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REZIME

Sve veca briga potrosaca o zdravlju, kao i neadekvatna ishrana, doveli su do velikog
interesovanja za hranu obogacenu dodatnim funkcionalnim komponentama, pri ¢emu je
uveden pojam funkcionalne hrane. Poseban znacaj se pridaje funkcionalnoj hrani sa
probiotskim bakterijama. Autohtone bakterije mle¢ne kiseline izolovane iz
tradicionalnih sireva predstavljaju neiscrpan izvor novih sojeva, razli¢itih metabolickih
aktivnosti, $to daje moguénost selekcije novih potencijalnih probiotskih sojeva. Pored
toga, sprej susenje probiotskih sojeva ima sve vecu primenu, usled znacajno bolje
odrzivosti probiotika tokom skladiStenja proizvoda, kao i tokom prolaza kroz
gastrointestinalni trakt.

Cilj ove doktorske disertacije jeste izolacija i selekcija potencijalnih probiotskih
bakterija, ispitivanje njihove vijabilnosti i probiotskih karakteristika nakon
mikroinkapsulacije sprej suSenjem, primena u proizvodnji jogurta, sira od
ultrafiltriranog (UF) mleka i crne cokolade, utvrdivanje vijabilnosti probiotika i
senzornog kvaliteta navedenih proizvoda, kao i sposobnost prezivljavanja potencijalnih
probiotskih bakterija u gastrointestinalnim uslovima.

Iz 5 uzoraka Pirotskog kaCkavalja i 2 uzorka Sjeni¢kog sira, izolovano je ukupno 61
izolat. Na osnovu morfoloskih, fizioloskih i tehnoloskih karakteristika, 9 izolata je
selektovano za identifikaciju i ispitivanje potencijalnih probiotskih karakteristika. Na
osnovu rezultata sposobnosti prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova,
rezistencije na antibiotike i antimikrobno delovanje, za dalja ispitivanja selektovane su
dve potencijalne probiotske bakterije, Lactobacillus plantarum 564 i Lactobacillus
paracasei Z8. Selektovani sojevi su inkapsulisani tehnikom sprej susenja, gde je nakon

mikroinkapsulacije ispitivana vijabilnost sprej suSenih potencijalnih probiotskih ¢elija 1



sposobnost prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova. Vijabilnost je
ispitivana pomoc¢u metode razredenja i real time PCR uz tretman propidijum
monoazidom (PMA). Nakon ispitivanja karakteristika sprej suSenih potencijalnih
probiotskih bakterija, Lb. plantarum 564 je odabran za primenu u proizvodnji jogurta i
sira od UF mleka sa dodatim probiotskim bakterijama u obliku slobodnih i sprej susenih
¢elija, kao i u proizvodnji crne ¢okolade u obliku sprej susenih celija. Kao kontrolni
probiotik koris¢en je Lb. plantarum 299v (DSM 9843). Nakon primene probiotskih
bakterija u proizvodnji navedenih proizvoda, ispitivana je njihova vijabilnost tokom
proizvodnje i skladistenja, kao i uticaj na senzorni kvalitet proizvoda. Takode, ispitivana
je 1 sposobnost prezivljavanja gastrointestinalnih uslova probiotskih bakterija u in vivo
studiji na volonterima koji su konzumirali prah sprej suSenih probiotskih ¢elija, jogurt,
sir od UF mleka i crnu ¢okoladu sa sprej susenim celijama Lb. plantarum 564 i Lb.
plantarum 299v u odgovaraju¢im koli¢inama tokom 14 dana, kao i mikroflora fecesa
volontera pre i nakon konzumiranja proizvoda sa probioticima. Molekularnom metodom
RAPD ispitivano je prisustvo konzumiranih probiotskih bakterija u fecesu volontera.
Ispitivanjem broja prezivelih ¢éelija potencijalnih probiotskih bakterija Lb. plantarum
564 i Lb. paracasei Z8 nakon sprej suSenja, ustanovljeno je da su tokom ovoga procesa
postignuti optimalni uslovi. Takode, nije bilo zna€ajnih razlika u broju sprej susenih
¢elija izmedu metode razredenja i real time PCR uz primenu PMA.

Prac¢enjem vijabilnosti starter kultura i pH vrednosti jogurta i1 sireva od UF mleka sa
slobodnim i sprej suSenim probiotskim bakterijama Lb. plantarum 564 i Lb. plantarum
299v, moze se ustanoviti da nije bilo znacajnih razlika u broju ¢elija starter kultura
izmedu kontrolnih varijanti bez probiotika i varijanti sa probioticima. Takode, pH
vrednosti jogurta i sira od UF mleka su se kretale u odgovaraju¢im granicama. Tokom
skladistenja jogurta, slobodne i sprej susene probiotske ¢elije bile su na nivou iznad 107
cfuml™, pri ¢emu nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu broja slobodnih i sprej
susenih Celija. Isto tako, slobodne i sprej suSene probiotske celije bile su na nivou
vecem od 108 cfug™ tokom skladistenja sira od UF mleka. S druge strane, vijabilnost
sprej suSenih probiotskih bakterija Lb. plantarum 564 i Lb. plantarum 299v bila je na
nivou ve¢em od 10° cfug™ tokom 9 meseci skladiStenja crne Gokolade na sobnoj
temperaturi. Senzorni kvalitet jogurta, sira od UF mleka i crne cokolade sa probiotskim

bakterijama ostao je nepromenjen tokom skladistenja. Probiotske bakterije nisu uticale



na promene izgleda i konzistencije proizvoda, a nisu dovele ni do pojave stranih mirisa i
ukusa koji bi uticali na karakteristian i prepoznatljiv ukus proizvoda. Takode, nije bilo
statisticki znacajnih razlika izmedu kontrolnih varijanti proizvoda bez probiotskih
bakterija i varijanti sa probiotskim bakterijama.

Nakon konzumiranja proizvoda sa probiotskim bakterijama, analizom mikroflore fecesa
volontera primecen je pad broja sulfitoredukuju¢ih klostridija, enterobakterija, kao i
enterokoka nakon konzumiranja proizvoda sa probiotskim bakterijama. Takode, broj
laktobacila se povecao nakon konzmiranja proizvoda sa probiotskim bakterijama.
Prilikom ispitivanja procentualnog udela laktobacila, sulfitoredukujuéih klostridija,
enterokoka i enterobakterija, dobijeni rezultati ukazuju na poveéanje udela laktobacila u
fecesu volontera nakon konzumiranja proizvoda sa Lb. plantarum 564 i Lb. plantarum
299v, S§to ujedino dovodi i do smanjenja procentualnog udela nepozeljnih
mikroorganizama. Pored toga, dokazano je da potencijalni probiotik Lb. plantarum 564
prezivljava nepovoljne uslove gastrointestinalnog trakta. Ispitivanjem uloge
prehrambenih proizvoda kao nosaca probiotskih bakterija primeceno je da je crna
¢okolada pokazala izuzetno dobru ulogu nosaca, uzimajuéi u obzir da su obe probiotske
bakterije pronadene kod najveceg broja volontera nakon konzumiranja crne ¢okolade.
Takode, sir od UF mleka je pokazao veoma dobru ulogu nosaca probiotskih bakterija,
dok su jogurt i prah sprej suSenih probiotskih celija pruzili najslabiju zaStitu
probiotskim bakterijama, s obzirom na to da su probiotici izolovani iz najmanjeg broja

fecesa volontera nakon konzumiranja navedenih proizvoda.
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ABSTRACT

Increasing consumer concerns about health, as well as inadequate nutrition, have led to
great interest in foods enriched with additional functional components, referred to as
functional foods. Particular importance is devoted to the functional food with probiotic
bacteria. Autochthonous lactic acid bacteria isolated from traditional cheeses represent
an endless source of new strains with various metabolic activities, which allows the
selection of potential probiotic strains. In addition, spray drying of probiotic strains is
frequently used due to significantly better survival during storage of product, as well as
through the passage in the gastrointestinal tract.

The aim of this doctoral thesis is the isolation and selection of potential probiotic
bacteria from traditional cheeses, testing their viability and probiotic characteristics
after microencapsulation by spray drying, application in the production of yogurt,
cheese from ultrafiltered (UF) milk and dark chocolate, the viability of probiotics and
sensory quality of products, as well as establishing the ability of potential probiotic
bacteria to survive gastrointestinal conditions.

From 5 samples of Pirot‘s kashkaval and 2 samples of Sjenica cheese, there were 61
isolates. Based on morphological, physiological and technological characteristics, 9
isolates were selected for identification and testing of potential probiotic characteristics.
Based on the ability to survive simulated gastrointestinal conditions, antibiotic
resistance and antimicrobial activity, two potential probiotic bacteria, Lactobacillus
plantarum 564 and Lactobacillus paracasei Z8 were selected for further testing. The
selected strains were microencapsulated by spray drying technique, after which the
viability of potential probiotic cells and ability to survive simulated gastrointestinal

conditions were examined. Viability was assessed by the plate-counting method and real



time PCR combine with propidium monoazide (PMA) - treatment. Based on the
assessment of characteristics of spray dried potential probiotic bacteria, Lb. plantarum
564 was selected for application in the production of yoghurt and cheese made from
ultrafiltered milk equivalent with the addition of probiotic bacteria in the form of free
and spray dried cells, as well as in the production of dark chocolate with spray dried
cells. Lactobacillus plantarum 299v (DSM 9843) was used as a reference probiotic. The
viability of probiotic bacteria during production and storage, as well as the sensory
quality of the product were examined. Furthermore, the ability of probiotic bacteria to
survive gastrointestinal conditions was examined in vivo on volunteers consuming a
powder of spray dried probiotic cells, yogurt, cheese from UF milk and dark chocolate
with spray-dried cells of Lb. plantarum 564 and Lb. plantarum 299v in adequate
quantities during 14 days, as well as microflora of volunteer’s feces before and after
consummation of products with probiotic bacteria. The presence of the consumed
probiotic bacteria in the feces of volunteers was investigated with RAPD molecular
technique.

Based on the viability of potential probiotic bacteria Lb. plantarum 564 and Lb.
paracasei Z8 after spray drying, it was found that optimal conditions were achieved
during this process. There was no significant difference in the results of viability
assessment by plate counting and by real time PCR with PMA. Furtheremore, there
were no significant difference in the number of starter cultures bacteria between control
variant of yogurt and cheeses from UF milk without probiotics and varinats with Lb.
plantarum 564 and Lb. plantarum 299v. Also the pH value of yogurt and cheese from
UF milk ranged within an appropriate range. During storage of yogurt, free and spray
dried probiotic cells were found at a level above 107 cfuml™, with no statistically
significant difference between the number of free and spray-dried cells. Likewise, the
free and spray dried probiotic cells were at the level above 102 cfu/g during storage of
the cheese from UF milk. On the other hand, the viability of the spray dried probiotic
bacteria Lb. plantarum 564 and Lb. plantarum 299v was maintained at a level higher
than 10° cfug™ during the 9 months of storage of dark chocolate at room temperature.
Sensory quality of yoghurt, cheese from UF milk and dark chocolate with probiotic
bacteria remained unchanged during storage. Probiotic bacteria did not affect the

appearance and consistency of product, and neither led to non-specific odors and flavors



that would influence the characteristic and distinctive taste of the product. Also, there
was no statistically significant difference between control products without probiotic
bacteria and products with probiotic bacteria.

It was observed that after consumption of products with probiotic bacteria, the numbers
of sulfitoreducing clostridia, enterobacteria and enterococci from volunteer’s feces have
decreased. Also the number of lactobacilli increased after consumption of products with
probiotic bacteria. Determination of percentage share of lactobacilli, sulfitoreducing
clostridia, enterococci and enterobacteria indicated an increase in share of lactobacilli in
feces of volunteers after consumtion of products with Lb. plantarum 564 and Lb.
plantarum 299v, which lead to reduction of share of undesirable microorganisms. In
addition, potential probiotic Lb. plantarum 564 survived unfavorable conditions of the
gastrointestinal tract.

By examination of the role of carrier products with probiotic bacteria, it was observed
that dark chocolate was a very good carrier, taking into consideration that both probiotic
bacteria were found in most of the volunteers’ feces after consumption of dark
chocolate. Also the cheese from UF milk showed very good performance as a carrier of
probiotic bacteria, while yogurt and spray dried powder provided the weakest protection
to probiotic bacteria, as probiotics were isolated from the minimum number of feces of

volunteers after consumption of the above mentioned products.

Keywords: potential probiotic bacteria, functional food, gastrointestinal conditions,

spray drying, yogurt, cheese from ultrafiltered milk, dark chocolate, in vivo studies
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1. UVOD

Poslednjih godina, nepravilna ishrana dovela je do razli¢itih negativnih posledica koje u
velikoj meri uticu na ljudsko zdravlje. DanaSnju svetsku populaciju zahvatila je
epidemija dijabetesa, gojaznosti, problema sa krvnim pritiskom, bolesti srca i krvnih
sudova, raznih tumora, itd. Takode, brz i nepravilan tempo Zivota Cesto je povezan sa
nepravilnom ishranom. Shodno tome, razli¢ite zdravstvene institucije su prepoznale
problem ishrane i uvele pojam funkcionalne hrane, koja pored svog osnovnog
nutritivnog sadrZzaja moZze biti obogac¢ena dodatnim komponentama, kao S§to su na
primer probiotici. Zbog toga, prehrambena industrija je sve vise usmerena na
proizvodnju razli¢ite funkcionalne hrane sa probiotskim bakterijama koja ostvaruje
mnogobrojne pozitivne efekte na ljudsko zdravlje, usled ¢ega proizvodaci ulazu velika
novcana sredstva u edukaciju populacije i razli¢ita marketinska sredstva promovusuci
pozitivne efekte funkcionalnih prehrambenih proizvoda.

Probiotske bakterije predstavljaju Zzive mikroorganizme, koji primenjeni u
odgovaraju¢im koli¢inama ispoljavaju pozitivne efekte na ljudsko zdravlje (FAO/WHO,
2001). Vrste bakterija koje pripadaju rodovima Lactobacillus sp.i Bifidobacterium sp.
su ostvarile najvecu primenu kao probiotske bakterije. Istrazivanjima je ustanovljeno da
brojne bakterije mle¢ne kiseline, izolovane iz razlicitih sredina (gastrointestinalni trakt,
fermentisani biljni proizvodi, tradicionalni mle¢ni proizvodi, itd.), poseduju probiotske
karakteristike. Autohtone bakterije mlecne kiseline izolovane iz tradicionalnih sireva
predstavljaju veliki potencijal za selekciju novih sojeva, koji mogu posedovati
probiotske karakteristike, pa je stoga poslednjih godina kao jedan od osnovnih
kriterijjuma za selekciju izolata bakterija mlecne kiseline iz tradicionalnih proizvoda,
pored ispitivanja tehnoloskih i biohemijskih karakteristika, sve aktuelnije ispitivanje
potencijalnih probiotskih karakteristika.

Prilikom odredivanja probiotskih karakteristika autohtonih bakterija mlecne kiseline
izolovanih iz sireva dobijenih na tradicionalan nacin, neophodno je ispitati tehnoloske
karakteristike, kako bi se ispitala sposobnost prezivljavanja tehnoloskog postupka

proizvodnje, potom sposobnost prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova
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(niske pH vrednosti i prisustvo zu¢nih soli), rezistencija na antibiotike, antimikrobna
aktivnost, itd.

Da bi probiotske bakterije primenjene u prehrambenim proizvodima ostvarile
terapeutski efekat, neophodno je da se unesu u odgovaraju¢em broju, odnosno
neophodno je odrzati vijabilnost probiotika tokom proizvodnje i skladistenja proizvoda
na nivou ve¢em od 10° cfug™, kako bi se preporu¢enim dnevnim unosom namirnica
ostvario dnevni unos probiotskih bakterija na nivou 108-10° ¢elija. Isto tako, posle
konzumiranja proizvoda probiotske bakterije moraju zadrzati visok broj i tokom prolaza
kroz gastrointestinalni trakt. U tom smislu, sve viSe se primenjuje zastita probiotskih
bakterija procesom mikroinkapsulacije.

Mikroinkapsulacija predstavlja pogodan metod u =zastiti probiotskih bakterija u
nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine. Postoje vise tehnika mikroinkapsulacije, pri
relativno visokim brojem prezivelih probiotskih ¢elija. Odabirom odgovarajuéeg nosaca
1 optimalnih uslova tokom procesa sprej susenja, moze se dobiti visok broj sprej susenih
probiotskih ¢elija. Izolacijom i pravilnom selekcijom potencijalnih probiotskih bakterija
izolovanih iz tradicionalnih sireva, njihovom inkapsulacijom tehnikom sprej susenja i
ispitivanjem vijabilnosti sprej suSenih probiotskih celija i1 njihovih karakteristika,
moguce je ispitati uticaj sprej susenja na vijabilnost probiotskih bakterija i sposobnost
prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova.

Primena sprej suSenih potencijalnih probiotskih bakterija omogucava ispitivanje
vijabilnosti, odnosno sposobnosti prezivljavanja probiotskih bakterija tokom
proizvodnje i skladiStenja razli¢itih prehrambenih proizvoda. Probiotske bakterije se
primenjuju u proizvodnji fermentisanih proizvoda od mleka, kao $to je jogurt. Takode,
sve vise je popularna njihova primena u proizvodnji sireva, pri ¢emu razliCite vrste
sireva predstavljaju veoma pogodan medijum za inkorporaciju probiotskih bakterija.
Medutim, konzumacija probiotskih mle¢nih proizvoda je ogranic¢ena odredenom delu
populacije koji je netolerantan na laktozu ili alergicna na mlec¢ne proteine. U tom
smislu, proizvodnja probiotskih nemle¢nih proizvoda je sve popularnija u prehrambenoj
industriji, pri ¢emu je veoma bitno odabrati odgovaraju¢i medijum koji sadrzi

neophodne komponente za primenu probiotskih bakterija. Cokolada, kao najpopularniji
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konditorski proizvod, predstavlja pogodan prehrambeni proizvod Kkoji ispunjava
neophodne zahteve.

Prilikom primene probiotskih bakterija u proizvodnji odredenog prehrambenog
proizvoda, senzorne karakteristike proizvoda treba da ostanu nepromenjene, odnosno
probiotske bakterije ne bi trebalo da uti¢u na promenu teksture, boje, konzistencije, i
ostalih povrSinskih i mehanickih svojstva proizvoda. Isto tako, najbitniji senzorni
parametri, ukus i miris proizvoda, treba da ostanu nepromenjeni prilikom primene
probiotskih bakterija.

Da bi probiotske bakterije ostvarile svoj terapeutski efekat na ljudsko zdravlje, potrebno
je da proces mikroinkapsulacije i prehrambeni proizvod u koji je probiotik inkorporiran,
pruze odgovarajucu zastitu i omoguce da probiotik dospe na mesto svog delovanja.
Prezivljavanje probiotskih bakterija tokom prolaza kroz nepovoljne uslove
gastrointestinalnog trakta je povezano sa izborom odgovarajueg soja, njegove
interakcije sa ostalim mikroorganizmima u proizvodu, kao i sa karakteristikama
prehrambenog proizvoda. U tom smislu, odabir odgovaraju¢eg prehrambenog proizvoda
koji obezbeduje neophodnu zastitu prehrambenim proizvodima, predstavlja pogodan
nosa¢ probiotskih bakterija tokom prolaza kroz gastrointestinalni trakt. Samim tim,
primenom probiotskih bakterija u proizvodnji jogurta, kao tradicionalnog nosaca
probitika, sira od ultrafiltriranog mleka i crne Cokolade, moguce je uporediti ulogu
nosaca navedenih prehrambenih proizvoda, odnosno koji proizvod omogucéava da
probiotske bakterije prezive u najveem broju nakon prolaza kroz gastrointestinalni
trakt. Isto tako, moguce je uporediti i efekat probiotskih bakterija na nepozeljnu
mikrofloru fecesa.

Pravilnom selekcijom potencijalnih probiotskih bakterija izolovanih iz tradicionalnih
sireva, njthovom mikroinkapsulacijom tehnikom sprej suSenja i primenom u proizvodnji
jogurta, sira od ultrafiltriranog mleka i crne ¢okolade i ispitivanje navedenih proizvoda
kao nosaca probiotskih bakterija, moguce je izvrsiti izbor pogodnog nosaca probiotskih
bakterija, koji sadrzi probiotike u visokom broju i omogucava njihovo delovanje u

gastrointestinalnom traktu.
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1. PREGLED LITERATURE

1.1. Opste karakteristike bakterija mlec¢ne kiseline

Bakterije mle¢ne kiseline (BMK) predstavljaju Siroku grupu mikroorganizama koja
poseduje veoma sli¢ne fizioloske, fenotipske i genotipske karakteristike. Osnovne
karakteristike BMK jeste da su Gram pozitivne, asporogene, katalaza negativne,
nepokretne, mikroaerofilne, bez citohroma, itd. Prilikom fermentacije ugljenih hidrata
BMK produkuju mle¢nu kiselinu. U zavisnosti od toga da li je mle¢na kiselina jedini
produkt fermentacije ili nastaju joS neki produkti, BMK se mogu podeliti na
homofermentativne koje 95% Secera prevode u mlecnu kiselinu i heterofermentativne
koji pored mle¢ne kiseline produkuju i siréetnu kiselinu, etanol, mravlju kiselinu, CO5,
acet-aldehid. Na osnovu oblika mogu se razlikovati Stapicaste i okruglaste BMK,
odnosno laktobacili, laktokoke i streptokoke.

BMK se mogu izolovati iz razli¢itih prehrambenih proizvoda, kao Sto su kiselo-mle¢ni
proizvodi, razli¢iti sirevi, ukiSeljeno povrée (kiseli kupus, Sargarepa, krastavci,
masline), razli€ite fermentisane preradevine (kobasice, salame), Zitarice, vino, silaza,
itd. Takode, BMK su prisutne 1 u gastrointestinalnom traktu ¢oveka, kozi Coveka 1
Zivotinja, nekim biljkama, itd.

Usled veoma kompleksnog metabolizma, BMK pored produkcije mle¢ne kiseline, mogu
da sintetiSu razli¢ita jedinjenja koja doprinose specificnom mirisu 1 ukusu proizvoda
(Urbach, 1995; Settanni i Moschetti, 2010), koja imaju antimikrobno delovanje na
nepozeljne ili patogene mikroorganizme, itd. Produkcijom antimikrobnih jedinjenja,
BMK inhibitorno deluju prema nepoZeljnoj mikroflori, ¢cime doprinose bezbednosti
proizvoda. Antimikrobna jedinjenja koja BMK produkuju su najces¢e produkti
primarnog metabolizma (H,O,, diacetil, organske kiseline) i sekundarnog metabolizma
(bakteriocini).

Prvu izolaciju ¢iste kulture BMK je izveo Joseph Lister 1878. godine, izdvojivsi pri
tome vrstu Betabacterium lactis. Kasnije, 1904. godine, znacajan doprinos kvalifikaciji

BMK daje Henneberg, kada je ustanovio sli¢nost izmedu bakterija koje zakiSeljavaju
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mleko i ostalih bakterija koje stvaraju mle¢nu kiselinu. Kasnije se klasifikacija vrsila na
osnovu morfologije, nacina fermentacije glukoze, moguénosti kori$éenja Secera i rasta
na odredenim temperaturama. Na ovaj nacin, BMK su se svrstale u dve porodice,
Streptococcaceae i Lactobacillaceae. Porodica Lactobacillaceae je obuhvatala sve
homofermentativne i heterofermentativne Stapicaste bakterije, dok su u porodicu
Streptococcaceae bile uklju¢ene homofermentativne koke, a u rod Leuconostoc
heterofermentativne koke. Homofermentativhe koke koje formiraju tetrade su bile
odvojene u rod Pediococcus.

