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Primjena Enterococcus faecals 1011z mlijeka u
proizvodniji trajnih kobasica

mplementation of a dairy-origin culture of
Enterococcus faecalis 101in the production of
dry sausages

Zdolec, N.*, M. Cop, V. Dobranic

Sazetak

terococcus faecalis 101 izoliran je iz sirovog mlijeka i primijenjen u proizvodnii trajnih kobasica od

svinjskog mesa u domacinstvu. Soj pokazuije inhibicijsko djelovanje prema bakteriji L. monocytoge-

nes in vitro. Tijekom zrenja kobasica pracen je broj aerobnih mezofilnih bakterija, bakterija mlijecne

kiseline, enterokoka, kvasaca i plijesni, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudo-

monas spp. i Yersinia enterocolitica. Patogene bakterije nisu izolirane, a broj enterokoka u inokuliranoj ko-

basici ostao je nepromijenjen tijekom zrenja (5 log CFU/g). Kultura E. faecalis 101 nije utjecala nepovoljno

na senzorna svojstva kobasica. Potrebna su dodatna istrazivanja sigurnosti soja s obzirom na virulentnost,
rezistenciju i biogene amine.

Kljuéne rijeci: Enterococcus faecalis, trajne kobasice, zastitna kultura

Abstract

Enterococcus faecalis 101 has been isolated from raw milk and inoculated into home-made fermented
pork sausages. The culture shows anti-listeria activity in vitro. Total viable count, lactic acid bacteria, en-
terococci, yeasts and moulds, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp. and
Yersinia enterocolitica were monitored during ripening. Foodborne pathogens were absent, while the ente-
rococci count in inoculated sausages remain constant during ripening (5 log CFU/g). Culture of E. faecalis
101 did not have a negative influence on the sensory properties of the sausages. Further studies are nee-
ded to evaluate virulence factors, resistance and biogenic amines production of the culture.
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Uvod S druge strane, ti se proizvodi mogu razmatrati i
kao izvor tvari sa zdravstveno nepozeljnim ucinci-
ma za potrosace, vezanima uz visok sadrzaj soli,
zasicenih masti, kolesterola i dr. (Popelka, 2016.).
Mikrobioloski, ti su proizvodi rijetko riziéni u smislu

Trajne kobasice vrlo su cijenjeni mesni proizvodi
zbog zahtjevnih procesa proizvodnie, visokokvali-
tetnih sastojaka i primamljivih senzornih svojstava.
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patogene mikroflore, no to ovisi o vrsti proizvoda,
fizikalno-kemijskim svojstvima kobasica te eventu-
alnoj naknadnoj kontaminaciji (npr. narezivanje). U
posljednje se vrijeme preispituje i pojava prenosivih
gena rezistencije u prirodnoj apatogenoj mikroflori
kobasica; bakterijama mlije¢ne kiseline ili stafiloko-
kima (Zdolec i sur., 2013.; Zdolec, 2016.). Smanje-
nje mikrobioloskih rizika moze se postici razlicitim
tehnologijama i njihovim kombinacijama, poznatih
kao hurdle concept (Kamenik, 2016.). Najbrojnije i
bioloski najaktivnije skupine mikroorganizama u na-
djevu pojedinih vrsta fermentiranih kobasica jesu
bakterije mlijecne kiseline, stafilokoki i mikrokoki, te
kvasci i plijesni, pa se one mogu primijeniti i u obli-
ku starter-kultura. Svrha dodavanja starter-kultu-
ra jest ujednacavanje kakvoce proizvoda (senzorna
svojstva) i ubrzavanje proizvodnog procesa. Jedna
od mogucnosti sistiranja nepozeljne mikroflore ili
autohtone mikroflore u kobasicama jest primjena
mikrobnih starter kultura koje pokazuju i antimik-
robna svojstva ili primjena njihovih antimikrobnih
metabolita poput bakteriocina. Medu bakterijama
mlijecne kiseline enterokoki ¢esto pokazuju antimi-
krobno djelovanje sintezom bakteriocina enterocina
(Fraguezaisur., 2016.).

