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SAZETAK

Proizvodnja zdravstveno ispravnih i kvalitetnih animalnih
namirnica osniva se na primjeni suvremenih higijensko-
tehnolo$kih postupaka. U okviru tzv. za$titnog koncepta
primjenjuju se zastitne kulture mikroorganizama {j. antago-
nisticke Kulture koje inhibiraju patogene mikroorganizme
i/ili produzuju odrzZivost hrane uz istovremeno ocuvanje

senzornih svojstava proizvoda. Uz inhibicijsko djelovanje
organskih kiselina na patogene mikroorganizme, posebi-
ce gram-negativne bakterije, drugi vid antagonizma oci-
tuje se u sintetiziranju antimikrobnih peptida ili proteina
— bakteriocina. Primjena sojeva koji sintetiziraju bakte-
riocine (bakteriocinogeni sojevi) kao zastitnih kultura te
izravna primjena spomenutih tzv. prirodnih zastitnih tvari
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Postupak biokonzerviranja u proizvodniji fermentiranih kobasica

(biokonzervansi) u proizvodnji fermentiranih kobasica dio
su zaétitnog koncepta u prehrambenoj industriji.
Kiljucne rijeci: biokonzerviranje, fermentirane kobasice

uvaD

U suvremenoj prehrambenoj industriji uvode
se razlicite zastitne tehnologije kao c¢imbenici
unaprijedenja sigurnosti i kakvoce namirnica, a
time i bolje zastite zdravlja i ekonomskih interesa
potroSaca. Tradicionalni nacin proizvodnje fermenti-
ranih kobasica o¢uvan je i danas, no naturalna proiz-
vodnja ne pruza standardnu kakvocu i nije koli¢inski
dostatna za potrebe trziSta za tom vrstom mesnih
proizvoda. S tim u vezi, naturalna proizvodnja se
razvojem tehnoloSkih procesnih postupaka pretocila
u industrijske okvire ¢ime je osigurana kontinuirana
proizvodnja kobasica ujednaene kakvocée, ali i
uspostavljen sustav pouzdane veterinarsko-sani-
tarne kontrole i nadzora u proizvodniji i prometu.

Podaci o fermentaciji kao postupku konzerviranja
hrane mogu se pronacéi u drevnim zapisima starima
nekoliko tisu¢a godina, dok je uloga mikroorga-
nizama u procesu fermentacije poznata od vremena
Louisa Pasteura (Caplice i Fitzgerald, 1999; Ross
i sur., 2002). lako je uloga i znaCenje mikroorga-
nizama u procesu zrenja fermentiranih namirnica, a
time i fermentiranih kobasica, bila predmetom bro-
jnih znanstvenih polemika, vremenom je usvojeno
misljenje da su biokemijske, fizikalne, organolepticke
i druge promjene u hrani, ne zanemarujuci i druge
¢imbenike (mikroklimat, tkivnienzimiidr.), uvjetovane
aktivnoS¢u prisutne mikroflore (HadZiosmanovi¢,
1978). Na osnovi saznanja o spomenutoj bioke-
mijskoj aktivnosti mikroorganizama, u proizvodnju
fermentiranih kobasica je uveden postupak prim-
jene mikrobnih starter kultura ¢ime je nacinjen
veliki korak prema ubrzanju proizvodnog procesa,
unaprjedenju kakvoc¢e, odnosno ujednacavanju
senzornih svojstava gotovih proizvoda. Pored nave-
denog, zastitna komponenta pojedinih starter mik-
roorganizama, poglavito bakterija mlije€ne kiseline,
bitha je u kontekstu sigurnosti fermentiranih koba-
sica, a pojedinim vrstama pripisuju se i probiotska
svojstva (Tyopponen, 2003a). Zastitno djelovanje
bakterija mlijeCne kiseline u nadjevu fermentiranih
kobasica ocituje se antagonistiCkim djelovanjem
prema mikroorganizmima kvarenja i patogenim

PREGLEDNI RAD

mikroorganizmima preko antimikrobnih produkata
poput organskih kiselina ili bakteriocina (Leistner
i Gorris, 1995; Licke, 2000; Leroy i sur., 2006;
Ammor i Mayo, 2007).

