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STARTER KULTURE KAO POTENCIJALNI INHIBITORI LISTERIA
MONOCYTOGENES U FERMENTISANIM KOBASICAMA

Rezime

Cilj ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije odnosio se na moguénost
inaktivacije Listeria monocytogenes u fermentisanim kobasicama. Za potrebe ispitivanja
proizvedene su kobasice kontaminirane sa L. monocytogenes, sa i bez dodate starter
kulture. Kontrolne grupe kobasica nisu bile kontaminirane. U toku zrenja pracene su
promene mikrobioloskog statusa fermentisanih kobasica i fizicko-hemijskih osobina. Za
sva ispitivanja kori§¢ene su standardne metode. U fermentisanim kobasicama uzeg i Sireg
dijametra sa i bez dodate starter kulture u toku zrenja broj bakterija L. monocytogenes se
smanjivao se posle treeg dana zrenja. U uzorcima fermentisanih kobasica uZeg
dijametra, sa i bez dodate starter kulture, na kraju procesa zrenja (18. dan) nije utvrdeno
prisustvo bakterija L. monocytogenes. U uzorcima fermentisanih kobasica Sireg dijametra
sa dodatom starter kulturom, L. monocytogenes nije izolovana 21. dana zrenja, a bez
dodate starter kulture od 31. dana zrenja. ProseCan broj enterobakterija U uzorcima
fermentisanih kobasica uzeg dijametra, sa i bez dodate starter kulture smanjivao se od
tre¢eg dana zrenja, a kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra od sedmog dana zrenja.
Prisustvo enterobakterija nije utvrdeno u uzorcima kobasica uzeg dijametra na kraju
procesa zrenja (18. dan), a u uzorcima kobasica Sireg dijametra 31. dana zrenja. Tokom
svih dana ispitivanja broj bakterija mle¢ne kiseline (BMK) u fermentisanim kobasicama
uzeg, odnosno Sireg dijametra bio je ve¢i od broja u kobasicama bez dodate starter
kulture. Broj BMK rastao je kod kobasica uzeg dijametra do 14. dana, a zatim je opadao
do 18. dana, dok je kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra rastao do 31. dana, a zatim
opadao do 41. dana zrenja. Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija u fermentisanim
kobasicama uzeg, odnosno $ireg dijametra rastao je do 14., odnosno 31. dana zrenja, a
zatim je do kraja zrenja opadao. Izmedu ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija u
uzorcima fermentisanih kobasica oba dijametra tokom svih dana ispitivanja nije utvrdena
razlika. Izmedu pH vrednosti fermentisanih kobasica oba dijametra nultog i treCeg dana
zrenja nije utvrdena razlika. Od sedmog dana, pa do kraja procesa zrenja u fermentisanim
kobasicama oba dijametra pH vrednost kobasica sa dodatom starter kulturom bila je

manja od pH vrednosti fermentisanih kobasica bez dodate starter kulture. U toku zrenja



svih ispitivanih grupa fermentisanih kobasica aw vrednost se snizavala, a razlike izmedu
aw vrednosti kobasica uzeg, odnosno Sireg dijametra nisu utvrdene. Pozitivna korelaciona
zavisnost utvrdena je izmedu broja bakterija L. monocytogenes i broja enterobakterija kod
fermentisanih kobasica oba dijametra, dok je izmedu broja L. monocytogenes i broja
BMK, odnosno broja BMK i enterobakterija ustanovljena negativna korelaciona
zavisnost. Izmedu pH vrednosti kobasica oba dijametra i broja L. monocytogenes,
odnosno broja enterobakterija, utvrdena je pozitivna korelaciona zavisnost, dok je odnos
pH vrednosti i broja BMK ukazao na negativhu korelacionu zavisnost. Pozitivna
korelaciona zavisnost utvrdena je izmedu aw Vrednosti i broja bakterija L. monocytogenes,
odnosno broja enterobakterija, kod fermentisanih kobasica oba dijametra. Odnos izmedu
aw vrednosti i broja BMK u fermentisanim kobasicama oba dijametra ukazao je na
negativnu Kkorelacionu zavisnost. Izmedu ispitivanih hemijskih parametara kvaliteta
fermentisanih kobasica oba dijametra, sa 1 bez dodatih starter kultura, nisu utvrdene

razlike.
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STARTER CULTURES AS POTENTIAL INHIBITORS OF LISTERIA
MONOCYTOGENES IN FERMENTED SAUSAGES

Summary

The aim of the study under this doctoral dissertation was to address the possibility
of inactivation of Listeria monocytogenes in fermented sausages. For testing purposes,
sausages contaminated with L. monocytogenes were produced, with and without the
starter culture added. The sausage control groups were not contaminated. Changes in the
microbiological status of fermented sausages and physicochemical properties were
monitored during ripening. Standard methods were used for all tests. In fermented
sausages of narrower and wider diameter with and without added starter culture during
ripening, L. monocytogenes decreased after the third day of ripening. In samples of
fermented short-diameter sausages, with and without added starter culture, no L.
monocytogenes was detected at the end of the ripening process (day 18). In specimens of
broad-diameter fermented sausages with added starter culture, L. monocytogenes was not
isolated on day 21 of ripening, and without added starter culture from day 31 of ripening.
The average number of enterobacteria in narrower diameter fermented sausage samples,
with and without added starter culture, decreased from the third day of ripening, and in
fermented sausages of wider diameter from the seventh day of ripening. The presence of
enterobacteria was not detected in narrow-diameter sausage specimens at the end of the
ripening process (day 18) and in broad-diameter sausage samples on the 31st day of
ripening. During all test days, the number of lactic acid bacteria (LAB) in the fermented
sausages of narrower or wider diameter was greater than the number in sausages without
added starter culture. LAB number increased in narrower diameter sausages by day 14,
then decreased by day 18, whereas in fermented sausages of wider diameter, it increased
by day 31 and then decreased by day 41. The total number of aerobic mesophilic bacteria
in the fermented sausages of narrower or wider diameter increased to the 14th and 31st
day of ripening, and then decreased until the end of ripening. No difference was found
between the total number of aerobic mesophilic bacteria in fermented sausage samples of
both diameters during all test days. No difference was found between the pH values of
fermented sausages of both diameters on zero and third day. From day 7 until the end of

the ripening process in fermented sausages of both diameters, the pH value of sausages



with added starter culture was less than the pH value of fermented sausages without added
starter culture. During the ripening of all test groups of fermented sausages, the aw value
decreased, and no differences were found between the aw values of the sausages of the
narrower or wider diameter. A positive correlation was found between the number of L.
monocytogenes bacteria and the number of enterobacteria in fermented sausages of both
diameters, while a negative correlation was found between the number of L.
monocytogenes and the number of LABS, respectively. Between the pH of sausages of
both diameters and the number of L. monocytogenes, that is, the number of enterobacteria,
a positive correlation was found, while the ratio of pH and number of LAB indicated a
negative correlation dependence. A positive correlation was found between the aw values
and the number of L. monocytogenes bacteria, and the number of enterobacteria, in
fermented sausages of both diameters. The relationship between aw values and the number
of LABs in fermented sausages of both diameters indicated a negative correlation
dependence. No differences were found between the tested chemical parameters of

fermented sausage quality of both diameters, with and without added starter cultures.
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Uvod

1. UVOD

U mnogim slucajevima listerioze ljudi, ustanovljeno je da su fermentisane
kobasice kontaminirane bakterijom Listeria monocytogenes bile izvor oboljenja. S
obzirom na ubikvitarnu prirodu ove patogene bakterije, kontaminacija proizvoda se moze
pojaviti ve¢ kod sirovine, pa preko proizvodnog procesa, sve do samog finalnog
proizvoda. Fermentisane kobasice spadaju u hranu spremnu za konzumiranje, koja je
definisana kao ,hrana namenjena za direktnu potro$nju, bez potrebe za toplotnom
obradom, ili nekom drugom vrstom obrade ¢iji bi cilj bio da se eliminise ili svede na
prihvatljiv nivo broj mikroorganizama od znacaja“. U sastav fermentisanih kobasica
najcesc¢e ulaze usitnjeno meso, ¢vrsto masno tkivo, nitritna so, Secer 1 zaini. Nakon
punjenja u omotace, kobasice se podvrgavaju zrenju, u toku koga dolazi do fizickih,
hemijskih i enzimskih promena koje osiguravaju odrzivost gotovog proizvoda, kao i
karakteristi¢éne senzorne osobine. Nakon punjenja, kobasice se obi¢no odredeno vreme
podvrgavaju hladnom dimljenju, a zatim suSe do postizanja zeljene konzistencije. Kod
kobasica Sireg dijametra izraZeniji su fermentativni procesi, dok kod kobasica uzeg
dijametra preovladavaju fizicki procesi, odnosno suSenje proizvoda. Ovo ima za
posledicu razlike u mikroflori i fizickim i hemijskim promenama koje se odvijaju u toku
zrenja, a koje uticu na kvalitet i bezbednost gotovog proizvoda. Veoma bitna
karakteristika fermentisanih kobasica je da procesi njihove proizvodnje i pripreme za
konzumaciju ne ukljucuju termicku obradu, koja bi eliminisala eventualno prisutne
patogene mikroorganizme, narocito L. monocytogenes. Problem predstavlja takode i to
Sto one spadaju u kategoriju hrane spremne za konzumiranje koja podrzava rast bakterije
Listeria monocytogenes. Prisustvo i rast ove patogene bakterije u fermentisanim
kobasicama mogli bi da predstavljaju ozbiljan zdravstveni problem za potroSaca.
Razumevanje prirode ovog patogena prenosivog hranom omogucilo je razvoj niza
postupaka koji se mogu implementirati u proizvodni proces i efikasno ga eliminisati ili
znacajno smanyjiti. Tokom procesa zrenja u kobasicama dolazi do fermentacije, koja moze
biti spontana, odnosno uslovljena prisustvom bakterija mle¢ne Kiseline u nadevu
kobasica, ili pak indukovana dodavanjem starter kultura u cilju efikasnije kontrole
procesa. Kao starter kulture u ovu svrhu najcesc¢e se koriste slede¢i mikroorganizmi:

Lactobacillus sakei, L. curvatus, L. plantarum, L. pentosus, L. casei, Pediococcus
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pentosaceus i Pediococcus acidilactici. Fermentacija i suSenje kobasica, pored uloge u
formiranju karakteristicnog ukusa proizvoda, imaju za cilj i da se dobije bezbedan
proizvod, koji ne sadrzi patogene mikroorganizme, medu koje spada i Listeria
monocytogenes. Sposobnost bakterija mlecne kiseline da produkuju bakterocine, kao 1
duga istorija njihove bezbedne upotrebe u proizvodnji fermentisanih proizvoda, ¢ine ih
veoma atraktivnim za primenu u cilju dobijanja bezbednijih proizvoda. Primenom
odabranih starter kultura, selekcionisanih bakterijskih vrsta i sojeva definisanog
genetskog porekla, mogucée je ciljano baktericidno delovati na odredene patogene
bakterije, eventualno prisutne u fermentisanim kobasicama. Na taj nacin se znacajno utice

na povecéanje bezbednosti Ove vrste proizvoda i smanjenje rizika po zdravlje potrosaca.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Fermentisane kobasice

2.1.1. Znacaj i istorijat upotrebe fermentisanih kobasica

Fermentacija se, uz susenje, dimljenje i soljenje, smatra jednom od najstarijih
metoda za ocCuvanje hrane. Dobra odrzivost suvih fermentisanih proizvoda, koje nije
neophodno Cuvati na hladnim temperaturama, uz njihov karakteristi¢an ukus, ¢ine ovu
vrstu proizvoda popularnom jos od antic¢kih vremena.

Smatra se da se sa proizvodnjom suvih fermentisanih kobasica pocelo u regionu
Mediterana, i to jo§ u vreme starog Rima. Popularni i uobic¢ajeni naziv za fermentisane
kobasice na vise jezika je “salama”. Ovaj naziv se moze dovesti u vezu sa imenom
antiCkog grada Salamisa, na isto¢noj obali Kipra (Pedersen, 1979), ali je verovatnije da
potice od latinske reci za so - “sale” (Leistner, 1986). Dobra odrzivost ove vrste kobasica,
uz visoku nutritivnu vrednost, ucinila je da postanu sastavni deo obroka rimskih vojnika
i da se sa Sirenjem Rimskog carstva prosire evropskim kontinentom (Shepard, 2000).

Pocetak proizvodnje suvih fermentisanih kobasica na nacin slic¢an tradicionalnoj
proizvodnji koja se odrzala i danas vezuje se za Italiju, oko 1730. godine, odakle se
prosirila u Nemacku oko 1780. godine (Liestner, 1992). Oko 1830. godine italijanski
majstori prenose vestinu proizvodnje ove vrste kobasica u Madarsku. Prilagodavanjem
proizvodnog procesa uslovima koji se razlikuju od onih u zemljama Mediterana, dobijeni
su proizvodi koji se tradicionalno suSe duzi vremenski period, na nizim temperaturama, i
to pre svega u zimskim mesecima, kakva je i poznata madarska zimska salama (Incze,
1986). 1z Madarske se tehnologija izrade fermentisanih kobasica rasirila 1 U nase krajeve,
i to najpre u Vojvodinu u drugoj polovini 19. veka (Radeti¢, 1997).

Modernizacija tehnoloskog procesa, sa upotrebom starter kultura i moguénoséu
potpune kontrole uslova temperature i vlaznosti vazduha u komorama za zrenje, znac¢ajno
je izmenila nacin proizvodnje fermentisanih kobasica.

Nacin zivota diktira i nove trendove potroSnje hrane na svetskom trzistu.
Globalizacija i olaksana trgovina izmedu geeografski i kulturoloski udaljenih podrucja
omogucila je da se danas sve viSe konzumiraju proizvodi koji ne spadaju u tradicionalnu

ishranu stanovni$tva odredenog podruéja. Fermentisane kobasice, kao proizvod koji se
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smatra delikatesom, pojavljuju se i na trziStima na kojima ranije nisu bili prisutne ili su
se koristile samo u manjoj meri. Svetski trend smanjenja veliine porodice na dva ili tri
¢lana, 1 sve vec€i broj samaca, kao 1 popularnost hrane koja je spremna za jelo ili nije
zahtevna za pripremu, uti¢u i na povecanje potrosnje fermentisanih kobasica, sa narocCitim
naglaskom na povecanje potrosnje prethodno narezanih i upakovanih proizvoda (Toldra,
2002).

Najveéi proizvodadi fermentisanih kobasica danas su Nemacka, Spanija i
Francuska. Tako je samo u Spaniji 2000. godine proizvedeno 169,999 tona suvih
fermentisanih kobasica. Izmedu 50% i 60% od ukupne potrosnje svinjskog mesa u Spaniji
I Italiji konzumira se u vidu preradenih proizvoda — suvomesnatih proizvoda i suvih

fermentisanih kobasica (Cruz i Barreiro, 2001).

2.1.2. Fermentisane kobasice — opis proizvoda

Fermentisane kobasice su proizvodi od mesa dobijeni od mesa domacih papkara
1 kopitara prve 1 druge kategorije, mesa zivine prve kategorije i mesa divljaci, masnog
tkiva 1 dodataka, koji se posle punjenja u omotace konzervisu postupcima fermentacije 1
susenja, odnosno zrenjem, sa dimljenjem ili bez dimljenja (Pravilnik o kvalitetu
usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa, Sl. glasnik RS 50/19).

Prema Pravilniku o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda
od mesa (2019), fermentisane kobasice se na osnovu stepena susenja i zrenja dele na suve
fermentisane kobasice i polusuve fermentisane kobasice. Polusuve fermentisane kobasice
dele se na polusuve fermetisane kobasice za narezivanje i polusuve fermentisane kobasice
za mazanje. Proizvodnja suvih i polusuvih fermentisanih kobasica razlikuje se u duZini
trajanja 1 uslovima zrenja. Zrenje polusuvih fermetisanih kobasica odvija se na nesSto
viSim temperaturama 1 krace traje, tako da se dobijaju proizvodi sa nizom pH vrednos¢u
i kiselkastom aromom na fermentaciju, dok zrenje i susenje suvih fermentisanih kobasica
traje duZe 1 odvija se na nizim temperaturama, tako da se dobijaju proizvodi sa niskom
aktivnoscu vode i dobrom odrzivoséu (Vukovié, 2006).

Fermentisane suve kobasice se proizvode i stavljaju u promet pod nazivom
domaci kulen, kulen, zimska salama, sremska kobasica, sudZzuk i ¢ajna kobasica, a mogu

se proizvoditi i proizvodi pod drugim nazivom koji nije definisan pravilnikom.
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Fermentisane polusuve kobasice se proizvode i stavljaju u promet pod nazivom panonska
kobasica 1 ¢ajni namazi, ili pod drugim nazivom Kkoji nije definisan Pravilnikom
(Pravilnik o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa, SI.
glasnik RS 50/19).

2.1.3. Kvalitet fermentisanih kobasica

Zahtevi za kvalitet fermentisanih kobasica dati su u Pravilniku o kvalitetu
usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (2019).

Fermentisane suve kobasice u proizvodnji i prometu moraju da ispunjavaju
sledece zahteve kvaliteta:

1) da povrsina nije deformisana, da omota¢ nije oStecen i da dobro prileZe uz nadev,

2) da nadev na preseku ima izgled mozaika sastavljenog od pretezno ujednacenih
komadi¢a mesa i masnog tkiva, koji su ravnomerno rasporedeni i medusobno
povezani,

3) da na preseku nema Supljina i pukotina,

4) da imaju stabilnu boju 1 prijatan i karakteristiCan miris 1 ukus,

5) da imaju ¢vrstu konzistenciju,

6) da se sastojci nadeva prilikom narezivanja ne razdvajaju,

7) da je pH vrednost najmanje 5,0, ukoliko to nije drukéije propisano pravilnikom,

8) da je sadrzaj vlage najvise do 35%,

9) da je sadrzaj proteina mesa najmanje 20% i sadrzaj kolagena u proteinima mesa
najvise 15% (najvise 10% kod proizvoda od mesa Zivine), ukoliko nije druk¢ije
propisano pravilnikom.

Veci sadrzaj proteina mesa propisan je za kulen, gde treba da je najmanje 24%,
kao i za zimsku salamu, gde je najmanje 22%. U proizvodima koji se stavljaju u promet
pod drugim nazivom, odnosno nazivom koji nije propisan pravilnikom, sadrzaj proteina
mesa i ukupnih proteina je najmanje 20% (Pravilnik o kvalitetu usitnjenog mesa,
poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa Sl. glasnik RS 50/19). Visa pH vrednost od
najmanje 5,3 propisana je za kulen i zimsku salamu (Pravilnik o kvalitetu usitnjenog

mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa Sl. glasnik RS 50/19).



Pregled literature

Fermentisane polusuve kobasice u proizvodnji i prometu moraju da ispunjavaju
sledeée zahteve kvaliteta:

1) da povrsina nije deformisana i1 da omotac dobro prileze uz nadev,

2) da nadev grublje usitnjenog proizvoda ima izgled mozaika sastavljenog od
pretezno ujednacenih komadi¢a mesa i masnog tkiva, a da je nadev fino usitnjenih
proizvoda homogen bez vidljivih delova tkiva,

3) da su sastojci nadeva ravnomerno rasporedeni i povezani,

4) da na preseku kobasica nema Supljina i pukotina,

5) da imaju stabilnu boju i prijatan kiselkasti miris i ukus na fermentaciju i zacine,

6) da je u proizvodu koji ima konzistenciju za narezivanje sadrzaj proteina mesa
najmanje 16% i sadrzaj kolagena u proteinima mesa najvise 15% (najvise 10% kod
proizvoda od mesa Zivine),

7) da je u proizvodu koji ima konzistenciju za mazanje sadrzaj proteina mesa najmanje
14% 1 sadrzaj kolagena u proteinima mesa najviSe 15% (najvise 10% kod

proizvoda od mesa Zivine).

2.2. Sirovine, dodaci i omotaci u proizvodnji fermentisanih kobasica

2.2.1. Meso i masno tkivo

Osnovna sirovina za proizvodnju fermentisanih kobasica su meso i masno tkivo.
Moze se koristiti meso goveda, svinja, ovaca, Zivine, konja, riba, divlja¢i 1 drugih
Zivotinja, ali se naj€esce koristi svinjsko i govede meso. Prednost u proizvodnji ima meso
starijih Zivotinja, koje ima ¢vrS¢u strukturu i sadrZi viSe suve materije. Koli¢ina mesa
kod vecine suvih i polusuvih kobasica je 70-85%. Preprorucuje se da pH vrednost
svinjskog mesa bude ispod 6,0, a pH vrednost govedeg mesa ispod 5,8 (Vukovi¢, 2006).
Nize pH vrednosti mesa omogucavaju bolje otpusStanje vode 1 lakSu difuziju soli.

Masno tkivo koje se koristi za proizvodnju fermentisanih kobasica je najcesce
¢vrsto masno tkivo svinja, dok se u nekim tipovima kobasica koje se regionalno proizvode
moze koristiti i potkoZzno masno tkivo goveda i ovaca (Toldra, 2007). Meko masno tkivo
nije pogodno za izradu fermentisanih kobasica s obzirom da prilikom usitnjavanja ne daje

jasno definisane Cestice §to dovodi do razmazanog i mutnog preseka gotovog proizvoda.
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2.2.2. Kuhinjska so, nitriti i nitrati

Koli¢ina kuhinjske soli koja se dodaje nadevu fermentisanih kobasica iznosi 2,4
do 3,0% (Vukovi¢, 2006). Sadrzaj kuhinjske soli u gotovom proizvodu uvek je ve¢i nego
unadevu, zbog gubitka vode tokom susenja. Uobicajeni sadrzaj soli u gotovom proizvodu
iznosi 3,0 do 4,5% (Heinz i Hautzinger, 2007).

Uloga kuhinjske soli u proizvodu je viSestruka. Dodata so ima direktan uticaj na
ukus proizvoda, ali i potencira aromati¢na svojstva drugih sastojaka. Dodavanje soli u
koli¢inama do 5% povecava sposobnost vezivanje vode. Uticaj dodate soli na
mikroorganizme ogleda se u povecanju osmotskog pritiska i snizavanju aw vrednosti,
odnosno smanjenju koli¢ine vode koja je na raspolaganju mikroorganizmima.

Kuhinjska so se takode koristi 1 kao nosa¢ za nitrite, uglavnom u obliku “nitritne
soli za salamurenje”, koja predstavlja smesu kuhinjske soli i nitrita (naj¢esée natrijum-

nitrita) u koli¢ini 0,5-0,6%.

2.2.3. Seéeri i aditivi

U proizvodnji fermentisanih kobasica Seceri se dodaju u koli¢ini 0,2 do 0,5% 1
sluZe kao supstrat mikroorganizmima za fermentaciju (Vukovi¢, 2006). Mogu se koristiti
dekstroza, saharoza, laktoza, maltoza, maltodekstrin ili njihove kombinacije. Dodavanje
prostih Secera kao Sto su dekstroza ili fruktoza koje mikroorganizmi lako razlazu dovodi
do brzog pada pH vrednosti, dok je razlaganje sloZenih Secera proces koji duze traje
(Heinz i Hautzinger, 2007).

Glukono-delta-lakton (GdL) se koristi kao aditiv u proizvodnji fermentisanih
kobasica sa kra¢im vremenom zrenja, kao Sto su polusuve kobasice i kobasice za mazanje,
u cilju ubrzanja procesa zrenja. Upotreba u suvim fermentisanim kobasicama se izbegava
jer inhibira rast mikroorganizama bitnih za odigravanje procesa zrenja (Heinz i
Hautzinger, 2007).
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2.2.3. Zaé€ini

Vrsta 1 koli¢ina upotrebljenih zaCina, kao i njihova interakcija sa ostalim
sastojcima, u znacajnoj meri uticu na ukus 1 miris gotovog proizvoda. Kod nas se u
proizvodnji fermentisanih kobasica najéesce koriste beli luk, biber, slatka i ljuta paprika,

u koli¢inama 0,3-0,5%.

2.2.4. Starter kulture

Starter kulture su proizvodi koji sadrze od jednu ili viSe vrsta mikroorganizama, a
primenjuju se u proizvodnji proizvoda u cilju ubrzanja i stabilizacije zrenja (Pravilnik o
kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa Sl. glasnik RS
50/19).

Starter kulture su kultivisani sojevi odabranih vrsta bakterija, kvasaca i plesni, koji
ucestvuju u zrenju fermentisanih kobasica i uti¢u na formiranje karakteristicnih osobina
gotovih proizvoda. Mikrokoke i apatogene stafilokoke (M. aurantiacus M53, M. varians,
S. carnosus, S. xylosus) poseduju enzime koji redukuju nitrate do nitrita, a laktobacili (L.
plantarum, L. sake, L. curvatus, L. pentosus), pediokoke (P. cerevisiae, P. acidilactici i
P. pentosaceus) i kvasci (Debaryomyces, Streptomyces) enzime koji fermentisu Secere do

mlecne kiseline (Vukovi¢, 2000).

2.2.5. Omotaci

U proizvodnji fermentisanih kobasica koriste se prirodni i1 vestacki omotaci, koji
treba da su Cvrsti, elasti¢ni, retraktivni i1 propustljivi za dim, vodenu paru i1 gasove.
Narocito je znacajno da omota¢ dobro naleze na nadev, i to ne samo nakon punjenja vec¢

1 tokom perioda suSenja, kada se zapremina nadeva smanjuje (Heinz 1 Hautzinger, 2007).
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2.3. Tehnoloski postupak proizvodnje fermentisanih kobasica

Pripremljena sirovina za proizvodnju fermentisanih kobasica se najpre usitnjava i
mesa, odnosno priprema se nadev za punjenje, razliCitog stepena usitnjenosti u zavisnosti
od vrste kobasica koje se proizvode. Pripremljeni nadev puni se u omotace i napunjene
kobasice se kace na Stapove i slazu na kolica, a zatim odnose na zrenje.

Tokom perioda zrenja fermentisane kobasice dobijaju karakteristicnu aromu i
konzistenciju i postaju odrzivi proizvodi spremni za jelo. Proces zrenja obuhvata promene
fizicke, hemijske i1 enzimske prirode, pri ¢emu znacajnu ulogu imaju mikroorganizmi, i
to pre svega mikroflora ohladenog mesa i dodate starter kulture.

Za odvijanje procesa zrenja znacajni su 1 temperatura, vlaznost i cirkulacija
vazduha. Osnovni €inilac koji utice na brzinu zrenja kobasica je temperatura, pri ¢emu se
zrenje brze odvija na visSim temperaturama. Uobicajene temperature prilikom zrenja
fermentisanih kobasica krecu se u rasponu 12-25 °C. Kobasice se obi¢no dime na pocetku
zrenja, pri cemu intenzitet dimljenja zavisi od vrste proizvoda.

Osnovna fizi¢ka promena koja se odigrava tokom procesa zrenja je susenje, tokom
koga se smanjuju sadrzaj vode i aw vrednost. Aktivnost vode fermentisanih suvih kobasica
je 0od 0,80 do 0,90 (Vukovi¢, 20006).

Tokom zrenja dolazi i do snizavanja pH vrednosti kobasica, $to je posledica
fermentacije Sefera do mlecne kiseline pod dejstvom mikroorganizama mlecno-
kiselinskog vrenja, i to bakterija rodova Lactobacillus, Pediococcus i Streptococcus i
kvasaca rodova Debaryomyces i Streptomyces. Ovi mikroorganizmi fermenti§u dodate
Secere 1 ugljene hidrate koji se nalaze u mesu, pri ¢emu se u nadevu nakupljaju proizvodi
fermentacije, pre svega mlecna 1 pirogrozdana kiselina, koji snizavaju pH (Vukovi¢,
2006). Brzina snizavanja pH vrednosti zavisi u prvom redu od temperature zrenja,
odnosno na viSim temperaturama zrenja dolazi do brzeg pada pH vrednosti. Brzina

snizavanja pH moze se povecati dodavanjem aditiva, kao $to je glukono-delta-lakton.
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2.4. Odrzivost fermentisanih kobasica

U procesu proizvodnje fermentisanih kobasice ne primenjuje se toplotna obrada,
tako da se ove kobasice ¢esto nazivaju “sirovim” (Vukovi¢, 2006; Radeti¢, 1997). Ovi
proizvodi karakteriSu se dobrom odrzivoséu, zbog Cega se Cesto nazivaju i “trajnim”
kobasicama. Dobra odrzivost fermentisanih kobasica zasniva se pre svega na niskim aw
vrednostima (Vukovi¢, 2006).

