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Uticaj dodatka vrganja (Boletus edulis), lisicarke (Cantharellus
cibarius) i crne trube (Craterellus cornucopioides) na ukupan

kvalitet barenih kobasica u tipu frankfurtera

REZIME

Frankfurteri predstavljaju najces¢i tip emulgovanih proizvoda od mesa koji se moze kupiti u
celom svetu. Razlicite recepture u izradi kobasica u tipu frankfurtera, kao i visoke temperature
mikrobioloskih i senzorskih promena. Da bi se izbegle nepozeljne promene, kobasicama se
dodaju komercijalni aditivi, medutim, zbog svog toksi¢nog dejstva dokazanog u razli¢itim
studijama, kao i zbog preferencija potrosaca za pronalaskom aditiva iz prirodnih izvora, trziste
industrije mesa sve se viSe okrece ka upotrebi prirodnih aditiva, a najces¢e antioksidanasa

prirodnog porekla.

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispitaju antioksidativne i antimikrobne karakteristike
komercijalnih gljiva koje se ¢esto konzumiraju u Srbiji, a kojima se najéescée trguje: vrganja
(Boletus edulis), lisicarke (Cantharellus cibarius) i crne trube (Craterellus cornucopioides), te

uticaj njihovog dodatka na ukupan kvalitet fino usitnjenih barenih kobasica u tipu frankfurtera.

Na osnhovu dobijenih podataka, najbolje antioksidativne karakteristike dekokta pokazao je
Boletus edulis, a nesto slabije Craterellus cornucopioides i Cantharellus cibarius. Sumirajuci
rezultate metoda koje na razlicite nac¢ine mere antioksidativnu sposobnost frankfurtera sa
dodatim gljivama, isti trend dobijen je kao i prilikom testiranja dekokta, prvenstveno jer su
najvece koli¢ine ukupnih fenola nadene u frankfurterima sa dodatim Boletus edulis, a takode

su bile najduze stabilne tokom skladiStenja.

Osnovni hemijski sastav frankfurtera sa dodatim gljivama pretrpeo je samo blage izmene, i to
U pravcu smanjenja masti i povecanja sadrzaja ukupnih proteina, pa se moze zakljuciti da je
dodatak dekokta gljiva rezultovao promenama koje su najceS¢e predmet teZnje savremene

industrije mesa.

Teksturalni profil kobasica sa dodatim gljivama blago se promenio, i to u smeru koji najvise
odgovara poboljsanju tehnoloskih karakteristika — dodatkom proteina iz gljiva, kobasice su
postale nesto ¢vrsc¢e 1 Zvakljivije, a bile su 1 stabilne tokom dva meseca skladiStenja, §to govori

o dobrim emulgujuc¢im osobinama kori$c¢enih sirovina i dobroj stabilnosti finalnog proizvoda.



Dodatak dekokta gljiva rezultovao je blagom promenom boje finalnog proizvoda, dok je
najveca razlika uocena u frankfurterima sa dodatkom Craterellus cornucopioides. Sli¢an trend
dobijen je i za parametre senzorske prihvatljivosti proizvoda. Kobasice sa dodatkom Boletus
edulis i Cantharellus cibarius nisu se znacajnije razlikovale od kontrolnog uzorka, ¢ak su
pojedini senzorski atributi bili bolje ocenjeni od kontrolnog uzorka, dok su frankfurteri sa

dodatkom Craterellus cornucopioides dobili zna¢ajno manje ocene.

Dodatak ove tri gljive kao prirodnih aditiva pokazao se dobrim u oCuvanju bezbednosti i
kvaliteta kobasica u tipu frankfurtera tokom dva meseca skladiStenja, pokazavsi odredena
poboljsanja kvaliteta finalnog proizvoda, pa se zbog relativno niske cene kostanja i povoljnih
zdravstvenih osobina gljiva moze razmisljati o potencijalnoj aplikaciji ove vrste ekstrakta i u

industrijskim okvirima.

Kljucne reci: Boletus edulis, Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, dekokt,

antioksidans, antimikrobni efekat, kvalitet, frankfurter.
Nauéna oblast: BiotehniCke nauke
UzZa nau¢na oblast: Nauka o mesu

UDK: 635.8:637.524(043.3)



The impact of the addition of porcini (Boletus edulis), chanterelle
(Cantharellus cibarius) and horn of plenty (Craterellus
cornucopioides) on the overall quality of cooked sausages in the

type of frankfurters

ABSTRACT

Frankfurters are the most common type of emulsified meat product that can be bought all over
the world. Different recipes in the production of frankfurter-type sausages, as well as high
temperatures during production and different storage conditions, are the most common causes
of various chemical, microbiological and sensory changes. To avoid undesirable changes,
commercial additives are added to sausages, however, due to their toxic effect proven in
various studies, as well as due to consumer preferences for finding additives from natural
sources, the meat industry market is increasingly turning to the use of natural additives -

antioxidants of natural origin.

This doctoral dissertation aimed to examine the antioxidant and antimicrobial characteristics
of commercial mushrooms that are often consumed in Serbia, and which are most commonly
traded: porcini (Boletus edulis), chanterelle (Cantharellus cibarius) and horn of plenty
(Craterellus cornucopioides), and the impact of their addition on the overall quality of finely

chopped cooked sausages in the frankfurter type.

Based on the obtained data, the best antioxidant characteristics of the decoction were shown
by Boletus edulis, and somewhat weaker by Craterellus cornucopioides and Cantharellus
cibarius. Summarizing the results of methods that measure the antioxidant capacity of
frankfurters with added mushrooms in different ways, the same trend was obtained as when
testing decoctions, primarily because the largest amounts of total phenols were found in

frankfurters with added Boletus edulis, and were also the longest stable during storage.

The proximate composition of frankfurters with added mushrooms has undergone only slight
changes, in the direction of reducing fat and increasing the content of total proteins, so it can
be concluded that the addition of mushroom decoction resulted in changes that are most often
the subject of interest of the modern meat industry.

The textural profile of sausages with added mushrooms has changed slightly, in the direction

that best suits the improvement of technological characteristics - with the addition of protein



from mushrooms, sausages have become slightly firmer and chewier, and were stable during
two months of storage, which indicates good emulsifying properties of the materials used and

good stability of the final product.

The addition of a mushroom decoction resulted in a slight change in the color of the final
product, while the largest difference was observed in frankfurters with the addition of
Craterellus cornucopioides. A similar trend was obtained for the sensory acceptability
parameters of the product. Sausages with the addition of Boletus edulis and Cantharellus
cibarius did not differ significantly from the control sample, even some sensory attributes were
better evaluated than the control sample, while frankfurters with the addition of Craterellus

cornucopioides received significantly lower scores.

The addition of these three mushrooms as natural additives proved to be good in maintaining
the safety and quality of frankfurter-type sausages during two months of storage, showing some
improvements in the quality of the final product, so due to the relatively low cost and favorable
health properties of mushrooms, the potential application of this type of extract in the meat

industry can also be considered.

Key words: Boletus edulis, Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, decoction,

antioxidant, antimicrobial effect, overall quality, frankfurter.
Academic expertise: Biotechnology
Field of Academic Expertise: Meat Science
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1. UVOD

Meso ima veliki znacaj u ishrani ljudi jer predstavlja visoko hranljivi izvor proteina, ukljucujuci
esencijalne amino-Kkiseline, esencijalne masne kiseline i kompleks B-vitamina, a pre svega vitamin
B12, kao i mnoge druge minerale poput gvozda, cinka i selena. Pored mesa, Sirom sveta konzumiraju
se 1 kobasice, prvenstveno zbog njihove pogodnosti za pripremu i zbog Zeljenih profila ukusa koje
pruzaju (Leroy i Degreef, 2015). Sa rastu¢im zahtevima trzista za sve ve¢im potrebama za hranom
koja je ve¢ spremna za konzumiranje (engl. RTE — ,ready-to-eat”) i globalizacijom, sve je veca
proizvoda od mesa u celom svetu (Ferndndez-Lopez i sar., 2019), a §to se ti¢e preradivacke industrije
mesa u Srbiji, barene kobasice &ine polovinu od ukupne industrijske proizvodnje u nagoj zemlji (Soji¢
i sar., 2011).

Razliciti sastojci kobasica u tipu frankfurtera, kao i visoke temperature tokom procesa proizvodnje i
uslovi ¢uvanja, uzrokuju razlic¢ite hemijske, mikrobioloske i senzorske promene. Proizvodi od mesa,
a isto tako i frankfurteri izlozeni su kontaminaciji bakterijama i plesnima, koje mogu da izazovu
nezeljene reakcije, a koje se mogu odraziti promenama mirisa i ukusa, boje, kao i senzorskim i

teksturalnim promenama.

Oksidacija lipida spada medu najznacajnije promene koje narusavaju kvalitet finalnog proizvoda
tokom proizvodnje i skladiStenja. NajceS¢e se oksidacija lipida odvija na nezasi¢enim masnim
kiselinama membranskih fosfolipida, a kao rezultati ovih nezZeljenih promena javljaju se
hidroperoksidi i njihovi sekundarni produkti, uzro¢nici nepozeljnog mirisa i ukusa proizvoda od mesa
(Magsood i Benjakul, 2011). Da bi se inhibirao rast nepozeljne mikroflore i redukovala oksidacija
lipida, u proizvode od mesa dodaju se komercijalni aditivi. Medutim, dobro je poznato toksi¢no
dejstvo pojedinih komercijalnih aditiva (Karre i sar., 2013; Shah i sar., 2014), te stoga raste
interesovanje za primenom aditiva koji vode poreklo iz prirodnih izvora. Da bi se inhibirao rast
nezeljenih mikroorganizama i redukovala oksidacija lipida kod RTE proizvoda, antioksidativne
bioaktivne komponente mogu se dodavati u proizvodne recepture, premazivati povrsine proizvoda ili
inkorporirati u ambalazni materijal (Nikmaram i sar., 2018). U ovom kontekstu, biljni ekstrakti
privlace veliku paznju istrazivaca zbog njihovog potencijalnog antioksidativnog i antimikrobnog
potencijala, jer su generalno prepoznati kao bezbedni za upotrebu (engl. GRAS — ,,Generally
Recognized as Safe*), a ne izazivaju nezeljene promene Ssenzorskih karakteristika (npr. boje, mirisa,
ukusa), dodaju se u malim koncentracijama i obi¢no su kompatibilni sa proizvodima u koje se dodaju,
a mogu se jednostavno aplicirati. Pored toga, stabilni su tokom duzeg vremenskog perioda i pre svega
ekonomicni (Nikmaram i sar., 2018). Medu prirodne materijale sa dokazanim antioksidativnim i

antimikrobnim efektima ubrajaju se i jestive gljive. Naime, dokazano je da jestive gljive taj svoj
1



efekat ostvaruju najviSe zahvaljujuéi fenolnim jedinjenjima koja se nalaze u njima (Ferreira i sar.,
2009).

Jestive gljive, sveze ili osuSene, sadrze znacajnu koli¢inu bioloski vrednih jedinjenja sa tehnoloskog
i nutritivnog stanovista (proteini, fenoli, pojacivaci ukusa, esencijalne amino-kiseline, polisaharidi,
B-glukani, vitamini i minerali (Djekic i sar., 2017; Rathore i sar., 2017). Stoga, izmedu ostalog, jestive
gljive predstavljaju i potencijalni izvor prirodnih antioksidanasa koji mogu biti inkorporirani u
razli¢itu hranu. Ovaj potencijal gljiva dosad je prepoznat medu nekoliko grupa istrazivaca; Lentinus
edodes dodavana je u frankfurtere i fermentisane kobasice (Pil-Nam i sar., 2015; Van Ba i sar., 2016),
kao i Agaricus bisporus u mleveno govede meso (Alnoumani i sar., 2017), ali dosad nije dostupna
nijedna studija o dodatku Boletus edulis, Cantharellus cibarius i Craterellus cornucopioides u barene
kobasice.

Stoga, ovo istrazivanje ima za cilj da ispita antioksidativne i antimikrobne karakteristike Boletus
edulis, Cantharellus cibarius i Craterellus cornucopioides in vitro, te njihovu primenu u kobasicama
u tipu frankfurtera, kako bi se utvrdio uticaj ovih gljiva na ukupan kvalitet fino usitnjenih barenih

kobasica u tipu frankfurtera tokom skadistenja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Istorijat proizvodnje barenih kobasica i Pravilnik o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda
od mesa i proizvoda od mesa

Prema dostupnim podacima, barene kobasice su proizvodi iz relativno novijeg industrijskog doba.
Smatra se da je prva barena kobasica koja je proizvedena u svetu, delo beckog mesara Georga Lahnera
iz 1805. godine i nazvana je becka virsla (Wiener Wurtchen), te se smatra preteCom danasnjih

kobasica u tipu frankfurtera (Vukovic, 2012).

Barene kobasice su proizvodi od mesa koje kao osnovu u nadevu sadrze mesno testo 1 konzervisu se
pasterizacijom. Na osnovu stepena usitnjenosti nadeva, barene kobasice dele se na fino usitnjene
barene kobasice, grubo usitnjene barene kobasice i barene kobasice sa komadima mesa. Prema
postupku proizvodnje, kao i prema sastavu, barenim kobasicama pripadaju i mesni hlebovi (Vukovi¢,
2012).

Prema Pravilniku o kvalitetu mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (Sluzbeni Glasnik
RS, 50/19, 2019), kobasice u tipu frankfurtera spadaju u fino usitnjene barene kobasice. Ove kobasice
dobijaju se od svinjskog mesa koje je fino usitnjeno, a kod proizvoda sa dodatkom kockica masnog

tkiva, sira i hrane biljnog porekla ovi sastojci mogu biti vidljivi.

Fino usitnjene barene kobasice u proizvodnji i prometu moraju da ispunjavaju sledeée zahteve

kvaliteta:

1) jedre su, so¢ne i pod lakim pritiskom ne otpustaju tecnost,

2) nemaju ostecenja, vece nabore i deformacije,

3) nadev je homogen, ujednacene i stabilne boje i nema izdvojenog Zelea i masti,

4) omotac prileze uz nadev,

5) prijatnog su i svojstvenog mirisa i ukusa,

6) ako to nije drugacije propisano ovim pravilnikom, sadrzaj proteina mesa u frankfurterima je

najmanje 11% i sadrzaj kolagena u proteinima mesa najvise do 20% (Sluzbeni Glasnik RS,
50/19, 2019).

2.2. Sastav fino usitnjenih barenih kobasica

SIROVINE | DODACI. Fino usitnjene barene kobasice proizvode se od mesa, masnog tkiva,
kuhinjske soli i1 soli za salamurenje, aditiva, zacina, vode 1 drugih sastojaka. Sto se ti¢e same
proizvodnje barenih kobasica, potrebno je obezbediti da meso, soli, voda i masno tkivo budu usitnjeni
i rasporedeni tako da proizvod bude stabilan tokom toplotnog tretmana. Ta stabilnost nadeva barenih

kobasica postize se vezivanjem vode 1 emulgovanjem masti, za Sta najveci doprinos daju proteini



miofibrila. Naime, tokom usitnjavanja u kuteru, dolazi do njihovog oslobadanja iz misi¢nih vlakana,
reakcije sa solima, vezivanja vode te migracije u koloidni rastvor, ¢ime se postize baza za izgradnju

mesne emulzije, a samim tim i nadeva barenih kobasica (Vukovi¢, 2012).

MESO. Vrlo bitna stvar u proizvodnji barenih kobasica je upotreba mesa koje dobro vezuje vodu, a
to je pre svega meso bikova. Medutim, danas se barene kobasice sa uspehom prave i od mesa svinja
i zivine. Najbolja sposobnost vezivanja vode kod mesa je odmah nakon procesa klanja, odnosno pre
pojave mrtvacke ukocCenosti (postmortalnog rigor mortis-a), dok meso ima visoku pH vrednost.
Dobra sposobnost vezivanja vode kod prerigoralnog mesa moze se oCuvati usoljavanjem, mlevenjem
mesa rano post mortem, te mesanjem sa 2-4% kuhinjske soli, ¢ime miofibrilarni proteini zadrzavaju

visok stepen hidracije (Vukovi¢, 2012).

MASNO TKIVO. U izradi ovog tipa kobasica koristi se &vrsto masno tkivo (CMT) svinja, koje ima
osobine lakog secenja tokom usitnjavanja i tezeg otapanja tokom postupaka obrade i zagrevanja.
CMT treba ohladiti kako bi doslo do kristalizacije masti i zaustavljanja mikrobnih i tkivnih lipaza. U
proizvodnji fino usitnjenih barenih kobasica, koli¢ina CMT iznosi do 30% (Vukovié, 2012).

2.3. Tehnoloski proces proizvodnje i odrZivost fino usitnjenih barenih kobasica

Osnovu nadeva fino usitnjenih barenih kobasica ¢ini mesno testo, koje se u osnovi naziva prat i znaci
testo 1 nadev. Mesne emulzije, ¢esto nazivane i mesno testo, jesu multifazni, kompleksni sistemi
saCinjeni od fino secenih ili samlevenih masnih delova, ekstrahovanih proteina i razli¢itih
nerastvorljivih supstanci, kao §to su misi¢na vlakna, vlaknasti fragmenti, miofibrili, kolageni fibrili i
nemesni proteini (Feiner, 2006). Karakteristi¢ni primeri mesnih emulzija su frankfurteri i virsle.
Kapljice masti kod frankfurtera su obi¢no veli¢ine 1 do 50 pm u precniku, 1 imobilisane su u
proteinskom matriksu. Ciljevi svih proizvodaca barenih kobasica su identi¢ni — potrebno je dobiti Sto
vise solubilizovanih proteina, jer solubilizovani proteini vezuju dodatu vodu i emulguju mast u isto
vreme. Naime, solubilizovani proteini formiraju tanki sloj oko fino usitnjenih masnih globula i samim
tim onemogucéavaju izdvajanje masti tokom toplotnog tretmana. Sto je ovaj proteinski sloj deblji, to
je 1 stabilnost same emulzije veca (Feiner, 2006). U solubilizovanim ili aktivisanim proteinima, vecu
tendenciju ka emulgovanju masti pokazuje miozin, u odnosu na aktin, a takode i1 ve¢i afinitet prema
vodi. Tokom toplotnog tretmana, sloj proteina koji okruzuje Cestice masti denaturise, a mast ostaje
zadrzana unutar proteinskog sloja, te dolazi do formiranja trodimenzionalnog matriksa. Takode, ova
mreZa proteina predstavlja barijeru ¢esticama masti u unifikovanju sa drugim masnim globulama.
Vazno je ista¢i da slano-rastvorljivi proteini kao $to su aktin i miozin imaju veéi kapacitet

emulgovanja masti u odnosu na proteine rastvorljive samo u vodi (Feiner, 2006).



Koli¢ina solubilizovanih proteina prvenstveno zavisi od sadrzaja proteina u sirovini koja se koristi
prilikom proizvodnje kobasica, a takode i od aditiva koji se koriste. Aditivi kao Sto su fosfati i soli za
salamurenje igraju glavnu ulogu u poboljSanju sposobnosti vezivanja vode. So povecava jonsku
jacinu rastvora, koja maksimalnu vrednost (1) dostize dodatkom 5% kuhinjske soli, odnosno najvecu
kolic¢inu solubilizovanih proteina, te kao $to je ve¢ pomenuto, ostvaruje najveci emulgujuci kapacitet

1 ima najvecu sposobnost vezivanja vode (Vukovi¢, 2012).

Pored toga, za postizanje dobre mesne emulzije, nadev je potrebno usitnjavati u kuteru dovoljno
vremena, sve dok Cestice masti u nadevu postanu nevidljive, a samim tim osiguravamo da je
maksimalna koli¢ina proteina iz nadeva solubilizovana/ekstrahovana. Nekoliko interakcija koje se
deSavaju u mesnim emulzijama su od izuzetnog znacaja, te ih treba spomenuti. Glavne interakcije
jesu protein-voda, protein-mast i protein-protein interakcije. U tehnoloskom smislu, od najveceg
znacaja su interakcije protein-voda, zato Sto te interakcije imaju najjaci uticaj na solubilizaciju

proteina, kao i na zadrzavanje vezane vode (Xiong, 2007).

Makroskopski, ¢estice masti, u formi globula koje sadrze proteinski omotac uklopljene su u proteinski
matriks i stabilizovane trodimenzionalnom gel strukturom (Xiong, 2007). U sklopu proteinskog
matriksa nalazi se velika koli¢ina vode koja je imobilisana kapilarnim efektima. Istovremeno
prisustvo razli¢itih rastvorljivih i nerastvorljivih sastojaka u emulziji ¢ini je lepljivom, polué¢vrstom
pastom, te otuda dolazi naziv mesno testo. Stoga, veoma je vazno napraviti razliku izmedu mesne
emulzije 1 klasi¢ne ulje-u-vodi emulzije. Ovaj drugi tip emulzije, koji ima visoku sposobnost tecenja,
predstavlja sistem gde su kapljice ulja stabilizovane amfoternim surfaktantima koji se nazivaju
emulgatori, koji su dispergovani u Ccistoj ili homogenoj vodenoj fazi. Formiranje proteinske
membrane i proteinskog gel matriksa tokom finog usitnjavanja dovodi do smanjenja ukupne slobodne
energije, te formiranja stabilnijeg mesnog testa. Termin ,,vezivanje“ za usitnjene mesne emulzije je
stoga usvojen 1 objasnjava imobiliSu¢i efekat na komponente mesa, posebno na masno tkivo 1 vodu,

a pomocu proteina i proteinskog matriksa (Xiong, 2007).

Fizicko-hemijske karakteristike i stabilnost mesnih emulzija su pod uticajem razli¢itih unutrasnjih
(svojstvenih) i proizvodnih faktora. Na primer, kvalitet mesa, pH, jonska jacina (sadrzaj soli), sadrzaj
fosfata, odnos masnog tkiva i miofibrilarnih proteina, kao i nemesnih sastojaka (proteina soje, kazeina
itd.) su samo neki od vaznih faktora. Vreme kuterovanja, temperatura mesne emulzije i odnos
temperature barenja takode imaju snazan uticaj na kvalitet i stabilnost emulzije. Jasno razumevanje
fizicko-hemijske prirode mesnih emulzija, kao i principa njihove pripreme, jedna je od najkriti¢nijih

stvari u proizvodnji visoko kvalitetnih i stabilnih fino usitnjenih barenih kobasica (Xiong, 2007).



Nakon izrade mesnih emulzija, sledeca operacija u proizvodnji ovog tipa kobasica jeste punjenje u
omotace (prirodne ili veStacke). Omotaci moraju da budu dobro popunjeni, da maksimalno prilezu uz
nadev i da se spreci ulazak vazduha. Prilikom punjenja potrebno je voditi racuna o pritisku, kao i o
viskozitetu kobasica, jer ¢e tokom procesa barenja do¢i do povecanja zapremine nadeva usled
bubrenja. S tim u vezi, prilikom punjenja ovog tipa kobasica koristi se manji pritisak za razliku od

pritiska punjenja drugih vrsta kobasica (Joksimovi¢, 1978).

Posle punjenja, klipsiranja ili vezivanja, kobasice se kafe na Stapove, koji su rasporedeni na
odgovarajuce ramove i ostavljaju odredeno vreme zbog cedenja. Nakon cedenja, slede¢a operacija je
operacija dimljenja i toplotne obrade. Kobasice koje se pune u propustljive omotace, dime se do
zlatno-mrke boje. Ova vrsta dimljenja podrazumeva toplo dimljenje, gde je temperatura tokom
dimljenja 75-80 °C. Sto se ti¢e relativne vlaznosti vazduha u komori, potrebno je da se postigne
vrednost od 65-75%. Dimljenje je vrlo bitno zato sto omogucuje karakteristi¢éna senzorska svojstva

za kobasicu, a u kombinaciji za toplotnim tretmanom pojacava i konzervisu¢i efekat (Vukovic, 2012).

Nakon dimljenja, potrebno je izvrsiti toplotnu obradu kobasica rezimom pasterizacije, koja se odvija
u vlaznoj sredini i na temperaturi 70-80 °C, a u zavisnosti od pre¢nika same kobasice. Barenjem se
postize koagulacija proteina, koja direktno uti¢e na transformaciju meke mesne emulzije u Cvrsti
kobasicarski proizvod. Takode, pasterizacijom se uniStavaju vegetativne forme mikroorganizama,
medutim, ovaj temperaturni rezim nije dovoljan da unisti sve mikroorganizme (pre svega sporogene
mikroorganizme), te se barene kobasice cuvaju na temperaturi do 4 °C 1 imaju ogranic¢en rok upotrebe

(Vukovi¢, 2012).

Sto se ti¢e mikroflore fino usitnjenih barenih kobasica, nadev kobasica je kontaminiran raznovrsnim
mikroorganizmima, a njihov broj neretko dostize i 107 cfu/g (colony forming unit — broj ¢éelija koje
formiraju koloniju/g). Nakon toplotne obrade, taj broj opada obi¢no do vrednosti 10* cfu/g, a nekad i
na manje od 10° cfu/g, $to najéesée zavisi od inicijalne kontaminacije sirovine kori§éene prilikom

izrade nadeva (Vukovi¢, 2012).

Nakon toplotnog tretmana sledi tusiranje hladnom vodom, a posle cedenja hladenje i skladistenje u
rashladnoj komori. Prilikom brzog hladenja fino usitnjenih barenih kobasica dolazi do
onemogucavanja klijanja spora bakterija iz familije Bacillaceae, koje prezive toplotnu obradu.
Takode, potrebno je napomenuti da kobasice treba skladistiti u suvim prostorijama, kako bi se
onemogucilo razvijanje plesni na povrsini. Duza odrzivost kobasica ostvaruje se pakovanjem u
vakuumu ili u modifikovanoj atmosferi (Vukovi¢, 2012). Nakon zavrSenog tehnoloskog postupka
proizvodnje, kod nekih kobasica mogu da budu prisutne i Microccocaceae, zatim Brochotrix

thermosphacta, Streptococcus faecalis, kao i predstavnici rodova Bacillus i Lactobacillus. Kvar fino
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usitnjenih barenih kobasica javlja se kao: sluzavost, kiseljenje, plesnivost i1 sluzavost povrSine

(Vukovié, 2012).

