
 

 

УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ 

ПРИРОДНО-МАТЕМАТИЧКИ ФАКУЛТЕТ 

ИНСТИТУТ ЗА БИОЛОГИЈУ И ЕКОЛОГИЈУ 

 

 

 

МИРЈАНА Ж. ГРУЈОВИЋ 

 

 

ФИЗИОЛОШКА КАРАКТЕРИЗАЦИЈА БАКТЕРИЈА МЛЕЧНЕ КИСЕЛИНЕ 

ИЗОЛОВАНИХ ИЗ АУТОХТОНОГ СИРА JУГОИСТОЧНЕ СРБИЈЕ И 

ЕВАЛУАЦИЈА ЊИХОВИХ БИОТИЧКИХ ПОТЕНЦИЈАЛА 

 

 

ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА 

 

 

 

Ментор: Професор др Љиљана Р. Чомић 

 

 

 

Крагујевац, 2019. 



I Аутор  

 

Име и презиме: Мирјана Грујовић  

Датум и место рођења: 18.01.1990. године, Крагујевац, Србија  

Садашње запослење: истраживач-сарадник на пројекту ИИИ 41010, Природно-

математички факултет, Универзитет у Крагујевцу  

 

II Докторска дисертација  

 

Наслов: Физиолошка карактеризација бактерија млечне киселине изолованих из 

аутохтоног сира jугоисточне Србије и евалуација њихових биотичких потенцијала  

Број страница: 212, Број слика: 19, Број табела: 29, Број графика: 10 

Број библиографских података: 326  

Установа и место где је рад израђен: Природно-математички факултет, Крагујевац  

Научна област (УКД): Биологија – Микробиологија (Микробиологија хране)  

Ментор: др Љиљана Чомић, редовни професор, Природно-математички факултет, 

Крагујевац  
 

III Оцена и одбрана  

 

Датум пријаве теме: 28.08.2017. године  

Број одлуке и датум прихватања теме докторске дисертације: 870/ХI-3 од 22.11.2017. 

године; IV-01-1124/8 од 13.12.2017. године  

Комисија за оцену научне заснованости теме и испуњености услова кандидата: 630/XIX-

3 од 30.08.2017. године; IV-01-827/13 од 18.10.2017. године  

1. др Љиљана Чомић, редовни професор, Природно-математички факултет у 

Крагујевцу, ужа научна област: Микробиологија  

2. др Олгица Стефановић, доцент, Природно-математички факултет у Крагујевцу, ужа 

научна област: Микробиологија  

3. др Зорица Стојановић - Радић, ванредни професор, Природно-математички 

факултет у Нишу, ужа научна област: Експериментална биологија и биотехнологија  

 

Број одлуке и датум прихватања докторске дисертације:  

 

Комисија за оцену и одбрану докторске дисертације:  

 

1. др Сунчица Коцић - Танацков, доцент, Катедра за инжењерство конзервисане хране, 

Технолошки факултет, Универзитет у Новом Саду, ужа научна област: Прехрамбенo 

инжењерство (председник комисије); 

2. др Олгица Стефановић, доцент, Институт за биологију и екологију, Природно-

математички факултет, Универзитет у Крагујевцу, ужа научна област: Микробиологија  

3. др Ивана Радојевић, виши научни сарадник, Институт за биологију и екологију, 

Природно-математички факултет, Универзитет у Крагујевцу, ужа научна област: 

Биологија 

 

Датум одбране дисертације: 

 

 

 

 



МЕНТОР  

 

 

 

________________________________________  

др Љиљана Чомић, редовни професор  

Природно-математички факултет  

Универзитет у Крагујевцу  

Ужа научна област: Микробиологија 

 

 

 

  

КОМИСИЈА  

 

 

 

 

 

___________________________________ 

др Сунчица Коцић - Танацков, доцент 

Катедра за инжењерство конзервисане хране 

Технолошки факултет 

Универзитет у Новом Саду 

Ужа научна област: Прехрамбенo инжењерство 

 

 
 

 

___________________________________ 

др Олгица Стефановић, доцент 

Институт за биологију и екологију 

Природно-математички факултет 

Универзитет у Крагујевцу 

Ужа научна област: Микробиологија 

 

 

 

 

___________________________________ 

др Ивана Радојевић, виши научни сарадник 

Институт за биологију и екологију 

Природно-математички факултет 

Универзитет у Крагујевцу 

Ужа научна област: Биологија 

 

 

 

 



 

ЗАХВАЛНИЦА  

 

 

 

Приложена докторска дисертација је урађена на Институту за биологију и екологију 

Природно-математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу. 

 

Овом приликом желим да се захвалим свом ментору,  

проф. др Љиљани Чомић, на указаној прилици, стрпљењу, саветима и  

неизмерној подршци  током израде ове докторске дисертације. 

 

Захваљујем се члановима Комисије,  

др Сунчици Коцић - Танацков, др Олгици Стефановић и др Ивани Радојевић  

на уложеном труду и корисним саветима и сугестијама приликом израде и  

писања докторске дисертације. 

 

Највећу и посебну захвалност дугујем члановима своје породице, 

нарочито оцу, мајци, брату и Сузи,  

као и свим пријатељима, а посебно Каћи, Зоки, Мирку и Ћупи, 

мом Ненаду, 

на њиховој безусловној љубави, стрпљењу, 

 и подршци коју су ми пружили 

и што су увек веровали у мене. 

 

Марку..... 

 

Захвалност дугујем и Министарству просвете, науке и технолошког развоја  

Републике Србије на стипендирању током прве дve године докторских студија. 

 

 

Мирјана Грујовић 



САДРЖАЈ 

 

 

ИЗВОД.......................................................................................................................................I 

SUMMARY..................................................................................................................... .......IV 

ЛИСТА СЛИКА.................................................................................................................. .VI 

ЛИСТА ТАБЕЛА...............................................................................................................VIII 

ЛИСТА ГРАФИКА...............................................................................................................X 

1. УВОД.....................................................................................................................................1 

2. ПРЕГЛЕД ЛИТЕРАТУРЕ.................................................................................................4 

2.1. Основне карактеристике родова бактерија млечне киселине........................................5 

2.2. Значај природних изолата...............................................................................................12 

2.3. Пробиотици, пребиотици и симбиотици........................................................................14 

2.4. Фактори који утичу на активност пробиотика...............................................................18 

2.5. Бактерије млечне киселине као пробиотици.................................................................19 

2.6. Mетаболички продукти бактерија млечне киселине и њихова антимикробна 

активност.................................................................................................................................23 

3. ЦИЉЕВИ РАДА................................................................................................................28 

4. МАТЕРИЈАЛ.....................................................................................................................30 

4.1. Сокобањски сир.............................................................................................................. . 31 

4.2. Микробиолошке подлоге................................................................................................32 

4.3. Раствори и реагенси..................................................................................................... ....36 

5. МЕТОДЕ.............................................................................................................................39 

5.1. Узорковање сира..............................................................................................................40 

5.2. Испитивање хемијских карактеристика сира................................................................40 

5.2.1. Одређивање количине вoдe у сиру.................................................................. 40 

            5.2.2. Одређивање садржаја масти у сиру................................................................ 40 

5.2.3. Одређивање киселости сира.............................................................................41 

5.2.4. Одређивање pH вредности сира.......................................................................41 

5.2.5. Одређивање садржаја натријум хлорида (NaCl) у сиру.................................42 

5.3. Методе микробиолошких испитивања..........................................................................42 

5.3.1. Припрема узорака сира за изолацију и одређивање укупног броја 

вијабилних бактерија млечне киселине и укупног броја аеробних мезофилних 

бактерија......................................................................................................................42 



5.3.2. Изолација и идентификација бактерија млечне киселине.............................43 

5.3.4. МАЛДИ-ТОФ масена спектрофотометрија у идентификацији бактерија 

млечне киселине.........................................................................................................52 

5.3.5. Прелиминарно испитивање антимикробног потенцијала изолованих 

бактерија млечне киселине........................................................................................53 

5.4. Методе за евалуацију бактерија млечне киселине као пробиотика.............................55 

5.4.1. Испитивање способности преживљавања у гастроинтестиналном 

тракту...........................................................................................................................55 

5.4.2. Способност синтезе биогених амина..............................................................56 

5.4.3. Способност раста бактерија у присуству фенола...........................................57 

5.4.4. Испитивање способности синтезе хемолизина на крвном агару..................57 

5.4.5. Испитивање осетљивости изолата на антибиотике........................................58 

5.4.6. Способност асимилације различитих шећера................................................59 

5.4.7. Способност аутоагрегације и коагрегације изолата.......................................60 

5.4.8. Способност бактерија млечне киселине за формирање биофилма...............60 

5.4.9. Микробиолошка адхезија са различитим врстама растварача......................62 

5.4.10. In vitro испитивање способности адхезије изолата за епител танког црева 

свиње........................................................................................................................... 62 

5.5. Испитивање ензимске активности бактерија млечне киселине..................................64 

5.5.1. Добијање ферментационе течности бактерија млечне киселине..................64 

5.5.2. Одређивање активности киселе и алкалне инвертазе....................................65 

5.5.3. Одређивање активности алкалне протеазе.....................................................66 

5.5.4. Одређивање активности алкалне фосфатазе...................................................68 

5.5.5. Oдређивање активности α-амилазе.................................................................70 

5.5.6. Одређивање укупне количине протеина.........................................................71 

5.6. Испитивање утицаја еколошких фактора на планктонски раст бактерија млечне 

киселине..................................................................................................................................72 

5.6.1. Ефекат синергистичког деловања различитих pH и температуре на раст 

бактерија......................................................................................................................73 

5.6.2. Ефекат синергистичког деловања различитих концентрација соли и 

температуре на раст бактерија...................................................................................73 

5.7. Статистичке методе.........................................................................................................74 

 

 



6. РЕЗУЛТАТИ......................................................................................................................75 

6.1. Хемијске карактеристике сокобањског сира.................................................................76 

6.2. Квантитативни састав заједнице бактерија у сокобањском сиру................................76 

6.3. Физиолошка карактеризација и идентификација изолованих бактерија млечне 

киселине..................................................................................................................... .............78 

6.4. Антимикробни потенцијал изолованих бактерија млечне киселине...........................86 

6.5. Испитивање пробиотског потенцијала изабраних бактерија млечне киселине..........91 

6.6. Ензимска активност испитиваних изолата бакрерија млечне киселине....................111 

6.7. Утицај еколошких фактора на раст изолованих бактерија млечне киселине............113 

7. ДИСКУСИЈА...................................................................................................................120 

7.1. Антимикробни потенцијал изолованих бактерија млечне киселине.........................124 

7.2. Пробиотски потенцијал изабраних бактерија млечне киселине................................126 

7.3. Ензимска активност бактерија млечне киселине........................................................132 

7.4. Утицај еколошких фактора на раст изолованих бактерија млечне киселине............134 

8. ЗАКЉУЧЦИ....................................................................................................................136 

9. РЕФЕРЕНЦЕ...................................................................................................................141 

10. ПРИЛОЗИ......................................................................................................................172 

 



I 

 

ИЗВОД 

 

            У овом рукопису, испитaнo је и утврђено присуство и физиолошке 

карактеристике бактерија млечне киселине (БMK) изолованих из традиционално 

произведеног сира из југоисточне Србије (подручје Сокобање). Три узорка, из 

различитих сеоских домаћинстава, узоркована су током пролећа, лета и јесени. Испитане 

су хемијске карактеристике узорака сира. Идентификација БМК је извршена 

коришћењем биохемијских тестова и МАЛДИ-ТОФ масене спектрофотометрије. 

Утврђен је антимикробни потенцијал у односу на раст Escherichia coli ATCC 25922 и 

Proteus mirabilis ATCC 12453, као и на раст неких Грам-негативних бактерија, 

изолованих из истог сира (Klebsiella oxytoca KGPMF1, Klebsiella ornithinolytica KGPMF8 

и Aeromonas hydrophila KGPMF64), коришћењем методе дифузије из бунарића у агар. За 

даље истраживање, одабрано је 16 изолата, на основу претходно истражених и 

утврђених биохемијских карактеристика и антимикробног потенцијала у односу на 

изабране ентеробактерије. Извршена је процена пробиотског потенцијала одабраних 

БМК (толеранција на различите гастроинтестиналне услове и осетљивост на клинички 

релевантне антимикробне агенсе). Испитан је утицај различитих врста шећера на раст 

изолованих БМК, способност формирања биофилма, способност бактерија да се везују 

за раствараче и епителне ћелије танког црева свиње, као и способност ауто- и 

коагрегације између њих и клиничког изолата Escherichia coli. Активност ензима (кисела 

и алкална инвертаза, алкална фосфатаза, алкална протеаза, инвертаза) као и укупна 

концентрација протеина у ферментационој течности је измерена 

спектрофотометријском методом. Процењен је утицај различитих температура у 

синергизму са различитим pH и концентрацијама соли на планктонски раст изолата 

БМК. 

Према проценту масноће у сувој материји, сокобањски сир припада пуномасној 

групи сирева, док према садржају влаге у материји без масноће, сокобањски сир припада 

киселој групи сирева. Бројност бактерија је зависила од сезоне, домаћинства и врсте 

подлоге која се користила за изолацију и бројање. Идентификована су четири различита 

рода БМК (Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus и Streptococcus). У оквиру рода 

Lactobacillus идентификовани су Lb. fermentum, Lb. brevis и Lb. plantarum. У оквиру рода 

Lactococcus идентификованини су L. lactis subsp. lactis и L. lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylactis. У оквиру рода Enterococcus идентификовани су E. faecium, E. faecalis, E. 



II 

 

hirae и E. durans. У оквиру рода Streptococcus идентификовани су S. uberis и S. agalactiae. 

Сви тестирани изолати, осим изолата из рода Streptococcus, показали су добру 

ацидифкациону способност у стандардном и обогаћеном млеку. Тестирани изолати су 

инхибирали раст бар једне од пет индикаторских врста, са пречником зоне инхибиције 

од 10 до 26 mm. 

S. uberis (7 изолата) и S. agalactiae (1 изолат) су изоловани из сира узоркованог 

током лета. Тестирани Streptococcus изолати су показали осетљивост на тетрациклин, 

хлорамфеникол, новобиоцин и рифампицин, са пречником зоне инхибиције од 36 до 48 

mm. Због специфичности традициналног начина производње сокобањског сира, сматра 

се да су ови изолати доспели у млеко, а касније у сир са вимена крава. 

Изабрани изолати БМК су показали толеранцију на симулиране 

гастроинтестиналне услове и осетљивост на антибиотике, посебно на ампицилин (МИК 

на 0,195 μg mL-1 за лактобациле; од 0,195 – 3,125 μg mL-1 за лактококе; од 0,19 – 2,5 μg 

mL-1 за ентерококе). Способност формирања биофилма изолата БМК је била изолат 

специфична. Највећи проценат адхезије је детектован са хлороформом, док је адхезиона 

способност одабраних изолата на епител танког црева свиње у корелацији са 

резултатима адхезионе способности према растварачима. Способност аутоагрегације 

изолата је била јака. Lactobacillus spp. су показали снажну коагрегацију са E. coli, док је 

коагрегација изолата из родова Lactococcus и Enterococcus била изолат специфична. Сви 

изолати из рода Lactobacillus су показали активност протеазе, амилазе и алкалне 

фосфатазе, док активност киселих и алкалних инвертаза није уочена. Изолати из рода 

Lactococcus су показали активност протеазе, киселe инвертазе и алкалне фосфатазе, осим 

изолата KGPMF50, који није показао активност алкалне фосфатазе. Изолати из рода 

Enterococcus су показали слабу и изолат специфичну ензимску активност. Протеини су 

детектовани у ферментационој течности свих изолата. Изолати из родова Lactobacillus и 

Lactococcus су показали већу толеранцију на киселу pH, док су изолати из рода 

Enterococcus били толерантнији на базну pH, на 37°С. Температура на 4°С је била 

лимитирајући фактор за раст свих тестираних изолата. Ограничавајући фактори за 

планктонски раст изолата из родова Lactobacillus и Lactococcus су били базна pH, 

концентрација соли изнад 6,5% и температура на 20°С. Ограничавајући фактори за раст 

изолата из рода Enterococcus су били кисела pH, концентрација соли око 8% и 

температура на 20°С. У комбинацији са 8% соли и температуром од 20°С, само су 

изолати из рода Lactococcus показали минималану способност раста, док изолати из рода 

Lactobacillus нису показали способност раста. 



III 

 

Резултати су указали на потенцијална пробиотска својства БМК изолованих из 

сокобањског сира и отворила могућност за даља истраживања и потенцијалну примену 

у млечној индустрији. Изолати су углавном показали високу толеранцију на екстремне 

услове који владају у гастроинтестиналном тракту, осетљивост на антибиотике, као и 

способност преживљавања у присуству фенола. Изолати нису показали способност да 

синтетишу хистамин и тирамин, што је пожељна карактеристика при избору могућих 

пробиотика или стартер култура. На основу резултата способности адхезије и 

агрегације, издвојили су се изолати Lb. fermentum KGPMF28, Lb. fermentum KGPMF29, 

Lb. brevis KGPMF35 и L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactic KGPMF57, који су 

показали потенцијал за употребу и будућа истраживања. 
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SUMMARY 

 

In this paper, the presence and physiological characteristics of lactic acid bacteria 

(LAB) isolated from traditionally made cheese from Southeastern Serbia (Sokobanja area) 

were examined. Three samples, from different households, were obtained during the spring, 

summer and autumn. Chemical characteristics of cheese samples were examined. Identification 

of LABs was done by using the biochemical tests and MALDI-TOF mass spectrometry. The 

antimicrobial potential on the growth of Escherichia coli ATCC 25922 and Proteus mirabilis 

ATCC 12453 as well as on the growth of some Gram‐negative bacteria, isolated from the same 

cheese (Klebsiella oxytoca KGPMF1, Klebsiella ornithinolytica KGPMF8 and Aeromonas 

hydrophila KGPMF64) was examined by using agar-well diffusion method. The 16 isolates were 

chosen for further investigation, according to the previously investigated biochemical 

characteristics and antagonistic potential against enterobacteria isolated from the same cheese. 

The evaluation of the probiotic potential of chosen LABs (tolerance to different gastrointestinal 

conditions and sensitivity to clinically relevant antimicrobial agents) was evaluated. The effect 

of different type of sugars on the growth of isolated LAB, was examined. The ability of biofilm 

formation of LAB, the ability of bacteria to adhere to solvents and to pig intestinal epithelium, 

as well as the ability of auto- and co-aggregation between them and Escherichia coli clinical 

isolate, were investigated. The enzymatic activities (acid and alkaline invertase, alkaline 

phosphatase, alkaline protease, invertase) as well as the total concentration of protein in 

fermentation liquid were measured by using the spectrophotometry method. The effect of 

different temperature in synergism with different pH and salt concentration, on the ability of 

planktonic growth of selected LAB, was also evaluated.   

According to the fat in dry matter, the cheese belong to full-fat, while according to 

moisture in nonfat substance in acid-curd soft cheese group. The number of viable bacterial 

cells showed seasonal, household and type of substrate dependence. Briefly, four different 

genera of LAB (Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus and Streptococcus) were identified. 

The members of the genus Lactobacillus were Lb. fermentum, Lb. brevis and Lb. plantarum. 

The members of the genus Lactococcus were L. lactis subsp. lactis and L. lactis subsp. lactis 

biovar. diacetylactis. The members of the genus Enterococcus were E. faecium, E. faecalis, E. 

hirae and E. durans. The members of genus Streptococcus were S. uberis and S. agalactiae. 

All tested isolates, except the members of genus Streptococcus, showed good acidification 

ability in pure and enriched milk. Tested isolates inhibited the growth of at least one indicator 

strain. Diameter of the growth inhibition zone was from 10 to 26 mm. 
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S. uberis (7 isolates) and S. agalactiae (1 isolate) were isolated from the cheese samples 

taken in summer. All isolates were susceptible to tetracycline, chloramphenicol, novobiocin 

and rifampicin, with a growth inhibition zone from 36 – 48 mm. Due to the specific making of 

cheese from Sokobanja, these isolates are, probably, originating from cows’ udders. 

Chosen isolates were tolerant to the simulated gastrointestinal condition and showed 

sensitivity to antibiotics, especially to ampicillin (MIC at 0.195 μg mL-1 for lactobacilli; from 

0.195 – 3.125 μg mL-1 for lactococci; from 0.19 – 2.5 μg mL-1 for enterococci). The sugar 

metabolism and the ability of biofilm formation of LABs were strain specific. The highest 

percentage of adhesion was detected with chloroform, while the adhesion ability of selected 

isolates to pig intestinal epithelium was in the correlation with the results of adhesion ability to 

solvents. The auto-aggregation ability of isolates was strong. Lactobacillus spp. demonstrated 

hight co-aggregation with E. coli, while co-aggregation of Lactococcus spp. and Enterococcus 

spp. was strain specific. All Lactobacillus isolates showed the protease, amylase and alkaline 

phosphatase activity, while the activity of acid and alkaline invertase was not observed. The 

Lactococcus isolates showed the protease, acid invertase and alkaline phosphatase activity, 

except KGPMF 50 isolate, which showed no alkaline phosphatase activity. Tested 

Enterococcus isolates showed weak and strain specific enzymatic activity. The proteins were 

detected in the fermentation liquid of all isolates. Tested Lactobacillus and Lactococcus 

isolates showed tolerance to acidic pH, while Enterococcus isolates showed tolerance to basic 

pH, at 37°C. Temperature at 4°C was limiting factor for the growth of all tested bacteria. The 

limiting factors for the planktonic growth of Lactobacillus and Lactococcus isolates were basic 

pH, salt concentration above 6.5% and temperature at 20°C. The limiting factors for the growth 

of Enterococcus isolates were acidic pH, salt concentration around 8% and temperature at 

20°C. In combination of 8% of salt and 20°C, only Lactococcus isolates showed minimal 

growth, while Lactobacillus isolates showed no growth at all. 

These results indicated the potential probiotic properties of the LABs isolated from 

Sokobanja cheese and give evidence for further potential application in the dairy industry. 

Isolates mostly showed a high tolerance to extremes of gastrointestinal conditions, sensitivity 

to antibiotics, as well as the ability of surviving in the presence of phenol. They showed no 

ability to synthesize histamine and tyramine, which is desirable characteristic when selecting 

possible probiotics or starter cultures. Based on the results of adhesion and aggregation ability, 

Lb. fermentum KGPMF28, Lb. fermentum KGPMF29, Lb. brevis KGPMF35 and L. lactis 

subsp. lactis biovar. diacetylactic KGPMF57 isolates showed the potential for usage and 

future investigation.  
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схрана савременог човека подразумева унос различитих 

ферментационих производа, добијених биотехнолошким 

процесима, уз испуњење високог нивоа квалитета и безбедности 

хране. Поред ферментационих производа добијених у савременим 

прехрамбеним индустријама, у исхрани су присутни и 

ферментисани производи који се добијају у локалним заједницама (домаћинствима), на 

традиционалан начин, и најчешће су географски локализовани. Традиционални 

прехрамбени производи се добијају устаљеним, старинским поступцима у оквиру 

домаћинстава одређеног географског подручја, користе се у исхрани локалног 

становништва и представљају на манифестацијама посвећеним гастрономији и култури 

одређене регије. Начин прављења традиционалних производа је прецизно и специфично 

израђен према гастрономском наслеђу, са мало или без промена у поступку производње. 

Обично се преноси са генерације на генерацију. Овакви производи су познати по својим 

сензорним особинама и повезани су са културом и традицијом локалних подручја у 

којима се производе (Guerrero et al., 2009). Сиреви направљени од непастеризованог, 

сировог млека се у великој мери уклапају у опис традиционалних производа, јер се 

производе у конкретно дефинисаном географском подручју, користећи специфична 

знања и вештине домаћег становништва. Guerrero et al. (2009) указују да се термин 

„традиционални сир“ може користити и за сиреве произведене на фармама или у малим 

млекарама, које користе пастеризовано млеко инокулисано са различитим врстама 

стартер култура (микробиолошким или хемијским). 

Неки од бактеријских сојева присутни у непастеризованом млеку (аутохтони 

и/или стартер сојеви) могу се умножавати, преживети и чак постати доминантни током 

процеса производње сира. Та способност најчешће зависи од метаболичког потенцијала 

микроорганизма и могућности испољавања тог потенцијала, што у великој мери зависи 

од услова животне средине и од саме врсте (чак и соја у оквиру врсте). Микробиолошка 

заједница млека и сирева се, у току свог развоја, сусреће са различитим условима 

животне средине у којој треба да опстане. Биохемијски састав млека, модификација 

млека загревањем до одређене температуре и додавање стартера, који доводи до 

закишељавања, технолошки процес зрења сира (сољење, температура, релативна 

влажност), као и састав ваздуха у просторији у којој се сир налази, су фактори који 

доводе до промена у заједници микроорганизама током процеса прављења и зрења сира 

(Callon et al., 2011a). Познато је да се заједница микроорганизама на површини и унутар 

сира разликује код различитих врста сирева и да зависи од временског периода када се 
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сир производи. На микробиолошку заједницу сира утиче сложена и слабо проучена 

мрежа интеракција, која укључује биотичке факторе (састав микробиолошке заједнице 

у зависности од врсте сира и нивоа зрелости, равнотежа популација, итд.) и абиотичке 

факторе, од којих су најзначајнији физичко-хемијски састав и структура млека од кога 

се сир прави  –  pH, aw (активност воде), редокс потенцијал, количина натријум-хлорида 

(NaCl), присуство или одсуство гаса (CO2), анаеробиоза, (не)дисосоване киселине, 

амино киселине, масне киселине и производи њиховог катаболизма, мали пептиди и 

извор угљеника као и физичко-хемијске особине простора у коме се сир налази (Charlet 

et al., 2009; Irlinger & Mounier, 2009; Callon et al., 2011a, 2011b). 

Сиреви произведени на традиционалан начин, направљени од сировог, 

непастеризованог млека, без додавања бактеријских стартер култура, или сирила 

анималног порекла, представљају извор аутохтоних бактерија млечне киселине (не-

стартер бактерије млечне киселине). У процесу прављења и сазревања традиционалних 

сирева, стално се мења састав заједнице и бројност микроорганизама. Аутохтоне 

бактерије млечне киселине, које се налазе у млеку, а касније и у сиру, расту само у 

унутрашњости сира и најбоље су прилагођене условима средине који ту владају. 

Бактерије млечне киселине (БМК) чине доминантну заједницу микроорганизама у 

традиционалним, али и у комерцијалним врстама сирева. Мезофилне врсте из рода 

Lactobacillus су међу најчешће изолованим не-стартер врстама БМК. Њихова присутност 

и бројност варира у току процеса зрења сирева направљених од сировог млека, у 

зависности од врсте технологије (Quigley et al., 2012) и дужине зрења (Gatti et al., 2008), 

али и од састава стартера (Masoud et al., 2011; Feutry et al., 2012a). Физичко-хемијски 

састав и структура унутрашњости сира су у великој мери променљиви. На пример, 

садржај воде може да варира између 42% и 55%. БМК су доминантна група 

микроорганизама, чија бројност може бити и изнад 9 × 107 CFU g-1 сира током првог 

дана производње сира, али оне остају доминантне до краја зрења, упркос варијацијама у 

билансу врста, током процеса зрења. Најмање 21 врста у оквиру седам различитих 

родова БМК се може наћи у традиционално направљеним сиревима. Најчешће 

доминантне врсте су Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc 

mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Enterococcus faecalis и 

Enterococcus faecium. Поред тога, генетичка хетерогеност сојева који припадају истој 

врсти међу не-стартер бактеријама млечне киселине је широка, а најчешће зависи од 

порекла сира (Feutry et al., 2012a, 2012b). 
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2.1. Основне карактеристике родова бактерија млечне киселине 

 

Бактерије млечне киселине (БМК) су хетерогена група микроорганизама која се 

широко користи у прехрамбеној биотехнологији и има све шири апликативни спектар у 

ветерини и медицини, због чега се налази у жижи савремених микробиолошких и 

биотехнолошких истраживања. Заједничка карактеристика им је ферментативни 

метаболизам са млечном киселином, као главним производом. Такође су значајни 

продуценти биотички активних супстанци – бактериоцина, егзополисахарида и 

ароматичних једињења (Mogensen et al., 2003; Vries et al., 2006). БМК се разликују по 

способности ферментације угљених хидрата и продуката ферментације под утицајем 

лактат-дехидрогеназе, на основу чега се деле на хомоферментативне и 

хетероферментативне. Крајњи производ ферментације глукозе код 

хомоферментативних врста у анаеробним условима је млечна киселина, док се код 

хетероферментативних представника добијају још и еквимоларне количине ацетата, 

етанола, угљен диоксида (CO2), мравље киселине или сукцината (Sharpe, 1979). 

 

Хомоферментативне врсте: 

1 M глукозе                  2 M млечне киселине + 2 ATP-a                                                   

 

Хетероферментативне врсте: 

1 M глукозе                  1 M млечне киселине, сирћетне киселине, етанола, CO2 и H2O + 

1 ATP                                                                                                                                       

 

Групи БМК припадају врсте из родова Lactobacillus (род са највећим бројем 

врста), Pediococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Weissella, Streptococcus, Lactococcus и Lactosphaera (Mogensen et al., 2003; Vries et al., 

2006; Madigan et al., 2009). Врсте из ове групе бактерија су Грам-позитивне, каталаза 

негативне, неспорогене, анаеробне, аеротолерантне и ацидофилне (оптимални pH за раст 

између 4,0 и 4,5). Мезофилне врсте имају оптимум гајења на 30°C, а термофилне до 42°C 

и могу имати различите морфолошке облике (бацили, коке и кокобацили) (Todorov & 

Franco, 2010). 
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Бактерије млечне киселине се широко употребљавају у индустрији хране и 

пољопривреди. Производи који се базирају на коришћењу БМК су кисело-млечни 

напици, сиреви, вина, различите ферментисане прерађевине (кобасице, саламе и др.), 

укиcељено поврће (краставци, лук, купус), као и квалитетна силажа за исхрану 

животиња. БМК имају велики утицај на квалитет наведених производа, јер доприносе 

развоју укуса, мириса и изгледа производа, као и дужини трајања производа (Topisirević 

i sar., 2000). 

 

Род Lactobacillus 

Род Lactobacillus обухвата Грам-позитивне, неспорогене, штапићасте бактерије 

или кокобациле, које су често повезане у ланце и које не поседују флагеле (Hammes & 

Vogel, 1995). То су микроаерофилне или анаеробне бактерије које најбољи раст постижу 

при концентрацији CO2 од 5% до 10%, а могу бити хомоферментативни и 

хетероферментативни. Лактобацили су високо специјализоване бактерије млечне 

киселине, са високим захтевима за нутритивним компонентама у медијумима за раст. 

Поред угљених хидрата као главних извора атома угљеника и енергије, за раст су им 

неопходне и различите аминокиселине, пептиди, нуклеотиди, соли, масне киселине као 

и естри масних киселина. Нутритивни захтеви су углавном карактеристика врсте, али 

често су и карактеристика појединачних сојева (Bergey, 2009). Бактерије из рода 

Lactobacillus расту на температурама од 2°C – 53°C, док је оптимална температура за 

већину врста од 30°C – 40°C. Неке од врста овог рода (Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb. 

fuchuensis, Lb. algidus, Lb. plantarum) расту, иако споро, чак и на температурама близу 

тачке смрзавања, нпр. у смрзнутом месу и смрзнутим рибљим намирницама (Sakala et 

al., 2002). Оптимална pH вредност за њихов раст се креће од 5,5 до 6,2, иако поједине 

врсте добро расту и када је pH средине 5 или мања.  

Лактобацили насељавају различите еколошке нише и представљају значајан део 

микрофлоре гастроинтестиналног (ГИТ) и урогениталног тракта људи и животиња 

(Hammes & Hertel, 2003). Еколошке студије показују да је већина бактерија рода 

Lactobacillus које се налазе у ГИТ-у вероватно транзитна, пореклом најчешће из усне 

дупље (Dal Bello & Hertel, 2006) или су унете путем ферментисане хране (Dal Bello et al., 

2003). Према Vasquez et al. (2002) и Zhou et al. (2004), доминантне врсте микробиома 

женског урогениталног тракта су Lb. crispatus, Lb. gasseri, Lb. jensenii и Lb. iners.  
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Лактобацили се у природи, у мањем броју, јављају и на површинама биљака 

(Mundt & Hammer, 1968), а најчешће изоловане врсте су Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. 

coryniformis, Lb. paracasei, Lb. curvatus, Lb. sakei и Lb. fermentum (Hammes & Hertel, 

2003).  

Велики број врста из рода Lactobacillus заузима кључно место у производњи 

ферментисаних млечних производа (појединачно или у комбинацији са другим 

бактеријским врстама, плеснима и квасцима), ферментисаних месних производа, а 

присутни су и као доминантни организми у ферментисаном поврћу и производима од 

житарица. Улога лактобацила (Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. paracasei, Lb. 

pentosus, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. sakei, Lb. kefir, Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. 

reuteri) у формирању финалних производа је вишеструка. У току ферментације шећера 

долази до синтезе млечне киселине и других продуката који снижавају pH производа 

што доводи до редукције или потпуне обуставе раста непожељне микрофлоре. У 

прехрамбеним производима, лактобацили продукују и секундарне метаболите (као што 

су диацетил, сирћетна киселина и ацеталдехид; једињења која потичу из метаболизма 

угљених хидрата или једињења настала катаболизмом аминокиселина као што су 

водоник сулфид (H2S), амини, карбонилна једињења, крезол, скатол, бензалдехид и 

метанетиол) који утичу на сензорне карактеристике финалног производа (Bergey, 2009). 

Поред активног учешћа у процесима ферментације, лактобацили имају улогу и у 

конзервирању месних прерађевина. Последњих деценија, у току процеса производње, 

као стартери се додају сојеви произвођачи бактериоцина који делују негативно на раст 

Listeria monocytogenes и других Грам-негативних бактерија, контаминената месних 

производа. 

Лактобацили се све више користе и у медицини. Интензивно се изучавају 

позитивни ефекти које лактобацили имају на здравље домаћина. Установљена је 

делотворност неких лактобацила у стабилизацији или колонизацији интестиналне 

микрофлоре код акутних дијареја. Примећен је и утицај у превенцији дијареје 

узроковане узимањем антибиотика, као и у превенцији и лечењу болести запаљења 

црева и лечењу рака дебелог црева (Rafter et al., 2007). 

 

Род Pediococcus 

Овај род обухвата хомоферментативне врсте, повезане у виду парова или кратких 

ланаца. Врсте из овог рода расту на концентрацијама соли до 5,5%. Температурни 

оптимум за раст је 25 – 32°С, а температурни опсег раста је од 7 – 45°С. До сада је 
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описано шест врста: Pediococcus acidilactici, P. damnosus, P. pentosaceus, P. parvulus, P. 

inopinatus, P. claussenii. Налазе се у млеку и млечним производима, а често се могу наћи 

у киселом купусу. Pedoococcus cerevisiae се користи у производњи ферментисаних 

кобасица (Holzapfel et al., 2006). 

 

Род Carnobacterium 

Род Carnobacterium чине штапићасте, Грам-позитивне бактерије, повезане у виду 

кратких ланаца. Могу бити покретне или непокретне и не формирају споре. Иако су то 

бактерије које производе млечну киселину, могу расти у опсегу pH од 7 до 9. Врсте из 

рода Carnobacterium углавном производе млечну киселину као крајњи продукт 

ферментације глукозе. C. pleistocenium, као крајње продукте метаболизма производи и 

CO2, етанол и сирћетну киселину. Могу живети у анаеробним условима. C. 

maltaromaticum и C. mobile производе гас приликом ферментације глукозе (Joborn et al., 

1999). Према Leisner et al. (2007), род Carnobacterium садржи девет описаних врста (C. 

alterfunditum, C. divergens, C. funditum, C. gallinarum, C. inhibens, C. maltaromaticum, C. 

mobile, C. pleistocenium, C. viridans), али се само C. divergens и C. maltaromaticum (стари 

назив C. piscicola) могу наћи у храни. 

Врсте из рода Carnobacterium могу се наћи у морској води, млечним 

производима, као и у производима од рибе и меса. Имају способност раста и 

размножавања при температурама од -10 до +20°С. Такви примери су психрофилне, 

анаеробне врсте C. maltaromaticum, C. divergens и C. pleistocenium. Оне су такође 

толерантне према условима високог притиска (до 2500 m). Поједине врсте (C. 

maltaromaticum, C. divergens, C. mobile) имају способност конзервирања, јер је доказано 

да продукују бактериоцине (Leisner et al., 2007).  

 

Род Enterococcus 

Enterococcus је велики род у оквиру БМК, а чине га факултативно анаеробне, 

Грам-позитивне коке, које су обично груписане у паровима (диплококе) или у кратким 

ланцима. Могу да преживе у широком опсегу еколошких услова: температуру (10 – 

45°C), pH (4,5 – 10,0) и високе концентрације NaCl. Обично показују способност γ-

хемолизе на крвном агару. До сада је класификовано 17 врста у оквиру овог рода, од 

којих су за квалитет и арому прехрамбених производа најбитнији E. faecalis и E. faecium. 