Istrazivanja primjene bakterija mlijeCne kiseline
koje sintetiziraju bakteriocine (bakteriocinogene
kulture) u proizvodnji fermentiranih namirnica kul-
minirala su posljednjih desetak godina. U prirodnim
uvjetima zrenje fermentiranih kobasica odvija se uz
pomoc¢ autohtone mikroflore koja djelomiéno mozZe
sadrzavati i bakteriocinogene sojeve. lzdvajanjem
tih kultura i njihovom primjenom u industrijskom pro-
cesu proizvodnje zaklju¢eno je da mogu unaprijediti
sigurnost proizvoda.

MIKROFLORA | ZRENJE

Drevne metode konzerviranja mesa (soljenje,
fermentacija, dimljenje, susenje, uporaba niskih i
visokih temperatura i dr.) o€uvale su se i danas u
suvremenoj industrijskoj proizvodnji mesnih proiz-
voda. Unaprjedenjem industrijskih procesnih postu-
paka razvile su se dodatni zastitni postupci kojima je
svrha u osnovi jednaka kao i u poCecima konzervi-
ranja hrane — sprje€avanje kvarenja, inhibicija rasta
nepozeljne mikroflore i produzenje odrzivosti proiz-
voda. Pored spomenutih standardnih postupaka u
novije vrijeme primjenjuju se razliCite kemijske tvari
u obliku aditiva, zatim zastithe mikrobne kulture,
razliCiti fizikalni postupci (zraCenja, termodinamicki
procesi, pulsiraju¢a elektricna polja) i pakiranja u
modificiranoj atmosferi (Devlieghere i sur., 2004.).

Fermentacija je jedan od najstarijih procesa
konzerviranja mesa, proces ovisan o bioloSkoj
aktivnosti fermentacijskih mikroorganizama tj. proiz-
vodniji razli¢itih produkata koji mogu potisnuti rast
nepozeline mikrobne flore u namirnicama (Ross i
sur., 2002; Hutkins, 2006). Saznanja o ulozi mikro-
organizama u procesu fermentacije hrane poznata
su od davnina, pa se uvidjela i moguénost primjene
selektiranih sojeva u proizvodnji fermentiranih namir-
nica u obliku starter kultura. U pogledu fermentira-
nih kobasica, starter kulture €ine bakterije mlijeCne
kiseline i to naj¢eS¢e predstavnici roda Lactobacil-
lus i Pediococcus, zatim gram-pozitivni, koagulaza
negativni koki — Staphylococcus spp. i Micrococcus
spp., te kvasci i plijesni (Hutkins, 2006). Svaka od
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navedenih skupina mikroorganizama posjeduje
specifitne metabolicke profile te igraju bitnu
ulogu i s higijenskog (potiskivanje drugih mik-
roorganizama — patogenih i mikroorganizama
kvarenja) i tehnoloskog gledista (utjecaj na sen-
zorna svojstva).

