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Utjecaj lokaliteta na
sigurnost i kvalitetu

slavonske kobasice

L. Perkovié, D. Kovacevié, M. Zadravec, T. Lesié, J. Pleadin i M. Skrivanko*

Sazetak

Slavonska kobasica je trajna kobasica koje
se u seoskim domacinstvima u Slavoniji
proizvodi tradicionalnom tehnologijom, pri
kojoj se tijekom zrenja na ovitku proizvoda
mogu razviti plijesni. Cilj je ovog rada bio
identificirati povrsinske plijesni i utvrditi
njihov utjecaj na kvalitetu i zdravstvenu
sigurnost proizvoda, ukljucujuéi pojavnost
mikotoksina okratoksina A (OTA) i aflatoksina
B, (AFB,) sa Sest proizvodnih lokaliteta
na podrudju Slavonije. Pripremljeno je 18
uzoraka slavonske kobasice koje su analizirane

Uvod

Proizvodnja i konzumacija tradicio-
nalnih mesnih proizvoda je u sve vecem
porastu. Medu tradicionalnim mesnim
proizvodima u Republici Hrvatskoj, ve-
liko znacdenje imaju trajne fermentirane
kobasice kojima pripada i slavonska koba-
sica, a koja je i dobila oznaku zemljopi-
snog podrijetla te kao takva predstavlja
znacajnu prehrambenu prepoznatljivost
Istocne Hrvatske. Buduéi da se njezina
tradicionalna proizvodnja odvija u pri-

na kraju proizvodnog procesa u trajanju
od tri mijeseca. Ukupno je identificirano
8 razlicitih vrsta plijesni, medu kojima je
dominirao rod Penicillium (88,89 %). Osim Sest
Penicillium vrsta, izolirana je po jedna vrsta iz
rodova Aspergillus (8,33 %) i Mucor (2,78 %).
Identificirani su i mogudi izvori OTA i AFB,,
Penicillium verrucosum i Aspergillus flavus,
a odredena je samo prisutnost OTA i to u
koncentraciji od 5,10 pg/kg.
Kljuéne rijeci:  plijesni,
slavonska kobasica, PCR

mikotoksini,

rodnim i nekontroliranim uvjetima i is-
kljucivo je sezonskog karaktera, stoga je
u takvim uvjetima vrlo teSko proizvesti
proizvod ujednacene kvalitete. Na kva-
litetu slavonske kobasice mogu utjecati ra-
zliciti faktori, poput: sirovine, recepture
(omjer kuhinjske soli, paprike, ¢eSnjaka,
njihova kvaliteta); tehnoloski parametri
(temperatura, relativna vlaznost, struja-
nje zraka), a svakako treba istaknuti i mi-
krolokaciju proizvodnje, jer tehnoloske
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bakterije koje su odgovorne za pozitivne
procese fermentacije i zrenja slavonske
kobasice uglavnom dolaze iz okoline. Sla-
vonska kobasica se proizvodi od svinjskog
mesa prve i druge kategorije uz dodatak
soli, mljevene paprike i ¢eSnjaka, a nadjev
se puni u tanko svinjsko crijevo (lat. in-
testinum tenue). Nakon punjenja, kobasice
se podvrgavaju procesima dimljenja, fer-
mentacije i zrenja (Kovacevic i sur. 2009.,
Kovacevi¢, 2014.a). Tehnoloski parametri
tipicni za fermentaciju i zrenje u tradici-
onalnim komorama za zrenje pogoduju
rastu plijesni na ovitku trajnih kobasica.
Povrsinska plijesan tijekom zrenja ima
pozitivnu tehnolosku ulogu, osobito radi
sprjecavanja isuSivanja ovitka proizvoda,
ali s druge strane moze prouzrociti neu-
godan miris i okus, te moze i producirati
mikotoksine. (Kovacevi¢, 2014.a).

Mikotoksini pronadeni u trajnim
fermentiranim kobasicama koje se
proizvode tradicionalnom tehnologijom
u seoskim domacdinstvima mogu biti
podrijetlom iz kontaminirane stocne
hrane (engl. , carry over effect”)iliih tijekom
viSemjese¢nog procesa zrenja proizvode
pojedine vrste plijesni na ovitku, pri cemu
vanjska ostecenja ovitka i/ili proizvoda
dodatno intenziviraju njihovu difuziju u
unutrasnjost proizvoda (Gareis i Wolff,
2000., Pleadin i sur., 2015.a). Provedena
istrazivanja pokazuju da medu plijesnima
koje spontano obrastaju ovitak trajnih
fermentiranih kobasica tijekom procesa
zrenja najcéeS¢e prevladavaju rodovi
Penicillium 1 Aspergillus (Lopez-Diaz i
sur., 2001., Mizdkova i sur., 2002., Comi
i sur., 2004., Tabuc i sur., 2004., Serensen
i sur., 2008., Asefa i sur., 2009., IJacumin
i sur., 2009., Frece i sur., 2010., Sonjak i
sur., 2011., Pleadin i sur., 2017., Zadravec
i sur., 2020.), ¢ije pojedine vrste mogu
u odredenim uvjetima producirati
mikotoksine, okratoksin A (OTA) kao
dominantni kontaminant fermentiranih
kobasica i aflatoksin B, (AFB,) s manjom
ucestalos¢u 1 u manjim koncentracijama
u odnosu na OTA.

