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·  „Први и други ниво хоризонталног и вертикалног лабораторијског тренинга из области хемије“, мај 2011., Мостар, у организацији Агенције за сигурност хране БиХ
·  „Вертикални лабораторијски тренинг из области хемије – ААS, мај 2011., Мостар, у организацији Агенције за сигурност хране БиХ 

·  „Вертикални лабораторијски тренинг из области хемије-LC-МS, мај 2011., Мостар, у организацији Агенције за сигурност хране БиХ
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2. ЗНАЧАЈ И НАУЧНИ ДОПРИНОС ИСТРАЖИВАЊА
· Значај истраживања
Традиционално произведене ферментисане кобасице ријетко су предмет систематског и свеобухватног истраживања. За разлику од њих интерес за индустријску производњу ову врсту кобасица је знатно већи. Он је прије свега усмјерен на употребу стартер култура у њиховој производњи и употребу средстава која убрзавају процесе зрења (глуконоделталактон, шећери) и скраћење производног процеса. Међутим, интерес за традиционалну производњу са истраживачке стране порастао је од како се појавила могућност заштите ових производа ознакама географског поријекла или имена поријекла. Услов заштите захтевају ближе и прецизније дефинисање производног процеса, а треба и да укажу на посебност готовог производа. До ових података може да се дође само истраживачким радом који је усмјерен прије свега на микробиолошке, хемијске и физичке промјене у току зрења (сушења кобасица). Разумљиво је да процес зрења ферментисаних кобасица условљен бројним факторима, почев од избора сировине и њене обраде, количине соли, избора зачинске смјеше и избора омотача. Од не малог значаја је и процес димљења, као и микроклиматски услови (температура, влажност ваздуха, циркулација) у објектима за зрење. Ови чиниоци доприносе специфичности готовог производа.  
· Преглед истраживања
Производња сирових ферментисаних кобасица има дугу традицију, нарочито у регионима са умјереном климом. Традиционално се ове кобасице производе у хладнијем годишњем добу, при релативно ниским температурама погодним за  ферментацију, сушење и зрење. Ферментисане кобасице на нашим просторима имају дугу производну традицију. То се посебно односи на равничарска подручја сјеверно од Саве и Дунава, односно Славонију и Војводину а дјелимично и на нека подручја јужно од Саве. То су подручја богата житарицама, нарочито кукурузом, у којима се традиционално гаје свиње. Иако је ово подручје површински невелико, производња ферментисаних кобасица није униформна. Она се разликује и по начину обраде сировине, а нарочито по зачинском саставу, затим избору омотача, као и у условима зрења, па разумије се, и по сензорним особинама готовог производа. Будући да имају дугу производну традицију и стандардизован кавалитет, ферментисане кобасице су у неким подручјима и заштићене ознаком географског поријекла. Тако је заштићен славонски кулен у Хрватској, као и петровачка (словачка) кобасица у Банату (Банатски Петровац) (Балтић и сар., 2010, Петровић Љиљана и сар., 2010, Јокановић Марија и сар., 2010).

Раније, када поступци конзервисања хлађењем нису били у широкој употреби, сирове ферментисане кобасице, као добро одрживе, биле су веома популарне као извор (резервоар) анималних протеина и безбједна храна (Higgs, 2000). Без обзира на различите могућности конзервисања, прије свега хлађењем и замрзавањем производња ферментисаних кобасица у домаћинствима има вишеструки значај. Наиме, на овај начин се један дио домаћинстава, нарочито у сеоским срединама снабдијева производима од меса за сопствене потребе, али дио те производње може да буде намјењен и продаји. Овакав начин производње ферментисаних кобасица, без обзира на савремене трендове о безбједности хране, није напуштен, ни забрањен, у земљама Европске уније па тако неће бити забрањен ни у Републици Српској. О томе најбоље говори податак из хрватских прописа, усклађених са ЕУ прописима, у којима је предвиђена могућност производње ферментисаних кобасица у домаћинствима. То међутим не значи да ови произвођачи не морају да задовоље неке основне услове везане за производњу ових кобасица. Један од битних услова је да животиње (свиње) намјењене за производњу ових кобасица морају да буду заклане у регистрованим кланицама, што значи да подлијежу обавезном ветеринарском прегледу. Услови који се односе на сам производни процес нису ригорозни, не захтјевају увођење HACCP система  и могу их практично испунити сва домаћинства. Да би се готов производ ставио у промет, домаћинство мора да буде регистровано, а своје производе може да излаже продаји на тржницама, сајмовима, смотрама, а може да их уступи и угоститељским објектима и другим малопродајним објектима. Један од услова, односи се и на декларисање. Наиме ови производи, углавном због принципа следљивости, морају да буду декларисани на начин како се декларишу и ови производи из индустријских, односно занатских објеката (Балтић и сар, 2010).