U tijeku zrenja fermentiranih kobasica odvijaju
se sloZeni mikrobioloski, biokemijski i fizikalno-
kemijski procesi koji utje€u na sigurnost i kakvocu
gotovih proizvoda (Hadziosmanovi¢ i sur., 2005).
Stupanj inicijalne mikrobne kontaminacije ovisi o
mikrobiolo$koj kakvoéi upotrijebljene sirovine i
dodataka te o (ne)higijenskom pristupu tijekom
proizvodnje. No, slijedom temeljnih fizikalno-
kemijskih procesa u pojedinim fazama zrenja
(snizavanje pH i aktivhosti vode, povecanje
koli¢ine soli) nastaju endogeni uvjeti koji dopri-
nose razvoju specificne mikroflore (acidofili, halo-
fili, osmofili) ili pak djeluju inhibiraju¢e na druge
mikroorganizme. Odavno je poznato da su naja-
ktivniji mikroorganizmi u nadjevu fermentiranih
kobasica bakterije mlijeéne kiseline te bakterije
iz porodice Micrococcaceae (Hadziosmanovic,
1978; Buckenhulskes, 1993; Hammes i Hertel,
1997; Lucke, 2000). Osim navedenih, pojedine
vrste fermentiranih kobasica karakterizira i sta-
bilna populacija kvasaca, plijesni te enterokoka
(Samelis i sur. 1998, Baldini i sur., 2000). Svi oni
utje€u, zasebno i zdruzeno s tkivnim enzimima,
na nacin i stupanj mijenjanja senzorskih svo-
jstava proizvoda. Primjerice, bakterije mlijeCne
kiseline sudjeluju u acidifikaciji nadjeva razgrad-
njom ugljikohidrata te posljedi¢no i koagulaciji
bjelan€evina i procesu susenja (Tydppdneni sur.,
2003b). Za porodicu Micrococcaceae znacajnija
je pak lipolitika i proteoliticka aktivnost, te utjecaj
na promjene boje miSi¢nog pigmenta procesom
denitrifikacije. Princip metabolicke aktivnosti
navedenih dviju skupina mikroorganizama usta-
lien je i mozemo reci prepoznatljiv u svakom
mesnom supstratu, medutim raznolikosti u
nacinu proizvodnje fermentiranih kobasica, siro-
vini i dodatnim sastojcima, podneblju itd. uvelike
utjeCe na stupanj «afirmacije» pojedinih mikrob-
nih vrsta ili sojeva, a posljedi¢no i na pokazatelje
kakvoce i sigurnosti proizvoda.

Razliite regije svijeta prepoznatljive su

po tipicnim fermentiranim kobasicama koje,
pored tehnoloskih specificnosti i prepoznatljivin
organolepti¢kih svojstava, karakterizira i domi-
nacija odredenih vrsta mikroorganizama u nadjevu.
IstraZivanja prirodne, autohtone mikroflore kobasica
usmjerena su na pracenje promjena u populaciji
pojedinih skupina mikroorganizama tijekom razlicitih
faza zrenja, te na determinaciju vrsta i sojeva koja se
danas bazira na suvremenim molekulskim metoda-
ma (Urso i sur., 2006a; Cocolin i sur., 2006; Cvrtila,
2006; HadzZiosmanovi¢ i sur., 2006). Karakterizaci-
jom bakterija mlijeCne kiseline u vecini istrazivanja
razli¢itih europskih fermentiranih kobasica utvrdena
je dominacija roda Lactobacillus i to vrsta Lb. sakei,
Lb. curvatus i Lb. plantarum (Gasparik-Reichardt i
sur., 2005, Schillinger i Liicke, 1987). Uz tehnolo$ki
pozeljne homofermentativne vrste laktobacila, iz
nadjeva se ucestalo izoliraju i heterofermentativne
bakterije mlijecne kiseline (Leuconostoc spp., het-
erofermentativni laktobacili). Vece koncentracije
CO, kao produkta biokemijske aktivnosti te mikro-
flore u nekim su fermentiranim proizvodima pozeljne
(mlije€ni proizvodi), no to nikako nije slucaj s fer-
mentiranim kobasicama. Uklanjanje tog nedostatka
moguce je primjenom dobro prilagodenih i tehnoloski
prihvatljivih sojeva laktobacila u vidu starter-kul-
tura (Kozac€inski i sur., 2006). Medu pripadnicima
porodice Micrococcaceae, u nadjevu fermentiranih
kobasica najucestalije su izolirani S. xylosus, S.
saprophyticus i S. carnosus (Garcia-Varona, 2000;
Papamanoli i sur., 2002, Maurielo i sur., 2004; Dro-
sinos i sur., 2005; lacumin i sur., 2006; Martin i sur.,
2006; Martin i sur., 2007). Na osnovi spoznaja o
biokemijskoj aktivnosti mikroorganizama i njihova
utjecaja na ukupnu kakvoc¢u fermentiranih kobasica,
pojedine selektirane bakterijske vrste poéele su se
uvoditi u nadjev u vidu starter kultura to je unapri-
jedilo tradicionalne postupke proizvodnje (Hugas |
Monfort, 1997).