Za odrzivost gotovog proizvoda (fermentisanog proizvoda) od posebnog znacaja
su ¢inioci koji spreavaju (inhibiraju) rast patogenih bakterija. Medu tim ¢iniocima su
posebno znacajni pH i aw vrednost, a zatim temperaturni uslovi u toku proizvodnje i
prometa, koli¢ina soli i mikrobiota (BMK). Ostali ¢inioci koji uti¢u na odrzivost
fermentisanih kobasica su sadrzaj vode, nacin pakovanja (MAP, vakuum), zacini i
ekstrakti zacina, upotreba etarskih ulja itd.

Propisani sadrzaj vlage za fermentisane suve kobasice je najvise do 35%, dok kod
polusuvih fermentisanih kobasica sadrzaj vlage nije ograni¢en (Pravilnik o kvalitetu
usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa Sl. glasnik RS 50/19).
Sadrzaj vlage od 35% odgovara aw vrednostima od 0,90 i niZe, Sto pod uobicajenim
uslovima ¢uvanja (pri temperaturama do 25 °C relativnom vlaznos¢u vazduha od 70-
75%) omogucava da proizvodi budu odrzivi vise od godinu dana (Heinz i Hautzinger,
2007). Niske vrednosti aw suvih fermentisanih kobasica (0,80-0,90) omogu¢avaju njihovu
dobru odrzivost i pored relativno visokih pH vrednosti (5,6-6,0). Odrzivost fermentisanih
polusuvih kobasica, ¢ije su aw vrednosti vece od 0,90, zasniva se pre svega na niskim
(4,6-5,0) pH vrednostima (Vukovi¢, 2006). Polusuve fermentisane kobasice trebalo bi
Cuvati na temperaturama do 15°C, a suve fermentisane kobasice na temperaturama do
25°C, u cilju kontrole znacajnijih patogena kao S$to su Salmonella enteritica,
Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes (Lucke, 1998).

Prema Pravilniku o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda
od mesa (2019) fermetisane suve kobasice i fermentisane polusuve kobasice za
narezivanje ¢uvaju se na temperaturi koju je odredio proizvodac, a upakovani naresci ovih
kobasica na temperaturi od 0 do 7 °C. Fermentisane polusuve kobasice za mazanje ¢uvaju

se na temperaturi od 0 do 7 °C.
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Hemijske i fizicko-hemijske promene tokom skladistenja fermentisanih kobasica
znacajne SU za njihovu odrzivost. Negativne promene kvaliteta tokom skladiStenja
fermentisanih kobasica ogledaju se u promeni boje, razvoju neprijatne arome i ukusa,
presuSivanja i gubitku tezine (Toldra, 2007). Tokom skladistenja kobasica na sobnim
temperaturama moze do¢i i do neprihvatljivog povecanja koncentracije biogenih amina u
proizvodu (Komprda i sar., 2004).

Ponekad se kao kriterijum za odrzivost proizvoda od mesa uzima odnos vlage i
proteina poznat kao MPR odnos (,,moisture protein ratio®). Ovaj odnos je kod nekih
suvomesnatih proizvoda 3,7:1, a moze da bude i 0,75:1 (,,beef jeerky*). Suve kobasice
moraju da imaju prema FSIS standardu MPR odnos < 3,1:1, a pH vrednost <5,0. Odnosi

MPR za pojedine proizvode od mesa prikazani su u tabeli 2.1.

Tabela 2.1 MPR odnosi kod pojedinih proizvoda od mesa

Cepano su$eno meso 1,6:1 Ukrajinska kobasica 2,0:1
Susena govedina 0,75:1 Dimljena govedina 2,03:1
Peperoni kobasica 1,6:1 Suva salama 1,9:1
Suva kobasica 1,9:1 Denovljanska salama  2,3:1
Susena svinjetina 3,25:1 Sicilijanska salama 2,3:1
Turinger kobasica 3,7:1 Italijanska salama 1,9:1
Konzervirana pe€ena

Suseno meso 2,04:1 govedina 2,25:1
Usoljena susena

govedina 2,04:1 Letnja kobasica 1,9:1

Izvor: Prilagodeno prema FSIS standardu (2005)

Za stabilnost (odrZivost) fermentisanih kobasica znacajna je 1 koli¢ina soli
(nitritna so) kao i upotreba starter kultura. Seéeri se dodaju u nadev fermentisanih
kobasica, a pored drugih funkcija (ukus, smanjivanje aw vrednosti) znacajni su za rast
bakterija koje se dodaju kao starter kulture, ¢cime posledi¢no dolazi do smanjenja pH
vrednosti proizvoda usled fermentacije Secera.

Polusuve fermentisane kobasice sadrze 56,7% vode, MPR odnos je 3,28:1, sadrzaj

masti 21,2%, soli 3,4%, pH je 4,4, a aw vrednost 0,964. Sa druge strane, suve kobasice
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(peperoni), proizvod dobijen uz upotrebu starter kultura, sadrzi 26,0% vode, MPR odnos
je 1,4:1, sadrzaj masti 46%, soli 4,05%, pH je 4,7, a aw vrednost 0,896.

Fermentisane suve kobasice mogu da se svrstaju u proizvode za koje se Koristi
termin “shelf-stable products® (SSP proizvodi) koji ozna¢ava proizvod koji ne mora da
se ¢uva u uslovima hladenja ili zamrzavanja, a da pri tom ne menja senzorna svojstva.
Cesto se ovi proizvodi ¢uvaju na ,,sobnoj* temperaturi (ambijentalna temperatura) u
odgovaraju¢im pakovanjima. lzuzetno, ukoliko su suve fermentisane kobasice narezane
treba da se ¢uvaju pri temperaturama od 0 do 7 °C. Kod ovih proizvoda mogu da se
kontrolisu (prate) oksidacioni procesi i spreci potencijalni rast plesni. Odrzivost ovih
proizvoda moze da ugrozi rast mikroorganizama, kao i oksidativne promene. Na njihovu
odrzivost zna¢ajno uti¢e proizvodni proces koji treba da bude zasnovan na principima
dobre proizvodacke prakse, dobre higijenske prakse, standardnim operativnim
procedurama, HACCP sistemu, a sve u cilju smanjenja nivoa kontaminacije sirovine u

toku proizvodnog procesa.

2.5. Kontaminacija fermentisanih kobasica sa Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je mikroorganizam koji je Siroko rasprostranjen u zivotnoj
sredini. Smatra se da su zemljiSte i voda primarni izvor kontaminacije biljaka, Zivotinja,
hraniva za Zivotinje i hrane (Linke i sar., 2014). L. monocytogenes moze mesecima da
prezivi u zemljistu, pa ¢ak i da se umnozava pod povoljnim uslovima (Dowe i sar., 1997).
Zemljiste i druge povrsine na farmama su Cesto kontaminirane sa L. monocytogenes i
predstavljaju znacajan izvor kontaminacije sirovina koje se koriste u izradi proizvoda
(Nightingale i sar., 2004).

U protekloj deceniji opisano je nekoliko novih vrsta u okviru roda Listeria, koji
danas obuhvata 17 vrsta (Orsi i Wiedmann, 2016). Od svih vrsta u okviru roda Listeria,
L. monocytogenes je daleko najznacajnija sa stanovista uticaja na zdravlje ljudi. Sledi je
L. ivanovii koja se u retkim sluCajevima moze naci u hrani. Oralni put infekcije je
najznacaniji 1 pretpostavlja se da je 99% slucajeva listerioze ljudi poreklom od hrane
(Orsi i sar., 2011).

Sojeve L. monocytogenes mozemo grupisati u Cetiri evolucione linije (I-1V) i 13

serotipova. Od toga su samo tri serotipa (1/2a iz linije 11, 1/2b i 4b iz linije 1) povezani sa
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98% svih slucajeva listerioze kod ljudi (Orsi i sar., 2011). Sojevi serotipa 1 se najéesce
identifikuju u hrani, ali su epidemije listerioze obi¢no vezane za serotip 4 (Buncié i sar.,
2001).

Kontaminirana sirovina, kao i unakrsna kontaminacija tokom proizvodnje mogu
uticati na prisustvo i koncentraciju L. monocytogenes u gotovom proizvodu. Uticaj
kontaminirane sirovine se povecava obrnuto proporcionalno stepenu obrade namirnice,
tako da je znacajniji kod onih proizvoda koji se koriste sirovi ili delimi¢no obradeni i kod
kojih proizvodni proces nije dovoljno efikasan da smanji ili eliminiSe ovaj
mikroorganizam iz gotovog proizvoda (EFSA, 2018). U ovim slu¢ajevima kontaminirana
sirovina lako uzrokuje kontaminaciju radnih povr§ina. Smatra se da je najznacajniji put
kontaminacije gotovog proizvoda preko radnih povrSina. Iz spoljasnje sredine, putem
kontaminirane sirovine, Zivotinja, prljavstine ili vode, L. monocytogenes se prenosi na
radne povrsine u objektu za preradu hrane. Narocito su rizicni periodi kada je higijenski
nivo u objektu smanjen, kao na primer tokom izvodenja gradevinskih radova i
rekonstrukcija, kada L. monocytogenes uneta iz spoljne sredine kolonizuje radne povrsine
u objektu (Reij i sar., 2004). Jednom prisutna na radnim povr$inama, bakterija se moze
raSiriti po proizvodnom objektu putem aerosola, zaposlenih i1 kontaminiranih materijala.
Faktori kao §to su neodgovaraju¢i dizajn opreme, adaptacija na uslove mikrosredine 1
formiranje biofilma mogu dovesti do perzistentne kontaminacije, koju je jako teSko
eliminisati (Carpentier i Cerf, 2011).

Efikasnost kontrolnih mera za eliminaciju patogena tokom procesa proizvodnje
hrane spremne za konzumiranje zavisi od tipa hrane i proizvodnih koraka. Hrana spremna
za jelo moZe biti 1 naknadno kontaminirana prilikom dalje obrade i rukovanja, kao §to su
koraci narezivanja i pakovanja, pri ¢emu se verovatnoc¢a kontaminacije povecava sa
poveéanjem intenziteta daljeg rukovanja. Pri tome izvori kontaminacije mogu biti radne
povrsine, oprema ili zaposleni koji rukuju sa hranom.

Naknadna kontaminacija proizvoda moguca je i u prodavnicama, restoranima ili
drugim objektima u kojima se rukuje sa otpakovanom hranom radi pripreme za prodaju
kranjem kupcu ili za posluzivanje. L. monocytogenes je izolovana iz maloprodajnih
objekata i smatra se da je Siroko rasprostranjena (Gombas i sar., 2003; Pradhan i sar.,
2011). Rukovanje hranom u maloprodaji moze dovesti do ukrStene kontaminacije sa

jednog proizvoda na drugi, preko radnih povrSina, opreme ili od strane zaposlenih.
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Pokazano je da delikatesne mesne preradevine kojima je rukovano u maloprodaji imaju
veéi stepen kontaminacije od prethodno upakovanih proizvoda (FDA i FSIS, 2003).

Regulativom Evropske komisije br. 2073/2005 definisani su Kriterijumi
bezbednosti hrane u odnosu na prisustvo Listeria monocytogenes u hrani spremnoj za
konzumiranje (,,Ready-To-Eat“ — RTE hrana). Ovaj propis je uskladen sa naSim
Pravilnikom o ops$tim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje,
prerade i prometa (SI. glasnik RS br. 72/10). Pod hranom spremnom za konzumiranje
podrazumeva se ,.hrana koju su proizvodac ili preradiva¢ namenili za ishranu ljudi bez
potrebe za toplotnom obradom ili nekom drugom vrstom obrade, ¢iji bi cilj bio da se
eliminiSe ili svede na prihvatljiv nivo broj mikroorganizama od znacaja* (Pravilnik o
opStim 1 posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i
prometa, 2010). Fermentisane kobasice, kao kobasice koje su spremne za jelo bez dodatne
pripreme, spadaju u ovu grupu proizvoda.

Nakon unoSenja u organizam oralnim putem i prolaska kroz zeludac, L.
monocytogenes se umnozava u crevima, prolazi kroz intestinalnu barijeru, ulazi u krvotok
1 akumulira se u jetri 1 slezini. Odatle bakterija moZe ponovo u¢i u krvotok 1 dovesti do
infekcije centralnog nervnog sistema ili do abortusa (Vazquez-Bolii sar., 2001). Kod
osoba dobrog =zdravstvenog stanja infekcija najces¢e dovodi samo do pojave
gastroenteritisa (Ooi i Lorber, 2005), ¢ak i u slu¢aju kada je nivo kontaminacije u unetoj
hrani visok (Dalton i sar., 1997).

U skladu se Odlukom br. 1082/2013 Evropskog Parlamenta i Saveta o ozbiljnim
pretnjama po zdravlje, slucajevi invazivne listerioze kod ljudi se obavezno prijavljuju u
drzavama EU i drzavama ¢lanicama Evropskog ekonomskog podrucja (Island, Norveska.
Svajcarska i Lihenstajn). U toku 2013. godine, u drzavama ¢lanicama EU prijavljeno je
1,763 potvrdenih slucajeva listerioze i 191 smrtni slucaj. Broj prijavljenih slucajeva
1znosio je 0,44 sluc¢ajana 100,000 stanovnika, Sto je povecanje od 8,6% u odnosuna 2012.
godinu. Uoceno je i statisticki znacajno povecanje trenda u odnosu na 2009., 2010. i 2011.
godinu. U periodu od 2008. do 2015. godine, ucestalost pojave infektivne listerioze
povecala se sa 0,30 na 0,46 sluc¢ajeva na 100,000 stanovnika. U istom periodu broj
prijavljenih slucajeva povecao se za 60%, sa 1,381 na 2,206 prijavljenih slucajeva. U
2015. godini prijavljeno je 270 potvrdenih smrtnih slucajeva u EU, §to je najveci broj od
2008. godine (EFSA i ECDC, 2015).
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Preko 70% slucajeva listerioze javlja se kod imunokompromitovanih pojedinaca,
sa nekom hroni¢nom boles¢u kao $to su oboljenje jetre, rak ili dijabetes (Goulet i sar.,
2012). Najveci broj prijavljenih slucajeva je kod starijih osoba od preko 65 godina, kao 1
kod male dece ispod godinu dana zivota (EFSA, 2018). Smatra se da je najverovatniji
uzrok povecéanja broja slucajeva listerioze u EU u periodu od 2008. do 2015. godine
povecan broj osoba koje su podloznije pojavi oboljenja, ukljucujuéi i starije osobe (EFSA,
2018).

Najveci broj slucajeva listerioze su sporadi¢ni, tako da veliki broj ovih slucajeva
ili ostaje nepotvrden ili nije moguce utvrditi vezu sa hranom koja bi mogla biti izvor
kontaminacije. Smatra se da je broj stvarnih slucajeva listerioze dvostruko ve¢i od broja
prijavljenih slucajeva, barem u Velikoj Britaniji i SAD (EFSA, 2018).

Direktiva EU o zoonozama br. 2003/99/EC obavezuje drzave c¢lanice da
prikupljaju i prilazu podatke, izmedu ostalog, i o pojavi epidemija zoonoza vezanih za
hranu. U periodu od 2008. do 2015. godine u drzavama ¢lanicama EU i Evropske
ekonomske zone prijavljeno je 37 potvrdenih epidemija listerioze, sa 525 obolelih, od
¢ega je 182 zahtevalo bolnicko lecenje, uz 37 smrtnih slucajeva (EFSA 1 ECDC, 2015).
Ne karakteriSu se sve epidemije teSkom sistemskom formom listerioze. Na primer, u
2015. godini u Nemackoj je prijavljena velika epidemija listerioze sa 159 potvrdenih
slucajeva, od Cega je za samo dva slucaja bilo potrebno bolnicko le¢enje (EFSA, 2018).
Najveci broj ovih epidemija bio je prouzrokovan proizvodima Zivotinjskog porekla, pre
svega mlecnim proizvodima, ribom 1 morskim plodovima i mesom i1 mesnim
preradevinama. Ove tri kategorije hrane oznafene su kao uzrok u 59% potvrdenih
epidemija. U proteklih nekoliko godina, pre svega u SAD, prijavljeno je nekoliko
epidemija uzrokovanih hranom koja ranije nije smatrana hranom visokog rizika (Garner
i Kathariou, 2016). U 2011. godini 147 prijavljenih slu¢ajeva u SAD povezano je sa
epidemijom za koju su dinje sa jedne farme u Koloradu potvrdene kao uzrok. U 2015.
godini potvrdeno je 35 slucajeva oboljenja vezanih za konzumaciju karamelizovanih
jabuka. Epidemija listerioze vezana za konzumaciju kontaminiranog sladoleda u SAD,
jasno je pokazala je da i proizvodi koji ne podrzavaju rast L. monocytogenes i imaju nizak
nivo kontaminacije bakterijom mogu da budu uzro¢nik epidemije ukoliko je izloZen

posebno osetljiv deo populacije.
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Na nivou EU, baza podataka Sistema brzog uzbunjivanja za hranu i hranivo
(RASFF) daje podatke o vrstama hrane u kojima je nadena L. monocytogenes. Hrana
spremna za jelo bilo je ukljucena u 91% od 760 obavestenja vezanih za L. monocytogenes
od 2008. godine (EFSA, 2018). Najveci broj obavestenja bio je vezan za sledece tri
kategorije hrane: riba i proizvodi od ribe (N=282), mleko 1 mle¢ni proizvodi (N=186) i
meso i mesne preradevine, izuzev mesa zivine (N=112).

Prema podacima iz monitoringa ispunjenosti kriterijuma bezbednosti hrane koji
se odnose na L. monocytogenes prikupljenim u drzavama ¢lanicama EU, u periodu od
2008. do 2015. godine (EFSA, 2018), pozitivni uzorci uzeti u objektima za preradu hrane,
poreklom od proizvoda spremnih za jelo koji ukljuc¢uju i fermentisane kobasice ¢inili su
izmedu 0% 1 0,6% od ukupnog broja uzoraka.

Prevalenca L. monocytogenes u proizvodima od mesa na kraju roka trajanja
procenjena je na 2,07%, dok je procenjena prevalenca u uzorcima proizvoda od ribe 1,7%,
a 0,47% u mle¢nim proizvodima. Procenjeno je i da procenat uzoraka proizvoda od mesa
u kojima broj L. monocytogenes na kraju roka trajanja prelazi granicu od 100 CFU/g
iznosi 0,43% (EFSA, 2013).

Prema navodima iz literature (Thévenot i sar., 2005a) u slu¢aju kontaminacije
fermentisanih kobasica, broj Listeria monocytogenes se obi¢no smanjuje tokom zrenja,
pre svega zbog procesa suSenja. Takode, ukazano je da poreklo L. monocytogenes,
odnosno prilagodenost supstratu u znacajnoj meri uticu na rast u nadevu fermentisanih
kobasica. Sojevi L. monocytogenes koji su dobro prilagodeni supstratu (izolovani iz
kobasica) pokazali su se kao otporniji (smanjenje 1,5 log10) od neadaptiranih sojeva
(smanjenje 3 log10) do 35. dana zrenja (Thévenot i sar., 2005b).

Procena rizika za pojavu L. monocytogenes u delikatesnim proizvodima od mesa
predvida da se 63-84% slucajeva listerioze kod ljudi vezanih za delikatesne proizvode od
mesa moze povezati sa narezivanjem proizvoda u maloprodaji (Gombas i sar., 2003;
FSIS, 2010; Pradhan i sar., 2011). Ukr$tena kontaminacija u maloprodaji sa druge hrane
ili radnih povrSina najznacajniji je faktor koji utice na relativni rizik od pojave listerioze
i smrtnih slu¢ajeva koji se mogu povezati sa listeriozom (Pradhan i sar., 2011). Proizvodi
narezani u maloprodaji predstavljaju dva do Cetiri puta veci rizik od unapred upakovanih

narezanih proizvoda (Endrikat i sar., 2010; Gallagher i sar., 2013).
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L. monocytogenes moze opstati mesecima ili ¢ak godinama na povrSinama u
objektu za proizvodnju hrane, ukljucujuci i rashladne komore (Maretre i Langsrud, 2004;
Keto-Timonen i sar., 2007). Jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjeno u kojoj meri je L.
monocytogenes sposobna da formira biofilm (Barbosa dos Reis-Teixeira i sar., 2017), s
obzirom da je vecina ispitivanja na ovu temu sprovedena u laboratorijskim uslovima koji
ne odgovaraju stvarnim uslovima u proizvodnom pogonu, pri ¢emu su neki od sojeva bili
u stanju da formiraju biofilm, dok drugi nisu (Borucki i sar., 2003).

L. monocytogenes sposobna je da opstane u Sirokom rasponu temperaturnih uslova
(2-45 °C), 1 to tako $to dolazi do promene u sastavu masnih kiselina u ¢elijskoj membrani
(Annous i1 sar., 1997). Adaptacija na hladnocu ovog mikroorganizma je od naroétog
znacaja, s obzirom da mu omogucava prezivljavanje i rast kako u industrijskim
hladnjacama u objektima za proizvodnju hrane, tako 1 u kuénim friziderima u
domacinstvu. L. monocytogenes poseduje vise mehanizama koji joj omogucavaju
otpornost na hladno¢u, ukljucujuci i grupu proteina koji joj omogucavaju adaptaciju, kao
i sposobnost akumulacije krioprotektanata, kao $to su alicin-betain i karnitin (Tasara i
Stephan, 2006). Sposobna je da prezivi, pa i da raste, na vrednostima pH od 4,1 do 9,6
(Lungu i sar., 2009). Aktiviranje sistema odgovora za podnosenje kisele sredine (ATR
sistem) i sistema glutamat-dekarboksilaze (GAD sistem) omogucava 0voj bakteriji
preZivljavanje i adaptaciju na uslove niskog pH i do vrednosti 3,5 (O’Driscoll i sar., 1996;
Cotter i sar., 2001).

L. monocytogenes je dobro adaptirana i na osmotski stres, posebno na visoke
koncentracije soli (Gihi i Chikindas, 2007). Uticaj gubitka vode i stresa od isusivanja nije
dovoljno proucen (Burgess i sar., 2016), ali su pozitivni uzorci izolovani iz veéeg broja
proizvoda sa niskom aktivnos¢u vode.

Danas se smatra da znacajnu ulogu u otpornosti L. monocytogenes ima prateci
genom bakterije (lociran na plazmidima 1 drugim pokretnim elementima kao §to su
transpozoni) 1 da se oCuvanjem i prenoSenjem prateceg genoma moze objasniti razlika u
otpornosti bakterija razli¢itih sojeva (Fagerlund i sar., 2016), s obzirom da je utvrdeno da
je osnovni genom bakterije stabilan (Kuenne i sar., 2013; Moura i sar., 2017).

Distribucija L. monocytogenes i Listeria spp. u fermentisanim kobasicama

prikazana je u tabeli 2.2.
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Tabela 2.2 Distribucija L. monocytogenes i Listeria spp. u fermentisanim kobasicama

Meseci Broj Uzorci Uzorci Pozitivno | Pozitivno na L.
(2004- uzoraka | pozitivni pozitivninaL. | na monocytogenes(%)
2005) na Listeria | monocytogenes | Listeria

(%)
Februar- 50 6 4 12 8
mart
April-maj 50 10 5 20 10
Jun-jul 50 8 3 16 6
Avgust- 50 10 8 20 16
septembar
Oktobar- 50 16 9 32 18
novembar
Decembar- 50 13 6 26 12
januar
Ukupno 300 63 35 21 11,6

Izvor: Colak i sar., 2005

2.6. Bakteriocini

Bakteriocini su proizvodi bakterija mle¢ne kiseline, ribozomalno sintetisani
proteini ili peptidi, koji deluju antimikrobno na srodne bakterije (Tagg i sar., 1976).
Proteinska priroda bakteriocina podrazumeva osetljivost na proteoliticke enzime, kao $to
su tripsin, a-himotripsin i pepsin, Sto se koristi kao jedan od testova prilikom
karakterizacije novotkrivenih bakteriocina.

Sa primenom bakteriocina nizina kao aditiva pocelo se jo§ pedesetih godina
proSlog veka, a 1998. godine odobrena je njegova upotreba u pasterizovanim preradenim
sirnim namazima u SAD od strane Agencije za hranu i lekove (FDA). Do danas je nizin
ostao komercijalno najznacajniji bakteriocin, iako su u meduvremenu otkriveni i testirani
I drugi bakteriocini (Chikindas i Montville, 2002). Bakteriocini poreklom od bakterija
mlecne kiseline imaju prednost u upotrebi u prehrambenim proizvodima, s obzirom da se
bakterija mle¢ne kiseline i njihovi metaboliti ve¢ generacijama koriste i konzumiraju
putem hrane. Pored toga Sto se bakterije mle¢ne kiseline i njihovi metaboliti smatraju
bezbednim za upotrebu u hrani, bakteriocini poreklom od bakterija mlecne kiseline su i

efikasni protiv znacajnih gram-pozitivnih patogena, ukljucujué¢i L. monocytogenes.
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Proizvodnja bakteriocina evolucioni je mehanizam koji pomaze bakterijama da se
izbore sa konkurencijom u odredenoj ekoloskoj nisi (Dykes, 1995). Bakteriocini su samo
jedna od kategorija substanci koje bakterije produkuju, a koje su inhibitorne prema
drugim bakterijama i imaju sli¢nu ulogu kao i antibiotici, toksini, bakterioliticki enzimi,
bakteriofagi, kao i neki proizvodi bakterijskog metabolizma kao $to su organske kiseline,
vodonik peroksid i diacetil.

Uobicajen metod za ispitivanje aktivnosti bakteriocina je upotrebom agar podloge
na Petrijevim ploama. Postoji viSe varijanti ovih testova, od kojih je test direktne
simulacije najjednostavniji. U ovom testu se bakteriocin produkujuca i indikatorska
kultura inkubiraju direktno na podlogu, nakon ¢ega se prati zona inhibicije. Slozenije
metode omogucavaju izolovanje promenljivih kao $to su vreme i uslovi inkubacije i ¢esto
su osetljivije od direktnog testa vrste (Tagg i sar., 1976).

Prvi opisani bakteriocini bili su poreklom od gram-negativnih bakterija. ,,Princip
V*“koji je 1925. otkrio Gratia, produkovao je jedan soj E. coli, sa inhibitornim dejstvom
na drugi soj iste bakterije. Izraz , kolicin“ danas oznacava bakteriocine koje produkuju E.
coli i srodne Entarobacteriaceae (Konisky, 1982). Bakteriocini poreklom od gram-
pozitivnih bakterija otkriveni su neSto kasnije 1 po nekim svojim osobinama razlikuju se
od bakteriocina poreklom od gram-negativnih bakterija. Za razliku od bakteriocina
poreklom od gram-negativnih bakterija, bakteriocini gram-pozitivnih bakterija obi¢no
nemaju odredeni receptor za koji se vezuju, obicno su nize molekularne mase i imaju Siri
spektar ciljanih bakterija sa razli¢itim mehanizmima oslobadanja i ¢elijskog transporta.

Vecina bakteriocina poreklom od bakterija mlecne kiseline su katjonski,
hidrofobni ili amfifilni molekuli, sastavljeni od 20 do 60 amino kiselina (Nes i Holo,
2000). Ovi bakteriocini se obi¢no klasifikuju u 3 grupe, koje ukljucuju i bakteriocine
poreklom od drugih gram-pozitivnih bakterija.