Производња ферментисаних кобасица у домаћинствима, односно њихово зрење, одвија се у неконтролисаним условима тако да се она обавља у току зимског периода. За израду ових врста кобасица најчешће се користи свињско месо, рјеђе говеђе. Производе се у индустријским и занатским објектима, а такође и у домаћинствима. Разумљиво је да са обзиром на мјесто производње, услови производње нарочито они који се односе на процесе зрења, могу бити контролисани (климатизоване коморе), односно могу да се прате температурни услови у току зрења, циркулација и влажност ваздуха као и вријеме и температура димљења. Контролисани услови производње везују се за индустријске објекте и један дио занатских објеката. Данас се у индустријским условима сушење и зрење одвија у вјештачким климатизованим просторијама, коморама, тако да се производња може одвијати и у топло годишње доба и у свим дијеловима свијета (АFDO, 2004, Heinz и Hautzinger, 2007).

Ферментисане кобасице су уствари сирове кобасице, које се припремају од уситњеног меса, чврстог масног ткива, кухињске соли, адитива и зачина. Послије пуњења у омотаче кобасице се подвргавају зрењу у току кога долази до физичких, хемијских и ензимских промјена које осигуварају одрживост готовог производа, као и карактеристичне сензорне особине. Конзервишући ефекат код ових кобасица постиже се прије свега сушењем, а и поступком хладног димљења. У домаћинствима  преовладава производња сувих кобасица које се према конзистенцији сврставају у кобасице за резање. Готови производи садрже мање од 35% воде, а како се у домаћинствима производе у зимском периоду, суше се на нижим температурама при чему зрење траје дуже и зависно је највише од температурних услова. Уобичајено је да се кобасице повремено хладно диме нарочито у почетку зрења (Heinz и Hautzinger, 2007, Вуковић, 2006, Каран Драгица и сар., 2010). За димљење се најчешће користи буково дрво, односно струготина овог дрвета. Циркулација ваздуха се подешава у зависности од спољашње температуре и влажности ваздуха отварањем, односно затварањем отвора на самој пушници. С обзиром на разлике у традицији које су везане за поједине крајеве, локалитете или чак села разумљиво је да има разлика у самом начину израде кобасица (избор и обрада меса, степен уситњавања, избор зачина итд.) и поступцима зрења (сушење и димљење). Међутим, основни принципи израде ових кобасица су универзални. Најчешће се ферментисане кобасице у нашим крајевима производе од чистог свињског меса и чврстог масног ткива при чему се однос ових састојака не одређује егзактно већ се заснива на емпиријском искуству самог кобасичара. Ријетко се додаје говеђе месо, и ако се додаје та количина не прелази више од 10%. Избору свиња се не придаје посебан значај, али је уобичајено у сеоским домаћинствима да се свиње кољу при маси од око 150 кг или већој. То осигурава употребу меса зрелих животиња у производњи ферментисаних кобасица које има своје предности у њиховој производњи. Обрада меса и масног ткива, односно уситњавање масе, обавља се у уређајима за мљевење меса при чему уситњеност надјева може да варира у зависности од обичаја и намјене производа. Обично се надјев намјењен за производњу кобасица ширег дијаметра мање уситњава, а надјев за кобасице ужег дијаметра се припрема од меса које је ситније самљевено. У производњи традиционалних производа у домаћинствима најчешће се користи само кухињска со, а ријетко нитритна со (Здолец и сар., 2007). Ови производи се значајно разликују по употреби зачина, односно по додатој количини зачина. Најчешће се од зачина користи слатка и љута паприка, бијели лук и бибер. Надјев кобасица припремљених у домаћинствима традиционално се пуни у свињска танка цријева, равно цријево и слијепа цријева (Балтић и сар., 2010, Балтић и сар., 2010). Доступност вјештачких омотача различитих дијаметара, различите пропустљивости за водену пару и различите способности ретракције довела је и до њихове употребе у домаћинствима. Употреба вјештачких цријева има своје оправдање, прије свега у једноставности примјене и стандардизацији производног процеса и саме производње. Обрада природних цријева и њихова припрема за пуњење захтјева умјешност, вријеме и доста физичког рада. Овакав избор омотача условљава и промјене у току зрења, односно сушења кобасица. Код кобасица ширег дијаметра израженији су ферментатривни процеси док код кобасица ужег дијаметра преовладавају физички процеси, односно сушење производа. Ово има за посљедицу и разлике у микрофлори, физичким и хемијским промјенама које се одвијају у току зрења, а које утичу и на квалитет готовог производа (Вуковић, 2006, Савић и сар., 2002).