Ове две врсте живе и као коменсали у интестиналном тракту човека (Fisher & Phillips, 

2009). Mundt (1986) је доказао да присуство E. faecalis у прехрамбеним производима није 
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увек повезано са фекалном контаминацијом. Због еуривалентности у смислу 

температуре и прилагодљивости различитим условима животне средине, могу расти и 

током периода хлађења и преживети након пастеризације.  

Ентерококе могу својим метаболичким продуктима утицати на квалитет и 

специфичан укус млечних производа. Деградација казеина коју врше ентерококе има 

важну улогу у развоју мириса и текстуре сира али неки пептиди доприносе специфичној 

ароми сира, док други непожељни пептиди са горким укусом могу довести до супротног 

ефекта (Čanžek Majhenič, 2006). Липолитичка активност ентерокока у сиру доприноси 

укусу сира због формирања масних киселина (Bhardwaj et al., 2008). Синтеза биогених 

амина је неповољна активност ентерокока јер су биогени амини повезани са бројним 

случајевима тровања храном (Čanžek Majhenič, 2006). Оксидација ових масних киселина 

доводи до формирања метил кетона и лактона који формирају незасићене алдехиде, што 

доводи до оксидативне ужеглости сира (Bhardwaj et al., 2008). Бактерије у оквиру рода 

Enterococcus могу показати резистенцију на антибиотике, нарочито на гликопептиде 

(нпр. ванкомицин и теикопланин) и на аминогликозиде. Могућа је појава и 

мултирезистентних врста (Kacmaz & Aksoy, 2005), што може утицати на безбедност 

производа и потрошача. 

 

Род Vagococcus 

Овај род обухвата Грам-позитивне, каталаза негативне коке. До сада је познато 

осам врста овог рода: V. fluvialis, V. salmoninaruм, V. lutrae, V. fessus, V. carniphilus, V. 

elongatus, V. penaei и V. acidifermentans. Мало је података о њиховом значају као 

узрочницима инфекција код животиња и људи. Изолација V. salmoninarum код оболелих 

риба, V. lutrae и V. fessus из различитих оболелих водених сисара, V. fluvialis код 

животиња и људи са различитим инфекцијама указује на то да ове бактерије могу бити 

патогени и извор заразе за животиње које се користе у исхрани људи. Правилна 

идентификација врста из овог рода може довести до више информација о значају ових 

бактерија, њиховој улози приликом настанка болести код животиња и људи, и њиховом 

потенцијалу и економском утицају у прехрамбеној индустрији (Teixeira et al., 2014). 

 

 

 

 

 



Мирјана Грујовић, докторска дисертација 

 

10 

Род Leuconostoc 

Врсте из рода Leuconostoc су Грам-позитивне, хетероферментативне коке. 

Основна карактеристика овог рода је продукција диацетила при pH 5,5 и толеранција на 

веће концетрације соли (Björkroth & Holzapfel, 2006). Бактерије овог рода су отпорне на 

ванкомицин и каталаза негативне су (Kulwichit et al., 2007). Најзначајнији представници 

су Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, L. mesenteroides subsp. cremoris, L. 

mesenteroides subsp. dextranicus. L. mesenteroides subsp. cremoris се користи као стартер 

у производњи маслаца и сирева (Björkroth & Holzapfel, 2006). 

 

Род Oenococcus 

Род Oenococcus обухвата Грам-позитивне бактерије сврстане у породицу 

Leuconostocaceae. Род обухвата две врсте, Oenococcus oeni (до 1995. године познат као 

Leuconostoc oeni) и O. kitaharae. O. oeni има велики значај у области енологије, где је 

примарна бактерија у завршној фази малолактичке ферментације, у којој продукује 

диацетил, као крајњи продукт (Kunkee, 1973). 

 

Род Weissella 

Овај род обухвата Грам-позитивне, каталаза негативне, факултативно анаеробне 

бактерије, које су хетероферментативне. Оптимална температура за раст је око 25°С, а 

pH је 6. Расту добро на концентрацији NaCl мањој од 8 – 10%. Имају способност 

хидролизе аргинина и формирају декстран од сахарозе. Продукују киселину приликом 

ферментације рибозе, ксилозе и L-арабинозе. Продукују гас приликом ферментације 

глукозе (Lee еt al., 2002). Описано је девет врста у оквиру рода: Weissella confusa, W. 

halotolerans, W. hellenica, W. kandleri, W. minor, W. paramesenteroides, W. thailanensis, W. 

viridescens и W. Koreensis (Björkroth & Holzapfel, 2006). 

 

Род Streptococcus 

Овом роду припадају факултативно анаеробне, Грам-позитивне бактерије које се 

групишу у паровима или у ланцима различите дужине, што је последица специфичности 

њихове деобе. Аспорогене су и покретне или слабо покретне. Познате су као 

хемоорганотрофи. Обухватају бројне патогене врсте, врсте које су уобичајени чиниоци 

микробиома човека, као и бројне сапрофите. Са аспекта добијања ферментисаних 

производа и примене у биотехнологији, посебно је значајна врста Streptococcus salivarius 

subsp. thermophilus (предходни назив Streptococcus thermophilus). Она је 
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хомоферментативна, факултативно анаеробна бактерија, која оптимално расте на 43°С. 

Оксидаза и каталаза је негативна и позитивна на α-хемолитичку активност. Непокретна 

је и не формира ендоспоре.  

S. thermophilus се налази у ферментисаним производима, а обично се користи у 

производњи јогурта, заједно са Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Њихов синергизам 

доводи до убрзане и ефикасне ацидификације млека и умножавања организама културе 

на основу унакрсне исхране оба организма. Киселкасти укус јогурта се постиже 

узајамним односом лактобацила и стрептокока, а највише зависи од температуре 

ферментације и продукције киселине у току ферментације. Lb. delbrueckii subsp. 

bulgaricus продукује аминокиселине и пептиде који су неопходни за раст S. thermophilus, 

док фолате продукује S. thermophilus и на тај начин помаже раст Lb. delbrueckii subsp. 

bulgaricus. Испарљиве компоненте које доприносе ароми јогурта, (мале количине 

сирћетне киселине, диацетила и ацеталдехида), продукује Lb. delbrueckii subsp. 

bulgaricus (Sieuwerts et al., 2010; Horiuchi & Sasaki, 2012, Kanurić, 2014).  

 

Род Lactococcus 

Lactococcus је род који обухвата БМК које су раније биле класификоване у оквиру 

рода Streptococcus групе N1 (Schleifer еt al., 1985). Оне су познате као 

хомоферментативне бактерије, али њихов хомоферментативни карактер може бити 

измењен, јер поседују способност прилагођавања различитим условима животне 

средине, попут pH, концентрације глукозе и ограничених нутријената. То су Грам-

позитивне, каталаза негативне, непокретне коке који се налазе појединачно, у паровима 

или у ланцима. Род садржи сојеве за које се зна да расту на или испод 7°С (James, 1992). 

У оквиру рода Lactococcus је класификовано девет врста, са четири подврсте. 

Lactococcus spp. сe обично користе у биотехнолошкој индустрији, млекарству, у 

производњи ферментисаних млечних производа као што сиреви. Могу се користити у 

једнократним стартер културама или у мешовитим културама са другим бактеријама 

млечне киселине као што су врсте из родова Lactobacillus и Streptococcus. Посебно су 

значајни L. lactis subsp. lactis и L. lactis subsp. cremoris, чији се сојеви користе као стартер 

културе у индустрији ферментисаних млечних производа. Њихов главни утицај у 

производњи је смањење pH млека (закишељавање ферментисаног производа), чиме се 

спречава раст бактерија које су узрочници кварења хране. Ове бактерије доприносе 

формирању укуса финалног производа (Kok, 1991).   
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Род Lactosphaera 

 Род Lactosphaera обухвата Грам-позитивне, каталаза негативне, факултативно 

анаеробне коке. Врсте из овог рода немају способност спорулације и непокретне су. 

Температурни оптимум за раст је између 0 и 42°С, pH оптимум од 5,5 до 9,0. Толеришу 

присуство соли до 2%. Не показују оксидазну и уреазну активност, као ни способност 

продукције индола. Немају способност хидролизе желатина, али хидролизују ескулин. 

До сада је описана врста Lactosphaera pasteurii. Род је слабо истражен. Janssen et al. 

(1995) су га одвојили од врсте Ruminococcus pasteurii.  

 

 

2.2. Значај природних изолата 

 

Досадашња молекуларно генетичка истраживања БМК су првенствено усмерена 

на изучавање сојева који се рутински користе у већ постојећим биотехнолошким 

процесима, нарочито врста из рода Lactococcus. Мало је пажње било усмерено ка 

изучавању БМК пореклом из природних извора. Неке анализе природних изолата су 

доказале њихово својство производње бактериоцина, протеиназа или егзополисахарида. 

БМК изоловане из производа добијених на традиционалан начин, могу бити извор нових 

стартер култура аутохтоног порекла, са новим физиолошким особинама. Додавањем 

оваквих стартера, добили би се аутохтони прехрамбени производи. Изолација нових 

пробиотских сојева из колекције природних изолата је велики изазов и потреба  

(Topisirević i sar., 2000). 

У Србији постоји више врста различитих сирева који се праве на традиционалан 

начин, у сеоским домаћинствима, од сировог, непастеризованог млека добијеног од 

домаћих животиња. У већини случајева, ферментација млека врши се без додавања 

комерцијалних бактеријских стартер култура, па је ферментација млека повезана са 

присуством „природних сојева“ БМК (Parente & Cogan, 2004; Terzić-Vidojević et al., 2007; 

2009). Различите врсте традиционалних сирева поседују специфичну, јединствену и 

међусобно различиту микрофлору. Микрофлора сира најчешће зависи од квалитета 

млека, технологије производње, као и еколошких карактеристика локалитета у којима се 

производи (Terzić-Vidojević et al., 2007; 2009). Југоисточна Србија је једно од 

географских подручја Србије, познато по традиционалном начину производње 

ферментисаних млечних производа. Међу ове производе, убраја се и једна врста сира, 
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сокобањски сир, који се прави од сировог, непастеризованог крављег млека, без 

додавања бактеријских стартер култура (Muruzović et al., 2018a). „Стартер културе су 

културе једног или више сојева, једне врсте или више сојева, две или више врста 

микроорганизама, које својом активношћу усмеравају технолошки процес производње 

ферментисаних производа од млека и истовремено им дају одређена сензорска својства“ 

(„Sl. glasnik RS“, br. 33/2010).   

Ферментација млечних производа добијених уз помоћ БМК доводи до 

побољшања текстуре, укуса и нутритивне вредности добијених производа (Marcelino 

Kongo, 2013). Поједини аутори истичу да значајну улогу у формирању специфичног 

укуса и типичних органолептичких особина сира могу да имају и услови гајења и 

исхране крава, традиционални процес производње сира као и изворне бактерије 

одговорне за процес ферментације и сазревања (Terzić-Vidojević et al., 2009; Franz et al., 

2011). Овакве врсте млечних производа могу бити главни извор пробиотских бактерија 

(Motahari et al., 2017). 

Liu et al. (2013) навoде да БМК поседују способност да синтетишу ензиме који 

утичу на органолептичке карактеристике сира. Wijesundera et al. (1997) су доказали да 

Lactobacillus spp. могу побољшати протеолизу и утицати на формирање укуса сира. 

Метаболички и ензимски потенцијал БМК, који не припадају стартер културама, огледа 

се у њиховој доминацији у оквиру бројности бактерија у сиревима (Peterson & Marshall, 

1990) и њиховој метаболичкој активност (Fox et al., 1998). Novik et al. (2007) и Patel et al. 

(2012) су указали на то да неке врсте из родова Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus и 

Bifidobacterium, изоловане из ферментисане хране, имају способност да производе 

ензиме који врше деградацију угљених хидрата. Поред тога, изолати који показују 

способност синтезе есенцијалних биомолекула (витамини, ензими или бактериоцини), 

могу значајно утицати на функционалне и технолошке особине прехрамбених 

производа. 

Londoño-Zapata et al. (2017) су указали да су Enterococcus, Lactobacillus, 

Leuconostoc и Lactococcus доминантни родови, који су одговорни за процесе 

ацидификације и формирање ароме и укуса сира. Lactobacillus spp. и Lactococcus spp. су 

доминантни родови бактерија изолованих из сирева прављених на традиционалан начин 

(Terzić-Vidojević et al., 2007; 2009; Abdullah & Osman, 2010). Lejková et al. (2015) су 

показали да је L. lactis subsp. lactis доминантна врста изолована из овчијих сирева из 

Словачке, праћена врстама Lb. curvatus, Lb. casei и осталим врстама из родова 

Lactobacillus, Lactococcus и Leuconostoc. У традиционалном „Pico“ сиру, направљеном 
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од сировог крављег млека, на традиционалан начин, без додавања стартер културе, 

доминантан род био је Enterococcus, а затим род Lactobacillus (Domingos-Lopes et al., 

2017). Lb. rhamnosus, Lb. helveticus и Lb. fermentum су доминантне врсте изоловане из 

тврдих сирева, добијених од сировог млека, без термичке обраде и без додавања 

индустријских стартера (Bautista-Gallego et al., 2014).  

Ентерококе су присутне у сиревима прављеним од сировог млека, као природна 

(еколошка) или као додата микрофлора. Оне представљају велики део укупног броја 

бактерија у различитим врстама традиционалних сирева (Giménez-Pereira, 2005). 

Доказано је да се велики број ентерокока може се наћи у Фета сиру (Manolopoulou et al., 

2003), турском белом сиру, „Caprino“, „Mozzarella“, „Venaco“, „Monte Veronese“, 

„Fontina“ и „Comté“ сиревма (Giraffa, 2003; Batt, 2014; Özmen Toğay et al., 2016), као и у 

француским сиревима направљеним од сировог млека (Jamet et al., 2012). 

 

 

2.3. Пробиотици, пребиотици и симбиотици 

 

Реч „пробиотик“ потиче од грчке речи „pro bos“, што значи „за живот“. 

Пробиотици су дефинисани као микроорганизми који имају позитиван утицај на 

здравствено стање човека или животиње, који их на неки начин конзумирају 

(FAO/WHO, 2006). Неоштећен гастроинтестинални епител, настањен оптималном 

микрофлором, представља веома важну баријеру за патогене микроорганизме, антигене 

и опасне материје које се могу наћи у лумену црева. Улога пробиотских бактерија је да 

стимулишу одржавање равнотеже микрофлоре у дигестивном тракту (Topisirević i sar., 

2001). БМК резистентне на антибиотике могу учествовати у хоризонталном трансферу 

гена или као детерминанте између бактеријских врста (Kaktcham et al., 2012, Vesković 

Moračanin et al., 2017). Будућа истраживања могу довести до бољег разумевања улоге 

стартер или пробиотских микроорганизама у хоризонталном трансферу гена који носи 

резистенцију на антибиотике, на цревне микроорганизме и патогене бактерије из хране.  

У ферментисане млечне производе се могу додати неки познати пробиотски 

сојеви (Patel et al., 2013). Већ постоје поуздани клинички подаци за неке сојеве Lb. 

acidophilus да се могу користити као пробиотици. Способност преживљавања врста из 

рода Bacillus је већа од других врста бактерија које се користе као пробиотици. Ове 

бактерије у свом вегетативном стању, имају краћи животни циклус. Већина њих може 
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да преживи само неколико недеља када се чува у млечним производима. Ендоспоре 

врста из рода Bacillus могу лако да достигну виталност у неповољним условима животне 

средине и због тога показују велики потенцијал за примену. Комерцијални производи 

који садрже ендоспоре врста рода Bacillus (појединачне дозе иду до 109 спора g-1 или 109 

спора mL-1) се користе као пробиотици. Многи комерцијални производи који садрже 

споре B. subtilis се већ налазе у продаји, али истраживање које су извели Green et al. 

(1999) је показало да већина тих производа заправо садрже друге Bacillus врсте, 

укључујући B. clausii, B. pumilus, и разне варијетете сојева B. cereus. Врсте из рода 

Bifidobacterium су уобичајени становници људског и животињског цревног тракта и 

могу се користити као пробиотске културе. Заједно са Lb. acidophilus се користе у 

производњи неких ферментисаних млечних производа, где ове две врсте расту у 

симбиози. Симбиоза се огледа у бржем стварању киселине и снижавању pH средине 

(Alves et al., 2012). Имајући у виду ова могућа пробиотска својства бактерија, све више 

расте интерес за добијањем млечних производа, чија ће се производња базирати на 

додавању БМК са карактеристикама које доприносе побољшању здравља човека. 

Овакви производи се једним именом зову „функционална храна“. Може се рећи да је 

функционална храна заправо храна која подиже здраствени ниво људи изнад граница 

које су обезбеђене нормалном исхраном (Topisirević i sar., 2000). 

Безбедоносни аспект БМК, који укључује антимикробну резистенцију (Vesković 

Moračanin et al., 2017) и способност хемолизе на крвном агару (Kaktcham et al., 2012), су 

међу главним критеријумима за одабир бактерија као пробиотика. Према Topisirević i 

sar. (2000), значајни параметри за селекцију ефикасних пробиотских микроорганизама 

су: 

1) њихова отпорност на киселину (проблем проласка кроз желудац); 

2) њихова отпорност на жучне соли (проблем проласка кроз дуоденум); 

3) способност адхезије за ћелије епитела танког или дебелог црева; 

4) способност производње антимикробних супстанци;   

5) способност стимулације мукозног имуног система са или без стимулације 

системског   имунитета; 

6) ефикасност преживљавања у ГИТ-у након уношења; 

7) дужина боравка и степен колонизације ГИТ-а; 

8) да није патоген ни токсичан за људе; 

9) да има висок степен преживљавања током технолошких поступака производње 

и чувања. 
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Неколико је фактора који могу утицати на способност преживљавања пробиотика 

у ферментисаном производу и његове активности приликом уласка у ГИТ домаћина. 

Ови фактори укључују: 

1) физиолошко стање додатих пробиотских организама (да ли су ћелије у 

експоненцијалној или стационарној фази раста); 

2)  физички услови складиштења производа (нпр. температура);  

3) хемијски састав производа у који се додају пробиотици (нпр. киселост, 

доступност и садржај угљених хидрата, извори азота, минерални садржај, активност 

воде и садржај кисеоника);  

4) могуће интеракције пробиотика са стартер културама (нпр. производња 

бактериоцина, антагонизам и синергизам). Интеракција пробиотика са храном или 

стартер културама може бити још интензивнија када се користе пробиотици као 

компонента стартер културе (Heller, 2001). 

 

Према Birovljev (2010) и LeBlanc et al. (2017), пробиотске бактерије унете преко 

кисело-млечних производа, имају низ терапеутских ефеката: 

✓ Имају улогу у превенцији и терапији дијареја (профилакса и терапија дијареје 

изазване антибиотском терапијом, Кронова болест и иритабилни колон, акутна 

дијареја изазвана рота вирусима) – пробиотске бактерије колонизују 

интестинални тракт и делују као природна баријера за инфективне 

микроорганизме (E. coli, S. typhimurium, Clostridum perfrigens, C. difficile, 

Pseudomonas spp., Listeria spp., Staphylococcus aureus, Candida albicans) и на тај 

начин имају значајну улогу у терапији дијареја тј. у успостављању равнотеже 

цревне микрофлоре. Lb. acidofilus је ефикаснија од Lb. bulgaricus који је способан 

да у дигестивном тракту остане фукционалан десет дана па и дуже. Она ствара 

неповољне услове за опстанак разних узрочника болести (микрокока, 

клостридија, разних ентеробактерија и гљивица). За сада није познат ниједан сој 

Lb. acidofilus који је штетан по здравље; 

✓ Имају улогу у превенцији и лечењу кандидијазе – перорално унети антибиотици 

уништавају корисну цревну флору и због тога се у превенцији настанка оралне 

или интестиналне кандидијазе пробиотици дају истовремено или после терапије 

антибиотицима; 

✓ Имају способност синтезе витамина групе Б; 
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✓ Имају хипохолестеролемијски ефекат – стварају специфичне метаболите који 

инхибирају синтезу холестерола у организму и доприносе снижењу холестерола; 

✓ Имају антиканцерогену активност – БMK инхибрају деловање ензима које 

синтетишу микроорганизми у дебелом цреву, а који редукују ароматична 

једињења у канцерогене супстанце – поред превенције карцинома ГИТ-а, посебно 

дебелог црева, смањују ризик од других карцинома. Механизам дејства се огледа 

у томе што смањују продукцију канцерогена – нитрозамина и смањују ресорпцију 

афлатоксина; 

✓ Побољшавају дигестију лактозе; 

✓ Повољно делују на имунитет – стимулација слободног IgA, производња и 

активација макрофага. 

 

Стратегија развоја функционалне хране заснива се и на припреми специфичних 

пребиотика и/или симбиотика. Пребиотици су састојци хране (нпр. олигосахариди), или 

припремљени производи који су несварљиви али који се могу ферментисати у танком 

или дебелом цреву од стране већ присутних микроорганизама за које се предпоставља 

да имају пробиотска својства. Овакви састојци хране или препарати немају ефекта на 

стимулацију других бактерија, тако да пробиотски микроорганизми постају доминантна 

популација. Олигосахариди фруктозе могу да стимулишу раст бифидобактерија у 

танком и дебелом цреву, за које се сматра да имају пробиотска својства. Поред њих, 

пребиотски ефекат показују и препарати галактоолигосахарида. Пребиотици 

омогућавају да се превазиђе проблем уношења пробиотика у организам човека или 

животиње. Симбиотици представљају комбинацију пробиотика и пребиотика. 

Селективни пробиотски микроорганизми се примењују у смеши са супстратом високо 

специфичним за њихов раст. Комбинација пробиотика, пребиотика и симбиотика у 

производњи функционалне хране је високо интересантан подухват, како са научног тако 

и са економског аспекта (Topisirević i sar., 2000). 
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2.4. Фактори који утичу на активност пробиотика 

 

Активност пробиотика је условљена низом фактора међу којима се издвајају 

таксономске карактеристике врста које их чине, карактеристике супстрата и квалитет 

животне средине у којој се ферментација одвија, као и величина инокулума пробиотских 

бактерија.  

Тако се, на пример, Lactobacillus spp. и Bifidobacterium spp. карактеришу спорим 

растом у млеку, као и слабим ацидогеним потенцијалом, што има за последицу 

продужење времена ферментације, при чему су бифидобактерије изузетно осетљиве на 

присуство кисеоника и на ниску pH. Bifidobacterium longum представља изузетак у овом 

случају, док је код Lactobacillus spp. ово својство изражено у мањем степену. 

Бифидобактерије у току ферментације стварају сирћетну и млечну киселину у односу 

3:2, што у случају претераног раста може да доведе до укуса који подсећа на сирће, а 

који је апсолутно неприхватљив за потрошача (Obradović i sar., 2002). 

Основни супстрат за добијање ферментисаних производа је млеко, али се његов 

квалитет разликује у односу на порекло (кравље, козје, овчије), начин обраде и др. Млеко 

као супстрат за ферментацију подлеже различитим третманима од којих су најважнији: 

добијање жељеног састава, избор одговарајућих термичких третмана како би се добили 

оптимални услови за развој стартер култура, денатурација протеина сурутке у циљу 

уклапања у мрежу казеина и самим тим побољшања вискозних производа и деградације 

супстрата која омогућава бољи развој БМК, а самим тим и пробиотика. Повећање 

количине суве материје зависи од повећања пуферског капацитета средине. Стварање 

оптималних услова за развој микроорганизама је омогућено повећањем количине 

храњивих састојака и продужетком „log“ фазе, тако да стартер културе остају активне у 

продуженом временском интервалу (Obradović i sar., 2002). 

Код производње воћног јогурта, млеку се често додају сахароза или неки од 

заслађивача али је битно да количина шећера није већа од 10%. Већи садржај шећера је 

повезан са осмотским притиском који се негативно одражава на ток ферментације. Из 

тог разлога, оптималан садржај шећера се постиже додавањем 12 – 18% воћа. 

Величина инокулума пробиотских бактерија је један од кључних фактора који 

доприноси жељеном броју живих ћелија у финалном производу. Једно од 

најједноставних решења овог проблема јесте примена концентрованих култура које 

представљају велики напредак у примени стартер култура у ферментацији а поготово у 



Мирјана Грујовић, докторска дисертација 

 

19 

индустрији млека. Са сигурношћу се може констатовати да је савремена прерада млека 

незамислива без примене ових култура, које се испоручују у лиофилизованом или у 

смрзнутом стању. Код производње ферментисаних напитака који садрже бактерије Lb. 

аcidophilus, Lb. casei, B. bifidum и B. longum, примена концентрованих култура 

представља једино решење. Познато је да наведене бактерије веома споро расту у млеку, 

а да позитивна својства могу доћи до изражаја само ако број живих ћелија у производима 

није мањи од 106 CFU по јединици запремине. Закључује се да су делотворне само оне 

ферментације за које се користе стартери са високим концентрацијама живих ћелија 

(Obradović i sar., 2002). 

Фактори средине у којој се прехрамбени производ добија су важни за активност 

пробиотских сојева у њима. На пример, температура ферментације пресудно утиче на 

карактеристике финалног производа. Пробиотици имају за свој температурни оптимум 

на 37°С, што је логично јер им је интестинални тракт природна средина. С обзиром да 

се ферментације обично врше на 43°С, што је оптимум за културу јогурта, примена 

нижих температура погодује продужавању трајања ферментације и доприноси већим 

концентрацијама пробиотика. Ацидогена способност стартера у периоду од добијања 

напитака до конзумирања истог зависи од већег броја фактора као што су финални pH 

или најнижа могућа pH вредност, температуре чувања као и способност појединих сојева 

да спорије продукују млечну киселину, при чему се и могући утицај термосензитивности 

не може изгубити из вида (Obradović i sar., 2002). 

 

 

2.5. Бактерије млечне киселине као пробиотици 

 

Бактерије млечне киселине су микроорганизми који се најчешће користе као 

пробиотици у савременој прехрамбеној биотехнологији. Ове бактерије су препознате 

као безбедне за коришћење (енгл. Generally Recognized As Safe – GRAS) и пожељни су 

чланови цревне микрофлоре (Shokryazdan et al., 2014). То су најчешће врсте из родова 

Lactobacillus, Lactococcus и Bifidobacterium. Све је већи број молекуларно-биолошких 

истраживања БМК и потраге за пробиотицима. Познато је да млечни производи 

направљени на традиционалан начин представљају извор аутохтоних врста бактерија 

који могу имати пробиотски потенцијал или бити коришћене као природне стартер 

културе (Uroić et al., 2014).  
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Током последњих деценија, многи истраживачи су испитивали врсте из родова 

Lactobacillus и Lactococcus као пробиотике, за потенцијалну људску употребу (Kimoto-

Nira et al., 2007; Hernandez-Hernandez et al., 2012; Shokryazdan et al., 2014). Armas et al. 

(2017) су указали на могућност употребе БМК у контроли патогена који изазивају 

маститис. Постоје и подаци који указују на инфекције изазване врстама Lb. paracasei и 

Lb. rhamnosus, али су оне су пронађене код особа са ослабљеним имунитетом, што је 

погодовало развоју инфекције (Hammes & Hertel, 2003; Tolinački, 2012).  

У савременим истраживањима, интензивира се испитивање врста из рода 

Lactobacillus, изолованих из традиционалних и природно ферментисаних млечних 

производа, са аспекта комерцијалне употребе. Упознавањем са особинама ових 

бактерија, развијају се могућности за њихову примену у производњи ферментисаних 

напитака у којима се користе пробиотици као стартер културе (Magdoub et al., 2015). 

Експериментална производња ферментисаног ацидофилног напитка у облику јогурта 

или киселог млека, где је као стартер култура коришћен природни изолат Lb. acidophilus 

BGRA 43, спроведена је у „Млекари Земун“ у Земуну. Добијени призвод је био добрих 

сензорних својстава која се нису мењала у периоду од 17 дана при чувању на +50°С. 

Главне потешкоће су везане за спор раст већине сојева Lb. acidophilus у млеку, поготову 

без додатака стимулатора раста, као и одржавање вијабилности бактерија током 

складиштења до финалне употребе, релативно високе киселости и веома често услед 

неприхватљивог мириса или конзистенције производа. Ферментисани напитак 

„YAKULAT“ је направљен коришћењем Lb. casei Shirota, као стартер културом. 

Доказано је да су и једна и друга врста лактобацила пробиотици (Topisirević i sar., 2001). 

Од велике важности је напоменути да су биолошки ефекти које поседују пробиотске 

бактерије специфични за одређени сој. Не постоји универзални сој који би испунио све 

наведене критеријуме, чак ни изолати у оквиру исте врсте (Vasiljević & Shat, 2008; Solieri 

et al., 2014; Pavli et al., 2016). 

Бактерије из родова Bifidobacterium и Lactobacillus су добро познате пробиотске 

културе, док се врсте из рода Enterococcus ретко користе као пробиотици за људе и 

животиње (Franz et al., 2003; Temmerman et al., 2003). Иако су ентерококе познате као 

контаминенти хране, неколико истраживања указује на потенцијалну употребу 

ентерокока као пробиотика (Sivieri et al., 2008; Franz et al., 2011; Ferreira Araújo & de 

Luces Fortes Ferreira, 2013). Доминантне врсте овог рода пронађене у храни су E. faecalis 

и E. faecium (Hardie & Whiley, 1997; Muruzović et al., 2018a). До сада, ентерококе су 

коришћене као додатак за исхрану животиња (Ferreira Araújo & de Luces Fortes Ferreira, 
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2013). Неки аутори показују да ентерококе имају неке пожељне карактеристике 

пробиотика, као што су отпорност на желудачни сок и жучне соли (Rossi et al., 2003) и 

способност продукције антимикробних једињења, као што је ентероцин (Franz et al., 

1999; Saarela et al., 2000). Ограничење за коришћење ентерокока као пробиотика је у 

томе што показују отпорност на антибиотике и могу учествовати у хоризонталном 

трансферу гена за резистенцију (Billström et al., 2008; Erbas et al., 2016). 

 

Способност формирања биофилма 

У процесу ферментације, БМК су изложени варијабилним условима животне 

средине (који прате поступак прављења сира), укључујући разлике у температури, 

другачијој врсти и концентрацији шећера, pH и различитој концентрацији соли (Rao et 

al., 2004). Ови услови животне средине имају значајну улогу у способности адхезије и 

формирању бактеријског биофилма (Mirkar et al., 2016). Gravesen et al. (2005) и Abdallah 

et al. (2014) сугеришу да је формирање биофилма бактеријски одговор на стресне услове 

средине.  

Према Vert et al. (2012), биофилм је заједница адхерентних ћелија 

микроорганизама у којима су ћелије често уроњене у самопроизведени омотач изграђен 

од екстрацелуларне полимерне супстанце (ЕПС), адхерентни једни за друге и/или за 

површину. Познато је да бактерије из млека имају способност да формирају 

мултиспецијске биофилмове (Teh et al., 2014). У неким студијама је показана способност 

БМК изолованих из сира да формирају биофилм (Somers et al., 2001; Gómez et al., 2016). 

Способност бактерија да формирају биофилм се углавном везивала за њихову 

потенцијалну патогеност. Постоји све већи број студија које показују да је способност 

формирања биофилма БМК у корелацији са адхезивном способношћу бактерија, која је 

један од показатеља пробиотских потенцијала БМК (Johansson & Rasmussen, 2013; 

Elhadidy & Zahran, 2014; Živković et al., 2016; Popović et al., 2018). Winkelströter et al. 

(2013) су показали да биофилмови формирани од стране БМК присутних у намирницама 

могу бити средство за спречавање формирања биофилма патогених бактерија. Crowley 

et al. (2011) су закључили да је формирање биофилма Streptococcus uberis у корелацији 

са регулацијом генa који су важни за патогенезу. Macovei et al. (2009) истичу да 

Enterococcus hirae производи до сада непознату, слабу протеазу, која не доприноси 

формирању биофилма. Сојеви Lactobacillus spp., који су показали способност 

формирања биофилма, били су у стању да контролишу развој врсте L. monocytogenes на 

абиотичким површинама (Pérez-Ibarreche et al., 2014). Salas-Jara et al. (2016) су 
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истраживали и потврдили корисни ефекат биофилма Lb. fermentum, укључујући 

повећану отпорност на температуру и pH вредност желуца. Kubota et al. (2009) су 

истраживали реакције биофилма и планктонских ћелија Lb. plantarum subsp. plantarum 

на стресне животне услове. Закључили су да планктонске бактеријске ћелије показују 

смањену отпорност на сирћетну киселину, док биофилмови показују већу отпорност. 

Указали су и на значај контроле биофилмова БМК у прехрамбеној индустрији. Oxaran et 

al. (2012) су показали способност L. lactis да формира биофилм на чврстим површинама. 

Gaglio et al. (2016) су истраживали способност L. lactis subsp. cremoris да формира 

биофилм на дрвеним површинама посуда, које су коришћене у процесу производње 

„Vastedda“ сира. Они су показали да је, у присуству биофилма L. lactis subsp. cremoris на 

дрвеним површинама, смањена микробиолошка варијабилност сира. 

 

Хидрофобност, способност аутоагрегације и коагрегације 

Поред толеранције на гастроинтестиналне услове, који је један je од основних 

критеријума на основу којих се нека аутохтона бактерија може сматрати потенцијалним 

пробиотиком (Hernandez-Hernandez et al., 2012), способност адхезије на слузи и епителне 

ћелије црева је важна особина пробиотика (Kos et al., 2003; Botes et al., 2008). Способност 

бактеријске адхезије може спречити њихову непосредну елиминацију перисталтиком 

црева и пружа конкурентску предност у овом екосистему (Alander et al., 1997; Kos et al., 

2003). Постоји велики број in vitro модела који се користи за проучавање адхезије 

пробиотских ћелија за епителне ћелије, у којима је пронађено много потешкоћа, што је 

довело до развоја in vitro моделних система за прелиминарну селекцију потенцијално 

адхерентних сојева (Kimoto-Nira et al., 1999; Kos et al., 2003; Botes et al., 2008; Carasi et 

al., 2014; Garriga et al., 2014; Sitepu et al., 2016). 

Аутоагрегација се дефинише као везивање бактерија које припадају истом соју, 

док је коагрегација процес којим се генетски различите бактерије везују једна за другу 

преко специфичних молекула. Такав начин повезивања може утицати на развој 

мултиспецијских биофилмова (Rickard et al., 2003). Многи аутори су указали да је 

аутоагрегација БМК неопходан предуслов за адхезију на цревне епителне ћелије и да 

способност коагрегације може да представља баријеру која спречава колонизацију црева 

патогеним микроорганизмима (Del Re et al., 2000; Kos et al., 2003; Aslim et al., 2007; Mc 

Millan et al., 2011; Younes et al., 2012). 
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Хидрофобност површине ћелије може утицати на аутоагрегацију и адхезију 

бактерија на различите површине (Del Re et al., 2000). Постоји неколико студија које су 

показале да су, у механизам аутоагрегације код лактобацила, укључени протеини 

присутни у супернатанту културе и протеини или липопротеини који се налазе на 

површини ћелије (Kmet & Lucchini, 1997; Kos et al., 2003; Schachtsiek et al., 2004; Ekmekci 

et al., 2009). 

Jin et al. (2007) и Ekmekci et al. (2009) су доказали да су Lactobacillus spp., 

изоловани из цревног и вагиналног тракта, показали способност коагрегације са Candida 

sp. или E. coli. Janković et al. (2012) су показали да Lb. рlantarum, изолован код домаћих 

крава и из овчијих сирева, показује способност коагрегације са неким патогенима који 

се преносе храном, као што су S. enterica serotype typhimurium и L. monocytogenes. Li et 

al. (2015) истичу да неки родови БМК (Lactobacillus, Lactococcus и Enterococcus), 

изоловани из кинеске традиционалне ферментисане хране, показују добре способности 

коагрегације са врстама из рода Salmonella. 

 

 

2.6. Метаболички продукти бактерија млечне киселине и њихова 

антимикробна активност 

 

БМК, изоловане из млечних производа, показују способност производње 

антимикробних једињења, што онемогућава раст и развој нежељених бактерија у 

млечним производима (Scatassa et al., 2015; 2017). Један од критеријума за селекцију 

пробиотских сојева је њихова способност да побољшају природну одбрамбену моћ 

домаћина у односу на патогене, лучењем антимикробних супстанци (Morelli, 2000). 

Многи аутори истичу да је антимикробна активност БМК веома варијабилна и да је то 

једна од генерално лоших особина БМК (Casei et al., 2004; Hernandez et al., 2005; Fayol-

Messaoudi et al., 2005; Casey et al., 2007; Alomar et al., 2008; Lievin-Le Moal et al., 2013; 

Atanasova et al., 2014). 