Podela BMK koja je bazirana na fenotipskim karakteristikama, kori§¢ena je sve do
1980. godine, kada sa razvojem genetickih metoda za identifikaciju i klasifikaciju
bakterija, dolazi i do preraspodele nekih rodova BMK i definisanje novih rodova.
Primenom molekularnih metoda, npr. DNK-DNK homologije, omoguéeno je
determinisanje bliskih relacija na nivou vrste i podvrste.

Rodovi bakterija mlecne kiseline koje su najviSe zastupljene u tradicionalnoj
fermentisanoj hrani su Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus,
Weissella, Oenococcus i vrsta Streptococcus thermophilus, kao i vrste slicne St.
thermophilus, koje pripadaju rodu Streptococcus (Axelsson, 2004). Porodici
Lactobacillaceae pripadaju rodovi Lactobacillus i Pediococcus, kao i relativno novi
rodovi Paralactobacillus i Sharpea. Weissella, Leuconostoc i Oenococcus pripadaju
porodici Leuconostocaceae, kao i rod Fructobacillus. Lactococcus i St. thermophilus,
iako pripadaju istom redu Lactobacillales kao i rod Lactobacillus, u potpunosti su
drugacije od roda Lactobacillus. Moglo bi se rec¢i da oni pripadaju istoj opsStoj grani
evolucije (Molin, 2013).

Generalno posmatraju¢i, BMK koje imaju najveci znac¢aj u prehrambenoj industriji su
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptosoccus, Oenococcus i
Weissella, ¢ije ¢e karakteristike biti opisane.

Carnobacterium, Enterococcus i Bifidobacterium su ranije definisani kao rodovi BMK,
medutim ispitivanjem je ustanovljeno da navedeni rodovi ne pripadaju bakterijama
mle¢ne kiseline (Axelsson, 2004; Ballongue, 2004). Bifidobacterium se cesto
primenjuju kao probiotske bakterije, dok bakterije roda Enterococcus i Carnobacterium

pretezno nisu pozeljne u prehrambenim proizvodima zbog svojih karakteristika.
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Da bi se BMK primenile u proizvodnji hrane potrebno je da poseduju GRAS (Generally
Regarded as Safe) status, odnosno da su bezbedne po coveka i Zivotinje. Prilikom
ispitivanja BMK, nije zabeleZeno da izazivaju neku bolest. Pored GRAS statusa, sojevi
izolovani iz razi¢itih fermentisanih proizvoda moraju biti tehnoloski okarakterisani i
identifikovani, zbog Siroke moguénosti njihove primene u proizvodnji razlicitih
prehrambenih proizvoda. U prehrambenoj industriji, BMK mogu da se koriste kao
starter kulture u proizvodnji razli¢itih fermentisanih proizvoda (jogurt, razli¢iti sirevi,
fermentisane kobasice, itd.), kao dodatne kulture radi poboljSanja senzornih
karakteristika proizvoda ili produzetka roka trajanja ili kao zastitne kulture, u slucaju
antimikrobne aktivnosti. Takode, BMK se danas uspe$no koriste kao industrijski
mikroorganizmi za sintezu odredenih supstanci. Medutim, odredene BMK mogu da
poseduju 1 probiotske karakteristike koje danas zauzimaju znacajno mesto, kako u

farmaceutskoj, tako i u prehrambenoj industriji.

1.1.1. Rod Lactococcus

Bakterije mlecne kiseline koje pripadaju rodu Lactococcus su najceSce Celije
okruglastog oblika, koje se javljaju pojedinac¢no, u parovima, lancima 1 Cesto su
izduzene u pravcu lanca. VrSe fermentaciju Se¢era do mlecne kiseline, a glavni produkt
fermentacije glukoze je L-mle¢na kiselina. Mogu da rastu na temperaturi od 10°C, ali ne
rastu na 45°C. Sojevi Lactococcus lactis ssp. cremoris tolerisu samo 2% NaCl, dok sve
ostale vrste uglavnom rastu i u prisustvu 4% soli.

Rod Lactococcus obuhvata 9 razlicitih vrsta, pri ¢emu je najc¢e$ca vrsta Lactococcus
lactis, sa podvrstama L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris i L. lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis. Na oshovu molekularnih metoda, pre svega hibridizacijom
nukleinskih kiselina i komparativnim imunoloSkim ispitivanjima, ustanovljeno je da su
vrste roda Lactococcus medusobno blisko srodne. Medutim, razlike izmedu blisko
srodnih vrsta moguce je ustanoviti i pomocu fenotipskih razlika. Na primer, L. lactis
SSp. cremoris ne raste u prisustvu 4% NaCl , kao ni na temperaturi od 40°C, za razliku
od L. lactis ssp. lactis. Kiselinu ne proizvodi iz maltoze i riboze, a vecina sojeva ni iz
salicina i trehaloze i ne vr$i hidrolizu arginina. Takode, za razliku od L. lactis ssp. lactis,

L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis koristi citrate kao izvor ugljenika.
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Lactococcus vrste se uglavnom koriste u proizvodnji razli¢itih vrsta sireva, kao starter
kulture, ali i u proizvodnji razli¢itih fermentisanih mle¢nih proizvoda, kao §to je na

primer ,,Filmjolk* (Molin, 2013).

1.1.2. Rod Streptococcus

Vrsta Streptococcus thermophilus zajedno sa jo$ tri Streptococcus vrste formira
taksonomsku jedinicu koja je relativno drugacija od ostalih Streptococcus vrste.
Istrazivanjima je ustanovljeno da ova vrsta nije patogena i da se moze smatrati
bakterijom mlecne kiseline. Vrsta St. thermophilus fermentise Se¢ere do ugljenih hidrata
veoma brzo, ali s obzirom na to da sporo hidrolizuje kazein pokazuje veoma spor rast u
mleku. Tradicionalno, St. thermophilus se koristi u proizvodnji jogurta zajedno sa
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus koji vrsi proteolizu kazeina. Vrsta St.
thermophilus je termofilna bakterija koja raste na temperaturi od 45°C. U prirodi, ova
vrsta je pronadena u mukozi zZivotinja, §to ukazuje da je ova vrsta viSe povezana sa

pticama, uzimajuci u obzir njihovu visoku telesnu temperaturu (oko 40°C).

1.1.3. Rod Oenococcus

Vrste roda Oenococcus su kokoidnog ili elipsoidnog oblika, pri cemu fermentiSu Secere
heterofermentativnim putem. Postoje dve vrste ovog roda, Oenococcus oeni i
Oenococcus kitaharae. Vrste roda Oenococcus mogu da rastu pri koncentraciji etanola
od 10% 1 u niskim pH vrednostima, zbog ¢ega se mogu naci u visokom broju u vinu i

pivu.

1.1.4. Rod Leuconostoc

Vrsta roda Leuconostoc su kokoidne celije, ali mogu biti i soCivaste, U zavisnosti od
podloge na kojoj rastu. Najcesce se javljaju u parovima ili u lancima. Leuconostoc vrste
fermentiSu Secere heterofermentativnim putem, odnosno pored mle¢ne kiseline kao
krajnji produkt nastaje i CO,, etanol, a u zavisnosti od okolnosti moze nastati i sirCetna

kiselina. Temperaturni opseg za rast je izmedu 20°C i 30°C. Nemaju izraZzenu
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proteoliticku aktivnost, ne vrSe hidrolizu arginina i imaju slabiju acidogenu sposobnost.
U prirodi, vrste roda Leuconostoc su ¢esto prisutne na insektima i puzevima. Medutim,
u prehrambenim proizvodima mogu biti izolovane iz vina (vrsta L. oenos), kao i iz
mleka i mleénih proizvoda. Takode, Leuconostoc vrste se primenjuju u proizvodnji
pavlake, maslaca, razli¢itih vrsta sireva, a zbog tolerancije na poviSene koncentracije

Secera (vise od 60%) mogu da rastu u sirupu i sladoledu.

1.1.5. Rod Pediococcus

Rod Pediococcus obuhvata 15 vrsta. Prilikom mikroskopiranja ovih bakterija mle¢ne
Kiseline mogu da se uo¢e pojedinacne koke, u paru ili u lancima, ali i u obliku tetrada.
Pediococcus vrste fermentisu Secere do mle¢ne kiseline. Rastu na temperaturama od 7-
45°C, a optimalne temperature za rast su im izmedu 25-32°C. Takode, rastu u
salamurama sa 5% soli, a nesto slabije pri koncentraciji od 10%. Mogu da se izoluju iz
mleka i mleénih proizvoda, fermentisanog povrca, Zitarica i piva, a koriste se u

proizvodnji fermentisanih kobasica (vrsta P. cerevisiae).

1.1.6. Rod Weissella

BMK koje pripadaju rodu Weissella su stapi¢astog oblika. Fermentacijom Secera
produkuju mleénu kiselinu heterofermentativnim putem. Rodu Weissella pripada 13
vrsta, koje su uglavnom zastupljene u fermentisanoj hrani, ali su izolovane i iz

gastrointestinalnog trakta.

1.1.7. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus sadrzi vise od 90 razliCitih vrsta i podvrsta. Ovaj rod bakterija
mleéne kiseline uglavnom dominira u tradicionalnoj fermentisanoj hrani,
gastrointestinalnom traktu, itd.

Laktobacili su Stapicastog oblika, nepokretni su i ne formiraju spore. Na osnovu
prisustva ili odsustva odredenih enzima tokom fermentacije ugljenih hidrata, laktobacili

se mogu podeliti u tri grupe (Kandler i Weiss, 1986):
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1. Obligatno homofermentativni laktobacili koji fermentiSu heksoze (putem
fruktoza-1,6-bifosfata) do mlecne kiseline, ali ne fermentiSu pentoze i glukonat.
U ovu grupu se ubrajaju grupa Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. cripatus, Lb. gasseri, Lb. amylovarus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbruecki ssp. lactis, i drugi.

2. Fakultativno heterofermentativni laktobacili, koji fermentiSu heksoze do mle¢ne
kiseline, ali mogu da produkuju i gas. Predstavnici ove grupe su Lactobacillus
plantarum i Lactobacillus casei.

3. Obligatno heterofermentativni laktobacili, koji vrSe fermentaciju heksoza do
mlecne 1 siréetne kiseline, CO; i etanola. Ovoj grupi pripadaju Lactobacillus

brevis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum, itd.

Filogenetski, Lactobacillus je heterogen rod sa guanin+citozin % (G+C) sastavom koji
varira u intervalu od 32-53%. Taksonomski efekti u shvatanju filogenetskih veza medu
laktobacilima su uspesno savladani zahvaljuju¢i analizi primarno 16S rRNK sekvence,
ali su jos bolje ispitani analizom celokupnog genoma sojeva laktobacila (Molin, 2013).
Analize sekvenciranja su pokazale odstupanje pojedinih vrsta od roda Lactobacillus, ali
su podrzale i priznavanje nekih novih vrsta, §to je dovelo do nove podele Lactobacillus
u nekoliko grupa. Pored toga, ustanovljeno je da su pojedine fakultativno
heterofermentativne vrste Lactobacillus ssp. veoma slicne Pediococcus ssp. Na osnovu
sekvenciranja, nastale su tri nove grupe koje nisu skroz u saglasnosti sa podelom koja je
izvrSena na osnovu fermentacije SeCera. Na primer, veliki broj obligatornih
homofermentativnih laktobacila kao S$to su Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii i Lactobacillus gasseri,
formiraju jednu grupu. Ova grupa se naziva ,Lb. delbrueckii-grupa“. Druga grupa
obuhvata Lactobacilus vrste, koje se nalaze u sve tri fermentativne grupe, kao i neke
Pediococcus vrste, koja se naziva ,,Lactobacillus casei* grupa. | na kraju, tre¢a grupa
,,Leuconostoc®, obuhvata Leuconostoc vrste, kao i neke obligatorno homofermentativne
Lactobacillus vrste i Weissella vrste (Molin, 2013).

Medutim, Lactobacillus ssp. bi u buduénosti mogle biti podeljene u Sest grupa: Lb.
salivarius, Lb. acidophilus, Lb. reuteri, Lb. plantarum, Lb. brevis i Lb. casei.
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1.1.7.1.  Vrsta Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum pripada fakultativno heterofermentativnim laktobacilima, pri
¢emu se od ostalih Lactobacillus vrsta razlikuje po slede¢im karakteristikama (Molin,
2012):
v Lb. plantarum fermentise razli¢ite ugljene hidrate
v Poseduje relativno veliki genom, $to uslovljava sposobnost adaptiranja razli¢itim
uslovima
v' Prezivljava niske pH vrednosti, s obzirom na to da je dominantna vrsta u
fermentisanim namirnicama sa pH vrednos$¢u 4. Takode, ima veoma dobru
sposobnost prezivljavanja kiselih uslova gastrointestinalnog trakta
v Lb. plantarum moze da akumulira visok intracelularni nivo mangana, zbog ¢ega
i zahteva odredenu koli¢inu mangana za rast. Mangan ima zastitnu ulogu, budu¢i
da stiti Lb. plantarum od toksi¢nog dejstva kiseonika koji nastaje redukcijom
kiseonik radikala do vodonik peroksida

v Lb. plantarum moze da metaboliSe fenolnu kiselinu i poseduje tanaza aktivnost

Vrsta Lb. plantarum se vrlo Cesto nalazi u fermentisanoj hrani, pogotovo u biljnim
proizvodima, gde je na primer, izolovana iz soka od grozda i vina (Vaquero et al.,
2004), maslina u rastvoru soli (Fernandez Gonzales et al., 1993), kapra (Pulido et al.,
2005), Nigerijskog ulja (Johansson, 1995), kao i iz gatrointestinalnog trakta, gde je
pronaden u ustima, ali i u rektumu (Molin et al., 1993; Ahrne et al., 1998).

Prilikom ispitivanja Lb. plantarum sojeva, Lb. plantarum 299v (DSM 9843) je pokazao
veoma dobre probiotske karakteristike sa odredenim pozitivnim efektima na ljudsko
zdravlje. Soj Lb. plantarum 299v je humanog porekla, ima izrazitu sposobnost
vezivanja pomocu manoze, pri ¢emu se vezuje za mucin (Tallon et al., 2007), ispoljava
antagonisticko dejstvo porema nepozeljnoj mikroflori gastrointestinalnog trakta i
povecava broj pozeljnih bakterija (Goossens et al., 2005). Lb. plantarum 299v
predstavlja probiotsku kulturu s veoma Sirokim spektrom pozitivnih zdravstvenih
efekata. S obzirom na to da soj Lb. plantarum 299 (Molin et al., 1993), izolovan iz

kiselog testa, ima veoma slicne karakteristike kao i Lb. plantarum 299v, postoji
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opravdana sumnja da se iz drugih fermentisanih proizvoda takode mogu izolovati neki

probiotski Lb. plantarum sojevi, kao $to su na primer tradicionalni sirevi.

1.2. Opste karakteristike Bifidobacterium

Bifidobakterije se ¢esto povezuju sa rodom Lactobacillus, iako su u potpunosti razlicite
od ovog roda, kao i od roda Lactococcus. Bifidobacterium pripada redu Actinobacteria,
dok Lactobacillus i Lactococcus rodovi pripadaju redu Firmicutes. Rod Bifidobacterium
obuhvata viSe od 45 vrsta, pri ¢emu fermentiSe ugljene hidrate do siréetne i mlecne
kiseline i poseduje jedinstven metabolicki put. Vrste roda Bifidobacterium su osetljive
na kiseonik. Bifidobacterium su najcesCe prisutne u tankom i debelom crevu

gatrointestinalnog trakta i ne javljaju se u prirodno fermentisanim proizvodima.

1.3. Gastrointestinalni trakt
1.3.1. Funkcija mikrobiote

Mikroflora ljudskog gastrointestinalnog (GI) trakta predstavlja izuzetno slozen
ekosistem koji obuhvata fakultativno anaerobne i anaerobne mikroorganizme.
Procenjeno je da je u proseku zastupljeno vise od 400 vrsta bakterija u GI traktu (Moore
1 Holdeman, 1974). Medu njima, samo 30 do 40 vrsta ¢ini 99% celokupne crevne
mikroflore Gl trakta. Sastav mikroorganizama koji je zastupljen u Gl traktu ljudskog
organizma je aktivno ispitivan zadnjih 15-tak godina, pri ¢emu su kori$¢ene razlicite
metode identifikacije. Veliki broj bakterija koje su zastupljene u GI traktu ne mogu biti
izolovani i identifikovani tradicionalnim metodama, zbog ¢ega je razvoj molekularnih
metoda omogucio detaljnije ispitivanje mikrobioloSkog sastava GI trakta. Vecina
molekularnih metoda se zasniva na ekstrakciji DNA iz uzorka, amplifikaciji i
sekvenciranju 16S rRNA, odnosno region koji omogucava taksonomsku identifikciaju
od domena i filuma, pa sve do nivoa vrste (Alonso i Guarner, 2013). Poredenjem 16S
rRNK sekvence uzorka sa referentnim sekvencama iz baze, dobijaju se informacije o
mikroflori GI trakta. Metagenomika predstavlja jednu od najnovijih metoda za
ispitivanje mikrobioloskog sastava GI trakta, gde se direktno iz uzorka odreduje sastav

mikroorganizama Gl trakta. Na slici 1 prikazan je izgled gastrointestinalnog trakta.

11
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Gastrointestinalni trakt pocinje usnom dupljom gde je zastupljen kompleks
mikroorganizama sa vise od 700 razliitih vrsta sa predstavnicima iz 6 razli¢itih
podgrupa (Aas et al., 2005). Usta se sastoje od razli¢itih tipova povrSina, pri cemu svaka
povrsina ima razli€it mikrobioloski sastav. Rodovi koji se nalaze na svakom delu usne
duplje su Gemella, Granulicatella, Streptococcus i Veillonella (Aas et al., 2005). Gornji
digestivni trakt se potom nastavlja sa jednjakom, gde se bakterije uvode gutanjem ili
refluksom iz kolonizovanog stomaka. Veliki broj mikroorganizama koji je naden u
jednjaku je zastupljen i u usnoj duplji (Dicksved, 2008). Ranije se smatralo da je jednjak
sterilan, medutim istrazivanja su pokazala da sluzokoza jednjaka sadrzi raznoliku
mikrofloru, gde je pronadeno 95 vrsta mikroorganizama iz 6 razli¢itih podgrupa (Pei et

al., 2004).

o — Pljuvacna Zlezda

Tednjak

. Jetra
Zutnakesa Z¥ | —Popreéni deo DC
: Opadajuéi deo DC
Pankreas — S
Rastuéi deo
DC
Cekura i ‘, , igraoidno DC

Slepo crevo

Slika 1. Gastrointestinalni trakt

Zeludac ili stomak se smatra prvom linijom odbrane GI trakta od stranih
mikroorganizama. U zelucu je zastupljena kisela sredina koja predstavlja efikasnu
barijeru u kojoj ve¢ina mirkoorganizama ne moze da prezivi. Mikroflora Zeluca se

sastoji od aerobnih mikroorganizama koji se nalaze na nivou vecem od 10° cfu/ml.
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Malom broju mikroorganizama doprinosi kratko vreme zadrzavanja (Guarner, 2006).
Jedna od zastupljenih bakterija u zelucu jeste Helicobacter pylori, koja dovodi do
razli¢itih oboljenja GI trakta. Ekspresija enzima ureaze Helicobacter pylori omogucava
prezivljavanje u kiseloj sredini zeluca tokom prolaza u mukozni sloj Zeluca gde je pH
skoro neutralna. Takode, vrste Streptococcus, Lactobacillus i Enterobacteriaceae su
pronadene u zelucu (Savage, 1977).

Tanko crevo, koje se sastoji od dvanaestopala¢nog creva, jejunuma i ileuma predstavlja
glavno mesto za varenje i adsorpciju hranljivih materija u organizmu. Zuéne soli,
pankreatin i mehanizmi ispiranja ograni¢avaju broj bakterija u pocetnom delu tankog
creva, dok manji tranzit poveéava broj bakterija u distalnom delu creva (O’Hara i
Shanahan, 2006). Karakterizacija mikroflore tankog creva nije najbolje proucena zbog
teSkoc¢a uzorkovanja. Prema dosadas$njim saznanjima, mikrofloru dvanaestopala¢nog
creva i jejunuma pretezno sacinjavaju fakultativno anaerobni mikroorganizmi, koji su
uglavnom tolerantni na kisele uslove sredine, kao §to su laktobacili i streptokoke
(Hayashi et al., 2005; Wang et al., 2005). Anaerobni mikroorganizmi koji pripadaju
redu Firmicutes, koji dominira u debelom crevu, nije pronaden i u tankom crevu.
Medutim, distalni deo ileuma ima znacajno raznovrsniju mikrofloru, koja je vrlo sli¢na
mikroflori debelog creva.

Debelo crevo se sastoji od rastuc¢eg, poprecnog, opadajuc¢eg debelog creva 1 rektuma 1
predstavlja primarno mesto za perzistenciju mikroorganizama u ljudskom telu.
Procenjuje se da je u debelom crevu zastupljeno od 10''-10'? bakterija/g sadrzaja
debelog creva (O’Hara i Shanahan, 2006). S obzirom na to da su zastupljeni anaerobni
uslovi, broj obligatno anaerobnih mikroorganizama je znatno vec¢i od broja fakultativno
anaerobnih mikroorganizama. lako u debelom crevu postoji velika raznolikost bakterija,
zastupljeno je nekoliko podgrupa, pri ¢emu su dominantne Bacteroidetes i Firmicutes
koje ¢ine 90% bakterijske populacije debelog creva (Ley et al., 2006a). Bakterije su
ravnomerno rasporedene duz celog debelog creva, uprkos velikim fizioloSkim razlikama

izmedu proksimalnog i distalnog dela debelog creva.
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1.3.2. Faktori koji uticu na mikrobioloSki sastav gastrointestinalnog trakta

Pre rodenja, GI trakt se smatra sterilnim, ali ve¢ pri rodenju, novorodence je izlozeno
raznim bakterijama koje potic¢u iz bolnice, od lekarskog osoblja, kao i od same majke, u
zavisnosti od nacina rodenja. Prvobitna mikroflora novorodencadi je od velikog znacaja
za razvoj neonatalnog imunog sistema. Ve¢ prvog dana zivota broj kopija 16S rRNK
gena se krec¢e u rasponu od 10%-10'° po g fecesa (Palmer et al., 2007).

