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POTENCIJAL PRIMENE AUTOHTONIH BAKTERIJA MLECNE KISELINE KAO
ANTILISTERIJSKIH KULTURA U PROIZVODNJI HRANE

SAZETAK

Posebnu vaznost medu kontaminantima hrane ima L. monocytogenes, jer moze uzrokovati pojavu
ozbiljnih klinickih bolesti, pa je njena kontrola veoma znacajna sa aspekta bezbednosti hrane.
Primena prirodnih antilisterijskih izolata u proizvodnji hrane, omogucuje dobijanje visokovrednih
namirnica sa garancijom bezbednosti i o¢uvanja senzornih svojstava. Cilj ove disertacije je bio da
se, kroz primenu u proizvodnji hrane, ispita antilisterijsko dejstvo autohtonih bakterija mle¢ne
kiseline (BMK), poreklom iz tradicionalnih sireva sa podrucja Srbije. 1zolat PFMI565 je odabran na
osnovu najsnaznije antilisterijske aktivnosti od 200 izolata iz Sjeni¢kog sira. Sekvenciranjem dela
gena za 16S rRNK, identifikovan je kao E. durans. Pracena je aktivnost soja E. durans PFMI565, i
sojeva L. lactis subsp. lactis 563 i L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4, iz ranijih
istrazivanja. Testiranjem inhibitorne aktivnosti je iskljucena produkcija bakteriocina soja E. durans
PFMI565, a ustanovljen znacajan efekat organske kiseline i uticaj drugih inhibitornih jedinjenja.
Produkcija vodonik-peroksida je potvrdena, a primenom HSS gasne hromatografije sa ECD
detektorom kvantifikovana je produkcija diacetila. Ispitivani sojevi su pokazali dobra tehnoloska
svojstva za primenu u proizvodnji hrane, a najbolju antimikrobnu aktivnost prema L.
monocytogenes ATCC19111, ispoljili su BGBU1-4 i PFMI565. L. lactis subsp. lactis 563,
samostalno primenjen, nije pokazao antilisterijsko dejstvo, pa je iskljucen iz daljih istrazivanja.
Metodom difuzionog testa je utvrdena senzitivnost PFMI565-a i BGBU1-4 na antibiotike znacajne
u klinickoj praksi. Sojevi obelezeni rezistencijom na antibiotike PFMI565s, i BGBUL-4,: su
primenjeni u hrani, yojedinaéno ili u kombinacijama, zajedno sa L. monocytogenes koja je dodata u
koncentracijama 10°, 10* i 10° cfu/g. Ispitivanjem antilisterijskog delovanja u modelu sira, dobijena
je statisticki znacajna razlika u broju patogena u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je pokazano najbolje
antilisterijsko dejstvo autohtonih sojeva u uzorcima sa inicijalnim 10° cfu/g L. monocytogenes u 14.
danu, snizavanjem broja L. monocytogenes ispod 100 cfu/g. Dokazano je da su PFMI565¢; i
BGBU1-4,;, u proizvodnji sira od UF mleka, inhibirali rast L. monocytogenes, a najbolji rezultati su
postignuti u 21. danu u varijantama sa 10° cfu/g L. monocytogenes, sniZavanjem broja patogena
ispod 100 cfu/g, pri ¢emu je soj BGBUI1-4,: pokazao bolju aktivnost do 35. dana. Primenom
autohtonih sojeva, dobijeni su sirevi sa poboljsanim senzornim svojstvima, sa 84,40 - 94,60 %, od
maksimalnog kvaliteta, znacajno boljim od sireva sa komercijalnim starterom (56,40 - 85,90). U
kajmaku je dokazano antilisterijsko delovanje u svim varijantama sa dodatim kulturama, a 14. dana,
postignuti su najbolji rezultati, u uzorcima sa inicijalnim 10° cfu/g, sa brojem L. monocytogenes
manjim od 100 cfu/g. Slabija inhibicija patogena zabelezena je u svim uzorcima lososa, pri ¢emu
broj patogena nije bio sniZen ispod 100 cfu/g tokom celog perioda. Potvrdena je dobra vijabilnost
autohtonih sojeva tokom proizvodnje i skladitenja hrane i u svim uzorcima se kretala 10’-10°
cfu/g. Rezultati istrazivanja sugeriSu da autohtoni sojevi PFMI565 i BGBU1-4, primenjeni kao
protektivne kulture, mogu da obezbede zastitu od L. monocytogenes u razliitim proizvodima, a
istovremeno kao dodatne kulture, mogu uticati na poboljSanje senzornih svojstava sira.

Kljucne reci: bakterije mlecne kiseline, antilisterijska aktivnost, sir od UF mleka, kajmak, losos
Naucna oblast: TehnoloSko inzenjerstvo
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UDK broj: 579.864:[664:338.43(043.3)



APPLICATION POTENTIAL OF AUTOCHTHONOUS LACTIC ACID BACTERIA AS
ANTILISTERIAL CULTURES IN FOOD PRODUCTION

ABSTRACT

L. monocytogenes plays an especially important role among food contaminants, as it can cause
severe clinical disease. Its containment is, therefore, of paramount importance for food safety.
Application of natural antilisterial isolates in production allows for the production of high value
foodstuffs, with guaranteed safety and preserved sensory properties. The aim of this dissertation
was to investigate the antilisterial activity of autochthonous lactic acid bacteria (LAB) strains,
originating from traditional cheeses from Serbia, through their use in food production. The
PFMI565 isolate was selected among 200 isolates from Sjenica cheese as it showed the strongest
antilisterial activity. It was identified as E. durans by partial gene sequencing for 16S rRNA. The
study examined the activity of the E. durans PFMI565 strain, as well as strains L. lactis subsp.
lactis 563 and L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 from previous studies.
Bacteriocin production of E. durans PFMI565 was excluded by testing and a significant effect of an
organic acid, together with other inhibitory compounds, was established. Hydrogen peroxide
production was confirmed, and diacetyl production was detected and quantified by HSS gas
chromatography with ECD detection. The strains showed good technological properties for use in
food production, and the best antimicrobial activity to L. monocytogenes ATCC19111, was
demonstrated by BGBU1-4 and PFMI565 strains. L. lactis subsp. lactis 563, used alone, showed no
antilisterial effect, so it is excluded from further research. Diffuse test method was used to
demonstrate the sensitivity of PFMI565 and BGBU1-4 to antibiotics significant for clinical
practice. Antibiotic-labelled strains PFMI565s, and BGBU1-4,s were used to produce food,
individually or in combinations, together with L. monocytogenes added in concentrations of 10°, 10*
and 10° cfu/g. Investigation of antilisterial activity using a cheese model system demonstrated a
statistically significant difference in the number of pathogen cells, compared to the control, showing
the best autochthonous strains antilisterial activity in samples with initially 10° cfu/g L.
monocytogenes on day 14, decreasing number of L. monocytogenes below 100 cfu/g. It was proven
that PFMI565¢, and BGBU1-4 in the production of UF milk cheese, inhibit the growth of L.
monocytogenes, and the best results was achieved on day 21, in sample with 10% cfu/g L.
monocytogenes, decreasing pathogens number below 100 cfu/g, whereby the strain BGBU1-4
showed better activity by day 35. By applying autochthonous strains, cheese with improved sensory
quality was obtained, with the maximum quality (%) of 84.10 - 94.60, which is significantly better
than cheeses that use commercial starter cultures (56.40 - 85.90). In kajmak, antilisterial activity
was proven in all samples with added cultures and. On day 14, the best results were achieved, with
a reduction in the number of L. monocytogenes below 100 cfu/g in samples with initially 10® cfu/g.
Poorer pathogen inhibition was observed for salmon, where the pathogens number was not reduced
below 100 cfu/g, during the entire period. Satisfactory viability of the autochthonous strains during
food production and storage was confirmed, and in all samples was 10°-10® cfu/g. The findings
suggest that strains PFMI565 and BGBU1-4, used as protective cultures, can provide protection
from L. monocytogenes in different food products, while at the same time, as additional cultures,
they may have an impact on the improvement of sensory properties of cheese.

Keywords: lactic acid bacteria, antilisterial activity, UF milk cheese, kajmak, salmon
Scientific field: Technological engineering

Scientific subfield: Industrial microbiology
UDC No. 579.864:[664:338.43(043.3)
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1. UvOD

Sprecavanje kontaminacije proizvoda, tokom njegove proizvodnje i skladiStenja, od izuzetnog je
znacaja za industriju, naroCito ako se radi o proizvodima proizvedenim bez primene termickih
tretmana. Imajuci u vidu da Listeria monocytogenes predstavlja znac¢ajnog uzrocnika bolesti, koji se
uglavnom prenosi putem hrane, kao i ¢injenicu da kod starije populacije, hroni¢nih bolesnika,
trudnica, imunokompromitovanih, moze izazvati teze oblike bolesti, istrazivanjima u ovoj oblasti
poklanja se sve veca paznja. Duzi period prezivljavanja u nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine,
posedovanje specificnih mehanizama opstanka i adaptacije, sposobnost formiranja biofilmova,
samo neke su od karakteristika ovog patogena. Formiranje biofilmova na razli¢itim vrstama
materijala koji dolaze u kontakt sa hranom u toku pripreme, kao i pricvrSéivanje patogena za
povrsinu opreme, cCesto doprinose visokom stepenu prezivljavanja L. monocytogenes u
prehrambenoj industriji.

Usled loSe higijenske prakse, ili unakrsne kontaminacije, deSava se da se proizvod kontaminira L.
monocytogenes, bez obzira $to je u procesu proizvodnje hrane primenjen neki od termickih
tretmana koji nepovoljno uti¢e na ovaj patogen (Melo et al., 2015; Heiman et al., 2016; Jackson et
al., 2018).

Listerija moze da se prenosi putem razliite hrane, mekog sira, kobasica, delikatesnih proizvoda,
dimljenih plodova mora, mesa, salate, voca, povréa (Adzitey, 2010; Jordan i McAuliffe, 2018),
Ovaj patogeni mikroorganizam moze da prezivi i poveéa broj svojih kolonija u siru i duze od 60
dana na temperaturi rashladivanja (D’Amico et al., 2008). Najvecu opasnost predstavljaju sirevi
pripremljeni od nepasterizovanog mleka. Zabelezeni su rezultati prezivljavanja odredenih sojeva L.
monocytogenes na temperaturi skladistenja +4 °C u retentatu nakon ultrafiltracije mleka u periodu 3
- 5 nedelja, a u obranom mleku 4 - 6 nedelja (EI-Gazzar et al., 1992).

Osiguranje bezbednosti proizvoda i oCuvanje u roku trajanja predstavlja osnovni cilj svakog
proizvodaca hrane. MikrobioloSka sigurnost proizvoda u znacajnoj meri se obezbeduje primenom
sintetiCkih sredstava i/ili agresivnih fizi€kih tretmana. Medutim, njthovom upotrebom, gubi se na
senzornom kvalitetu, a kod potroSaca se stvara sumnja u zdravstvenu bezbednost proizvoda. Radi
obezbedenja mikrobioloske, ali 1 hemijske sigurnosti hrane, te zadovoljenja potrebe danasnjeg
potroSaca, neophodno je iznaéi alternativne naine ¢ime bi bila ispoStovana vecina kriterijuma.
Razvojem novih biotehnologija, zasnovanih na bezbednosti proizvoda 1 zastiti zdravlja konzumenta,
uz primenu prirodnih bakterijskih izolata, proizvode se visokovredne namirnice sa ocuvanim
teritorijalnim osobenostima ukusa.

Prirodni izolati autohtonih bakterija mle¢ne kiseline (BMK), svojim metabolitima mogu uticati na
pojavu patogena i osigurati mikrobiolosku bezbednost proizvoda. Primena tehnike
biokonzervisanja, uklju¢uje upotrebu prirodnih mikroorganizama i njihovih metabolita sa
antimikrobnim potencijalom, kao §to su mle¢na kiselina, bakteriocini, itd., §Sto moze dati doprinos u
bezbednosti ili produZenju roka trajanja proizvoda. Primarni metabolizam BMK karakteriSe
produkcija supstanci sa antimikrobnim svojstvima, medu koje se ubrajaju i1: organske kiseline,
diacetil, vodonik-peroksid, dok kao produkti sekundarnog metabolizma nastaju proizvodi sli¢ni
antibioticama, bakteriocini, koji mogu spreciti rast bakterija, izazivac¢a kvarenja hrane i patogena.
Po definiciji, bakteriocini predstavljaju peptide koji su ribozomalno sintetisani i imaju malu
molekulsku masu. KarakteriSe ih svojstvo da uglavnom deluju na blisko srodne vrste. Jedna od
bitnijih osobina je njihov uticaj na patogene i bakterije koje kvare hranu (Lozo et al., 2017).
Znacajnu antimikrobnu ulogu imaju i1 aromogena jedinjenja, kao S§to su acetoin, diacetil,
acetaldehid. Takode, bakteriostatsku i baktericidnu ulogu moze imati i H,O, (Juven i Pierson,
1996).

Zahvaljujuéi divergentnosti vrsta i sojeva, specificnostima metabolizma, aplikativna uloga BMK u
prehrambenoj industiji je izuzetno znacajna. Produkcijom aromogenih jedinjenja, egzopolisaharida,
spreCavanjem rasta patogenih mikroorganizama i probiotskom aktivnoséu, BMK obezbeduju
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zdravstvenu sigurnost i zadovoljavajuéi kvalitet finalnog proizvoda. Bogat izvor vrlo znacajnih
izolata autohtonih sojeva BMK cine tradicionalni proizvodi, koji nose osobenosti i sustinski kvalitet
jednog podneblja. Na taj nacin, uz primenu autohtonih BMK, dobijaju se proizvodi koji lako
osvajaju domace 1 svetsko trziste. U zavisnosti od specificnosti metabolizma inokulata BMK u
proizvodnji hrane, razvijaju se razli¢ite tehnoloSke karakteristike proizvoda, dobijaju proizvodi sa
pozeljnim i tradicionalno prepoznatljivim senzornim svojstvima.

Osluskujuéi potrebe sve zahtevnijeg trziSta, zadatak proizvodaca je prilagodavanje tehnoloskih
procesa proizvodnje novim trendovima. Kombinacija dobre proizvodacke prakse (GMP), sa
dobrom higijenskom praksom (GHP), razvojem specificnih HACCP (Hazard Analysis and Critical
Control Points) procesnih i proizvodnih planova, kao i minimalno agresivnih tehnika proizvodnog
procesa, rezultirala bi proizvodnjom artikla koji zadovoljava zahteve sigurnosti i zeljenog kvaliteta.
Primena autohtonih izolata BMK, sa dokazanim pozeljnim tehnoloSkim osobinama, osim
osiguranja ispravnosti proizvoda tokom roka trajanja, doprinela bi i ocuvanju tradicionalno
priznatih i prepoznatljivih organoleptickih osobina proizvoda.



2. PREGLED LITERATURE

Razvoj savremenog drustva odlikuju izmene ustaljenih obrazaca ponasanja u gotovo svim zZivotnim
sferama. Globalna trgovina hranom, uz promene prehrambenih navika pojedinca, donosi povecan
rizik po naruSavanje bezbednosti zivotnih namirnica. Moderni ¢ovek, na svesnom 1 nesvesnom
nivou, usvaja nove nac¢ine obrade namirnica, pripremanja jela i ishrane. Sve viSe paznje posvecuje
se odabiru proizvoda, pri ¢emu primat dobijaju oni sa oznakom “prirodno”, “zdravo”, “domace”.
Minimalno tretirani proizvodi razli¢itim hemijskim sredstvima tokom proizvodnog procesa,
ocuvanih prepoznatljivih senzornih svojstava, a pritom zdravstveno bezbedni, zauzimaju vodecu
poziciju na svetskom trziStu, S§to se podudara sa zahtevima danaSnjeg potrosaca. Porast
interesovanja konzumenata za ovom vrstom proizvoda predstavlja izazov za proizvodace da
udovolje potrebama trziSta stvaraju¢i minimalno tretiran, bezbedan proizvod sa odgovaraju¢im
rokom trajanja 1 ocuvanim organoleptickim osobinama. Stoga je naglaSena potreba za
proizvodnjom zdravstveno bezbednih proizvoda i oCuvanjem njihove zdravstvene ispravnosti u
roku trajanja, s obzirom da se hrana, u velikom broju slucajeva, javlja kao put prenoSenja patogenih
mikroorganizama. Posledica toga su pojave velikog broja obolelih, visoka smrtnost i veliki
ekonomski gubici uzrokovani bolestima koje se prenose dominantno hranom (EFSA i ECDC,
2019).

2.1 PATOGENI U HRANI — EPIDEMIOLOSKI ZNACAJ

Kao uzroénik trovanja hranom, duzi niz godina prednjaci Campylobacter sp. Za period 2012 —
2016. godine, karakteristican je njihov rastu¢i trend. Kampilobakterioze su bile najcesce
registrovane u 2016. godini, u gotovo 70 % svih slucajeva humanih zoonoza. Potom slede
salmoneloze, jersinioze, infekcije Shiga-toksogenom E. coli (STEC infekcije) (EFSA i ECDC,
2017). Slicna situacija zabelezena je 1 2017. godine u Evropskoj Uniji, kada su, nakon
kampilobakterioza, najucestalije bile salmoneloze, jersinioze, STEC infekcije (EFSA i ECDC,
2017). Najc¢esce intoksikacije posledica su stafilokoknog trovanja hranom (Fetsch i Johler, 2018).
Listerioze, bakterijske crevne infekcije nastale kao posledica konzumiranja hrane koja je
kontaminirana bakterijama iz roda Listeria, ¢ine zoonoze koje su najrede prijavljene, ali sa najvise
hospitalizovanih lica i procentualno najviSe smrtnih ishoda. U SAD se godiSnje registruje oko 1600
listerioza (Scallan et al., 2011). Period 2008 — 2016. godine, kao i 2012 — 2016. godine karakterise
trend porasta broja listerioza (EFSA i ECDC, 2017). U EU u 2016. godini registrovano je 2536
potvrdenih slucajeva listerioze, sa incidencijom od 0,47 % na 100000 stanovnika, $to ukazuje na
porast u odnosu na 2015. godinu, u kojoj je zabelezeno 2206 slucajeva listerioza na 100000
stanovnika i incidencija 0,43 % (EFSA i ECDC, 2017).

Prema lzvestaju o kretanju zaraznih bolesti u Republici Srbiji u 2016. godini (Institut za javno
zdravlje Srbije "Dr Milan Jovanovi¢ Batut, 2017), hrana je u 2016. godini bila put prenosa 35
epidemija, sa 194 obolele osobe i 8 hospitalizovanih slucajeva. Za period 2008 — 2016. godine,
belezi se trend pada specifi¢ne stope incidencije obolevanja od salmoneloza (posmatrano na 100000
stanovnika), dok u slucaju kampilobakterioza 1 jersinioza se beleZi trend rasta. Kada su u pitanju
zoonoze, za isti period, registruje se trend pada stope incidencije. Listerioza se pojavljivala najcesce
u starosnoj dobi iznad 60 godina, u 8 slucajeva, sa stopom incidencije 0,11 % (na 100000
populacije), bez registrovanih smrtnih ishoda (Institut za javno zdravlje Srbije "Dr Milan Jovanovié¢
Batut, 2017). U Zdravstveno-statistickim godisnjacima Republike Srbije (bez registrovanih
podataka za Kosovo i Metohiju) za 2018. i 2019. godinu istog Instituta (Institut za javno zdravlje
Srbije "Dr Milan Jovanovi¢ Batut, 2019; 2020) navodi se da je najces¢i uzroénik epidemija u 2018.
i 2019. godini bio Salmonella enteritidis sa 42 odn. 32 epidemije. Od kampilobakterijskog enteritisa
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u 2018. godini obolelo je 567 lica, a u 2019. godini 784. Jersinioze su bile zastupljene u 20
slu¢ajeva (2018.) i 14 (2019.). U 2018. godini od listerioze je obolelo 6 osoba (L. septica — 2; L.
non specificata — 4), a smrtni slucajevi nisu registrovani. Tokom 2019. godine, od listerioza je
umrlo 5 osoba. Letalitet 50 % vezuje se za L. septica (od 2 obolele osobe, 1 sa smrtnim ishodom), a
30,77 % za L. non specificata (od 13 obolelih, 4 umrla lica)(Institut za javno zdravlje Srbije "Dr
Milan Jovanovié¢ Batut, 2019; 2020).

lako najrede prijavljena, Listeria monocytogenes predstavlja uzro¢nika alimentarnih trovanja sa
najvecim brojem hospitalizovanih sluc¢ajeva i smrtnih ishoda. Tome, u velikoj meri, doprinose njena
rasprostranjenost u prirodi i sposobnost rasta na temperaturi hladenja (Jackson et al., 2018). Listeria
sp. prezivljava dugo u nepovoljnim uslovima, Sto predstavlja razlog za dodatnu zabrinutost
proizvodaca hrane i potrosaca (EFSA i ECDC, 2018). Uzimaju¢i u obzir da je procenat smrtnosti
izazvanih ovim patogenom 20-30 %, kao i ¢injenicu da je izuzetno raSirena u okruzenju i da lako
moze kontaminirati postrojenja i uredaje za pripremu namirnica (Jordan i McAuliffe, 2018), L.
monocytogenes predstavlja realnu opasnost u lancu ishrane.

2.2 ZAKONODAVNI OSVRT NA KONTROLU LISTERIA MONOCYTOGENES U
HRANI

Radi potrebe obezbedenja i1 osiguranja bezbednosti krajnjeg proizvoda, u zakonodavstvo Evropske
Unije, 2005. godine uvrstena je Regulativa Evropske zajednice (EC) No 2073 o mikrobioloskim
kriterijumima za hranu (Commition regulation, 2005), koja kroz dve vrste kriterijuma: Kriterijum
bezbednosti 1 kriterijum higijene procesa, reguliSe ovu oblast. Kriterijumi bezbednosti sluze da bi se
procenila bezbednost hrane, dok kriterijum higijene procesa ocenjuje da li se sam proizvodni proces
sprovodi uz adekvatnu primenu higijenskih mera. U slucaju da kriterijumi nisu zadovoljeni,
regulisana je obaveza subjekta u poslovanju hranom o preduzimanju odgovaraju¢ih aktivnosti koje
su definisane u okviru Regulative Evropske zajednice No 2073/2005 (Commition regulation, 2005).
Prema Regulativi, prisustvo L. monocytogenes u gotovoj hrani (ready-to-eat food) u 25 g nije
dozvoljeno, ukoliko se kriterijum primenjuje na hranu za odojcad ili medicinske potrebe. U onoj
vrsti hrane koja podrzava rast ovog patogena odredena je granica od 100 cfu/g tokom roka
upotrebe, a neposredno pre pustanja u promet, L. monocytogenes ne sme biti prisutna u 25 g.

Codex Alimentarius komisija 2007. godine objavljuje Vodi¢ o primeni opstih nacela higijene hrane
za kontrolu prisustva L. monocytogenes u gotovoj hrani. U Aneksu | — III nazna¢ene su preporuke o
nacinu vrSenja monitoringa okruZenja mesta proizvodnje (povrSine koje dolaze ili ne dolaze u
kontakt sa L. monocytogenes). Ove preporuke date su za nadleZzne kontrolne institucije i tela, u
slu¢aju da u svoje redovne aktivnosti, uklju¢e 1 nadzor nad okruzenjem, kontrolom procesa 1 sl.
Preporuceni su nacini vrSenja mikrobioloskih ispitivanja, kako bi se proverila uspeSnost
sprovodenja opstih higijenskih mera u objektu koji posluje sa hranom, kao i uspe$nost kontrolnih
mera u objektima u kojima je uspostavljen HACCP ili neki drugi sistem za kontrolu bezbednosti
hrane (CAC, 2007), budu¢i da je u Opstim principima higijene hrane data preporuka za
uspostavljanje istih (CAC, 2003). Implementacija ovakvih nacina kontrole okruZenja, za samog
proizvodaca hrane, predstavlja potvrdu dobrog dizajna opreme i prostora, i primene sanitacionih
procedura, a istovremeno ovakav vid kontrole obezbeduje potvrdu odgovarajuce identifikacije i
kontrole mrtvih uglova i skrivenih mesta na kojima bi se L. monocytogenes, eventualno mogla naci.
Na osnovu uspostavljenih mikrobioloskih kriterijuma, u sluc¢aju pojave nepozeljnih trendova,
subjekat u poslovanju hranom u obavezi je da preispita sistem kontrole radi utvrdivanja uzroka i
preduzimanja korektivnih mera, a nadlezne kontrolne (inspekcijske) sluzbe proveravaju da li su
preduzete odgovarajuce radnje i postupci u sluc¢aju prekoracenja kriterijuma (CAC, 2007).
Zakonodavno telo Republike Srbije uvrstilo je Zakon o bezbednosti hrane (”"Sluzbeni glasnik
Republike Srbije”, br.41/2009) u zvani¢na akta 2009. godine, kojim je izvrSena svojevrsna
verifikacija medunarodnih standarda u oblasti bezbednosti hrane, a uspostavljanje i organizacija
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sistema u oblasti bezbednosti i kvaliteta hrane u skladu sa Codex alimentarius-om, postali su
obavezujuéi. Zasnovano na preporukama FAO (Food and Agriculture Organization), WHO (World
Health Organization) i WTO (World Trade Organization), prihvaéena je analiza opasnosti i
kritiénih kontrolnih tacaka HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) i u Republici
Srbiji. Uspostavljen je sistem procene opasnosti rizika, ¢ime je omoguceno svim ucesnicima u
procesu proizvodnje i prometa hrane planiranje aktivnosti prema potencijalnom nivou rizika.

Da bi se obezbedila usaglasenost hrane sa mikrobioloskim kriterijumima, potrebno je da se u svakoj
fazi proizvodnje, prerade i distribucije hrane, preduzimaju mere koje su zasnovane na nacelima
HACCP-a, uz obavezno sprovodenje postupaka dobre higijenske prakse (Good Hygienic Practice -
GHP) i dobre proizvodacke prakse (Good Manufacturing Practice - GMP). Kao osnovni cilj
postavlja se bezbednost hrane. Subjekti u poslovanju hranom sprovode ispitivanja prema
mikrobioloskim kriterijumima, prilagodavaju¢i dinamiku prirodi i obimu proizvodnje. Prilikom
inspekcijskog nadzora i planskog monitoringa, u svrsi samokontrole proizvodaca hrane, kao i radi
uskladivanja sa uslovima koje nalaze zakonodavstvo, ocuvanja i obezbedenja kvaliteta i
zdravstvene ispravnosti, vrSe se ispitivanja ispravnosti sirovina, gotovih proizvoda, briseva sa
povrsina i ruku zaposlenih na poslovima pripreme 1 usluzivanja hrane. S obzirom da prisustvo L.
monocytogenes moze predstavljati opasnost po javno zdravlje, legislativom je regulisano da se, u
objektima u kojima se vrsi priprema hrane koja pogoduje njenom rastu i razvoju, sa proizvodne
opreme 1 povrsina koje dolaze u kontakt sa hranom u postupku pripreme, uzimaju uzorci radi
provere prisutnosti ovog patogena. Prikupljeni podaci u ovoj oblasti ukazuju na eventualne propuste
1 nepravilnosti pri radu, nakon ¢ega se pribegava korektivnim merama radi otklanjanja istih
(Ivanovi¢, 2015).

U procesu utvrdivanja roka trajanja hrane spremne za konzumiranje, proizvoda¢ je duzan da
analizira uslove koji odgovaraju razmnozavanju L. monocytogenes u hrani. Neophodno je da
razmotri 1 o0 kojoj vrsti hrane se radi, pri ¢emu u obzir treba uzeti njene osobine, sastav 1 fizicko-
hemijske karakteristike. Takode, treba razmotriti nacin i uslove proizvodnje, ¢uvanja, pakovanja,
skladiStenja, kao 1 spoljne faktore: temperaturu, relativhu vlaZznost, koncentraciju gasova. Medu
najbitnijim svojstvima koja utiCu na prezivljavanje i razmnozavanje L. monocytogenes u hrani
spremnoj za konzumiranje izdvajaju se pH, aktivnost vode (ay), temperatura i duzina skladistenja
proizvoda. Na prezivljavanje L. monocytogenes u hrani, osim toga, mogu uticati starter kulture,
konzervansi (Ministarstvo poljoprivrede, trgovine, turizma i vodoprivrede, 2011). Subjekat u
poslovanju hranom, na osnovu svih ovih osobina, izvodi zaklju¢ak da li, eventualno, listerija moze
preziveti 1 razmnozavati se u toj vrsti hrane. Pored toga, subjekat u poslovanju hranom, razli¢itim
dostupnim tehnikama, preduzima mere kako bi uklonio realne pretnje po bezbednost proizvoda, a
proizvod uéinio nepogodnim za rast i razmnoZzavanje ovog mikroorganizma.

U Vodi¢u za primenu mikrobioloskih kriterijuma za hranu, Ministarstva poljoprivrede, trgovine,
Sumarstva 1 vodoprivrede (2011), naznaceno je da se hrana moZe svrstati u dve kategorije (tabela 1),
posmatrano prema mogucénosti rasta L. monocytogenes u hrani:

1. Hrana spremna za konzumiranje koja podrzava razmnoZavanje L. monocytogenes
2. Hrana spremna za konzumiranje koja ne podrzava rast L. monocytogenes.

Rast i razvoj L. monocytogenes ne podrzava tip prehrambenog proizvoda koji ima sledeca svojstva:

-pH<4/41a,<0,92
-pH<5,0ia,<0,94
-rok upotrebe kraci od 5 dana.

Ovoj grupi se moZze pridruziti i ona vrsta hrane za koju postoje dokazi da nije pogodna za rast L.
monocytogenes (Pravilnik o opstim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi
proizvodnje, prerade i prometa, Sl. glasnik Republike Srbije br. 72/2010, 62/2018).



Tabela 1. 1zvod iz Pravilnika o opstim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi
proizvodnje, prerade i prometa (“Sl.gl.RS*, br. 72/2010 i 62/2018)

Mikroorganizmi/ ~ Plan ~ Grani€ne  peferentna Faza u kojoj
Kategorija hrane njihovi toksini, ~ Uzorkovanja  vrednosti  metoda se kriterijum
metaboliti N - v ispitivanja  primenjuje
Proizvod u
EN ISO prometu tokom
5 0 100 cfu/g 11290-2 njegovog roka
upotrebe
Hrana  spremna P
za konzumiranje L
. N Listeria
1.1 koja  podrzava
monocytogenes
rast Pre nego Sto
L.monocytogenes hrana prestane da
. bude pod
Ne sme biti u EN ISO
5 0 neposrednom
259 11290-1 kontrolom
subjekta koji je
proizveo
Hrana  spremna )
za _konzumiranje Listeria EN ISO Errc?rlrf:tct),ldtgkom
. i 7 100 cfu/ .
1.2 koja ne podrzava monocytogenes 5 0 9 11290-2 njegovog roka
rast upotrebe

L.monocytogenes

Ovi kriterijumi se ne primenjuju na gotovu hranu koja je termicki obradena ili se iz nje na neki
drugi nacin uklanja L. monocytogenes i ne moze se ponovo kontaminirati. Takode, isti se ne mogu
primeniti na hleb, keks, sli¢cne proizvode, na sveze sec¢eno i neobradeno voce i povrée (izuzimajuci
klice), na flasiranu ili upakovanu vodu, bezalkoholna pi¢a, pivo, vino, jaka alkoholna pica i sl.
Proizvodi od kakaoa, ¢okolade, secer, med i konditorski proizvodi, zivi $koljkasi i kuhinjska so, ne
podlezu ovim kriterijumima (Pravilnik o op$tim i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj
fazi proizvodnje, prerade i prometa, Sl. glasnik Republike Srbije br. 72/2010, 62/2018).

2.3 Listeria monocytogenes —- OPSTE KARAKTERISTIKE

Listeria monocytogenes je asporogeni Gram-pozitivan bacil koji nema kapsulu i ima flagele. Na
sobnoj temperaturi je pokretan, dok na temperaturi 37 °C nije. S obzirom da je rasprostranjen u
prirodi, moze da se nade na tlu, vodama, trulezi 1 sl. U okruzenju u prirodi L. monocytogenes moze
opstati viSe godina, u proizvodima na temperaturi zamrzavanja -18 °C, viSe meseci (Kuzmanovi¢ et
al., 2011). Na vecini hranljivih podloga u aerobnim i mikroaerofilnim uslovima dobro raste (slika
1). Na krvnom agaru listerija stvara glatke, beliaste, konveksne i sjajne kolonije okruzene zonom
B-hemolize. Bujon difuzno muti. L. monocytogenes je psihrotolerantna, pa se moze kultivisati i na
+4 °C. Otporna je na vecu koncentraciju soli, a podnosi i nizak nivo pH. Poseduje somatske O i
flagelarne H antigene.



Slika 1. Listeria monocytogenes na Palcam agaru

2.3.1 Epidemioloski rizik

L. monocytogenes predstavlja vrlo znac¢ajnog uzro¢nika bolesti koje se prenose putem hrane. Osim
direktnog kontakta sa obolelom Zivotinjom, covek se najc¢eSc¢e inficira zaraZzenom, kontaminiranom
hranom. Klinic¢ka slika bolesti ¢iji je uzro¢nik ovaj patogen poreklom iz hrane, u najvecem broju
sluéajeva je blaga, dok se, kod pripadnika osetljive populacije, trudnica, starijih ili
imunokompromitovanih ~ osoba, cCesto manifestujuje kao neurolisterioza  (meningitis,
meningoencefalitis), sepsa ili mononukleozni sindrom (Ramaswamy et al., 2007). Kao §to je
prethodno navedeno, listerija moze izazvati tezi oblik bolesti, sa velikim brojem hospitalizovanih
sluéajeva i visokom stopom smrtnosti (Buchanan et al., 2017). Perinatalna listerioza je vrlo Cesto
povezana sa negativnim ishodima trudnoce, pobacajima i smréu novorodencadi. Prolaskom kroz
placentu, L. monocytogenes moze dovesti do infekcije ploda, prevremenog porodaja ili radanja
mrtvog novorodenceta (Li et al., 2020). Kod zdravih osoba listerija izaziva blagi gastroenteritis i
simptome sli¢ne gripu. lako se pojavljuje znatno rede od ostalih akutnih infektivnih bolesti ¢iji je
put prenoSenja hrana, svrstava se u najznaCajnije patogene, sa najveCom stopom letaliteta
(Ramaswamy et al., 2007). Bez obzira §to se Listeria sp. retko pojavljuje kao patogen kod ljudi,
gotovo svi prijavljeni slu¢ajevi listerioze su hospitalizovani. Iako je broj smrtnih slu¢ajeva u 2018.
godini u Evropskoj Uniji smanjen, Listeria sp. i dalje ostaje medu vode¢im uzro¢nicima zoonoza
koje su prenose putem hrane. U periodu 2009 — 2018., kao i periodu 2014 — 2018. godine, u
Evropskoj Uniji zabelezen je statisti¢ki znacajan porast broja potvrdenih listerioza (EFSA i ECDC,
2019).