Bakteriocini se mogu aplikovati kao sirovi, preciS¢eni ili delimi¢no preciscéeni, ili

se mogu dodati bakteriocinogen produkujuci sojevi bakterija (O’Sullivan i sar., 2002).

19



Pregled literature

2.7. Uticaj bakteriocinogenih starter kultura na Listeria monocytogenes

Smatra se da delotvornost bakteriocinogenih starter kultura u kontroli L.
monocytogenes u velikoj meri zavisi od supstrata u kojem se primjenjuju, kao i od
uspostavljanja optimalnih uslova u kojima bi mogli ispoljiti svoju optimalnu aktivnost
(Hugas i sar., 1997).

Zakljuceno je da na proizvodnju bakteriocina utice veliki broj faktora sredine, kao
Sto su temperatura, pH, kompetitivna mikroflora, nivo COz, soli, nitrita i drugo (Galvez i
sar., 2007). Primena bakteriocinogenih starter kultura sama po sebi ne garantuje da ¢e
do¢i do proizvodnje bakteriocina u nadevu ve¢ se moraju obezbediti i optimalni uslovi za
njihov rast. U svom ispitivanju Yang i Ray (1994) su zakljucili da optimalni uslovi rasta
dovode do vece proizvodnje nizina od strane L. lactis, pediocina AcH od P. acidilactici,
leukonocina Lcm1 od Leuconostoc carnosumbLm1 i sakacina A od L. sakei Lb 706.

Kouakou i sar. (2009) su pokazali da nitrit znac¢ajno redukuje proizvodnju
bakteriocina od strane L. curvatus CWBI-B28 u svinjskom mesu. Proizvodnja
bakteriocina od strane L. buchneri je u najveéoj meri uslovljena temperaturom, kao i
sastavom atmosfere, pri ¢emu su temperatura od 30°C i atmosfera sa 100% N> dali
najbolje rezultate (Minor-Pérez i sar., 2005). Aymerich je sa saradnicima (2000) ispitivao
uticaj zacina i aditiva na proizvodnju enterocina od strane E. faecium CTC 492. Pokazali
su da je kod testiranih dadataka (soli, nitrata, nitrita i crnog bibera), osim kod nitrata,
smanjena produkcija enterocina A i B.

S druge strane, pokazano je stres uzrokovan dodavanjem umerene koli¢ine soli
stimuli$e proizvodnju bakteriocina od strane Lactobacillus pentosus B96 (Delgado i sar.,
2005) i Lactobacillus amylovorus DCE 471 (Neysens i sar., 2003). Stres uzrokovan
prisustvom kompetitivnih Gram-pozitivnih organizama povecéao je sintezu plantaricina
od strane L. plantarum (Maldonado i sar., 2004).

PredloZzena je upotreba bakteriocinogenih bakterija prirodno prisutnith u
odredenim proizvodima kao starter kultura, iz razloga Sto su visoko adaptirane na tu
sredinu (Villani i1 sar., 2007) i mogu produkovati znacajne koliine bakteriocina
(TyOpponen i sar., 2003). Albano je sa saradnicima (2007) ispitao antimikrobni kapacitet
226 sojeva bakterija mle¢ne kiseline izolovanih iz tipi¢ne prirodno fermentisane

portugalske kobasice. Ovi sojevi su testirani protiv patogena kao $to su L. monocytogenes,
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S. aureus, E. coli 0157:H7, Salmonella typhimurium i Salmonella enteriditis. Pokazano
je da je 14 sojeva imalo antimikrobnu aktivnost protiv L. monocytogenes, 4 soja su bili
aktivni protiv S. aureus, dok ni jedan od sojeva nije bio aktivan protiv Gram-negativnih
bakterija. | autori koji su ispitivali efekat sojeva laktobacila i pediokoka izolovanih iz
turskog sudzuka pokazali su da imaju inhibitornu aktivnost prema L. monocytogenes i
preporucena je upotreba ovih sojeva kao starter kultura u proizvodnji sudzuka (Con i sar.,
2001; Cosansu i sar., 2010).

Talon sa saradnicima (2008) je ispitivao efekte upotrebe autohtonih bakterija
mleCne kiseline kao starter kultura u francuskim suvim kobasicama. Izolovali su i
identifikovali tri soja (L. sakei, Staphylococcus equorum i Staphylococcus succinus), koje
su iskoristili kao starter kulture u izradi proizvoda koje su uporedili sa tradicionalnim
kobasicama kod kojih je fermentacija bila prirodna. Zakljucili su da je upotrebom
autohtonih starter kultura smanjen nivo Stetnih biogenih amina u proizvodu, znacajno
smanjena oksidacija masti i da je populacija L. monocytogenes zadrzana ispod propisanog
nivoa, bez uticaja na senzorne osobine proizvoda.

U istrazivanju Lahti i sar. (2001) primenjene su bakteriocinogene starter kulture
Pc. acidilactici PA-2 i Lb. bavaricus MI-401 u kombinaciji sa Staphylococcus xylosus
DD-34 i nebakteriocinogena starter kultura Lb. curvatus Lb3 sa Staphylococcus carnosus
MIIIl u proizvodnji fermentisanih kobasica inokuliranih razliitim koncentracijama L.
monocytogenes (5,05-5,41; 2,92-3,35 log CFU/g). Kod kobasica s manjim stepenom
kontaminacije L. monocytogenes nije utvrdena u gotovom proizvodu (zrenje 49 dana),
dok je veci inicijalni broj L. monocytogenes uslovio i njen nalaz na kraju zrenja. Medutim,
upotrebom bakteriocinogenih starter kultura zabeleZena je znacajno veca redukcija
patogena u nadevu (< 2 log CFU/g nakon 21. dana zrenja).

TyOpponen i sar. (2003) su uporedili efikasnost komercijalne starter kulture Pc.
pentosaceus RM2000 i probiotskih zastitnih kultura Lb. rhamnosus E-97800, Lb.
rhamnosus LC-705 i Lb. plantarum ALCO1 u inhibiciji L. monocytogenes u
severnoevropskom tipu fermentisanih kobasica. U uzorcima sa pH 5,0-5,2 L.
monocytogenes je eliminisana iz nadeva do 21. dana zrenja (od 28 dana) nezavisno od
vrste primenjene starter kulture. Pri nizem pH (4,7 — 4,9) zabelezena je brza eliminacija
patogena upotrebom zastitnih kultura (7. dana) nego u kobasicama proizvedenim s

komercijalnom starter kulturom Pc. pentosaceus RM2000 (28. dana). Navedene razlike u
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stupnju inhibicije patogena autori pripisuju uticaju brojnih faktora, medu njima i pH, na
aktivnost antimikrobnih produkata (bakteriocina i drugih inhibitora malih molekulskih

masa) u nadevu.
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3. CILJ | ZADACI ISPITIVANJA

Cilj ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije bio je da se ispita efikasnost
primene odabranih bakteriocinogenih strater kultura, selekcionisanih bakterijskih vrsta i
sojeva definisanog genetskog porekla, kao potencijalnih inhibitora Listeria
monocytogenes u fermentisanim kobasicama. Pri tome su koris¢ene starter kulture - jedna
komercijalna, koja se ve¢ upotrebljava u praksi (starter kultura A - Lactobacillus sakei,
Staphylococcus carnosus i Staphylococcus xylosus), dok je druga formulisana za primenu
u proizvodnji fermentisanih kobasica i stvara bakteriocine pediocin i bavaricin, a koji
deluju inhibitorno na L. monocytogenes (starter kultura B - Dabaryomyces hensenii,
Lactobacillus sakei, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus
carnosus i Staphylococcus xylosus).

Za ostvarenje ovog cilja, u kontrolisanim proizvodnim uslovima, tokom susenja
fermentisanih kobasica dijametra 55 mm i 30 mm, u trajanju do 41 dan, odnosno 18 dana,
pri prose¢noj temperaturi od 17°C i relativnoj vlaznosti vazduha od 75%, kontaminiranih
koktelom razli¢itih sojeva Listeria monocytogenes, u koje su u toku procesa pripreme
nadeva i punjenja u omotace dodate starter kulture, pracene su promene broja bakterija
Listeria monocytogenes.

Takode, tokom proizvodnog procesa pracen je ukupan broj enterobakterija i broj
bakterija mle¢ne kiseline.

U okviru ove doktorske disertacije pored mikrobioloSkog statusa, pracene su i
promene odabranih fizi¢ko-hemijskih parametara kvaliteta (pH, aw vrednost) i hemijski

sastav (sadrzaj vode, masti, proteina, pepela) fermentisanih kobasica.
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4. MATERIJAL | METODE ISPITIVANJA

4.1. Priprema inokuluma

Cetiri soja L. monocytogenes, serotip 4b ATCC 19115, serotip 40 NCTC 11994
(www.atcc.org), serotip 4b NCTC 11994 i serotip 1/2a prethodno izlovan iz dimljenog
lososa, inokulisani su u fermetisane kobasice. Sojevi su uzgajani dva puta u BHI infuziji
srca 1 mozga (Oxoid, UK), nakon ¢ega su inkubirani na 37 °C tokom 24 sata, a zatim
razblazeni sa BHI kako bi se postigla krajnja koncentracija od 108 CFU/ml. Zeljena
koncentracija bakterijskih Celija u suspenziji procenjena je McFarli-ovom skalom.
Kombinovanjem jednakih delova standardizovanih suspenzija ¢elija pripremljen je koktel

sa priblizno 6 log CFU/ml od svakog soja.

4.2 lzrada kobasica, inokulacija patogena i uzorkovanje

Fermentisane kobasice koriSéene u ispitivanju pripremljene su od mlevenog
svinjskog mesa (75%) 1 svinjskog masnog tkiva (25%) od svinja istog porekla, mesSavine
rasa Jorksir i Landras, zaklanih u lokalnoj klanici. Zamrznuto meso i masno tkivo su
samleveni do veli¢ine od 8 mm i umesani sa 2,3% nitritne soli (meSavina 0,6% natrijum
nitrita i 99,4% NaCl) i meSavinom za¢ina “Cajna nova” (4 g/kg; Raps, Austrija).
Pripremljena mesavina inokulisana je sa koktelom L. monocytogenes. Koktel sa
patogenom dodat je postepeno u masu za punjenje tokom mesanja, kako bi se osigurala
ravnomerna distribucija inokuluma i krajnja koncentracija od 10°® CFU/g. Nakon
inokulacije patogena, smesa za punjenje kobasica podeljena je u tri jednaka dela. Jedan
deo smese je ostavljen bez starter kulture (kontrola), u jedan deo je dodata starter kultura
(Biostart Sprint, RAPS GMBH, Obertrum, Austria) sa Lactobacillus sakei,
Staphylococcus carnosus i Staphylococcus xylosus (grupa E1) i u jedan deo je dodata
starter kultura (BACTOFERM™ BLC-007, The Craft Butchers Pantry, US) sa
Debaryomyceshensenii, Lactobacillussakei, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus, Staphylococcus carnosus i Staphylococcus xylosus (grupa E2). Pripremljena
masa za punjenje napunjena je na vakuum punilici u kolagene omotace pre¢nika S5mm i

30 mm, tako da su dobijene 42 kobasice od po priblizno 450g u svakoj grupi. Kobasice
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su hladno dimljene tokom 8 sati pri temperaturi 20-23 °C, a zatim su sazrevale u klima-
komori tokom 41 dan, na temperaturi od 17 °C, sa relativnom vlaznos$¢u vazduha od 80-
85%. Uzorkovanje je sprovedeno 0., 3., 7., 14., 18., 21., 31. i 41. dana i uzorci su

podvrgnuti mikrobioloskim analizama i merenju pH.

4.3 MikrobioloSke analize

Za mikrobioloSke analize omotaci su asepti¢no uklonjeni, a zatim je uzorak
kobasice od 10 g dodat u 90 ml sterilnog BPW (Buffered Peptone Water) rastvora i
homogenizovan u blenderu (Stomacher 400 Circulator, Seward, UK) tokom 2 minuta.
Pripremljena su serijska decimalna razblazenja i 1 ml ili 0,1 ml od odgovarajuceg
razblazenja su izliveni na podlogu radi prebrojavanja. Brojanje L. monocytogenes
izvrSeno je na Ottaviani i Agosti listerija agaru (ALOA, Oxoid), nakon inkubacije na 37
°C tokom 24 h (1ISO 11290-2:2017). Bakterije mle¢ne kiseline prebrojavane su na MRS
agaru (Merck, Germany) nakon inkubacije na 37 °C tokom 24 h (1SO 21528-2:2017).
Nakon inkubacije, ploce su vizualno pregledane kako bi se uocile tipicne kolonije,
odreden je broj kolonija i rezultati su zabelezeni kao broj jedinica sposobnih da formiraju

kolonije po gramu (CFU/q).

4.5 Metode ispitivanja

Mikrobiolo§ke metode su podrazumevale ispitivanje:
1. Odredivanje prisustva i odredivanje broja Listeria monocytogenes i Listeria spp. prema
ISO 11290-2:2017, Mikrobiologija lanca hrane - Horizontalna metoda za otkrivanje i
odredivanje broja Listeria monocytogenes i Listeria spp.. Deo 2: Metoda odredivanja
broja.
2. Odredivanje broja bakterija iz familije Enterobacteriaceae prema ISO 21528-2:2009,
Mikrobiologija hrane i hrane za zivotinje - Horizontalna metoda za otkrivanje i
odredivanje broja Enterobacteriaceae - Deo 2: Metoda brojanja kolonija;
3. Odredivanje broja bakterija mle¢ne kiseline prema metodi ISO 15214:1998 (MRS,
Merck);
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Za ispitivanje osnovnog hemijskog sastava i fizicko hemijskih osobina koris¢ene
su slede¢e metode:
1. Odredivanje sadrzaja vode - odredivanje gubitka mase pri susenju homogenizovanog
uzorka pri 1051 °C do konstantne mase (SRPS 1SO 1442:1998)
2. Odredivanje sadrzaja masti - metoda po Soxhletu, ekstrakcijom masti iz osuSenog
uzorka petrol etrom, destilacijom i susenjem pri 1051 °C do konstantne mase (SRPS
ISO 1443:1992)
3. Odredivanje sadrzaja proteina - metoda po Kjeldalh-u primenom uredaja firme
"Tecator" (SRPS 1SO 937:1992)
4. Odredivanje pepela- sagorevanje uzorka pri 550 °C do konstantne mase (SRPS ISO
936: 1999)
5. Odredivanje sadrzaja nitrita- po metodi SRPS 1SO 2198 (1999)
6. Odredivanje vrednosti pH uzoraka fermentisanih kobasica - koris¢ena je direktna
metoda ubodnim pH- metrom Testo 150 (Testo, Nemacka), prema uputstvu proizvodaca
7. Odredivanje aw vrednost prema postupku Gimenéza i Dalgaard (2004)
8. Odredivanje natrijum hlorida- metoda po Volhardu SRPS ISO 1841-1 (1999).

4.6 Statisticka obrada rezultata

Ispitivanje je organizovano u vidu 3x7 (3 tretmana, 7 dana uzorkovanja) sa 6
ponavljanja za svaki tretman. Brojevi bakterija (CFU/g) preneseni su u logaritme (log) i
zatim statisti¢ki analizirani. Statisticka anliza rezultata sprovedena je upotrebom softvera
GraphPad Prism verzija 6.00 za Windows (GraphPad Software, San Diego, California
USA, www.graphpad.com). Rezultati su izrazeni kao srednja vrednosttstandardna
devijacija 1 prikazani tabelarno. Uticaj razliCitih starter kultura tokom perioda zrenja
procenjen je jednofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA) sa Tukey testom
visestrukog poredenja sa nivoom sigurnosti od 95% (razlika se smatra zna¢ajnom ukoliko
je p<0,05).

U statistickoj analizi dobijenih rezultata izvedenog eksperimenta, kao osnovne
statisticke metode koris¢eni su deskriptivni statisticki parametri (aritmeticka sredina,
standardna devijacija, standardna greska, minimalna vrednost, maksimalna vrednost i

koeficijent varijacije).
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Za testiranje i utvrdivanje statisticki znacajnih razlika izmedu ispitivanih grupa
koriS¢ena su dva testa. Za ispitivanje znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti dve
ispitivane grupe koriS¢en je t-test. Za ispitivanje znacajnosti razlika izmedu tri i viSe
posmatranih tretmana koriS¢en je grupni test, ANOVA, a zatim su pojedinacnim Tukey
testom ispitane statisti¢ki znacajne razlike izmedu tretmana. Znacajnost razlika utvrdena
je na nivoima znacajnosti od 5% i 1%. Svi dobijeni rezultati prikazani su tabelarno i

graficki.
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5. REZULTATI ISPITIVANJA

5.1 Ispitivanje promene broja bakterija Listeria monocytogenes u uzorcima

fermentisanih kobasica tokom zrenja

U nadevu fermentisanih kobasica na pocetku ispitivanja prosecan broj bakterija
L. monocytogenes kod kontaminiranih fermentisanih kobasica (grupa K — kontrolna grupa
bez dodate starter kulture, E1 — grupa sa dodatom starter kulturom sa Lactobacillus sakei,
Staphylococcus carnosus i Staphylococcus xylosus i E2 - grupa sa dodatom starter
kulturom sa Debaryomyceshensenii, Lactobacillussakei, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus carnosus i Staphylococcus xylosus) bio je od
6,30+0,02 do 6,35+0,05 log CFU/g (tabela 5.1 1 grafikon 5.1). Izmedu prosecnog broja
bakterija u nadevu fermentisanih kobasica nultog dana ispitivanja nije utvrdena statisticki
znacajna razlika. Rezultati ispitivanja promene broja bakterija Listeria monocytogenes u
fermentisanim kobasicama uzeg i Sireg dijametra prikazani su u dva odvojena

potpoglavlja.

5.1.1 Ispitivanje promene broja bakterija Listeria monocytogenes u uzorcima

fermentisanih kobasica uzZeg dijametra tokom zrenja

TreCeg dana ispitivanja prosean broj bakterija L. monocytogenes u uzorcima
fermentisanih kobasica uzeg dijametra bio je od 6,16+0,01 do 6,20+0,02. Razlike izmedu
prosecnog broja bakterija L. monocytogenes izmedu ispitivanih grupa fermentisanih
kobasica nisu bile statisti¢ki znacajne. Prosec¢an broj bakterija L. monocytogenes sedmog
dana ispitivanja kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica uzeg dijametra (4,90+0,05
log CFU/Q) bio je statisti¢ki znacajno veci (p<0,05) od prose¢nog broja bakterija L.
monocytogenes E1 grupe (4,50+0,06 log CFU/g), odnosno E2 grupe (4,35+0,04 log
CFU/g). U nadevu fermentisanih kobasica uzeg dijametra 14. dana ispitivanja prose¢an
broj bakterija L. monocytogenes bio je od 2,02+0,03 log CFU/g (E2 grupa) do 2,78+0,02
log CFU/g (kontrolna grupa fermentisanih kobasica). Na kraju procesa zrenja u nadevu
fermentisanih kobasica uzeg dijametra nije utvrdeno prisustvo L. monocytogenes,

odnosno broj bakterija L. monocytogenes.
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Tabela 5.1. Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan zrenja Kontrola Grupa E1 Grupa E2

0 6,35+0,05 6,33+0,034 6,300,024
3 6,17+0,04 A 6,20+0,02 A 6,160,014
7 4,90+0,054 4,50+0,06 ® 4,35+0,04 8
14 2,78+0,028 2,32+0,028 2,02 +0,03°
18 <2 <2 <2

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~8C p<0.05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa E2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom

Grafikonom 5.1 prikazan je trend promene broja bakterija L. monocytogenes kod
kontrolne i eksperimentalne grupe fermentisanih kobasica uzeg dijametra. Trend promene
broja bakterija L. monocytogenes kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica definisan
je jednacinom y = -0,346x + 6,947, pri ¢emu je R? = 0,946,kod E1 grupe jednacinom y =
-0,355x + 6,852, pri ¢emu je R?2 = 0,970 i kod E2 grupe jednac¢inom y = -0,359x + 6,785,
pri ¢emu je R? = 0,979.

Od nultog do tre¢eg dana proizvodnje log CFU/g broja bakterija L. monocytogenes
u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra smanjen je za 0,18 (kontrolna grupa),
odnosno za 0,13 (E1 grupa) i 0,14 (E2 grupa). U odnosu na nulti dan, sedmog dana
proizvodnje log CFU/g broja bakterija L. monocytogenes kod kontrolne grupe
fermentisanih kobasica uzeg dijametra smanjen je za 1,45, kod E1 grupe za 1,83 i kod E2
grupe za 1,95, da bi u odnosu na nulti dan 14. dana zrenja smanjenje broja bakterija L.
monocytogenes bilo kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica uzeg dijametra 3,57, kod
E1 grupe 4,01 i kod E2 grupe 4,28.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,346x + 6,947; R2 = 0,946); E | -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,355x + 6,852; R2 = 0,970); E
Il - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,359x +
6,785; R2=10,979).

Grafikon 5.1 Trend promene broja L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim

kobasicama uzeg dijametra tokom ispitivanja

5.1.2 Ispitivanje promene broja bakterija Listeria monocytogenes u uzorcima

fermentisanih kobasica Sireg dijametra tokom zrenja

U nadevu fermentisanih kobasica Sireg dijametra broj bakterija L. monocytogenes
na pocetku ispitivanja (nultog dana) bio je identi¢an broju bakterija kod fermentisanih
kobasica uzeg dijametra, buduci da se radilo o istom nadevu koji je posle pripreme punjen
u omotace dva razli¢ita dijametra (uzi i Siri). TreCeg dana ispitivanja prose¢an broj
bakterija L. monocytogenes u nadevu fermentisanih kobasica §ireg dijametra bio je u
kontrolnoj grupi kobasica 6,22+0,08 log CFU/g i bio je statisti¢ki znacajno veci (p<0,05)
od prose¢nog broja bakterija L. monocytogenes u nadevu fermentisanih kobasica E2
grupe (6,09£0,02 log CFU/g). ProseCan broj bakterija L. monocytogenes u nadevu
fermentisanih kobasica E1 grupe (6,16+0,08 log CFU/g) nije se statisti¢ki znacajno
razlikovao od prosecnog broja bakterija L. monocytogenes u nadevu fermentisanih
kobasica kontrolne i E2 grupe. Prosecan broj bakterija L. monocytogenes sedmog dana
ispitivanja bio je od 4,23+0,07 log CFU/g (E2 grupa) do 5,00+0,10 log CFU/g (kontrolna

grupa). Izmedu prose¢nog broja bakterija L. monocytogenes sedmog dana ispitivanja u
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fermentisanim kobasicama Sireg dijametra utvrdene su statisticki znaCajne razlike
(p<0,05). Statisticki znacajne razlike (p<0,05) izmedu broja bakterija 14. dana ispitivanja
utvrdene su takode izmedu sve tri grupe fermentisanih kobasica Sireg dijametra. Prosecan
broj bakterija L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama $ireg dijametra bio je od
2,15+0,05 log CFU/g (E2 grupa) do 4,11+0,05 log CFU/g (kontrolna grupa). Prosecan
broj bakterija L. monocytogenes u nadevu kontrolne grupe fermentisanih kobasica Sireg
dijametra 21. dana bio je 2,06+0,08 log CFU/g. Istog dana ispitivanja broj bakterija L.
monocytogenes u nadevu fermentisanih kobasica Sireg dijametra E1 i E2 grupe bio je
ispod praga detekcije. U daljem procesu zrenja, to jest 31., odnosno 41. dana, L.
monocytogenes nije utvrdena u nadevu ispitivanih grupa fermentisanih kobasica Sireg
dijametra. Rezultati ispitivanja prisustva L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama

Sireg dijametra prikazani su u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Broj L. monocytogenes (logCFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan zrenja  Kontrola Grupa E1 Grupa E2

0 6,35+0,12 6,33+0,07 6,30+0,06
3 6,22”+0,08 6,16"8+0,08 6,098+0,02
7 5,00%+0,10 4,41B+0,02 4,23%+0,07
14 4,117+0,07 2,445+0,06 2,15 +0,05
21 2,06+0,08 <2 <2

31 <2 <2 <2

41 <2 <2 <2

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike B p<0,05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa E2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Trend promene broja bakterija L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama
Sireg dijametra tokom zrenja prikazan je grafikonom 5.2. Promena broja bakterija L.
monocytogenes u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra kontrolne grupe definisana

je jednacinom y = -0,204x + 6,585, pri cemu je R? = 0,972, kod fermentisanih kobasica
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E1 grupe jedna¢inom y = -0,312x + 6,678, pri ¢emu je R? = 0,988, i kod fermentisanih
kobasica E2 grupe jedna¢inom y = -0,313X + 6,576, pri ¢emu je R? = 0,989.

Broj bakterija L. monocytogenes prikazan kao log CFU/g smanjuje se od nultog
do treeg dana zrenja kod fermentisanih kobasica kontrolne grupe za 0,13, kod
fermentisanih kobasica E1 grupe za 0,17 i kod fermentisanih kobasica E2 grupe za 0,21.
Smanjenje broja bakterija L. monocytogenes izrazeno kao log CFU/g sedmog dana zrenja
bilo je kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica u odnosu na nulti dan 1,35, kod E1
grupe 1,92, a kod E2 grupe 2,87, dok je 14. dana zrenja u odnosu na nulti dan smanjenje
broja bakterija L. monocytogenesbilo kod kontrolne grupe 2,24, kod E1 grupe 3,89, a kod
E2 grupe 4,15. Broj bakterija L. monocytogeneskodE1 i E2 grupe bio je 21. dana ispod
limita detekcije, dok je kod kontrolne grupe smanjenje broja bakterija L. monocytogenes

u odnosu na nulti dan bilo 4,29.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,204x + 6,585; R2 = 0,972); E | -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,312x + 6,678; R2 = 0,988); E
Il - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,313x +
6,576; R2=10,989).

Grafikon 5.2 Trend promene broja L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim

kobasicama Sireg dijametra tokom ispitivanja
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5.2 Ispitivanje promene broja enterobakterija u uzorcima fermentisanih kobasica

tokom zrenja

U nadevu za punjenje fermentisanih kobasica uzeg, odnosno Sireg dijametra,
prosecan broj enterobakterija bio je od 4,44+0,07 log CFU/g do 4,48+0,05 log CFU/g.
Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu broja enterobakterija nultog dana u
nadevu fermentisanih kobasica Sireg, odnosno uzeg dijametra (tabele 5.3 i 5.4). Rezultati
ispitivanja promene broja enterobakterija u fermentisanim kobasicama uzeg i Sireg

dijametra prikazani su u dva odvojena potpoglavlja.

5.2.1 Ispitivanje promene broja enterobakterija u uzorcima fermentisanih kobasica

uZeg dijametra tokom zrenja

Tre¢eg dana ispitivanja prosecan broj enterobakterija u nadevu fermentisanih
kobasica uzeg dijametra bio je od 4,34+0,04 log CFU/g do 4,38+0,05 log CFU/g. Izmedu
prosecnog broja enterobakterija tre¢eg dana ispitivanja nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike. ProseCan broj enterobakterija u nadevu fermentisanih kobasica uzeg dijametra
sedmog dana ispitivanja bio je od 2,80+0,05 log CFU/g do 2,91+0,06 log CFU/g. Razlika
izmedu prosecnog broja enterobakterija sedmog dana ispitivanja nije bila statisticki
znadajna. Cetrnaestog dana ispitivanja prosedan broj enterobakterija u nadevu kontrolne
grupe (1,91+0,04 log CFU/g) bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) u odnosu na
prosecan broj enterobakterija u nadevu fermentisanih kobasica uzeg dijametra E1 grupe
(1,36£0,03 log CFU/g), odnosno E2 grupe (1,59+0,06 log CFU/g). Utvrdena je takode
statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu prosecnog broja bakterija u nadevu
fermentisanih kobasica Sireg dijametra E1 i E2 grupe 14. dana ispitivanja. Osamnaestog
dana ispitivanja nije utvrdeno prisustvo enterobakterija u nadevu fermentisanih kobasica
uzeg dijametra. Rezultati ispitivanja prosecnog broja bakterija u nadevu ispitivanih grupa

fermentisanih kobasica prikazani su u tabeli 5.3.
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Tabela 5.3. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan

) Kontrola Grupa E1 Grupa E2
zrenja
0 4,4420,07A 4,48+0,054 4,47+0,06
3 4,36+0,054 4,34+0,044 4,38+0,054
7 2,91+0,06 A 2,800,054 2,87+0,054
14 1,91+0,044 1,36+0,03 B 1,59+0,06 ©
18 <2 <2 <2

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ~BP<0,05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa E2 - fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Trend promene broja bakterija Enterobacteriaceae u fermentisanim kobasicama
uzeg dijametra tokom zrenja prikazan je grafikonom 5.3. Promena broja bakterija
Enterobacteriaceae u toku zrenja kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica definisana
je formulom y = -0,240x + 4,746, pri ¢emu je R? = 0,950, kod fermentisanih kobasica E1
grupe formulom y = -0,253x + 4,715, pri ¢emu je RZ = 0,979, a kod fermentisanih
kobasica E2 grupe formulom y = -0,248x + 4,747, pri ¢emu je R? = 0,9609.