S obzirom na to da je GI trakt novorodencadi sterilan prilikom rodenja, jedan od
prvobitnih i najbitnijih faktora koji ¢e uticati na sastav GI trakta jeste nacin rodenja.
Prilikom prirodnog porodaja, novorodencad su u kontaktu s mikroflorom vagine, gde
dolazi do transfera mikroorganizama sa majke na novorodence. Kod zdrave Zene,
mikroflora vagine se pretezno sastoji od Lactobacillus vrsta kao §to su Lb. ineris, Lb.
cripatus, Lb. jensenii i Lb. gasseri (Vasquez et al., 2002; Martin et al., 2007; Thies et
al., 2007; Yamamoto et al., 2009). Karlsson et al. (2011b) su ustanovili da je kod
pojedinih novorodenc¢adi pronaden isti soj Lb. inneris kao i kod njihovih majki, kao i
Lb. gasseri i Lb. crispatus, koji su takode pronadeni kod novorodencadi. Zbog
vaginalnog transfera mikroorganizama, smatra se da su laktobacili prvi mikroorganizmi
GI trakta prirodno rodenih beba. Kod porodaja putem carskog reza, mikrofloru
novorodencadi prvobitno nastanjuju mikroorganizmi iz okoline, npr. iz vazduha,
opreme 1 medicinskog osoblja. Istrazivanjima je ustanovljeno da je diverzitet mikroflore
GI trakta znatno smanjen i da se pretezno sastoji od Staphylococcus, Propionibacterium
i Corynebacterium koji su zastupljeni na kozi (Dominguez-Bello et al., 2010).

Razli¢ite studije su pokazale da sastav crevne mikroflore zavisi od genetskog materijala
Coveka. Istrazivanja su uglavnom sprovedena uporedivanjem crevne mikroflore
individue i mikroflore jednojajcanih blizanaca koji su ziveli odvojeno. U ovom
istrazivanju, blizanci su ziveli odredeni vremenski period u dve potpuno razliCite
sredine, pri ¢emu je ustanovljeno da je sastav njihove crevne mikroflore imao vise
slicnosti medusobno, nego sa sastavom crevne mikroflore ljudi koji su ziveli u istom
okruzenju kao i blizanci (Zoetendal et al., 2001).

Nacin ishrane je naroCito interesantan za ispitivanje sastava crevne mikroflore zbog
svog potencijala modulacije crevne mikroflore, bez obzira da li je pozitivna ili Stetna.

Od rodenja, nacin ishrane utice na uspostavljanje mikroflore GI trakta, koja ima uticaj i
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na mikrofloru u kasnijem dobu. Mikroflora intestinalnog trakta novorodencadi se tokom
prva dva meseca pretezno kolonizuje sa Enterobacteria i Enterococci vrstama, ali su
ustanovljene odredene razlike izmedu novorodencéadi koja se hrane maj¢inim mlekom i
onih koja se hrane infant formulom (Naidu et al., 1999). Kod novorodencadi koja se
hrane maj¢inim mlekom, broj Bifidobacterium drasticno raste, Lactobacillus i
Bacteroides su zastupljene u manjem broju, a broj Enterobacteria i Enterococci je
znaajno smanjen. Bifidobaketrije kod odojc¢adi predstavljaju 80-90% mikroflore
fecesa, gde su najvise zastupljeni B. longum, B. infantis, B. breve i B. bifidum. Kod
novorodencadi koja su hranjena infant formulom, broj Enterobacteria i Enterococci je
na istom nivou nakon dve nedelje ishrane, dok je broj Bifidobacterium i Bacterides vrlo
slican broju koji je zastupljen kod dojenih novorodencadi. Medutim, sadrzaj nekih
drugih mikroorganizama predstavlja bitnu razliku u mikroflori dojenih i infant
formulom hranjenih novorodencadi. S obzirom na to da se vremenom menja ishrana i
da je sve viSe zastupljena ¢vrsta i raznovrsnija hrana, mikroflora beba postaje gusto
naseljena odredenim vrstama mikroorganizama (Balmer et al., 1994). Mikroflora dece
postaje progresivno slozena do druge godine Zivota, kada sastav mikroflore postaje
stabilan i veoma slican sastavu mikroflore odraslog.

Kod odraslih su zastupljene brojne razlike u mikroflori GI trakta. Istrazivanjima je
pokazano da postoje velike razlike izmedu ljudi hranjenih ,,Zapadnom dijetom®, koja se
uglavnom sastoji od masti i proteina animalnog porekla, u odnosu na ljude koji se hrane
,Japanskom ishranom®, u kojoj je uglavnom zastupljeno povrée i manji sadrzaj masti
(Finegold 1 Sutter, 1978). Razlike se javljaju u nekoliko rodova. Takode postoje velike
razlike u mikroflori GI trakta izmedu gojaznih ljudi u odnosu na ljude telesne mase u
granicama normale (Ley et al., 2006b).

Od ranije je poznato da na sastav crevne mikroflore u velikoj meri utie terapija
antibioticima. Nedavno je dokazano da sastav crevne mikroflore moZe biti narusSen
antibioticima duzi vremenski period, npr. i dve godine u nekim slucajevima, a sve u
zavisnosti od vrste antibiotika i duzine terapije (Lofmark et al., 2006; Jernberg et al.,
2007).

Gastrointestinalni trakt predstavlja veoma kompleksnu sredinu, s velikim brojem
razli¢itih mikroorganizama, gde nacin ishrane, kao i mnogi drugi faktori, imaju veliku

ulogu u formiranju specificne mikroflore. S obzirom na to da hrana s godinama
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ostvaruje sve veci uticaj na mikrofloru GI trakta, koja ima veliki uticaj na celokupni
ljudski organizam, moze se reci da ishrana utice i na druge aspekte ljudskog organizma,

a samim tim i na zdravlje.

1.4. Funkcionalna hrana

Moderan nacin danasnjeg zivota je uslovio sve vecu izlozenost stresu, nezdravoj ishrani,
nekretanju i mnogim drugim postupcima koji dovode do losijeg zdravlja (Kailasapathy,
2009). Jedan od nacina da se poboljSa zdravstveno stanje organizma, a samim tim i
kvalitet Zivota, jeste upotreba hrane koja ostvaruje mnogobrojne pozitivne efekte na
ljudsko zdravlje. Na osnovu toga uveden je pojam ,,funkcionalne hrane* koja obuhvata
svezu ili procesuiranu namirnicu koja pored osnovnih nutritivnih sastojaka (proteini,
ugljeni hidrati, masti, minerali, itd.), sadrzi i bioloSke komponente koje doprinose
poboljSanom kvalitetu hrane, a isto tako 1 povecavaju njenu nutritivau vrednost. Na taj
nacin, funkcionalna hrana ostvaruje pozitivan uticaj na opste zdravlje ljudi i ucestvuje u
smanjenju rizika od pojave bolesti. Funkcionalna hrana uti¢e i na poboljsanje telesnih
funkcija, podizanje imuniteta, usporavanje procesa starenja, brzi oporavak od razli¢itih
bolesti, itd.

Smatra se da je koncept funkcionalne hrane prvo uveden u Japanu osamdesetih godina
proslog veka, dok je kasnije prihvacena u Evropi i SAD-u.

Funkcionalnu hranu ¢ine prirodno-nutritivna hrana koja je obogacena funkcionalnim
sastojcima, kao i hrana iz koje su uklonjene odredene komponente ili su izmenjena
svojstva. U praksi, postoji tradicionalna, prirodno funkcionalna hrana, kao i hrana koja
je odredenim procesima ili dodatim komponentama ucinjena funkcionalnom.

Mleko i proizvodi od mleka, kao i meso koji su obogaéeni esencijalnim sastojcima,
imaju direktan uticaj na ljudsko zdravlje. Ukoliko se navedene namirnice obogate nekim
dodatnim bioloskim komponentama, kao S§to su na primer probiotske bakterije,
doprinosi se povecanju vitalnog znacaja mesa i mleka, kao i njihovih proizvoda, koji su
namenjeni svim kategorijama stanovni§tva (Tamime et al., 2003; Radulovi¢ et al.,
2014).

U funkcionalne komponente koje su biljnog porekla, a koje takode obogacuju

funkcionalnu hranu, ubrajamo rastvorljiva vlakna, fitohemikalije, fitoestrogen, kao i
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omega-3 masne kiseline, flavonoide, itd. Medutim, medu svim dodatnim
komponentama, probiotske bakterije predstavljaju bitan sastojak koji znacajno doprinosi
poboljsanju dejstva funkcionalne hrane (EKinci et al., 2008; Radulovi¢ et al., 2011a,b,
2012Db,c).

Prehrambeni proizvodi sa probiotskim bakterijama zauzimaju sve vaznije mesto na
trziStu, kako zbog pozitivnog uticaja na ljudsko zdravlje tako i zbog odgovarajuceg

senzornog kvaliteta proizvoda.

1.5. Probiotske bakterije

Probiotska bakterija ili probiotik je relativno nov pojam koji znaci ,,za zivot™ (Fuller,
1989), a koristi se da opiSe grupu bakterija koje kada se unesu u organizam u adekvatnoj
koli¢ini dopirinose zdravlju ¢oveka i zivotinja. Medutim, koncept probiotskih bakterija
je veoma star, a vezuje se za fermentisanu hranu koja se konzumirala vise od hiljadu
godina. Pozitivno dejstvo fermentisane hrane poznato je od davnina. Od antickog
vremena, covek je pravio i konzumirao funkcionalnu hranu koja je sadrzala probiotske
bakterije. Najstarija vrsta probiotske hrane bili su sirevi i fermentisani proizvodi od
mleka, kao i prirodno fermentisana hrana nastala usled dejstva bakterija mle¢ne
kiseline, kao i drugi fermentisani proizvodi nastali dejstvom kvasaca. Hipokrat i ostali
naucnici iz antickog doba su primetili da se bolesti digestivnog trakta mogu izleciti
konzumiranjem fermentisanog mleka, kao 1 Pinus, Rimski nauc¢nik, koji je konstatovao
da se fermentisano mleko moZe koristiti za leCenje gastroenteritisa.

U kasnijem modernijem dobu, poraslo je interesovanje za razumevanjem mehanizma
dejstva probiotskih bakterija na ljudsko zdravlje. Pocetkom dvadesetog veka ruski
mikrobiolog Elie Metchnikoff ustanovio je da Bugari zive zdravije i duZe usled
redovnog konzumiranja fermentisanog proizvoda od mleka, jogurta. Pored toga,
Metchnikoff nije samo identifikovao bakterije koje ostvaruju pozitivan efekat na ljudsko
zdravlje, ve¢ je 1 zakljucio da je ljudsko zdravlje u funkciji ravnoteze izmedu ,,dobrih*
probiotskih  bakterija i ,lo$ih“ bakterija koje prouzrokuju razliite bolesti
gastrointestinalnog trakta. Princip njegove teorije se zasniva na inhibitornom delovanju

BMK na toksine mikroorganizama koji su normalno prisutni u crevima, $to rezultira
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produzenim zivotom. Takode, produkcijom mlecne kiseline, BMK sprecavaju rast i
toksi¢nost anaerobnih sporogenih mikroorganizama.
U isto vreme, francuski pedijatar Henry Tissier je primetio da su deca s dijarejom imala
manji broj bakterija u obliku slova Y u stolici, dok je mnogo ve¢i broj istih bakterija
prime¢en u stolici zdrave dece. Takode, Tissier je ustanovio da su bifidobakterije
prisutne u znatno vecem broju kod beba koje su dojene. Tom prilikom, izolovana je
bakterija Bacillus bifidus, koja je kasnije preimenovana u rod Bifidobacterium.
Istrazivanja Metchnikoff i Tissier o znaCaju probiotskih bakterija su bila prva medu
mnogobrojnim.
Godine 1960, termin ,,probiotik* je prvi put definisan kao supstanca nastala dejstvom
mikroorganizama, a koja podsti¢e rast drugih mikroorganizama. Fuller (1989) je
definisao probiotike kao ,,zive mikroorganizme koji se dodaju hrani radi odrzavanja
ravnoteze intestinalne mikroflore”. Kasnije, probiotici su definisani kao dijetesko
pomoc¢no sredstvo koje blagotvorno uti¢e na domacina, moduliranjem mukoznog i
sistematskog imuniteta, kao i poboljSanjem nutritivne i mikrobioloSke ravnoteze u
gastrointestinalnom traktu (Naidu et al., 1999). Po trenutno zvani¢noj definiciji,
,probiotici su zivi mikroorganizmi koji kada se unesu u adektavnoj koli¢ini u organizam
ostvaruju svoja pozitivna dejstva“ (FAO/WHO, 2001).
Bakterije mlecne kiseline sa probiotskim karakteristikama su uglavnom deo enteri¢ne
mikroflore gastrointestinalnog trakta, a veruje se da imaju znacajnu ulogu u ekosistemu
ljudskog Gl trakta. Probiotske bakterije koje su danas zastupljene na trzistu su humanog
porekla. Medutim, novijim ispitivanjima ustanovljeno je da se 1 iz tradicionalnih
prozvoda mogu izolovati autohtone BMK sa probiotskim karakteristikama.
Spektar probiotske aktivnosti se moze podeliti na hranljivo, fiziolosko i antimikrobno
dejstvo. Ova zapazanja su dovela do razvoja funkcionalne hrane koja sadrzi BMK sa
probiotskim karakteristikama koje doprinose zdravlju ljudi i zivotinja. U tabeli 1 su
prikazani proizvodi sa probioticima koji su danas dostupni potroSacima.
Neki od razli¢itih nutritivnih i terapeutskih efekata koji su propisani probiotskim
karakterstikama BMK mogu se prikazati na sledeci nacin (Naidu et al., 1999):

v" Unapredenje nutritivnog kvaliteta hrane i hrane za zivotinje

v Metabolicki stimulans sinteze vitamina i proizvodnje enzima

v’ Stabilizacija mikroflore stomaka inhibicijom patogenih mikroorganizama
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v Smanjenje nivoa holesterola mehanizmom asimilacije

v Smanjena opasnost od raka debelog creva detoksikacijom kancerogenih ¢elija

v" Potiskivanje tumora

Tabela 1. Prehrambeni proizvodi sa dodatkom probiotskih bakterija (Naidu et al., 1999;

Collins et al., 1998)

Prehrambeni Vrste probiotskih bakterija Zemlja porekla
proizvod

Acidofilno mleko Lb. acidophilus SAD

AB jogurt Lb. acidophilus, B. bifidum Danska
Acidophilus bifidus | Lb. acidophilus, B. bifidum ili B. longum Nemacka
jogurt

B A® B. longum Francuska
Bifidus mleko B. bifidum ili B. longum Nemacka
Bifidus mleko sa B. bifidum, B. longum ili B. infantis UK

ukusom jogurta

Bifidus jogurt

B. bifidum ili B. longum

Mnoge zemlje

Bifighurt B. bifidum ili B. longum Nemacka

Bifilact ® Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. Rusija

Biogarde Lb. acidophilus, B. bifidum, S. thermophilus | Nemacka

Biokys Lb. acidophilus, B. bifidum, P. acidilactici Ceska

Biomild Lb. acidophilus, Bifidobacterium sp. Nemacka

Cultura® Lb. acidophilus, B. bifidum, Danska,

Norveska

Mil-Mil® B. bifidum, B. breve, Lb. acidophilus Japan

Ofilus® B. bifidum, Lb. acidophilus, St. therophilus Francuska

Progurt Lc. lactis biovar. diacetilactis, B.bifidum, Lc. | Cile
cremoris, Lb. acidophilus

Slatko acidofilno Lb. acidophilus, B. bifidum, Japan

bifidus mleko

Slatko bifidus mleko | Bifidobacterium sp. Japan

Philus Lb. acidophilus, B. bifidum, St. thermphilus | Svedska

BA live Lb. acidophilus, B. bifidum, jogurtne kulture | UK

A-38 Lb. acidophilus, B. bifidum, mezofilne LD Danska
culture

Acidofilno mleko Lb. acidophilus, B. bifidum, mezofilne LD Svedska
culture

Kyr Lb. acidophilus, B. bifidum, jogurtne kulture | Italija

BIO Lb. acidophilus, B. bifidum, jogurtne kulture | Francuska
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ABC ferment Lb. acidophilus, B. bifidum, Lb. casei Nemacka
AKTIFIT plus Lb. acidophilus, B. bifidum, Lb. casei GG, St. | Svajcarska
thermophilus
Symbalance Lb. acidophilus, B. bifidum, Lb. reuteri, Lb. Svajcarska
casei
Mona fysig Lb. acidophilus Holandija
Actimell Lb. casei Nemacka
LC-1 Lb. acidophilus Nemacka
Vifit Lb.casei Nemacka
Primo BactoLab kulture Nemacka
Zabady B. bifidum i jogurtne kulture Egipat
Proviva Lb. plantarum Svedska
Balans jogurt Lb acidophilus, B. bifidum Srbija
Balans sir Lb. acidophilus, B. bifidum Srbija
Viva jogurt B. longum Srbija
AB jogurt Lb. acidophilus, B. bifidum Srbija

1.5.1. Kriterijumi za selekciju probiotskih bakterija

Da bi neka bakterija mle¢ne kiseline mogla da se deklariSe kao probiotska bakterija,

mora da ispuni odredene kriterijume za selekciju probiotika. Dosadasnji kriterijumi za

ispitivanje potencijalnih probiotika su definisani u nekoliko radova koji su obuhvatili

pregled literature (Adams, 1995; Lee i Salminen, 1995; Salminen et al., 1998; Saarela et

al., 2000).

Veéina izolovanih i ispitivanih probiotika dostupnih na trziStu su humanog porekla.

Medutim, sve se veci znacaj pridaje Se i potencijalnim probiotskim bakterijama mle¢ne

Kiseline, izolovanih iz razli¢itih tradicionalnih proizvoda (Nigatu, 1998; Bude-Ugarte et
al., 2006; Duangjitcharoen et al., 2008).

Opsti kriterijumi za selekciju potencijalnih probiotskih bakterija ukljuc¢uju (Salminen et
al., 1998; Saarela et al., 2000):
1. Poreklo, karakterizaciju i identifikaciju
2. GRAS status probiotika

3. Stabilnost soja, odnosno odgovarajuc¢a vijabilnost u proizvodu i prezivljavanje

niskih pH vrednosti i Zu¢ne soli

4. Da ne nose rezistentne gene na odredene antibiotike
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5. Da ne vr$e dekonjugaciju Zuénih soli (Marteau et al., 1995)

6. Da su klini¢ki potvrdene

U ranijim istrazivanjima, humano poreklo probiotskih bakterija je bilo jedan od
kriterijuma, ali u novijim literaturnim podacima ovaj kriterijum se ne navodi.
Funkcionalni kriterijumi za selekciju potencijalnih probiotika se uglavnom ispituju in
vitro testovima, kao vid preliminarnog ispitivanja, da bi se kasnije ovi rezultati potvrdili
u kontrolisanim in vivo ispitivanjima.
Pored opstih kriterijuma, potencijalne probiotske bakterije trebalo bi da ispune i
nekoliko fizioloskih kriterijuma, u koje ubrajamo:

1. Sposobnost adherencije za epitelne ¢éelije GI trakta i sposobnost odrzavanja

2. Imunostimulaciju

3. Antimikrobno dejstvo na patogene mikroorganizme

4. Selektivnu stimulaciju  pozeljnih  bakterija 1 inhibiciju nepozeljnih

mikroorganizama

Da bi, nakon ispitivanja osnovnih i fukcionalnih kriterijuma, bile primenjivane u hrani,
potencijalne probiotske bakterije treba da ispunjavaju i odredene tehnoloske kriterijume
u koje se ubrajaju:

1. Tehnoloske karakteristike (rast na razliCitim temperaturama, koncentracijama
soli, pH vrednosti, itd.)
Dobre senzorne karakteristike proizvoda sa primenjenim probiotikom
Rezistencija na bakteriofage
Interakcija s drugim mikroorganizmima

Stabilnost tokom skladiStenja

o g H» wD

Uticaj kiseonika

Ukoliko ispitivane potencijalne probiotske bakterije ispunjavaju navedene kriterijume,
trebalo Dbi ispitati i1 uticaj probiotskih bakterija na poboljSanje mikroflore
gastrointestinalnog trakta, razli¢ita oboljenja GI trakta, kao $to su Kronova bolest,
sindrom iritabilnog creva, kancer, holesterol, sinteza vitamina, itd, odnosno ispitati

zdravstvene efekte potencijalnih probiotskih bakterija.
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Slika 2. Osnovne karakteristike probiotskih bakterija (Saarela et al., 2000)

1.5.2. Opsti probiotski kriterijumi
1.5.2.1.  Poreklo, identifikacija, GRAS status

Prvobitan korak u ispitivanju probiotskih karakteristika izolata BMK, jeste identifikacija
izolata do nivoa vrste. S obzirom na to da BMK mogu da budu izolovane iz razli¢itih
sredina, GI trakta, fermentisane hrane, silaze, itd, pozeljno je da se identifikacija izvrsi
do nivoa soja, s obzirom na to da u zavisnosti od enzimske aktivnosti i specifi¢nih
karakteristika, u okviru jedne vrste mogu postojati velike razlike izmedu sojeva. Za
identifikaciju BMK do nivoa vrste koriste se razliite molekularne metode. Takode,
veoma bitnu ulogu ima i poreklo probiotskih bakterija, jer u zavisnosti od sredine
odakle je soj izolovan, ve¢ unapred mogu biti poznate odredene karakteristike.

Aspekt bezbednosti soja se ostvaruje GRAS statusom, koji poseduju gotovo sve vrste
BMK koje se upotrebljavaju u prehrambenoj industriji. Probiotski sojevi ne smeju da

ispoljavaju patogene karakteristike niti da izazivaju infekcije ili bolesti. Medutim,
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ukoliko u okviru neke vrste postoji neki patogen soj, tada se novi izolat mora ispitati pre

njegove dalje upotrebe u prehrambenim proizvodima.

1.5.2.2.  Vijabilnost probiotskih bakterija u prehrambenim proizvodima

Da bi se odredena namirnica deklarisala kao probiotska hrana, dnevni unos probiotskih
bakterija u prehrambenom proizvodu treba da bude iznad 108-107 cfu/g ili mL
namirnice, u zavisnosti od vrste namirnice i koli¢ine koja se dnevno moze konzumirati.
Ako je u pitanju jogurt sa dodatkom probiotskih bakterija, dnevnim unosom od 200 ml
uneée se 10%-10° probiotskih c¢elija, ukoliko je broj u ml jogurta iznosio 10°-107
probiotskih ¢elija. Konzumiranjem, na primer, sira sa probioticima, dnevnim unosom od
nekoliko desetina grama sira, treba uneti 10%-10° probiotskih celija, $to zahteva
prisustvo od 107-108 probiotskih ¢elija po g sira. Kao i kod sira sa probioticima,
konzumiranjem cokolade sa probiotskim bakterijama, potrebno je dnevno uneti
nekoliko desetina grama ili otprilike 1 do 2 Stangle ¢okolade, kako bismo dnevno uneli
108-10° probiotskih Celija. Istrazivanja su pokazala da se u pojedinim probiotskim
proizvodima nalazi manje ¢elija nego $to je potrebno (Lourens-Hattingh i Viljoen, 2001,
Petrusi¢ et al.,, 2009). Do smanjenja broja probiotskih bakterija moze do¢i usled
razli¢itih nepovoljnih uslova tokom proizvodnje prehrambenog proizvoda sa
probiotskim bakterijama. Tokom proizvodnje namirnice, probiotske bakterije su
izloZzene dejstvu niske ili visoke temperature, pri ¢emu mozZe do¢i do smrzavanja ili
suSenja namirnice, kao i dejstvu pH vrednosti. Isto tako, kod pojedinih probiotskih
bakterija moze do¢i do oSte¢enja, zbog Cega ove celije imaju smanjenu sposobnost
prezivljavanja GI trakt.

