13.c. Broj L. monocytogenes hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/q)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Y | Xome | Co(%)
[ 8,01°°¢ 0,07 0,03 7,90 8,10 0,89
I 8,80" 0,20 0,08 8,55 9,07 2,31
1T 8,73° 0,27 0,11 8,45 9,12 3,13
Y, 8,48" 0,21 0,09 8,10 8,71 2,46
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Bakterije mleéne kiseline

Prilog

Tabela 14. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane wwatu
skladistene pri 3°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
| 3,45 +0.08 2,84° +0.12 4,01+0.13
I 3,13"*P +0.22 2,72° £ 0.07 3,80 +0.14
1T 3,75°°+0.10 3,26°+0.21 4,20 +0.10
IV 3,64° +0.12 3,1f° +0.11 4,08 +0.13

Tabela 14.a. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuumu skladistene pri®® cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 3,458"° 0,08 0,03 3,36 3,58 2,32
I 3,13°P 0,22 0,09 2,88 3,51 7,16
1T 3,75°° 0,10 0,04 3,60 3,89 2,59
vV 3,64° 0,12 0,05 3,50 3,80 3,28

Tabela 14.b. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuumu skladistene pri°® dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa | X Sd Se | % | Xom | & @)
[ 2,84" 0,12 0,05 2,70 3,00 4,05
I 2,72°° 0,07 0,03 2,65 2,85 2,56
1T 3,26"° 0,21 0,08 2,99 3,55 6,29
IV 3,11°° 0,11 0,05 2,95 3,25 3,66

Tabela 14.c. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene

pastrmke pakovane u

vakuumu skladistene pri®® tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/q)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Y | Xome | Co(%)
I 4,012 0,13 0,05 3,81 4,18 3,25
I 3,80"° 0,14 0,06 3,64 3,99 3,62
1T 420" 0,10 0,04 4,02 4,30 2,37
WV, 4,06° 0,13 0,05 3,92 4,25 3,11
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Prilog

Tabela 15. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane wuwatu
skladistene pri 8°C (log CFU/g) 14., 28. i 35. dan

Dani ispitivanja

Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X + Sd
[ 5,49°° +0.19 5,94 +0.44 6,31° + 0.09
I 5,80™° + 0.08 6,25+ 0.06 6,78 + 0.14
1T 5,55°° + 0.19 563° +0.12 6,335+ 0.12
IV 5,18 + 0.07 5,04 + 0.07 6,03°£+0.16

Tabela 15.a. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuumu skladitene pri% cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 5,49 0,19 0,08 5,27 5,81 3,51
I 5,802 0,08 0,03 5,70 5,90 1,39
1T 5,55%° 0,19 0,08 5,28 5,81 3,40
vV 5,18P 0,07 0,03 5,10 5,28 1,36

Tabela 15.b. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuumu skladistene pri%€ dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se Xﬁin X max Cv (%)
[ 5,94 0,44 0,18 5,62 6,80 7,46
I 6,23¢ 0,06 0,02 6,13 6,30 0,98
1T 5,63°° 0,12 0,05 5,50 5,80 2,11
IV 5,04*P 0,07 0,03 4,94 5,14 1,36

Tabela 15.c. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u

vakuumu skladitene pri%€ tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se %in | Xmax | Cv(%)
[ 6,31°° 0,09 0,04 6,18 6,42 1,45
I 6,71°P 0,14 0,06 6,51 6,88 2,12
Il 6,33°F 0,12 0,05 6,18 6,50 1,85
WV, 6,03°°F 0,16 0,06 5,80 6,24 2,58
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Tabela 16. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 3°C (log CFU/qg) 14., 28. i 35. dana

Prilog

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X +Sd X +Sd X +Sd
[ 4,59" +0.06 4,26 +0.13 5,08° + 0.14
I 4,46°+0.11 4,36+ 0.08 5,48 +0.14
Il 4,39"° +0.07 4,28+ 0.09 5785+0.17
WY, 4,63°+0.11 4,41+ 0.07 5,47 +0.09

