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znanstveni rad

Sažetak
Cilj ovog rada bio je istražiti mikrobiološke promjene u trajnim kobasicama od konjskog mesa prema fazama zrenja i sezoni proizvod-

nje, determinirati bakterije mliječne kiseline i ispitati njihov inhibicijski potencijal prema bakteriji Listeria monocytogenes. Sezona 

proizvodnje značajno je utjecala na ukupni broj bakterija, broj bakterija mliječne kiseline, koagulaza negativnih koka, enterokoka i 

kvasaca u gotovom proizvodu (p<0,05). Bakterije mliječne kiseline bile su najbrojnija mikrobna populacija u nadjevu, uz značajan 

broj kvasaca i koagulaza negativnih koka. Najčešće izolirana vrsta bakterija mliječne kiseline bila je Lactobacillus plantarum (56 %), 

a potom Weisella confusa (26 %), Lactobacillus fermentum (6 %), Lactobacillus pentosus (6 %), Lactococcus lactis subsp. lactis (2 %), 

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii (2 %) i Weisella viridescens (2 %). Najsnažnije inhibicijsko djelovanje prema L. monocyto-

genes in vitro pokazali su izolati laktobacila. Dobiveni rezultati mogu poslužiti boljem razumijevanju specifičnosti fermentacije koba-

sica od konjskog mesa u odnosu na druge vrste mesa te poslužiti u postupku standardizacije proizvodnje. 

Ključne riječi: konji, trajne kobasice, bakterije mliječne kiseline, inhibicija

Mikrobiološka karakterizacija trajnih kobasica od konjskog mesa

vana sirovina, odnosno konjsko meso 

i svinjsko masno tkivo. Uzorci su do la-

boratorija dostavljeni u prijenosnom 

-

gnuti su mikrobiološkim te fizikalno-

kemijskim pretragama u triplikatu.

Mikrobiološke analize
Mikrobiološkim pretragama siro-

vine i kobasica tijekom zrenja odre-

đivan je broj aerobnih mezofilnih 

bakterija, bakterija mliječne kiseline, 

koagulaza negativnih koka, S. aureus, 

enterobakterija, E. coli, kvasaca i pli-

jesni, enterokoka, Pseudomonas spp, 

sulfitreducirajućih klostridija, te pri-

sutnost L. monocytogenes i Salmonella 

spp.  U okviru fizikalno-kemijskih pre-

traga kobasica određivana je količina 

vode i soli te pH, koji se određivao i u 

sirovini. Metodologija mikrobioloških 

pretraga prikazana je u Tablici 1.

Određivanje bakterija 
mliječne kiseline i antimik-
robno djelovanje 
Nakon određivanja broja bakteri-

kolonija. Kolonije su bojane po Gra-

mu i podvrgnute katalaza testu. U 

postupak određivanja antimikrobne 

aktivnosti izolata uzeti su samo gram-

pozitivni, katalaza negativni bacili i 

Za biokemijsku determinaciju 

izolati su namnažani u MRS bujonu 

ezom kultura nacijepljena na MRS 

agar metodom iscrpljivanja radi do-

bivanja dobro izdvojenih kolonija, uz 

toga je brisom uzeta jedna izolirana 

kolonija i gusto nacijepljena na povr-

šinu nove ploče MRS agara i ponovno 

postupak je proveden prema uputa-

ma proizvođača API sustava (bioMe-

rieux, Francuska). Antimikrobno dje-

lovanje testirano je prema bakteriji L. 

monocytogenes 

agar spot i agar difuzijski test (Zdolec 

testu je korišten soj Leuconostoc me-

senteroides 

koji sintetizira bakteriocin mesentero-

cin Y. Kao negativna kontrola korišten 

je soj Lactobacillus brevis 

Statistički podaci i analiza 
Podaci su obrađeni programom 

osnovne statističke obrade, provjere-

na je normalnost raspodjele Kolmo-

gorov-Smirnovim testom (K-S test). 

Za utvrđivanje značajnosti razlika 

utvrđenih vrijednosti tijekom zrenja 

kobasica, a po pojedinoj sezoni, kori-

štena je jednosmjerna analiza varijan-

ce uz Tukey-ev HSD test za post-hoc 

analizu.