Razlog vise za dodatnu zabrinutost konzumenata i proizvodaca hrane, predstavlja duzi period
preZivljavanja listerije u neprijateljskom okruzenju i1 posedovanje specifiénih mehanizama koji joj
obezbeduju opstanak. Visok stepen prezivljavanja L. monocytogenes u prehrambenoj industriji
omogucuje 1 sposobnost pricvr§¢ivanja ovog patogena na povrSinu opreme izradene od razlicitih
materijala, kao i formiranje biofilmova na razliitim vrstama materijala koji dolaze u kontakt sa
hranom u toku pripreme, bez obzira na prethodnu primenu postupaka c¢iS¢enja i dezinfekcije
(Harvey et al., 2007). Biofilmovi predstavljaju formacije bakterijskih ¢elija pri¢vr§éene za povrsinu
polimerom, koji same proizvode (Tremblay et al., 2014) radi adaptacije na nepovoljne uslove
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zivota. U biofilmovima bakterije, udruzujuéi se u zajednice, postaju otpornije na dezinficijense,
antibiotike, pa iz tog razloga mogu predstavljati dugotrajan izvor kontaminacije hrane (Cabarkapa,
2015). Opasnost od biofilmova je veca, s obzirom da postoji moguénost da se bakterije, odvajajuci
se sa abiotske povrSine, proSire po pogonima za proizvodnju hrane. Istrazivanjem koje su sproveli
Dygico et al. (2020), u biofilmovima na povrSinama od nerdajuceg celika, betona, gume,
aluminijuma, polikarbonata, polipropilena, pronadeno je c¢ak sedam razliitth sojeva L.
monocytogenes. Postoji nekoliko nacina reSavanja problematike biofilmova. Prvenstveno, moze se
uticati na pocCetnu adheziju mikroorganizama, sprecavanjem rasta mikroorganizama, inhibiranjem
sinteze polimernog matriksa ili degradacijom samog matriksa (Tremblay et al., 2014). Svakako,
delovanjem na sam rast patogena, znatno se slabi moguénost nastanka i odrzavanja nakupina
mikroorganizama, S$to smanjuje moguénost proizvodnje mikrobioloSki nebezbednog finalnog
proizvoda.

2.3.2 Listeria monocytogenes u hrani

L. monocytogenes je Siroko rasprostranjena u prirodi. Mozemo je naéi u zemljiStu, vodi, trulezi. U
hranu moze dospeti na razli¢ite nacine. Prezivljava i raste u brojnim matriksima. Navodi se njeno
prisustvo u mleénim proizvodima, dimljenim plodovima mora, seenom vocu 1 povréu,
delikatesnim proizvodima, kobasicama (Adzitey, 2010; Melo et al., 2015; Buchanan et al., 2017).

2.3.3  Listeria monocytogenes u siru

Mlecni proizvodi, sa svojim nutrijentima, predstavljaju pogodan matriks za razvoj listerije 1 drugih
patogenih bakterija. U literaturnim podacima opisani su slucajevi prezivljavanja i rasta L.
monocytogenes u buteru, razli¢itim sirevima od sveZzeg mleka, sirevima od pasterizovanog mleka,
sirevima u salamuri (Adzitey, 2010; Barancelli et al., 2011; Barancelli et al., 2014; Melo et al.,
2015). Sirevi koji poticu od nepasterizovanog mleka imaju najveéi rizik od kontaminacije,
pogotovo iz razloga Sto novije doba prati sve veca potraznja stanovni$tva za proizvodima
proizvedenim na organski nacin, bez upotrebe aditiva ili hemijskih konzervanasa. Ogromna vecina
sprovedenih studija 1 literaturnih podataka zasnovana je na izuc¢avanju prisustva listerije u mesnim
delikatesnim proizvodima, kobasicama, mekim sirevima, dimljenim plodovima mora (Adzitey,
2010). Buduci da se L. monocytogenes moze naci u razli¢itim vrstama proizvoda (Tabela 2 i 3), u
poslednje vreme fokus istrazivanja regulatornih tela i industrije, predstavlja i hrana, kao S$to je
seceno voce i povrée, dinja, sladoled, klice mungo pasulja, kostunjavo voce, koja se pojavljuje kao
put prenoSenja ovog patogena (Buchanan et al., 2017).

Prema literaturnim podacima, sluCajevi trovanja razliCitim vrstama mlecnih proizvoda su dosta
Cesti. U 13 drzava SAD-a i Kolumbija distriktu, u periodu od marta do oktobra 2012. godine,
zabeleZena su 22 slu¢aja trovanja hranom koja su rezultirala sa 4 smrtna ishoda, jednim pobacajem i
jednim mrtvorodencetom, gde je L. monocytogenes bila uzro¢nik (Heiman et al., 2016). Oboleli su
konzumirali razli¢ite vrste mekih sireva i/ili rikota salatu, medu kojima je bilo sireva od
pasterizovanog 1 od nepasterizovanog mleka. Sirevi su razmeravani i prepakivani, §to je, usled lose
higijenske prakse, dovelo do kontaminacije pribora, a na kraju i proizvoda. Jackson et al. (2018)
navode da je u SAD, broj listerioza od 2006. godine, povezanih sa sirom proizvedenim u
nehigijenskim uslovima, u porastu. Pritom, ¢ak 2/3 listerioza su bile vezane za konzumaciju mekog
sira (“Latin”) od pasterizovanog mleka, gde je kontaminacija nastupila u postpasterizacionom
periodu, kao rezultat loSeg sprovodenja higijenskih mera. Iz navedenog se moze zakljuciti da je
prisustvo patogena u proizvodima moglo biti uzrokovano na vise nacina: ne sprovodenjem ili
neadekvatnim sprovodenjem postupka pasterizacije, loSim higijenskim procedurama, unakrsnom
kontaminacijom, shodno ¢injenici da sprovodenje pasterizacije nije uvek garancija za bezbednost
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proizvoda. Od 415 uzoraka mle¢nih proizvoda prikupljenih u objektima slobodne prodaje,
marketima, trznicama, uli¢noj prodaji, seoskim domacinstvima u Indiji, L. monocytogenes je
izolovana iz ¢ak 52,7 % uzoraka. Listerija je bila prisutna u mleku, siru, sladoledu, mleku u prahu,
slatkiSima od mleka, jogurtu, indijskim tradicionalnim proizvodima gi (ghee) i panir (paneer)
(Sheela i Shrinithivihahshini, 2017).

Tabela 2. Registrovani slu¢ajevi trovanja ¢iji je uzroénik L. monocytogenes u EU i SAD u 2014.
godini (Jordan i McAuliffe, 2018)

Hrana kao put prenosa Drzava VB r- S_mrtni
slu¢ajeva  ishod
Govede meso i preradevine od govedeg mesa Belgija 2 0
Riba i riblji proizvodi Danska 6 0
Ostala hrana Danska 41 0
Mesana hrana Danska 6 0
Nepoznato Danska 8 0
Nepoznato Nemacka 4 0
Nepoznato Malta 2 0
Mesana hrana Nemacka 2 0
Povrce, sokovi i njihovi proizvodi Spanija 3 0
Nepoznato Spanija 2 0
Drugo ili meS$ano crveno meso i njegovi proizvodi Svedska 4 0
Riba i riblji proizvodi Svedska 17 0
Nepoznato Svedska 5 0
Bife obroci Velika Britanija 4 0
Svezi sir SAD - Kalifornija, Merilend 8 0
Nije dostupno SAD — Maine 2 0
Breskve SAD - vise drzava 2 1
Pasulj mung SAD - vise drzava 5 2
Karamelisana jabuka SAD — vise drzava 35 7
Sirovo mleko SAD - vise drzava 2 1
Dimljena riba SAD - vise drzava 4 0
Nije dostupno SAD — Njujork 2 2
Nije dostupno SAD — Njujork 2 0
Klice SAD - Virdzinija 2 0
Meksicka vrsta pasterizovanog sira SAD — Vasington 3 1
Milksejk SAD — Vasington 2 0

Tabela 3. Registrovani slu¢ajevi trovanja ¢iji je uzroénik L. monocytogenes u EU i SAD u 2015.
godini (Jordan i McAuliffe, 2018)



Hrana kao put prenosa Drzava Br.slu¢ajeva  Smrtni ishod

Nije dostupno Danska 2 0
Bife obroci Finska 24 0
Mesana hrana Nemacka 159 0
Nepoznato Nemacka 6 0
Nepoznato Grcka 2 2
Svinjsko meso i proizvodi Italija 12 2
Nepoznato Litvanija 4 0
Riba i riblji proizvodi Holandija 0
Mesana hrana Portugalija 3 0
Povrée 1 sokovi 1 njihovi proizvodi Spanija 3 0
Mesana hrana Svedska 13 0
Nepoznato Svedska 2 0
Zelena salata upakovana SAD - vise drzava 19 1
Americki sir, pasterizovan SAD — Njujork 2 1
Pavlaka SAD - Oregon 2 0

2.3.3.1 Listeria monocytogenes u kajmaku

Kajmak predstavlja mle¢ni proizvod sa dugom tradicijom proizvodnje u Srbiji. Osim na teritoriji
Srbije, proizvodi se i u ostalim krajevima Balkanskog poluostrva, u Turskoj, Avganistanu, Iranu
(Jokovic et al., 2008). Spada u grupu delikatesnih mle¢nih proizvoda, a najéeSce se proizvodi u
seoskim domacinstvima i manjim objektima, u kojima se proizvodnja vrsi na zanatski na¢in (Puda
et al., 2006). Takav vid proizvodnje Cesto ne podrazumeva sprovodenje svih higijenskih i
kontrolnih mera na adekvatan nacin, pa postoji realna moguénost kontaminacije. U prilog tome,
govore i rezultati istrazivanja do kojih su dosli Kara i Aslan (2020) uzimajuci briseve u pogonima
za proizvodnju kajmaka. Od ukupno 87 uzetih briseva, 8,33 % brisa uzetih u proizvodnom procesu i
16,66 % sa opreme je bilo pozitivno na L. monocytogenes. Prisustvo ovog patogena u proizvodnim
pogonima za mle¢ne proizvode potvrdeno je i drugim istrazivanjima (Tomar i Akarca, 2019), gde je
L. monocytogenes bila prisutna u brisevima uzetim sa podova, zidova, noZeva, seciva za sireve.

2.3.3.2 Listeria monocytogenes u ribi

Riba 1 morski plodovi predstavljaju visokovredne zivotne namirnice, zastupljene u ishrani
stanovniStva Sirom sveta. Zbog svoje kvarljivosti i kradeg roka trajanja, da bi se izbegla
kontaminacije nepozeljnim mikroorganizmima, zahtevaju odgovaraju¢e uslove proizvodnje i
prometa. L. monocytogenes je mikroorganizam koji se, izmedu ostalih, moZe na¢i u proizvodima
ove vrste. U istrazivanju koje su sproveli Di Ciccio et al. (2012) od 170 uzoraka lososa, 29 je bilo
pozitivno na prisustvo L. monocytogenes. Veci deo uzoraka bili su uzorci svezeg lososa, a ostalo
uzorci poluproizvoda i1 gotovih proizvoda. Istovremeno, uzeti su i brisevi iz radnog okruzenja iz
objekta za preradu ribe, gde je 16 od 95 uzetih briseva, mahom sa radnih stolova i masina za
seCenje ribe, bilo pozitivnho na prisustvo ovog patogena. Prisustvo listerije u pogonima za
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proizvodnju i preradu morskih plodova, mozZe dovesti do proizvodnje nebezbednog finalnog
proizvoda. 1z tog razloga, neophodno je adekvatno sprovodenje higijenskih procedura i
uspostavljanje odgovarajucih kontrolnih mera u procesu proizvodnje (Vongkamjan et al., 2015). U
prilog Cinjenici da postoji veca verovatnoca od pojavljivanja listerije u svezoj, nego u termicki
obradenoj ribi, govore i podaci drugih autora. Farber (1991) je prateéi rast dva soja L.
monocytogenes na dimljenom lososu, Skampima, jastogu, mesu krabe, ustanovio da ovaj patogen
raste na svim proizvodima na temperaturi +4 °C tokom dve nedelje, a da najmanju pretnju
predstavljaju kuvani morski produkti, gde se uz dobru primenu higijenski mera, rast listerije moze
drzati pod kontrolom. Buduci da prezivljava vise meseci na temperaturi zamrzavanja (-18 °C), te da
podnosi visoke koncentracije soli i nizak pH, Listeria spp. opstaje i u smrznutim i konzervisanim
ribljim i morskim produktima (Kuzmanovi¢ et al., 2011).

Obezbedenje zdravstvene ispravnosti proizvoda i njeno o¢uvanje u roku trajanja predstavlja osnovni
cilj svakog proizvodaca hrane. Primena sintetickih sredstava i/ili agresivnih fizic¢kih tretmana, u
velikoj meri obezbeduje mikrobioloSku sigurnost proizvoda. Medutim, njihovom upotrebom, gubi
se na senzornom kvalitetu, a kod potroSaca stvara sumnja u zdravstvenu bezbednost proizvoda.
Radi obezbedenja mikrobioloske, ali 1 hemijske sigurnosti hrane, te zadovoljenja potrebe danasnjeg
potrosaca, neophodno je iznadi alternativne nacine koji bi zadovoljili veéinu kriterijuma. Kao
adekvatno reSenje javlja se primena prirodnih izolata autohtonih bakterija mle¢ne kiseline (BMK),
koje osim uticaja na neprijateljsku mikrobiotu i osiguranja mikrobioloske bezbednosti, doprinose i
ocuvanju tradicionalno priznatih 1 prepoznatljivih organolepti¢kih osobina proizvoda.

2.4 BAKTERIJE MLECNE KISELINE

Bakterije mlecne kiseline (BMK) obuhvataju heterogenu grupu Gram (+) nesporulisucih bakterija.
DefiniSu ih zajedni¢ke morfoloSke, fizioloSke, metabolicke 1 geneticke osobine. Spadaju u grupu
anaerobnih i fakultativno anaerobnih, katalaza negativnih bakterija. Nepokretne su i
acidotolerantne. Po osnovnoj podeli u grupu bakterija mlecne kiseline spadaju rodovi:
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, kojim su u novije vreme prikljuceni i
rodovi: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella,
Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weissella (Khalid, 2011). Na osnovu
karakteristika svog metabolizma, dele se na homofermentativne i heterofermentativne.
Homofermentativne, kao glavni proizvod fermentativnog karbohidratnog metabolizma, produkuju
mle¢nu kiselinu, dok su kod heterofermentativnih u ve¢oj meri zastupljena druga jedinjenja, kao §to
su ugljen-dioksid, etanol, acetoin, diacetil, vodonik-peroksid, aldehidi, reuterin, siréetna kiselina i
sl. Kod nekih homofermentativnih oblika, ukoliko postoje odgovarajuci uslovi, moze se ispoljiti
heterofermentativni metabolizam. S obzirom da BMK ne mogu same da sintetiSu sve neophodne
nutrijente, imaju potrebu za staniStima koja obiluju neophodnim faktorima rasta, aminokiselinama,
nukleotidima, peptidima, vitaminima B grupe, masnim Kkiselinama (Stiles i Holzapfel, 1997,
Axelsson, 2004). Mogu se naci na biljkama, Zivotinjama, a neke vrste nastanjuju respiratorni,
intestinalni i genitalni trakt ljudi i zivotinja (Giraffa, 2014).

BMK su nasle svoju primenu u proizvodnji fermentisanih proizvoda od mleka, mesa, povréa, voca,
ribe, zitarica (Caplice i Fitzgerald, 1999; Jokovic et al., 2008; Radulovi¢ et al., 2011; Bintsis, 2018).
Snizavanjem pH sredine, stvaraju nepovoljne uslove za razmnozavanje mikroorganizama i
sprecavaju rast patogenih mikroorganizama i mikroorganizama kvarenja hrane, te se moze re¢i da
predstavljaju znacajne prirodne konzervanse (Hladikova et al., 2012). Jedan od razloga njihove
nadmo¢i nad drugim mikroorganizmima u okruzenju, predstavlja upravo njihova sposobnost
prezivljavanja u uslovima sa niskom pH vredno$éu (Giraffa, 2014). Siroka primena fermentacionih
procesa, osim konzerviSuceg dejstva, bazirana je i na razvijanju specifi¢nih senzornih karakteristika
proizvoda pod uticajem produkata bakterija mle¢ne kiseline (Hayaloglu et al., 2013). Konverzijom
laktoze i citrata tokom procesa glikolize, lipolizom masti i proteolizom kazeina, formiraju se
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jedinjenja, koja fermentisanom proizvodu daju poseban ukus. BMK konvertuju laktozu u laktate, a
kao meduprodukti iz piruvata mogu nastati razli¢iti aromati¢ni produkti, kao Sto su diacetil, acetoin,
acetaldehid, siréetna kiselina. Slobodne masne kiseline nastaju kao rezultat lipolize, dok proteoliza
kazeina predstavlja najznacajniji biohemijski proces odgovoran za ukus i teksturu fermentisanih
proizvoda (Molimard i Spinnler, 1996). Degradacijom kazeina pod uticajem peptidaza i proteinaza
BMK nastaju peptidi i slobodne amino kiseline. Dalja konverzija amino kiselina do razli¢itih
alkohola, aldehida, kiselina, estara i sumpornih komponenti igra znacajnu ulogu za razvoj
specifi¢nih ukusa proizvoda (Sousa et al., 2001; Ammor i Mayo, 2007; Hayaloglu et al., 2013).
Imajuéi u vidu specificnosti metabolizma BMK 1 raznovrsnost njihovih metabolita, kao i uticaj na
razvoj senzornih svojstava proizvoda, proizvodaci hrane se odlucuju na njihovu primenu, u svojstvu
starter kultura. U proSlosti se fermentacija proizvoda deSavala spontano, pod uticajem mikrobiote
sirovina 1 okruzenja. U odredenim oblastima, naj¢e$¢e ruralnim sredinama, proizvodnja
fermentisanih mle¢nih proizvoda i dalje se vr$i na, sli¢an izvornom, tradicionalni nacin, pri ¢emu,
dobijeni proizvodi nose Kkarakteristike i naslede odredenog podru¢ja. Prirodna kombinacija
mikroorganizama zastupljenih u njima, zasluzna je za prepoznatljivost senzornih svojstava
proizvoda. Iz tradicionalnih mle¢nih proizvoda izolovane su BMK koje pripadaju rodovima
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc i dr. (Jokovic et al., 2008).
Danas se, za potrebe proizvodnje fermentisanih proizvoda sira, jogurta, proizvoda od mesa, povr¢a,
ribe 1 sl., koriste BMK kao starteri. Pre primene, starter kulture prolaze tehnoloske provere, utvrduju
se njihove karakteristike, bez obzira §to BMK imaju GRAS (Generally Recognized As Safe) status.
Vrsta starter kulture ima direktan uticaj na reoloska i nutritivna svojstva fermentisanog proizvoda.
Odgovarajuci izbor aplikovanih kultura i podeSavanje koncentracije i odnosa, doprinose postizanju
optimalnih karakteristika finalnog produkta. Najces¢e koris¢ene BMK u proizvodnji hrane su vrste
rodova Lactoccocus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus (Bintsis, 2018).
Upotrebom BMK u svojstvu starter kultura u proizvodnji mle¢nih proizvoda postizu se dobri
rezultati (Radulovi¢, 2007; Radulovi¢ et al., 2011). Takode, BMK se primenjuju kao dodatne
(adjunct) kulture (Guidone et al., 2015; Mirkovic et al., 2020). Adjunct kulture ili “adjuncts” uticu
na zrenje sireva, na hemijska i mikrobioloSka svojstva, prisustvo isparljivih jedinjenja, ali i na
osobenost samog proizvoda (Guidone et al., 2015; Bintsis, 2018).

Odredeni sojevi BMK izolovani iz tradicionalnih proizvoda su pokazali da poseduju probiotska
svojstva (Radulovi¢ et al., 2010; Radulovi¢ et al., 2017). Da bi mikroorganizam bio kandidat za
probiotsku kulturu, treba da zadovolji odredene kriterijume. Pod tim kriterijumima podrazumeva se
odsustvo patogenih osobina i kolonizacija gastrointestinalnog trakta u visokim koncentracijama, od
10"-10° cfu/mL™ (Mattila-Sandholm et al., 2002). Pored osnovnih kriterijuma, postoje i specifi¢ni
kriterijumi, koji se odnose na uslove za selekciju probiotika, a to su bezbednosni, tehnoloski,
funkcionalni kriterijumi, kao i pozeljna fizioloska svojstva (Shah, 2007). BMK koje se najcesce
primenjuju u hrani, a imaju probiotska svojstva su L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. rhamnosus
i L. plantarum (Champagne et al., 2005).

Kao produkti primarnog metabolizma BMK javljaju se supstance sa antimikrobnim delovanjem:
organske kiseline, diacetil, vodonik-peroksid, dok kao produkti sekundarnog metabolizma nastaju
proizvodi sli¢ni antibioticima, bakteriocini (Giraffa, 2014). Potencijal za primenu BMK u industriji
hrane kao biokonzervansa, kao i primenu u svrsi postizanja zdravstvenih efekata, jo§s uvek nije
dovoljno ispitan. Autori navode znacajne rezultate koji su do sada postignuti na ovim poljima. Ipak,
bogatstvo resursa novih, neispitanih sojeva iz tradicionalnih proizvoda, otvara vrata za nova
istrazivanja.

2.5 NAJVAZNIJE VRSTE BMK

Medu najznacajnijim bakterijama mle¢ne kiseline izdvajaju se Lactoccocus spp., Lactobacillus
spp., Leuconostoc spp., Pediococcus spp., Enterococcus spp.
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2.5.1 Lactococcus spp.

Bakterije predstavnici roda Lactococcus su mezofilne, homofermentativne koke, koje produkuju L
(+) oblik mle¢ne kiseline. Pod mikroskopom su vidljive u parovima ili kratkim lancima. Optimalna
temperatura rasta je 30 °C. Mogu rasti i na 10 °C, ali ne i na 45 °C.

Rod Lactococcus je relativno nov, veéina njegovih predstavnika pripadala je rodovima
Streptococcus i Lactobacillus. Danas ovaj rod obuhvata pet vrsta: L. garviae, L. piscium, L.
plantarum, L. raffinolactis i L. lactis. Vrsti L. lactis pripadaju tri subvrste L. lactis subsp. lactis, L.
lactis subsp. hordniae i L. lactis subsp. cremoris i biovar L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
(Batt, 2014).

Razlikujemo ih prema njihovoj sposobnosti rasta na temperaturi ve¢oj od 40 °C i u prisustvu NaCl
u koncentraciji vecoj od 4 %. Medusobno se razlikuju prema sposobnosti produkcije kiseline iz
Secera ukljucuju¢i laktozu, manitol i rafinozu (tabela 4). Vazna karakteristika je sposobnost
fermentacije laktoze, narocito za vrste koje se koriste u mle¢noj industriji. U proizvodnji mle¢nih
proizvoda, upotrebljavaju se kao pojedinac¢ne kulture ili u mesavinama. Podvrste vrste L. lactis, L.
lactis subsp. lactis i L. lactis subsp. cremoris se najéeSce koriste kao starter kulture i njihova
najvaznija uloga je proizvodnja mlecne kiseline (Batt, 2014). Poznata je visevekovna primena L.
lactis sp. u proizvodnji fermentisanih proizvoda, narocito sira, jogurta, kiselog kupusa (Song et al.,
2017). Prirodna sredina laktokoka su zelene biljke, sirovo mleko i povrsina koze domacih Zivotinja,
tradicionalni fermentisani mle¢ni proizvodi, sirevi (Goli¢ et al., 2013; Radulovi¢ et al, 2009),
kajmak (Jokovic et al., 2008).

Tabela 4. Faktori razdvajanja BMK prema vrstama - prilagodeno (Batt, 2014)

[%2] (5]
= K K%

P_arametg_r - g € » c E
diferencijacije @ o = 5 £ = =

@ %) B %) _g »n S = S 8
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Raft na + i i ) ] ]
40°C
Rast u
prisustvu 4 + - - + ND* + )
% NaCl
Hld_rc_)llza + i . R ] ] 0
arginina
Stvaranje
kiseline iz + + - + + - +
laktoze
Stvaranje
kiseline iz (+) - - ) + + ND
manitola
Stvaranje
kiseline iz - - - - + - +
rafinoze

*nije detektovano
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2.5.2  Enterococcus spp.

Enterokoke predstavljaju normalne stanovnike digestivnog trakta ljudi i zivotinja. Kao glavni
produkt homofermentativnhog metabolizma, proizvode L - mle¢nu kiselinu. Enterokoke su Gram
pozitivne, katalaza negativne bakterije, koje se pojavljuju u vidu pojedinacnih koka, u parovima ili
kratkim lancima. Ne produkuju spore, oksidaza su negativne i fakultativno anaerobne. Prezivljavaju
u uslovima stresnog i neprijateljskog okruzenja, podnose ekstremne temperaturne uslove u opsegu
5-65 °C, visoku koncentraciju soli, kao i pH od 4,5 do 10. Ove osobine omogucuju enterokokama
kolonizaciju razli¢itih mikrobioloskih nisa (Fisher i Phillips, 2009). Izolovane su iz vode, biljaka,
zivotinja, hrane (Byappanahalli et al., 2012; Collins et al., 1986; Baccouri et al., 2019).

Po Sherman-ovoj klasifikaciji iz 1937. godine, Streptococcus spp. obuhvata Cetiri podvrste: fekalne
streptokoke (enterokoke), streptokoke mlecnih proizvoda, streptokoke viridans 1 piogene
streptokoke (Klein, 2003). Do novijih taksonomskih istrazivanja, enterokoke su bile klasifikovane
kao fekalne streptokoke i streptokoke grupe D. Danas rod Enterococcus broji 28 vrsta: E. asini, E.
avium, E. canis, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E.
faecium, E. flavescens, E. gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hirae, E. malodoratus, E.
moraviensis, E. mundtii, E. pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E.
saccharolyticus, E. saccharominimus, E. solitarius, E. sulfureus i E. villorum (Foulquié Moreno et
al., 2006).

Duzi niz godina smatralo se da Enterococcus spp. deluju nepovoljno na organizam coveka i da
nemaju poseban medicinski zna¢aj. Medutim, danas se enterokoke u velikoj meri upotrebljavaju u
svojstvu probiotika, a mogu se Koristiti u svojstvu starter kultura u proizvodnji hrane (Mullan,
2014). Kao probiotske kulture koriste se E. faecalis, E. lactis, a od nedavno i E. hirae (Adnan et al.,
2017) i E. durans (Li et al., 2018). Opravdanost primene enterokoka kao probiotskih i starter
kultura, bazirana je na njihovim pozeljnim osobinama, kao $to su otpornost na zucne soli i
zeludacnu kiselinu (Baccouri et al., 2019), produkcija bakteriocina (enterocina) (Foulquié Moreno
et al., 2006).

Kao starter ili “adjunct” kulture, koriste se u proizvodnji razli¢itih vrsta fermentisanih proizvoda,
sira iz domace proizvodnje, kobasica, maslina i dr. (Foulquié Moreno et al., 2006). Zahvaljujuci
razli¢itim produktima metabolizma, kao $to su aromati¢na jedinjenja (Hancock et al., 2014),
bakteriocini (enterocini) (Foulquié Moreno et al., 2006), enzimi, enterokoke imaju uticaj na
senzorna svojstva proizvoda, njihov ukus, aromu, teksturu, ali i zdravstvenu ispravnost (Foulquié
Moreno et al., 2006).

Iz tradicionalnih sireva i specijalnih vrsta sireva izolovane su, Enterococcus spp. kao §to su: E
faecalis 1 E. faecium, a mogu se koristiti i u proizvodnji sira, gde je svoju primenu nasao i E.
durans, koji pripada E. faecium grupi (Mullan, 2014). Bez obzira na pozitivna tehnoloska svojstva,
kao 1 primenu enterokoka kao probiotskih kultura, misljenja o njihovom koris¢enju kao starter
kultura su podeljena. Vrste roda Enterococcus nemaju GRAS status (Aradjo i Ferreira, 2013).
Poznato je da neki sojevi enterokoka imaju sposobnost da proizvode bioamine (histamin, kadaverin,
putrescin), koji mogu da izazovu glavobolju ili druge fizioloske tegobe. Iz tog razloga, predlaze se
skrining na bioamine pre upotrebe novih sojeva u prehrambenoj industriji. Takode, postoji opasnost
od pojave bolnickih infekcija 1 prenosa rezistencije na antibiotike, pa bi, za svaki novi potencijalno
probiotski soj koji je namenjen za prehrambenu ili farmaceutsku industriju, bilo neophodno ispitati
mogucnost prenosa rezistencije na antibiotike (Baccouri et al., 2019).

Vec¢ina bakteriocina (enterocina) pripadaju klasi II bakteriocina, ukljucujuéi pediocin-slicne
enterocine sa snaznim antilisterijskim dejstvom (Ness et al., 2014). Odredeni sojevi enterokoka
produkuju nekoliko bakteriocina, §to im daje izvesnu prednost u odnosu na kompetetivhu
mikrofloru niSe koju kolonizuju (Hanchi et al., 2018). Prema dosadasnjim istrazivanjima,
bakteriocini enterokoka su pokazali antimikrobnu aktivnost prema razli€itim vrstama bakterija, kao
Sto su G (+) patogeni iz hrane (Laukova et al., 2003), L. monocytogenes i G (-) bakterije. Za neke
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bakteriocine karakteristi¢na je antifugalna i/ili antivirusna aktivnost. Takode, ovi bakteriocini mogu
inhibirati i stvaranje spora bakterija Clostridium botulinum i Bacillus cereus (Burgos et al., 2014).

2.5.3 Zastupljenost BMK u hrani

Zbog svojih izuzetnih osobina, BMK su S§iroko zastupljene u proizvodnji hrane. Najcesc¢i
biokonzervansi danas su BMK, a tipi¢an primer biokonzervacije proizvoda predstavlja fermentacija
(Ganguly, 2013) omoguéena specificnim produktima njihovog metabolizma. Zbog raznolikosti
vrsta i sojeva, proizvodnje aromogenih jedinjenja, produkcije egzopolisaharida (EPS), inhibicije
rasta patogenih bakterija, probiotskog, bakteriocinskog delovanja, BMK predstavljaju vazan faktor
u smanjenju rizika po naruSavanje bezbednosti 1 garant o¢uvanja tradicionalnih senzornih svojstava
proizvoda. Tradicionalni ukusi i karakteristike proizvoda, predstavljaju teznju danasnjeg
proizvodaca, uz konstantnu potrebu za ofuvanjem bezbednosti proizvoda tokom njegovog roka
trajanja. Tradicionalni proizvodi predstavljaju bogat izvor vrlo vaznih izolata, koji se mogu uspesno
koristiti u proizvodnji fermentisanih mlecnih proizvoda, sira, kao protektivne 1 starter kulture
(Radulovi¢ et al., 2011). Njihova primena doprinosi ocuvanju autenti¢nosti odredenog klimatskog
podrugja i specifiénih senzornih osobina, ali i osiguranju bezbednosti hrane. Kori§¢enje ovih resursa
za potrebe prehrambene industrije je od izuzetnog znacaja, jer takvi izolati imaju ogroman
potencijal za stvaranje novih, kvalitetnih proizvoda prehrambene industrije. Danas se u
standardizovanoj industrijskoj proizvodnji pretezno koriste sojevi prirodni izolati, sa pokazanim
dobrim tehnoloskim karakteristikama. Njihovo delovanje je znatno brze i bolje od prirodne
mikrobiote, sojevi imaju predvidivo dejstvo, bez Stetnih efekata po kvalitet proizvoda i zdravlje
konzumenta (Martinovi¢ et al., 2006).

BMK ucestvuju u fermentativnim procesima proizvodnje proizvoda od mleka, mesa, povréa, voca,
Zitarica, ribe (Caplice i Fitzgerald, 1999; Bintsis, 2018). U sirovom mleku prisutne su kao deo
prirodne mikroflore (Van Hoorde et al., 2010). Goli¢ et al. (2013) navode da su, analizirajuci
mikrobiom autohtonih sireva sa teritorije Republike Srbije i Republike Hrvatske, izolovali 717
izolata, te da su iz svih uzoraka analiziranih sireva izolovane laktokoke, iz gotovo svih enterokoke,
a da su, pritom, Lactococcus lactis vrste bile najzastupljenije. Mezofilna mikroflora pokazala se kao
dominantna, nakon Kkarakterizacije autohtonin BMK iz belih sireva u salamuri (Radulovi¢ et al.,
2009), pri ¢emu su najbrojnije vrste bile: Lactoccocus, Enterococcus, Lactobacillus i Leuconostoc.
Medu laktokokama dominirale su L. lactis subsp. lactis, kao i citrat pozitivna L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis. U sirovom i fermentisanom mleku i sirevima zabelezeno je prisustvo E.
faecalis i E. durans (Van Hoorde et al., 2010; Hanchi et al., 2014). Ve¢i broj razlicitih sojeva
izolovan je iz sireva od sirovog mleka, nego iz sireva koji se podvrgavaju pasterizaciji u toku
proizvodnje (De Angelis et al., 2001). Prema autorima, analiziraju¢i uzorke iz sireva sa zrenjem u
tipu Gauda sira, najveci procenat izolovanih sojeva pripadao je vrsti L. lactis, potom L. plantarum,
L. brevis, L. curvatus, P. pentosaceus, a takode i Enterococcus spp., naro¢ito medu sirevima od
sirovog mleka (Van Hoorde et al., 2010). Analizom 12 uzoraka ov¢ijih sireva u tipu tvrdog i polu-
tvrdog iz razli¢itih oblasti Italije, medu nestarterskim BMK izolovane su: L. plantarum, L. brevis, L.
paracasei subsp. paracasei, L. curvatus, L. fermentum, L. casei subsp. casei, L. pentosus, L. casei
subsp. pseudoplantarum i L. rhamnosus (De Angelis et al., 2001).