Tabela 16.a. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa X Mere varijacije
Sd Se Xﬁin X max Cv (%)
[ 4,59 0,06 0,02 4,50 4,67 1,23
I 4,46° 0,11 0,05 4,36 4,64 2,54
1T 4,39"° 0,07 0,03 4,28 4,49 1,63
WY, 4,63° 0,11 0,05 4,50 4,80 2,43

Tabela 16.b. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Y | Xome | Co(%)
l 4,26 0,13 0,05 | 406 4,44 3,05
T 4,36 0,08 0,03 | 424 4,45 182
Il 4,28 0,09 0,04 | 415 4,40 2,20
IV 4,41 0,07 0,03 | 430 4,50 1,49

Tabela 16.c. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladitene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬂiin X max Cv (%)
[ 5,08 0,14 0,06 4,90 5,22 2,69
I 5,40"° 0,14 0,06 5,28 5,62 2,53
1T 5,76°°F 0,17 0,07 5,48 5,92 2,97
WV, 5,47 0,09 0,03 5,39 5,61 1,56
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Prilog

Tabela 17. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP
skladistene pri 8°C (log CFU/g) 14., 28. i 35. dan

Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X +Sd
[ 5,04° +0.10 5,88+ 0.37 6,60+ 0.30
I 5,37°“ +0.13 5,60+ 0.30 6,56+ 0.33
Il 5,44°° +0.20 5,69+ 0.11 6,80+ 0.10
WY, 4,99°° + 0.10 5,78+ 0.10 6,48+ 0.20

Tabela 17.a. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C cetrnaestog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa X Mere varijacije
Sd Se Xﬁin X max Cv (%)
[ 5,04° 0,10 0,04 4,90 5,19 2,00
I 5,37° 0,13 0,05 5,24 5,57 2,36
1T 5,44°P 0,20 0,08 5,20 5,68 3,65
IV 4,99P 0,10 0,04 481 5,10 1,99

Tabela 17.b. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladistene pri 8C dvadesetosmog dana ispitivanja (log CFU/g)

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se %in | Xmax | Cv (%)
I 5,88 0,37 0,15 5,50 6,52 6,38
Il 5,60 0,30 0,12 5,20 6,00 5,42
1 5,69 0,11 0,05 5,54 5,85 1,99
[\ 5,78 0,10 0,04 5,65 5,90 1,66

Tabela 17.c. Broj bakterija mléne kiseline hladno dimljene pastrmke pakovane u MAP

skladitene pri 8C tridesetpetog dana ispitivanja (log CFU/g)

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬂiin X max Cv (%)
I 6,60 0,30 0,12 6,25 6,97 4,48
Il 6,56 0,33 0,14 5,90 6,80 5,08
11 6,80 0,10 0,04 6,69 6,94 1,44
Y 6,48 0,20 0,08 6,20 6,74 3,04
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Prilog

pH vrednost
Tabela 18. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u vakuumadiKtene pri 3°C 14., 28.
i 35 dana
Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X +Sd X +Sd X +Sd

[ 6,22 + 0.02 6,23+ 0.03 6,25° £ 0.05

I 6,22 +0.02 6,16°° +0.01 6,23+ 0.03

I 6,21 +0.01 6,22 + 0.02 6,182+ 0.01

Y 6,21 + 0.02 6,21+ 0.03 6,18 £ 0.01

Tabela 18.a. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovanekkwau skladiStene pri

3°C ¢etrnaestog dana ispitivanja

Grupa < Mere varijacije
Sd Se Kain X max G (%)
I 6,22 0,02 0,006 6,20 6,24 0,24
Il 6,22 0,02 0,008 6,20 6,26 0,34
11 6,21 0,01 0,006 6,19 6,23 0,23
Y 6,21 0,02 0,008 6,19 6,24 0,30

Tabela 18.b. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovanekuwau skladiStene pri

3°C dvadesetosmog dana ispitivanja

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Yin | Xmax | Cy (%)
[ 6,23" 0,03 0,01 6,20 6,28 0,45
I 6,16 0,01 0,01 6,14 6,18 0,24
1T 6,22° 0,02 0,01 6,19 6,24 0,30
WV, 6,21° 0,03 0,01 6,18 6,25 0,43