Pored mikrobioloskih promena koje izazivaju kvar proizvoda, tu su i oksidativne promene. Uzeglost
proizvoda od mesa ogleda se u znac¢ajnom gubitku nutritivnih (gubitak vitamina i esencijalnih amino-
kiselina) i senzorskih karakteristika (boja, tekstura i ukus), a takode i smanjenjem roka trajanja
(Aguirrezébal i sar., 2000). Autooksidacija lipida uzrokuje pojavu potencijalno toksi¢nih jedinjenja
kao Sto su slobodni radikali, hidroksiperoksidi, malondialdehidi, koji mogu da prouzrokuju niz
negativnih bioloskih efekata u Zivoj ¢eliji, kao §to su inhibicija biosinteze holesterola, citotoksi¢nost,
mutagene i kancerogene efekte (Lee i Kunz, 2005). Zbog ovih negativnih efekata, pojacan je interes
u kontroli oksidacije lipida u mesnim preradevinama, upotrebom sintetickih, kao i antioksidanasa koji
vode poreklo iz prirodnih izvora (Deda i sar., 2007; Ozvural i Vural, 2011). Medutim, sinteticki
antioksidansi su potencijalno opasni jer postoje objavljeni nau¢ni podaci koji govore o tome da su
toksi¢ni i da izazivaju promene koje negativno utiu na zdravlje potrosaca, te im je upotreba u
prehrambenoj industriji limitirana (Botterweck i sar., 2000). Pored toga, sinteticki antioksiansi su
skupi, a mogu izazvati i nezeljene promene na finalnim proizvodima tokom upotrebe, koje se ogledaju
u promeni boje i losijim senzorskim karakteristikama (Pokorny, 1991). Stoga, javlja se i potreba za
prepoznavanjem adekvatnih antioksidanasa iz alternativnih, prirodnih i bezbednih izvora, a potraga
za prirodnim antioksidansima, prvenstveno biljnog porekla, znacajno je porasla poslednjih godina

(Skerget i sar., 2005).

2.4. Gljive kao prirodni izvori potencijalnih antioksidativnih i antimikrobnih komponenti

Prema Chang i Miles (1992) ,.gljive su makrogljive sa karakteristi¢cnim plodonosnim telom, koje
moze biti 1 epigei¢no (raste iznad zemlje) ili hipogei¢no (rastu ispod zemlje; kao npr. tartufi) i
dovoljno veliko da se moze videti golim okom*. Gljive koje se upotrebljavaju za ishranu ljudi cenjene
su po njihovom izvrsnom ukusu, ekonomskoj i ekoloskoj vrednosti, kao i izuzetnim lekovitim
osobinama poznatim hiljadama godina (Bishop i sar., 2015). Generalno gledano, gljive se sastoje od
90% vode i 10% suve materije (Sanchez, 2010). Takode, one imaju hemijski sastav koji je veoma
privlacan sa nutritivnog stanovista (Dundar i sar., 2008). Gljive sadrze mno$tvo vitamina (tiamin,
riboflavin, askorbinska kiselina, niacin i ergosterol) kao i obilje esencijalnih amino-kiselina, a nizak
sadrzaj masti ¢ini ih veoma pogodnom hranom sa smanjenim sadrzajem kalorija (Kozarski i sar.,
2015). Takode sadrze i proteine, masti, mineralne materije i glikozide (Sanchez, 2017), isparljiva
jedinjenja, tokoferole, fenolna jedinjenja, flavonoide, karotenoide, organske kiseline, folate itd. (Patel
I Goyal, 2012). Pored toga, imaju nizak glikemijski indeks, kao i visok sadrzaj manitola, $to ih ¢ini
pogodnom hranom za dijabetiCare (Kozarski i sar., 2015). Pored antioksidativnih karakteristika,

gljive privlace veliku paznju i zbog drugih bioloskih aktivnosti, kao §to su antitumorna,
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antiokoaguliSuca, antidijabetska, imunostimulisuca i imunoloska svojstva, $to ih ¢ini pogodnim za

upotrebu i u medicinske svrhe (Kozarski i sar., 2015).

Antioksidativna svojstva uglavnom poti¢u od fenolnih jedinjenja u gljivama (Ferreira i sar., 2009).
Polifenoli su najzastupljeniji antioksidansi u ishrani (Scalbert i sar., 2005). Istrazivanje o efektu
konzumiranja polifenola na zdravlje ljudi znacajno je razvijeno u poslednjih 25 godina. Jedna od
najvecih poteskoca u razumevanju tanog mehanizma uticaja polifenola na zdravlje jeste veliki broj
fenolnih jedinjenja pronadenih u hrani (Scalbert i sar., 2005; Vujovic i sar., 2016), a svi oni pokazuju

razliCite bioloske aktivnosti (Kuntz i sar., 1999).

Ova jedinjenja mogu se klasifikovati u razli¢ite grupe, kao funkcija broja fenolnih prstenova i
strukturnih grupa koje vezuju ove prstenove. Uzimajué¢i u obzir ove karakteristike, polifenoli
obuhvataju fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane. U zavisnosti od rasprostranosti, veéina

polifenola prisutna je u hrani u obliku estara, glikozida ili polimera (Manach i sar., 2004).

Glavne fenolne komponente pronadene u gljivama jesu fenolne kiseline (Ferreira i sar., 2009).
Fenolne kiseline mogu biti podeljene u dve glavne grupe: hidroksibenzoeve kiseline i
hidroksicinamic¢ne kiseline, koje su izvedene od nefenolskih molekula benzoeve i cinamic¢ne kiseline,
redom (Ferreira i sar., 2009; Manach i sar., 2004). Prirodna jedinjenja polifenola doprinose njihovom
antioksidativnom efektu hvatajué¢i slobodne radikale i/ili pospeSuju endogeni antioksidativni
kapacitet (Kozarski i sar., 2015).

Pored antioksidativnog efekta, gljive kao dodaci mogu i da produze rok trajanja proizvodima od mesa
(Munekata 1 sar., 2020). Kao jedno od bioloskih svojstava interesantno je 1 antimikrobno delovanje
gljiva. S obzirom na stanista na kojima zive, gljivama su potrebne razlicite vrste antibiotika kako bi
se odrzale i razmnozavale (Vetter, 2019). Naime, u poslednje vreme javlja se sve veéi problem sa
otpornoS¢u mikroorganizama na antibiotike pa se zbog toga sve viSe ispituju antimikrobne supstance
iz razli€itih vrsta biljaka 1 gljiva, koje bi imale potencijalnu sposobnost mobilizacije humoralnog
imunog sistema (Kozarski, 2012). Ova antimikrobna jedinjenja pripadaju razli¢itim jedinjenjima:
terpenima, steroidima, saponinima, kumarinima, alkaloidima (Anil i sar., 2000). lako je do sada
opisano preko 140000 vrsta gljiva, medu njima je samo oko 2000 vrsta jestivih, odnosno 158 vrsta sa
dokazanim antimikrobnim karakteristikama (Shen 1 sar., 2017). Ekstrakti gljiva dobijeni od
plodonosnog tela i od micelijuma najc¢e$¢e su koriS¢eni za testiranje antimikrobnih karakteristika
(Shen i sar., 2017). Antibakterijski produkti gljiva mogu biti njihovi intracelijski i/ili ekstracelijski
metaboliti. Najznacajniji antibiotici dobijeni iz gljiva su: penicilin, streptomicin, hloramfenikol i
vankomicin (Griffin, 1996). Dokazano je da metabolit gljive Mycetinis scorodonius, skorodonin, u

vec¢im koncentracijama inhibira rast Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Anke i sar., 1980).
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Iz gljive Marasmus conigenus izolovana je marasminska kiselina koja ima antibakterijska,
antifungalna, citotoksicna i fitotoksi¢na svojstva. Medu prvim antibioticima izolovanim iz gljive
Pycnoporus sanguines bio je cinabarin, a njegova antibakterijska aktivnost testirana je na 11
bakterijskih vrsta izolovanih iz prehrambenih proizvoda. Najosetljivije bakterije na ovaj antibiotik
bile su Bacillus cereus i Leuconostoc plantarum, dok je najrezistentnija bakterija bila Klebsiella
pneumoniae (Smania i sar., 1998). Za gljivu Armillariella mellea dokazano je da poseduje
antibakterijsko dejstvo in vitro na patogene bakterije Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Bacillus subtillis, a armilarinska kiselina, koja je izolovana iz ove vrste gljiva, inhibira Gram-

pozitivne bakterije i kvasce (Obuchi i sar., 1990).

Upotreba gljiva sa dokazanim prirodnim antimikrobnim svojstvima u svrhu dobijanja bezbednih
prehrambenih proizvoda porasla je znacajno u poslednjoj deceniji (Alves i sar., 2012; Gao i sar.,
2005; Zjawiony, 2004). Gljive, odnosno njihovi ekstrakti sa antimikrobnim jedinjenjima mogu biti
direktno dodavani hrani kao konzervansi, u cilju produzetka roka trajanja finalnog proizvoda
inhibiSu¢im efektom koje imaju na bakterije uzro¢nike kvara hrane. Ovaj efekat antimikrobnih
jedinjenja gljiva dokazan je u vise istrazivanja. U jugoisto¢noj Kini, gljiva Dictyophora spp.
tradicionalno se koristi prilikom kuvanja u domacinstvu, kao prirodni konzervans u cilju prevencije
mikrobioloskog kvara i da bi hrana zadrzala svezinu i odli¢an ukus (Han i sar., 2008; Tan i sar., 2002).
Kvalitet tofu sira i mesa moze biti odrzan nekoliko dana dodavanjem ekstrakta Dictyophora spp. ili
njenog plodonosnog tela, dok je hrana koja nije sadrzala ovu gljivu bila pokvarena znatno ranije (Han

i sar., 2008).

Dosadasnja ispitivanja pokazala su da su gljive izuzetno bogat izvor mnogih prirodnih antimikrobnih
supstanci sa moguc¢no$c¢u inhibiranja patogenih mikroorganizama, odnosno mikroorganizama koji

izazivaju kvar prehrambenih proizvoda.

2.5. Odabrane vrste gljiva

U USAID-ovom godi$njem izvestaju za Srbiju iz 2008. godine prikazano je da se najvise sakupljaju
iz prirode vrganji, lisicarke, crne trube, smrcci i tartufi. Takode, analize godiSnjih izveStaja Zavoda
za za§titu prirode u periodu 1993-2016. godine pokazuju da su najugrozenije sakupljanjem sledece
vrste gljiva: vrganj, lisi¢arka, crna truba, supaca i rujnica (Mandié¢, 2018). Zbog relativno dobre
rasprostranjenosti po Sumama nase zemlje, privla¢nog ukusa i dokazanih bioloskih potencijala, ove
tri vrste gljiva su odabrane kao dodatak frankfurterima: vrganj (Boletus edulis), lisi¢arka

(Cantharellus cibarius) i crna truba (Craterellus cornucopioides).



2.5.1. Opste karakteristike gljive Boletus edulis

Od svih gljiva prikupljenih u prirodi, jestive gljive iz roda Boletus predstavljaju najkori$éeniju gljivu
u Evropi (Szweykowska i Szweykowski, 2003) (slika 1.). Na teritoriji nase zemlje, najvise se koristi
gljiva komercijalnog naziva vrganj (Boletus edulis) (Vidovi¢, 2011). Raste u listopadnim, a i u
jelovim i smrekovim $umama. Plodonosno telo ove gljive sastoji se od esira i drike. Sesir, koji moze
da dostigne veli¢inu od 25 cm u precniku, je svetle pa do tamnobronzane boje (Szweykowska i
Szweykowski, 2003). Drska je Siroka i ¢vrsta, i dostize visinu od 5 do 15 cm (Vidovi¢, 2011). Medu
svim poznatim vrstama koje pripadaju rodu Boletus, vrsta Boletus edulis se nesumnjivo smatra
gljivom sa najfinijim ukusom (Jaworska i Bernas, 2009). U dosada$njim istrazivanjima, gljiva B.
edulis pokazala je dobar antioksidativni (Barros i sar., 2011b; Heleno i sar., 2015; Kosanic¢ i sar.,
2012; Tsai i sar., 2007a; Vamanu i Nita, 2013; Vidovié, 2011) i antimikrobni efekat (Barros i sar.,
2008a; Kosani¢ i sar., 2012).

Izvor: http://www.forestfloornarrative.com

Slika 1. Boletus edulis

2.5.2. Opste karakteristike gljive Cantharellus cibarius

Lisicarka (Cantharellus cibarius) je jedna od najpozeljnijih gljiva za konzumaciju Sirom sveta
(Kozarski i sar., 2015). Predstavlja svetski poznatu vrstu gljive, ne samo zbog izvrsnog ukusa, vec i
zbog rasprostranjenosti; raste od Skandinavije pa sve do Mediterana u Evropi, Severnoj Americi i
Aziji (Falandysz i sar., 2012). Javlja se na razli¢itim nadmorskim visinama i sa razli¢itim vrstama
drveca, kako u nizijama (najceS¢e u prisustvu bukovog drveca), tako i u planinskim predelima
(najcesce obraslim smrekom i jelom), gde se moze naéi i na 1600 metara nadmorske visine (Kozarski

i sar., 2015). KarakteriSe je zlatno-zuta boja i ¢vrsta tekstura, postojana i nakon kulinarske obrade
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(Falandysz i sar., 2012). Uprkos $irokoj rasprostranjenosti, uzgajanje ove gljive u komercijalnim
uslovima, i1 pored brojnih pokusaja nije uspelo, a ponajvise zbog prisustva bakterija i drugih stranih
mikroorganizama u tkivima sporokarpa (Pilz i sar., 2003). Analize zasnovane na 100 g sveze gljive
pokazale su izrazito nisku koli¢inu lipida (0,53 g) i nisku energetsku vrednost (160 kJ). Pored toga,
ova gljiva bogata je 1 mnoStvom vitamina (tiamin, niacin, pantotenska kiselina, riboflavin,
askorbinska kiselina), a takode predstavlja jedan od najbogatijih izvora vitamina D, sa
ergokalciferolom (vitamin D2) (Kozarski i sar., 2015). Naucnici su takode dokazali postojanje
insekticida kod ove vrste gljiva, koji su potpuno bezbedni za ljude, a Stite samu gljivu od insekata 1
drugih Stetnih organizama (Cieniecka-Rostonkiewicz i sar., 2007). Pored toga, lisiCarka
(Cantharellus cibarius) je izvor fitohemikalija i antioksidanasa sa potencijalnim lekovitim svojstvima
(Barros i sar., 2008c; Kosanic i sar., 2012; Kozarski i sar., 2015; Palacios i sar., 2011; Valentdo i sar.,
2005).

lzvor: http://www.nlnature.com/

Slika 2. Cantharellus cibarius

2.5.3. Opste karakteristike gljive Craterellus cornucopioides

Na treCem mestu po godisnjem skupljanju gljiva u Srbiji nalazi se gljiva komercijalnog naziva crna
truba (Craterellus cornucopioides). Visoko hranljiva vrsta gljive, pripada porodici Cantharellaceae,
a rasprostranjena je u Evropi, Severnoj Americi, Centralnoj Americi, Juznoj Americi, Aziji i u
Australiji (Fuhrer, 2005; Pilz i sar., 2003). Raste na predelima bogatim bukovim i hrastovim drvetom
(Roody, 2015). Plodonosno telo je oblika trube i nije podeljeno posebno na sesir i dr§ku, ve¢ ova dva
fragmenta ¢ine jednu celinu. Crno-smede je do crno-sive boje, siroka 2 do 9 cm i visoka 2 do 10 cm.

Prethodne studije koje su se bazirale samo na fitonutrijente, pokazale su visok sadrzaj ergosterola,
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seskviterpenoida, ukupnih fenola i flavonoida (Palacios i sar., 2011; Villares i sar., 2014; Watanabe
I sar., 2012). Pored toga, potvrdeno je i antioksidativno (Palacios i sar., 2011; Yang i sar., 2018) i
antimikrobno (Dimitrijevic i sar., 2015; Kosani¢ i sar., 2012) dejstvo ekstrakata crne trube.

lzvor: https://www.naturephoto-cz.com/

Slika 3. Craterellus cornucopioides

2.6. Mehanizam antioksidativnog delovanja

Pri ispitivanju antioksidativnih karakteristika, najveé¢i problem predstavlja nedostatak validne metode
koja objektivno meri antioksidativni kapacitet hrane i bioloskih sistema. U svom preglednom radu,
Frankel i Meyer (2000) ustanovili su da je nedovoljno koristiti jednodimenzionalne metode kako bi
se evaluirale antioksidativne karakteristike slozenih sistema kao $to je hrana. Re i sar. (1999) razvili
su,, TAEC* metodu (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity) koja je Siroko primenjena metoda
u ispitivanju antioksidativnog kapaciteta hrane. U preglednom radu Sanchez-Moreno (2002)
izveStava o DPPH metodi kao jednostavnoj i preciznoj za merenja antioksidativnog kapaciteta
ekstrakata voca i1 povréa. Takode, izuzetno je teSko porediti rezultate razlicitih antioksidativnih

metoda, kao $to su to ve¢ zakljucili Frankel i Meyer (2000).

Sama re¢ ,,antioksidans® postala je izuzetno popularna u drustvu posredstvom medija, a kroz
izveStavanje o njithovim zdravstvenim benefitima. Definicija antioksidansa bila bi sledeca:
,.,supstanca“ koja se protivi oksidaciji ili inhibira reakcije podstaknute kiseonikom ili peroksidima, a
mnoge od ovih supstanci (kao npr. tokoferoli) koriste se kao konzervansi u raznim proizvodima poput
masti, ulja, prehrambenih proizvoda, kao i drugih proizvoda za usporavanje oksidacije i usporavanje

procesa starenja“. Jos jedna, mozda vise ,,bioloSka“ definicija antioksidanasa je sledeca: ,,sinteticke
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ili prirodne supstance dodate proizvodima u cilju prevencije ili odlaganja njihovog kvara,

uzrokovanim kiseonikom iz vazduha“ (Huang i sar., 2005).

Autooksidacija je uzrokovana primarno lan¢anom radikalskom reakcijom izmedu kiseonika i
supstrata. Efektivni antioksidansi predstavljaju hvatace slobodnih radikala koji prekidaju lancanu
reakciju. U industriji hrane, antioksidansi imaju $iri opseg, jedan deo se odnosi na to da ukljucuju
komponente koje preveniraju pojavu uzeglosti lipida u hrani, kao i dijetetski antioksidansi —
»supstance u hrani koje znacajno smanjuju Stetan efekat reaktivnih molekula, kao Sto su reaktivni
kiseonik i azot, na normalne fizioloske funkcije kod ljudi (Huang i sar., 2005). Antioksidansi koji se
koriste u prenhrambenoj industriji mogu biti primarne ili sekundarne prirode. Primarni antioksidansi
su antioksidansi koji vrSe neutralizaciju slobodnih radikala bilo doniranjem atoma vodonika (engl.
HAT — ,hidrogen atom transfer®) ili putem mehanizma prenosa elektrona (engl. ET — ,.electron
transfere). Sekundarni antioksidansi su antioksidansi koji vrSe neutralizaciju katalizatora
prooksidacije. Oni uklju¢uju helatore jona prooksidanasa metala (npr. gvozda i bakra), prikazani
primerima etilendiamintetrasir¢etne Kiseline i limunske kiseline, ili vr$e deaktivaciju reaktivnih vrsta
kao $to je to slucaj sa singletom kiseonika (beta-karoten) (Huang i sar., 2005). Sinteticki antioksidansi
kao $to su butilhidrokisanizol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT), propil-galat (PG) i terc-
butilhidrohinon (TBHQ) koriste se kao primarni antioksidansi u cilju hvatanja slobodnih radikala i
kontroli oksidacije, kao i sprecavanja razvoja negativnog mirisa i ukusa (Huang i sar., 2005).
Medutim, mnogo su ucestaliji interesi usmereni ka istraZivanju prirodnih antioksidanasa zbog
toksi¢nih efekata pojedinih sintetickih antioksidanasa u visokim koncentracijama (Huang i sar.,

2005).

Oksidacija lipida je glavni uzrok kvara hrane i uzrok inicijacije i propagacije zdravstvenih problema
uzrokovanih oksidativnim stresom. Razvoj neprijatnog mirisa u hrani i gubitak esencijalnih masnih
kiselina, vitamina rastvorljivih u mastima 1 drugih bioaktivnih molekula su medu Stetnim efektima
koji nastaju prilikom oksidacije masti u hrani (Shahidi i Zhong, 2005). Uopsteno gledajuci, oksidacija
lipida produkuje hidroperokside i konjugovane diene (ili triene) kao proizvode primarne oksidacije,
koji su nestabilni i dalje se raspadaju na mnoStvo proizvoda sekundarne oksidacije, ukljucujuci
alkohole, aldehide, ketone, hidrokarbone, isparljive organske kiseline itd. Dok su proizvodi primarne
oksidacije bez mirisa i ukusa, produkti sekundarne oksidacije ¢esto daju produkte neprijatnog mirisa
I ukusa, 1 stoga uticu na prihvatljivost hrane. Ovi proizvodi sekundarne oksidacije imaju vrlo nizak

prag detekcije (Huang i sar., 2005).

Razli¢ite metode dostupne su za direktno merenje atoma vodonika ili transfera elektrona od
potencijalnog antioksidansa do slobodnog radikala. U zavisnosti od hemijske reakcije, ove metode

dele se na dve kategorije: transfer atoma vodonika (HAT) i mehanizam prenosa elektrona (ET).
13



Antioksidansi mogu da hvataju slobodne radikale ili druge reaktivne vrste molekula (npr. vodonik-
peroksid i lipidne perokside) pomo¢u ,,HAT* i ,,ET* mehanizama, dovodeci do istih rezultata, bez

obzira na mehanizam koji je ukljucen, iako kinetika i potencijal za nuspojave u reakcijama variraju

(Prior i sar., 2005).
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3. CILj ISTRAZIVANjA

Fino usitnjene barene kobasice u tipu frankfurtera podlezu razli¢itim promenama tokom ¢uvanja,
odnosno skladiStenja. Najizrazenije su oksidativne promene na lipidima, koje dovode do uzeglosti 1
neprijatnog mirisa i ukusa, a pored oksidacije i promene parametara kvaliteta frankfurtera, koje se
ogledaju u promeni boje, teksturalnih vrednosti, promeni pH vrednosti, te mikrobioloskog kvaliteta i

senzorskih karakteristika finalnog proizvoda.

Oksidacija lipida odavno je prepoznata kao jedan od glavnih problema koji uzrokuje negativan uticaj
na kvalitet i rok trajanja proizvoda od mesa — dovodi do pojave uzeglosti, diskoloracije i kvarenja
mesa i proizvoda od mesa (Pil-Nam i sar., 2015). Stoga, sve je veéa potreba za prevencijom
oksidativnih procesa u mesu i proizvodima od mesa, kako primenom komercijalnih, tako i prirodnih
antioksidanasa. Takode, postoje i odredene sumnje da sinteti¢ki antioksidansi imaju negativan uticaj
na zdravlje potroSaca, pa su sve glasniji zahtevi da bi njihova upotreba u prehrambenoj industriji
trebala da bude ograni¢ena. Stoga, javlja se novi trend upotrebe antioksidanasa iz prirodnih izvora
koji privla¢i paznju kako potrosaca, tako i proizvodaca mesa i mesnih preradevina. S obzirom da
gljive sadrze znacajnu koli¢inu polifenola, jedinjenja koja su poznata kao antioksidansi, njihova
primena bi u buduénosti mogla da uti¢e na smanjenje kori§éenja sinteti¢kih antioksidanasa u industriji
mesa. Takode, postoje 1 brojni dokazi da gljive imaju i antimikrobna svojstva, a mogu i da se dodaju

u proizvode u cilju poboljsanja ukupnog kvaliteta.

Osnovni cilj ovog istrazivanja jeste ispitivanje antioksidativnog i antimikrobnog potencijala dekokta
vrganja (Boletus edulis), lisicarke (Cantharellus cibarius) i crne trube (Craterellus cornucopioides),

koje je obavljeno slede¢im metodama:

- DPPH testom,

- ABTS testom,

- Sposobnos$c¢u redukcije jona gvozda (FRAP),

- Sposobnosé¢u redukcije jona bakra (CUPRAC),
- Konjugen dienskom,

- Metodom izbeljivanja B-karotena i

- Mikrodilucionim metodom (antimikrobni potencijal),

te njthovog dejstva na ukupan kvalitetet barenih kobasica u tipu frankfurtera tokom skladistenja,

pracenjem:

- sadrzaja ukupnih fenola tokom skladiStenja,
- stepena oksidacije kobasica tokom skladiStenja (ABTS 1 TBARS test),

- osnovnog hemijskog sastava,
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promene boje tokom skladistenja,

promene pH vrednosti tokom skladiStenja,
teksturalnih svojstava tokom skladistenja,
mikrobioloSkog kvaliteta tokom skladistenja;

ocene senzorske prihvatljivosti kobasica tokom skladistenja.
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4. MATERIJAL | METOD

4.1. Hemikalije

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), ,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS), kalijum-persulfat, Cu(ll)-sulfat, kalijum-
fericijanid, trihlorsir¢etna kiselina, dimetil-sulfoksid (DMSQ), neokuproin, amonijum-acetat,
natrijum-acetat, natrijum-hidrogenkarbonat, kalijum-peroksimonosulfat, trifenil-tetrazolium-hlorid,
B-karoten (> 97.0%), askorbinska kiselina, Tween 20, Tween 80 kupljeni su od Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, SAD). Metanol i hloroform nabavljeni su od LGC Promochem,
Nemacka. Etanol je kupljen od Reahem (Novi Sad, Srbija). Mononatrijum-fosfat i dinatrijum-
hidrogenfosfat dobijeni su od Merck (Darmstadt, Nemacka). Linoleinska kiselina kupljena je od
Tokyo chemical industry Co., LTD. (Tokyo, Japan).

Standardi poput askorbinske kiseline, etilendiamintetrasiréetne kiseline (EDTA), galne kiseline,
butilhidroksitoluen (BHT), a-tokoferola i Troloksa kupljeni su od Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, SAD) i Merck Co. (Darmstadt, Nemacka).

4.2. Priprema uzoraka dekokta gljiva

Milli-Q voda, dobijena od Milli-Q sistema za precis¢avanje vode Merck (Darmstadt, Nemacka)
koriS¢ena je za pripremu uzorka. U cilju dobijanja dekokta (vrelog vodenog ekstrakta gljive),
kombinacija suvog praha gljive i MQ vode (1:10) zagrevana je na temperaturi od 80 °C, u trajanju od

jednog ¢asa. Dobijeni dekokt podvrgnut je daljim analizama in vitro.

4.3. Proizvodnja frankfurtera

Prah vrganja (Boletus edulis), lisi¢arke (Cantherllus cibarius) i crne trube (Craterellus
cornucopioides) kupljen je od B.M.B. (Arilje, Srbija). Dekokti gljiva pripremljeni su na slede¢i nacin:
60 g praha dodato je u 2 litra destilovane vode, prethodno zagrejane na 80 °C. Smesa je podvrgnuta
refluksu u trajanju od jednog ¢asa, 80 °C. Dekokti dobijeni na ovakav na¢in nasuti su u plasti¢ne
lodne, ohladeni i zamrznuti, u cilju dobijanja leda (dekokt 1). Ovaj postupak uraden je u triplikatu
(T1). Ista procedura koris¢ena je i za naredne tri serije (T2), samo $to je ovaj put 120 g praha gljive
koris¢eno u svakoj pojedinacnoj seriji, 1 isti postupak ponovljen je za sve tri vrste gljiva, vrganj
(Boletus edulis), lisi¢arku (Cantherllus cibarius) i crnu trubu (Craterellus cornucopioides) (dekokt
2). Kontrolna formulacija (C) napravljena je sa ledom koji je dobijen prethodnim zamrzavanjem

destilovane vode. Svi tretmani napravljeni su kako bi se dobile Sarze od 8 kg (Tabela 1).
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Tabela 1. Receptura rezli¢itih vrsta frankfurtera (izrazena u % razli¢itih sastojaka u recepturi). TI1:
koncentracija od 0,75% Boletus edulis, Cantharellus cibarius ili Craterellus cornucopioides gljiva u
proizvodnoj Sarzi. T2: koncentracija od 1,5% Boletus edulis, Cantharellus cibarius ili Craterellus
cornucopioides gljiva u proizvodnoj $arzi. C: kontrolna $arza, samo sa ledom umesto dekokta gljiva.