Сирове ферментисане кобасице попримају своје карактеристичне сензорне особине у току процеса ферментације који се одвија у физичким и хемијским условима карактеристичним за сировину пуњену у омотаче. Типичне сирове ферментисане кобасице се топло не обрађују, а састоје се од кртог меса и масног ткива коме се додаје со, нитрити, шећери и зачини, а које се диме, па отуда садрже и састојке дима. У већини ових производа уједначени комадићи масног ткива се јасно издвајају, односно виде као бијели комадићи ткива уклопљени у мозаик тамноцрвеног меса. Величина комадића масног ткива може да варира од два до 12 мм зависно од производа. У току ферментације, односно зрења долази до редукције садржаја воде, што је неопходно за одрживост овог производа, као и настанак типичног мириса и укуса (ароме) и текстуре готовог производа. За процес смањења садржаја воде у надјеву у току производње (ферментације, зрења) неопходно је да надјев буде пуњен у цријева која су пропустљива за воду (водену пару). Производ се ни у једном моменту топлотно не обрађује и дистрибуира се и троши као „сирови“ производ (Drosinos и сар., 2005, Heinz и Hautzinger, 2007, Балтић и сар., 2010).

Специфичност производње сирових ферментисаних кобасица је процес ферментације означен као разлагање угљених хидрата, присутних у надјеву углавном до млијечне киселине. Традиционална производња сирових ферментисаних кобасица подразумијева ферментацију изазвану бактеријама природно присутним у надјеву, као посљедица контаминације. Релативно ниске температуре (испод 20 °С) су повољне за раст пожељне ферментационе микрофлоре, док су бактерије квара супресиране (Barbuti и Parolari, 2002, Casaburi и сар., 2008, Hwаng и сар, 2009). У току процеса ферментације, зрења и сушења услови за бактерије квара се све више погоршавају као посљедица активности ферментативних бактерија и смањења рН надјева. Развој жељене ферментационе микрофлоре доприноси типичном укусу, изгледу и текстури сирових ферментисаних кобасица. Додатно спречавање бактеријског квара у производима условљено је смањењем садржаја воде, односно падом аw вриједности у току ферментације и зрења. Бактерије квара захтјевају вишу аw вриједност него ферментативне бактерије које стварају киселину. Процес ферментације може да се „отме“ контроли ако су температуре у току ферментације и зрења високе и ако је број бактерија квара висок. У том случају ферментативне бактерије нису довољне да спријече квар кобасица у току фермнетације и зрења. Због тога се користе контролисани услови ферментације и зрења у климатизованим коморама гдје постоји могућност контроле температуре ваздуха, његове влажности и струјања. Једна од мјера којом се процес може контролисати је употреба бактеријских стартер култура (комерцијалне културе) које се додају у надјев и које доприносе развоју жељених ферментационих процеса све док је садржај воде толики да не зауставља ферментацију (Drosinos и сар., 2005, Hwаng и сар., 2009, Mollerisa и сар., 2010).

У сировим ферментисаним кобасицама у току зрења и сушења не одвијају се само ферментативни процеси неопходни за настанак жељених особина готовог производа  (арома, текстура), већ се одвијају у току зрења, нарочито ако је оно дуго и други биохемијски и физички процеси који нису од не мањег значаја. Природне промјене на мастима које доводе до ужеглости могу да буду узрок јаког мириса и укуса. Овај процес може да се предупреди, односно успори употребом масног ткива одговарајућег квалитета (свјеже чврсто масно ткиво свиња) и примјеном релативно ниских температура и влажности (75 до 80 %, релативна влажност). Продужетак зрења и сушења резултира смањењем садржаја воде што има за посљедицу концентрисање компонената ароме и чвшћу конзистенцију (текстуру) кобасица. Садржај воде у готовом производу је обично испод 35 % и у многим случајевима испод 30 %. Ово одговара аw вриједности од 0,90 или нижој и чини производ одрживим. У умјереним климатским подручјима и у складу са тим условима од око 20 °С и релативној влажности од 70 до 75 % овај производ је одржив и до годину дана. Сирове ферментисане кобасице су умјерено киселе са рН вриједношћу која варира од 5,0 до 5,5. У нашој земљи производња ферментисаних кобасица у домаћинствима је у појединим дијеловима земље и даље значајан дио прераде меса. Ови произвођачи се још увијек држе традиционалне производње која не познаје употребу нитрита и стартер култура, а врло често се кобасице пуне у природне омотаче (свињска, говеђа, коњска цријева). Употребом стартер култура производња кобасица се осигурава тиме што се раст бактерија квара успорава (Heinz и Hautyinger, 2007). Сирове ферментисане кобасице се могу производити са и без димљења. Производња кобасица без димљења је мање заступљена, а ове кобасице се декларишу као „кобасице сушене на ваздуху“.  Процес зрења и сушења условљен је саставом кобасица и пречником омотача. Зрење кобасица може да траје и до 90 дана, али већина ферментисаних кобасица се производи за три до четири недеље. Типични примјери сувих кобасица са мање или више продуженим периодом зрења су различити типови салама (италијанска, мађарска, шпанска, средњеевропска, славонски кулен, сремски кулен) (Таlon и сар., 2007, Heinz и Hautzinger, 2007).