Tabela 18.c. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovanakuumu skladiStene pri

3°C tridesetpetog dana ispitivanja

— Mere varijacije
Grupa X 5d Se Yir | Xoax | Co(%)
[ 6,25 0,05 0,021 6,19 6,34 0,84
I 6,23 0,03 0,013 6,19 6,27 0,52
1T 6,18 0,01 0,004 6,16 6,19 0,17
WY, 6,18° 0,01 0,004 6,17 6,20 0,17
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Tabela 19. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u vakuumadiEtene pri 8°C 14., 28.

i 35 dana
Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X +Sd X * Sd
[ 6,24 £ 0.04 6,23 £0.01 6,28 + 0.07
Il 6,23 £ 0.02 6,27 £ 0.06 6,24 £ 0.01
11 6,22 £ 0.01 6,26 £ 0.01 6,23 £ 0.02
Y 6,23 £ 0.02 6,26 £ 0.02 6,25+ 0.01

Tabela 19.a. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u vakuumadiktene pri 8°C

cetrnaestog dana ispitivanja

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
I 6,24 0,04 0,02 6,20 6,30 0,61
Il 6,23 0,02 0,01 6,20 6,26 0,35
11 6,22 0,01 0,01 6,20 6,23 0,17
Y 6,23 0,02 0,01 6,20 6,25 0,30

Tabela 19.b. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovanakuumu skladiStene pri

8°C dvadesetosmog dana ispitivanja

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se %in | Xmax | Cy (%)
I 6,23 0,01 0,006 6,21 6,25 0,24
Il 6,27 0,06 0,026 6,19 6,36 1,03
11 6,26 0,01 0,006 6,24 6,28 0,24
[\ 6,26 0,02 0,009 6,24 6,30 0,38

Tabela 19.c. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovanekuweu skladiStene pri

8°C tridesetpetog dana ispitivanja

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se Yin | Xome | G (%)
| 6,28 0,07 0,027 6,22 6,37 1,05
Il 6,24 0,01 0,004 6,23 6,25 0,14
11 6,23 0,02 0,007 6,20 6,25 0,29
AV 6,25 0,01 0,006 6,23 6,27 0,22
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Prilog

Tabela 20. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u MAP skitafigé pri 3°C 14., 28.1 35

dana
Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X + Sd X + Sd X +Sd
[ 6,24 +0.01 6,26 + 0.02 6,28" +0.03
I 6,24° +0.01 6,36° +0.06 6,28+ 0.01
Il 6,21" +0.01 6,257+ 0.01 6,23° + 0.01
WY, 6,22° +0.02 6,31+ 0.01 6,28 + 0.01

Tabela 20.a. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovane uPNAladiStene pri 3°C

cetrnaestog dana ispitivanja

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬁmin X max Cv (%)
[ 6,24 0,01 0,004 6,22 6,25 0,17
I 6,24° 0,01 0,004 6,22 6,25 0,17
1T 6,21" 0,01 0,004 6,19 6,22 0,17
vV 6,22° 0,02 0,008 6,20 6,25 0,33

Tabela 20.b. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovane u MRIBdiStene pri 3°C

dvadesetosmog dana ispitivanja

— Mere varijacije
Grupa X Sd Se %in | Xmax | Cy (%)
| 6,26 0,02 0,007 6,24 6,28 0,26
I 6,36 0,06 0,026 6,28 6,46 0,99
1T 6,25 0,01 0,004 6,23 6,26 0,17
[\ 6,312 0,01 0,006 6,29 6,33 0,22