Sastojci T1! T2t Kontrola (C)!
Meso 48% 48% 48%

CMT 25% 25% 25%

Led - - 25%

Dekokt 1 25% - -

Dekokt 2 - 25% -

Nitritna so 1,7% 1,7% 1,7%
Polifosfat 0,3% 0,3% 0,3%

Kako bi ustanovili da li dekokti gljiva ispoljavaju antioksidativni i antimikrobni efekat u
frankfurterima, uobicajeni za¢ini kao §to su crni luk, beli luk i dr. nisu dodavani, iz istog razloga
kobasice nisu ni dimljene, jer ovi dodaci i dim mogu takode ispoljiti antioksidativne i antimikrobne
aktivnosti, koje mogu uticati i maskirati stvarni efekat dodatih dekokta u proizvod. Sveze meso od
buta i &vrsto masno tkivo (CMT) svinja kupljeni su od lokalne klanice. Vezivno tkivo i vidljiva
masnoca skinuta je sa miic¢a buta. O¢is¢eno meso i ledna slanina samleveni su na masini za mlevenje
mesa kroz $ajbnu promera 8 mm, koriste¢i vuk (Laska 82H, Austrija). Meso je zatim prebac¢eno do
kutera (Muller EMS, Nemacka), nakon ¢ega su dodati nitritna so i polifosfati. Zatim je meso
usitnjavano oko tri minuta pri manjim brzinama, kako bi se ekstrahovali miofibrilarni proteini, dok
temperatura nije dostigla 6 °C, nakon ¢ega su i ostali sastojci dodati. Temperatura smese nije prelazila
12 °C, da ne bi doslo do denaturacije proteina (Costa-Lima i sar., 2014). Nakon emulzifikacije,
emulzija je napunjena u poliamidne omotace (Edicas, Girona, Spain; precnika 22 mm) koristeci
punilicu. Frankfurteri su bareni na temperaturi od 80 °C u atmosu (EL-C-Q 1900, Kerres
Anlagenststeme GmbH, Backnang, Nemacka) do postizanja 72 °C u centru proizvoda. Barene
kobasice ohladene su pomocu koriS¢enja Stednih tuSeva. Nakon toga, uzorci su pakovani u
polietilenske vrece (3 frankfurtera u jednoj vreci, po jedan frankfurter iz svake proizvodne Sarze) (dan
1). Zatim su vrece sa kobasicama vakuumirane pomocu stone komorne vakuum masine (MVS 35x,
Minipack-Torre SpA, Italija) i na kraju oznacene razli¢itim datumima, po vremenu vrSenja analiza

(dan 1 — dan 60), na deset dana razmaka izmedu analiza.

4.4. Antioksidativni efekat dekokta gljiva

4.4.1. DPPH metod

Kori$¢ena je metoda koju je opisala Vunduk i sar. (2015). U prvoj seriji svakom prahu gljiva (0,05-

10 mg/ml) u MQ vodi dodat je 1 ml sveze pripremljenog rastvora 0,2 mM DPPH u DMSO. U drugoj
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seriji, svakom uzorku dodavan je 1 ml rastvora DMSO. Ovako pripremljen rastvor iz prve serije
energi¢no je meSan u trajanju od jednog minuta, a zatim ostavljen u mraku 40 minuta na 20 °C.
Apsorbanca ovako dobijenog rastvora iz druge serije ocitana je odmah na UV/VIS spektrofotometru
(Shimadzu UV-1800, Japan), na 517 nm. Apsorbanca iz prve serije izmerena je nakon inkubacije.

Kao kontrolni uzorak koris¢en je rastvor koji je sadrzao sve komponente, osim ekstrakta.

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala ra¢unata je po navedenoj jednacini:

% hvatanja slobodnih DPPH radikala = [1 - (Ai - Aj) / Ac] x 100, gde je:

Ai - apsorbanca 2 ml ekstrakta sa dodatkom 1 ml rastvora DPPH
Aj - apsorbanca 2 ml ekstrakta sa dodatkom 1 ml rastvora DMSO
Ac—apsorbanca kontrolnog rastvora - 2 ml DMSO i 1 ml DPPH

Askorbinska kiselina i BHT kori$éeni su kao pozitivne kontrole (Ekanayake i sar., 2005). Sva merenja

uradena su u triplikatu.

4.4.2. ABTS metod

ABTS test sproveden je prema Petrovic i sar. (2016), adaptiran za mikrotitarske plo¢e sa 96 bunarica.
Vodeni rastvor ABTS (5 ml, 3,8 mg/ml) pomesan je sa kalijum persulfatom (0,088 ml, 38 mg/ml),
ostavljen tokom 16 h i podesen vodom na 734 nm. Dekokti gljiva (0,02 ml) su pomesani sa ABTS
rastvorom radikala i ostavljeni u mraku 10 minuta. Apsorbanca je ocitana koriste¢i cita¢
mikrotitarskih ploc¢a (BioTek ELx808, Winooski, VT, USA) na 734 nm, u odnosu na slepu probu
(0,02 ml vode i 0,02 ml ABTS rastvora radikala). Neutralizacija ABTS radikala izraZena je u %,

koriste¢i sledecu jednacinu:

Aslepe probe — Auzorka
ABTSn (%) = Aslepe probe x 100

Etanolni rastvori ekstrakata frankfurtera testirani su na isti na¢in. Sva merenja uradena su u triplikatu.

4.4.3. Sposobnost redukcije jona gvoZda (FRAP)

Redukciona sposobnost odredena je prema metodi koju su opisali Petrovi¢ i sar. (2016). Vodeni
rastvor ekstrakta (0.5 ml, 0.625-10 mg/ml) pomesan je sa natrijum fosfatnim puferom (0.5 ml, 0.2 M,
pH 6.6) i kalijum fericijanidom (0.5 ml, 1%). Nakon 20 minuta inkubacije na 50 °C, trihlosir¢etna
kiselina (0.5 ml, 10%), MQ voda (1 ml) i feri hloridni rastvor (0.2 ml, 0.1%) su dodati, redom.
Apsorbanca je merena odmah na 700 nm u odnosu na slepu probu (rastvor koji je sadrzao sve

reagense, izuzev uzoraka). Pozitivna kontrola pripremljena je redukcijom ukupnih Fe®* jona
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ekvivalentnom molarnom koli¢inom askorbinske kiseline i redukuju¢om sposobnosé¢u ekstrakata. Sva

merenja uradena su u triplikatu.

4.4.4. Sposobnost redukcije jona bakra (CUPRAC)

Ovaj metod koristi Cu?* kompleksni reagens koji ima sposobnost oksidacije supstanci rastvorenih u
vodi i mastima, a svoju reaktivnost pokazuje u reakciji sa svim tipovima bioloskih antioksidanasa
(Ozyurek i sar., 2011). Ova metoda zasnovana je na transferu elektrona, pri fiziologkim pH
vrednostima. Cu?* redukuje se u Cu*, koji sa neokuproinom formira kompleks koji je veoma stabilan
(Apak i sar., 2004). Apsorbanca je ocitana koriste¢i ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢a (BioTek ELx808,
Winooski, VT, USA) na 450 nm, u odnosu na slepu probu (voda je dodata umesto uzorka). Sva

merenja uradena su u triplikatu.

4.4.5. Ispitivanje antioksidativnih svojstava ekstrakata konjugen dienskom metodom

Konjugen dienska metoda prema Petrovié i sar. (2016) izvedena je u cilju odredivanja antioksidativne
aktivnosti. Prah gljiva rastvoren je u MQ vodi (0.1-10 mg/ml), te im je dodato 2 ml 10 mM emulzije
linoleinske kiseline u 0.2 M natrijum-fosfatnom puferu. Stabilnost emulzije obezbedena je dodatkom
6.5 mM Tween-a 20 i rastvor je, uz mesanje, inkubiran 15 h, u mraku, na 37 °C, kako bi se ubrzala
oksidacija. Potom je 0.2 ml rastvora dodato u 6 ml apsolutnog etanola. Transparentnost rastvora
obezbedena je centrifugiranjem, a za merenje je uzet supernatant. Apsorbanca supernatanta je merena
na UV/VIS spektrofotometru (Shimadzu UV-1800, Japan) na 234 nm. Slepa proba sadrzala je sve

komponente osim ekstrakta. Antioksidativnost je izracunata koriS¢enjem sledece formule:

Antioksidativna aktivnost (%) = [(AO - A1) / AQ] x 100, gde je:

A0 — apsorbanca slepe probe
A1 — apsorbanca rastvora sa uzorkom

Askorbinska kiselina i a-tokoferol su koriS¢eni kao pozitivne kontrole. Vrednost od 100% ukazuje na
najjau antioksidativnu aktivnost, tj. inhibiciju peroksidacije linoleinske kiseline. Sva merenja

uradena su u triplikatu.

4.4.6. Odredivanje antioksidativne aktivnosti metodom izbeljivanja f-karotena

B-karoten linoleinski model sistem (Barros i sar., 2007) sa manjim izmenama, koris¢en je u cilju
ispitivanja antioksidativne aktivnosti dekokta gljiva. U cilju pripremanja radnog rastvora 3-karotena,
1 mg praha reagensa pomesan je sa 5 ml hloroforma i uparen pod vakuumom, na 40 °C. Nakon toga,
linoleinska kiselina (0.04 g), emulgator tvin 80 (0.4 g) i destilovana voda (100 ml) su dodani i

energi¢no mesani na magnetnoj mesalici. Alikvoti rastvora uzoraka (0.02 ml) dodavani su u bunarice
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mikrotitarskih ploca, prac¢eni sa dodatkom B-karoten radnog rastvora (0.25 ml). Apsorbanca je o€itana
odmah (450 nm), kao i nakon 50 minuta inkubacije na 45 °C, u odnosu na vodu. Rezultati su izrazeni

kao % inhibicije peroksidacije lipida:

oy = MAD—BAs
(%) =—7xp %

gde je: AAb razlika apsorbance slepe probe merena odmah nakon meSanja reagenasa i nakon
inkubacije od 50 minuta; AAs je razlika izmedu apsorbanci ekstrakata merena odmah nakon mesanja

reagenasa i nakon inkubacije od 50 minuta. Sva merenja uradena su u triplikatu.

4.5. Antimikrobni kapacitet dekokta gljiva

U cilju odredivanja antimikrobnog potencijala gljiva in vitro, upotrebljene su tri Gram-negativne
bakterije - Salmonella typhimurium 14028, Escherichia coli (0157:H7) 35150 i Yersinia
enterocolitica 27729, tri Gram pozitivna soja bakterija - Staphylococcus aureus 25923, Bacillus
cereus 11778 i Listeria monocytogenes 19111, i takode dve vrste plesni - Candida albicans 10231 i
Pichia fermentans 28789. Ovi veoma poznati patogeni, koji pripadaju ATCC (,,American Type
Culture Collection®, Rockville, Maryland, SAD) izabrani su zbog mogu¢nosti prenosa putem hrane,

odnosno prehrambenih proizvoda.

Da bi odredili minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC) i minimalnu baktericidnu/fungicidnu
(MBC/MFC) koncentraciju, brot mikrodilucioni metod upotrebljen je kao u metodi koju su opisali
Klaus i sar. (2015). Za sva ispitivanja ovom metodom, koris¢ene su koncentracije dekokta gljiva u

rasponu od 0,0097 — 20,0 mg/ml. Sva merenja uradena su u triplikatu.

4.6. Metoda odredivanja ukupnih fenola

Princip metode zasniva se na ekstrakciji homogenizovanih uzoraka kobasica (5 g) sa etanolom (25
ml, 96%). Ekstrakcija uzoraka izvrSena je u ultraturaksu na 15000 obrtaja tokom dva minuta. Tako
dobijeni ekstrakt filtritan je kroz filter papir (Whatman No. 1). U epruvetu se nakon filtritanja dodavao
1 ml ekstrakta, a nakon toga Folin-Ciocalteu reagens (0,5 ml) i zasiceni rastvor natrijum-karbonata
(1 ml). Nakon 1 h formirano je plavo obojenje, koje je mereno na talasnoj duzini od 725 nm. Sadrzaj
fenola racunat je preko kalibracione krive (funkcija apsorbancije u zavisnosti od koncentracije)
standardnog rastvora galne kiseline. Rezultat je izrazen kao miligram-ekvivalenta galne kiseline po

kilogramu uzorka — mg GAE/kg (Naveena i sar., 2013). Sva merenja uradena su u triplikatu.
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4.7. Metode za odredivanje antioksidativnih karakteristika frankfurtera

4.7.1. Antioksidativna svojstva frankfurtera merena ABTS metodom

Dvadeset grama svezih frankfurtera homogenizovano je u blenderu (Blender 8011S, Waring
Commercial, Torrington, Connecticut, SAD) sa etanolom (200 ml) u trajanju od 1 min i ostavljeno
na mesanju (Lab Companion SI-600R Benchtop Shaker, Minnesota, SAD), 120 obrtaja po minutu, u
trajanju od 24 h, na sobnoj temperaturi. Nakon filtracije (filter papir Whatman No.1) te¢ni delovi su
sakupljeni. Postupak je ponovljen jos jedanput na isti nacin i sakupljeni filtrati su upareni pod niskim
pritiskom (37 °C) (Rotavapor R-100, Buchi Labortechnik AG, Flawil, Svajcarska), a zatim
podvrgnuti ABTS testu, koji je prethodno opisan (u ovom sluc¢aju ABTS je pripremljen u etanolu, a

slepa proba je sadrzala etanol i ABTS rastvor radikala). Sva merenja uradena su u triplikatu.

4.7.2. Sadriaj malondialdehida (TBARS test)

Ova metoda sprovedena je prema metodi koju su opisali Botsoglou i sar. (1994), uz manje
modifikacije. Ukupna zapremina trihlorsiréetne kiseline dodata je uzorcima i izvrSena je ekstrakcija
u ultrazvuénom vodenom kupatilu XUB 12 (Grant Instruments, Cambridge, Velika Britanija).
Spektrofotometar Jenway 6300 (Jenway, Felsted, Velika Britanija) koris¢en je za merenje
apsorbance. TBARS vrednosti izrazene su kao miligrami malondialdehida na kilogram uzorka (mg

MDA/Kg). Sva merenja uradena su u triplikatu.

4.8. Odredivanje osnovnog hemijskog sastava frankfurtera

Osnovni hemijski sastav uraden je prema metodama preporucenim od medunarodne organizacije za
standardizaciju (ISO), i to sadrzaj vlage (1SO, 1442, 1998), sadrzaj proteina (azot x 6.25; ISO 937,
1978) i sadrzaj ukupnih masti (ISO 1443, 1992). Sva merenja uradena su u triplikatu.

4.9. Instrumentalno merenje boje frankfurtera pomoéu kompjuterskog vizuelnog sistema (CV'S)

Kompjuterski vizuelni sistem (CVS) sastoji se od slede¢ih elemenata: mracne komore, digitalne
kamere, ra¢unara i monitora. U eksperimentu je kori$¢ena digitalna kamera Sony DSLR-A200 (10.2
M, CCD senzor). Kamera se nalazila na postolju, vertikalno postavljena i na udaljenosti 30 cm od
uzorka. PodeSavanje kamere je bilo sledece: brzina zatvaraca 1/6 s, manuelni reZim (M), otvor Av
F/11.0, ISO brzina 100, bez blica, zizne daljine 30 mm, objektiv: DT-S18-70 mm f 3.5-5.6. Cetiri
fluorescentne lampe (Master Graphica TLD 965) sa temperaturom boje 6500 K koriS¢ene su za
osvetljavanje. U cilju dobijanja Sto uniformnijeg osvetljenja uzorka, lampe (duzine 60 cm) bile su
smestene na udaljenosti 50 cm od uzorka i pod uglom od 45°. Kamera se nalazila na postolju
(smesStenom na poklopcu kutije sa unutras$nje strane) i povezana je sa daljinskim uredajem, kojim su
slikani uzorci. Kamera i lampe su smestene unutar mra¢ne komore ¢iji su unutrasnji zidovi oblozeni

crnim fotografskim platnom kako bi se smanjilo rasipanje i difuzija svetlosti. Kalibracija kamere pre
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same analize vrSena je pomocu standardne plo¢ice X-Rite ColorChecker Passport (Michigan, SAD).
Plogica (4x4 cm?) ima 24 standardne boje. ColorChecker je fotografisan upotrebom implementiranog
kompjuterskog vizuelnog sistema kako bi se dobili ulazni signali RGB u teoretskom rasponu 0-225
(RGB vrednosti se izrazavaju kao sSRGB D65 u CIE Lab D50, 2° posmatra¢). Kalibracija monitora
vrSena je fotografisanjem plocice, a zatim otvaranjem u odgovaraju¢em softveru ColorChecker
Passport 1.0.1, X-Rite Inc koji je instaliran na kompjuteru i koji omoguéava automatsku procenu
vrednosti boje i kreiranje DNG profila slike. Svaka kamera razli¢ito vidi boje i formiranjem ovog
profila onemogucuju se varijacije. Napravljen profil koristio se za sve slike, uz iste uslove osvetljenja.
Monitor je kalibrisan sa X-Rite i Display Pro uredajem sa temperaturom boje od 6500 K, mrezom
gama 2.2 i belog svetla 140 cd/m? i1Profiler 1.5.6 softver koriséen je da kreira ICC profil monitora.
Za analizu slika koris¢en je Adobe Photoshop CC (64 bit). RGB slike su dobijene od RAW formata

slika. Boja je merena koris¢enjem alata Color Sampler Tool. Sva merenja uradena su u triplikatu.

4.10. Merenje pH vrednosti frankfurtera

pH vrednost odredena je upotrebom portabl pH metra (Consort C93 1, Turnhout, Belgija) opremljenog
sa ubodnom oja¢anom staklenom elektrodom (Mettler Toledo, Greifensee, Svajcarska) za direktno
odredivanje pH vrednosti u proizvodima od mesa. Pre i tokom oc¢itavanja pH metar je kalibrisan
standardnim fosfatnim puferima (pH pufera za kalibraciju bio je 4.00 i 7.02 na 20 °C) i podeSen na
izmerenu temperaturu kobasica. Kao rezultat uzeta je aritmeticka sredina vrednosti pH odredene iz
tri kobasice iz svakog pojedina¢nog pakovanja (SRPS ISO 2917, 2004, referentna metoda). Sva

merenja uradena su u triplikatu.

4.11. Instrumentalno merenje teksture primenom analize teksturalnog profila (TPA) i ,, Warner-
Bratzler Shear Force“ (WBSF) testa

Teksturalni profil frankfurtera meren je na sobnoj temperaturi koriste¢i TA.XT Plus Texture Analyzer
(Stable Micro Systems Ltd., Velika Britanija) sa potisnom mo¢i od 50 kg. Za ovu metodu uziman je
uzorak iz samog “jezgra” (sredine) kobasice: 12 mm Sirok i 20 mm visok i pozicioniran je upravno
na platformu, a zatim 1 komprimovan dva puta, do 75% od originalne visine uzorka, sa cilindricnim
aluminijumskim nastavkom (P/25). Teksturalne osobine dobijene ovom metodom jesu ¢vrstoca,

elasti¢nost, kohezivnost, gumoznost i zvakljivost (Pons i Fiszman, 1996).

Kod ,,Warner-Bratzler shear force* metode kori§¢en je isti merni instrument, s tim §to je ovog puta
uzorak meren smicanjem, a visina samog uzorka iznosila je 22 mm, takode pri ambijetalnim
uslovima. Nastavak koji je koriS¢en u ovoj metodi naziva se ,,Warner-Bratzler V notch blade®, a
parametar koji se dobija u ovoj metodi nazivamo maksimalnim naponom smicanja (N). Sva merenja

uradena su u triplikatu.
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4.12. MikrobioloSke analize frankfurtera

Mikrobioloske analize izvrSene su na tri uzorka iz svakog pojedinacnog pakovanja. 25 g uzorka
homogenizovano je u trajanju od 10 min na 200 obrtaja (Unimax 1010, Heidolph, Nemacka) u 225
ml 1 g/L puferne peptonske vode (Merck, Darmstadt, Nemacka) i pripremljena je serija decimalnih
razredenja. Nakon pripreme razredenja, 1 ml svakog razredenja unet je u pojedina¢ne, sterilne Petri
Solje i preliven odgovaraju¢om hranljivom podlogom za pojedinacne ispitivane mikroorganizme.
Sprovedene su slede¢e mikrobioloske analize: odredivanje ukupnog broja aerobnih mezofilnih
bakterija (ISO 4833-2), prisustvo ili odsustvo Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, koagulaza pozitivnih stafilokoka i sulfitoredukujuéih klostridija prema ISO 7251,
ISO 6579, ISO 11290-1, ISO 6888-1 i ISO 7937, redom. Rezultati su izrazeni kao log cfu/g. Sva

merenja uradena su u triplikatu.

4.13. Procena senzorske prihvatljivosti proizvoda

Potrosacki panel sastojao se od pedeset gradana Beograda. Koris¢ena je 9-bodovna hedonska skala
(1 = ekstremno mi se ne svida; 5 = niti mi se svida, niti mi se ne svida; 9 = ekstremno mi se svida) za
ocenjivanje mirisa, ukusa i ukupne prihvatljivosti, a za svaku pojedina¢nu varijantu frankfurtera. Istih
pedeset potrosaca ocenjivalo je proizvode kroz sedam vremenskih preseka, a koji odgovaraju
razli¢itim vremenima skladiStenja (24 sata nakon proizvodnje, deseti, dvadeseti, trideseti, Cetrdeseti,

pedeseti i Sezdeseti dan), pod identi¢nim uslovima testiranja.

Uniformni oblici i veli¢ine kodirane su nasumi¢nim trocifrenim brojevima i servirane pojedinacno u
plasti¢nim posudama bez mirisa. Potrosa¢ima je bila dostupna voda sa smanjenim sadrZzajem minerala
i neslani krekeri kao sredstva za ¢is¢enje nepca (Peryam i Pilgrim, 1957). Sva merenja uradena su u

triplikatu.

4.14, Statisti¢ka obrada podataka

Analiza varijjanse (ANOVA) primenjena je kako bi se odredila statisticka znacajnost. Rezultati
osnovnog hemijskog sastava, antioksidativnog i animikrobnog karaktera gljiva in vitro analizirani su
metodom jednofaktorijalne analize varijanse, sa Takijevim testom koji je odredio statisticku
znacajnost naknadnim poredenjima. Ostale metode analizirane su pomoc¢u dvofaktorijalne analize
varijanse, sa ponovljaju¢im merenjima, uzimajuéi tretman i vreme skladiStenja kao nezavisne faktore
(glavne efekte). Bonferonijev test u naknadnim poredenjima korisc¢en je da bi se odredila statisticka
znacajnost, na nivou pouzdanosti od 95%. Svi podaci analizirani su pomocu SPSS 17.0 (Chicago,
Illinois, USA).
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Boletus edulis — antioksidativni i antimikrobni potencijal i uticaj dodatka ove vrste gljive na
kvalitet frankfurtera

5.1.1. Antioksidativne karakteristike dekokta B. edulis in vitro
5.1.1.1. Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala

Hvatanje DPPH radikala je jedna od najces¢e koris¢enih metoda za evaluaciju antioksidativne
aktivnosti. Baziran je na ET principu koji se zasniva na doniranju elektrona antioksidansa da
neutralizuje DPPH radikal, §to se manifestuje promenom boje merene na 517 nm; diskoloracija koja
se odigrava sluzi kao indikator antioksidativne efikasnosti i moze biti prikazana kao ECsg vrednost,
koja je definisana kao koncentracija antioksidansa neophodnog da smaniji inicijalnu koncentraciju
DPPH za 50%. Medutim, smatra se da uklanjanje DPPH radikala ne oponasa mehanizam hvatanja
slobodnih radikala u hrani ili bioloskim sistemima, a zbog nedostatka radikalskog kiseonika u samom
testu (Benzie i Strain, 1999). Stoga, ovaj metod najvise je baziran na pretpostavci da je
antioksidativna aktivnost jednaka kapacitetu elektron-doniranja ili redukujuce sposobnosti (Huang i
sar., 2005).

Kod svih tretiranih koncentracija primetno je bilo da je antioksidativna aktivnost rasla sa porastom
ispitivanih koncentracija (Tabela 2). ECso za vrganj iznosila je 4,46 mg/ml. Niza ECso vrednost
pokazatelj je vise antioksidativne aktivnosti dekokta gljive. Puttaraju i sar. (2006) objavili su da je
ECso za vrganj iznosio 1,30 mg/ml. Chirinang i Intarapichet (2009) prijavili su slabu antioksidativnu
aktivnost vrelog vodenog ekstrakta gljive Pleurotus ostreatus (ECso = 11,56 mg/ml) i P. sajor caju
(ECso = 13,38 mg/ml). U istrazivanju Oztiirk i sar. (2011) Agaricus blazei, Agrocybe cylindracea i
Boletus edulis prikazan je slab antioksidativni efekat ove tri gljive sa ECso vrednostima 13,75, 26,98
and 15,78 mg/ml, redom. U ovom istrazivanju, dekokt vrganja testiran DPPH metodom pokazao je

umerenu sposobnost hvatanja radikala, odnosno antioksidativne aktivnosti.
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Tabela 2. Antioksidativne karakteristike dekokta B. edulis merene DPPH testom.

:r(])gn;;re]gtracija B. edulis L-askorbinska kiselina BHT

0,625 21,10+0,95%A 81,33+1,11°4 5,56+1,17¢A
1,25 35,42+7,132A8 83,65+0,09°B 10,510,708
2,5 32,96+11,56*4 83,3810,15B 21,00+1,00%¢
5 43,62+15,97%A8 84,3810,26"B 32,93+1,812P
10 57,55+7,1928 81,07+0,49°4 54,00+1,00%F
ECso 4,46 - -

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake serije). Vrednosti sa razli¢itim malim slovima
(a-c) u istom redu razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se znacajno
(P <0,05).

5.1.1.2. ABTS metod

Ova metoda prvi put je razvijena kao jednostavna i pogodna metoda za odredivanje ukupnog
antioksidativnog kapaciteta. ABTS test meri sposobnost antioksidansa da uhvati stabilni radikalski
katjon ABTS** [2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)], plavo-zelene hromofore sa
maksimumom apsorpcije na 734 nm, ¢iji intenzitet opada u prisustvu antioksidanasa. Antioksidansi
mogu neutralizovati radikalski katjon ABTS**, formiran od ABTS, bilo direktnom redukcijom preko
doniranja elektrona, bilo preko deaktivacije radikala putem donacije atoma vodonika, dok je balans
ova dva mehanizma generalno odreden strukturom antioksidansa i pH vrednosti sredine (Prior i sar.,
2005). Stoga, iako je ovaj test klasifikovan na osnovu mehanizma dejstva kao ET, HAT mehanizam

je takode prisutan u samom nacinu delovanja.

