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Sazetak

Svrha ovog rada bila je izolirati autohtonu mikrobnu populaciju iz uzoraka slavonskih kulena proizvedenih na tradicionalan nacin u
seoskim domacinstvima. Autohtona mikrobna populacija izvor je sojeva za razvoj starter kultura koje Ce, izmedu ostalog, utjecati na
aromu i teksturu odredenog tradicionalnog mesnog proizvoda. Dominantna mikrobna populacija sastojala se od bakterija mlijecne
kiseline (BMK) i to : Lactobacillus plantarum u dva uzorka, Lactobacillus delbrueckii u dva uzorka, te Leuconostoc mesenteroides i
Lactobacillus acidophilus u po jednom uzorku kulena. Takoder, su prevladavale i bakterije iz roda Staphylococcus, tipicni predstav-
nici starter kultura za meso, ito:S. xylosus, S. warneri, S. lentus i S. auricularis u broju od 3,30-5,56 log,,CFU/g uzorka. U dva uzorka
kulena izolirani su i kvasci, predstavnici starter kultura za meso: Candida famata. Kvasci su izolirani s povrsine ovoja i iz sredine
kulena u broju 3,48 - 6,48 log,,CFU/g. Sa povrsine 4 od 6 analiziranih kulena izolirane su plijesni iz roda Penicillium sp. i Aspergillus
sp. S obzirom na prisutnost plijesni, u uzorcima kulena se odredivala i prisutnost mikotoksina. Koncentracije mikotoksina bile su od
0,9 - 1,6 ppb za okratoksin A (OTA) i 0,1 - 0,5 ppb za aflatoksin B1 (AFB1) te su osim u povrsinskom sloju, utvrdeni i u sredistu kulena.
U uzorcima kulena sa kojih nisu izolirane plijesni, nije dokazana ni prisutnost mikotoksina. Svi izolati BMK pokazali su znatno anti-
mikrobno djelovanje prema patogenim test mikroorganizmima, te pokazali jedno od vaznih svojstava potencijalnih starter kultura.
Kljuéne rijeci: slavonski kulen, autohtona mikrobna populacija, starter kulture, mikotoksini

Uvod

Razlicite regije svijeta prepoznat-
ljive su po tipi¢nim fermentiranim
mesnim proizvodima, koje pored
tehnoloskih specifi¢nosti i prepo-
znatljivih senzorskih svojstava ka-
rakterizira i dominacija odredenih
vrsta mikroorganizama u nadjevu
(Zdolec i sur., 2007). Istrazivanja pri-
rodne, autohtone mikrobne popula-
cije fermentiranih mesnih proizvoda,
usmjerena su na pracenje promjena
u populaciji pojedinih skupina mi-
kroorganizama, tijekom razli¢itih
faza zrenja, da bi se utvrdilo koja
skupina mikroorganizama je najod-
govornija za stvaranje arome, okusa
i boje danog proizvoda. Prema do-

sadasnjim spoznajama najaktivniji
mikroorganizmi u nadjevu fermen-
tiranih mesnih proizvoda su bakteri-
je mlijecne kiseline (BMK), a njihovi
najcesci predstavnici su iz roda Lac-
tobacillus: L. sakei, L. plantarum i L.
curvatus, te bakterije iz roda Micro-
coccus i Staphylococcus (Bonomo i
sur., 2008).

BMK imaju znacajnu ulogu u zastiti
mesa od kvarenja, s obzirom da pro-
izvode mlije¢nu kiselinu, bakterioci-
ne i na taj nacin inhibiraju rast pato-
gena te poboljsavaju sigurnost, sta-
bilnost i trajnost mesnih proizvoda.
Nadalje, imaju vaznu ulogu u stva-
ranju arome, teksture i boje mesnih

proizvoda, kroz proizvodnju malih
koli¢ina octene kiseline, etanola, di-
acetila i CO,. Mikrokoki se javljaju u
mesnim proizvodima sa duljim vre-
menom zrenja. Stafilokoki su vazni
za stabilizaciju boje, zbog aktivnosti
nitrat reduktaze, razgradnje peroksi-
da, takoder su odgovorni za aromu,
zbog njihove proteoliticke i lipoli-
ticke aktivnosti te stvaranja kratko-
lan¢anih masnih kiselina. Osim njih,
pojedine vrste fermentiranih mesnih
proizvoda karakterizira i stabilna po-
pulacija kvasaca, plijesni te entero-
koka. Svi oni utjecu zasebno i zdru-
Zeno s tkivnim enzimima, na nacin i
stupanj mijenjanja senzorskih svoj-
stava proizvoda (Kovacevi¢, 2001).
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Tablica 1. Najce$ce sterter kulture za fermentaciju mesa (Hammes, 1998; Sus-

kovi¢, 2008)