Broj bakterija Enterobacteriaceae izrazen kao log CFU/g u fermentisanim
kobasicama uzeg dijametra u odnosu na nulti dan kod kontrolne grupe je treceg dana
smanjen za 0,08, kod E1 grupe za 0,14, a kod E2 grupe za 0,9. Sedmog dana ispitivanja
u odnosu na nulti dan broj bakterija Enterobacteriaceaeu fermentisanim kobasicama uzeg
dijametra smanjen je za 1,53 kod kontrolne grupe, kod E1 grupe za 1,68, a kod E2 grupe
za 1,60. U toku zrenja, broj bakterija Enterobacteriaceae u fermentisanim kobasicama
uzeg dijametra se 1 dalje smanjivao, tako da je 14. dana kod kontrolne grupe kobasica u

odnosu na nulti dan bio manji za 2,53, kod E1 grupe za 3,12, a kod E2 grupe za 2,58.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,240x + 4,746; R2 = 0,950); E | -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,253x + 4,715; Rz = 0,979); E
Il - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,248x +
4,747; R2 = 0,969).

Grafikon 5.3 Trend promene broja Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim

kobasicama uzeg dijametra tokom ispitivanja

5.2.2 Ispitivanje promene broja enterobakterija u uzorcima fermentisanih kobasica

Sireg dijametra tokom zrenja

U nadevu fermentisanih kobasica kontrolne grupe Sireg dijametra treceg dana
ispitivanja prosecan broj enterobakterija bio je 4,57+0,18 log CFU/g i bio je statisticki
znacajno vec¢i (p<0,05) od prosecnog broja enterobakterija u nadevu fermentisanih
kobasica E1 (4,29+0,10 log CFU/g) i E2 grupe (4,24+0,07 log CFU/g). Sedmog dana
ispitivanja prosecan broj enterobakterija u nadevu kontrolne grupe (4,36+0,16 log CFU/g)
bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prose¢nog broja enterobakterija E1 grupe
(3,96+0,07 log CFU/g) odnosno E2 grupe (4,00£0,10 log CFU/g). Identi¢ni odnosi,
odnosno statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05) utvrdene su i 14. dana ispitivanja (prosecan
broj enterobakterija bio je od 3,05+0,08 log CFU/g kod E1 grupe, do 3,41+0,16 log
CFU/g kod kontrolne grupe), odnosno 21. dana ispitivanja (prose¢an broj enterobakterija
bio je od 2,09+0,07 log CFU/g kod E1 grupe, do 2,41+0,10 log CFU/g kod kontrolne

grupe). 31.odnosno 41. dana ispitivanja u nadevu fermentisanih kobasica Sireg dijametra
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nije utvrdeno prisustvo enterobakterija (ispod praga detekcije). Rezultati ovog dela

ispitivanja prikazani su u tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra tokom zrenja (srednja vrednost+znacajna razlika)

Dan

] Kontrola Grupa E1 Grupa E2
zrenja
0 4,44+0,16 4,44+0,16 4,44+0,16
3 4,57°+0,18 4,298+0,10 4,248+0,07
7 4,36"+0,16 3,965+0,07 4,008+0,10
14 3,417+0,16 3,058+0,08 3,065+0,07
21 2,417+0,10 2,098+0,07 2,10%+0,06
31 <2 <2 <2
41 <2 <2 <2

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~BP<0,05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa E2 - fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Grafikonom 5.4 prikazan je trend promene broja bakterija Enterobacteriaceae u
fermentisanim kobasicama Sireg dijametra, pri ¢emu je promena broja bakterija
Enterobacteriaceae kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica definisana formulom y
= -0,103x + 4,773, pri ¢emu je R? = 0,922, kod fermentisanih kobasica E1 grupe
formulom y = -0,114x + 4,599, pri ¢emu je R? = 0,982, i kod fermentisanih kobasica E2
grupe formulom y = -0,113x + 4,589, pri ¢emu je R2 =0,979.

Broj bakterija Enterobacteriaceae izrazen kao log CFU/g u fermentisanim
kobasicama Sireg dijametra kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica je tre¢eg dana
zrenja u odnosu na nulti dan poveéan za 0,13, dok je kod E1 grupe smanjen za 0,15, a
kod E2 grupe smanjen za 0,20. Kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica Sireg
dijametra broj bakterija Enterobacteriaceae sedmog dana ispitivanja u odnosu na nulti
dan povecan je za svega 0,08, a znatno vise je povecan kod E1 grupe (0,48), odnosno E2
grupe (0,44). Znacajniji pad broja bakterija Enterobacteriaceae zabelezen je kod

kontrolne grupe kobasica 14. dana ispitivanja, kada je iznosio 1,3. Istog dana ispitivanja
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kod E1 grupe zabelezen je pad broja bakterija Enterobacteriaceae u odnosu na nulti dan
za 1,39, a kod E2 grupe za 1,38. Broj bakterija Enterobacteriaceae kod kontrolne grupe
kobasica Sireg dijametra 21. dana zrenja u odnosu na nulti dan smanjen je za 2,83, a kod
E1 grupe za 2,35 i kod E2 grupe za 2,36.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,103x + 4,773; R2=0,922); E | -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,114x + 4,599; R2 = 0,982); E
Il - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,113x +
4,589; R2=0,979).

Grafikon 5.4 Trend promene broja Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim

kobasicama Sireg dijametra tokom ispitivanja

5.3 Ispitivanje promene ukupnog broja bakterija mle¢ne kiseline u uzorcima

fermentisanih kobasica tokom zrenja

U pripremljenom nadevu za punjenje omotaca uzeg, odnosno Sireg dijametra
prosecan broj bakterija mle¢ne kiseline bio je 4,52+0,09 log CFU/g (tabele 5.5 i 5.6).
Utvrdeno je da je proseCan broj bakterija mlecne kiseline u fermentisanim kobasicama
uzeg, odnosno §ireg dijametra 5,37+0,19 log CFU/g (E1 grupa), odnosno 5,09+0,17 log
CFU/g (E2 grupa), bio statisticki znacajno veéi (p<0,05) od prose¢nog broja bakterija
mlecne Kiseline u kontrolnoj grupi (4,52+0,22 log CFU/g). Rezultati ispitivanja promene
broja bakterija mlecne kiseline u fermentisanim kobasicama uZeg i Sireg dijametra

prikazani su u dva odvojena potpoglavlja.
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5.3.1 Ispitivanje promene ukupnog broja bakterija mlefne Kiseline u uzorcima

fermentisanih kobasica uzeg dijametra tokom zrenja

TreCeg dana ispitivanja prosecan broj bakterija mlecne kiseline bio je od
6,06+0,07 log CFU/g (kontrolna grupa) do 7,33+0,06 log CFU/g (E1 grupa). Prosecan
broj bakterija mle¢ne kiseline u nadevu fermentisanih kobasica E2 grupe bio je 6,97+0,09
log CFU/g. Utvrdeno je da je proseCan broj bakterija mlecne kiseline u nadevu
fermentisanih kobasica uzeg dijametra treCeg dana ispitivanja bio statisticki znacajno
razli¢it (p<0,05) izmedu sve tri poredene grupe. Prosecan broj bakterija mle¢ne kiseline
7., 14. 1 18. dana ispitivanja bio je statisti¢ki znacajno veci (p<0,05) u nadevu kobasica
E1, odnosno E2 grupe, u odnosu na prosecan broj bakterija mle¢ne kiseline u nadevu
fermentisanih kobasica uzeg dijametra kontrolne grupe. Tako je broj bakterija mlec¢ne
kiseline u nadevu kontrolne grupe sedmog dana ispitivanja bio 7,23+0,36 log CFU/g, 14.
dana 8,13+0,05 log CFU/g, a 18. dana 7,94+0,15 log CFU/g. U nadevu eksperimentalnih
grupa fermentisanih kobasica sedmog dana ispitivanja prosec¢an broj bakterija mle¢ne
kiseline bio je 8,96+0,20 log CFU/g (E1 grupa), odnosno 8,82+0,05 log CFU/g (E2
grupa), 14. dana ispitivanja 9,19+0,07 log CFU/g (E1 grupa) i 9,14+0,07 log CFU/g (E2
grupa), 18. dana ispitivanja 9,11+0,06 log CFU/g (E1 grupa), odnosno 9,04+0,06 log
CFU/g (E2 grupa).

Tabela 5.5. Broj bakterija mle¢ne kiseline (logCFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan
~ Kontrola Grupa E1 Grupa E2

zrenja

0 4,52%+0,094 5,378+0,07B 5,09+0,07 B
3 6,06+0,07 A 7,33+0,06 B 6,97+0,09 ¢
7 7,23+0,36 8,96+0,20 8 8,82+0,058
14 8,13+0,05% 9,19+0,07 8 9,14+0,07 8
18 7,94+0,154 9,11+0,06 B 9,04+0,06 B

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ~8°P<0.05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa E2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom
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Trend promene broja BMK u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tokom
zrenja prikazan je grafikonom 5.5. Promena broja BMK u kontrolnoj grupi fermentisanih
kobasica uzeg dijametra definisana je formulom y = 0,181x + 5,249, pri ¢emu je R? =
0,827, kod E1 grupe fermentisanih kobasica formulom y = 0,185x + 6,437, pri cemu je
R? = 0,705, i kod E2 grupe fermentisanih kobasica formulom y = 0,200x + 6,125, pri
¢emu je R?=0,732.

Broj BMK u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra izrazen kao log CFU/g
kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica porastao je tre¢eg dana za 1,54, kod E1 grupe
za 1,96, a kod E2 grupe 1,88. Trend porasta nastavio se i sedmog dana, tako da je broj
BMK u odnosu na nulti dan kod kontrolne grupe kobasica porastao za 2,71, kod E1 grupe
za 3,59 i kod E2 grupe za 3,73. Kod kontrolne grupe kobasica broj BMK u fermentisanim
kobasicama uzeg dijametra 14. dana ispitivanja u odnosu na nulti dan porastao je za 3,61,
kod fermentisanih kobasica E1 grupe za 3,82 i kod fermentisanih kobasica E2 grupe za
4,05. Na kraju procesa zrenja, odnosno 18. dana, broj BMK kod kontrolne grupe
fermentisanih kobasica u odnosu na nulti dan bio je veci za 3,42, kod E1 grupe za 3,74 i
kod E2 grupe za 3,95. 1z ovih podataka uocljivo je da je broj BMK 18. dana bio manji

nego 14. dana zrenja.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = 0,181x + 5,249; R2 = 0,827); E | -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = 0,185x + 6,437; R2=0,705); E Il
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = 0,200x + 6,125;
R2=0,732).

Grafikon 5.5 Trend promene broja bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u

fermentisanim kobasicama uZeg dijametra tokom ispitivanja
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5.3.2 Ispitivanje promene ukupnog broja bakterija mle¢ne kiseline u uzorcima

fermentisanih kobasica Sireg dijametra tokom zrenja

ProseCan broj bakterija mlecne kiseline u fermentisanim kobasicama Sireg
dijametra svih dana ispitivanja (3., 7., 14., 21. i 41. dan) bio je statisticki znacajno veci
(p<0,05) u nadevu E1 i E2 grupe fermentisanih kobasica Sireg dijametra u odnosu na broj
bakterija mlecne kiseline u nadevu fermentisanih kobasica kontrolne grupe. Broj bakterija
mlec¢ne kiseline u nadevu kontrolne grupe rastao je od 6,42+0,17 log CFU/g do 8,23+0,15
log CFU/g (41. dan). U fermentisanim kobasicama E1 grupe prosecan broj bakterija
mlecne kiseline bio je 7,25+0,17 log CFU/g, da bi 41. dana porastao na 9,05+0,27 log
CFU/g. Sli¢ni odnosi zabelezeni su kod E2 grupe, gde je broj bakterija bio 7,17+0,16 log
CFUlg, a 41. dana 8,97+0,08 log CFU/g (tabela 5.6).

Tabela 5.6. Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama §ireg

dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan
~ Kontrola Grupa E1 Grupa E2

zrenja

0 4,52°+0,22 5,37%+0,19 5,09%+0,17
3 6,42°+0,17 7,258+0,17 7,17+0,16
7 7,64°+0,14 8,818+0,22 8,785+0,16
14 8,33+0,15 9,328+0,13 9,128+0,13
21 8,54°+0,18 9,498+0,13 9,288+0,14
31 8,38"+0,18 9,27%+0,18 9,155+0,14
41 8,237+0,15 9,058+0,27 8,975+0,08

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~BP<0.05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa E2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Trend promene broja BMK u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra prikazan
je grafikonom 5.6. Promena broja BMK kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica Sireg

dijametra definisana je formulom y = 0,069x + 6,278, pri ¢emu je R? = 0,506, kod E1
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grupe formulom y = 0,067x + 7,242, pri ¢emu je R? = 0,449, i kod E2 grupe formulom y
=0,068x + 7,074, pri cemu je R? = 0,447.

U fermentisanim kobasicama Sireg dijametra broj BMK izrazen kao log CFU/g
treceg dana ispitivanja u odnosu na nulti dan porastao je kod kontrolne grupe
fermentisanih kobasica za 1,90, kod E1 grupe za 1,88 i kod E2 grupe za 2,08. Dalji porast
broja BMK zapazen je sedmog dana zrenja, tako da je kod kontrolne grupe u odnosu na
nulti dan bio veéi za 3,12, kod E1 grupe za 3,44, a kod E2 grupe za 3,69. Povecanje broja
BMK zabelezeno je i 14. dana, i kod kontrolne grupe u odnosu na nulti dan iznosilo je
3,81, kod E1 grupe 3,95 i kod E2 grupe 4,03. Neznatno povecanje broja BMK zabeleZeno
je 1 21. dana zrenja kada je kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica u odnosu na nulti
dan povecanje bilo 4,02, kod E1 grupe 4,12 i kod E2 grupe 4,19. Od 21. dana zrenja broj
BMK u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra izraZzen kao log CFU/g je opadao.
Tako je 31. dana zrenja broj BMK kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica u odnosu
na nulti dan bio vec¢i za 3,86, kod E1 grupe 3,90 i kod E2 grupe za 4,06, da bi pad
povecanja 41. dana bio kod kontrolne grupe za 3,71 u odnosu na nulti dan, kod E1 grupe
za 3,68 i kod E2 grupe za 3,88.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = 0,069x + 6,278; R2 = 0,506); E | -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = 0,067x + 7,242; R2 = 0,449); E Il
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = 0,068x + 7,074;
R2 = 0,447).

Grafikon 5.6 Trend promene broja bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u

fermentisanim kobasicama Sireg dijametra tokom ispitivanja
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5.4 Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (AMB)

Ukupan broj AMB u fermentisanim kobasicama uzeg i Sireg dijametra prikazan
je u dva odvojena potpoglavlja. Broj AMB nultog dana ispitivanja u nadevu kobasica

uzeg i Sireg dijametra bio je identican.

5.4.1 Ukupan broj AMB u fermentisanim kobasicama uZeg dijametra

U tabeli 5.7 prikazan je ukupan broj AMB (log CFU/g) u fermentisanim
kobasicama uzeg dijametra od nultog do 18. dana zrenja. Iz prikazanih rezultata se uoc¢ava
da je ukupan broj AMB rastao do 7. dana zrenja i da je rast bio narocito izrazen do 3.
dana, a da je porast od 3. do 7. dana bio manje izrazen. Od 7. dana zrenja broj AMB
stagnira, a 18. dana je manji u odnosu na 7. i 14. dan. Nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike izmedu broja AMB kod ispitivanih grupa kobasica istih dana ispitivanja.

Tabela 5.7 Ukupan broj bakterija (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan zrenja Kontrola Grupa E1 Grupa E2
0 5,40+0,16 5,42+0,17 5,60+0,18
3 7,87+0,17 7,90+0,14 7,80+0,22
7 8,13+0,12 8,09+0,16 8,14+0,11
14 8,12+0,12 8,13+0,14 8,26+0,37
18 8,06+0,11 8,06+0,12 8,07+0,12

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture
Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom
Grupa E2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom

Trend promena AMB u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra prikazan je
grafikonom 5.7. Promena broja AMB kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica uzeg
dijametra definisana je formulom y = 0,104x + 6,635, pri ¢emu je R* = 0,438, kod El
grupe formulom y = 0,103x + 6,647, pri ¢emu je R? = 0,438, 1 kod E2 grupe formulom y
=0.102x + 6.709, pri ¢emu je R? = 0.478.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = 0.104x + 6.635; R2 = 0.438); E I -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = 0.103x + 6.647; R2 = 0.438); E Il
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = 0.102x + 6.709;
R2 = 0.478).

Grafikon 5.7 Trend promene ukupnog broja bakterija (log CFU/g) u fermentisanim
kobasicama uzeg dijametra tokom ispitivanja

5.4.2 Ukupan broj AMB u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra

Ukupan broj AMB (log CFU/g) u nadevu fermentisanih kobasica Sireg dijametra
(tabela 5.8) naglo je porastao od nultog do 3. dana, a zatim je rast bio usporen sve do 31.
dana zrenja, da bi 41. dana zrenja bio manji u odnosu na 31. dan. Izmedu ukupnog broja
AMB kod poredenih grupa kobasica u istim danim ispitivanja nisu utvrdene statisiticki

znacajne razlike.

Tabela 5.8 Ukupan broj bakterija (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan zrenja  Kontrola Grupa E1 Grupa E2
0 5,40+0,16 5,42+0,17 5,60+0,18
3 8,19+0,12 8,24+0,13 8,28+0,14
7 8,28+0,15 8,31+0,14 8,31+0,09
14 8,39+0,16 8,37+0,13 8,37+0,08
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21 8,62+0,48 8,84+0,19 8,81+0,12
31 9,01+0,15 9,03+0,10 9,01+0,11
41 8,91+0,13 8,91+0,07 8,92+0,10

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture
Grupa E1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom
Grupa E2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Grafikonom 5.8 prikazan je trend promena AMB u fermentisanim kobasicama
Sireg dijametra. Promena broja AMB kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica Sireg
dijametra definisana je formulom y = 0,055x + 7,191, pri ¢emu je R* = 0,459, kod E1
grupe formulom y = 0,055x + 7,237, pri ¢emu je R* = 0,449, i kod E2 grupe formulom y

=0,052x + 7,308, pri ¢emu je R? = 0,455.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = 0.055x + 7.191; R2= 0.459); E | -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = 0.055x + 7.237; R2= 0.449); E 1l
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = 0.052x + 7.308;
R2 = 0.455).

Grafikon 5.8 Trend promene ukupnog broja bakterija (log CFU/g) u fermentisanim
kobasicama Sireg dijametra tokom ispitivanja
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5.5 Ispitivanje promene pH vrednosti u uzorcima fermentisanih kobasica tokom

zrenja

U nadevu fermentisanih kobasica pre punjenja u omotace, nultog dana, pH
vrednost bila je od 6,03+0,08 do 6,05+0,07. Rezultati ispitivanja promene pH vrednosti
bakterija u fermentisanim kobasicama uzeg i Sireg dijametra prikazani su u dva odvojena

potpoglavlja.

5.5.1 Ispitivanje promene pH vrednosti u uzorcima fermentisanih kobasica uzZeg

dijametra tokom zrenja

U nadevu fermentisanih kobasica uZeg dijametra treeg dana zrenja pH vrednost
bila je od 5,78+0,08 (K1 grupa) do 5,86+0,06 (kontrolna grupa). Izmedu pH vrednosti
sve tri ispitivane grupe fermentisanih kobasica (tabela 5.9) utvrdena je statisticki znac¢ajna
razlika (p<0,05). Sedmog dana ispitivanja nastavljen je pad pH vrednosti u nadevu
fermentisanih kobasica uzeg dijametra. Vrednost pH kontrolne grupe fermentisanih
kobasica (5,51+0,06) bila je statisticki znacajno veca (p<0,05) od pH vrednosti
fermentisanih kobasica K1 grupe (5,42+0,04), odnosno kobasica K2 grupe (5,41+0,03).
Sli¢ni rezultati dobijeni su i 14. dana ispitivanja, buduci da je pH vrednost kontrolne grupe
fermentisanih kobasica (5,34+0,03) bila statisticki znacajno veca (p<0,05) od proseénih
vrednosti pH kod K1 grupe (5,20+0,03), odnosno K2 grupe (5,19+0,02). Na kraju procesa
zrenja, odnosno 18. dana, pH vrednost kod K1 grupe (5,18+0,02) i K2 grupe (5,16+0,03)
bila je statisticki znacajno manja (p<0,05) od pH vrednosti nadeva (5,28+0,03)

fermentisanih kobasica uzeg dijametra.

Tabela 5.9 Vrednost pH fermentisanih kobasica uzeg dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan

~ Kontrola Grupa K1 Grupa K2
zrenja
0 6,05+0,07 6,03+0,08 4 6,05+0,05%
3 5,860,06 A 5,78+0,08 A 5,81+0,054
7 5,51+0,06 4 5,42+0,04 8 5,41+0,038
14 5,34+0,034 5,20+0,03 8B 5,19+0,028
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18 5,280,034 5,18+0,02° 5,160,038

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ABP<(,05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa K1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa K2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Trend promene pH vrednosti fermentisanih kobasica uzeg dijametra prikazan je
grafikonom 5.9, i kod kontrolne grupe definisan je formulom y = -0,042x + 5,965, pri
¢emu je R2=0,911, kod K1 grupe formulom y =-0,047x + 5,917, pri ¢emu je R?2 = 0,898
i kod K2 grupe formulom y = -0,049x + 5,940, pri ¢emu je R? = 0,899.

5.4

5.2
5 T T T 1
0 5 10 15 20
Dani
—o— Kontrola El Ell

Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,042x + 5,965; R2 = 0,911); K1 -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,047x + 5,917; R2 = 0,898); K2
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,049x + 5,940;
R2=0,899).

Grafikon 5.9 Trend promene pH vrednosti u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra

tokom ispitivanja

5.5.2 Ispitivanje promene pH vrednosti u uzorcima fermentisanih kobasica Sireg

dijametra tokom zrenja
U nadevu fermentisanih kobasica Sireg dijametra treceg dana ispitivanja pH
vrednost kontrolne grupe fermentisanih kobasica (5,85+0,06) bila je statisti¢ki znacajno

veéa (p<0,05) od pH vrednosti K1 grupe fermentisanih kobasica (5,75+0,04). Nije
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utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu pH vrednosti K2 grupe (5,80+0,06) i pH
vrednosti kontrolne grupe fermentisanih kobasica. Sedmog dana ispitivanja pH vrednost
kontrolne grupe fermentisanih kobasica (5,47+0,03) bila je statisticki znacajno veca
(p<0,05) od pH vrednosti nadeva fermentisanih kobasica Sireg dijametra K1 i K2 grupe
(u oba slucaja 5,38+0,02). Pad pH vrednosti nadeva fermentisanih kobasica Sireg
dijametra nastavljen je, pa je 14. dana zrenja prose¢na pH vrednost fermentisanih
kobasica kontrolne grupe bila 5,25+0,03 i bila je statisti¢ki zna¢ajno veca (p<0,05) od
prose¢ne pH vrednosti K1 (5,21+0,02), odnosno K2 grupe (5,20£0,02). Tre¢e nedelje
ispitivanja (21. dan) pH vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra bile su od
5,15+0,01 do 5,18+0,02 i nisu se medusobno statisti¢ki znac¢ajno razlikovale. pH vrednost
fermentisanih kobasica Sireg dijametra kontrolne grupe (5,24+0,03) bila je 31. dana
statisticki znacajno veca (p<0,05) od pH vrednosti fermentisanih kobasica K1 grupe
(5,20+0,01), odnosno K2 grupe (5,22+0,02). Na kraju procesa zrenja (41. dan) prosecne
pH vrednosti nadeva fermentisanih kobasica Sireg dijametra bile su od 5,29+0,02 do
5,31+0,02 i nisu se medusobno statisticki znacajno razlikovale (tabela 5.10). Trend
promene pH vrednosti u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra tokom ispitivanja
prikazan je u grafikonu 5.10, iz koga se uocCava da pH vrednost u sve tri grupe
fermentisanih kobasica opada do 21. dana, a zatim dolazi do blagog porasta pH vrednosti.

Tabela 5.10 Vrednost pH fermentisanih kobasica Sireg dijametra tokom zrenja (X+Sd)

Dan

~ Kontrola Grupa K1 Grupa K2
zrenja
0 6,05+0,07 6,03+0,08 6,05+0,05
3 5,85%+0,06 5,758+0,04 5,80"B+0,06
7 5,47%+0,03 5,388+0,02 5,388+0,02
14 5,25%+0,03 5,218+0,02 5,208+0,02
21 5,18+0,02 5,15+0,01 5,15+0,02
31 5,24%+0,03 5,208+0,01 5,22/8+0,02
41 5,31+0,02 5,29+0,02 5,30+0,01

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ~BP<0.05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa K1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa K2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom
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Trend promene pH vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra tokom zrenja
prikazan je grafikonom 5.10 i karakterisSe ga pad pH vrednosti do 21. dana, a zatim porast
do 41. dana zrenja. Promena pH vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra
kontrolne grupe definisana je formulom y = -0,016x + 5,753, pri ¢emu je R? = 0,540, kod
K1 grupe formulom y =-0,015x + 5,686, pri cemu je R?= 0,490 i kod K2 grupe formulom
y = -0,015x + 5,705, pri ¢emu je R? = 0,476. Trend promene kod K1 i K2 grupe
ferementisanih kobasica Sireg dijametra je vrlo priblizan $to se vidi iz formula, a takode

11z grafickog prikaza.

6.2 ‘
6

5.8 ff\‘

pH 5.6 \

5.4 \\
5.2 \\ g

Dani

—o— Kontrola El Ell

Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,016x + 5,753; R2 = 0,540); K1 -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,015x + 5,686; R2 = 0,490); K2
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,015x + 5,705;
R2 = 0,476).

Grafikon 5.10 Trend promene pH vrednosti u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra

tokom ispitivanja

5.6 Ispitivanje promene aw vrednosti u uzorcima fermentisanih kobasica tokom

zrenja
Aktivnost vode (aw) nadeva fermentisanih kobasica pre punjenja bila je

0,968+0,001. Rezultati ispitivanja promene aw vrednosti u fermentisanim kobasicama

uzeg i Sireg dijametra prikazani su u dva odvojena potpoglavlja.
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5.6.1 Ispitivanje promene aw vrednosti u uzorcima fermentisanih kobasica uZeg

dijametra tokom zrenja

Treceg dana ispitivanja aw vrednost fermentisanih kobasica uzeg dijametra bila je
od 0,961+0,001 (kontrolna grupa) do 0,963+0,001 (K1 grupa). Sedmog dana ispitivanja
aw vrednost bila je od 0,952+0,001 (K1 i K2 grupa) do 0,948+0,004 (kontrolna grupa). U
toku zrenja aw vrednost nadeva fermentisanih kobasica uzeg dijametra je i dalje opadala,
tako da je 14. dana bila od 0,928+0,001 do 0,929+0,001 (K1 i K2 grupa). Na kraju procesa
zrenja aw vrednosti nadeva fermentisanih kobasica uzeg dijametra bile su od 0,909+0,001
do 0,912+0,002 (K1 i K2 grupa). Svih dana ispitivanja izmedu aw vrednosti ispitivanih
grupa fermentisanih kobasica uzeg dijametra nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
(tabela 5.11). Trend promene aw vrednosti fermentisanih kobasica uzeg dijametra tokom

zrenja prikazan je grafikonom 5.11.