Sposobnost dekokta B. edulis da hvata ABTS radikale prikazana je na Grafiku 1, a stopa neutralizacije
dostigla je 100% kada je testirana maksimalna koncentracija. Vamanu i Nita (2013) takode su dobili
naglaseno neutralizacijsko delovanje ekstrakata B. edulis; opseg neutralizacije iznosio je 60-80%
kada je testirana koncentracija od 1 mg/ml raznih vrsta ekstrakata. Sliénu aktivnost objavili su
Jaworska i sar. (2015), demonstrirajuci jaku korelaciju sa brojem ukupnih polifenola i flavonoida.
Neutralizacija ABTS radikala porasla je u skladu sa rastom koncentracija gljiva, a najmanje testirane
koncentracije pokazale su znacajne % neutralizacije ABTS radikala, $to je bitno poSto materijal

koris¢en u ovoj studiji nije bio u formi klasi¢nog ekstrakta.
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Grafik 1. Antioksidativna aktivnost dekokta B. edulis ispitivana neutralizacijom ABTS radikala.

AA — askorbinska kiselina.

5.1.1.3. Sposobnost redukcije jona gvoZida (FRAP)

Sposobnost redukcije jona gvozda predstavlja metodu zasnovanu na reakciji transfera elektrona
izmedu antioksidansa i oksidansa, pri ¢emu dolazi do redukcije Fe®" u Fe?*. Pozitivna reakcija
manifestuje se promenom boje rastvora, a Sto je vrednost apsorbance na 700 nm veca, to je jaca

redukciona sposobnost testirane supstance (Khaskheli i sar., 2015).

Redukujuéa sposobnost dekokta B. edulis zavisila je direktno od koncentracije (Grafik 2), dostizuci
maksimum pri koncentraciji 10 mg/ml. Maksimalna vrednost dobijena u ovom istrazivanju bila je
znacajno manja od 0,71 (na 700 nm) merena u sluc¢aju etanolnog ekstrakta, ali blizu FRAP vrednosti
vrelog vodenog ekstrakta, kao $to su objavili Vamanu i Nita (2013), koji su testirali nekoliko tipova
ekstrakata vrganja. Sli¢no, Heleno i sar. (2015) pronasli su da je ekstrakt vrganja mocéan izvor
jedinjenja koja pokazuju najvecu redukcionu sposobnost. Iako je L-askorbinska kiselina pokazala
znatno vecu aktivnost u odnosu na dekokt vrganja u ovom testu, dokazano je da u realnim sistemima,
kao §to je misi¢no tkivo, ona promovise oksidaciju lipida (Min i Ahn, 2005). Imajuci u vidu da gvozde
predstavlja najzastupljeniji prelazni metal u proizvodima od mesa i kataliSe inicijaciju oksidacije
lipida, sposobnost vrganja da redukuje gvozde mogla bi biti od velike prakti¢éne vaznosti u preradi
mesa (Min i Ahn, 2005). Ove ¢injenice testirali su Barros i sar. (2011b), i dokazali protektivni efekat

ekstrakta vrganja u slucaju oksidacije lipida u govedim pljeskavicama.
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Grafik 2. Antioksidativna aktivnost dekokta B. edulis ispitivana metodom redukcione sposobnosti.

AA — askorbinska kiselina.

5.1.1.4. Sposobnost redukcije jona bakra (CUPRAC)

Antioksidativni kapacitet meren pomo¢u CUPRAC metode jeste bakar-redukujuéi test razvijen kao
varijanta FRAP testa. Ovaj metod meri redukcionu sposobnost antioksidansa da konvertuje kupri
(Cu?") u kupro (Cu*) jon. Sliéno kao u FRAP testu, ligand se koristi da bi formirao bakar-ligand
kompleks, kako bi se olakSalo merenje apsorbance. Neukoproin jeste ligand koji je najzastupljeniji u
ovom testu. Cu?* - neokuproin kompleks moze biti redukovan antioksidansima do Cu* - neokuproina,

sa maksimumom apsorpcije na 450 nm (Apak i sar., 2004).

Ovaj test primenjen je kako bi se procenila antioksidativna aktivnost materijala pri fizioloskoj pH
vrednosti (pH frankfurtera kretao se u rasponu 6,03-6,19), a rezultati su izrazeni kao ekvivalenti
Troloksa (mM). Kao §to je evidentno iz Grafika 3, sposobnost B. edulis da redukuje jon bakra zavisila
je od koncentracije, dok je ECso vrednost bila 5,12 mg/ml. Maksimalna testirana koncentracija
pokazala je najjacu redukciju jona bakra, 0,4 ekvivalenta Troloksa mM. Isto tako, Dimitrijevié i sar.
(2016) pronasli su da su vrste vrganja (Boletus edulis Bull., Boletus regius Krombh., Boletus
impolitus Fr.) najjaci redukujuci agensi testirani ovom metodom, a izmedu nekoliko vrsta Sumskih

gljiva, povezujuci ovu aktivnost sa prirodno visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja.
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Grafik 3. Antioksidativna aktivnost dekokta B. edulis ispitivana pomo¢u CUPRAC testa.

5.1.1.5. Ispitivanje antioksidativnih svojstava ekstrakata konjugen dienskom metodom

Vazna komponenta hrane su polinezasi¢ene masne kiseline, ¢ijom autooksidacijom dolazi do pojave
negativnih promena (promene mirisa, ukusa, teksture, boje i nutritivne vrednosti) (Kozarski i sar.,
2011). Ova metoda zasnovana je na sposobnosti supstance da uspori oksidaciju konjugovanih diena,
koje mogu da se formiraju samo iz polinezasi¢enih masnih kiselina (Huang i sar., 2005). Supstrat koji
se koristi u ovoj metodi je linoleinska kiselina, koja sadrzi samo jedan tip konjugovanih diena za
razliku od hrane ili ljudskog organizma koji su znatno slozeniji, ali se ipak koristi kao metod koji daje
procenu odredene supstance da deluje preventivno 1 ne predstavlja celokupnu sliku ve¢ se dopunjuje

sa drugim testovima antioksidativne aktivnosti ispitivanih supstanci (Huang i sar., 2005).

Frankfurteri mogu sadzati i do 30% masnog tkiva, ¢iji deo takode ¢ine 1 polinezasi¢ene masne kiseline
(engl. PUFA — ,polyunsaturated fatty acids®). Koli¢ina PUFA moze varirati u zavisnosti od porekla
mesa, a najcesce je to u direktnoj vezi sa koli¢inom polinezasi¢enih masnih kiselina u ishrani stoke
(Pereira i Abreu, 2018). Linoleinska i a-linoleinska kiselina su dve najznac¢ajnije PUFA u svinjskom
mesu, koje u znacajnoj meri doprinose kao konstituenti frankfurtera. S druge strane, polinezasicene
masne kiseline su visokosenzitivne na spoljasnje uticaje, kao $to je kiseonik, koji je uzrok njihove
lipidne peroksidacije. Ovi procesi stvaraju razlicite produkte koji igraju vaznu ulogu u razvoju
hroni¢nih bolesti kod ljudi, ali su takode i klju¢ni faktori pogorSanja kvaliteta proizvoda od mesa
(Mini Ahn, 2005). Stoga, dekokt B. edulis, kao jedan od sastojaka frankfurtera u ovoj studiji, ispitivan

je na sposobnost prevencije lipidne peroksidacije.

U poredenju sa standardima (L-askorbinska kiselina i a-tokoferol), dekokt B. edulis pokazao je
umerenu aktivnost (Grafik 4), koja premasuje 50% kada je testirana maksimalna koncentracija.

Medutim, najniza ispitivana koncentracija nije se pokazala efektivnom. Porast u prevenciji lipidne
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peroksidacije bio je oCigledan porastom koncentracije dekokta, ali sa nepravilnim trendom; polazio

je od 2,5 mg/ml i poveéavao se viSe nego dvostruko, udvostruc¢enjem koncentracije dekokta.

Vamanu i Nita (2013) prijavili su mnogo vise vrednosti za prevenciju lipidne peroksidacije, ali u
ovom slucaju, razliciti tipovi ekstrakata vrganja su koris¢eni. Stoga, sadrzaj aktivnih supstanci bio je
vrganja, pokazao je gotovo najslabiju aktivnost od svih testiranih uzoraka. Neutralizacija od 50%
lipidne peroksidacije postignuta je pri koncentraciji od 1,58 mg/ml, dok je testiranjem dekokta to
postignuto pri koncentraciji od 8,45 mg/ml. Ova razlika nastaje zbog broja, odnosno koli¢ine
antioksidativnih komponenata, u najveéem broju polifenola, koji se ne ekstrahuju obilno u slucaju
dekokta. Vidovi¢ i sar. (2010) takode su dokazali da B. edulis moze spreciti oksidaciju lipida, opet
koristec¢i ve¢e koncentracije materijala — ekstrakta. Medutim, efekat dekokta vrganja nije beznacajan

proizvoda od mesa kao S$to su frankfurteri.
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Grafik 4. Antioksidativna aktivnost dekokta B. edulis ispitivana konjugen dienskom metodom.

AA —askorbinska kiselina.

5.1.1.6. Metoda izbeljivanja f-karotena

B-karoten linoleinski sistem baziran je na gubitku Zute boje B-karotena tokom njegove reakcije sa
radikalima, formiranim oksidacijom linoleinske kiseline u emulziji. Procenat izbeljivanja B-karotena
moze biti usporen u prisustvu antioksidanasa (Kulisic i sar., 2004). Kao $to se moze primetiti sa

Grafika 5, antioksidativna aktvnost dekokta vrganja ¢ak pri najmanjim testiranim koncentracijama
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bila je uoc¢ena, dok je pri koncentraciji od 10 mg/ml aktivnost bila veoma dobra. Sli¢ne rezultate
antioksidativne aktivnosti vrganja, merene istom metodom, zabelezili su i Sarikurkcu i sar. (2008), s
tim $to je u ovoj studiji koriS¢en metanolni ekstrakt gljive. Ovaj rezultat antioksidativne aktivnosti
dekokta vrganja moze se smatrati veoma dobrim, pogotovo jer bezbedno moze da nade svoju primenu
u prehrambenoj industriji, za razliku od drugih tipova ekstrakcija koje predstavljaju potencijalnu

opasnost po bezbednost proizvoda zbog same prirode koriS¢enih rastvaraca.
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Grafik 5. Antioksidativna aktivnost dekokta B. edulis ispitivana metodom izbeljivanja -karotena.

Sama procena antioksidativne aktivnosti ne moze se izvrsiti na osnovu samo jedne metode (Ozyiirek
et al., 2011). Iz tog razloga, nije pravilno prikazivati rezultate kao totalni antioksidativni kapacitet,
ve¢ se koristi istovremena kombinacija viSe razli¢itih metoda, koje sa razlicitih aspekata 1 preko
razli¢itih antioksidativnih mehanizama objasnjavaju ovu problematiku. Sama korelacija rezultata
mnogobrojnih antioksidativnih testova i metoda nije moguca (Apak i sar., 2004). Zbog toga je u ovom
istrazivanju kori$¢eno 6 razli¢itih metoda, kako bi se kroz kombinovani pristup antioksidativna

aktivnost gljive sagledala kroz aktuelne metode.

5.1.2. Antimikrobni efekat dekokta B. edulis in vitro

Uopsteno gledano, znacajnija antibakterijska svojstva dekokta vrganja postignuta su u odnosu na E.
coli (O157:H7), L. monocytogenes i Y. enterocolitica (Tabela 3). Dekokti ove gljive pokazali su
antimikrobni potencijal prema E. coli (O157:H7) i L. monocytogenes (MIC - 20 mg/ml). Kosanic i

sar. (2013) odredili su MIC vrednosti (5, 2,5, 2,5 mg/ml) u odnosu na E. coli, S. aureus, C. albicans,
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redom, za acetonski ekstrakt, i takode MIC vrednosti (5, 2,5, 2,5 mg/ml) prema istim
mikroorganizmima, za metanolni ekstrakt. Ova dva ekstrakta imala su znacajno bolju aktivnost od
vrganja koji je ekstrahovan u obliku dekokta, §to pokazuje koliku ulogu ima izbor rastvaraca na

dobijanje najefikasnijeg antimikrobnog sredstva.

Pored inhibitornog efekta (MIC — 10 mg/ml), mikrobicidni efekat (MBC — 20 mg/ml) uocen je jedino
u slucaju Y. enterocolitica, za koju je dokazano da je najosetljivija testirana bakterija na prisustvo

dekokta vrganja. Ovo otkri¢e moze biti od izuzetnog znacaja ako uzmemo u obzir da je ova bakterija

-----

vektori transmisije ove bakterije, ¢iji je patogeni potencijal pojac¢an njenom sposobnoséu da penetrira

u intestinalni trakt ¢elijskog zida i produkuje termostabilni enterotoksin (Sabina i sar., 2011).

Nije dostignuto antimikrobno delovanje (MIC > 20 mg/ml) u odnosu na ostale ispitivane

mikroorganizme, za primenjene koncentracije dekokta.

Tabela 3. Antibakterijska/antifungicidna sposobnost dekokta B. edulis, izrazena kao MIC (mg/ml) i
MBC/MFC (mg/ml), odredena pomoc¢u mikrodilucionog metoda.

Bakterijski soj Poreklo Koncentracija (mg/ml)
Salmonella typhimurium ATCC 14028 MIC >20
MBC -
Escherichia coli (O157:H7) ATCC 35150 MIC 204"
MBC -
Yersinia enterocolitica ATCC 27729 MIC 108
MBC 20
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MIC > 20
MBC -
Bacillus cereus ATCC 11778 MIC > 20
MBC -
Listeria monocytogenes ATCC 19111 MIC 204
MBC -
Candida albicans ATCC 10231 MIC > 20
MBC -
Pichia fermentans ATCC 28789 MIC > 20
MBC -

Standardna devijacija nije prikazana jer nije bilo razlike izmedu merenja.

*Unutar iste kolone, srednje vrednosti pracene razli¢itim slovima bile su znacajno razli¢ite (P < 0,05).

- nije postignuto

5.1.3. Ukupan sadrZaj fenolnih komponenti

Glavne komponente odgovorne za antioksidativnu aktivnost gljiva jesu fenoli (Elmastas i sar., 2007).
Sto se ti¢e samog mehanizma antioksidativnog dejstva fenola, oni mogu da deluju kao redukujuéi

agensi, kao antioksidansi donori atoma vodonika, a imaju i svojstva i osobine heliranja metala
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(Vidovi¢, 2011). Rezultati prikazani na Grafiku 6 pokazuju da $to je veca koncentracija gljive u

samom proizvodu, to je veca i ukupna kolicina fenola.

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreden metodom Folin-Ciocalteu ne mora dati uvek precizne
podatke o koli¢ini ukupnih fenola u ekstraktima, pogotovo u sistemu kakav je frankfurter, a zbog
prisustva interferiraju¢ih jedinjenja, odnosno jedinjenja koji reaguju na slican nacin kao i fenolna
jedinjenja u ovim reakcijama (ugljeni hidrati, amini, organske kiseline, vitamin C) (Singleton i sar.,
1999).

Tokom skladistenja, sadrzaj fenolnih komponenti u frankfurterima ostao je gotovo nepromenjen, §to
se slaze sa rezultatima Van Ba i sar. (2016) koji su dodavali Sitake gljivu, odnosno sa istrazivanjem
Ribas-Agusti i sar. (2014) koji su dodavali ekstrakte kakaoa i kostica grozda u fermentisane kobasice.
Palacios i sar. (2011) otkrili su da su od fenolnih komponenti u vrganju najzastupljenije su
hlorogenska, p-kumarinska, homogentisinska i protokatehuinska kiselina, S$to doprinosi

antioksidativnim svojstvima i stabilnosti ovih fenolnih komponenti tokom skladiStenja frankfurtera.
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Grafik 6. Sadrzaj ukupnih fenola u frankfurterima tokom skladistenja.

ISkraéenice su date u Tabeli 1.
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2Vrednosti sa razli¢itim malim slovom (a-c) u istoj koloni (za razli¢ite tretmane) znacajno se razlikuju (P < 0,05). VVrednosti sa
razli¢itim velikim slovima (A-B) na istoj liniji grafika (za isti tretman u razli¢ito vreme skladistenja) razlikuju se znacajno (P < 0,05).

5.1.4. Antioksidativne karakteristike frankfurtera sa dodatkom Boletus edulis

5.1.4.1. Antioksidativna aktivnost frankfurtera tokom skladistenja merena sposobnoséu hvatanja

ABTS radikala

Dekokt vrganja pokazao je veoma izrazenu sposobnost hvatanja ABTS radikala in vitro, a dalje je
ovaj potencijal nastavljen i u frankfurterima tokom skladistenja. Kao $to se moze videti u Tabeli 4,
dodatak dekokta ove gljive pozitivno je uticao na sposobnost neutralizacije ABTS radikala u svim
tretmanima sa dokazanom statistickom znac¢ajno$¢u tokom perioda skladistenja od 40 dana. Znacajna
razlika uocena je odmah nakon proizvodnje kobasica i odrzala se tokom 40 dana skladistenja.
Medutim, od cetrdesetog do Sezdesetog dana T1 formulacija pokazala je znacajno veée sposobnosti
neutralizacije slobodnih radikala u odnosu na T2. Ovaj efekat moze se pripisati prisustvu L-
askorbinske kiseline u dekoktu gljive, koja je prirodno prisutna u vrganju (Jaworska i sar., 2015). Visi
procenat dekokta u frankfurterima sa vrganjom unosi vise ovog prirodnog antioksidansa, koji moze
delovati i kao prooksidant kad je prisutan u veéim koncentracijama, a posebno u prisustvu viska
gvozda, kao §to je to slucaj u proizvodima od mesa (Kucharski i Zajac, 2009). Prooksidativna
aktivnost mozda nije pocela odmah, jer su verovatno druge antioksidativne komponente (polifenoli)
bili aktivni tokom prvih 40 dana skladiStenja. Pik antioksidativne aktivnosti dobijen je nakon 20 dana
skladistenja. U sledece tri nedelje, procenat neutralizacije ABTS radikala polako je opadao, dok je

pad bio oStriji izmedu Cetrdesetog i Sezdesetog dana.

Ovi rezultati potvrdili su da su antioksidativna jedinjenja prisutna u vrganju koji je rastao u prirodi
bila stabilna tokom veoma dugog vremenskog perioda, ¢ak i u kombinaciji sa drugim sastojcima, kao
§to je to slucaj kod frankfurtera. Sli¢an trend uocen je i u slu¢aju dodavanja ekstrakta Lentinus edodes
prilikom dodavanja u frankfurtere, kao $to su potvrdili Pil-Nam i sar. (2015), kao i u fermentisane
kobasice (Van Ba i sar., 2016).

Tabela 4. Neutralizacija ABTS radikala (%) tokom skladiStenja frankfurtera.
Vreme skladiStenja

1 1 1
Parametar (dani) T1 T2 C
1 31,61+0,223A 40,73+0,15A 22,30+0.12¢A
20 46,80+1,0128 65,98+0,17"8 67,07+0,81"B
0,
ABTS (%) 40 49,78+0,75C 46,09+0,36"C 32,69+1,14¢¢
60 30,48+0,44%4 24.,99+0,47°P 42,81+0,60¢P

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu
razlikuju se znagajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).
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5.1.4.2. SadrZaj malondialdehida (TBARS test)

Oksidacija lipida ispitana je odredivanjem stepena TBARS vrednosti (mg malondialdehida/kg). Prvi
dan nakon proizvodnje, TBARS vrednosti za T1 i T2 bile su znacajno nize u poredenju sa C (Tabela
5). Ovo je najverovatnije posledica prisustva fenolnih komponenti u gljivi, jedinjenja koja su u
najve¢oj meri odgovorna za antioksidativnu aktivnost vecine biljaka (Barros i sar., 2011a). Ovi
rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, dobijenim za slican tip proizvoda od mesa (Hwang i
sar., 2015). Pored toga, dodatak vrganja znacajno je smanjio TBARS vrednosti kod T1 i T2 u svakom
vremenskom preseku vrSenih analiza, a u poredenju sa C. U odnosu na kontrolni uzorak, frankfurteri
sa dodatom gljivom imali su u pojedinim vremenskim presecima i nekoliko puta niZze vrednosti. Treba
napomenuti da su sve TBARS vrednosti bile znacajno nize od 1, vrednosti za koju je Ockerman

(1985) utvrdio da je granica pojave uzeglosti u proizvodima od mesa.

Tokom skladiStenja uocen je trend rasta, a zatim pada TBARS vrednosti. U literaturi je opisano da se
pad vrednosti TBARS moze pripisati stvaranju malondialdehida kao intermedijernog proizvoda; do
odredenog trenutka stopa stvaranja malondialdehida bila je visa od stope nestajanja, a nakon toga bilo
je obrnuto. Dakle, stopa nestanka premasuje stopu stvaranja, pa su stoga TBARS vrednosti opale
(Bhattacharya, Hanna, & Mandigo, 1988). Takode, prema ispitivanju Jamora i Rhee (2002),
formiranje malondialdehida tokom skladiStenja proizvoda od mesa mozZe biti podvrgnuto
intermolekularnim reakcijama (polimerizaciji) i reakciji sa ostalim konstituentima, a posebno amino-
kiselinama/proteinima. Pos§to je u ovom istrazivanju koris¢en dekokt gljive, koji predstavlja
kompleksnu smesu polisaharida, proteina, peptida i slobodnih amino-kiselina, vrlo je izvesno da se
pojavila polimerizacija. Stoga, nestanak malondialdehida tokom skladiStenja moze biti visi od stope

formiranja proizvoda oksidacije lipida.

Tabela 5. TBARS vrednosti frankfurtera tokom skladistenja, izrazena kao mg malondialdehida/kg uzorka.

Vreme
Parametar skladistenja T1! T2! ct
(dani)
1 0,17+0,022AC 0,22+0,0224 0,560,024
10 0,26+0,0234 0,33+0,01"8 0,71+0,02°8
20 0,54+0,04%8 0,20+0,11°AC 0,59+0,023AC
MDA/kg 30 0,21+0,023AC 0,17+0.013AC 0,63+0,01>B.C
40 0,13+0,013¢P 0,16+0,01%¢ 0,6+0,05>AB.C
50 0,09+0,012P 0,12+0,01°¢ 0,37+0,01¢P
60 0,03+0,012E 0,04+0,02%P 0,16+0,01"F

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-C) U istom redu
razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se znac¢ajno (P < 0,05).
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5.1.5. Osnovni hemijski sastav, instrumentalno odredivanje boje i promene pH vrednosti

Rezultati osnovnog hemijskog sastava dobijeni dodatkom gljive bili su u normalnim granicama za
proizvode ovog tipa (Tabela 6) (McGough i sar., 2012; Pil-Nam i sar., 2015). Dodatak vrganja u
manjoj meri smanjio je sadrzaj vlage i povecao sadrzaj proteina, Sto je u skladu i sa rezultatima
Stefanello i sar. (2015), koji su dodavali prah gljive sun¢anice (Macrolepiota procera) u sveze
svinjske kobasice. Porast sadrzaja proteina u tretmanima sa dodatom gljivom verovatno je posledica

relativno visokog sadrzaja proteina koji se prirodno nalaze u vrganju (Arora, 1986).

Tabela 6. Osnovni hemijski sastav frankfurtera (dan 1).

Parametar T1! T2t ct

Vlaga 54,07+0,15° 57,53+0,32° 57,67+1,22°
Ukupni proteini 12,69+0,75% 11,88+0,08? 10,91+0,17°
Masti 28,40+0,13? 28,01+0,59? 29,31+1,212

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2\/rednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake serije x 2 ponavljanja). Vrednosti sa razli¢itom
malim slovima (a-b) u istom redu razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05).

Boja mesa jedan je od najznacajnijih faktora pomocu kojeg potrosaci odreduju kvalitet mesa i
proizvoda od mesa (Cachaldora i sar., 2013). Parametri boje u ispitivanim frankfurterima, kao $to su
svetloca (L*), udeo crvene boje (a*) i udeo zute boje (b*), prikazani su u Tabeli 7. Dodatak vrganja
u frankfurtere (T1, T2) doveo je do znac¢ajno manje (P < 0,05) L* vrednosti (svetloc¢a), u poredenju
sa kontrolnim uzorkom, a u svim vremenskim presecima vrSenja analiza tokom skladiStenja.
Posmatrajuci b* vrednost (udeo Zute boje), frankfurteri sa dodatom gljivom imali su statisticki vise
vrednosti u odnosu na kontrolu. Pad vrednosti u svetloci i rast udela Zute boje verovatno je rezultat
zagasitosti prirodne boje koja se javlja dodatkom gljive. Slicne rezultate za svetlocu i udeo Zute boje
otkrili su Pil-Nam i sar. (2015), koji su dodavali prah gljive Sitake (Lentinus edodes) u frankfurtere.
Vrednosti udela crvene boje (a”) bile su znacajno vise (P < 0,05) u frankfurterima sa dodatim
gljivama, a u poredenju sa kontrolnim uzorkom, osim ispitivanja koje je obavljeno Sezdeseti dan od
dana proizvodnje. Boja kobasica znacajno se promenila pod uticajem vremena skladiStenja, dok se
jedino za parametar udela crvene boje (a") moze re¢i da je pokazao rastuéi trend. Sliéne rezultate za
udeo crvene boje dokazali su Armenteros i sar. (2013), koji su dodavali prirodne antioksidanse iz

Arbutus unedo L. i Rosa canina L.

Da bi bili sigurni da dodatak gljive menja boju frankfurtera, izracunata je AE vrednost. To je vrednost
iz L* a* b* koordinatnog sistema boja, koja moze biti detektovana ljudskim okom jedino u slucaju
kada je vrednost AE vec¢a od 3 (Ferndndez-Lopez i sar., 2019). U ovom istraZivanju, 4E vrednost bila
je visa od 3 u svakom pojedina¢nom preseku kada su vrSene analize (1, 20, 40, 60 dan), pa se moze
rec¢i da dodatak vrganja u odredenom stepenu menja boju finalnog proizvoda tokom skladistenja. U

poredenju sa dodatkom 0,5-5,0% brasna od koStica grozda ili suncokretovog ulja, koji su uzrokovali
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znacajan pad u vrednosti svetlo¢e, udela crvene i udela zute boje (Choi i Sapers, 1994; Ozvural i

Vural, 2011), dodatak vrganja imao je trivijalni uticaj na promenu parametara boje finalnog

proizvoda.

Tabela 7. CIELAB koordinate boje (L*, a* i b*), ukupna razlika u promeni boje (4E) u odnosu na kontrolni

uzorak i pH vrednosti tokom skladiStenja frankfurtera.