Utjecaj razlic¢itih ¢imbenika na
pojavnost plijesni i mikotoksina za
razlicite tradicionalne mesne proizvode
nije potpuno istrazen, ujedno ni za
slavonsku kobasicu, a narocito po pitanju
utjecaja lokaliteta na pojavnost plijesni i
produkciju mikotoksina. Cilj je ovog rada
bio odrediti vrste plijesni koje obrastaju
ovitak slavonske kobasice tijekom procesa
zrenja na Sest razlicitih lokaliteta; odrediti
dominantni rod i vrstu plijesni na ovoj
vrsti kobasice, utvrditi utjecaj poraslih
vrsta plijesni na njezinu sigurnost
i kvalitetu; odrediti koncentraciju
mikotoksina OTA i AFB, u uzorcima, ali
i sirovinama, da bi se ispitala moguca
kontaminacija proizvoda.

Materijal i metode

Proizvodnja slavonske kobasice

Uzorci slavonske kobasice proizvedeni
su na Sest razli¢itih  obiteljskih
poljoprivrednih gospodarstava (OPG) na
podrudju Slavonije prema tradicionalnoj
recepturi i podvrgnuti su tehnoloskim
postupcima  proizvodnje  odabranog
OPG-a. Na svakom OPG-u oznacena su
po tri uzorka slavonske kobasice koji su
analizirani na kraju proizvodnog procesa
te je ukupno analizirano 18 uzoraka.
Kobasice su proizvedene od usitnjenog
svinjskog mesa prve (oko 30 %) i druge
kategorije (oko 70 %) uz dodatak soli,
mljevene paprike i ¢eSnjaka. IzmijeSani
nadjev je punjen u svinjsko tanko
crijevo (lat. intestinum tenue), a potom su
svjeze kobasice podvrgnute procesima
dimljenja, fermentacije i zrenja.

Nakon zavrSenog procesa zrenja
s ovitka svakog wuzorka slavonske
kobasice izdvojena je u svrhu izolacije i
identifikacije plijesni na ovitku svaka
razli¢ito vidljiva kolonija plijesni, a potom
su uzorci pripremljeni za mikrobiolosku i
fizikalno-kemijsku analizu te odredivanje
mikotoksina.

Lokaliteti na kojima su proizvedene
slavonske kobasice se nalaze u Vukovarsko-
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srijemskoj Zupaniji, najistocnijoj Zupaniji
Republike Hrvatske koju karakterizira
umjerena klima. Prvi se OPG nalazi u
Bosnjacima i smjeSten je u naseljenom
dijelu sela, gdje je objekt za preradu
mesa izgraden u sastavu obiteljske kuce
te se ne nalazi u blizini polja. Isti uvjeti
karakteristi¢ni su i za drugi, tredi i cetvrti
OPG koji se nalaze u Komletincima,
Babinoj Gredi i Stitaru. U Otoku kraj
Vinkovaca, nalazi se peti OPG koji je za
razliku od prva cetiri, smjeSten u samoj
blizini polja, a i Sesti OPG nalazi se u
blizini polja, u Zupanji. Medusobno
najudaljeniji OPG-ovi su OPG Babina
Greda i Komletinci (oko 48,4 km) te
Babina Greda i Otok (oko 45,3) dok su
medusobno najblizi OPG Zupanja i
Bosnjaci (oko 5,7 km), a potom OPG Otok
i Komletinci (oko 5,8 km).

Odredivanje mikrobioloske
ispravnosti sirovina i uzoraka
slavonske kobasice

Preporuceni mikrobioloski parametri
za svjeze meso, mljevenu papriku kao
i trajne kobasice odredeni su prema
Vodicu za mikrobioloske kriterije za
hranu (2011.). Za mikrobiolosku analizu,
u sterilnim uvjetima, izvagano je 25 g
uzorka te dodano u 225 mL puferirane
peptonske vode (BPW, Biolife, Italy),
homogenizirano (BagMixer 400,
Interscience, Saint Nom, Francuska)
te ostavljeno na sobnoj temperaturi
oko 30 min. Iz tako pripremljene
otopine vrSila se daljnja inokulacija
uzoraka. Enterobakterije su odredene
na Violet Red Bile Glucose agaru
(VRBG, Biolife, Italy) tijekom inkubacije
pri 37 °C/24 h; koagulaza-pozitivni
stafilokoki/Staphylococcus ~ aureus  na
Baird-Parker agaru (BP, Biolife, Italija)
tijekom inkubacije pri 37 °C/24 h/+24
h; sulfitoreduciraju¢e klostridije na
sulfitnom agaru (TSC, Biolife, Italija)
tijekom inkubacije pri 37 °C/24 h/+24
h; kvasci i plijesni na Dichloran (18 %)
glicerol agar (DG-18, Biokar, Pantin,

Francuska). Sve navedene analize
provedene su u skladu s propisanim ISO
normama za svaku pojedinu bakteriju.
Izolacija  Salmonella  spp. i Listeria
monocytogenes provedena je u skladu s
vazecim ISO standardom.