Misljenja o higijenskom i tehnoloskom znacenju
enterokoka u nadjevu fermentiranih kobasica ¢esto
su oprecna; s jedne strane pripisuje im se utjecaj na
senzorna svojstva buduci da su fermentacijske bak-
terije, dok su s druge strane pojedine vrste izazivaci
kvarenja mesa, ali i potencijalni patogeni te nosi-
telji rezistentnih gena. Enterokoki mogu prezivjeti i
umnazati se tijekom fermentacije u mesnim i mlije¢-
nim proizvodima, posebno u proizvodima bez upo-
rabe kompetitivnih starter-kultura (Zdolec, 2007.).
Enterokoki su prisutni posvuda u okolisu, a u fer-
mentiranoj hrani imaju tehnolosku vaznost u razvoju
senzornih svojstava. Rabe se i kao starter-kulture u
mljekarstvu, no moraju zadovoljiti preduvjete sigur-
nosti, poput izostanka gena rezistencije, virulentnih
faktora ili produkcije biogenih amina. Antimikrobna
aktivnost enterokoka ispoljava se primarno prema
srodnim gram-pozitivnim bakterijama, a najvaznija
je inhibicija rasta bakterije Listeria monocytoge-
nes (Sparo i sur., 2008.). Vrlo je malo istrazivanja
provedeno o primjenjivosti enterokoka u proizvod-
nji fermentiranih mesnih proizvoda, uglavhom kao
biozastitnih kultura (Rubio i sur., 2013.; Cenci Goga
i sur., 2016.). Cilj je ovog rada ispitati inhibicijski po-
tencijal soja Enterococcus faecalis 101 izoliranog iz
sirovog mlijeka na L. monocytogenes in vitro te isti
soj primijeniti kao starter-kulturu u tradicionalnoj
proizvodniji fermentiranih kobasica u domacinstvu.
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Materijal i metode

Identifikacija Enterococcus faecalis 101i njego-
va antimikrobna aktivnost

Enterococcus faecalis 101 izdvojen je iz sirovog
mlijeka primjenom Enterococcus Compass agara (BI-
OKAR, Francuska) u prijasnjem istrazivanju (Zdolec i
sur., 2016.). Identifikacija soja provedena je pomocu
MALDI-TOF prema preporukama proizvodaca (Bru-
ker Daltonik, Bremen, Njemacka) i prije opisanom
protokolu (Dobranic i sur., 2016.). Antimikrobna ak-
tivnost izolata testirana je agar-difuzijskim testom
primjenom bakterije L. monocytogenes ATCC 7644
kao indikatorskog mikroorganizma. Soj je namnazan
u MRS bujonu (Merck, Darmstadt, Njemacka) tije-
kom 24 h na 37 °C. Potom je aktivna kultura cen-
trifugirana na 10 000 g tijekom 10 minuta na 4 °C.
Supernatant je izdvojen te neutraliziran s TM NaOH.
Brain Heart Infusion agar prekriven je mekim (0,8 %
agara) BHI agarom u koji je dodano 0,1 mL kulture L.
monocytogenes. Potom su nacinjene jazice u koje je
dodano 100 pL kulture E. faecalis 101, supernatanta
kulture te neutraliziranog supernatanta. Ploce su po-
tom ostavljene 60 min u hladnjaku i zatim inkubirane
24 h na 37 °C. Nakon inkubacije provjerena je pojava
zone inhibicije rasta L. monocytogenes. Pojava zone
inhibicije oko jazice s neutraliziranim supernatantom
smatra se posljedicom djelovanja inhibitora koji nije
organska kiselina.

Priprema inokuluma Enterococcus faecalis 101
za primjenu u kobasicama

Enterococcus faecalis 101 namnazan je u MRS
bujonu tijekom 24 h na 37 2C nakon ¢tega je pro-
vijeren broj stanica u T mL na MRS agaru. Postupak
namnazanja ponovljen je i provedeno je centrifugi-
ranje kulture nakon ¢ega su stanice isprane dvaput
u fizioloskoj otopini te potom otopljene u sterilnoj
destiliranoj vodi. Ponovno je provjeren broj stanica
u mililitru otopine na MRS agaru. Dan prije pripreme
nadjeva pripremljen je inokulum tako da je odabrano
razriedenije koje je inokulirano u 5 kg nadjeva, ¢ime
je postignut broj stanica E. faecalis od 10° po gramu
nadjeva kobasica.