Zbog svega navedenog, veoma je bitno ispitati stabilnost i1 odrzivost probiotskih
bakterija na razlicite uslove proizvodnje. Na osnovu rezultata moze se izvrSiti selekcija
probiotskih bakterija koje su pokazale otpornost i stabilnost na nepovoljne uslove
proizvodnje. Isto tako, na osnovu rezultata ispitivanja, potrebno je izabrati odgovarajuci
medijum i podesiti odgovarajuce uslove proizvodnje (temperatura, prisustvo enzima, pH
vrednost, itd.), usled kojih bi probiotska bakterija pokazala odredenu stabilnost i

neophodan broj tokom proizvodnje.
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Ispitivanje vijabilnosti probiotika dovodi do potrebe za jednostavnim i pouzdanim
metodama za rutinsko odredivanje broja probiotika. Takode, potrebno je precizno
odrediti broj probiotika nakon proizvodnje, kao i nakon odredenog perioda skladistenja i

u lancu distribucije proizvoda.

1.5.2.3.  Prezivljavanje niskih pH vrednosti i zu¢nih soli

Sposobnost prezivljavanja probiotika u nepovoljnim uslovima gastrointestinalnog
trakta, kao i kolonizacija gastrointestinalnog trakta, vazna je karakteristika za procenu
mogucih pozitivnih efekata probiotskih bakterija. U zavisnosti od soja, probiotske
bakterije razli¢ito prezivljavaju odredene delove GI trakta. Pojedini sojevi bolje
preZivljavaju prisustvo pepsina i kisele uslove koji su zastupljeni u Zelucu (pH 2-3) ili
bolje prezivljavaju dejstvo pankreatina i Zu¢nih soli u duodenumu, dok pojedini sojevi
prezivljavaju sve delove GI trakta u visokom broju (Marteau i sar., 1993). Generalno
posmatrajuci, laktobacili ispoljavaju svoje pozitivne efekte u tankom crevu-ileumu, dok
su bifidobakterije aktivne u debelom crevu.
Prezivljavanje probiotika zavisi od:

= karakteristika soja

* unetog broja probiotskih celija

= sastava i odnosa mikroorganizama Gl trakta

= prisustva kiseonika

» prisustva inhibitora i promotora rasta

» funkcionalne hrane koja sadrZi ispitivani probiotik

U literaturnim podacima je pronaden veliki broj studija koji je proucavao sposobnost
prezivljavanja Gl uslova laktobacila izolovanih iz tradicionalnih proizvoda u in vitro
uslovima (Bude-Ugarte et al., 2006; Radulovi¢ et al., 2010; Zago et al., 2011). S
obzirom na to da probiotske bakterije humanog porekla prezivljavaju uslove GI trakta,
Ispitivanje  sposobnosti  prezivljavanja autohtonih laktobacila izolovanih iz
tradicionalnih sireva bi bilo od velikog znacaja za deklarisanje ovih bakterija kao
potencijalnih probiotskih bakterija. Rezultati istrazivanja su pokazali da veliki broj

laktobacila izolovanih iz tradicionalnih proizvoda poseduje veoma dobru sposobnost
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prezivljavanja gastrointestinalnog trakta u in vitro uslovima. Prilikom ispitivanja 29
sojeva Lactobacillus sp. izolovanih iz mlec¢nih proizvoda, svi sojevi su preziveli pH
vrednost 3 tokom 3 sata inkubacije. Isto tako, tokom inkubacije u rastvoru pepsina pri
pH vrednosti 2, pojedini sojevi su pokazali stepen redukcije izmedu 1 i 2 log cfuml™,
dok su najbolju sposobnost prezivljavanja nakon 3 sata u rastvoru pepsina pokazali Lb.
rhamnosus ACA-DC112, izolovan iz Galotiri sira i Lb. paracasei subsp. paracasei
ACA-DC 130, izolovan iz sirovog mleka (Maragkoudakis et al., 2006). Isto tako, u
simuliranim intestinalnim uslovima sa rastvorom pankreatina i zu¢nih soli, ustanovljeno
je da Lb. plantarum sojevi prezivljavaju veoma dobro, dok je kod samo nekoliko sojeva
primeéena redukcija od 0.5 log cfuml™ (Jensen et al., 2012). Isto tako, Lb. sakei, Lb.
reuteri, Lb. pentosus, Lb. gasseri, itd. su takode pokazali veoma dobru sposobnost
prezivljavanja simuliranih intestinalnih uslova (Jensen et al., 2012). Budu¢i da se
pojedina¢ni soj probiotske bakterije vrlo retko koristi samostalno u proizvodnji
funkcionalne hrane, jer jedan soj ne moze da ispuni sve zahteve i zdravstvene efekte,
najcesce se probiotici kombinuju sa drugim probiotskim bakterijama ili bakterijama
mleéne kiseline (Timmerman et al., 2004). Medu najpopularnijim proizvodima koji
sadrzi vise probiotskih sojeva jeste ABT-2 kultura koja se sastoji od probiotika Lb.
acidophilus i B. bifidum, dok se u sastavu ove kulture nalazi i St. thermophilus, koja ima

ulogu starter kulture.

1.5.2.4.  Osetljivost na antibiotike

Primena antibiotika u medicini je pocela sredinom proSlog veka, pri ¢emu su koris¢eni
za leCenje razlicitih upala, infekcija rana i urinarnog sistema, sepsi, meningitisa, itd, i
time su spaseni milioni ljudi. U poslednjoj deceniji, oslobadanje antibiotika u biosferu
znaajno Sse povecalo, §to je dovelo do pojave rezistentnosti bakterija na dejstvo
antibiotika. S obzirom na to da je antibiotska rezistencija prenosiva, pomocu genetskog
materijala koji je odgovoran za rezistenciju razli¢itih vrsta bakterija, rezistencija na
antibiotike se moZe preneti i na patogene bakterije. Na taj nacin, antibiotska rezistencija
uspeva da se proSiri i na Zzivotinje, proizvode animalnog porekla, ljude i na

kontaminente zivotne sredine (WHO, 2011).
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Bakterijska rezistencija na antibiotike postaje predmet interesovanja nakon upotrebe
antibiotika u terapeutske svrhe. Ubrzo nakon pocetka upotrebe penicilina u lecenju
ljudi, pokazalo se da su neke vrste stafilokoka otporne na njegovo dejstvo. Danas se zna
da je preko 80% stafilokoka otporno na penicilin (Ammor et al., 2007). S upotrebom
streptomicina, tetraciklina i hloramfenikola, veoma brzo se pojavila i vrsta iz roda
Shigella koja je otporna na dejstvo navedenih antibiotika. Antibiotik vankomicin, koji
ima Sirok spektar delovanja, poceo je da se koristi nesto kasnije, ali je brzo ustanovljeno
da pojedine vrste enterokoka poseduje rezistenciju na vankomicin (Korhonen, 2008).
Lanac hrane predstavlja jedan od kljuénih puteva prenosa antibiotske rezistencije kod
bakterijskih populacija, sa zivotinja na ljude. Skoro polovina antibiotika se godiSnje
upotrebi u medicinske svrhe. Druga polovina ostvaruje primenu u stoCarstvu, S$to
uzorkuje prisustvo antibiotika i u proizvodnji prehrambenih proizvoda animalnog
porekla. Vecina antibiotika se primenjuje u terapeutske svrhe, dok se veliki deo
antibiotika koristi u prehrani stoke, gde sluze kao promoteri rasta (Pappas, 2011).
Postoji urgentna potreba za ograni¢enjem Sirenja rezistentnih gena kroz lanac hrane,
buduéi da oni mogu biti preneti na patogene bakterije (Patel et al., 2012).

Medutim, veliko pitanje predstavlja antibiotska rezistencija bakterija mlecne kiseline.
Posto su BMK prirodno prisutne u fermentisanoj hrani i GI traktu, a takode imaju
primenu u prehrambenoj industriji kao starter kulture ili probiotske bakterije, postoji
izrazena zabrinutost zbog steCene rezistencija na antibiotike ovih korisnih bakterija
(Radulovi¢ et al., 2012a). Takode, probiotske bakterije pomaZu u odrZavanju ravnoteze
probavnog trakta u slucaju dijareje izazavane antibioticima, zbog ¢ega postoji rizik od
prenosa antibiotske rezistencije na bakterije prisutne u Gl traktu.

Rezistencija na antibiotike je razliita izmedu rodova BMK. Ustanovljeno je da je
ve¢ina BMK prirodno rezistentna na metronidazole, kao i na sulfonamide i trimetroprim
(Danielsen i Wind, 2003). S druge strane, postoje jasne razlike izmedu rodova BMK, na
primer Leuconostoc, Pediococcus i veéina Lactobacillus su prirodno otporni na dejstvo
vankomicina, dok je vec¢ina Lactococcus osteljiva na dejstvo ovog antibiotika. Prirodno
steCena rezistencija na cefoksitin primecena je kod Lactococcus, Lactobacillus i
Leuconostoc vrsta (Korhonen, 2010).

BMK sadrze mobilne genetske elemente, kao Sto su plazmidi i1 transpozoni, koji

omogucavaju horizontalan prenos i Sirenje gena rezistencije. Po usvajanju svojstva
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rezistencije, determinante rezistencije se amplifikuju i mogu se predati drugom
domacinu.

Zbog svega prethodno navedenog, sasvim je opravdan zahtev da se potencijalni
probiotski sojevi bakterija mle¢ne kiseline, kao i starter kulture, ispituju na sposobnost
prenosa rezistencije na antimikrobne lekove, pored potrebe da se tehnoloski
okarakteriSu (Kastner et al., 2006). Takode, veoma je bitno da se definiSu grani¢ne
vrednosti na osnovu kojih se vrSi kategorizacija na rezistentne i osetljive sojeve,
odnosno takozvana prelomna tacka minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika
(breakpoint MIC, engl.) (EFSA, 2012). Posebnu vrednost ima razlikovanje prirodne
(svojstvene, nespecifi¢ne, neprenosive) i steCene rezistencije, postupkom koji zahteva
poredenje profila rezistencije na antimikrobne lekove velikog broja bakterija mlec¢ne

kiseline poreklom iz razli¢itih izvora (Teuber et al., 1999).

1.5.3. Fizioloski probiotski Kkriterijumi
1.5.3.1.  Sposobnost adhezije

Da bi ostvarili svoj probiotski efekat, BMK moraju da se odrzavaju u dovoljnom broju u
Gl traktu. Sposobnost probiotika da se vezuju za povrsinu mukoze je jako vazna za
odrzavanje potrebnog broja probiotskih bakterija u GI traktu, kao i za ostvarivanje
pozitivnih efekata na ljudsko zdravlje. Shodno tome, veoma je bitno da probiotske
bakterije poseduju sposobnost adhezije za crevni epitel, kako bi izvrsili kolonizaciju i na
taj nacin ostvarili rezistenciju na nepovoljne uslove GI trakta.

Postoje razli¢iti mehanizmi vezivanja probiotika za crevni epitel. Probiotske bakterije se
vezuju za humane intestinalne celije mehanizmima u kojima su ukljucene razlicite
kombinacije proteinskih 1 ugljeno hidratnih faktora koji uticu na povrSinu bakterije i
eukariotske celije. Prilikom ispitivanja adhezije probiotskih bakterija vrste Lb.
acidophilus, ustanovljeno je da lipotejhoinska kiselina i proteini koji se nalaze na
povrsini Celijskog zida omogucavaju vezivanje za creva. Isto tako, ispitivanja su ukazala
da veza izmedu ugljenih hidrata na povrsini ¢elijskog zida probiotika i glikolipida ili
glikoproteina epitelnih celija intestinalnog trakta omogucava vezivanje probiotika

(Green i Klaechammer, 1994).
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Kod probiotskih bakterija Lb. casei, Lb. johnsonii i Lb. rhamnosus ustanovljena je
najjata sposobnost vezivanja za crevni epitel (Tuomola et al., 1999). Probiotske
bakterije se, pored vezivanja za epitelne Celije intestinalnog trakta, mogu vezivati i za
mukozni sloj koji izlu¢uju humane crevne ¢éelije. Mnogi sojevi roda Bifidobacterium sp.
takode poseduju sposobnost adhezije (Bernet et al., 1993).

lako se dosta zna o uticaju Lb. plantarum sojeva na zdravlje ljudi, znanje o0 mehanizmu
adhezije je ograniCeno. Odredivanje genomske sekvence Lb. plantarum bi svakako

prosirilo znanje o moguéim funkcijama.

1.5.3.2.  Imunostimulacija

Rezultati nedavnih istrazivanja ukazuju da postoji potreba za novim nacinima
modulacije imuniteta, bilo da je u pitanju povecanje ili smanjenje imunog odgovora
organizma, pri ¢emu odredene komponente hrane predstavljaju idealne kandidate. Imuni
sistem ljudskog organizma se sastoji od odredenih organa i nekoliko tipova celija.
Prilikom antigen interakcija organizama, indukuje se celijski imuni odgovor koji se
ostvaruje antitelima i aktiviranim ¢elijama. Potencijalni efekti koje probiotske bakterije
mogu da ostvare su zaStita od entericnih infekcija, prevencija hemijski indukovanih
kancera, kao 1 upotreba probiotika kao oralnog adjuvanta. Takode, probiotici mogu da
uti¢u na povecanje nivoa citokina, imunoglobulina, kao i nivoa gama interferona, ¢ime
se znacajno povecava otpornost organizma od infekcija (Naidu et al., 1999).

Konzumiranje probiotskih bakterija moZe da poboljSa celijski nespecifiéni imuni
odgovor GI trakta povec¢anjem makrofaga i granulocita fagocitoze. Kaila et al. (1992) su
sproveli studiju za procenu probiotik-indukovanih antitela koje celije luce tokom
bolesti. Grupa dece obolela od dijareje konzumirala je dva puta dnevno po 125 g
fermentisane hrane u kojoj se nalazilo 10'°-10"! cfu/g Lb. rhamnosus LGG. Kontrolna
grupa je dobijala fermentisanu hranu sa 10° cfu/g bakterija mlecne kiseline.
Ustanovljeno je da je period trajanja dijareje kod dece koja su konzumirala LGG bio
znatno kraci. Takode, prvog dana studije primeceno je da je prelazni nespecifi€ni imuni
odgovor bio duplo visi kod dece koja su konzumirala probiotik, nego kod dece u

kontrolnoj grupi.
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Razlicite studije su ispitivale sposobnost Lb. plantarum da vrsi produkciju bioaktivnih
molekula koja dovode do imunog odgovora organizma. U jednoj studiji je pokazano da
je Lb. plantarum 299v kolonizovao konginetalno izlozene humane imunodefijencije
(HIV) kod dece, pri ¢emu su preliminarni rezultati pokazali povecanje specificnog

imunog odgovora (Cunningham-Rundles et al., 2000).

1.5.3.3.  Antimikrobna aktivnost probiotskih bakterija

Nekoliko istrazivanja je pokazalo da razliCite vrste probiotskih bakterija ostvaruju
inhibitorno dejstvo prema crevnim i hranom unesenim patogenim mikroorganizmima.
Takode, probiotske bakterije imaju sposobnost vezivanja, replikacije i inhibitornog
dejstva na odredene enteropatogene mikroorganizme. Antimikrobna svojstva
probiotskih bakterija se manifestuju (Naidu et al., 1999):
1. Smanjenjem pH lumena, proizvodnjom isparljivih masnih kiselina kratkog lanca
(SCFA) kao sto su siréetna, mlecna i propionska kiselina
2. Proizvodnjom specifiénih hranljivih materija koje patogeni mikroorganizmi ne
mogu da Koriste
3. Smanjenjem redoks potencijala
4. Proizvodnjom hidrogen peroksida u anaerobnim uslovima

5. Proizvodnjom specificnih antimikrobnih jedinjenja, kao $to su bakteriocini

U razli¢itim istrazivanjima antimikrobne aktivnosti BMK, velika paZznja posvecena je
ispitivanju bakteriocina, koji su kao konzervansi sve zastupljeniji u proizvodnji hrane.
Veliki broj istrazivanja je usmeren ka delovanju bakteriocina i otkrivanju novih vrsta,
koja se mogu primenjivati u konzervisanju namirnice (Devlieghere et al., 2004). Jedan
od najpoznatijih bakteriocina i jedini bakteriocin koji je ostvario primenu kao
konzervans jeste nizin, koji produkuje predstavnici vrste Lactococcus lactis ssp. lactis.
Probiotske bakterije produkuju bakteriocine koji deluju na Sirok spektar Gram
pozitivnih bakterija. lako je delovanje bakteriocina veoma efikasno, inhibicija patogenih
mikroorganizama moZze biti ograniena, jer pojedini bakteriocini mogu da ostvaruju
svoje dejstvo i prema blisko srodnim vrstama, odnosno prema drugim BMK. U tom

sluCaju, neki bakteriocini ne ostvaruju svoje dejstvo prema Clostridium ili Bacillus
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vrstama (Holzapfel et al., 1995). Pojedini bakteriocini inhibiraju rast Listeria
monocytogenes, §to ujedino predstavlja i najbitnije inhibitorno dejstvo prema patogenim
mikroorganizmima (Dal Bello et al., 2012; Pimentel-Filho et al., 2014). Do sada,
bakteriocini su ostvarili primenu kao konzervansi u razli¢itim namirnicama, kao zastitna
kultura u proizvodnji sendvica pakovanih u kontrolisanoj atmosferi, ali i u proizvodnji

sapuna i paste za zube (Perez et al., 2014).

1.5.4. Tehnoloski probiotski kriterijumi
1.5.4.1. Tehnoloske karakteristike

Prilikom izolacije bakterija mle¢ne kiseline iz razliitih uzoraka, nakon ispitivanja
osnovnih, pristupa se i ispitivanju tehnoloskih karakteristika, u koje se ubrajaju nacin
fermentacije Secera, acidogena sposobnost, rast na razli¢itim temperaturama, produkcija
aromogenih jedinjenja, sinteza egzopolisaharida, rast na razli¢itim koncentracijama soli
1 proteoliticke karakteristike. Ispitivanje ovih osobina je takode veoma bitno i za
probiotske bakterije, kako zbog karakterizacije, tako i zbog njihove dalje primene u
tehnoloskim postupcima proizvodnje prehrambenih proizvoda.

BMK vrse fermentaciju Secera prvenstveno zbog dobijanja energije koja je potrebna za
odvijanje ostalih metabolitskih biohemijskih procesa. Mono i disaharidi su od
primarnog znacaja za BMK. Osnovni preduslov za fermentaciju Secera i produkciju
energije jeste transport Secera u unutras$njost BMK, gde se, u zavisnosti od vrste BMK,
mogu vrSiti dva razliCita sistema transporta Secera: aktivni transport uz ucesée enzima
permeaza i fosfoenolpiruvat-zavisnifosfotransferazni sistem (PEP/PTS). S obzirom na
to da kod aktivnog transporta laktoza ostaje nepromenjena za vreme transporta, ovaj
sistem se drugacije naziva i ,,laktozo-permeazni* sistem. Kod ve¢ine BMK zastupljen je
laktozo-permeazni sistem, dok je kod homofermentativnih laktokoka i nekih laktobacila
zastupljen PEP/PTS. U prehrambenim proizvodima se uglavhom primenjuju
homofermentativne BMK, jer kod heterofermentativnih BMK stvaranje gasa moZze
dovesti do produkcije Supljika, S$to negativno utiCe na izgled proizvoda. Takode,
produkcija sir¢etne kiseline i etanola moze dovesti i do stvaranja nepozeljnog ukusa

proizvoda. IstraZivanja su pokazala da veéina probiotskih bakterija pripada vrstama koje
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fermentisu Secere homofermentativnim putem (Klein et al., 1998; Strahinic et al., 2007;
Petrovi¢, 2011).

Prilikom selekcije starter kultura za proizvodnju fermentisanih proizvoda od mleka i
sireva, jedan od osnovnih uslova za primenu jeste acidogena sposobnost BMK. Buduc¢i
da starter kulture imaju veoma bitnu ulogu u procesu fermentacije mle¢nih proizvoda,
potrebno je da poseduju izrazenu acidogenu sposobnost. Na osnovu ispitivanja BMK,
ustanovljeno je da laktokoke pretezno imaju izraZeniju acidogenu sposobnost, zbog
Cega se one i viSe koriste kao starter kulture u proizvodnji fermentisanih proizvoda od
mleka i sireva. S druge strane, laktobacili, a samim tim i probiotske bakterije, uglavnom
imaju umerenu do izrazenu acidogenu sposobnost. S obzirom na to da probiotske
bakterije ostvaruju primenu i u drugim prehrambenim proizvodima gde nisu zastupljene
niske pH vrednosti, umerena ili slaba acidogena sposobnost je pozeljna karakteristika.
Izrazena acidogena sposobnost moze dovesti do preterano niske pH vrednosti
proizvoda, §to moze da utice na senzorne karakteristike.

Sposobnost rasta probiotskih bakterija na razli¢itim temperaturama ima veliki znacaj u
proizvodnji prehrambenih proizvoda. Optimalna temperatura za rast probiotskih
bakterija je naj¢escée u intervalu od 30-37°C. Temperaturni opseg moze da bude veoma
razli¢it, a sve u zavisnosti od uzorka odakle su izolovane probiotske bakterije. S
obzirom na to da tokom proizvodnje fermentisanih proizvoda od mleka postoji Sirok
temperaturni raspon (od momenta inokulisanja na 40°C, pa do hladenja na 4°C), veoma
je bitno ispitati sposobnost rasta probiotskih bakterija na niskim, ali i visokim
temperaturama. Isto tako, u proizvodnji konditorskih proizvoda prisutna je visoka
temperatura, zbog Cega je bitno ispitati termorezistentnost probiotskih bakterija.
Takode, ispitivanje sposobnosti prezivljavanja visokih temperatura bitno je i za
inkapsulaciju probiotskih bakterija, pogotovo za tehniku sprej susenja.

Produkcija egzopolisaharida (EPS), predstavlja jo$ jednu bitnu karakteristiku BMK.
EPS mogu biti kovalentno povezani s povrSinom bakterijske celije ili u obliku
rastvornih sluzi, koje su izlu€ene u spoljasnjoj sredini (Jolly i Stingele, 2000).
Sposobnost produkcije EPS je od posebnog znacaja za starter kulture koje se koriste u
proizvodnji fermentisanih proizvoda od mleka, budu¢i da EPS doprinose viskozitetu i
teksturi proizvoda, kao 1 puno¢i ukusa. Produkcija EPS je primecena kod pojedinih

sojeva Leuconostoc mesenteroides, Lb. casei, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, St.
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thermophilus, itd. (Jolly i Stingele, 2000; Radulovié¢, 2007). Kod probiotskih bakterija,
sposobnost produkcije EPS je od znacaja u proizvodnji fermentisanih proizvoda od
mleka, dok je u proizvodnji sireva nepozeljna, usled pojave sluzi koja negativno utice
na sinerezis grusa i Zeljenu teksturu proizvoda.

Sposobnost rasta BMK u razli¢itim koncentracijama soli je od naroitog znacaja U
proizvodnji sireva, gde prilikom proizvodnje mogu biti prisutne i veée koncentracije

soli. U tabeli 2 je prikazan prosecan sadrzaj soli za pojedine vrste sireva.