Могућност коришћења БМК као природних биоконзерванаса хране се 

интензивно проучава зато што БМК показују антимикробну активност у односу на 

бројне патогене (Galvez et al., 2007; Fraga Cottelo et al., 2013). Антимикробна једињења 

која производе ова бактерије могу инхибирати раст патогена попут E. coli, S. aureus, или 

L. monocytogenes. Cheong et al. (2014) су показали да БМК, изоловане из различитих 
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биљака, воћа и поврћа, поседују антифунгалну активност. Врсте из рода Lactobacillus, 

заједно са другим припадницима БМК, показују потенцијал да инхибирају раст других 

конкурентских микроорганизама у еколошким нишама које насељавају. У току своје 

еволуције, бактерије из рода Lactobacillus су се често налазиле у комплексним 

бактеријским заједницама, и сматра се да то може бити релевантно објашњење за развој 

њиховог антимикробног потенцијала (Makarova et al., 2006; Makarova & Koonin, 2007), 

које углавном остварују снижавањем pH у својој околини, стварајући на тај начин 

неповољне услове за развој других бактерија, које нису толерантне на ниску pH. Lb. 

fermentum, изоловани из „Tulum“ сира, показује антимикробни ефекат у односу на раст 

других бактерија и испуњава одређене критеријуме као пробиотик (Tulumoğlu et al., 

2014). Heredia-Castro et al. (2015) истичу да Lactobacillus spp., изоловани из мексичког 

„Cocido“ сира, покaзују антимикробни ефекат на раст S. aureus, Listeria innocua, E. coli 

и Salmonella typhimurium. L. lactis subsp. lactis, изоловани из сировог млека и сирева 

пореклом из Сардиније, показује инхибиторну активност на раст Pseudomonas 

aeruginosa, Bacillus spp., Listeria spp., Staphylococcus spp. и Clostridium spp. (Pisano et al., 

2015). Неке ентерококе се успешно користе као природни конзерванси хране, јер имају 

потенцијал да инхибирају раст микроорганизама у храни. Ентерококе производе млечну 

киселину, која смањује pH и узрокује поремећај транспортних система бактеријске 

ћелије кроз промену пермеабилности ћелијске мембране. Ентерококе могу да продукују 

и друге антимикробне супстанце као што су водоник пероксид и бактериоцини (Ammor 

et al., 2006; Zheng et al., 2015). Поред свих наведених особина, БМК имају и способност 

синтезе бројних једињења чија производња зависи од фактора средине, али и од 

генетичког потенцијала одређене врсте или соја (Hammes & Tichaczek, 1994; Ouwehand, 

1998; Tolinački, 2012). 

Хемијску основу антимикробне активности БМК најчешће чине органске 

киселине, водоник пероксид (H2О2), угљен диоксид (CО2), диацетил, ацетилалдехид, 

масне киселине, пироглутаматска киселина (PCA) и бактериоцини. 

 

Органске киселине. Ферментација шећера од стране БМК одликује се 

акумулацијом огранских киселина, чиме долази до снижавања pH и постиже се 

антимикробни ефекат (Gould, 1991). Најчешће органске киселине које продукују су 

млечна, сирћетна и пропионска киселина. 

Млечна киселина је главни метаболички производ ферментације БМК, где се у 

равнотежи налазе њена дисосована и недисосована форма. Степен дисоцијације зависи 
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од pH средине. При ниским pH, велика количина млечне киселине, у недисосованој 

форми, испољава антимикробно дејство на различите врсте бактерија, плесни и квасаца. 

Позната је инхибиторна способност млечне киселине према микроорганизмима. Млечна 

киселина се јавља у два оптичка изомера: D(-) млечна киселина и L(+) млечна киселина, 

од чега се L(+) млечна киселина више примењује током прераде хране. L(+) форма 

млечне киселине је природно заступљена у људском организму преко ензима L-лактат-

дехидрогеназе (Couto & Sanromán, 2006). Веће дозе D(-) изомера су штетне за људско 

здравље, посебно за новорођенчад (Zhang et al., 2007). E. coli је осетљива на L(+) млечну 

киселину, док је раст L. monocitogenes инхибиран у присуству D(-) млечне киселине 

(Gravesen et al., 2004).  

Сирћетну и пропионску киселину производе хетероферментативни сојеви БМК. 

Антимикробно дејство се испољава у интеракцији са ћелијском мембраном и изазивању 

интрацелуларног снижавање pH и денатурацији протеина. Показано је да сирћетна и 

пропионска киселина имају јачи антимикробни ефекат од млечне киселине јер на ниским 

pH имају већи проценат недисосоване форме од млечне киселине (Earnshaw, 1992). 

Сирћетна киселина може деловати синергистички са млечном киселином која, 

снижавањем pH вредности медијума, повећава токсичност сирћетне киселине (Adams & 

Hall, 1988). 

 

Водоник пероксид (H2О2). Неке БМК имају способност продукције водоник 

пероксида, који се продукује у присуству кисеоника као резултат деловања флавинских 

оксидаза, NADH оксидаза или супероксид дисмутаза. Антимикробно дејство H2О2 се 

огледа у снажном оксидујућем ефекту на ћелије бактерија. На тај начин, долази до 

денатурације бројних ћелијских ензима, протеина и мембранских липида чиме се 

повећава пермеабилност ћелијске мембране (Kong & Davison, 1980). H2О2 може да буде 

и прекурсор за настанак слободних радикала, као што су супероксид (О2
-) и хидроксилни 

јон (ОH-), који могу оштетити ДНК (Byczkowski & Gessner, 1988). Некe врсте из рода 

Lactobacillus синтетишу H2О2, а с обзиром да не поседују ензим каталазу, долази до 

акумулирања H2О2 у медијуму, чиме се постиже антимикробни ефекат (Kandler & Weiss, 

1986; Tolinački, 2012). 

 

Угљен диоксид (CО2). Угљен диоксид се продукује у процесу ферментације код 

хетероферментативних БМК. Прецизан механизам његовог антимикробног деловања је 

још увек непознат, али се зна да CО2 има улогу у формирању анаеробног окружења, па 
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је највероватније да доводи до инхибиције ензимске декарбоксилације или да 

акумулацијом у двослоју мембране може да проузрокује промену њене пропустљивости 

(Eklund, 1984; Tolinački, 2012). 

 

Диацетил. Диаецтил настаје као крајњи производ у метаболизму цитрата код 

појединих врста из родова Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus и Streptococcus. 

Диацетил интерферира са аргинин-везујућим протеинима и на тај начин онемогућава 

искоришћеност аргинина, чиме се постиже инхибиција раста Грам-негативних 

бактерија. Диацетил може деловати синергистички са другим антимикробним 

факторима и на тај начин допринети очувању ферментисаних намирница (Јаy, 1982; 

Tolinački, 2012).  

 

Ацеталдехид. Ацетилалдехид се синтетише под деловањем ензима треонин 

алдолазе. Способност његовог синтетисања показује врста Lb. delbrueckii subsp. 

bulgaricus. Показано је да Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus и S. thermophilus у јогурту не 

могу да метаболишу ацеталдехид, па се он нагомилава у производу и при 

концентрацијама од 10 – 100 ppm спречава раст S. aureus, S. typhimurium и E. coli у 

млечним производима (Piard & Desmazeaud, 1991; Tolinački, 2012).  

 

Масне киселине. Под специфичним условима, неке врсте из родова Lactobacillus 

и Lactococcus показују липолитичку активност (Sanz et al., 1988). Незасићене масне 

киселине делују инхибиторно на раст Грам-позитивних бактерија (Gould, 1991), а 

дејство остварују преко недисосованих форми, јер је уочено да на нижим pH испољавају 

већи антимикробни потенцијал (Kabara, 1993). Доказано је да антифунгална активност 

масних киселина зависи од дужине ланца, концентрација и pH медијума (Gould, 1991; 

Tolinački, 2012). 

 

Пироглутаматска киселина. Способност да синтетишу пироглутаматску 

киселину показали су Lb. casei subsp. casei, Lb. casei subsp. pseudoplantarum, Lb. 

helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus и Lb. delbrueckii subsp. lactis (Mucchetti et al., 

2002). Показано је да она испољава инхибиторну активност у односу на раст В. subtilis, 

Enterobacter cloacae и Pseudomonas putida (Huttunen et al., 1995; Tolinački, 2012). 
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Бактериоцини. Бактериоцини су протеини или протеински комплекси који 

испољавају антимикробно дејство (Nes & Johnsborg, 2004). Углавном су мали, 

термостабилни, позитивно наелектрисани пептиди који интерреагују са бактеријском 

мембраном, након чега заузимају амфифилну (дуалну) конформацију. Бактериоцини 

своје дејство испољавају повећањем мембранске пропустљивости, а то доводи до 

губитка малих метаболита из бактеријске ћелије (Heng et al., 2007). Мањи број до сада 

окарактерисаних бактериоцина Грам-позитивних бактерија инхибира широк спектар 

бактерија као што је случај са лантибиотицима, низином или мутацином B-Ny266 који 

делују на врсте из родова Actinomyces, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, 

Enterococcus, Gardnerella, Lactococcus, Listeria, Micrococcus, Mycobacterium, 

Propionibacterium, Streptococcus и Staphylococcus, а испољавају дејство и на патогене 

Грам-негативне бактерије, као што су врсте из родова Campylobacter, Haemophilus, 

Helicobacter и Neisseria (Mota-Meira et al., 2000, 2005; Tolinački, 2012). Неке студије су 

описале могућност коришћења бактериоцина који производе БМК, за биоконзервацију 

сирева (Hernandez et al., 2005; O’Sullivan et al., 2006). Познато је да различита pH 

вредност, различити медијуми за раст и температура могу утицати на производњу 

бактериоцина врста из родова Lactobacillus и Lactococcus (Aasen et al., 2000; Juarez Tomás 

et al., 2002; Mataragas et al., 2003). Познато је да S. uberis производи уберолизин који 

изазива лизу метаболички активних, осетљивих бактерија (Wirawan et al., 2007). 

Бактериоцини су јако разноврсни у смислу њихове величине, антимикробног спектра, 

начина деловања и механизама помоћу којих се остварује имуност или резистенција на 

њихово дејство. Све ове особине јасно указују на важну улогу коју бактериоцини имају, 

али је мање познато како је таква разноликост настала и које то све улоге бактериоцини 

имају у оквиру бактеријских заједница. De Vuyst & Leroy (2007) су изнели мишљење да 

је основна улога бактериоцина да соју који га производи обезбеди еколошку предност 

над компетиторима у оквиру комплексних микробиолошких заједница. Drider et al. 

(2006) износе став да се еколошка предност огледа и у способности појединих сојева 

БМК да произведу више од једног бактериоцина са различитим инхибиторним спектром, 

што им омогућава опстанак у окружењу које деле са блиско сродним врстама са којима 

су у компетицији за исте нутријенте. 

Имајући у виду да заједница БМК у сокобањском сиру представља неистражену, 

аутохтону бактериобиоту сира која може поседовати особине значајне за прехрамбену 

биотехнологију или потенцијалну примену изолата као пробиотика, постоји потреба за 

интензивирањем истраживања о својствима ове групе бактерија. 
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иљ докторске дисертације је да се у условима in vitro упозна 

заједница бактерија млечне киселине у сокобањском сиру и 

прошире фундаментална знања о изолованим врстама БМК 

пореклом из аутохтоног прехрамбеног производа (сокобањски 

сир), као и да се створи основа за развој нових стартер култура или 

пробиотских сојева. Из овог општег циља, произилазе посебни 

циљеви, а то је да се: 

➢ Испита хемијски састав сокобањског сира, традиционалног прехрамбеног 

производа, који је одабран као извор аутохтоних БМК.  

➢ Испита квалитативни и квантитативни састав, као и динамика заједнице БМК у 

сокобањском сиру. 

➢ Испитају биохемијска и физиолошка својства БМК пореклом из аутохтоног 

производа и изврши компаративна анализа у односу на стандардне сојеве и сојеве 

који се користе у биотехнологији (као пробиотици). 

➢ Испита антимикробни ефекат изолованих БМК у односу на изабране 

ентеробактерије изоловане из истог сира.  

➢ Испита пробиотски потенцијал изабраних аутохтоних БМК, у односу на 

дефинисане критеријуме које треба да испуне (раст и преживљавање у условима 

гастроинтестиналног тракта, раст у различитим концентрацијама различитих 

врста пребиотских супстрата, способност формирања биофилма, хидрофобност и 

способност аутоагрегације, коагрегације и адхезије, осетљивост на релевантне 

антибиотике, способности синтезе хемолизина на крвном агару и синтезе 

биогених амина, као и способност преживљавања у присуству фенола) и формира 

колекција изолата који показују потенцијал за даље истраживање и примену. 

➢ Испита способност продукције одређених ензима и процени улога БМК у 

органолептичким особинама сира.  

➢ Испита способности преживљавања изолата БМК у различитим условима 

животне средине. Добијени подаци ће указати који је опсег еколошких фактора 

који изолати могу да толеришу и бити основа за развој и оптимизацију метода за 

контролу микроорганизама у технологији производње сира. 
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4.1. Сокобањски сир 

 

У домаћинствима из села Језеро, Дуго Поље и Читлук из југоисточне Србије 

(околина Сокобање), постоји традиција производње једне врсте белог сира познатог као 

„сокобањски сир“. Свеже, пуномасно, кравље млеко се процеди након јутарње и вечерње 

муже, а затим догрева до температуре од 30 – 40ºС. Количина сирила која се додаје у 

млеко зависи од количине млека.  

За прављење сокобањског сира, користе се два врста сирила (маје): „СИРЕЛА“ и 

„РЕКОРДЕРКА“. Често се при традиционалном прављењу Сокобањског сира, мешају 

обе маје или се користе поједниначно једна или друга. Ни једна ни друга маја не садрже 

бактеријске стартер културе. „СИРЕЛА“ (Чачак, Србија) је течно сирило на бази 

химозина добијеног од гљива Rhizomucor miehei и Mucor miehei. Дозирање је 

прилагођено како за употреби у домаћинству, тако и за потребе млекарске индустрије 

при производњи различитих врста сирева (http://www.sirela.co.rs/). Осим маје 

„СИРЕЛА“, користи се и „РЕКОРДЕРКА“ (Саталаћ, Србија), која садржи бензоеву и 

сорбинску киселину (1,2%) у односу 1:5000 (http://www.pttimenik.com/prehrambeni-

proizvodi-i-repromaterijal-za-prehrambenu-industriju-zdrava-hrana/stalac/rekorderka). 

Време трајања подсиравања је око 30 минута. Брзина грушања млека зависи од 

температуре и од врсте сирила. Мешање груша се врши дрвеном варјачом или кутлачом, 

а цеђење се врши у грудњачама, док не изађе сва сурутка. Пресовање груде (сирне 

погаче) се врши плочастим каменом, тежине до 1 kg, неколико сати. Груда која се добије 

је пречника 28 ± 3 cm, а дебљине 4,5 cm. Сир се оставља да зри у дрвеним посудама. 

Према времену зрења, сир може бити млади или се оставља на ферментацију док се на 

површини не формира превлака која га штити од кварења и формира његов мирис и укус. 

Сирна погача се сече на кришке неправилног облика, обично димензија 12 × 16 × 4,5 cm. 

Сир се соли, тако што се додаје 6 – 8% NaCl на укупну масу сира. Саламура за чување 

сира прави од слане и прокуване сурутке или воде. Овако добијен сир се складишти у 

оставама, на температури око 10°С. Сир коришћен у току израде докторске дисертације 

је био млад, стар три дана, тако да није било процеса зрења. До сада се сир није паковао 

као оригинални производ, већ се одмах продавао. 
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4.2. Микробиолошке подлоге  

 

За потребе истраживања ове дисертације су коришћене дехидратисане подлоге 

(Торлак, Београд, Србија и Merck GmbH, Darmstadt, Germany), које су растваране у 

дестилованој води (dH2O), према инструкцијама произвођача. Након растварања, 

проверавана је pH сваке подлоге и вршена је стерилизација подлога на 121°С при 

притиску од 1,5 bar-а, у трајању од 15 – 20 минута.  

MRS бујон (Торлак, Београд, Србија); pH 6,4 ± 0,2 

– подлога за култивисање и умножавање Lactobacillus spp. 

Пепрон Торлак                                                    10,0 g 

Месни екстракт                                                   10,0 g 

Екстракт квасца                                                   5,0 g 

Декстроза                                                             20,0 g 

Калијум-хидрогенофосфат                                  2,0 g 

Натријум-хлорид                                                  5,0 g 

Натријум-ацетат                                                   2,5 g 

Магнезијум-сулфат                                              1,1 g 

Манган-сулфат                                                     0,2 g 

dH2O                                                                      1000 mL 

 

MRS агар (Торлак, Београд, Србија); pH 6,4 ± 0,2 

– подлога за изоловање, култивисање, бројање и одржавање Lactobacillus spp.  

Пепрон Торлак                                                        10,0 g 

Месни екстракт                                                       10,0 g 

Екстракт квасца                                                        5,0 g 

Декстроза                                                                 20,0 g 

Калијум-хидрогенофосфат                                      2,0 g 

Натријум-хлорид                                                      5,0 g 

Натријум-ацетат                                                       2,5 g 

Магнезијум-сулфат                                                 1,1 g 

Манган-сулфат                                                          0,2 g 

Агар                                                                             12 g 

dH2O                                                                     1000 mL 
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М17 бујон (Merck GmbH, Darmstadt, Germany); pH 7,2 ± 0,2 

– подлога за култивисање и умножавање Lactococcus spp. 

Пептон из соје меса                                                 5,0 g 

Пептон из меса                                                         2,5 g 

Пептон из казеинa                                                     2,5 g 

Eкстракт квасца                                                       2,5 g 

Eкстракт меса                                                           5,0 g 

Лактоза-монохидрат                                                5,0 g 

Аскорбинска киселина                                            0,5 g 

Натријум β-глицерофосфат                                  19,0 g 

Магнезијум-сулфат                                               0,25 g 

dH2O                                                                    1000 mL 

 

М17 агар (Merck GmbH, Darmstadt, Germany); pH 7,2 ± 0,2 

– подлога за изоловање, култивисање, бројање и одржавање Lactococcus spp. 

Пептон из соје меса                                                5,0 g 

Пептон из меса                                                        2,5 g 

Пептон из казеинa                                                    2,5 g 

Eкстракт квасца                                                      2,5 g 

Eкстракт меса                                                          5,0 g 

Лактоза-монохидрат                                               5,0 g 

Аскорбинска киселина                                           0,5 g 

Натријум β-глицерофосфат                                  19,0 g 

Магнезијум-сулфат                                               0,25 g 

Агар                                                                       12,75 g 

dH2O                                                                     1000 mL 
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Ескулин жучни агар или Рошерова (Rochaix) подлога (Торлак, Београд, Србија); pH 

7,1 ± 0,2 

– подлога за идентификацију ентерокока 

Пептон Торлак                                                    10,0 g 

Говеђа жуч                                                          20,0 g 

Ескулин                                                                 1,0 g 

Гвожђе(III)-амонијумцитрат                               1,0 g 

Агар                                                                     16,0 g 

dH2O                                                                   1000 mL 

 

Ескулин бујон (Торлак, Београд, Србија); pH 7,5 ± 0,2 

– подлога за детекцију способности ентерокока да хидролизују ескулин 

Хранљиви бујон Торлак                                    15,0 g 

Ескулин                                                                 1,0 g 

Декстроза                                                              1,0 g 

dH2O                                                                   1000 mL 

 

Аргинин бујон (Торлак, Београд, Србија); pH 7,5 ± 0,2 

– подлога за детекцију способности хидролизе аргинина 

Триптон Торлак                                                     5 g 

Екстракт квасца                                                     5 g 

L-аргинин                                                               3 g 

Декстроза                                                             0,5 g 

Калијум-хидрогенофосфат                                   2 g 

dH2O                                                                  1000 mL 
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Хранљиви агар (Торлак, Београд, Србија); pH 7,3 ± 0,2 

– подлога за култивацију индикаторских бактерија (ентеробактерија) и бројање 

аеробних мезофилних микроорганизама 

Пептон Торлак                                                  15,0 g 

Месни екстракт                                                   3,0 g 

Натријум-хлорид                                               5,0 g 

Калијум-хидрогенофосфат                               0,3 g 

Агар                                                                   18,0 g 

dH2O                                                                 1000 mL 

 

Крвни агар (Oxoid, Hampshire, United Kingdom); pH 7,4 ± 0,2 

– подлога за испитивање потенцијалне патогености изолованих бактерија 

Хранљиви супстрат (екстракт срца и 

пептони)  

20,0 g 

Натријум-хлорид                                                    5,0 g 

Агар                                                                         15,0 g 

Дефибринисана овчија крв                                    50 – 80 mL 

dH2O                                                                        1000 mL 

 

Подлога са обраним млеком; pH 6,6 ± 0,2 

– подлога за прелиминарко испитивање протеолитичке активности 

Обрано млеко у праху                                            44 g 

Натријум-цитрат                                                       8 g 

Екстракт квасца                                                        1 g 

Декстроза                                                                  5 g 

Агар                                                                          15 g 

dH2O                                                                         1000 mL 
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Подлога са лецитином  

– подлога за прелиминарно испитивање липолитичке активности 

Амонијум-сулфат                                                     0,5 g 

Магнезијум-хлорид                                                  0,3 g 

Натријум-хлорид                                                      0,3 g 

Манган-сулфат                                                          у траговима 

Гвожђе-сулфат                                                          у траговима 

Декстроза                                                                  20 g 

Калцијум-карбонат                                                  10 g 

Агар                                                                          17 g 

dH2O                                                                         1000 mL 

Лецитин                                                                    0,3 у 1 mL етил алкохола 

 

Цитратни агар; pH 6,8 ± 0,2 

– подлога за испитивање способности коришћења цитрата 

Обрано млеко у праху                                            10 g 

Хидролизат казеина                                                 2,5 g 

Декстроза                                                                   5 g 

Агар                                                                          18 g 

dH2O                                                                         1000 mL 

 

 

4.3. Раствори и реагенси  

 

Фосфатни пуфер – PBS (10 ×) (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Germany); pH 7,4 

Na2HPO4                                                                                                          80 mM 

NaH2PO4                                                                       20 mM 

NaCl                                                                             100 mM 

 

Водоник пероксид (3%) – H2O2 (Зорка Шабац, Шабац, Србија) 
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Физиолошки раствор 

Натријум-хлорид                                                              8,9 g 

dH2O                                                                              1000 mL 

7% раствор гвожђе (III)-хлорида – за испитивање способности коришћења ескулина 

Гвожђе (III)-хлорид                                                        7 g 

dH2O                                                                                 100 mL 

 

Фенил црвено  

– индикатор за испитивање способности коришћења аргинина 

У 0,2 g индикатора фенил црвено додати 1 mL етил алкохола, добро промућкати и затим 

додати дестиловану воду, до 10 mL раствора. Рeагенс добро промућкати и чувати у 

тамној, стакленој бочици. 

 

Раствори за испитивање способности коришћења цитрата 

Раствор А – 10% K3Fe(CN)6 

Раствор Б – 0,025 g mL-1 гвожђе-цитрата и 0,025 g mL-1 натријум-цитрата 

 

Раствори за испитивање пробиотског потенцијала 

 

AGF (Artificial Gastric Fluid, вештачки желудачни сок, pH 2,0)  

Пепсин                                                                 0,22% 

Натријум-хлорид                                                 0,5% 

Калијум-хлорид                                                   0,7 mM 

Натријум-хидрогенкарбонат                             0,45 mM 

dH2O                                                                     100 mL 

 

AIF (Artificial Intestinal Fluid, вештачки интестинални сок, pH 8,0)  

Панкреатин USP                                                     0,2% (w/v) 

Жучне соли                                                             0,4% (w/v) 

Натријум-хлорид                                                    0,5% 

dH2O                                                                        100 mL 
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Реагенси за доказивање активности ензима 

 

Кисела и алкална инвертаза: Стандард глукозе (Sigma Aldrich Co., St. Louis, 

USA), динитросалицилни реагенс, фосфатни пуфер (pH 8,0), натријум-ацетатни пуфер 

(pH 4,5)  

Алкална протеаза: 2% казеин, 5% TCA, 6% Na2CO3, Folin-Ciocalteu, стандардни 

раствор L-тирозина (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA) 

Алкална фосфатаза:  β-глицерофосфат, гликолни пуфер (pH 9,0), 10% TCA 

(трихлорсирћетна киселина), амидол, 60% PCA, NH4-молибдат 

α-амилаза: Скроб, стандард малтозе (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA), 

динитросалицилни реагенс, фосфатни пуфер (pH 6,9) 

Концентрација протеина у ферментационој течности: Bradford-ов реагенс, 

БСА протеински стандард (Bovine Serum Albumin) (1 mg mL-1) (Sigma Aldrich Co., St. 

Louis, USA) 
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5.1. Узорковање сира 

 

За потребе овог истраживања коришћен је сокобањски сир старости три дана. 

Узорковање је вршено у изабраним домаћинствима села Језеро (1), Дуго Поље (2) и 

Читлук (3) из југоисточне Србије. Избор домаћинстава је вршен случајним одабиром 

међу онима у којима се сир производи традиционално, на исти начин, дужи низ година. 

Узорци сира, тежине 300 g, узимани су у сваком изабраном домаћинству, у три годишња 

доба (пролеће (П), лето (Л) и јесен (Ј)) ради процене динамике бактериобиоте у сиру, у 

зависности од еколошких услова. Узорци су асептично узети и чувани на 4°C у 

фрижидерима и транспортовани до Лабораторије за Микробиологију, Института за 

биологију и екологију, Природно-математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу. 

Изолација је започета највише након 24 сата од узорковања („Sl. glasnik RS “, br. 73/2010; 

Vodić za primenu mikrobioloških kriterijuma za hranu, 2011). 

 

 

5.2. Испитивање хемијских карактеристика сира 

 

Испитивање хемијских карактеристика сира је вршено сагласно Правилнику о 

методама узимања узорака и методама хемијских и физичких анализа млека и производа 

од млека („Sl. Glasnik RS“, br. 32/83). 

 

5.2.1. Одређивање количине вoдe у сиру 

 

За испитивање количине воде у сиру одмерено је 3 g ± 0,001 g. Посуда са узорком 

је осушена 2 h на температури од 105°C ± 2°C а потом охлађена и измерена. Сушење је 

понављано док разлика између два узастопна мерења није била мања од 1 mg. Извршена 

су два мерења на истом узорку. 

 

5.2.2. Одређивање садржаја масти у сиру 

 

Садржај масти у сиру је одређен ацидобутирометријском методом (International 

IDF Standard 221, 2008). Добро хомогенизован узорак сира (3 g) је унет у бутирометар  

(Funke Gerber, Berlin, Germany). С горње стране бутирометра је унето пипетом 
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одмерених 10 mL сумпорне киселине (Merck, Darmstadt, Germany) и бутирометар је 

загреван у воденом купатилу на 65°C уз повремено мућкање, да се беланчевине сира 

сасвим растворе. Када су беланчевине растворене, у бутирометар је унето 1 mL амил-

алкохола (Merck, Darmstadt, Germany) и поново промућкано неколико пута. Потом је 

кроз горњи отвор бутирометра додато онолико сумпорне киселине колико је потребно 

да горњи менискус достигне број 35 на скали. Бутирометар је промућкан и 

центрифугиран Герберовом центрифугом (Funke Gerber, Berlin, Germany), 10 минута на 

1000 до 1200 обртаја у минути. Загревање у воденом купатилу и центрифугирање 

бутирометра поновљено је још два пута. Извршена су два мерења.  

Према Merćep et al. (2010), проценат масти у сувој материји израчуната је према 

формули: 

                                       [Проценат масти × 100] / Сува материја (%)                                (1) 

 

Садржај воде у материји без масноће израчунава се према формули: 

                  [Количина воде у сиру × 100] / [100 - количина масти у сиру]                       (2) 

 

5.2.3. Одређивање киселости сира 

 

За испитивање киселости сира одмерено је 5 g ± 0,0001 g испитиваног узорка 

сира. Узорак сира је измешан са 100 mL дестиловане воде. Тој смеши је додато 1 mL 2% 

фенолфталеина (AppliChem, Darmstadt, Germany) и садржај је титриран децимоларним 

раствором NaOH (Merck, Darmstadt, Germany) док се не појави ружичаста боја, која мора 

бити постојана два минута. На истом узорку за испитивање извршена су два мерења. 

 

5.2.4. Одређивање pH вредности сира 

 

pH вредност сира је одређена потенциометријски, у раствору сира припремљеног 

мешањем 10 g сира и 10 mL дестиловане воде. Мерење је вршено pH-метром (pH-vision 

246071, Ex tech instruments) уз претходну калибрацију стандардним растворима (pH 4,01 

и 7,0). 
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5.2.5. Одређивање садржаја натријум-хлорида (NaCl) у сиру 

 

За испитивање садржаја натријум-хлорида (NaCl) у сиру, коришћена је 

титриметријска метода, која се заснива на разарању органске супстанце сира уз помоћ 

KMnO4 (калијум перманганата, AppliChem, Darmstadt, Germany) и HNO3 (нитритне 

киселине, Merck, Darmstadt, Germany). Хлоридни јони су одређени титрацијом са 0,1 M 

(NH4)2SCN (амонијум роданид, Centrohem, Србија) до појаве црвеносмеђе боје која је 

постојана 30 секунди. 

 

Однос соли и воде (С / В) израчунава се по формули: 

                                                      С / В = [НС / ВЛ] ×100                                                    (3) 

где је НС садржај NaCl (%), а ВЛ је садржај воде (%) у сиру. 

 

 

5.3. Методе микробиолошких испитивања 

 

5.3.1. Припрема узорака сира за изолацију и одређивање укупног броја вијабилних 

бактерија млечне киселине и укупног броја аеробних мезофилних бактерија 

 

Припрема узорака сира, почетне суспензије и серије децималних разблажења 

узорака сира су вршене према ISO 6887-5:2010 стандарду. Узорци су узимани стерилном 

кашиком из средине сира, пребачени у стерилну посуду, одакле је, по принципу 

стерилности, измерено 10 g радног узорка. Радни узорак је затим хомогенизован у 90 mL 

2% раствора натријум-цитрата (pH 7,5) (Alkaloid, Skoplje, Makedonija), који је предходно 

стерилисан (121°С / 15 – 20 минута) и охлађен до 45°C. Узорак сира у натријум-цитрату 

је мешан на вортексу све док се не постигне потпуна хомогенизација, а затим се 

сукцесивно припремају серије децималних разблажења (до 10-7) са 2% натријум-

цитратом (1 mL узорка се одпипетира у 9 mL натријум-цитрата). По 1 mL сваког 

разблажења је одпипетирано у стерилну петри кутију и мешано са селективним 

подлогама: за изолацију лактобацила, коришћен је MRS агар; за изолацију лактокока, 

коришћен је M17 агар, док је за изолацију ентерокока, коришћен ескулин жучни агар 

(Mannu et al., 2002). За бројање укупних аеробних мезофилних бактерија, коришћен је 

хранљиви агар. Након солидификације, M17, MRS и ескулин жучни агар се наливају 
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танким слојем истог медијума, како би се обезбедили микроаерофилни услови за раст 

бактерија. Након инкубације (37°C / 48 h), плоче које су садржале између 20 и 300 

колонија су изабране за бројање и изолацију бактеријских колонија (сл. 1). Укупан број 

живих микроорганизама је одређен према формули: 

 

                  CFU g-1 сира = број колонија × 10 × (1 / одговарајуће разблажење)              (4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 1. Изглед колонија бактерија млечне киселине на MRS агару 

(Фото: М. Грујовић) 

 

5.3.2. Изолација и идентификација бактерија млечне киселине 

 

Одабране су појединачне колиније са M17, MRS и ескулин жучног агара и 

пренете на нове, стерилне петри плоче, ради пречишћавања. Након раста на 37°C / 48 h, 

пикиране су појединачне колоније и пренете у одговарајуће бујоне. Након инкубације, 

вршена је прелиминарна идентификација изолата која обухвата: 

1. Бојење ћелија по Граму 

2. Каталаза тест 

3. Испитивање физиолошких и биохемијских карактеристика изолованих сојева 

4. Испитивање способности ферментација угљених хидрата (Mundt, 1986; 1986a; 

Sneath et al.,1986; Isenberg, 1992; Prescot et al., 1996). 
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Бојење по Граму 

 

Бојење по Граму је метода сложеног диференцијалног бојења која омогућава 

сврставање бактерија у две групе, Грам-позитивне или Грам-негативне, у зависности од 

хемијског састава ћелијског зида (Berić & Nikolić, 2014). Основ методе јесте различито 

бојење бактеријских ћелија, због разлика по хемијском саставу ћелијских зидова. Грам-

позитивне бактерије садрже и до 90% пептидогликана, док Грам-негативне садрже танак 

слој пептидогликана окружен слојем фосфолипида, липопротеина и липополисахарда. 

Због тога се Грам-позитивне боје љубичасто (сл. 2), док се Грам-негативне боје у црвену 

боју.  

 

 

Слика 2. Изглед Грам-позитивних бактерија под микроскопом 

(Фото: М. Грујовић) 

 

Чисте културе бактерија, предходно гајене у М17 или MRS бујону (37°C / 24 h) 

су коришћене за микроскопирање препарата. За процедуру бојења, коришћени су 

кристал виолет и базни фуксин. На осушени препарат је прво додат кристал виолет и 

након три минута, додаје се Луголов раствор, који стоји два минута. У процесу бојења, 

Луголов раствор у реакцији са кристал виолетом формира једињење парајодрозанилин 

(кристал виолет јод-комлекс) који се задржава у ћелији Грам-позитивне бактерије. 

Након тога, вршено је испирање боје дестилованом водом и обезбојавање алкохолом. У 

фази обезбојавања, Грам-позитивне бактерије не губе боју и остају љубичасте, док Грам-

негативне бактерије у овој фази губе парајодрозанилин због веће количине липида. Зато 

оне добијају црвену боју од базног фуксина. Сви Грам-позитивни изолати су подвргнути 

даљем испитивању.   
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Каталаза тест 

У процесу аеробног дисања, поред молекула воде, могу да се формирају и 

токсични молекули, као што су водоник периоксид (H2O2) и супероксид радикал (О2
-), 

чије је деловање на активност ових бактерија негативно. Због тога бактерије синтетишу 

одређене ензиме који врше детоксикацију:  

• Супероксид дисмутазу, која преводи супероксид радикал у водоник пероксид 

• Каталaзy, која разлаже водник пероксид на кисеоник и воду 

• Пероксидазу, који преводи водоник пероксид у воду 

 

 

 

 

 

 

Слика 3. Пример негативног каталаза теста (нема мехурића кисеоника) 

(Фото: М. Грујовић) 

 

Присуство ензима каталазе се детектује додавањем 3% раствором водоник 

пероксида (H2O2), а уочава се кроз појаву мехурића кисеоника који настају као резултат 

разлагања H2O2 од стране каталазе. Култура која се испитује мора бити стара од 18 до 24 

h, јер је овај ензим присутан само у живим ћелијама. Езом је захваћена велика количина 

ћелија са М17 или MRS агара и нанешена на чисту и обележену микроскопску плочицу. 

На тако припремљен размаз је нането 2 – 3 капи 3% водоник пероксида и праћена је 

појава мехурића кисеоника, који су индикатори присуства ензима каталазе. Каталаза 

негативни изолати су подвргнути даљем испитивању (сл. 3). 

 

Испитивање физиолошких и биохемијских карактеристика изолованих сојева 

 

Грам-позитивни и каталаза негативни изолати су детерминисани до нивоа рода 

уз помоћ следећих тестова: 

• Способност раста бактерија на 15°C и 45°C на MRS и M17 агару 

Способност раста на две тестиране темпаретуре је испитивана тако што су 

преконоћне културе бактерија (старe од 18 – 24 h), методом тачкања, пренете на MRS и 
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M17 агар и инкубиране 24 h на 15, односно на 45°C. Након инкубације, утврђена је појава 

раста. 

• Способност раста на модификованом MRS и M17 агару, који садржи 4, 6,5 и 

8% (w/w) NaCl 

За испитивање способности раста изолата БМК на подлогама са различитом 

концентрацијом соли, припремљени су модификовани MRS и M17 агар. На подлоге је, 

методом тачкања нането по 20 μL преконоћне културе бактерија. Тако засејане подлоге 

су инкубиране на 37°С / 24 h. Након инкубације, утврђена је способност раста бактерија 

на одређеној концентрацији соли. 

• Способност продукције угљен диоксида током ферментације лактозе 

Епрувете модификованог MRS бујона са додатком лактозе и Дурхамовим 

цевчицама су припремљене и стерилисане, а затим су инокулисане са 1% (v/v) 

преконоћних културам испитиваних изолата. Епрувете су инкубиране на 37°С / 24 h. 

Након инкубације, очитани су резултати, а праћена је појава гаса у Дурхамовој цевчици, 

што је детектовано као позитивна реакција (сл. 4). 