Table 1 Most commonly starter cultures for meat fermentation ((Hammes,

1998; Suskovi¢, 2008)
Grupe mikroorganizama/

Groups of microorganisms

Bakterije mlijecne kiseline /
Lactic acid bacteria

Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus sake
Lactobacillus curvatus
Lactococcus lactis

Micrococcaceae

Micrococcus varians

Streptomyces

Streptomyces griseus

Staphylococcus

Staphylococcus warneri
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus lentus
Staphylococcus xylosus

Kvasci / Yeasts

Debaromyces hansenii
Candida famata

Plijesni moulds

Penicillium nalgiovense
Penicillium crysogenum
Penicillium camemberti

Tablica 2. Klasi¢ne mikrobioloske i biokemijske (API) metode izolacije i iden-

tifikacije mikroorganizama

Table 2 Classical microbiological and biochemical (API) methods of isolation

and identification of microorganisms

Hranjive Uvjeti

Mikroorganizmi/ Metoda/

Microorganisms Method Nutrient
media condition

podloge/

inkubiranja/ API test/
Incubation API test

Bakterije mlijecne MRS agar 30°C
kiseline/ Lactic HRN ISO 13721 > a9 48-72sata/  API50 CHLV5.1
X ) (Biolife)
acid bacteria hours
o .
staphylococcus oy 150 68881 BP (Merck) 27 <4853 rpi sTapH Va1
aureus hours
Kvasci i plijesni/ 25°C
Yeastsand  HRNISO13681 S200UaUd g 7o catay  API20CAUXVAO
agar (Biolife) KvasciYeasts
moulds hours

U Hrvatskoj se prirodno fermenti-
rani mesni proizvodi tradicionalno
proizvode dugi niz godina, bez upo-
trebe komercijalnih starter kultura,
sto moze rezultirati razli¢itom mi-
krobioloskom kvalitetom proizvoda,
kvalitetom u okusu i konzistenciji.
Tradicionalni proizvodi imaju vecu
kvalitetu, od mesnih proizvoda pro-
izvedenih industrijski, pod kontro-
liranim uvjetima fermentacije i ko-
mercijalnim starter kulturama (Bo-
nomo i sur., 2008)(Tablica 1).

Nadalje, komercijalni starteri se

ne mogu uvijek natjecati sa autohto-
nom prirodnom mikrobnom popu-
lacijom, a nisu niti prilagodeni uvje-
tima rasta u odredenom mesnom
proizvodu, pa ponekad ne postizu
ni zadovoljavajuci stupanj rasta, a
time ni zadovoljavaju¢a senzorska
svojstva. Stoga je u novije vrijeme
sve vedi trend pronalazenja i selekci-
oniranja novih prirodnih autohtonih
potencijalnih starter kultura iz tradi-
cionalnih mesnih proizvoda, koje ¢e
biti prilagodene rastu u odredenim
specificnim mesnim proizvodima, a
imat e takve metabolicke sposob-

nosti koje ¢e znatno utjecati na kva-
litetu i sigurnost proizvoda (Suskovi¢
isur, 2001; lacuminisur., 2006; Ursoi
sur., 2006, Frece i sur 2009).

Cilj rada je odrediti autohtonu mi-
krobnu populaciju kulena, izolirati i
karakterizirati potencijalne prirodno
prisutne autohtone starter kulture i
odrediti mogucu prisutnost miko-
toksina u cijelom presjeku uzoraka
kulena.

Materijali i metode

Eksperimenti su provedeni s uzor-
cima slavonskog kulena proizvede-
nih u 2009. godini na obiteljskim
gospodarstvima iz okolice Osijeka.
Klasi¢cnim 1SO metodama odreden
je broj pojedinih mikroorganizama,
a biokemijskim testom (API), identi-
fikacija autohtone mikrobne popula-
cije, izolirane iz kulena proizvedenog
na tradicionalan nacin (Tablica 2).

Odredivanje aflatoksina B1 i okra-
toksina A ELISA (Enzyme Linked Im-
munosorbent Assay) metodom

Aflatoksin B1 je odredivan pomo-
¢u Immunolab Aflatoksin B1 kita,
kat. broj AB1-E01, a okratoksin A po-
mocu Neogen kita - Veratox 8610.
Rezultati su ocitavani na citacu mi-
krotitarskih plocica (Tecan, Sunrise),
pri apsorbanciji od 450 nm za AFB1,
te 650 nm za okratoksin A.