Tabela 2. Prosecan sadrzaj soli pojedinih vrsta sireva (Dozet i Macej, 2006; Puda, 2009)

Vrsta sira Procenat soli (%)
Gorgonzola 3,5
Cedar 1,4
Parmezan 3,0
Mocarela 1,0
Trapist 1,7
Feta 2,9
Njeguski sir 2,5
Homoljski sir 2,1
Sjenicki sir 2,9
Kackavalj 2,2

Probiotske bakterije, koje se u proizvodnji sireva koriste kao dodatne kulture, takode
moraju da poseduju sposobnost rasta u ve¢im koncentracijama soli, kako bi mogle da
prezive u odgovaraju¢em broju tokom proizvodnje sireva, ali i tokom skladistenja.

Bakterije mle¢ne kiseline imaju vrlo sloZene nutritivne zahteve u pogledu prisustva
aminokiselina i drugih komponenata koje uticu na rast. Poznato je da su BMK slabi
proteoliti, ali da umerena proteoliti¢ka aktivnost obezbeduje dovoljne koli¢ine azota,
koji je neophodan za rast i sintezu ¢elijskih proteina. S obzirom na to da se ve¢ina BMK
primenjuje u proizvodnji mleka i mlecnih proizvoda, mleko kao sirovina je veoma
bogato proteinima, u odnosu na sadrzaj peptida i aminokiselina. Zbog niske
koncentracije aminokiselina, BMK su prinudene da vrSe hidrolizu proteina mleka do
peptida i aminokiselina, kako bi obezbedile odgovarajuce uslove za rast. U proizvodnji
sireva, nestarterska mikroflora i probiotske bakterije imaju veliku ulogu u proteolizi

sireva. Uticaj probiotskih bakterija na proteolizu sireva je uglavnhom prikazana
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promenama u peptidnom profilu i u koncentraciji slobodnih aminokiselina (McSweeney
et al, 1993; Bergamini et al., 2006; Ong et al., 2007). Isto tako, istrazivanja su pokazala
da pojedini mezofilni laktobacili poseduju klju¢ne enzime koji dovode do formiranja
specificnog ukusa sireva, zahvaljujuci sadrzaju specifi¢nih aminokiselina (Thage et al.,
2005). Medutim, pojedini sojevi ne dovode do proteolitickih promena kod sireva
(Poveda et al., 2003). Autori Milesi et al. (2009) ispitivali su uticaj potencijalnih
probiotskih bakterija izolovanih iz sireva na senzorne Kkarakteristike sireva i
proteoliticke promene. Rezultati ispitivanja su pokazali da potencijalni probiotici Lb.
plantarum 191 i Lb. casei 190 dobro rastu u mekanim i polutvrdim sirevima i da dovode
do umerene protelize sireva, kao i da ne vrSe znacajan uticaj na senzorne karakteristike
sireva. S druge strane, potencijalni probiotici Lb. rhamnosus 173 i Lb. rhamnosus 175,
vrse izrazeniju proteolizu, ali ne dovode do znacajnijeg poboljSanja senzornog kvaliteta
sireva.

Produkcija aromogenih jedinjenja je od posebnog znacaja za proizvodnju fermentisanih
proizvoda od mleka. Proizvodi metaboli¢kih funkcija BMK, odnosno produkti
proteolize kazeina, glikolize 1 lipolize masti, dovode do formiranja specificnog ukusa
sireva i drugih mle¢nih proizvoda. Najznacajnija aromogena jedinjenja su diacetil,
acetoin i 2,3-butandiol, koja nastaju iz piruvata. Kod BMK, sojevi Lactococcus lactis
ssp. lactis biovar diacetylactis, pojedini sojevi Leuconostoc i nekoliko sojeva Lb.
plantarum, Lb. pentosaceus, dovode do formiranja aromogenih jedinjenja, narocito
diacetila ukoliko rastu u sredini sa citratima (Radulovi¢, 2007). Diacetil, pored
formiranja specifi€énog ukusa, deluje inhibitorno i na pojedine G pozitivne 1 G negativne
bakterije. Probiotska bakterija Lb. acidophilus zajedno sa Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus vrsi produkciju diacetila iz aminokiseline treonin (Cocaign-Bousquet et al.,
1996).

Probiotske bakterije humanog porekla ili izolovane iz tradicionalnih proizvoda treba da
ispunjavaju osnovne tehnoloSke karakteristike, kako bi mogle da ostvare primenu u
proizvodnji odredenih prehrambenih proizvoda. Takode, tehnoloske karakteristike
probiotskih bakterija mogu da ukazu i na odgovarajuce uslove proizvodnje i skladiStenja
prehrambenih proizvoda, ali i na mogu¢i uticaj probiotskih bakterija na senzorne

karakteristike proizvoda.
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1.5.4.2.  Uticaj probiotskih bakterija na senzorne karakteristike proizvoda

Prilikom primene probiotskih bakterija u proizvodnji prehrambenih proizvoda, jedan od
najbitnijih faktora jeste da probiotske bakterije ne utiCu na Kkarakteristi¢ne i
prepoznatljive senzorne karakteristike proizvoda, posebno ukus i miris. Na svetskom
trziStu prisutan je veliki broj proizvoda, od mle¢nih, preko konditorskih, pa sve do
proizvoda sa zitaricama i razliitih sokova, sa dodatkom probiotskih bakterija
(Johansson et al., 1993; Cruz et al., 2009a; Settanni i Moschetti, 2010; Radulovi¢ et al.,
2011a, b, 2014; Lalici¢-Petronijevi¢c et al., 2015). Medu svim tim probiotskim
proizvodima do sada nije zabelezen znacajan uticaj probiotskih bakterija na senzorne
karakteristike proizvoda, odnosno Eesto nije zapazena nikakva razlika u senzornom
kvalitetu proizvoda sa dodatim probiotskim bakterijama u odnosu na proizvod bez

probiotskih bakterija.

1.5.4.3. Interakcije probiotskih bakterija sa ostalim mikroorganizmima

Probiotske bakterije treba da ostvare odgovarajuéu vezu sa starter kulturama koje se
koriste za proizvodnju razlic¢itih fermentisanih proizvoda. Interakcija izmedu starter
kultura i probiotskih bakterija je veoma bitna, jer moze da utiCe na senzorni kvalitet
proizvoda. Istrazivanjem bi trebalo da se ustanovi kompetitivni rast probiotskih
bakterija, ali isto tako i starter kultura, kao i njihova vijabilnost tokom skladistenja
proizvoda.

U mnogobrojnim istrazivanjima (Lourens-Hatting i Viljoen, 2001), izborom
odgovaraju¢eg startera dobijen je fermentisani proizvod od mleka sa probiotskim
bakterijama sa odli¢cnim senzornim karakteristikama, ali i neophodnim brojem
probiotskih bakterija. I1zbor najpogodnijeg startera i probiotske bakterije bi trebalo da se
odredi procesom skrininga, pri ¢emu se ispituje uticaj razliCitih startera na broj
probiotskih bakterija tokom fermentacije i nakon proizvodnje, kao i senzorni kvalitet
proizvoda. Takode, starter kulture mogu da sintetiSu odredene komponente koje
omogucavaju bolji rast probiotskih bakterija. Kao primer moze da se uzme B. longum
koji je senzitivan na kiseonik, ali izborom specifi¢nog soja St. thermophilus, dolazi do

povecanja broja B. longum (Ishibashi i Shimamura, 1993). Isto tako, Lb. delbrueckii
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ssp. bulgaricus takode moze da uti¢e na poveéanje broja bifidobakterija proteolitickom
aktivno$¢u, Sto rezultira produkcijom valina, glicina 1 histidina (Talwalkar i
Kailasapathy, 2004).

1.5.4.4.  Stabilnost probiotskih bakterija tokom skladistenja proizvoda

Danas se kao bitan parametar, pored ispitivanja vijabilnosti probiotskih bakterija tokom
proizvodnje, uzima u obzir i vijabilnost tokom skladistenja i roka trajanja proizvoda, 0
¢emu govore i mnogobrojne studije (Shah, 2000; Tuomola et al., 2001). Tokom
skladi$tenja na vijabilnost probiotika uti¢u temperatura i vlaznost vazduha, kao i pH
vrednosti odredenih proizvoda i period skladiStenja. Uslovi skladiStenja su veoma bitni,
naroCito za probiotske bakterije humanog porekla. Takode, materijali za pakovanje
prehrambenih proizvoda su veoma vazni za ocuvanje vijabilnosti probiotika (Petrovié,

2011; Lalici¢-Petronijevi¢, 2012).

1.5.4.5.  Ulticaj kiseonika na probiotske bakterije

Kiseonik moze da ima uticaj na probiotske bakterije na dva nacina. Jedan od nacina je
direktna toksi¢nost na probiotske ¢elije, u kojoj su pojedine probiotske bakterije veoma
senzitivne na kiseonik i odumiru u njegovom prisustvu. U slu¢aju kada kiseonik deluje
na indirektan nacin, pojedine kulture izlu¢uju peroksid u medijum za rast koji deluje na
probiotske bakterije.

Kao zastita probiotskih bakterija od uticaja kiseonika najéeSce se koriste antioksidansi,

kao na primer askorbinska kiselina.

1.5.5. Zdravstveni efekti probiotskih bakterija

Probiotske bakterije mogu da ostvare Sirok spektar pozitivnih efekata na ljudsko
zdravlje. Danas se probiotske bakterije koriste za leCenje razli¢itih poremecaja crevne
mikroflore i povecane nepropustljivosti stomaka, u koje ubrajamo akutnu dijareju
izazvanu rotavirusom, alergije na hranu, poremecaje debelog creva, metabolicke

promene izazvane radioterapijom, promene u razvoju kancera debelog creva, itd.
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Takode, probiotske bakterije uti¢u i na smanjenje nivoa holesterola, poboljsano varenje
laktoze, poseduju antikancerogenu aktivnost, vrSe inhibiciju Helicobacter pylori, itd.
Uzimajuéi u obzir Sirok spektar zdravstvenih efekata probiotskih bakterija, prilikom
karakterizacije potencijalnih probiotika svakako bi trebalo ispitati i njihove zdravstvene
efekte. Isto tako, teSko je ocekivati da jedna probiotska bakterija ostvaruje sve
zdravstvene efekte. Zbog toga se u vecini probiotskih proizvoda nalazi kombinacija dva
ili vise probiotika, radi $to boljeg zdravstvenog efekta probiotskog proizvoda.
Probiotske bakterije produkuju Sirok spektar metabolickih proizvoda, od masnih
kiselina kratkog lanca do folne i oroti¢ne kiseline (pirimidin karbokslina kiselina). Ova
jedinjena dovode do pada pH vrednosti i na taj na¢in podesavaju niz fizioloskih uslova u
korist domacina. Razni enzimi koje probiotske bakterije oslobadaju u lumen creva
ispoljavaju potencijalne sinergisticke efekte na varenje i ublazavaju simptome crevnih
poremecaja. Elmer et al. (1996) su na osnovu pregleda literature u periodu od 1966 do
1995. godine u vezi s profilakti¢kim i terapeutskim dejstvom probiotskih BMK na nivo
oboljenja i periodom trajanja crevnih infekcija kod novorodencadi i odraslih ljudi, kao
zakljucak naveli da je administracija probiotika korisna u sprecavanju intestinalnih
infekcija. Saavedra et al. (1994) su takode objedinili sve kontrolisane placebo studije
koje su ispitivale efikasnost probiotika u smanjenju sekundarnih bolesti kod
novorodencadi. Kao zakljuak ovog istrazivanja navodi se da konzumiranje infant
formula sa B. bifidum i St. thermophilus dovodi do smanjenja pojave dijareje. Danas
postoje mnogobrojni dokazi da primena odredenih probiotika ima pozitivan uticaj u
prevenciji 1 leCenju odredenih crevnih infekcija, a u pojedinim slucajevima 1 vaginalnih
infekcija. S obzirom na to da je danas sve viSe zastupljen trend smanjenja leCenja
antibioticima, do$lo je vreme da se pazljivo istraZe terapeutske primene probiotskih
bakterija.

Vecina gastrointestinalnih infekcija koje poti¢u od rotavirusa koji kolonizuju creva,
utiCu na decu u zemljama koje su u razvoju, ali i u razvijenim zemljama. Trenutno se
veliki broj studija bavi uticajem probiotskih bakterija na simptome gastrointestinalnih
infekcija, pri ¢emu je potvrdeno da soj Lb. casei i Lb. rhamnosus GG smanjuje tezinu i
duzinu trajanja dijareje kod dece. Konzumiranje ovih probiotika moze da izazove i

imuni odgovor organizma, kao i povecanje IgA antitela protiv rotavirusa (Fric, 2002).
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Istrazivanja su takode ustanovila da probiotske bakterije sprecavaju dijareju koji moze
da nastane usled primene antibiotika. Bakterije Klebsiella oxytoca i Clostridium difficile
doprinose pojavi dijareje koja je povezana sa upotrebom antibiotika (Gorkiewicz, 2009).
Probiotske bakterije u tom slucaju imaju ulogu u stabilizaciji mikroflore debelog creva
obnovom rezistentne mikroflore i stimulacijom imunog odgovora. Stabilizacija
mikroflore ¢e dovesti do produkcije masnih kiselina kratkog lanca, posebno acetata,
propionata i butirata, fermentacijom polisaharida i oligosaharida, proteina, peptida i
glikoproteina. Isto tako, simptomi ,,putni¢ke” dijareje takode mogu biti spreceni
upotrebom probiotskih bakterija (Katelaris et al., 1995).

Nekoliko studija je ispitivalo uticaj probiotskih bakterija na poboljsanje crevne
mobilnosti, kao i na opstipaciju (zatvor). Opstipacija najvise uti¢e na vecinu
hospitalizovanih pacijenata starijeg zivotnog doba usled poremecene crevne mobilnosti.
U studiji u kojoj je ucestvovalo 18 starijih osoba ispitivao se uticaj bifidus mleka
(pasterizovano i homogenzovano mleko sa dodatkom Bifidobacterium sp.) na crevnu
mobilnost, gde je ustanovljeno da dolazi do znacajnog poboljsanja (Seki et al., 1978).
Takode, istrazivanjima je ustanovljeno da svakodnevno konzumiranje 200 do 300 ml
acidofilnog mleka (pasterizovano i homogenizovano mleko sa dodatkom Lb.
acidophilus) dovodi do smanjenja problema sa opstipacijom, kao i do umanjene potrebe
za laksativima (Alm et al.,1993).

Sindrom iritabilnog creva (irritable bowel syndrome-IBS, engl.) jedan je od najéesc¢ih
gastroenteroloskih  poremecaja. IBS predstavlja funkcionalni gastrointestinalni
poremecaj sa hroni¢nim bolom ili simptomima povratnog bola u stomaku, pri ¢emu je
naruSena ucestalost i postojanost redovne stolice. Takode, kod obolelih od IBS je
primecen nizak broj Lactobacillus i Bifidobacterium vrsta i visok broj Clostridium spp.
(Sen et al., 2002). Medutim, klini¢ke studije su pokazale da konzumiranje probiotskih
bakterija predstavlja odgovarajucu terapiju. Dokazano je da acidofilno mleko pomaze
pacijentima obolelim od IBS-a uspostavljanjem ravnotezne crevne mikroflore i
omogucava bolje tolerisanje nedostatka laktaze, obezbedivanjem bakterijske laktaze u
tankom crevu. Pored toga, studija je pokazala da konzumiranje probiotske bakterije Lb.
acidophilus 2x10° cfu/dnevno dovodi do smanjenja sindroma IBS-a (bolova u stomaku,

nadimanja, psiho-fizi¢ko stanje, itd.) (Halpern et al., 1996).
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Inflamatorno oboljenje creva (inflammatory bowel disease-IBD, engl.) je opsti termin
za bolesti koje se manifestuju hroni¢nim i ponavljajuéim upalama digestivnog trakta.
Preciznije receno, IBD obuhvata ulcerativni kolitis, Kronovu bolest, itd. koje si
ispoljavaju kao upale debelog creva, digestivnog trakta ili ileuma. IstraZivanja su
pokazala da je ulcerativni kolitis u Evropi zastupljen sa prevalencom od 505 osoba na
100 000 ljudi, dok je Kronova bolest zastupljena sa prevalencom od 322 osobe na 100
000 ljudi (WGO, 2015). Iako poreklo bolesti jo§ uvek nije definisano, mnogobrojne
studije ukazuju da dolazi do neravnoteze u crevnoj mikroflori, odnosno prisutan je visok
broj enterohemoragi¢ne i enteroadhezivne Escherichie coli i nizak broj Bifidobacteria,
Sto dovodi do zapaljenja (Sartor, 1995; Saarela et al., 2002; Rath, 2003). Probiotske
bakterije dovode do smanjene aktivnosti zapaljenja i inhibiraju rast patogenih bakterija
snizavaju¢i pH vrednost, stimuliSu specifi¢ni 1 nespecifiéni imuni odgovor i formiraju
zaStitnu barijeru. lako postoji relativno manji broj humanih studija, istraZivanja su
pokazala da probiotske bakterije imaju ulogu u IBD remisiji (Wang et al., 2014; Saez-
Laraetal., 2015).

Netolarancija na laktozu je prisutna kod priblizno 70% svetskog stanovnistva. Osobe
koje su netolerantne na laktozu nakon konzumiranja mleka imaju izrazite bolove, gréeve
I nadimanje u stomaku, a moze do¢i i do dijareje usled nemoguénosti hidrolize laktoze
ili slabe apsorbcije. Dijareja moze da bude i posledica osmotskog efekta same laktoze ili
slabe apsorpcije kiselih produkata fermentacije. IstraZivanja su pokazala da probiotske
bakterije imaju ulogu u ublazavanju simptoma laktoza netolerancije.

Prvenstveno su Lb. bulgaricus i drugi laktobacili koji imaju primenu u proizvodnji
fermentisanih proizvoda od mleka pokazali da enzim B-galaktozidaza dovodi do lakseg
varenja mle¢nih proizvoda (Kilara i Shahani, 1975; Gilliland et al., 1984; Kolars et al.,
1984). Kasnije je ustanovljeno i da mleko sa B. longum dovodi do umanjenja
simpotoma laktoza netolerancije (Jiang et al., 1996). Pored toga, pokazano je da
pojedini  laktobacili humanog porekla poseduju pB-galaktozidaznu, fosfo-B-
galaktozidaznu i fosfo-B-glukozidanznu aktivnost, koje ublazavaju netoleranciju na
laktozu (Honda et al., 2007).

Probiotska bakterija Lb. acidophilus poseduje odredene karakteristike koje dovode do
unapredenja zdravlja, u koje ubrajamo antikancerogena i hipoholesterolemic¢na svojstva

(Gilliland et al., 1985), kao i antagonisticko dejstvo na patogene mikroorganizme.
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Hipoholesterlemi¢no dejstvo Lb. acidophilus se ogleda u inhibiciji 3-hidroksi-3-
metilglutaril CoA reduktaze, enzima koja ograniCava brzinu biosinteze endogenog
holesterola u organizmu. Takode, Lb. acidophilus dovodi do pojacanog izlu¢ivanja
holesterola u feces (Naidu et al., 1999). Isto tako, istrazivanjem je pokazano da
probiotik Lb. plantarum PHO04 dovodi do smanjenja nivoa holesterola i serum
triglicerida (Nguyen et al., 2007).
Razli¢ita istrazivanja ukazuju da konzumiranje fermentisanih proizvoda od mleka ili
probiotskih bakterija dovodi do antitumornih efekata. Ovi efekti se mogu prepisati
slede¢em (Naidu et al., 1999):

a) inhibiciji mutagenih aktivnosti,

b) redukciji aktivnosti enzima koji ucestvuju u aktivnosti kancera, mutagena i

jedinica koje podsticu tumor,
C) suzbijanju tumora,

d) epidemiologiji, koja je u korelaciji sa na¢inom ishrane i tumorom.

Razli¢iti eksperimentalni dokazi iz humanih studija ukazuju da neki sojevi probiotskih
bakterija mogu da izmene aktivnost fekalnih enzima (B-glukuronidaze, azoreduktaze i
nitroreduktaze) koje su povezane s rakom debelog creva.

Probiotici mogu imati uticaj i na dermatitis koji se javlja kod novorodencadi i male
dece, a koji je izazvan fizickim, hemijskim, enzimskim i mikrobioloSkim faktorima
pelena. U sluc¢aju konzumiranja probiotskih bakterija, deca su generalno otpornija na
infekcije, spre¢ava se kolonizacija patogenih mikroorganizama u GI traktu, a probiotici
takode inhibiraju i biofilmove koji se mogu pojaviti na povrsini pelena (Reid et al.,
1995).

Buduca istrazivanja probiotskih bakterija trebalo bi da ustanove mehanizme delovanja
na definisane zdravstvene efekte kroz klini¢ke studije, s obzirom na to da je vecina
utvrdenih efekata sprovedena u in vitro uslovima. Takode, budu¢i da prehrambeni
proizvodi ostvaruju odredene pozitivne zdravstvene efekte, trebalo bi ispitati uticaj
odredenih prehrambenih proizvoda sa dodatkom probiotskih bakterija na zdravstvene

efekte domacina.

39



PREGLED LITERATURE

1.5.6. Autohtone potencijalne probiotske bakterije

Razli¢iti proizvodi od mleka, posebno tradicionalno proizvedeni sirevi, predstavljaju
bogat izvor autohtonih BMK specifi¢nih i jedinstvenih karakteristika.

Autohtone bakterije mlecne kiseline izolovane iz tradicionalno proizvedenih sireva
predstavljaju veliki potencijal za aplikaciju u biotehnologiji. Prilikom izolacije BMK iz
razli¢itih tradicionalnih sireva ispitivanjem je ustanovljeno da odredeni sojevi mogu
posedovati i probiotske karakteristike. Zbog toga je karakterizacija autohtonih BMK
prosirena i na ispitivanje njihovih potencijalnih probiotskih karakteristika, koja je sve
viSe zastupljena u brojnim istrazivanjima (Milesi et al., 2009; Radulovi¢ et al., 2010;
Zago et al., 2011; Hermanns et al., 2014).

Autori Maragkoudakis et al. (2006) su ispitivali laktobacile izolovane iz razli¢itih
proizvoda od mleka na sposobnost prezivljavanja simuliranih GI uslova, antimikrobnu
aktivnost, sposobnost adhezije Caco-2 ¢elija, hemoliticku aktivnost, rezistenciju na
antibiotike, itd, pri ¢emu su dosli do zakljucka da sojevi Lb. casei Shirota ACA-DC
6002, Lb. plantarum ACA-DC 146 i Lb. paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037
poseduju potrebne probiotske karakteristike. Isto tako, Lb. brevis LB32 i Lb. pentosus
LPO5, izolovani iz tradicionalnih mle¢nih proizvoda od ovcijeg mleka, poseduju
probiotske karakteristike (Mojgani et al., 2015). Takode, iz tradicionalno napravljenog
Sjeni¢kog sira su izolovane Lactobacillus vrste koje su pokazale odgovarajuce
probiotske karakteristike (Radulovi¢ et al., 2010).