Proizvodnja trajnih kobasica

U pripremi nadjeva koristeno je 10 kg svinjske vra-
tine s pripadajuc¢im masnim tkivom, koja je kupljena
ujednom supermarketu gdje je i usitnjena strojem za
mljevenje mesa. U domacinstvu je u sirovinu dodano
2 % kuhinjske soli te komercijalna smjesa zacina i
aditiva (Derma, Varazdin). Nadjev je podijeljen u dva
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jednaka dijela (5 kg svaki) nakon ¢ega je jedan dio
inokuliran kulturom E. faecalis 101. Nakon mijeSanja
nadjev je punjen ruénom punilicom u svinjska tanka
crijeva (38 - 42 mm; Derma, Varazdin). Kobasice su
ovjesene u pusnicu gdje su dimljene pet puta svaki
drugi dan po nekoliko sati hladnim dimom bukve i
graba. Nakon faze dimljenja kobasice su ostavljene
na suseniju i zrenju u tavanskim prostorijama do 40.
dana od dana nadijevanja.

Uzorkovanje i analize

Dvije skupine kobasica uzorkovane su nulti, 7.,
14., 30. i 40. dan proizvodnije te je odredivan ukupni
broj bakterija na Plate Count Agaru (PCA, bioMeri-
eux, Francuska) inkubiranjem 72 h na 30 °C, broj
bakterija mlije¢ne kiseline na MRS agaru (Merck, Nje-
macka) inkubiranjem 48 h na 30 °C, broj enterokoka
na Compass Enterococcus agar (Bio-Kar, Francuska)
inkubiranjem 24 h na 37 ©C, broj kvasaca i plijesni na
Yeast Glucose Chloramphenicol agaru (Merck) tije-
kom 5 dana na 25 °C, broj Pseudomonas spp. na
Cetrimide agaru (Oxoid, UK) inkubiranjem 24 h na
25 9C, Staphylococcus aureus na Baird-Parker aga-
ru (Merck, Njematka) te Listeria monocytogenes na
ALOA agaru (Oxoid, UK) inkubiranjem 24-48 h na
37 °C i Yersinia enterocolitica na CIN agaru (bioMe-
rieux, Francuska) tijekom 24 h na 30 °C. U uzorci-
ma je odredivana aktivnost vode (HigroPalm AW1,
Rotronic, Svicarska), koli¢ina NaCl po Mohru te pH
u iscrpini digitalnim pH-metrom (pH 510 Eutech In-
struments, Nizozemska). Kobasice su na kraju istra-
Zivanja ocijenjene organolepticki od strane sedam
ocjenjivaca prema protokolu (Zdolec, 2007.):

1. Prije kusanja:
a) ocjena boje

loge (1do 10) dobro
b) ocjena izgleda presjeka
lose (1do 10) dobro

c) ocjena povezanosti nadjeva (povezanost
masnog i misicnog tkiva)
loge (1do 10) dobro

2. Ocjena mirisa proizvoda
Postaji li neugodan miris?
NE
Ako DA:
Opisi
Prekini ocjenjivanje

Ako NE, ocijeni
loge (1do 10) dobro

3. Kusaij proizvod i ocijeni:
a) uzeglost

loge (1do 10) dobro
b) kakvoca masti

lose (1do 10) dobro
c) kiselost

lose (1do 10) dobro
d) so¢nost

lose (1do 10) dobro
e) njeznost

lose (1do 10) dobro
f) okus opcenito

loge (1do 10) dobro

4. Ocjena proizvoda 10 minuta nakon kusanija
lose (1do 10) dobro

5. Ocjena ukupnog dojma senzornih
svojstava
loge (1do 10) dobro

Slika 1. Kontrolne i eksperimentalne kobasice prema danima zrenja (sljjeva nadesno: nulti, 7., 14., 30. i 40. dan).

|
|

v

Snimila: Matea Cop.

HRUATSKI UETERINARSKI UJESNIR, 23/2077.,1-2




ZNANSTUENI | STRUCNI RADOUI

Slika 2 i 3. Presjek kobasica na kraju zrenja. Snimila: Matea Cop.