Tabela 5.11 aw vrednost u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tokom zrenja

(X£Sd)
Dan
renja Kontrola Grupa K1 Grupa K2
0 0,968+0,001 4 0,968+0,001 4 0,968+0,0014
3 0,961+0,001 4 0,963+0,0014 0,962+0,002 4
7 0,948+0,004 A 0,952+0,0014 0,952+0,0014
14 0,928+0,001 A 0,929+0,0014 0,929+0,0014
18 0,909+0,001 4 0,912+0,0014 0,912+0,0024

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~BP<0.05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa K1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa K2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Trend promene aw vrednosti fermentisanih kobasica uzeg dijametra prikazan je
grafikonom 5.11, i za kontrolnu grupu trend je definisan formulom y = -0,003x + 0,969,
pri ¢emu je R2=10,990, za K1 grupu formulomy =-0,003x + 0,971, pri ¢emu je R?2= 0,986
I za K2 grupu formulomy =-0,003x + 0,970, pri ¢emu je R? = 0,987.
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Legenda: Kontrolnha grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,003x + 0,969; R2 = 0,990); K1 -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,003x + 0,971; Rz = 0,986); K2
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,003x + 0,970;
R2=0,987).

Grafikon 5.11 Trend promene aw vrednosti u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra

tokom ispitivanja

5.6.2 Ispitivanje promene aw vrednosti u uzorcima fermentisanih kobasica Sireg

dijametra tokom zrenja

Kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra aw vrednosti treCeg dana ispitivanja
kod ispitivanih grupa fermentisanih kobasica bile su identi¢ne (0,967+0,001). Sedmog
dana ispitivanja aw vrednost kontrolne grupe fermentisanih kobasica (0,960+0,001) bila
je statisticki znacajno manja (p<0,05) od aw vrednosti K1, odnosno K2 grupe
(0,962+0,001). Posle 14 dana zrenja aw vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra
bile su od 0,948+0,001 do 0,949+0,001, 21. dana bile su identi¢ne kod sve tri grupe
fermentisanih kobasica (0,939+0,001), a 31. dana bile su od 0,927+0,001 do 0,928+0,001.
Na kraju procesa zrenja (41. dan) kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra aw vrednosti
bile su 0d 0,910+0,001 do 0,911+0,001. Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.12 zapaza se da
su razlike u aw vrednosti utvrdene samo sedmog dana, dok ostalih dana ispitivanja nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike. Promene aw vrednosti kobasica Sireg dijametra

prikazane su grafikonom 5.12.
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Tabela 5.12 aw vrednost u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra tokom zrenja

(X+Sd)
Dan

) Kontrola Grupa K1 Grupa K2
zrenja
0 0,968+0,00 0,968+0,00 0,967+0,00
3 0,967+0,00 0,967+0,00 0,967+0,00
7 0,960”+0,00 0,9628+0,00 0,9628+0,00
14 0,948+0,00 0,949+0,00 0,949+0,00
21 0,939+0,00 0,939+0,00 0,939+0,00
31 0,927+0,00 0,928+0,00 0,928+0,00
41 0,910+0,00 0,911+0,00 0,911+0,00

U svakom redu, vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~Bp<0,05;

Kontrolna grupa — fermentisane kobasice bez dodate starter kulture

Grupa K1 — fermentisane kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom

Grupa K2 — fermentisane kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter
kulturom

Trend promene aw vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra prikazan je
grafikonom 5.12. Formule koje definiSu trend promene aw vrednosti u sve tri grupe

kobasica su gotovo identi¢ne, Sto se vidi iz grafickog prikaza.
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture (y = -0,001x + 0,969; R2 = 0,995); K1 -
kobasice sa dodatom Biostart Sprint komercijalnom starter kulturom (y = -0,001x + 0,969; R2 = 0,949); K2
- kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom starter kulturom (y = -0,001x + 0,97;
R2=0,994).

Grafikon 5.12 Trend promene aw vrednosti u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra

tokom ispitivanja
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5.7 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu broja ispitivanih vrsta bakterija u

uzorcima fermentisanih kobasica tokom zrenja

Rezultati ispitivanja korelacione zavisnosti izmedu broja ispitivanih vrsta
bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uzeg i Sireg dijametra tokom zrenja prikazani

su u dva odvojena potpoglavlja.

5.7.1 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu broja ispitivanih vrsta bakterija u

uzorcima fermentisanih kobasica uzeg dijametra tokom zrenja

Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu broja ispitivanih vrsta bakterija u
uzorcima fermentisanih kobasica uzeg dijametra tokom zrenja prikazano je u tabelama
5.13 i 5.14. Izmedu broja bakterija L. monocytogenes i enterobakterija, kako kod
kontrolne tako i kod eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica, utvrdena je
pozitivna jaka statisticki znacajna korelaciona zavisnost, koja je bila nesto izrazenija kada
su poredene vrednosti broja bakterija L. monocytogenes i enterobakterija kod E1 i E2
grupe (tabela 5.13). Negativna jaka statististicki znacajna korelaciona zavisnost utvrdena
je izmedu broja bakterija L. monocytogenes i BMK i ona je bila izrazenija izmedu broja

bakterija L. monocytogenes i BMK kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica.

Tabela 5.13 Korelaciona zavisnost i znacajnost razlika izmedu broja bakterija L.
monocytogenes i broja Enterobacteriaceae, odnosno broja bakterija mle¢ne kiseline (log

CFU/Qg) u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tokom procesa zrenja

_— Tumacenje .
. Koeficijent ) Znacajnost

Vrsta bakterije Grupa . korelacione .

korelacije (r) . " razlike
zavisnosti

Kontrola 0,977 jaka p<0,05
Enterobacteriaceae El 0,996 jaka p<0,05
Ell 0,994 jaka p<0,05
Bakterie mleéne Kontrola - 0,884 jaka p<0,05
kisje"ne El 20,819 jaka 0<0,05
Ell - 0,844 jaka p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.
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Korelaciona zavisnost izmedu broja enterobakterija i broja BMK u fermentisanim
kobasicama uzeg dijametra u toku zrenja prikazana je u tabeli 5.14. Utvrdena je negativna
jaka statistiCki znacajna korelaciona razlika izmedu broja enterobakterija i BMK, s tim
Sto je zavisnost nesto izrazenija izmedu broja enterobakterija i BMK kod kontrolne grupe

fermentisanih kobasica.

Tabela 5.14 Korelaciona zavisnost i znaCajnost razlika izmedu broja broja
Enterobacteriaceae i broja bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim

kobasicama uzeg dijametra tokom procesa zrenja

Koeficijent Tumacenje Znacajnost

Vrsta bakterije Grupa .J. korelacione J

korelacije (r) . " razlike
zavisnosti
Bakteriie Kontrola -0,912 jaka p<0,05
aKterie. El 20,852 jaka 0<0,05
mlecne kiseline -

Ell - 0,875 jaka p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.

5.7.2 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu broja ispitivanih vrsta bakterija u

uzorcima fermentisanih kobasica Sireg dijametra tokom zrenja

U tabeli 5.15 prikazana je korelaciona zavisnost izmedu broja bakterija L.
monocytogenes i broja enterobakterija, odnosno broja BMK. Utvrdena je jaka statisticki
znaajna korelaciona zavisnost izmedu broja bakterija L. monocytogenes i
enterobakterija. Jaka negativna statisticki znacajna korelaciona zavisnost utvrdena je
izmedu broja bakterija L. monocytogenes i BMK, s tim sto je bila nesto izrazenija izmedu
broja bakterija L. monocytogenes i BMK kod eksperimentalnih grupa fermentisanih

kobasica Sireg dijametra.
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Tabela 5.15 Korelaciona zavisnost i znacajnost razlika izmedu broja bakterija L.
monocytogenes i broja Enterobacteriaceae, odnosno broja bakterija mle¢ne kiseline (log

CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra tokom procesa zrenja

_— Tumacenje Y .
" Koeficijent . Znacajnost

Vrsta bakterije Grupa .. korelacione .

korelacije (r) . . razlike
zavisnosti
Kontrola 0,957 jaka p<0,05
Enterobacteriaceae El 0,973 jaka p<0,05
Ell 0,960 jaka p<0,05
Bakteriie mle&ne Kontrola - 0,815 jaka p<0,05
e E | 20,862 jaka p<0,05
kiseline -

Ell - 0,839 jaka p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.

Izmedu broja enterobakterija i broja BMK u fermentisanim kobasicama Sireg
dijametra tokom zrenja utvrdena je negativna jaka statisticki znaajna korelaciona
zavisnost, s tim S$to je bila izrazenija izmedu broja enterobakterija i broja BMK kod

eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica Sireg dijametra (tabela 5.16).

Tabela 5.16 Korelaciona zavisnost i zna¢ajnost razlika izmedu broja Enterobacteriaceae
i broja bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra

tokom procesa zrenja

- Tumacdenje . .
. Koeficijent . Znacajnost

Vrsta bakterije Grupa .. korelacione .

korelacije (r) . " razlike
zavisnosti

Bakteriie Kontrola -0,691 jaka p<0,05
mlecne kisJeIine E ~0,773 jaka p<0,05
Ell -0,736 jaka p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.

5.8 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu pH vrednosti i broja ispitivanih vrsta

bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica tokom zrenja
Rezultati ispitivanja korelacione zavisnosti izmedu pH vrednosti i broja

ispitivanih vrsta bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uzeg i Sireg dijametra tokom

zrenja prikazani su u dva odvojena potpoglavlja.
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5.8.1 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu pH vrednosti i broja ispitivanih vrsta

bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uZeg dijametra tokom zrenja

U tabeli 5.17 prikazana je korelaciona zavisnost izmedu pH vrednosti i broja
ispitivanih vrsta bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uzeg dijametra tokom
zrenja. Utvrdeno je da izmedu pH vrednosti nadeva fermentisanih kobasica uzeg
dijametra i broja bakterija L. monocytogenes postoji jaka statisticki znac¢ajna korelaciona
zavisnost, koja je izrazenija kod eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica. Takode,
utvrdena je i jaka statisticki znacajna korelaciona zavisnost izmedu pH vrednosti i broja
enterobakterija kod ispitivanih grupa fermentisanih kobasica. Negativna jaka statisticki

znacajna razlika utvrdena je izmedu pH vrednosti i broja BMK.

Tabela 5.17 Korelaciona zavisnost i znacajnost razlika izmedu broja bakterija (log

CFU/Qg) i pH vrednosti u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tokom procesa zrenja

Koeficijent Tumatenje Znacajnost
Vrsta bakterije Grupa .J. korelacione J
korelacije (r) . " razlike
zavisnosti
Kontrola 0,919 jaka p<0,05
L. monocytogenes El 0,932 jaka p<0,05
Ell 0,940 jaka p<0,05
Kontrola 0,963 jaka p<0,05
Enterobacteriaceae El 0,951 jaka p<0,05
Ell 0,961 jaka p<0,05
Bakteriie mlegne Kontrola - 0,951 jaka p<0,05
e E| 20,948 jaka p<0,05
kiseline .
Ell - 0,962 jaka p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.

5.8.2 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu pH vrednosti i broja ispitivanih vrsta

bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica Sireg dijametra tokom zrenja

U tabeli 5.18 prikazana je korelaciona zavisnost izmedu pH vrednosti i broja
ispitivanih vrsta bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica Sireg dijametra. Jaka
pozitivna statisticki zna¢ajna korelaciona zavisnost utvrdena je izmedu broja bakterija L.

monocytogenes i pH vrednosti nadeva fermentisanih kobasica. Uocava se da je
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korelaciona zavisnost bila izrazenija kod eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica.
Sli¢na zapazanja uocavaju se i pri poredenju korelacione zavisnosti izmedu pH vrednosti
i broja enterobakterija kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra. Negativna jaka
statisticki znacajna korelaciona zavisnost utvrdena je izmedu broja BMK i pH vrednosti
fermentisanih kobasica Sireg dijametra. Ova zavisnost bila je izraZenija kod

eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica.

Tabela 5.18 Korelaciona zavisnost i znacajnost razlika izmedu broja bakterija (log

CFU/Qg) i pH vrednosti u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra tokom procesa zrenja

- Tumacdenje . .
. Koeficijent . Znacajnost

Vrsta bakterije Grupa . korelacione .

korelacije (r) . " razlike
zavisnosti
Kontrola 0,760 jaka p<0,05
L. monocytogenes El 0,926 jaka p<0,05
Ell 0,940 jaka p<0,05
Kontrola 0,821 jaka p<0,05
Enterobacteriaceae El 0,854 jaka p<0,05
Ell 0,844 jaka p<0,05
Bakteriie mlegne Kontrola - 0,955 jaka p<0,05
e El 20,971 jaka p<0,05
kiseline -

Ell - 0,962 jaka p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.

5.9 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu aw vrednosti i broja ispitivanih vrsta

bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica tokom zrenja
Rezultati ispitivanja korelacione zavisnosti izmedu aw vrednosti i broja ispitivanih
vrsta bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uzeg i Sireg dijametra tokom zrenja

prikazani su u dva odvojena podpoglavlja.

5.9.1 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu aw vrednosti i broja ispitivanih vrsta

bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uZeg dijametra tokom zrenja

U tabeli 5.19 prikazana je korelaciona zavisnost izmedu aw vrednosti nadeva i

broja ispitivanih vrsta bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uzeg dijametra.
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Utvrdeno je da je korelaciona zavisnost izmedu broja bakterija L. monocytogenes i aw
vrednosti kod ispitivanih grupa fermentisanih kobasica jaka i statisticki znacajna. Isto je
utvrdeno 1 kod poredenja korelacione zavisnosti izmedu broja enterobakterija i aw
vrednosti. Negativna jaka statisticki znacajna korelaciona zavisnost utvrdena je izmedu
broja BMK i aw vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra, S tim $to je bila

izrazenija izmedu broja BMK i aw vrednosti kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica.

Tabela 5.19 Korelaciona zavisnost i znacajnost razlika izmedu broja bakterija (log

CFU/qg) i aw vrednosti u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tokom procesa zrenja

- Tumacdenje . .
. Koeficijent . Znacajnost

Vrsta bakterije Grupa . korelacione .

korelacije (r) . " razlike
zavisnosti
Kontrola 0,986 jaka p<0,05
L. monocytogenes El 0,992 jaka p<0,05
Ell 0,987 jaka p<0,05
Kontrola 0,976 jaka p<0,05
Enterobacteriaceae El 0,983 jaka p<0,05
Ell 0,973 jaka p<0,05
Bakteriie mlegne Kontrola - 0,856 jaka p<0,05
e El 20,772 jaka p<0,05
kiseline -

Ell -0,792 jaka p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.

5.9.2 Ispitivanje korelacione zavisnosti izmedu aw vrednosti i broja ispitivanih vrsta

bakterija u uzorcima fermentisanih kobasica Sireg dijametra tokom zrenja

Rezultati ispitivanja korelacione zavisnosti izmedu aw vrednosti i broja bakterija
L. monocytogenes kod fermentisanih kobasica §ireg dijametra prikazani su u tabeli 5.20
U istoj tabeli prikazane su i korelacione zavisnosti izmedu aw Vvrednosti i broja
enterobakterija, odnosno broja BMK kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra. Izmedu
broja bakterija L. monocytogenes i aw vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra
utvrdena je jaka statistiCki znacajna korelaciona zavisnost. Takode, utvrdena je 1 jaka
statisticki znacajna korelaciona zavisnost izmedu broja enterobakterija i aw vVrednosti kod
fermentisanih kobasica Sireg dijametra, s tim §to je ona bila izraZenija izmedu broja
enterobakterija i aw vrednosti kod eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica.

Negativna srednja statisticki znacajna korelaciona zavisnost utvrdena je izmedu broja

57



Rezultati ispitivanja

BMK i aw vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra, s tim §to je bila izrazenija

izmedu broja BMK i aw vrednosti kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica.

Tabela 5.20 Korelaciona zavisnost i znacajnost razlika izmedu broja bakterija (log

CFU/Qg) i aw vrednosti u fermentisanim kobasicama $ireg dijametra tokom procesa zrenja

Koeficijent Tumatenje Znacajnost

Vrsta bakterije Grupa .J. korelacione J

korelacije (r) . " razlike
zavisnosti
Kontrola 0,976 jaka p<0,05
L. monocytogenes El 0,981 jaka p<0,05
Ell 0,975 jaka p<0,05
Kontrola 0,961 jaka p<0,05
Enterobacteriaceae El 0,993 jaka p<0,05
Ell 0,991 jaka p<0,05
Bakteriie mle&ne Kontrola - 0,697 srednja p<0,05
e E | 20,631 srednja p<0,05
kiseline .

Ell - 0,629 srednja p<0,05

* |zvor: Colton, 1974.

5.10 Hemijski sastav fermentisanih kobasica

U nadevu fermentisanih kobasica ispitan je hemijski sastav na osnovu koga je
utvrdeno da je nultog dana sadrzaj vode bio 54,62%, masti 25,42%, proteina 16,40% i
3,56% pepela. ProseCan hemijski sastav nadeva fermentisanih kobasica prikazan je

grafikonom 5.13.
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25.42%
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3.56%

mVoda ®Masti HProteini

Pepeo

54.62%

Grafikon 5.13 Prosec¢an hemijski sastav nadeva fermentisanih kobasica

Prosecan hemijski sastav fermentisanih kobasica uzeg, odnosno Sireg dijametra,

prikazan je u tabelama 5.21 i 5.22. Utvrdeno je da je prosecni sadrzaj vode u

fermentisanim kobasicama uzeg dijametra bio od 29,00+0,47 do 29,50+0,42, prose¢ni
sadrzaj masti od 40,23+0,61 do 40,62+0,70, a prose¢ni sadrZaj proteina od 25,06+0,33 do
25,17+0,35. Utvrdeno je da je prosec¢ni sadrzaj pepela bio od 5,20+0,05 do 5,27+0,04,
sadrzaj soli od 3,95+0,02 do 4,10+0,03, a sadrzaj nitrita od 0,050£0,001 do 0,055+0,001.

Izmedu prosecnih sadrZaja ispitivanih parametara fermentisanih kobasica uZeg dijametra

nije utvrdena statisticki znacajna razlika.

Tabela 5.21 Prose¢an hemijski sastav fermentisanih kobasica uzeg dijametra (n=6)

Parametar Grupa

K El E2
Voda 29,50+0,42 29,00+0,47 29,05+0,44
Mast 40,23+0,61 40,62+0,70 40,52+0,74
Proteini 25,06+0,33 25,11+0,36 25,17+0,37
Pepeo 5,21+0,5 5,27+0,04 5,20+0,05
NaCl 3,95+0,02 4,01+0,03 4,10+0,03
Nitriti 0,055+0,001 0,051+0,001 0,050+0,001
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Prosecan sadrzaj vode u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra bio je od
29,49+0,48 do 29,61+0,50, prosecan sadrzaj masti od 39,42+0,67 do 39,96+0,71, a
prosecan sadrzaj proteina od 25,25+0,56 do 25,81+0,42. Sadrzaj pepela u ovoj grupi
kobasica bio je 5,18+0,12 do 5,23+0,10, sadrzaj soli od 3,97+0,10 do 4,00+£0,08, dok je
sadrzaj nitrita bio od 0,053+0,011 do 0,055+0,002.

Tabela 5.22 Prose¢an hemijski sastav fermentisanih kobasica Sireg dijametra (n=6)

Parametar Grupa

K El E2
Voda 29,61+0,50 29,55+0,42 29,49+0,48
Mast 39,96+0,71 39,42+0,67 39,66+0,64
Proteini 25,25%0,56 25,81+0,42 25,6210,48
Pepeo 5,18+0,12 5,2210,14 5,2310,10
Nacl 4,00+0,08 3,97£0,10 3,99+0,08
Nitriti 0,055+0,002 0,053+0,011 0,053+0,002

IzraCunate MRP vrednosti za obe grupe kobasica (uzeg i Sireg dijametra) bile su

od 1,15:1do 1,17:1.
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6. DISKUSIJA

6.1 Fermentisane kobasice

Fermentisane kobasice imaju dugu proizvodnu tradiciju. Njihova proizvodnja
moze da se veze za domacinstvo, gde je najpre i pocela, zatim za zanatske objekte (mali
pogoni) 1 konacno za industrijske objekte. Proizvodnja u domacinstvima i u vecini
zanatskih objekata je sezonska, odnosno obavlja se u hladnije doba godine (kasna jesen i
zima) i u nekontrolisanim mikroklimatskim uslovima (temperatura, vlaznost vazduha,
cirkulacija), uz povremeno hladno dimljenje. Proizvodnja u domadinstvima i u zanatskim
uslovima se u velikoj meri zasniva na empirijskom iskustvu proizvodaca, pa i kvalitet
proizvoda zavisi od njegovog steéenog znanja i iskustava. I danas ova proizvodnja, i
pored industrijske proizvodnje, nije napustena, pa su ¢ak i neki tradicionalni proizvodi
zaSti¢eni oznakom geografskog porekla, tako da se i dalje proizvode u domacinstvima i
malim pogonima za preradu mesa (Karabasil i sar., 2018, Jankovi¢ i sar., 2017). Ovi
proizvodi namenjeni su daleko manjem broju potroSaca od industrijski proizvedenih
fermentisanih kobasica. U industrijskim uslovima proizvodnja fermentisanih kobasica je
kontrolisana, kako u pogledu mikroklimatskih uslova (temperatura, vlaznost vazduha,
cirkulacija vazduha), tako 1 u pogledu rezima (dinamike) dimljenja 1 izbora drveta
(bukva). Industrijski proizvedene fermentisane kobasice, proizvedene od razli¢itih vrsta
mesa 1 punjene u omotace razlicitih pre¢nika, Siroko su zatupljene na trZiSu i pripadaju
najkvalitetnijoj, pa i najskupljoj grupi kobasica koja se nudi potrosacu. Industrijski
proizvedene fermentisane kobasice, pored toga S§to se proizvode u kontrolisanim
uslovima, razlikuju se od fermentisanih kobasica proizvedenih u malim pogonima, a
naroc€ito od onih proizvedenih u domacinstvima, i po nacinu proizvodnje, pocevsi od
izbora sirovine, pripreme nadeva, nacina punjenja kobasica, izboru soli i za¢ina, upotrebi
starter kultura, izboru omotaca itd. Tako se u industrijskoj proizvodnji fermentisanih
kobasica kao sirovina koristi zamrznuto meso razli¢itih zivotinjskih vrsta, kao i
zamrznuto ¢vrsto masno tkivo, pa je i temperatura pripremljenog nadeva niska (oko 0°C)
U pripremi nadeva u industrijskim uslovima koristi se definisana koli¢ina nitritne soli 1
zaCinskih smesSa. Koli¢ina koja se dodaje je standardizovana za svaku vrstu kobasica istog

proizvodaca. Za punjenje omotaca koriste se vakuum punilice. Pre¢nik i duzina kobasica
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su standardizovani. U malim pogonima, a narocito u domacinstvima, kao sirovina koristi
se uglavnom ohladeno meso i masno tkivo (ponekad ¢ak i toplo). Usitnjavanje se obavlja
u masinama za mlevenje, pri ¢emu su otvori na plo¢ama razliciti (najéesc¢e 8 mm, mada
mogu da budu i manji i ve¢i). U pripremi nadeva obi¢no se u domaéinstvima ne Koriste
nitritna so 1 starter kulture. Izbor i koli¢ina dodatih zac¢ina (uglavnom beli 1uk i paprika)
nisu standardizovani i mesanje nadeva u domacinstvim je uglavnom ru¢no i za punjenje
se ne koriste vakuum punilice. Prednost industrijske proizvodnje fermentisanih kobasica
odnosi se na standardizaciju proizvodnje, $to je jedan od osnovnih faktora kvaliteta
proizvoda i1 njegove prepoznatljivosti od strane potrosaca. Ako je kvalitet fermentisanih
kobasica istog proizvodaca nestandardizovan, potrosa¢ nije u moguénosti da stekne
naviku i memori$e njegove osobine (pre svega senzorne) i to moze biti razlog njegovog
daljeg neopredeljenja za potro$nju proizvoda. Poznato je da izbor hrane zavisi od brojnih
faktora (cena, ponuda, dostupnost), ali u velikoj meri i od navika, odnosno od onog $to
zadovoljava potrosaca, narocito u pogledu senzornih osobina (Novelli i sar., 2017).
Karakteristicne senzorne osobine fermentisanih kobasica posledica su
fermentacionih procesa u toku proizvodnje, koji ukljuc¢uju razgradnju ugljenih hidrata
primarno od prisutnin BMK (Leroy i sar.,, 2006). Kod tradicionalnih proizvoda
fermentacija nastaje kao posledica prisustva bakterija u nadevu, medu kojima su i BMK
(Skaljac i sar., 2014). Za tok Zeljene fermentacije odgovorna je pristutna mikrobiota, ¢ija
aktivnost dovodi do tipi¢nog ukusa, izgleda i teksture fermentisanih kobasica (Vukovi¢ i
sar., 2012). Konzervisuc¢i efekat kod fermentisanih kobasica primarno se zaniva na dve
fizicke osobine, odnosno na smanjenju pH 1 aw vrednosti nadeva, ali i na prisustvu soli,
zadina i starter kultura. Smanjena aw vrednost prevenira rast bakterija kvara, kojima je za
rast potrebna veca aw vrednost od potrebne aw vrednosti za rast BMK, odnosno
fermentativnih bakterija. U uslovima visokih temperatura zrenja i velikog pocetnog broja
bakterija u nadevu, same fermentativne bakterije nisu dovoljne za preveniranje kvara
kobasica. Zbog toga je neophodno da se kontroliSe mikroklima u komorama, odnosno da
se kontroliSe temperatura, vlaznost vazduha i cirkulacija vazduha (Raseta i sar., 2010).
Brojni su faktori koji uti¢u na inaktivaciju patogena u nadevu fermentisanih kobasica i
medu tim patogenima je i L. monocytogenes. Nadev (matriks) kobasica je jedan slozen i
dinamican sistem sa brojnim moguénostima interakcije medu mikrobiotom nadeva, pa i

sa razi€itim ishodima interakcija. Jedan od klju¢nih elemenata u usmeravanju procesa
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fermentacije u nadevu kobasica je upotreba odabranih starter kultura. U okviru ove
doktorske disertacije koriSéena je za prvu eksperimentalnu grupu (E1) starter kultura koja
u sebi sadrzi tri bakterijske vrste (Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus i
Staphylococcus xylosus), komercijalni naziv BioStart, dok je za proizvodnju druge
eksperimentalne grupe (E2), pored ove tri bakterije, starter kultura sadrzala i
Debaryomyces hansenii, Pediococcus acidilactici i Pediococcus pentosaceus,

komercijalni naziv BaktoFerm BLC-007.