Odredivanje fizikalno-kemijskih
svojstava uzoraka slavonske kobasice

Fizikalno-kemijska svojstva uzoraka
slavonske kobasice odredena su nakon
tri mjeseca proizvodnje. Uzorci su
homogenizirani  primjenom uredaja
za homogenizaciju (Grindomix GM
200, Retsch, Njemacka) tijekom 15 s
pri 6000 rpm te im je odreden udio
vode, pepela, ukupnih masti i ukupnih
bjelancevina. U uzorcima je izmjerena i
pH vrijednost te aktivitet vode (a ). Sve
fizikalno-kemijske analize provedene
su primjenom validiranih standardnih i
internih analitickih metoda. Sve koriStene
kemikalije bile su analiticke Ccistoce.
Udio vode (ISO 1442:1997) odreden je
gravimetrijski pri 103 °C, a spaljivanjem
uzoraka u mufolnoj peéi pri 550 °C
odreden je udio pepela. Udio ukupnih
bjelancevina odreden je metodom po
Kjeldahl-u (HRN ISO 937:1999), dok
su ukupne masti odredene metodom
po Soxhlet-u (HRN ISO 1443:1999).
Vrijednost pH uzoraka odredena je na
nacindajeodvagano5ghomogeniziranog
uzorka u tikvicu i dodano 50 mL vode.
Sadrzaj tikvice muckan je 15 min na
tresilici, a nakon muckanja, pomoc¢u pH
metra (UNICAM 9455 pH/ISE Meter,
Apeldoorn, Nizozemska) izmjerena
je pH vrijednost uzoraka Slavonske
kobasice. Aktivitet vode odreden je
na nacin da se uzorak dobro usitnio,
homogenizirao i napunio do oznake u
originalnu PVC posudu te stavio u uredaj
za mjerenje aktiviteta vode (HygroPalm
AW1, Rotronic, Bassersdorf, gvicarska).
Pokrenuto je automatsko mjerenje koje
je trajalo oko 5 min. Nakon zavrSetka
mijerenja ocitan je rezultat i temperatura
pri kojoj je mjerenje i vrseno.
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Odredivanje koncentracije
mikotoksina u sirovinama i uzorcima
slavonske kobasice

U sirovinama (svjeZe meso, crvena
mljevena paprika) te uzorcima slavonske
kobasice na kraju proizvodnog procesa
odredene su koncentracije mikotoksina
OTA i AFB, primjenom kvantitativne
ELISA metode za koju je ve¢ ranije utvr-
deno da se moze koristiti kao ucinkovita
screening metoda za kvantitativno odre-
divanje koncentracija AFB, i OTA u me-
snim proizvodima (Pleadin i sur., 2015.b,
Pleadin i sur., 2017.). ELISA test proce-
dura provedena je prema uputama pro-
izvodaca kitova R-Biopharm (Darmstadt,
Njemacka) i to AFB, ELISA kit (Aflatoxin
B,; Cat. No. R1211) za AFB, i OTA ELI-
SA kit (Ochratoxin A; Cat. No. R1301) za
odredivanje OTA te uporabu kemijskog
analizatora Chemwell 2910 (Awarene-
ss Technologies, Inc., Palm City, USA).
Svaki kit sadrzi mikrotitracijsku plocu s
96 jazica obloZenih s AFB/OTA antitije-
lima, AFB, metanol/vodenom standar-
dnom otopinom (0, 1, 5, 10, 20 i 50 ug/L)
ili OTA vodenom standardnom otopinom (0,
0.05, 0.10, 0.30, 0.90 i 1.8 ug/L), konjugat
peroksidaze AFB,/OTA, supstrat/kromo-
gen otopine, stop otopine i pufere za is-
piranje.

Svi su uzorci analizirani u duplikatu
primjenom ELISA metoda koje su ranije
validirane prema uputama proizvodaca
kitova za odredivanje mikotoksina.
Priprema uzoraka za analizu mikotoksina
AFB, i OTA provedena je prema
postupcima za kobasice kako je ranije
opisano (Pleadin i sur., 2015.b, Zadravec
i sur., 2020.). Po zavrsetku ELISA testa,
reakcija je zaustavljena dodavanjem stop
otopine, a potom je absorbanca izmjerena
fotometrijski pri 450 nm. Koncentracije
AFB, i OTA izracunate su iz kalibracijske
krivulje u Sest tocaka matematickom
interpolacijom te korigirane za faktor
razrjedenja uzorka i srednje vrijednosti
oporavka utvrdene protokolom
osiguranja kvalitete.

Izolacija i identifikacija plijesni s
ovitka uzoraka slavonske kobasice

Svaka se vidljivo razli¢ita kolonija
plijesni s ovitka uzoraka slavonske
kobasice sterilnim noZem prenijela na
Petrijevu zdjelicu (&J 90 mm) s DG - 18
agarom (Dichloran 18% glycerol, Biokar,
Francuska). Povrsine slavonske kobasice
na kojima nije bilo vidljivih kolonija
plijesni, prebrisane su vlaZnim, sterilnim
pamucnim brisom koji je direktno
nanesen na povrsinu DG-18 agara.
Inokulirani su agari tijekom 7 dana
inkubirani pri 25 + 1 °C Inokulirani agari
su inkubirani tijekom 7 dana pri 25+ 1 °C.
Dobivene ¢iste kulture plijesni stavljene
su u sterilnu epruvetu s fizioloSkom
otopinom te ¢uvane u hladnjaku pri 4 °C
do analize.

Identifikacija ~ plijesni s ovitka
uzoraka slavonske kobasice provedena je
tradicionalnom te molekularnom tzv.
PCRmetodom. Za provedbu identifikacije
@ tradicionalne i molekularne)
pripremljena je svjeza kultura plijesni na
nacin da je svaka izolirana plijesan koja
je pohranjena u epruveti s fizioloSkom
otopinom inokulirana na Czapek yeast
extract agar (CYA, Difco International)
i Malt extract agar (MEA, Difco
International) te inkubirana pri 25 + 1 °C
tijekom 7 dana (Zadravec i sur., 2019.).