Сирове ферментисане кобасице се у домаћинствима, код малих и средњих произвођача, производе једноставним уређајима и опремом. Процес зрења и сушења често није контролисан, већ се одвија у природним условима, што у нашем поднебљу значи у касну јесен и почетком зиме (Heinz и Hautyinger, 2007).

У производњи сирових ферментисаних кобасица биолошке и биохемијске промене су доминантне и сировина изузетног хигијенског статуса (бактериолошког) је предуслов за правилно одвијање процеса сушења и зрења (Аdams, Mitchell, 2002). За производњу ових кобасица може да се користи месо различитих животињских врста (свиња, говеда, коња, оваца, коза, па чак и живине). Пожељно је да месо буде од старијих животиња, са нижим садржајем воде и мањом способношћу везивања воде, што је предуслов за пожељно одвијање производног процеса. Месо мора да буде охлађено, при чему је рН говеђег меса од 5,4 до 5,5, а свињског од 5,4 до 5,8. Такође је значајно да за производњу ових кобасица месо мора да буде брижљиво обрађено тако да је одстрањено везивно ткиво и што већи дио меког интермускуларног масног ткива, будући да оно може да утиче на квалитет готовог производа и слабију прихватљивост од стране потрошача (Балтић, 1993). За производњу ферментисаних кобасица користи се, углавном охлађено чврсто масно ткиво свиња, будући да је оно чврсто и суво и није у толикој мјери подложно оксидацији у току дужег периода зрења. Меко масно ткиво, будући да не може да се сјече у комадиће, има за посљедицу појаву замућења на пресјеку кобасица, што утиче на њихов изглед. Меко масно ткиво и због свог масно-киселинског састава повећава ризик од ране ужеглости (Балтић, 1993, Casaburi и сар., 2008).

Стартер културе имају различиту улогу у производњи ферментисаних кобасица, а укључују снижавање рН вриједности, побољшање интензитета боје, успоравање појаве ужеглости, доприносе карактеристичном мирису и укусу и доприносе текстури (подржавају формирање протеинског гела у надјеву) (Chizzolini и сар., 1999, Оlivares и сар., 2009, Оlivares и сар., 2010, Shahidi, 1998).

· Радна хипотеза са циљем истраживања
Традицонална производња ферментисаних кобасица у домаћинствима обавља се у неконтролисаним условима у хладнијем годишњем добу. Оно што се у овим условима може да контролише је избор дрвета за димљење као и обим и интензитет димљења. Без обзира на неконтролисане услове производње, емпиријски је доказано да је производња ферментисаних кобасица у домаћинствима могућа и да квалитет готових производа може да задовољи и најзахтевније потрошаче. У објашњењу проблема истраживања у оквиру ове докторске дисертације полази се од хипотезе да ће пречник и избор омотача (природни, вјештачки) утицати на процесе зрења и сушења ферментисаних кобасица. Очекује се да ће пречник, а затим и избор омотача утицати на брзину и степен промјене микрофлоре од преовлађујуће и непожељне грам-негативне на почетку зрења ка корисној и пожељној грам-позитивној у току и на крају зрења. За безбједност готовог производа у погледу биолошких опасности (патогених бактерија) присуство лактобацила је од посебног значаја. Заступљеност бактеријских врста и њихова активност у току процеса зрења зависни од физичких (губитак воде), физичко-хемијских (pH вриједност, аw вриједност) и хемијских особина (нарочито садржај соли) у току зрења. Разумљиво да бактериолошка активност утиче и дужина зрења и да имају значајан утицај на сензорне особине готовог производа.