 

 

Слика 4. Ферментација лактозе  

(лево – појава гаса у Дурхамовој цевчици;  

средина – контрола стерилности (неинокулисана MRS модификована подлога);  

десно – одсуство гаса у Дурхамовој цевчици) 

(Фото: М. Грујовић) 

 

• Способност раста и продукције егзополисахарида 

На модификованом MRS и M17 агару са додатком сахарозе (20 g L-1), методом 

тачкања су пренете преконоћне културе изолата БМК и остаљене на инкубацију на 37°С 
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/ 24 h. Након инкубације, утврђена је појава слузавих колонија, која представља 

позитивну реакцију (продукцију егзполисахарида). 

• Способност хидролизе L-аргинина и ескулина  

Способност хидролизе L-аргинина је утврђена у подлози са аргинином. У 

подлогу која је инокулисана изолатом БМК и инкубирана на 37°С / 24 h, је додато 

неколико капи фенол црвеног. Појава црвене боје означава позитивну реацију, а појава 

жуте боје негативну реакцију (сл. 5). Способност хидролизе ескулина је утврђена у 

ескулин бујону. У засејану и инкубирану подлогу, на 37°С / 24 h, је додато неколико 

капи 7% раствора гвожђе (III)-хлорида. Појава црног талога представља позитивну 

реакцију (сл. 6).     

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5. Приказ способности хидролизе L-аргинина  

(лево – контрола стерилности подлоге; средина – позитивна реакција;  

десно – негативна реакција) 

(Фото: М. Грујовић) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 6. Приказ способности хидролизе ескулина  

(лево и средина – позитивна реакција, десно – негативна реакција) 

(Фото: М. Грујовић) 
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• Способност хидролизe хипурата 

Испитана је способност тестираног изолата да хидролизује киселину (натријум 

хипурат) до натријум бензоата и глицина, уз помоћ ензима хипуриказе. Додавање 

нинхидрина доводи до ослобођања амонијум јона из глицина, који реагује са 

резидуалним нинхидрином и ствара комплекс љубичасте боје. Тест се изводи тако што 

се у раствор натријум хипурата инокулише густа суспензија испитиване бактерије и то 

се инкубира на 37°С, 2 h, након чега се додаје неколико капи нинхидрина, па се остави 

на инкубацији још 10 – 15 минута. Појава љубичасте боје означава позитивну реакцију 

(сл. 7).  

 

Слика 7. Приказ способности хидролизе хипурата 

(Фото: М. Грујовић) 

 

• Способност коришћења цитрата 

Способност коришћења цитрата је испитивана на цитратном агару. Након 

стерилизације, у подлогу се додаје по 1% Раствора А и 1% Раствора Б, подлога се 

промеша и разлије у стерилне петри кутије. Овако припремљена се засејава културом 

бактерија и инкубира на 37°С / 24 h. Појава тамно-плавих колонија означава да 

тестирани изолат има способност коришћења цитрата из подлоге (сл. 8). 
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Слика 8. Приказ способности коришћења цитрата БМК  

(плава боја – позитивна реакција; безбојна колонија – негативна реакција) 

(Фото: М. Грујовић) 

 

• Ацидификациона способност бактерија 

Способност изолата бактерија млечне киселине да редукују pH вредност млека се 

испитује у стандардном млеку, које садржи 1,6% млечне масти и обогаћеном млеку. 

Обогаћено млеко је прављено додавањем 2% глукозе и 1% екстракта квасца, уз благо 

загревање, до растварања. Негативне контроле су биле pH вредности неинокулисаног 

обичног и обогаћеног млека. У тако припремљене узорке млека је додавано 2% (v/v) 

инокулума бактерије коју тестирамо. Инкубација је вршена на 37°C. Мерење pH 

вредности је вршено након 6 h и 24 h, уз помоћ pH метра (Basic pH meter, Arvada, 

Colorado). Праћена је и појава груша и гаса у обе врсте млека (сл. 9). 
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Слика 9. Приказ ацидификационе способност изолата БМК 

(лево – појава груша; средина и десно – појава груша и гаса) 

(Фото: М. Грујовић) 

 

• Активност изолата у млеку обогаћеном са метиленским плавим 

Тестирана је способност изолата БМК да расту у млеку обогаћеном са 0,1% 

метиленским плавим, које је инокулирано са 2% (v/v) инокулума бактерије коју 

тестирамо. Инкубација је вршена на 37°C у трајању од 24 h. Након инкубације, детектује 

се промена боје и закључује о способности бактерија да редукују метиленско плаво (сл. 

10). 

 

Слика 10. Приказ активности изолата БМК у млеку обогаћеном са метиленским 

плавим (слика лево – редукција метиленског плавог (појава плавог прстена) уз појаву 

груша и гаса; слика десно – редукција метиленског плавог уз појаву груша и негативна 

контрола) 

(Фото: М. Грујовић) 
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• Способност продукције диацетила 

Способност изолата БМК да продукују диацетил је испитивана у млеку које је 

претходно засејано бактеријама и инкубирано на 37°C / 24 h. Након инкубације, култури 

је додато 1 mL 30% NaOH и 1 – 2 mg креатина у 1 mL згрушаног млека. Овако 

припремљена култура је додатно инкубирана на собној температури, 1 – 2 h. Појава 

црвеног прстена означава позитивну реакцију (сл. 11).  

 

Слика 11. Приказ способности бактерија да продукују диацетил  

(појава црвеног прстена означава позитивну реакцију) 

(Фото: М. Грујовић) 

 

Испитивање способности ферментације угљених хидрата 

 

Након фенотипске, биохемијске и физиолошке идентификације изолата до нивоа 

рода уз помоћ кључева за детерминацију, испитивана је способност ферментације 

угљених хидрата уз помоћ комерцијалних китова Microgen Strep ID (Microgen 

Bioproducts, Germany) (сл. 12) и API CH50 (BioMerieux, Marcy l'Etoile, France) (сл. 13). 

Резултати су очитани и уз помоћ добијених кодова, коришћењем базе података 

произвођача, изолати су идентификовани до нивоа врсте (Charteris et al., 2001).  

 

Слика 12. Изглед Microgen Strep ID трака након инкубације и додавања реагенаса                                    

(Фото: М. Грујовић) 
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Слика 13. Изглед API CH50 трака након инкубације 

(Фото: М. Грујовић) 

 

Чување изолата 

 

Изоловане и детерминисане бактерије се чувају у Лабораторији за 

микробиологију, ПМФ-а у Крагујевцу. Чување се врши на -20°C и -80°C у M17 бујону 

(коке) и у MRS бујону (бацили), који садрже 20% глицерола (v/v) (Mannu et al., 2002). 

Културе које се користе за даља микробиолошка истраживања се два пута пресејавају у 

M17 бујон и у MRS бујон и инкубирају на 37°C / 24 h. 

  

5.3.4. МАЛДИ-ТОФ масена спектрофотометрија у идентификацији бактерија млечне 

киселине 

 

Потврда и коначна идентификација изолата БМК, урађена је применом МАЛДИ 

ТОФ масене спектрофотометрије, у Институту за јавно здравље Војводине. Изолати 

ентерокока су инкубирани на M17 агару, лактокока у М17 бујону и лактобацила у MRS 

бујону, на 37°C / 24 h. Узорци ентерокока су анализирани уз помоћ стандардне 

процедуре (Bruker’s direct transfer sample preparation procedure for MALDI-TOF MS). 

Појединачне бактеријске колоније су директно пренете на 96-МАЛДИ плочу (Bruker 

Daltonics, Bremen, Germany), остављене пар минута да се осуше, након чега су 
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прекривене са 1 μL раствора матрикса (Bruker Matrix HCCA; α-цијано-4-

хидроксикинамична киселина). Узорци лактобацила и лактокока су анализирани помоћу 

методе протеинске екстракције, са модификацијама. 500 μL преконоћне културе 

бактерије гајене у MRS бујону (лактобацили) или М17 бујону (лактококе) је 

центрифугирано на 12000 rpm / 4°С / пет минута. Супернатант је одбачен, а у преостали 

пелет је додато 300 μL дестиловане воде и 900 μL апсолутног етанола. Суспензија је 

мешана на вортексу један минут а затим центрифугирана на 13000 rpm / 4°С / два минута. 

Супернатант је затим одбачен, а пелет је осушен на 55°С, најмање 30 минута, како би 

испарила вода и етанол у потпуности. Након тога је додато 50 μL 70% мравље киселине 

и темељно помешано уз помоћ пипете. Затим је додато 50 μL 50% ацетонитрила и узорци 

су поново центрифугирани на 13000 rpm / 4°С / два минута. Након тога, 1 μL 

супернатанта је пренет директно на 96-МАЛДИ плочу, која је остављена да се осуши 10 

минута, након чега се узорак прекрива са 1 μL раствора матрикса. 

MALDI-TOF масени спектри су добијени коришћењем Microflex LT/SH BioTyper 

на спектофотометру (Bruker Daltonics), опремљеним азотним ласером (337 nm), који 

ради под контролом Flexcontrol софтвера, верзија 3.1. (Bruker Daltonics). Аквизација 

спектра у масеном опсегу од 2 до 20 kDa се скупља уз помоћ опције Auto Execute, 

акумулирајући 240 ласерских снимака (фреквенција ласера 60 Hz; јонски напон једног 

волта 19,9 kV; јонски напон другог волта 18,53 kV; напон објектива 6 kV) набављених 

на 30 – 40% максималне снаге ласера.  

Резултати су изражени резултатима МАЛДИ-биоТипер-а (од 0,000 до 3,000), што 

указује на сличност са непознатим бактеријским профилом доступним профилима на 

бази података софтвера МАЛДИ-биоТипер. Одговарајуће вредности (оцена) ≥ 2,000  

(зелена боја) узете су као тачна идентификација до нивоа врсте изолата. Оцена између 

1,700 и 2,000 (жута боја) подразумева само вероватну идентификацију рода, док 

вредност резултата испод 1,700 (црвена боја) указује да постоји сличност између 

непознатог профила и било ког од оних у бази података.  

 

5.3.5. Прелиминарно испитивање антимикробног потенцијала изолованих бактерија 

млечне киселине 

 

Пре испитивања антимикробног потенцијала БМК, урађено је прелиминарно 

антимикробно испитивање методом према NCCLS (2003), са модификацијама, како би 

се издвојили изолати који поседују антимикробну активност а касније урадила и 
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квантификација резултата методом бунарића у агару (agar-well difusion (AWD) method). 

На стерилне MRS и M17 подлоге, асептично је нането 10 µL суспензије тестираних БМК 

које су остављене да се осуше (метода тачкања). У 10 mL стерилног хранљивог агара (у 

епрувети), је додато 100 µL бактеријске суспензије изабраних индикаторских врста 

бактерија (Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 12453, Klebsiella oxytoca 

KGPMF1, Klebsiella ornithinolytica KGPMF8 и Aeromonas hydrophila KGPMF65). 

Колекција изолата и ATCC индикаторских врста је чувана у мешавини 20% (v/v) 

глицерола и хранљивог бујона, на -80°C, на Природно-математичком факултету, 

Универзитета у Крагујевцу. Изолати Грам-негативних бактерија су изоловани такође из 

сокобањског сира (Mladenović et al., 2018) Након мешања на вортексу, преливена је 

плоча са осушеним сојевима БМК. Плоче се оставе на инкубацију на 37°С / 24 h. Појава 

прозирне зоне око засејаних БМК указује на потенцијални антимикробни ефекат (сл. 14). 

Сојеви БМК коју су показали такву зону су коришћени у даљем истраживању.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 14. Изглед плоче након прелиминарног испитивање антимикробне активности 

БМК (појава светле зоне око засејаних колонија БМК указује на потенцијалну 

антимикробну активност изолата) 

(Фото: М. Грујовић) 

 

Антимикробни потенцијал изолованих БМК је испитиван методом бунарића у 

агару (agar-well difusion (AWD) method), коју су описали Tagg & Mc Given (1971). 

Направљена је суспензија преконоћних индикаторских врста бактерија која садржи 108 

CFU mL-1 (100 μL) у хранљивом агару (20 mL) (Торлак, Београд, Србија), охлађеног на 

44 – 47°С, који је потом разливен у стерилне петри кутије. Супернатант бактерија млечне 
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киселине које су тестиране је добијен центрифугирањем преконоћних култура (18 h) 

бактерија на 10000 rpm / 4°C / 30 минута. pH супернатанта је подешена на 6,2 додавањем 

1 М NaOH, и затим је извршена стерилизација супернатанта филтрирањем кроз 0,22 μm 

целулозно-ацетатне филтре (Rotilabo syringe filters, Roth). У разливеном хранљивом 

агару са индикаторском врстом бактерије су направљени бунарићи пречника 6 mm у које 

је додато 100 μL супернатанта. Након тога, петри плоче су остављене у фрижидеру, 2 h 

на 4°C, да би се омогућила потпуна дифузија супернатанта у подлогу. Петри плоче су 

затим инкубиране на 37°C / 24 h. Након инкубације, мерен је пречник без раста (приказан 

у милиметрима (mm)) индикаторских врста око бунарића са супернатантом.  

 

 

5.4. Методе за евалуацију бактерија млечне киселине као пробиотика 

 

5.4.1. Испитивање способности преживљавања у гастроинтестиналном тракту 

 

Способност преживљавања бактерија млечне киселине у условима 

гастроинтестиналног тракта подразумева испитивање способности раста изолата у 

условима ниске pH вредности, гастро тест и тест жучних соли. 

 

Способност раста изолата у условима ниске pH вредности 

Способности раста изолата у условима ниске pH је испитана на преконоћним 

културама изолата (18 – 24 h), које су инокулисане у M17 бујону (коке) и у MRS бујону 

(бацили), чија је pH подешена додавањем 0,1 М раствора HCl, на 3, 4 и 5. Раст изолата је 

детектован након инкубације на 37°С / 48 h, на ELISA читачу микротитар плоча (RT-

2100C, Rayto, Shenzhen, China), на таласној дужини од 600 nm. Експеримент је урађен у 

трипликату а изолати који су показали способност раста на pH 3 су даље испитивани 

(гастро тест и тест жучних соли).  

 

Способност раста изолата у симулираним условима желудачног сока - гастро тест 

За симулацију услова који владају у желуцу користи се гастро тест, који су 

описали Huang & Adams (2004) и Radulović et al. (2010), са модификацијама. Преконоћне 

културе изолата су инокулисане у односу 1:10 у вештачки направљен желудачни сок 

(одељак Раствори и реагенси), а затим су инкубиране на 37°C, у трајању од 1, 2 и 3 h јер 
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је то време у коме се бактерије задржавају у желуцу (Zoumpopoulou et al., 2008). Након 

инкубације, апсорбанце раста су очитане на ELISA читачу микротитар плоча (Bassyouni et 

al., 2012), а број живих бактерија је одређен пресејавањем из тестираних услова на плоче 

са MRS и М17 агаром, у три понављања (Radulović et al., 2010). Бактеријске колоније су 

бројане након 24 h а проценат преживљавања је одређен у односу на контролу раста према 

формули (Hernandez-Hernandez et al., 2012):  

 

                     % преживљавања = тест (CFU mL-1) / контролна (CFU mL-1) × 100           (5) 

 

Изолати који су показали толеранцију на симулиране услове желудачног сока су 

даље подвргути тесту жучних соли. 

 

Способност раста изолата у симулираним условима дуоденума - тест жучних соли 

Како би се испитала способност преживљавања у симулисалим условима 

дуоденума, примењује се тест жучних соли. Преконоћне културе изолата су 

инокулисани у вештачки направљеном интестиналном соку (одељак Раствори и 

реагенси) и инкубирани на 37°C / 4 h, јер је то време задржавања хране у танком цреву 

(Kumar & Muragalatha, 2012). Након инкубације, апсорбанце раста су очитане на ELISA 

читачу микротитар плоча (600 nm), а број живих бактерија је одређен пресејавањем из 

тестираних услова на плоче са MRS и М17 агаром, у три понављања (Radulović et al., 2010). 

Бактеријске колиније су бројане након 24 h а проценат преживљавања је одређен у односу 

на контролу раста према формули (Hernandez-Hernandez et al., 2012):  

 

                   % преживљавања = тест (CFU mL-1) / контролна (CFU mL-1) × 100             (6) 

 

5.4.2. Способност синтезе биогених амина 

 

Способност изолата БМК да синтетишу биогене амине (хистамин и тирамин) из 

модификованих подлога са додатком аминокиселине хистидин и тирозин (посебно) се 

испитује анализом која је описана у Do-Won & Jong-Hoon (2015). Засејане, модификоване 

подлоге су инкубиране на 37°С / 24 h. Појава љубичасто-пурпурне боје у подлози са 

хистидином или појава седимента у подлози са тирозином, потврђује присуство 

декарбоксилаза. 
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5.4.3. Способност раста бактерија у присуству фенола 

 

Способност раста изолата у присуству фенола је испитивано засејавањем 2% (v/v) 

преконоћне културе у MRS и M17 бујон, у кога су предходно додате финалне 

концентрације фенола од 0,1%, 0,2% и 0,3%. Након инкубације на 37°С / 24 и 48 h, 

праћена је појава раста бактерија, што указује на способност преживљавања у присуству 

фенола (Šušković et al., 2001). 

 

5.4.4. Испитивање способности синтезе хемолизина на крвном агару    

 

Неке врсте бактерија се одликују способношћу синтезе екстрацелуларних 

протеина хемолизина, који доводе до оштећења различитих ћелијски елемената, посебно 

до лизе еритроцита и ослобађања хемоглобина. Способност синтезе хемолизина се 

испитује на крвном агару.  

Грам-позитивни и каталаза негативни изолати су тестирани на способност 

синтезе хемолизина. Преконоћне културе су засејане на крвни агар, инкубиране на 

температури од 37°С / 24 h, након чега је праћена појава зоне хемолизе (Lombardi et al., 

2004; Maragkoudakis et al., 2009). Хемолиза се детектује појавом или одсуством светлих 

зона око колонија (α-хемолиза – недовољно светле зоне око колонија; β-хемолиза – јасне 

светле зоне око колонија; γ-хемолиза – одсуство светлих зона око колонија) (сл. 15). 

 

 

Слика 15. Изглед хемолизе на крвном агару 

(http://svet-biologije.com/wp-content/uploads/2013/12/hemoliza-800x600.jpg) 
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5.4.5. Испитивање осетљивости изолата на антибиотике 

 

Испитивање осетљивости изолата на антибиотике заснива се на одређивању 

минималне инхибиторне концентрације (МИК), која се дефинише као најнижа 

концентрација тестираног антибиотика на којој је инхибиран раст микроорганизма. 

Минимална инхибиторна концентрација се одређују применом микродилуционе методе 

(Sarker et al., 2007). Микродилуциона метода се изводи у микротитар плочама са 96 

бунарића, под стерилним условима. Од антибиотика, коришћени су тетрациклин, 

ампицилин, гентамицин, ванкомицин и полимиксин Б (Sigma Chemicals Co., USA). 

Тестирани антибиотици су растварани у MRS бујону (до 100% укупне запремине).  

Преконоћне култура испитиваних изолата бактерија, гајених на MRS агару, су 

коришћене за припрему суспензија бактерија. За стандардизацију бактеријских 

суспензија користи се Mc Farland стандард број 0,5 који означава густину суспензије од 

1,5 × 10
8
CFU mL-1. Почетне суспензије су додатно разблажене да би се добио број 

бактерија од 1 × 10
6 
CFU mL-1.  

У микротитар плочама са 96 бунарића, направљена је серија дуплих разблажења 

тестираних антибиотика, у распону од 0,05 μg mL-1 to 4000 μg mL-1. Укупна запремина у 

бунарићу је износила 100 μL. У сваки бунарић је додато по 10 µL суспензије тестираних 

изолата. Микротитар плоче су инкубиране на 37°C / 24 h. За очитавање резултата 

инхибиторног ефекта антибиотика на изолате, додат је ресазурин, индикатор ћелијског 

метаболизма и раста. Промена боје индикатора из плаво-љубичасте у розе указује на 

појаву раста (сл. 16). Најнижа концентрација на којој није дошло до промене боје 

индикатора одређена је као минимална инхибиторна концентрација. Сваки експеримент 

је садржао контролу раста тестиране бактерије и контролу стерилности (неинокулисан 

MRS бујон). Свако тестирање је урађено у дупликату и резултати су приказани као 

средња вредност. 
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Слика 16. Испитивање осетљивости изолата БМК на антибиотике – изглед микротитар 

плоче након инкубације 

(Фото: М. Грујовић) 

 

5.4.6. Способност асимилације различитих шећера  

 

Испитивање способности асимилације шећера изабраних БМК је урађено 

методом коју су описали Rada et al. (2008), са модификација описаним у даљем тексту. 

За експеримент је коршћен модификовани MRS бујон, који је садржао све компоненте 

осим декстрозе, уместо које су додати лактоза, фруктоза, манитол и инулин (Торлак, 

Београд, Србија). MRS бујон са 2% декстрозе је коришћен као контрола раста. 

Експеримент је рађен у микротитар плочама са 96 бунарића (Sarstedt, Germany), где је 

направљена серија дуплих разблажења тестираних шећера у распону од 8 до 0,25% (w/v). 

Укупна запремина у бунарићу је износила 100 μL. У сваки бунарић је додато по 10 µL 

суспензије тестираних изолата. Бактеријски инокулум се припрема од преконоћне 

културе тестираних бактерија. Густина бактеријске суспензије је подешена уз помоћ 

McFarland дензитометра, тако да број бактерија буде 1,5 × 10
8 

CFU mL-1. Микротитар 

плоче су инкубиране на 37°C / 24 h. Апсорбанца раста бактерије је одређена помоћу 

ELISA читача микротитар плоча, на таласној дужини од 600 nm.  

Неинокулисан MRS бујон или неинокулисан бујон са одређеном концентрацијом 

шећера је коришћен као контрола стерилности, као и за добијање апсорбанце чистог 

раста бактерија. Сваки тест је изведен у трипликату. 
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5.4.7. Способност аутоагрегације и коагрегације изолата  

 

Аутоагрегација изабраних БМК, као и њихова коагрегација са E. coli (клиничким 

изолатом) су испитивани методама које су описали Ocaña & Nader-Macías (2002), са 

модификацијама описаним у даљем тексту. 

Аутоагрегација изабраних изолата је испитивана у PBS пуферу. Ћелије 

преконоћних култура изолата су центрифугиране на 5000 rpm, у трајању од 15 минута, 

након чега су испране у PBS пуферу. Поступак центрифугирања је поновљен још два 

пута а ћелије су затим ресуспендоване у 4 mL истог пуфера, тако да број ћелија буде око 

108 CFU mL-1. Суспензија је измешана на вортексу и 200 µL са површине суспензије је 

пренето у стерилне фласкове, где је додато 1800 µL PBS, након чега је измерена 

апсорбанца на 600 nm (A0). Иста процедура је поновљена након 1, 2, 3, 4, 5 и 24 h (At).  

Проценат аутоагрегације је израчунат према формули: 

 

                                               % аутоогрегације = (A0 - At) / A0 × 100                                 (7) 

где At представља апсорбанцу супернатанта након 1, 2, 3, 4, 5 и 24 h. 

 

За испитивање способности коагрегације са E. coli, ћелије испитиваних изолата 

БМК су припремљене на исти начин као и за испитивање аутоагрегације, и затим су 

ресуспендоване у PBS пуферу, одакле је узето 2 mL суспензије испитиваног изолата и 

измешано са 2 mL суспензије E. coli. Овако направљена мешавина суспензија је 

измешана на вортексу, и 200 µL са површине суспензије је пренето у стерилне фласкове, 

у које је додато 1800 µL PBS, након чега је измерена апсорбанца на 600 nm (A0). Иста 

процедура је поновљена након 2 h (At). Проценат коагрегације је израчунат према 

формули: 

 

                                              % коагрегације = (A0 - At) / A0 × 100                                      (8) 

 

5.4.8. Способност бактерија млечне киселине за формирање биофилма  

 

Способност изолованих БМК да формирају биофилм је тестирана методом са 

кристал виолетом (biofilm formation assay), која је описана у O'Toole et al. (2000) и 

Stepanović et al. (2007), са модификацијама описаним у даљем тексту. 
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У сваки бунарић микротитар плоче (Sarstedt, Germany) је додато по 100 μL M17 

бујна (за коке) и по 100 μL MRS бујона (за бациле). 10 µL свеже бактеријске суспензије 

која је садржала 108 CFU mL-1 и потом раблажена у доносу 1:100, је додато у сваки 

бунарић. Тако инокулисане микротитар плоче су остављене на инкубацију на 37°C / 48 

h. Након инкубације, садржај сваког бунарића је нежно избачен из плоче. Бунарићи су 

испрани са 200 µL стерилног физиолошког раствора, како би се ослободили 

планктонских бактеријских ћелија. Формирани биофилм је фиксиран додавањем 100 μL 

метанола. Када испари метанол на собној температури, у сваки бунарић се додаје 100 μL 

0,1% (w/v) кристал виолета и микротитар плоче се остављају на инкубацији у мраку, 20 

минута. Након тога, плоче су испиране три пута са дестилованом водом, након чега је у 

сваки бунарић додато по 200 μL 96% етанола. Резултати су очитани на ELISA читачу 

микротитар плоча, на таласној дужини од 630 nm. Сваки експеримент је садржао 

контролу стерилности (неинокулисан M17 и MRS бујон), чија је апсорбанца послужила 

да се добије коначна апсорбанца формираног биофилма.  

Према Mendoza-Olazaran et al. (2014), не постоји универзална референтна 

вредност апсорбанце која се користи за процену способности формирања бактеријског 

биофилма. Апсорбанца бактеријског биофилма већа од негативне контроле али мања од 

стандардног (ATCC) соја се карактерише као слаб продуцент биофилма, док се 

апосорбанца већа од стандардног соја карактерише као јак продуцент биофилма (Qi et 

al., 2016). 

 

 

Слика 17. Способност формирања биофилма БМК – изглед микротитар плоче након 

бојења кристал виолетом (љубичаста боја – формирани биофилм; бела боја – контрола 

стерилности) 

(Фото: М. Грујовић) 
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5.4.9. Микробиолошка адхезија са различитим врстама растварача 

 

Микробиолошка адхезија са растварачима је мерена према методи која је описана 

у Rosenberg et al. (1980) са модификацијама (Crow & Gopal, 1995; Bellon-Fontaine et al., 

1996; Kos et al., 2003). Ћелије преконоћне културе бактерија (расле у MRS бујону) су 

центрифугиране на 5000 rpm у трајању од 15 минута, након чега су два пута испране и 

ресуспендоване у 0,1 M KNO3 (pH 6,2), до 108 CFU mL-1. Измерена је почетна апсорбанца 

на спектофотометру, на таласној дужини од 600 nm (A0). У 3 mL ћелијске суспензије је 

додато 1 mL растварача. Након инкубације од 10 минута, на собној температури, две 

фазе садржаја епрувете су измешане на вортексу два минута. Водена фаза је издвојена 

након 20 минута инкубације на собној темпаратури и измерена је апсорбанца на 600 nm 

(A1). Проценат бактеријске адхезије са одређеним растварачем је израчунат преко 

следеће формуле: 

                                                      % адхезије = (1 - A1 / A0) × 100                                       (9) 

 

Коришћене су три различите врсте растварача: ксилол, као аполаран растварач; 

хлороформ као монополаран и кисели растварач и етил ацетат, као монополаран и базни 

растварач. Бактеријска адхезија са ксилолом је показивач бактеријске хидрофобности 

или хидрофилности. Способност адхезије са остала два растварача су рађена у сврху 

испитивања капацитета бактерија као донора електрона (хлороформ) или акцептора 

електрона (етил ацетат) (Bellon-Fontaine et al., 1996). Уколико тестирана бактерија 

покаже афинитет према хлороформу, онда је она донор електрона, а слаб акцептор 

електрона. Афинитет према етил ацетату показује да је тестирана бактерија бољи 

акцептор електрона, а слаб донор (Dias et al., 2013). Према Ocaña & Nader-Macías (2002), 

проценат хидрофобности се изражава као: од 0 до 35% – ниска хидрофобност; од 36 до 

70% – средња хидрофобност; од 71 до 100% – висока хидрофобност. 

 

5.4.10. In vitro испитивање способности адхезије изолата за епител танког црева 

свиње  

 

Испитивање способности адхезије E. faecalis KGPMG47, Lb. brevis KGPMF35, Lb. 

fermentum KGPMF29, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF57 за епител танког 

црева свиње је тестирана методом описаном у Kos et al. (2003), са модификацијама 

описаним у даљем тексту. За потребе испитивања, коришћен је илеум (део танког црева) 
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свиње. Узорци црева су узети од свиње старе девет месеци. Одмах након жртвовања 

животиње, узет је узорак црева, који је механички испран и чуван на 4°C у фрижидеру. 

Пре почетка експеримента, танко црево је исечено на комадиће (1 cm2), који су стављени 

у PBS, 30 минута на 4°C у фрижидер, како би се узорци црева ослободили вишка слузи. 

Након тога, црево је испрано три пута у стерилном PBS-у на ротационој мешалици, како 

би се узорци ослободили масних капљица. У еленмајерима је стерилисан MRS бујон (20 

mL), који је инокулисан са 200 μL преконоћне културе тестиране бактерије и у сваки 

еленмајер је додат по један узорак црева. Тако припремљени еленмајери су инкубирани 

на 37°C / 24 h. Након инкубације, узорци црева су испрани стерилним физиолошким 

раствором, како би се испрале ћелије бактерија које се нису везале за црево, и узорци су 

фиксирани у метанолу. Након сушења, узорци црева су бојени флуоресцентном бојом, 

акридин оранж (Acros Orgnics, New Jersey, USA), два минута (Kronvall & Myhr, 1977). 

Вишак боје је испран стерилном дестилованом водом (сл. 18). Тако припремљени узорци 

су посматрани и фотографисани на флуоресцентном микроскопу (Nikon, Ti-Eclipse, 

400×, Austria). Као негативне контроле, коришћени су узорци црева додати у MRS бујон 

и PBS, који нису инокулисани бактеријама.  

 

 

Слика 18. Изглед узорака танког црева обојених акридин оранжом и припремљених за 

микроскопирање 

(Фото: М. Грујовић) 
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5.5. Испитивање ензимске активности бактерија млечне киселине 

 

Прелиминарно испитивање протеолитичке активности је испитивано 

засејавањем преконоћне културе изолата на подлогу са обраним млеком у праху (Essid 

et al., 2009). У подлози су, под стерилним условима, направљени бунарићи пречника 8 

mm, у које су додате тестиране културе изолата. Након инкубације на 37°С / 24 h, 

праћена је појава бистре зоне око бунарића са испитиваном бактеријом (позитивна 

реакција). Бистра зона настаје као последица хидролизе казеина.  

Прелиминарно испитивање липолитичке активности је испитивано засејавањем 

преконоћне културе изолата на подлогу са лецитином. У подлози су, под стерилним 

условима, направљени бунарићи пречника 8 mm, у које су додате тестиране културе  

изолата. Након инкубације на 37°С / пет дана, прати се појава бистрих зона око бунарића 

са испитиваном бактеријом (позитивна реакција). Бистра (провидна) зона потврђује 

хидролизу лецитина и указује на способност бактерија да продукује ензим липазу.  

Испитивање ензимских активности БМК је обухватило одређивање активности 

киселе и алкалне инвертазе, алкалне протеазе, алкалне фосфатазе и α-амилазе. Такође, 

испитана је укупна количина протеина у ферментационој течности бактерија. Сва 

мерења су вршена спектрофотометријски. 

 

5.5.1. Добијање ферментационе течности бактерија млечне киселине 

 

За испитивање ензимске активности БМК, неопходно је добити ферментациону 

течност бактерија. У 10 mL МRS (за бациле) и M17 (за коке) бујона је засејано по 100 μL 

преконоћне културе бактерије. Тако припремљене засејане подлоге су инкубиране на 

37°C / 24 h. Након инкубације, узорци су центрифугирани на 10000 rpm / 4°C / 30 минута, 

издвојен је супернатант који представља ферментациону течност. Ферментациона 

течност се чува у фрижидеру, на 4°C, до извођења експеримента. Методе за испитивање 

ензимске активности су преузете из Јakovljević (2014). 
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5.5.2. Одређивање активности киселе и алкалне инвертазе (β-fruktofuranozidaza)  

 

За одређивање активности алкалне инвертазе у ферментационој течности 

бактерија, потребно је направити реакциону смешу која садржи 0,5 mL ферментационе 

течности, 0,5 mL 0,02 M фосфатног пуфера (pH 8) и 1 mL 1% (w/v) сахарозе. Садржај 

тест епрувете је промешан и инкубиран у воденом купатилу на 37°C / 15 минута. У 

другој, контролној, епрувети се додају сви састојци као у тест епрувети и она се остави 

на лед док се не заврши инкубација теста. Узима се по 1 mL садржаја обе епрувете и 

додаје по 2 mL динитросалицилног реагенса. Тест епрувете се инкубирају на 100°C / пет 

минута. Епрувете су затим охлађене на собној температури и након тога се одређује 

количина ослобођених редукујућих шећера. Вредност апсорбанце се очитава на таласној 

дужини од 540 nm. 

Ензимска активност киселе инвертазе се одређује на исти начин, у реакционој 

смеши, која садржи 0,5 mL ферментационе течности, 0,5 mL 0,01 M натријум-ацетатног 

пуфера (pH 4,5) и 1 mL 1% (w/v) сахарозе. Садржај епрувете (тест) се промеша и 

инкубира у воденом купатилу на 55°C / 20 минута. У другој, контролној епрувети се 

додају сви састојци као у тест епрувети и она се оставља се на леду док се не заврши 

инкубација теста. Узима се по 1 mL садржаја обе епрувете и додаје по 2 mL 

динитросалицилног реагенса. Тест епрувете се инкубирају на 100°C / пет минута. 

Епрувете су охлађене на собној температури и након тога, резултати се читају на 540 

nm. 

За конструисање стандардне криве (График 1) потребно је направити 5,56 × 10-3 

M  глукозног стандарда (Sigma Aldrich). У десет епрувета се отпипетира 0,05, 0,10, 0,20, 

0,30, 0,40, 0,50 и 0,06, 0,07, 0,08, 0,09 mL стандардног раствора глукозе и епрувете 

допуне дестилованом водом до запремине од 1 mL. Као бланк стандарда, узима се 1 mL 

дестиловане воде. Садржај епрувета се промеша и епрувете се инкубирају на 55°C / 20 

минута. Даљи поступак је исти као за одређивање инвертазне активности. 
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График 1. Стандардна крива за глукозу 

 

Јединица инвертазне активности (IU) је дефинисана као количина ензима која 

катализује продукцију 1 µM глукозе у минути, на 37°C. 

 

IU mL-1 =  
(µM глукозе) × (df) 

(20) × (0,5) × (2) 

(10) 

df – дилуциони фактор 

20 – време инкубације (у минутима) 

0,5 – запремина ферментационе течности (у милилитрима) 

2 – фактор конверзије 1 µM сахарозе која хидролизује на глукозу и фруктозу  

  

5.5.3. Одређивање активности алкалне протеазе 

 

Количина алкалне протеазе у ферментационој течности је одређена индиректно, 

на основу количине тирозина који се ослобађа хидролизом казеина под дејством 

протеолитичких ензима у 1 mL течне подлоге Ансоновом методом (Anson, 1938). У једну 

епрувету је отпипетирано 1 mL ферментационе течности а у другу 5 mL 2% (w/v) 
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раствора казеина. Обе епрувете се загревају у воденом купатилу на 37ºC / 15 минута. 

Након тога, у епрувету са ферментационом течношћу (тест) се додаје 2 mL загрејаног 

казеина, промеша и врати на инкубацију још 10 минута. Ензимска реакција је прекинута 

додавањем 5 mL хладне 5% (w/v) трихлорсирћетне киселине (TCA). Смеша је 

промућкана и потом процеђена кроз филтер папир. У другој, контролној, епрувети је 

отпипетирано 1 mL ферментационе течности и одмах додато 2 mL хладног казеина и 5 

mL 5 % (w/v) TCA, а затим је садржај епрувете промешан и процеђен кроз филтер папир. 

Узето је по 2 mL филтрата из тест и контролне епрувете и додато 5 mL 6% (w/v) Na2CO3 

и 1 mL Folin-Ciocalteu реагенса. Садржај епрувета је промућкан и остављен на собној 

температури, 30 минута док се не развије плава боја. У посебној епрувети (бланк) је 

отпипетирано 1 mL дестиловане воде уместо тирозина и додати су сви остали састојци. 

Вредност апсорбанце се очитава на 660 nm.  