6.1 Kontrola Listeria monocytogenes u fermentisanim kobasicama

Fermentisane kobasice pripadaju grupi proizvoda koji se definiSu kao “Ready-to-
eat” (RTE —spremni za jelo) i koji zbog svojih osobina podrzavaju rast L. monocytogenes
(Cabedo i sar., 2008; Di Pinto i sar., 2010; Dimitrijevi¢ i sar., 2011). L. monocytogenes
je ubikvitaran mikroorganizam, psihrotrofan i ¢est je kontaminent razli¢ite RTE hrane,
najceSce kao posledica kontaminicije sa radnih povrSina i opreme koja se koristi za
pripremu hrane (npr. narezivanje) i pakovanje. Ucestalost kontaminacije RTE proizvoda
naroCito je izrazena u hladnom prostoru 1 kod vlaznih povr§ina na kojima L.
monocytogenes moze da stvara biofilm (Ben Hammou i sar., 2010). Poznato je da L.
monocytogenes moze da raste pri temperaturi hladenja, pa i minimalna kontaminacija
ovom bakterijom moze da predstavlja opasnost za zdravstvenu bezbednost tokom
skladistenja (Lianou i Sofos, 2007). Podaci EFSA ukazuju da je broj slu¢ajeva oboljenja
ljudi od listerioze u blagom porastu od 2008. do 2012. godine i da je letalitet visok
(17,8%).

U nadevu fermentisanih kobasica patogene bakterije mogu da se inaktivisu
delovanjem, odnosno inetrakcijom nekoliko razli¢itih Cinilaca, kao §to su prisustvo
mlecne kiseline, smanjenje pH i aw vrednosti, inhibitorni efekat komponenti dima, kao i
aktivnost dodatih starter kultura i njihovih metabolita (bakteriocini) u toku zrenja
(Ammor i Mayo, 2007; Holck i sar., 2017).

Od svih serotipova L. monocytogenes, serotipovi 1/2a, 1/2b i 1/2¢ su najcesce
izolovani iz hrane (Swaminathan i Gerner —-Smidt, 2007; Martin i sar., 2014), te su iz tog

razloga oni korisc¢eni za kontaminaciju nadeva u ovom ogledu.
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Mora se napomenuti i da je u kontrolnoj grupi fermentisanih kobasica, kojoj nije
dodata starter kultura, doslo do inhibicije rasta bakterija L. monocytogenes, sto moze da
se objasni prisustvom BMK kao kontaminenata u nadevu kobasica i posledi¢ne spontane
fermentacije. BMK (dominantno laktobacili) brzo smanjuju broj neZzeljenih vrsta
bakterija (npr. enterobakterija). Autohtone BMK su prepoznate kao dobri kompetitori i
imaju bioprotektivni i inhibitorni efekat prema bakterijama u nadevu. Rezultat njihovog
delovanja zasniva se na kompeticiji ili stvaranju bakteriocina ili drugih antagobiotic¢kih
komponenti, kao $to su organske kiseline, vodonik-peroksid i enzimi (Pragati i sar.,
2007).

Vise razlicitih cinilaca moze uticati na inhibiciju L. monocytogenes u
fermentisanim kobasicama, ukljucujuéi pocetnu koncentraciju mikroorganizama, broj i
rast kompetitivnih bakterija, pH i aw vrednosti (Llcke, 2000). U ovoj studiji, uprkos
visokoj koncentraciji L. monocytogenes koja nije uobiCajena u fermentisanim
kobasicama, broj bakterija je znaajno umanjen, verovatno kao rezultat sinergistickog
efekta fermentacije, suSenja i antimikrobnih komponenti. Podaci iz literature upucuju na
to da se rast L. monocytogenes prekida kada prirodno prisutna mikroflora hrane, kao $to
su bakterije mlecne kiseline, ude u stacionarnu fazu (Al-Zeyara 1 sar., 2011). Znacajno
smanjenje broja L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama pokazano je i u
prethodnim ispitivanjima (Boskovi¢i sar., 2017; Zdolec i sar., 2007). Intenzivnije
smanjenje broja L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama tokom prvih dana zrenja
zapazeno je u radu Tolvanen 1 sar. (2008), dok je u ispitivanju Silinsa (2014), kao i u
ovom ispitivanju, verovatno usled vece pocetne koncentracije L. monocytogenes,
smanjenje broja bilo manje intenzivno tokom prvih nekoliko dana, nakon ¢ega je usledilo
znacajnije smanjenje (smanjenje izmedu 2 i 4 log CFU/g).

Kriterijumi za bezbednost hrane koji se odnose na hranu za konzumiranje, a koja
podrzava rast L. monocytogenes prikazani su u Slici 6.1a, a uklju¢uju plan uzorkovanja,
granicne vrednosti (m, M), referentne metode ispitivanja 1 fazu u kojoj se kriterijum
primenjuje. U Slici 6.2a date su karakteristike hrane za konzumiranje na primeru L.
monocytogenes. Slika 6.2b odnosi se na kriterijume za L. monocytogenes u hrani
spremnoj za konzumiranje, a Slika 6.2c na kriterijume kod kategorije hrane spremne za

konzumiranje koja podrzava rast L. monocytogenes.
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Izvor: Pravilnik o izmeni i dopuni Pravilnika o opstim i posebnim uslovima higijene hrane
u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa (,,Sluzbeni glasnik RS”, broj 62/18)

Slika 6.1a. Kriterijumi za bezbednost hrane koji se odnose na hranu za konzumiranje koja

podrzava rast L. monocytogenes
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L. monocytogenes pOKa
(4) (8) ynotpebe

Izvor: Pravilnik o izmeni i dopuni Pravilnika o opstim i posebnim uslovima higijene hrane
u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa (,,Sluzbeni glasnik RS”, broj 62/18)

Slika 6.1b. Kriterijumi za bezbednost hrane koji se odnose na hranu za konzumiranje koja

podrzava rast L. monocytogenes

Blizi uslovi koji se odnose na hranu spremnu za konzumiranje na primeru L.

monocytogenes dati su u slikama 6.2a, 6.2b i 6.2c.

6.2.6. KapakTepHCTHKe XpaHe CIPeMHe 32 KOH3YMHpPame

Kaza ce yrBpljyje pok ymoTpede XpaHe CIpeMHe 3a KOH3YMHpamke, 3HaU4ajHo je 1a ce y3Me y 003Hp
Yy KOJHM YCIOBHMa L. monocytogenes MOXe Ja Ce pasMHOXaBa y XpaHH. [IpexuBibaBambe H
pasMHOKaBame L. monocytogenes y XpaHH CIPEMHO] 3a KOH3YMHpame je Yy (YHKIHJH
KapaKTepHCTHKA XpaHe H yCJIOBa IOA KOjHMAa ce OHA NPOH3BOIH. MaKyje H CKIAJHINTH, a Te
KapaKTepHCTHKe XpaHe Cy y JHTepaTypH OIHCaHe Kao YHYTpalllka (cacTaB H (PH3HUKO-XeMHjCKe
KapakTepHCTHKe) H CIO/ballllba CBOjCTBA. Tj. (AaKTOpH OKOTHHE (peldaTHBHA BIAkKHOCT,
TeMIlepaTypa. KOHIeHTpalllja TacoBa) XpaHe CIIpeMHe 3a KOH3YMHpambe.

HajpakHHje KapakTepHCTHKe INPOH3BOJAa KOje yTHUY Ha IpeKHBbAaBake H pa3MHOXKaBame L.
monocytogenes y XpaHH CIIPeMHO] 3a KOH3yMHpame Cy pH. aKTHBHOCT BoJe (ay,) H TeMIeparypa.
Kao M OYKHHA CKIaTHIITeRa MpoH3Boja. Ilopeq Tora. KOH3epBAaHCH H 3alITHTHA MHKPOQIOpa,
moceGHO CTapTep KYIType. MOTY Ja HMajy 3HauajaH YTHIIA] Ha IpeXHUB/baBamke I pa3MHOKaBamke L.
monocytogenes y IPOH3BOIY.

Ha ocHOBY Nno3HaBama KapakTepHCTHKA (HIp. pH. ay. TeMIepaTypa cKIaJHIITeRka) XpaHe CIIpeMHe
3a KOH3YMHpame. CyOjeKT y IOoCIoBamy XpaHoM onpelyje aa 1m moctoju MoryhHoct ga L.
monocytogenes TPEKHBH HIH ce pasMHOkaBa y onpeleHoj xpanu. Te HHpopMammje Takole
oMmoryhaBajy cy0jeKTy y IIOCIOBaBY XPAaHOM Ja H3MEHH KapaKTepHCTHKe IIPOH3BOJA. Kako OH
CIIPeYHO HIIH CBeO Ha MHHHMYM IIpeKHB/baBamkbe HIH Pa3sMHOKaBawke L. monocytogenes.

Izvor: Vodic za primenu mikrobioloskih kriterijuma za hranu, Ministarstvo poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije, 2011.

Slika 6.2a. Karakteristike hrane spremne za konzumiranje na primeru L. monocytogenes
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6.3. Kpurepujymu 3a L. monocytogenes y XpaHH CIPeMHO]j 32 KOH3YMHpPaBke

Kox neduHucama xpumepujyva 6e3beoHocnmu xpade 3a HCIHTHBake XpaHe CIpPeMHe 3a
KOH3yMHpame Ha MPHCYCTBO OakTepHje L. monocytogenes, IIpaBHIHHK O MHKPOOHOIOIIKHM
KpHTepHjyMHMa y3HMa y 003Hp CBOJCTBA XpaHe H HeHY HaMeHY. IOIITYjyH pa3IHuHTOCT XpaHe
Koja IIOrofyje HIH He IIOrOAyje pacTy H pa3Bojy oBe OakTepHje. IIpH H300py xpumepujyvia
6e36eoHocmu xpare Y OJHOCY Ha KOJH Ce BPIIH HCIIHTHBaEme ycarlalleHOCTH XpaHe CIOpeMHe 3a
KOH3yMHpalke, Mopa Ja ce ofpedH Kareropuja xpaHe. Ha ocHoBy MoryhHocTH pacta L.
monocytogenes XpaHa ce MO;Ke CBPCTaTH y jeIHY O JBe KaTeropHje:

- XpaHa CIIPeMHA 32 KOH3YMHpame K0ja MoAPKABa pa3MHoKaBame L. monocytogenes;
- XpaHa CIIPeMHA 32 KOH3YMHpame Koja He MOAPKaBa pacT L. monocyfogenes.

V cBpxy meduHHCama KO0joj KaTerOpHjH XpaHa IpHIaga (Kao IITO je HaBeJeHO YV ()YCHOTH 3a
KpuTepujyM u3 Tauke 1.3. TlormaB/ea 1. Ilpmmora 1. TIpaBHaHHKA O MHKPOOHOIOIIKHM
KpHTepHjyMHMa)., cCMaTpa ce Ja XpaHa Koja HMa clefeha cBojcTBa He HMOroAyje pacTy H pa3Bojy
L.monocytogenes:

- pH < -‘.4 HIIH a“' S
- pH<50 m ay < 0.94;
- POK ymotTpede < 5 naHa.

OcHM XpaHe ca HaBeJeHHM CBOJCTBHMA, CyOjeKT MOXKe y KaTeropHjy .J\pawa cnpemua 3a
KOH3VMUparee Koja He noopxicaéa pacm L. monocytogenes . 1a CBPCTa H IPYTy XpaHy. YKOIHKO
MOzKe Hay4HO Ja JOKake J1a TaKBa XpaHa HHje IIOr0/IHa 3a pacT L. monocytogenes.

Izvor: Vodic za primenu mikrobioloskih kriterijuma za hranu, Ministarstvo poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije, 2011.

Slika 6.2b Kriterijumi za L. monocytogenes u hrani spremnoj za konzumiranje

Kox xareropuje ,\pana cnpemua 3a xoH3ymiupare Koja nodpxycaea pacm L. monocytogenes ",
nocTtaB/beH je kpuTepHjyM 100 cfu/g TokoM poka ymorpebe. KOJjH ce IpHMemYje YKOTHKO je
IIPeIXOIHO Cy0jeKT H3Beo HCTPaKUBabka. a pe3yaTaTH HCTPakHBamka MoKa3y]y da L.monocytogenes
y IIPOH3BOAY He Ipena3d rpa”uiy ox 100 cfu/g y mepmoay poka ymorpede. CyGjeKT Moxke 1a
VIBPIH H IPHBpPeMeHe IPaHHYHe BPeIHOCTH TOKOM IIpoLieca, Koje Mopajy Ja Oyay JOBOJBHO HHCKe
na O rapaHToBale Ja 10 Kpaja poka ymotpede 6poj L. monocytogenes Hehe npehn rpanuiy ox 100
cfw/g.

Kaza cy0jeKkT He MOKe Ha 3aJ0BosbaBajyviil HAUHH J1a JoKake 1a L. monocytogenes V IIPOU3BOIY
gehe mpehn rpagmny ox 100 cfu/g. mpHMemvie ce KPHTEPH]YM ..He CcMe OHTH /oacycTBo L.
nionocytogenes v 25 g.

Izvor: Vodic za primenu mikrobioloskih kriterijuma za hranu, Ministarstvo poljoprivrede,
Sumarstva i1 vodoprivrede Republike Srbije, 2011.

Slika 6.2c Kriterijumi kod kategorije hrane spremne za konzumiranje koja podrzava rast

L. monocytogenes
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Ucestalost nalaza L. monocytogenes u prirodno kontaminiranim fermentisanim
kobasicama Mediterana prikazana je u tabeli 6.1. Iz tabele se uocava da je ucestalost
nalaza L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama vrlo varijablilna, buduci da se
kreée od 3,25 do 44%.

Tabela 6.1 Ucestalost L. monocytogenes u prirodno kontaminiranim fermentisanim

kobasicama Mediterana*

) ) . ) pH vrednost aw vrednost
Vrsta fermentisane kobasice | Ucestalost Podacio
. gotovog gotovog
Mediterana % koncentraciji . .
proizvoda proizvoda
Fermentisana kobasica** 10 <3 CFU/g 4,7-5,4 0,78-0,90
Italijanska kobasica Sireg ] )

B 13,3 Prisustvoin 25 g 4,8-5,2 0,85-0,90

dijametra**

Sudzuk** 7 Prisustvoin 25 g 4,9-6,7 np
Fermentisana kobasica** 3,25 Prisustvoin 25 g np np
Fermentisana kobasica** 20 Prisustvo in 25 g np np
Fermentisana kobasica** 19,05 Prisustvo in 25 g np np
Fermentisana kobasica** 44 Prisustvo in 25 g np np
Fermentisana kobasica** 20 Prisustvoin 25 g np np

Kobasica Sireg dijametra** 16,67 Prisustvoin 25 g np np
Kobasica uzeg dijametra** 11,54 Prisustvoin 25 g np np
Fermentisana kobasica** 20 Prisustvo in 25 g np np
Kobasica Sireg dijametra** 10 Prisustvoin 25 g np np
Kobasica Sireg dijametra** 16 Prisustvoin 25 g np np
Kobasica Sireg dijametra** 5 20 CFU/g np np
Fermentisana kobasica** 10 Prisustvoin 25 g np np
Kobasica Sireg dijametra** 40 Prisustvo in 25 g np np
Spanska kobasica uzeg . .
. 3,70 Prisustvoin 25 g np np
dijametra**
Kobasica uzeg dijametra*** 20 Prisustvoin 25 g 5,32 0,90
Salsiccia Sarda**** 8 Prisustvoin 25 g 5,37 0,91

Legenda: * Modifikovano prema Skandaminis and Nychas, 2007;np: nema podataka.
Bazirano na: ** Skandaminis i Nychas, 2007; *** Meloni i sar., 2009; **** Meloni i sar.,
2014.
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Uporedna analiza smanjenja broja bakterija L. monocytogenes izrazena kao log
CFU/g u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tre¢eg dana ispitivanja pokazuje da
je to smanjenje izrazenije kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica (0,18 log CFU/g)
nego kod E1 grupe fermentisanih kobasica (0,13 log CFU/qg), odnosno E2 grupe (0,16 log
CFU/g). Grafikonom 6.1. prikazan je broj L. monocytogenes (log CFU/g) u
fermentisanim kobasicama uzeg dijametra nultog dana ispitivanja, a grafikonom 6.2. broj
L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tre¢eg dana

ispitivanja.

6.35

6.35 -
6.34
6.33
6.32 -
log CFU/g 6.31 -
6.3
6.29
6.28 - e e
6.27

6.33

6.30

NN\ NNNNN
i

Kontrola El Ell
0. dan

Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.1 Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg
dijametra nultog dana ispitivanja
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6.14

6.20
6.2 7/
6.19 -
6.18 - 6.17
log CFU/g 6.17 - —_— 6.16
6.16 / — — —
6.15 / — —. 7
El Ell |

Kontrola
3.dan

Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.2. Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra tre¢eg dana ispitivanja

Razlike u ukupnom broju bakterija L. monocytogenes nisu bile statisti¢ki znacajne
izmedu poredenih grupa fermentisanih kobasica, kako nultog tako ni tre¢eg dana
ispitivanja. Medutim, sedmog dana ispitivanja smanjenje broja bakterija L.
monocytogenes kod eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica uzeg dijametra bilo
je kod E1 grupe 1,83 log CFU/g, kod E2 grupe 1,95 log CFU/g, dok je smanjenje broja
bakterija L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama kontrolne grupe bilo 1,45 log
CFU/g (grafikon 6.3).
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4
log CFU/g

Kontrola El El
7.dan

Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~Bp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.3 Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra sedmog dana ispitivanja

Izrazitije smanjenje broja bakterija L. monocytogenes uzrokovalo je statistic¢ki
znaCajne razlike izmedu broja bakterija L. monocytogenes kod eksperimentalnih i
kontrolne grupe fermentisanih kobasica. Sedmog dana ispitivanja pH vrednost kontrolne
grupe fermentisanih kobasica bila je veca od pH vrednosti fermentisanih kobasica
eksperimentalne grupe (tabela 5.9). Istog dana ispitivanja prosecan broj BMK izrazen kao
log CFU/g kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra bio je statisti¢ki znacajno manji
kod kontrolne grupe u odnosu na broj BMK kod fermentisanih kobasica E1 i E2 grupe
(tabela 5.7). Izrazitije smanjenje broja bakterija L. monocytogenes kod eksperimentalnih
grupa uzrokovano je prema tome ve¢im brojem BMK kod fermentisanih kobasica E1 1
E2 grupe, kao i manjom pH vrednoSéu kod ovih grupa fermentisanih kobasica.
Karakteristi¢no je da je i pored manjeg broja BMK kod E2 grupe, u odnosu na E1 grupu,
smanjenje broja bakterija L. monocytogenes bilo izrazitije kod E1 grupe, $to moze da
ukaze na veci bakteriocidni efekat starter kuture koja je koriS¢ena u proizvodnji E2 grupe

fermentisanih kobasica. | 14. dana ispitivanja u odnosu na nulti dan smanjenje broja
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bakterija L. monocytogenes bilo je izrazenije kod eksperimentalnih grupa fermentisanih

kobasica, nego kod kontrolne grupe fermentisanih kobasica (grafikon 6.4).

3

2.5

2 _
log CFU/g 1.5 I

1 I

0.5 7
0

Kontrola El Ell
14. dan

Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ABp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.4. Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra 14. dana ispitivanja

Kao i sedmog dana, smanjenje broja bakterija L. monocytogenes kod E2 grupe
fermentisanih kobasica bilo je izrazenije u odnosu na smanjenje broja bakterija L.
monocytogenes kod E1 grupe fermentisanih kobasica. | ovde se razlike mogu objasniti
boljim bakteriocidnim efektom starter kulture koja je koriS¢ena u proizvodnji E2 grupe
fermentisanih kobasica.

Kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra, ve¢ tre¢eg dana zrenja smanjenje
broja bakterija L. monocytogenes u odnosu na nulti dan iskazano kao log CFU/g bilo je
izrazenije kod E1 i E2 grupe (0,17 i 0,21 log CFU/g) nego kod kontrolne grupe
fermentisanih kobasica (smanjenje za 0,13 log CFU/g) (grafikon 6.5).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~Bp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.5. Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra tre¢eg dana ispitivanja

Razlike su bile jo§ izrazenije sedmog, a narocito 14. dana zrenja Sto je prikazano

grafikonima 6.6. 1 6.7.

5 -
4.8 -
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log CFU/g 4.4 -
4.2 -
4
3.8

4.418

5"0

Kontrola

Uoa

7.dan

Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ~8p<0,05;
Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.6. Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg
dijametra sedmog dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ABp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.7. Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra 14. dana ispitivanja

Razlike u smanjenju broja bakterija L. monocytogenes su posledica ¢injenice da
je pH vrednost fermentisanih kobasica Sireg dijametra eksperimentalnih grupa bila
statisti¢ki zna¢ajno manja, a broj BMK znacajno veéi u odnosu na pH vrednost, odnosno
broj BMK kod fermentisanih kobasica kontrolne grupe (tabela 5.10 i tabela 5.6). Sedmog
dana ispitivanja je aw vrednost eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica bila veca
u odnosu na aw vrednost kontrolne grupe fermentisanih kobasica, ali se ostalih dana
ispitivanja aw vrednost ispitivanih grupa fermentisanih kobasica Sirokog dijametra nije
statisticki znacajno razlikovala (tabela 5.12). O znacaju upotrebe starter kultura u
proizvodnji fermentisanih kobasica govori podatak da L. monocytogenes nije dokazana u
eksperimentalnim grupama fermentisanih kobasica 21. dana zrenja, a da je kod
fermentisanih kobasica kontrolne grupe ova bakterija jos uvek bila prisutna (2,06+0,08

log CFU/qg) (grafikon 6.8).
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.8. Broj L. monocytogenes (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra 21. dana ispitivanja

L. monocytogenes kod sve tri grupe fermentisanih kobasica Sireg dijametra nije
utvrdena 31. 1 41. dana ispitivanja (tabela 5.2).

Uporedna analiza smanjenja broja bakterija L. monocytogenes kod fermentisanih
kobasica uzeg i Sireg dijametra pokazuje izrazenije smanjenje kod fermentisanih kobasica
uzeg dijametra 3., 7.1 14. dana (tabele 5.1 1 5.2). Vrednosti pH bile su priblizno iste (5,86
zauzi dijametar i 5,85 za Siri dijametar). Kod kobasica Sireg dijametra uocava se u daljem
procesu zrenja dalji pad pH vrednosti i znacajnije povecanje broja BMK. Na razlike u
smanjenju broja bakterija L. monocytogenes izmedu kontrolne grupe fermentisanih
kobasica uzeg i Sireg dijametra mogle su da uticu znacajno razlike u aw vrednosti koje su
uocene vec treceg dana, bududi da su kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra u odnosu
na fermentisane kobasice uzeg dijametra bile vece za 0,007, sedmog dana za 0,012, a 14.
dana za 0,020.

Kod eksperimentalne grupe E1, smanjenje broja bakterija L. monocytogenes
izrazeno kao log CFU/g bilo je izraZenije kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra, a
14. dana kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra. Kako su vrednosti pH svih dana

ispitivanja (3.,7, 14. dan) kod fermentisanih kobasica uzeg i Sireg dijametra bile bliske
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kao $to je u istim danima bio blizak i broj BMK, to se veée razlike u smanjenju broja
bakterija L. monocytogenes 14. dana u odnosu na nulti dan kod fermentisanih kobasica
uzeg dijametra mogu povezati sa razlikama u aw vrednosti. Ona je kod fermentisanih
kobasica Sireg dijametra bila vec¢a za 0,020. Sli¢ni odnosi smanjenja broja bakterija, pH 1
aw vrednosti, kao 1 broja BMK, zapazeni su i kod fermentisanih kobasica E2 grupe.

Prema nalazima Drosinos i sar. (2005) broj bakterija L. monocytogenes brzo
opada za 3-4 log CFU/g u toku 28 dana zrenja, mada broj bakterija moze da opadne i za
4-5 log CFU/g. Nasuprot tome, Duci¢ 1 sar. (2016), saopstavaju da se bez dodavanja
starter kultura broj bakterija L. monocytogenes redukuje za svega 0,5 do 0,8 log CFU/qg,
iako je pocetan broj patogena L. monocytogenes bio visok (preko 6 log CFU/g). Razlike
u odnosu na istrazivanje u ovoj doktorskoj disertaciji mogu da budu posledica razlika u
izboru serotipova, kao i u toku samog proizvodnog procesa.

Antimikrobne komponente (bakteriocini) koje proizvode bakterije mle¢ne
kiseline, naro€ito u eksponencijalnoj fazi rasta, mogu biti dodatni faktor za inhibiciju L.
monocytogenes (Cocolin i sar. 2005) i bakteriocinogene bakterije mle¢ne kiseline se
uspes$no koriste u kontroli L. monocytogenes u fermentisanim proizvodima od mesa
(Pidcock i sar., 2002). Na efekat bakteriocina mogu uticati brojni faktori, ukljucujuci
stepen difuzije u matriksu, vezivanje sa lipidima i drugo (Zdolec i sar., 2005). Lb. sakei,
prisutna u obe kori$¢ene komercijalne starter kulture, moze produkovati bakteriocine koji
pokazuju Siroku antimikrobnu aktivnost prema patogenim mikroorganizmima,
ukljucujué¢i i L. monocytogenes (Gao i sar., 2014; Pérez-lbarrechei sar., 2016).
Pediococcus acidilactici koji produkuje pediocin i koji se nalazi u sastavu komercijalne
starter kulture dodate u E2 grupu kobasica, takode je mogao doprineti inhibiciji L.
monocytogenes, s obzirom da je broj L. monocytogenes u ovoj grupi bio najnizi u

poredenju sa ostalim grupama.
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6.2 Enterobakterije u fermentisanim kobasicama

Nasim propisima koji se odnose na Kriterijum higijene u procesu proizvodnje
propisane su vrednosti koje se odnose na prisustvo enterobakterija na trupovima zaklanih
Zivotinja, 1 to na trupovima goveda, ovaca, koza i konja, kao i na trupovima svinja.
Kriterijumima su definisane grani¢ne vrednosti (m i M), faze u kojima se kriterijum
primenjuje, kao i mere koje se primenjuju u slucaju nezadovoljavajucih rezultata (tabela

6.2).

Tabela 6.2 Kriterijumi higijene u procesu proizvodnje Kkoji se odnose na prisustvo

enterobakterija na trupovima zaklanih zivotinja

Granicne vrednosti Mera u
. Referentni | Faza u kojoj se slucaju
Kategorija o .
metod kriterijum nezadovolja-
hrane m M o o
ispitivanja primenjuje vajucih
rezultata
T . 1,5 log 2,5 log
rupovi
P cfu/cm? cfu/cm?
goveda,
dnevne dnevne v
ovaca, koza _ _ Poboljsanje
. . srednje log | srednje log . .
i konja . ) ) higijene klanja
vrednosti vrednosti EN ISO Trupovi posle i
obrade, ali pre L
2,0 log 3,0 log 21528-2 . preispitivanje
hladenja
) cfu/cm? cfu/cm? kontrole
Trupovi
o dnevne dnevne procesa
svinja ) )
srednje log | srednje log
vrednosti vrednosti

Izvor: Prilagodeno prema Pravilniku o izmeni i dopuni Pravilnika o opstim i posebnim
uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa (,,Sluzbeni
glasnik RS”, broj 62/18).

Nizak nivo enterobakterija je posebno vazan za dobijanja kvalitetnog i bezbednog
proizvoda (Rubio, 2013). U ovom ogledu broj enterobakterija bio je relativno visok, $to
je posledica higijenskog statusa ulazne sirovine (mesa), odnosno higijenskih uslova u
samom prozvodnom (priprema nadeva) procesu (Duci¢ i sar., 2016). Ipak, broj

enterobakterija smanjuje se u toku procesa zrenja i pada ispod nivoa detekcije kod svih
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fermentisanih kobasica uzeg dijametra na kraju procesa zrenja, §to se moze tumaciti brzim
procesom fermentacije, ali i padom pH i aw vrednosti. Rezultati pokazuju da je smanjenje
broja enterobakterija karakteristicno 1 za kontrolnu gupu fermentisanih kobasica kojoj
nije dodata starter kultura. To znaci da su autohtone BMK svojom aktivos¢u dovele do
smanjenja broja enterobakterija.