Svrha dodavanja mikrobnih starter kultura u nad-
jev fermentiranih kobasica jest potiskivanje bakterija
kvarenja (heterofermentativni laktobacili, klostridije,
Leuconostoc spp.) i eventualno prisutnih patogenih
mikroorganizama $§to se postize intenzivnijom
acidifikacijom te sintezom antimikrobnih produkata
poput bakteriocina (Zdolec i sur., 2005a). Rezultati
i zaklju€ci brojnih istrazivanja afirmativni su prema
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primjeni bakteriocinogenih bakterija mlije¢ne kiseline
u proizvodniji fermentiranih kobasica. To se poglavito
odnosi na istrazivanja utjecaja tzv. zastitnih kultura
na umjetno inokulirane populacije patogenih bak-
terija poput Listeria monocytogenes ili Escherichia
coli O157:H7 (Foegeding i sur., 1992; De Martinis
i Franco, 1998; Nissen i Holck, 1998; Lahti i sur.,
2001; Liserre i sur., 2002; Hugas i sur., 2002; Ben-
kerroum i sur., 2003; Tyopponen i sur., 2003a; Ben-
kerroum i sur., 2005; Caklovica i sur., 2005; Zdolec
i sur., 2005b; Drosinos i sur., 2006). Nadalje, u higi-
jenskom i tehnoloSkom smislu znacajni su i rezul-
tati istraZivanja utjecaja bakteriocinogenih bakterija
mlijeCne kiseline na prirodnu, autohtonu mikrofloru
fermentiranih kobasica i fizikalno-kemijske procese
koji se odvijaju u tijeku zrenjabutina, rebara i plecki.

BIOKONZERVIRANJE

Brojna istrazivanja autohtone mikroflore fermenti-
ranih kobasica provedena posljednjih godina poka-
zala su da su najulestalije izolirane vrste bakterija
mlijeCne kiseline u fermentiranim kobasicama Lb.
sakei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Pediococcus
pentosaceus (Drosinos i sur., 2005; Comi i sur.,
2005; Kozacinski i sur., 2006). Pojedini sojevi nave-
denih, ali i drugih vrsta bakterija mlijecne kiseline,
posjeduju sposobnost sinteze bakteriocina, anti-
mikrobnih peptida ili proteina aktivnih u inhibiranju
rasta drugih bakterija. Selekcija bakteriocinogenih
sojeva posljednjih godina uzela je maha u cilju otkri-
vanja najja¢ih antagonista i tehnoloski prihvatljivih
vrsta radi primjene u proizvodniji sigurnijih fermenti-
ranih i drugih mesnih proizvoda (HadZiosmanovic i
sur., 2005; Jay i sur., 2005).

Leistner i Gorris (1995) uvode termin «hurdle
technology» $to podrazumijeva kumulativno djelo-
vanje postojecih (temperatura, aktivnost vode, pH,
Eh, konzervansi i dr.) s novijim tehnikama konzer-
viranja (pakiranje u plinu, tretiranje visokim tlakom,
biokonzerviranje) s ciliem uspostavljanja selektivnih
zastitnih &imbenika u kojima patogeni mikroorga-
nizmi i mikroorganizmi kvarenja ne mogu opstati.
Povezanost procesa fermentacije i konzerviranja
obuhvacena je pojmom biokonzerviranja (engl. bio-
preservation, bioconservation) kao metode produze-
nja odrzivosti i povecéanja sigurnosti hrane uporabom
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mikroorganizama i/ili njihovih produkata (Ross i sur.,
2002). Sli¢nu definiciju biokonzerviranja daje Stiles
(1996) koji navodi da se ono odnosi na produzenje
vremena pohrane i povecanje sigurnosti hrane pri-
mjenom njene prirodne ili kontrolirane mikroflore i/ili
antibakterijskih produkata. U okviru tzv. zastithog
koncepta primjenjuju se zastitne kulture mikroorga-
nizama (engl. protective cultures) tj. antagonisticke
kulture koje inhibiraju patogene mikroorganizme i/ili
produzuju odrzivost hrane uz istovremeno o€uvanje
senzornih svojstva proizvoda. Njihov antagoni-
zam ocituje se inhibicijom drugih mikroorganizama
putem nadmetanja za hranjivim tvarima i/ili proizvo-
dnjom jednog ili vise antimikrobnih metabolita poput
organskih kiselina (mlije¢na, octena), vodikovog
peroksida, antimikrobnih enzima, bakteriocina i
reuterina (Holzapfel i sur., 1995; cit. Devlieghere i
sur., 2004; Montville i Matthews, 2005). U pogledu
mesa i mesnih proizvoda, biokonzerviranje se moze
primijeniti na 4 nacina (Hugas, 1998):