Rezultati
Rezultati istraživanja čimbenika 

fermentacije kobasica od konjskog 

Vidljivo je da se ukupni broj bakterija 

u svim proizvedenim serijama kobasi-

-

cama proizvedenima u rujnu i stude-

nom povećavao se kontinuirano do 

kraja zrenja, dok je u prvoj seriji (tra-
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Uvod 
Kao komercijalno najvredniji koba-

sičarski proizvodi, fermentirane koba-

sice proizvode se od najkvalitetnijih 

partija mesa različitih vrsta životinja. 

U tom smislu konjsko meso je s obzi-

rom na svoj kemijski sastav i prerad-

benu vrijednost kvalitetna sirovina 

za takvu proizvodnju, a dobivene fer-

mentirane kobasice proizvod osobite 

Proizvodnja fermentiranih kobasica 

od konjskog mesa nije industrijalizi-

rana, što dodatno pridonosi njihovoj 

vrijednosti zbog složenosti naturalne 

proizvodnje i upliva brojnih čimbeni-

ka u formiranje prepoznatljive kobasi-

ce. Tijekom procesa zrenja fermenti-

ranih kobasica razvijaju se složeni mi-

krobiološki, fizikalno-kemijski i bioke-

mijski procesi kojima proizvod popri-

ma svoja konačna senzorska svojstva. 

Slijed tih promjena uvjetovan je broj-

nim čimbenicima među kojima važno 

mjesto zauzima higijenska kakvoća 

sirovine i higijena proizvodnje čime 

je zapravo uvjetovan sastav inicijalne 

važnu ulogu ima vrsta upotrijeblje-

nog mesa s obzirom na količinu vode, 

bjelančevina, udio masnog tkiva, ko-

ličinu glikogena te druge karakteristi-

ke koje utječu na senzorna svojstva 

gotovog proizvoda (boja, žilavost, 

promjene nadjeva tijekom zrenja 

pogoduju razvoju specifične mikro-

flore koja svojom saharolitičkom, 

proteolitičkom, lipolitičkom te anti-

mikrobnom aktivnošću opet prido-

nosi napredovanju tih istih promjena. 

Cilj ovog rada bio je istražiti mikro-

biološke promjene tijekom zrenja 

kobasica od konjskog mesa ovisno o 

fazama zrenja te sezoni, determini-

rati vrste bakterija mliječne kiseline 

tijekom zrenja te istražiti njihov inhi-

bicijski potencijal prema bakteriji L. 

monocytogenes.

Materijal i metode

Proizvodnja kobasice i 
uzorkovanje
Kobasice od konjskog mesa proi-

zvedene su u privatnom malom obrt-

ničkom objektu prema standardnom 

postupku koji se u njoj primjenjuje ti-

jekom travnja, rujna i studenoga. Ko-

basice su proizvedene od  konjskog 

-

-

ka (sol, papar, paprika, češnjak, nitritna 

sol). Nakon punjenja u crijeva te cije-

đenja na štapovima, uslijedilo je hlad-

-

zvodnog procesa također je uzorko-

Tablica 1. Metodologija mikrobioloških ispitivanja

Pokazatelj Hranjiva podloga Inkubacija

Aerobne mezofilne 

bakterije
Plate Count Agar (PCA)

Bakterije mliječne kiseline
De Man Ragosa Sharpe

agar (MRS)

Koagulaza-negativni koki Manitol Salt Agar (MSA)

S. aureus Baird-Parker agar (BP)

Enterobakterije
Violet red bile glucose

agar (VRBG)

E. coli Coli ID

Kvasci i plijesni
Oxytetracycline yeast agar

 with tetracycline (OGY)

Enterokoki

Kanamycin esculin agar 

(KEA) 

Pseudomonas spp.
Cetrimide-fucidin-cephaloridine 

(CFC) agar

Sulfitreducirajuće klostridije
Sulphyte Polymixine

Suphadiazine agar (SPS)

Salmonella spp.