Iz tradicionalnog kurdskog sira izolovani su sojevi L. plantarum LP3, AF1 i LU5, koji su,
ucestvuju¢i u fermentaciji kajmaka (sarSir), pokazali inhibitorno dejstvo prema patogenim
bakterijama Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa i S. aureus
(Hashemi et al., 2017), $to opravdava tvrdnju o mogucnosti primene autohtonih sojeva i sa aspekta
mikrobioloske bezbednosti proizvoda. BMK predstavljaju deo prirodne mikrobiote i u kajmaku.
Medu 374 izolata izolovanih iz 6 uzoraka kajmaka, izolovane su vrste L. mesenteroides, E. faecalis,
E. fecium, dok su Lactoccocus spp. izolovane iz 4 uzorka kajmaka (Jokovic et al., 2008).
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Enterokoke se mogu naci i u termicki obradenoj i termicki neobradenoj hrani, budu¢i da imaju
sposobnost rasta u razli¢itim uslovima i okruzenju (prisustvo soli, Sirok temperaturni i pH opseg).
Upravo ove osobine ¢ine ih pogodnim za upotrebu u industriji hrane. U poslednje vreme je u
porastu njihova primena kao starter i dodatnih starter (adjuncts) kultura. Aplikativni znacaj u
prehrambenoj industriji enterokoke imaju i1 zahvaljujuéi sposobnosti da produkuju bakteriocine i
njihovoj povezanosti sa ispoljavanjem specifi¢nih senzornih svojstava fermentisanih proizvoda
(Foulquié Moreno et al., 2006). Enterokokni bakteriocini CCM 4231, AS-48 (Laukova et al., 1999;
Molinos et al., 2005) dodaju se u hranu izolovani i prec¢is¢eni (Foulquié Moreno et al., 2006), u vidu
bakteriocin-produkujuéih startera, “adjuncts” ili protektivnih kultura (Arqués et al., 2015).

BMK imaju primenu u proizvodnji fermentisanih proizvoda od ribe. Tokom fermentacije ribe, pod
uticajem prisutnih mikroorganizama i enzima, nastaju razlicite kiseline, alkoholi, fenoli i ostala
jedinjenja koja joj daju dobar ukus i miris (Ngasotter et al., 2020). Kao starter kulture u proizvodnji
tajlandske fermentisane ribe “Plaa-som” kori$éeni su sojevi L. plantarum i L. reuteri (Saithong et
al., 2010), gde su, u kombinaciji, ispoljile pozitivan uticaj na acidifikaciju, naroc¢ito u pocetnoj fazi
fermentacije, 1 uticale na spre¢avanje pojave nepozeljne mikrobiote. 1z iste vrste fermentisane ribe
su Hwanhlem et al. (2011) izolovali ukupno 138 izolata, od ¢ega je 133 pripadalo BMK. Jedan soj
Streptococcus salivarius i tri soja Enterococcus faecalis, pokazali su dobra antimikrobna svojstva
prema patogenim bakterijama Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

Pazljiv odabir izolata BMK iz tradicionalnih proizvoda radi dalje primene u hrani, narocito
enterokoka, je od izuzetnog znacaja. Neophodna je provera njihovih karakteristika i krajnji oprez da
bi se izbegle eventualne greske, koje su u suprotnosti sa sigurnosnim postavkama. Prilikom odabira,
neophodno je koristiti dostupne naucne tehnike, bazirajuéi se na pra¢enju smernica i ne odstupajuci
od zakonodavnih normi i ogranic¢enja (Ben Braiek i Smaoui, 2019).

2.6 ANTIMIKROBNI PRODUKTI METABOLIZMA BAKTERIJA MLECNE KISELINE

Bakterije mlecne kiseline predstavljaju raznoliku grupu. Svojim specificnim metabolizmom,
pruzaju mogucnost Siroke primene u prehrambenoj industriji, buduci da uticu inhibitorno na rast
bakterija koje mogu da izazovu kvarenje hrane. Raznolikost i prilagodljivost razli¢itim uslovima,
kao 1 razliciti produkti metabolizma, predstavljaju bitan razlog uspesnosti fermentativnih procesa.
Raznovrsnost metabolita nastalih u tim procesima, rezultira stvaranjem karakteristi€énih senzornih
svojstva krajnjih produkata (Giraffa, 2014).

2.6.1 Bakteriocini

Bakteriocini se definiSu kao ribozomalno sintetisani peptidi sa malom molekulskom masom, koji
uglavnom deluju na blisko srodne vrste. Kroz vreme, njihova Klasifikacija se menjala. Za
najsveobuhvatniju klasifikaciju, koja ukljucuje sve do sada okarakterisane antimikrobne metabolite,
u obzir bi se mogla uzeti ona koju su postavili Rea et al. (2011). Po toj definiciji, bakteriocini se
dele na slede¢i nacin (Tabela 5):
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Tabela 5. Klasifikacija bakteriocina (Rea et al., 2011)

Klasa |  (posttranslaciono Klasa la Lantibiotici
modifikovani bakteriocini) Lantipetidi
Klasa Ib Labirintopeptini
Klasa Ic Saktibiotici Jednopeptidni
bakteriocini
Dvopeptidni
bakteriocini
Klasa Il (nemodifikovani Klasa lla — pediocin sli¢ni bakteriocini
bakteriocini) Klasa I1b — dvokomponentni nemodifikovani bakteriocini

Klasa llc — cirkularni bakteriocini

Klasa Ild — nemodifikovani linearni bakteriocini, razli¢iti od
pediocina

Bakteriolizini (ranije Klasa I1l)

Odredeni predstavnici ove grupe imaju Siri dijapazon inhibitornog delovanja 1 pokazuju
antimikrobno dejstvo prema patogenima i bakterijama koje su uzro¢nici kvarenja hrane (Lozo et al.,
2017). Poluprecisceni ili precis¢eni bakteriocini, mogu da se koriste kao konzervansi ¢ime bi se
produzio rok upotrebljivosti proizvoda (Dillon, 2014). Zbog svoje termostabilnosti, antimikrobno
dejstvo zadrzavaju i ispoljavaju i nakon termickih procesa prerade hrane. Deluju¢i samostalno ili u
kombinaciji sa drugim antimikrobnim jedinjenjima, metabolickim proizvodima BMK, ispoljavaju
bakteriostaticko ili baktericidno dejstvo.

Antimikrobna aktivnost bakteriocina je naj¢eS¢e usmerena prema srodnim vrstama bakterija, kako
prema BMK, tako i prema G (+) bakterijama koje uzrokuju kvarenje hrane i patogenim bakterijama
prisutnim u hrani, kao $to su Bacillus sp., Staphylococcus sp., Clostridium sp., Listeria sp., i druge
(Olasupo et al., 1995; Gaamouche et al., 2014; Lozo et al., 2017; Zhao et al., 2017; Mirkovic et al.,
2020).

Aplikacija bakteriocina u hranu vr$i se na viSe na¢ina. Prvi nacin je dodavanjem preéis¢enog
bakteriocina direktno u hranu, kao zaStita od kvarenja i razvoja patogenih bakterija. Bakteriocini se
u hranu mogu dodati i kao bakteriocin-produkujuce kulture (Buyong et al., 1998; Ennahar et al.,
1998; Guinane et al., 2005), gde se koriste sojevi u vidu startera koji produkuju bakteriocin in situ.
Tre¢i nacin primene bakteriocina predstavlja primena uz komercijalne startere, kao dodatna kultura
u fermentisanim proizvodima (Montville i Chikindas, 2012). Takode, primena u hrani je moguca i
dodavanjem prethodno fermentisanih proizvoda koji sadrZe bakteriocin-produkujuce kulture, a i
inkorporacijom bakteriocina ili bakteriocin-produkujué¢e kulture u bioaktivni film pakovanja (Silva
et al., 2018). Primer za to je primena imobilisanog bakteriocina 32Y poreklom iz Lb. curvatus, koji
inkorporiran u polietilenski film utiCe na smanjenje broja L. monocytogenes u toku skladistenja u
proizvodima od mesa. Bakteriocini se mogu vezati za nosal. Primer za to je inhibicija L.
monocytogenes u siru pod uticajem nizina inkapsulisanog u lipozom (Dillon, 2014). Nizin se na
trziStu moze naci pod oznakom E-234 ili pod komercijalnim imenom Nisaplin i Novasin. Produkuje
ga L. lactis subsp. lactis. Zbog svoje aktivnosti u Sirokom rasponu pH i stabilnosti prilikom
zagrevanja, nalazi primenu u razli¢itim vrstama prehrambenih proizvoda (mlec¢ni proizvodi, mesne
preradevine, salatni prelivi i dr.) (Johnson et al., 2018). Deluje inhibitorno na vegetativne forme G
(+) bakterija i sporogene forme Bacillus i Clostridium vrste (Dillon, 2014). Kao protektivne kulture,
koriste se da bi osigurali mikrobiolo$ku bezbednost hrane, a inhibicijom mikroorganizama kvarenja,
kao $to je Pseudomonas sp., i patogenih mikroorganizama (Staphylococcus aureus, Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes), doprinose konzervisanju fermentisanih proizvoda (Olasupo et al., 1995).
S obzirom da u postpasterizacionom periodu postoji mogucénost kontaminacije proizvoda listerijom,
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neophodno je preduzeti sve mere kontole (D’Amico et al., 2008). U tom slucaju, primenom u svrsi
protektivnih kultura, sprecio bi se rast patogenih mikroorganizama.

Sinergisti¢ko dejstvo bakteriocina sa drugim produktima metabolizma BMK, takode, daje dobre
rezultate (De Martinez et al., 2002). Nizin u kombinaciji sa limunskom kiselinom pokazao je jace
inhibitorno dejstvo prema S. aureus i L. monocytogenes, nego samostalno primenjen (Zhao et al.,
2017). Kombinacija nizina i mle¢ne kiseline se takode pokazala kao uspeSnija, nego primena
bakteriocina u tretiranju proizvoda samostalno. De Martinez et al. (2002) su u svom istrazivanju,
prskanjem po povrSini govedeg trupa, nanosili nizin u kombinaciji sa mle¢nom kiselinom (1,5 %,
25°C) 1 nizin bez mle¢ne kiseline, gde se kao delotvornija u smanjenju broja aerobnih bakterija,
ukupnih koliforma i E. coli, pokazala kombinacija nizina i mle¢ne kiseline. Kombinovanom
primenom nizina sa nitritima u fermentisanim mesnim preradevinama tipa frankfurtera (Dillon,
2014), dokazano je inhibitorno delovanje i na rast C. perfingens.

Poznato je da neki bakteriocini podnose ¢ak i temperaturu sterilizacije (Todorov i Dicks, 2006;
Anastasiadou et al., 2008), Sto je od izuzetnog znacaja radi primene u prehrambenoj industriji
(Caplice i Fitzgerald, 1999; Juodeikiene et al., 2012). Takode, zabelezena je efikasnost pediocina
PA-1 kao aktivne komponente konzervansa pod nazivom Alta 2341 (Da Costa et al., 2019). Ananou
et al. (2010) opisuje potpuno baktericidno dejstvo enterocina AS-48 koga produkuje E. faecalis
protiv L. monocytogenes i delimi¢no dejstvo protiv S. aureus.

Bakteriocini su prepoznati kao moguca alternativa antibioticima u slu¢aju pojave infekcija
izazvanih bakterijama koje su na njih rezistentne. Prikazani su brojni pozitivni rezultati istrazivanja
sa delovanjem bakteriocina na veliki broj bakterija izazivaca bolesti u razli¢itim matriksima. Oblast
primene bakteriocina je Siroka i jo§ uvek nedovoljno ispitana (Cotter et al., 2013; Hammami et al.,
2013).

2.6.2 Organske kiseline

Organske kiseline predstavljaju prirodni konzervans i proizvodu daju specifi¢na senzorna svojstva.
Prema broju karboksilnih grupa dele se na mono-, di- i polikarboksilne, dok prema prirodi
ugljovodoni¢nog ostatka za koji je vezana karboksilna grupa, mogu biti alifati¢ne 1 aromati¢ne.
Mnoge organske kiseline imaju aplikativhu primenu u industriji hrane, koriste¢i se kao aditivi 1
konzervansi, kao prevencija kvarenja hrane i radi produzetka njenog roka trajanja (Ricke, 2003;
Ben Braiek i Smaoui, 2021). Cesto se javljaju kao sporedni produkt metaboli¢kih puteva bakterija,
te je njihova koncentracija mala, a pored toga mogu biti 1 dodate u hranu. Mogu da pospese rast
BMK i inhibiraju rast ostalih grupa mikroorganizama (Park, 2018). U zavisnosti od fizi¢ko-
hemijskih osobina mikroorganizama, kao i uslova okruzenja, organske kiseline ispoljavaju svoja
bakteriostatska i baktericidna svojstva (Ricke, 2003). Zastupljene su u mle¢nim proizvodima,
jogurtu (Fernandez-Garcia i McGregor, 1994; Vénica et al., 2014), a Cesto nastaju i kao produkt
metabolizma razliCitih starter kultura u procesu fermentacije mle¢nih proizvoda, povréa, mesnih
preradevina (Caplice i Fitzgerald, 1999; Laranjo et al., 2019). Snizavanje pH i nagomilavanje
organskih kiselina, kao §to je mlecna, siréetna, propionska, kao posledica metabolizma BMK, ima
klju¢nu ulogu u konzervisanju proizvoda, budu¢i da kisela sredina predstavlja nepovoljno okruzenje
za rast patogenih mikroorganizama i mikroorganizama koji izazivaju kvarenje hrane (Caplice i
Fitzgerald, 1999). Inhibitorna aktivnost u najvecoj meri poti¢e upravo od snizene pH vrednosti,
usled sinteze organskih kiselina i aktivnosti nedisosovanih formi organske kiseline (Hladikova et
al., 2012; Wemmenhove et al., 2018).

Osnovni proizvod metabolizma BMK predstavlja mle¢na kiselina. Mle¢na kiselina (CH3-CH(OH)-
COOH) je izuzetno zastupljena u prehrambenoj, farmaceutskoj, hemijskoj, tekstilnoj industriji. Po
svom sastavu je 2 - hidroksipropionska kiselina, koja se javlja u dva izomerna oblika, kao L (+)
desnogira i D (-) levogira. Za primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, uglavnom se
proizvodi L (+) mle¢na kiselina, budu¢i da je u humanom organizmu dominantan enzim L-laktat
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dehidrogenaza. Mlec¢na kiselina ima GRAS status (Puki¢ Vukovic et al., 2011). Mle¢na i siréetna
kiselina nastaju kao produkti degradacije laktoze. Zhang i Farber (1996) su ispitivali primenu
mlecne i sir¢etne kiseline u kombinaciji sa hlorom ili bez njega i dokazali inhibitorno dejstvo na L.
monocytogenes. Benzoeva i1 sorbinska kiselina su u mleku zastupljene u malim koli¢inama, ali
njihova protektivna uloga nije zanemarljiva. Poznato je da benzoeva kiselina ima antibakterijske i
antifugicidne osobine. Tokom fermentacije mleka, u prisustvu i delovanjem BMK, njihova
koncentracija raste, da bi se smanjenje uoCilo u periodu skladistenja proizvoda (Urbiene i
Leskauskaite, 2006). Limunska kiselina je slaba organska kiselina koja je prirodno zastupljena u
citrusnom vocu. U svezem mleku je zastupljena u znacajnoj meri, da bi se, bakterijskom
aktivno$¢u, njen sadrzaj znatno smanjio (Urbiene i Leskauskaite, 2006). U toku fermentacije,
sadrzaj organskih kiselina je promenljiv. Koncentracija odredenih kiselina raste, dok se
zastupljenost drugih smanjuje (Damir et al., 1992), pri ¢emu mle¢na kiselina odrZava najvisi nivo
od pocetka, do kraja fermentacionog procesa. Znacaj organskih kiselina ogleda se, osim kao
prirodnog konzervansa, u povecanju kvaliteta fermentisanih mle¢nih proizvoda i produZzetka
njihovog roka upotrebljivosti (Urbiene i Leskauskaite, 2006),

2.6.3 Masne kiseline

Yuyama et al. (2020) navode da su masne kiseline, posebno nezasi¢ene masne kiseline dugog lanca,
pokazale snazno antimikrobno dejstvo protiv G (+) bakterija u biofilmovima, narocito protiv S.
aureus. Budu¢i da biofilmovi predstavljaju znacajnu pretnju po bezbednost proizvoda u
prehrambenoj industriji, veca zastupljenost BMK, kao protektivnih kultura, i njihovih
antimikrobnih produkata, mogla bi podi¢i bezbednost proizvoda na visi nivo. Struktura masnih
kiselina 1 duZina lanca, uti€u na njihovu antimikrobnu aktivnost. Tako, masne kiseline kratkog
lanca, ispoljavaju toksi¢nost u visokim koncentracijama na G (-) bakterije, dok masne kiseline
dugog lanca imaju antimikrobni efekat na G (+) bakterije u malim koncentracijama, nezavisno od
pH sredine (McGaw et al., 2002).

2.6.4 Diacetil

Znacajnu antimikrobnu ulogu imaju aromogene supstance diacetil, acetoin, acetaldehid. Diacetil
proizvode neke vrste rodova Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus i Pediococcus. Ima znacajnu
ulogu u inhibiciji rasta G (-) bakterija, kvasaca i plesni, a manje G (+) bakterija. Antimikrobna
svojstva ispoljava samo kada je zastupljen u velikim koncentracijama, koje dostize ako postoje
drugi izvori piruvata, kao $to su citrati ili acetati (Dillon, 2014). U kombinaciji sa drugim
antimikrobnim agensima, moze delovati sinergisticki, $to je najcesce slucaj, s obzirom da je u
fermentaciji hrane retko kada prisutan u koncentraciji koja je dovoljna da bi imao glavnu ulogu u
antimikrobnom delovanju na nepozeljnu mikrofloru (Lanciotti et al., 2003; Macciola et al., 2008;
Guler i Gursoy-Balci, 2011).

Na produkciju i delovanje diacetila uti¢u uslovi okruZenja. Porastom temperature od 21 do 30°C
redukuje se produkcija diacetila. Optimalan pH za njegovu produkciju je 4,5 - 5,5, a porastom pH
smanjuju se njegova antimikrobna svojstva (Dillon, 2014).

2.6.5 Vodonik peroksid

Odredene vrste BMK imaju sposobnost da proizvode vodonik-peroksid (H20,). U zavisnosti od
koncentracije i niza drugih faktora, vodonik-peroksid moze ispoljiti bakteriostati¢ke ili baktericidne
efekte (Juven i Pierson, 1996). Baktericidno dejstvo poti¢e od jakog oksidacionog efekta. Na taj
nacin oStecuju se Celijske komponente, kao $to su lipidi membrane, DNK (Dillon, 2014). Ito et al.
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(2003) navode bolju produkciju H,O, od strane L. lactis subsp. lactis u odnosu na Lactobacilli spp.
Kori$¢enjem supernatanta soja L. lactis subsp. lactis Al 62, autori su dokazali snazno baktericidno
dejstvo protiv psihrotrofnih patogena koji se prenose hranom, kao §to su: Listeria, Yersinia,
Aeromonas species, i mezofilnih bakterija, kao $to je E. coli (Ito et al., 2003). Laktoperoksidazni
sistem (LPS) svezeg mleka moze biti aktiviran od strane H,0,, kada nastaju hipotiocianat i druga
antimikrobna jedinjenja (Caplice i Fitzgerald, 1999; Dillon, 2014). Da bi doslo do aktiviranja LPS,
H,0O, mora imati koncentraciju od 0,3 - 0,4 mM/L mleka. Jacina inhibitornog dejstva LPS-a protiv
mikroorganizama, proporcionalna je njihovoj koncentraciji (Mijacevi¢ i Otenhaj, 1989). LPS, uz
pomo¢ H,0,, moze da pojaca antibakterijsku aktivnost, stvaranjem jaceg inhibitora bakterijskog
metabolizma i rasta. Takode, konvertovanjem H,O, u slabije oksidaciono sredstvo, LPS moze Stititi
bakterije od njegove toksi¢nosti (Thomas et al., 1994), ¢ime je, katalaza negativnim, H,0,
pozitivnim, bakterijama omoguceno prezivljavanje i rast u okruzenju. Autori Arefin et al. (2017)
utvrdili su da je rok trajanja svezeg kravljeg mleka, u koje je dodato 0,14 % H,0,, duzi za 10 sati u
odnosu na kontrolni uzorak. Dodavanjem H,0; u odgovaraju¢im koncentracijama omogucila bi se
zdravstvena bezbednost mleka u situacijama i sredinama kada je ista ugrozena usled delovanja
razli¢itih faktora okruzenja (Arefin et al., 2017).

2.6.6 Ugljen-dioksid

Kao produkt heterofermentativnog metabolizma BMK, moze nastati CO,. Stvara anaerobnu
sredinu, pa tako moze uticati negativno po opstanak aerobnih formi mikroorganizama hrane
delovanjem na c¢elijsku membranu. Metabolizam limunske Kiseline predstavlja karakteristiku
produkcije mnogih mle¢nih proizvoda. Njenim razlaganjem nastaje CO,, koji daje teksturu nekim
proizvodima (Hugenholtz i Starrenburg, 1992; Foulquié Moreno et al., 2006).

Pri fermentaciji odredenih proizvoda kao $to je Kimchi, dodavanjem CO,; moze se uticati na
smanjenje nepozeljne mikroflore, a takode 1 usporiti rast BMK, §to bi bilo pozZeljno radi dobijanja
dobrog kvaliteta i zadrZzavanja svezine proizvoda (Park, 2018). Pojava okaca karakteristi¢nih za
neke vrste Svajcarskih sireva, potice od CO; koji nastaje koriS¢enjem laktoze od strane
propionibakterija (Caplice i Fitzgerald, 1999).

2.6.7  Ostali produkti metabolizma BMK

Medu ostalim produktima metabolizma BMK, nalazi se 1 etanol. Medutim, uloga etanola u antibiozi
nije posebno znacajna, buduci da je nivo njegove produkcije minimalan (Caplice i Fitzgerald,
1999). Reuterin ima Sirok spektar antimikrobnog dejstva. Utice inhibitorno na kvasce, plesni, G (+)
i G (-) bakterije. Nastaje produkcijom od strane heterofermentativnih laktobacila tokom anaerobnog
metabolizma glicerola ili gliceraldehida. Inhibira rast vrsta bakterija Salmonella, Shigela, Listeria,
Staphylococcus, Clostridium, Candida (Dillon, 2014).

27 PRIMENA BAKTERIJA MLECNE KISELINE KAO ANTILISTERIJSKIH
KULTURA U HRANI

O antilisterijskom delovanju BMK u hrani postoje brojni literaturni podaci. S obzirom na visok
procenat smrtnosti obolelih od listerioze, kod brojnih autora akcenat istrazivanja bio je na ovom
patogenu. Bakteriocinogeni sojevi BMK izolovani iz tradicionalnih portugalskih sireva su
primenjeni kao protektivne kulture u siru od pasterizovanog mleka, gde su pokazali snazno
antilisterijsko dejstvo tokom skladiStenja sira na temperaturi frizidera (Coelho et al., 2014).
Inhibitorno dejstvo BMK u odnosu na L. monocytogenes dokazali su u svojim istrazivanjima i El-
Gazzar et al. (1992) prateci uticaj BMK na listeriju u obranom mleku, kao i odvojenim proizvodima
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ultrafiltracije mleka, retentatu i permeatu. Lakticin 3147, koji je komercijalno dostupan, i Pediocin
PA-1/ACH (komercijalno dostupan pod imenom ALTA 2341), bitno redukuju broj L.
monocytogenes u mle¢nim proizvodima. Sakacin P, Pediocin AcH i karnobakteriocin inhibiraju rast
L. monocytogenes u vakuum-pakovanom mesu (Dillon, 2014). Neke Bacillus spp. i
Carnobacterium spp. su od velikog znacaja za prehrambenu industriju, s obzirom da su pokazale
antimikrobni uticaj svojih metabolita proteinske prirode na razliCite patogene (Dillon, 2014).
Bakteriocini Bacillocin 490 i Cerein 8A inhibiraju rast L. monocytogenes u siru, a Piscicolin 126
poreklom iz sojeva Carnobacterium maltaromaticum JG126 i UAL26 se mogu primeniti kao
antilisterijske kulture u mesu (Dillon, 2014). Antilisterijsko dejstvo na proizvode Kkoji se ¢uvaju na
temperaturi rashladivanja, kao S§to je hladno dimljeni losos, pokazali su bakteriocin-produkujuéi
sojevi C. piscicola V1 i C. divergens V41, dok Carnocin CP5 i Piscikolin 126 inhibiraju L.
monocytogenes u mleku (Dillon, 2014).

Na osnovu literaturnih podataka, dolazi se do saznanja i o primeni enterokoka i njihovih metabolita
u cilju ocuvanja bezbednosti hrane. Mnogi bakteriocini enterokoka iz klase II pediocin-sli¢nih
bakteriocina, pokazuju antilisterijsko dejstvo. Medutim, pre primene u hrani, neophodno je, svaki
pojedinacan slu¢aj razmotriti da bi se izbegla pojava eventualnih $tetnih efekata (Baccouri et al.,
2019), E. faecalis u mleku i siru produkuje enterocin AS-48, ne inhibirajuéi rast startera i BMK, a
primena enterocin AS-48 produkujuceg soja E. faecalis A-48-32 inhibira rast B. cereus u tvrdom
kravljem siru sa smanjenim sadrzajem masti (Mufioz et al., 2004; Mufioz et al., 2007). Huang et al.
(2013) navode da je RM6 enterocin, koga produkuje E. faecalis OSY RM6 izolovan iz mleka,
pokazao antimikrobnu aktivnost prema L. monocytogenes, B. cereus, meticilin-rezistentnom S.
aureus, a takode i snaZno antilisterijsko dejstvo protiv L. monocytogenes u Cottage siru,
Antilisterijsko dejstvo u mle¢nim proizvodima pokazali su Enterocin CCM4231 i Enterocin CRL35
(Dillon, 2014). Khay et al. (2014) navode da E. durans E204, poreklom iz kamiljeg mleka,
produkuje enterocin-slicne supstance koje inhibiraju rast L. monocytogenes u tradicionalnom
marokanskom jben siru (Arqués et al., 2015). Enterocin AS-48, nanoSen prskanjem po filetima
morske deverike, u kombinaciji sa visokim hidrostatskim pritiskom pokazao je inhibitornu
aktivnost protiv L. monocytogenes (Blazquez et al., 2018).
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3. CILJ RADA

Sposobnost patogena da se prilagode i prezive uslove prerade hrane, u mnogome doprinosi porastu
broja alimentarnih trovanja. Proizvodni procesi, u najve¢oj meri, oslanjaju se na primenu agresivnih
tehnika prerade i1 hemijskih sredstava, radi produzetka roka trajanja proizvoda 1 njihove
mikrobioloske bezbednosti. Medutim, savremeni potrosa¢ ispoljava zabrinutost zbog upotrebe
hemijskih konzervanasa i okre¢e se proizvodima koji koriste prirodne konzervanse, bezbedne po
ljudsko zdravlje. Bakterije mle¢ne kiseline sa svojim antimikrobnim metabolitima, predstavljaju
adekvatno tehnolosko resenje.

Dosadasnja istrazivanja u sferi prehrambene industrije bazirala su se, uglavnom, na primeni manjeg
broja sojeva sa ve¢ potvrdenim antimikrobnim svojstvima. Fermentisani proizvodi proizvedeni na
tradicionalan nacin, obiluju ogromnim brojem sojeva sa izuzetnim karakteristikama i jo§ uvek
nedovoljno istrazenim mehanizmima antimikrobnog delovanja.

Imajuéi to u vidu, njihova aplikacija u proizvodnji u svojstvu starter kultura ili dodatnih kultura
mogla bi dati izuzetan doprinos u industrijskoj proizvodnji bezbednih proizvoda, sa ofuvanim
tradicionalnim senzornim osobinama.

Protektivne kulture u proizvodnji prehrambenih proizvoda, usled antimikrobnog delovanja
produkata metabolizma, pokazale su se kao adekvatna alternativa hemijskom tretiranju i invazivnim
tehnikama prerade. U tom smislu, za ocekivati je, da medu autohtonim sojevima BMK, koji se
mogu koristiti kao starter kulture, postoje i oni koji ¢e pokazati antimikrobno dejstvo na patogene.
Ovaj aspekt primene autohtonih bakterija mle¢ne kiseline jo§ uvek nije dovoljno istrazen, naro¢ito
kada je u pitanju primena u razliitim vrstama namirnica. Primenom prirodnih izolata BMK u
proizvodnji sira od UF mleka, kajmaka, hladno dimljenog lososa, mogli bi se ocekivati
zadovoljavajuci antilisterijski efekti. Sa druge strane, aplikacijom autohtonih sojeva u proizvodnji
hrane, mogao bi se utvrditi njihov uticaj na eventualnu promenu senzornih svojstava proizvoda.

Na osnovu navedenih ¢injenica, osnovni ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije, predstavljaju:

e [zolacija i1 karakterizacija odabranih sojeva bakterija mlec¢ne kiseline

e |dentifikacija izolovanih sojeva BMK

e Preliminarno ispitivanje inhibitornog dejstva autohtonih sojeva BMK na rast L.
monocytogenes u model sistemu sira

e Pracenje vijabilnosti autohtonih sojeva BMK u model sistemu sira

e Ispitivanje uticaja autohtonih sojeva BMK na rast L. monocytogenes u razli¢itim
koncentracijama u siru od UF mleka, kajmaku, lososu

e Pracenje vijabilnosti autohtonih sojeva BMK u siru od UF mleka, kajmaku, lososu u roku
trajanja.
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4. MATERIJAL | METODE

41 AUTOHTONI SOJEVI PRIMENJENI U ISTRAZIVANJU

Autohtone bakterije mle¢ne kiseline koris¢ene u istrazivanju poreklom su iz tradicionalnih sireva sa
teritorije Republike Srbije. Prvi soj, Lactococcus lactis subsp. lactis 563, deo je kolekcije Katedre
za tehnolosku mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, izolovan iz
Sjeni¢kog sira sa podrucja Sjeni¢ko-pesterske visoravni. Izolacija i identifikacija Lactococcus lactis
subsp. lactis 563 izvrSena je u ranijim istrazivanjima (Radulovié¢, 2007). Izolacija i identifikacija
soja Enterococcus durans PFMIS65 izvrSena je u toku ovog istrazivanja. Sirevi za potrebe izolacije,
kupljeni su na gradskoj pijaci direktno od proizvodaca. Od momenta kupovine do laboratorijske
analize, postovan je hladni lanac ¢uvanja proizvoda. Treéi soj, Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis BGBU1-4 pripada kolekciji Instituta za molekularnu genetiku i geneticko
inZenjerstvo, Univerziteta u Beogradu. Ovaj soj izolovan je iz tradicionalnog sira s podrucja
planinskog dela Isto¢ne Srbije (Goli¢ et al., 2013). Za testiranje antimikrobne aktivnosti bakterija
mlecne kiseline kori§¢eni su sojevi Listeria monocytogenes ATCC19111 i Staphylococcus aureus
ATCC25923.

4.2 1ZOLACIJA I KARAKTERIZACIJA BAKTERIJA MLECNE KISELINE

4.2.1 Izolacija i utvrdivanje morfoloskih karakteristika autohtonih BMK

U asepti¢nim uslovima, iz srediSnjeg dela tri pojedinacna uzorka Sjenickog sira, proizvedenih na
tradicionalni nacin bez dodavanja starter kultura, odmereno je 20 g sira i preneto u sterilnu
Stomacher kesu sa 180 mL natrijum-citrata (2 % wi/v), a potom homogenizovano na blenderu
Stomacher 400 (Lab Blender 400, Seward Medical, London, UK) do potpune homogenizacije.
Koris¢enjem metode razredenja, uz upotrebu fizioloSkog rastvora (0,85 % wi/v), uzorci su
zasejavani na povrSinu odgovarajuce podloge 1 inkubirani na odgovaraju¢oj temperaturi rasta. Za
izolaciju laktokoka i enterokoka koris¢en je M17 agar (Merck, Darmstadt, Nemacka) sa glukozom
(0,5 % w/v), a za laktobacile MRS agar (Merck, Darmstadt, Nemacka). Podloge su inkubirane na
30 °C za laktokoke i 37 °C za enterokoke u aerobnim uslovima, a za laktobacile anaerobno u Gas
Pak — sistemu (BBL, Nemacka) tokom 48 h. Provera Cisto¢e kulture vrSena je mikroskopiranjem, a
bojenjem po Gram-u utvrdeno je da li izolovane kulture pripadaju Gram pozitivnim ili Gram
negativnim bakterijama.

4.2.2 Antilisterijska aktivnost izolata

Petri Solje sa izraslim kolonijama, prelivene su M 17 top agarom obogacenim glukozom (0,5 % wi/v)
u koji je dodata Listeria monocytogenes ATCC19111 (10° - 10° ¢elija po 1 mL medijuma) i
inkubirane na 37 °C u trajanju od 24 h. Na mestu rasta kolonija koje produkuju antimikrobna
jedinjenja, pojavljuje se zona inhibicije indikator soja. Na tim mestima sterilnom ezom pikirane su
pojedinacne kolonije i metodom iscrpljenja, uz trostruko precis¢avanje, dobijene su Ciste kulture.

Potvrda antilisterijske aktivnosti sojeva kod kojih je uoceno pojavljivanje zona inhibicije indikator
soja, izvrSena je koriS¢enjem difuzione metode sa bunari¢ima (Kojic et al., 1991). Prekonoéne
kulture L. monocytogenes ATCC19111 (10° - 10° ¢elija po 1 mL medijuma) inokulisane su u top
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M17 agar sa dodatih 0,5 % glukoze. Po o¢vrS¢avanju agara, u agar su utisnuti bunari¢i prec¢nika 5
mm. Svaki bunari¢ naliven je sa 50 pL kulture (nakon 16 h rasta u bujonu) sa prethodno
detektovanom antilisterijskom aktivnosc¢u. Isti postupak ponovljen je sa supernatantom kulture, koji
je dobijen centrifugiranjem kulture (16 h) na 5000 rpm u trajanju od 10 minuta na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je filtriran koris¢enjem 0,2 um filtera (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) (Kojic et al., 1991).