Turbidimetrijska metoda za odre-
divanje antimikrobnog djelovanja
izoliranih bakterijskih kultura

Antimikrobno djelovanje izolira-
nih bakterijskih kultura istrazeno
je na test mikroorganizmima koji
pripadaju Zbirci mikroorganizama
Laboratorija za op¢u mikrobiologiju
i mikrobiologiju namirnica na Pre-
hrambeno-biotehnoloskom fakulte-
tu Sveucilidta u Zagrebu: Staphylo-
coccus aureus 3048, Escherichia coli
3014, Salmonella typhimurium 3064,
Listeria monocytogenes ATCC 2356. U
jazice mikrotitarske plocice dodano
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je 240 pL supernatanata odredenog
bakterijskog izolata i 10 pL test mi-
kroorganizma prethodno uzgojenog
u hranjivom bujonu. Antibakterijsko
djelovanje supernatanata bakterij-
skih izolata na test mikroorganizme,
tijekom 72 h uzgoja pri 37 °C, odre-
divano je spektrofotometrijskim
mjerenjem prividne apsorbancije pri
valnoj duljini 620 nm pomocu ¢itaca
mikrotitarskih plocica (TECAN, Sun-
rise). Razlika u prividnoj apsorbanciji
kontrole (nacijepljen hranjivi bujon s
test mikroorganizmom bez dodanog
supernatanata bakterijskog izolata) i
uzoraka s dodanim supernatantom
bakterijskog izolata mjera je inhibici-
je rasta test mikroorganizma. Slijepe
probe su bili uzorci pripremljeni bez
dodatka mikroorganizama.

Odredivanje stupnja k i

mikotoksina te karakterizacija potencijalnih starter kultura u slavonskom kulenu

Tablica 3. Mikrobioloski i biokemijski (API) rezultati uzoraka kulena (K1-K6)
Table 3 Microbiological and biochemical (API) results of Slavonian kulen

(K1-K6)
UZORCl/
SAMPLES K1 K2 K3 K4 K5 Ké
BMK/LAB 9,23 7,78
log, CFU/g 4,70 4,70 3,70 30 L

API150 CHLV5.1.

L. plantarum L. plantarumL. delbrueckiil. delbrueckii

mesenteroides acidophilus

Staphylococcus sp.

log. CFU/g 4,11 5,56 3,30 5,36 3,30 3,30
10 i i fi i
APISTAPH V4.1 S. xylosus S. xylosus S. warneri S. warneri  S. lentus S. auricularis
Kvasci/ Yeasts = = ° S
log, .CFU/g
-povrsina ovoja/ 5,60
surface layer
-1 cm dubine/deep 4,48
-2 cm dubine/deep 3,70
-sredina/center 3,48
API20C AUX V4.0 C.famata

Plijesni/moulds
sp. sp.

Penicillium  Aspergillus

Aspergillus
. sp.
) Aspergillus sp Peni(?llium

sp.

i postotka proizvedene mlije¢ne
kiseline

1 mL uzorka se razrijedi s 19 mL
destilirane vode u Erlenmeyerovoj
tikvici od 100 mL. Razrjedeni uzorak
se titrira s 0,1 M NaOH uz fenolftale-
in kao indikator.

°SH=a -20f,., 2

% mlijecne kiseline = °© SH-0,0225

a=mL0,1 M NaOH

(1°SH ~ 0,0225 g mlije¢ne kiseline
(%))

Rezultati titracije izrazeni su kao
mlijecna kiselina (g/L).

Rezultati i rasprava

U ovom su radu, za identifikaciju
bakterija izoliranih iz slavonskog ku-
lena proizvedenog na tradicionalan
nacin, upotrijebljene klasi¢ne mikro-
bioloske i biokemijske (API) metode.
1z dobivenih rezultata vidljivo je da
postoje odredena odstupanja rezul-
tata dobivenim klasi¢nim mikrobio-
loskim i biokemijskim — API metoda-
ma (tablica 3).

Bakterije iz roda Salmonella sp., en-

terobakterije, sulfitoreducirajuéi klo-
stridiji i L. monocytogenes nisu doka-
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Slika 1. Inhibicija rasta bakterije E. coli 3014 (tijekom 72 sata uzgoja) pomocu
izolata bakterija mlije¢ne kiseline: L. plantarum K1 (L.p.), L. delbrueckii K2 (L.d.),
L. acidophilus K3 (L.a.) i L. mesenteroides K4 (L.m.)

zane na selektivnim podlogama ni u
jednom istrazivanom uzorku kulena,
dok su bakterije Staphylococcus vrste
dokazane u svih 6 uzoraka na Baird-
Parker agaru (BP) kao crne kolonije s
halo efektom. Sumnjive kolonije po-
rasle na BP agaru su dodatno iden-
tificirane bojanjem po Gramu (gram
pozitivni koki); katalaza testom (po-
zitivan) i koagulaza testom (negati-
van). Biokemijskim APl Staph V4.1.
testom ni u jednom uzorku slavon-

skog kulena nije dokazana bakterija
Staphylococcus aureus, ve¢ S. xylosus
u dva uzorka kulena, S. warneri u dva
uzorka kulena, te S. lentus i S. auri-
cularis u po jednom uzorku kulena. S
povrsine 4 uzorka kulena izolirane su
plijesni iz roda Penicillium sp. i Asper-
gillus sp., te kvasac Candida famata,
koji je potencijalna starter kultura
za meso te je normalna, autohtona
populacija mesnih proizvoda. BMK
izolirane sa MRS agara - identificira-
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Tablica 4. Koncentracija aflatoksina B1 i okratoksina A u uzorcima slavonskog