Buffered peptonic water

Rappaport-Vasiliadis broth

Muller-Kauffman tetratyonate

/novobiocin broth

Brilliant fenol lactose 

sugar agar (BPLS)

XLD

L. monocytogenes

Half-Fraser broth

Fraser broth

Palcam

RAPID’L. mono

Broj aerobnih mezofilnih bakterija (log
10

CFU/g) u konjskim kobasicama 

tijekom zrenja

Pokazatelj
Serija 

(mjesec 
proizvodnje)

Dani

0. 14. 28. 36.

X ± SD X ± SD X ± SD X ± SD

Aerobne 
mezofilne 
bakterije 

(log
10

CFU/g)

Travanj a ±  a ±  a ±  a ±

Rujan  a ±  a ±  ab ±  a ±

Studeni  a ±  a ± 8.35 b ±  a ±

a,b
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smanjenje za 1 log. Promatrajući broj 

bakterija u odnosu na sezonu proi-

zvodnje uočavaju se statistički značaj-

Broj bakterija mliječne kiseline se 

prve dvije serije (travanj i rujan) broj 

se bakterija mliječne kiseline potom 

smanjivao prema kraju zrenja (za 1,5 

odnosno 1,8 log), dok je u trećoj seri-

ji (studeni) populacija bila u stalnom 

porastu. Značajne razlike pronađene 

su tijekom cijele sezone zrenja u od-

nosu na broj bakterija mliječne kise-

line, osim kod gotovih proizvoda od 

travnja do rujna (tablica 3). Kao što je 

-

gulaza negativnih stafilokoka tijekom 

zrenja bila je stabilna u svim serijama 

 CFU/g). Statistički 

gledano, njihov broj u gotovom pro-

izvodu u odnosu na početak zrenja 

značajno se smanjio u serijama pro-

izvedenim u travnju i rujnu dok je u 

-

vu broju u odnosu na sezonu proi-

zvodnje prema danima zrenja. Na 

kraju zrenja kobasica proizvedenih 

u travnju broj koagulaza negativnih 

koka bio je značajno manji u odnosu 

na kobasice iz rujna i studenoga. Po-

pulacija enterokoka se unatoč relativ-

no velikom broju na početku zrenja 

smanjivala prema kraju proizvodnog 

procesa u serijama kobasica iz travnja 

-

kom zrenja kobasica druge serije (ru-

jan) broj enterokoka se povećavao do 

-

vao do kraja zrenja, pa je njihov broj 

ostao stabilan, odnosno veći u odno-

U kobasicama proizvedenim u rujnu 

broj enterokoka je u drugoj fazi zre-

nja ostao statistički značajno veći 

serije kobasica. Broj enterokoka se u 

tom periodu zrenja nije statistički ra-

zlikovao u kobasicama iz travnja i stu-

denog (tablica 5). Populacija kvasaca 

i plijesni smanjivala se tijekom zrenja 

da je stupanj smanjenja broja kvasaca 

i plijesni te broj u gotovom proizvo-

du bio ovisan o inicijalnoj populaciji 

plijesni ovisno o sezoni vidljivo je da je 

u drugoj fazi zrenja broj kvasaca i pli-

jesni statistički značajno manji u ko-

basicama iz travnja, dok se njihov broj 

nije međusobno značajno razlikovao 

u kobasicama iz sezona rujan-stude-

 S. aureus nije utvrđen ti-

jekom zrenja kobasica proizvedenih 

u travnju i studenom, dok je tijekom 

 

CFU/g) da bi u daljnjem tijeku zrenja 

Sulfitreducirajuće klostridije bile su 

-

vanj), a nultog dana u seriji iz mjeseca 

rujna. Determinacijom izolata bakte-

-

deće vrste: Lactobacillus plantarum 

 Weisella confusa

 Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus pentosus  

Lactococcus lactis subsp. lactis 

 Lactobacillus delbrueckii subsp. 

delbrueckii  Weisella virides-

cens

ihnibicijskog djelovanja izolata pre-

ma L. monocytogenes  pokazuju da 

svi sojevi L. plantarum sistiraju rast u 

agar spot testu. Inhibicija je također 

utvrđena i djelovanjem ostalih sojeva 

laktobacila, odnosno L. fermentum, L. 

pentosus i L. delbrueckii subsp. delbru-

eckii. Nadalje, neutralizacijom super-

natanata nije utvrđena inhibicija niti 

jednim ispitivanim sojem.