a) dodavanje Ciste bakteriocinogene Kkulture
bakterija mlijecne kiseline ¢ime se bakteriocin uvodi
neizravno u namirnicu, a ucinkovitost metode ovisi
0 sposobnosti rasta kulture i sinteze bakteriocina u
izvjesnoj namirnici i danim uvjetima;

b) dodavanje neprociSéene otopine bakteriocina,
fermentacijske kulture ili koncentrata iz bakterioci-
nogene kulture;

c) dodavanje procisc¢enog ili poluprocis¢enog
bakteriocina €ime je omoguceno njegovo toénije
doziranje. Primjena je ograni¢ena zakonskom regu-
lativom o prehrambenim aditivima;

d) dodavanje mezofilnih bakterija mlijecne kiseline
kao zastite pri temperaturnim oscilacijama pri pohra-
ni namirnica. Pri oscilaciji soj ¢e rasti i kompeticijski
djelovati prema patogenoj mikroflori.

Kako navodi Licke (2000) zastitne kulture mogu
se implementirati i u nefermentirane mesne proizvo-
de (pr. Bologna — tip kobasice; naresci) i to:

a) u obliku bakteriocinogenih mezofilnih bakterija
mlije€ne kiseline aktivnih prema L. monocytogenes i
drugim gram-pozitivnim bakterijama

b) kao psihrotrofne bakterije mlije€ne kiseline
koje kod uskladistenja u hladnom stvaraju dovoljno
mlije¢ne kiseline da sprijeCe rast drugih psihrotrofa i
pritom ne uzrokuju senzorne promjene

c) kao mezofilne bakterije mlije¢ne kiseline koje
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postaju aktivhe brzo nakon temperaturnih kolebanja
hladenog proizvoda.

Isti autor naglaSava da je glavni mehanizam
djelovanja za&titnih kultura na kompeticijsku mikro-
floru putem stvaranja mlije¢ne kiseline, dok je uinak
bakteriocina smanjen njihovom inaktivacijom u mesu
i pojavom rezistencije. Takoder, upotreba bakterio-
cinogenih bakterija mlijecne kiseline ne moze dati
rezultata u prevenciji crijevnih infekcija uzrokovanih
gram-negativnim bakterijama (pr. EHEC) kao ni u
produZenju odrZivosti aerobno skladistenog mesa.
Vermeiren i sur. (2004) takoder istiC¢u opravdanost
primjene bakterija mlijene kiseline kao zastitnih
kultura u proizvodnji kuhanih mesnih proizvoda.

Prilikom izbora tj. selekcije bakteriocinogenih bak-
terija mlije€ne kiseline u svrhu primjene u odredenoj
namirnici, u obzir se treba uzeti viSe Cimbenika:
GRAS status (engl. Generally Recognized As Safe),
Sirina spektraihnibicije mikroorganizama, odnos bak-
teriocina prema toplini, rizik za zdravlje ljudi, stupanj
unaprjedenja sigurnosti i kakvoce, visokospecificna
aktivnost (Holzapfel i sur., 1995.; cit. O’ Sullivan i
sur., 2002). Suvremena istrazivanja u molekularnoj
biologiji idu u smjeru razvoja zastitnih kultura nove
generacije. Buduéa istraZivanja bakteriocinogenih
kultura u tom smislu trebaju se odvijati u 3 faze i to:

a) bolja i ciljana selekcija uporabom screening
metoda

b) genetska optimizaciji rekombinantnom DNA
tehnologijom

c) proSirenje spektra aktivnosti u kombinaciji s
aditivima iz hrane ili prirodnim sastojcima ili pak
tehnologijama poput visokog tlaka i pulsirajuceg
elektri€nog polja (Devlieghere i sur., 2004).