4.2.3 Bakteriocinska aktivnost izolata

Izabrani izolati su u slede¢em koraku testirani difuzionom metodom sa bunari¢ima (Kojic et al.,
1991) na listeriju, koris¢enjem supernatanta i neutralisanog supernatanta (pH vrednost podesena na
7). Prethodno pripremljene Petri Solje sa ¢vrstom podlogom, prelivene sa top agarom u koji je dodat
indikator soj (10° - 10° éelija po 1 mL medijuma). Kao indikator sojevi koris¢eni su L.
monocytogenes ATCC19111 i S. aureus ATCC25923. Bunari¢i promera 5 mm utisnuti su u top
agar, pa je u njih je dodato 50 pL natanta ili supernatanta (16 h) ispitivanog soja. Da bi se utvrdilo
da li je antimikrobno jedinjenje proteinskog porekla, u neposrednoj blizini ivice bunarica, sterilnim
Stapicem dodavan je kristal pronaze E (Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, SAD). Smanjenje zone u
regiji nanoSenja pronaze E, predstavljalo bi potvrdu proteinske prirode antimikrobnog jedinjenja.

4.2.4 Biohemijske karakteristike izolata

PreciSc¢ene kolonije sa pokazanim antilisterijskim delovanjem, zasejane su u odgovarajuce bujone, a
potom testirane na test Katalaza 1 test fermentacije Secera.

4.2.4.1 Katalaza test

Budu¢i da BMK pripadaju katalaza negativnoj skupini mikroorganizama, uraden je katalaza test. Za
potrebe prisustva enzima katalaze, koris¢en je 3 % vodonik-peroksid. U jednu kap rastvora H,O,
poloZenu na staklenu ploc€icu, sterilnom ezom dodata je mala koli¢ina biomase ispitivane kulture.
Pozitivna reakcija detektovana je pojavom mehurica, a katalaza pozitivne kulture su bile iskljucene
iz daljeg istraZivanja, s obzirom na ¢injenicu da BMK ne poseduju enzim katalazu.

4.2.4.2 Test fermentacije Secera

U M17 bujon sa dodatih 0,5 % laktoze, u koncentraciji 1 %, inokulisane su sveze prekonoc¢ne
kulture precis¢enih sojeva sa antilisterijskom aktivnosc¢u. Po isteku 24 - 48 h inkubacije na 30 °C,
utvrdeno je da li je doSlo do zamucenja kulture i pojave gasa u Durham cev€icama, §to bi
predstavljalo pokazatelj da se sojevi svrstavaju u heterofermentativni tip. Odsustvo mehuri¢a u
Durham cevc¢ici uz zamucenje bujona ukazalo bi na pripadnost sojeva homofermentativnom tipu.

4.3 IDENTIFIKACIJA SELEKTOVANIH BAKTERIJSKIH IZOLATA

4.3.1 lzolacija totalne DNK selektovanih sojeva BMK

Kulture su gajene u adekavatnim uslovima u 10 mL odgovarajueg bujona do postizanja
logaritamske faze rasta koja je utvrdena spektrofotometrijski (Shimadzu, 1800UV), kada je na
talasnoj duzini od 600 nm postignuta apsorbanca od 0,6 - 0,8. Celije su obarane na 5000 rpm
(5804R, Eppendorf, Hamburg, Nemacka) tokom 5 minuta ¢ime je dobijen talog celija, koji je
ispiran dva puta u zapremini od 500 pL TEN pufera (50 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA pH 8§;
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50 mM NaCl). Nakon ispiranja, ¢elije su resuspendovane u zapremini od 500 puL PP pufera (0,5 M
saharoze; 40 mM NHj-acetata; 10 mM Mg-acetata; pH 7) sa dodatkom lizozima (Merck) u finalnoj
koncentraciji 4 mg/mL. Celije sa lizozimom su inkubirane na 37 °C tokom 30 minuta. Nakon
zavrSene inkubacije, u rastvor ¢elija sa lizozimom dodato je 250 pL 2 % natrijum dodecil-sulfata
(SDS), a zatim je suspenzija intenzivno homogenizovana na vorteksu jedan minut. Za denaturaciju
proteina dodato je 250 pL neutralnog fenol-hloroforma. Suspenzija je intenzivno homogenizovana
na vorteksu 30 sekundi, a zatim centrifugirana na 13000 rpm tokom 2 minuta (5415D, Eppendorf,
Hamburg, Nemacka). Proces fenolne ekstrakcije je ponavljan sve dok nije dobijen potpuno Cist,
bistar supernatant, bez necisto¢a. Supernatantu je dodata 1/10 ukupne zapremine 3M Na-acetata i 1
zapremina izopropanola. Nakon mesanja, suspenzija je inkubirana na sobnoj temperaturi tokom 5
minuta. Centrifugiranjem na 13000 xg (5415D, Eppendorf, Hamburg, Nemacka) tokom dva minuta
istalozena je ukupna DNK. Ispiranje taloga DNK izvr$eno je hladnim etanolom (70 %), a nakon
centrifugiranja na 13000 xg (5415D, Eppendorf, Hamburg, Nemacka) u trajanju od 2 minuta, talog
je osuSen na sobnoj temperaturi i resuspendovan u 50 pL RNKaze (10 mg/mL). Kako bi bila
odstranjena RNK, rastvor je inkubiran na 37 °C tokom 30 minuta (Mirkovié, 2016).

4.3.2 UmnoZavanje DNK fragmenata — PCR (“Polymerase Chain Reaction”)

Nakon izolacije DNK, slede¢i korak u procesu molekularne identifikacije bakterijskih izolata, bio je
umnozavanje dela gena 16S rDNK koris¢enjem specifi¢nih prajmera.

UmnoZavanje varijabilnog regiona gena za 16S rRNK izvrSeno je primenom specificnih 16S
prajmera: Pl (5’-GAGAGTTTGATCCTGGC-3’) i P21 (5’-AGGAGGTGATCCAGCCG-3’)
(Jovcic et al., 2009). PCR smesa je pripremljena na slede¢i nacin: reakcioni pufer (1x) sa 1,5 mL
MgCl, (Kapa Biosystems Inc., Boston, USA), smesa dANTP (svaki po 200 uM), prajmera (svaki po
2,5 uM), enzim DNK polimeraza, 1U (Kapa Biosystems Inc., Boston, USA) i prethodno izolovana
DNK iz bakterije u koli¢ini 0,1-1 pg. Radna zapremina od 50 pL postignuta je dopunjavanjem
vodom bez RNKaze (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf).

PCR reakcija pustena je prema slede¢em programu: inicijalna denaturacija na 94 °C / pet minuta,
zatim 25 ciklusa umnozavanja DNK fragmenata: denaturacija 30 / 94 °C; vezivanje prajmera 30 /
55 °C; polimerizacija lanaca, 60 sekundi na 1000 baznih parova umnozene DNK na 72 °C; finalna
elongacija, sedam minuta na 72 °C (Marshall et al., 2003).

4.3.3 Elektroforeza

PCR produkti su precis¢eni primenom kita za preciS¢avanje PCR produkata (QIAquick PCR
Purification KIT/250 (QIAGEN GmbH, Hilden, Nemacka), a zatim provereni na horizontalnoj
elektroforezi koriS¢enjem agaroznog gela. Za pripremu gela koriS¢ena je agaroza (1 %), a bojenje
gelova izvrseno je etidijum-bromidom. Agarozni gelovi su pripremani otapanjem suspenzije
agaroze i 1x TAE pufera (40 mM Tris-acetat, | mM EDTA), a nakon hladenja otopljene suspenzije
dodat je etidijum-bromid (0,5 pg/mL). Kao pufer za elektroforezu korisé¢en je TAE (1x). Proces
elektroforeze je vrSen pri konstantnom naponu od 10 V/cm. Veli¢ine PCR produkata utvrdene su
poredenjem sa duzinama predenog puta DNK fragmenata poznate veli¢ine (standard, Gene Ruler
DNA Ladder Mix, ThermoScientific). Za posmatranje i fotografisanje gela koris¢en je UV
transluminator (Nippon Genetics Europe GmbH).
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4.3.4  Sekvenciranje

Sekvenciranje PCR produkata uradeno je u centru za sekvenciranje Microgen sequencing service u
Holandiji. Analiza sekvenci uradena je u BLAST programu, koris¢enjem NCBI baze podataka
(Altschul et al., 1997) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

4.4 TESTIRANJE TEHNOLOSKIH OSOBINA SOJEVA

4.4.1 Sposobnost rasta pri razli¢itim temperaturama

Da bi se utvrdila sposobnost rasta izolovanih kultura na temperaturama 15 °C i 45 °C, sveze kulture
su zasejavane u adekvatnim uslovima i inkubirane u trajanju od 48 h.

4.4.2 Sposobnost rasta pri razli¢itim koncentracijama soli

Ispitivanje sposobnosti rasta autohtonih izolata pri razli¢itim koncentracijama soli, vrSeno je
zasejavanjem u odgovarajuéi bujon sa dodatkom 2 %, 4 % i 6,5 % NaCl. Bujoni sa zasejanim
izolatima inkubirani su na temperaturi od 30 °C u trajanju od 48 h.

4.4.3 Produkcija egzopolisaharida

Sposobnost produkcije egzopolisaharida (EPS) utvrdena je zasejavanjem autohtonih kultura na
odgovaraju¢oj podlozi. Nakon dvadesetCetvorocasovne inkubacije na adekvatnoj temperaturi,
dodirivanjem izraslih kolonija ezom, proveravano je prisustvo EPS. Prisustvo sluzi ukazivalo bi na
produkciju egzopolisaharida.

4.4.4 Ispitivanje acidogene aktivnosti

U 100 mL 10 % sterilnog rekonstituisanog obranog mleka (Mlekara, Pancevo), inokulisano je 1000
pL prekonoéne kulture odabranih sojeva prirodnih izolata. Nakon toga, mleko je inkubirano na
odgovarajucoj temperaturi rasta u toku 24 h. Merenje pH vrednosti vrSeno je koris¢enjem WTW
Inolab pH-metra (Nemacka) tokom 24 h fermentacije odmah po inokulaciji (0-ti ¢as), te nakon 4 h,
6h,8hi24h.

45 SPOSOBNOST PRODUKCIJE AROMOGENIH JEDINJENJA

45.1 Determinacija produkcije diacetila - Kreatinski test

Da bi se doslo do saznanja da 1i odabrane sojeve autohtonih BMK odlikuje sposobnost produkcije
diacetila, izveden je kreatinski test. U epruvetama je pomeSano po 2,5 mL mleka, zgruSanog
delovanjem predmetnih kultura, sa 2,5 mL 30 % NaOH uz dodatak manje koli¢ine kreatina. Nakon
toga, praceno je da li dolazi do pojavljivanja crvenog prstena na povrsini smese i za koje vreme.
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4.5.2 Utvrdivanje prisustva acetil-metil-karbinola (acetoin) - Reakcija VVoges-Proskauer

Za determinaciju prisustva acetoina, u pripremljeni glukozo-peptonski bujon inokulisane su sveze
bujonske kulture ispitivanih izolata. Nakon inkubacije na 30 °C odn. 37 °C, u svaku pojedina¢nu
epruvetu dodato je po 0,2 mL a-naftola i 0,6 mL 40 % KOH. Potom je prac¢eno da li ¢e doc¢i do
pojave crvenog prstena, Sto bi oznacavalo pozitivnu reakciju.

46 PRODUKCIJA DIACETILA (GASNA HROMATOGRAFIJA)

Priprema uzoraka za liofilizaciju radena je po modifikovanoj metodi Richelieu et al. (1997).
Prekonoéne kulture autohtonih sojeva BMK Lactococcus lactis subsp. lactis 563, Enterococcus
durans PFMI565 i L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 zasejane su u 100 mL M17
bujona obogacenog glukozom (0,5 % wi/v) i inkubirane na 30 °C. Po ulasku u stacionarnu fazu,
bujonske kulture su centrifugirane (Eppendorf AG, Hamburg, Nemacka) i isprane 3 puta sterilnim
fizioloskim rastvorom. Dvostruki pelet dodat je u 10 mL sterilisanog rekonstituisanog 10 %
obranog mleka (Mlekara, Pan¢evo). U sterilne penicilinke dodato je 1 mL mleka sa duplim peletom.
Liofilizacija je vrSena na liofilizatoru ALPHA 1-4 LSC plus (Christ, Nemacka), sa parametrima
liofilizacije:

-80 °C, 24 h

-15°C, 3,5hna 0,1 mbar

-10 °C, 3,5hna 0,1 mbar

-5°C, 3,5 hna0,1 mbar

0°C, 3,5hna0,1 mbar

5°C, 3,5hna0,1 mbar

10 °C, 3,5 hna 0,1 mbar

15 °C, 3 h 15 min., na 0,001 mbar

VVVYVVVY

Po zavrSetku liofilizacije, kulture su, u koncentraciji 0,125 g/L. dodate u UHT obrano mleko (u 10
mL mleka dodato je 0,00125 g liofilizovane kulture) i ¢uvane na 22 °C u trajanju od 14 h, nakon
Cega su analizirane putem gasne hromatografije.

Diacetil kao produkt metabolizma BMK analiziran je kori$¢enjem gasnog hromatografa (GC)
Agilent 7890A povezanog sa Agilent 7697A uredajem za statiCko headspace uzorkovanje
(Headspace Static Sampling, HSS) i detektorom sa zahvatom elektrona (Electron Capture Detector,
ECD) (Slika 2).

GC uredaj je opremljen sa kapilarnom kolonom duzine 60 m, sa unutrasnjim pre¢nikom od 0,25
mm i debljinom filma od 0,25 pm (Thermo Scientific™ TraceGOLD™ TG-5MT; Slika 3).
Temperaturni program koriséen za detekciju butandiona (diacetila) u uzorcima bio je: 45 °C tokom
2 minuta, potom je temperatura povecana za 10 °C po minuti do postizanja 150 °C, a nakon toga
usledilo je zadrzavanje na 150 °C tokom 27 minuta.

Rezim rada za ECD bio je: 250 °C sa protokom gasa od 30 mL/min.
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Slika 2. Gasni hromatograf Agilent 7890A sa Agilent 7697A uredajem za staticko headspace
uzorkovanje

Slika 3. Kapilarna kolona Thermo Scientific™ TraceGOLD™ TG-5MT

Kvantifikacija butandiona u uzorcima vrsena je koris¢enjem eksterne kalibracione krive. Za tu
svrhu, standard butandiona za GC analizu (97 % cistoc¢e; Sigma-Aldrich) rastvoren je u vodi (milli
Q ultrapure water system) sa 4 % etanola (HPLC grade; cistoca > 99,9 %; Sigma-Aldrich).
Standardna serija butandiona koja je koriS¢ena za izradu kalibracione krive obuhvatila je rastvore
slede¢ih koncentracija: 0, 2, 5, 10, 15, 251 50 pg/L.

Rastvori standardne serije preneti su u 20 - mililitarske staklene headspace vajle (proizvodac
Agilent) dodavanjem po 5 mL rastvora po vajli 1 hermeticki zatvorene sa aluminijumskim
zatvara¢ima. Kori$éen je azot (N3) visoke ¢istoce (> 99,999 %) za postizanje pritiska u vajli HSS
jedinice. Vajle su ekvilibrirane tokom 30 minuta na 70 °C. Nakon toga, rastvori su ekstrahovani u
rezimu rada sa jednostrukom ekstrakcijom i preneti u GC jedinicu pomocu spojene kapilarne
transfer linije od SiO, (unutrasnji diametar 0,25 mm) pri temperaturi nozle od 100 °C i pri
temperaturi transfer linije od 110 °C.
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Na osnovu povrSina pikova butandiona u hromatogramima dobijenim snimanjem rastvora
standardne serije (grafikon 1) konstruisana je kalibraciona kriva (grafikon 2).
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Grafikon 1. Hromatogram standardnog rastvora butandiona
70000
60000 vy =804.09x+ 16.961.00
50000 R*=1.00

40000 .
4 Sernesl
20000 /

—— Linear (Seriesl)
20000 -

10000

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Grafikon 2. Kalibraciona kriva

Uzorci mleka preneti su u 20 - mililitarske staklene headspace vajle dodavanjem po 5 mL uzorka
po vajli. Nakon toga, vajle su hermeticki zatvorene aluminijumskim zatvaraCima i1 uzorci su
analizirani na isti nacin kao i rastvori standardne serije.

Sve analize radene su u triplikatu.
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4.7 PRODUKCIJA VODONIK-PEROKSIDA

Utvrdivanje prisustva vodonik-peroksida (H;O;) kao produkta metabolizma bakterija mlecne
kiseline vrSeno je po modifikovanoj metodi Tomas et al. (2004) zasejavanjem kolonija bujonskih
kultura autohtonih sojeva na povrSini TMB agara. Za pripremu TBM agara, napravljeni su rastvori
A i B. Za rastvor A 12,5 mg 17,34 mM TMB (3,3 ,5,5 -tetrametyl-benzidine (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD) pomeSano je sa 3 mL metanola (Merck, Darmstadt, Nemacka). Rastvor je
promuckan do potpunog rastvaranja. Rastvor B dobijen je dodavanjem 0,5 mg peroksidaze (EC
1.11.1.7), tip 1I: iz rena, 200 U/mg (Sigma Aldrich) u 1 mL sterilne destilovane vode (0,5 mg/mL ili
100U/mL peroksidaze). U M17 agar sa glukozom (0,5 % wi/v) 0,6 mL alikvota rastvora A i 0,2 mL
alikvota rastvora B je pomesano i dodato u ohladen agar. Agar je potom izliven u Petrijeve Solje.
Nakon §to se agar stegao, na povrsinu su zasejane bujonske kulture i1 supernatanti. Petrijeve Solje su
stavljene na inkubaciju na 30 °C odn. 37 °C u trajanju od 48 h. Nakon toga, Petri Solje su izloZene
vazduhu, pri ¢emu kolonije koje produkuju H,O, dobijaju plavo ili braon obojenje.

4.8 INHIBITORNA SVOJSTVA SELEKTOVANIH SOJEVA

4.8.1 Antimikrobna aktivnost selektovanih sojeva prema L. monocytogenes ATCC19111i S.
aureus ATCC25923

Za odredivanje antimikrobnih osobina koriS¢ene su prekono¢ne kulture selektovanih autohtonih
BMK pojedina¢no ili u kombinacijama, kao i komercijalna starter kultura CHN 11 (CHR Hansen,
Danska (L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
Leuconostoc) (Tabela 6).

Staphylococcus aureus ATCC25923 i Listeria monocytogenes ATCC19111, subkulturirani su u
TSY bujonu na 37 °C. Prirodni izolati BMK inokulisani su u odgovaraju¢i bujon i inkubirani su na
adekvatnoj temperaturi. Komercijalna starter kultura CHN 11 za potrebe eksperimenta pripremljena
je na tako Sto je u GM17 bujon dodato 0,1 g liofilizovane kulture, homogenizovano na Vorteks
mesalici i inkubirano na 30 °C u trajanju od 24 h, sa dvostrukim presejavanjem kulture.

U Petri Solje je izliveno 20 mL agara za rast ispitivane kulture (GM17 ili MRS), a nakon Sto se agar
stegao, u njega su utisnuti bunar¢i¢i preénika 5 mm. Koris¢en je TSY top agar (TSY bujon sa
dodatkom 0,7 % agara) inokulisan odgovaraju¢im indikator sojem (Staphylococcus aureus
ATCC25923 ili Listeria monocytogenes ATCC19111) u zapremini od 1 %. U bunar¢ice je dodato
po 50 uL test kulture. Podloge su inkubirane na odgovaraju¢oj temperaturi tokom 24 h, nakon ¢ega
je izmerena zona inhibicije (Harris et al., 1989; Kojic et al., 1991). Zona je merena od ivice
bunarcica 1 izrazena u mm.
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Tabela 6. Kombinacije autohtonih BMK i komercijalnih starter kultura za utvrdivanje inhibitornog
dejstva prema L. monocytogenes i S. aureus

koronzbrilﬁzgije Autohtone BMK i komercijalne starter kulture
1 CHN 11°
2 L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4
3 L. lactis subsp. lactis 563 + L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4
4 L. lactis subsp. lactis 563
5 E. durans PFMI565 + L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4
6 E. durans PFMI1565
7 L. lactis subsp. lactis 563 + E. durans PFMI565 + L. lactis subsp. lactis biovar.

diacetylactis BGBU1-4

8 L. lactis subsp. lactis 563 + E. durans PFMI1565

I=komercijalna starter kultura sadrzi L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis, Leuconostoc

4.9 REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE SELEKTOVANIH SOJEVA

Ispitivanje rezistencije odabranih sojeva autohtonih BMK vrseno je metodom difuznog testa prema
uputstvu proizvodaca antibiotik diskova Becton Dickinson (BD, SAD). Za potrebe ispitivanja
koriS¢eni su sledeci antibiotici:

Streptomicin (300 pg), Ampicilin (10pg), Gentamicin (120pg), Vancomycin (30pg), Tetracycline
(30ug), Neomicin (30ug), Penicillin (10U), Eritromycin (15ug), Chloramphenicol (30ug).

100 pL prekono¢ne kulture ispitivanih izolata dodato je u epruvetu sa 9 mL sterilnog fizioloSkog
rastvora (0,85 % w/v). NanoSenje kultura vrSeno je sterilnim brisom po povrSini osusenog
odgovarajuceg agara za rast kulture, naizmeni¢nim pokretima u 3 pravca. Petri Solja je rotirana za
60° posle svakog ravnomernog nano$enja suspenzije. Solje su ostavljene da se prosuse 15-20
minuta, nakon ¢ega su po povrSini agara postavljeni diskovi sa antibiotikom. Merenje zona vrSeno
je nakon 24 i 48 h inkubacije na odgovarajucoj temperaturi. Meren je pre¢nik zone zajedno sa
pre¢nikom antibiotika (6 mm), na osnovu Cega su izolati determinisani kao senzitivni (S) ili
rezistentni (R).

410 FERMENTACIJA MLEKA

U cilju ispitivanja sojeva radi primene kao dodatnih starter i protektivnih kultura u proizvodniji
sireva, radena je fermentacija mleka razli¢itim kombinacijama (koncentracionim udelima). Za
fermentaciju mleka koris¢eno je 10 % sterilno rekonstituisano obrano mleko (Mlekara, Pancevo).
Za potrebe metode koris¢ene su prekono¢ne bujonske kulture BMK (L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 i E. durans PFMI565). Liofilizovana komercijalna starter kultura CHN11
(CHR Hansen, Denmark), aktivirana je dodavanjem manje koli¢ine liofilizata u GM17 bujon, koji
je inkubiran na 30 °C 24 h, a potom presejana 2 puta. Razlicite varijante kultura dodavane su u
mleko u ukupnoj koncentraciji 2 %, odnosno, 2 mL odgovaraju¢e kombinacije kultura, dodato je na
100 mL mleka (Tabela 7). Primenjene po inokulaciji i meSanju, mleko je inkubirano na 30 °C u
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trajanju od 24 h. Nakon inkubacionog perioda, izmeren je pH uzoraka. Svaki uzorak je senzorno
ocenjen, ocenjen je izgled grusa i odreden broj BMK u mleku.

Tabela 7. Primenjene kombinacije startera za fermentaciju mleka

Kombinacije starter kultura Zapreminski udeo startera
. 1:1
PFEMI565 i CHN11 13
BGBU14 i CHN11 1:1
1:3
BGBU14, PFMI565, CHN11 1:1:2

411 ISPITIVANJE ANTIMIKROBNOG POTENCIJALA SELEKTOVNIH SOJEVA U
HRANI

4.11.1 Odredivanje broja ¢elija u bujonu

Broj celija L. monocytogenes ATCC19111, nakon 16 h inkubacije na 37 °C, odredivan je
koris¢enjem metode decimalnog razredena na Palcam agaru (Merck, Darmstadt, Nemacka). Izrasle
kolonije L. monocytogenes ATCC19111 brojane su nakon 48 h inkubacije na 37 °C (ISO 11290-
2:1998).

Broj ¢elija svakog od autohtonih izolata bakterija mlecne kiseline u bujonu, odredivan je nakon 16
h inkubacije u odgovaraju¢im uslovima. Za odredivanje broja c¢elija koriSéena je metoda
decimalnog razredena, kao 1 odgovarajuci agar i temperature inkubacije.

4.11.2 Obelezavanje sojeva bakterija mlecne kiseline rezistencijom na antibiotike

Autohtoni sojevi L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 i E. durans PFMI565 koji su
koriS¢eni dalje u testiranju, obeleZeni su rezistencijom na antibiotike rifampicin i streptomicin
(Frece et al., 2005). Ispitivani sojevi su gajeni u odgovaraju¢em bujonu pod odgovaraju¢im
uslovima 16 h, a zatim presejani na odgovarajuci agar sa streptomicinom (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen, Germany) u koncentraciji 1 mg/mL (soj E. durans PFMI565) ili sa
rifampicinom (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Germany) 500 pug/mL (soj L. Lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4). Nakon inkubacije od 5 dana u odgovaraju¢im
uslovima, izrasle kolonije su presejavane jos tri puta na Petri Solje sa odgovaraju¢im antibiotikom, a
zatim pripremljene za dalji rad.

4.11.3 Model sira

Model sira napravljen je koriS¢enjem sira od UF mleka (Mlekara Sombor). Nakon dodavanja sira u
Na-fosfatni pufer (0,1M, pH 7), u odnosu 1:1, smesa je homogenizovana i sterilisana na 100 °C
tokom 20 min. L. monocytogenes ATCC19111 je zasejana i inkubirana u TSY bujonu 16 h na 37
°C. U sledecem koraku celije su oborene (5000xg, 10 min) i dva puta isprane u Na-fosfatnom
puferu (0,1M, pH 7). Na kraju, ¢elije su diluirane u Na-fosfatnom puferu i dodate u model sira u
broju 10% 10* i 10° cfu/g. Dodavanjem ispitivanih sojeva pravljene su razliite varijante modela
sireva (tabela 8). Sveze bujonske autohtone kulture inkubirane su 16 h na adekvatnoj temperaturi
rasta. U model sistem sira dodate su u broju > 10’ cfu/g.
32



Tabela 8. Varijante modela sira

Oznaka sira Korisé¢ene kulture

LM3 L. monocytogenes 10°

LM4 L. monocytogenes 10*

LM5 L. monocytogenes 10°

BGBU14 LM3 BGBU1-4, L. monocytogenes 10°
BGBU14_LM4 BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10*
BGBU14 LM5 BGBU1-4,, L. monocytogenes 10°
CHN_LM3 CHN11*, L. monocytogenes 10°

CHN_LM4 CHN11, L. monocytogenes 10*

CHN_LM5 CHNZ11, L. monocytogenes 10°

PEMI565 LM3 E. durans PFMI565¢;, L. monocytogenes 10°
PFMI565_LM4 E. durans PFMI5654;, L. monocytogenes 10”
PFMI565_LM5 E. durans PFMI1565g, L. monocytogenes 10°

*komercijalna starter kultura (L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, L. lactis biovar diacetylactis i
Leuconostoc)

Nakon dodavanja L. monocytogenes, autohtonih sojeva BMK i homogenizacije, sve kombinacije
model sireva podvrgnute su simulaciji procesa fermentacije i zrenja, koji su svojstveni za proces
proizvodnje sira (Miocinovi¢ et al., 2011):

1. 17 - 18 h na 30 °C — simuliranje procesa fermentacije
2. 7 dana na 12 °C — simuliranje procesa zrenja
3. Skladistenje na 4-5 °C 35 dana.

Broj ¢elija L. monocytogenes ATCCI19111 pracen je tokom celog perioda ispitivanja: 0. dana,
potom nakon 7. dana zrenja i 14., 21. 1 35. dana skladiStenja.

4.11.4 Proizvodnja sira od UF mleka

Sir od UF (ultrafiltriranog) mleka sa 3,2 % mle¢ne masti, proizveden je u modifikovanim uslovima
Mlekare “Granice” u Mladenovcu. Veéi deo istraZivanja obavljen je u laboratorijskim uslovima
Katedre za tehnoloSku mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Po
modifikovanoj metodi Karimi et al. (2011), nakon pasterizacije mleka na temperaturi od 72 °C u
trajanju od 15 sekundi, mleko je ultrafiltrirano na temperaturi 48 - 55 °C, sve do momenta dok nije
postignut adekvatan stepen koncentrovanja. Po okoncanju ultrafiltracije, retentat je ohladen do
temperature od 32 °C, nakon Cega je dodato sirilo (Fromase 2200 TL Granulate, Francuska) u
koncentraciji 1 % (w/v). IzvrSeno je meSanje, a zatim je odmereno 0,5 kg podsirenog retentata u
sterilnu ambalazu od polistirena. Po odmeravanju, u svako pojedina¢no pakovanje, dodato je >10’
¢elija starter odnosno autohtone kulture opredeljene za odgovarajucu varijantu sira, pojedinacno ili
u kombinaciji. Kori$éene su sveze bujonske starter i autohtone kulture inkubirane u trajanju od 16 h
na adekvatnoj temperaturi rasta. L. monocytogenes ATCC19111 za potrebe eksperimenta,
pripremljena je na isti nac¢in kao kod model sistem sira. Po zasejavanju i inkubiranju u TSY bujonu
16 h na 37 °C, usledilo je obaranje ¢elija (5000xg, 10 min), a potom i dvostruko ispiranje u Na-
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fosfatnom puferu (0,1M, pH 7). U poslednjoj fazi prigreme, ¢elije su diluirane u Na-fosfatnom
puferu, a zatim dodavane u koncentraciji 10°, 10* i 10° cfu/g u svaku jedinicu pakovanja. Svaka
varijanta sira napravljena je u 6 pojedina¢nih pakovanja, za svaku tacku pracenja. Procesi
koagulacije i fermentacije sira odvijali su se na temperaturi 30 °C u trajanju od 17 - 18 h. Po isteku
vremena fermentacije, nanosena je kuhinjska so (Tuzla, BiH) u koncentraciji 2 % (w/w) posipanjem
po povrsini sira. U sledecoj fazi pripreme, sirevi su izlozeni procesu zrenja pri temperaturi od 12 °C
tokom 7 dana, a zatim su skladiSteni na temperaturi od 4 °C tokom 35 dana (Slika 4).

Pasterizacija mleka 72°C 15s

Ultrafiltracija 48-55°C

Hladenje 32°C

Dodavanjesirila 1%

Razmeravanje

Dodavanjestartera i protektmnih
sojeva 1 Lmonocytogenes

Koagulacija i fermentacija 30°C 17-18h

Soljenje kriski sira 2%

Zrenje sira 12°C 7 dana

Skladistenje 4°C 7 nedelja

Slika 4. Sematski prikaz procesa proizvodnje sira od UF mleka sa dodatim autohtonim sojevima
BMK i/ili komercijalnom starter kulturom

Napravljeno je 16 varijanti sireva, koje su podeljene u 4 grupe. Prve tri grupe predstavljali su sirevi
sa razli¢itim inicijalnim koncentracijama L. monocytogenes (Grupa 1 — 10° cfu/g, Grupa 2 — 10%,
Grupa 3 — 10°), a u Grupu 4 su svrstane varijante sa autohtonim sojevima bez L. monocytogenes,
koje su planirane za ocenu senzornih svojstava sireva (tabela 9). Starter kultura CHN11 (Christian
Hansen, Danska) koja sadrzi L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, L. lactis biovar
diacetylactis i Leuconostoc, dodata je pojedinacno ili u kombinaciji sa autohtonim sojevima BMK
(Enterococcus durans PFMI5654 i L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis BGBU1-4,) na
prethodno opisani nacin (1:1). Eksperiment je vrSen u tri ponavljanja.
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Uzorkovanje je vrSeno nultog dana (nakon fermentacije) i nakon 7, 14, 21, 35 dana zrenja.
Odredivan je ukupan broj dodatih protektivnih i starter kultura i L. monocytogenes ATCC19111.

Tabela 9. Varijante sireva

Oznaka sira Koriséene kulture

Grupal

CHN_LM3* CHN11, L. monocytogenes 10°

CHN_BGBU14_LM3 CHN1L, BGBU1-4, L. monocyt.10°
CHN_PFMI565_LM3 CHNL11, PFMI5654, L.monocyt.10°
CHN_BGBU14_PFMI565_LM3 CHN11, BGBUL-4y, PFMI5654, L. monocytogenes 10°
Grupa 2

CHN_LM4" CHN11, L. monocytogenes 10

CHN_BGBU14 LM4 CHN11, BGBU1-4,, L.monocyt.104

CHN_PFMI565 LM4 CHN11, PFMI565;, L.monocyt.104
CHN_BGBU14_PFMI565_LM4 CHN1L, BGBUL-4y, PFMI5654;, L. monocytogenes 10°
Grupa 3

CHN_LM5" CHN11, L. monocytogenes 10°

CHN_BGBU14 LM5 CHN11, BGBU1-4,, L.monocyt.105

CHN_PFMI565 LM5 CHN11, PFMI565;, L.monocyt.105
CHN_BGBU14_PFMI565_LM5 CHN11, BGBUL-4y, PFMI5654, L. monocytogenes 10°
Grupa4

CHN CHN 11

CHN_BGBU14 CHN11, BGBU1-4

CHN_PFMI565 CHN11, PFMI5654,

CHN_BGBU14 PFMI565 CHN11, BGBU1-4,i;, PFMI5654,

= pozitivna kontrola
4.11.4.1 Pracenje pH vrednosti sira od UF mleka u toku skladiStenja

pH sira od UF mleka meren je 7., 14., 21. i 35. dana. Iz svakog pojedina¢nog pakovanja uzet je 1 g
uzorka 1 dodato 20 mL sterilne destilovane vode. Nakon homogenizacije, merenje pH vrSeno je pH-
metrom WTW Inolab (Nemacka).

4.11.4.2 Senzorna analiza sira od ultrafiltriranog mleka

Senzorna ocena sireva od UF mleka vrSena je primenom korigovanog petobalnog bod sistema
(Radovanovi¢ 1 Popovi¢-Ralji¢, 2001). Svaka varijanta sira senzorno je ocenjivana od strane 5
ocenjivaca sa obavljenom obukom za senzorno ocenjivanje (ISO 8586-1:1993 i ISO 8586-2:1994).
Raspon ocena kretao se od 1 do 5 uz moguénost davanja poluboda.