Visok nivo Enterobacteriaceae na pocetku ispitivanja moze biti posledica loseg
higijenskog statusa sirovine ili proizvodnog objekta u kojem je pripremljena masa za
punjenje kobasica (Duciéi sar., 2016; Boskovici sar., 2017). U ovom ispitivanju broj
Enterobacteriaceae je bio ispod nivoa detekcije (<2 log CFU/g) u svim kobasicama 31.
dana zrenja. Sli¢ni rezultati su dokumentovani od strane Boskovi¢ i sar. (2017), koji nisu
detektovali ovu grupu bakterija u kobasicama uzeg dijametra nakon 18. dana zrenja. Vece
smanjenje broja Enterobacteriaceae do 21. dana u kobasicama sa dodatom starter
kulturom moze se pripisati inhibitornom efektu bakteriocina proizvedenog od strane
inokulisane probiotske kulture i veéeg smanjenja pH u ovim grupama. Ipak, nakon 31.
dana ova grupa bakterija nije detektovana ni u kontrolnoj grupi kobasica, $to moze biti
rezultat aktivnosti autohtonih bakterija mle¢ne kiseline.

Promena broja enterobakterija u toku zrenja fermentisanih kobasica prikazana je
u poglavlju Rezultati ispitivanja (tabela 5.3. i grafikon 5.3. za fermentisane kobasice uzeg
dijametra i tabela 5.4. i grafikon 5.4. za fermentisane kobasice Sireg dijametra). Kod
fermentisanih kobasica uzeg dijametra broj enterobakterija izrazen kao log CFU/g
smanjio se od nultog do tre¢eg dana za svega 0,08 log CFU/g, kod fermentisanih kobasica
E1 grupe za 0,14 log CFU/g, a kod fermentisanih kobasica E2 grupe za 0,09 log CFU/g
(grafikon 6.9i 6.10).
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.9. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama nultog

dana ispitivanja
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.10. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra tre¢eg dana ispitivanja

79



Diskusija

Mala promena (smanjenje) broja enterobakterija i pored porasta broja BMK za
skoro 2 log i blagog pada pH vrednosti, kao i povoljnih temperaturnih uslova, posledica
je nemogucnosti da BMK za dva dana zrenja kobasica stvore dovoljne koli¢ine
bakteriocina koji bi uticali na smanjenje broja enterobakterija. Ne bi se moglo re¢i da je
aw vrednost uticala na rast enterobakterija, jer se nije znac¢ajno smanjila od nultog do
treceg dana (tabela 5.9 i1 5.10). Sedmog dana zrenja broj enterobakterija u fermentisanim
kobasicama u odnosu na nulti dan smanjen je za 1,3 log CFU/g kod fermentisanih
kobasica uzeg dijametra, za 1,68 log CFU/g kod fermentisanih kobasica E1 grupe, i za
1,60 log CFU/g kod fermentisanih kobasica E2 grupe (grafikon 6.11).

-f//-f 2
292 ¢ A
ard 287
288
2.86 ’ -
284 + .
log CFU/g 08 - 2 80
28 1~
278 7
276 —
2.74 +
Kontrola E Ell
7.dan

Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.11. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg

dijametra sedmog dana ispitivanja

Izrazenije razlike smanjenja logaritma broja enterobakterija zapazaju se izmedu

kontrolne i eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica 14. dana zrenja.
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ABp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E Il - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.12 Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama uzeg
dijametra 14. dana ispitivanja

Tako je u odnosu na nulti dan zrenja smanjenje broja bakterija kod kontrolne
grupe bilo 1,53 log CFU/g, kod E1 grupe 3,12 log CFUg, a kod E2 grupe 2,88 log CFU/g.
Razlozi izrazitijeg smanjenja logaritma broja bakterija od nultog do 14. dana posledice
su smanjenja pH i aw vrednosti u nadevu fermentisanih kobasica, kao i znatnog povecanja
broja BMK (tabela 5.7 i 5.9, grafikon 6.12).

Promena logaritma broja enterobakterija kod fermentisanih kobasica Sireg
dijametra prikazane su u tabeli 5.4 i grafikonu 5.4. Kod kontrolne grupe fermentisanih
kobasica od nultog do treceg dana broj enterobakterija povecao se za 0,13 log CFU/g, dok
se kod E1 grupe smanjio za 0,15 log CFU/g, a kod E2 grupe za 0,20 log CFU/g (grafikon
6.13).

81



Diskusija

i ? 4577
45 -
44 V. 4,298
log CFU/g 4.3 ? I 4248
4.2 - I I I
1 7/ —I —I 7
4 i
Kontrola El El
3.dan

Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~®p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.13. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra tre¢eg dana ispitivanja

Sedmog dana zrenja broj enterobakterija kontrolne grupe fermentisanih kobasica
u odnosu na nulti dan smanjen je za svega 0,08 log CFU/g, kod E1 grupe za 0,48 log
CFU/g i kod E2 grupe za 0,44 log CFU/g (grafikon 6.14).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~2p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.14. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg
dijametra sedmog dana ispitivanja

82



Diskusija

Pad broja enterobakterija u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra 14. dana
zrenja u odnosu na 7. dan bio je priblizno za 1 log CFU/g, a u odnosu na nulti dan kod
kontrolne grupe fermentisanih kobasica bio je manji za 1,03 log CFU/qg, kod E1 grupe za
1,39 log CFU/qg i kod E2 grupe za 1,48 lof CFU/g (grafikon 6.15).
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\\\\
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~Bp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.15 Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra 14. dana ispitivanja

Od 14. do 21. dana zrenja pad broja enterobakterija kod fermentisanih kobasica
Sireg dijametra bioje priblizno za jos 1 log, a u odnosu na nulti dan kod kontrolne grupe
fermentisanih kobasica iznosio je 2,3 log CFU/g, kod E1 grupe 2,35, a kod E2 grupe 2,26
log CFU/g (grafikon 6.16).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike A8 p<0,05;
Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E Il - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.16. Broj Enterobacteriaceae (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama Sireg

dijametra 21. dana ispitivanja

Kao i kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra smanjenje broja eneterobakterija
pratilo je smanjenje pH i aw vrednosti, kao i povecanje broja BMK u nadevu.

Uporedna analiza promena logaritma enterobakterija kod fermentisanih kobasica
uzeg 1 Sireg dijametra pokazuje da se broj enterobakterija brze smanjuje kod
fermentisanih kobasica uzeg dijametra. Tako je i smanjenje broja enterobakterija sedmog
dana zrenja kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra bilo veée nego smanjenje broja
enterobakterija kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra 14. dana zrenja. O znatnijem
smanjenju broja enterobakterija govori podatak da 18. dana zrenja (kraj proizvodnje) kod
fermentisanih kobasica uzeg dijametra nije utvrdeno prisustvo enterobakterija, dok su kod
fermentisanih kobasica Sireg dijametra enterobakterije dokazane 1 21. dana zrenja
(grafikon 5.3 1 5.4) Ovo moze da se objasni smanjenjem aw vrednosti koje je izraZenije
kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra. Vrednost pH nije se znacajnije razlikovala, i
18. dana zrenja kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra bila je na nivou pH vrednosti

fermentisanih kobasica Sireg dijametra 21. dana, §to nije podudarno sa brojem BMK.
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6.3 Bakterije mle¢ne Kiseline u fermentisanim kobasicama

Dodate starter kulture u nadev kobasica uti¢u na to da fermentacija bude usmerena
u zeljenom pravcu, da se dobiju proizvodi Zeljenih (karakteristicnih) senzornih osobina,
zdravstveno bezbedni, ujednacenog, standardnog kvaliteta i odrzivi u odgovaraju¢im
uslovima skladistenja (Cleaveland i sar., 2001). One stvaraju organske Kkiseline,
prevashodno mlecnu kiselinu, povecavaju kiselost nadeva (pad pH vrednosti), Sto je od
posebnog znaCaja za inaktivaciju patogenih mikroorganizama. Laktobacili imaju
sposobnost stvaranja bakteriocina, peptida ili proteinskih strukturnih elemenata koji
imaju bakteriocidno ili bakteriostatsko delovanje, primarno na filogenetski sli¢ne
mikroorgazme. Mehanizam delovanje bakteriocina je razlicit, kao $to su razliCite i
njihove fizi¢ko-hemijske osobine, pa su prema tome veoma heterogena grupa jedinjenja.
Za viSe izolovanih bakteriocina je utvrdeno da imaju slican efekat prema homolognim
bakterijskim grupama. Vise studija je pokazalo da bakteriocini mogu da inhibiSu rast L.
monocytogenes (Martinez i De Martinis, 2005). Upotreba BMK koje imaju sposobnost
stvaranja baktericina ili sami izolovani bakteriocini imaju prakticnu primenu i
predstavljaju barijeru za rast patogenih mikroorganizama. U fermentisanoj hrani, pa i u
fermentisanim kobasicama doprinose povecanju bezbednosti proizvoda (Deegan 1 sar.,
2006). Znacajno je istaci da bakteriocini nisu Stetni za zdravlje ljudi, buduci da ih proteaze
digestivnog trakta razgraduju (Cleaveland i sar., 2001).

Zavr$na aw 1 pH vrednost 1 sadrzaj soli 1 zafina zaustavljaju ili inhibiraju rast
patogenih mikroorganizama u fermentisanim kobasicama, mada L. monocytogenes moze
da opstane i u ovim uslovima (Benkerroum i sar., 2005). Ovo je razlog §to se u nadev
fermentisanih kobasica ¢eS¢e dodaju starter kulture koje imaju sposobnost stvaranja
bakteriocina. Dodavanje starter kultura je od prakticnog znacaja za mikrobiolosku
stabilnost fermentisanih kobasica koje nisu dovoljno suve, kao §to je to slu¢aj kod Cajne
kobasice (Meloni, 2015). Lactobacillus sakei se nalazi u obe kulture koje su koris¢ene
kao starteri za eksperimentalne grupe kobasica. Ovaj mikroorganizam moze da stvara
bakteriocine, §to utiCe na rast patogena, a medu njima i na rast L. monocytogenes (Gao i
sar., 2014; Perez-lbarreche i sar., 2016). Rezultati ove studije ukazuju da Lactobacillus
sakei kao deo starter kulture za fermentisane kobasice ima znacajnu ulogu u kontroli L.

monocytogenes. Takode, i Pediococcus acidilactici stvara pediocin koji doprinosi

85



Diskusija

inhibiciji L. monocytogenes u drugoj eksperimentalnoj grupi kojoj je dodat u starter
kulturi za ovu grupu kobasica.

Usled dobre prilagodenosti na mesni supstrat i posledi¢no brzi rast, koji je uocen
tokom procesa zrenja (Silins, 2014; Drosinon i sar., 2005), bakterije mle¢ne kiseline su
postale dominantna grupa bakterija u ispitivanim kobasicama do sedmog dana.
Eksponencijalna faza rasta bakterija mlecne kiseline zavrSena je 14. dana, kada je
otpocela stacionarna faza. Jedan od osnovnih faktora koji znacajno uti¢e na rast bakterija
mleéne kiseline u fermentisanim kobasicama je aw vrednost, koja se smanjuje tokom
procesa zrenja usled dehidratacije (Comi i sar., 2005). Minimalne vrednosti aw za rast
bakterija prisutnih u starter kulturi L. sakei, S. xylosus i D. hanseii, su 0,91, 0,86 i 0,81
(Leroy i De Vuyst, 1999; Terra i sar., 2007; Aggarwal i Mondal, 2008; Silins, 2014), sto
su nize vrednosti od izmerenih vrednosti aw tokom procesa zrenja u ovom ispitivanju.
Takode, dodatak NaCl, usled vezivanja vode i anjonskih karakteristika, utiCe na
metabolizam starter kultura u fermentisanim kobasicama. Dodatak soli u koncentraciji
2% ili manje, moZe pozitivno uticati na rast bakterija mlecne kiseline, dok koncentracije
soli vece od 3% inhibiraju rast ove grupe bakterija (Samapundo i sar. 2010, Silins 2014).
Dodatak 2,3% nitritne soli u ovom ispitivanju izgleda da nije doveo do znacajnije
inhibicije bakterija starter kulture, mada je moguce da je ovo razlog blagog smanjenja
broja bakterija mle¢ne kiseline nakon 21. dana zrenja. Podaci iz literature ukazuju da su
homofermentativne vrste bakterija mlecne kiseline rezistentnije na so u odnosu na
heterofermentativne vrste kao $to je L. sakei, komponenta obe starter kulture kori§¢ene u
ovom ispitivanju (Silins, 2014).

Komercijalni znacaj metabolic¢kih produkata bakterija mle¢ne kiseline prikazan je
u tabeli 6.3, antibakterijski metaboliti bakterija mlec¢ne kiseline u tabeli 6.4, a sinteza

bakteriocina bakterija mlecne kiseline prikazan je tabelom 6.5.

Tabela 6.3 Komercijalni znacaj metabolickih produkata bakterija mle¢ne kiseline

Parametar

Korisno dejstvo

Nepozeljno dejstvo

Mlecna kiselina

Inhibicija patogena

ZakiSeljavanje

Siréetna kiselina

Aroma

Nesvojstven ukus

Diacetil

Aroma (mle¢ni proizvodi)

Nesvojstven ukus (pivo)
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Konzervisanje,

Stvaranje gasa

CO obogacivanje ukusa (nadimanje)
H20: Inhibicija patogena Dekolorizacija
Bi . Zdravlje (intoksikacija
iogeni amini - hranom)
Sluzi (egzopolisaharidi) Stabilizacija (npr. jogurt) Senzorika

Metan-tiol, H»>S

Aroma

Nesvojstven ukus i miris

Bakteriocini

Inhibicija patogena

Inhibicija korisnih BMK

Sirok spektar
antimikrobnih supstanci

Inhibicija patogena i
mikroorganizama kvara

Rezistencija intestinalnih
mikroorganizama

Izvor: O’ Sullivan i sar., 2002.

Tabela 6.4 Antibakterijski metaboliti bakterija mle¢ne kiseline

Produkti

Glavne grupe mikroorganizama na
koje deluju

Mlecéna kiselina

Trulezne 1 gram negativne bakterije,
neke plesni

Sir¢etna kiselina

Trulezne bakterije, neki kvasci i plesni

Vodonik peroksid

Patogeni i mikroorganizmi kvara,
posebno u hrani bogatoj proteinima

Laktoperoksidazni sistem sa vodonik-
peroksidom

Patogeni i mikroorganizmi kvara

Lizozim (rekombinantna DNK)

NepoZeljne gram pozitivne bakterije

Reuterin

Sirok spektar bakterija, kvasaca i
plesni

Diacetil

Gram negativne bakterije

Masne kiseline

Razlicite bakterije

Bakteriocini
. Neke BMK, gram pozitivne i
Nizin .
sporogene bakterije
Gram pozitivne bakterije, razlicit
Drugi inhibitorni spektar prema tipu

bakteriocina

Izvor: O’ Sullivan i sar., 2002.
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Tabela 6.5 Sinteza bakteriocina bakterija mle¢ne kiseline

Bakteriocini roda Lactococcus spp.
Bakteriocin Bakterija
Nizin, lakticin 481 L. lactis ssp. lactis

Diplokokcin L. lactis ssp. cremoris
Laktostrepcin L. lactis ssp. lactis
Bakteriocin S50 L. lactis
Bakteriocini roda Lactobacillus sp.
Bakteriocin Bakterija
ND — nije definisano L. fermenti 466
Laktocin 27 L. helveticus 27
Halveticin J L. helveticus
Laktacin B, laktacin F L. acidophilus
Plantaricin A L. plantarum
Sakacin A L. sake Lb 706
Laktocin S L. sake L45
Kaseicin 80 L .casei

Izvor: O’Sullivan i sar., 2002.

Broj BMK kod fermentisanih kobasica uzeg i Sireg dijametra je u toku zrenja
rastao za razliku od broja bakterija L. monocytogenes, kao i enterobakterija ¢iji broj se
smanjivao. Kod obe grupe kobasica ve¢ nultog dana broj BMK bio je statisticki znac¢ajno
veéi kod eksperimentalnih grupa kobasica, §to je sasvim razumljivo s obzirom na
¢injenicu da su u nadev ovih kobasica dodate starter kulture (tabela 5.5 i 5.6). U toku
¢itavog procesa zrenja taj odnos BMK kod kontrolne 1 eksperimentalnih grupa kobasica
ostao je nepromenjen, odnosno uvek je broj BMK bio veéi kod EI 1 E2 grupe
fermentisanih kobasica nego kod kontrolne grupe. Iz analize porasta broja BMK kod
fermentisanih kobasica uzeg dijametra uo€ava se porast logaritma broja BMK do 14. dana
zrenja i to kod kontrolne grupe za 3,61 log CFU/g, kod E1 grupe za 3,82 log, kod E2
grupe za 4,05 log CFU/g (grafikoni 6.17 do 6.19).

Na kraju zrenja broj bakterija BMK se prema rezultatima Silinsa (2014) smanjuje,
Sto je podudarno sa naSim rezultatima, kao §to je podudaran i rezultat da pri kraju procesa

zrenja dolazi do povecanja pH vrednosti fermentisanih kobasica.
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ~Bp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.17 Broj bakterija mlecne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

nultog dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~2p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.18. Broj bakterija mlecne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

uzeg dijametra treceg dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~®p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.19 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

uzeg dijametra sedmog dana ispitivanja

Od 14. do 18. dana zrenja broj BMK kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra
blago opada ili bolje reCeno stagnira (tabela 5.5 i grafikon 5.5) (grafikon 6.20 1 6.21).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike A8 p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.20 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

uzeg dijametra 14. dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ABp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.21 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

uzeg dijametra 18. dana ispitivanja

Broj BMK kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra je u stalnom porastu od
nultog do 21. dana kada je poveéan kod kontrolne grupe za 4,02 log CFU/g, kod E1 grupe
za 4,12 log CFU/qg, a kod E2 grupe za 4,19 log CFU/g (grafikoni 6.22 do 6.25).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike A8 p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.22 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

Sireg dijametra tre¢eg dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~Bp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.23 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

Sireg dijametra sedmog dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~2p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.24 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

Sireg dijametra 14. dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike A& p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.25 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

Sireg dijametra 21. dana ispitivanja

Kao kod fermentisanih kobasica uZeg dijametra, tako 1 kod fermentisanih

kobasica Sireg dijametra dolazi do blagog pada ili stagniranja broja BMK, ali ne od 14.,

ve¢ od 21. dana zrenja (grafikon 6.26 1 6.27).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~2p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.26 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

Sireg dijametra 31. dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ABp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.27 Broj bakterija mle¢ne kiseline (log CFU/g) u fermentisanim kobasicama

Sireg dijametra 41. dana ispitivanja

Iz uporednog pregleda povecanja broja BMK kod fermentisanih kobasica uzeg i
Sireg dijametra uocava se da je porast broja BMK nesto veci kod fermentisanih kobasica
Sireg dijametra, Sto moZe da se dovede u vezu sa ve¢om aw vrednos$¢u kod ove grupe
fermentisanih kobasica. Niske aw vrednosti kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra
(0d 0,909 do 0,912) 18. dana ispitivanja, odnosno od 41. dana kod fermentisanih kobasica
Sireg dijametra (od 0,910 do 0,911), imale su za posledicu i smanjenje logaritma BMK
od 14. dana kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra, i u odnosu na 21. dan kod
fermentisanih kobasica Sireg dijametra (tabela 5.9 i 5.10). Pad broja BMK kod
fermentisanih kobasica uzeg dijametra od 14. dana, odnosno kod fermentisanih kobasica
Sireg dijametra od 21. dana, moZe da bude i posledica nedostatka supstrata, odnosno

hranjivih materija koje bakterije koriste za rast i razmnoZavanje (grafikon 5.515.6).
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6.4. Aerobne mezofilne bakterije (AMB) u fermentisanim kobasicama

Poredenjem porasta broja AMB u fermentisanim kobasicama uzeg i Sireg
dijametra u toku zrenja zapaza se da je broj bakterija AMB u nadevu kobasica uzeg
dijametra od nultog do 3. dana porastao za 2,47 log CFU/g (kontrolna grupa), 2,48 log
CFU/g (E1 grupa) i 2,2 log CFU/g (E2 grupa). Porast AMB od nultog do 7. dana kod
fermentisanih kobasica Sireg dijametra bio je za 2,73 log CFU/g (kontrolna grupa), 2,67
log CFU/g (E1 grupa) i 2,54 log CFU/g (E2 grupa). Kod kobasica Sireg dijametra porast
broja AMB od nultog do 3. dana bio je za 2,79 log CFU/g (kontrolna grupa), 2,82 log
CFU/g (E1 grupa) i 2,68 log CFU/g (E2 grupa), a od nultog do 7. dana 2,88 log CFU/g
(kontrolna grupa), 2,89 log CFU/g (E1 grupa) i 2,71 log CFU/g (E2 grupa). Porast broja
bakterija AMB bio je dakle vec¢i kod kobasica $ireg dijametra, kako od nultog do 3. dana,
tako i od nultog do 7. dana. Karakteristicno je i da je porast broja bakterija najizrazeniji
u ispitivanim periodima kod kobasica E1 grupe. Ako se ovi rezultati porede sa porastom
broja BMK kod kobasica uzeg dijametra, uocava se da je porast AMB bio veci od porasta
broja BMK za isto vreme, odnosno od nultog do 3. dana. Medutim, kada se poredi porast
broja AMB i broja BMK od nultog do 7. dana tada se uocava da je porast BMK u ovom
periodu znatno veci od porasta broja AMB. Ova pojava uocena je kako kod kobasica uzeg
tako i kod kobasica Sireg dijametra. Kod obe grupe kobasica broj AMB, kao i broj BMK
se na kraju procesa zrenja smanjio u odnosu na prethodno ispitivanje, odnosno kod
kobasica uzeg dijametra 18. dana bio je manji u odnosu na 14. dan, a kod kobasica Sireg

dijametra 41. dana bio je manji u odnosu na 31. dan.

6.5. Vrednost pH fermentisanih kobasica

Vazan faktor sredine od koga zavisi rast mikroorganizama je pH vrednost (tabela
6.6). Inhibitorni efekat delovanja pH vrednosti zavisi od brojnih faktora, kao §to je to npr.
tip kiseline koja snizava pH 1 temperaturni uslovi. Tako je pH vrednost za rast E. coli
O157:H7 u principu 4,4, ali ova bakterija moze da opstane i na nizim pH vrednostima u

uslovima hladenja.
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Tabela 6.6 Minimalne pH vrednosti za rast odredenih mikroorganizama

Mikroorganizam vre%:'ost
Clostridium perfringens 5,0
Campylobacter 4,9
Clostridium botulinum
(proteoliticki) 4,6
E. coli O157:H7 4,0-4,4
Pseudomonas 4,4
Listeria monocytogenes 4.4
Yersinia enterolitica 4,2
Staphylococcus aureus 4,0
Salmonella 3,8
Vecina BMK 3,0-3,5
Aspergillus flavus 2,0

Mataragas i sar. (2015) ukazali su da do inaktivacije L. monocytogenes dolazi
kada su pH vrednosti i aw vrednosti nepovoljne za rast patogena (pH < 5,0 i aw <0,94). U
ovoj studiji aw vrednost je 18. dana bila niza od 0,94 (od 0,909 do 0,912). Vrednost pH
opada brze u fermentisanim kobasicama sa dodatom starter kulturom, nego kod
fermentisanih kobasica bez dodatog startera 1 statisti¢ki je znac¢ajno niza kod kobasica sa
sa starter kulturom, §to ukazuje na znacaj starter kulture u fermentacionim procesima.
Stoga je pH kobasica 18. dana nesto veci od 5 (od 5,16 do 5,28). Vrednosti pH i aw Su
znacajni faktori u inaktivaciji L. monocytogenes u fermentisanim kobasicama, ali se ne
moze zanemariti Ni temperaturni rezim u toku zrenja. Tako je temperatura od 20° C i vise
neophodna, narocito u prvih 48 sati zrenja, za Sto brzu inaktivaciju L. monocytogenes
(Mataraga i sar., 2015). Znacajnija redukcija ovog patogena moze da se pripise visokoj
temperaturi u prva tri dana zrenja.

Povecanje broja bakterija mlecne kiseline praceno je smanjenjem pH do 21. dana,
dok je u drugom delu perioda zrenja nakon 21. dana pH blago rastao do kraja zrenja
(Zdolec i sar., 2007). Smanjenje pH do 21. dana posledica je rasta bakterija mlecne

kiseline i nakupljanja kiseline (Vermeiren i Debevere, 2004), $to je uobi¢ajeno na pocetku
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fermentacije. Blag porast pH koji je uo¢en od 21. dana do kraja zrenja moze biti posledica
aktivnosti mikrokoka, bakterija aktivnih u fazi zrenja, koje su sposobne da neutralisu
kiselinu koju proizvode bakterije mle¢ne kiseline (Comi i sar., 2005).

Vrednosti pH kod fermentisanih kobasica uzeg dijametra nultog i treceg dana nisu

se statisticki znacajno razlikovale (grafikon 6.28 i 6.29).

]
6.05 5/—
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6.04 ?
pH 6.035 -
6.03 LV - — —
6.025 V- —. —
B EW

6.02
0. dan

Kontrola

Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E II - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.28 pH vrednosti u fermentisanim kobasicama nultog dana ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike & p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.29 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tre¢eg dana

ispitivanja
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Vrednosti pH su izrazitije kod eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica u
odnosu na kontrolnu grupu, §to je posledica veceg broja BMK, pa i vece koli¢ine stvorene
mle¢ne kiseline (tabela 5.9 i grafikon 5.9), Sto se vidi iz pada pH vrednosti 7. i 14. dana

ispitivanja u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra (grafikon 6.30 1 6.31).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike & p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.30 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra sedmog dana

ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike 8 p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.31 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra 14. dana

ispitivanja
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Sli¢ni odnosi zapazeni su i kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra, kada je
broj BMK kod sve tri grupe fermentisanih kobasica Sireg dijametra 21. dana dostigao svoj
maksimum (grafikoni od 6.32 do 6.35).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike A& p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.32 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra tre¢eg dana

ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znacajne razlike ~8p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.33 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra sedmog dana

ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike ~Bp<0,05;
Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.34 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra 14. dana
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.35 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama $ireg dijametra 21. dana

ispitivanja

Vrednosti pH nadeva fermentisanih kobasica uzeg dijametra na kraju zrenja bile

su gotovo identi¢ne vrednostima pH u kobasicama Sireg dijametra 31. dana zrenja

(grafikoni 6.36 i 6.37) (tabela 5.10 i grafikon 5.10). Na kraju procesa zrenja kobasica
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Sireg dijametra pH vrednost nadeva u fermentisanim kobasicama porasla je u odnosu na
31. dan (grafikon 6.38).
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znaéajne razlike A8 p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.36 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra na kraju zrenja

(18. dana ispitivanja)
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike A8 p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.37 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra 31. dana

ispitivanja
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E Il - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.38 Vrednosti pH u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra na kraju zrenja

(41. dana ispitivanja)

6.6. Vrednost aw fermentisanih kobasica

Za postizanje zdravstvene bezbednosti namirnica posebno je znac¢ajno spreciti rast

patogenih bakterija. Poznato je da za rast patogenih bakterija u nekom matriksu treba da

postoji i odgovaraju¢a aw vrednost tog matriksa (sredine). U tabeli su prikazane

minimalne aw vrednosti za pojedine mikroorganizma (tabela 6.7).