Rasprava  
Proces zrenja i slijed fizikalno-ke-

mijskih promjena u nadjevu fermen-

tiranih kobasica pogoduje razmnoža-

vanju pojedinih skupina mikroorga-

nizama, s izraženim halofilnim, osmo-

filnim ili acidofilnim karakteristikama 

-

terije mliječne kiseline kao najbrojni-

ji/najaktivniji predstavnici tih skupina 

u nadjevu, zatim koagulaza negativni 

koki (mikrokoki, stafilok) ), te kvasci i 

-

Tijekom zrenja utvrdili smo višestruki 

porast broja bakterija mliječne kiseli-

 CFU/g na 8 log  

CFU/g), što je bilo očekivano i suklad-

no podacima iz literature koji se od-

nose na dinamiku njihovog rasta u 

fermentiranim kobasicama od drugih 

-

Na proteolitičke i lipolitičke promjene 

u nadjevu, uz tkivne enzime, utječe 

aktivnost stafilokoka, mikrokoka te 

kvasaca i plijesni ( Metaxopoulos i 

-

kvasaca koja se nije znatno mijenja-

la za vrijeme zrenja kobasica, kao i 

stabilan broj koagulaza negativnih 

zrenja pokazali tendenciju rasta (osim 

u sezoni travnja). Utvrđeni sastav i 

dinamika populacije ovih mikroorga-

nizama u suglasju je s istraživanjima 

fermeniranih kobasica drugih auto-

možda najkontroverzniju skupinu mi-

kroorganizama u nadjevu fermentira-

nih kobasica čine enterokoki, budući 

da pokazuju i poželjna i nepoželjna 

svojstva u kontekstu kakvoće i si-

gurnosti ovih proizvoda (Franz i sur., 

smo značajne razlike u njihovu broju 

ovisno o sezoni proizvodnje koba-

sica, što se donekle može povezati s 

mikrobiološkom kakvoćom sirovine, 

ali i higijenom proizvodnje kobasica. 

enterokoka u fermentiranim kobasi-

cama može jako varirati ovisno o vrsti 

kobasice i sezoni proizvodnje, a čak se 

naglašava i mogućnost odstupanja u 

broju enterokoka u kobasicama iste 

proizvodne serije. Promjene broja en-

terokoka u našim uzorcima u suglasju 

su s istraživanjima drugih autora koji 

su utvrdili ili smanjenje ili stagnaciju 

istraživanja pokazuju da su gotove 

fermentirane kobasice od konjskog 

mesa mikrobiološki sigurne u pogle-

du nalaza patogenih bakterija. To po-

tvrđuju i rezultati drugih autora pra-

ćenjem mikroflore redovne proizvod-

patogenim bakterijskim vrstama po-

put L. monocytogenes (Johnson i sur., 

rezultati istraživanja Encianasa i sur. 

autora upozoravaju na mogućnost 

nalaza L. monocytogenes u gotovim 

proizvodima (sudžuk, chorizo). Nalaz 

L. plantarum  čest je u fermentiranim 

-

navode da su najbrojniji i najprila-

gođeniji laktobacili u tom supstratu 

L. sakei i L. curvatus (Hammes i sur., 

rezultati postupaka determinacije 

jako ovise o primjenjenoj metodo-

CHL trebaju oprezno tumačiti jer test 

ne pokriva profil L. sakei koji je, kako 

je naglašeno, najznačajniji i najbrojniji 

laktobacil u fermentaciji mesa. U tom 

smislu se može i pretpostaviti da i izo-

lati L. fermentum pripadaju L. sakei/L. 