Izolirane plijesni identificirane su
do razine roda definiranjem njihovih
makroskopskih i mikroskopskih
karakteristika. Preparati za
mikroskopiranje pripremljeni su s CYA
agara nakon inkubacije pri 25 + 1 °C
tijekom 7 danakoristecilactophenol cotton
blue (LPCB). Preparat je mikroskopiran
uljnom imerzijom, pod povedanjem
1000 x uz uporabu mikroskopa Axio
Imager 2 (Zeiss, Germany). Svi izolati
su identificirani do razine roda prema
Samson i sur. (2004.) te Pitt i Hocking
(2009.).

Molekularna metoda koja obuhvaca
ekstrakciju DNK, wumnazanje DNK
te sekvencioniranje provedena je u
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potpunosti u skladu s Pleadin i sur.
(2017.), a izvrSena je da bi se uklonila
bilo koja nepouzdana identifikacija
provedena tradicionalnom metodom
te se identificirale vrste plijesni koje se
nisu mogle identificirati tradicionalnom
metodom. Rezultati obje metode su
usporedene da bi se to¢no odredila vrsta
narasle plijesni na uzorcima slavonske
kobasice. Sve dobivene sekvence su
uredene pomocu programa Lasergene
SeqManPro DNASTAR 13 (Madison,
Wisconsin, USA). Uredene sekvence
usporedene su s onima koje su dostupne u
bazama CBS-KNAW Fungal Biodiversity
Centre database (http://www.cbs.knaw.
nl/)i GeneBank pomoc¢u BLAST algoritma
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
da bi se potvrdila izolirana vrsta plijesni.

Statisticka analiza rezultata

Statisticka analizarezultata provedena
je primjenom racunalnog programa SPSS
Statistics 22.0 (SPSS Statistics, NY IBM,
2013). One-way ANOVA test koristen
je da bi se utvrdile razlike izmedu
koncentracija mikotoksina i fizikalno-
kemijskih parametara s obzirom na
razli¢ite lokalitete na kojima su oznaceni
uzorci slavonske kobasice. Za statisticku
obradu podataka koncentracija
mikotoksina uzeti su svi uzorci (i oni u
kojima nisu detektirani mikotoksini),
no u statisticku obradu uzeta je ¥ LOD
vrijednosti za svaki pojedini mikotoksin.
Statisticka znacajnost postavljena je na
razini P = 0,05.

Rezultati i rasprava

Slavonska kobasica je trajna
fermentirana kobasica koje se proizvodi
tradicionalnim tehnoloskim postupcima
prehrambenih ~ brandova  Hrvatske.
Tehnoloski ~ parametri  tipi¢ni  za
fermentaciju i zrenje u tradicionalnim
komorama za zrenje pogoduju rastu
plijesni na povrsini ovih proizvoda.

Povrsinska plijesan tijekom zrenja ima
pozitivhu tehnolosku ulogu, osobito
radi sprjecavanja povrsinskog isusivanja
proizvoda, ali s druge strane mozZe
prouzrociti neugodan miris i okus te moZze
producirati mikotoksine. (Kovacevic,
2014.a). Kako bi se utvrdio utjecaj
naraslih vrsta plijesni na zdravstvenu
sigurnost i kvalitetu slavonske kobasice,
provedene su i mikrobioloske analize
sirovina i proizvoda, ispitana fizikalno-
kemijska svojstva proizvoda te odredene
koncentracije mikotoksina OTA i AFB,
u sirovinama i proizvodima. Uzorci
slavonske kobasice oznaeni su na Sest
razli¢itih lokaliteta da bi se utvrdila
pojavnost razlic¢itih vrsta plijesni s
obzirom na lokalitet. Vaznu ulogu
u procesu fermentacije ili zrenja te
formiranju senzorskih obiljeZja proizvoda
ima tehnoloska mikroflora, koja je
karakteristicna za svako proizvodno
podrudje te primarno potjece iz sirovine
ili proizvodne okoline.

Mikrobioloska svojstva

Standardnim mikrobioloskim
metodama analizirale su se
enterobakterije, sulfitoreducirajude

klostridije, kvasci i plijesni, koagulaza
pozitivni stafilokoki, aerobne mezofilne/
sporogene bakterije, patogene bakterije
Salmonella spp. i Listeria monocytogenes,
u svjezem mesu i mljevenoj paprici
za proizvodnju slavonske kobasice te u
uzorcima slavonske kobasice na kraju
proizvodnog procesa (Tabela 1). U niti
jednom uzorku svjezeg mesa, mljevene
paprike nisu izolirane patogene bakterije
Salmonella spp. i Listeria monocytogenes,
niti koagulaza pozitivni stafilokoki.
Takoder, niti u jednom uzorku slavonske
kobasice  nisu  izolirane  navedene
patogene bakterije, Sto je u skladu i s
drugim istrazivanjima koja su provedena
na nekim trajnim (fermentiranim)
kobasicama (Comi i sur., 2005., Drosinos
isur., 2005., Ferreira i sur., 2009.).