Vreme skladistenja

Parametar ) T1! T2! ct
(dani)
1 69,23+2,09%4 64,5242, 34 75,28+1,88°A
CIE L* 20 70,07+1,67%8 65,57+2,27"8 75,32+1,49°A
40 69,03+2,69*4 65,73+3,02°B 76,25+1,45%A
60 69,13+1,824 65,27+2,32"8 74,79+1,34°A
1 8,89+0,892AB 9,05+0,7184 7,48+0,86°4
CIE a* 20 9,14+0,78*B¢ 9,62+0,75PE.C 8,59+0,76°
40 10,45+1,072P 10,31+0,89%P 9,39+1,07°¢
60 9,57+0,81%F 9,83+0,78>C 10,03+0,85"P
1 8,48+0,89*4 10,590,844 4,170,734
CIE b* 20 7,07+0,78%B 10,150,748 3,84+0,64°AB
40 9,80+0,70*¢ 11,26+1,13°C 3,35+0,57¢¢
60 9,07+0,94%P 11,19+0,81°¢ 4,74+0,73%P
1 7,56+0,2324 12,63+0,38>4 -
AE 20 5,87+0,16% 11,650,818 -
40 9,74+0,922¢ 10,93+1,28"¢ -
60 7,14+0,63*4 9,52+0,78>P -
1 6,16+0,01%4 6,13+0,01°4 6,17+0,022A8
H 20 6,16+0,0124 6,13+0,01°4 6,190,028
P 40 6,10+0,04%8 6,09+0,03*AB 6,18+0,05>A8B
60 6,06+0,02208 6,03+0,04°B 6,11+0,06%4

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake grupe proizvoda x 5 tadaka unutrainjeg
preseka). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim
slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).

Kao §to je prikazano u Tabeli 7, pH vrednosti bile su u rasponu 6,03 — 6,19, $to predstavlja normalne
granice za proizvode ovog tipa (Bloukas i Paneras, 1993b). Sezdeseti dan skladistenja doslo je do
blagog pada pH vrednosti za svaki od tretmana, a u poredenju sa prvim danom nakon proizvodnje.
Verovatno je pad pH vrednosti posledica formiranja mle¢ne kiseline od organskih kiselina iz ugljenih
hidrata (Wojciak i sar., 2014a). Skoro identi¢an trend tokom skladiStenja kobasica pokazali su u svom

ispitivanju Ranucci i sar. (2018).

5.1.6. Instrumentalno merenje teksture primenom analize teksturalnog profila (TPA) i “Warner-
Bratzler Shear Force” testa (WBSF)

Prvog dana skladiStenja nije bilo statisticki znaCajne razlike za parametre ¢vrstoce i elasti¢nosti,
izmedu frankfurtera kojima je dodavan vrganj (B. edulis), i kontrolnog uzorka (Tabela 8). Pored toga,

nije pronadena statisticki znacajna razlika u elasticnosti kobasica tokom skladiStenja, za sva tri
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tretmana. Sa izuzetkom prvog ispitivanja (prvi presek, dan 1), dodatak vrganja u kobasice rezultovao
je znacajno vecom (P < 0,05) ¢vrsto¢om za T1 i1 T2, a u poredenju sa C, tokom svakog sledeceg
ispitivanja u toku 60 dana skladistenja. Ovakav rezultat verovatno je posledica toga Sto vrganj veé
poseduje odredenu koli¢inu proteina. Dodavanje nemesnih proteina u mesne emulzije rezultuje
¢vrS¢om teksturom, a zbog formiranja guséeg proteinskog matriksa, koji je otporniji na kompresiju
(Youssefisar., 2011). Pored toga, rezultati osnovnog hemijskog sastava pokazali su nizi sadrzaj masti
(T1, T2) u poredenju sa kontrolnom grupom kobasica, §to takode sa povecanim sadrzajem proteina

doprinosi ¢vrs¢oj teksturi kobasica.

Kobasice sa dodatim vrganjem imale su vece vrednosti gumoznosti i zvakljivosti, u odnosu na
kontrolni uzorak. Rezultati gumoznosti pokazuju da je potrebno vise energije kako bi se sazvakao
uzorak T11T2. Ovo je uzrok poveéane vrednosti za ¢vrstocu, jer je po definiciji gumoznost = ¢vrstoca
X kohezivnost (Bourne, 1982), a nije nadena statisticki znacajna razlika u kohezivnosti tokom
njegova tekstura je privlacnija za potrosace (Wang i sar., 2009). Sli¢ne rezultate kao u ovom

ispitivanju objavili su Pil-Nam i sar. (2015), za sve parametre teksture koje su ispitivali.

Pintado i sar. (2016) utvrdili su poviSene vrednosti za Cvrstocu frankfurtera sa dodatim c¢ija
semenkama (Salvia hispanica L.) u obliku emulzije ili emulzionog gela. Nasuprot rezultatima iz ovog
istrazivanja, ¢vrstoca i ostali povezani teksturalni parametri kao $to je gumoznost dramati¢no su se
smanjili tokom skladiStenja, kada su dodati prirodni antioksidansi iz Arbutus unedo L. i Rosa canina
L. (Armenteros i sar., 2013).

Vreme skladiStenja nije znacajno uticalo na teksturalne parametre ako poredimo prvi dan nakon
proizvodnje i1 poslednji dan skladiStenja kobasica, §to je dokaz dobrih emulgujuéih sposobnosti
mesnih proteina koriS¢enih prilikom proizvodnje, kao 1 dobre stabilnosti samog proizvoda tokom

cuvanja u hladnjaci.

Najcesc¢e upotrebljavana instrumentalna analiza za merenje teksture mesa jeste ,,Warner-Bratzler
Shear Force* test, odnosno test smicanja. Ovaj test meri maksimalnu snagu (N) koja predstavlja
funkciju kretanja noza (mm) i kompresije da bi se presekao uzorak mesa (MPa). Rezultati ovih
merenja prikazuju se kao ¢vrstoc¢a mesa. U industriji hrane, re¢ smicanje u ovom kontekstu opisuje

bilo koju radnju koja razdvaja/sece proizvod na dva fragmenta (Novakovi¢ i TomaSevi¢, 2017).

Kao $to je i analiza teksturalnog profila primenom dvostruke kompresije potrvdila, i WBSF test
pokazao je da su frankfurteri sa dodatkom vrganja bili ¢vrs¢i u odnosu na kontrolni uzorak. Kao §to
je ve¢ objaSnjeno, verovatni razlog za povecanu cvrstocu tretmana sa dodatom gljivom jeste veci
sadrZaj proteina u finalnom proizvodu, koji doprinosi boljim emulguju¢im svojstvima, a isto tako 1
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¢vrs¢im gelom nakon toplotne obrade. Pored toga, Troutt i sar. (1992) dokazali su da $to je nizi sadrzaj
masti u uzorku, veci je napon smicanja u mesnim proizvodima, a to se moze primetiti u osnovnom
hemijskom sastavu frankfurtera, ¢iji je sadrzaj lipida nizi u uzorcima sa dodatom gljivom nego u
kontrolnom uzorku. Tokom skladiStenja, jedino uzorak sa viSim sadrzajem gljive nije pokazao

znacajnu razliku izmedu prvog i Sezdesetog dana analize, 1 za razliku od T1 i1 C, jedini garantuje dobru

stabilnost proizvoda tokom ¢uvanja, merenu ovom metodom.

Tabela 8. Parametri teksturalnog profila frankfurtera tokom skladistenja.

. Vreme

Anal_lza teksturalnog skladistenja T1 T c

profila (dani)
1 2,08+0,113A 2,11+0,12%A 2,00£0,15%A
10 1,98+0,143A 2,05+0,09%A 1,77+0,06>A8B
20 2,240,144 2,11+0,10%A 1,75+0,17>A8

Cvrstoéa (N) 30 1,80+0,08%A 2,19+0,22%A 1,63+0,07"8
40 1,92+0,09%A 2,09+0,07%A 1,69+0,11PAB
50 1,97+0,06%4 2,10+0,14%A 1,62+0,17"8
60 2,02+0,09%4 2,07+0,19%A 1,68+0,15>A8B
1 0,95+0,022A8 0,95+0,028A8 0,95+0,022A8
10 0,95+0,022A8 0,96+0,028A8 0,96+0,032A8B
20 0,97+0,0124 0,98+0,02%4 0,95+0,0424

Elasti¢nost 30 0,95+0,05%A8 0,97+0,03%A8B 0,94+0,022A8
40 0,95+0,0128 0,94+0,0328 0,93+0,0228
50 0,96+0,012A8 0,97+0,012A8 0,95+0,042A8
60 0,95+0,022A8B 0,94+0,022A8 0,96+0,022A8
1 0,85+0,02% 0,85+0,012 0,82+0,02°
10 0,83+0,02% 0,85+0,012 0,81+0,03"
20 0,85+0,03% 0,860,022 0,83+0,03"

Kohezivnost 30 0,82+0,06% 0,86+0,00? 0,82+0,03"
40 0,85+0,01% 0,85+0,012 0,84+0,01°
50 0,85+0,02% 0,86+0,01? 0,84+0,06°
60 0,86+0,02% 0,83+0,06* 0,86+0,03°
1 1,76+0,10%A 1,80+0,10%A 1,65+0,10°A
10 1,63+0,092A8 1,74+0,09%A 1,44+0,09>A8B
20 1,90+0,16%4 1,80+0,12%A 1,45+0,17>AB

Gumoznost (N) 30 1,41+0,1328 1,89+0,19>A 1,35+0,09%8
40 1,63+0,10%A8 1,78+0,08%A 1,42+0,08°A8
50 1,68+0,05%A8 1,82+0,13%A 1,36+0,21PA8B
60 1,74+0,08%A 1,740,254 1,44+0,15A8
1 1,66+0,08%4 1,70£0,113A 1,56+0,11%A
10 1,56+0,113A8 1,660,084 1,39+0,09°A8
20 1,85+0,173A 1,75+0,113A 1,39+0,10>A8

Zvakljivost (N) 30 1,36+0,1728 1,830,224 1,27+0,10%8
40 1,56+0,10%A8 1,68+0,09%A 1,31+0,08>A8B
50 1,61+0,06%48 1,76+0,13*A 1,30+0,24A8
60 1,65+0,08*4 1,63+0,26%A 1,38+0.143A8
1 9,02+1,328AC 7,04+1,300A8 7,260,964
10 7,741,328ABC 6,82+1,13%AB 5,50+0,94°AB
20 6,82+1,11280P 5,72+0,96%B 5,94+1,112A8

Cvrstoéa “WBSF” (N) 30 8,36+1,323AC 5,94+1,18°8 5,28+0,88°B
40 10,561,154 8,36+1,44°A 6,82+0,90°AB
50 7,48+1,223BCD. 6,82+1,14%A8B 4,84+0,83°B
60 6,16+1,23%P 6,16+0,95%AB 4,84+0,85%B

lS.kraéenice su date u Tabeli 1.
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2\/rednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 8 specimenta x 3 uzorka iz svake grupe). Vrednosti sa razli¢itom

malim slovima (a-c) u istom redu razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-B) u istoj koloni razlikuju
se znacajno (P < 0,05).

5.1.7. Mikrobioloski profil

Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (engl. TPC — ,total plate count®) smatra se indikatorom
kvara proizvoda od mesa tokom hladnog skladistenja. Prvi dan ispitivanja, statisticki znacajna razlika
(P < 0,05) uocena je izmedu kobasica sa dodatim vrganjem i kontrolne grupe (Grafik 7). Vise
vrednosti TPC dobijene su za kontrolnu grupu, neSto nize za tretman sa manjom koncentracijom
gljive, dok je tretman sa visom koncentracijom imao logaritamsku vrednost 0. Kosanic i sar. (2013)
dokazali su da ekstrakt vrganja ima jak antimikrobni efekat, $to je verovatno posledica hemijskih
jedinjenja koja se ve¢ nalaze u samoj gljivi. Takode, Sménia i sar. (1995) utvrdili su da su gljive dobar
izvor prirodnih antibiotika, te da se antimikrobni mehanizmi fenola u gljivama povezuju sa
hidroksilacijom hidroksilne grupe fenolnog prstena, §to rezultuje ve¢om antimikrobnom aktivnoscéu
(Kurcubié i sar., 2014). Dvadeseti dan skladistenja, vrednosti TPC za tretmane sa dodatom gljivom
bili su identi¢ni, dok je kontrola pokazala statisticki znacajno viSu vrednost. Slian trend nastavio se
Cetrdeseti i Sezdeseti dan ispitivanja. Vreme skladistenja znacajno (P < 0,05) je uticalo na povecanje
broja mezofilnih mikroorganizama, $to je takode potvrdeno i u prethodnim studijama (Fernandez-
Lépez i sar., 2019; Ranucci i sar., 2018)

Horita i sar. (2016) prikazali su u svom istrazivanju da je dodatak belog luka i njegovih pratecih
proizvoda pokazao dobre antimikrobne karakteristike nakon polovine vremena skladiStenja
frankfurtera (30 dana), $to je u saglasnosti sa rezultatima ovog ispitivanja, dok je na kraju skladistenja
(60. dan), u frankfurterima sa dodatim vrganjem bila manja vrednost TPC u odnosu na frankfurtere
sa dodatkom belog luka. Redukovanje ukupnog broja acrobnih mezofilnih bakterija takode su utvrdili

Van Ba i sar. (2016), koji su dodavali Sitake gljivu (Lentinus eddodes) u fermentisane kobasice.

Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija u ovoj studiji (T1, T2) na kraju skladiStenja (60. dan) bio
je manji, u poredenju sa frankfurterima kojima je dodavana gljiva Lentinus eddodes (Pil-Nam i sar.,
2015), u ispitivanju koje je radeno trideseti dan od momenta proizvodnje. Prisustvo Salmonella spp.,
E. coli, L. monocytogenes, koagulaza pozitivnih stafilokoka i sulfitoredukujucih klostridija nije

potvrdeno ni u jednoj od ispitivanih grupa frankfurtera.
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Grafik 7. Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (TPC)

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti sa razli¢itim malim slovom (a-c) u istoj koloni (za razli¢ite tretmane) znadajno se razlikuju (P < 0,05). Vrednosti sa
razli¢itim velikim slovima (A-D) na istoj liniji grafika (za isti tretman u razli¢ito vreme skladiStenja) razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05).

5.1.8. Procena senzorske prihvatljivosti proizvoda

Senzorske osobine barenih kobasica u tipu frankfurtera tokom skladistenja prikazane su u Tabeli 9.
Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (P > 0,05) izmedu tretmana sa dodatom gljivom i tratmana
bez gljive u pogledu mirisa, ukusa i ukupne prihvatljivosti. Sli€no sa rezultatima dobijenim u ovoj
studiji, Van Ba i sar. (2016) prijavili su da nije bilo znacajne razlike u pogledu mirisa, ukusa i ukupne
prihvatljivosti prilikom dodavanja Sitake gljive u fermentisane kobasice. Pil-Nam i sar. (2015)
zakljucili su da je dodatak Sitake gljive u frankfurtere rezultovao boljim (P < 0,05) ocenama za miris,

ukus i ukupnu prihvatljivost finalnog proizvoda, u odnosu na kontrolni uzorak.

Tokom skladistenja, nije potvrdena statisticki zna¢ajna razlika (P > 0,05) izmedu prvog i Sezdesetog
dana ispitivanja za svaki pojedina¢ni tretman u pogledu mirisa, ukusa i ukupne prihvatljivosti. Deda
i sar. (2007) otkrili su da dodatak sosa od paradajza uzrokuje mane u pogledu ukusa, dok su Ozvural
i Vural (2011) utvrdili da dodatak ulja od kostica grozda rezultuje padom ocena ukusa i ukupne
prihvatljivosti frankfurtera. U cilju posmatranja efekta dodatka prirodnih jedinjenja na senzorska
svojstva fermentisanih kobasica, Lorenzo i sar. (2013) utvrdili su da dodatak kestena i ekstrakata
kostica grozda rezultuje smanjenjem ocena boje, dok su Kurcubi¢ i sar. (2014) objavili da nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike (P > 0,05) u ocenama boje, ukusa i ukupne prihvatljivosti u tretmanima sa
dodatim ekstraktima biljke Kitaibelia vitifolia i kontrolne grupe fermentisanih kobasica.
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Tabela 9. Senzorske karakteristike frankfurtera tokom skladiStenja.

Senzorska ocena Vreme
. skladiStenja T1 T2 C

potrosaca (dani)
1 5,50+2,30* 5,00+2,60 5,60+2,40*
10 6,30+2,20"B 6,30+2,308¢ 6,50+2,00"8
20 7,10+1,608 7.10+1,80¢ 6,70+1,90"B

Miris 30 5,60+2,20* 5,70+2,40"B 6,70+1,808
40 5,90+2,40% 6,20+2,408¢ 7,002,108
50 5,70+2,30* 5,70+2,20~8 6,30+1,90"B
60 5,30+1,60% 5,30+1,50°B 6,10+1,50"8
1 6,50+2,10ABC 5,80+2,70° 6,40+2,20*
10 7,20+1,808¢ 7,10+1,808°¢ 7,50+1,608¢P
20 7,50+1,50¢ 7,50+1,70¢ 7,50+1,80¢P

Ukus 30 6,60+1,80°BC 6,40+2,10ABC 7,40+1,408C0
40 6,40+2,40"B 6,50+2,40ABC 7,60+1,80°
50 5,90+2,20* 6,10+2,10"B 6,60+2,004BC
60 5,70+1,707B 5,70+1,20~8 6,50+1,407B
1 6,30+2,10"B 5,60+2,50 6,20+2,10*
10 7,10+1,708¢ 7,10+1,708¢ 7,40+1,508
20 7,60+1,60°¢ 7,50+1,80¢ 7,40+1,708

Ukupna AB,C A,B,C B

prihvatljivost 30 6,6011,80A'B’ 6,4012,10A’B'C 7,3011,40B
40 6,30+2,50™ 6,40x2,40™> 7,40x2,00
50 6,00+2,30* 6,10+2,30"B 6,90+2,00"B
60 5,90+1,807B 5,80+1,4078 6,50+1,50*B

1Skracenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 50 ocenjivata po svakom danu ispitivanja). Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike izmedu tretmana (P > 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P <

0,05).

5.1.9. Zakljucak

Vrganj (Boletus edulis) je pokazao dobre antioksidativne karakteristike in vitro, te je
upotrebljen u proizvodnji frankfurtera u obliku dekokta sa ukupnim koncentracijama od
0,75% i 1,50% u zamesu, sa ciljem smanjenja oksidacije lipida tokom skladiStenja.

Vrganj je pokazao antimikrobno dejstvo u odnosu na E. coli (20 mg/ml), L. monocytogenes
(20 mg/ml) i Y. enterocolitica (10 mg/ml) in vitro, te mikrobicidni efekat prema Y.
enterocolitica (20 mg/ml).

Nije utvrden znacajan uticaj gljive na pH vrednost kobasica, dok je osnovni hemijski sastav
bio blago izmenjen, i to u pravcu rasta sadrzaja ukupnih proteina i smanjenju sadrzaja masti
u frankfurterima sa dodatom gljivom.

Dodatak vrganja uticao je na povecanje sadrzaja ukupnih fenola u frankfurterima, Sto je
rezultiralo boljom antioksidativnom aktivnos¢u u odnosu na kontrolni uzorak, te redukovanim
sadrzajem ukupne koli¢ine sekundarnih proizvoda oksidacije tokom skladiStenja, merene

TBARS testom.
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e Dodatak vrganja smanjio je ukupnu koli¢inu aerobnih mezofilnih bakterija u odnosu na
kontrolnu grupu kobasica, tokom Sezdeset dana skladiStenja, u¢inivsi kobasice mikrobioloski
ispravnim i produzivsi im rok trajanja na dva mesecas.

e Teksturalna svojstva frankfurtera obogacenih dekoktom gljive nisu bila narusena. Naprotiv,
tekstura kobasica kojima je dodata gljiva bila je ¢vrscéa, sa elementima vece zvakljivosti, §to
je vrlo cenjena osobina kod potrosaca i doprinosi stabilnosti finalnog proizvoda tokom
celokupnog skladistenja.

e Frankfurteri sa dodatim dekoktom gljiva promenili su u manjem obimu boju finalnog
proizvoda.

e Dodatak gljive u kobasice nije imao negativnog uticaja na senzorske karakteristike tokom

skladiStenja.

5.2. Cantharellus cibarius - antioksidativni i antimikrobni potencijal i uticaj dodatka ove vrste
gljive na kvalitet frankfurtera

5.2.1. Antioksidativne karakteristike dekokta C. cibarius in vitro

Kao i kod vrganja, antioksidativna aktivnost lisi¢arke testirana je kroz 6 antioksidativnih metoda, da

bi se dobila §to kompletnija slika o antioksidativnom kapacitetu same gljive.

5.2.1.1. Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala

Jedna od najéesce korisé¢enih metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti je sposobnost hvatanja
DPPH radikala (Abdullah i sar., 2012), a bazirana je na merenju sposobnosti neutralizacije
antioksidanta u odnosu na stabilni DPPH radikal. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cibarius i
komercijalnih antioksidanasa, merena DPPH metodom prikazana je u Tabeli 10. Sposobnost hvatanja
DPPH radikala zavisila je od koncentracije gljive. U poredenju sa askorbinskom kiselinom, dekokt
lisi¢arke pokazao je slabiji efekat pri svakoj testiranoj koncentraciji, dok u poredenju sa BHT, dekokt
gljive pokazao je gotovo identi¢nu efikasnost, sa izuzetkom koncentracije od 10 mg/ml, kada je BHT

bio znacajno aktivniji.

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala moze takode biti izrazena i u formi ECso, efektivne
koncentracije dekokta gljive pri kojoj je postignuto 50% antioksidativne aktivnosti. Niza ECso
vrednost odgovara visoj antioksidativnoj efikasnosti. Puttaraju i sar. (2006) objavili su da je vreli
vodeni ekstrakt C. cibarius medu 23 samonikle gljive Indije zauzeo dvadeset prvo mesto sa ECso
vrednos¢u od 6,40 mg/ml. Rezultat dobijen u ovoj studiji (7,41 mg/ml) odgovara rezultatu koji su
objavili Puttaraju i sar. (2006) i takode bi zauzeo istu poziciju medu testiranim gljivama. S druge
strane, Abdullah i sar. (2012) ispitivali su sposobnost neutralizacije slobodnih radikala 14
medicinskih, jestivih gljiva i prikazali antioksidativni efekat u opsegu 5,28-39,05 (mg/ml). Jedino je
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gljiva G. lucidum prikazala bolji antioksidativni potencijal od dekokta lisicarke, sa vredno$¢u ECso
od 5,28 mg/ml.

Vreli vodeni ekstrakt Ganoderma tsugae Murrill pokazao je izvanrednu antioksidativnu aktivnost
zrele i mlade gljive sa vrednostima 0,30 i 0,40 mg/ml, redom. U svojoj studiji Chirinang i Intarapichet
(2009) objavili su da je vodeni ekstrakt gljive Pleurotus ostreatus (ECso = 11,56 mg/ml) bio efikasniji
u odnosu na P. sajorcaju (ECso = 13,38 mg/ml). Agaricus blazei, Agrocybe cylindracea and Boletus
edulis imali su slabiju antioksidativnu aktivnost merenu istim testom, sa ECsg vrednostima od 13,75,
26,98 1 15,78 mg/ml, redom (Tsai i sar., 2007b). Generalno gledano, dekokt lisi¢arke ispitivan u ovoj
studiji DPPH testom pokazao je umerenu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa ostalim vrstama

gljiva.

Tabela 10. Antioksidativne karatkteristike dekokta C. cibarius merene DPPH testom.

Koncentracija C. cibarius Askorbinska Butil hidroksitoluen (BHT)
(mg/ml) kiselina

01 12,72+10,02A 81,33+1,11°A 5,561, 17

1 13,432,954 83,650,09°5 10,51+0,70%8

25 20,571,855 83,380, 15"5 21,10+1,00C

5 26,08+9,15%8 84,38+0,26"5 32,93+1,812P

10 31,20+1,10°8 81,07+40,49bA 54,12+1,00°E

ECso 741 - §

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu

razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se znac¢ajno (P < 0,05).

5.2.1.2. ABTS metod

Primenom ABTS testa dobijeni su rezultati koji pokazuju da je antioksidativna aktivnost lisi¢arke
dozno zavisna — $to je veca koncentracija, visa je i antioksidativna aktivnost (Grafik 8). Medutim,
50% aktivnosti nije dobijeno primenom ovog testa u testiranom opsegu koncentracija. Pored toga,
dekokt gljive bio je slabiji u odnosu na komercijalni antioksidans, koji je koris¢en kao pozitivna
kontrola u ovom testu. Drugi autori objavili su da je lisicarka veoma potentan izvor antioksidanasa,
zahvaljuju¢i komponentama kao $to su polifenoli i B-karoten (Dimitrijevic i sar., 2015; Kozarski i
sar., 2015). Sposobnost etanolnog ekstrakta da neutraliSe ABTS radikal testirali su Dimitrijevic i sar.
(2015) i utvrdili ECso vrednost od 14 mg/ml. U ovoj studiji, ECsp iznosila je oko 12 mg/ml. Zbog
samog nacina ekstrakcije, odnosno dekokta gljive, manje je dobijeno nepolarnih jedinjenja, kao $to
su ergosterol 1 B-karoten, a koji bi mogli da izvrSe neutralizaciju slobodnih radikala, pa je rezultat

antioksidativne aktivnosti dobijene ovim testom smatran umerenim.
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Grafik 8. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cibarius ispitivana neutralizacijom ABTS radikala.

AA — askorbinska kiselina.

5.2.1.3. Sposobnost redukcije jona gvoZda (FRAP)

Sposobnost dekokta gljive da donira elektrone moze se izraziti preko testa redukcione sposobnosti.
U prisustvu antioksidanasa, Fe* (feri) redukuje se u formu Fe?* (fero), $to se moZe pratiti formiranjem
plavog obojenog jedinjenja na 700 nm; veca apsorbancija ukazuje na jacu redukcionu sposobnost
(Oztiirk i sar., 2007). Sposobnost dekokta gljive i kontrole (askorbinska kiselina i BHT) da redukuju

Fe®* u Fe?* pri razli¢itim koncentracijama prikazana je u Tabeli 11.

Dekokt gljive pokazao je razli¢ite redukcione sposobnosti i generalno, redukcioni kapacitet rastao je
sa porastom koncentracije, ali jedino pri koncentraciji od 10 mg/ml bio je znacajno veéi od ostalih
testiranih koncentracija. Vreli vodeni ekstrakti gljiva, Agaricus blazei, Agrocybe cylindracea i
Boletus edulis 0,83, 0,86 i 1,15 pri koncentraciji od 5 mg/ml, redom Tsai i sar. (2007b). Takode pri
koncentraciji od 5 mg/ml, P. citrinopileatus pokazala je redukcionu sposobnost od 1,10 (Lo, 2005),
Sto je u poredenju sa dobijenom apsorbancom u ovoj studiji dvaput jaca aktivnost pri upola slabijoj
testiranoj koncentraciji. Oc¢igledno, u poredenju sa drugim jestivim gljivama, dekokt lisi¢arke ima

slabiju redukcionu sposobnost.
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Tabela 11. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cibarius ispitivana metodom redukcione sposobnosti.