curvatus skupini kako to tumače Ver-

L. plantarum, 

ostale vrste laktobacila utvrdili smo 

u malom postotku, što je u suglasju s 

podacima iz literature (Parente i sur., 

-

vanja ihnibicijskog djelovanja izolata 

prema L. monocytogenes  potvrdili 

su poznati inhibitorski potencijal lak-

dominantnih L. plantarum sojeva tre-

bala bi biti učinjena kako bi odabrali 

najprikladnije sojeve za za praktičnu 

primjenu u hrani ili životinjskim mo-

Zaključak
Tijekom zrenja kobasica od konj-

skog mesa u nadjevu su utvrđene 

bakterije mliječne kiseline najbroj-

nijom mikrobnom populacijom te 

značajan broj kvasaca i koagulaza 

negativnih koka. Sezona proizvodnje 

značajno je utjecala na ukupni broj 

bakterija, broj bakterija mliječne kise-

line, koagulaza negativnih koka, ente-

rokoka i kvasaca u gotovom proizvo-

populaciji bakterija mliječne kiseline 

utvrđena je L. plantarum. Među izoli-

ranim LAB,  najjači anti-listerijski uči-

nak u laboratorijskim uvjetima imaju 

sojevi laktobacila.

Zahvale
Ovo istraživanje je provedeno u sklopu projekta 

Tablica 3. Broj bakterija mliječne kiseline (log
10

CFU/g) u konjskim kobasicama 

tijekom zrenja

Pokazatelj
Serija 

(mjesec 
proizvodnje)

Dani

0. 14. 28. 36.

X ± SD X ± SD X ± SD X ± SD

Bakterije 
mliječne 
kiseline

(log
10

CFU/g)

Travanj  a ±  a ±  a ±  a ±

Rujan  a ±  a ±  a ±  b ±

Studeni  a ±  a ± 8.35 a ±  ab ±

a,b

Broj koagulaza-negativnih koka (log
10

CFU/g) u konjskim kobasicama 

tijekom zrenja

Pokazatelj
Serija

 (mjesec 
proizvodnje)

Dani

0. 14. 28. 36.

X ± SD X ± SD X ± SD X ± SD

Koagulaza-
negativni koki
(log

10
CFU/g)

Travanj  a ±  a ±  a ±  a ±

Rujan  a ±  ab ±  a ±  a ±

Studeni  a ±  b ±  a ±  a ±

a,b

Tablica 5. Broj enterokoka (log
10

CFU/g) u konjskim kobasicama tijekom zrenja

Pokazatelj
Serija

 (mjesec 
proizvodnje)

Dani

0. 14. 28. 36.

X ± SD X ± SD X ± SD X ± SD

Enterokoki

(log
10
CFU/g)

Travanj  a ±  a ±  a ± 3.51 a ±

Rujan  a ±  a ±  ab ±  ab ±

Studeni  a ±  a ±  b ±  b ±

a,b

Broj kvasaca i plijesni (log
10

CFU/g) u konjskim kobasicama tijekom 

zrenja

Pokazatelj
Serija

 (mjesec 
proizvodnje)

Dani

0. 14. 28. 36.

X ± SD X ± SD X ± SD X ± SD

Kvasci i 
plijesni

(log
10

CFU/g)

Travanj  a ±  a ±  ab ±  ab ±

Rujan  a ±  a ±  a ±  a ±

Studeni  a ±  a ±  b ±  b ±

a,b
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kobasica u svom objektu.
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Fizikalno-kemijska, higijenska i 
organoleptička karakterizacija 

slavonskog kulena

Karolyi, D.1 

znanstveni rad

Sažetak
Slavonski kulen je tradicionalna suha kobasica koja se proizvodi u Slavoniji u istočnoj Hrvatskoj. Izrađuje se iz mješavine mljevenog 

svinjskog mesa, leđne slanine, začina i soli koja se puni u svinjsko slijepo crijevo. Nakon punjenja, slavonski kulen se hladno dimi te 

suši i dozrijeva kroz više mjeseci. U ovom radu analizirane su neke fizikalno-kemijske i organoleptičke osobine zrelog slavonskog 

kulena, kao i sigurnost gotovog proizvoda. Analizirani su uzorci (n = 12) od različitih manjih proizvođača s područja Slavonije. Usta-

novljeni su sljedeći fizikalno-kemijski parametri (srednja vrijednost ± SD): vlaga 38,2% ± 3,6, protein 35,0% ± 3,1, mast 23,7% ± 4,6, 

omjer vlaga / protein 1,1 ± 0,1, pH vrijednost 5,37 ± 0,23 i aktivitet vode (aw) 0,82 ± 0,02. Prosječni senzorni rezultati, na pet-bodovnoj 