Za parametre ocenjivanja izabrani su izgled, boja, konzistencija, miris 1 ukus, pri ¢emu je za svaki
parametar odreden koeficijent vaznosti (KV), prema njegovom uticaju na ukupni kvalitet sira.
Ustanovljeni koeficijenti vaznosti imali su vrednost: izgled — 1, boja — 2, konzistencija — 4, miris —
10 i ukus — 3. Uz pomo¢ KV vrsila se korekcija, primenom operacije mnozenja sa senzornom
ocenom. Procenat maksimalnog kvaliteta, kao pokazatelj ukupnog kvaliteta sira, predstavlja zbir
dobijenih ocena pomnozenih sa odgovaraju¢im koeficijentom vaznosti. Svi uzorci sireva, sa
oznacenim varijantama, ocenjivani su 7., 14., 21., 35. dana.
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4.11.5 Ispitivanje antilisterijske aktivnosti BMK u kajmaku

Radi utvrdivanja inhibitorne aktivnosti BMK prema L. monocytogenes koris¢en je mladi kajmak,
proizvodaca Jastrebacki eko biseri, KruSevac, Srbija. U svako sterilno pakovanje sa 50 g kajmaka
dodato je 107 éelija prekonoéne bujonske kulture BMK (Enterococcus durans PEMI565 i L. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis BGBU1-4,) i 10" éelija prekonoéne bujonske kulture L.
monocytogenes ATCC19111, u razli¢itim kombinacijama. Radi odredivanja vijabilnosti autohtonih
sojeva BMK i poredenja sa varijantama sa dodatom L. monocytogenes, po istom principu,
napravljene su varijante kajmaka bez L. monocytogenes (tabela 10). Uzorci su potom
homogenizovani. Eksperiment je raden u tri ponavljanja. Uzorkovanje je vrSeno nakon dodavanja
kultura - 0. dan, 7., 14., 21. i 28. dana.

Tabela 10. Varijante kajmaka

Oznaka kajmaka KoriSéene kulture

K- Kajmak bez dodatih kultura

LM3* L. monocytogenes 10°

LM4* L. monocytogenes 10”

LM5* L. monocytogenes 10°

BGBU14 BGBU1-4i

BGBU14_LM3 BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10°

BGBU14 M4 BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10°

BGBU14_LM5 BGBU1-4, L. monocytogenes 10°

PFMI1565 E. durans PFMI565¢;

PEMI565 LM3 E. durans PFMI565,, L. monocytogenes 10°

PFMI565_ LM4 E. durans PFMI5654;, L. monocytogenes 10*

PEMI565 LM5 E. durans PFMI565,, L. monocytogenes 10°
BGBU14_PFMI565_LM3 E. durans PFMI565,, BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10°
BGBU14 PFMI565 LM4 E. durans PFMI565g,, BGBU1-4, L. monocytogenes 10°

BGBU14_PFMI565_LM5 E. durans PFMI565,, BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10°

"= Negativna kontrola; * = Pozitivna kontrola

4.11.6 Ispitivanje antilisterijske aktivnosti L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
BGBU1-4, i E. durans PFMI565; u lososu

Za potrebe eksperimenta, svezi fileti lososa su kupljeni u maloprodajnom objektu gradske ribarnice.
Uzorci ribe su najpre ispitani na prisustvo L. monocytogenes, primenom metode 1ISO 11290-1:1996.
Po dobijanju rezultata, u sterilne Stomacher kese odmeravano je u asepti¢nim uslovima po 25 g
filea lososa, nakon ¢ega je svakom uzorku dodato po 40 uL/g prekonoéne kulture L. monocytogenes
ATCC19111 u koncentraciji 10%, 10* i 10°cfu/g, i po 40 pL/g prekonoéne kulture Enterococcus
durans PFMI565¢; ili L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis BGBU1-4,i, ili kombinacije
Enterococcus durans PFMI565¢; i L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis BGBU1-4 (1:1) u
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broju > 10" cfu/g. Pozitivnu kontrolu predstavljali su uzorci lososa u koje je dodato po 1 mL
prekonoéne kulture L. monocytogenes ATCC19111 koncentracije 10°, 10%i 10° cfu/g. Kulture su
dodavane ravnomernim prskanjem po povrsini odmerenog uzorka ribe. Za potrebe eksperimenta,
ispitivano je 12 varijanti lososa u tri ponavljanja (Tabela 11).

Tabela 11. Varijante uzoraka lososa

Oznaka uzorka lososa Kori$éene kulture

LM3* L. monocytogenes 10°

LM4* L. monocytogenes 10*

LM5* L. monocytogenes 10°

BGBU14_LM3 BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10°
BGBU14 M4 BGBU1-4,;, L. monocytogenes 10°
BGBU14_LM5 BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10°
PEMI565 LM3 E. durans PFMI565,, L. monocytogenes 10°
PFMI565_LM4 E. durans PFMI565;, L. monocytogenes 10*
PFMI565_LM5 E. durans PFMI565;, L. monocytogenes 10°

BGBU14 PFMI565 LM3 E. durans PFMI565g,, BGBU1-4, L. monocytogenes 10°
BGBU14_PFMI565_LM4 E. durans PFMI565,, BGBU1-4,i;, L. monocytogenes 10*
BGBU14 PFMI565_LM5 E. durans PFMI565g,, BGBU1-4, L. monocytogenes 10°

+ = Pozitivna kontrola

Nakon dodavanja kultura, zatvoreni uzorci lososa podvrgnuti su simuliranim temperaturnim
uslovima hladnog dimljenja (bez dima). Uzorci su ¢uvani na temperaturi 25 °C tokom 5-6 h, potom
na temperaturi rashladivanja +4°C u frizideru tokom 48 h. Narednih 5 h uzorci su zamrzavani na -
20 °C, nakon ¢ega su skladisteni u rashladnom uredaju na +4 °C do kraja eksperimentalnog perioda.
Antilisterijska aktivnost BMK u lososu, prac¢ena je tokom perioda od 15 dana. Odredivanje broja
BMK i L. monocytogenes ATCC19111 vrseno je u 5 tacaka i to:

— 0. dan - po dodavanju svezih bujonskih kultura BMK i L. monocytogenes u uzorke lososa
— 3. dan - nakon inkubacije na +4 °C tokom 48h

— 7. dan - nakon skladiStenja na +4 °C tokom 6 dana

— 11. dan - nakon skladistenja na +4 °C tokom 10 dana

— 15. dan - nakon skladistenja na +4 °C tokom 14 dana.

4.11.7 Odredivanje broja L. monocytogenes u uzorcima sira, kajmaka i lososa

Iz svakog pakovanja sira i kajmaka odmeravano je po 10 g uzorka i preneto u 90 mL primarnog
Fraser bujona (Merck, Darmstadt, Nemacka), a iz svakog pakovanja lososa po 25 g uzorka i preneto
u 225 mL primarnog Fraser bujona. Uzorci sira i kajmaka homogenizovani su na Stomacher
mesalici (Lab Blender 400, Seward Medical, London, UK) u trajanju od 2 minuta na ambijentalnoj
temperaturi, dok su uzorci lososa homogenizovani 10 minuta do potpune homogenizacije. Pre
zasejavanja, uzorci su odstajali u primarnom Fraser bujonu na temperaturi 20 °C sat vremena.
Zasejavanje je vrSeno metodom razredenja. Odgovarajuce decimalno razredenje zasejavano je na
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povrsinu Palcam agara sa suplementima (Merck, Darmstadt, Nemacka), po 100 pL iz prethodnog
razredenja. Petrijeve Solje su inkubirane na 37 °C 48 h (ISO 11290-2:1998). Podaci su prikazani
kao logaritam broja cfu (cfu g™*). Sve mikrobioloske analize su radene u triplikatu.

4.11.8 Enumeracija broja BMK u uzorcima sira, kajmaka i lososa

Iz svakog pakovanja odmeravano je po 10 g uzorka i preneto u 90 mL sterilnog fiziolo§kog rastvora
(0,85 %), za odredivanje broja BMK. Uzorci sira i kajmaka homogenizovani su na Stomacher
mesalici (Lab Blender 400, Seward Medical, London, UK) u trajanju od 2 minuta na ambijentalnoj
temperaturi, dok su uzorci lososa homogenizovani 10 minuta do potpune homogenizacije. 1z
odgovaraju¢eg decimalnog razredenja, po 100uL iz prethodnog razredenja, zasejavano je
utrljavanjem na povrSinu GM17 agara (Merck, Darmstadt, Nemacka) sa streptomicinom ili
rifampicinom u zavisnosti od toga koja kultura je obelezena kojom antibiotskom rezistencijom.
Radi enumeracije E. durans PFMI565; zasejavanje je vrSeno na povrSinu GM17 agara sa
streptomicinom, ili na povrSinu GM17 agara sa rifampicinom, radi odredivanja broja Lactoccocus
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis BGBU1-4:. Petrijeve Solje su inkubirane pod
odgovaraju¢im uslovima 48 h. Podaci su prikazani kao logaritam broja cfu (cfu/g). Sve
mikrobioloske analize su radena u triplikatu.

412 STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Koris¢enjem programa Microsoft Excel 2010, proracunat je broj L. monocytogenes u proizvodima,
rezultati vijabilnosti autohtonih BMK i starter kultura, kao i ocene senzornih svojstava, i prikazani u
obliku srednja vrednost + standardna devijacija. Statisticka analiza podataka je uradena pomocu
programa SPSS, dok je, u svrsi odredivanja razlika medu eksperimentalnim grupama proizvoda,
koriS¢ena dvofaktorska ANOVA. Koriste¢i Studentov t-test izvrSeno je poredenje razlike izmedu
srednjih vrednosti, za statisticku razliku uziman je u obzir p < 0,05.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1 I1ZOLACIJA | KARAKTERIZACIJA SOJEVA

5.1.1 Izolacija

Iz Sjenickog sira, proizvedenog na tradicionalni nacin, izolovano je ukupno 200 izolata.
Posmatranjem morfoloskih karakteristika selektovano je 176 izolata za dalji rad, od kojih je 47
izolata odbaceno iz dalje studije nakon bojenja po Gram-u, s obzirom da su pripadali Gram (-)
bakterijama.

5.1.2 Antilisterijska aktivnost izolata

Antilisterijsku aktivnost pokazalo je 20 izolata, §to predstavlja deseti deo od ukupno 200 izolata.
Ovaj procenat sojeva sa dokazanom antilisterijskom aktivnos$¢u, u saglasnosti je sa rezultatima do
kojih su dosli drugi autori. Od ukupno 300 izolovanih sojeva iz razli€itih vrsta kobasice, Cintas et
al. (1997) dokazali su antilisterijsku aktivnost 25 izolata. Istrazivanjem koje su sproveli
Campagnollo et al. (2018), od ukupno izolovanih 891 sojeva iz tradicionalnog brazilskog Minas
sira, 48,1 % pokazao je antilisterijsku aktivnost prema dva soja L. monocytogenes. Isto istrazivanje
prikazuje signifikantnu razliku izmedu broja BMK sa antilisterijskom aktivno$c¢u koje su uzgajane
na razli¢itim medijumima. Naime, 73 i 70,8 % sojeva uzgajanih na MRS-u, pokazalo je
antimikrobno dejstvo prema L. monocytogenes, naspram 21,2 i 23,1 % uzgajanih na M17
medijumu. Razli¢iti rezultati istraZivanja mogu se objasniti razlikama u vrsti 1 nacinu proizvodnje,
koriS¢ene metodologije, metode uzgoja kultura, kultivacionog medija, produkciji razli¢itih
antimikrobnih jedinjenja 1 sl. (Ivanovi€ et al., 2021).

Nakon dokazivanja antilisterijske aktivnosti sojeva, potvrda inhibitornog dejstva prema L.
monocytogenes ATCCI19111, uradena je testom sa bunari¢ima. Od 20 izolata sa ispoljenom
antilisterijskom aktivno$c¢u, izmerena zone inhibicije kod 10 izolata kretala se izmedu 5 1 6 mm, dok
je najsnaznije dejstvo, sa zonom inhibicije 10 mm od zida bunari¢a, pokazao je izolat PEMI565. S
obzirom da je koriS¢ena pronaza E i da nije bilo smanjenja zone inhibicije, moze se utvrditi da je u
pitanju antimikrobno jedinjenje koje nije proteinske prirode.

Poznato je da se medu antilisterijskim metabolitima BMK, osim bakteriocina, mogu na¢i diacetil,
vodonik-peroksid, organske Kiseline, ugljen-dioksid (Juven i Pierson, 1996; Zhang i Farber, 1996;
Caplice i Fitzgerald, 1999; Ito et al., 2003; Dillon, 2014). Koris¢enjem neutralisanog supernatanta i
dalje postoji zona inhibicije, mada smanjena, Sto implicira da je uticaj neke organske kiseline veliki.
Budu¢i da antimikrobna aktivnost postoji i na pH 7, pretpostavlja se da je prisutan uticaj jos nekog
antimikrobnog metabolita. S obzirom da izolat PFMI565 nije pokazao bakteriocinsku aktivnost, a
da je delovanje nekog antimikrobnog metabolita prisutno i u neutralisanom supernatantu, u
nastavku istrazivanja, ispitivani su ostali produkti metabolizma koji imaju antimikrobnu aktivnost.
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Slika 5. Antilisterijsko dejstvo PFMI565 protiv L. monocytogenes ATCC19111

A) Supernatant PFMI1565 B) Supernatant PFMI565 pH =7

5.1.3 Biohemijske karakteristike izolata

5.1.3.1 Katalaza test

Prilikom dodavanja biomase autohtonih kultura BMK u kap vodonik-peroksida, u svrsi utvrdivanja
proizvodnje enzima Kkatalaze, od 10 izolata sa jaCom antilisterijskom aktivno$¢u, uoceno je
penusanje kod 3 izolata, nakon Cega su iste izbacene iz daljeg istrazivanja, budu¢i da BMK ne
poseduju enzim katalazu. Izolat PFMIS65 se pokazao kao katalaza negativan, §to implicira da bi
mogao pripadati i rodu laktokoka ili enterokoka (Kubota et al., 2010).

5.1.3.2 Fermentacija Secera

Do pojave mehuri¢a u Durham cev¢icama doslo je kod 4 izolata, $to svedoci o fermentaciji laktoze
heterofermentativnim putem, 2 izolata ne fermentiSu laktozu, dok je samo za izolat PFMI565
ustanovljeno da ima homofermentativni tip metabolizma. Odredivanje tipa metabolizma Secera kod
izolata u svojim istrazivanjima, na isti nacin, prikazano je 1 u radovima drugih autora (Bojani¢
Rasovi¢ et al., 2017). Homofermentativni tip metabolizma smatra se poZeljnom karakteristikom za
proizvodnju sireva bez Supljika (Smit et al., 2002).

5.2 IDENTIFIKACIJA SELEKTOVANOG IZOLATA PFEMI565

Iz razloga jake antilisterijske aktivnosti i pokazanih zadovoljavajucih biohemijskih osobina, za dalje
istrazivanje selektovan je izolat PFMI565. Identifikacija izolata PFMI565 uradena je koris¢enjem
molekularnih metoda, umnozavanjem gena za 16s rRNK. Kao matrica koris¢ena je totalna DNK
izolovana iz izolata PFMI565, a za umnoZavanje konzerviranog regiona gena 16s rDNK koriS¢eni
su prajmeri Plygs i P216s (JOVCi¢ et al., 2009). Kao produkt umnoZavanja dela gena 16s rDNK
dobijen fragment od 1000bp, koji odgovara broju baza koje zaklapaju odabrani prajmeri. PCR
produkt je preciS¢en, a zatim sekvenciran (Macrogen sequencing service, Holandija). Na osnovu
rezultata sekvenciranja i uporednom analizom sekvence koris¢enjem NCBI baze podataka, utvrdeno
je da izolat PFMI565 pokazuje 99 % identi¢nosti gena za 16s rRNK sa vrstom Enterococcus
durans.
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5.3 TESTIRANJE TEHNOLOSKIH SVOJSTAVA SOJEVA
5.3.1 Rast na razli¢itim temperaturama

U nastavku istrazivanja, soju E. durans PFMI565, pridruzeni su sojevi L. lactis subsp. lactis 563 i
L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis BGBU1-4 sa pozeljnim tehnoloskim osobinama,
potvrdenim tokom ranijih istrazivanja (Radulovi¢, 2006; Mirkovi¢, 2016).

Tabela 12. Sposobnost rasta autohtonih BMK na razli¢itim temperaturama tokom 48 h
(za sojeve L. lactis subsp. lactis 563 i L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4
koris¢eni rezultati Radulovi¢ (2007) 1 Mirkovi¢ (2016))

. Temperatura
Ispitivana kultura
15°C 45 °C
L. lactis subsp. lactis 563 + —~
E. durans PFMI1565 + -
+ —

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4

Konstatovano je sa sva tri soja rastu na temperaturi 15 °C, dok nijedan soj nije rastao na temperaturi
45 °C. Negativan rezultat pri testiranju rasta E. durans PFMI565 na temperaturi 45 °C, predstavlja
neo¢ekivano svojstvo. Cinjenica je da neke enterokoke prezivljavaju ekstremne uslove i mogu rasti
na viSim temperaturama (Fisher i1 Phillips, 2009; Alshammari et al., 2019), pa cak 1 preziveti
temperaturni reZim pasterizacije (McAuley et al., 2009).

5.3.2 Rast pri razlic¢itim koncentracijama soli na 30 °C

Radi utvrdivanja tehnoloskih karakteristika 1 ispitivanja mogucnosti primene sojeva u proizvodnji
hrane, ispitivan je, izmedu ostalog, 1 njihov rast pri razli¢itim koncentracijama soli (tabela 13).

Tabela 13. Sposobnost rasta autohtonih sojeva BMK pri razli¢itim koncentracijama soli
(za sojeve L. lactis subsp. lactis 563 i L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4
koris¢eni rezultati Radulovi¢ (2007) 1 Mirkovi¢ (2016))

. Koncentracija soli
Ispitivana kultura
2% 4% 65%
L. lactis subsp. lactis 563 + + +
E. durans PFMI565 + + +
+ + +

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4

Ustanovljeno je da selektovani sojevi rastu pri koncentracijama 2, 4 i 6,5 % soli, §to ih Cini
pogodnim za koriS¢enje u proizvodnji prehrambenih artikala. Kao zaStita od kvarenja i1 razvoja
nepovoljne mikrobiote, u kombinaciji sa ostalim ekoloskim faktorima, koristi se so u vecim
koncentracijama. Koncentracije 5 do 8 % soli smatraju Se uobi¢ajenim u proizvodnji fermentisanog
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povréa, krastavaca (Johanningsmeier et al., 2012). U prezervaciji razli¢itih vrsta industrijskih
prehrambenih proizvoda, koriste se visoke koncentracije soli, Sto ukazuje na obec¢avajuéi potencijal
primene nasih sojeva, pored mlecne industrije, i u drugim granama industrijske proizvodnje hrane.

5.3.3 Produkcija egzopolisaharida

Test za determinaciju produkcije egzopolisaharida kod sva tri odabrana soja bio je negativan. U
poslednje vreme, u skladu sa potrebama sve zahtevnijeg trzista, radi popravljanja teksture sireva sa
smanjenim sadrzajem masti, umesto dosta koriS¢enih karagenana i ksantan gume (Xiao et al, 2012),
sve vise se primenjuju EPS+ kulture kao starteri. Zhang et al. (2015) navodi povoljan uticaj EPS+
kultura L. paracasei 20408, u proizvodnji polumasnog sira tipa Cedar, na viskozitet i prinos, §to je
u saglasnosti i sa istrazivanjima drugih autora (Rynne et al., 2007; Costa et al., 2012). Takode, EPS
smanjuju gorcinu sira (Zhang et al., 2015). Medutim, iako u proizvodnji fermentisanih mle¢nih
proizvoda imaju znacajnu ulogu, usled negativnog uticaja na konzistenciju, nisu pozeljni u
proizvodnji sireva u salamuri (Radulovi¢, 2006), pa se izbor sojeva radi primene u siru u nasem
istrazivanju, moze smatrati ispravnim u smislu produkcije egzopolisaharida, kao parametra.

5.3.4 Acidogena sposobnost

Izuzetno veliki znacaj u industrijskoj proizvodnji mle¢nih proizvoda ima acidogena sposobnost
kultura. Dobra acidogena sposobnost jedan je od odlucujuc¢ih faktora za primenu kultura u
proizvodnji sireva. Nize pH vrednosti sprecavaju rast patogenih mikroorganizama, uti¢u na bolje
izdvajanje surutke, a osim toga, znacajan je i njihov uticaj na ostvarivanje karakteristi¢nih reoloskih
svojstava sireva u salamuri (Radulovi¢, 2007).

U tabeli 14 dat je prikaz kretanja pH vrednosti mleka tokom dvadesetCetvoroCasovne fermentacije
pod uticajem selektovanih sojeva BMK.

Tabela 14. Promena pH vrednosti mleka tokom fermentacionog perioda - za soj L. lactis subsp.
lactis 563 koris¢eni rezultati Radulovi¢ (2007)

Test kulture Oh 4h 6h 8h 24 h

L. lactis
subsp. lactis 6,43 6,08 5,55 5,00 4,40
563

E. durans

PFMI565 6.44 6,28 5,92 5,58 4,73

L. lactis

subsp. lactis

biovar 6,58 6,39 5,82 5,20 4,45
diacetylactis

BGBU1-4

Poredec¢i acidogenu sposobnost sojeva iz ranijih istrazivanja L. lactis subsp. lactis 563 i BGBU1-4
(Radulovi¢, 2007; Mirkovi¢, 2016), uocava se slicnost u postignutim vrednostima nakon 4 sata
fermentacije sa razlikom od 0,31 pH jedinica. Najnizu vrednost pokazao je soj L. lactis subsp. lactis
563 u svim tackama merenja. Svi sojevi tokom prvih 6 h fermentacije pokazale su malu acidogenu
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aktivnost, te iz tog razloga, ne predstavljaju pravi izbor za primenu u svrsi starter kulture za
proizvodnju sireva. Za starter kulture se obicno biraju sojevi koji produkcijom kiselina uspevaju da
obore pH ispod 5,3 pH-jedinica, u vremenskom periodu od 6 h, na temperaturi rasta u opsegu 30 —
37 °C (Beresford et al., 2001). Nesto sporiji pad pH vrednosti, moZe se pripisati primarnom poreklu
kultura, budu¢i da sva tri soja potiCu iz tradicionalnih mlecnih proizvoda, gde spontanom
fermentacijom, kao i delovanjem produkata metabolizma dolazi do stvaranja karakteristi¢nih
svojstava. Pretpostavlja se da su sojevi prirodno adaptirani na mesanu mikrobiotu i da je njihov
uc¢inak potpun tek u sadejstvu sa ostalim stanovnicima mikrobioloske niSe koju nastanjuju.
Pozitivno svojstvo njihove primene u proizvodnji ove vrste proizvoda, moglo bi se ogledati u
primeni kao “adjunct” kulture ili protektivne kulture, buduci da, za 24 h, postizu pH izmedu 4,40
(L. lactis subsp. lactis 563) i 4,73 (E. durans PFMI565).

m 563
B PFMI565

pH vrednost
i

BGBU1-4

0Oh 4h 6h 8h 24h
Sati

Grafikon 3. Prikaz acidogene sposobnosti autohtonih sojeva
54 SPOSOBNOST PRODUKCIJE AROMOGENIH JEDINJENJA

5.4.1 Determinacija produkcije diacetila — Kreatinski test

Ocitavanjem rezultata Kreatinskog testa, konstatovano je da u slu¢aju E. durans PFMI565 i L. lactis
subsp. lactis 563 nije doSlo do promena, dok je izvodenjem testa sa L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 nakon 5 minuta uocena pojava bledo crvene boje, Sto bi se moglo smatrati
pozitivnom reakcijom.

5.4.2 Utvrdivanje prisustva acetil-metil-karbinola (acetoina) - VVoges-Proskauer test

Prisustvo acetoina detektovano je u epruveti sa dodatom bakteriocinskom sojem L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 pojavom bledo crvenog prstena. U ostala dva slucaja, do
pojave prstena nije doslo, §to se moze smatrati negativnom reakcijom.

Produkcija aromogenih jedinjenja predstavlja jednu od karakteristika metabolizma BMK, pa tako i
enterokoka i laktokoka. Ukoliko su prisutni drugi izvori piruvata, kao Sto su citrati i acetati, mogu
se oc¢ekivati vece koncentracije ovih jedinjenja (Dillon, 2014). Neocekivano negativan rezultat u
slu¢aju soja E. durans PFMI565, mogao bi biti i posledica slabije selektivnosti metode, jer je
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poznato da su enterokoke Cesto producenti aromati¢nih jedinjenja, kao Sto su acetoin, diacetil,
acetaldehid (Foulquié Moreno et al., 2006).

5.5 PRODUKCIJA DIACETILA - GASNA HROMATOGRAFIJA

Fermentacijom citrata dolazi do pojave produkata kao $to su: laktat, acetat, format, acetoin, diacetil,
2,3-butandiol (Wang et al., 2021). Diacetil (2,3-butandion) se ireverzibilno redukuje do acetoina
enzimom acetoin-reduktaza, da bi se potom acetoin redukovao do butandiola uz pomo¢ istog
enzima (Hugenholtz i Starrenburg, 1992).

Testiranjem ispitivanih sojeva gasnom hromatografijom, detektovane su male koncentracije
diacetila, Sto je bilo i ocekivano (tabela 15), budu¢i da se kod sve tri kulture radi o
homofermentativnom tipu metabolizma ugljenih hidrata. MozZe se pretpostaviti i da je diacetil dalje
metabolisan do 2,3-butandiola, a citrati do piruvata, pa do ostalih produkata.

Tabela 15. Rezultati analize diacetila gasnom hromatografijom

Uzorak C (ug/L) Srednja vrednost = SD ppm

| | 10,35

;é'gac“s subsp. lactis 10,41 10,42 + 0,07 0,01042
10,49
11,46

E. durans PFMI565 11,62 11,46 + 0,16 0,01146
11,29
| | 12.29
BGBU1-4 16,21

Prikazani rezultati merenja u slucaju uzorka BGBU1-4 (merenje br.1) ukazuju na moguénost
postojanja greSke, na ¢iju pojavu bi moglo uticati vise faktora. Odbacivanjem rezultata 1. merenja,
dobila bi se realnija slika. U ostalim ponavljanjima zabelezene su priblizne vrednosti, koje su bliske
vrednostima koje su se dobijale u toku podesavanja metode.

Bakteriocinski soj, BGBU1-4, pokazao je najbolju produkciju diacetila, koja je u odnosu na sojeve
L. lactis subsp. lactis 563 i E. durans PFMI565, bila gotovo za 50 % veca, §to ne iznenaduje s
obzirom da se radi o soju koji je L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis. Autori navode
koncentraciju od 300 ppm, kao minimalnu za postizanje antilisterijskog efekta (Lanciotti et al.,
2003), a u slucaju pakovanja proizvoda u modifikovanoj atmosferi, uz 20 % zastupljenosti CO,, ta
vrednost bi odgovarala koncentraciji od 50 ppm (Williams-Campbell i Jay, 2002). Svakako,
koncentracija diacetila iz naSeg istraZivanja je dosta niza od rezultata ranijih istraZivanja sa
prikazanim antilisterijskim delovanjem, pa se ne moZe ocekivati da antilisterijska aktivnost sojeva
potice isklju¢ivo od nje, ve¢ bi mogla biti rezultat sinergije viSe razlicitih produkata metabolizma
(Ivanovi¢ et al., 2021).
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5.6 PRODUKCIJA VODONIK-PEROKSIDA

Kod sva tri soja detektovana je pozitivna reakcija na produkciju vodonik-peroksida (Slika 6, 7), na
$ta ukazuje plavo obojenje H,O," kolonija nakon izlaganja vazduhu. Potvrda stvaranja H,O, kao
produkta metabolizma ispitivanih sojeva nije iznenadujuca, s obzirom da se u literaturnim podacima
drugih autora, navode BMK kao producenati H,O; (Juven i Pierson, 1996; Kawasaki et al., 2009).
Ovo jako oksidaciono sredstvo, koje ostecuje ¢elijske komponente, lipide membrane, DNK (Dillon,
2014), ¢esto je metabolit potencijalnih probiotskih kultura (Kawasaki et al., 2009) ili kultura koje su
deo vaginalne mikrobiote (Tomas et al., 2004; Martin i Suarez, 2010; Hertzberger et al., 2014).

Slika 6. Produkcija vodonik-peroksida od strane autohtonih laktokoka

Poznati su njegovi bakteriostaticki i baktericidni efekti (Juven i Pierson, 1996). Aktiviranjem LPS u
mleku i stvaranjem razli¢itih antimikrobnih jedinjenja (Caplice i Fitzgerald, 1999; Dillon, 2014),
H,0, posredno inhibitorno deluje na psihrotrofne L. monocytogenes, Yersinia, Aeromonas species, i
mezofilne bakterije, kao §to je E. coli (ElI-Gazzar et al., 1992; Ito et al., 2003). Ranije prikazano
antilisterijsko dejstvo autohtonih sojeva ovog istrazivanja, moglo bi poticati i od vodonik-peroksida
(Ivanovic et al., 2021). Udruzenim delovanjem laktoperoksidaznog sistema mleka i H,O,, stvara se
jaci inhibitor bakterijskog metabolizma i rasta (Thomas et al., 1994), §to bi moglo pojacati
antibakterijsku aktivnost prema nepozeljnoj mikroflori iz okruZenja.

LPS predstavlja znacCajan faktor prezivljavanja i rasta katalaza negativnih, H,O, - pozitivnih
bakterija, buduéi da konvertovanjem H,O; u slabije oksidaciono sredstvo, §titi i samu bakterijsku
¢eliju od njegove toksi¢nosti (Thomas et al., 1994), ¢ime bi se moglo objasniti odrzavanje broja
vijabilnih ¢elija izolata u roku trajanja proizvoda.
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Slika 7. Produkcija H,0, od strane E. durans PFMI1565

Primena izolata producenata H,O, u proizvodnji hrane, naroc¢ito mlecnih proizvoda, radi
obezbedenja mikrobioloske bezbednosti, takode, mogla bi biti opravdana. Individualno, ili u
sadejstvu sa drugim antimikrobnim jedinjenjima, mogao bi se pretpostaviti njihov uticaj na
produzetak roka trajanja proizvoda. Ovakva pretpostavka ima realnu osnovu, budu¢i da je
zasnovana na rezultatima ranijih istrazivanja (Arefin et al., 2017).

5.7 INHIBITORNA SVOJSTAVA SELEKTOVANIH SOJEVA

5.7.1  Antimikrobna aktivnost ispitivanih sojeva

Antimikrobna aktivnost selektovanih sojeva testirana je na patogene bakterije L. monocytogenes
ATCC19111 i S. aureus ATCC25923 (tabela 16), jer je polazna ideja ovog rada bila da se ispita i
antilisterijsko i antistafilokokno dejstvo ispitivanih sojeva. S obzirom da su rezultati pokazali
veoma slabo inhibitorno dejstvo selektovanih sojeva na stafilokoke, dalja istrazivanja su usmerena
samo na antilisterijsko dejstvo. Radi planirane primene u svojstvu startera u kombinaciji sa
selektovanim sojevima u proizvodnji sira, ispitivano je inhibitorno delovanje prema patogenima
komercijalne starter kulture CHN 11 (CHR Hansen, Danska) (Lc.lactis subsp. cremoris, Lc.lactis
subsp. lactis, Lc.lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc). Zona inhibicije nije uocena,
S$to ukazuje na to da ne postoji inhibitorno delovanje CHN11 prema L. monocytogenes ATCC19111
i S. aureus ATCC25923.

Tabela 16. Antimikrobna aktivnost BMK prema L. monocytogenes i S. aureus

] Zona inhibicije
BMK i starter kulture

L. monocytogenes S. aureus
CHN11
L. lactis subsp. lactis biovar. 2mm 1 mm
diacetylactis BGBU1-4 2 mm 1 mm
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_ Zona inhibicije
BMK i starter kulture

L. monocytogenes S. aureus

L. lactis subsp. lactis 563 + L. 1 mm -
lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 1,5mm -
L.lactis subsp. lactis 563 i i
Enterococcus durans PFMI1565 1,5mm -
+ L.lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 1 mm -

2 mm -
Enterococcus durans PFMI1565

2 mm -
L.lactis subsp. lactis 563 + 1,5mm -
Enterococcus durans PFMI1565
+ L. lactis subsp. lactis biovar. 1 mm -
diacetylactis BGBU1-4
L. lactis subsp. lactis 563 + 1,5mm -
Enterococcus durans PFMI565 1,5 mm -

! komercijalna starter kultura CHN 11 CHR Hansen, Danska (Lc.lactis subsp. cremoris, Lc.lactis subsp. lactis, Lc.lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc)

Soj L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 pokazao je neSto slabiju antimikrobnu
aktivnost prema S. aureus, dok u slu¢aju ostalih sojeva, nije dokazana inhibitorna aktivnost prema
S. aureus.

Samostalno, soj L. lactis subsp. lactis 563 nije pokazao antilisterijsku aktivnost, dok u kombinaciji
sa L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 jeste. Kombinacijom ova dva soja, postize
se dobra antimikrobna aktivnost, mada slabija nego u slu¢aju samostalne primene soja L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4. L. lactis subsp. lactis 563 smanjio je inhibitornu
aktivnost cele kombinacije, buduéi da je, samostalno primenjen, neaktivan. U kombinaciji sa E.
durans PFMI565, L. lactis subsp. lactis 563 je pokazao bolju aktivnost nego primenjen samostalno,
usled uticaja antimikrobnih metabolita E. durans PFMI565, a takode, uocena je bolja aktivnost soja
L. lactis subsp. lactis 563 kada je primenjen u kombinaciji sa L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 i E. durans PFMI1565.

Razlog za to bi mogla biti interaktivnost izmedu sojeva, kao i njihovo medusobno inhibitorno
delovanje. Kao rezultat kompleksnih interaktivnih odnosa medu razli¢itim sojevima BMK, mozZe se
javiti medusobno antimikrobno delovanje (Lozo et al., 2017) ili stimulativno dejstvo jednog soja, na
ispoljavanje bolje aktivnosti drugog, kao sto je slucaj sa sojem L. lactis subsp. lactis 563.