За одређивање количине тирозина потребно је конструисати стандардну криву 

(График 2). Потребно је направити 1,1 × 10-3 M стандардног раствора тирозина 

(спремљеног у 100 mL дејонизоване воде, уз пажљиво загревање до растварања и 

хлађења на собној температури). У десет епрувета се отпипетира 0,05, 0,10, 0,20, 0,30, 

0,40, 0,05, 0,60, 0,07, 0,08 и 0,09 mL стандардног раствора тирозина и епрувете се допуне 

дестилованом водом до запремине од 2 mL. Као бланк стандарда, узима се 2 mL 

дестиловане воде. Све епрувете су инкубиране на 37ºC / 10 минута, и даљи поступак је 

исти као за одређивање активности протеолитичких ензима.  
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График 2. Стандардна крива за тирозин 

 

Јединица ензимске активности: 

 

IU mL-1 =  
(µM тирозина) × (8) × (df) 

(1) × (10) × (2) 

(11) 

df – дилуциони фактор 

8 – укупна запремина узорка (у милилитрима) 

10 – време инкубације узорка (у минутима) 

2 – запремина узета за колориметријску детерминацију (у милилитрима) 

1 – запремина ферментационе течности (у милилитрима) 

  

5.5.4. Одређивање активности алкалне фосфатазе  

  

Количина алкалне фосфатазе у ферментационој течности је одређена на основу 

количине неорганског фосфора, Аllen-овом методом (Allen, 1940). Ензимска активност 

је мерена у реакционој смеши која садржи 1 mL гликолног пуфера (pH 9,0) са Mg2+, 1 

mL ензимског екстракта и 1 mL β-глицерофосфата (супстрата). Епрувете са реакционом 
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смешом су инкубиране на 37ºC / 30 минута. Након инкубације, ензимска реакција је 

прекинута додавањем 3 mL 10% TCA. Епрувете су остављене на леду, 15 минута, након 

чега се садржај епрувета филтрира и филтрат се сакупља. Контролне епрувете су 

припремљене на исти начин, без инкубације. Одмах се додаје TCA, епрувете су чуване 

на леду 15 минута и филтриране. Да би се одредила концентрација фосфора у узорку 

потребно је урадити Аленову реакцију. Одмерено је по 1 mL филтрата пробне и 

контролне смеше, у две епрувете, додаје се 0,4 mL амидола, 0,4 mL 60% PCA (перхлорна 

киселина), 0,2 mL NH4-молибдата и 3 mL дестиловане воде. Епрувете су инкубиране на 

собној температури, 11 минута. Истовремено су припремљене серије разблажења 

стандардног раствора фосфора и понавља се поменута процедура, које служе за 

конструисање стандардне криве за фосфор (График 3). Мерење апсорбанце раствора је 

вршено на 720 nm.  

 

 

График 3. Стандардна крива за фосфор 
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Јединица ензимске активности: 

 

IU mL-1 =  
(µМ фосфора) × (6) × (df) 

(1) × (30) × (5) 

(12) 

df – дилуциони фактор 

6 – укупна запремина узорка (у милилитрима) 

30 – време инкубације узорка (у минутима) 

5 – запремина узета за колориметријску детерминацију (у милилитрима) 

1 – запремина ферментационе течности (у милилитрима) 

 

5.5.5. Oдређивање активности α-амилазе 

 

Активност ензима α-амилазе у ферментационој течности је одређена припремом 

реакционе смеше која садржи 0,5 mL сировог ензимског екстракта, 1,5 mL пуфера (pH 

6,9) (20 mM натријум-фосфата и 6,7 mM NaCl) и 1 mL 1% (w/v) скроба. Садржај тест 

епрувете је мешан и инкубиран у воденом купатилу на 37°C / 15 минута. У другој 

контролној епрувети се додају сви састојци као у тест епрувети и епрувета се оставља на 

леду док се не заврши инкубација пробе. Узето је по 1 mL садржаја обе епрувете и додато 

по 1 mL динитросалицилног реагенса (5,3 М К-Na-тартарата и 96 mM 3,5-

динитросалицилне киселине). Тест епрувете су инкубиране на 100°C / 15 минута. 

Епрувете су охлађене на собној температури и након тога је очитана апсорбанца на 540 

nm. 

За конструисање стандардне криве (График 4) направљен је 0,2% раствор малтозе 

(2 mg mL-1 раствора D-(+)-малтозног стандарда (Sigma, Aldrich)). У осам епрувета се 

одмери по 2 mL стандарда финалних концентрација: 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60, 0,70 

и 0,80 mg mL-1. Као бланк се користи 2 mL дестиловане воде. У све епрувете се додаје 

по 1 mL динитросалицилног реагенса. Садржај епрувета се пажљиво промеша и 

инкубира на 100°C / 15 минута. Епрувете су охлађене на собној температури и 

апсорбанца је очитана на 540 nm. На основу добијених апсорбанци и познатих 

концентрација стандарда, конструише се стандардна крива и из ње се одређује количина 

редукујућег шећера у узорку.  
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График 4. Стандардна крива за малтозу 

Јединица ензимске активности: 

 

IU mL-1 =  
(µМ малтозе) × (3) × (df) 

(1) × (15) × (0,5) 

(13) 

df – дилуциони фактор 

3 – укупна запремина узорка (у милилитрима) 

15 – време инкубације узорка (у минутима) 

0,5 – запремина узета за колориметријску детерминацију (у милилитрима) 

1 – запремина ферментационе течности (у милилитрима) 

 

5.5.6. Одређивање укупне количине протеина 

 

Укупна количина протеина у ферментационој течности је одређена методом која 

се заснива на стварању комплекса између боје Brilliant Blue G и протеина у раствору. 

Интензитет боје је пропорционалан количини протеина у раствору. Да би се утврдила 

количина протеина у узорку, потребно је припремити стандардну криву за БСА (bovine 

serum albumin) почетне концентрације 1 mg mL-1. У десет епрувета је одмерено по 0,1 

mL стандарда, финалних концентрација: 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60, 0,70, 0,80, 0,90 
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и 1,00 mg mL-1. Бланк епрувета садржи 0,1 mL дестиловане воде. У све епрувете је додато 

по 3 mL Bradford-овог реагенса а потом су благо промешане. Епрувете су инкубиране на 

собној температури, 30 минута. Након истека инкубације, апсорбанца је очитана на 595 

nm. На основу вредности стандарда познатих концентрација и добијених апсорбанци, 

конструише се стандардна крива (График 5). Количина протеина у испитиваном узорку 

се одређује на идентичан начин. 

 

 

График 5. Стандардна крива за БСА стандард 

 

5.6. Испитивање утицаја еколошких фактора на планктонски раст 

бактерија млечне киселине 

 

Испитање утицаја различитих еколошких фактора (различита pH вредност 

подлоге и различите концентрације соли у синергизму са различитом температуром) на 

планктонски раст тестираних изолата је урађено према методама описаним у Thayer et 

al. (1987), са модификацијама, које су описане у даљем тексту.  
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5.6.1. Ефекат синергистичког деловања различитих pH и температуре на раст 

бактерија 

 

Синергистичко деловање pH и температуре на раст бактерија је испитивано у 

модификованом MRS бујону, чије су pH вредности биле подешене на 5,5, 6,5, 7, 7,5 и 

8,5. Контрола раста је била на pH 6,5 (то је pH MRS бујона). Додатком 36% HCl (Зорка 

Шабац, Шабац, Србија), су добијене киселе вредности pH, док је додатком 30% NaOH 

(Зорка Шабац, Шабац, Србија) постигнута неутрална и базна вредност подлоге. У 3 mL 

сваке врсте подлоге је додато 10 μL иницијалне бактеријске суспензије (108 CFU mL-1). 

Узорци су инкубирани на 4°C, 20°C и 37°C / 24 h. Након инкубације, резултати су 

очитани на спектрофотометру, на 600 nm. Контрола стерилности је био неинокулисан 

MRS бујон, као и бујони са одређеном pH вредности. Средње вредности апсорбанци 

контроле стерилности су одузете од средњих вредности апсорбанци теста, како би се 

добила апсорбанца чистог раста бактерија. Мерење за сваку бактеријску врсту је рађено 

у трипликату, а резултати су приказани као средња вредност.   

 

5.6.2. Ефекат синергистичког деловања различитих концентрација соли и 

температуре на раст бактерија 

 

За потребе овог експеримента, направљен је модификовани MRS бујон, који је 

садржао различите концентрације соли (4%, 6,5%, 8%). У 3 mL сваке врсте подлоге је 

додато 10 μL иницијалне бактеријске суспензије (108 CFU mL-1). Узорци су инкубирани 

на 4°C, 20°C и 37°C / 24 h. Након инкубације, резултати су очитани на 

спектрофотометру, на 600 nm. Контрола стерилности је био неинокулисан MRS бујон, 

као и бујони са одређеном концентрацијом соли. Средње вредности апсорбанци  

контроле стерилности су одузете од средњих вредности апсорбанци теста, како би се 

добила апсорбанца чистог раста бактерија. Мерење је вршено у трипликату за сваку 

бактеријску врсту, а резултати су приказани као средња вредност.   
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5.7. Статистичке методе 

 

Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна девијација (СД). 

Подаци добијени испитивањем хемијских карактеристика узорака сира, као и 

испитивање утицаја еколошких фактора на планктонски раст бактерија су анализирани 

уз помоћ Microsoft Excel (Redmond, Washington, DC, USA). Пеарсон-ов коефицијент 

корелације и Спеaрман-ов коефицијент корелације су коришћени за одређивање 

корелације између времена инкубације и добијене pH вредности у ацидификационом 

процесу. Анализа варијанси (ANOVA) је коришћена за поређење раста бактерија у 

различитим условима гастроинтестиналног тракта, за поређење осетљивости БМК 

према тестираним антибиотицима, за поређење раста БМК у присуству различитих 

шећера, као и за поређење утицаја различитих еколошких фактора на раст БМК. Упарени 

Т - тест је коришћен за поређење инхибиторног ефекта антибиотика и изолованих БМК 

на индикаторске врсте, као и за поређење утицаја различитих растварача на проценат 

хидрофобности бактерија. Резултати су анализирани уз помоћ SPSS софтвера, верзија 

20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
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икробиолошким истраживањима сокобањског сира утврђен је 

квалитативни и квантитативни састав заједнице бактерија млечне 

киселине и формирана бактериотека аутохтоних врста и њихових 

изолатa. Извршена је карактеризација раста БМК и испитан 

пробиотски потенцијал изолата, као и утицај еколошких фактора 

на планктонски раст изолата. Резултати истраживања приказани су 

графички (График 6 – 10, сл. 18) и табеларно (Табела 1 – 29). 

 

6.1. Хемијске карактеристике сокобањског сира 

 

Хемијске карактеристике сокобањског сира су испитиване у узорцима 

сакупљеним на пролеће (П) и у јесен (Ј), из изабраних домаћинства из села Језеро (1), 

Дуго Поље (2) и Читлук (3), како би се утврдило да ли постоји разлика у хемијском 

саставу сира која би утицала на сезонску заједницу бактерија млечне киселине. 

Резултати испитивања хемијских карактеристика сокобањског сира су приказани у 

Табели 1. Према садржају масти у сувој материји, сир припада полумасној до пуномасној 

групи, док према садржају воде у материји без масноће, сир припада групи полумеканих 

киселих сирева (енгл. acid-curd soft cheese group). На основу резултата утврђено је да 

разлике у хемијском саставу између сирева узоркованих на пролеће и на јесен нису 

статистички значајне (p > 0,05). 

 

6.2. Квантитативни састав заједнице бактерија у сокобањском сиру 

 

Укупна бројност БМК које расту на 37°С, је приказана у Табели 2. Укупан број 

бактерија био је у распону од 4 × 105 до 2,9 × 108 и разликовао се у односу на врсту 

подлоге, сезону изолације и домаћинство одакле је сир узоркован. Највећа бројност 

бактерија била је на М17 агару. У пролећним узорцима сира, већа бројност БМК је 

детектована у узорку из села Читлук (1 П), на М17 и MRS агару, док је у летњим и 

јесењим узорцима највећа бројност БМК детектована у узорку из села Дуго Поље (2 Л и 

2 Ј). Узорак из села Језеро, у свим сезонама садржао највише ентерокока. Узорак из села 

Дуго Поље ни у једној сезони није садржао ентерококе. Аеробне мезофилне бактерије 

су детектоване у свим узорцима, што је и очекивано, с обзиром на традиционалан начин 

прављења сира. 
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Табела 1. Хемијске карактеристике сокобањског сира 
 

Хемијске карактеристике Узорак 

1 П 2 П 3 П 1 Ј 2 Ј 3 Ј 

Садржај воде (%) 45,50 ± 0,05* 49,03 ± 0,00 49,50 ± 0,01 48,03 ± 0,01 46,80 ± 0,02 41,80 ± 0,96 

Садржај масти (%) 26,50 ± 0,03 24,07 ± 0,01 24,20 ± 0,00 25,03 ± 0,03 26,00 ± 0,00 28,32 ± 0,01 

Садржај масти у сувој материји (%) 58,24 ± 0,02 50,38 ± 0,30 48,89 ± 0,90 52,11 ± 0,04 55,56 ± 0,02 67,75 ± 0,00 

Садржај воде у материји без масноће (%) 61,22 ± 0,00 64,57 ± 0,00 65,30 ± 0,00 64,07 ± 0,00 63,24 ± 0,00 58,31 ± 0,01 

Садржај соли (NaCl) (%) 1,53 ± 0,00 1,46 ± 0,02 1,50 ± 0,03 1,50 ± 0,02 1,43 ± 0,05 1,46 ± 0,03 

Однос соли и воде (%) 3,36 ± 0,03 2,98 ± 0,05 3,03 ± 0,04 3,12 ± 0,04 3,06 ± 0,09 3,49 ± 0,01 

pH 3,98 ± 0,02 4,10 ± 0,00 3,94 ± 0,04 4,20 ± 0,00 4,16 ± 0,01 4,18 ± 0,02 

Киселост (°SH)1 4,30 ± 0,01 4,22 ± 0,05 4,10 ± 0,07 4,30 ± 0,08 4,51 ± 0,01 4,43 ± 0,00 

                *Средње вредности ± СД; 1 степен по Soxhlet Henkel-у 

 

Табела 2. Укупан број бактерија млечне киселине (БМК) и аеробних мезофилних бактерија у сокобањском сиру 

 

Тип  

Подлоге 
Узорак 

1 Пе 2 П 3 П 1 Л 2 Л 3 Л 1 Ј 2 Ј 3 Ј 

MRSa 1,4 × 107 1,3 × 107 3,2 × 107 3,2 × 106 8,2 × 107 4,3 × 107 6,3 × 107 7,5 × 107 6,5 × 107 

M17b 8,1 × 107 8,3 × 107    9 × 107 4,2 × 107 8,5 × 107 5,7 × 107 7,9 × 107 2,9 × 108 2,1 × 108 

ХАc 2,9 × 107 1,8 × 107 1,2 × 108 3,5 × 107 1,6 × 107 4,2 × 107 4,3 × 107 8,3 × 107 5,4 × 107 

EЖAd    4 × 105 н.д.    2 × 105    1 × 106 н.д.    2 × 105 2,4 × 106 н.д. 3,1 × 105 

      aMRS агар; bM17 агар; cХранљиви агар; dЕскулин жучни агар;  

    eCFU g-1 сира – средње вредности три различита бројања; 

     н.д. – бактерије нису детектоване   
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6.3. Физиолошка карактеризација и идентификација изолованих 

бактерија млечне киселине 

 

Прелиминарна идентификација изолованих бактерија млечне киселине је урађена 

уз помоћ физиолошких и биохемијских тестова. Резултати су приказани у Табелама 3 и 

4.  

 

Табела 3. Физиолошке карактеристике Lactobacillus spp. и Lactococcus spp.  

изолованих из сокобањског сира 

 

Својство 

Lb. 

fermentum 

Lb. 

brevis 

Lb. 

plantarum 

Lb. 

plantarum 

229v 

L. lactis 

subsp. 

lactis 

L. lactis 

subsp. lactis 

biovar. 

diacetylactis 

Морфологија  бацил бацил бацил бацил кока кока 

Раст на 15°C  + + + + + + 

Раст на 45°C  + – – – – – 

Раст на 4% NaCl  + + + + + + 

Раст на 6,5% NaCl – – – – + + 

Раст на 8% NaCl  – – – – - – 

Хидролиза аргинина  – + – – + + 

Хидролиза ескулина  + + – – + + 

Способност 

коришћења цитрата 
+ + – – + + 

Продукција CO2  + + – – – – 

Продукција 

диацетила  
– – – – – + 

Продукција слузи на 

MRS агару 
– – – – – – 

Раст у млеку са 0,1% 

метиленским 

плавим 

+ + + + + + 

„ + “- позитивна реакција; „ – “- негативна реакција 
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Табела 4. Физиолошке карактеристике Enterococcus spp. и Streptococcus spp. 

изолованих из сокобањског сира 

Својство 

E. 

faecium 

E. 

faecalis 

E. 

hirae 

E. 

durans 

E. 

faecalis 

ATCC 

29211 

S. 

uberis 

S. 

agalactiae 

Морфологија  кока кока кока кока кока кока кока 

Раст на 15°C  + + + + + + + 

Раст на 45°C  + + + + + +– +– 

Раст на 4% NaCl  + + + + + + + 

Раст на 6,5% NaCl + + + + + + + 

Раст на 8% NaCl  + + + + + +– +– 

Хидролиза аргинина  + + + - + + + 

Хидролиза ескулина  + + + + + + – 

Хидролиза хипурата + + + + + + + 

Способност коришћења 

цитрата 
+ + + + + +– + 

Продукција CO2  – – – – – +– + 

Продукција диацетила  – – – – – – – 

Продукција слузи на 

MRS агару 
– – – – – – – 

Раст у млеку са 0,1% 

метиленским плавим 
+ + + + + – – 

„ + “- позитивна реакција; „ – “- негативна реакција; „ +– “- делимично позитивна реакција 

 

Након идентификације до нивоа рода, урађена је идентификација бактерија до 

нивоа врсте, уз помоћ система за идентификацију, API CH50 (за Lactobacillus spp. и 

Lactococcus spp.) и Microgen Strep ID (за Enterococcus spp. и Streptococcus spp.). 

Резултати су приказани у Табелама 5 и 6. 
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Табела 5. Способност ферментације шећера Lactobacillus spp. и Lactococcus spp. 

применом API 50CH система 

Својство 
Lb. 

fermentum 

Lb. 

plantarum 

Lb. 

brevis 

L. lactis 

subsp. lactis 

Lc. lactis subsp. lactis 

biovar. diacetylactis 

D-рибоза + + + + + 

D-галактоза + + + + + 

D-глукоза + + + + + 

D-фруктоза + + + + + 

D-маноза + + + + + 

D-манитол – + – – – 

D-трехалоза – + + + + 

D-лактоза + + + + + 

D-малтоза + + + + + 

D-целиобиоза – + + + + 

D-тагатоза – – + – – 

D-фукоза – – – – – 

L-фукоза – – – – – 

D-арабитол – – – – – 

L-арабитол – – – – – 

D-арабиноза – – – – – 

L-арабиноза – + – – – 

L-ксилоза – – – – – 

L-сорбоза – – – – – 

L-рамноза – – – – – 

Галактитол 

(дулцитол) 
– – – – – 

Амигдалин – + + – – 

Салицин – + + – – 

Инулин – – – – – 

Амодон – – – – – 

Гликоген – – – – – 

Индоситол – – – – – 

Ксилитол – – – – – 

Глицерол – – – – – 

Еритритол – – – – – 

Калијум глуконат + – + – – 

Калијум 2-

кетоглуконат 
– – – – – 

Калијум 5-

кетоглуконат 
– – – – – 

„ + “- позитивна реакција; „ – “- негативна реакција 
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Табела 6. Способност ферментације шећера Enterococcus spp. и Streptococcus spp. 

применом Microgen Strep ID система 

Својство E. faecium E. faecalis E. hirae E. durans S. uberis S. agalactiae 

Мелибиоза + – + + + + 

Сорбитол – + – – + – 

Инулин – – – – – – 

Лактоза + + + + + + 

Арабитол – – – – – – 

Рибоза + + + + + + 

„ + “- позитивна реакција; „ – “- негативна реакција 

 

У испитиваним узорцима сокобањског сира изоловано је укупно 108 изолата од 

којих су сви били Грам-позитивни и каталаза негативни. Из пролећнх узорака сира 

изоловано је 18 изолата БМК, из летњих 41 изолат, док је из јесењих узорака изоловано 

49 изолата. Највећи број изолата добијен је из села Дуго Поље, током лета (2 Л). Изолати 

су били подвргнути даљој физиолошкој карактеризацији и идентификацији до нивоа 

врсте. Детерминисано је 11 врста, од којих 33,03% идентификованих врста припада роду 

Enterococcus, 31,19% припада роду Lactococcus, 28,44% припада роду Lactobacillus и 

7,4% припада роду Streptococcus. У оквиру рода Enterococcus, четири врсте су 

идентификоване: E. faecium (15 изолата), E. faecalis (13 изолата), E. durans (4 изолата) и 

E. hirae (4 изолата). У оквиру рода Lactococcus, две врсте су идентификоване: L. lactis 

subsp. lactis (21 изолат) и L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (13 изолата). У оквиру 

рода Lactobacillus, три врсте су идентификоване: Lb. fermentum (13 изолата), Lb. brevis 

(9 изолата) и Lb. plantarum (8 изолата). У оквиру рода Streptococcus, две врсте су 

идентификоване: S. uberis (7 изолата) и S. agalactiae (1 изолат). 

Бројност врста и изолата показује разлике у саставу заједнице у односу на 

произвођаче и на сезоне (Табела 7). Lb. brevis и L. lactis subsp. lactis нису изоловани у 

пролећним узорцима сира. Род Enterococcus није детектован у узорцима из села Дуго 

Поље ни у једној сезони (узорци 2 П, 2 Л и 2 Ј). E. durans и E. hirae нису детектовани у 

пролећним узорцима сира (узорак 1 П, 2 П и 3 П), док E. hirae није детектован ни у 

летњим узорцима сира (узорак 1 Л, 2 Л и 3 Л). Род Streptococcus је изолован само из 

летњих узорака сира у домаћинсву из села Дуго Поље (2 Л).  
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Табела 7. Заступљеност изолата бактерија млечне киселине у сокобањском сиру 

 

Врста 
Lb. 

fermentum 

Lb. 

brevis 

Lb. 

plantarum 

L. lactis subsp. 

lactis 

L. lactis subsp. 

lactis 

biovar. 

diacetylactis 

E. 

faecium 

E. 

faecalis 

E. 

hirae 

E. 

durans 

S. 

uberis 

S. 

agalactiae 

У
зо

р
а

к
 

1П 1 * / 1 / 5 1 4 / / / / 

2П / / / / 4 / / / / / / 

3П / / / / 1 / 1 / / / / 

1Л 3 1 / 3 / 2 2 / / / / 

2Л 2 2 3 5 1 / / / / 7 1 

3Л 1 1 / 2 / 3 1 / 1 / / 

1Ј 2 1 / 2 / 6 2 1 3 / / 

2Ј 3 3 4 4 2 / / / / / / 

3Ј 1 1 / 5 / 3 3 3 / / / 

*Број изолата; „/“ – изолат није детектован у узорку 
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Након идентификације комерцијалним системима за идентификацију, урађена је 

коначна идентификација коришћењем МАЛДИ-ТОФ масене спектрофотометрије. 

Вредности оцена ≥ 2,000 (зелена боја) узете су као тачна идентификација до нивоа врсте 

(видети прилоге). За сваки одабрани изолат је потврђена предходно урађена 

идентификација преко биохемијских система за идентификацију.  

 

Ацидификациона активност бактерија 

Сви идентификовани Lactobacillus изолати су показали способност формирања 

груша након инкубације у стандардном (чистом) и обогаћеном млеку, након периода 

инкубације од 24 h. Поређењем резултата са вредностима контролног 

узорка/стандардног млека утврђено је да су све врсте из рода Lactobacillus показале 

добру ацидификациону активност (pH око 5,6 након 6 h и 4,8 након 24 h). У обогаћеном 

млеку (pH 6), ацидификациона активност је била још боља (pH око 5,1 након 6 h и 4,1 

након 24 h) (График 6). Сви идентификовани Lactococcus изолати су показали 

способност формирања груша након 24 h инкубације у стандардном и обогаћеном млеку. 

Поређењем резултата са вредностима контролног узорка/стандардног млека утврђено је 

да су све врсте из рода Lactococcus показале добру ацидификациону активност (pH око 

5,8 након 6 h и 4,73 након 24 h). У обогаћеном млеку (pH 6), ацидификациона активност 

је била још боља (pH око 4,8 након 6 h и 4,1 након 24 h) (График 6).  
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График 6. Ацидификациона активност тестираних изолата Lactobacillus spp. и Lactococcus spp. 
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График 7. Ацидификациона активност тестираних изолата Enterococcus spp. 
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Сви идентификовани Enterococcus изолати су показали способност формирања 

груша након 24 h инкубације у стандардном и обогаћеном млеку. Поређењем резултата 

са вредностима контролног узорка/чистог млека утврђено је да су све изоловане врсте 

из рода Enterococcus показале добру ацидификациону активност (pH око 5,6 након 6 h и 

4,6 након 24 h). У обогаћеном млеку (pH 6), ацидификациона активност је била боља (pH 

око 4,9 након 6 h и 4,2 након 24 h) (График 7).  

Идентификовани Streptococcus изолати су показали умерену ацидификациону 

активност, али без формирања груша и гаса, у стандардном и обогаћеном млеку. Изолати 

S. uberis, у чистом млеку, након 6 h инкубације, нису утицали на pH, док је након 24 h, 

pH био 5,9. У обогаћеном млеку, након 6 h, pH је био 5,82 док је након 24 h, pH био 5,27. 

S. agalactiae у чистом млеку, након 6 h инкубације, је снизио pH на 5,94, док је након 24 

h, измерена pH износила 5,85. У обогаћеном млеку, након 6 h, измерена pH је износила 

5,66 док је након 24 h, измерена pH била 5,20. На основу резултата, може се закључити 

да су сви изолати БМК, осим стрептокока, показали одличну ацидификациону 

активност. 

 

 

6.4. Антимикробни потенцијал изолованих бактерија млечне киселине 

 

Антимикробни потенцијал изолованих БМК је испитиван на пет индикаторских 

врста, и то два ATCC соја и три изолата ентеробактерија изолованих из сокобањског 

сира. У табелама 8, 9, 10 и 11 су приказани резултати за изолате бактерија млечне 

киселине које су показале антимикробни потенцијал. 

Тестирани Lactobacillus spp. изолати су показали антимиктробни ефекат на 

најмање једну од пет испитаних индикаторских врста. Изолати Lb. fermentum су 

деловали инхибиторно на E. coli ATCC 25922 у опсегу од 12 – 18 mm, од 18 – 24 mm на 

P. mirabilis ATCC 12453, од 14 – 22 mm на K. oxytoca KGPMF1 и K. ornithinolytica 

KGPMF8 и од 14 – 20 mm на A. hydrophila KGPMG65. Изолати Lb. brevis су деловали 

инхибиторно у опсегу од 16 – 22 mm, док су изолати Lb. plantarum деловали инхибиторно 

у опсегу од 12 – 21 mm на све тестиране индикаторске ћелије (Табела 8). Бистра зона 

највероватније указује на јачи (бактерицидни) ефекат, мутна зона на бактериостатички. 

Најбољу антимикробну активност су показали изолати Lb. fermentum KGPMF28, Lb. 

fermentum KGPMF29, Lb. brevis KGPMF37 и Lb. plantarum KGPMF62. 
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Табела 8. Антимикробни ефекат Lactobacillus spp. изолата на индикаторске врсте 

Врста Изолат 

Индикаторске врсте 

E. coli 

ATCC 

25922 

P. mirabilis 

ATCC 

12453 

K. oxytoca 

KGPMF1 

K. ornithinolytica 

KGPMF8 

A. hydrophila 

KGPMF65 

ЗИ* И* ЗИ И ЗИ И ЗИ И ЗИ И 

Lb. 

fermentum 

KGPMF61 / / 19 М 21 М 20 М 16 Б 

KGPMF27 / / 19 М 21 Б 18 Б 20 Б 

KGPMF28 / / 21 М 20 Б 20 Б 18 Б 

KGPMF29 12 Б 22 М 18 Б 18 Б 18 Б 

KGPMF30 / / 24 М 20 Б 18 Б 20 Б 

KGPMF31 16 Б 18 Б 14 Б 12 Б 14 Б 

KGPMF32 18 М / / 22 М 16 Б 18 Б 

KGPMF33 14 Б / / 20 Б 14 Б 20 Б 

Lb. brevis 

KGPMF34 / / / / 22 Б 22 Б 16 Б 

KGPMF35 / / / / 20 Б 20 Б 18 Б 

KGPMF36 / / 20 Б 20 Б 20 Б 18 Б 

KGPMF37 / / 22 Б 18 Б 18 Б 18 Б 

KGPMF38 22 Б 26 М 22 Б 18 Б 20 Б 

Lb. 

plantarum 

KGPMF39 16 Б / / 14 Б / / 14 Б 

KGPMF40 16 М 18 М / / 12 Б 12 Б 

KGPMF62 / / 21 М 21 М 21 М 18 Б 

„ЗИ“- зона инхибиције (пречник изражен у mm); „И“- изглед зоне инхибиције (Б – бистра зона; М – мутна 

зона); „ / “- нема инхибиције 

 

 

Тестирани Lactococcus spp. изолати су показали антимикробни ефекат на најмање 

једну од пет испитаних индикаторских врста. Изолати L. lactis subsp. lactis су деловали 

инхибиторно у опсегу од 12 – 24 mm, док су изолати L. lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylactis деловали инхибиторно у опсегу од 10 – 20 mm (Табела 9). Најбољу 

антимикробну активност су показали изолати L. lactis subsp. lactis KGPMF23, L. lactis 

subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF26, KGPMF55 и KGPMF57. 
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Табела 9. Антимикробни ефекат Lactococcus spp. изолата на индикаторске врсте 

Врста Изолат 

Индикаторске врсте 

E. coli  

ATCC 

25922 

P. mirabilis 

ATCC 

12453 

K. oxytoca 

KGPMF1 

K. ornithinolytica 

KGPMF8 

A. hydrophila 

KGPMF65 

ЗИ* И* ЗИ И ЗИ И ЗИ И ЗИ И 

L. lactis 

subsp. lactis 

KGPMF21 19 М 19 М 16 Б / / 12 Б 

KGPMF22 19 М 22 М 12 Б / / 14 Б 

KGPMF23 / / 24 М 22 М 18 Б 14 Б 

L. lactis 

subsp. lactis 

biovar. 

diacetylactis 

KGPMF24 10 Б / / 16 М 12 Б 20 Б 

KGPMF25 / / 12 Б 20 М 16 Б 18 Б 

KGPMF26 20 М 16 Б 18 М 16 Б 20 Б 

KGPMF50 / / / / 12 Б 12 Б 16 Б 

KGPMF51 12 Б 12 Б 10 Б 10 Б 10 Б 

KGPMF52 10 Б 12 Б 10 Б 10 Б 12 Б 

KGPMF53 16 Б 16 Б 14 Б 14 Б 16 Б 

KGPMF54 14 Б 12 Б 16 Б 14 Б 16 Б 

KGPMF55 14 Б 16 Б 16 Б 16 Б 16 Б 

KGPMF56 10 Б 12 Б 12 Б / / 10 Б 

KGPMF57 10 Б 10 Б 12 Б 12 Б 16 Б 

KGPMF58 12 Б 10 Б 12 Б 12 Б 14 Б 

KGPMF59 / / / / 10 Б 10 Б 10 Б 

„ЗИ“- зона инхибиције (пречник изражен у mm); „И“- изглед зоне инхибиције (Б – бистра зона; М – мутна 
зона); „ / “- нема инхибиције 

 

 

E. hirae и E. durans изолати су показали јако слаб антимикробни ефекат на 

испитиване индикаторске врсте. Само по један изолат (KGPMF9 и KGPMF10) су 

деловали инхибиторно у опсегу од 10 – 15 mm. E. faecalis изолати су деловали 

инхибиторно у опсегу од 10 – 17 mm, док су E. faecium изолати деловали инхибиторно у 

опсегу од 12 – 22 mm (Табела 10). Најбољу антимикробну активност су показали изолати 

E. faecium KGPMF14, KGPMF17 и E. faecalis KGPMF49. 
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Табела 10. Антимикробни ефекат Enterococcus sp. изолата на индикаторске врсте 

Врста Изолат 

Индикаторске врсте 

E. coli  

ATCC 

25922 

P. mirabilis  

ATCC 

12453 

K. 

oxytoca  

KGPMF1 

K. 

ornithinolytica  

KGPMF8 

A. 

hydrophila  

KGPMF65 

ЗИ* И* ЗИ И ЗИ И ЗИ И ЗИ И 

E. hirae  KGPMF9 15 Б / / 17 Б 10 Б 14 Б 

E. durans  KGPMF10 12 М 13 Б 11 М 12 Б 14 Б 

E. 

faecium 

KGPMF11 / / 19 М 12 Б 12 Б 12 Б 

KGPMF12 / / 14 Б 15 Б 12 Б 12 Б 

KGPMF13 / / 18 М 20 М 14 Б 12 Б 

KGPMF14 20 М 22 М 14 Б 12 Б 12 Б 

KGPMF15 / / 22 М 12 Б 12 Б 12 Б 

KGPMF16 17 М 19 М 12 Б / / 12 Б 

KGPMF17 20 М 17 М / / 12 Б 12 Б 

KGPMF18 16 Б 15 М 12 Б 16 Б 14 Б 

KGPMF19 12 Б 16 Б 14 Б 12 Б 12 Б 

KGPMF20 / / 20 М / / 10 Б 12 Б 

E. faecalis 

KGPMF41 16 Б 17 М / / 16 Б 10 Б 

KGPMF42 17 М 10 Б 12 Б 10 Б 12 Б 

KGPMF43 / / 10 Б 12 Б 10 Б 12 Б 

KGPMF44 / / / / 10 Б 14 Б 12 Б 

KGPMF45 12 Б / / 12 Б 10 Б 12 Б 

KGPMF47 / / 12 Б / / / / 12 Б 

KGPMF48 / / / / 10 Б 10 Б 12 Б 

KGPMF49 10 Б 14 Б 14 Б / / 10 Б 

ATCC 

29211 
/ / / / / / / / / / 

„ЗИ“- зона инхибиције (пречник изражен у mm); „И“- изглед зоне инхибиције (Б – бистра зона; М – мутна 

зона); „ / “- нема инхибиције 
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Тестирани Streptococcus spp. изолати су показали антимикробни ефекат на 

најмање једну од пет испитаних индикаторских врста. Изолати S. uberis су деловали 

инхибиторно у опсегу од 12 – 20 mm, док је изолат S. agalactiae деловао инхибиторно у 

опсегу од 16 – 18 mm (Табела 11). 

 

Табела 11. Антимикробни ефекат Streptococcus spp. изолата на индикаторске врсте 

Врста Изолат 

Индикаторске врсте 

E. coli 

ATCC 

25922 

P. 

mirabilis 

ATCC 

12453 

K. oxytoca 

KGPMF1 

K. ornithinolytica 

KGPMF8 

A. hydrophila 

KGPMF65 

ЗИ* И* ЗИ И ЗИ И ЗИ И ЗИ И 

S. uberis 

KGPMF1 19 * М 14 Б 20 М 9 Б 18 М 

KGPMF2 10 Б 14 М 20 М 10 Б 20 М 

KGPMF3 / / 12 Б 20 М 15 М 18 М 

KGPMF4 16 М 18 М 14 М 12 Б 15 М 

KGPMF5 16 М 18 М 16 М 14 М 16 М 

KGPMF6 19 М / / 12 Б 12 Б 13 Б 

KGPMF7 20 М / / 15 М / / 15 М 

S. 

agalactiae 
KGPMF8 / / 16 М 18 М 16 М 16 М 

„ЗИ“- зона инхибиције (пречник изражен у mm); „И“- изглед зоне инхибиције (Б – бистра зона; М – мутна 

зона); „ / “- нема инхибиције 

 

 

На основу резултата, може се закључити да су изолати показали умерен 

инхибиторни ефекат на тестиране индикаторске врсте. Ови резултати су искоришћени 

при одабиру сојева за испитивање потенцијалног пробиотског потенцијала. 
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6.5. Испитивање пробиотског потенцијала изабраних бактерија 

млечне киселине 

 

На основу резултата ацидификационе активности и антимикробног потенцијала, 

одабрано је 16 изолата за испитивање пробиотског потенцијала: четири изолата из рода 

Lactobacillus, шест изолата из рода Lactococcus и шест изолата из рода Enterococcus. Као 

контролни сојеви, коришћени су комерцијалан пробиотски сој Lb. plantarum LP 299v и 

ATCC сој E. faecalis ATCC 29211.  