Tabela 20.c. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovane P\MRladiStene pri 3°C

tridesetpetog dana ispitivanja

— Mere varijacije
Grupa X 5d Se Yir | Xoax | Co(%)
[ 6,28 0,03 0,012 6,25 6,33 0,47
I 6,25 0,01 0,006 6,23 6,33 0,24
1T 6,23"° 0,01 0,004 6,21 6,33 0,17
WY, 6,28° 0,01 0,004 6,26 6,33 0,17
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Tabela 21. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke u MAP skitafie pri 8°C 14., 28.1 35

dana
Dani ispitivanja
Grupa 14.dan 28.dan 35.dan
X +Sd X + Sd X + Sd

[ 6,25+ 0.03 6,26+ 0.07 6,33 0.06
I 6,222+ 0.01 6,20+ 0.03 6,46 +0.17

Il 6,23+ 0.01 6,22+ 0.01 6,20 0.01

WY, 6,22° + 0.02 6,27+ 0.01 6,22 +0.01

Tabela 21.a. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovane uPNAladiStene pri 8°C

cetrnaestog dana ispitivanja

Grupa X Mere varijacije
Sd Se Xﬁin X max Cv (%)
[ 6,25% 0,03 0,01 6,21 6,28 0,45
I 6,22 0,01 0,005 6,20 6,23 0,19
1l 6,23 0,01 0,004 6,21 6,24 0,17
Y 6,22 0,02 0,007 6,20 6,24 0,26

Tabela 21.b. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovane P\NRladiStene pri 8°C

dvadesetosmog dana ispitivanja

Mere varijacije

Grupa X Sd Se Yin | Xmax | Cy (%)
| 6,26 0,07 0,03 6,15 6,32 1,09
Il 6,207 0,03 0,01 6,16 6,24 0,55
1l 6,22 0,01 0,004 6,20 6,23 0,17
\Y; 6,27 0,01 0,01 6,25 6,29 0,22

Tabela 21.c. Vrednost pH hladno dimljene pastrmke pakovaneAPMkladiStene pri 8°C

tridesetpetog dana ispitivanja

Grupa < Mere varijacije
Sd Se )ﬂiin X max Cv (%)
[ 6,30° 0,06 0,024 6,22 6,37 0,92
Il 6,46 0,17 0,068 6,30 6,77 2,57
1T 6,20" 0,01 0,004 6,18 6,21 0,17
IV 6,22° 0,01 0,006 6,20 6,24 0,22
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNMoTtnucanum-a JeneHa 3. KyamaHoBuh

6poj ynuca

UsjaBrbyjem
[a je JOKTopCcKa aucepTaumja No4 HacrnoBoMm

McnntuBarwe YnHunaua o4 3Hadyaja 3a pact pasfininTux cojeBa

Listeria monocytogenes vy dunnetmmMma xj1agHo AMMIbEHE NacTPMKe

»  pesynTaT CONCTBEHOr CTPaXmnBadkor paaa,

* [a npeanoxeHa auceprauuja y UenuHuM HX y genosuma Huje buna npegnoxeHa
3a pobujarbe Ouno koje aunnome npema CTyaujCKUM nporpaMmuma Lpyrux
BMCOKOLLIKOJNICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntaTtn KOpPEKTHO HaBeaeHU U

* [a HMCaM KpLuno/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYarHy CBOjUHY APYruX
nvua.

NoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Mme u npe3nmve aytopa ___JeneHa 3. KyamaHosuh

Bpoj ynuca

Ctyaujcku nporpam

Hacnos paga McnntuBarwe YnHunaua o4 3Hadvaja 3a pacTt pasnnyuTmx cojesa

Listeria monocytogenes vy dwunetmMma xJ1iagHo AUMIbEHe

nacTpMkKe

MeHTOp npod. ap Munat XK. bantuh

MNoTtnucaxmn

u3jaBrbyjeM fa je wtamnaHa Bep3vja MOr OOKTOPCKOr pada MCTOBETHA E€NEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a ob6jaBrbMBakbe Ha noptany OurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBorbaBam aa ce objaBe MOju NMMYHM NogaLum Be3aHn 3a Aobujake akageMCcKor 3Bama
OOKTOpa Hayka, kKao LUTO Cy UMe 1 npe3ume, roanHa n mecto pohewa 1 gatym ogbpaHe
paga.

OBM nnyHM nogaun Mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHMM CTpaHuuama auruTanHe
6nbnmnoTteke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nyénukaunjama YHueep3auteta y beorpaay.