Broj enterobakterija kod svjezeg
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mesa s lokaliteta 5 je znacajno vedi u
odnosu na lokalitete 1, 2 i 3, dok je broj
enterobakterija kod mljevene paprike s
lokaliteta 4 znacajno najmanji u odnosu
na 1, 2 i 6. Pojava enterobakterija u
sviezem mesu moze biti kao posljedica
kontaminacije mesa za vrijeme klanja i
obrade mesa, a isto tako izvor mogu biti
i oprema, pribor, ¢istoéa radne povrsine
i ruke s kojima tijekom procesa obrade
i prerade meso dolazi u kontakt (Talon i
sur., 2007.). Kod broja kvasaca u svjezem
mesu nema statisticki znacajne razlike
(P = 0474). Kod uzoraka slavonske
kobasice, rezultati za enterobakterije,
kvasce i plijesni medusobno se razlikuju
s obzirom na lokalitete, tj. kod svih
lokaliteta P < 0,001. Broj enterobakterija
(cfu/g) kod lokaliteta 2 znacajno je
najvedi u odnosu na lokalitete 4 i 6, dok
je kod lokaliteta 4 znacajno najmanji u
odnosu na lokalitete 2, 51 6. Broj kvasaca
i plijesni kod lokaliteta 1 je znacajno
najmanji. Lokaliteti 5 i 6 imaju znacajno
najveci broj kvasaca, a lokalitet 4 ima
znacajno vedi broj plijesni od lokaliteta
1i2.

Sastav mikroflore i broj mikroorga-
nizama u smjesi za nadjevanje ovitka
ovisan je o higijenskom stanju sirovine i
higijeni obrade. Kako se trajne kobasice
ne podvrgavaju termickoj obradi, nego
procesima dimljenja, fermentacije i zre-
nja, tako ¢e pojava mikroorganizama u
proizvodu ovisiti o svojstvima nadjeva
(a,, pH) i mikroklimatskim uvjetima oko-
line u kojoj se odvija proizvodnja.

Fizikalno-kemijska svojstva uzoraka
slavonske kobasice

Fizikalno-kemijska svojstva uzoraka
slavonske kobasice na kraju proizvodnog
procesa odredena su ispitivanjem udjela
vode, pepela, bjelancevina, masti te mjere-
njem pH vrijednosti i aktiviteta vode (a_).

Rezultati fizikalno-kemijskih svojsta-
va uzoraka slavonske kobasice na Sest ra-
zlicitih lokaliteta prikazani su u Tabeli 2.
Tijekom dugotrajnog zrenja, odnosno su-

Senja, mesu se oduzima voda pa se tako
udio vode smanjuje.

Udio vode u wuzorcima slavonske
kobasice nakon tri mjeseca proizvodnje
se kretao od najmanje izmjerene
vrijednosti 19,87 % (lokalitet 1) do
26,83 % (lokalitet 2), koja je i najveca
utvrdena vrijednost udjela vode u ovom
proizvodu.  Usporeduju¢i ~ dobivene
vrijednosti s optimalnim vrijednostima
za udio vode slavonskoj kobasici koje su
u provedenom istrazivanju predlozili
Kovacevi¢ i sur. (2009.), a iznosi 21,70
% - 40,00 %, moze se zakljuciti da su
osim uzoraka s lokaliteta 1, svi ostali
rezultati dobiveni ovim istrazivanjem u
okviru navedenih, ocekivanih, odnosno
optimalnih vrijednosti. Lokalitet 1 ima
statisticki znacajno manji udio vode od
lokaliteta 2 i 4, dok je kod lokaliteta 2 i
4 udio vode znacajno vedi od lokaliteta
1 i 6. U uzorcima slavonske kobasice na
kraju proizvodnog procesa udio pepela je
iznosio od 3,52 % - 5,52 %, a sli¢an raspon
za udio pepela u slavonskoj kobasici od 3,84
+0,50 do 4,93 £ 0,67 % te domacoj salami
od 3,56 + 0,66 do 4,08 + 0,83 %, dobili su
Pleadin i sur. (2013.). Kod lokaliteta 1
udio pepela je statisticki znacajno najvedi,
a kod lokaliteta 5 je znacajno najmanji
od svih, osim od lokaliteta 6. SuSenjem
slavonske kobasice udio vode se smanjuje,
a posljedi¢no raste udio bjelacevina
i ostalih sastojaka. Usporedujuéi s
optimalnim  vrijednostima za udio
bjelanc¢evina u slavonskoj kobasici, koje
predlazu Kovaceviéisur. (2009.), a iznose
22,00 % — 35,00 %, dobiveni rezultati
iz ovog istraZzivanja se nalaze unutar
predlozenih  optimalnih  vrijednosti.
Lokalitet 1 ima znacajno najveci udio
bjelancevina u odnosu na ostale lokalitete,
osim lokaliteta 4, a najmanje je statisticki
znacajan kod lokaliteta 51 6.

Mast kao sastavni dio fermentiranih
(trajnih) kobasica sluZzi kao znacajni izvor
energije, esencijalnih masnih kiselina
i vitamina topljivih u mastima. Osim
toga, pridonosi punoc¢i okusa, teksturi
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i mekodi, Sto je vrlo vazno za kvalitetu i
prihvatljivost finalnog mesnog proizvoda
(Olivares i sur., 2010.). U wuzorcima
slavonske kobasice udio masti je iznosio
od 38,85 % do 49,44 %. Usporedujudi ove
vrijednosti s optimalnim vrijednostima
za udio masti u slavonskoj kobasici, koje
su objavili Kovacevic i sur. (2009.), a koje
iznose 24,00 % - 45,00 %, vidljivo je da su
gornje vrijednosti rezultata dobivene u
ovom istrazivanju nesto vece. Lokalitet
4 ima znacajno najmanji udio masti u
odnosunalokalitete3,516. Udiomasti kod
lokaliteta 5 i 6 je statisticki najznacajniji.
Vece vrijednosti udjela masti u uzorcima
slavonske kobasice mogu se pripisati razlici
u recepturi medu proizvodacima koji
koriste razli¢ite omjere mesa i masnog
tkiva (Karolyi, 2011.).