Tradicionalno napravljeni proizvodi kao $to su jogurt, maslac, kiselo mleko i razli¢iti
sirevi, koji su proizvedeni u ruralnom podrucju, veoma Su poznati ne samo po svojim
specifiécnim senzornim karakteristikama, ve¢ i po odredenim zdravstvenim efektima
(Kushi et al., 1995). Upravo ovi zdravstveni efekti mogu se pripisati prisustvu bakterija
mlecne kiseline, odnosno potencijalnim probiotskim bakterijama, koje su prisutne u
tradicionalnim proizvodima.

Autohtone BMK mogu se primeniti i u proizvodnji sireva ili drugih fermentisanih
proizvoda, gde mogu da se koriste kao starter kulture (Mioc¢inovi¢ et al., 2012), u cilju
standardizacije tradicionalne proizvodnje sireva (Radulovi¢ et al., 2011c) ili kao
dopunske kulture (Radulovi¢ et al., 2011a,b).
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1.6. Mikroinkapsulacija probiotskih bakterija

Mikroinkapsulacione tehnike imaju Siroku primenu u prehrambenoj industriji, gde mogu
da se koriste u stabilizaciji komponenata hrane, kontroli oksidacionih reakcija,
odrzavanju ili kontrolisanom otpustanju aktivnih sastojaka hrane (minerali, vitamini,
fitosteroli, itd.), maskiranju neprijatnih ukusa i mirisa, itd. (Pordevi¢ et al., 2015).
Mikroinkapsulacija je tehnologija koja je razvijena za upotrebu u prehrambenoj
industriji u razli¢itim proizvodima, ali se takode moze koristiti i za zastitu bakterijskih
¢elija (Borgogna et al., 2010; Nedovi¢ et al., 2016).

Ispitivanja ukazuju da probiotske bakterije slabo prezivljavaju u proizvodima u kojima
se nalaze kao slobodne ¢elije (De Vos et al., 2010). Vijabilnost probiotskih bakterija je
od izuzetnog znaCaja, s obzirom na to da probiotici moraju da prezive veoma
nepovoljne uslove, od procesa proizvodnje namirnice, skladiStenja tokom odredenog
vremenskog perioda, pa do prezivljavanja gastrointestinalnih uslova, da bi na kraju
opstali u velikom broju i ostvarili svoje pozitivno dejstvo na zdravlje domaéina. Zbog
toga postoji veliko interesovanje za razli¢ite metode mikroinkapsulacije koje mogu da
obezbede odgovarajucu zastitu probiotskim bakterijama, u cilju $to bolje vijabilnosti
(Kailasapathy, 2009).

Vijabilnost inkapsulisanih probiotika zavisi od fizi¢ko-hemijskih osobina kapsule,
odnosno nosaca. Nosa¢ probiotika bi trebao da bude neka komponenta hrane koja je
sposobna da formira barijeru koja predstavlja zastitu probiotskim bakterijama. Vrsta i
koncentracija nosaca koji pruza odgovarajucu zastitu probiotskim bakterijama, veli¢ina
inkapsulisanih Cestica, pocetni broj probiotskih ¢éelija samo su neki od parametara koji
uti¢u na vijabilnost probiotika (Chen et al., 2007).

Mikroinkapsulacija probiotskih bakterija ima ulogu i u zastiti bioloskih svojstava, koja
se postize tokom transporta probiotika kroz dvanestopalacno crevo, Sto predstavlja
uslov za dalji tranzit i postizanje visokog broja probiotskih ¢elija u jejunumu i ileumu.
Budu¢i da je ustanovljeno da mikroinkapsulacija pruza zastitu probiotskim bakterijama
u GI traktu, inkapsulisane Cestice bi trebalo testirati 1 na Zzvakanje, prezivljavanje
simuliranih zeluda¢nih 1 intestinalnih uslova i te¢nosti (Manojlovi¢ et al., 2010), pre

njihove primene u prehrambenoj industriji.
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1.6.1. Tehnike mikroinkapsulacije probiotskih bakterija

Postoje razli¢ite tehnike mikroinkapsulacije u koje ubrajamo tehnike suSenja
(liofilizacija, sprej susenje), emulzione tehnike, tehnike oblaganja i tehnike ekstruzije
(Manojlovi¢ et al., 2010). Probiotske bakterije se u proizvodnji hrane najéesce
primenjuju u smrznutoj ili susenoj formi, kao liofilizovani ili sprej susSeni prahovi
(Holzapfel et al., 2001).

Susenje smrzavanjem ili liofilizacija se postize smrzavanjem probiotika u prisustvu
krioprotektanta, nakon cega se vrsi sublimacija vode pod vakumom. Krioprotektanti
ostvaruju ulogu u zastiti probiotskih karakteristika tokom procesa liofilizacije, ali i
tokom skladiStenja liofilizovane kulture. Neka od jedinjenja koja se koriste kao
protektivne komponente u liofilizaciji su fruktoza, laktoza, manoza, sorbitol, trehaloza,
maltodekstrin ili razli¢ite kombinacije komponenata (Champagne et al., 1991; De
Castro et al., 2000; Carvalho et al., 2002).

Proces mikroinkapsulacije probiotika, koji ima slicne karakteristike kao i proces
liofilizacije, je vakum suSenje. Proces vakum suSenja traje od 30 minuta, pa do nekoliko
sati, na temperaturi od 0-40°C. Velika prednost ovog procesa je sama brzina, kao i
temperatura krajnjeg proizvoda, s obzirom na to da nije prisutna temperatura
smrzavanja proizvoda, usled ¢ega moze do¢i do brojnih oSte¢enja (Manojlovi¢ et al.,
2010).

Probiotici takode mogu biti inkapsulisani u kapsulama od gela ili polimernog matriksa,
tj. u mikrosferi, gde su probiotici obloZeni spoljaSnjim omota¢em koji pod odredenim
uslovima omoguéava otpustanje probiotika (Anal i Singh, 2007). Polimerni matriksi se
koriste u ekstruzionim tehnikama za zaStitu probiotskih bakterija u nepovoljnim
uslovima GI trakta, odnosno u uslovima niske pH vrednosti i visoke koncentracije
zucnih soli. Isto tako, ekstruzione tehnike omogucavaju lakSu primenu probiotika u
prehrambenoj industriji. U emulzifikacionim tehnikama ili ekstruziji, alginat se najvise
koristi kao inkapsulacioni matriks za mikroinkapsulaciju probiotskih bakterija, gde se
kao krajnji proizvod dobijaju polimerna kuglice pre¢nika 0.3-3 mm (Truelstrup Hansen
et al., 2002; Krasaekoopt et al., 2003; Mandal et al., 2006).

Takode, danas su sve popularnije mikroinkapsulacione tehnike u kojima se formira

viSeslojni omotac, a u kojima se koristi kombinacija viSe inkapsulacionih tehnika.
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Primer je inkapsulisani probiotik sa tri sloja, gde je prvi sloj liofilizovan oblik u te¢noj
masti, nakon Cega sledi tvrdi omota¢ i na kraju omota¢ u kombinaciji zelatin-pektin
(Asada i sar., 2003; http://www.jintanworld.com). Prve kapsule ove tehnike su
napravljene u dizni (multi nozli) u kombinaciji sa ekstruzionim tehnikama. Medutim,
veliki nedostatak ove metode je visoka cena.

Sve mikroinkapsulacione tehnike zadovoljavaju najbitniji parametar probiotskih
bakterija, tj. formiraju zastitni omota¢ koji omogucava bolju vijabilnost probiotskih
bakterija u GI traktu, ali i tokom proizvodnje prehrambenih proizvoda. Medutim, veliku
ulogu u izboru odgovaraju¢e mikroinkapsulacione tehnike igra i ekonomska isplativost
tehnike. Zbog toga, kao jedna od zastupljenijih mikroinkapsulacionih tehnika u
prehrambenoj industriji, ali i u mikroinkapsulaciji probiotskih bakterija, jeste tehnika

sprej susenja.

1.6.2. Tehnika mikroinkapsulacije sprej suSenjem

Proces mikroinkapsulacije sprej suSenjem predstavlja proces koji moze da proizvede
velike koli¢ine krajnjeg proizvoda za relativno kratko vreme, pri ¢emu postupak ima
veoma male troSkove. S obzirom na to da se tokom procesa sprej susenja uspostavlja
visoka temperatura, moze do¢i do pojave termicke inaktivacije probiotskih bakterija.
Medutim, upotreba odgovaraju¢eg medijuma za sprej suSenje, kao 1 promena
parametara u metodologiji, znacajno povecava broj prezivelih probiotskih ¢elija (Picot i
Lacroix, 2003). U literaturnim podacima se kao primer navodi inkorporacija
termoprotektanata, kao $to su obrano mleko ili adinol (Selmer-Olsen et al., 1999),
trehaloza (Conrad et al., 2000), rastvorljiva vlakna (Crittenden et al., 2001), koji
omogucavaju bolju vijabilnost probiotskih bakterija tokom suSenja i skladiStenja. Pored
toga, sprej suSene probiotske bakterije mogu da imaju joS jedan zastitni sloj koji
omogucava bolju zaStitu u kiseloj sredini GI trakta, kao 1 odgovaraju¢u zaStitu od
dejstva zucnih kiselina (Semyonov et al., 2010).

U literaturi je pronaden veliki broj studija gde je proces sprej suSenja koriS¢en za
mikroinkapsulaciju razli¢itih probiotskih Lactobacillus i Bifidobacterium bakterija, kao
Sto su na primer Lb. paracasei (Gardiner et al., 2000; Desmond et al., 2002), Lb.
curvatus (Mauriello et al., 1999), Lb. acidophilus (Prajapati et al.,1987), Lb. plantarum
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(Radulovi¢ et al., 2011b, 2012c), Lb. rhamnosus (Corcoran et al.,, 2004) i
Bifidobacterium ruminantium (O’Riordan et al., 2001). Vecina navedenih probiotika je

takode ostvarila primenu u prehrambenim proizvodima.

1.6.2.1.  Proces sprej susenja

Proces sprej suSenja se sastoji od tri osnovne faze (Petrovi¢, 2011). Prva faza
predstavlja rasprSivanje medijuma za suSenje u fine Cestice. U drugoj fazi, Cestice
dolaze u dodir s toplim vazduhom temperature do 200°C, nakon ¢ega se prevode u suve
Cestice. Poslednja faza obuhvata separaciju osuSenih cestica od vlaznog vazduha i
sakupljanje dobijenog praha u odgovarajuc¢oj posudi. Na slici 3 prikazana je
laboratorijska sprej susnica.

Medijum za suSenje se sastoji od nosaca i uzorka koji se inkapsulira, u ovom slucaju
probiotske bakterije. Nakon zasejavanja 1 rastvaranja probiotskih bakterija u
odgovaraju¢em nosacu, medijum se uvodi u aparat za sprej suSenje i zagreva do
temperature znatno viSe od tacke kljuc¢anja vode. Kada medijum dospe u oblast visoke
temperature, dolazi do rasprSivanja uzorka. Veli¢ina Cestica zavisi od izbora igle za

rasprsivanje.

Slika 3. Labaratorijska sprej susnica, model B-290, BUCHI (Svajcarska)
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Nakon rasprsivanja, ¢estice se susrecu sa strujom zagrejanog vazduha. Ulazna i izlazna
teperatura vazduha za suSenje, kao i1 protok vazduha za suSenje i njegova relativna
vlaznost, predstavljaju parametre koji uticu na suSenje Cestica u ciklonu. Ulazna
temperatura predstavlja nezavisno promenljivu, dok je izlazna temperatura odredena
ulaznom temperaturom, brzinom protoka medijuma za suSenje i brzinom protoka
vazduha. Nosac¢ za sprej susenje, kao i brzina isparavanja mogu uticati na morfologiju
Cestica, jer prilikom previsoke izlazne temperature suSenja moze do¢i do deformacije
Cestica, dok se pri isuvise niskim izlaznim temperaturama mogu dobiti vlazne i lepljive
Cestice (Celik, 2006).

Dobijeni prah se razdvaja od vlaznog vazduha pomocu centrifugalne sile u ciklonu.
Centrifugalna sila se javlja kada prah i vlazan vazduh izlaze iz ciklona, usled poveéane
brzine strujanja vazduha. Suve Cestice praha se kre¢u prema zidovima ciklona i gube
energiju usled udaranja u zidove ciklona, nakon ¢ega se prah sakuplja na dnu ciklona u
posudi.

Na veli¢inu Cestica 1 kvalitet suSenja uti¢u odnos ulazne i izlazne temperature, brzina

rada pumpe, brzina aspiracije, rasprSavanja, kao i koncentracija rastvora koji se susi.

1.6.2.2. Nosa¢i za mikroinkapsulaciju probiotskih bakterija sprej

suSenjem

Supstrati za mikroinkapsulaciju sprej suSenjem mogu biti veoma razliciti, a najcesce se
koriste nosaci iz grupe proteina, peptida, polisaharida, mikroceluloznih vlakana, itd.
Kao jedan od naj¢esc¢e primenjenih nosaca za inkapsulaciju probiotskih bakterija koristi
se rekonstituisano obrano mleko. Proteini mleka dovode do formiranja zastitne barijere
oko probiotskih bakterija, dok kalcijum povecava sposobnost preZivljavanja probiotskih
bakterija nakon dehidratacije. Isto tako, prednosti mleka kao nosaca za inkapsulaciju
sprej susenjem se ogledaju 1 u prilagodenom rastu probiotskih bakterija u mleku, gde
sposobnost autoagregacije probiotskih bakterija na poviSenoj temperaturi dovodi do
povecanja vijabilnosti.

Polisaharidi koji se koriste kao nosaci probiotskih bakterija su inulin, skrob, dekstrini,
itd., dok se od oligosaharida najcesc¢e koriste frukto-oligosaharidi, sojini oligosaharidi,
laktuloza, itd. (Shimura et al., 1991).
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1.6.2.3.  Odredivanje broja vijabilnih ¢elija nakon sprej susenja

Odredivanje vijabilnosti bakterija generalno se smatra preduslovom za optimalnu
aktivnost probiotskih bakterija, gde veoma bitnu ulogu ima sposobnost metode da
razdvoji ostecene ili mrtve od Zivih ¢éelija. Tradicionalno, metoda razredenja se koristi
za ispitivanje vijabilnosti probiotika, iako ova metoda poseduje odredene nedostatke
kao Sto su nemogucénost razlikovanja mrtvih i zivih ¢elija, relativno dugo vreme
potrebno za rast kolonija, izbor odgovarajuce podloge za rast bakterija itd. (Breeuwer i
Abee, 2000). Prilikom izbora odgovaraju¢e metode za odredivanje broja probiotskih
bakterija, kao najbitniji parametar se navodi mogucnost razlikovanja mrtvih ili
oSteCenih i zivih ¢elija. S obzirom na to da je tokom procesa sprej suSenja prisutna
visoka temepratura koja moze dovesti do liziranja ¢elija, odredivanje broja sprej susenih
¢elija je od velike vaznosti za dalju primenu probiotika. Pored toga, mnoge
karakteristike probiotskih bakterija zavise viSe od aktivnosti probiotika nego od
njegovog broja.

U literaturnim podacima pronaden je predlog da su zastupljena Cetiri razli¢ita oblika
¢elija: vijabilan (aktivne 1 kulturabilne Ccelije), uspavan (neaktivne i pri kraju
kulturabilnosti), aktivne, ali nekulturabilne ¢elije 1 mrtve (neaktivne i1 nekulturabilne
¢elije) (Kramer et al., 2009). Ustanovljeno je da uspavane probiotske bakterije mogu
biti prisutne i u mle¢nim proizvodima, kao i u fermentisanim proizvodima tokom duZeg
perioda skladiStenja. Isto tako, u pojedinim istraZivanjima je ustanovljeno i da mrtve
probiotske ¢elije mogu da ostvare odredene efekte (Ouwehand et al., 2000; Zhang et al.,
2005).

Shodno tome, tokom ispitivanja probiotskih bakterija razvile su se metode brzog
odredivanja vijabilnosti ¢elija, s moguénoScéu razlikovanja mrtvih i1 Zivih ¢elija. Kao
moguca reSenja za odredivanje broja probiotskih bakterija u literaturnim podacima
navodi se real time PCR metoda, kao i fluorescentne tehnike koje imaju potencijal da
zamene tradicionalno odredivanje broja probiotskih bakterija. Real time PCR metoda je
jedna od mnogobrojnih molekularnih metoda, u kojoj se na veoma jednostavan i brz
nacin moze odrediti broj probiotskih ¢elija. Ova metoda je ostvarila svoju primenu u

odredivanju broja patogenih mirkoorganizama u razli¢itim prehrambenim proizvodima i
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skoro u potpunosti zamenila tradicionalne metode identifikacije patogenih koje mogu da
traju i do nekoliko dana.

Medutim, metoda odredivanja broja pomocu real time PCR ima odredene nedostatke.
Izolacija DNK predstavlja jedan od osnovnih nedostataka ove molekularne metode, jer
ne postoji moguénost razlikovanja zivih i mrtvih ¢elija, zbog ¢ega DNK mrtvih ¢elija
utice na rezultate kvantifikacije celija. Zbog toga su uvedene odredene promene
prilikom izolacije DNK mikroorganizama. U literaturnim podacima se navodi
koriS¢enje etidijum monoazida (EMA) kao interkaliraju¢e boje (Wang i Levin, 2006;
Lee i Levin, 2007; Seratli¢c, 2014). Medutim, zbog nedostataka selektivnosti i
sveobuhvatne primene, EMA je zamenjen propidijum monoazidom (PMA). PMA
predstavlja DNK-interkaliraju¢u boju sa azidnom grupom koja omogucava vezivanje za
DNK nakon izlaganja jakoj svetlosti, nakon ¢ega PMA inhibira PCR amplifikaciju.
Zbog svog dejstva, PMA omogucava PCR amplifikaciju samo intaktnih ¢elija, odnosno
omogucava inhibiciju mrtvih i oStecenih ¢elija (Nocker et al. 2007a,b, 2009). U
dosada$njim istrazivanjima uglavnom su PMA real time PCR metode kori$¢ene za
patogene mikroorganizme kao Sto su E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Micrococcus luteus, Salmonella typhimirium, Staphylococcus aureus, itd. (Nocker et al.,
2006). Medutim, u novijim istrazivanjima, real time PCR metode sa PMA tretmanom su
koriS¢ene i za odredivanje vijabilnosti probiotika nakon liofilizacije (Kramer et al.,
2009; Bogovi¢ Matijasi¢ et al., 2010), kao i nakon inkapsulacije alginatom (Oketi¢ et
al., 2015). Medutim, ispitivanje sprej susenih probiotika vrSeno je samo u pojedinim
radovima (Radulovi¢ et al., 2012e), gde su ispitivane vijabilnost i probiotske
karakterstike potencijalnih probiotika, pre i nakon inkapsulacije sprej susenjem. Takode,
ispitana je 1 vijabilnost sprej suSenih potencijalnih probiotika nakon dve godine
skladistenja (Mirkovi¢ et al., 2012). Rezultati istrazivanja su potvrdili efikasnost PMA,
kao i brzinu i preciznost real time PCR metode.

1.7.  Primena probiotskih bakterija u proizvodnji hrane

Funkcionalna hrana sa dodatkom probiotskih bakterija se po prvi put pojavila na trzistu
krajem devedesetih godina proslog veka (Young, 1998), dok je danas Siroko zastupljena

na svetskom trzi$tu i namenjena je svim kategorijama potroSaca. Probiotske bakterije su
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sve vise dostupne u razli¢itim prehrambenim proizvodima kao $to su fermentisani
proizvodi od mleka, termicki obradena mleka, vocni jogurt, razli¢iti sirevi, mlecni
namazi, sladoled, maslac, ali isto tako i zdravi ,,snack bar“-ovi, infant formule, decija
hrana, sokovi, ovsene kasSe i razli€iti konditorski proizvodi, kao na primer cokolada, itd.
Takode, veliki broj prehrambenih proizvoda sa probiotskim bakterijama je u fazi
razvoja. Medutim, bitno je ista¢i da pre primene u proizvodnji funkcionalne hrane,
probiotske bakterije moraju biti ispitane u industrijskim uslovima, gde treba da
zadovolje sve probiotske kriterijume, odnosno da zadrze svoju funkcionalnost i
vijabilnost nakon distribucije u smrznutom, suSenom ili inkapsulisanom obliku. Pored
toga, probiotske bakterije ne smeju da utiCu na prepoznatljiv ukus prehrambenog
proizvoda, §to je ve¢ navedeno. S druge strane, veoma je pozeljno da utiu na
poboljSanje senzornog kvaliteta.

Siroka paleta proizvoda sa dodatkom probiotskih bakterija dovodi do sve veée
popularnosti probiotika i promovisanja njihovih pozitivnih efekata na ljudsko zdravlje.
Takode, funkcionalna hrana sa dodatkom probiotskih bakterija predstavlja pomak na
putu promovisanja hrane sa zdravstvenim efektima, zbog ¢ega se ova vrsta hrane
popularno naziva ,,nutriceutikals®. Ova grupa proizvoda ima ulogu u o¢uvanju zdravlja i
poboljsanju odredenih fizioloSkih funkcija organizma.

Pored probiotika, u proizvodnji prehrambenih proizvoda koriste se i razli¢iti prebiotici u
koje ubrajamo oligosaharide, poput frukto-oligosaharida, laktuloze, rafinoze, inulina,
itd. Pod pojmom prebiotici se podrazumevaju nesvarljivi sastojci hrane (obi¢no
polisaharidi), koji selektivno stimuliSu rast probiotskih bakterija u crevima. Na taj nacin,
prebiotici podsti¢u sposobnost kolonizacije GI trakta probiotskim bakterijama, ¢ime se
povecava i njihovo inhibitorno dejstvo prema patogenim bakterijama (Gibson i
Robrefroid, 1995; Cummings i Macfarlane, 2002).

lako je u svetu primena probiotika i prebiotika Siroko zastupljena u proizvodnji
razli¢itih vrsta namirnica biljnog i animalnog porekla (proizvodi od mleka, proizvodi od
mesa, snack obroci, konditorski proizvodi, margarin, sladoledi, prelivi za salate, sokovi,
decija hrana i dr.) kod nas je primena probiotika ograni¢ena uglavnom na fermentisane
proizvode od mleka.

U daljem tekstu, paznja ¢e biti posvecena primeni probiotika u proizvodnji tri razli¢ita

prehrambena proizvoda, jogurta, siru od ultrafiltriranog (UF) mleka i crnoj ¢okoladi,
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koji su u ovom radu proucavani kao nosaci slobodnih i inkapsulisanih probiotskih

bakterija.

1.7.1. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji jogurta

Na svetskom trzistu se nalazi vise od 600 proizvoda od mleka koji koriste termin
probiotski (Sveje, 2007), od kojih su najzastupljeniji fermentisani proizvodi od mleka. S
obzirom na to da je navedeni broj probiotskih proizvoda registrovan pre skoro 10
godina, taj broj je danas vrlo verovatno znatno veé¢i. Prema Pravilniku o kvalitetu
proizvoda od mleka i starter kultura (SI. glasnik, br. 34/2014) navodi se da se u
fermentisane proizvode od mleka ubrajaju jogurt, kiselo mleko, fermentisani proizvodi
od mleka sa probiotskim bakterijama, kefir i drugo. Jogurt je prema navedenom
Pravilniku definisan kao proizvod dobijen fermentacijom mleka delovanjem simbiotske
kulture Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, dok
se fermentisani proizvodi od mleka sa probiotskim bakterijama definiSu kao proizvodi
dobijeni fermentacijom mleka delovanjem probiotskih starter kultura ili kombinacijom
probiotskih starter kultura sa drugim bakterijama mle¢ne kiseline. S obzirom na to da je
tokom eksperimentalnog dela ove doktorske disertacije proizveden jogurt sa dodatkom
probiotskih bakterija, gde su jogurtne starter kulture koris¢ene za fermentaciju mleka, a
probiotske bakterije kao dodatne kulture, u nastavku teksta koristi¢e se termin jogurt sa
probiotskim bakterijama.