E. durans PFMI565 pokazuje bolju antimikrobnu aktivnost primenjen samostalno, nego u
kombinaciji sa L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4. Dobijeni rezultati testa nisu
iznenadujuci, s obzirom da bakteriocini pokazuju inhibitorno delovanje na blisko srodne vrste, a
bakteriocinska aktivnost L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4, je dokazana ranijim
istrazivanjima (Mirkovi¢, 2016). Takode je prikazano delovanje L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 na Sirok spektar Gram (+) bakterija (Lozo et al., 2017), $to bi moglo biti
jedno od objaSnjenja smanjenja zone antilisterijskog delovanja kombinacije sojeva.
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Samostalno, soj L. lactis subsp. lactis 563 nije ispoljio dejstvo prema patogenim bakterijama, niti je
u kombinaciji sa druge dve autohtone kulture pokazao pozitivan uticaj na jacinu inhibicije i veli¢inu
zone. Primenom soja L. lactis subsp. lactis 563, u kombinaciji sa ostalim sojevima, primecuje se
smanjenje zone inhibitornog delovanja prema L. monocytogenes, kao rezultat njegove neaktivnosti.
Iz tog razloga, ovaj soj iskljucen je iz daljeg istrazivanja. Za nastavak istrazivanja i primenu u
proizvodnji sira, odabran je komercijalni starter CHN11, s obzirom da nije pokazao inhibitorno
dejstvo prema patogenima, a najbolje inhibitorno delovanje prema listeriji pokazali su, samostalno
primenjeni, sojevi L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 i Enterococcus durans
PEMI565.

5.8 REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE

Zone su merene nakon 24 i 72 h inkubacije (tabela 17). U oba merenja dobijeni su isti rezultati.

Tabela 17. Rezistencija/senzitivnost autohtonih sojeva BMK na antibiotike

Lactococcus lactis
Enterococcus

Kori$éeni antibiotici subsp.
durans PFMI565 lactis BGBUL-4

Streptomycin - 16°
Ampicillin 38° 38°
Gentamicin 8 25°
Vancomycin 22° 23°
Tetracycline 34° 40°
Neomycin 12" 22°
Penicillin 30° 40°
Erythromycin 32° 36°
Chloramphenicol 28° 36°

® — senzitivan soj na dejstvo antibiotika

" — rezistentan soj na dejstvo antibiotika

Izmeren ceo precnik zone zajedno sa precnikom antibiotika (6 mm). Vrednosti izrazene u
milimetrima.

Usled znatnog broja antibiotika koji se nalaze u upotrebi, desava se da, i prirodno prisutni
mikroorganizmi u okruZenju, medu koje spadaju 1 BMK, bivaju izloZeni njihovom negativhom
uticaju (Radulovi¢ i Mirkovi¢, 2016). Uglavnom se prenos gena rezistencije deSava in vivo, izmedu
bakterija koje nastanjuju gastrointestinalni trakt i drugih patogenih bakterija (Scott, 2002).
Kontaktom sirovina animalnog porekla sa fekalnim oneciS¢enjima, omoguéen je prenos gena
rezistencije, sa eventualno prisutnih antibiotik-rezistentnih sojeva BMK u fekalnom materijalu, na
finalne proizvode (Radulovi¢ i Mirkovi¢, 2016). Geni koji nose rezistenciju na vankomicin,
tetraciklin, eritromicin detektovani su kod Lactococcus lactis, Enterococcus, Lactobacillus sp. koji
su izolovani iz fermentisanih mesnih proizvoda i mle¢nih proizvoda (Mathur i Singh, 2005).
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Testiranjem autohtonih sojeva BMK, utvrdeno je da je soj E. durans PFMI565 rezistentan na
streptomicin i u manjoj meri na gentamicin i neomicin, dok je zona inhibicije, koja ukazuje na
senzitivnost soja, uocena kod antibiotika, izuzetno znacajnih u klinickoj praksi: ampicilina,
vankomicina, tetraciklina, penicilina, eritromicina i hloramfenikola (slika 8). Soj Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 nije pokazao rezistenciju ni na jedan antibiotik.

Slika 8. Zone senzitivnosti E. durans PFMI565 na vankomicin i tetraciklin

Slicne rezultate istrazivanja navode i drugi autori. Utvrdivanjem rezistencije na antibiotike u
istrazivanju koje su sproveli Amaral et al. (2017), sojevi E. durans SJRP14, SJRP17 i SJRP26
pokazali su senzitivnost na vankomicin, tetraciklin, eritromicin, penicilin i kanamicin.

Najces¢i razlog rezistencije na ove antibiotike, generalno, posledica je posedovanja promenljivih
genetickih elemenata odgovornih za transmisiju determinanti rezistencije (Werner et al., 2013;
Amaral et al., 2017). Cinjenica je da enterokoke obi¢no poseduju hromozomalno enkodirane
enzime, koji su odgovorni za rezistenciju na aminoglikozide, medu koje se ubrajaju neomicin,
streptomicin i gentamicin, tako da bi prenos gena rezistencije bio gotovo nemogué¢ (Miller et al.,
2014).

Na osnovu rezultata istrazivanja, moglo bi se smatrati da prisustvo autohtonih sojeva E. durans
PFMI565 i Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 u proizvodnji sira, kao
starter ili dodatne kulture ne predstavlja rizik u smislu postojanja mogucnosti prenosa antibiotske
rezistencije.

59 FERMENTACIJA MLEKA

Kako bi se ispitala aktivnost selekcionisanih sojeva za primenu u proizvodnji sireva, prethodno je
utvrdena njihova aktivnost u mleku. Nakon fermentacije mleka pod delovanjem ispitivanih sojeva u
razli¢itim kombinacijama sa starter kulturom CHNI11, utvrdena je sposobnost acidifikacije 1
vijabilnost ¢elija nakon 24 h fermentacije (tabela 18). Fermentisana mleka su vizuelno opisana sa
fokusom na izgled, konzistenciju grusa i miris.

Tabela 18. Rezultati primene autohtonih startera u fermentaciji mleka

Starteri Udeo startera u pH mleka nakon 24 h  Broj cfu/ml u mleku
ukupnoj zapremini na 30 °C nakon 24 h na 30 °C
1:1 4,80 1,6 x 101
PFMI565:CHN11
1:3 4,70 5x 10"
BGBU1-4:CHN11 1:1 4,33 3x 10M
1:3 4,20 1x 10"
BGBU1-4:PFMI565:CHN11 1:1:2 4,30 1,7 x 10™
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Ocenjivali su se efekti primene ispitivanih sojeva u kombinaciji sa komercijalnom starter kulturom
CHN11, radi izbora varijante gde bi se ispitivane autohtone kulture koristile kao dodatne
protektivne kulture. Za sve ispitivane varijante je utvrdeno da je postignuta dobra acidifikacija
mleka, gde su sve vrednosti bile u intervalu 4,20 - 4,80. Kombinacija startera CHN11 i L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4, je pokazala bolju acidifikaciju u odnosu na
kombinaciju sa E. durans PFMI565, §to je i o¢ekivano, s obzirom da je u tabeli 14 pokazano da soj
BGBU1-4 ima bolju acidogenu sposobnost u odnosu na soj PFMI565. Utvrdeno je da je u
kombinacijama sa ve¢im udelom startera postignuta nesto niza pH vrednost, §to govori o dobroj
aktivnosti 1 acidogenoj sposobnosti startera, $to je takode bilo o¢ekivano. Rezultati vijabilnosti
éelija svih kultura tokom fermentacije mleka, govore o veoma izraZenoj aktivnosti. Broj od 10*
cfu/ml potvrduje da se moglo ocekivati znacajno snizenje pH vrednosti, koje su i zabeleZene, tako
da se generalno moze re¢i da su u svim varijantama postignuti veoma visoki brojevi prisutnih celija,
zahvaljujué¢i ¢emu su ostvarene i veoma dobre acidifikacije mleka.

Prilikom primene E. durans PFMIS565 sa CHNI1 izgled grusa, kod varijante sa jednakom
zapreminskom zastupljenoséu kultura, bio je kompaktan, a surutka svetlo zuckasta. Broj ¢elija
nakon 24 h bio je priblizan u obe kombinacije kultura, dok je pH vrednost varijante mleka sa
primenjenom jednakom koncentracijom kultura, bila nesto visa. U kombinaciji sa vecom
zastupljenoS¢u CHNI11 (PFMI565:CHNI11 = 1:3), ukus je bio neprijatan 1 bljutav, pa je za dalja
ispitivanja izabrana varijanta sa jednakim udelima E. durans PFMI565 i CHN11.

Slican ukus je primecen i kod varijante u kojoj primenjena veca zastupljenost komercijalnog
startera u kombinaciji sa L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4, pa je i ta varijanta
mesavine kultura odbacena. Najbolja senzorna ocena grusa primecena je u slu¢aju primene varijante
obe autohtone kulture u kombinaciji sa komercijalnim starterom.

Na osnovu senzornih karakteristika, izgleda grusa i finalnog broja koka, za dalji tok istrazivanja i
primenu u siru izabrane su kombinacije:

e PFMI565:CHN11 -1:1
e BGBUI14:CHN11-1:1
e BGBUI14:PFMI565:CHN11 —1:1:2

5.10 ISPITIVANJE ANTILISTERIJSKOG EFEKTA ODABRANIH SOJEVA U HRANI

Na osnovu rezultata preliminarnih ispitivanja antimikrobne aktivnosti i odsustva uticaja soja L.
lactis subsp. lactis 563 na krajnji rezultat, u sledece faze istrazivanja i primenu na proizvodima,
ukljuceni su autohtoni sojevi E. durans PFMI565 1 L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
BGBU1-4, a za primenu u proizvodnji sira, izabrana je komercijalna starter kultura CHN11 (Chr.
Hansen, Danska). Kombinacija autohtonih sojeva E. durans PFMI565 i L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis BGBU1-4, kao startera, nije primenjena iz razloga prikazane slabe acidogene
aktivnosti sojeva u prvih 6 h (tabela 14).

5.10.1 Model sira

S obzirom da su sojevi E. durans PFMI565 i L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4
izolovani iz tradicionalnih sireva sa teritorije Republike Srbije, karakteriSu ih specifi¢ni uslovi
prezivljavanja odredeni karakteristikama podneblja. Radi eventualne primene selektovanih sojeva u
industrijskoj proizvodnji hrane, neophodno je ispitati sposobnost njihovog prezivljavanja u siru, uz
uticaj na potencijalno prisutne patogene mikroorganizme.

Kao polazna osnova za utvrdivanje inhibitornog dejstva selektovanih sojeva BMK na rast L.
monocytogenes, primenjen je model sira. Pracenje broja L. monocytogenes sprovedeno je 0. dana -
po inokulaciji, 7., 14., 21. i 35. dana u fazi skladistenja na temperaturi od 4 — 5 °C.
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Prikaz rezultata praéenja broja L. monocytogenes ATCC19111 (dodate u broju 10° cfu/g), kao i
uticaj sojeva E. durans PFMI565, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 i CHN11,
dodatih u broju 107 cfu/g, u razli¢itim varijantama modela sira kroz vreme, dat je tabelarno (tabela

19):

Tabela 19. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10° (cfu/g) u modelu sira tokom
35 dana skladistenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan
LM3 6,89x10%0,65  7,76x10°:0,91  5,39x10°+0,37  4,85x10°+0,39  5,24x10°+0,57
CHN11_LM3  6,93x10°+0,54  3,46x10°+0,57  4,32x10°%0,35  2,82x10°+0,33  3,50x10°+0,17
BGBU14 LM3  7,20x10°t0,64  3,88x10%0,66  4,45x10'+0,52  2,26x10'+0,26 0,00+0,00
PFMI565_LM3  6,68x10°%0,64  3,30x10%+0,63  5,53x10'+0,13  2,83x10'+0,32 0,00+0,00

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija

Znacajan pad broja L. monocytogenes u model sistemu sira uocen je 7. dana kod varijanti sa
BGBU1-4is i PFMI5654;, dok je u kontrolnoj varijanti zabelezen porast broja ¢elija. Najveci pad
broja c¢elija L. monocytogenes do kraja eksperimentalnog perioda je bio u varijantama sa
primenjenim autohtonim BMK, tako da prisustvo L. monocytogenes nije bilo moguce detektovati,
dok se, u varijanti sa komercijalnom starter kulturom, belezi pad od jedne logaritamske jedinice do

kraja eksperimentalnog perioda (grafikon 4).
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Grafikon 4. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes po&etne koncentracije 10% (cfu/g) tokom
perioda skladiStenja
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Obradom podataka konstatovana je statisticki znacajna razlika (p < 05) izmedu varijanti modela sa
primenjenim autohtonim sojevima u odnosu na kontrolnu varijantu, kao i varijantu sa aplikovanim
komercijalnim starterom. Postoji statisticki znacajna razlika unutar svake varijante tokom perioda
skladistenja, medutim, trend smanjenja broja ¢elija L. monocytogenes je najizrazeniji u varijantama
sa dodatkom PFMI565; i BGBU14,; (grafikon 4).

Treba naglasiti da su do 14. dana autohtone BMK postigle sniZenje prisustva L. monocytogenes
ispod nivoa od 100 cfu/g, koliko je propisano Kriterijumima bezbednosti hrane Pravilnika o ops$tim
i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa ("Sl. gl. RS",
br. 72/2010, 62/2018), da bi se do kraja eksperimenta potpuno izgubilo prisustvo L. monocytogenes,
Sto govori 0 veoma dobroj antilisterijskoj aktivnosti ispitivanih autohtonih sojeva BMK. Ovi
rezultati su bili veoma ohrabrujuéi, ukazujuéi da se u sredinama kontaminiranim sa 10° cfu/g L.
monocytogenes, u kojima su primenjeni autohtoni sojevi, posle 14 dana ¢uvanja, moze ocekivati
proizvod koji bi zadovoljio Kriterijume bezbednosti hrane.

Varijante modela sira sa inokulisanom L. monocytogenes u broju 10* ¢elija/g karakterigu sli¢ni
rezultati prezivljavanja ovog patogena (tabela 20). L. monocytogenes se u kontrolnoj varijanti
modela sira odrzavala na nivou 4 logaritamske jedinice kroz period pracenja prezivljavanja, dok u
varijanti sa primenjenom komercijalnom starter kulturom, broj ¢elija L. monocytogenes se smanjuje
za 1 logaritamsku jedinicu u 14. danu, i na tom nivou ostaje do kraja perioda pracenja.

Tabela 20. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10* (cfu/g) u modelu sira tokom
35 dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan

LM4 5,73x10*+0,54  5,34x10*+0,66 3,79x10*+0,22 4,44x10*+0,12  3,45x10*+0,46

CHN11_LM4 5,87x10*0,84 3,23x10*+0,73  3,92x10°+0,13  1,92x10°+0,63 2,20x10°+0,83

BGBU14_LM4 529x10*+0,31 4,48x10°+0,46 3,12x10°+0,38 2,07x10'+0,53 0,00+0,00

PFMI565_LM4 5,38x10*+0,46  5,19x10°+0,27 1,80x10°+0,64 3,56x10'+0,13 0,00+0,00

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija

Sto se ti¢e varijanti sa autohtonim sojevima BMK, najbolje antilisterijsko dejstvo pokazala je L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4i, ¢ijom se primenom u uzorcima belezi pad od
jedne logaritamske jedinice na nedeljnom nivou. U poslednjoj tacki pracenja, broj L.
monocytogenes nije bio na nivou detektabilnosti u uzorcima sa primenjenim autohtonim sojevima
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4s i E. durans PFMI565 (grafikon 5).
Interesantno je zapaziti da, iako u 14. danu postoji razli¢ito dejstvo izmedu autohtonih sojeva, pa se
broj prisutne L. monocytogenes razlikuje za 1 log, u 21. danu dejstvo autohtonih sojeva se
izjednacilo na red veli¢ine 10* cfu/g, $to je niZe od nivoa koji propisuju Kriterijumi bezbednosti
hrane ("SI. gl. RS", br. 72/2010, 62/2018). Statistickom analizom podataka, konstatovana je
statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka sa primenjenim autohtonim sojevima i kontrolnog
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uzorka, kao 1 uzorka u kom je kao starter kultura koriS¢ena komercijalna starter kultura CHN11 (p <
0,05).
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Grafikon 5. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes pocetne koncentracijel0* (cfu/g) tokom
perioda skladiStenja

Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjima drugih autora. El-Gazzar et al. (1992) navode
antilisterijsko delovanje BMK u obranom mleku i produktima ultrafiltracije mleka. Takode,
antimikrobno delovanje prema L. monocytogenes pokazali su bakteriocinogeni sojevi u toku
perioda skladiStenja sira (Coelho et al., 2014), kao i produkti metabolizma enterokoka proteinske
prirode (Khay et al., 2014; Dillon, 2014). Protektivna uloga odredenih sojeva BMK u toku
skladiStenja je od izuzetnog znacaja, imaju¢i u vidu preZivljavanje i rast L. monocytogenes na
temperaturi rashladivanja u toku skladiStenja.

Iz prikazanih rezultata u Tabeli 21. koji se odnose na uzorke modela sira sa najvec¢om
koncentracijom L. monocytogenes, uocljiv je pad broja ovog patogena u 7. danu delovanjem E.
durans PFEMI565g, za jednu logaritamsku jedinicu. U 21. danu, zabelezen je najveéi pad broja L.
monocytogenes u varijanatama sa autohtonim BMK, pri ¢emu su oba ispitivana soja postigla
sniZzavanje broja listerije na nivo od 10* cfu/g. U ovom danu, autohtoni sojevi su postigli drasti¢no
snizavanje listerije od 4,21 logaritamskih jedinica u odnosu na pocetni broj, za E. durans
PFMI565¢, i1 3,89 log za BGBU1-4,i;, da bi u poslednjoj tacki pracenja smanjenje bilo jo§ vece i
iznosilo 4,74, odnosno 4,56 logaritamske jedinice, respektivno. Statisticki znacajan pad,
konstatovan je kod obe varijante.

Porede¢i ove rezultate sa prethodnim, kada je dodato 104 cfu/g L. monocytogenes, zapaza se da,
iako je broj L. monocytogenes u inokulumu bio 10 puta veéi, autohtoni sojevi su, takode, u 21. danu
pokazali znaGajno sniZzavanje broja listerije i u istom vremenskom intervalu je doveli na isti nivo od
10" tj. manji od 100 cfu/g. Takode je zapaZeno da u varijantama sa dodatim 10° i 10° cfu/g L.
monocytogenes, u 35. danu nije bilo prisustva ovog patogena, a u varijanti sa najvecom
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koncentracijom listerije (10° cfu/g), broj éelija patogena se na kraju praéenja odrzao na nivou od

10" cfu/g.

Tabela 21. Promena broja L. monocytogenes podetnog broja éelija 10° (cfu/g) u modelu sira tokom

35 dana skladistenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan
LM5 5,49x10°+1,33  4,44x10°+1,22 5,10x10°+0,69 5,04x10°+0,86 4,83x10°+0,73
CHN11_LM5 5,54x10°+0,68 4,70x10°+0,86 7,04x10*+1,27 3,32x10*+0,06 1,58x10%+0,26
BGBU14 LM5  6,39x10°+0,99 4,81x10°+0,29 3,19x10°+0,07 8,06x10'+1,89 1,77x10'+0,67
PFMI565_LM5  594x10°+1,62 4,86x10°+1,33 1,02x10°#0,23 3,69x10'+0,61 1,09x10'+0,15

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 6. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes po&etne koncentracije 10° (cfu/g) tokom
perioda skladiStenja

Generalno se moZe re¢i da su autohtoni sojevi BMK pokazali veoma izrazeno antilisterijsko dejstvo
u modelu sira. U nultom danu ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka, §to je rezultat
koji je o€ekivan i pokazatelj je pravilno postavljenog ogleda. U sve tri varijante uocena je statsticki
znacajna razlika (p < 0,05) kod efekta interakcije faktora dana i tretmana, gde efekat dana zavisi od
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broja dodatih ¢elija L. monocytogenes, pri ¢emu je najbolje i najbrze dejstvo postignuto pri najnizoj
koncentraciji inokulisane listerije, §to je 1 o¢ekivano.

5.10.2 Rezultati pracenja antilisterijskog dejstva BMK u uslovima proizvodnje sira od UF
mleka

Inhibitorna aktivnost selektovanih sojeva BMK PFMI5654; i BGBU1-4,; prema L. monocytogenes
ispitivana je u procesu proizvodnje sira od ultrafiltriranog mleka. Ultrafiltracija predstavlja proces u
kom se vr$i koncentrisanje mleka za proizvodnju razli¢itih vrsta sireva (EI-Gazzar et al., 1992).
Primenom ovog postupka postizu se bolji rezultati grusanja mleka (Catarino et al., 2013). Pracenje
antimikrobne aktivnosti selektovanih sojeva u uzorcima sira vrSeno je tokom 35 dana skladiStenja
proizvoda. Iz rezultata prikazanih u Tabeli 22. uoc¢ava se smanjenje broja L. monocytogenes u 7.
danu, dok je znacajan pad broja celija patogena zabelezen je u 14. danu u uzorcima sa autohtonim
sojevima PFMI565¢; i BGBU1-4,;. Najbolji rezultati, u odnosu na kontrolni sir, zabelezeni su 14.
dana u uzorcima sa primenjenom kombinacijom autohtonih sojeva, Sto je u saglasnosti sa
rezultatima ispitivanja antilisterijske aktivnosti u modelu sira. pH vrednost kontrolnih sireva sa
primenjenom mesSavinom autohtonih sojeva, u periodu 7 - 14. dana, karakteriSe konstantnost (tabela
25), na osnovu ¢ega bi se moglo ocekivati da antilisterijska aktivnost nije isklju¢ivo posledica
produkcije organskih kiselina, ve¢ 1 ostalih antimikrobnih produkata metabolizma.

Tabela 22. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10° (cfu/g) u siru od UF mleka
tokom 35 dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan

CHN11 2,03x10°+0,46  2,78x10%1,67 1,62x10°+0,17 5,44x10°+0,75 9,89x10'+2,76

CHN11_PFMI565 2,44x10%0,42 1,38x10°+1,80 5,59x10%+1,95 2,16x10%0,39 2,56x10'+0,58

CHN11_BGBU14 2,59x10°+0,54 1,72x10°t0,24 6,30x10%1,29 1,94x10'+3,30  1,09x10'+0,15

CHN11_PFMI565

3 3 2 1 1
BGBU14 2,27x10°+0,26  1,40x10°+0,17 4,42x10°+2,76 3,31x10°+1,40 1,18x10°+0,16

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija

Trend opadanja broja ¢elija L. monocytogenes u svim uzorcima nastavljen je do kraja perioda
pracenja. 21. dana, soj L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4,; pokazao je najbolje
dejstvo sa padom broja ¢elija listerije za 2,96 logaritamskih jedinica, ¢ime je postignuta vrednost
manja od 10 cfu/g, koju propisuje Kriterijum bezbednosti hrane. U varijanti sa primenjenom
mesSavinom autohtonih BMK, takode dolazi do pada broja L. monocytogenes na zakonodavno
prihvatljivu vrednost, §to je za 1 log niZze nego u varijanti sira sa PFMI565,. Ovakav rezultat se
moze pripisati delovanju bakteriocin-produkujuceg soja BGBUI1-4,;, za koji je u ranijim
istrazivanjima potvrdena antimikrobna aktivnost bakteriocina (Mirkovi¢ 2016, 2020), s obzirom da
PFMI565, samostalno primenjen, nije pokazao tako izrazeno dejstvo. 35. dan karakteriSe pad broja
¢elija listerije u svim uzorcima, $to je i o¢ekivano. Najveci pad i dalje je karakteristican za uzorak
sa primenjenom L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4,; (grafikon 7). Poredenjem
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rezultata sa rezultatima antilisterijske aktivnosti autohtonih sojeva BMK u modelu sira, uocava se
nesto sporije delovanje PFMI565;, i BGBU1-4,s u siru od UF mleka. U modelu sira, vrednost od
10" cfulg je postignuta u 14. danu, dok je u siru od UF mleka ista vrednost zabelezena 21. dana.
Iako bolji, rezultati antilisterijske aktivnosti u modelu sira su nerealniji, s obzirom da je praceno
delovanje autohtonih sojeva BMK u sterilnim uslovima, dok je u siru od UF mleka, uz delovanje
PFMI565, i BGBU1-4,, prisutno i delovanje ostalih mikroorganizama iz matriksa.
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Grafikon 7. Logaritam broja éelija L. monocytogenes podetne koncentracije 10° (cfu/g) u siru od
UF mleka tokom perioda skladiStenja

Varijante sireva sa L. monocytogenes inokulisanom u koncentraciji 10* karakterise sli¢na
antimikrobna aktivnost kao u prethodno opisanim varijantama sireva od UF mleka. Delovanjem
autohtonih sojeva BMK postignuto je snizenje u broju patogenih celija L. monocytogenes.
Statisticki znacajnih razlika u 0. danu nije bilo, dok su statisticki znacajne razlike dokazane po
danima i u odnosu na kontrolni sir (p < 0,05). Najbolje inhibitorno dejstvo prema L. monocytogenes
i dalje pokazuje BGBU1-4, gde se u 7. danu belezi pad od 0,77 logaritamskih jedinica (grafikon
8). Kombinacija autohtonih BMK pokazala je bolju antimikrobnu aktivnost u odnosu na varijantu
sa komercijalnom starter kulturom i varijantu sa PFMI565;. Uzorak sa E. durans PFMI565¢; belezi
znacajniji pad 14. dana, snizavanjem broja celija listerije za 1 log. Najbolji rezultat, 14. dana
pracenja, za 1 logaritamsku jedinicu nizi od ostalih uzoraka, belezi BGBU1-4 koji u 21. danu
snizava broj patogenih éelija listerije na 10" cfu/g, §to je za 1 log bolje u odnosu na ostale uzorke sa
autohtonim sojevima BMK, §to se podudara sa rezultatima njegove antilisterijske aktivnosti u
modelu sira, i 2 logaritamske jedinice bolje u odnosu na sir sa komercijalnom starter kulturom. Do
kraja eksperimentalnog perioda, u svim uzorcima sa autohtonim sojevima BMK, njihovim
antilisterijski delovanjem, sniZen je broj Celija listerije do zakonski prihvatljive vrednosti (10
cfu/g), za razliku od modela sira, gde 35. dana, broj ¢elija listerije nije bio na nivou detektabilnosti.
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Tabela 23. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10* (cfu/g) u siru od UF mleka
tokom 35 dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan

CHN11 3,48x10+0,60 3,63x10°+1,11 8,51x10°+1,30 4,79x10°+1,32 1,70x10°+0,26
CHN11 PFMI565  4,03x10#0,96 2,54x10*+0,84 1,35x10°+0,21 1,31x10°#0,29 1,70x10'+0,26
CHN11 BGBU14  3,85x10°+1,01 6,74x10°+1,99 9,54x10°+3,31 4,93x10'+1,42 1,70x10'+0,76
CHNLLPEMISES 5 09x10%0,74 855x10%2,84 1,42x10%0,52 2,10x10%+1,19 1,28x10'+0,29

BGBU14

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija

Ovakvi rezultati istrazivanja u saglasnosti su sa rezultatima drugih autora. Scatassa et al. (2017)
opisuju antilisterijsko dejstvo mesavine BMK u tradicionalnim sicilijanskim sirevima Pecorino i
Vastedda della valle del Belice, gde je nakon 15 dana od poletne koncentracije 10* cfu/g L.
monocytogenes, broj smanjen za 3 log u slucaju sira Pecorino, dok u siru Vastedda della valle del
Belice broj patogena nije bio detektabilan.
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Grafikon 8. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes pocetne koncentracije 10* (cfu/g) u siru od UF
mleka tokom perioda skladiStenja

Analizirajuéi rezultate antilisterijske aktivnosti BMK u varijantama sireva sa L. monocytogenes u
koncentraciji 10°, uocava se pad broja patogena za 1 log u 7. danu u svim uzorcima (tabela 24).
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Trend smanjenja broja patogenih ¢elija se nastavlja u varijantama sa autohtonim sojevima, dok se
najznacajniji pad uocava u 14. danu za 2,68 logaritamskih jedinica, u varijanti sira koji je inokulisan
sa bakteriocin-produkuju¢om kulturom BGBUI1-4;; a neznatno loSije antilisterijsko dejstvo
pokazuje meSavina autohtonih izolata. ZabeleZena je slabija antilisterijska aktivnost PFMI565¢; u
odnosu na varijante BGBU1-4,is i BGBU1-4,i; PFMI565;, §to ukazuje na stimulativno delovanje
sojeva u kombinaciji. 21. dana pracenja, u uzorcima sa inokulisanim BGBUI1-4,: i BGBU1-
4yis_PFMI5654;, broj listerije snizen je do 10* cfu/g, dok je u varijanti sa PFMI565¢; zabeleZeno 10°
cfu/g. Broj ¢elija L. monocytogenes se nakon 35. dana skladiStenja, u varijantama sa autohtonim
sojevima, kretao u vrednostima 1,20 - 2,03 log, dok je u kontrolnoj varijanti zabelezena vrednost
4,10 log. Analizirajuci detaljnije, moze se zakljuciti da se delovanjem autohtonih sojeva BGBU1-
4is 1 PEMI565;, postize dobra antilisterijska aktivnost u siru od UF mleka, a najbolje delovanje
pokazao je soj BGBU1-4it U uzocima sa podetnim brojem listerije 10° cfu/g.

Tabela 24. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10° (cfu/g) u siru od UF mleka
tokom 35 dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan

CHN11 3,65x10°+0,50  6,04x10+1,36  2,75x10%+0,71  2,11x10°+0,48  1,29x10%+0,31
CHN?G%PFM' 2,81x10°40,29  1,24x10*#0,43  2,60x10°+0,52  4,48x10°+1,63  1,11x10°+0,42
CHNLljllzBGB 3,40x10°+0,78  1,11x10+0,43  7,08x10°+1,83  6,40x10'+2,47  1,61x10'+0,37
g&?ﬁ%—gﬁ'\lﬂ 3,05x10°+0,99  1,53x10+0,50  9,31x10%1,19  3,59x10'+0,41  1,79x10'#1,13

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 9. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes po&etne koncentracijel0° (cfu/g) u siru od UF
mleka tokom perioda skladistenja

El-Gazzar et al. (1992) su pratili rast L. monocytogenes u retentatu nakon ultrafiltracije mleka,
permeatu i nefiltriranom obranom mleku u prisustvu mezofilnih BMK. BMK su pokazale bolji rast
u retentatu, nego u permeatu i obranom mleku, uz evidentan uticaj na smanjenje broja kolonija L.
monocytogenes. Bolji rast BMK u retentatu zabeleZen je 1 kod drugih autora (Radulovi¢ et al.,
2000). Pretpostavlja se da veci puferski kapacitet retentata, koji nastaje usled povecanog sadrzaja
proteina i nerastvorljivih soli kalcijuma i fosfora (Radulovi¢ et al., 2000), uslovljava veéu
inaktivaciju patogena u permeatu, nego u retentatu i obranom mleku. Upravo iz tog razloga,
najbitniji je pravilan odabir sojeva BMK, gde je dobro acidogeno dejstvo jedan od uslova za
njegovu bolju aktivnost.

Posebna paZnja u proizvodnji sira se mora posvetiti sprovodenju higijenskih mera i kontroli u toku
procesa proizvodnje, da bi se izbegla kontaminacija proizvoda, naroCito u slucaju proizvodnje
sireva od UF mleka (El-Gazzar et al., 1992). U mnogim zemljama na snazi je nulta tolerancija na
prisustvo L. monocytogenes u hrani (Gao et al., 2019). Iako znatno nizi od inicijalnog, broj kolonija
ovog patogena, u nasem istrazivanju, do kraja perioda pracenja, bio je u nivou detektabilnosti.
Mogu¢ razlog za to predstavlja smanjenje funkcionalnosti bakteriocina, pod uticajem proteoliti¢kih
enzima iz hrane (Abdollahzadeh et al., 2014). Zakonodavstvo Republike Srbije u hrani spremnoj za
konzumiranje koja podrzava rast L. monocytogenes u roku trajanja, propisuje broj od 100 cfu/g
(Ministarstvo poljoprivrede, trgovine, Sumarstva i vodoprivrede, 2011), Sto ukazuje na to da su
vrednosti naseg istrazivanja zadovoljavajuée. Zahvaljuju¢i pokazanim dobrim rezultatima kontrole i
uticaja na smanjenje broja L. monocytogenes, primena autohtonih sojeva BMK iz naseg istrazivanja
u industrijskoj proizvodnji sira, kao protektivnin kultura, uz dopunska istrazivanja i primenu
kontrolnih mehanizama, mogla bi osigurati bezbednost hrane tokom njenog roka trajanja.
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5.10.2.1 pH sira od UF mleka u toku skladiStenja

Usled biohemijskih procesa koji se deSavaju tokom zrenja sira, dolazi do promene njegove pH
vrednosti (tabela 25). Karakteristika bakterija mlecne kiseline je proizvodnja mlecne i drugih
organskih kiselina, koje snizavaju pH proizvoda. Akumulacijom organskih kiselina, po procesu
proizvodnje, pH surutke je 4,5 - 5,3, ¢ime je onemogucen opstanak acido-netolerantnih vrsta
(Beresford et al., 2001). U naSem istrazivanju, tokom posmatranog perioda zrenja sira, pH vrednost
se uglavnom zadrzavala u okviru pH vrednosti koje podrzavaju rast L. monocytogenes. Najniza
vrednost zapazena je u varijanti sira sa sojem BGBU1-4s 21. dana skladiStenja. Takode, najmanja
kolebanja vrednosti zapazena su u siru nastalom primenom kombinacije ova dva soja sa
komercijalnim starterom.