kulena

Table 4 Concentrations of aflatoxin B1 and ochratoxin A in samples of Slavo-

nian kulen
MIKOTOKSINI/ MJESTO

MYCOTOXINS UZORKOVANJA/

(ppb) SAMPLING
1 cm dubine/
deep 1,2
OKRATOKSIN A/ . !
OCHRATOXIN A 2 cm dubine/ 1,0
deep 1,0

sredina/center

1 cm dubine/
deep

2 cm dubine/
deep

sredina/center

AFB1/AFB1

UZORCI KULENA/
SAMPLES OF KULEN

K2 K3 K4

1,49 0 0 1,5 1,09
1,39 0 0 1,6 094
1,06 0 0 1.5 09
03 0 0 0475 0,1
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Tablica 5. Neki od selekcijskih kriterija za starter kulture
Table 5 Some of selection criteria for starter cultures

mll(i.'):c:::::(ri:gllize pHvrijednost Katalaza Homofermentativna Heterofermenta-
lzolati ) podloge/ test/ vrsta/ tivna vrsta/
BMK/Isolate of LAB . pH-valueof (atalasa Homofermentative Heterofermentative|
Concentration of . . q
L medium test spedies species
lacticacid g/I
L. plantarum K1 21,96 3,65 + + -
L. plantarum K2 22,06 3,60 + + -
L. delbrueckii K3 26,5 334 + + =
L. delbrueckii K4 26,95 3,25 + + -
L. mesenteroides 1476 395 . . N
K5
L. acidophilus K6 22,45 3,60 + + -

ne su pomocu APl 50 CHL V5.1 testa
(tablica 3). Sastav mikroflore karak-
teristican je za svaki tip ili vrstu fer-
mentiranih mesnih proizvoda, sto je
uvjetovano higijenskom kakvocom
upotrijebljene sirovine i dodataka,
tehnoloskim postupcima, te mikro-
klimatskim uvjetima zrenja. Rezultati
istrazivanja su pokazali da su izolira-
ne potencijalne starter kulture, koje
su prirodna mikroflora kulena. Do-
minantna mikroflora u uzorcima su
bile BMK i stafilokoki, koji su i inace
najzastupljenija mikrobna popula-
cija u mesnim proizvodima (Comi i
sur 2005). BMK proizvode mlije¢nu
kiselinu, snizavaju pH proizvoda i na
taj nacin inhibiraju rast acidoneto-
lerantnih patogenih mikroorganiza-
ma (Sugkovi¢ i sur 2001; Frece i sur.
2005 a, Frece i sur., 2005 b; Zdolec i
sur. 2005). Rezultati nasih istraziva-

nja su u skladu s rezultatima drugih
autora (Comi i sur., 2005; Urso i sur.,
2006; Simonova i sur., 2006), koji su
u tradicionalnim fermentiranim ko-
basicama izolirali samo BMK i stafilo-
koke, nesto kvasaca, ali ne i patoge-
ne mikroorganizme. Kvasci i plijesni
takoder imaju vaznu ulogu u zrenju
kobasica. Kvasci doprinose razvoju
senzorskih svojstava fermentiranih
kobasica, ali i drugih mesnih proi-
zvoda, zbog svoje lipoliticke i prote-
oliticke aktivnosti (Kovacevi¢, 2001;
Alagi¢ i sur., 2008). Kvasci izolirani
iz fermentiranih mesnih proizvoda
su najcesce halofili: Debaromyces
hansenii, Candida famata, Candida
zeylanoides, Trichosporon sp., Crypto-
coccus sp. i Rhodotorula sp. (Nielsen
i sur, 2008). Rezultati nasih istrazi-
vanja su pokazali da je u 2 uzorka
kulena pronaden kvasac C. famata

sto je u suglasju s rezultatima drugih
autora (Encinas i sur., 2000; Nielsen i
sur., 2008), koji su dokazali da je kva-
sac C. famata autohtona mikrobna
populacija u tradicionalnim fermen-
tiranim kobasicama, a koji je odgo-
voran za aromu i boju proizvoda. Re-
zultati nasih istrazivanja su pokazali
da su svi uzorci kulena mikrobioloski
ispravni jer nisu pronadene pato-
gene vrste mikroorganizama. Me-
dutim, prema istrazivanjima nekih
autora (Kozacinski i sur., 2008; Simi¢ i
Miokovi¢, 2008), u nekim od uzoraka
tradicionalnih trajnih kobasica i ces-
njovki, pronadene su patogene vr-
ste kao sulfitoreducirajuci klostridiji
i Enterococcus faecalis, te S. aureus
u kobasicama od konjskog mesa. S
obzirom, da su sa povrsine Cetiri od
Sest uzoraka kulena izolirane plijesni
iz roda Aspergillus sp. i Penicillium sp.
(tablica 3), odredivala se i potencijal-
na prisutnost okratoksina A i aflatok-
sina B1, ELISA metodom (tablica 4).