ljestvici, bili su 3,7 ± 0,6 za vanjski izgled, 3,4 ± 0,6 za površinski miris, 3,8 ± 0,5 za konzistenciju, 3,2 ± 0,4 za unutarnji miris, 3,0 ± 0,7 

za kakvoću presjeka, 3,3 ± 0,5 za teksturu, 3,1 ± 0,4 za okus i miris, 3,0 ± 0,5 za postojanost arome i 3,2 ± 0,4 za ukupnu kvalitetu. Glede 

sigurnosti gotovog proizvoda, ustanovljeni su sljedeći rezultati (po kg): histamin 330,8 mg ± 126,3, 233,9 mg tiramina ± 124,7, nitrita 

6,55 mg ± 3,88 i benzo (a) piren 0,05 g ± 0,03. Salmonella spp. i L. monocytogenes nisu nađeni niti u jednom  uzorku, dok je nalaz S. 

aureus, enterobakterija i sulfit-reducirajućih klostridija bio u skladu s mikrobiološkim propisima.

Ključne riječi: suhe kobasice, slavonski kulen, fizikalno-kemijska svojstva, sigurnost

1 dr.sc. Danijel Karolyi, docent, Agronomski fakultet Sveučilišta u Zgrebu, Zavod za opće stočarstvo, Svetošimunska cesta 25,  Zagreb, Hrvatska, e-mail: dkarolyi@agr.hr

Uvod
Slavonski kulen je tradicionalna 

kobasica od svinjskog mesa koju 

sezonski proizvode brojna domaćin-

stva i mali proizvođači na području 

Slavonije u istočnoj Hrvatskoj. Pro-

izvodi se iz mješavine odabranog i 

usitnjenog mesa i leđne slanine, soli 

i začina kao što su crvena paprika i 

češnjak, kojom se nadijeva svinjsko 

slijepo crijevo (caecum). Po nadijeva-

nju, slavonski kulen se hladno dimi, 

te naknadno suši i zrije kroz više 

mjeseci do postizanja potrebnog 

stupnja održivosti i tipičnih organo-

leptičkih svojstava zrelog proizvo-

da. Na kakvoću slavonskog kulena 

mogu utjecati različiti čimbenici, po-

put genotipa svinja, načina držanja i 

hranidbe tovljenika, pred-klaoničkih 

postupaka i/ili uvjeta nakon klanja 

koji svi utječu na kakvoću svježeg 

mesa. Niz drugih faktora, kao što su 

odabir sirovog mesa i masnog tki-

va, dodatak soli i začina, higijenski 

i okolišni uvjeti (npr. temperatura, 

vlažnost, strujanje zraka) za vrije-

me fermentacije, dimljenja, sušenja 

i zrenja mogu dodatno pridonijeti 

raznolikosti karakteristika gotovog 

proizvoda. Kao rezultat toga, svoj-

stva slavonskog kulena, uključujući 

i njegovu sigurnost mogu varirati, 

kako između pojedinih proizvođača, 

tako i između različitih godina.    

  

U ovom radu su istražena neka 

fizikalno-kemijska i organoleptička 

svojstva tradicionalnog slavonskog 

kulena,  s ciljem njegove bolje karak-

terizacije. Osim toga, analizirani su i 

neki parametri higijenske kvalitete i 

sigurnost gotovog proizvoda.  

Materijal i metode
Analizirano je dvanaest uzoraka 

slavonskog kulena sakupljenih od 

različitih malih proizvođača u Sla-

voniji. Uzorci slavonskog kulena bili 

na tradicionalan način slijedeći slič-

ne proizvodne korake i koristeći isti 

tip sastojaka kao što je prikazano na 

shemi na Slici 1. 

Nakon sakupljanja, uzorci su čuva-

ni na hladnom do analize. Vrijednosti 

pH  izmjerene su uporabom TESTO 

umetanjem ubodne elektrode (tip 

13) u sredinu prepolovljene koba-

sice. Aktivitet vode (aw) je izmjeren 

korištenjem HygroPalm AW1 SET 

uz primjenu Aw Quick modela rada 

u uzorcima dobivenim nakon gru-

kobasice. Kemijske i mikrobiološke 

analize uzoraka izvršene su u Hrvat-
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