Prema najnovijim istraZivanjima, trZiSte probiotskih proizvoda c¢e rasti za 6,8%
godisnje, tokom narednih 5 godina, S$to trenutno predstavlja najinteresantnije trziSte
(http://lwww.nutraingredients.com). Smatra se da rastu¢i interes potrosaca za
probioticima i njihovim mnogobrojinim pozitivnim efektima na ljudsko zdravlje ima
klju¢nu ulogu u neprekidnom rastu trzista probiotika. Fermentisani proizvodi od mleka
sa probioticima su najzastupljeniji na trzistu probiotskih proizvoda. Jogurt, kao jedan od
najpoznatijin fermentisanih proizvoda od mleka, odavno je poznat kao proizvod s
mnogobrojnim pozitivnim zdravstvenim efektima na ljudsko zdravlje, zbog Cega vecéina
potrosaca smatra jogurt ,,zdravom* namirnicom. Poslednjih 20-tak godina doslo je do
znacajnog povecanja popularnosti jogurta kao prehrambenog proizvoda (Hamann i

Marth, 1983), usled dodatka probiotskih bakterija, koje dovode do poboljsanja
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nutritivne i fizioloske slike jogurta. Lb. acidophilus i B. bifidum su probiotske bakterije
koje se najcesce primenjuju u proizvodnji jogurta.

Proizvodnja jogurta se vrS$i u strogo kontrolisanim uslovima, sa dodatkom jogurtne
starter kulture St. thermophilus i Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Ove dve kulture
rastu u simbiozi, pri ¢emu Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus svojom proteolitickom
aktivno$¢éu obezbeduje potrebne aminokiseline, a St. thermophilus snizava pH
produkcijiom mle¢ne kiseline, ¢ime se stvaraju povoljni uslovi za rast Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus. Jogurtne starter kulture se dodaju u odnosu 1:1.

Sposobnost prezivljavanja probiotskih bakterija u jogurtu zavisi od razli¢itih faktora,
kao $to su vrste bakterija mlecne kiseline, interakcija izmedu prisutnih sojeva, hemijski
sastav fermentisanog proizvoda, pH vrednost, dostupnost hranljivih materija
neophodnih za rast, sadrzaj inhibitora i promotora rasta, koncentracije Se¢era (osmotski
pritisak), nivo inokulacije, temperature, fermentacije, vremena i temperature
skladistenja, itd. (Lourens-Hattingh i Viljoen, 2001).

Jedan od ograni¢avaju¢ih faktora za primenu pojedinih kultura u jogurtu jeste
nedostatak tolerancije na kisele uslove sredine (Klaver et al., 1993). S obzirom na to da
se tokom fermentacije poveéava sadrzaj mle¢ne kiseline, pH vrednost se smanjuje.
Nakon proizvodnje, u pojedinim slu¢ajevima dolazi do naknadnog pada pH vrednosti
proizvoda nakon fermentacije ili tokom skladiStenja, $to dovodi do pojave ,,post-
acidifikacije*. Do preterane kiselosti proizvoda moze do¢i usled nekontrolisanog rasta
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus na niskim temperaturama i pH vrednostima. Pojava
,post-acidifikacije se moZe spre€iti primenom kulture sa smanjenom ,,post-
acidifikacijom®, kao i primenom dobre proizvodacke prakse (Kneifel et al., 1993).
Budu¢i da broj probiotskih ¢elija u jogurtu opada tokom skladistenja, neophodno je da
se odaberu sojevi koji obezbeduju visok kvalitet jogurta sa probiotskim bakterijama.
Shodno tome, prilikom ispitivanja vijabilnosti Lb. acidophilus u jogurtu, ustanovljeno je
da su pojedini sojevi ostvarili visoku vijabilnost i nakon 28 dana skladiStenja na
temperaturi od 7°C (Lourens-Hattingh i Viljoen, 2001).

Probiotske bakterije se prilikom proizvodnje jogurta uglavnom primenjuju u vidu
liofilizovanih ili smrznutih kultura, dok se u pojedinim istrazivanjima primenjuju kao
mikroinkapsulisani probiotici u vidu alginatnih cestica. U literaturnim podacima

pronadeno je da su probiotske bakterije Lb. acidophilus DD910 i B. lactis DD920
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ostvarile veoma dobru vijabilnost u inkapsulisanoj formi sa alginatom u jogurtu, u
odnosu na slobodne ¢elije probiotika (Sultana et al.,, 2000). Takode, senzorne
karakteristike jogurta sa probioticima su ostale nepromenjene. Medutim, tehnika sprej
suSenja uglavnom je koriS¢ena za sprej suSenje jogurta sa dodatim probiotskim
bakterijama, gde se kao krajnji proizvod dobijao prah jogurta sa probioticima (Kearney
et al., 2009; Medeiros et al., 2014). S obzirom na to da jogurt ima relativno kratak rok
trajanja, kao i da je neophodno da se skladisti na niskim temperaturama, proces sprej
susenja je znatno olakSao transport, skladiStenje i komercijalizaciju usled dehidriranosti
proizvoda, Sto je takode dovelo do niske aw vrednosti. Sprej suSeni jogurt sa
probioticima je ostvario primenu u proizvodnji razli¢itih fermentisanih proizvoda od
mleka, pekarskih proizvoda, supa i deserta, a prema nekim literaturnim podacima sprej
suseni jogurt sa probioticima moze da se koristi kao kljuéni sastojak funkcionalne hrane
(Kearney et al., 2009). Takode, rok trajanja ovog proizvoda je znacajno povecéan, ¢ak do

4 meseca.

1.7.2. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji sira

Pored jogurta, sirevi kao mle¢ni proizvodi, takode zauzimaju bitno mesto u proizvodnji
hrane sa dodatkom probiotskih bakterija. Sir predstavlja jedan od najsvestranijih
prehrambenih proizvoda s mnogobrojnim pozitivnim karakteristikama na ljudsko
zdravlje, pri ¢emu postoje mnogobrojne vrste koje su pogodne za sve starosne grupe.
Raznovrsnost sireva nudi niz mogucnosti za njegovu primenu kao nosaca probiotskih
bakterija. Medutim, razvoj probiotskih sireva podrazumeva obavezno poznavanje svih
koraka proizvodnje, kao i uticaja sastava sira na vijabilnost probiotskih bakterija tokom
proizvodnje, skladiStenja 1 prolaza kroz gastrointestinalni trakt. Zbog svojih
karakteristika 1 sastava, sir predstavlja pogodnu sredinu za prezivljavanje probiotika. Sir
ima veci puferski kapacitet, ¢ime postize vecu pH vrednost kisele sredine
gastrointestinalnog trakta i na taj nacin stvara povoljnije uslove za prezivljavanje
probiotika, u odnosu na fermentisane proizvode od mleka. Isto tako, gus¢i matriks i
relativno veci sadrzaj masti pruza bolju zaStitu probiotskim bakterijama prilikom
prolaza kroz nepovoljne uslove gastrointestinalnog trakta (Ross et al., 2002; Bergamini
et al., 2005).
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S obzirom na to da veéina fermentisanih proizvoda od mleka ima kratak rok trajanja, sir
predstavlja dobru alternativu sa Sirokom paletom razli¢itih vrsta, gde se ostvaruje
mogucnost znatno duzeg perioda skladiStenja. Medutim, odredeni broj studija je
pokazao pozitivan uticaj potencijalnih i komercijalnih probiotskih bakterija na senzorne
karakteristike i teksturu svezih sireva, pri ¢emu su probiotici opstali u odgovaraju¢em
broju tokom proizvodnje i skladi$tenja. Blanchette et al. (1996) su proizveli Kotidz sir
koji je tokom 10 dana skladistenja sadrzao B. infantis na nivou veéem od 10° cfug™ sira.
Pored Kotidz sira, B. bifidum i Lb. casei pokazali su dobru vijabilnost u svezem siru i
nakon 15 dana skladiStenja (Suarez-Solis et al., 2002). Probiotska bakterija Lb.
paracasei subsp. paracasei LBC 82 je tokom proizvodnje Minas sira bila na nivou 10°
cfug™, da bi se taj broj nakon 21 dana skladistenja povecao na nivo 108 cfug™ (Buriti et
al., 2005). Minas sir je proizveden i sa dodatkom Lb. acidophilus La-5, gde je ispitivana
vijabilnost probiotika i senzorne karakteristike sira. Nakon 21 dana skladiStenja,
rezultati istrazivanja pokazali su da je probiotik Lb. acidophilus La-5 bio na nivou 107
cfug™ i da je doslo do poboljsanja senzornih karakteristika.

Probiotski sirevi su sve viSe zastupljeni u razli¢itim studijama o probioticima,
obuhvatajuéi i ispitivanja uticaja probiotskih sireva na zdravlje ljudi. Shodno tome,
istrazivanja su pokazala da je probiotska bakterija Lb. paracasei ATCC334 imala
veoma dobru vijabilnost u Cedar siru (Sharp et al., 2008). Pored toga, Cedar sir sa
navedenim probiotikom pokazao je veéi broj prezivelih ¢elija u simuliranim Zeluda¢nim
uslovima u odnosu na jogurt sa istim probiotikom. Isto tako, razliCite probiotske
bakterije, B. animalis BLC-1, Lb. acidophilus LAC-1, Lb. paracasei LSC-1, Lb. brevis
LMG6906, pokazale su dobru sposobnost prezivljavanja kisele sredine (pH 2,5-3,0) i
pepsina (1000 U/ml), kao i Zu¢nih soli (0,3 w/v) u portugalskom siru (Madureira et
al.,2005).

Pojedini probiotski sirevi su u klini¢kim studijama pokazali da probiotske bakterije
ostvaruju svoje zdravstvene efekte i u industrijskim uslovima, odnosno nakon
proizvodnje i skladistenja sireva (Cruz et al., 2009a). Probiotski argentinski sir sa Lb.
acidophilus A9, B. bifidum A12 i Lb. paracasei A13 pokazao je imunomodulatorni
kapacitet, omogucavaju¢i povecanje fagocitne aktivnosti, kao i znacajno povecanje
broja IgA* ¢elija (Medici et al., 2004). Ahola et al. (2002), su ispitivali uticaj

probiotskog Edam sira sa Lb. rhamnosus Lc705 i Lb. rhamnosus LGG na karijes zuba,
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gde su ustanovili da inhibiraju rast S. mutans, koji predstavlja jednog od najcesceg
izazivaCa Kkarijesa. Takode, ispitivan je uticaj probiotskog sira sa dodatkom Lb.
rhamnosus LGG, Lb. rhamnosus LC705, Propionibacterium freundenreichii ssp. i
Shermani JS na oralnu kandidijazu kod starije populacije (Hatakka et al., 2007). U
istrazivanju su ucestvovale 92 starije osobe koje su konzumirale probiotski sir tokom 16
nedelja. Rezultati istrazivanja su pokazali da je dosSlo do redukcije broja oralnih kvasaca
za 25%, pri cemu je tretman sa probiotskim sirom smanjio rizik pojavljivanja oralnih
kvasaca za 75%. Autori predlazu da probiotski sir moze biti koriS¢en kao preventiva za
smanjenje rizika od umanjenja lucenja pljuvacke i suvih usta i da pozitivno utice na
oralno zdravlje.

Navedena ispitivanja, kao i mnoga druga, ukazuju na veliki potencijal primene
probiotskih bakterija u proizvodnji razli¢itih vrsta sireva, §to doprinosi unapredenju

kvaliteta sireva, kao 1 prosirivanju palete probiotskih proizvoda.

1.7.3. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji ¢okolade

Kao sto je do sada ve¢ navedeno, za primenu probiotskih bakterija su se uglavnom
koristili mleko 1 mle¢ni proizvodi. Medutim, odredeni broj potrosaca nije u mogucnosti
da konzumira mle¢ne proizvode sa probiotskim bakterijama usled alergije na proteine
mleka, netolerancije na laktozu ili zbog vegeterijanske ishrane. Uzimajuéi u obzir
navedene razloge, sve je viSe novih nemle¢nih proizvoda sa dodatkom probiotskih
bakterija koji su dostupni svim kategorijama potrosaca, a koji predstavljaju izazov za
primenu probiotskih bakterija (Andersen, 1998). Proizvodi kao $to su snack-barovi,
razliite Zitarice (npr. ovsene kase), sokovi, fermentisane kobasice, itd. predstavljaju
samo neke od nemle¢nih namirnica gde se mogu primeniti probiotske bakterije.

Jedan od funkcionalnih nemle¢nih prehrambenih proizvoda, s prepoznatljivim i
karakteristiénim slatkim ukusom, u koji je moguce inkorporirati probiotske bakterije
jeste &okolada. Cokolada predstavlja suspenziju ¢okoladne mase koja se sastoji od
kakao Cestica, zasladivaca, kakao maslaca i u zavisnosti od vrste ¢okolade moze da
sadrzi 1 mleko (mle¢na Cokolada). Najbitnije faze proizvodnje Cokolade su pecenje
kakaa, konciranje i temperiranje, nakon ¢ega se dobija finalni proizvod prepoznatljivog

izgleda, ukusa i mirisa, sa karakterstikom da se na sobnoj temperaturi nalazi u ¢vrstom
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stanju, dok se nakon unosa u organizam (usta) topi. Na osobine ¢okolade u koje se
ubrajaju razli¢ite fizicko hemijske, reoloske i prethodno navedene karakteristike,
znacajno uti¢u osobine kakao maslaca i meSavine sa drugim mastima.

Cokolada se prema sirovinskom sastavu i na¢inu proizvodnje moZe podeliti u vise vrsta,
pri ¢emu su najbitnije mlecna, bela i crna (Lali¢i¢-Petronijevi¢, 2012). Tradicionalna
cokolada se proizvodila od kakao zrna, koja predstavlja jedan od najznacajnijih
koncentrisanih izvora flavanola, koji ¢ine podgrupu prirodnih antioksidanasa biljnih
jedinjenja, flavanoida. Ispitivanja koja su sprovedena u prethodnih 15 godina
predstavljaju dokaz da umereno konzumiranje cokolade, pogotovo crne, moze da
ispoljava zastitine efekte u borbi protiv kardiovaskularnih bolesti (Lippi et al., 2009).
Pored toga, cokolada predstavlja i izvor kalcijuma, kao i mnogih drugih bioloskih
komponenti kao §to su polifenoli i tokoferoli (Nebesny et al., 2007). Sastav crne
cokolade, tacnije masne globule, znacajne Su u ocuvanju zivih Celija probiotskih
bakterija tokom duzeg perioda skladiStenja, u pojedinim slucajevima i do godinu dana.

S obzirom na to da je u pojedinim fazama proizvodnje crne ¢okolade prisutna visoka
temperatura, prilikom primene probiotskih bakterija potrebno je modifikovati
tehnologiju proizvodnje, kako bi se ostvarila odgovaraju¢a vijabilnost probiotskih
bakterija. PoSto crna Cokolada ima karakteristi€an 1 prepoznatljiv ukus koji je veoma
bitan potrosac¢ima, prilikom primene probiotskih bakterija veoma je bitno da senzorne
karakteristike Cokolade ostaju nepomenjene.

Nebesny et al. (2007) su primenom liofilizovanih probiotskih bakterija Lb. casei ili Lb.
paracasei u proizvodnji crne cokolade ustanovili da probiotska crna c¢okolada
predstavlja proizvod sa pozitivnim zdravstvenim efektima na ljudsko zdravije.
Redovnom konzumacijom probiotske crne cokolade ostvaruje se profilakticki 1
terapeutski efekat na potroSace, pri ¢emu je senzorni kvalitet crne Cokolade ostao
nepromenjen. Isto tako, primenom liofilizovanih kultura Lb. acidophilus NCFM i
Bifidobacterium animals ssp. lactis HN 019 u proizvodnji crne ¢okolade, dobijen je
funkcionalni proizvod sa nepromenjenim senzornim karakteristikama i neophodnim
brojem probiotskih bakterija nakon 180 dana skladiStenja na sobnoj temperaturi
(Lalici¢-Petronijevi¢, 2012). Takode, pregledom literature je ustanovljeno da su i sprej

susene probiotske bakterije inkorporirane u ¢okoladi (Maillard i Landyut, 2008).
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Pored crne cokolade, probiotske bakterije su ostvarile primenu i u drugim vrstama
Cokolade (Mandal et al., 2013; Lalici¢-Petronijevi¢ et al., 2015), kao i u ¢okoladnom
musu (Aragon-Alegro et al.,2007) i sufleu (Malmo et al., 2013). Probiotske bakterije su
u svakom istrazivanju ostvarile veoma dobru vijabilnost, a u pojedinim slucajevima 1
zdravstveni efekat (Khanafari et al., 2012).

Cokolada sa probioticima je dostupna na svetskom trzistu, ali je ispitivanje uticaja ovog
proizvoda kao nosaca probiotika aktuelno u zadnjih nekoliko godina (Maillard i
Landyut, 2008). Prema navodima ovih autora, vijabilnost probiotskih bakterija koje su
inkorporirane u ¢okoladi bila je tri puta veéa u tankom crevu, u odnosu na probiotske
bakterije primenjene u mle¢nim proizvodima. Possemiers et al. (2010) su ustanovili da
cokolada predstavlja bolji nosa¢ probiotskih bakterija prilikom prolaza kroz
gastrointestinalni trakt, u odnosu na mle¢ne proizvode. Takode, ustanovljeno je da 80%
probiotskih bakterija u crnoj ¢okoladi prezivljava simulirane uslove gastrointestinalnog
trakta pomocu simulatora ljudskog intestinalnog mikrobnog sistema (Simulator of
Human Intestinal Microbial Ecosystem—SHIME), dok je kod mle¢ne ¢okolade prezivelo
1 do 91% probiotskih celija. Sposobnost prezivljavanja probiotskih kultura je bila
znacajno manja u mleku, gde je prezivelo samo 17% ¢elija. Autori su takode utvrdili da
se probiotici veoma dobro kolonizuju u crevima, kao i da dovode do povecanja broja
korisnih bakterija, $to ukazuje na €injenicu da ¢okolada, crna ili mle¢na, predstavlja
veoma dobar nosac probiotika kroz GI trakt.

Pored obogacivanja ¢okolade sa probiotskim bakterijama, u pojedinim istrazivanjima su
primenjeni i prebiotici. Autor Cari¢ (2010) je liofilizovani Lb. helveticus M92, zajedno
sa inulinom i malitolom, primenila u proizvodnji crne i mle¢ne ¢okolade. Ispitivanjima
vijabilnosti  probiotske bakterije ustanovljeno je da kultura prezivljava na
zadovoljavaju¢em nivou i nakon godinu dana skladiStenja. Takode, probiotik Lb.
helveticus M92 je ostvario veci broj ¢elija u ¢okoladi u simuliranim uslovima, u odnosu
na samu liofilizovanu kulturu, ¢ime je Cokolada jo$ jednom pokazala veoma dobru
zaStitnu ulogu.

Generalno posmatrano, probiotske bakterije su ostvarile primenu u razliCitim
prehrambenim proizvodima, od mleka 1 mle¢nih proizvoda, pa sve do omiljenog
konditorskog proizvoda, ¢okolade. U svim tim istrazivanjima, probiotske bakterije su

ostvarile odgovarajuci broj i nakon veoma dugog perioda skladiStenja i nisu uticale na
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senzorni kvalitet proizvoda. Medutim, pronaden je veoma mali broj literaturnih
podataka koji su ispitivali zastitnu funkciju prehrambenih proizvoda u in vivo studijama,

odnosno ulogu nosaca probiotskih bakterija prilikom prolaza kroz Gl trakt.

1.7.4. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji drugih prehrambenih

proizvoda

Kao $to je prethodno navedeno, probiotske bakterije Su sve viSe zastupljene u
nemle¢nim proizvodima, gde ostvaruju odgovaraju¢i broj i nakon duzeg perioda
skladiStenja, kao i mnogobrojne pozitivne zdravstvene efekte. Medutim, na trzistu je
veoma popularan jo§ jedan mlecni proizvod sa dodatkom probiotskih bakterija,
sladoled.

Sladoled predstavlja jo$ jedan proizvod u koji je moguée inokulisati probiotske
bakterije. Sladoled se sastoji od mleka, zasladivaca, stabilizatora, emulzifikatora i
dodataka ukusa (Marshall et al., 2003). Zbog svog sastava, sladoled predstavlja veoma
dobar nosa¢ probiotskih bakterija zahvaljujué¢i prisustvu masti 1 laktoze, mle¢nim
proteinima i drugim komponentama (Cruz et al., 2009b). Probiotske bakterije Lb.
acidophilus, Lb. agilis i Lb. rhamnosus su primenjene u proizvodnji sladoleda sa
dodatkom saharoze i aspartama, pri ¢emu je proizvod skladisten tokom 6 meseci na
temperaturi od -20°C (Basygit et al., 2006). Tokom skladistenja, vijabilnost probiotika
je pracena na svakih mesec dana, a ispitivana je 1 rezistencija na Zu€ne soli i
hidrohloridnu kiselinu, kao i antibiotska rezistencija. Na osnovu rezultata, autori su
zakljucili da su probiotske bakterije ostvarile vijabilnost na odgovaraju¢em nivou, kao i
da nije doslo do bilo kakvog uticaja na senzorne karakteristike proizvoda. Probiotska
bakterija Lb. johnsonii La-1 je takode primenjena u proizvodnji sladoleda, pri ¢emu su
autori ispitivali uticaj razlicitih sastava masti (5% 1 10% w/v), Seéera (15% 1 22%) i
temperature skladiStenja (-16°C 1 -28°C). U svim varijantama sladoleda, probiotska
bakterija Lb. johnsonii La-1 je prezivela na nivou veéem od 107 cfug”, a tekstura i
senzorni kvalitet proizvoda su ostali nepromenjeni (Alamprese et al., 2002). Sli¢ne
rezultate autori Alamprese et al. (2005) dobili su i za probiotsku bakteriju Lb.
rhamnosus CG, koja je opstala u sladoledu na nivou od 108 cfug™ i nakon godinu dana

skladiStenja.
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Pojedina istrazivanja su ustanovila da bi vo¢ni sok mogao da bude dobar medijum za
primenu probiotskih bakterija. Voéni sok bi trebalo smatrati zdravim proizvodom usled
visokog sadrzaja vitamina, antioksidanasa i polifenola, Koji ispoljavaju nekoliko
pozitivnih zdravstvenih efekata (Granatao et al., 2010). S obzirom na to da vo¢ni sokovi
imaju karakteristican ukus u zavisnosti od vrste voc¢a, veoma je bitno da probiotske
bakterije ne utiCu na umanjenje gor¢ine ili kiselosti sokova. Medutim, Luckow i
Delahunty (2004) su sproveli test medu potro$ac¢ima koji su konzumirali voéni sok sa i
bez dodatka probiotskih bakterija. PotroSaci su probiotski vo¢ni sok okarakterisali kao
proizvod sa ,,mle¢nim®, “medicinskim* i ,,prljavim* ukusom. Kasnija istrazivanja su
pokazala da dodatak tropskog voc¢a (mango, ananas, itd.) moze da doprinese poboljSanju
ukusa finalnog proizvoda i da umanji uticaj probiotskih bakterija (Luckow et al., 2006).