Један од најважнијих критеријума да би се један сој означио као потенцијални 

пробиотик, јесте његова способност толеранције према условима који владају током 

проласка кроз гастроинтестинални тракт. Да би преживеле до танког црева, бактерије 

морају да прођу и екстремне услове желуца (ниска pH). Резултати су приказани у Табели 

12. Сви тестирани изолати су показали високи проценат преживљавања у условима 

ниске pH вредности (pH 5, 4 и 3). Најбољу способност преживљавања су показали 

лактобацили. С обзиром на резултате, сви изолати су подвргнути испитивању 

способности преживљавања у условима желудачне киселине (Табела 13) и условима 

дуоденума (Табела 14). 

Сви тестирани изолати су показали способност преживљавања у симулираним 

условима желуца (желудачна киселина и пепсин), након три сата инкубације, са 

процентом раста од 56,9 – 90% (CFU mL-1), у поређењу са контролом раста, на чврстој 

подлози (описано у поглављу 5. Методе). Сви изолати су подвргнути даљем испитивању. 

Изолати Lactobacillus spp. су порасли у сличном проценту као комерцијални пробиотски 

сој, док су изолати Enterococcus spp. боље расли него ATCC сој (Табела 13). 

Након раста у симулираним условима желуца, изолати су пребачени у подлогу 

која симулира услове у дуоденуму. Остављени су на инкубацији 4 сата, јер се сматра да 

се храна толико задржава у тим условима. Након инкубације, извршено је пресејавање 

на чврсту подлогу, како би се извршило бројање живих ћелија. Свих 16 изолата су 

показали способност преживљавања, али у значајно мањем проценту него у подлози са 

симулираним условима желуца. Проценат раста се кретао од 30,4 – 63% (CFU mL-1), у 

поређењу са контролом раста, на чврстој подлози (Табела 14). Изолати Lactobacillus spp. 

су порасли у мањем проценту него комерцијални пробиотски сој, док су изолати 

Enterococcus spp. боље расли него ATCC сој. 
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Табела 12. Толеранција бактерија млечне киселине према условима ниске pH 

 

Врста Изолат 
Контрола раста pH 5 pH 4 pH 3 

А А % А % А % 

Lb. fermentum 
KGPMF28 1,07 ± 0,04 0,99 ± 0,02  92,52* 0,87 ± 0,02  81,31* 0,75 ± 0,04  70,09* 

KGPMF29 1,02 ± 0,04 0,96 ± 0,02  94,12* 0,83 ± 0,02  81,37* 0,74 ± 0,05  72,55* 

Lb. brevis  KGPMF35 1,01 ± 0,04 0,97 ± 0,01  96,04 0,82 ± 0,02  81,19* 0,74 ± 0,04  73,27* 

Lb. plantarum 
KGPMF62 1,08 ± 0,04 0,99 ± 0,02  91,67* 0,88 ± 0,00  81,48* 0,80 ± 0,03  74,07* 

LP 299v 0,29 ± 0,08 0,16 ± 0,02  55,17* 0,15 ± 0,02  51,72* 0,13 ± 0,03  44,83* 

L. lactis subsp. lactis  KGPMF23 1,04 ± 0,02 0,93 ± 0,00  89,42* 0,77 ± 0,01  74,04* 0,73 ± 0,03  70,19* 

L. lactis subsp. lactis  

biovar. diacetylactis 

КGPMF50 0,71 ± 0,01 0,65 ± 0,01  91,55* 0,21 ± 0,00  29,58* 0,16 ± 0,02  22,54* 

KGPMF54 1,02 ± 0,01 0,98 ± 0,02  96,08 0,86 ± 0,00  84,31* 0,78 ± 0,03  76,47* 

KGPMF55 0,84 ± 0,06 0,59 ± 0,02  70,24* 0,29 ± 0,03  34,53* 0,24 ± 0,00  28,57* 

KGPMF57 1,04 ± 0,05 1,00 ± 0,00  96,15 0,84 ± 0,01  80,77* 0,83 ± 0,00  79,81* 

KGPMF59 0,98 ± 0,05 0,85 ± 0,01  86,73* 0,74 ± 0,01  75,51* 0,69 ± 0,03  70,41* 

E. hirae  KGPMF9 0,22 ± 0,04 0,16 ± 0,01  72,71* 0,15 ± 0,02  68,18* 0,14 ± 0,01  63,64* 

E. durans  KGPMF10 0,25 ± 0,01 0,16 ± 0,01  64* 0,14 ± 0,02  56* 0,14 ± 0,00  56* 

E. faecium  KGPMF14 0,28 ± 0,00 0,26 ± 0,00  92,85 0,24 ± 0,01  85,71* 0,17 ± 0,03  60,71* 

E. faecalis 

KGPMF47 0,26 ± 0,04 0,22 ± 0,02  84,62 0,18 ± 0,01  69,23* 0,17 ± 0,01  65,38* 

KGPMF48 0,28 ± 0,02 0,25 ± 0,02  89,29 0,17 ± 0,01  60,71* 0,15 ± 0,01  53,57* 

KGPMF49 0,26 ± 0,06 0,22 ± 0,04  84,62 0,20 ± 0,00  76,92* 0,18 ± 0,00  69,23* 

ATCC 29211 0,28 ± 0,05 0,08 ± 0,05  28,57* 0,07 ± 0,04  25,00* 0,04 ± 0,03  14,29* 

                                „А“ - апсорбанца раста приказана као средња вредност ± СД; „ % “- процентуални раст бактерија;  
                                                 *статистички значајна разлика у поређењу са контролом раста (p < 0,05) 
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Табела 13. Толеранција бактерија млечне киселине према симулираним условима желудачне киселине  

Врста Изолат 
1h 2h 3h 

% преживљавања 

након 3h (CFU mL-1) А % А % А % 

Lb. fermentum 
KGPMF28 0,63 ± 0,01 90* 0,62 ± 0,01 88,57* 0,55 ± 0,01 78,57 79,8 ± 0,11 

KGPMF29 0,62 ± 0,02 96,87* 0,62 ± 0,02 96,87* 0,54 ± 0,02 84,37 81,6 ± 0,21 

Lb. brevis  KGPMF35 0,62 ± 0,01 101,64* 0,59 ± 0,03 96,72 0,55 ± 0,02 90,13 88,9 ± 0,12 

Lb. plantarum 
KGPMF62 0,62 ± 0,01 89,85* 0,66 ± 0,02 95,65* 0,54 ± 0,01 78,26 79,5 ± 0,33 

LP 299v 0,18 ± 0,02 94,74 0,17 ± 0,02 89,47 0,17 ± 0,00 89,47 89,6 ± 0,31 

L. lactis subsp. lactis  KGPMF23 0,61 ± 0,00 103,39* 0,60 ± 0,04 101,69* 0,47 ± 0,02 79,66* 75,2 ± 0,20 

L. lactis subsp. lactis  

biovar. diacetylactis 

KGPMF50 0,27 ± 0,00 90 0,25 ± 0,01 83,33* 0,25 ± 0,01 83,33* 86,6 ± 0,13 

KGPMF54 0,58 ± 0,03 84,06* 0,56 ± 0,02 81,16 0,57 ± 0,04 82,61* 79,6 ± 0,26 

KGPMF55 0,29 ± 0,00 67,44 0,31 ± 0,02 72,09 0,26 ± 0,01 60,46 58,2 ± 0,41 

KGPMF57 0,60 ± 0,01 92,31* 0,57 ± 0,02 87,69* 0,54 ± 0,01 83,08 84,8 ± 0,33 

KGPMF59 0,58 ± 0,03 87,88* 0,57 ± 0,02 86,36* 0,54 ± 0,02 81,81 80,4 ± 0,22 

E. hirae  KGPMF9 0,12 ± 0,00 92,31 0,12 ± 0,00 92,31 0,12 ± 0,00 92,31 90 ± 0,64 

E. durans  KGPMF10 0,27 ± 0,02 90 0,24 ± 0,01 80 0,20 ± 0,02 66,67* 56,9 ± 0,60 

E. faecium  KGPMF14 0,15 ± 0,00 100 0,13 ± 0,01 86,67 0,12 ± 0,00 80* 82,9 ± 2,33 

E. faecalis 

KGPMF47 0,15 ± 0,00 100 0,14 ± 0,03 93,33 0,13 ± 0,01 86,67 85,5 ± 0,20 

KGPMF48 0,18 ± 0,02 85,71 0,18 ± 0,02 85,71 0,17 ± 0,02 80,95* 80,9 ± 4,56 

KGPMF49 0,15 ± 0,01 100 0,14 ± 0,04 93,33 0,13 ± 0,02 86,67* 86,4 ± 0,36 

ATCC 29211 0,10 ± 0,01 66,67 0,10 ± 0,01 66,67 0,09 ± 0,02 60* 72,8 ± 2,12 

                              „А“- апсорбанца раста приказана као средња вредност ± СД; „%“- процентуални раст бактерија;  
                                               * статистички значајна разлика у поређењу са контролом раста (p < 0,05) 
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Табела 14.  Толеранција бактерија млечне киселине према симулираним условима дуоденума  

Врста Изолат 
1h 2h 3h 4h 

% преживљавања након  

4h (CFU mL-1) 
А % А % А % А % 

Lb. fermentum 
KGPMF28 0,46 ± 0,01  59,74 0,46 ± 0,02  59,74 0,40 ± 0,02  51,95 0,40 ± 0,01  51,95 41,9 ±0,33 

KGPMF29 0,44 ± 0,02  61,97 0,43 ± 0,03  60,56 0,36 ± 0,03  50,70 0,33 ± 0,01  46,48* 56,5 ± 0,52 

Lb. brevis  KGPMF35 0,56 ± 0,00  90,32 0,56 ± 0,03  90,32 0,50 ± 0,01  80,65 0,49 ± 0,00  79,03    63 ± 0,20 

Lb. plantarum 
KGPMF62 0,51 ± 0,02  69,86 0,50 ± 0,01  68,49 0,41 ± 0,00  56,16* 0,41 ± 0,01  56,16* 26,2 ± 0,62 

LP 299v 0,25 ± 0,01  89,29 0,21 ± 0,01  75 0,19 ± 0,02  67,86* 0,18 ± 0,00  64,29* 58,4 ± 0,20 

L. lactis subsp. lactis  KGPMF23 0,46 ± 0,01  71,87* 0,49 ± 0,02  76,56* 0,48 ± 0,02  75 0,46 ± 0,01  71,87 52,8 ± 0,44 

L. lactis subsp. lactis  

biovar. diacetylactis 

KGPMF50 0,22 ± 0,00  61,11 0,24 ± 0,02  66,67* 0,22 ± 0,02  61,11 0,21 ± 0,01  58,33 52,3 ± 0,12 

KGPMF54 0,50 ± 0,01  63,29 0,49 ± 0,00  62,02 0,40 ± 0,02  50,63* 0,39 ± 0,02  49,37* 49,4 ± 0,08 

KGPMF55 0,25 ± 0,01  56,82 0,26 ± 0,02  59,09 0,23 ± 0,01  52,27* 0,22 ± 0,02  50 43,9 ± 0,23 

KGPMF57 0,49 ± 0,02  79,03* 0,47 ± 0,00  75,81 0,40 ± 0,00  64,52 0,38 ± 0,01  61,29 51,3 ± 0,21 

KGPMF59 0,45 ± 0,05  62,5 0,46 ± 0,03   63,89* 0,40 ± 0,02  55,56 0,39 ± 0,02  54,17 55,6 ± 0,64 

E. hirae  KGPMF9 0,13 ± 0,02  54,17 0,14 ± 0,03  58,33 0,14 ± 0,02  58,33 0,14 ± 0,02  58,33 56,3 ± 0,88 

E. durans  KGPMF10 0,24 ± 0,01  82,76* 0,25 ± 0,01  86,21* 0,21 ± 0,02  72,41 0,21 ± 0,00  72,41 30,4 ± 0,12 

E. faecium  KGPMF14 0,12 ± 0,00  52,17 0,13 ± 0,00  56,52* 0,11 ± 0,01  47,82 0,10 ± 0,00  43,47 40,5 ± 0,36 

E. faecalis 

KGPMF47 0,15 ± 0,00  60 0,16 ± 0,00  64* 0,15 ± 0,01  60 0,14 ± 0,01  56 52,3 ± 0,64 

KGPMF48 0,19 ± 0,02  82,61* 0,21 ± 0,02  91,30* 0,18 ± 0,00  78,26* 0,17 ± 0,00  73,91* 52,7 ± 0,16 

KGPMF49 0,11 ± 0,01  44 0,12 ± 0,00  48* 0,11 ± 0,00  44 0,11 ± 0,00  44 40,4 ± 0,26 

ATCC 29211 0,10 ± 0,01  66,67 0,08 ± 0,01  53,33 0,05 ± 0,00  33,33* 0,05 ± 0,02  33,33* 26,7 ± 0,54 

          „А“- апсорбанца раста приказана као средња вредност ± СД; „%“- процентуални раст бактерија;  
               * статистички значајна разлика у поређењу са контролом раста (p < 0,05) 
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Способност тестираних изолата да синтетишу биогене амине 

За избор пробиотске или стартер културе, веома важан критеријум је да не 

синтетише биогене амине. Биогени амини се сматрају непожељним метаболичким 

продуктима и микроорганизам који поседује способност синтезе биогених амина се не 

може користити као стартер култура. На подлози са хистидином и тирозином 

(појединачно), тестирани изолати БМК нису показали способност синтезе биогених 

амина, што је пожељна карактеристика приликом селекције могућих пробиотика 

(Табела 15). 

 

Способност раста на различитој концентрацији фенола 

Физиолошки ниво фенола код људи у садржају црева је мали. Због тога је 

значајно анализирати осетљивост потенцијалних пробиотика у односу на ову супстанцу 

у концентрацијама од 0,1%, 0,2% и 0,3%. На основу резултата ове докторске 

дисертације, може се закључити да је већина испитиваних изолата БМК расла на 

медијумима са 0,1%, 0,2% и 0,3% фенола (Табела 15). Изузетак су били L. lactis subsp. 

lactis biovar. diacetylactis (сојеви KGPMF50 и KGPMF55) и све изоловане стрептококе. 

 

Способност синтезе хемолизина на крвном агару    

Способност синтезе хемолизина тестираних изолата се прати како би се 

прелиминарно утврдила могућа патогеност сојева. Тестирани Lactobacillus spp. и 

Lactococcus spp. изолати нису показали α- или β-хемолизу на крвном агару, што 

искључује патогеност испитиваних сојева (Табела 15). Изолати Enterococcus spp. и 

Streptococcus spp. нису показали β-хемолизу на крвном агару. 
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Табела 15. Способност раста бактерија у присуству фенола, способност синтезе биогених 

амина и способност хемолизе на крвном агару 

 

Врсте 

Раст на различитој 

концентрацији фенола (%) 

Синтеза биогених 

амина 

Хемолиза на 

крвном агару 

0,1 0,2 0,3 Хистидин Тирозин  

Lb. fermentum  + + + – – γ 

Lb. brevis  + + + – – γ 

Lb. plantarum  + + + – – γ 

Lb. plantarum LP 299v + + – – – γ 

L. lactis subsp. lactis  + + + – – γ 

L. lactis subsp. lactis 

biovar. diacetylactis  
+ + +– – – γ 

E. hirae  + + + – – α 

E. durans  + + + – – α 

E. faecium  + + + – – α 

E. faecalis  + + + – – α 

E. faecalis ATCC 29211 + + + – – α 

S. uberis + + – – – α 

S. agalactiae + + – – – γ 

„ + “ - позитивна реакција; „ – “- негативна реакција; „ +– “- делимично позитивна реакција 
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Испитивање осетљивости изолата на антибиотике 

 

Коришћењем микродилуционе методе, испитана је осетљивост изабраних 

изолата на следеће антибиотике: тетрациклин, гентамицин, полимиксин Б, ванкомицин 

и ампицилин. Резултати су додатно проверени у складу са предложеним критеријумима 

отпорности БМК према антибиотицима хумане и ветеринарске важности, које је дала 

Европска агенција за сигурност хране (ЕФСА). Резултати су приказани у Табели 16. 

Резултати су показали да су сви тестирани изолати били осетљиви на све 

тестиране антибиотике. Изолати Lactobacillus spp. су показали значајну осетљивост на 

ампицилин и тетрациклин, у поређењу са другим тестираним антибиотицима (p < 0,05). 

МИК вредност је била од 0,125 – 3 μg mL-1 на тетрациклин и од 0,195 – 64 μg mL-1 на 

ампицилин. 

Изолати Lactococcus spp. су показали значајну осетљивост на ампицилин, 

тетрациклин и ванкомицин, у поређењу са другим тестираним антибиотицима (p < 0,05). 

МИК вредност је била од 1,56 – 3,125 μg mL-1 на тетрациклин, од 0,195 – 3,125 μg mL-1 

на ампицилин и од 1,56 – 3,125 μg mL-1 на ванкомицин. 

Изолати Enterococcus spp. су показали значајну осетљивост на ампицилин и 

тетрациклин, у поређењу са другим тестираним антибиотиком (p < 0,05). МИК вредност 

је била од 2,5 – 12,5 μg mL-1 на тетрациклин и од 0,19 – 2,5 μg mL-1 на ампицилин. Према 

добијеним резултатима, може се закључити да су сви сојеви БМК показали значајну 

осетљивост на тестиране антибиотике.  
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Табела 16. Осетљивост одабраних изолата бактерија млечне киселине на антибиотике  

     

Врста Изолат 

Антибиотици 

Тетрациклин Гентамицин Полимиксин Б Ампицилин Ванкомицин 

MИК 

Lb. 

fermentum 

KGPMF28 2* 2,5 12,5 0,195 н.п. 

KGPMF29 2 2,5 12,5 0,195 н.п. 

Lb. brevis  KGPMF35 3 2,5 12,5 0,195 н.п. 

Lb. 

plantarum 

KGPMF62 2 8 12,5 0,195 н.п. 

LP 299v 0,125 н.д. н.д. 64 н.п. 

L. lactis 

subsp. 

lactis  

KGPMF23 3,125 2 12,5 0,195 3,125 

L. lactis 

subsp. 

lactis 

biovar. 

diacetylactis 

KGPMF50 3,125 12,5 25 1,56 1,56 

KGPMF54 3,125 18,75 12,5 3,125 3,125 

KGPMF55 2,5 12,5 25 0,195 1,56 

KGPMF57 3,125 18,75 25 1,56 3,125 

KGPMF59 1,56 12,5 12,5 1,56 3,125 

E. hirae  KGPMF9 6,25 25 250 2,5 125 

E. durans  KGPMF10 2,5 25 125 2,5 125 

E. faecium  KGPMF14 2,5 25 125 0,19 125 

E. faecalis 

KGPMF47 12,5 25 250 0,19 125 

KGPMF48 12,5 25 250 2,5 125 

KGPMF49 2,5 50 250 2,5 125 

ATCC 29211 8 н.д н.д 1 250 

                                           MИК – минимална инхибиторна концентрација; *Вредности изражене у μg mL-1; н.д. – није детерминисано;  

                                           н.п. – није потребно према EFSA 
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Способност бактерија за асимилацију различитих врста шећера 

 

С обзиром да су тестирани изолати показали способност преживљавања у 

условима гастринтестиналног тракта (Табела 13 и 14), одабрана су четири различита 

шећера (фруктоза, лактоза, манитол и инулин) како би се утврдило који од њих најбоље 

метаболишу. Испитивана је способност асимилације у присуству различитих 

концентрација испитиваних шећера (8, 4, 2, 1, 0,5 и 0,25%) и резултати су поређени са 

растом у присуству 2% декстрозе у подлози (позитивна контрола). Резултати су 

приказани у Табелама 17, 18 и 19. 

Сва четири шећера су стимулисала раст тестираних лактобацила (веће 

апсорбанце раста од позитивне контроле). Изузетак су били Lb. plantarum KGPMF62 и 

Lb. plantarum LP 299v, који су показали бољи раст у присуству фруктозе него инулина 

(Табела 17). Према предходно приказаним резултатима (Табела 6), Lb. fermentum 

KGPMF28, Lb. fermentum KGPMF29 и Lb. brevis KGPMF35 немају способност 

ферментације манитола и инулина, тако да њихов раст у присуству ова два шећера није 

испитиван. 

Према предходно добијеним резултатима (Табела 5), Lactococcus spp. изоловане 

из сокобањског сира нису показале способност ферментације манитола и инулина. 

Лактоза је показала сличан ефекат на раст као декстроза, осим за L. lactis subsp. lactis 

KGPMF23, чији је раст био стимулисан на нижим тестираним концентрацијама. Раст у 

присуству фруктозе био је ограничен, у поређењу са растом у присуству декстрозе 

(Табела 18). 

Према предходно добијеним резултатима (Табела 6), Enterococcus spp. изолати из 

сира немају способност ферментације инулина. Све тестиране ентерококе су расле на 

осталим концентрацијама тестираних шећера. Веће апсорбанце раста E. hirae KGPMF9, 

E. durans KGPMF10, E. faecium KGPMF14 и E. faecalis KGPMF47 су измерене у подлози 

са лактозом и манитолом. Раст у присуству фруктозе је био ограничен, у поређењу са 

растом у присуству декстрозе. Може се закључити да је раст Enterococcus spp. у подлози 

са декстрозом значајно бољи (p < 0,05) у поређењу са растом у присуству фруктозе 

(Табела 19).  
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Tабела 17. Способност раста Lactobacillus spp. у присуству различитих шећера 

Шећер 

Садржај 

шећера 

(%) 

Врста 
Lb. 

fermentum 

Lb. 

brevis 

Lb. 

plantarum 

Изолат KGPMF28 KGPMF29 KGPMF35 KGPMF62 LP 299v 

Декстроза 2  0,94 ± 0,061 0,94 ± 0,04 0,61 ± 0,09 0,95 ± 0,04 0,31 ± 0,03 

Фруктоза 

8  0,51 ± 0,08* 0,52 ± 0,03* 0,53 ± 0,00* 0,06 ± 0,07* 0,14 ± 0,02* 

4  0,82 ± 0,03* 0,96 ± 0,01 0,60 ± 0,01 0,72 ± 0,02* 0,20 ± 0,02* 

2  0,90 ± 0,02 0,98 ± 0,00* 0,61 ± 0,00 0,96 ± 0,01 0,21 ± 0,01* 

1  0,92 ± 0,01 0,99 ± 0,02* 0,62 ± 0,04 1,03 ± 0,04* 0,34 ± 0,01 

0,5  0,96 ± 0,03 1,00 ± 0,00* 0,68 ± 0,03* 1,00 ± 0,02* 0,31 ± 0,02 

0,25  0,94 ± 0,00 0,92 ± 0,01 0,48 ± 0,01* 0,51 ± 0,02* 0,24 ± 0,01* 

Лактоза 

8  0,56 ± 0,02* 0,53 ± 0,04* 0,02 ± 0,06* 0,05 ± 0,06* 0,15 ± 0,01* 

4  0,81 ± 0,00* 0,74 ± 0,01* 0,12 ± 0,00* 0,77 ± 0,04* 0,19 ± 0,02* 

2  0,90 ± 0,02 0,82 ± 0,01* 0,25 ± 0,02* 0,94 ± 0,02 0,20 ± 0,02* 

1  0,91 ± 0,01 0,88 ± 0,03* 0,32 ± 0,00* 1,02 ± 0,03* 0,31 ± 0,02 

0,5  0,94 ± 0,03 1,01 ± 0,01* 0,58 ± 0,04 0,96 ± 0,03 0,24 ± 0,00* 

0,25  0,92 ± 0,00 0,86 ± 0,02* 0,41 ± 0,00* 0,44 ± 0,04* 0,23 ± 0,00* 

Манитол 

8  н.д н.д н.д 0,09 ± 0,09* 0,21 ± 0,00* 

4  н.д н.д н.д 0,87 ± 0,02* 0,28 ± 0,01 

2  н.д н.д н.д 0,96 ± 0,01 0,30 ± 0,02 

1  н.д н.д н.д 0,97 ± 0,03 0,26 ± 0,01* 

0,5  н.д н.д н.д 0,94 ± 0,01 0,19 ± 0,03* 

0,25  н.д н.д н.д 0,44 ± 0,03* 0,17 ± 0,01* 

Инулин 

8  н.д н.д н.д 0,60 ± 0,05* 0,18 ± 0,01* 

4  н.д н.д н.д 0,68 ± 0,01* 0,20 ± 0,01* 

2  н.д н.д н.д 0,88 ± 0,01* 0,23 ± 0,00* 

1  н.д н.д н.д 0,79 ± 0,00* 0,22 ± 0,00* 

0,5  н.д н.д н.д 0,47 ± 0,00* 0,21 ± 0,01* 

0,25  н.д н.д н.д 0,38 ± 0,03* 0,19 ± 0,01* 

1Средња вредност ± СД; н.д. – није детерминисано; * статистички значајна разлика (p < 0,05) 
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Табела 18. Способност раста Lactococcus spp. у присуству различитих шећера 
 

Шећер 

Садржај 

шећера 

(%) 

Врста L. lactis subsp. lactis L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis 

Изолат 
KGPMF23 KGPMF50 KGPMF54 KGPMF55 KGPMF57 KGPMF59 

Декстроза
 

2  0,64 ± 0,031 0,34 ± 0,08 0,52 ± 0,02 0,36 ± 0,05 0,93 ± 0,02 0,81± 0,06 

Фруктоза 

8  0,17 ± 0,02* 0,15 ± 0,01* 0,16 ± 0,02* 0,18 ± 0,00* 0,52 ± 0,04* 0,40 ± 0,02* 

4  0,19 ± 0,02* 0,17 ± 0,03* 0,34 ± 0,02* 0,19 ± 0,02* 0,73 ± 0,02* 0,64 ± 0,00* 

2  0,20 ± 0,03* 0,20 ± 0,02* 0,42 ± 0,01* 0,22 ± 0,01* 0,79 ± 0,00* 0,66 ± 0,00* 

1  0,30 ± 0,01* 0,27 ± 0,02* 0,46 ± 0,02* 0,27 ± 0,00* 0,84 ± 0,03* 0,67 ± 0,01* 

0,5  0,25 ± 0,02* 0,22 ± 0,04* 0,48 ± 0,00 0,33 ± 0,03 0,82 ± 0,01* 0,66 ± 0,00* 

0,25  0,21 ± 0,01* 0,22 ± 0,01* 0,45 ± 0,01* 0,31 ± 0,02* 0,81 ± 0,00* 0,64 ± 0,00* 

Лактоза 

8  0,08 ± 0,04* 0,31 ± 0,04 0,31 ± 0,02* 0,23 ± 0,00* 0,60 ± 0,04* 0,40 ± 0,02* 

4  0,11 ± 0,02* 0,18 ± 0,03* 0,33 ± 0,01* 0,25 ± 0,01* 0,79 ± 0,03* 0,58 ± 0,02* 

2  0,26 ± 0,01* 0,15 ± 0,04* 0,35 ± 0,02* 0,27 ± 0,02* 0,86 ± 0,04* 0,63 ± 0,01* 

1  0,65 ± 0,01 0,10 ± 0,01* 0,44 ± 0,02* 0,36 ± 0,01 0,90 ± 0,04 0,69 ± 0,02* 

0,5  0,64 ± 0,00 0,09 ± 0,00* 0,42 ± 0,00* 0,32 ± 0,00 0,89 ± 0,02 0,63 ± 0,00* 

0,25  0,52 ± 0,02* 0,09 ± 0,01* 0,41 ± 0,01* 0,30 ± 0,00* 0,88 ± 0,01* 0,60 ± 0,00* 

                  1 Средња вредност ± СД; * статистички значајна разлика (p < 0,05) у поређењу са контролом раста 
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Табела 19. Способност раста Enterococcus spp. у присуству различитих шећера 

Шећер 

Садржај 

шећера 

(%) 

Врста E. hirae E. durans E. faecium E. faecalis 

Изолат KGPMF9 KGPMF10 KGPMF14 KGPMF47 KGPMF48 KGPMF49 ATCC 29211 

Декстроза 2  0,20 ± 0,021 0,23 ± 0,08 0,28 ± 0,02 0,27 ± 0,04 0,21 ± 0,02 0,28 ± 0,03 0,29 ± 0,03 

Фруктоза 

8  0,08 ± 0,05* 0,16 ± 0,00* 0,19 ± 0,01* 0,18 ± 0,01* 0,05 ± 0,06* 0,21 ± 0,04* 0,13 ± 0,02* 

4  0,15 ± 0,01* 0,18 ± 0,01* 0,21 ± 0,01* 0,23 ± 0,01* 0,12 ± 0,02* 0,21 ± 0,02* 0,16 ± 0,02* 

2  0,16 ± 0,02* 0,17 ± 0,02* 0,25 ± 0,00 0,25 ± 0,02 0,13 ± 0,02* 0,19 ± 0,02* 0,18 ± 0,01* 

1  0,15 ± 0,00* 0,24 ± 0,00 0,26 ± 0,00 0,25 ± 0,03 0,13 ± 0,01* 0,19 ± 0,02* 0,20 ± 0,03* 

0,5  0,19 ± 0,00 0,21 ± 0,03 0,28 ± 0,02 0,26 ± 0,02 0,17 ± 0,02* 0,19 ± 0,00* 0,17 ± 0,00* 

0,25  0,17 ± 0,00 0,20 ± 0,02 0,25 ± 0,01 0,24 ± 0,03 0,13 ± 0,03* 0,13 ± 0,02* 0,11 ± 0,01* 

Лактоза 

8  0,17 ± 0,01 0,18 ± 0,01* 0,22 ± 0,00* 0,22 ± 0,00* 0,13 ± 0,01* 0,22 ± 0,00* 0,17 ± 0,00* 

4  0,18 ± 0,00 0,18 ± 0,03* 0,24 ± 0,02* 0,24 ± 0,00* 0,10 ± 0,02* 0,19 ± 0,01* 0,19 ± 0,00* 

2  0,20 ± 0,01 0,20 ± 0,03 0,26 ± 0,01 0,26 ± 0,01 0,12 ± 0,00* 0,19 ± 0,00* 0,21 ± 0,01* 

1  0,16 ± 0,01* 0,24 ± 0,03 0,29 ± 0,00 0,27 ± 0,02 0,11 ± 0,00* 0,17 ± 0,00* 0,23 ± 0,02* 

0,5  0,16 ± 0,00* 0,25 ± 0,01 0,28 ± 0,00 0,29 ± 0,00 0,12 ± 0,00* 0,14 ± 0,02* 0,18 ± 0,00* 

0,25  0,14 ± 0,00* 0,16 ± 0,01* 0,27 ± 0,00 0,27 ± 0,01 0,11 ± 0,01* 0,11 ± 0,01* 0,13 ± 0,01* 

Манитол 

8  0,23 ± 0,02 0,19 ± 0,03* 0,22 ± 0,02* 0,23 ± 0,00* 0,19 ± 0,03 0,20 ± 0,03* 0,19 ± 0,02* 

4  0,18 ± 0,02 0,22 ± 0,01 0,23 ± 0,02* 0,26 ± 0,02 0,17 ± 0,02* 0,23 ± 0,03* 0,21 ± 0,02* 

2  0,15 ± 0,01* 0,23 ± 0,03 0,22 ± 0,01* 0,27 ± 0,00 0,15 ± 0,01* 0,23 ± 0,01* 0,25 ± 0,01 

1  0,15 ± 0,00* 0,27 ± 0,02* 0,21 ± 0,00* 0,29 ± 0,03 0,15 ± 0,00* 0,24 ± 0,01* 0,19 ± 0,01* 

0,5  0,13 ± 0,01* 0,24 ± 0,00 0,21 ± 0,00* 0,27 ± 0,01 0,13 ± 0,00* 0,23 ± 0,00* 0,16 ± 0,01* 

0,25  0,11 ± 0,02* 0,21 ± 0,00 0,17 ± 0,01* 0,24 ± 0,00 0,13 ± 0,01* 0,21 ± 0,00* 0,11 ± 0,02* 

                                       1 Средња вредност ± СД; * статистички значајна разлика (p < 0,05) у поређењу са контролом раста  
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Способност изолата БМК за аутоагрегацију и коагрегацију са E. coli   

 

Способност аутоагрегације БМК изолованих из традиционално направљеног 

сокобањског сира је мерена током периода од 5 h. Резултати указују да тестирани сојеви 

показују јак фенотип аутоагрегације. Способност аутоагрегације није изгубљена након 

испирања и ресуспендовања бактеријских ћелија у PBS-у, што је вероватно повезано са 

компонентом ћелијске површине. Када се упореди способност аутоагрегације између 

врста из различитих родова, примећује се да нешто бољу способност имају врсте из рода 

Lactobacullus, (График 8), затим Lactococcus (График 9), и на крају, Enterococcus (График 

10). 

 

 

График 8. Способност аутоагрегације изолата из рода Lactobacillus 

 

Сви испитивани Lactobacillus spp. су показали добру способност аутоагрегације, 

у PBS-у, након инкубације у трајању од 5 h (График 8). Проценат аутоагрегације, у 

поређењу са нултим сатом, кретао се у проценту од 41,89 – 53,74%. Најбољу способност 

аутоагрегације је показао Lb. brevis KGPMF35. 

Тестирани изолати Lactococcus spp. су показали способност аутоагрегације у 

проценту од 35,82 – 50,2%, што је за незнатно слабије од способности аутоагрегације 

изолата из рода Lactobacillus. 
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График 9. Способност аутоагрегације изолата из рода Lactococcus 
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График 10. Способност аутоагрегације изолата из рода Enterococcus 
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Enterococcus spp. су показале најслабију способност аутоагрегације (График 10). 

Проценат аутоагрегације након 5 h је био у опсегу од 22,9 – 46,64%. На основу резултата, 

може се закључити да су тестирани изолтати БМК показали умерену способност 

аутоагрегације, која је у просеку била око 50%.  

Следећи корак у истраживању је био испитивање способност коагрегације 

изолованих БMK са E. coli (клиничким изолатом). Резултати су приказани у Табели 20, 

и изражени су процентуално, као резултат коагрегације након 2 h у мешаној суспензији 

БМК и E. coli. Сви тестирани лактобацили су показали значајну способност коагрегације 

са E. coli. Изолати у оквиру родова Lactococcus и Enterococcus су показали изолат 

специфичну коагрегацију. Заправо, изолати у оквиру рода Enterococcus су показали 

бољу способност коагрегације (Табела 20). 

 

Табела 20. Способност изолованих бактерија млечне киселине за коагрегацију са E. 

coli 

 

Врста Изолат Коагрегација са E. coli (%) 

Lb. fermentum 
KGPMF28 41,45 ± 1,301 

KGPMF29 34,65 ± 2,68 

Lb. brevis  KGPMF35 39,06 ± 2,12 

Lb. plantarum 
KGPMF62 31,82 ± 2,41 

LP 299v 13,92 ± 3,22 

L. lactis subsp. lactis  KGPMF23   2,84 ± 3,78 

L. lactis subsp. lactis  

biovar. diacetylactis 

KGPMF50 0 

KGPMF54   3,59 ± 2,46 

KGPMF55 0 

KGPMF57 0 

KGPMF59 0 

E. hirae  KGPMF9 15,13 ± 0,44 

E. durans  KGPMF10 23,32 ± 0,36 

E. faecium  KGPMF14 0 

E. faecalis 

KGPMF47 10,53 ± 1,56 

KGPMF48 0 

KGPMF49 0 

ATCC 29211 15,22 ± 0,87 

                                               1 Средња вредност ± СД 
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Сви изолати из рода Lactobacillus су показали способност коагрегације са E. coli 

у проценту од 31,82 – 41,45%, док су од свих лактокока, једино L. lactis subsp. lactis 

KGPMF23 и L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF54 показали способност 

коагрегације, али у јако малом проценту. Од тестираних шест, два изолата E. faecalis су 

показала способност коагрегације са E. coli у проценту од 10,53 – 23,32%. Изолати 

Lactobacillus spp. су показали бољу коагрегацију него комерцијални пробиотски сој, док 

су изолати Enterococcus sp. показали сличну коагрегацију као ATCC сој. 

 

Способност изолованх БМК за формирање биофилма 

 

 Изолати БМК су тестирани на способност формирања биофилма, уз помоћ 

методе са кристал виолетом. Резултати су приказани у Табели 21. Ова карактеристика 

изолата се сматра битном због испитивања способности адхезије и доказивања 

пробиотског потенцијала одређеног бактеријског соја.  