Tabela 25. Promene pH vrednosti sira od UF mleka tokom skladistenja

Uzorak 7.dan 14.dan  21.dan  35.dan
CHN11 4,9 4,82 4,47 4,56
CHN11_ BGBU14¢ 4,73 4,68 4,35 4,48
CHN11_PFMI5654; 4,85 4,71 4,38 4,51
CHN11 _BGBU14; PFMI565¢; 4,69 4,7 4,37 4,44

Broj E. durans PFMI565¢, na niskom pH se odrzava na visokom nivou (tabela 34). Haghshenas et
al. (2016) navode da sojevi enterokoka pokazuju bolju tolerantnost na nisku pH vrednost od mnogih
drugih sojeva BMK, a kao razlog navode posedovanje dvoslojne membrane. Analizom rezultata
moze se zaklju€iti da porastom broja BGBU1-4,;, kao i ukupnog broja BGBU1-4,i; i PFMI565; u
uzorku, dolazi do veceg pada pH vrednosti sira tokom 7. i 14. dana skladiStenja. Najvece snizenje
pH vrednosti bilo je 21. dana. U varijantama sira sa autohtonim sojevima, vrednosti su bile nize 1
kretale su se u opsegu 4,35 - 4,38, dok je u kontrolnom siru pH vrednost iznosila 4,47. S obzirom da
bakteriocin Laktolisterin BGBU1-4 najbolju aktivnost pokazuje u opsegu pH izmedu 4 i 10
(Mirkovi¢, 2016), a da je najniza pH vrednost (4,35) zabelezena u siru sa primenjenom kulturom
BGBU1-4,; 21. dana, antimikrobno delovanje bakteriocina BGBU1-4,s nije bilo upitno ni u nasim
proizvodnim uslovima. Najniza pH vrednost moze predstavljati jedan od razloga Sto se 21. dana
pokazala najbolja antilisterijska aktivnost u siru od UF mleka. Sli¢ne pH vrednosti sira od UF
mleka navode i drugi autori. U siru od UF mleka sa smanjenim sadrzajem masti, Mio¢inovi¢ et al.
(2011) prikazuju kretanje pH vrednosti u opsegu 4,85 - 4,52. NaS$i sirevi, sa primenjenim
autohtonim izolatima, kroz period skladiStenja, imali su neSto nizu pH vrednost, §to se nije
negativno reflektovalo na ukus sireva. Izbor odgovarajuce starter kulture za proizvodnju sira od UF
mleka je kljucan faktor za proizvodnju, jer uti¢u na tok fermentacije i1 proteoliti¢kih procesa tokom
zrenja. Iz tog razloga pozeljno je birati kulture sa izrazenom acidogenom i uUmerenom
proteolitiCkom sposobnoscu (Radulovi¢ et al., 2000), Sto ukazuje na to da je primena nasih kultura u
eksperimentalim uslovima bila opravdana.
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5.10.2.2 Senzorna ocena sira

Senzorna ocena hrane, osim mikrobioloskih, hemijskih, fizickih analiza, predstavlja jedan od
najvaznijih alata pri oceni kvaliteta nekog proizvoda. Devijacije u kvalitetu vrlo Cesto se uocavaju
evaluacijom senzornih osobina. Ljudskim c¢ulima se detektuju proizvodne greske teze uocljive na
drugi nacin. Prikaz rezultata senzorne ocene sireva od UF mleka dat je u Tabeli 26. Za svaki
parametar prikazana je srednja vrednost ocena i standardna devijacija.

Tabela 26. Prikaz pokazatelja senzorne ocene sireva od UF mleka sa komercijalnim i autohtonim
BMK

Sir Da lzgled Boja Konzistencija Ukus Miris Max Ponderisana
ni kvalitet ~ ocena
(%)

7 2,30+0,84 4,6+0,55 2,30+0,45  2,40+0,55 3,90+0,89 56,40 2,82

14 5,00£0,00 5,00+0,00  3,80+0,45  4,10+0,65 4,90+0,22 85,90 4,30

e 21  4,90+0,22 4,90+0,22  4,00£0,35  3,40+0,55 4,50+0,71 78,20 3,91
35 3,60+0,65 4,70+0,27  3,50+0,61  3,80+0,27 4,80+0,45 79,40 3,97
7 4,90+0,22 4,80+0,45  3,80+0,27  3,70+0,45 4,70+0,45 80,80 4,04
14 5,00+0,00 5,00+0,00  3,90+0,65  3,90+0,22 4,88+0,27 84,24 4,21
CHN_BGBU14

21  5,00+0,00 4,80+0,45  4,50+0,50  3,80+0,27 4,40+0,65 81,80 4,09

35 5,00+0,00 5,00+0,00  4,50+0,50  4,40+0,41 4,80+0,45 91,40 4,57

7 4,90+0,22 4,60+0,55  4,20+0,57  3,90+0,74 4,90+0,22 84,60 4,23

14 5,00+0,00 5,00+0,00 4,50+0,41  4,40+0,42 4,90+0,22 91,70 4,58

CHN_PFMI565 21  5,00+0,00 4,80+0,45  4,20+0,57 4,20+0,57 4,6+0,42 87,20 4,36

35 5,00+0,00 5,00+0,00 4,80+0,27  4,60+0,55 4,80+0,45 94,60 4,73

7 4,90+0,22 4,60+0,55  3,90+0,55  4,00+0,71 4,90+0,22 84,40 4,22

14 5,00+0,00 5,00+0,00  4,40+0,42  4,50+0,61 4,90+0,22 92,30 4,61
CHN_BGBU14_PFMI565

21 5,00+0,00 5,00+0,00 4,20+0,45  4,20+0,45 4,50+0,50 87,30 4,36

35 4,90+0,22 5,00+0,00 5,00+0,00  4,50+0,00 4,90+0,22 94,60 4,73

Na osnovu prikazanih rezultata, moZe se primetiti da su svi sirevi sa primenjenim autohtonim
izolatima dobili visoke ocene od strane senzornih ocenjivaca. Uocava se razlika u odnosu na
kontrolni sir, koji je imao neSto loSije karakteristike, u gotovo svim ispitivanim tatkama tokom
zrenja i skladiStenja. Kada se radi o izgledu sireva sa autohtonim kulturama uz komercijalnu starter
kulturu, dobijene su visoke ocene. Kretale su se u opsegu 4,90 - 5,00. Ovi sirevi su imali
karakteristi¢an izgled i boju. Sto se ti¢e kontrolnog uzorka sira, 7. dana je izgled ocenjen nesto
loSije, dok je boja bila karakteristi¢na za tu vrstu sira. Kada je u pitanju konzistencija sireva, takode
su uocene razlike izmedu kontrolnih uzoraka sira 1 ostalih varijanti. Varijanta sira sa komercijalnom
starter kulturom, bila je mekSe konzistencije i mazivija. Generalno, konzistencija je sa vremenom 1i
zrenjem postajala bolja. Usled biohemijskih promena u siru, kao i rastom broja ¢elija BGBU1-4s i
odrzavanjem PFMI5654 u toku skladiStenja, doslo je do razvoja pozeljnih osobina i ¢vrscée
konzistencije sira. Sirevi sa primenjenim autohtonim izolatima, pokazali su bolje karakteristike u
odnosu na kontrolni. Ocenjivaci su ukus kontrolnog sira ocenjivali kao kiseliji i pale¢i, sa nesto
slabijim ocenama u odnosu na ostale varijante, dok je miris svih sireva ocenjen visokim ocenama.
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Sagledavaju¢i maksimalni kvalitet sireva, najlosije je ocenjen kontrolni sir. Tokom ¢itavog perioda
skladistenja, sir sa komercijalnom starter kulturom imao je loSije karakteristike u odnosu na ostale
sireve, sa rasponom maksimalnog kvaliteta 56,40 - 85,90. Sirevi sa autohtonim sojevima u
kombinaciji sa komercijalnim starterom, pokazali su dobra senzorna svojstva, sa procentom
maksimalnog kvaliteta u opsegu 84,40 - 94,60. Uzimajuéi u obzir rezultate senzorne ocene, moze se
ustanoviti da primena autohtonih sojeva PFMI565¢, i BGBU1-4,i;, kao dodatnih kultura, pozitivno
utice na svojstva sireva od UF mleka. Na osnovu visoko ocenjenih parametara senzornog
ocenjivanja, moze se zakljuciti da su izabrani autohtoni sojevi BMK za primenu u proizvodnji sira,
osim dobrih antilisterijskih rezultata, svojim metabolitima, uticali i na stvaranje dobrih senzornih
svojstava proizvoda. Sli¢ne rezultate primene autohtonih sojeva u proizvodnji sireva, beleze i drugi
autori. Radulovi¢ et al. (2011) navode bolja senzorna svojstva belog sira u salamuri proizvedenog
primenom autohtonih sojeva, u odnosu na sir proizveden uz upotrebu komercijalnog startera.
Selekcionisani sojevi BMK, pokazuju se kao bolji izbor za poboljsanje arome i eventualno ubrzanje
zrenja sireva u smislu dodatnih kultura, u odnosu na primenu enzima, povisenu temperaturu zrenja,
izmenu tehnoloskog postupka (Obradovi¢ et al., 2007).

5.10.3 Ispitivanje antilisterijske aktivnosti BMK u kajmaku

Kao matriks za pracenje antilisterijskog dejstva autohtonih BMK kori$¢en je mladi kajmak. Mladi
kajmak predstavlja proizvod, koji se moze konzumirati odmah po zavrSenom proizvodnom procesu,
Ima strukturu sli¢nu nekim vrstama sireva, nesto meksu 1 maziviju.

Budu¢i da je kajmak namirnica koja se u najve¢em procentu proizvodi na nestandardizovan nacin,
najéesce u seoskim domacinstvima i manjim zanatskim proizvodnim objektima i u Srbiji, usled
nezadovoljavajucih higijenskih praksi, kontaminacija proizvoda je moguca u procesu proizvodnje,
skladiStenja ili prodaje.

U tabeli 27 dat je prikaz pra¢enja broja L. monocytogenes 10° (cfu/g) u kajmaku tokom 28 dana
skladiStenja. Uocava se statisticki znacajan pad u broju patogena u svim uzorcima u odnosu na dane
skladistenja. U okviru razliCitih uzoraka sa BMK postoji statisticki znacajna razlika u broju cCelija
listerije u odnosu na kontrolni uzorak, sto ukazuje na dobru antilisterijsku aktivnost autohtonih
sojeva u kajmaku. Primecen je znacajniji pad broja patogena u varijantama uzoraka sa protektivnim
kulturama u odnosu na kontrolnu varijantu. Moze se zakljuditi da je najveci pad u broju patogenih
bakterija od 1,21 log cfu/g postignut od 7. do 14. dana skladi$tenja u varijanti sa kombinacijom
sojeva BGBU1-4,; i PFMI5654 (grafikon 10). U 14. danu, i u uzorcima sa pojedina¢no
primenjenim autohtonim sojevima BMK, postignuta je vrednost 10* cfu/g, propisana Kriterijumima
bezbednosti hrane. Trend opadanja broja nastavljen je do 28. dana. Sve tri varijante kajmaka sa
autohtonim sojevima pokazale su inhibitorno dejstvo prema L. monocytogenes sa padom broja od ~
2 logaritamske jedinice u odnosu na inicijalni broj, dok je u kontrolnoj varijanti pad broja iznosio
0,65 log cfu/g. Najbolju antilisterijsku aktivnost je dala kombinacija autohtonin BMK, sa padom od
2,05 log cfu/g u odnosu na pocetni broj. Povlace¢i paralelu izmedu rezultata antilisterijske
aktivnosti u razli¢itim matriksima, uo¢ava se slicno delovanje u modelu sira i kajmaku, u uzorcima
sa sojevima BGBU1-4is i PFMI565g,, sa smanjenjem broja éelija listerije (inicijalno 10°) do 10
cfu/g u 14. danu, dok je u siru od UF mleka ta vrednost postignuta 21. dana.
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Tabela 27. Promena broja L. monocytogenes poéetnog broja ¢elija 10° (cfu/g) u kajmaku tokom 28
dana skladistenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
Kontrola_LM3  3,02x10°#0,18  2,43x10°+0,64  1,73x10°:0,44  9,41x10°+3,14  6,91x10°+1,64
BGBU14 LM3 2,91x10%0,22 5,70x10°+1,58  5,83x10'+0,71  4,08x10'+9,25  3,53x10'+0,81
PFMI565 LM3  3,05x10°+0,49  6,32x10%1,43  4,44x10'+0,72  2,81x10'#0,71  2,17x10'+0,51
B?Ee%ﬁiig M 023x10%026  6,68x10%151 417x10+1,12  2,92x1040,36  2,04x10%+0,63

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 10. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes pocetne koncentracije 10® (cfu/g) u kajmaku
tokom perioda skladiStenja

Kako se uocava iz rezultata prikazanih u tabeli 28, sli¢na situacija zabeleZena je i u varijantama
kajmaka sa inicijalnom koncentracijom L. monocytogenes 10*. Postoji statisticka znaGajnost u
odnosu na dane i tretmane. U 0. danu nema statisticki znacajne razlike izmedu razli¢itih uzoraka
kajmaka. Ovakav rezultat je dobar pokazatelj, s obzirom da ukazuje na optimalno postavljen ogled.
Najveci pad u broju listerije uocava se u periodu izmedu 7. i 14. dana, u kom je soj PFMI5654,
ispoljio najja¢u antimikrobnu aktivnost sa smanjenjem broja Celija L. monocytogenes od 1,78
logaritamskih jedinica, sto je verovatno posledica bolje vijabilnosti soja PFMI565; u odnosu na



BGBU1-4,sizmedu 7. i 14. dana. Ovakva vijabilnost moze predstavljati i razlog za prikazanu
slabiju inhibitornu aktivnost kombinacije autohtonih sojeva sa padom broja ¢elija listerije od 1,42
log cfu/g (grafikon 11). Iako je kombinacija autohtonih sojeva pokazala nesto slabije antilisterijsko
dejstvo u odnosu na delovanje soja PFMI565;, ipak je zabeleZena bolja aktivnost kombinacije
sojeva nego delovanjem L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4,;; individualno, gde je
konstatovan pad broja listerije za 0,3 log cfu/g. Za razliku od sira, u kajmaku je primeceno bolje
delovanje soja E. durans PFMI565;, pojedina¢no primenjenog, u odnosu na BGBU1-4; Imajuéi u
vidu da enterokoke cesto ¢ine nativnu mikrofloru kajmaka (Jokovi¢ et al., 2008), jedan od razloga
za bolju aktivnost enterokoka u ovom matriksu moze biti i taj Sto kajmak predstavlja prirodnu
sredinu pogodniju za rast enterokoka (Jokovi¢ et al., 2008). Trend pada broja ¢elija L.
monocytogenes nastavljen je do poslednjeg dana eksperimentalnog perioda, sa statisticki zna¢ajnom
razlikom broja ¢elija patogena u uzorcima sa autohtonim izolatima, u odnosu na kontrolni uzorak
kajmaka. Do pada broja patogena u kontrolnom uzorku, moglo je do¢i i delovanjem primarno
prisutnih mikroorganizama u kajmaku. Ipak, uocava se statisti¢ki znacajan trend opadanja broja
¢elija patogena u uzorcima sa aplikovanim sojevima BGBU1-4,is i PFMI565¢, u odnosu na kontrolu.
Najbolja antilisterijska aktivnost zabeleZzena je 28. dana delovanjem kombinacije autohtonih
BGBU1-4,i; i PFMI5654;, gde je postignuta vrednost za ~ 2,2 log cfu/g niza od vrednosti broja L.
monocytogenes u kontrolnom uzorku kajmaka.

Tabela 28. Promena broja L. monocytogenes pocetnog broja ¢elija 10* (cfu/g) u kajmaku tokom 28
dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
Kontrola_ LM4  1,99x10°+0,23  1,06x10'£0,24 5,30x10°+0,93 3,65x10°+0,88 3,17x10%+0,75
BGBU14 LM4  1,79x10°+0,20  4,25x10°+0,97 3,22x10°#0,74 1,72x10°+0,29  1,13x10%+0,41
PFMI565 LM4  1,83x10°#0,28  3,29x10°+0,74  549x10'+1,3  4,05x10'+0,93 3,54x10'+1,03

BGBU14_PFMIS 1,81x10*0,17  2,44x10%0,42 9,16x10'+1,08 4,05x10'+0,93 1,86x10'+0,24

65_LM4

srednja vrednost broja ¢éelija (cfu/g) + standardna devijacija

64



M Kontrola_Lma
FIBGBU14_L 4
PFMISES_LM4
0 E1BGBU14_PFMISES_LI4
By
4.00 '&\\
| EEs
SN N
3 300- eyl N
s =N EER
oD . : o
2 =N N =
- %\ SN = =
A R y \ . T n
2N | BN N EN RE
=N . =N AN o
CENE BB E
o mEN BEN SN =N =
NI [ NI ENE
ENOH N N N
ol MEN L HEN BEN ! EEN | BE

14

o
-

Dani

Grafikon 11. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes poéetne koncentracije 10* (cfu/g) u kajmaku
tokom perioda skladiStenja

Trend pada broja patogenih ¢elija u uzorcima sa autohtonim BMK, karakteristi¢an je 1 za uzorke sa
pocetnom koncentracijom L. monocytogenes 10°. Dokazana je antilisterijska aktivnost autohtonih
BMK u kajmaku. Od 0. do 21. dana skladiStenja, na nedeljnom nivou pad broja patogena iznosio je
~ 1 log cfu/g (tabela 29). 28. dana broj ¢elija listerije u varijantama sa autohtonim BMK, kretao se u
opsegu 2,42 - 2,82 log cfu/g. Vrednost propisana Kriterijumima bezbednosti hrane nije postignuta
do kraja eksperimentalnog perioda, §to nije iznenadujuce, s obzirom na veliki inicijalni broj listerije
u uzorcima, a i ¢injenicu da je kajmak sredina sa Sarolikom mikrobiotom, $to bi moglo delovati na
smanjenje antilisterijskog dejstva BMK. Analizirajuci detaljnije rezultate antilisterijske aktivnosti
autohtonih izolata u kajmaku, uocava se da je najbolje rezultate pokazao E. durans PFMI565.
Antilisterijsko dejstvo enterokoka opisano je u prethodnim poglavljima. Rivas et al. (2012) navode
da bi se objaSnjenje za to moglo naci u filogenetskoj slicnosti listerija 1 enterokoka.

Tabela 29. Promena broja L. monocytogenes pocetnog broja ¢elija 10° (cfu/g) u kajmaku tokom 28
dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan

Kontrola_ LM5  2,58x10°+0,30  1,15x10°#0,14  7,37x10°+1,23  3,32x10*#0,75  2,58x10°+0,58

BGBU14 LM5 2,66x10°+0,31  4,26x10*+0,65 2,52x10°%#0,29  9,75x10°+2,49  5,74x10%+0,66

PFM'5565—LM 2,72x10°+0,32  3,68x10°t0,45 1,02x10°t0,23  6,09x10%+1,04  2,69x10°+0,41
5?56%145\;)?\” 2,54x10°%0,27  5,49x10*+1,30 2,79x10°t0,29  6,85x10%+1,60 6,66x10°+0,98

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) & standardna devijacija
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Grafikon 12. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes poéetne koncentracije 10° (cfu/g) u kajmaku
tokom perioda skladistenja

Kajmak predstavlja sredinu pogonu za rast razli€itih vrsta mikroorganizama. KarakteriSe ga visok
procenat mle¢ne masti, $to pogoduje razvoju odredenih vrsta bakterija, kvasaca 1 plesni.
Zakonodavstvo Republike Srbije sadrzaj mle¢ne masti u kajmaku, precizira Pravilnikom o kvalitetu
proizvoda od mleka i starter kultura (*’Sluzbeni glasnik RS’’, br. 33/2010, 69/2010, 43/2013 - dr.
pravilnik 1 34/2014), gde je naznaCeno da mladi kajmak ne sme da sadrzi manje od 65 % mlecne
masti, a zreo kajmak ne manje od 75 %, pH vrednost mladog kajmaka ne sme biti niza od 4,8, a
zrelog kajmaka, ne niZza od 3,8 jedinica pH skale. Kajmak sa podru¢ja Turske je proizvod dobijen
od bivoljeg ili kravljeg mleka, sa kra¢im rokom trajanja i minimum 60 % mle¢ne masti (Akalin et
al., 2006), §to ga ¢ini slicnim naSem tradicionalnom proizvodu sa istim nazivom. U uzorcima
kajmaka proizvedenog na podru¢ju Turske izolovane su koliformne bakterije, E. coli, S. aureus,
kvasci i plesni (Akalin et al., 2006). Do sli¢nih rezultata dosli su i Yilsay i Bay (2002) koji su,
analiziraju¢i uzorke kajmaka iz turskog grada Burse, izolovali S. aureus, E. coli, Salmonella-
Shigella vrste, kvasce, kao i Cakmakci i Hayaloglu (2011), koji su u uzorcima Ispirskog kajmaka,
detektovali kvasce i plesni, koliformne bakterije i ve¢i od propisanog ukupan broj aerobnih
mezofilnih bakterija. U istrazivanju koje su sproveli Kara i Aslan (2020) u tri objekta za
proizvodnju kajmaka iz uzetih 87 briseva sa opreme, uredaja, radnog okruzenja, ruku zaposlenih i
dr., u 7 slucajeva potvrdeno je prisustvo L. monocytogenes. Iz smrznutog kajmaka Jersek et al.
(1999) izolovali su L. monocytogenes.

Rezultati naSih istrazivanja su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora. Antimikrobna aktivnost
osam izolata E. faecium i jednog E. faecalis prikazana je prema L. innocua ATCC 33090 i L.
monocytogenes (Rivas et al., 2012). U rezultatima istrazivanja koje su sproveli Kucerova et al.
(2009), 6 od ukupno 38 sojeva enterokoka pokazalo je inhibitorno dejstvo prema 15 sojeva Listeria

Spp.
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5.10.4 Ispitivanje antilisterijske aktivnosti BMK u lososu

Riba predstavlja sredinu sa visokim rizikom od kvarenja, pogodnu za razvoj razli¢itih vrsta
mikroorganizama. Svojim hemijskim sastavom, strukturom, pogoduje razvoju nepozeljne
mikroflore (Salomskiene et al., 2020). Jedan od najnepoZeljnijih kontaminenata pogona za
proizvodnju ribe je L. monocytogenes. Razlog za to su ekstremna otpornost ovog patogena,
Sposobnost prezivljavanja na niskim temperaturama i formiranje biofilmova. Po autorima, u
kontroli L. monocytogenes, vazno mesto zauzima primena BMK. Stupar et al. (2021) navode
inhibitornu aktivnost izolata BMK poreklom iz plodova mora prema L. monocytogenes, L. innocua,
E. coli. Sli¢ne rezultate beleZe i drugi autori (Wiernasz et al., 2020).

Uticaj autohtonih sojeva BGBU1-4;, PFMI565s 1 njihove kombinacije tokom 15 dana
skladiStenja, prikazan je u tabelama 30, 31 i 32. U uzorcima sa najmanjom primenjenom pocetnom
koncentracijom L. monocytogenes, do 3. dana pod uticajem soja BGBU1-4; nije doslo do
znacajnije promene u broju patogena. Uticajem kombinacije sojeva BGBU1-4; i PFMI5654;, u 3.
danu, dobijeni su najbolji rezultati antilisterijske aktivnosti, sa smanjenjem broja celija listerije za 1
log. Kada je u pitanju varijanta lososa sa E. durans PFMI5654;, u 3. danu beleZi se pad od 0,23 log
cfu/g, a potom, pocev od 7. dana, neveliki porast broja, koji je do 15. dana pracenja iznosio 0,39
logaritamskih jedinica. U varijanti lososa sa sojem BGBU1-4, 15. dana doslo je do sniZzavanja
broja listerije za 1,23 log cfu/g. Sto se ti¢e dinamike kretanja broja listerije u uzorku sa inokulisana
oba autohtona soja, primecuje se konstantno smanjenje broja do 15. dana, kada je broj listerija bio
za 1,15 log cfu/g manji u odnosu na pocetni. Kontrolni uzorak prati porast broja listerije, koji je u
15. danu bio veéi za 0,43 log cfu/g. Sagledavajuci rezultate moZemo zakljuciti da je najslabije
rezultate dala primena PFMI565g;, pod ¢ijim uticajem se belezi blagi porast broja ¢elija patogena.

Tabela 30. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10° (cfu/g) u lososu tokom 15
dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 3.dan 7. dan 11. dan 15. dan

Kontrola LM3  1,81x10°t0,21  1,66x10°t0,14  1,97x10%0,18  2,40x10%0,11  4,79x10°+0,29

BGBU14 LM3 1,83x10°+0,22 1,60x10°+0,93  1,20x10°+0,18  3,42x10%2,38  1,09x10°+0,25

PFMI565 LM3  1,94x10°:0,14 1,13x10%0,13  2,18x10°+0,29  3,07x10°t0,52  4,78x10°+0,83

BGBU14_PFMI

£55 L M3 1,79x10%0,20 9,47x10°+1,34  7,54x10°+2,13  3,22x10%+0,74  1,28x10°+0,29

srednja vrednost broja Celija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 13. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes pocetne koncentracije 10° (cfu/g) u lososu
tokom perioda skladistenja

U varijantama lososa sa inicijalnom koncentracijom patogena 10, 0. dana nije bilo statisticki
znacajnih razlika izmedu uzoraka (tabela 31). Pocetni broj L. monocytogenes se kretao izmedu
vrednosti 4,25 i 4,31 log cfu/g, a 3. dana, najveéi pad prouzrokovao je PEMI565;, Koji je iznosio
0,39 logaritamskih jedinica. 7. dan karakteriSe smanjenje broja patogenih ¢elija listerije do 10° cfu/g
u svim uzorcima sa autohtonim sojevima BMK. Do kraja perioda skladistenja, BGBU1-4ys i
BGBU14,i; PFMI5654; pokazali su bolje delovanje u odnosu na PFMI565¢,. Zabelezen je pad od
1,08 log cfu/g, u slu¢aju BGBUI-4s i BGBU14,s PFMI5654, odn. 0,91 delovanjem soja
PFMI5654;, Sto implicira da je prisutna znacajno slabija antilisterijska aktivnost autohtonih sojeva
BMK u lososu.

Tabela 31. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10* (cfu/g) u lososu tokom 15
dana skladiStenja

Uzorak 0. dan 3. dan 7. dan 11. dan 15. dan
Komr‘lla—"'v' 175x10%4020  142x10+0,16  4,08x10%0,89  3.44x10%4.73  2.53x10%+0,55
BGBUj“—LM 1,78x10*0,27  1,04x10%+0,23  1,71x10°+0,39  1,68x10°+0,47  1,47x10%t0,37
PFM'SES—LM 2,05x10*+0,17  8,61x10%t156  3,48x10°+0,43  3,44x10°+0,47  2,56x10%t0,58
BGBU14 PF . 4 3 3 3
MI565. L M4 1,94x10*+0,31  1,09x10*t0,26  2,01x10°t0,51  1,45x10°+0,18  1,61x10%t0,37

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 14. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes poéetne koncentracije 10* (cfu/g) u lososu
tokom perioda skladiStenja

Analizirajuéi rezultate delovanja BMK u varijantama sa koncentracijom listerije 10° (tabela 32),
uocava se pravilnost u postavljanju eksperimenta, s obzirom da nije bilo statisticki zna¢ajne razlike
u pocetnom broju L. monocytogenes. Vrednosti su se kretale u opsegu 5,13 - 5,20 log cfu/g u svim
uzorcima. Od 0 - 3. dana, u svim uzorcima sa autohtonim sojevima BMK, belezi se pad od ~ 1
logaritamske jedinice, pri ¢emu je najveée smanjenje broja Celija listerije zabelezeno delovanjem
kombinacije startera. Za period skladistenja 3 - 7. dana, karakteristiCan je najve¢i pad u broju
patogena pod uticajem soja PFMI565;, nakon ¢ega, broj ¢elija listerije raste, dostigavsi vrednost od
4,49 log cfu/g do 15. dana. Na kraju eksperimentalnog perioda, najbolje inhibitorno dejstvo
pokazala je kombinacija sojeva, sa smanjenjem broja celija patogena za ~ 2 logaritamske jedinice.
Zabelezen je statisticki znacajan trend opadanja u varijanti sira sa sojem PFMI5654, u odnosu na
kontrolnu varijantu.
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Tabela 32. Promena broja L. monocytogenes po&etnog broja éelija 10° (cfu/g) u lososu tokom 15
dana skladistenja

Uzorak 0. dan 3.dan 7. dan 11. dan 15. dan
Kontrola_ LM5  1,61x10°+0,37  1,66x10°:0,34  1,16x10°+0,32  1,25x10°+0,24  1,60x10°+0,08
BGBU14 LM5 1,42x10°+0,52  3,18x10*+0,69  510x10%1,17  7,26x10°+1,19  8,95x10°+1,03
PFMI565 LM5 1,61x10°+0,37  5,44x10*+0,75  6,73x10%4,02  1,52x10°+0,18  3,16x10%*+0,64
B?&%ﬁ—,&’g M 1 42x10°40,016 2,32x10%40,44  3,00x10%0,17  510x10%117  7,28x10%0,86

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) & standardna devijacija
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Grafikon 15. Logaritam broja ¢elija L. monocytogenes poéetne koncentracije 10° (cfu/g) u lososu
tokom perioda skladiStenja

Jace delovanje L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4,; i kombinacije L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4,; i E. durans PFMI565¢, na listeriju, u odnosu na delovanje
individualno primenjenog soja E. durans PFMI565;,, moZe se objasniti i njegovim nizim brojem u
lososu tokom perioda skladistenja (detaljnije u nastavku (Tabela 38)). Inhibitorno dejstvo prema
listeriji u ribi i proizvodima od ribe bakteriocin-produkuju¢ih BMK prikazano je u rezultatima
istrazivanja drugih autora, Anacarso et al. (2014) navode smanjenje broja L. monocytogenes
ATCC19117 u svezem lososu 1 simuliranim uslovima prekida hladnog lanca ¢uvanja lososa, pod
uticajem soja Lb. pentosus 39, za 3,6 log cfu/g i 5,8 log cfu/g, respektivno.

Inhibitorno delovanje enterokoka protiv listerije, u svrsi njihove primene kao protektivnih ili
’adjunc’’  kultura, predmet je istrazivanja mnogih autora. Nakon 21. dana skladiStenja
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tradicionalnog skandinavskog jela od lososa Gravlax na +8 °C, protektivne kulture Carnobacterium
maltaromaticum SF1944, Lactococcus piscium EU229 i Leuconostoc gelidum EU2249, pokazale su
antimikrobno dejstvo prema L. monocytogenes, smanjivsi broj kolonija patogena za ~ 4,1, 3,6 1 3,1
log cfu/g, respektivno (Wiernasz et al., 2020). Oko 40 % sojeva BMK izolovanih iz hladno
dimljenog lososa (Stupar et al., 2021), pokazalo je potpuno inhibitorno dejstvo prema L.
monocytogenes i srednje inhibitorno dejstvo prema L. innocua, $to je znacajno bolje od rezultata
naSeg istrazivanja. Takode, u istrazivanju koje su sproveli Tomé et al. (2008), u simuliranim
uslovima hladno dimljenog lososa, E. faecium ETO5 je pokazao najbolju antimikrobnu aktivnost od
ostalih BMK, prema L. innocua tokom dvadesetjednodnevnog skladistenja na +5 °C. Bigwood et al.
(2012) navode smanjenje broja L. monocytogenes inicijalne koncentracije 10°, na 3,5 - 4,5 log
cfu/g, delovanjem E. mundii.

Prilagodljivost soja na uslove u matriksu hrane jedan je od faktora za ispoljavanje antimikrobnog
delovanja (Yap et al.,, 2021). Primena protektivnih kultura u razli¢itim sredinama i uslovima
okruzenja, vrlo Cesto daje i razliite rezultate. Njihovo antimikrobno dejstvo tokom roka
upotrebljivosti proizvoda zavisi od razli¢itih faktora. Na njega, osim temperature skladiStenja i
promene pH vrednosti tokom ¢uvanja proizvoda, moze uticati enzimska aktivnost, interakcija medu
mikroorganizmima ili sa komponentama hrane i sl. (Dillon, 2014). Delimi¢no objasnjenje slabijeg
antilisterijskog dejstva sojeva BGBU1-4,i; i PFMI565; u lososu, uz navedene faktore, moglo bi biti
njihovo primarno poreklo i nedovoljna adaptacija na uslove sredine, s obzirom da oba soja poticu iz
sira.

5.11 VIJABILNOST ISPITIVANIH SOJEVA U HRANI

5.11.1 Prezivljavanje L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 i E. durans
PEMI565¢; u siru od UF mleka

Uticaj BMK na nepoZeljnu mikrofloru zavisi, pre svega, od njihove vijabilnosti u razli¢itim
sistemima. PreZivljavanje BMK u modifikovanim industrijskim uslovima proizvodnje i skladiStenja
sira od UF mleka praceno je tokom 35 dana. Broj BGBU1-4 (tabela 33) u uzorcima sa razli¢itim
koncentracijama L. monocytogenes bio je konstantan i kretao se u intervalu 8,36 log cfu/g, §to
predstavlja vrednost zabeleZenu 0. dana, do vrednosti 8,86 log cfu/g, koja je zabeleZena 21. dana u
uzorku sa koncentracijom L. monocytogenes 10*. Nakon 35. dana skladistenja, zabeleZena je
vrednost od 8,76 logaritamskih jedinica.

Tabela 33. Promena broja BGBU1-4; u siru od UF mleka tokom skladistenja (cfu/g)

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan
CHN&}ZBGB 2,42x10°+0,39  3,56x10°+0,41  537x10°+0,82  5,78x10°+0,68  5,76x10°+0,13
C'J’I‘&EAC;B 2,67x10°40,39  3,90x10°+0,32  5,94x10°0,35  594x10°+0,35  5,63x10°+0,22
C'J’I‘&EAEB 237x10°%0,16  4,18x10%0,75  6,65x10°%0,98  7,28x10°0,86  5,74x10°0,66
CUTzll_lEII\BA(;B 233x10°%0,37  4,38x10%0,75  6,34x10°%40,73  7,22x10°%0,79  534x10°0,48

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 16. Logaritam broja ¢elija BGBU1-4u siru od UF mleka tokom skladiStenja

Analiziraju¢i rezultate sireva sa primenjenim sojem PFMI5654;, uoCava se pad broja u toku perioda
skladiStenja. Nultog dana merenja, vrednost se kretala ~ 8,5 logaritamskih jedinica, da bi 14. dana
skladiStenja, sa blagim padom pH vrednosti sira, broj pao na ~ 7,8 log cfu/g. Znacajnijih razlika u
broju BMK u okviru uzoraka sa razli¢itim polaznim koncentracijama listerije, nije bilo. Poslednjeg
dana pracenja, broj se kretao ~ 7,5 log cfu/g (tabela 34).

Tabela 34. Promena broja PFMI565, u siru od UF mleka tokom skladiStenja (cfu/g)

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 35. dan
CHN%—SPFM' 2,56x10°40,58  1,37x10%+0,18  7,28x10'+0,86  5,38x107+0,45  4,49x10+0,52
Cg'g'é_lEEAFSM' 2,91x10°40,22  1,53x10%+0,11  7,86x10'+0,95 5,68x10'+0,55  3,43x10'+0,62
Cg'g'é_lafﬂzm' 2,83x10°+0,68  1,42x10°+0,21  7,00x10'+0,80  6,04x10'+0,49  3,51x10'+0,40
Cg'glé_lEEAFSM' 3,24x10°40,26  1,20x10°%+0,14  5,82x10"+0,62  5,99x10'+0,35  2,75x10'+0,36

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 17. Logaritam broja ¢elija PFMI565; u siru od UF mleka tokom skladistenja

lako nesto slabiji u odnosu na BGBU1-4, rezultati pracenja vijabilnosti E. durans PFMI5654;
ukazuju na dobro prezivljavanje uslova proizvodnje i skladistenja sira proizvedenog od UF mleka.
Ovakuvi rezultati bi, mogli ukazati na bolju antilisterijsku aktivnost bakteriocinskog soja BGBU1-4,
u siru. Optimalan pH za rast vecine bakterija je oko neutralne pH vrednosti, a pri pH < 5 je Cesto
slabiji (Beresford et al., 2001). Osobina BMK je svakako dobra adaptiranost na uslove sa niskom
pH vrednoSc¢u, uz produkciju antimikrobnih metabolita, Sto im daje prednost u odnosu na ostale
stanovnike sistema. Kombinacija ovih faktora dovela je, posledi¢no, i do smanjenja broja L.
monocytogenes, Sto nije uticalo na bitno smanjenje broja BMK. Do kraja skladistenja, broj BMK se
zadrzao na ~ 8 log cfu/g.