Da bi se tijekom procesa fermentacije
i zrenja postigla stabilnost i sigurnost
proizvoda, potrebno je smanjenje
vrijednosti pH i a, (Kovacevi¢ i sur.,
2014.b). U wuzorcima slavonske kobasice
izmjerena je pH vrijednost izmedu 5,26
- 581, sto je u skladu s predlozenim
optimalnim  vrijednostima za pH
slavonske kobasice (5,0 - 5,8) koje su objavili
Kovacevi¢ i sur. (2009.). pH vrijednost
kod slavonske kobasice s lokaliteta 5 i 6 se
razlikuje u odnosu na ostale lokalitete, tj.
vrijednosti kod navedenih lokaliteta su
znacajno manji u odnosu na ostale.

Aktivitet vode koji je potreban za
rast vecine plijesni kre¢e se u rasponu
od 0,80 do 0,95, no postoje i odredene
vrste, tzv. kserofili, koji mogu rasti i pri
znatno nizim vrijednostima a . Aktivitet
vode u uzorcima slavonske kobasice bio
je u rasponu od 0,71 - 0,82. Kovacevic i
sur. (2009.) su predlozili vrijednost koja
je manja od 0,9 kao optimalnu vrijednost
a, u slavonskoj kobasici, a i svi uzorci
u ovom istrazivanju bili su u skladu s
predlozenim optimalnim vrijednostima,
dakle manji od 0,9. Lokalitet 1 ima
znacajno najmanji a_u odnosu na ostale
lokalitete, osim lokaliteta 5. Vrijednost a
kod lokaliteta 2 je znacajno veca od svih
lokaliteta, osim lokaliteta 4.

Primjenom One-way ANOVA testa,
utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
razlika u kemijskom sastavu uzoraka
slavonske kobasice u odnosu na pojedinacno
promatrane fizikalno-kemijske parametre
i promatrane lokalitete koji se nalaze u
istoj klimatskoj regiji te je tako razlika u
fizikalno-kemijskim svojstvima slavonske
kobasice posljedica razlika u recepturi kod
njihovih priprema.

Plijesni na ovitku proizvoda

Rezultati izolacije plijesni s ovitka
uzoraka slavonske kobasice s obzirom na
Sest razlicitih lokacija prikazani su u
Tabela 3.

Tabela 2. Rezultati fizikalno-kemijskih svojstava uzoraka slavonske kobasice na Sest razlicitih
mikrolokaliteta

PARAMETAR

LOKALITETI

MIN | MAX P

voda (%) 19.87 26,83 22.48 2548 22,00 2145 23.02 239 19.87 26,83 > 0,001
pepeo (%) 552 445 481 501 352 433 460 062 352 552 > 0,001
:’J/Slance"'"e 32.82 2837 2834 3061 2494 2591 2850 2.66 2494 32,82 > 0,001
mast (%) 41,68 40,17 4418 38.85 49.44 4810 4374 393 3885 4944 > 0,001
pH 581 572 563 577 526 529 558 022 526 581 > 0001
a 0,71 082 078 081 075 076 077 004 071 08 > 0001

w
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Tabela 3. Izolirane plijesni s povrSine uzoraka slavonske kobasice s razliCitih lokaliteta prema broju
izolata

PLIJESNI S OVITKA SLAVONSKE KOBASICE
LOKALITET

. ROD | VRSTA BROJ IZOLATA

Penicillium Penicillium commune 6

Penicillium Penicillium rubens 3

1 Aspergillus Aspergillus flavus 1
Penicillium Penicilllium verrucosum 2

Penicillium Penicillium polonicum 10

Penicillium Penicillium commune 2

2 Penicillium Penicillium rubens 1
Penicillium Penicillium brevicompactum 1

Mucor Mucor racemosus 1

Penicillium Penicillium polonicum 5

Penicillium Penicillium commune 2

3 Aspergillus Aspergillus flavus 1
Penicillium Penicillium rubens 1

Penicillium Penicillium brevicompactum 1

Penicillium Penicillium polonicum 4

4 Penicillium Penicillium verrucosum 3
Penicillium Penicillium commune 2

Aspergillus Aspergillus flavus 4

5 Penicillium Penicillium commune 3
Penicillium Penicillium polonicum 1

Penicillium Penicillium verrucosum 7

Penicillium Penicillium polonicum 4

Penicillium Penicillium commune 3

° Penicillium Penicillium solitum 1
Penicillium Penicillium brevicompatum 2

Mucor Mucor racemosus 1

Neke vrste mnavedenih rodova najveceg javno-zdravstvenog znacenja,
plijesni, u odredenim uvjetima, mogu identifikacija plijesni provedena
producirati mikotoksine. Da bi se je tradicionalnom i molekularnom
identificirale plijesni koje obrastaju metodom.
povrsinu slavonske kobasice i koje bi U svim uzorcima slavonske kobasice
mogle biti odgovorne za produkciju ukupno jeidentificirano 72 izolata plijesni
OTA i AFB, kao mikotoksina od (Tabela 4).
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Tabela 4. Vrste plijesni s povrsine slavonske kobasice prema pojavnosti