 

Табела 21. Способност изолованих бактерија млечне киселине за формирање 

биофилма  

Врста Изолат Вредност апсорбанце1 

Lb. fermentum 
KGPMF28 0,07 ± 0,04 

KGPMF29 0,05 ± 0,04 

Lb. brevis  KGPMF35 0,08 ± 0,03 

Lb. plantarum 
KGPMF62 0,05 ± 0,02 

LP 299v 0,04 ± 0,02 

L. lactis subsp. lactis  KGPMF23 0,05 ± 0,02 

L. lactis subsp. lactis 

 biovar. diacetylactis 

KGPMF50 0,04 ± 0,02 

KGPMF54 0,06 ± 0,03 

KGPMF55 0,11 ± 0,01 

KGPMF57 0,12 ± 0,03 

KGPMF59 0,06 ± 0,03 

E. hirae  KGPMF9 0,03 ± 0,02 

E. durans  KGPMF10 0,02 ± 0,01 

E. faecium  KGPMF14 0,03 ± 0,02 

E. faecalis 

KGPMF47 0,04 ± 0,02 

KGPMF48 0,01 ± 0,00 

KGPMF49 0,03 ± 0,02 

ATCC 29211 0,03 ± 0,01 

                                                     1Средња вредност  ± СД 
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Резултати показују да су сви тестирани изолати имали умерену способност 

формирања биофилма, која се може приказати према следећој градацији: лактобацили > 

лактококе > ентерококе. Од врста из рода Lactobacillus, издвајају се изолати KGPMF28 

и KGPMF35. Сви Lactobacillus изолати су показали бољу способност формирања 

биофилма од комерцијалног пробиотског соја.  Од врста из рода Lactococcus, нарочито 

се издвајају изолати KGPMF55 и KGPMF57, који показују најбољу способност 

формирања биофилма од свих тестираних изолата БМК. Врсте из рода Enterococcus су 

показале најслабију способност формирања биофилма од свих тестираних изолата БМК. 

 

Процена способности микробиолошке адхезије са растварачима 
 

Испитивање способности адхезије у присуству растварача (хлороформ, етил 

ацетат и ксилол) је коришћено за процену хидрофобних/хидрофилних изолата БMK 

изолованих из сира. Резултати су поређени са комерцијалним пробиотским сојем, Lb. 

plantarum LP 299v и ATCC врстом E. faecalis ATCC 29211. Резултати показују да су 

тестиране бактерије показале јачи афинитет са хлороформом, који је кисели растварач и 

акцептор електрона, него са етил ацетатом, који је базни растварач и донор електрона 

(Табела 22). То значи да су тестиране бактерије бољи донори него акцептори електрона. 

Изузетак су L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF50 и KGPMF55, који 

показују јачи афинитет према етил ацетату, што указује да су ова два изолата бољи 

акцептори него донори електрона.  

Тестирани Lactobacillus spp. су показали значајну корелацију између 

аутоагрегације и афинитета са хлороформом (p < 0,05) док су Enterococcus изолати 

показали значајну корелацију између аутоагрегације и афинитета са етил ацетатом (p < 

0,05). Показано je и да постоји значајна разлика између тестираних изолата у афинитету 

са хлороформом и етил ацетатом (p < 0,05). 
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Tабела 22. Способност изолованих бактерија млечне киселине за адхезију са 

ксилолом, хлороформом и етил ацетатом 

 

Врста Изолат 

Растварач 

Ксилол Хлороформ Етил ацетат 

Lb. fermentum 
KGPMF28 01 16,83 ± 1,23 10 ± 0,84 

KGPMF29 0 18,31 ± 0,95 12,84 ± 0,47 

Lb. brevis  KGPMF35 0 21,57 ± 1,02 4,95 ± 1,07 

Lb. plantarum 
KGPMF62 0 10,79 ± 1,85 7,92 ± 0,26 

LP 299v 0 21,54 ± 0,74  4,43 ± 0,18 

L. lactis subsp. lactis  KGPMF23 0   8,15 ± 2,01 0 

L. lactis subsp. lactis  

biovar. diacetylactis 

KGPMF50 0 30,62 ± 0,65 52,33 ± 0,03 

KGPMF54 0 93,46 ± 0,22 0 

KGPMF55 0 30,82 ± 0,25 31,03 ± 0,28 

KGPMF57 0 91,08 ± 0,38 0 

KGPMF59 0 59,75 ± 0,75 0 

E. hirae  KGPMF9 0 14,21 ± 0,08 0 

E. durans KGPMF10 0   3,85 ± 1,56 0 

E. faecium  KGPMF14 0 13,17 ± 0,41   9,41 ± 0,12 

E. faecalis 

KGPMF47 0 23,97 ± 0,63 15,86 ± 0,74 

KGPMF48 0 22,48 ± 0,84   6,24 ± 0,24 

KGPMF49 0      5,4 ± 0,04    3,17 ± 1,36 

ATCC 29211 0 19,66 ± 1,24 12,13 ± 1,05 

                                 1Средња вредност ± СД (% адхезије) 

 

Способност адхезије за епител танког црева свиње 

 

На основу способности БМК да формирају биофилм и адхезије са различитим 

растварачима, одабрани су изолати БМК, како би се испитала способност адхезије за 

епител танког црева. Резултати су показали да БМК, нарочито изолати Lactobacillus spp. 

и Lactococcus spp. поседују јаку способност адхезије (сл. 19).   
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Слика 19. Способност адхезије за епител танког црева свиње 

(1 – Enterococcus faecalis KGPMG47; 2 – Lactobacillus brevis KGPMF35; 3 – Lb. 

fermentum KGPMF29; 4 – L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF57; 5 – 

Контрола - MRS подлога; 6 – Контрола - PBS) 
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6.6. Ензимска активност испитиваних изолата бактерија млечне 

киселине 

 

У оквиру ове докторске дисертације, по први пут је испитивана ензимска 

активност БМК изолованих из сокобањског сира. На основу резултата скрининг метода 

за протеолитичку и липолитичку активност, закључује се да изолати из родова 

Lactobacillus и Lactococcus нису показали липолитичку, али су показали протеолитичку 

активност. Изузетак су били изолати из рода Enterococcus, јер нису показали довољно 

јасне резултате везане за протеолитичку активност, у поређењу са позитивном (B. subtilis 

ATCC 6633) и негативном (E. coli ATCC 2592) контролом.  

У даљем току експеримената, квантификована је протеолитичка активност свих 

изолата. Сви изолати из рода Lactobacillus су показали активност протеазе, амилазе и 

алкалне фосфатазе, док активност киселе и алкалне инвертазе није забележена. Изолати 

су показали различиту количину укупних протеина у ферментационој течности (0,039 – 

0,063 mg mL-1). Активност протеазе била је значајна, у поређењу са другим тестираним 

ензимима (p < 0,05). Изолат Lb. fermentum KGPMF28 је показао најбољу ензимску 

активност од свих тестираних лактобацила. 

Изолати из рода Lactococcus су показали активност протеазе, киселе инвертазе и 

алкалне фосфатазе, осим изолата KGPMF50, где нема активности алкалне фосфатазе. 

Активност алкалне инвертазе и амилазе није детектована. Изолати су показали 

различиту количину укупних протеина у ферментационој течности (0,016 – 0,048 mg mL-

1), и количина протеина је била нижа у односу на лактобациле (Табела 23). Активност 

протеазе је била значајна, у поређењу са другим тестираним ензимима (p < 0,05). 

Изолати из рода Enterococcus нису показали активност протеазе, киселе и алкалне 

инвертазе, док активност амилазе није детектована једино код E. hirae KGPMF9. 

Активност алкалне фосфатазе није детектована код изолата KGPMF47 и KGPMF48. 

Изолати су показали различиту количину укупних протеина у ферментационој течности 

(0,007 – 0,041 mg mL-1), и укупна количина протеина је била нижа у односу на укупну 

концентрацију протеина код изолата из родова Lactobacillus и Lactococcus. На основу 

приказаних резултата, може се закључити да изоловане ентерококе немају 

протеолитичку активност и да имају слабу и изолат специфичну ензимску активност 

(Табела 23). 
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Табела 23. Ензимска активност тестираних изолата бактерија млечне киселине 

 

Врста Изолат 

Укупни протеини 

(mg mL-1) 

Протеаза  

(IU mL-1) 

Кисела  

инвертаза (IU mL-1) 

Алкална  

инвертаза (IU mL-1) 

Амилаза 

(IU mL-1) 

Алкална  

фосфатаза (IU mL-1) 
 

Lb. fermentum 
KGPMF28 0,063 ± 0,001 5,8 ± 0,00      0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,564 ± 0,00 0,006 ± 0,00  

KGPMF29 0,042 ± 0,01 2,1 ± 0,00      0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,257 ± 0,00 0,005 ± 0,00  

Lb. brevis  KGPMF35 0,046 ± 0,00 1,4 ± 0,00      0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,135 ± 0,00 0,003 ± 0,00  

Lb. plantarum  KGPMF62 0,039 ± 0,00 2,3 ± 0,00     0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,301 ± 0,00 0,002 ± 0,00  

L. lactis subsp. lactis  KGPMG23 0,048 ± 0,01 0,7 ± 0,00 0,03 ± 0,00 0 ± 0,00        0 ± 0,00 0,004 ± 0,00  

L. lactis subsp. lactis  

biovar. diacetylactis 

KGPMG50 0,019 ± 0,00 3,9 ± 0,00 0,035 ± 0,00 0 ± 0,00        0 ± 0,00        0 ± 0,00  

KGPMG54 0,016 ± 0,00 5,3 ± 0,00  0,03 ± 0,00 0 ± 0,00        0 ± 0,00 0,002 ± 0,00  

KGPMG55 0,044 ± 0,00 4,6 ± 0,00 0,017 ± 0,00 0 ± 0,00        0 ± 0,00 0,006 ± 0,00  

KGPMG57 0,036 ± 0,00 5,2 ± 0,00  0,04 ± 0,00 0 ± 0,00        0 ± 0,00 0,010 ± 0,01  

KGPMG59 0,046 ± 0,00 4,2 ± 0,00  0,09 ± 0,00 0 ± 0,00        0 ± 0,00 0,002 ± 0,00  

E. hirae  KGPMF9 0,016 ± 0,00    0 ± 0,00       0 ± 0,00 0 ± 0,00        0 ± 0,00 0,014 ± 0,01  

E. durans  KGPMF10 0,041 ± 0,01    0 ± 0,00       0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,216 ± 0,00 0,006 ± 0,00  

E. faecium  KGPMF14 0,028 ± 0,00    0 ± 0,00        0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,186 ± 0,00 0,007 ± 0,01  

E. faecalis 

KGPMF47 0,039 ± 0,01    0 ± 0,00        0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,208 ± 0,00         0 ± 0,00  

KGPMF48 0,007 ± 0,00    0 ± 0,00        0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,230 ± 0,00         0 ± 0,00  

KGPMF49 0,025 ± 0,01    0 ± 0,00        0 ± 0,00 0 ± 0,00 0,243 ± 0,00 0,005 ± 0,00  

1Средња вредност ± СД 
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6.7. Утицај еколошких фактора на раст изолованих бактерија млечне 

киселине 

 

Утицај различитих температура, pH и различитих концентрацијa соли, на 

планктонски раст БMK изолованих из сокобањског сира је испитиван 

спектрофотометријском методом. БМК су инкубиране у MRS бујону на три различите 

температуре (4°С, 20°С, 37°С). Утврђено је одсуство раста на 4°С за испитиване врсте 

бактерија. Остали резултати су приказани у Табелама 24 – 29. 

Тестиране БМК су показале бољу способност раста у киселим pH, на 37oC, у 

поређењу са истим pH на 20oC (p < 0,05). Тестирани изолати Lactobacillus spp. и 

Lactococcus spp. су показали способност раста на обе тестиране температуре, с тим што 

је раст на 37°С био очекивано бољи. Раст изолата, на 20°С, је био бољи на pH 7 него у 

контроли раста. Што се тиче утицаја pH, тестирани изолати су боље расли на нижим 

вредностима (испод pH 7), али је раст и на базним pH вредностима био присутан (Табела 

24 и 25). На основу резултата, може се закључити да су базна средина и температура од 

20°С инхибирајући фактор за раст тестираних лактобацила и лактокока, с тим што је 

температура показала статистички већи утицај (p < 0,05).  

Тестирани изолати Enterococcus spp. су показали способност раста на свим 

тестираним pH, на обе температуре. Бољи раст је детектован у базној средини. Изузетак 

је био E. hirae KGPMF9, који је најбољи раст показао у киселој средини, на 37°С (Табела 

26). На 20°С, сви тестирани изолати ентерокока су расли добро у базној средини. На 

основу резултата, може се закључити да су кисела средина и температура од 20°С 

инхибирајући фактор за раст тестираних ентерокока, с тим што је температура показала 

статистички већи утицај (p < 0,05). 
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Табела 24. Ефекат синергистичког деловања pH и температуре на раст изолата из родa Lactobacillus  

 

pH 5,5 6,5* 7 7,5 8,5 

Температура 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 

Врста Изолат   

Lb. fermentum  KGPMF28 
A 0,22 ± 0,00a 1,70 ± 0,04b 0,33 ± 0,00c 1,74 ± 0,08b 0,41 ± 0,01d 1,93 ± 0,02e 0,36 ± 0,02f 0,80 ± 0,01g 0,04 ± 0,00h 0,65 ± 0,05i 

% 63,67 97,7 124,24 110,92 109,09 45,98 12,12 37,36 

Lb. fermentum  KGPMF29 
A 0,16 ± 0,00a 1,07 ± 0,00b 0,27 ± 0,04c 1,20 ± 0,03d 0,38 ± 0,02e 1,34 ± 0,03f 0,25 ± 0,00g 0,81 ± 0,49h 0,07 ± 0,00i 0,76 ± 0,01j 

% 59,26 89,17 140,74 111,67 92,59 67,5 25,93 63,33 

Lb. brevis  KGPMF35 
A 0,23 ± 0,01a 1,98 ± 0,02b 0,43 ± 0,02c 2,07 ± 0,03d 0,49 ± 0,02e 2,05 ± 0,02d 0,38 ± 0,00e 1,90 ± 0,00f 0,17 ± 0,00g 1,66 ± 0,02h 

% 53,49 95,65 113,95 99,03 88,37 91,79 39,53 80,19 

Lb. plantarum  KGPMF62 
A 0,13 ± 0,03a 1,98 ± 0,02b 0,44 ± 0,03c 2,04 ± 0,00d 0,40 ± 0,02c 2,00 ± 0,03d 0,28 ± 0,00e 1,83 ± 0,02f 0,11 ± 0,00g,a 1,69 ± 0,03h 

% 29,55 97,06 90,91 98,04 63,64 89,71 25 82,84 

Lb. plantarum  LP 299v 
A 0,25 ± 0,00a 0,62 ± 0,02b 0,29 ± 0,02c 0,49 ± 0,02d 0,30 ± 0,00c 0,70 ± 0,01e 0,30 ± 0,00c 0,67 ± 0,01e 0,01 ± 0,00f 0,09 ± 0,02g 

% 86,21 126,53 103,45 142,86 103,45 136,74 3,15 18,37 

*Контрола раста (100%); „ А “– Средња вредност ± СД; % – проценат раста у поређењу са контролом раста; приказане средње вредности у колонама за две различите 

температуре означене различитим словима у суперскрипту су статистички значајне (p < 0,05) 
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Табела 25. Ефекат синергистичког деловања pH и температуре на раст изолата из рода Lactococcus 

 

pH 5,5 6,5* 7 7,5 8,5 

Температура 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 

Врста Изолат   

L. lactis  

subsp. lactis  
KGPMF23 

A 0,14 ± 0,00a 1,70 ± 0,04b 0,32 ± 0,01c 1,75 ± 0,08d 
0,29 ± 0,02e 1,63 ± 0,07f 0,29 ± 0,00g 1,40 ±0,05h 0,04 ± 0,00i 1,17 ± 0,05j 

% 43,75 97,14 90,63 93,14 90,63 80 12,5 66,86 

L. lactis  

subsp.  

lactis 

biovar. 

diacetylactis 

 

 

 

 

KGPMF50 
A 0,09 ± 0,00a 1,39 ± 0,28b 0,23 ± 0,02c 1,17 ± 0,01d 0,24 ± 0,00c 1,96 ± 0,14e 0,19 ± 0,02f 1,68 ±0,02g 0,14 ± 0,01h 0,64 ± 0,02g 

% 39,13 118,80 104,35 167,52 82,61 143,59 60,87 54,70 

KGPMF54 
A 0,12 ± 0,01a 2,03 ± 0,02b 0,17 ± 0,02c 2,02 ± 0,03b 0,19 ± 0,00c 1,97 ± 0,00d 0,14 ± 0,00e,a 1,86 ±0,00f 0,09 ± 0,00g 1,69 ± 0,03h 

% 70,59 100,50 111,76 97,52 82,35 92,08 52,94 83,67 

KGPMF55 
A 0,06 ± 0,02a 1,23 ± 0,00b 0,26 ± 0,02c 1,93 ± 0,01d 0,26 ± 0,03c 1,79 ± 0,35e 0,23 ± 0,02f 1,76 ± 0,01g,e 0,18 ± 0,01h 1,30 ± 0,08i 

% 23,08 63,73 100 92,75 88,46 91,19 69,23 67,36 

KGPMF57 
A 0,21 ± 0,02a 2,03 ± 0,02b 0,22 ± 0,01a 2,04 ± 0,00b 0,19 ± 0,00a 1,98 ± 0,03c 0,14 ± 0,01d 1,87 ± 0,02e,c 0,11 ± 0,00f 1,72 ± 0,00g 

% 95,45 99,51 86,36 97,06 63,64 91,67 50 84,31 

KGPMF59 
A 0,23 ± 0,01a 1,98 ± 0,02b 0,26 ± 0,01a 2,04 ± 0,00c 0,25 ± 0,02a 1,98 ± 0,03d,b 0,24 ± 0,00a 1,86 ± 0,00e 0,12 ± 0,00f 1,71 ± 0,03g 

% 88,46 97,06 96,15 97,06 92,31 91,18 46,15 83,82 

*Контрола раста (100%); „ А “– Средња вредност ± СД; % – проценат раста у поређењу са контролом раста; приказане средње вредности у колонама за две различите 
температуре означене различитим словима у суперскрипту су статистички значајне (p < 0,05) 
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Табела 26. Ефекат синергистичког деловања pH и температуре на раст изолата из родa Enterococcus 

 

 

pH 5,5 6,5* 7 7,5 8,5 

Температура 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 

Врста Изолат   

E. hirae  KGPMF9 
А 0,13 ± 0,01a  1,71 ± 0,04b  0,75 ± 0,01c 1,50 ± 0,03d 0,93 ± 0,01e  1,32 ± 0,01f  1,18 ± 0,01g  1,40 ± 0,04h  1,22 ± 0,04i  1,21 ± 0,04i  

% 17,33 114 124 88 157,33 93,33 162,67 80,67 

E. durans  KGPMF10 
А 0,09 ± 0,01a  1,16 ± 0,01b  0,64 ± 0,02c 1,69 ± 0,01d 0,63 ± 0,00c  1,72 ± 0,01d  0,52 ± 0,02e  1,81 ± 0,01f  0,44 ± 0,02g  1,65 ± 0,02h  

% 14,06 68,64 98,44 101,77 81,25 107,10 68,75 97,63 

E. faecium  KGPMF14 
А 0,01 ± 0,00a  0,19 ± 0,00b  0,09 ± 0,01c 0,49 ± 0,00d 0,16 ± 0,01e  0,55 ± 0,01f  0,12 ± 0,00g  0,69 ± 0,00h  0,11 ± 0,00g  0,76 ± 0,00i  

% 11,11 38,78 177,78 112,24 133,33 140,81 122,22 161,23 

E. faecalis  

 

KGPMF47 
А 0,07 ± 0,00a  0,46 ± 0,02b  0,08 ± 0,01a 0,48 ± 0,01b 0,11 ± 0,00a  0,67 ± 0,01c  0,12 ± 0,01a  0,79 ± 0,00d  0,09 ± 0,01a  0,81 ± 0,01d  

% 87,5 95,83 137,5 139,58 150 164,58 112,5 168,75 

KGPMF48 
А 0,06 ± 0,00a  0,28 ± 0,03b  0,12 ± 0,02c 0,79 ± 0,01d 0,14 ± 0,01c  0,89 ± 0,01e  0,16 ± 0,01c  1,11 ± 0,01f  0,12 ± 0,00c  1,22 ± 0,01g  

% 50 35,44 116,67 112,66 133,33 140,51 100 154,43 

KGPMF49 
А 0,03 ± 0,00a  0,16 ± 0,02b  0,18 ± 0,00c 0,51 ± 0,00d 0,16 ± 0,01c  0,56 ± 0,00d  0,15 ± 0,00c  0,68 ± 0,01e  0,16 ± 0,00c  0,79 ± 0,00f  

% 16,67 31,37 88,89 109,80 83,33 133,33 88,89 154,90 

ATCC 29211 
А 0,01 ± 0,00a  0,06 ± 0,01b  0,13 ± 0,01c 0,48 ± 0,03d 0,16 ± 0,02c  0,63 ± 0,01e  0,14 ± 0,00c  0,59 ± 0,01f  0,14 ± 0,00c  0,62 ± 0,02f  

% 7,69 12,5 123,08 131,25 107,69 122,92 107,69 129,17 

*Контрола раста (100%); „ А “– Средња вредност ± СД; % – проценат раста у поређењу са контролом раста; приказане средње вредности у колонама за две различите 
температуре означене различитим словима у суперскрипту су статистички значајне (p < 0,05) 



Мирјана Грујовић, докторска дисертација 

 

117 

Табела 27. Ефекат синергистичког деловања pH и различитих концентрација соли на 

раст изолата из рода Lactobacillus 

 

% соли 4 6,5 8 

Температура 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 

Врста Изолат   

Lb. fermentum KGPMF28 
А 0,06 ± 0,00a 0,46 ± 0,02b 0,04 ± 0,01a 0,12 ± 0,01c н.р. 0,02 ± 0,00d 

% 18,18 26,44 12,12 24,14 1,15 

Lb. fermentum KGPMF29 
А 0,10 ± 0,02a 0,26 ± 0,04b 0,04 ± 0,00c 0,05 ± 0,01c н.р. 0,01 ± 0,00d 

% 37,04 21,67 14,81 4,17 0,83 

Lb. brevis KGPMF35 
А 0,32 ± 0,00a 1,62 ± 0,01b 0,12 ± 0,01c 0,22 ± 0,02d н.р. 0,09 ± 0,01e 

% 74,42 78,26 27,91 10,63 4,35 

Lb. plantarum KGPMF62 
А 0,32 ± 0,02a 1,70 ± 0,02b 0,09 ± 0,00c 0,13 ± 0,01c,d н.р. 0,10 ± 0,00d 

% 72,72 83,33 20,45 6,37 4,91 

Lb. plantarum LP 299v 
А 0,19 ± 0,01a 0,45 ± 0,01b 0,08 ± 0,00c 0,17 ± 0,01d н.р. 0,03 ± 0,00e 

% 65,52 91,84 27,59 34,69 6,12 

„А“ – Средња вредност ± СД; % – проценат раста у поређењу са контролом раста; приказане средње 

вредности у колонама за две различите температуре означене различитим словима у суперскрипту су 

статистички значајне (p < 0,05); н.р.-нема раста 

 

Различите концентрације соли су показале инхибиторан ефекат на раст 

тестираних изолата БМК (Табела 27 – 29). У поређењу са контолом раста, на обе 

тестиране температуре, раст свих изолата је, већ на 4% соли, био инхибиран. 

Инхибиторни ефекат соли, истих концентрација био је изразитији на температури од 

20°С (p < 0,05). Тестиране ентерококе су показале нешто већу отпорност на присуство 

соли у медијуму, нарочито на 37°С (Табела 29). Лимитирајући фактор раста за све 

тестиране БМК била је температура од 20°С у комбинацији са 8% соли. У овој 

комбинацији еколошких фактора, једино су лактококе показале минималан раст, док код 

лактобацила раст није детектован. Тестиране ентерококе су показале способност 

минималног раста, осим изолата KGPMF14, KGPMF47 и KGPMF49, за које раст није 

детектован.  

На основу добијених резултата испитивања, утицаја еколошких фактора на 

планктонски раст тестираних изолата, (Табела 24 – 29), може се закључити да су 

температура од 20°С и високе концентрације соли лимитирајући фактори за раст свих 

изолата. pH је лимитирајући фактор за планктонски раст изолата БМК само за одређену 

групу бактерија (кисела средина за ентерококе, а базна средина за лактобациле и 

лактококе). 
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Табела 28. Ефекат синергистичког деловања pH и различитих концентрација соли на раст изолата из рода Lactococcus 

 

% соли 4 6,5 8 

Температура 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 

Врста Изолат   

L. lactis subsp. lactis KGPMF23 
А 0,05 ± 0,00a 1,46 ± 0,20b 0,03 ± 0,00c 0,12 ± 0,01d 0,01 ± 0,00e 0,02 ± 0,00e 

% 15,63 83,43 9,38 6,86 3,13 1,14 

L. lactis subsp. lactis 

biovar. diacetylactis 

KGPMF50 
А 0,10 ± 0,00a 0,61 ± 0,01b 0,05 ± 0,01c 0,22 ± 0,01d 0,02 ± 0,00e,c 0,05 ± 0,01f 

% 43,49 52,14 21,74 18,80 8,70 4,27 

KGPMF54 
А 0,08 ± 0,01a 1,42 ± 0,01b 0,04 ± 0,01c 0,11 ± 0,00d 0,03 ± 0,00c 0,09 ± 0,00d 

% 47,06 70,30 23,53 5,45 17,65 4,46 

KGPMF55 
А 0,05 ± 0,01a 0,78 ± 0,01b 0,02 ± 0,00a 0,20 ± 0,01c 0,01 ± 0,00a 0,03 ± 0,00d 

% 31,25 45,09 12,5 11,56 6,25 1,73 

KGPMF57 
А 0,12 ± 0,02a 1,69 ± 0,02b 0,05 ± 0,01c 0,13 ± 0,00d 0,02 ± 0,00c 0,10 ± 0,00d 

% 54,55 82,84 22,73 6,37 9,09 4,90 

KGPMF59 
А 0,14 ± 0,02a 1,62 ± 0,02b 0,12 ± 0,00a 0,16 ± 0,00c 0,03 ± 0,00d 0,12 ± 0,00c 

% 53,85 79,41 46,15 7,84 11,54 5,88 

                                 „ А “ – Средња вредност ± СД; % – проценат раста у поређењу са контролом раста; приказане средње вредности у колонама  

                                 за две различите температуре означене различитим словима у суперскрипту су статистички значајне (p < 0,05) 

 



Мирјана Грујовић, докторска дисертација 

 

 

 

Табела 29. Ефекат синергистичког деловања pH и различитих концентрација соли на раст изолата из рода Enterococcus  

 

% соли 4 6,5 8 

Температура 20oC 37oC 20oC 37oC 20oC 37oC 

Врста Изолат  

E. hirae  KGPMF9 
А 0,28 ± 0,00a 0,93 ± 0,10b 0,07 ± 0,00c 0,15 ± 0,02d 0,04 ± 0,02e 0,03 ± 0,01e 

% 37,33 62 9,33 10 5,33 2 

E. durans KGPMF10 
А 0,32 ± 0,01a 0,97 ± 0,03b 0,11 ± 0,01c 0,22 ± 0,00d 0,02 ± 0,00e 0,08 ± 0,01f 

% 50 75,40 17,19 13,02 3,13 4,73 

E. faecium  KGPMF14 
А 0,06 ± 0,01a f 0,45 ± 0,01b 0,03 ± 0,00a 0,10 ± 0,01c н.р. 0,03 ± 0,00d 

% 66,67 91,84 33,33 20,41 6,12 

E. faecalis 

KGPMF47 
А 0,03 ± 0,00a 0,40 ± 0,00b 0,01 ± 0,01a 0,07 ± 0,00c н.р. 0,03 ± 0,00d 

% 37,5 83,33 12,5 14,58 6,25 

KGPMF48 
А 0,09 ± 0,00a 0,31 ± 0,11b 0,06 ± 0,00a 0,10 ± 0,01c 0,02 ± 0,00a 0,03 ± 0,01d 

% 75 39,24 50 12,66 16,67 3,80 

KGPMF49 
А 0,12 ± 0,00a 0,43 ± 0,01b 0,03 ± 0,00c 0,08 ± 0,00d н.р. 0,03 ± 0,00e 

% 66,67 84,31 16,67 15,69 5,88 

ATCC 29211 
А 0,08 ± 0,01a 0,43 ± 0,01b 0,03 ± 0,00c 0,09 ± 0,01d 0,01 ± 0,00c 0,03 ± 0,00e 

% 61,54 89,58 23,08 18,75 2,08 6,25 

„ А “– Средња вредност ± СД; % – проценат раста у поређењу са контролом раста; н.р.- нема раста; приказане  

средње вредности у колонама за две различите температуре означене различитим словима у суперскрипту су  

статистички значајне (p < 0,05) 
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овој докторској дисертацији, по први пут су утврђени састав и 

динамика бактериобиоте аутохтоног сокобањског сира и извршена је 

физиолошка карактеризација БМК са посебним освртом на њихове 

пробиотске потенцијале. Сoкобањски сир се прави на традиционалан 

начин, без додавања бактеријских стартер култура. Због тога, он 

представља одличан извор аутохтоних сојева БМК, које 

потенцијално могу поседовати карактеристике пожељне у биотехнологији. Тестиране 

хемијске карактеристике сокобањског сира у пролећним и јесењим узорцима су показале 

да међу њима не постоје статистички значајне разлике (p > 0,05). Садржај масти у сувој 

материји је био нешто већи  у пролећном узорку из села Језеро (1 П) и јесењем узорку 

из села Читлук (3 Ј).  

Бројност БМК је одређена у сваком узорку сира, сакупљеном у току све три 

сезоне. У пролећним узорцима сира, просечан број Lactobacillus spp., Lactococcus spp. и 

Enterococcus spp. био је 1,8 × 107, 8,5 × 107 и 3 × 105 CFU g-1 сира (Muruzović et al. 2018a). 

Просечан број Lactobacillus spp., Lactococcus spp. и Enterococcus spp. у летњим узорцима 

је био 6 × 107, 2 × 107 и 6 × 105 CFU g-1 сира. Јесењи узорци сокобањског сира су садржали 

просечно 9 × 107, 6,7 × 107 и 3,7 × 105 CFU g-1 сира Lactobacillus spp., Lactococcus spp. и 

Enterococcus spp. (Muruzović et al., 2018b). Узорци сокобањског сира из села Дуго Поље 

нису садржали Enterococcus spp. ни у једној сезони узорковања, док је већи број 

Enterococcus spp. пронађен у летњем и јесењем узорковању сира из села Језеро. 

Пролећни узорци су садржали најмањи број БМК, без обзира на домаћинство из кога су 

узети. Разлог за такав резултат је највероватније различита врста хране која се користи 

у исхрани животиња, у зависности од сезоне (Muruzović et al., 2018a; 2018b). Бројност 

БМК варира у зависности од коришћеног стартера и сезоне производње. На бројност 

Enterococcus spp. у сиревима може утицати њихова способност преживљавања и раста у 

току технолошког процеса производње и зрења сира (Giraffa, 2003; Giménez-Pereira, 

2005). Према Godič-Torkar & Golc Teger (2004), просечан број Lactococcus spp. и 

Lactobacillus spp. у словеначким традиционалном сиревима је 2,5 × 107 и 9,8 × 107 CFU 

g-1 сира. Menendez et al. (2001) су проучавали карактеристике „Tetilla“ сира, направљеног 

од сировог крављег млека, и показали да је бројност Lactococcus spp. на М17 агару био 

2 × 107 CFU g-1 сира. Бројност Enterococcus spp. може бити у распону од 104 до 106 CFU 

g-1 сира, што је потврђено и резултатима ове дисертације. Код потпуно зрелог сира, 

бројност ентерокока може да варира од 105 до 107 CFU g-1 сира (Franz et al., 2003). 

Повећан број аеробних мезофилних бактерија у сиру се може детектовати у зависности 
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од сезоне производње сира и температуре околине током сазревања сира (Bonetta et al., 

2008). Према Levkov et al. (2014), број аеробних мезофилних бактерија има тенденцију 

повећања током зрења, а свој максимум достижу другог дана зрења (5,22 × 106 – 1,25 × 

107 CFU g-1 сира). У овој дисертацији се радило на узорцима младог сира, старости три 

дана и није се пратила динамика током зрења. У пролећним узорцима сокобањског сира, 

број аеробних мезофилних бактерија кретао се између 1,8 × 107 и 1,2 × 108 CFU g-1 сира, 

што је више него у летним и јесењим узорцима (Muruzović et al., 2018a; 2018b).  

Позитивни коефицијенти корелације између pH сира и бројности Lactobacillus 

spp., Lactococcus spp. и Enterococcus spp. (r = 0,94, r = 0,90 и r = 0,90, p < 0,01) указују на 

прилагођавање микроорганизама на ниже вредности pH у сиру. Овакав резултат је 

очекиван, јер је познато да БМК могу утицати на спуштање pH вредности сира. 

Негативни коефицијенти корелације између садржаја NaCl, односа соли и воде и 

бројности Enterococcus spp. (r = -0,90 и r = -0,92, p < 0,01) указују на инхибиторни ефекат 

високог садржаја соли и односа соли и воде на раст врста из рода Enterococcus. 

Негативни коефицијенти корелације између садржаја NaCl, односа соли и воде и 

бројности аеробних мезофилних бројева (r = -0,94 и r = -0,37, p < 0,05) указују на 

инхибиторни ефекат високог садржаја соли и односа соли и воде на раст мезофилних 

бактерија. Негативан коефицијент корелације између pH сира и бројности аеробних 

мезофилних бактерија (r = -0,97, p < 0,01) указује на могућност адаптације 

микроорганизама на снижене pH вредности сира. 

Велики број истраживања показује да су врсте из родова Lactobacillus и 

Lactococcus доминантне у традиционално направљеним, домаћим сиревима (Terzić-

Vidojević et al., 2007, 2009; Abdullah & Osman, 2010). Bluma & Ciprovica (2015) су 

показали да су у сировом млеку најчешће изоловане БМК врсте из родова Lactobacillus 

и Lactococcus и да су најчешће идентификоване врсте L. lactic, Lb. brevis и Lb. fermentum. 

Šaková et al. (2015) су показали присуство бројних лактокока и лактобацила у „May 

bryndza“ сиру. L. lactic subsp. lactic и L. lactic subsp. lactic biovar. diacetylactic, су били 

доминантни изолати у „Arzúa-Ulloa“ и „Tetilla“ сиру, направљеним од непастеризованог 

млека (Menéndez et al., 2000; 2001), што је у складу резултатима ове дисертације. У 

узорцима сира из Сокобање, доминантне бактерије су Lb. fermentum, Lb. brevis, L. lactic 

subsp. lactic и L. lactic subsp. lactic biovar. diacetylactic. Giraffa (2003) и Strateva et al. 

(2016) указују да су у оквиру ентерокока, Е. faecium и Е. faecalis најчешће врсте 

изоловане из сирева. Mormile et al. (2016) су показали да је Е. faecium доминантна врста 

у „Pecorino di Tramont“ сиру, а затим врсте Е. faecalis и Е. durans. Giraffa (2003) и 
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Mrkonjić Fuka et al. (2017) су приметили да су Е. faecium, Е. faecalis и Е. hirae најчешће 

врсте ентерокока изоловане из сирева, што је потврђено и у овој дисертацији. У току 

истраживања заједнице БМК у узорцима сокобањског сира, примећено је да нема 

значајних разлика у броју и разноликости бактеријских врста у летњим и јесењим 

узорцима сира. У пролећним узорцима сокобањског сира, пронађене су само врсте Е. 

faecium и Е. faecalis (Muruzović et al., 2018a; 2018b).  

У овој дисертацији, по први пут је утврђено присуство врста из рода Streptococcus 

у сокобањском сиру и испитана су њиховa биохемијскa и физиолошкa својства. S. uberis 

се обично третира као патоген пореклом из животне средине, због чињенице да показује 

значајну способност преживљавања и умножавања у екстремним условима. S. uberis се 

може изоловати из сламе која је у контакту са животињама (Bramley, 1982). Wilesmith et 

al. (1986) су описали учесталост клиничког маститиса код животиња (крава) и 

детектовали бактерије које су узрочници болести. S. uberis, праћен врстом S. agalactiae, 

били су најчешћи патогени изоловани из клиничких случајева маститиса (Ward & 

Schultz, 1974). Francis et al. (1986) су показали сличне епидемиолошке карактеристике 

клиничког маститиса код крава у свом трогодишњем истраживању. Показано је да је S. 

uberis доминанан патоген повезан са клиничким случајевима маститиса у току сувог 

периода године. Случајеви клиничког маститиса су учестали током зимског периода 

(октобар – март), док је у августу забележен секундарни максимум (Francis et al., 1986). 

Према досадашњим истраживањима и прегледу литературе, практично нема података о 

присуству ове врсте у млеку, сиру или неким другим млечним производима у Србији. S. 

uberis KGPMF1 – 7 и S. agalactiae KGPMF8 су изоловани само у летњим узорцима 

сокобањског сира. Имајући у виду специфичну технологију производње сира из 

Сокобање, ови изолати су највероватније пореклом са вимена крава (Muruzović et al., 

2018d). Muruzović et al. (2018d) су испитали осетљивост S. uberis KGPMF1 – 7 и S. 

agalactiae KGPMF8 на тетрациклин, хлорамфеникол, рифампицин и новобиоцин и 

показали да су тестирани изолати показали осетљивост на сваки тестирани антибиотик. 