Koncentracija (mg/ml) C. cibarius
0,625 0,031 + 0,010
1,25 0,040 + 0,000
2,5 0,102 + 0,021#
5 0,280 + 0,000
10 0,534 + 0,0228
Pozitivne kontrole*

Butil hidroksianizol (BHA) 2,506 + 0,054¢
Askorbinska kiselina 2,380 +0,197¢

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-C) u istoj koloni
razlikuju se znacajno (P < 0,05).

*Vrednosti apsorbanci za pozitivne kontrole merene su pri koncentraciji od 0,50 mg/ml.

5.2.1.4. Sposobnost redukcije jona bakra (CUPRAC)

CUPRAC test koristi bakar (I1) — neokuproin (Cu (I1)-N¢) reagens kao hromogeno oksidirajuce
sredstvo. Temelji se na pracenju stvaranja stabilnog kompleksa izmedu neokuproina i bakra (I)
merenjem apsorbance na 450 nm (Oztiirk i sar., 2007). CUPRAC test dekokta gljive uraden je i

uporeden sa pozitivnim kontrolama prikazanim u Tabeli 12.

Testiraju¢i antioksidativnu aktivnost lisicarke ovom metodom, utvrdeno je da jedino pri koncentraciji
od 10 mg/ml ova gljiva pokazuje antioksidativnu aktivnost. Medutim, vredno je ista¢i da je
antioksidativni potencijal izmeren ovom metodom, a pri koncentraciji od 10 mg/ml bio samo 25%

slabiji od a-tokoferola.

Trenutno, CUPRAC test nije toliko zastupljen medu istraziva¢ima koji testiraju antioksidativni
potencijal supstrata, te je malo podataka dosad objavljeno 0 mogucénosi gljiva da redukuju kupri jone,
a posebno su retki podaci o kapacitetu vrelog vodenog ekstrakta i dekokta (Abdullah i sar., 2012;
Abdullah i sar., 2016). U studiji Abdullah i sar. (2012), minimalna i maksimalna apsorbanca za 14
kulinarskih-medicinskih gljiva , pri koncentraciji od 10 mg/ml, iznosile su izmedu 1,739 + 0,222 do
2,778 £ 0,015, sto je znatno visi potencijal od onog dobijenog u ovoj studiji.

Tabela 12. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cibarius ispitivana pomo¢u CUPRAC testa.
Butil hidroksitoluen

Koncentracija C. cibarius (BHT) a-tokoferol
(mg/ml)

0,1 0+0%A 0,90 + 0,104 0,44 £ 0,04°A
1 0+0*A 1,54 +0,13%B 0,69 £ 0,01¢8
2,5 0024 2,52 +0,02C 1,11 £0,01%¢
5 0+0*A 3,33+0,1°P 1,48 +0,08°P
10 1,545 + 0,228 4,08 + 0,04E 2,06 + 0,04°E

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu

razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razligitim velikim slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).
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5.2.1.5. Ispitivanje antioksidativnih svojstava ekstrakata konjugen dienskom metodom

Rezultati dobijeni primenom konjugen dienske metode prikazani su u Tabeli 13. Konjugen dienska
metoda bazirana je na sposobnosti supstance da uspori oksidaciju konjugovanih diena, koji se
formiraju samo od polinezasi¢enih masnih kiselina. Pri koncentracijama od 5 i 10 mg/ml, dekokti
gljive pokazali su slabu antioksidativnu aktivnost, dok pri nizim koncentracijama taj efekat uopste
nije bio uocen. Uobicajeni komercijalni antioksidansi, askorbinska kiselina i a-tokoferol pokazali su
jak antioksidativni efekat u svim testiranim koncentracijama. Vreli vodeni ekstrakt Sumskih jestivih
gljiva, kao $to je B. edulis pokazao je snaznu aktivnost (85,7%) pri 5 mg/ml (Tsai i sar., 2007b). Pri
identi¢noj koncentraciji, H. marmoreus pokazala je umerenu aktivnost (38,6%) (Lee i sar., 2007Db).
Kod metode usporavanja oksidacije konjugovanih diena, dekokt lisi¢arke nije postigao o¢ekivani

efekat.

Tabela 13. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cibarius ispitivana konjugen dienskom metodom.

Koncentracija C. cibarius A_sko_rbmska a-tokoferol
(mg/ml) kiselina

0,1 0+02A 78,33+0,91°A 82,770,754
1 0+02A 79,500,754 82,88+0,06°4
2,5 004 79,60+0,9°A 81,53+0,11°A8
5 11,75+1,98%8 80,84+0,720AB 80,94+0,06"B
10 22,36+1,34%¢ 82,73+0,8"E 82,36+1,11°4

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-C) u istom redu

razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-C) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).

5.2.1.6. Metoda izbeljivanja fi-karotena

B-karoten linoleinski sistem baziran je na gubitku Zute boje B-karotena tokom njegove reakcije sa
radikalima formiranim oksidacijom linoleinske kiseline u emulziji. Procenat izbeljivanja -karotena
moze biti usporen u prisustvu antioksidanasa (Kulisic, Radonic, Katalinic, & Milos, 2004). Kao $to
se moze videti sa Grafika 9, dekokt lisi¢arke pokazao je umerenu do dobru antioksidativnu aktivnost
(pri najvecoj testiranoj koncentraciji). Ovaj rezultat posledica je prisustva fenola, a-tokoferola i 3-
karotena u samoj gljivi. Barros i sar. (2008c) utvrdili su ECso vrednost za metanolni ekstrakt C.
cibarius u vrednosti 8,40 mg/ml, dok je vrednost dobijena u ovoj studiji bila niza (bolja

antioksidativna vrednost) i iznosila 6,18 mg/ml.
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Grafik 9. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cibarius ispitivana metodom izbeljivanja -karotena.

5.2.2. Antimikrobni efekat dekokta C. cibarius in vitro

Antimikrobne karakteristike dekokta lisicarke (Cantharellus cibarius) ispitivane su na odabranim
bakterijama dobro poznatim patogenim vrstama (Tabela 14). Dekokt gljive pokazao je antibakterijsku
aktivnost prema Yersinia enterocolitica (MIC - 10 mg/ml) i manju aktivnost prema Listeria
monocytogenes, pri najvecoj testiranoj koncentraciji (MIC - 20 mg/ml). Sto se ti¢e baktericidne
aktivnosti, dekokti su pokazali ovaj efekat jedino pri najvecim testiranim koncentracijama (20 mg/ml)
u odnosu na L. monocytogenes i Y. enterocolitica. Fungistatsko i fungicidno delovanje dekokta
lisicarke prema Candida albicans bilo je intenzivnije, izrazeno kroz istu vrednost MIC/MFC (10
mg/ml). Kosanic i sar. (2013) utvrdili su da su acetonski i metanolni ekstrakti lisi¢arke bili aktivni
protiv S. aureus (MIC - 5 10 mg/ml, redom), E. coli (MIC - 10 mg/ml za oba ekstrakta), i C. albicans
(MIC - 5i 10 mg/ml, redom). Takode, Kozarski i sar. (2015) su objavili da su antimikrobni efekti
metanolnih ekstrakata lisi¢arke, odredeni isto mikrodilucionim metodom, bili aktivni protiv B. cereus
(MIC - 0,3125 mg/ml), L. monocytogenes (MIC — 0,625 mg/ml), S. aureus (MIC — 1,25 mg/ml), E.
coli 0157:H7 (MIC -10 mg/ml) i Y. enterocolitica (MIC - 20 mg/ml). Gljive su poznate po znac¢ajnom
sadrzaju antimikrobnih jedinjenja. Ja¢i antimikrobni efekti gljiva mogu se javiti i zbog antimikrobnog
mehanizma fenola, kao na primer hidroksilacijom fenolnog prstena (Kuréubi¢ i sar., 2014). Kao $to
je nekolicina autora objavila, antimikrobni efekat gljiva iste vrste moze da varira u zavisnosti od

porekla gljive, rastvaraca, i bakterijskog soja (Alves i sar., 2012).
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Tabela 14. Antibakterijska/antifungicidna sposobnost dekokta C. cibarius, izrazena kao MIC (mg/ml) i
MBC/MFC (mg/ml), odredena pomo¢u mikrodilucionog metoda.

Bakterijski soj Izvor Koncentracija (mg/ml)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MIC >20
MBC >20
Bacillus cereus ATCC 11778 MIC >20
MBC >20
Listeria monocytogenes ATCC 19111 MIC 204"
MBC 207
Salmonella typhimurium ATCC 14028 MIC >20
MBC >20
Escherichia coli (0157:H7) ATCC 35150 MIC >20
MBC >20
Yersinia enterocolitica ATCC 27729 MIC 108
MBC 201
Candida albicans ATCC 10231 MIC 108
MFC 108
Pichia fermentans ATCC 28789 MIC >20
MFC >20

Standardna devijacija nije prikazana jer nije bilo razlike izmedu merenja.

*Unutar iste kolone, srednje vrednosti pra¢ene razli¢itim slovima bile su znac¢ajno razli¢ite (P < 0,05).

- nije postignuto

5.2.3. Ukupan sadrzaj fenolnih komponenti

Ukupan sadrZaj fenola (mg GAE/kg uzorka) prikazan je na Grafiku 10. Moze se primetiti da je sadrZaj
fenolnih komponenti bio sliCan kod svih varijanti proizvedenih frankfurtera, sa nesSto viSim
vrednostima kod tretmana sa ve¢im sadrZzajem dodate gljive. Ovi rezultati potvrduju nespecificnost
metode po Folin-Ciocalteu, jer je evidentno da odredena koli¢ina fenola reaguje sa ugljenim
hidratima, aminima, organskim kiselinama i vitaminom C, gube se i vrlo verovatno pokazuju manju
vrednost (Singleton i sar., 1999). S druge strane, Palacios i sar. (2011) prikazali su da lisicarka sadrzi
velike koli¢ine kafeinske kiseline 1 katehina, tako da ova Cinjenica moZe doprineti razumevanju
antioksidativnog potencijala ove gljive jer su ove komponente dominantnije u odnosu na druge

fenolne komponente.

49



180

[N
D
o

[ERN
S
o

[ERN
N
o

100 r

B (2] (0]
o o o
T T T

Ukupan sadrzaj fenola (mg GAE/kg uzorka)

N
o
T

1 20 40 60
Vreme skladistenja (dani)
.......... T1 T2 ----=C

Grafik 10. Sadrzaj ukupnih fenola u frankfurterima tokom skladistenja.

1 Skraéenice su date u Tabeli 1.

2 Vrednosti sa razli¢itim malim slovom (a-b) u istoj koloni (za razli¢ite tretmane) znacajno se razlikuju (P < 0,05). Vrednosti sa
razli¢itim velikim slovima (A-B) na istoj liniji grafika (za isti tretman u razli¢ito vreme skladistenja) razlikuju se znacajno (P < 0,05).

5.2.4. Antioksidativne karakteristike frankfurtera sa dodatkom Cantharellus cibarius

5.2.4.1. Antioksidativna aktivnost frankfurtera tokom skladistenja merena sposobnoscéu hvatanja
ABTS radikala

Kao §to je prikazano u Tabeli 15, dodatak dekokta lisicarke pozitivno je uticao na sposobnost
neutralizacije ABTS radikala kod tretmana sa visom koncentracijom gljive, sa pokazanom
statistickom znacajno$¢u tokom perioda skladiStenja od 40 dana, dok izmedu T1 1 C nije bilo znacajne
razlike. Znacajna razlika izmedu T2 i1 C bila je prisutna odmah nakon proizvodnje kobasica i odrzala
se tokom 40 dana skladiStenja. Istovremeni porast u sposobnosti hvatanja DPPH radikala uocen je u
istrazivanju Barros i sar. (2011a) prilikom testiranja govedih pljeskavica sa dodatkom ekstrakta
vrganja. Medutim, od Cetrdesetog do Sezdesetog dana varijante sa dodatkom lisicarke pokazale su
znacajno slabije sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala u odnosu na kontrolni uzorak. Pik
antioksidativne aktivnosti dobijen je nakon 20 dana skladiStenja, dok je u sledece tri nedelje, procenat

neutralizacije ABTS radikala slabio.
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Ovaj test pokazuje da su antioksidativna jedinjenja prisutna u lisi¢arki bila stabilna tokom perioda od
nekoliko nedelja, da bi kasnije izgubila tu svoju sposobnost verovatno usled komplikovanih
intereakcija koje se odvijaju u slozenom sistemu kao $to je frankfurter. Sli¢an trend, sa nesto boljim

rezultatima dobijen je u slufaju dodavanja ekstrakta Lentinus edodes prilikom dodavanja u

frankfurtere (Pil-Nam i sar., 2015).

Tabela 15. Neutralizacija ABTS radikala (%) tokom skladistenja frankfurtera.

Vreme skladistenja

Parametar ) T1! T2! ct
(dani)
1 23,57+0,42%4 55,84+0,350A 22,29+0,322A
20 35,98+0,4628 43,02+0,37>B 37,07+0,612B
[0)
ABTS (%) 40 21,08+0,382A 19,54+0,26*C 32,69+1,34bC
60 25,19+0,24%A 26,01+0,872P 42,81+0,30°P

1Skracenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-b) u istom redu
razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).

5.2.4.2. SadrZaj malondialdehida (TBARS test)

Rezultati oksidacije lipida u frankfurterima TBARS metodom prikazani su u Tabeli 16. VVrednosti
dobijene u ovoj studiji (< 0,71 mg MDA/kg), za svaki pojedinacni tretman tokom skladiStenja, bile
su ispod vrednosti koja je pokazatelj inicijalnog stepena uzeglosti (>1,0) (Ockerman, 1985). Dobijeni
rezultati bili su u skladu sa literaturnim podacima dobijenim za sli¢éne proizvode od mesa (Choi i
Sapers, 1994). Generalno, dodatak lisi¢arke imao je znacajan uticaj (P < 0,05) na smanjenje TBARS
vrednosti u frankfurterima. Najverovatnije, to je posledica antioksidativnog potencijala lisicarke; jer
su Palacios i sar. (2011) utvrdili da C. cibarius sadrzi velike koli¢ine kafeinske kiseline i katehina, te
ovo moze biti glavni razlog za smanjenje TBARS vrednosti u kobasicama sa dodatim gljivama.
Tokom skladistenja, prisutan je bio trend rasta, a zatim pada TBARS vrednosti kod svih varijanti
proizvedenih frankfurtera. To je svojevrstan paradoks koji se javio kao posledica interakcije izmedu
malondialdehida i ugljenih hidrata, nitrita i amino-kiselina unutar samih frankfurtera, tokom perioda
Cuvanja (Janero, 1990). Medutim, jasno se moze videti u prikazu rezultata da je prilikom svakog
ispitivanja, koli¢ina proizvoda sekundarne oksidacije lipida bila uvek niza kod tretmana sa dodatom

gljivom, a u pojedinim sluc¢ajevima i viSestruko niza, u poredenju sa kontrolnim uzorkom.
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Tabela 16. TBARS vrednosti frankfurtera tokom skladiStenja, izraZena kao mg malondialdehida/kg uzorka.

Vreme

skladiStenja ~ T1? T2! ct

(dani)

1 0,31+0,0234 0,34+0,04%A 0,56+0,0204
10 0,32+0,0124 0,45+0,01>8 0,71+0,02¢8
20 0,17+02BC 0,46+0,03°E 0,59+0,02¢4
30 0,21+0,02%8 0,17+0,012¢ 0,63+0,01°4B
40 0,10+0,013¢P 0,15+0,012¢P 0,60+0,05°4B
50 0,08+0,012P 0,08+0,012P 0,3740,.01°¢
60 0,04+0,01%P 0,07+0,01>P 0,16+0,01°P

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2\/rednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu
razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).

5.2.5. Osnovni hemijski sastav, instrumentalno merenje boje i promena pH vrednosti
Rezultati osnovnog hemijskog sastava frankfurtera sa dodatom gljivom bili su u skladu sa drugim

objavljenim rezultatima za isti proizvod (Tabela 17) (McGough i sar., 2012; Pil-Nam i sar., 2015).

Tabela 17. Osnovni hemijski sastav frankfurtera (dan 1).

Parametar T1 T2 C

Vlaga 56,63+1,062 55,03+0,81° 57,66+1,222
Ukupni proteini 12,32+0,46% 12,38+0,6% 10,91+0,17°
Masti 25,750,132 25,850,272 29,31+1,21°

ISkracenice su date u Tabeli 1.

2 Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-b) u istom redu
razlikuju se znacajno (P < 0,05).

Kao jedna od prvih impresija potro$a¢a o proizvodu i njegovom kvalitetu jeste sama boja tog
proizvoda (Cachaldora i sar., 2013). Parametri boje koji su ispitivani u frankfurterima jesu svetloca
(L*), udeo crvene boje (a*) i udeo zute boje (b*) i prikazani su u Tabeli 18. U frankfurterima sa
dodatom lisi¢arkom doSlo je do manjeg pada, ali statisticki zna¢ajnog (P < 0,05) u vrednostima za
L*, odnosno svetlocu u poredenju sa kontrolom, prvi dan nakon proizvodnje. T1 i T2 imali su vece
vrednosti udela zute boje (b*) u odnosu na C. Pad udela svetloce i rast u udelu Zute boje verovatno
uti¢e na pokrivanje uobicajene boje frankfurtera zahvaljuju¢i dodavanju gljive, koja ima prirodno
zlatno-zutu boju. Sli¢ne rezultate za svetlocu i udeo zute boje prijavili su Pil-Nam i sar. (2015), koji
su dodavali Sitake u frankfurtere. Tretmani T1 1 T2 bili su generalno “crveniji” u odnosu na C.
Razmatrajué¢i AE vrednost, definisanu preko L* a* b* koordinatnog sistema boja, a koja moze biti
detektovana ljudskim okom jedino u slucaju kada je veca od 3 (Fernandez-LOpez et al., 2019),
ustanovljeno je da su odmah nakon proizvodnje obe varijante sa dodatom gljivom imale manju

vrednost od 3.
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Tokom perioda hladnog skladiStenja, svi tretmani su imali poviSene vrednosti udela crvene boje 1 pad
u svetlo¢i nakon $ezdeset dana. Sto se ti¢e udela zute boje, desio se pad tokom &uvanja, ali nije bio
znacajan izmedu prvog i Sezdesetog dana. Sli¢an rezultat u udelu Zute boje otkrili su Fernandez-Lopez
i sar. (2019). Tokom skladiStenja, $to se ti¢e AE, obe varijante pokazale su vece vrednosti od 3, §to
govori da se uobicajena boja frankfurtera sa dodatim gljivama ne odrzava prilikom ¢uvanja, odnosno

menja se u pravcu boje koja dominira u samoj gljivi.

Tabela 18. CIELAB koordinate boje (L*, a* i b*), ukupna razlika u promeni boje (4E) u odnosu na kontrolni

uzorak i pH vrednosti tokom skladiStenja frankfurtera.

Vreme skladiStenja

Parametar . T1 T2 C
(dani)
1 75,03+1,713A 72,11+2,08>A 75,63+1,88%A
CIE L* 20 75,01+1,46%4 70,22+1,93%8 75,29+5,39PAB
40 73,01+1,98%8 69,34+1,72°C 75,25+1,42°A
60 64,59+4,06*¢ 59,7+3,68"P 74,73+1,39°8
1 7,49+0,922A 8,90+0,91°A 7,45+0,822A
CIE a* 20 8,09+0,73*B 9,65+0,85"8 8,50+0,76%B
40 9,10+0,872¢ 10,43+0,90°¢ 9,43+1,02¢¢
60 9,76+0,762P 11,10+1,19%P 9,98+0,822P
1 6,42+0,93*A 8,27+1,01PAC 4,140,714
CIE b* 20 5,48+0,78%B 8,38+0,94>A 3,84+0,61%B
40 6,32+0,89%A 8,08+1,04°C 3,32+0,55¢¢
60 7,17+1,05%¢ 9,63+0,93"8 4,63+0,83°P
1 2,35+0,96%A 2,95+0,09>4 -
AE 20 1,80+0,122B 6,90+0,66"B -
40 3,75+0,113¢ 7,65+0,47°C -
60 10,45+0,592P 15,47+0,83"P -
1 6,16+0,012A 6,11+0,01°4 6,17+0,022A8
5 20 6,15+0,012A8 6,11+0,01°4 6,19+0,02¢A
P 40 6,10+0,042AB 6,09+0,022A 6,18+0,05>A8
60 6,07+0,03*B 6,05+0,022A 6,11+0,06*B

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2\/rednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake grupe proizvoda x 5 tacaka unutra$njeg
preseka). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim
slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05).

pH vrednosti kobasica sa dodatim gljivama bile su takode u okviru uobi¢ajenih vrednosti za ovu vrstu
proizvoda od mesa (Bloukas i Paneras, 1993a). Sezdeseti dan skladistenja, desio se blagi pad pH
vrednosti u odnosu na prvi dan nakon proizvodnje, ali on je bio statisti¢ki znacajan samo kod T1. Pad
pH vrednosti tokom skladiStenja posledica je stvaranja organskih kiselina iz ugljenih hidrata, koje
proizvode bakterije mle¢ne kiseline (Wojciak i sar., 2014b). Gotovo identi¢ni rezultati o padu pH

vrednosti tokom perioda skladistenja dobili su Ranucci i sar. (2018).

53



5.2.6. Instrumentalno merenje teksture primenom analize teksturalnog profila (TPA) i “Warner-
Bratzler Shear Force” testa (WBSF)

Teksturalni profil kobasica prikazan je u Tabeli 19. Prvi dan nakon proizvodnje, nije bilo statisticki
znacajne razlike (P > 0,05) u ¢vrstodi, elasti¢nosti, kohezivnosti i zvakljivosti izmedu kontrolne grupe
1 frankfurtera sa dodatom lisi¢arkom. Pored toga, statisticki znaCajna razlika nije pronadena za
parametre elasticnosti 1 kohezivnosti izmedu T1, T2 i C prilikom svakog ispitivanja koje je vrSeno
tokom skladistenja. U pogledu ¢vrstoce i1 zvakljivosti, kobasice sa dodatom gljivom posedovale su

viSe vrednosti.

Vreme skladiStenja nije znacajno uticalo na cvrstocu, elastiCnost i zvakljivost u sklopu svake
pojedinacne varijante (tretmana) frankfurtera izmedu prvog i Sezdesetog dana skladistenja, izuzev
kontrolne grupe Sezdeseti dan, a za parametar Zvakljivosti. Gotovo identi¢an trend prijavili su Pil-
Nam i sar. (2015), naime, ¢vrtoca i zvakljivost bile su sli¢ne izmedu prvog i Sezdesetog dana, nakon
dodavanja L. edodes u frankfurtere. S druge strane, kohezivnost za sva tri tretmana pokazala je maniji,
ali statisticki znacajniji (P < 0,05) rast tokom skladistenja. Vreme skladiStenja nije imalo prevelikog
uticaja na teksturalne parametre ako poredimo prvi dan nakon proizvodnje i posledn;ji dan skladistenja
kobasica, §to pokazuje dobre emulgujuc¢e osobine koriS¢enih sirovina prilikom proizvodnje, a
ponajviSe mesnih proteina i nemesnih dodatih u vidu dekokta gljiva, kao i dobre stabilnosti samog

proizvoda tokom ¢uvanja u hladnjaci.

WBSF test, odnosno parametar ¢vrsto¢e dobijen ovom metodom potvrdio je da su frankfurteri sa
dodatom gljivom imali vecu ¢vrsto¢u u odnosu na kontrolni uzorak, koji nije sadrzao gljivu. Razlozi
za ovakvo stanje u sistemu frankfurtera ve¢ su objaSnjeni, a moze se dodati da je potreban veci rad,
odnosno neophodan je vec¢i napon smicanja da noz presece kobasicu kojoj je dodat dekokt gljive,
nego kobasicu koja je pravljena bez dodataka. Razlog za to treba traziti u stabilnijem matriksu,
odnosno boljom gel strukturom dobijenom nakon toplotne obrade, a zbog sadrzaja prirodnih proteina
u samim gljivama koji najvise doprinose vecoj ¢vrstoci, §to je i evidentno iz rezultata za osnovni
hemijski sastav kobasica, koji pokazuje veci sadrzaj proteina u finalnim uzorcima kod kobasica sa

dodatom gljivom, a u odnosu na kontrolni uzorak.
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Tabela 19. Parametri teksturalnog profila frankfurtera tokom skladistenja.

Analiza teksturalnog Vrem-ev .
profila ?ﬁﬁ;“ema T1! T2! ct
1 1,99+0,283A8 2,00+0,213AC 1,98+0,3234
10 2,29+0,19%A 2,55+0,27%8 1,82+0,34>A
20 2,02+0,143A8B 2,09+0,16%AC 1,73+0,12>4
Cvrstoéa (N) 30 1,90+0,232A8 2,10+0,228AC 1,68+0,120A
40 1,82+0,12%B 2,36+0,16>A8 1,62+0,11°A
50 1,88+0,12:A8 2,16+0,35%AB.C 1,78+0,26>4
60 1,95+0,143A8 1,99+0,232¢ 1,60+0,20°4
1 0,96+0,03 0,95+0,03 0,96+0,02
10 0,94+0,04 0,93+0,03 0,95+0,03
20 0,96+0,02 0,94+0,03 0,95+0,03
Elasti¢nost 30 0,95+0,01 0,96+0,02 0,95+0,02
40 0,96+0,02 0,94+0,02 0,94+0,02
50 0,95+0,03 0,96+0,01 0,96+0,02
60 0,95+0,02 0,93+0,05 1,08+0,31
1 0,84+0,027 0,83+0,024 0,83+0,02%
10 0,84+0,017 0,83+0,014 0,84+0,017
20 0,84+0,024 0,84+0,0178 0,83+0,03*
Kohezivnost 30 0,85+0,01A8 0,84+0,01A8 0,82+0,05%8
40 0,85+0,0148 0,84+0,0248 0,84+0,0248
50 0,86+0,028¢ 0,85+0,018¢ 0,86+0,038
60 0,87+0,038¢ 0,87+0,03B:C 0,86+0,028
1 1,63+0,20%A 1,68+0,24%A 1,62+0,25%A
10 1,83+0,17%0A 2,07+0,26%BC 1,59+0,234
20 1,72+0,173A 1,78+0,15A8 1,61+0,2134
Zvakljivost m™N) 30 1,81+0,19%4 1,96+0,193ABC 1.32+0,154
40 1,65+0,073A 2,13+0,19>C 1,25+0,07¢8
50 1,66+0,16%A 1,89+0,16>ABC 1,05+0,15%8
60 1,66+0,123A 1,74+0,123AB 1,09+0,17°8
1 8,36+1,54%A 8,36+1,323AB 7,04+1,323A
10 5,94+1,76%8 7,48+1,10%B 5,94+0,883ABC
20 6,82+1,653A8 8,14+0,96°B 6,60+1,10°AB
Cvrstoéa “WBSF” (N) 30 7,26+1,28%A8 8,14+0,66%B 5,50+0,66°8CP
40 7,26+1,63*AB 10,12+1,215A 6,82+0,66>"
50 5,94+1,7128 7,92+0,66°8 4,18+0,66%P
60 6,82+1,813A8 7,92+0,88%8 5,06+0,66°CP

1Skrac’enice su date u Tabeli 1.