Na slikama 1 - 3 prikazane su kobasice iz istra-
Zivanja, prema fazama zrenja (nulti do 40. dan), te
presjek kobasica (40. dan).

Rezultati

MALDI - TOF MS identifikacijom utvrdeno je
da soj pripada vrsti Enterococcus faecalis (sco-
re 2.163). Preliminarnim testiranjem inhibicijskog
djelovanja E. faecalis 101 prema L. monocytoge-
nes utvrdili smo zone inhibicije rasta patogena ak-
tivnom kulturom i neutraliziranim supernatantom
Sto moze upucivati na moguce djelovanje ente-
rocina. Na slikama 4 i 5 prikazan je broj aerobnih
mezofilnih bakterija, kvasaca i plijesni, enterokoka
i bakterija mlije¢ne kiseline tijekom zrenja kontrol-
nih kobasica i kobasica inokuliranih kulturom Ente-
rococcus faecalis 101.

Rezultati (slike 4 i 5) pokazuju da je broj aerob-
nih mezofilnih bakterija u kontrolnim kobasicama

bio maniji za priblizno 1 log u odnosu na kobasice s
dodatkom E. faecalis do 30. dana zrenja, da bi u
gotovom proizvodu bio podjednak u objema skupi-
nama kobasica. U kobasicama s kulturom E. fae-
calis broj aerobnih mezofilnih bakterija povecavao
se do 14. dana (8 x 10° CFU/g) te potom smaniji-
vao za 1 log prema kraju zrenja. U kontrolnim se
kobasicama broj znatajno povecavao u ranijoj fazi
fermentacije (do 14. dana). Nadalje, broj kvasaca i
plijesni u kontrolnim kobasicama bio je ispod gra-
nica detekcije metode brojenja (< 100 CFU/g), i tek
neznatno veci od tog 40. dana zrenja. U kobasi-
cama s kulturom E. faecalis broj kvasaca i plije-
sni povecavao se do 14. dana (2,9 x 10* CFU/g) te
potom smanjivao na neznatnih 5 x 102 CFU/g. Broj
enterokoka u kontrolnim je kobasicama bio ispod
100 CFU/g sto govori o dobroj higijenskoj praksi u
proizvodniji. U kobasicama s kulturom E. faecalis
broj enterokoka bio je na razini 10° CFU/g tijekom
zrenja, bez znacajnih odstupanja. Broj bakterija
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Bakterije mlijecne kiseline

Slika 4. Kretanje broja odabranih mikroorganizama tijekom zrenja kobasica inokuliranih s Enterococcus faecalis 101.
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Bakterije mlije¢ne kiseline

Slika 5. Kretanje broja odabranih mikroorganizama tijekom zrenja kontrolnih kobasica.

mlije¢ne kiseline u kontrolnim kobasicama bio je
za 1 - 2 log manji u odnosu na kobasice s kultu-
rom E. faecalis u pojedinim fazama zrenja. Porast
populacije zabiljezen je u kontrolnim kobasicama,
dok je primjenom kulture enterokoka broj bakte-
rija mlijecne kiseline bio na razini 5 log. Patogene
bakterije L. monocytogenes, Y. enterocolitica, S.
aureus te Pseudomonas spp. nisu utvrdene ni u
jednom uzorku.

Aktivnost vode kontinuirano se smanijivala tije-
kom zrenja kobasica (s 0,959 na 0,770 u kontrol-
nim, te s 0,955 na 0,780 u pokusnim kobasicama).
Do 14. dana nije se razlikovala izmedu dviju skupina
kobasica. U drugoj fazi zrenja aktivnost vode bila
je veca u kobasicama s primijenjenom kulturom
E. faecalis 101. Kolitina soli (NaCl) kontinuirano se
povecavala tijekom zrenja kobasica, znacajnije u
prvim fazama procesa. Na kraju procesa iznosila
je 5,8 %. Vrijednosti pH bila su nize za 0,2 - 0,3
jedinice u kobasicama s dodatkom kulture E. fae-
calis. pH se u obje skupine kobasica smanijivao do
14. dana i potom blago rastao prema kraju zrenja i
iznosio 5,6 (pokusne) i 5,9 (kontrolne).