Пречник зоне инхибиције је био у опсегу од 36 – 48 mm. Састав и динамика заједнице 

БМК у сокобањском сиру зависи од исхране крава у току различитих сезона, али и од 

хигијенских услова током процеса прављења и складиштења сира. Ацидификациона 

способност тестираних изолата из све три сезоне била је добра, али знатно боља у 

обогаћеном млеку (p < 0,05). Утврђена је негативна линеарна корелација за време 

инкубације и pH у чистом и обогаћеном млеку (r = -0,91 и -0,93). Обе корелације су биле 

значајне (p < 0,05).  
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7.1. Антимикробни потенцијал изолованих бактерија млечне киселине 

 

Истраживања су показала да БМК изоловане из сокобањског сира имају 

антимикробни ефекат у односу на ентеробактерије (Muruzović et al., 2018a; 2018 b; 

2018d). Разни адитиви и конзерванси могу штетно утицати на здравље људи (Silva & 

Lidon, 2016) док су БМК препознате као сигурне (GRAS), због њиховог доприноса 

здравој микрофлори слузокоже црева човека. Бројне студије су потврдиле 

антимикробни потенцијал БМК. Из тог разлога, постоји потреба да се истражи како се 

метаболички продукти БМК могу користити у биоконзервацији хране. Klapáčová et al. 

(2015) су показали значајно антимикробно деловање Lactobacillus spp. на одабране 

непожељне или патогене микроорганизме, који могу бити опасни контаминанти хране и 

указали да се на тај начин може спречити појава биогених амина, које луче 

микроогранизми доспели услед контаминације у процесу прераде млека. Коришћењем 

диск-дифузионе методе, Heredia–Castro et al. (2015) су доказали да сирови екстракти 

(непречишћен супернатант) Lb. fermentum показују јаку инхибиторну активност према 

S. aureus, L. innocua, E. coli и S. cholerae. Lactobacillus spp. су најпознатији по 

способности продукције бактериоцина (Mojgani & Amimia, 2007). Према Fraga Cotelo et 

al. (2013), L. lactis 8L1A и 8L1B, изоловани из сира, показују значајну антимикробну 

активност у односу на патогене бактерије. Одабрани сојеви БМК могу се користити као 

стартери или за биоконзервацију сира. E. faecalis and E. faecium производе ентерококни 

бактериоцин, познатији као „ентероцин“. Ентероцини су ензими који показују 

антимикробну активност, нарочито према припадницима врста из родова Listeria и 

Clostridium (Giménez-Pereira, 2005). Природни изолат из сира, E. faecium RZS C5, је један 

од произвођача бактериоцина који је показао веома јаку активност у односу на раст L. 

monocytogenes. Ентерококе се могу користити као природни адитиви за очување хране, 

пошто њихова инхибиторна активност обухвата и патогене који се преносе храном, али 

могу бити и потенцијални контаминатори хране па је њихова употреба селективна и 

ограничена (Leroy et al., 2003; Hassanzadazar et al., 2014). Бактериоцин који продукује E. 

faecium GHB21, изолован из алжирске традиционалне пасте „ghars“, показује 

инхибиторну активност према Грам-позитивним или Грам-негативним бактеријама, 

укључујући неке патогене и/или узрочнике кварења хране (Merzoug et al., 2016). Özmen 

Toğay et al. (2016) су показали да Enterococcus spp., изоловани из традиционалног 

турског сира, показују антимикробни ефекат према L. monocytogenes, L. innocua, L. 
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ivanovii и S. aureus. S. uberis је припадник групе БМК, за који је доказано да производи 

нову варијанту низина, названу нисин „U“ (Klaenhammer, 1993; Cotter et al., 2005; 

Patrovský et al., 2016). Wirawan et al. (2007) указују да, поред нисина „U“, S. uberis 

производи и други бактериоцин, који изазива лизу метаболички активних бактерија, 

због чега је назван уберолизин. У овој дисертацији, по први пут је истражена способност 

S. uberis и S. agalactiae, изолованих из сокобањског сира, да инхибирају раст изабраних 

тестираних Грам-негативних бактерија.  

Mladenović et al. (2018) и Muruzović et al. (2018d) су испитивали осетљивост 

индикаторских врста (ентеробактерија чији је раст био инхибиран под утицајем БМК) 

на антибиотике (тетрациклин, стрептомицин и хлорамфеникол). Резултати су показали 

да су све индикаторске врсте биле осетљиве на стрептомицин и хлорамфеникол, са 

пречником зоне инхибиције у опсегу од 17 – 45 mm. Изузетак су били: P. mirabilis ATCC 

12453, који је резистентан на тетрациклин (10 mm) и K. oxitoca KGPMF1 и A. hydrophila 

KGPMF65, на које је тетрациклин деловао интермедијерно (15 mm). На основу 

резултата, може се закључити да изолати БМК показују селективну и ограничену 

антимикробну активност на раст тестираних индикаторских врста, у поређењу са 

антибиотицима. 
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7.2. Пробиотски потенцијал изабраних бактерија млечне киселине 

 

У овој дисертацији, по први пут је испитан пробиотски потенцијал одабраних 

сојева БМК, изолованих из традиционално направљеног сокобањског сира. Да би 

доспели до танког црева, потенцијални пробиотици морају имати способност да преживе 

услове гастроинтестиналног тракта (ниска pH вредност, присуство пепсина, жучне соли 

и панкреатина) и способност адхезије и агрегације (Kavitha & Devasena, 2013). 

Резистенција на антибиотике је важна јер може указати на потенцијалну патогеност 

бактерије или опасност од хоризонталног трансфера гена између бактеријских врста. 

Бактерија са пробиотским својствима, која је резистентна на већину антибиотика, може 

имати негативне последице по здравље људи (Dixit et al., 2013). Пробиотици се 

комбинују са пребиотицима (шећери), као симбиотици, што повољно утиче на домаћина, 

јер се на тај начин побољшава способност њиховог преживљавања у 

гастроинтестиналном тракту. 

Способност преживљавања у симулираним условима гастроинтестиналног тракта 

Одабрани изолати БМК, су тестирани на толеранцију и опстанак у киселој 

средини, као и на способност раста у присуству пепсина, панкреатина и жучних соли. 

Већина бактерија млечне киселине изолованих из сокобањског сира показују 

толеранцију на  симулиране гастроинтестиналне услове. Не постоји научни консензус о 

pH вредности и концентрацији жучних соли на коју би требали бити толерантан 

бактеријски сој, да би се могао прогласити пробиотиком (Zago et al., 2011). Hosseini et 

al. (2009) су указали на отпорност Е. faecium на услове у танком цреву, при чему је након 

4 h инкубације у условима са 0,5%, 1% и 2% жучне соли и панкреатина (1 mg mL-1) при 

pH 8, примећено да изолати преживљавају у високом проценту (96 – 98%). Према Nami 

et al. (2014), Е. durans 6HL показује способност преживљавања у ниским pH 

вредностима, жучним солима и симулираним условима дигестије, in vitro. Divyashri et 

al. (2015) су доказали да Е. faecium показује толеранцију на услове гастроинтестиналног 

стреса (pH 1,5, 2 и 3 и концентрација жучних соли 0,45%). Guo et al. (2016) су доказали 

да су Enterococcus spp., изоловани из традиционално прављених, природно 

ферментисаних кремова, били веома толерантни и преживели 2 h при pH 3,0, док су у 

присуству жучи преживеле 4 h. Е. faecium изолован из различитих органа слатководних 

риба, показује способност преживљавања при pH 3,0 и у присуству жучних соли, 

панкреатина и пепсина (El-Jeni et al., 2016). Слични резултати су потврђени и у другим 
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истраживањима, у којима су аутори анализирали сојеве БМК (Lactobacillus spp. и 

Lactococcus spp.) изоловане из различитих извора (Delgado et al., 2007; Vinderola et al., 

2008; Zago et al., 2011; Ramos et al., 2013; Leite et al., 2015; Pavli et al., 2016).  

 

Способност синтезе биогених амина и хемолизина 

БМК изоловане из сокобањског сира нису показале способност продукције 

биогених амина. Немогућност бактеријске културе да формира биогене амине је један 

од критеријума за избор потенцијалног пробиотика. Амин-негативне стартер културе, 

које показују способност брзог снижавања pH вредности, могу у великој мери спречити 

акумулацију биогених амина у ферментисаним месним производима (Stadnik & 

Dolatowski, 2010). Стартер културе које показују компетицију са нестартерима, могу 

спречити прекомерну производњу биогених амина, коју потенцијлно луче нестартер 

културе (Suzzi & Gardini, 2003; Stadnik & Dolatowski, 2010).  

Испитивање способности синтезе хемолизина на крвном агару може указати на 

потенцијалну патогеност бактерија. Резултати ове дисертације указују на то да БМК 

изолати из сира нису показали β-хемолизу на крвном агару. Leite et al. (2015) су такође 

указали да БМК изоловане из бразилског кефира нису показале хемолитичку активност. 

El-Jeni et al. (2016) указују да Е. faecium не показује хемолитичку активност. 

 

Способност раста у присуству фенола  

Фенол у организму настаје у процесу бактеријске деаминације ароматичних 

аминокиселина насталих хидролизом протеина из хране или ендогеном производњом 

(Šušković et al., 2001). Количина фенола која се може детектовати у дебелом цреву 

варира и има веома негативан утицај на људско здравље. Сматра се да је количина 

фенола до 0,3% нормална, па се зато испитује раст БМК до ове концентрације. Nowak et 

al. (2014) су показали да већа концентрација фенола (˃ 0,3%) утиче на појаву карцинома 

дебелог црева. Резултати ове дисертације указују да већина испитиваних сојева БМК 

расте на подлогама са 0,1, 0,2% и 0,3% фенола. Изузетак су били L. lactis subsp. lactis 

biovar. diacetylactis KGPMF50 и L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF55.  
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Oсетљивости изолата на антибиотике 

Вишеструка резистенција на антибиотике бактерија са пробиотским својствима 

може указивати на њихову патогеност, што може имати негативне последице по здравље 

људи (Dixit et al., 2013; Lei et al., 2014). Према EFSA, (2008), бактеријска резистенција 

која је последица мутације хромозомских гена бактерије, носи велики ризик од 

могућности хоризонталног трансфера резистентних гена. Антибиотска резистенција, 

која је генетски условљена, може довести до ризика по јавно здравље (Bernardeau et al., 

2008; Pavli et al., 2016). Све бактерије млечне киселине изоловане из сокобањског сира, 

према EFSA, (2012) критеријумима, показују осетљивост према тестираним 

антибиотицима. Uroić et al. (2014) су истраживали осетљивост изолата из родова 

Lactobacillus и Lactococcus изолованих из српских и хрватских сирева на антибиотикe и 

показали да су сви изолати осетљиви на испитиване антибиотике. Leite et al. (2015) су 

показали да су Lactococcus spp., изоловани из бразилског кефира, осетљиви на 

тетрациклин, еритромицин, клиндамицин, ампицилин и аминогликозиде. Резистенција 

је детектована само према ванкомицину. Lactococcus spp. изоловани из сокобањског 

сира су били осетљиви на ванкомицин. Истраживање Enterococcus spp., као 

потенцијалних пробиотика је и даље контраверзно питање, јер је познато да ванкомицин 

резистентне ентерококе изазивају проблеме у болницама (Franz et al., 2011). Nami et al. 

(2014) су показали да је Е. durans 6HL био осетљив на ванкомицин, тетрациклин, 

ампицилин и гентамицин. У истраживању ове дисертације, Enterococcus spp. нису 

показале резистенцију на клинички релевантне антибиотике (ванкомицин, тетрациклин, 

ампицилин, гентамицин и полимиксин Б). С обзиром да тестирани изолати БМК нису 

показали резистенцију на тестиране антибиотике, подвргнути су даљем испитивању на 

потенцијалне пробиотске особине. 

 

Способност асимилације различити врста шећера 

Уношење пробиотске културе у облику симбиотика повољно утиче на здравље 

домаћина, јер се на тај начин побољшава способност преживљавања пробиотика у 

гастроинтестиналном тракту (Sarangi et al., 2016). У овој докторској дисертацији, 

извршена је процена способности раста одабраних БМК у присуству фруктозе, лактозе, 

манитола и инулина. Већина истраживања је фокусирана на испитивање утицаја ових 

шећера на раст бифидобактерија и лактобацила, али мало је познато како они утичу на 

корисне бактерије из других родова, као што су лактококе, који се широко користе у 

прехрамбеној индустрији (Gänzle & Fallador, 2012; Pranckutė et al., 2014). Због тога, 
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резулатати ове докторске дисертације доприносе знању о могућностима коришћења и 

других родова БМК као пробиотика или симбиотика. У овој дисертацији је истражена и 

упоређена способност коришћења фруктозе и декстрозе са способношћу коришћења 

полисахарида, у виду инулина од стране бактерија. Разлике у апсорбанци раста у 

присуству инулина, и фруктозе и декстрозе (појединачно) нису биле значајне (p > 0,05). 

da Silva Sabo et al. (2015) су показали да је раст Lb. plantarum ST16 Pa у медијуму без 

инулина, био за 54% већи, што је потврђено и резултатима у овој дисертацији. Almståhl 

et al. (2013) указују да врсте из рода Lactobacillus имају способност ферментације, не 

само шећера, већ и супститута шећера, као што је манитол. Резултати ове дисертације 

показују да једино Lb. plantarum показује способност ферментације манитола. Према 

Uroić et al. (2014), L. lactis BGAL1-1 није показао способност да користи манитол као 

пребиотик, што је у складу са нашим резултатима. Присуство одређених шећера може 

да утиче на бољу продукцију бактериоцина код неких бактерија. de Souza de Azevedo et 

al. (2017) су показали да је стимулисана производња бактериоцина Pediococcus 

pentosaceus ATCC 43200 у корелацији са присуством сахарозе и инулина, комбинованих 

са глукозом. Ognik et al. (2017) указују да давање пробиотика (који садрже живе сојеве 

E. faecium DSM 7134 уз додатак холокалциферола и аскорбинске киселине) живини, 

помаже одржавању редокс хомеостазе, без негативних ефеката на метаболизам јетре. 

Chen et al. (2007) су истраживали раст E. faecium MR006 у бујонима са различитим 

шећерима и показали да је најбољи раст био у подлози са декстрозом, што је потврђено 

и резултатима ове дисертације. Uroić et al. (2014) су показали да ентерококе изоловане 

из белог киселог сира, показују раст у модификованом MRS бујону са манитолом, као 

пребиотским супстратом, што је потврђено у нашем истраживању.  

 

Хидрофобност, аутоагрегација и коагрегација тестираних изолата БМК  

У овој дисертацији, први пут су приказани резултати испитивања 

хидрофобности, као и способности адхезије и агрегације 16 сојева БМК изолованих из 

традиционално направљеног сокобањског сира. Једна од главних карактеристика БМК, 

које се потенцијално могу користи као пробиотици је њихова способност адхезије и 

агрегације. Пробиотски сојеви БМК обично показују већу способност аутоагрегације, у 

поређењу са условно патогеним врстама (Lee & Salminen, 2009). Ово је важна особина, 

јер бактерије које је поседују, могу формирати биофилм и омогућити механичку заштиту 

домаћина од колонизације од стране патогена (Li et al., 2015). Постоје многе студије које 

су показале да је способност формирања биофилма БМК повезана са својствима 
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адхезије, као важном особином за колонизацију гастроинтестиналног тракта и 

пробиотског потенцијала БМК (Elhadidy & Zahran, 2014; Živković et al., 2016; Popović et 

al., 2018).  

Већина студија је усмерена ка истраживању моноспецијских биофилмова 

бактерија, али се сматра да су у природи много више заступљени мултиспецијски 

(мешовити) биофилмови. Kawarai et al. (2007) су показали да БМК и квасци могу да 

формирају мешовите биофилмове. Pérez-Ibarreche et al. (2014) су показали да 

Lactobacillus spp., који имају способност формирања биофилма, могу контролисати раст 

и развој L. monocytogenes на абиотичким површинама. Salas-Jara et al. (2016) су 

истраживали и потврдили повољан ефекат Lb. fermentum у облику биофилма. Gomes et 

al. (2008) су показали да неки изолати E. faecalis и E. faecium из хране, имају способност 

да формирају слаб, умерен или снажан биофилм, док неки изолати немају способност 

формирања биофилма. Necidová et al. (2009) су истраживали способност формирања 

биофилма E. faecalis и E. faecium, изолованих из млека и неких финалних млечних 

производа (нпр. сир) и показали да је E. faecium формирао биофилм у већем броју 

изолата него E. faecalis. Исти резултат је потврђен и у овој докторској дисертацији. 

Necidová et al. (2009) су такође указали на то да ентерококе, изоловане из сира и сурутке, 

не показују способност формирања биофилма, док су изолати из узорака млека углавном 

формирали биофилм. Описано је да Е. durans показује способност формирања јаког или 

умереног биофилма (Amel et al., 2015), док је према Diaz et al. (2016), Е. hirae је слаб 

произвођач биофилма, што је потврђено у резултатима ове дисертације. Нове студије 

показале су да је способност формирања биофилма БМК у корелацији са њиховом 

способношћу адхезије и пробиотским потенцијалом (Johansson & Rasmussen, 2013; 

Elhadidy & Zahran, 2014; Živković et al., 2016; Popović et al., 2018). Изолати из 

сокобањског сира су показали способност формирања умереног биофилма, тако да 

засигурно показују потенцијал за даља пробиотска истраживања (Muruzović et al., 2018b; 

2018c). 

БМК, које поседују способност аутоагрегације, побољшавају хидрофобност 

површинског дела ћелије и самим тим, побољшавају способност адхезије за површину 

ћелијског епитела црева (Del Re et al., 2000). Tuo et al. (2013) су показали значајну 

корелацију између аутоагрегације и хидрофобности врсте Lb. plantarum. У истраживању 

ове дисертације, Lactobacillus spp. показују значајну корелацију између способности 

аутоагрегације и афинитета према хлороформу (р < 0,05), док су Enterococcus spp. 

показали значајну корелацију између способности аутоагрегације и афинитета за етил 
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ацетат (p < 0,05). Генерално, тестирани изолати показали су бољи афинитет према 

хлороформу (кисели растварач) него према етил ацетату (базни растварач) (p < 0,05). 

БМК, које поседују способност коагрегације са неким патогенима и које могу бити 

пронађене у гастроинтестиналном и урогениталном тракту човека, показују способност 

инхибиције раста тог патогена (Botes et al., 2008). Kaewnopparat et al. (2013) су указали 

да БМК, осим способности за колонизацију људског црева, поседују и способност 

повећања концентрације излучених антимикробних супстанци, у процесу коагрегације. 

То би могао бити још један механизам контроле раста и развоја патогених бактерија. 

Lactobacillus spp., изоловани из сокобањског сира, показују висок проценат коагрегације 

са клиничким изолатом Е. coli, након 2 h инкубације. Li et al. (2015) указују да одабир 

БМК за испитивање хидрофобности, на основу критеријума показане способности 

аутоагрегације, није пожељан, док други аутори истичу да је хидрофобност изолат 

специфична особина (Ehrmann et al., 2002; Lee & Salminen, 2009; Li et al., 2015), што је 

потврђено и у испитивању изолата из сокобањског сира. 

Tresse et al. (2006) указују да је бактеријска хидрофобност кључна у формирању 

биофилма, док Onifade (1997) и Giaouris et al. (2009) истичу да проценат хидрофобности 

директно указује на способност адхезије БМК на ћелије епитела црева. Способност 

адхезије БМК изолованих из сокобањског сира је додатно потврђена кроз in vitro 

испитивање адхезије одабраних изолата БМК за епителне ћелије танког црева свиње. 

Показано је да одабрани изолати БМК, нарочито Lactobacillus spp., поседују способност 

колонизације епитела танког црева свиње. Неке од ранијих студија су показале да се 

избор пробиотских БМК првенствено врши на основу њихове хидрофобности према 

ксилену (Palomares et al., 2007), хексадекану (Pringsulaka et al., 2015) и толуену (Dowarah 

et al., 2018). Способност адхезије и колонизације ћелија цревног епитела домаћина је 

важна карактеристика, која има улогу у инхибицији колонизације патогена (Pringsulaka 

et al., 2015). Доказано је да су Lb. acidophilus PF01, Lb. acidophilus CF07 и Pediococcus 

acidilactici FT28 показали in vitro способност адхезије на епителне ћелије дуоденума 

свиње (Ahn et al., 2002; Dowarah et al., 2018).  
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7.3. Ензимска активност бактерија млечне киселине 

 

У овој дисертацији, испитивана је ензимска активност БМК изолованих из 

сокобањског сира. Детекција ензимске активности изолата је значајна јер бактерије у 

различитим животним срединама показују способност да синтетишу екстрацелуларне 

ензиме. Микробиолошки ензими се користе у различитим областима индустрије, а 

најчешће у хемијској, пољопривредној и биофармацеутској. До сада је показано да 

микробиолошки ензими имају веома важну улогу у квалитету хране (Avendaño et al., 

2016). Сокобањски сир, на пример, се производи додавањем стартера који у себи садржи 

ензиме гљива (поглавље Материјал).   

Формирање укуса у процесу зрења сира је спор процес који укључује различите 

хемијске и биохемијске конверзије млечних компоненти. Постоје три главна пута у 

конверзији млека: конверзије лактозе (гликолиза), масти (липолиза) и казеина 

(протеолиза). Стартер културе које се користе у наведеним ферментацијама (L. lactis, 

Lactobacillus spp., S. thermophilus) су главни извор ензима који су укључени у предходно 

наведене путеве метаболизма (Bockelmann & Hoppe Seyle, 2001). Smit et al. (2005) 

указују да лактобацили, који потичу из млека, показују способност раста у млечним 

производима (као стартер културе) и учествовују у ензимској трансформацији млека, 

што доводи до стварања специфичног укуса сира. Резултати ове дисертације указују да 

изолати БМК из сокобањског сира имају добру ацидификациону активност и да 

Lactobacillus spp. имају знатно бољу ензимску активност од остала два тестирана рода. 

Доказано је да БМК релативно мало доприносе липолизи (Molimard & Spinnler, 

1996; Medina et al., 2001), што је потврђено и резултатима ове дисертације, јер тестиране 

БМК нису показале липолитичку активност. 

Lb. plantarum изолован из „Genestoso“ сира показује снажну казеинолитичку 

(протеолитичку) активност (González et al., 2007). У овој дисертацији, протеолитичка 

активност је била значајно различита између родова БМК и у оквиру изолата исте врсте. 

Lactobacillus spp. и Lactococcus spp. су показали протеолитичку активност, док 

Enterococcus spp. нису показали протеолитичку активност. Ови резултати су потврдили 

претходно урађене и описане скрининг тестове. Неколико изолата Lactococcus spp. 

показује бољу протеолитичку активност од неких изолата Lactobacillus spp. Ови 

резултати су у корелацији са студијама које су урадили Herreros et al. (2003). На основу 

резултата у овој дисертацији, може се закључити да није забележена статистички 
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значајна разлика у протеазној активности између тестираних изолата Lactobacillus spp. 

и Lactococcus spp. (p ˃ 0,05). 

Амилолитичке БМК имају велику улогу у прехрамбеној индустрији, посебно у 

производњи адитива за храну, као што су органске киселине (млечна киселина) и ензими 

(α-амилаза) (Panda & Ray, 2016). Shibata et al. (2007) указују да су БМК, са амилазном 

активношћу, тражене на тржишту, јер могу значајно смањити трошкове прераде 

супстрата. Shin et al. (2008) и су показали да БМК из рода Enterococcus показују високу 

активност амилазе, што је потврђено и резултатима ове дисертације. 

Todorov et al. (2017) су истраживали активност алкалне фосфатазе код 

Lactobacillus spp. изолованих из бугарске луканке (месни производ) и показали да већина 

тестираних сојева није показала активност алкалне фосфатазе. Најбољу активност 

показали су изолати Lb. brevis. Medina et al. (2001) указују да су Lactococcus spp., 

изоловане из млека и сирева из Аргентине, имале добру активност алкалне фосфатазе. 

Резултати ове дисертације указују да су врсте из рода Lactobacillus имале добру 

активност алкалне фосфатазе, док је активност врста из родова Lactococcus и 

Enterococcus била изолат специфична. 

БМК поседују способност да производе екстрацелуларне протеине који укључују 

бактериоцине, ензиме, липопротеине и протеине на површинском слоју (Kleerebezem et 

al., 2010), што је од суштинског значаја за њихов опстанак у различитим еколошким 

нишама (Zhou et al., 2010). Досадашња истраживања су показала да такви изолати БМК 

углавном поседују антимикробна својства, нпр. резултати ове дисертације показују 

антимикробну активност БМК у односу на раст ентеробактерија изолованих из истог 

сира. Може се закључити да екстрацелуларни протеини, заједно са другим 

метаболичким продуктима БМК, делују синергистички, као одбрамбени механизам. 
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7.4. Утицај еколошких фактора на раст изолованих бактерија млечне 

киселине 

 

У овој дисертацији, по први пут је испитиван синергистички ефекат различитих 

температура, pH и концентрација соли на планктонски раст БМК, изолованих из 

сокобањског сира. Turpin et al. (2011) су показали да Lb. fermentum може расти при 

ниској pH вредности (pH 4,5). Tulumoğlu et al. (2014) су показалали да Lb. fermentum, 

изолован из „Tulum“ сира, може преживети на pH 2,5 и у присуству 1% жучне соли. У 

истраживању ове дисертације, Lb. fermentum KGPMF29 показује способност толеранције 

на ниске вредности pH (Muruzović et al., 2018c). Rao et al. (2004) су доказали да Lb. 

fermentum не показује изузетну толеранцију на присуство соли, што је потврђено и 

резултатима ове дисертације. Lb. fermentum показује способност преживљавања у pH 

вредности желуца (pH између 1,5 и 3), и у условима горњег дела танког црева, које 

садржи око 3 – 5 g жучних соли (Pan et al., 2011). Soliman et al. (2015) су показали да Lb. 

plantarum показује способност толеранције на ниску pH (2,0 и 3,0) и присуство жучних 

соли (0,1, 0,3, 0,5 и 0,7%), на 37°C, током 24 h. Lb. plantarum ATCC 14917 показује 

способност раста у подлози са 6% NaCl (Wang et al., 2016), што је потврђено и 

резултатима ове дисертације. Lb. brevis RK03 (изолат из рибе) показује значајну 

толеранцију на желудачну киселину и жучне соли (Wu et al., 2018). 

Бактерија L. lactis је позната као стартер култура, која, у процесу производње 

сира, треба да буде толерантна на различите еколошке услове, као што су висока и ниска 

температура, висок осмотски притисак и кисело окружење (Sanders et al., 1999). Velly et 

al. (2014) су истраживали ефекте параметара ферментације (различите температуре 

(22°С, 30°С и 38°С)) и pH (5,6, 6,2 и 6,8) на раст L. lactis subsp. lactis TOMSC161, 

природни изолатa из сира. Закључили су да, у сурутки, као медијуму, L. lactis показује 

најбољи раст на 32°С, при pH 6,2. Kim et al. (1999) су показали да L. lactis subsp. lactis 

може расти на 40°С и у присуству 4% NaCl. Резултати ове дисертације потврђују да L. 

lactis subsp. lactis добро расте у присуству 4% соли на 37°С.  

E. faecium може да расте у широком опсегу pH вредности. Оптимум за раст је pH 

7,5 (Van den Berghe et al., 2006). E. faecalis може да расте у присуству 6,5% NaCl (Fisher 

& Phillips, 2009). Ivanov et al. (1999) су показали да температура, у комбинацији са 3% 

NaCl, има утицаја на пропустљивост мембране E. faecalis. Nami et al. (2014) су показали 

да E. durans 6HL може да преживи у подлози са ниском pH и у присуству жучних соли. 
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Према Divyashri et al. (2015), E. faecium показује толеранцију на гастроинтестиналне 

услове (pH 1,5, 2 и 3 и 0,45% жучних соли). Guo et al. (2016) су показали да Enterococcus 

spp. могу преживети у MRS медијуму са жучном соли око 4 h. Слични резултати су 

добијени у другим студијама, где су аутори анализирали сојеве БМК изоловане из 

различитих окружења (Vinderola et al., 2008; Zago et al., 2011; Ramos et al., 2013; Leite et 

al., 2015; Pavli et al., 2016). Резултати ове дисертације указују да изоловане врсте из рода 

Enterococcus толеришу и киселу и базну средину, али да боље расту у базној средини, на 

37°С.  

Сокобањски сир, као традиционалан прехрамбени производ, је први пут 

истражен са хемијског и микробиолошког аспекта, у оквиру ове доктоске дисертације. 

Резултати добијени током експерименталног извођења ове дисертације, као и резултати 

многобројних истраживања млека и традиционалних млечних производа који су 

приказани у оквиру дисертације, указују да су овакви производи извор аутохтоних сојева 

бактерија млечне киселине који могу поседовати особине од значаја за прехрамбену 

биотехнологију и медицину. Резултати указују и на значај и улогу аутохтоних бактерија 

млечне киселине у млеку и млечним производима као и на важност њиховог даљег 

проучавања. Сходно наведеним чињеницама, у наредном поглављу биће изведени 

назначајнији закључци произашли из резултата приказаних у овој дисертацији. 
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На основу хемијског и микробиолошких истраживања сокобањског сира, могу се 

извести следећи закључци: 

 

➢ Сокобањски сир је аутохтони ферментисани производ који се прави на 

традиционалан начин у селима у околини Сокобање (југоисточна Србија).  

o Према садржају масти у сувој материји, сир припада пуномасној групи 

сирева 

o Према садржају воде у материји без масноће, сир припада групи 

полумеканих киселих сирева (acid-curd soft cheese group) 

➢ Дисертација садржи прве и оригиналне податке о улози и динамици БМК у 

оквиру бактериобиоте сокобањског сира.  

➢ Квантитативни састав заједнице бактерија у сокобањском сиру има вредности од 

4 × 105 до 2,9 × 108 и не разликује се од сличних производа.  

➢ Бројност заједнице се разликовала у односу на произвођача (домаћинство одакле 

је сир узоркован) и у односу на сезону узорковања. 

o Највећи број изолата БМК добијен је у летњој изолацији из села Дуго 

Поље  

o Узорци сокобањског сира из села Дуго Поље нису садржали Enterococcus 

spp. ни у једној сезони узорковања 

o Пролећни узорци су садржали најмањи број БМК, без обзира на 

домаћинство из кога су узети 

➢ Значајан чинилац заједнице бактерија сокобањског сира чине бактерије млечне 

киселине. Формирана је колекција бактерија и идентификоване су следеће врсте: 

Lb. fermentum, Lb. plantarum, Lb. brevis, L. lactic subsp. lactic, L. lactic subsp. lactic 

biovar. diacetylactic, E. hirae, E. durans, Е. faecium и Е. faecalis. 

o Lb. brevis и L. lactis subsp. lactis нису изоловани у пролећним узорцима 

сира. 

o Велики број Enterococcus spp. је пронађен у летњем и јесењем узорковању 

из села Језеро 

o Streptococcus spp. су изоловани само у летњим узорцима сира 

o S. uberis је први пут описан у ферментисаном млечном производу на 

територији Србије. Ова дисертација има фундаменталан значај и 

доприноси проширивању знања о овој врсти 
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➢ Разлике у биохемијским карактеристикама изолата из различитих домаћинстава, 

у различитим сезонама, нису уочене.  

o Ацидификациона активност тестираних изолата из све три сезоне била је 

добра, али знатно боља у обогаћеном млеку (p < 0,05) 

o Изолати из рода Streptococcus су показали најслабију ацидификациону 

активност, без способности формирања груша 

➢ Антимикробна активност тестираних изолата БМК на раст индикаторских врста 

ентеробактерија је била селективна и ограничена. Пречник зоне инхибиције је 

показатељ на основу кога закључујемо да ли изолати имају антимикробни ефекат 

на раст индикаторских врста ентеробактерија. 

o Антимикробни ефекат на раст индикаторских врста је изолат специфичан 

o Најбољу антимикробну активност су показали изолати Lb. fermentum 

KGPMF28, Lb. fermentum KGPMF29, Lb. brevis KGPMF37, Lb. plantarum 

KGPMF62, L. lactis subsp. lactis KGPMF23, L. lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylactis KGPMF26, KGPMF55, KGPMF57, E. faecium KGPMF14, E. 

faecium KGPMF17 и E. faecalis KGPMF49 

o Инхибиторно дејство БМК на индикаторске врсте је један од критеријума 

за одабир врста које ће се користити за испитивање пробиотског 

потенцијала 

➢ Одабрани изолати БМК су тестирани на толеранцију и опстанак у киселој 

средини, као и на способност раста у присуству пепсина, панкреатина и жучних 

соли. 

o Сојеви БМК показују толеранцију на in vitro симулиране 

гастроинтестиналне услове  

o Проценат преживљавања био је око 50% 

o Сви одабрани сојеви су показали могућност за даље испитивање 

пробиотског потенцијала 

➢ Изолати нису показали способност производње биогених амина 

➢ Већина испитиванх сојева БМК расту у медијумима са 0,1%, 0,2% и 0,3% фенола. 

Изузеци су били изолати L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF50 и L. 

lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis KGPMF55 

➢ БМК изолати нису показали β-хемолизу на крвном агару 
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➢ Способност раста БМК у присуству лактозе, фруктозе, инулина и манитола 

показује да: 

o Lb. plantarum KGPMF62 и Lb. plantarum LP 299v показују бољи раст у 

присуству фруктозе него инулина 

o Лактоза је показала сличан ефекат на раст врста из рода Lactococcus као 

декстроза, осим за изолат L. lactis subsp. lactis KGPMF23, чији је раст био 

стимулисан у нижим тестираним концентрацијама; раст у присуству 

фруктозе био је ограничен, у поређењу са растом у присуству декстрозе 

o Раст врста из рода Enterococcus је био ограничен у присуству фруктозе, у 

поређењу са растом у присуству декстрозе 

➢ Резистенција изолата БМК на тестиране антибиотике није уочена.  

o Ампицилин и тетрациклин су показали најбољи утицај на тестиране БМК 

➢ Изоловане БМК показују способност формирања биофилма и имају способност 

адхезије и агрегације. 

o Сви изолати су показали способност да формирају умерени биофилм, што 

је у корелацији са способношћу адхезије за епител црева 

o Корелација између способности адхезије и аутоагрегације тестираних 

изолата је била изолат специфична 

o Способност адхезије изолованих БМК додатно је потврђена кроз in vitro 

испитивање адхезије одабраних изолата БМК за епител танког црева 

свиње 

o Одабрани изолати БМК, нарочито врсте из рода Lactobacillus, показују 

способност колонизације епитела танког црева свиње 

➢ Изоловане БМК имају значајну ензимску активност која је изолат специфична.  

o Врсте из рода Lactobacillus имају значајно бољу ензимску активност од 

врста из родова Lactococcus и Enterococcus 

o Тестиране БМК нису показале липолитичку активност 

o Lactobacillus spp. и Lactococcus spp. су показали протеолитичку активност, 

док Enterococcus spp. нису показали протеолитичку активност 

o Врсте из рода Enterococcus показују високу активност α-амилазе 

o Lactobacillus spp. имају добру активност алкалне фосфатазе, док је у 

оквиру врста из родова Lactococcus и Enterococcus, активност била изолат 

специфична 
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➢ Планктонски раст БМК на различитим температурама, као и у синергизму 

различитих температура и pH подлоге, и различитих температура и 

концентрација соли је тестирана како би се испитали услови преживљавања ових 

бактерија и проценила потенцијална употреба као пробиотика или стартер 

култура. 

o Температура на 4°С је била лимитирајући фактор за раст свих тестираних 

изолата 

o Инхибирајући фактор за раст Lactobacillus spp. и Lactococcus spp. су биле 

базна pH подлоге, концентрације соли изнад 6,5% и температура на 20°С 

o Инхибирајући фактор за раст Enterococcus spp. су биле кисела pH подлоге, 

концентрација соли од 8% и температура на 20°С 

➢ Врсте из рода Enterococcus имају добру способност преживљавања у 

симулираним условима гастроинтестиналног тракта и осетљиве су на тестиране 

антибиотике, али су показале присуство α-хемолизе, па је даље испитивање 

њиховог пробиотског потенцијала селективно и ограничавајуће.  

➢ Међу идентификованим БМК, на основу испитиваних карактеристика, 

пробиотски потенцијал су показали Lb. fermentum KGPMF28, Lb. fermentum 

KGPMF29, Lb. brevis KGPMF35 и L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis 

KGPMF57. Ове врсте су предмет даљих истраживања са аспекта примене у 

биотехнолгији или у производњи ферментисаних млечних производа. 

➢ Резултати добијени у току израде ове дисертације могу бити корисни за 

потенцијални развој симбиотских (комбинација пробиотика и пребиотика) 

производа.  

➢ Даља истраживања изолата треба проширити на проналажење стимулативних 

средстава за производњу бактериоцина, јер су изолати претходно показали 

антимикробну активност. 
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