lzvor mikotoksina u uzorcima
mogu biti same plijesni, ali i zacini
koji se dodaju u kulen. Uzorkovanje
je provedeno prema Pravilniku o pla-
nu uzorkovanja i metodama analiza
za sluzbenu kontrolu koli¢ina miko-
toksina u hrani (NN 45/08), a uzorci
su uzimani na dubini 12 cm mje-
reno od povrsine kulena te iz sredi-
ne kulena, kako bi se vidjelo koliko
duboko mikotoksini prodiru u kulen
(tablica 4). U cetiri od 3est uzoraka
slavonskog kulena s kojih su izolira-
ne plijesni dokazana je prisutnost
AFB1 od 0,1 - 0,5 ppb i okratoksina
A od0,9-1,6 ppb. Iz rezultata istrazi-
vanja se moze zakljuciti da izolirane
plijesni Aspergillus sp. i Penicillium
sp. mogu sintetizirati mikotoksine,
buduci da u uzorcima koji nisu bili
pljesnivi - mikotoksini nisu dokazani
(tablica 4). Zanimljivo je da je okra-
toksin A pronaden i u sredini kulena,
dok AFB1 samo uz povrsinu, do du-
bine 1 cm. Takoder, na uzorku kule-
na sa kojeg su izolirane obje plijesni,
i Aspergillus sp. i Penicillium sp., kao
mjesovita kultura dokazana je manja
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mikotoksina te karakter

——S. aureus

S. aureus + L.m.
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Slika 2. Inhibicija rasta bakterije S. aureus 3048 (tijekom 72 sata uzgoja) po-
mocu izolata bakterija mlije¢ne kiseline: L. plantarum K1 (L.p.), L. delbrueckii

K2 (L.d.), L. acidophilus K3 (L.a.) i L. mesenteroides K4 (L.m.).

—— Salmonella

Salmonella + L.m.

—=—Salmonella + L. a.

—*—Salmonella +L.d.
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Slika 3. Inhibicija rasta bakterije Salmonella typhimurium 3064. (tijekom 72
sata uzgoja) pomocu izolata bakterija mlijecne kiseline: L. plantarum K1 (L.p.),

L. delbrueckii K2 (L.d.), L. acidophilus K3 (L.a.) i L. mesenteroides K4 (L.m.).

—e—L. monocytogenes

—=—L. monocytogenes + L. a.

L. monocytogenes + L.m. —%—L. monocytogenes + L.d.

L. monocytogenes + L.p.
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Slika 4. Inhibicija rasta bakterije L. monocytogenes ATCC 2356 (tijekom 72
sata uzgoja) pomocu izolata bakterija mlijecne kiseline: L. plantarum K1 (L.p.),

L. delbrueckii K2 (L.d.), L. acidophilus K3 (L.a.) i L. mesenteroides K4 (L.m.).
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koncentracija okratoksina Ai AFB1,u
odnosu na uzorke s kojih su izolira-
ne ciste kulture plijesni (tablica 3 i 4).
To se moze objasniti da Penicillium
sp. i Aspergillus sp. djeluju antagoni-
sticki, inhibirajudi rast i proizvodnju
mikotoksina. Rezultati istrazivanja
drugih autora (Mandic¢ i sur,, 2007)
su sukladni nasim rezultatima. Oni
su takoder odredili okratoksin A u
vrijednosti od 3,8 ppb, te AFB1 u
vrijednosti od 1,33 ppb u fermentira-
nim kobasicama. Treba istaknuti da
dopustena koli¢ina okratoksina A u
mesnim proizvodima nije regulirana
niti propisima na razini EU niti u RH.

Sve je vedi trend zastite i konzer-
viranja hrane, na prirodan nacin,
kroz poboljsanje mikrobnih starter
kultura za prehrambenu industriju.
U tu svrhu, sve je vise istrazivanja
usmjereno na izolaciju i identifika-
ciju autohtonih funkcionalnih star-
ter kultura, s ciliem dobivanja novih
funkcionalnih  mesnih  proizvoda,
koji ¢e imati oznaku autohtonosti,
zbog utjecaja klime i biljne vegetaci-
je kraja u kojem se proizvode, te biti
prepoznati kao hrvatski autohtoni
proizvod (Frece, 2007). S obzirom
da je jedno od najvaznijih svojstava
funkcionalnih starter kultura inhibi-
cija patogena, u ovom radu istrazena
je antimikrobna aktivnost izoliranih
potencijalnih starter kultura prema
patogenim test mikroorganizmima
(Salmonella sp., L. monocytogenes, S.
aureus i E. coli) koji su naj¢esci konta-
minanti u hrani i odreduju se prema
Pravilniku o mikrobioloskim stan-
dardima za namirnice za odabranu
skupinu  proizvoda. Odredivanje
antimikrobne aktivnosti prema pa-
togenim mikroorganizmima prove-
deno je disk-difuzijskom metodom
i turbidimetrijskom metodom, koja
osigurava izravnu interakciju ispiti-
vane supstancije sa stanicama test
mikroorganizma.