2 \/rednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 8 specimenata x 3 uzorka iz svake grupe). VVrednosti sa razli¢itom
malim slovima (a-c) u istom redu razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju
se znacajno (P < 0,05).

5.2.7. Mikrobioloski profil

Kao $to je ve¢ objasnjeno, ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (TPC) smatra se indikatorom
kvara proizvoda od mesa tokom hladnog skladiStenja. TPC u frankfurterima proizvedenim sa dodatim
dekoktom lisi¢arke bio je znacajnije manji (P < 0,05) nego u frankfurterima koji su posluzili kao
kontrolni uzorak prvi dan nakon proizvodnje (Tabela 20). Naime, ve¢ je dokazano da pojedine

komponente prisutne u gljivama poseduju antimikrobna jedinjenja, a pre svih drugih katehini, galna
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kiselina i rutin (Oyetayo i Ariyo, 2013). Kod svih varijanti ispitivanih kobasica zabeleZen je rast
ukupnog broja aerobnih bakterija tokom skladiStenja, a sli¢ne rezultate objavili su Tahmouzi i sar.
(2012). Veci rast TPC primecen je za kontrolu, dok su manje vrednosti primecene za tretmane sa
dodatom gljivom, osim ¢etrdesetog dana skladiStenja. Na kraju ¢uvanja kobasica (60. dan), TPC (T1,
T2) u ovoj studiji bilo je znacajno manji nego u istom proizvodu od mesa kome je dodavana gljiva L.
edodes, a rezultati na kraju skladistenja predstavljali su vrednosti dobijene trideseti dan od momenta
proizvodnje (Pil-Nam i sar., 2015). Kod sve tri varijante frankfurtera, nije povtrdeno prisustvo
Salmonella spp., E. coli, L. monocytogenes, koagulaza pozitivnih stafilokoka i sulfitoredukuju¢ih

Klostridija.

Tabela 20. Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (TPC) u frankfurterima tokom skladiStenja.

Vreme
Mikroorganizmi  skladiStenja  T1 T2 C

(dani)

1 1,00 + 0,00 @A 1,26 + 0,24 24 2,23+0,21 A
(TPC) 20 4,80+0,17 2B 4,36 +0,10 *B 5,76 + 0,06 B
(logao cfu/g) 40 4,88 + 0,03 2B 5,50 0,03 € 4,41+0,11¢%C

60 5,05+ 0,02 2B 4,70 +0.10 *B 5,93 £ 0,08 B

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-C) u istom redu
razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-C) u istoj koloni razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05).

5.2.8. Procena senzorske prihvatljivosti proizvoda

Senzorske karakteristike frankfurtera tokom skladi$tenja prikazane su u Tabeli 21. Najvise ocene za
miris dobijene su za T2, sa izuzetkom cCetrdesetog dana od momenta proizvodnje, kada su bolje ocene
dobijene za C. Uprkos tome, nije pronadena statisticki znac¢ajna razlika (P > 0,05) izmedu Ci T1, T2
u pogledu mirisa. Sto se ti¢e ukusa, najvise ocene date su tretmanima sa dodatim gljivama tokom
prvih trideset dana ispitivanja, dok su u preostalih mesec dana hladnog skladiStenja viSe ocene date
kontrolnom uzorku. Bitno je istaci da nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u pogledu ukusa izmedu
tretmana sa i bez dodate gljive (P > 0,05). Potrosaci su u pojedinim vremenskim presecima davali
bolje ocene za miris i ukus frankfurtera obogacenih lisicarkom zbog ¢injenice da gljive poseduju
pojedine komponente koje su prepoznate kao pojacivac¢i ukusa (lentionin i mononatrijum-
glutaminat). Analize ukupnog kvaliteta pokazale su slican trend ocenjivanja dobijen za ukus kobasica,
a takode nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu C i T1, T2 u pogledu ukupne prihvatljivosti (P
> 0,05). Sto se ti¢e efekta skladistenja, nije utvrdena statisti¢ki znadajna razlika izmedu prvog i
Sezdesetog dana od momenta proizvodnje kobasica, osim u pogledu ukupnog kvaliteta za varijantu
T2.

Ozvural i Vural (2011) su pokazali da je dodatak bragna od kostica grozda rezultirao nizim ocenama

ukusa. Pored toga, Deda i sar. (2007) prikazali su da je dodatak sosa od paradajza uzrokovao
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nepozeljne promene ukusa. U poredenju sa prethodno pomenutim studijama, dodatak lisicarke nije

uzrokovao negativne efekte senzorskih karakteristika, naprotiv, doslo je do poveéanja u ocenama

mirisa, ukusa i ukupne prihvatljivosti tokom prvog meseca skladistenja.

Tabela 21. Senzorske karakteristike frankfurtera tokom skladiStenja.

Parametri senzorskog Vreme
. skladiStenja T1! T2! ct

kvaliteta .
(dani)
1 6,1+2,1A8 6,3+2,24 5,6+2,4A
10 6.8+1,8% 7,0+1,7A 6,5+2,048
20 7,1+1,8A 7,3+1,8A 6,7+1,9°8

Miris 30 6,6+2,148 6,8+2,1° 6,8+1,88
40 6,3+2,148 6,7+2,0A 7,0+2,18
50 6,0+1,948 6,4+1,8A 6,3+1,948
60 5,6+1,1B 6,4+1,24 6,1+1,5%8
1 6,5+2,1A¢P 7,142, 178 6,4+2,2°
10 7,6+1,68 7,8+1,54 7,5+1,68¢
20 7,7+1,58 7,8+1,54 7,5+1,88¢

Ukus 30 7,4+1,87B 6,9+2,3ABC 7,3+1,48¢
40 7,0+1,9ABC 7,1+1,948 7,6+1,8¢
50 6,2+1,9¢P 6,5+1,78¢ 6,612,048
60 5,9+1,2°P 5,9+1,4¢ 6,5+1,44
1 6,5+2,1AC 6,9+2,1A 6,2+2,1A
10 7,4+15%8 7,8+1,54 7,4+1,58
20 7,6+1,48 7,715 7,4+1,78

Ukupna prihvatljivost 30 7,411,848 7,4£224 7,3+1,48
40 6,9+2,0A8C 7,0+2,0A 7,4+2,08
50 6,5+2,0°C 6,8+1,68 6,9+2,048
60 6,0+1,1¢ 5,9+1.38 6,5+1,548

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 50 ocenjivata po svakom danu ispitivanja). Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike izmedu tretmana (P > 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-D) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P <
0,05).

5.2.9. Zakljucak

e Lisicarka (Cantharellus cibarius) je pokazala antioksidativni potencijal in vitro, te je
upotrebljena prilikom proizvodnje kobasica u tipu frankfurtera, a u obliku dekokta sa ukupnim
koncentracijama od 0,75% i 1,50% u zamesu, a u svrhu smanjenja oksidacije lipida tokom
skladiStenja.

e Lisicarka je pokazala antibakterijsko dejstvo u odnosu na Yersinia enterocolitica (MIC-10
mg/ml) i Listeria monocytogenes (MIC-20 mg/ml) in vitro, te baktericidni efekat prema L.
monocytogenes i Y. enterocolitica (20 mg/ml, redom). Fungistatsko i fungicidno dejstvo

dekokta lisi¢arke na Candida albicans izrazeno je kroz vrednosti MIC/MFC (10 mg/ml), a
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dobijeni rezultati ukazuju na potencijalnu upotrebu ove gljive u cilju o¢uvanja bezbednosti i
prevencije kvara prehrambenih proizvoda.

e Nije utvrden znacajan uticaj gljive na pH vrednost frankfurtera, dok je osnovni hemijski sastav
pretrpeo samo blaze izmene, i to u pravcu povecanja sadrzaja ukupnih proteina, te blagog
smanjenja sadrzaja masti u kobasicama sa dodatom gljivom.

e Dodatak lisi¢arke uticao je na smanjenje produkata sekundarne oksidacije lipida u odnosu na
kontrolni uzorak, merenih TBARS testom, Sto moze biti interesantno u buducim
istrazivanjima da se kao zamena jednog dela 1 kompletnih antioksidanasa vestackog porekla
dodaju prirodni antioksidansi, a u svrhu smanjenja Stetnih efekata komercijalnih
antioksidanasa na ljudsko zdravlje.

e Dodatak lisi¢arke smanjio je ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija u odnosu na kontrolnu
grupu frankfurtera tokom skladistenja, u¢inivsi kobasice mikrobioloski ispravnim i produzivsi
rok trajanja na dva meseca.

e Negativne promene u teksturi frankfurtera obogacenih dekoktom gljive nisu bile uocene.
Naprotiv, tekstura kobasica sa dodatom gljivom bila je ¢vrsca, $to doprinosi stabilnosti
finalnog proizvoda tokom skladisStenja.

e Frankfurteri sa dodatim dekoktom gljiva promenili su boju finalnog proizvoda tokom
skladistenja.

e Dodatak gljive u kobasice nije imao negativnog uticaja na senzorske karakteristike tokom
skladiStenja, naprotiv, UzOrci su ocenjeni vi§im ocenama u odnosu na kontrolni uzorak u toku

prvih mesec dana hladnog skladiStenja.

5.3. Craterellus cornucopioides - antioksidativni i antimikrobni potencijal i uticaj dodatka ove
vrste gljive na kvalitet frankfurtera

5.3.1. Antioksidativne karakteristike dekokta C. cornucopioides in vitro

5.3.1.1. Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala

DPPH metoda bazirana je na merenju sposobnosti neutralizacije antioksidansa pomoc¢u hvatanja
slobodnih DPPH radikala, i jedan je od najcesc¢e koris¢enih testova (Abdullah i sar., 2012). Svi
dobijeni rezultati bili su zavisni od testirane koncentracije dekokta gljive (Tabela 22). U poredenju sa
pozitivnom kontrolom (L-askorbinskom kiselinom), testirana gljiva u ovoj studiji imala je znacajno

nizu vrednost za svaku pojedina¢nu koncentraciju.

Sposobnost hvatanja DPPH radikala moze biti prikazana i kao ECso, vrednost koja pokazuje da je pri
datoj koncentraciji neutralizovano 50% od ukupne koli¢ine DPPH radikala. ECsg za crnu trubu

iznosila je 8,65 mg/ml. Liu i sar. (2012) utvrdili su za vreli vodeni ekstrakt crne trube ECso vrednost
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od 26,37 mg/ml, §to je znacajno slabija aktivnost nego ona dobijena u ovoj studiji (8,65 mg/ml), ¢ak

i za blazi nacin ekstrakcije, kao $to je dekokt.

Puttaraju i sar. (2006) prikazali su u svojoj studiji da je ECso za vrganj iznosio 1,30 mg/ml. Chirinang
i Intarapichet (2009) objavili su da vreli vodeni ekstrakt gljive Pleurotus ostreatus ima umerenu
antioksidativnu aktivnost (ECso = 11,56 mg/ml) kao i P. sajor caju (ECso = 13,38 mg/ml). U
istrazivanju Oztlrk i sar. (2011) Agaricus blazei, Agrocybe cylindracea i Boletus edulis utvrden je
slabiji antioksidativni efekat ove tri gljive sa ECso vrednostima 13,75, 26,98 i 15,78 mg/ml, redom.
Generalno gledano, dekokt crne trube ispitivan DPPH metodom pokazao je umerenu sposobnost

hvatanja radikala, odnosno antioksidativne aktivnosti.

Tabela 22. Antioksidativne karatkteristike dekokta C. cornucopioides merene DPPH testom

Koncentracija (mg/ml) C. cornucopioides askorbinska kiselina
0,625 5,364,384 81,33+1,11°4

1,25 16,48+3,85%A8 83,65+0,09%F

2,5 14,63%6,91°A 83,38+0,15%B

5 24,7+6,028A8 84,38+0,26"B

10 29,46+1,11°8 81,07+0,49°A

ECso (mg/ml) 8,65 -

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake serije). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima
(a-c) u istom redu razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-B) u istoj koloni razlikuju se znacajno
(P <0,05).

5.3.1.2. ABTS metod

Primenom testa neutralizacije ABTS radikala, dekokt C. cornucopioides pokazao je gotovo 100%
inhibiciju prilikom maksimalne testirane koncentracije (Grafik 11). Ovaj rezultat bio je znacajno visi
od rezultata dobijenog za askorbinsku kiselinu. Drugi autori ispitivali su antioksidativnu aktivnost
ove gljive, ali najcesc¢e primenom DPPH metode. Njihov rezultat imao je znacajno visu ECso vrednost
(slabiju antioksidativnu aktivnost) (40,64 mg/ml u slu¢aju etanolnog ekstrakta i 26,37 mg/ml za
vodeni ekstrakt) nego u ovoj studiji (2,61 mg/ml), ali odgovor DPPH testa je slabiji u poredenju sa
ABTS metodom, $to je evidentno i iz istrazivanja Dimitrijevic i sar. (2015). Interesantno, ova studija
potvrdila je znacajnu koli¢inu u vodi ekstrahovanih antioksidanasa, $to je u potpunoj saglasnosti sa

analizom dekokta crne trube.
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Grafik 11. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cornucopioides ispitivana neutralizacijom ABTS radikala.

AA — askorbinska kiselina.

5.3.1.3. Sposobnost redukcije jona gvoZda (FRAP)

Sposobnost redukcije jona gvozda predstavlja metodu zasnovanu na reakciji transfera elektrona
izmedu antioksidansa i oksidansa, pri ¢emu dolazi do redukcije Fe* u Fe?". Pozitivna reakcija
manifestuje se promenom boje rastvora, a $to je vrednost apsorbance na 700 nm veca, to je jaca

redukciona sposobnost testirane supstance (Khaskheli i sar., 2015).

Redukciona sposobnost dekokta crne trube direktno je proporcionalna koncentraciji, pokazujuci
maksimalnu vrednost apsorbance pri koncentraciji od 10 mg/ml (0,89) (Tabela 23). U istrazivanju
Kol i sar. (2018), vodeni i metanolni ekstrakti crne trube imali su znac¢ajno nize vrednosti apsorbance
pri koncentraciji od 10 mg/ml nego $to je to sluc¢aj u ovoj studiji. lako je askorbinska kiselina pokazala
vecu aktivnost, rezultat dobijen ovim testom ne sme se zanemariti i pokazuje znatnu antioksidativnu

efikasnost.

Tabela 23. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cornucopioides ispitivana metodom redukcione sposobnosti

Koncentracija (mg/ml) C. cornucopioides askorbinska kiselina
0,625 0.03+0.0224 1.51+0°A

1,25 0.07+08 2+0PB

2,5 0.21+0.022¢ 2+(0°B

5 0.47+0.022P 2+(0°B

10 0.89+0.01%F 2+0PB

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake serije). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima
(a-b) u istom redu razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se zna¢ajno
(P <0,05).

60



5.3.1.4. Sposobnost redukcije jona bakra (CUPRAC)

Ovaj metod razvijen je za merenje redukcione sposobnosti antioksidanasa tako S§to se izaziva
konverzija kupri (Cu?*) u kupro (Cu*) jon. Neokuproin ligand koristi se da bi se olak$alo merenje
apsorbance. Cu?* - neokuproin kompleks moze biti redukovan antioksidansima do Cu* - neokuproina,

sa maksimumom apsorpcije na 450 nm (Apak i sar., 2004).

Ova metoda koriS¢ena je kako bi se testirala antioksidativna aktivnost materijala priblizna fizioloskoj
pH vrednosti, a rezultati su prikazani preko apsorbance. Kao $to je evidentno iz Tabele 24, sposobnost
dekokta gljive da redukuje jon bakra zavisila je od koncentracije, a maksimalna testirana
koncentracija pokazala je najjatu redukciju jona bakra, 0,81+0,06. Apsorbance testiranih
koncentracija dekokta bile su znacajno nize od apsorbanci komercijalnih antioksidanasa kori§¢enih
kao pozitivne kontrole, pri identi¢nim koncentracijama. Abdullah i sar. (2012), testirajuci 12 jestivih
medicinskih gljiva istom metodom, dobili su ve¢e vrednosti za apsorbancu nego $to je to slucaj kod
dekokta crne trube. Medutim, treba istaci da su isti istrazivaci koristili vreli vodeni ekstrakt, formu
koja ekstrahuje vecu koli¢inu antioksidativnih jedinjenja.

Tabela 24. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cornucopioides ispitivana pomo¢u CUPRAC testa.
Koncentracija

(mg/mi) C. cornucopioides BHT a-tokoferol
0,625 0,14+0,01%4 0,90+0,10°4 0,44+0,04°A
1,25 0,19+0,042A 1,54+0,13"B 0,69+0,1°8

2,5 0,33+0,032® 2,52+0,02>C 1,11+0,01°¢
5 0,52+0,03*¢ 3,33+0,10°P 1,48+0,08°P
10 0,81+0,06%P 4,08+0,04°E 2,060,04°F

Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake serije). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima
(a-¢) u istom redu razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se zna¢ajno
(P < 0,05).

5.3.1.5. Ispitivanje antioksidativnih svojstava ekstrakata konjugen dienskom metodom

Sposobnost dekokta gljive da ihnibira oksidaciju linoleinske kiseline (Grafik 12) bila je zavisna od
koncentracije, a pogotovo u slucaju nizih koncentracija. Slican trend primecen je i za koncentracije
dekokta gljive od preko 2,5 mg/ml. Najjaca aktivnost dobijena je za najvise testirane koncentracije -
% inhibicije lipidne oksidacije iznosio je gotovo 70%. Palacios i sar. (2011) takode su objavili isti %
inhibicije oksidacije lipida kod metanolnog ekstrakta C. cornucopioides. Medutim, iako su isti
istrazivaci detektovali veliki broj antioksidativnih jedinjenja prisutnih u C. cornucopioides, taj efekat
se ne moze pripisati jednostavnom zbiru svih jedinjenja, ve¢ je u najvecoj meri posledica prisustva
velike koli¢ine miricetina. Ovi rezultati potvrduju da iako blag tretman kao Sto je dekokcija moze
generisati proizvod bogat antioksidativnim supstancama, $to dalje implicira da C. cornucopioides ima

znacajan nivo polarnih fenolnih frakcija u svom sastavu.
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Pri identi¢noj koncentraciji, mereno istom metodom, Mau i sar. (2005) odredili su antioksidativnu
aktivnost oko 60% za Ganoderma tsugae Murrill gljivu. Sli¢ne rezultate objavili su Lee i sar. (2007a)
za gljivu Pleurotus citrinopileatus, pri istoj testiranoj koncentraciji. Znacajno bolje rezultate
antioksidativne aktivnosti utvrdili su Tsai i sar. (2007b) (66,3%, 83,0%, i 85,7% za Agaricus blazei,
Agrocybe cylindracea, i B. edulis, redom) u poredenju sa dekoktom crne trube, a pri identi¢noj

testiranoj koncentraciji (5 mg/ml).

Konjugen dienska metoda bazirana je na sposobnosti supstance da uspori oksidaciju konjugovanih
diena, koji mogu biti formirani jedino kod polinezasi¢enih masnih kiselina (Huang i sar., 2005). Posto
se u ovom testu koristi linoelinska kiselina koja samo delimi¢no imitira bioloski sistem i formira samo
jednu formu konjugovanih diena, ovaj metod se obi¢no koristi u kombinaciji viSe antioksidativnih

testova, kako bi se dobila §to objektivnija slika ispitivanog supstrata.
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Grafik 12. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cornucopioides ispitivana konjugen dienskom metodom.

5.3.1.6. Metoda izbeljivanja f-karotena

Ova metoda zasnovana je na gubitku zute boje B-karotena tokom njegove reakcije sa radikalima
formiranim oksidacijom linoleinske kiseline u emulziji. Procenat izbeljivanja B-karotena moze biti
usporen u prisustvu antioksidanasa (Kulisic i sar., 2004). Kao sto je ocigledno sa Grafika 13,
antioksidativna aktivnost dekokta crne trube pri koncentraciji od 10 mg/ml bila je umerena, dok za
manje koncentracije ta aktivnost je bila veoma slaba. Nema zvani¢nih podataka u literaturi za
testiranje crne trube metodom izbeljivanja B-karotena. S druge strane, Palacios i sar. (2011) objavili
su rezultate u kojima je metanolni ekstrakt crne trube pokazao jaku aktivnost prema inhibiciji

oksidacije linoleinske kiseline (70%). Isti autori potvrdili su da je ekstrakt crne trube bio najbogatiji
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miricetinom, a pored toga i homogentisinskom kiselinom, §to govori o najzastupljenijim fenolnim

komponentama odgovornim za antioksidativnu aktivnost.
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Grafik 13. Antioksidativna aktivnost dekokta C. cornucopioides ispitivana metodom izbeljivanja B-karotena.

5.3.2. Antimikrobni efekat dekokta C. cornucopioides in vitro

Ispitivanje antimikrobnog efekta dekokta Craterellus cornucopioides pokazalo je da je ovaj dekokt
ispoljio efekat na vecinu testiranih bakterija (Tabela 25). Pored inhibitorne aktivnosti (MIC - 10-20
mg/ml), sa izuzetkom B. cereus i Salmonella Typhimurium (MIC > 20 mg/ml), baktericidna aktivnost
(MBC - 20 mg/ml) posmatranih Gram-pozitivnih bakterija takode je potvrdena. Inhibicija rasta
testiranih Gram-negativnih bakterija (MIC - 10-20 mg/ml) potvrdena je u kontaktu sa dekoktom
Craterellus cornucopioides, dok je baktericidni potencijal utvrden u slucaju Y. enterocolitica, S.
aureus i L. monocytogenes (MBC - 20 mg/ml). lako je antibakterijski efekat dekokta gljive potvrden
i na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, primetno je da su Gram-pozitivne bakterije
osetljivije u prisustvu ovog dekokta. Ovi rezultati nisu u skladu sa prethodnim rezultatima koji se ticu
antibakterijskog delovanja crne trube. Razlog toga mogao bi biti u razli¢itim metodama ekstrakcije.
Naime, Kosanic i sar. (2013) objavili su da acetonski ekstrakt crne trube inhibira rast bakterija pri
nizim koncentracijama (MIC — 0,1-0,2 mg/ml), dok su Dimitrijevic i sar. (2015) utvrdili da su za
inhibiciju potrebne vise koncentracije etanolnog ekstrakta (MIC — 12,5-50,0 mg/ml) kao i za
baktericidni efekat (MBC — 50,0 mg/ml), a u poredenju sa dekoktom. Nije dobijena statisti¢ki
znacajna razlika kada je u pitanju fungicidni efekat, pri svim testiranim koncentracijama, vrlo

verovatno zbog veoma kompleksne strukture njihovog ¢elijskog zida (Kosanic i sar., 2013).
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Frankfurteri, odnosno hrana koja spada u RTE kategoriju, smatra se bezbednom za konzumiranje bez
bilo kakvog prethodnog procesuiranja ili toplotnog tretmana. Medutim, koraci u naknadnoj obradi, u
kojima je moguca unakrsna kontaminacija gotovom hranom u koju spadaju i frankfurteri,
predstavljaju posebnu opasnost. Ipak, preradeno meso spremno za konzumiranje, kao 1 slicni
proizvodi koji se Cuvaju na temperaturama frizidera, su proizvodi kod kojih postoji velika
verovatno¢a da budu kontaminirani L. monocytogenes, patogenom bakterijom koja izaziva veoma

teSku klinicku sliku, a koja moze biti ¢ak i fatalna (listerioza) (Zhu i sar., 2017).

U cilju prevazilazenja ovih rizika, dok se izbegava primena vestackih aditiva koji ¢esto imaju Stetne
efekte, mogucénost koris¢enja prirodnih antimikrobnih komponenti je u velikom porastu medu
istrazivacima. U naporima da se oCuva bezbednost gotovih jela, ukljucujuci i frankfurtere, mozda je
upotreba dekokta C. cornucopioides kao integralne komponente finalnog proizvoda resenje koje bi
bilo prakti¢no.

Tabela 25. Antibakterijska/antifungicidna sposobnost dekokta C. cornucopioides, izraZzena kao MIC (mg/ml)
i MBC/MFC (mg/ml), odredena pomoc¢u mikrodilucionog metoda.

Mikrobiolo$ki soj lzvor Koncentracija
Staphylococcus aureus ATCC 25923 m:BCC 288:1
Listeria monocytogenes ATCC 19111 MIBCC ;88:
>
Bacillus cereus ATCC 11778 m:BCC ] 20,0
a
E. coli (O157:H7) ATCC 35150 mIBCc _20,0
a
Yersinia enterocolitica ATCC 27729 m:gcc ;gga
Salmonella typhimurium ATCC 14028 m:gcc _>20'0
>
Pichia fermentans ATCC 28789 M'BCC >200
>
Candida albicans ATCC 10231 m'BCC >200

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti dobijene iz tri ponavljanja. PoSto nisu nadene razlike u ponavljanjima, nije bilo potrebe za
prikazivanjem standardnih devijacija.

LU istom redu, vrednosti pracene razli¢itim malim slovima znagajno se razlikuju.

nije postignut efekat.

5.3.3. Ukupan sadrZaj fenolnih komponenti
Jedinjenja koja su najzasluznija za antioksidativno dejstvo gljiva jesu fenoli (Elmastas i sar., 2007).
Na Grafiku 14 moze se videti da tretman T2 sadrzi vise ukupnih fenola u odnosu na T1 i C, dok je

niza koncentracija gljive (T1) imala gotovo identi¢ne vrednosti ukupnih fenola kao i kontrolni uzorak.

64



Prethodna istrazivanja pokazala su da je veza izmedu ukupnih fenola i1 antioksidativne aktivnosti
linearna. Faktor skladiStenja znacajno je uticao na sadrzaj ukupnih fenola u kobasicama, §to se jasno
moze videti sa Grafika 14, gde se uocava nagli pad izmedu dvadesetog i Cetrdesetog dana. Pad
ukupnih fenola tokom skladistenja potvrden je i kod Jiménez-Zamora i sar. (2016) i moze se povezati

sa oksidacijom fenolnih komponenti.
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Grafik 14. Sadrzaj ukupnih fenola u frankfurterima tokom skladistenja.
Skraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti sa razli¢itim malim slovom (a-b) u istoj koloni (za razli¢ite tretmane) znacajno se razlikuju (P < 0,05). Vrednosti sa
razli¢itim velikim slovima (A-B) na istoj liniji grafika (za isti tretman u razli¢ito vreme skladistenja) razlikuju se znacajno (P < 0,05).