Tabela 6.7 Minimalne aw vrednosti za rast odredenih mikroorganizama

Campylobacter 0,98 E. coli O157:H7 0,95
Pseudomonas 0,97 Listeria monocytogenes 0,92
Clostridium botulinum
(ne-proteoliticki) 0,96 Neke BMK 0,92
Clostridium botulinum Staphylococcus aureus
(proteoliticki) 0,93 (anaerobni) 0,90
Staphylococcus aureus
Clostridium perfringens 0,93 (aerobni) 0.85
Vecina BMK 0,95 Aspergillus flavus 0,80
Salmonella 0,94

Izvor: Anon., 2008.
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U fermentisanim kobasicama uzeg dijametra, kao i u fermentisanim kobasicama
Sireg dijametra aw vrednost se u toku zrenja smanjivala. Medutim, u ispitivanim danima
uzorkovanja (0., 3., 7., 14. i 18. dan) nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu aw
vrednosti kod ispitivanih grupa fermentisanih kobasica uzeg dijametra (grafikoni od 6.39
do 6.47).
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.39 Vrednosti aw u fermentisanim kobasicama nultog dana ispitivanja
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.40 Vrednosti awu fermentisanim kobasicama uzeg dijametra tre¢eg dana

ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~®p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.41 Vrednosti aw u fermentisanim kobasicama uzeg dijametra sedmog dana

ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na znadajne razlike Bp<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.42 Vrednosti awu fermentisanim kobasicama uzeg dijametra 14. dana

ispitivanja
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Sli¢ni su odnosi i1 kod fermentisanih kobasica Sireg dijametra, s tom razlikom §to
je sedmog dana ispitivanja aw vrednost eksperimentalnih grupa fermentisanih kobasica

bila statisticki znacajno veéa od aw vrednosti kontrolne grupe.

0.967 % 0.967

1+ S
0.8 Vv
0.6 V

Y g .
0.2 —/

0 e

Kontrola EI Ell
3.dan

Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.43 Vrednosti aw u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra treceg dana

ispitivanja
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Legenda: Vrednosti sa razli¢itim slovom ukazuju na zna¢ajne razlike ~2p<0,05;

Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom
starter kulturom.

Grafikon 6.44 Vrednosti aw u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra sedmog dana

ispitivanja
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.45 Vrednosti awu fermentisanim kobasicama §ireg dijametra 14. dana
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.46 Vrednosti aw u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra 21. dana

ispitivanja
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.47 Vrednosti aw u fermentisanim kobasicama Sireg dijametra 31. dana

ispitivanja

Na kraju procesa zrenja, odnosno proizvodnje, aw vrednosti fermentisanih

kobasica uzeg dijametra (od 0,909 do 0,912) bile su gotovo identi¢ne kao aw vrednosti

fermentisanih kobasica Sireg dijametra 41. dana zrenja (kraj proizvodnje), kada su te

vrednosti bile od 0,910 do 0,911, §to znaci gotovo identi¢ne onim koje su utvrdene kod

fermentisanih kobasica uzeg dijametra na kraju proizvodnog procesa (grafikon 6.48 i

6.49).
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 11 - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.48 Vrednosti awu fermentisanim kobasicama uzeg dijametra na kraju zrenja
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Kontrola El El
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Legenda: Kontrolna grupa - kobasice bez dodate starter kulture; E | - kobasice sa dodatom Biostart Sprint
komercijalnom starter kulturom; E 1l - kobasice sa dodatom BACTOFERM™ B-LC-007t komercijalnom

starter kulturom.

Grafikon 6.49 Vrednosti aw u fermentisanim kobasicama §ireg dijametra na kraju zrenja

(41. dana ispitivanja)
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Vrednost aw je veoma varijabilna kod pojedinih vrsta namirnica, pa je tako kod
svezeg mesa, voca i povréa veca od 0,98, kod fermentisanih kobasica i kondenzovanog
mleka od 0,85 do 0,93, meda i ¢okolade ispod 0,60, kod suvog mesa i nekih polusuvih
kobasica je od 0,85 do 0,93, a kod nekih suvomesnatih proizvoda (npr. susena govedina)
ispod 0,88, a kod suve svinjske kozice manja od 0,30.

Uslovi odrzivosti namirnica nisu uslovljeni samo sa aw i pH vredno$éu, vec zavise
1 od drugih Cinioca, kao §to su to temperatura, prisustvo aditiva, zafina, konzervansa itd.
Odrzivost proizvoda zavisi od vise Cinilaca i njihovog moguceg sinergetskog delovanja
Sto je poznato kao ,,hurdle effect”. Kod fermentisanih proizvoda dva su osnovna ¢inioca
koja uti¢u na odrzivost i bezbednost proizvoda, a to su pH i aw vrednost. Pravilnik o
kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (Sl. glasnik RS,
50/2019) u zahtevima za kvalitet fermentisanih kobasica, izmedu ostalih parametara
pominje i sadrzaj vlage u kobasicama, sadrzaj proteina i pH vrednost koji treba da imaju
ovi proizvodi u prometu. Ovaj Pravilnik ne pominje aw vrednost kao kriterijum koji treba
da ispunjavaju fermentisane kobasice u prometu. Medutim, u Vodiu za primenu
mikrobioloskih kriterijuma za hranu (2011) kod hrane spremne za konzumiranje koja
podrzava, odnosno ne podrzava rast L. monocytogenes, aw vrednost se definiSe kao
kriterijum bezbednosti ovog proizvoda.

Rezultati prosecnih aw i pH vrednosti razlicitih suSenih proizvoda prikazani su u

tabeli 6.8.1 6.9.

Tabela 6.8 Pregled razultata za hladno dimljeno 1 suSeno meso, salame 1 kobasice

Proizvedeno Srednja pH | Srednja aw
Brend ? | Tip proizvoda® na mestu Ohladeno ¢ | vrednost vrednost
kupovine © (n=2) (n=4)
1 Seljacka salama | Ne Ne 54 0,89
1 Salama sa Ne Ne 46 0,84
biberom
1 Salama sa Ne Ne 4,9 0,78
biberom
1 Letnja salama Ne Ne 55 0,82
9 Portugalska Da Ne 5.6 0,95
salama
Goveda slama u
3 denovljanskom Ne Ne 51 0,88
stilu
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4 Pick salama Da Ne 6,1 0,82
Slama sa

4 zacinskom Da Ne 5,4 0,84
paprikom

5 Chabi kobasica Da Ne 5,7 0,94

6 Doma_ca dimljena Da Ne 5.0 0,86
kobasica

7 Italijanska Ne Ne 5,8 0,86
salama

8 Deli Stapici Da Ne 57 0,87

8 Landjaegar Da Ne 5.8 0,87
salama

8 Dimljena Sunka Da Da 6,0 0,93

9 Madarska salama | Ne Ne 6,3 0,94

9 Madarska salama | Ne Da 6,4 0,95

10 Portugalska Da Ne 48 0,88
salama

10 Portugalska Da Ne 5,5 0,95
salama

11 Portugalska Da Da 5.6 0,97
salama

12 Goveda salama Ne Da 4.6 0,93

12 Nemacka salama | Ne Da 6,3 0,93

12 Madarska salama | Ne Ne 6,2 0,95

13 Pick salama Ne Da 6,3 0,85

14 Nemacka salama | Ne Ne 4.6 0,89

14 Ciganska salama | Ne Da 4,70 0,90

14 Jugoslovenska Ne Ne 4.9 0,90
salama

14 Jugoslovenska Ne Ne 4.9 0,65
salama

14 Kaiser salama Ne Ne 43 0,93

14 Mailander salama | Ne Ne 49 0,69

14 Sumska salama Ne Ne 4.6 0,79

14 Salama sa Ne Da 49 0,89
paprikom

14 Segedinska Ne Ne 51 0,83
salama

14 Segedinska Ne Ne 55 0,79
salama

14 Jugoslovenska Ne Da 5.1 0,86

salama
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14 Jugoslovenska Ne Da 5.0 0,88
salama

15 Penovljanska Ne Da 4.9 0,87
salama

16 Suva salama Ne Ne 45 0,90

17 Csabai slama Da Ne 49 0,89

18 Originaina Ne Ne 52 0,83
madarska salama

19 Kamperska Ne Da 5.0 0,91
salama

19 Csabai Da Ne 53 0,87

20 Nemacka salama | Ne Da 4.7 0,93

20 Nemacka salama | Ne Da 4.6 0,95

20 Madarska salama | Ne Da 4.8 0,95

20 Madarska salama | Ne Da 4.7 0,96

20 Kaiser salama Ne Da 47 0,94

20 Meksicka salama | Ne Da 48 0,90

20 Slama sa Ne Da 49 0,90
sladicom

20 Salama sa Ne Ne 4.4 0,77
biberom

3Svakom brendu je dodeljen broj. "Nazivi se odnose na trgovinske marke. °Neki proizvodi
su proizvedeni na mestu kupovine (da), dok su drugi proizvedeni van mesta gde su
kupljeni (ne) “Ohladeno podrazumeva kontinualno skladistenje na 5 °C.

Izvor: Lee i Styliadis, 1996

Tabela 6.9 Pregled razultata za suSene salame italijanskog tipa (bez dimljenja)

Proizvedeno Srednja ph Srednja aw
Brend ? | Tip proizvoda® | na mestu Ohladeno ¢ | vrednost vrednost
kupovine © (n=2) (n=4)
21 ltalijanska Ne Ne 5,2 0,86
salama
21 Salametti Ne Ne 55 0,90
21 Sopprossata Ne Ne 54 0,86
99 Kalabrezijska Ne Da 5.4 0,87
salama
22 Suppressata Ne Da 5,6 0,85
93 Kalabrezijska Ne Ne 5.2 0,88
salama
23 Denovljanska Ne Da 4.9 0,02
salama
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23 Denovljanska Ne Ne 4.9 0,88
salama

24 Italijanska Ne Da 5,2 0,78
salama

o5 Denovljanska Ne Da 5,2 0,78
salama

26 Denovljanska Ne Ne 48 0,88
salama

27 Caslaingo Ne Ne 5,0 0,83
salama

27 Denovljanska | o Ne 4,8 0,86
salama

aSvakom brendu je dodeljen broj. "Nazivi se odnose na trgovinske marke. °Neki proizvodi
su proizvedeni na mestu kupovine (da), dok su drugi proizvedeni van mesta gde su
kupljeni (ne) “Ohladeno podrazumeva kontinualno skladistenje na 5°C.

Izvor: Lee i Styliadis, 1996

6.7. Korelacione zavisnosti izmedu ispitivanih vrsta, odnosno grupa bakterija

Korelaciona zavisnost izmedu promene broja bakterija L. monocytogenes i
enterobakterija bila je pozitivna, jaka i statisticki znacajna, $to znaci da je broj L.
monocytogenes i enterobakterija u toku zrenja opadao. lzmedu broja bakterija L.
monocytogenes i broja BMK korelaciona zavisnost bila je jaka, negativna i statisti¢ki
znacajna, Sto znaci da je broj bakterija L. monocytogenes opadao, a broj BMK rastao.
Takode, izmedu broja enterobakterija i BMK utvrdena je jaka, negativna i statisticki
znacajna razlika, S$to zna¢i da je broj enterobakterija opadao, a broj BMK rastao.
Izracunate korelacione zavisnosti odnose se kako na kobasice uzeg, tako 1 na kobasice

Sireg dijametra.

6.8 Korelacione zavisnosti izmedu ispitivanih vrsta, odnosno grupa bakterija i pH i

aw vrednosti fermentisanih kobasica

Izmedu promene broja L. monocytogenes, kao i broja enterobakterija i pH,
odnosno aw vrednosti fermentisanih kobasica utvrdena je jaka, pozitivna i statisticki
znacCajna razlika kod obe grupe kobasica (uzeg i Sireg dijametra), §to znaci da je smanjenje

broja bakterija L. monocytogenes, odnosno enterobakterija pratilo smanjenje pH, odnosno

112



Diskusija

aw vrednosti. Izmedu broja BMK i pH, odnosno aw vrednosti utvrdena je jaka, negativna
1 statisticki znacajna korelaciona zavisnost, §to znaci da je sa porastom broja BMK
opadala pH, odnosno aw vrednost kod fermentisanih kobasica uZzeg dijametra. Kod
kobasica Sireg dijametra utvrdena je jaka, negativna i statisticki znacajna korelaciona
zavisnost izmedu broja BMK i pH vrednosti, a srednja, negativna, statisticki znacajna
razlika izmedu promene broja BMK i aw vrednosti.

Korelaciona zavisnost izmedu broja bakterija L. monocytogenes i BMK kod
kobasica sa starter kulturom je r = -0,865, a bez starter kulture r = -0,873 (statisticki
znacajno p<0,05). Izmedu broja bakterija L. monocytogenes i pH vrednosti korelacione
zavisnosti bile su kod istih uzoraka fermentisanih kobasica r = 0,609, odnosno r = 0,765,
i nisu bile statisticki znacajne. Izmedu broja bakterija L. monocytogenes i aw vrednosti,
korelacione zavisnosti kod uzoraka fermentisanih kobasica sa starter kulturom bile sur =
0,867, a bez starter kulture r = 0,980 (p<0,05). Utvrdena je takode i statisticki znacajna
korelaciona zavisnost (p<0,05) izmedu broja bakterija L. monocytogenes i sadrzaja soli (r
= -0,954, kobasica sa starter kulturom i r = -0,981, kobasica bez starter kulture) (Silinis,
2014). Graficki prikaz korelacione zavisnosti izmedu ispitivanih vrsta, odnosno grupa
bakterija i pH i aw vrednosti fermentisanih kobasica uzeg i $ireg dijametra dat je slikama
6.1i16.2.

I B pH a,
I | | 1! iy
I | Ll
B ! |

Legenda: L - broj L. monocytogenes (crvena); E - broj enterobakterija (plava); B - broj
bakterija mle¢ne kiseline (zuta); pH vrednost (ljubicasta); aw vrednost (crna); smer
strelice || - pozitivna korelaciona zavisnost; smer strelice |1 - negativna korelaciona
zavisnost; ==0 - jaka korelaciona zavisnost.

Slika 6.1 Graficki prikaz korelacione zavisnosti izmedu ispitivanih vrsta, odnosno grupa

bakterija i pH i aw vrednosti fermentisanih kobasica uzeg dijametra
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E B pH a

......

Legenda: L - broj L. monocytogenes (crvena); E - broj enterobakterija (plava); B - broj
bakterija mle¢ne kiseline (zuta); pH vrednost (ljubiCasta); aw vrednost (crna); || -
pozitivna korelaciona zavisnost; |1 - negativna korelaciona zavisnost; ==0o - jaka
korelaciona zavisnost; ----o - srednja korelaciona zavisnost.

Slika 6.2 Graficki prikaz korelacione zavisnosti izmedu ispitivanih vrsta, odnosno grupa

bakterija i pH i aw vrednosti fermentisanih kobasica Sireg dijametra

6.9 Hemijski sastav ispitivanih grupa fermentisanih kobasica

Pravilnik o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa
(2019) za fermentisane suve kobasice definiSe da sadrzaj vode ne sme da bude veéi od
35%, a sadrzaj proteina ne sme da bude manji od 20%. Izuzetak su domaci kulen kod
koga sadrzaj proteina ne sme da bude manji od 24%, a takode kulen i zimska salama kod
kojih sadrzaj proteina ne sme da bude manji od 22%. Izracunate MPR vrednosti za
fermentisane kobasice su 1,75:1, za domaci kulen 1,45:1, a za kulen i1 zimsku salamu
1,59:1. Prema rezultatima iz ove doktorske disertacije sadrzaj vode bio je je daleko manji
od dozvoljenog (29%), a sadrzaj od proteina veci (25%), ¢ak i od onog koji je definisan
za domaci kulen (24%). Za fermentisane kobasice iz ovog ogleda MPR vrednosti bile su
identi¢ne i za kobasice uzeg i za kobasice Sireg dijametra i kretale su se od 1,15:1 do
1,17:1. Prema Pravilniku o kvalitetu proizvoda od mesa iz 1974. godine koji je bio na
snazi skoro 30 godina, hemijski parametri kvaliteta fermentisanih kobasica bili su
definisani odnosom masti i proteina, pa tako sadrzaj masti nije smeo da bude veci od

dvostruke koli¢ine proteina. To bi iz rezultata ove doktorske disertacije znacilo da sadrzaj
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masti ne bi smeo da bude veéi od 50, a utvrdeno je da je bio 40, pa bi prema tome ove
kobasice ispunjavale i uslove iz nekad vazeceg Pravilnika o kvalitetu proizvoda od mesa.

O hemijskom sastavu fermentisanih suvih kobasica postoje brojni podaci, kako u
udzbenickoj literaturi, tako i u doktorskim disertacijama i publikovanim radovima koji se
odnose na fermentisane suve kobasice. Sumirani pregled podataka koji se odnose na
sastav fermentisanih kobasica prikazan je sazeto u doktorskoj disertaciji R. Mitrovi¢
(2016).
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenog ispitivanja, dobijenih rezultata, kao i podataka iz aktuelne

literature, moze se zakljuciti sledece:

1. Broj bakterija L. monocytogenes u uzorcima sve tri ispitivane grupe
fermentisanih kobasica uzeg i Sireg dijametra smanjivao se posle tre¢eg dana zrenja.
Sedmog i Cetrnaestog dana zrenja kod grupa kobasica oba dijametra sa dodatom starter
kulturom, utvrdeno je da je broj bakterija L. monocytogenes bio manji (p<0,05) od broja
bakterija L. monocytogenes u kobasicama bez starter kulture. Smanjenje broja bakterija
L. monocytogenes bilo je izrazenije (p<0,05) kod uzoraka kobasica sa dodatom novom
starter kulturom u odnosu na komercijalnu starter kulturu.

U uzorcima fermentisanih kobasica uzeg dijametra, sa i bez dodate starter kulture,
na kraju procesa zrenja (18. dan) nije utvrdeno prisustvo bakterija L. monocytogenes. U
uzorcima fermentisanih kobasica $ireg dijametra sa dodatom starter kulturom, L.
monocytogenes nije izolovana 21. dana zrenja, a bez dodate starter kulture od 31. dana
zrenja.

2. Broj enterobakterija u uzorcima fermentisanih kobasica uzeg dijametra, sa
i bez dodate starter kulture smanjivao se od tre¢eg dana zrenja, a kod fermentisanih
kobasica Sireg dijametra od sedmog dana zrenja. U uzorcima kobasica uzeg dijametra sa
dodatom starter kulturom 14. dana zrenja broj enterobakterija bio je manji (p<0,05) od
broja bakterija u uzorcima kobasica bez starter kultura. Kod uzoraka fermentisanih
kobasica Sireg dijametra sa dodatom starter kulturom, ve¢ od tre¢eg dana zrenja broj
enterobakterija bio je manji (p<0,05) od broja enterobakterija u kobasicama bez dodate
starter kulture.

Prisustvo enterobakterija nije utvrdeno u uzorcima kobasica uzeg dijametra na
kraju procesa zrenja (18. dan), a u uzorcima kobasica Sireg dijametra 31. dana zrenja.

3. Tokom svih dana ispitivanja broj bakterija mlecne kiseline (BMK) u
fermentisanim kobasicama uzeg, odnosno Sireg dijametra bio je veci (p<0,05) od broja
BMK u kobasicama bez dodate starter kulture. Broj BMK rastao je kod kobasica uzeg
dijametra do 14. dana, a zatim je opadao do 18. dana, dok je kod fermentisanih kobasica

Sireg dijametra rastao do 31. dana, a zatim opadao do 41. dana zrenja.
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4. Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija u fermentisanim kobasicama
uzeg, odnosno Sireg dijametra rastao je do 14., odnosno 31. dana zrenja, a zatim je do
kraja zrenja opadao. Izmedu ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija u uzorcima
fermentisanih kobasica oba dijametra tokom svih dana ispitivanja nije utvrdena razlika
(p>0,05).

5. Izmedu pH vrednosti fermentisanih kobasica oba dijametra nultog i tre¢eg
dana zrenja nije utvrdena razlika (p>0,05). Od sedmog dana, pa do kraja procesa zrenja u
fermentisanim kobasicama oba dijametra pH vrednost kobasica sa dodatom starter
kulturom bila je manja (p<0,05) od pH vrednosti fermentisanih kobasica bez dodate
starter kulture.

6. U toku zrenja svih ispitivanih grupa fermentisanih kobasica aw vrednost se
snizavala, a razlike izmedu aw vrednosti kobasica uzeg, odnosno Sireg dijametra nisu
utvrdene (p>0,05).

7. Pozitivna korelaciona zavisnost (p<0,05) utvrdena je izmedu broja
bakterija L. monocytogenes i broja enterobakterija kod fermentisanih kobasica oba
dijametra, dok je izmedu broja L. monocytogenes i broja BMK, odnosno broja BMK i
enterobakterija ustanovljena negativna korelaciona zavisnost (p<0,05).

8. Izmedu pH vrednosti kobasica oba dijametra 1 broja L. monocytogenes,
odnosno broja enterobakterija, utvrdena je pozitivna korelaciona zavisnost (p<0,05), dok
je odnos pH vrednosti i broja BMK ukazao na negativnu korelacionu zavisnost (p<0,05).

9. Pozitivna korelaciona zavisnost (p<0,05) utvrdena je izmedu aw vrednosti
i broja bakterija L. monocytogenes, odnosno broja enterobakterija, kod fermentisanih
kobasica oba dijametra. Odnos izmedu aw vrednosti i broja BMK u fermentisanim
kobasicama oba dijametra ukazao je na negativnu korelacionu zavisnost (p<0,05).

10.  Izmedu ispitivanih hemijskih parametara kvaliteta fermentisanih kobasica

oba dijametra, sa 1 bez dodatih starter kultura, nisu utvrdene razlike (p>0,05).
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HpwuJor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

IMTornucanu-a Byxkamug Y. Taguh

Opoj ymmca 2011/5013

HU3jaBbyjem
Jla je JOKTOPCKa IMCepTallHja Mol HACJIOBOM

Craptep Ky/IType Kao MOTSHIUjaTH| HHXHOUTOpH Listeria monocytogenes y

dbepmMeHTHCAaHUM KoOacuiiaMma

® PC3YJTAaT COIICTBCHOI UCTPAKUBAYKOI pajia,

® Jla TIpeUIOKEeHA JucepTalfja y leJIMHA HU Y JIeJIOBUMa HUje Oua peyioxkeHa 3a
nobujame OWIIO Koje MUIJIOME IMpeMa CTYAMjCKUM TMporpamMuma JApyrux
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJITaTu KOPCKTHO HABECACHU U

e Jla HHCAM KpILKO/JIa ayTOPCKa IpaBa U KOPUCTHO UHTENEKTYaIHY CBOJUHY IPYTUX
JULIA.

Hornuc 1oxkTopanga

V¥ beorpany, 16.10.2019.
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IpwuJor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Hwme u ipe3ume aytopa Bykammn W. Taguh
bpoj ymuca 2011/5013
Crynujcku nporpam JIOKTOpCKe aKafeMcKe CTyIuje

Hacnos paga CrapTep Ky/lType Kao MOTEHIMjaIHd nHXuOuTOopH Listeria

monocytogenes v depMeHTUCaHuM Kobacuiama

MenTop [Ipod. np Mupjana JlumutpujeBuh

ITorcann Byxkammu U. Taguh

u3jaBjbyjeM Jia je IITaMIaHa Bep3Mja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEep3WjU KOjy caM Tmpedao/Ja 3a oOjaBbHBambe Ha mopTany JururaaHor
peno3utopujyma Yuuep3urtera y beorpany.

Jlo3BosbaBam Ja ce o0jaBe MOjU JTUYHHU MOAAIM BE3aHU 3a JOOHjamke akaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao MITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOIMHA U MECTO pohema u JaTyM oa0paHe
pana.

OBU TUYHH TOJAIN MOTY C€ 00jaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHHUIIaMa JUTUTAITHE OUOINOTEKeE,
y €JIeKTPOHCKOM KaTajory U y myOnukanujama YHuBep3urera y beorpany.

Hornue noxkropanaa

T}\;aq‘i, Y)J\mm i

VY Beorpany, 16.10.2019.
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IIpuuor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnamhyjem YHuBepsutercky oumbnmoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y Jururanau
peno3uTopujyM YHHUBEp3UTeTa y beorpany yHece Mojy AOKTOPCKY TUCEPTAIU]y IO
HaCJIOBOM:

Craprep KyATYpe Ka0 MOTEHIM]ATHA nHXuOuTopu Listeria monocytogenes y

dbepmenTHCAaHUM KOoOacuIiama

KOja je MOje ayTOPCKO JeIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMa MPEAao/aa caM y elIeKTPOHCKOM (opMaTy MOroiHOM
3a TPajHO apXUBUPAE.

Mojy IOKTOPCKY UCEpTAIH]jy MOXpambeHy Y JJUruTaiHu peno3utopujyMm YHUBEP3UTETA
y Beorpaay mMory ja kopucte CBHU KOjH IOIITY]jy oJpeade caipkaHe y oJadpaHOM TUITY
muuenne Kpearusue 3ajeanurie (Creative Commons) 3a kojy cam ce oTy4no/a.

1. AyropctBO

@WOpCTBO - HEKOMEPIIHjaITHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEPIIMjalTHO — Oe3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaJTHO — JICITUTH MOJ] HCTUM YCIIOBHMA
5. AytopctBo — 0e3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — JI€JIUTH TOJT UCTUM YCIIOBUMA

(Monumo 512 3a0KpyXHTE CaMO jeAHY OJ IIeCT MOHY)eHMX JHMIEHIM, KpaTak OIHC
JIMIICHIIM JIaT j€ Ha MoJIehuHM JIucTa).

IMornue nokTopanaa

T‘\:a»& ?)Jumup

VY Beorpany, 16.10.2019.
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1. AyropctBo - Jlo3BosbaBaTe yMHOKABamkbe, JUCTPHOYIIN]Y U JaBHO CAOIIIITABALE JIENa,
U TIpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaYMH oJpel)eH o] cTpaHe ayTopa Wi JaBaola
JUIIEHIIe, YaK U y KoMepuujaHe cBpxe. OBO je HajcII000IHHU]ja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HEKOMepIHjamHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYIIU]Y U jaBHO
CaoIIITaBaLE JIeNIa, ¥ pepaJie, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ozapeheH o cTtpane
ayTopa WM JaBaola juneHne. OBa JIMIEHIA HE JO3BOJbaBa KOMEPLUjaIHYy yIoOTpeOy
nena.

3. AyropcTBO - HEKoMepIujaHO — 0e3 mnpepaae. Jlo3BosbaBare yMHOXKaBambe,
TUCTpHOYIIM]Y ¥ jaBHO CAOMIITABAabE Jera, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamba WK yroTpede
Jie7ia y CBOM JIelTy, aKO Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojapeleH ox cTpane ayropa win
naBaona uuenne. OBa JTUIeHIa He J03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy YIOTpeOy aena. Y ogHocy
Ha CBE OCTaje JIMIEHIIe, OBOM JIMICHLIOM C€ OrpaHuyaBa HajBehm oOum mpaBa
Kopuihemwa Jena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpPUHUjAJIHO — JEIUTHU IOJ HUCTUM YycioBuMa. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBame, IUCTpUOYILIM]y U JaBHO CAOILITAaBabE JIeJ1a, U pepajie, ako ce HaBee uMe
ayTopa Ha HauuH ojpeheH o cTpaHe ayTropa MM JaBaola JHIIEHLE U aKo ce Mpepaja
JUCcTpuOynpa MOJ HCTOM WIM CIMYHOM JmneHnoMmM. OBa JMIEHIA HE I03BOJbaBa
KOMepIjaliHy yrnoTpeOy Jiesa 1 npepaja.

5. AyropctBOo — 0e3 mpepazae. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYLM]Y U jaBHO
CaoTMIITaBame Jiea, 0e3 MpOMeHa, MPeoOIMKOBaA HITH YIIOTpeOe Jiesia y CBOM ey, aKko
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o ctpaHe ayTopa win gaBaora aumenie. Opa
JMIIEHIA 03B0JbaBa KOMEPIMjATIHY yoTpeOy Jena.

6. AyTopcTBO - penutn nog ucTum ycrioBuma. [lo3BosbaBaTe yYMHOXaBake,
AncTpmnbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, 1 npepage, ako ce HaBege nme aytopa Ha
HauuH oapefeH on cTpaHe ayTopa WM JaBaoua nuueHue U ako ce npepaga
anctpubympa nog UCTOM uAM  crivMdHOM  nvueHuom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEepckMM nuueHuama,
OLHOCHO Nu1LeHuama OTBOPEHOr Koaa.
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