Svi izolati BMK su pokazali znacaj-
nu inhibiciju rasta na sve istraziva-
ne patogene test mikroorganizme

Odredivanje autohtone mikrobne populacije

tijekom 72 sata uzgoja (slike 1-4). S
obzirom, da bakterije mlijecne kise-
line svoju antimikrobnu aktivnost
iskazuju i kroz proizvodnju mlije¢ne
kiseline, a kako je jedan od selek-
cijskih kriterija za starter kulture i
proizvodnja mlije¢ne kiseline, svim
bakterijskim izolatima BMK odreden
je i stupanj proizvodnje mlije¢ne ki-
seline (tablica 5).

Iz dobivenih rezultata je vidljivo da
su sviizolati BMK proizveli znatnu ko-
licinu mlijecne kiseline (14 - 22 g/L)
(najvecu koli¢inu kiseline je proizveo
izolat L. Delbrueckii) te da su snizili
pH podloge na vrijednosti izmedu
3 - 4. Nadalje, svi izolati BMK su kata-
laza pozitivni, izolat L.acidophilus je
heterofermentativna vrsta BMK, dok
su L. plantarum, L. delbrueckiii ho-
mofermentativne vrste BMK, $to su
jos neki od kriterija za starter kulture
(tablica 5).

Zakljucak

Na osnovu provedenih istrazivanja
mozemo zakljuciti da su izolirane
potencijalne autohtone funkcional-
ne starter kulture, koje posjeduju
znatnu antimikrobnu aktivnost pre-
ma patogenim mikroorganizmima,
najces¢im kontaminantima mesa i
imaju velik potencijal uporabe kao
funkcionalne starter kulture za tra-
dicionalne mesne proizvode. Dalj-
na istrazivanja e i¢i ka detaljnoj
fenotipskoj, genotipskoj i fiziolos-
koj karakterizaciji izoliranih sojeva
BMK i stafilokoka, s ciljem stvaranja
,banke” funkcionalnih autohtonih
starter kultura za fermentirane me-
sne proizvode. Takoder, u ovom radu
je utvrdeno da povrsinska plijesan
slavonskog kulena (Aspergillus sp. i
Penicillium sp.) je moguci producent
mikotoksina okratoksina A i AFB1
koji tijekom visemjesecnog zrenja i
skladistenja prodiru do sredista ku-
lena.
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Odredivanje autohtone mikrobne populacije i mikotoksina te karakterizacija potencijalnih starter kultura u slavonskom kulenu

Determination of indigenous microbial populations, mycotoxins and characterization of
potential starter cultures in Slavonian kulen

Summary

The purpose of this study was to isolate the indigenous microbial population of samples from the Slavonian kulen produced in the
traditional way in rural households. Autochthonous microbial population are potential starter cultures, which can be used to obtain
top quality flavour and texture certain traditional meat products. Dominant microbial populations consisted of lactic acid bacteria
(LAB): L. plantarum (4,7 log,,CFU/g) in two samples, L. delbrueckii (3,0log,,CFU/g) in two samples, L. mesenteroides (9,23 log,,CFU/g)
and L. acidophilus (7,78 log,, CFU/g) in one sample of Slavonian kulen. The bacteria from the genus of Staphylococcus was also
dominated microbial population in Slavonian kulen, the typical representatives of starter cultures for meat, as follows: S. xylosus,
S. warneri, S. lentus and S. auricularis in number from 3.30 - 5.56 log10 CFU / g sample. From two samples of Slavonian kulen were
isolated yeasts, representatives of starter cultures for meat: Candida famata. Yeasts were isolated from the surface and from the mid
of Slavonian kulen in number from 3.48 to 6.48 log10 CFU / g. From the surface 4 of 6 analyzed kulen were isolated molds from the
genus Penicillium sp. and Aspergillus sp. Considering the presence of mold in samples of Slavonian kulen, the presence of mycotoxins
were also determined. Mycotoxin concentrations were 0.9 to 1.6 ppb for ochratoxin A (OTA) and 0.1 to 0.5 ppb for aflatoxin B1 (AFB1)
and were defined not only on the surface layer, but also in the centre of Slavonian kulen. In the samples of kulen which were not iso-
lated molds, it was not proven the presence of mycotoxins. All LAB isolates showed significant antimicrobial activity against tested
pathogenic microorganisms, and showed one of the important properties of potential starter cultures.