MNoTnuc pokTopaHaa

Y beorpagay,

305



Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetozap Mapkosuh* ga y AdurntantHm
penosutopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacrnoBoOM:

cnutuBawe YmHunaiwa o 3Havaja 3a pacTt pasnuymtux cojesa

Listeria monocytogenes y dunetnma xnagHo ANMIbEHE NAcTPMKE

Koja je Moje ayTopcKo Aerno.

OvcepTaumjy ca cBuMm npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCkoMm oopMaTy norogHoMm
3a TpajHO apxmBupame.

Mojy ookTopcky aucepTtauuvjy noxpaweHy y AurntanHn penosutopujym YHueepsnuteTta y
Beorpagy mory ga kopucte CBuM KOjuU MowiTyjy ogpeabe cagpxkaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuno/na.

1. AytopcTtBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopCTBO — HEkomepLmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUWjarnHo — 4enuTy No4 UCTUM yCcnoBuma
5. AytopcTtBo — ©e3 npepage

6. AyTOpCTBO — OENUTU NOA UCTUM yCroBUMa

(Monnmo fga 3aoKpyXmTe camo jeoHy of LeCcT MOHYREeHMX NUUEeHUW, KpaTak onuc
NUUeHuKM aat je Ha nonefuHu nucra).

NoTnuc gokTopaHaa

Y Bbeorpagay,

306



1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe, AUCTPUOYLMjY 1 jaBHO caorniTaBake aena,
N npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTtopa Wnu
JaBaoua nuvueHue, Yak u y komepuujanHe cBpxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
NULEHUMN.

2. AytopcTBO — HekoMepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawbe, ANCTPUBYLM)Y N jaBHO
caonwTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oppeheH of
CTpaHe ayTopa wunu fasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSfbaBa KoMepuwujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe YMHOXaBak-E,
ancTpmbyumjy M jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Wnm
ynoTpebe gena y CBOM Jeny, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HaumH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa unu gaeaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeoy
gena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nuvueHue, OBOM NMLUEHLOM ce orpaHmyaBa Hajsehu obum
npaBa kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO - HeEKoMepuujanHoO — Aenutu nofd WUCTUM ycroBuma. [o3BorbaBaTe
yMHOXaBake, ANCTPUOYLMjy U jaBHO caoniiTaBakwe Oena, U npepage, ako ce HaBefe
MMe ayTopa Ha HauuMH ogpefeH of CcTpaHe ayTopa Mnu JaBaola NUUeHLEe U ako ce
npepaga AucTpubyupa nog WCTOM WNM  CnMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[l03BOrbaBa koMepuujanHy ynoTpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTtaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpefheH o cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHLa go3BorbaBa kKoMepLuujanHdy ynotpeby agena.

6. AyTopcTBO - [genutm nog uUCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
ONcTpmnbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBakbe fena, 1 npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HayuH ofpeNeH of cTpaHe aytopa wnu [aBaoua nuvueHue W ako ce npepaga
anctpubyvpa nog WMCTOM WM cnudHoM  nuueHuoMm. OBa nuvueHua [o3BOrbasa
KoMepuuvjanHy ynotpeby gena v npepaga. CrnvdHa je codTBepckuM nuueHuama,
OAIHOCHO NuLeHLLaMa OTBOPEeHOr Koaa.
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nauke.

Objavila je rad pod nazivomPgesence of the Listeria spp. In fish samples, fish
products and sea products’, sa koautorima ASanin Ruzica, BaltM., Misi¢ D.,
Dimitrijevi¢ M., Stojanowt M. i ASanin N., utasopisu ,Acta Veterinaria®, Vol.61, No
2-3, 2011. godine. Iste godine objavljen je rad poazivom ,lsolation of
Cronobacter sakazakii from different herbal teas', Marija M. Stojanovt, Vera Katg,
Jelena Kuzmano¥j vol.68 (No 10), p.837 (2011)dasopisu Vojnosanitetski pregled
(Military Medical and Pharmaceutical Journal of I8a). Giekuje se i skora objava
rada ,Serotyping of Listeria monocytogenes and susceptibility testing of Listeria to
antibiotics and chemotherapeutics®, u casopisu Veterinarski Glasnik.
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