Сам процес зрења и сушења ферментисаних кобасица зависан је, прије свега, од пречника омотача али и од тога да ли се ради о природном или вјештачком омотачу. Природни омотачи, нарочито они из задњих партија дигестивног тракта свиња, носе са собом и специфичну микрофлору која је значајно различита од микрофлоре вјештачких омотача.

Циљ истраживања у оквиру ове докторске дисертације биће усмерен на:

а) утицај избора омотача на промјену броја важнијих бактеријских група (аеробни мезофили, ентеробактерије, лактобацили) у току зрења ферментисаних кобасица;

б) динамику промјена садржаја основних састојака надјева;

ц) динамику промјена физичких и физичко-хемијских особина (губитак масе, pH вриједност, аw вриједност) у току зрења ферментисаних кобасица;

д) разлике у сензорним особинама готових производа (кобасица) условљене разликама у избору омотача.

· Материјал и метод рада
     5.1.  Материјал
Као материјал биће коришћене ферментисане кобасице произведене по традиционалној технологији, пуњене у природне и вјештачке омотаче различитог дијаметра.

     5.2.  Методе рада
А. Микробиолошка испитивања
· Одређивање укупног броја аеробних мезофилних бактерија – ISO 4833-2003

· Одређивање укупног броја лактобацила (Cook, 1991)

· Одређивање укупног броја ентеробактерија – ISO 21528-1:2004, ISO 21528-2:2004

Б.  Сензорна испитивања
· избор, обука и тренинг оцењивача -  ISO 8586-2:2008

· квантитативна дескриптивна анализа – ISO 6564:1985

В. Хемијска испитивања
За испитивање основног хемијског састава (садржај воде, масти, протеина, пепела и кухињске соли) користиће се сљедећи поступци:

· Воде - одређивањем губитка масе при сушењу хомогенизованог узорка при 105±1 °С до константне масе (JUS ISO 1442)

· Масти - методом по Soxhletu, екстракцијом масти из осушеног узорка петрол етром, дестилацијом и сушењем при 105±1 °С до константне масе (JUS ISO 1443)

· Протеина - методом по Kјеldahl-u примјеном уређаја фирме "Velp” (JUS ISO 937)

· Пепела - сагоријевањем узорка при 550 °С до константне масе (JUS ISO 936)

· Кухињске соли методом по Volhardu (JUS ISO 1841-1 )

Г. Физичко-хемијска испитивања
· За испитивања рН вриједности користиће се апарат рН Metar HI 99161, HANNA 
· аw вриједност према поступку Gimenéza и Dalgaard (2004)
Д. Физичке методе
· Губитак масе гравиметријски
· Температура помоћу дигиталног минимално-максималног термометра, ТКФ
· Научни допринос истраживању  
У оквиру ове докторске дисертације пратиле би се промјене микрофлоре, хемијских и физичких особина традиционалних ферментисаних кобасица пуњених у природне и вјештачке омотаче различитог пречника. Такође би био утврђен и квалитет готових производа. Очекује се да би резултати ових испитивања указали на разлике у промјенама у току производње (ферментација, зрење, сушење) бактериолошког статуса (укупног броја бактерија, укупног броја ентеробактерија и броја лактобацила), физичких (кало сушења, рН, аw) и хемијских особина (садржај воде, масти, протеина и соли) ферментисаних кобасица пуњених у природне и вјештачке омотаче различитог дијаметра. Такође се очекује да би се могао дефинисати и квалитет (хемијски састав, сензорне особине) готових производа.

Резутати ове докторске дисертације ће допринети бољем познавању зависности између бактериолошких, хемијских и физичко-хемијских промјена у току зрења ферментисаних кобасица, као и њиховом утицају на сензорне особине готових производа. Поред научног, ови резултати ће имати и несумњив практичан значај. 

3. ОЦЈЕНА И ПРИЈЕДЛОГ 
Кандидат Мр Биљана Пећанац има одбрањен магистарски рад и радове из области Хигијене и технологије хране што је квалификује да може да приступи изради докторске дисертације. Предложена истраживања су научно и практично оправдана, а резултати који се очекују ће доприњети бољем познавању микробиолошког статуса, хемијских и физичких промјена које се одвијају у току процеса зрења ферментисаних кобасица у прородним и вјештачким омотачима различитог дијаметра. Предложене методе истраживања су стандардне, поуздане и савремене тако да могу да осигурају добијање валидних резулата. 
На основу података наведених у овом Извештају Комисија сматра да кандидат Мр Биљана Пећанац испуњава услове за израду докторске тезе под насловом „Утицај избора омотача на квалитет традиционалних ферментисаних кобасица“, а да је тема за коју се кандидат опредијелио научно оправдана и интересантна.
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