Senzornom ocjenom kontrolnih kobasica naj-
bolje su ocijenjena svojstva kvalitete masti, okusa,
mirisa, a najslabijim ocjenama svojstva njeznosti i
socnosti, Sto je vierojatno posljedica presusenosti
kobasica. Kobasice s kulturom E. faecalis ocjenii-
vane su bez kusanja i nisu pokazale nikakva odstu-
panja u kvaliteti ocjenjivanih svojstava u odnosu na
kontrolne kobasice (tablica 1).
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Tablica 1. Senzorna ocjena* kobasica proizvedenih s
kulturom Enterococcus faecalis i bez nje.

Pokazateli Kontrolne Kobasice s
Kobasice Enterococcus
faecalis
Boja 8.71 8,57
Presjek 8,57 8,71
Povezanost
— 9,00 5,00
Neugodan miris
Da
Ne Ne Ne
Miris 8.7 8.85
Ranketljivost 5,71 /
Kakvoca masti 5,28 /
Kiselost 8,42 /
Socnost 7.85 /
Njeznost 714 /
Okus opcenito 5,00 /
Doiarvn n.akon 8.57 /
kusanja
Ukupni dojam 5,00 5,00

* skala ocjena od 1do 10




Rasprava

Enterokoki su bakterije koje se ¢esto istrazuju kao
potencijalne zastitne kulture u proizvodniji hrane bu-
duci da brojni sojevi produciraju bakteriocine, peptide
s antimikrobnim aktivnos¢u prema patogenim bak-
terijama i bakterijama kvarenja (Laukova, 2012.). U
nasem testiranju soja E. faecalis 101 utvrdena je inhi-
bicija rasta L. monocytogenes Sto moze biti rezultat
djelovanja enterocina, no za tu je tvrdnju potrebna
daljnja karakterizacija soja koja je u tijeku. Buduci da
je soj E. faecalis 107 izoliran iz sirovog mlijeka (Zdolec
i sur., 2016.), zanimljivo bi bilo istrazivanje i njegova
antimikrobna djelovanja na patogenu floru iz vimena
(mastitis). Svrha pak ovog istrazivanja bila je primi-
jeniti navedeni soj iz mlijeka u mesnom supstratu, tj.
nadjevu trajne kobasice. Enterokoki su dio uobicajene
mikroflore fermentiranih kobasica, no znatno varira-
ju s obzirom na brojnost populacije u razlicitim tipo-
vima kobasica (Danilovic i Savi¢, 2016.).

U mikroflori fermentiranih kobasica dominiraju
bakterije mlijecne kiseline i stafilokoki/mikrokoki.
U pocetku fermentacije, u nadjevu nalazimo brojne
kontaminante uklju¢ujuc¢i enterobakterije, Pseudo-
monas spp. i dr. koji daljnjom fermentacijom i acidifi-
kacijom propadaju (Paramithiotis i Drosinos, 2016.).
U naSem istrazivanju na pocetku fermentacije nisu
utvrdeni kontaminanti poput E. coli, enterokoka te
patogena 5. aureus, L. monocytogenes i Yersinia en-
terocolitica. Razlozi dobre mikrobioloske slike siro-
vine u optimalnoj su higijenskoj praksi u proizvodnii
svinjetine koja je za potrebe istrazivanja nabavljena u
supermarketu. Suprotni su rezultati dobiveni istrazi-
vanjem mikroflore nadjeva kobasica dobivenih iz si-
rovine iz domacinstva (Zdolec i sur., 2007.) pri ¢emu
je u mesu, masnom tkivu te pripremljenom nadjevu
zabiljezeno znactajno mikrobioloSko oneciScenje en-
terobakterijama (3.47 - 3,54 log,, CFU/g). entero-
kokima (2 - 4,43 log,, CFU/g). klostridijama (1 - 2
log,, CFU/g) i S. aureus (2,6 - 3,47 log,, CFU/g). U
nadjevu kobasica tijekom zrenja broj se bakterija
mlije¢ne kiseline viSestruko povecao do 21. dana i
ostao ustaljen (8 log,, CFU/g) do kraja proizvodnog
procesa. Promjene ukupnog broja bakterija pratile
su trend promijena bakterija mlijecne kiseline. Popu-
lacija enterokoka se nakon 21. dana zrenja smanijiva-
la progresivno i u gotovom proizvodu bila za 1,7 log
manja u odnosu na pocetni broj. Populacija kvasaca
(> 5 log,, CFU/g) i koagulaza negativnih koka (3.5
log,, CFU/g) nije se znacajno mijenjala tijekom zrenja.
Enterobakterije su utvrdene u nadjevu do 60. dana,
S. aureus do 33. dana, a sulfitreducirajuce klostridi-
je do osmog dana zrenja. Autori stoga zaklju€uju da
tradicionalno proizvedene kobasice u domacinstvu
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pokazuju losiju higijensku kakvocu sirovine i pripre-
mljenog nadjeva te polaganiji proces acidifikacije s
posljediénim sporijim potiskivanjem nepozeljne mi-
kroflore u odnosu na industrijske brzofermentirane
kobasice. S druge strane, proizvodnjom kobasica u
kontroliranim uvjetima i brzom fermentacijom po-
stize se brza eliminacija nepozeljnih bakterija iz na-
dieva (Zdolec i sur., 2008.).