5.3.4. Antioksidativne karakteristike frankfurtera sa dodatkom Craterellus cornucopioides
5.3.4.1. Antioksidativna aktivnost frankfurtera tokom skladistenja merena sposobnoséu hvatanja
ABTS radikala

Prilikom dodavanja u frankfurtere dekokt C. cornucopioides promovise antioksidativno delovanje, a
posebno kada je proizvodu dodata koncentracija od 1,5% (Grafik 15). Niza koncentracija dekokta
imala je isti efekat kao i kontrolni uzorak. Ovaj pozitivni efekat odrzao se tokom dvadeset dana
skladistenja za obe koncentracije dekokta, a zatim pokazao trend naglog opadanja do kraja ¢uvanja.
Na kraju skladistenja, posle 60 dana, obe varijante sa dodatim gljivama imale su znacajno manje
sposobnosti za neutralizaciju ABTS radikala. Barros i sar. (2011a) takode su prikazali umerenu
antioksidativnu aktivnost prilikom dodavanja gljiva u proizvode od mesa. Obe varijante sa dodatom

gljivom pokazale su antioksidativnu aktivnost tokom prve tri nedelje ¢uvanja. Ovo moze biti
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posledica tipa materijala koris¢enog u ovoj studiji: gljive su dodate u formi dekokta koji se sastoji od
te¢nih i ¢vrstih delova, a testiran je dekokt zbog mnogih prednosti (lako, brzo i jednostavno se pravi
I jeftin je) koji bi kasnije mogao da pronade svoju primenu u industriji. Antioksidansi u te¢nom delu
reagovali su brzo sa ABTS radikalom, $§to je bilo evidentno prvog dana nakon proizvodnje.
Antioksidansi prisutni u ¢vrstom delu dekokta sporije su bili oslobadani Sto je rezultiralo porastom
neutralizacije ABTS radikala (do dvadesetog dana). Medutim, kasnije tokom skladiStenja
antioksidansi su delimi¢no iscrpljeni, Sto je rezultiralo smanjenjem procenta neutralizacije ABTS

radikala.
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Grafik 15. Neutralizacija ABTS radikala (%) frankfurtera tokom skladistenja frankfurtera.

1 Skraéenice su date u Tabeli 1.

5.3.4.2. SadrZaj malondialdehida (TBARS test)

Oksidacija masti u frankfurterima testirana je odredivanjem stepena TBARS vrednosti (mg
malondialdehida/kg uzorka). Prvog dana nakon proizvodnje kobasica primeceno je vise nego duplo
smanjenje vrednosti malondialdehida kod T1 varijante, a u odnosu na kontrolni uzorak, dok je kod
T2 ta vrednost bila i cetvorostruko niza od kontrolnog uzorka (Tabela 26). Relativno jak
antioksidativni efekat C. cornucopioides uzrok je postojanja fenolnih jedinjenja sadrzanih u samoj
gljivi (galna kiselina, kvercetin, rutin, katehin, p — kumarinska kiselina) (Kosani¢ i sar., 2019). Sto se
ti¢e poredenja tretmana tokom razli¢itih vremenskih preseka, potvrdene su znacajno nize TBARS
vrednosti kod varijanti sa dodatom gljivom u odnosu na kontrolni uzorak, dok izmedu samih tretmana
koji sadrze C. cornucopioides, nije primeéen trend, odnosno pravilnost koja bi mogla da objasni
dobijene rezultate. Rezultati dobijeni u ovoj studiji bili su u skladu sa literaturnim podacima

dobijenim za sli¢ne proizvode od mesa (Hwang i sar., 2015).
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Tokom skladistenja nije bilo drasticnog povec¢anja TBARS vrednosti, a pred sam kraj skladiStenja
primetno je bilo i znaCajno opadanje. Ovaj pad razli¢ito su opisivali razli€iti istrazivaci. Naime,
Jamora i Rhee (2002) utvrdili su da prilikom formiranja malondialdehida tokom skladistenja dolazi i
do medumolekulskih reakcija (reakcija polimerizacije), kao i reakcija sa drugim konstituentima, a pre
svega amino-kiselinama/proteinima koji uzrokuju nestajanje malondialdehida. Treba ista¢i da su sve
vrednosti TBARS bile znacajno ispod 1, granice koju je uspostavio Ockerman (1985), a koja se
smatra granicom formiranja uzeglosti kod proizvoda od mesa. Rezultati dobijeni u ovoj studiji u

saglasnostima su sa rezultatima koje su objavili (Fernandez-Lopez i sar., 2019); Ranucci i sar. (2018).

Tabela 26. TBARS vrednosti frankfurtera tokom skladistenja, izrazena kao mg malondialdehida/kg uzorka.

Vreme skladistenja

Parametar . T1 T2 C
(dani)
1 0,25+0,03*A 0,14+0,02°AP 0,56+0,02¢A
10 0,26+0,022A 0,31+0,0238 0,71+0,02¢8
20 0,13+0,012B 0,42+0,02°¢ 0,59+0,02¢A¢
MDA/kg 30 0,14+0,012B 0,17+0,0334 0,63+0.01"BC
40 0,08+0,0128¢ 0,11+0,013ADE 0,60+0,05>AB.C
50 0,08+0,012BC 0,09+0,023PE 0,37+0,01°P
60 0,06+0,03%¢ 0,03+0,023E 0,16+0,01"F

1Skracenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu
razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).

5.3.5. Osnovni hemijski sastav, instrumentalno merenje boje i promena pH vrednosti

Rezultati osnovnog hemijskog sastava frankfurtera predstavljeni su u Tabeli 27 i bili su u okviru
uobicajenih vrednosti za ovu vrstu proizvoda od mesa (Bloukas i Paneras, 1993b). Povisen sadrzaj
ukupnih proteina uo¢en je u kobasicama obogacenim gljivama, zato Sto C. cornucopioides u svom
sastavu ima zavidnu koli¢inu proteina, prema Barros i sar. (2008b) 69,45 + 1,24 g/100 g proteina,

racunato na suvu materiju.

Tabela 27. Osnovni hemijski sastav franfkurtera (dan 1).

Parametar T1! T2! Ct

Vlaga 58,57+0,60? 55,7+0,70° 57,67+1,228
Ukupni proteini 12,18+0,68° 12,45+0,62 10,91+0,17°
Mast 24,15+1,832 28,39+0,46° 29,31+1,21°

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2\/rednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-b) u istom redu
razlikuju se znacajno (P < 0,05).

Sto se ti¢e boje, prvi dan nakon proizvodnje frankfurtera uoéena je zna¢ajna razlika izmedu tretmana
sa dodatom gljivom i kontrolnog uzorka u pogledu svetloce i udela Zute boje, a u pogledu crvene boje
znacajna razlika uocena je izmedu T2 i C, dok dodatak gljive u nizoj koncentraciji nije znacajno
uticao (Tabela 28). U pogledu svetloce, prilikom svakog pojedinacnog testiranja uocena je statisticki
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znacajna razlika izmedu tretmana sa dodatom gljivom i kontrolnog uzorka. Dodatak gljive uzrokovao
je pad u vrednostima svetloce, $to je i razumljivo, jer je boja same gljive izrazito crna (komercijalni
naziv joj je i crna/mrka truba) pa je i njeno dodavanje u vecoj koncentraciji dovelo do jo§ veéeg pada
svetloée. Sto se ti¢e udela Zute boje, zna¢ajno veée vrednosti dobijene su u frankfurterima sa dodatom
gljivom nego u kontrolnom uzorku, tokom svakog vremenskog preseka u kom su vrSene analize, dok
je u pogledu crvene boje primecen trend smanjenja vrednosti T1 i T2 u odnosu na C. Udeo crvene
boje takode je pokazao manje vrednosti u kobasicama u koje je dodavana crna truba, sa izrazitijom

razlikom nakon dvadesetog dana testiranja.

Ako se posmatra kako faktor vremena skladiStenja uti¢e na pojedine varijante frankfurtera, nije uocen
pravilan trend u opadanju ili porastu pojedinacnih vrednosti za svetlocu, za udeo crvene i udeo zute
boje, pa je izracunata AE vrednost, vrednost iz L* a* b* koordinatnog sistema boja, koja moze biti
detektovana ljudskim okom jedino u sluéaju kada je vrednost veéa od 3 (Fernandez-LOpez et al.,
2019). 4E vrednost pokazala je da dodatak crne trube prilicno menja boju frankfurtera, dostizuci
tokom skladistenja veoma visoke vrednosti za koncentraciju gljive od 1,5% (T2). Fernandez-Lépez i
sar. (2019) takode su utvrdili da dodatak proizvoda ¢ija semenki (Salvia hispanica L.) menja boju
frankfurtera tokom skladistenja (4E > 3).
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Tabela 28. CIELAB koordinate boje (L*, a* i b*), ukupna razlika u promeni boje (4E) u odnosu na kontrolni
uzorak i pH vrednosti tokom skladiStenja frankfurtera.

Vreme skladiStenja

Parametar . T1 T2 C
(dani)
1 64,31+2,46%A 55,53+2,08>AB 75,63+1,88°A
CIE L* 20 63,82+2,05%A 54,81+2,48"8 75,29+5,39°A¢
40 64,34+2,22%A 56,25+2,2A 76,28+1,42¢8
60 52,365,488 43,5+3,44°C 74,73+1,39°¢
1 7,31+0,76%A 7,83+0,83>A 7,46+0,822A
CIE a* 20 6,93+0,672B 7,69+0,91°A 8,5+0,76%B
40 8,02+0,723¢ 8,84+0,66" 9,43+1,02¢¢
60 7,81+0,832CP 7,18+0,96"¢ 9.,98+0,82¢P
1 6,26+1,022A 7,41+1A 4,14+0,71¢A
CIE b* 20 5,75+0,77%8 6,98+1,06"B 3,84+0,61°8
40 5,08+0,78%¢ 6,8+1,27°8¢ 3,32+0,55¢¢
60 6,62+0,82P 6,67+0,99%B:C 4,63+0,83>P
1 11,41+1,14%A 20,36+2,88>A -
AE 20 11,66+1,11%A 20,73+2,35>A -
40 12,15+1,53%A 20,5004 -
60 22,55+2,34%8 31,428 -
1 6,15+0,022A 6,16+0,012A 6,17+0,022A
4 20 6,15+0,0224 6,18+0,01>A 6,19+0,02°4
P 40 6,14+0,022A 6,14+0,032AB 6,18+0,05>4
60 6,04+0,062>B 6,11+0,02"8 6,11+0,06"8

1Skraéenice su date u Tabeli 1.

2\/rednosti su date kao srednja vrednost * standardna devijacija (N = 3 uzorka od svake grupe proizvoda x 5 tadaka unutra$njeg
preseka). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu razlikuju se znacajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim
slovima (A-E) u istoj koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).

Kao §to je prikazano u Tabeli 28, vrednosti za pH kretale su se u opsegu 6,04 — 6,19 i bile su u okviru
uobicajenih vrednosti za kobasice u tipu frankfurtera (Bloukas i Paneras, 1993a). Jedino je Sezdesetog
dana doSlo do blazeg pada pH vrednosti u svakom od tretmana, a u poredenju sa prvim danom
proizvodnje. Pad pH vrednosti tokom skladiStenja javlja se kao posledica nakupljanja organskih
kiselina iz ugljenih hidrata, a usled aktivnosti bakterija mle¢ne kiseline (Wojciak i sar., 2014a). Sli¢ne

rezultate tokom skladistenja iste vrste proizvoda od mesa prijavili su Ranucci i sar. (2018).

5.3.6. Instrumentalno merenje teksture primenom analize teksturalnog profila (TPA) i “Warner-
Bratzler Shear Force” testa (WBSF)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u parametrima elasticnosti i kohezivnosti prilikom svakog
pojedinac¢nog testiranja tokom skladistenja (Tabela 29). Dodatak C. cornucopioides u frankfurtere
rezultovao je statisticki ve¢im vrednostima (P < 0,05) ¢vrstoce i gumoznosti u varijantama T1 i T2,
a u odnosu na C tokom svakog dana ispitivanja. Dobijeni rezultati su posledica dodavanja gljive, jer
je odredena kolicina proteina ve¢ prisutna u samoj gljivi. Inkorporacija nemesnih proteina u emulziju

rezultuje ¢vrS¢om teksturom, zbog formiranja gusceg proteinskog matriksa, rezistentnijeg na

69



kompresiju (Youssef i sar., 2011). U pogledu gumoznosti, dobijeni rezultati pokazuju da je vise
energije potrebno za procese zvakanja varijanti T1 i T2, u poredenju sa C. Ovi rezultati koreliraju sa
porastom &vrstoée, jer je Gumoznost = Cvrsto¢a x Kohezivnost (Bourne, 1982), a nije utvrdena
statisticki znacajna razlika (P > 0,05) za parametar kohezivnosti tokom skladistenja. Sli¢ne rezultate
za gumoznost prijavili su Pil-Nam i sar. (2015). Tokom skladistenja, primecen je opadajuci trend u
vrednostima za parametre ¢vrstoce, gumoznosti i zvakljivosti, dok je elasti¢nost i kohezivnost ostala

nepromenjena.
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Tabela 29. Parametri teksturalnog profila frankfurtera tokom skladistenja.

Analiza R

teksturalnog 2(;1:;?)6 skladiStenja T1! T2! ct

profila
1 2,18+0,19%A 2,67+0,220A 1,08+0,32°A
10 2,19+0,14A8 2,39+0,18bAB 1,08+0,26°A8

5 20 2,10+0,14>AB 2,45+0,27bAB 1,91+0,28°AB

Cvrstoca (N) 30 2,1940,272A8 2,4420,20PAB 1,8040,16°A8
40 2,130,158 2,48+0,2208 1,78+0,05¢8
50 2,0320,242¢ 2.22+0,16C 1,52+0,18°C
60 1,93+0,202C 2,29+0,23>C 1,42+0,16°C
1 0,9620,02 0,94%0,14 0,96+0,02
10 0,95+0,02 0,94+0,02 0,95+0,03
20 0,96+0,02 0.95+0,02 0,96+0,03

Elasti¢nost 30 0,95+0,01 0,95+0,02 0,95+0,02
40 0,95+0,02 0,96+0,02 0,94+0,02
50 0,95+0,03 0,96+0,02 0,96+0,02
60 0,95+0,03 0,96+0,03 0,97+0,01
1 0,850,01 0,86+0,04 0,83+0,02
10 0,83+0,03 0,83+0,01 0,83+0,02

_ 20 0,84+0,01 0,85+0,01 0,83+0,03

Kohezivnost 30 0,84+0,01 0,85+0,02 0,83+0,01
40 0,83+0,01 0,83+0,06 0,84+0,02
50 0,85+0,03 0,83+0,02 0,86+0,03
60 0,85+0,02 0,88+0,04 0,86+0,03
1 1,930,14%A 2,13+0,18%A 1,64+0,145A
10 1,88+0,132A8 1,99+0,162A8 1,53+0,220AB
20 1,80+0,1328.CD 1,92+0,1928.CP 1,39+0,178.CP

Gumoznost (N) 39 1,92+0,192ABC 1,84+0,182ABC 1,40+0,18bABC
40 1,88+0,1828.CD 1,92+0,2228CD 1,29+0,11b8.CP
50 1,89+0,232CD 1,80+0,162CP 1,160,125CP
60 1,59+0,20%P 1,82+0,192P 1,18+0,18P
1 1,87+0,14%A 2,00£0,112A 1,500,125A
10 1,79+0,13*A8 1,89+0,14%A8 1,42+0,10°A8

) 20 1,7820,11>ABC 1,89+0,10*AB.C 1,28+0,125A8B.C

Zvakljivost (N) 3 1,83+0,122BC 1,80+0,182BC 1,17+0,15"B.
40 1,80+0,11.C0 1,69+0,172CP 1,15+0,18bCP
50 1,62+0,14%DE 1.61+0,102DE 1,02+0,172DF
60 1,4240,12°€ 1,52+0,112€ 1,0020,18%€
1 6,380,388~ 6,82+1,10%A 7,48+1,23%A
10 6,380, 74%A 7,26+0,932A 5,94+0,648.C
20 6,380,364 7,4820,910A 6,601,012A8

WBSF (N) 30 7,0420,428A 8,361,104 5,28+0,9408.C
40 7,9240,362A 7,0241,18%A 6,38+0,88bABC
50 7,04+1,322A 7,26+1,222A 4,62+0,68PC
60 5,94+0,832A 6,60+1,03%A 5,06+0,498.C

lSkra(’:enice su date u Tabeli 1.

2\/rednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 8 specimenta x 3 uzorka iz svake grupe). Vrednosti sa
razli¢itom malim slovima (a-c) u istom redu razlikuju se zna¢ajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-D) u istoj
koloni razlikuju se znacajno (P < 0,05).
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5.3.7. Mikrobioloski profil

Kao pouzdan indikator stabilnosti prehrambenih proizvoda tokom skladiStenja, TPC izabran je kao
neophodan parametar ispitivanja mikrobioloske bezbednosti frankfurtera kojima je dodavan dekokt
gljive C. cornucopioides. Kao $to se moze videti u Tabeli 30, na dan proizvodnje (1. dan) prisustvo
TPC u frankfurterima koji sadrze 1,5% dekokta gljive (T2) nije primecen, indukujuéi statisticki
znacajnu razliku izmedu ovog tretmana i T1 i C. Ovaj rezultat potvrduje da je primenjena
koncentracija dekokta gljive bila dovoljna da zastiti tek proizvedene kobasice od razvoja aerobnih
mezofilnih bakterija, Sto direktno uti¢e na mikrobioloSku bezbednost proizvoda. Daljim
monitoringom TPC, dvadeseti i Cetrdeseti dan testiranja potvrdene su znacajno nize vrednosti za T2
uodnosuna T1 i C. Posto su TPC vrednosti postale komparativne nakon 60 dana skladistenja, Cini se
da dodavanje 1,5% gljive u frankfurtere nije bilo dovoljno da zastiti kobasice tokom tako dugog
vremenskog perioda ¢uvanja. Podsecanja radi, prose¢na duzina skladistenja frankfurtera u nasoj
zemlji je oko 45 dana, $to je u skladu i sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji. Antimikrobni potencijal
dekokta C. cornucopioides u direktnoj je zavisnosti od hemijskog sastava same gljive; pojedine
komponente kao §to su p - hidroksibenzoeva kiselina, protokatehuinska kiselina, galna i ferulinska
kiselina doprinose ovoj sposobnosti, kao $to su ve¢ potvrdili Alves i sar. (2012). TPC u ovoj studiji
(T1, T2), Sezdeseti dan skladiStenja, imali su sli¢éne vrednosti u poredenju sa istim proizvodom sa
dodatkom gljive Lentinula edodes (Pil-Nam i sar., 2015) trideseti dan od momenta proizvodnje.
Monitoringom mikrobioloskog statusa tokom 60 dana skladistenja, potvrdeno je da nijedna od tri
varijante frankfurtera nije sadrzala Salmonella spp., E. coli, L. monocytogenes, koagaulaza pozitivne

stafilokoke 1 sulfitoredukujuce klostridije.

Tabela 30. Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija (TPC) u frankfurterima tokom skladiStenja.

Vreme
Mikroorganizmi  skladistenja T1! T2! ct

(dani)

1 2,95+0,05%4 0,00£0,00°4 2,460,154
(TPC) 20 6,16+0,15% 4,01+0,02°8 5.76+0,06°8
(logao cfu/g) 40 5,20+0,14%¢ 4,01+0,02°B 4,41+0,11¢C

60 6,18+0,03*8 6,03+0,05"C 5,93+0,08B

ISkraéenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 3 uzorka). Vrednosti sa razli¢itom malim slovima (a-C) u istom
redu razlikuju se znaéajno (P < 0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-C) u istoj koloni razlikuju se znac¢ajno (P < 0,05).
Salmonella spp., Escherichia coli i Listeria monocytogenes nisu detektovani.

5.3.8. Procena senzorske prihvatljivosti proizvoda
Senzorske osobine kobasica u tipu frankfurtera sa dodatom crnom trubom prikazane su u Tabeli 31.
U pogledu mirisa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P > 0,05) izmedu tretmana sa dodatom

crnom trubom i kontrolnog uzorka tokom prvih dvadeset dana skladiStenja. Od tridesetog dana
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skladiStenja pa do kraja ¢uvanja kobasica, utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika (P < 0,05) izmedu
varijanti sa dodatom gljivom i kontrole, dok izmedu samih varijanti sa nizom i viSom koncentracijom
gljive nije bilo znacajne razlike. Sto se ti¢e ukusa, ¢injenica je da je statisticki znacajna razlika (P <
0,05) utvrdena izmedu svake varijante i kontrole, sa izuzetkom ispitivanja koje je obavljeno 20 dana
nakon skladiStenja. U istrazivanju koje su sproveli Beluhan i Ranogajec (2011) na deset popularnih
jestivih gljiva u Hrvatskoj, Craterellus cornucopioides je sadrzala najvece koli¢ine jedinjenja koja su
nalik mononatrijum glutaminatu (45,85 mg/g), jedinjenja koje se u prehrambenoj industriji dodaje u
proizvode kao pojacivac¢ ukusa, kao i1 najvece kolic¢ine nukleotida koji su odgovorni za pojaavanje
ukusa, ali u znatno vecem stepenu od mononatrijum glutaminata (35,36 mg/g). Ova jedinjenja
zajedno mogu proizvesti jos§ jaci miris i ukus gljiva u frankfurterima, pa se kod potrosaca koji nisu
navikli da jedu ovakve proizvode, a pogotovo one sa izrazenim jedinjenjima odgovornim za ukus,
javlja odredena vrsta odbojnosti prema takvom proizvodu, te u tome treba traziti razlog za ovakve
ocene. U razlikama koje se javljaju kod potroSaca, treba istaci i vizuelni utisak prilikom testiranja
frankfurtera sa dodatom gljivom. Naime, crna truba je karakteristi¢ne, crne boje i neminovno je da
menja boju finalnog proizvoda, ¢ineci je manje karakteristicnom od uobicajenih frankfurtera koji se
mogu naéi na trzistu i koje potrosa¢i kupuju i koriste za ishranu. Sto se ti¢e ukupne prihvatljivosti,
rezultati dobijeni za ovaj deo analize mogu se protumaciti kao potvrda rezultata dobijenih za miris i
ukus. Naime, i za ukupnu prihvatljivost potvrdena je statisticki znacajna razlika (P < 0,05) izmedu
tretmana sa dodatom gljivom (T1, T2) i bez dodate gljive (C). Tokom skladiStenja, nije potvrdena
statisti¢ki znacajna razlika (P > 0,05) izmedu prvog i Sezdesetog dana testiranja frankfurtera za svaki

pojedina¢ni tretman u pogledu mirisa, ukusa i ukupne prihvatljivosti.
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Tabela 31. Senzorske karakteristike frankfurtera tokom skladi$tenja.

Parametri senzorskog Vreme
. skladistenja T1! T2! ct

kvaliteta .
(dani)
1 5,0£2,430A 4,412 634 5,612,434
10 5,742,334 5,9+2,4%b8 6,5+2,02A8
20 6,1+2,120A 6,312,280 ¢B 6,7+1,92A8

Miris 30 5,242,134 5,2+2,43AB 6,8+1,8°E
40 5,8+2,6%4 6,0+2,6%8 7,0£2,1°B
50 5,442,334 5,842,428 6,3+1,9°AB
60 5,0£1,320A 5,2+1,130AB 6,1+1,5048
1 5,542,434 5,3+2, 734 6,442,204
10 6,4+1,92A8 6,5+2,12A8 7,5+1,6°BC
20 7,0£2,2208 6,9+2,3%P8 7,5+1,82B¢

Ukus 30 6,3+1,92AB 6,0+2,32AB 7,3+]1,4>BC
40 6,5+2,12AB 6,8+2,6%8 7,6+1,8°¢
50 6,1+2,32AB 6,1+2,6248 6,6+2,0°4B
60 5,4+1,284 5,5+1,13A8 6,5+1,4°4
1 5,3+2,320A 5,1+2,6%4 6,242,104
10 6,3+2,02AB 6,412,128 7,4+1,5"8
20 6,7+2,2208 6,8+2,230B 7,441,728

Ukupna prihvatljivost 30 6,0+2,02AB 5.9+2,23AB 7,3+1,4°B
40 6,3+2,42AB 6,5+2,7%8 7,4+2,0°B
50 6,1+2,32AB 6,3+2,620AB 6,942,048
60 5,541,234 5,6+1,12A8 6,541,548

1Skracenice su date u Tabeli 1.

2Vrednosti su date kao srednja vrednost + standardna devijacija (N = 50 ocenjivaca po svakom danu ispitivanja). Vrednosti sa razli¢itom
malim slovima (a-c) u istom redu razlikuju se znacajno (P <0,05). Vrednosti sa razli¢itim velikim slovima (A-B) u istoj koloni razlikuju
se znacajno (P < 0,05).

5.3.9. Zakljucak

Crna truba (Craterellus cornucopioides) je pokazala odredene antioksidativne karakteristike
in vitro, te je upotrebljena u proizvodnji frankfurtera u obliku dekokta sa koncentracijama
0,75% i 1,50%, da bi se smanjila oksidacija lipida tokom skladi$tenja.

Crna truba pokazala je antimikrobni potencijal prema vecini testiranih patogena, §to je
svrstava u prirodne supstance koje mogu da se primene u prehrambenoj industriji, kako bi se
dobili bezbedni proizvodi.

Nije primecen znacajan uticaj gljive na pH vrednost frankfurtera, dok je osnovni hemijski
sastav pretrpeo blage promene. Naime, doslo je do rasta sadrZaja ukupnih proteina i smanjenja
sadrzaja masti u kobasicama sa dodatom gljivom.

Dodatak crne trube uticao je na povecanje sadrzaja ukupnih fenola, ali samo u frankfurterima

sa vecom koncentracijom dodate gljive, dok su kobasice sa dodatom gljivom pokazale
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redukovan sadrzaj ukupne koli¢ine sekundarnih proizvoda oksidacije tokom skladistenja,
merene TBARS testom.

Dodatak crne trube u veéem % rezultovao je smanjenjem ukupnog broja aerobnih mezofilnih
bakterija u odnosu na kontrolu, tokom duzeg perioda hladnog skladiStenja, a kobasice su
zadrzale mikrobiolosku stabilnost tokom dva meseca Cuvanja.

Sto se ti¢e teksturalnog profila kobasica sa dodatkom gljiva, treba istaé¢i da nije doslo do
naruSavanja karakteristicne teksture kobasica, te da su zadrzale sve svoje osobine tokom
skladiStenja, Sto navodi na zakljuc¢ak da dodavanje gljive ne doprinosi negativnim promenama
teksture kobasica.

Frankfurteri sa dodatom crnom trubom imali su promenjenu boju finalnog proizvoda, $to
predstavlja negativnu osobinu kad je u pitanju dodavanje ove vrste gljiva u proizvod.
Dodatak gljive u frankfurtere za posledicu je imao nesto niZe ocene senzorskih karakteristika

tokom skladiStenja.
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