Keywords: Slavonian kulen, autochthonous microbial populations, starter culture, mycotoxins

Bestimmung der autochtonen mikrobiellen Population und Mykotoxinen und
Charakterisation von potentiellen Starterkulturen im Slawonischen Kulen

Zausnnebfassung

Das Ziel dieser Arbeit war, die autochtone mikrobielle Population aus den Mustern des Slawonischen Kulens, hergestellt auf traditi-
onelle Weise in bduerlichen Haushalten, zu isolieren. Die autochtone mikrobielle Population ist die potentielle Starterkultur, die zur
Erreichung einer hervorragenden Aroma und Textur des bestimmten traditionellen Fleischerzeugnisses, dienen kann. Die dominante
mikrobielle Population bestand aus Bakterien der Milchséure (BMK) u.zw: L. plantarum (4,7 Iogw CFU/g) in zwei Mustern, L. del-
brueckii (3,0 Iogm CFU/g) in zwei Mustern, sowie L. mesenteroides (9,23 /ogm CFU/g) und L. acidophilus (7,78 log,, CFU/g) in einem
Kulenmuster. Genauso (iberwiegten Bakterien aus der Art Staphylococcus, typische Vertreter der Starterkulturen fiir Fleisch, u.zw: S.
xylosus, S. warneri, S. lentus und S. auricularis in Zahl von 3,30-5,56 log,, AFU/g des Musters. In zwei Kulenmustern sind auch Hefen
isoliert, Vertreter von Starterkulturen fiir Fleisch: Candida famata. Die Hefen wurden von Hiillenfléiche und aus der Kulenmitte in Zahl
3,48-6,48log,, CFU/g isoliert. Von der Flciche 4 von 6 analysierten Kulen wurden Schimmel aus der Art Penicillium sp. und Aspergillus
sp. isoliert. Mit Bezug auf die Anwesenheit von Schimmel wurde in Kulenmustern auch die Anwesenheit von Mykotoxinen bestimmt.
Die Konzentrationen von Mykotoxinen waren von 0,9 - 1,6 ppb fiir Okratoxin A (OTA) und 0,1 - 0,5 ppb fiir Aflatoxin B1 (AFB1) und
wurden sowohl auf der oberen Fldiche als auch in der Mitte bestimmt. In Kulenmustern, aus denen keine Schimmelarten isoliert wur-
den, wurde auch keine Anwesenheit von Mykotoxinen festgestellt. Alle BVIK Isolate zeigten bedeutende antimikrobielle Wirkung ge-
gentiber pathogenen test Mikroorganismen, und zeigten eine der wichtigen Eigenschaften der potentiellen Starterkulturen.
Schliisselwérter: Slwonischer Kulen, autochtone mikrobielle Population, Starterkulturen, Mykotoxine

ka i sustav osiguranja sigurnosti hrane u proizvodnji polutrajnih kobasica

Analiza rizika i sustav osiguranja sigurnosti
hrane u proizvodnji polutrajnih kobasica

N. Urdulin-Trstenjak', N. Vah¢i¢?, H. Medi¢?, S. Vidacek?, S. Sabi¢

Znanstvenirad

Sazetak

Mesnoj industriji cilj je proizvodnja sigurnih i kvalitetnih proizvoda uz optimalno koristenje svojih sveukupnih resursa. Stoga su po-
duzete sve mjere u osiguranju sigurnosti proizvoda, te se zapocelo s primjenom analize rizika i nadzora nad kriticnim kontrolnim
tockama kako bi se sustavno analizirali svi koraci proizvodnog procesa i uvele prevencijske mjere, u cilju kontrole cjelokupnog proiz-
vodnog procesa i stvorila zastita potrosaca s obzirom na prisutnost patogena i potencijalnih uzrocnika trovanja hranom i to vrste
Aerobne mezofilne bakterije, Salmonella spp., Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, sulfitoreducirajuce klostridije i Listeria
monocytogenes.

Predmetno strazivanje provodilo se u mesnoj industriji, u tehnoloskom procesu proizvodnje polutrajnog kobasic¢arskog proizvoda -
“jvanecki jeger”.

Cilj ovog rada je uspostava HACCP sustava kroz analizu rizika, identifikaciju kriti¢nih kontrolnih to¢aka i definiranje kontrolnih mjera
u svim fazama proizvodnje kao i dvanaesto mjese¢no pracenje mikrobioloske slike polutrajnih kobasicarskih proizvoda - “ivanecki
Jjeger” koji govore o prisutnostiili odsutnosti patogenih mikroorganizama i samim time o zdravstvenoj ispravnosti mesnog proizvoda

Determinazione dell’autoctona popolazione microbica di micotossine e la
caratterizzazione delle potenziali culture starter nel kulen di Slavonia