Autori navode da u postupku biokonzerviranja
znacenje treba pridavati takoder i bakterijama
mlije¢ne kiseline Ciji se antagonizam osniva na
proizvodnji mlije€ne kiseline i acidifikaciji, proizvodniji
drugih antimikrobnih tvari te kompeticiji za hranjivim
tvarima u supstratu, a ne sintezi bakteriocina.

ZAKLJUGAK

Zdravstvena ispravnost hrane prioritetna je u zastiti
zdravlja potroSaca kojom se jam¢i njihova sigurnost
i Stite ekonomski interesi. U pogledu sigurnosti hra-
ne, mikrobioloSka ispravnost ¢ini njen vazan dio, na

koji se moZe utjecati brojnim procesnim postupci-
ma. Dobro je poznato da za rast i razmnoZavanje
mikroorganizama (bilo koje vrste) moraju postojati
optimalni uvjeti. U proizvodnji mesnih proizvoda u
tom se smislu upravljanjem proizvodnim tehnolo-
gijama izravno utjeCe i na poticanje rasta ciljanih
mikrobnih vrsta, dok se druge istim metodama ili u
kombinaciji s drugima sistiraju ili uniStavaju. Postu-
pak biokonzerviranja tj. primjene ne3kodljivih kultura
mikroorganizama i njihovih antimikrobnih metaboli-
ta dodatni je zastitni faktor u proizvodnji sigurnije
hrane. Samo po sebi biokonzerviranje nije jamstvo
mikrobioloSke ispravnosti namirnice, a da bi imalo
smisla i u€inka, ono mora biti nadgradnja na dobru
proizvodacku i dobru higijensku praksu.

SUMMARY
BIOCONSERVATION IN THE PRODUCTION OF DRY
FERMENTED SAUSAGES

Production of foods of animal origin of adequate safety
and quality is based on the use of modern hygienic and
technological procedures. Within the framework of the
so-called protective concept, protective cultures are used,
i.e. antagonistic cultures, which inhibit pathogenic micro-
organisms and/or prolong shelf life and at the same time
maintaining the sensory properties of a food product. In
addition to inhibitory action of organic acids on pathogenic
microorganisms, in particular gram-negative bacteria,
another aspect of antagonism is manifested in the produc-
tion of antimicrobial peptides or proteins — bacteriocins.
The use of bacteriocin-synthesising strains (bacteriocino-
genic strains) as protective cultures and direct use of the
indicated, so-called natural protective substances (bio-pre-
servatives) in the production of fermented sausages are
components of the protective concept in food industry.

Key words: bioconservation, fermented sausages
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SAZETAK

U radu je opisan utjecaj razli¢itih metoda omamljivanja
i usmréivanja riba na kakvocéu njihovog mesa. Pojedine,
manje humane metode omamlijivanja indiciraju sekun-
darni stresni odgovor u riba, koji za posljedicu ima brzu
i otpuStanje mrtvacke ukocenosti. Nadalje, stres nastao
prilikom omamljivanja i usmrcivanja riba moZe imati i
negativan utjecaj na teksturu mesa, kao i na odrZivost.
Odabir prikladne metode ovisi i o vrsti i veli€ini ribe.

Kljucne rijeci: metode omamljivanja, dobrobit riba,
kakvoca mesa

Kakvoca, sigurnost i zdravstvena ispravnost hrane
primarna su briga i opéeprihvaceni koncept zastite
zdravlja ljudi. Ne manje znacajni su i etiCki aspekii
proizvodnje hrane, prije svega zastita okoliSa i dobro-
bit Zivotinja. U tom su smislu sve glasniji zahtjevi
za primjenom humanih postupaka pri izlovu riba iz
ribogojilista (Cooke, 2001). Tri su glavna zahtjeva
humanog usmréivanja: smanjivanje uzbudenja, boli
i patnje prilikom postupka usmréivanja, postizanje
neosjetljivosti Zivotinje na bol unutar jedne sekunde
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