Trend rasta u nadjevu fermentiranih kobasica po-
kazuju bakterije mlijecne kiseline i aerobne mezofilne
bakterije, ponajvise u potetnoj fazi fermentacije (Ko-
zacinski i sur., 2006.; Zdolec i sur., 2008.). Prema Gi-
raffiju (2002.) te Hugasu i suradnicma (2003.) ente-
rokoki mogu prezivjeti i umnazati se tijekom fermen-
tacije u mesnim proizvodima, posebno u proizvodima
bez uporabe kompetitivnih starter-kultura (tradicio-
nalni fermentirani mesni proizvodi). Istrazivanjem au-
tohtonih hrvatskih fermentiranih kobasica zabiljezen
je kontinuiran porast populacije enterokoka za 1,53
log (zdolec i sur., 2008.). U ovom nasem istrazivanju
nije bilo enterokoka u kontrolnim kobasicama. Ino-
kulacijom kulture E. faecalis 101 iz mlijeka u nadjev
kobasica (10° CFU/g) broj se enterokoka nije znacaj-
no mijenjao tijekom zrenja. Buduci da se populacija
odrzala stabilnom, mozemo pretpostaviti da se soj
dobro prilagodio uvjetima fermentacije mesa, no po-
trebna su daljnja istrazivanja i pokusne proizvodnije.
Rubio i suradnici (2013.) istrazivali su primjenjivost tri
bakteriocinogena soja enterokoka u slabo kiselim fer-
mentiranim kobasicama s ciljem smanijivanja popula-
cije L. monocytogenesi 5. aureus. Sva tri soja uspjes-
no su prerasla prirodnu mikrofloru enterokoka, a dva
su soja potpuno inhibirala rast L. monocytogenes ti-
jekom zrenja kobasica, no ne i 5. aureus. Zanimljivo je
istrazivanje Sparoa i suradnika (2008.) koji su koristili
kulturu Enterococcus faecalis mlije¢nog podrijetla u
proizvodniji fermentiranih kobasica. Autori nisu nasli
statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne skupi-
ne i kobasica u koje je inokulirana kultura E. faecalis
CECT7121 s obzirom na proizvodnju mlijecne kiseline,
pH-oscilacije, postizanje minimalne vrijednosti pH od
5,11 senzorne analize u obje serije. Kobasice s inoku-
liranom E. faecalis CECT7121 imale su maniji broj po-
pulacije enterobakterija, 5. aureus i drugih gram-po-
zitivnih koka na kraju fermentacije.

Nadalje, iz rezultata naSeg istrazivanja moze se
naglasiti povoljan utjecaj dodane kulture na senzor-
na svojstva koja su u najmaniju ruku na razini kva-
litete kontrolnih kobasica. Da bi se mogla provesti
potpuna ocjena svojstava kobasica s dodatkom E.
faecalis 101, potrebno je ispitati potencijalno Stetna
svojstva soja, poput produkcije biogenih amina, anti-
mikrobne rezistencije i cimbenika virulencije.
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