VRSTA PLIJESNI BROJ IZOLATA % IZOLATA"

P. polonicum

P. commune

P. verrucosum
A. flavus
P. rubens

P. brevicompactum

M. racemosus

P. solitum

UKUPNO

* Broj izolata vrste/ukupan broj izolata x 100

Od  ukupnog  broja  izolata,
molekularnom metodom identificirano
je ukupno 8 razlic¢itih vrsta plijesni
medu kojima dominiraju plijesni roda
Penicillium (88,89 %), sto je i u skladu s
drugim provedenim istraZivanjima na
trajnim mesnim proizvodima (Papagianni
isur., 2007., Serensen i sur., 2008., Asefa i
sur., 2009., lacumin i sur., 2009., Castellari
i sur., 2010., Sonjak i sur., 2011., Pleadin
i sur., 2017., Zadravec i sur., 2020.). Na
svim lokalitetima izolirana je plijesan
P. commune. Osim 6 Penicillium vrsta
(P. commune, P. polonicum, P. rubens, P.
verrucosum, P. solitum, P.brevicompactum)
izolirana je joS i jedna vrsta roda
Aspergillus (A. flavus) te jedna vrsta roda
Mucor (M. racemosus).

Vrste roda Aspergillus su Cesti
kontaminanti hrane u suptropskim i
tropskim podrudjima i stoga su u trajnim
(fermentiranim) kobasicama, cija se
proizvodnja (zrenje) uglavnom odvija pri
nizim temperaturama, Aspergillus vrste
mnogo rjede izolirane od Penicillium
vrsta (Castellari i sur., 2010., Sonjak i sur.,
2011., Pleadinisur., 2017., Zadravecisur.,
2020.), Stoje dokazanoiu ovom radu, gdje
je na ovitku slavonske kobasice izolirana
samo jedna vrsta plijesni roda Aspergillus
(8,33 %) i to mikotoksikotvorna vrsta A.
flavus, koja je prisutna na tri od ukupno

24
18
12
6
5
4
2

1

72

EENEE
25,00
16,67
8,33
6,94
5,56
2,78
1,39
100,00

Sest analiziranih lokaliteta. Na prvom i
trecem lokalitetu, A. flavus izoliran je po
jedanput, dok je u petom lokalitetu, koji je
smjesten uz Zitno polje, najcesce izoliran.

Plijesni roda Mucor su u prirodi Siroko
rasprostranjene,anamesnimproizvodima
ne predstavljaju dominantnu mikofloru
Sto je potvrdeno i u ovom radu, jer je ovaj
rod bio najmanje zastupljen na ovitku
slavonske kobasice (2,78 %). Po jedan
izolat plijesni M. racemosus izoliran je na
drugom i Sestom lokalitetu. S povrsine
slavonske kobasice najceS¢e su izolirane
plijesni  Penicillium  polonicum (33,33
%), koja nije izolirana jedino na prvom
lokalitetu, Penicillium commune (25,00 %)
koja je izolirana na svih Sest lokaliteta i
Penicillium verrucosum (16,67 %) koja je
izolirana na prvom, cetvrtom i Sestom
lokalitetu. Bududi da se svi promatrani
lokaliteti nalaze u istoj klimatskoj regiji,
tako je pojava odredenih vrsta plijesni po
pojedinom lokalitetu podjednaka.

Na svih Sest promatranih lokaliteta
nema statisticki znacajne razlike u broju
izolata plijesni (P = 0,782).

Mikotoksini

Budu¢i da  AFB, predstavlja
najpotentniji karcinogen jetre u sisavaca
te je klasificiran od strane Medunarodne
organizacije za istrazivanje raka u grupu
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Tabela 5. Koncentracija mikotoksina OTA i AFB, u sirovinama i uzorcima slavonske kobasice s razlicitih

lokaliteta

OTA (ug/kg) AFB, (ug/kg)
LOKALITET e Ll

1 n.d. n.d.
2 n.d. n.d.
3 n.d. n.d.
4 n.d. n.d.
5 n.d. n.d.
6 n.d. n.d.

MM sk sM | MM |

n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. n.d.
5,10 n.d. n.d. n.d.

1, dokazanih ljudskih karcinogena
(IARC, 2012.), a OTA je svrstan u grupu
2B, moguc¢ih ljudskih karcinogena
(IARC, 1993.) te oba predstavljaju
Ceste kontaminante mesnih proizvoda
(Iacumin i sur., 2009., Frece i sur., 2010.,
Rodriguez i sur., 2012.,, Markov i sur,,
2013., Pleadin i sur., 2015.b, Pleadin i
sur., 2017.) u ovom radu analizirani su
spomenuti mikotoksini kao potencijalni
produkti plijesni prisutni na trajnim
(fermentiranim) kobasicama.

U sirovom mesu i mljevenoj paprici
koji su koristeni u proizvodnji slavonske
kobasice nisu odredene koncentracije niti
OTA, a niti AFB, vece od limita detekcije
(LOD) primijenjenih analitickih metoda
(Tabela 5).