Sommario

Lo scopo di quest articolo era isolare un‘autoctona popolazione microbica dai campioni di kulen di Slavonia, prodotti in modo tradizio-
nale a casa, in campagna. L'autoctona popolazione microbica é una potenziale cultura starter che pud essere usata per ottenere un‘aro-
ma eccezionale e la tessitura di un certo prodotto tradizionale, fatto di carne. La dominante popolazione microbica conteneva i sequenti
batteri dell'acido lattico (BLA): il L. plantarum (4,7 log10 CFU/g) in due campioni, il L. delbrueckii (3,0 log 10 CFU/g) in due campioni, il L.
mesenteroides (9,23 log10 CFU/g) ed il L. acidophilus (7,78 log10 CFU/g) in un campione di kulen. Bisogna aggiungere che prevalevano
i batteri del genere Staphylococcus, i rappresentanti tipici delle culture starter per la carne, come segue: il S. xylosus, il S. warneri, il S.
lentus ed il S. auricularis nel numero di 3,30-5,56 log10 CFU/g del campione. In due campioni di kulen sono stati isolati anche i lieviti,
rappresentanti di culture starter per la carne: la Candida famata. | lieviti sono stati isolati dalla superficie di imbalaggio di kulen (I'inte-
stino dallorigine animale) e dalla parte centrale di kulen nel numero di 3,48 - 6,48 log10 CFU/g. Da 4 superfici di 6 kulen analizzati sono
state isolate le muffe del genere Penicillium sp. e 'Aspergillus sp. Siccome la muffa era presente nei campioni di kulen, é stata analizzata
anche la presenza di micotossine. Le concentrazioni di micotossine variavano da 0,9 - 1,6 ppb per [ocratossina A (OTA) e 0,1 - 0,5 ppb per
I'aflatossina B1 (AFB1), che sono state determinate sia nella superficie che nella parte centrale di kulen. Nei campioni di kulen dai quali
non sono state isolate le muffe, non & nemmeno stata determinata la presenza di micotossine. Tutti gli isolati di BLA hanno dimostrato
una notevole azione antimicrobica nei confronti di patogeni test microorganismi, e hanno rivelato una delle importanti caratteristiche
di potenziali culture starter.

Parole chiave: kulen di Slavonia, autoctona popolazione microbica, culture starter, micotossine
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polutrajne kobasice -"ivanecki jeger”

voda na svjetsko trziste.

RezultatiistraZivanja ukazuju na proizvodnju sigurne hrane sto je danas cilj svake prehrambene industrije i uvjet izlaska nasih proiz-

Kljucne rijeci: HACCP, mesna industrija, kriticna kontrolna tocka (CCP)

Uvod

Pravilnik o provedbi obvezatnih
mjera u odobrenim objektima radi
smanjenja mikrobioloskih i drugih
onecis¢enja mesa, mesnih proizvo-
da i ostalih proizvoda Zivotinjskog
podrijetla  namijenjenih  prehrani
ljudi, provedba obvezatnih mjera i
postivanje  veterinarsko-sanitarnih
uvjeta u objektima za klanje Zivoti-
nja, obradbu, preradbu i uskladiste-
nje proizvoda Zivotinjskog podrijetla
osiguravaju smanjenje mikrobiolos-
kih opasnosti i zdravstveno ispravne
i kvalitetne proizvode uz optimalno
koristenje sveukupnih resursa me-
sne industrije (Anon., 1997).

Nadzor nad sigurnosti hrane
ukljucuje provodenje senzorskih, fi-

zikalnih, kemijskih i mikrobioloskih
analiza. Alternativno, zdravstvene
ustanove i kompetentna tijela mogu
odrediti metodologiju u identifici-
ranju objekata koji rukuju konta-
miniranom hranom kao i mjera za
prevenciju kontaminacije hrane. Kao
zamjenu za preglede i laboratorijske
analize uzoraka osoblja koje radi u
proizvodnji i prometu namirnica,
novi koncept nudi ciljanu edukaci-
ju o sigurnom rukovanju hranom
za radno osoblje. Novi koncept tezi
proizvodnji sigurnog proizvoda dok
prijasnji istice provodenje mikrobi-
oloskih analiza gotovog proizvoda
kao kontrolu sigurnosti hrane (Tur-
¢i¢, 2000). Primarna obaveza i od-
govornost uprave svih subjekata u
poslovanju s hranom je prevencija

uvjeta koji mogu dovesti do razvoja
i Sirenja bolesti koje se prenose hra-
nom (Anon., 1986; WHO, 1989).

U skladu s navedenim, meduna-
rodne organizacije usvojile su razne
dokumente s principima kontrole
kvalitete i osiguranja sigurnosti hra-
ne koji se odnose na cijeli lanac pro-
izvodnje hrane (Anon, 2003d; Morti-
more i Wallace, 2001).

Novi pristup u prevenciji i kontro-
li bolesti koje se prenose hranom je
sustav analize opasnosti procjenom
i kontrolom kriti¢nih to¢aka — Hazard
Analysis Critical Control Point (HA-
CCP). Njime se nastoji prvo prepo-
znati opasnosti koje se mogu javiti u
bilo kojoj fazi proizvodnje, obrade ili
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