Sagledavajuci rezultate naSeg istrazivanja, uocavaju se rezultati koji su u saglasnosti sa rezultatima
drugih autora. Visok nivo vijabilnih ¢elija starter kultura, u istraZivanju koje su sproveli Radulovi¢
et al. (2011), odrzavao se tokom Citavog perioda zrenja u proizvodnji belog sira u salamuri i Kretao
se ~ 8 log cfu/g. U tipu Quark-sira, tokom 21 dana skladistenja na +4 °C pracenja antilisterijske
aktivnosti, bakteriocin-produkuju¢i L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 se, u
zavisnosti od polazne koncentracije, kretao u opsegu 6,7 - 9,6 log cfu/g (Mirkovic et al., 2020).

5.11.2 Prezivljavanje L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4,s i E. durans
PFMI5654; u kajmaku

Uloga i znacaj BMK u fermentacionim procesima mle¢nih proizvoda, kao i njihov uticaj na razvoj
specificnih senzornih osobina proizvoda, prikazani su u ranijim poglavljima. Dat je osvrt i na
protektivnu ulogu BMK u proizvodima i obezbedenje njihove sigurnosti do kraja roka trajanja.
Jasno je da odrzavanje njihovog broja tokom roka trajanja proizvoda, doprinosi sigurnosti i
ocuvanju pozeljnih senzornih karakteristika. Zbog svog sastava, kajmak predstavlja sredinu koja
pogoduje rastu bakterija mle¢ne kiseline, Jokovic et al. (2008) su iz 6 uzoraka tradicionalnog
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kajmaka sa podrucja Srbije izolovali 349 BMK, medu kojima su preovladavali rodovi Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc i Enterococcus.

U varijantama kajmaka sa aplikovanom bakteriocinskom kulturom BGBU1-4, nakon 7. dana,
konstatovano je odrzavanje visokog broja vijabilnih ¢elija tokom ¢itavog eksperimentalog perioda
(tabela 35). Broj laktokoka u 0. danu kretao se ~ 9,3 log cfu/g, da bi nakon 7 dana vrednost u svim
uzorcima, osim u kontroli pala za ~ 1 log cfu/g. Tokom skladi$tenja, zabeleZena je statisticki
znacajna razlika (za p<0,05) u odnosu na dane prac¢enja. U kontrolnom uzorku, u periodu izmedu 7.
i 14. dana doslo je do pada broja laktokoka za ~ 1 log cfu/g. Do kraja eksperimentalnog perioda,
broj BGBU1-4,: se u svim uzorcima kretao ~ 8 log cfu/g. Nije zabeleZena statisticki znacajna
razlika u broju laktokoka u uzorcima sa L. monocytogenes, $to znaci da razliCite koncentracije
patogena nisu uticale na broj laktokoka u kajmaku.

Tabela 35. Promena broja BGBU1-4i; u kajmaku tokom skladiStenja (cfu/g)

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
BOBULLIONT 5 26x10°4029  560x10%:006  258x10°40,58  3,11x10%:008  2,88x10°40,33
BGBU14 LM3  2,24x10°40,31  4,13x10%+0,82  2,86x10°+0,36  2,86x10°+0,41  2,59x10°+0,54
BGBU14 LM4 2,06x10°+0,43  3,08x10%+0,95  3,05x10%#0,19  3,25x10°+0,78  3,48x10°+0,87
BGBU14 LM5 2,44x10°+0,83  2,82x10%+0,87  2,96x10%+0,88  3,00x10°+0,85  3,34x10°+0,57

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 18. Logaritam broja ¢elija L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4s u
kajmaku tokom skladistenja
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Posmatraju¢i interakciju dana i tretmana, moze se konstatovati da postoji statisticka znacajna
razlika (p < 0,05). Broj laktokoka u uzorcima opada nakon 7 dana, a statisticka znacajnost se vise
moze pripisati efektu perioda skladistenja.

Posmatrajuci broj enterokoka u uzorcima kajmaka tokom 28 dana skladistenja (tabela 36), uocava
se pad za ~ 1 log cfu/g u periodu izmedu 7. i 14. dana skladiStenja, gde postoji statisti¢ki znacajna
razlika (za p < 0,05). Takode, izmedu uzoraka sa razli¢itim koncentracijama patogena, postoji
znacajna razlika. Broj enterokoka se, od 7. do 14. dana, u uzorcima sa pocetnom koncentracijom
listerije 10%, 10* 10°, smanjio za 0,60, 0,51, 0,42 log cfu/g, respektivno. Efekat interakcije dana sa
tretmanima (razli¢ite koncentracije listerije) ima statisticku znacajnost, pa se moze konstatovati da
efekat dana zavisi od broja dodatih ¢elija patogena, odn. postoji medusobna zavisnost.

Tabela 36. Promena broja E. durans PFMI1565¢;, u kajmaku tokom skladistenja (cfu/g)

Uzorak 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
PFMI565_ 1,66x10°+2,99  1,06x10°t0,18  6,03x10%+0,36  3,97x10°+0,73  5,14x10%t1,16
Kontrola
PF'I\_/'I\'/?,Ss— 1,97x10°+0,38  1,55x10°+0,28  3,94x10%+1,10  3,71x10%+0,47  3,39x10%+0,52
PF'I\_/'I\'/?fs— 2,12x10°0,34  1,72x10°+0,68  5,18x10%t1,17  6,09x10%+1,12  4,63x10°+0,56
PF'I\_/'I\'/?SGES— 1,81x10°+0,17  1,31x10°t0,08  5,10x10%+1,17  6,04x10%+1,03  5,30x10%+0,90

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 19. Logaritam broja ¢elija E. durans PFMI565; u kajmaku tokom skladistenja
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Bez obzira na konstanan pad broja enterokoka, kao i postojanje statisticki znac¢ajne interakcije dana
i razlicitih koncentracija patogena u uzorcima, broj enterokoka u uzorku do kraja perioda
skladistenja kajmaka ostao je na nivou 8,5 - 8,72 logaritamske jedinice. Uzimajuci u obzir dobro
inhibitorno dejstvo prema listeriji, koje je pokazao PFMI565¢,, moze se izvesti zakljuc¢ak da bi
primena ovog antilisterijski aktivnog soja u sredini kao sto je kajmak, mogla biti opravdana.
Mehanizam njegovog inhibitornog dejstva na L. monocytogenes mogao bi biti predmet daljih
istrazivanja.

5.11.3 Prezivljavanje L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 1 E. durans
PFEMI565g u lososu

Iz tabelarnog prikaza rezultata pracenja vijabilnosti bakteriocin-produkujuceg soja u lososu, tokom
petnaestodnevnog skladi$tenja na temperaturi rashladivanja (tabela 37), uocava se konstantnost u
broju cfu/g. Nije bilo statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u broju laktokoka. Razli¢ite pocetne
koncentracije listerije u uzorcima, nisu uticale na broj BGBU1-4:. Vrednosti su se kretale u
intervalu 8,27 - 8,40 log cfu/g. Dobro prezivljavanje laktokoka u uslovima proizvoda od ribe
navode i drugi autori. Saithong et al. (2010) navode prezivljavanje BMK u tajlandskoj
fermentisanoj susenoj ribi >’plaa som”’, gde se njihov broj, od inicijalnih 10*°, nakon 20 nedelja
skladiStenja na +4 °C, kretao izmedu 10° i 10° cfu/g, u zavisnosti od nacina susenja.

Tabela 37. Promena broja BGBU14is u lososu tokom skladistenja (cfu/g)

Uzorak 0. dan 3.dan 7. dan 11. dan 15. dan
E/SBU“—L 2,22x10°%40,27  2,54x10°+0,23  2,21x10°#0,20  1,89x10°+0,11  1,92x10°+0,09
EAEBU“—L 2,41x10°%0,31  2,47x10°+0,31  2,12x10°+0,12  1,89x10°+0,11  1,91x10°+0,11
EAC;BU“—L 2,26x10°40,22  2,58x10°+0,22  2,07x10°0,07  1,90x10°+0,21  2,09x10°+0,05
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Grafikon 20. Logaritam broja ¢elija BGBU -4t u lososu tokom skladistenja

Takode, protektivne kulture BMK su primenjene u jelu od susenog lososa, gde su 14. dana, dostigle
maksimalnu vrednost 8,9 - 9,5 log cfu/g, da bi se, do kraja eksperimentalnog perioda, 21. dana,

zabelezio pad broja do 7,1 log cfu/g (Wiernasz et al., 2020).

Vijabilnost E. durans PFMI565¢, u lososu tokom perioda skladiStenja, prikazana je u tabeli 38.
Uocljiv je pad broja enterokoka od ~ 0,5 log cfu/g u periodu od 3. do 7. dana u svim uzorcima.
Statisticki znacajne razlike medu varijantama sa razli¢itim koncentracijama patogena nije bilo.
Nakon tog perioda, PFMI565¢; je pao 0,1 - 0,2 log cfu/g, sa ukupno postignutim padom broja ~ 0,7

log cfu/g.

Tabela 38. Promena broja E. durans PFMI1565¢;, u lososu tokom skladiStenja (cfu/g)

Uzorak 0. dan 3.dan 7. dan

11. dan 15. dan

PFMI565 LM3  2,14x10°:0,09  2,29x10°+0,05  6,42x10+1,47

4,45x10°+0,52  3,59x107+0,41

PFMI565 LM4 2,06x10°:0,15  2,12x10°+0,12  6,89x10'+1,27

5,19x107+0,55  4,05x107+0,93

PFMI565_LM5  2,12x10°#0,10  2,11x10°+0,15  6,42x10'+1,47

452x10°+0,52  4,44x10'+0,72

srednja vrednost broja ¢elija (cfu/g) + standardna devijacija
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Grafikon 21. Logaritam broja ¢elija E. durans PFMI565¢;, u lososu tokom skladistenja

Sli¢ne rezultate vijabilnosti enterokoka tokom skladistenja beleze i drugi autori. E. faecium ET05
primenjen u simuliranim uslovima hladno dimljenog lososa, od inicijalne koncentracije 10° — 10°
cfu/g tokom perioda skladiStenja na +5 °C dostigao je 10° cfu/g (Tomé et al., 2008). Ve¢ je
napomenuto da uslovi okruzenja mogu bitno uticati na ispoljavanje antimikrobnih svojstava
mikroorganizama, a $to je, svakako, usko vezano za vijabilnost samog soja u odredenoj sredini.
Riba kao matriks se pokazala kao najnepovoljnija sredina za ispoljavanje inhibitornih svojstava
sojeva PFMI5654, i BGBU1-4j, Sto je i razumljivo bududi da sojevi poticu iz drugacije sredine.
Prirodnu sredinu ovih sojeva karakteriSe drugaciji hemijski sastav, nutritivna svojstva, Kkoji
predstavljaju jedan od faktora ispoljavanja njihovih uobicajenih svojstava.
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6. ZAKLJUCAK

Sumiranjem i analizom dobijenih rezultata ovog istrazivanja, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Iz tradicionalnih sireva proizvedenih na teritoriji Republike Srbije, izolovano je 200
sojeva, od kojih je 10 % pokazalo inhibitorno dejstvo prema L. monocytogenes. Na osnovu
intenziteta antilisterijskog delovanja, izabran je izolat PFMI565, naknadno identifikovan kao
Enterococcus durans. Istrazivanju su pridruZzena i dva soja BMK, takode iz tradicionalnih sireva, iz
ranijih istrazivanja: Lactococcus lactis subsp. lactis 563 i Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4.

2. Sojevi su, u prvih 6 h, pokazali slabu acidogenu aktivnost u mleku, pa je zaklju¢eno da
nisu pogodni za primenu u svojstvu starter kulture, ali da postoji dobar potencijal za primenu u
proizvodnji sira kao dodatne protektivne kulture.

3. Produkcija diacetila, potencijani razlog antimikrobnog delovanja BMK, potvrdena je kod
sva tri soja i iznosila je: L. lactis subsp. lactis 563 — 10,42 £+ 0,07; L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis BGBU1-4 — 15,07 £ 2,42; E. durans PFMI1565 — 11,46 + 0,16.

4. Kod sva tri soja detektovana je pozitivna reakcija na produkciju vodonik-peroksida, pa bi
antilisterijski efekat mogao poticati i od ovog jedinjenja.

5. Testiranjem ispitivanih sojeva BMK na antibiotsku rezistenciju, utvrdeno je da je soj E.
durans PFMI565 rezistentan na streptomicin, gentamicin i neomicin, dok je zona inhibicije, koja
ukazuje na senzitivnost soja, uocena kod antibiotika, izuzetno znacajnih u klinickoj praksi:
ampicilina, vankomicina, tetraciklina, penicilina, eritromicina i hloramfenikola. Soj L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis BGBU1-4 nije pokazao rezistenciju ni na jedan testirani antibiotik.

6. Testiranjem antilisterijskog delovanja u modelu sira, autohtoni sojevi BGBU1-4 i
PFMI565 ispoljili su aktivnost u svim varijantama, bez obzira na inicijalnu koncentraciju L.
monocytogenes, pri ¢emu je njihovo najbrze 1 najbolje dejstvo zabeleZeno u uzorcima sa najnizom
inicijalnom koncentracijom L. monocytogenes 10° cfu/g. U tim varijantama, do 14. dana,
delovanjem oba soja postignuto je snizenje prisustva L. monocytogenes ispod nivoa od 100 cfu/g. U
varijanti sa komercijalnom starter kulturom, zabelezen je pad od jedne logaritamske jedinice do
kraja eksperimentalnog perioda, a u kontrolnoj varijanti, vrednost patogena se zadrzala na nivou 3
logaritamske jedinice.

U varijantama sa 10* cfu/g dodate L. monocytogenes delovanjem oba autohtona soja, 21.
dana postignuto je snizenje prisustva L. monocytogenes ispod nivoa od 100 cfu/g. Konstatovana je
statisticki znaCajna razlika izmedu uzoraka sa primenjenim autohtonim sojevima i1 kontrolnog
uzorka, kao 1 uzorka u kom je kao starter kultura koriS¢ena komercijalna starter kultura.

U varijantama sa poc¢etnom koncentracijom L. monocytogenes 10° cfu/ g, 21. dana pracenja,
zabeleZen je najveci pad broja patogenih ¢elija u varijantama sa autohtonim BMK, pri ¢emu su oba
soja postigla sniZavanje broja L. monocytogenes na nivo od 10' cfu/g. U ovom danu, autohtoni
sojevi su postigli drasti¢no snizavanje L. monocytogenes od 4,21 logaritamskih jedinica u odnosu
na pocetni broj, za E. durans PFMI565; i 3,89 log za BGBU1-4i, da bi u poslednjoj tacki pracenja
smanjenje bilo jo$ vece i iznosilo 4,74, odnosno 4,56 log cfu/g, respektivno.

U varijantama sa dodatim 10% i 10* cfu/g L. monocytogenes, u 35. danu nije bilo prisustva
ovog patogena, a u varijanti sa najve¢om koncentracijom L. monocytogenes (10° cfu/ g), broj celija
patogena se na kraju praéenja odrZao na nivou od 10* cfu/g.

7. Pra¢enjem rezultata antilisterijske aktivnosti, u siru od UF mleka, u varijantama sa sve tri
pocetne koncentracije L. monocytogenes, zabelezeno je smanjenje broja patogenih celija tokom
skladistenja. Najbolji rezultat u odnosu na kontrolni sir, u varijantama sa koncentracijom L.
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monocytogenes 10° cfu/g, postignut je 21. dana u uzorcima sa primenjenim BGBU1-4 i
kombinacijom sojeva PFMI565;, i BGBU1-4;ir, pri ¢emu je broj L. monocytogenes bio na nivou 10*
cfu/g. Trend opadanja broja celija L. monocytogenes u svim uzorcima nastavljen je do kraja perioda
pracenja. Poslednji dan karakteriSe pad broja ¢elija L. monocytogenes u svim uzorcima, $to je i
oc¢ekivano, a najveci pad postignut je u uzoraku sa BGBU1-4:. Poredenjem rezultata sa rezultatima
antilisterijske aktivnosti autohtonih sojeva BMK u modelu sira, uocava se nesto sporije delovanje
PFMI565, | BGBU1-4,is u siru od UF mleka.

Varijante sireva sa L. monocytogenes inokulisanom u koncentraciji 10* cfu/g karakterise
najbolje inhibitorno dejstvo soja BGBU1-4,, gde se od pocetka do 21. dana belezi pad od 3,35
logaritamskih jedinica. U 21. danu ovaj soj sniZava broj patogenih éelija L. monocytogenes na 10*
cfu/g, §to je za 1 log bolje u odnosu na ostale uzorke sa autohtonim sojevima BMK, §to se podudara
sa rezultatima njegove antilisterijske aktivnosti u modelu sira, a za 2 logaritamske jedinice bolje u
odnosu na sir sa komercijalnom starter kulturom. Do kraja eksperimentalnog perioda, u svim
uzorcima sa autohtonim sojevima BMK, njihovim antilisterijski delovanjem, snizen je broj ¢elija L.
monocytogenes do zakonski prihvatljive vrednosti (10% cfu/g).

Najznacajniji pad u broju celija L. monocytogenes, u varijantama sireva sa L.
monocytogenes dodatoj u koncentraciji 10° cfu/g, uo¢ava u 14. danu za 2,68 logaritamskih jedinica,
u varijanti sira sa BGBU1-4, a neznatno loSije antilisterijsko dejstvo pokazuje meSavina
autohtonih izolata. Zabelezena je slabija antilisterijska aktivnost PFMI565¢, u odnosu na varijante
BGBU1-4,; i BGBU1-4, PFMI5654; 21. dana pracenja, u uzorcima sa inokulisanim BGBU1-4s i
BGBU1-4; PFMI5654, broj L. monocytogenes snizen je do 10* cfu/g, dok je u varijanti sa
PFMI5654;, zabelezeno 102 cfu/g. Broj ¢elija L. monocytogenes se nakon 35. dana skladiStenja, u
varijantama sa autohtonim sojevima, kretao u vrednostima 1,20 - 2,03 log, dok je u kontrolnoj
varijanti zabelezena vrednost 4,10 log. Moze se zakljuciti da se delovanjem autohtonih sojeva
BGBU1-4,i; | PEMI565,, postize dobra antilisterijska aktivnost u siru od UF mleka, a najbolje
delovanje pokazao je soj BGBU1-4;i; U uzocima sa pocetnim brojem L. monocytogenes 10° cfu/g.

8. Svi sirevi sa ispitivanim autohtonim sojevima, primenjenim u svojstvu dodatne kulture,
dobili su visoke ocene od strane senzornih ocenjivaca. Sir dobijen samo sa komercijalnom starter
kulturom je imao loSije karakteristike u gotovo svim ispitivanim taCkama tokom zrenja i
skladiStenja, tokom c¢itavog perioda pracenja, sa znacajnom razlikom u odnosu na sir proizveden
upotrebom ispitivanih sojeva. Varijante sireva sa PFMI565s i BGBU1-4 u kombinaciji sa
komercijalnim starterom, pokazale su dobra senzorna svojstva, sa procentom maksimalnog kvaliteta
84,40 - 94,60 %, znatno vi§im nego u slucaju sira sa komercijalnom starter kulturom, gde se kretao
u opsegu 56,40 - 85,90 %. Uzimajuéi u obzir rezultate senzorne ocene, moze se ustanoviti da
primena sojeva PFMI565, i BGBU1-4,i, kao dodatnih kultura, pozitivno uti¢e na razvoj senzornih
svojstava sira od UF mleka.

9. Testiranjem antimikrobne aktivnosti autohtonih sojeva u kajmaku, bez obzira na pocetnu
koncentraciju L. monocytogenes, ove varijante pokazale su bolje antilisterijsko delovanje u odnosu
na kontrolu. Kod svih varijanti kajmaka, najbolji rezultati postignuti su 7 - 14. dana, pri ¢emu je, u
varijantama sa poc¢etnom koncentracijom L. monocytogenes 10° cfu/g, najbolju inhibiciju ispoljila
kombinacija sojeva BGBU1-4,: i PFMI15654; sa padom broja L. monocytogenes od 1,21 log cfu/g. U
14. danu, i u uzorcima sa pojedinacno primenjenim autohtonim sojevima BMK, postignuta je
vrednost 10* cfu/g i na tom nivou je ostala do kraja perioda pracenja, §to odgovara Kriterijumima
bezbednosti hrane. Sve tri varijante kajmaka sa autohtonim sojevima pokazale su inhibitorno
dejstvo prema L. monocytogenes sa padom broja od ~ 2 logaritamske jedinice u odnosu na inicijalni
broj, dok je u kontrolnoj varijanti, 28. dana, pad broja iznosio 0,65 logaritamskih jedinica. Najbolju
antilisterijsku aktivnost je dala kombinacija autohtonih sojeva, sa padom od 2,05 log cfu/g u odnosu
na pocetni broj. U kajmaku, kao i u modelu sira, u uzorcima sa sojevima BGBU1-4,is | PFMI5654,
smanjenjen je broj ¢elija L. monocytogenes (inicijalno 10° cfu/g) na 10* cfu/g u 14. danu, dok je u
siru od UF mleka ta vrednost postignuta 21. dana.
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U varijantama kajmaka sa po&etnom koncentracijom L. monocytogenes 10° cfu/g, najveéi
pad u broju L. monocytogenes uocava se u periodu izmedu 7. i 14. dana, u kom su varijante sa
sojem PFMI565¢, i kombinacija PFMI565¢, i BGBU1-4,; ispoljili antimikrobnu aktivnost sa
smanjenjem broja ¢elija L. monocytogenes od 1,78 i 1,42 logaritamskih jedinica. Trend pada broja
¢elija L. monocytogenes nastavljen je do poslednjeg dana eksperimentalnog perioda, sa statisticki
znaCajnom razlikom broja ¢elija patogena u uzorcima sa autohtonim sojevima, u odnosu na
kontrolni uzorak kajmaka. Uocava se statisticki znacajan trend opadanja broja ¢elija patogena u
uzorcima sa sojevima BGBU1-4s i PFMI565¢ u odnosu na kontrolu. Najbolja antilisterijska
aktivnost zabelezena je 28. dana delovanjem kombinacije autohtonih BGBU1-4is i PFMI565¢;, gde
je postignuta vrednost za ~ 2,2 log cfu/g niza od vrednosti broja L. monocytogenes u kontrolnom
uzorku kajmaka.

Uzorke sa podetnim brojem ¢elija L. monocytogenes 10°, od 0. do 21. dana skladistenja, na
nedeljnom nivou, odlikuje pad broja ~ 1 log cfu/g. 28. dana broj c¢elija L. monocytogenes u
varijantama sa autohtonim BMK, je bio na nivou 107 cfu/g, pri Cemu je varijanta sa PFMI565;
postigla nesto bolji efekat, smanjujuéi broj listerije na 2,42 log, a varijanta sa kombinacijom na 2,82
log jedinice, tako da, vrednost propisana Kriterijumima bezbednosti hrane nije postignuta do kraja
eksperimentalnog perioda.

10. U varijantama uzoraka lososa sa BGBU1-4,; dobijeni su bolji rezultati antilisterijske
aktivnosti u odnosu na uzorak sa PFMI565g,. U uzorcima sa najmanjom primenjenom pocéetnom
koncentracijom L. monocytogenes, uticajem kombinacije sojeva BGBU1-4, i PFMI5654;, u 3.
danu, dobijeni su najbolji rezultati antilisterijske aktivnosti, sa smanjenjem broja celija L.
monocytogenes za 1 log, postizuéi nivo od 107 cfu/g na kom se zadrZao do kraja eksperimenta. U
varijanti lososa sa PFMI565¢, u 3. danu se belezi pad od 0,23 log, a potom, pocev od 7. dana,
neveliki porast broja, tako da je u ovoj varijanti broj ¢elija L. monocytogenes bio na nivou od 10°
cfu/g od pocetka do kraja eksperimenta. U uzorcima sa inicijalnim brojem celija L. monocytogenes
10" cfulg, 3. dana, najve¢i pad prouzrokovao je PEMI565«, gde je postigao smanjenje broja
patogenih ¢elija listerije do 10° cfu/g, a u ostalim uzorcima sa autohtonim sojevima BMK, pad do
nivoa 10° cfu/g se dogodio 7. dana. Do kraja perioda skladistenja, broj ¢elija L. monocytogenes u
svim varijantama se odrzao na nivou 10° cfu/g.

U varijantama lososa sa po&etnim brojem L. monocytogenes 10° cfu/g, od 0 - 3. dana, u
svim uzorcima sa autohtonim kulturama, belezi se pad od ~ 1 logaritamske jedinice, pri ¢emu je
najveée smanjenje broja Celija L. monocytogenes zabelezeno delovanjem kombinacije sojeva. Za
period skladistenja 3 - 7. dana, karakteristi¢an je najveci pad u broju patogena pod uticajem soja
PFMI565¢, nakon Cega, broj ¢elija L. monocytogenes raste, opet za ~ 1 logaritamsku jedinicu do
15. dana. Na kraju eksperimentalnog perioda, najbolje inhibitorno dejstvo pokazala je kombinacija
sojeva, sa smanjenjem broja ¢elija patogena za ~ 2 logaritamske jedinice. Generalno se moze izvesti
zakljuCak da su selektovani antimikrobni sojevi ispoljili slabije inhibitorno delovanje prema L.
monocytogenes u uzorcima lososa.

11. Broj testiranih autohtonih sojeva se odrzavao na visokom nivou u svim uzorcima
ispitivane hrane. U siru od UF mleka uocena je bolja vijabilnost autohtonog soja BGBU1-4 u
odnosu na PFMI565¢;, gde se broj laktokoka u poslednjoj tacki merenja kretao ~ 8,7 log cfu/g, dok
je zabelezen pad broja enerokoka od pocetnih ~ 8,5 do ~ 7,5 log. U uzorcima kajmaka, do kraja
perioda skladistenja, broj enterokoka se odrzavao na ~ 8,5 do ~ 8,7 log cfu/g, a broj laktokoka se
kretao u opsegu vrednosti ~ 8,41 do ~ 8,52. Tokom perioda skladiStenja lososa, prezivljavanje
laktokoka bilo je bolje, a broj se, na kraju eksperimentalnog perioda, kretao ~ 8,23 do ~ 8,32 log
cfu/g, u odnosu na broj enterokoka koji je iznosio ~ 7,56 do ~ 7,65 log cfu/g. Razlika u vijabilnosti
sojeva mogla bi predstavljati jedan od razloga za evidentirano bolje antilisterijsko delovanje
laktokoka u odnosu na enterokoke u lososu.

12. Autohtoni sojevi E. durans PFMI565 i L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
BGBU1-4,i; su pokazali inhibitorno delovanje prema L. monocytogenes ATCC19111. Razmatrajuéi
prikazane rezultate, dolazi se do zakljucka da se radi o obecavaju¢im sojevima, sa neospornom
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mogucnoscu primene u proizvodnji hrane. Medutim, priroda antilisterijskog(ih) metabolita soja E.
durans PFMI565 jos uvek nije definisana, jer je ustanovljeno da se ne radi o dejstvu bakteriocina.

Mehanizam inhibitornog delovanja jo$ uvek nije dovoljno ispitan, §to bi moglo biti smernica
za neka buduca istrazivanja, s obzirom da bi sagledavanje ovog problema doprinelo boljoj kontroli
patogena u industrijskoj proizvodnji hrane. Takode, daljim istrazivanjima, neophodno je utvrditi i
prisustvo faktora virulencije, pre nego se soj E. durans PFMI565 primeni u komercijalne svrhe u
svojstvu dodatne protektivne kulture, u proizvodnji hrane.
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8. SPISAK SKRACENICA

BMK - bakterije mle¢ne kiseline

DNK — dezoksi-ribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

rRNK — transportna ribonukleinska kiselina
NCBI — baza podataka

ANOVA - analiza varijanse

UF — ultrafiltracija

ATCC — american type culture collection

GMP — dobra prozvodacka praksa

GHP — dobra higijenska praksa

HACCP — analiza rizika i kriti¢ne kontrolne tacke
PCR — polimerazna lancana reakcija

EPS — egzopolisaharidi

HSS — uredaj za staticko headspace uzorkovanje
GC —gasna hromatografija

ECD - detektor sa zahvatom elektrona
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HN3jaBa 0 ayTopcTBY

Mwme n npesnme aytopa MapuHa NeaHosuh

Bbpoj nigekca 4-TX150004

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBom

nOTeHLWIjaﬂ npuMeHe ayTOXTOHUX 6aKTepMja MIieyHe KucesrqimHe Kao aHTMﬂI/ICTepMjCKVIX
Kyntypa y npoun3sogmwbun XpaHe
e pe3ynTtat CONnCTBeHOr UCTPpaXXMBa4Kor pana;

e [a aucepTauMja y UENWHWM HU Yy [enoBuma Huje Guna npearnoxeHa 3a cTuuake apyre
Avnnome npema CTyaujcKMM nporpamuma ApyrMx BUCOKOLLIKOMCKMX YCTaHOBA;

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaEeHU 1

e [la HMCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaea U KOpUCTMo/Na MHTENEKTyanHy CBOjUHY APYrvX nuua,

MoTnuc aytopa

Y beorpagay,
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MN3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JOKTOPCKOT pajaa

Mwme n npesume aytopa MapuHa NBaHoBuh
Bbpoj nigekca 4-TX150004
Cryamnjcku nporpam [NpexpambeHa TexHonormja

Hacnoe papa MoTeHuMjan npuMeHe ayTOXTOHWX OakTepuja MIleYHe KWUCemnuHe Kao
AHTUNNCTEPWjCKUX KyNTypa Y NPON3BOAHM XpaHe

MeHnTop [Mpodp. ap 3opuua Pagynosuh

MsjaBreyjem ga je wrtamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNEKTPOHCKO] BEP3MjU KOjy
cam npegao/na pagun noxpawera y AiurutanHom penosutopujymy YHusepsuteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objase Moju NUYHM Nodaum Be3aHun 3a gobujartbe akageMcKor Hasusa JoKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3nme, roguHa n mecto pohena n gatym oabpaHe paga.

OBM nnyHKM nogaum mory ce 06jaBUTM Ha MpPEXHUMM CTpaHuuama gurutanHe bubnuoteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

NMoTnuc aytopa

Y beorpagay,
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N3jaBa o0 kopumnhewy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky bubnmnoteky ,Ceeto3sap Mapkosuh® ga y AurntanHu penosnTtopujym
YHuBep3suTeTa y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AvucepTaumjy nod HacnoBoOM:

MoTeHumjan npuMeHe ayTOXTOHUX OGakTepuja MrieYHe KUCENIMHE Kao aHTUITUCTEePUjCKUX
KynTypa y NpousBOAHMU XpaHe

Koja je Moje ayTopCcKo aerno.

OucepTauujy ca cevM Npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCKoM dopmaty norogHoM 3a TpajHo
apxuBumpatse.

Mojy [okTopcky AucepTaumjy noxpaweHy y [HOurutanHom penosuTtopujymy YHuBepsuTeta y
Beorpagy n poctynHy y OTBOPEHOM MpUCTYNy MOry Oa KOpUCTE CBWU KOju nowTyjy oapenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHumue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
oany4duo/na.

1, AyTtopcteo (CC BY)

2, AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3, AytopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4, AyTOpCTBO — HEeKomepuwmjanHo — genutn nog nctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5, AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6, AytopcTBO — genuTtu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monnmo ga 3aoKpyXute camo jegHy o LWeCT NOHYHeHNX nuueHuun.

KpaTtak onvc nuueHum je cactaBHU 4e0 OBE u3jase).

MoTnuc aytopa

Y beorpagay,
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1. AytopcTtBOo. [lo3BO/baBaTe YMHOXaBawbe, OMCTPpUOYLMjy M jaBHO caonwiTaBawe gena, u
npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe ayTtopa wunu gasaoua
nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHWja o CBUX NULEHUMN.

2. AytopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BosbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPUMOYyUMjy W jaBHO
caonwiTaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ofpefleH of cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HEKOMepuUujanHo — 6e3 npepaaa. [lo3sorbaBaTe YMHOXaBawbe, AUCTpUbyLmjy n
jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, NnpeobnukoBaka unu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce HaBede MMe ayTopa Ha HaudvH ogpeheH oa cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. Osa
nvueHua He o3BoSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM
NMUEHLOM ce orpaHuyvaBa Hajsehu obmm npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HeKoMepuujariHO — AenMTU noa WUCTUM  ycroBuma. [losBorbaBaTe
YMHOXaBahe, AucTpubyumnjy u jaBHO caonwitaBawe aena, u npepage, ako ce Hasege uMme aytopa
Ha Ha4vH ogpeheH oA CcTpaHe ayTopa uUnu gaBaola NuUeHue 1 ako ce npepaga aAnctpubyupa nog,
NCTOM MnNn cnuyHoMm nuueHuom. OBa nuueHua He 003BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena u
npepaaa.

5. AyTtopcTBo — 6e3 npepaga. [Jo3aBorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLIM]Y U jaBHO caonluTaBaHe
fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Wnn ynotpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBeae vme
ayTopa Ha HauvH ofpefeH od cTpaHe ayTopa unu AaBaoua nuueHue. OBa nuueHua A03BorbaBa
koMepumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — OenuTU nop UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBake, AUCTPUOYLUjY 1
jaBHO caoniiTaBatbe Aena, v Npepae, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe
aytopa unu gaBaoua nuUeHLe M ako ce npepaga AMCTpuOyupa nod WCTOM MU CIIMYHOM
nuueHuom. OBa nuueHUa [O03BOfbaBa KoMepuujanHy ynoTpeby aena u npepaga. CnudHa je
CO(OTBEPCKMM NULIEHLIAaMa, OIHOCHO NULIEHLIamMa OTBOPEHOT koaa.
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