Po pitanju koncentracije mikotoksina
AFB, u uzorcima slavonske kobasice nije
utvrdena statisticki znacajna razlika
(P > 0,05 u odnosu na promatrane
lokalitete, bududi da AFB, nije detektiran
u niti jednom uzorku. U uzorcima s
tri lokaliteta izoliran je mogudi izvor
mikotoksina AFB,, Aspergillus flavus.
Navedeni mikotoksin nije detektiran,
$to se mozZe objasniti time da se tijekom
procesa zrenja slavonske kobasice, koji
traje svega 2-2,5 mjeseca, nisu postigli
uvjeti koji omogucuju ovoj vrsti plijesni
produkciju AFB,.

Istrazivanjem koje su proveli Markov i
sur. (2013.) utvrdena je prisutnost AFB, u
slavonskoj kobasici u koncentraciji < 1 - 1,2

ug/kg, manjom u odnosu na OTA, aiu
ovom istrazivanju su vrijednosti bile nize
od LOD primjenjene analiticke metode.

Na tri lokaliteta s ovitka slavonske
kobasice izolirani su mogudi izvori
mikotoksina OTA, Penicillium verrucosum,
a na Sestom lokalitetu, gdje je ova vrsta
plijesni i izolirana najvecesce, detektiran
je OTA u koncentraciji od 5,10 pg/kg. P.
verrucosum je prisutan i u zitaricama (Pitt
i Hocking, 2009.), a kako je Sesti lokalitet
smjeSten uz samo Zzitno polje tada je
i pojava ove vrste plijesni na ovitku
slavonske kobasice opravdana. Prisutnost
toksikotvorne vrste plijesni i uvjeti
zrenja slavonske kobasice u komori na
Sestom lokalitetu, doveli su u zavrSnom
proizvodu do pojave OTA.

Ranijim  istraZivanjima  koja  su
provedena na slavonskoj kobasici odredene
su koncentracije OTA i to u rasponu od
2,03 ug/kg do 6,68 pg/kg (Markov i sur.,
2013., Vuli¢ i sur., 2014.). U istrazivanju
koje su proveli lacumin i sur. (2009.) u
oko 45 % analiziranih talijanskih trajnih
kobasica odredena je prisutnost OTA.
Najmanja koncentracija OTA na ovitku
proizvoda iznosila je 3 ug/kg, a najveca
18 ug/kg, dok su Dall’Asta i sur. (2010.), u
fermentiranim kobasicama (Felino-vrsta)
odredili koncentraciju OTA od 0,62 pg/
kg do 3,32 pg/kg. Prisutnost odredenih
vrsta plijesni nije uvijek popracena i
produkcijom toksina jer su uvijeti (osobito
a_ ) koji omogucavaju njihovu produkciju
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vise restriktivni od onih koji omogucavaju
sam rast plijesni (Karolyi, 2011.).

Zakljucci

Svi uzorci svjezeg mesa i mljevene
paprike koji su koristeni za proizvodnju
slavonske kobasice bili su mikrobioloski
ispravni, tj. sve vrijednosti za analizirane
mikroorganizme bile su u skladu s MDK
vrijednostima Vodica za mikrobioloske
kriterije za hranu, a svi uzorci slavonske
kobasice bili su i mikrobioloski ispravni.

Analizom fizikalno-kemijskih svoj-
stava, odnosno sastava slavonske kobasice
moze se zakljuciti da su uzorci u skladu
s vrijednostima za odredene parametre
koji su karakteristicni za ovu vrstu me-
snih proizvoda. Utvrdene razlike poslje-
dica su neujednacenosti tehnologije proi-
zvodnje, odnosno recepture i tehnoloskih
parametara. S ovitka uzoraka slavonske
kobasice izolirane su toksikotvorne plije-
sni, Penicillium verrucosum i Aspergillus
flavus, mogudi izvori mikotoksina OTA i
AFB,, a samo je OTA i odreden u ovoj vr-
sti kobasice na jednom lokalitetu.

Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem
nisu pokazali znadajne razlike u
pojavnosti plijesni koji bi mogli utjecati
na sigurnost slavonske kobasice s obzirom
na razli¢ite lokalitete koji pripadaju
istoj klimatskoj regiji. Dominantnu
mikofloru na uzorcima slavonske kobasice
koji su analizirani u ovom istrazivanju
predstavlja rod Penicillium, a vrsta
Penicillium polonicum. Kako su s ovitka
slavonske ~ kobasice izolirane i druge
mikotoksikotvorne vrste plijesni, poput
P. commune koja je ujedno i izolirana
na svim lokalitetima, a koja moze
producirati  ciklopiazoni¢nu  kiselinu,
potrebno je provesti i daljnja istrazivanja
jos nedovoljno ispitanih mikotoksina u
ovoj vrsti trajnih kobasica.
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Slavonian sausage is a cured sausage
produced on rural holdings using traditional
technology, in which moulds are permitted
to develop on the product surface during
the maturation period. The purpose of this
study was to identify the surface moulds and
determine their influence on product quality
and safety, including the occurrence of the
mycotoxins ochratoxin A (OTA) and aflatoxin
B, (AFB)), from six production facilities in
the Slavonia region. A total of 18 samples
of Slavonian sausage were prepared and
analysed at the end of the production process,

i.e., after three months. A total of eight species
of mould were identified, and the dominant
genus was Penicillium (88.89%) with six species,
one species from the genus Aspergillus (8.33%)
and one species from the genus Mucor (2.78%).
Possible causative agents of OTA and AFB,
were identified, Penicillium verrucosum and
Aspergillus flavus, though only the presence of
OTA was confirmed in a concentration of 5.10
ug/kg.

Key words: moulds; mycotoxins; Slavonian
sausage; PCR
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