Probiotski proizvod, koji sadrzi voéni sok kao jednu od komponenata, veoma popularan
u Skadinavskim zemljama, jeste napitak ProViva, koji sadrzi fermentisanu ovsenu kasu
i voéni sok. Tokom proizvodnje ovog napitka, prvo se vrsi fermentacija ovsene kase
pomocéu probiotske bakterije Lb. plantarum 299v. Nakon zavrSene fermentacije, u
ovsenoj kasi je prisutno 1x10"™ cfuml™ probiotskih c¢elija Lb. plantarum 299v, koja se
potom dodaje voénom napitaku koji se proizvodi od Sipurka, borovnice, jagode,
tropskog voca, itd. Krajnji proizvod sadrzi 5x10'° cfuml™ Lb. plantarum 299v (Molin,
2001). U mnogobrojnim istrazivanjima dokazana je efikasnost ovog probiotskog
prozvoda, koji je ostvario mnogobrojne pozitivne efekte: inhibira Enterobacteriaceae u
intestinalnoj mukozi (Mao et al., 1996b), poboljsava uslove intestinalne mukoze
(Kasravi et al., 1997), uti¢e na poboljSanje jetre u slucaju oboljenja (Adawi et al., 1997),
poboljSava imuni status (Mao et al.,, 1996a), umanjuje upale mukoze (Mao et al.,
1996b), itd.

Pored sokova, razli¢iti bezalkoholni napici takode mogu da predstavljaju pogodan
medijum za probiotske bakterije. Togva (Togwa, engl.) je napitak od skroba koji se
proizvodi u Africi 1 koji je koriS¢en kao medijum za probiotske bakterije. Probiotske
bakterije nisu ostvarile uticaj na senzorni kvalitet, a takode su odrzale broj ¢éelija na
odgovaraju¢em nivou (Prado et al., 2008).

Pored razli¢itih sokova i napitaka, probiotske bakterije ostvarile su primenu i u
,»zdravim* konditorskim proizvodima. Kompanija Kraft je 2008. godine lansirala na

trziSte probiotsku Stanglu koja je sadrzala probiotsku bakteriju Lb. plantarum 299v.
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Ovaj proizvod je sadrzao probiotsku bakteriju na odgovarajuéem nivou tokom duzeg
vremenskog perioda. Zbog veoma dobrog senzornog kvaliteta i zdravstevnih efekata,
ovaj proizvod se masovno proizvodi zbog sve vece popularnosti.

Danas su sve popularniji soja i njeni proizvodi koji su sve viSe zastupljeni u
mnogobrojnim istrazivanjima, uglavnom zbog visokog sadrzaja proteina. Pored toga,
soja predstavlja izvor vlakana, vitamina K, fosfora, magnezijuma, folne kiseline, itd.
Sojino zrno sadrzi i oligosaharide, koji predstavljaju dobar izvor ugljenika za razli¢ite
Lactobacillus vrste. Sojino mleko, kao jedan od popularnijih proizvoda od soje,
pokazao se kao dobar medijum za rast Bifidobacterium, ali S nesto sporijim rastom u
odnosu na rekonstituisano obrano mleko (Granatao et al., 2010). Prilikom proizvodnje
probiotskih fementisanih sojinih prozvoda trebalo bi izvrSiti selekciju odgovarajuce
probiotske bakterije koja moze da ostvari odgovaraju¢i broj tokom proizvodnje i
skladistenja. Probiotske bakterije koje su ostvarile primenu u sojinim napicima su Lb.
acidophilus, Lb. fermentum i nekoliko vrsta bifidobakterija (Champagne et al., 2009).
Zbog pozitivnih osobina soje i njenih proizvoda, dobrih senzornih karakteristika, kao i
jednostavne inkorporacije probiotskih bakterija, prisutna je sve veca proizvodnja
probiotskih sojinih proizvoda. Takode, ovi proizvodi ostvaruju viSestruke zdravstvene
efekte.

Primena probiotskih bakterija u proizvodnji nemlec¢nih proizvoda predstavlja veliki
izazov za prehrambenu industriju. S obzirom na to da na vijabilnost probiotskih
bakterija utice veliki broj faktora kao Sto su temperatura skladistenja, pH vrednost, nivo
kiseonika, prisustvo inhibitora, itd, veoma je vazno da pravilna primena i odgovarajuci
uslovi proizvodnje i skladistenja odrze probiotske bakterije u potrebnom broju tokom

duzeg perioda.

1.8. In Vivo ispitivanje sposobnosti prezivljavanja

gastrointestinalnih uslova

Sposobnost prezivljavanja niskih pH vrednosti i Zu¢nih soli potencijalnih probiotskih
bakterija jedan je od prvih kriterijuma prilikom selekcije probiotskih bakterija. Kao §to
je ve¢ spomenuto, jednostavni in vitro testovi uglavnom su kori$¢eni za procenu

tolerancije na gastrointestinalne uslove, zbog ¢ega ovi testovi mogu imati samo ulogu u
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predvidanju sposobnosti prezivljavanja nepovoljnih uslova GI trakta. Tokom
istrazivanja, In Vitro testovi su se prilicno prilagodili simuliranju gastrointestinalnih
uslova, a kao jedan od najboljih na¢in simulacije navodi se SHIME sistem, koji je
koris¢en u mnogobrojnim istrazivanjima (Molly et al., 1994; Kontula et al., 1998;
Allander et al., 1999; Gmeiner et al., 2000). Medutim, simulirani GI uslovi mogu da
pruze nepouzdane i nelogi¢ne podatke o sposobnosti prezivljavanja potencijalnih
probiotskih bakterija, u odnosu na in vivo studije (Mattila-Sandholm, 1999).

Uzimajuéi u obzir prethodno navedeno, moze se ustanoviti da ni jedan od mnogobrojnih
nac¢ina simulacije GI trakta nije pouzdan metod u odredivanju sposobnosti
prezivljavanja potencijalnih probiotskih bakterija. Zbog toga je veoma bitno da se
ispitivanje potencijalnih probiotskih bakterija vrs$i pomocu razli¢itih in vivo studija, gde
se analizom fecesa ili biopsijom odredenih delova GI trakta moze ispitati sposobnost
prezivljavanja. Isto tako, in vivo testovi koji su predlozeni u literaturi, imaju potencijal
da daju informacije o0 moguéem ponasanju bakterija u nepovoljnim uslovima GI trakta.
Ova zapaZanja mogu da pomognu u odredivanju potrebnog pocetnog broja probiotika,
kao 1 o merama zastite probiotskih bakterija.

Ispitivanje sposobnosti prezivljavanja potencijalnih probiotika u Gl uslovima u in vivo
studijama se u vecini istrazivanja vrsila analizom fecesa. Autori Johanson et al. (1998)
su pored sposobnosti prezivljavanja Lb. plantarum 299v u soku sa fermentisanom
ovsenom kaSom, ispitivali i uticaj probiotika na sadrzaj masnih kiselina kratkog lanca u
fecesu. Rezultati istrazivanja su pokazali da je Lb. plantarum 299v pronaden u velikom
broju u fecesu, kao 1 da je doSlo do znac¢ajnog povecanja sadrzaja koncentracije siréetne
1 propionske kiseline. Isto tako, analizom fecesa moZe se ustanoviti uticaj probiotskih
bakterija na mikrofloru fecesa, tj. da li inhibiraju sulfitoredukujuce klostridije,
Enterobacterium i Enterococcus.

In vivo studije bi trebalo da predstavljaju jedan od osnovnih Kriterijuma u ispitivanju
potencijalnih probiotskih bakterija, s obzirom na to da ovakav vid ispitivanja probiotika,
pored sposobnosti prezivljavanja daje viSestruke informacije i o uticaju probiotskih
bakterija na gastrointestinalni trakt, sposobnosti adhezije, inhibitornom dejstvu prema
nepozeljnim mikroorganizmima, uticaju na imuni sistem, itd. Takode, pomocu in vivo
studija moguce je ustanoviti 1 zaStitnu funkciju prehrambenih proizvoda, tj. ulogu

nosaa probiotskih bakterija prilikom prolaza kroz GI trakt. Na taj nafin, moZe se
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ustanoviti koji prehrambeni proizvod pruza najbolju zastitu probiotskim bakterijama.
Buduc¢i da se probiotske bakterije najvise primenjuju u jogurtu, in vivo studijom bi se
mogla ispitati efikasnost jogurta kao nosaca probiotskih bakterija. Takode, s obzirom na
to da su istrazivanja pokazala da probiotske bakterije mogu da se primene 1 u drugim
prehrambenim proizvodima, kao §to su na primer sir ili ¢okolada, u kojima je postignut
visok broj probiotika nakon proizvodnje i skladistenja i nepromenjen senzorni kvalitet,

in vivo studijom bi se mogla ispitati i zaStitna uloga ovih prehrambenih proizvoda.
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2. CILJ RADA

Autohtone bakterije mlecne kiseline izolovane iz tradicionalnih sireva predstavljaju
neiscrpan izvor bakterija razli¢itih karakteristika s velikim potencijalom primene u
biotehnologiji. Tradicionalni sirevi Srbije, narocito sirevi u salamuri i kackavalj s dugim
periodom zrenja, sadrze veliki broj potencijalnih probiotskih bakterija, Sto je 1
potvrdeno u dosadasnjim istrazivanjima.
Na osnovu literaturnih podataka primeceno je da je uticaj mikroinkapsulacije tehnikom
sprej susenja na vijabilnost probiotskih bakterija i njihove karakteristike, nedovoljno
ispitan. Primena sprej susenih autohtonih potencijalnih probiotika u proizvodnji
razli¢itth prehrambenih proizvoda i ispitivanje vijabilnosti tokom proizvodnje i
skladistenja proizvoda, moze da pruzi uvid o znacaju sprej susenja kao inkapsulacione
tehnike. Isto tako, senzornom analizom prehrambenih proizvoda moze da se utvrdi
uticaj autohtonih sprej suSenih potencijalnih probiotskih bakterija na senzorne
karakteristike proizvoda. Ispitivanjem sposobnosti prezivljavanja nepovoljnih uslova
gastrointestinalnog trakta sprej suSenih potencijalnih probiotskih bakterija, primenjenih
u odredenom prehrambenom proizvodu, moZe da se ustanovi zastitna uloga odredenog
prehrambenog proizvoda, odnosno uloga nosaca probiotskih bakterija prilikom prolaza
kroz gastrointestinalni trakt.
Imaju¢i u vidu sve prethodno navedene Cinjenice, osnovni ciljevi istraZzivanja u okviru
doktorske disertacije su:
e Izolacija, karakterizacija 1 identifikacija autohtonih bakterija mlecne kiseline iz
tradicionalnih sireva
e Selekcija sojeva bakterija mlecne kiseline sa probiotskim karakteristikama
e Mikroinkapsulacija tehnikom sprej susenja autohtonih potencijalnih probiotskih
bakterija i ispitivanje uticaja sprej suSenja na Vijabilnosti i probiotske
karakteristike
e Primena slobodnih 1 sprej suSenih celija autohtonih potencijalnih probiotskih

bakterija u proizvodnji jogurta, sira od ultrafiltriranog mleka i crne ¢okolade
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Ispitivanje vijabilnosti potencijalnih probiotskih bakterija u probiotskim
proizvodima i njihov uticaj na senzorne Karakteristike proizvoda tokom
skladistenja

Ispitivanje sposobnosti prezivljavanja potencijalnih probiotskih bakterija u
gastrointestinalnim uslovima u probiotskim proizvodima in vivo studijom
Utvrdivanje uticaja potencijalnih probiotika na mikrofloru fecesa, narocito na

nepozeljne mikroorganizme koji su prisutni u gastrointestinalnom traktu.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Tradicionalni sirevi

Autohtone bakterije mlecne kiseline izolovane su iz Pirotskog kackavalja, koji je
proizveden na tradicionalan nacin u Mlekarskoj $koli “Dr Obren Peji¢” u Pirotu.
Izolacija autohotnih BMK je izvr$ena iz Pirotskog kackavalja razlicitog stepena zrelosti,
odnosno 3, 6 1 9 meseci zrenja. Takode, autohotne BMK su izolovane i iz Sjeni¢kog sira
koji je proizveden na tradicionalan nacin na Sjenic¢ko-pesterskoj visoravni, a nabavljen
je direktno od proizvodaca ili na gradskoj pijaci. Izolacija i karakterizacija BMK iz
Sjenickog sira je prethodno uradena u doktorskoj disertaciji Radulovi¢ (2007), nakon
Cega su izolovani sojevi postali deo kolekcije kultura Katedre za tehnolosku

mikrobiologiju, Poljoprivrednog fakulteta, Univerzitet u Beogradu.

3.2. Izolacija bakterija mlec¢ne kiseline

Uzorci sireva od po 20 g su u sterilnim uslovima stavljeni u sterilne Stomaher kese sa
180 ml 2% Na-citrata, nakon ¢ega su homogenizovani u Stomaher aparatu (Lab Blender
Stomacher 400, Seward, Engleska).

Za ispitivanje prisustva termofilnih i mezofilnih Lactobacillus wvrsta, 1 ml
odgovarajuceg razredenja je prenet u sterilnu petri Solju, nakon ¢ega je preliven sa MRS
agarom (Merck, Francuska). Petri $olje su inkubirane u anaerobnim uslovima u Gas Pak
sistemu (BBL, Nemacka) na temperaturama od 43°C i 37°C tokom 48 ¢asova. MRS
agar sadrzi triptozni pepton 10 g, mesni ekstrakt 8 g, kvas¢ev ekstrakt 4 g, glukozu 20 g,
Tween80 1 ml, K,HPO, 2 g, natrijum acetat-trihidrat 5 g, tri-amonijum 2 g,
MgSO4x7H,0 200 mg, MnSO4x4H,0 5 mg, agar-agar 15 g na 1L destilovane vode.
Takode, ispitano je 1 prisustvo mezofilnih 1 termofilnih Lactococcus vrsta, medutim s
obzirom na to da Lactococcus vrste nisu deo ove doktorske disertacije, rezultati
Ispitivanja nece biti prikazani.

Nakon inkubacije, pojedinacne kolonije s petri Solja su zasejane metodom iscrpljenja na

petri Solje sa izlivenim MRS agarom 1 inkubirane na optimalnoj temperaturi. Postupak
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iscrpljenja je ponavljan jo§ dva puta radi dobijanja ciste kulture. Mikroskopskim
pregledom preparata bojenih po Gramu provereno je da li su kulture ¢iste, kao i da li su
G pozitivne, a takode je utvrden izgled i oblik laktobacila. Ciste kulture su potom

zamrznute na -80°C u MRS bujonu sa dodatkom 20% glicerola.

3.3. Karakterizacija i selekcija izolata laktobacila

Ciste kulture Lactobacillus vrsta su presejane na MRS bujon i inkubirane na 37°C
tokom 24 casa. Morfoloskim, fizioloskim i biohemijskim testovima izvrSena je

karakterizacija izolata.

3.3.1. Katalaza test

Katalaza testom je ispitano prisustvo enzima katalaze, tako §to su kulture izolata
sterilnom ezom nanoSene na mikroskopsku plo¢icu s par kapi 3% rastvora vodonik
peroksida (H20;). Pojava mehuri¢a u kapi vodonik peroksida ukazivala je na prisustvo
enzima katalaze, $to nije karakteristika laktobacila, pa su katalaza pozitivni izolati

eliminisani iz daljeg rada.

3.3.2. Nacin fermentacije Secera

Fermentacijom Secera je ispitivano da li izolati fermentiSu Se¢ere homofermentativnim
ili heterofermentativnim putem. Izolati su zasejani u MRS bujon s Durham cevéicama
sa dodatkom 1% laktoze, nakon Cega su bujoni inkubirani na 37°C tokom 24 casa.
Nakon inkubacije, zamucenje bujona i pojava mehurica u Durham cevéicama je
ukazivala na heterofermentativne laktobacile, a zamucenje bujona bez pojave gasa je

ukazivalo na homofermentativne laktobacile.

3.3.3. Sposobnost rasta na razli¢itim temperaturama

Odabrani izolati BMK su testirani na moguénost rasta na razli¢itim temperaturama u

MRS bujonu. Za ova ispitivanja, sveze bujonske kulture su zasejane u MRS bujon, koji
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je inkubiran na temperaturama od 15° i 45 °C tokom 24 Casa. Zamudéenje bujona je

ukazivalo na rast izolata na ispitivanim temperaturama.

3.3.4. Sposobnost rasta pri razli¢itim koncentracijama soli

Za ispitivanje mogucénosti rasta ispitivanih izolata u prisustvu razli¢itih koncentracija
natrijum hlorida (NaCl), MRS bujonu su dodate razli¢ite koncentracije NaCl-a i to: 2%,
4.5% 1 6% nakon Cega je inokulisan sa izolatima na odgovarajucoj temperaturi tokom
24 ¢asa. Nakon inkubacije, zamuéenje MRS bujona s razli¢itim koncentracijama soli je

ukazivalo na rast izolata.

3.3.5. Sposobnost rasta u razli¢itim pH vrednostima

Sposobnost rasta u uslovima razli¢ite pH vrednosti je ispitivan pomo¢u MRS bujona sa
pH vrednostima 4, 5 1 7, pri ¢emu su pH vrednosti 4 1 5 podeSavane pomoc¢u 1M HCI,
dok je pH vrednost 7 podeSavana pomocu 1M NaOH. Merenje pH vrednosti MRS
bujona je vrSeno pomocu pH-metra WTW Inolab (Nemacka). Nakon podeSavanja pH
vrednosti, izolati su zasejavani u MRS bujone, nakon ¢ega su inkubirani na optimalnim

temperaturama.

3.3.6. Ispitivanje acidogene sposobnosti
Acidogena sposobnost izolata je pracena zasejavanjem 1 ml svezih bujonskih kultura
selektovanih izolata u 100 ml rekonstituisanog obranog mleka koncentracije 10% koje
je inkubirano na temperaturi od 37°C. Tokom 24 ¢asa pH mleka je meren nakon 2, 4, 6,
8 124 ¢asa pomoc¢u pH-metra WTW Inolab (Nemacka).

3.3.7. Sposobnost produkcije egzopolisaharida
Ispitivani izolati su zasejani na MRS agar i inkubirani na odgovaraju¢im temperaturama

tokom 24 ¢asa. Nakon inkubacije, dodirom pojedina¢nih kolonija ezom, ustanovljeno je

da li izolati produkuju egzopolisaharide (EPS).
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3.3.8. Sposobnost produkcije aromogenih jedinjenja

Reakcijom Voges-Proskauera je ispitivano da li izolati poseduju sposobnost produkcije
aromogenih jedinjenja. Peptozno-glukozni bujon je zasejan ispitivanim izolatima, nakon
¢ega su inkubirani na odgovarajucoj temperaturi tokom 24 ¢asa. Nakon inkubacije, u
svaku epruvetu je dodato 0,2 ml a-naftola i 0,6 ml kalijum-hidroksida (KOH), pri ¢emu

je pojava crvenog prstena na povrsini ukazivala na produkciju aromogenih jedinjenja.

3.3.9. Proteoliticka aktivnost

Ispitivani izolati su zasejani na mle¢ni MRS agar koji sadrzi 10% sterilnog mleka,
nakon ¢ega su inkubirani na optimalnoj temperaturi. Pojava prosvetljenih zona oko

kolonija je ukazivala na ekstracelularnu proteoliticku aktivnost.

3.4. ldentifikacija selektovanih sojeva

Na osnovu rezultata testova karakterizacije, odabrano je 5 sojeva izolovanih iz
Pirotskog kackavalja koji su oznaceni sa K16, K27, K50, K71 i K621. Selektovani
izolati su dalje identifikovani API sistemom, a zatim i molekularnim metodama.
Takode, odabranim izolatima su prikljuceni i sojevi izolovani iz Sjenickog sira, koji
pripadaju kolekciji Katedre za tehnolosku mikrobiologiju, Poljoprivrednog fakulteta,
Univerzitet u Beogradu. Odabrani su sojevi Lactobacillus paracasei 564, Lactobacillus
paracasei Z8, Lactobacillus paracasei Z5 i Lactobacillus plantarum Z9, koji su u
ranijim ispitivanjima pokazali dobre tehnoloske karakteristike i1 identifikovani API

sistemom (Radulovi¢, 2007).

3.4.1. API sistem
Selektovani izolati iz Pirotskog kackavalja (K16, K27, K50, K71 1 K621) identifikovani
su API 50 CH sistemom (Biomerieux, Francuska). Postupak identifikacije izolata je

raden po uputstvu proizvodaca API sistema. Selektovani izolati su zasejavani na MRS

agar, nakon Cega su inkubirani na optimalnim temperaturama. Nakon inkubacije,
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kolonije selektovanih izolata su zasejavane u 10 mL API 50 CH medijuma, nakon ¢ega
su zasejavane kupole sistema. Inokulisani stripovi su prelivani mineralnim uljem, kako
bi se postigli anaerobni uslovi. Stripovi su potom inkubirani na odgovaraju¢im
temperaturama, a reakcije su o€itavane nakon 24 Casa. Rezultati ocitavanja zasejanih

API testova su analizirani pomoc¢u API Lab plus softvera.

3.4.2. lzolacija totalne DNK iz selektovanih izolata

Izolacija dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) selektovanih izolata iz kackavalja i
odabranih sojeva izolovanih iz Sjeni¢kog sira vrSena je koriS¢enjem kita za izolaciju
DNK (Promega, SAD), po uputstvu proizvodaca. Prekonoéne kulture ispitivanih sojeva
su centrifugirane na 16000 g (Boecko, Nemacka)/5 minuta/4°C. Nakon centrifugiranja,
supernatant je odlivan, a talog ili pelet resuspendovan u 600 ul rastvora (6 mg lizozima
(Sigma Aldrich, SAD), 6 ul mutanolizina koncentracije 250U/mL (Sigma Aldrich,
SAD) u 600 pl 50mM etilen diamin tetra siréetne kiseline (EDTA) (Sigma Aldrich,
SAD). Potom je vrSena inkubacija ¢elija na 37°C tokom 30-60 minuta. Po zavrSenoj
inkubaciji, ¢elije su centifugirane 2 minuta na 13000 g, odliven je supernatant i dodato
je 500 ul Nucleic Lysis rastvora iz kita koji je polako mesan s peletom ¢elija. Potom su
¢elije zagrevane 5 minuta na 80°C, nakon Cega su hladene oko 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon toga je dodato 200 ul Protein Precipitacion rastvora iz kita, koji je
potom resuspendovan na vorteks aparatu tokom 20 sekundi i ostavljen da se hladi na
ledu tokom 1-2 h. Nakon hladenja, uzorci su centrifugirani 3 minuta na 13000 g. U
supernatante je dodato po 600 ul izopropanola, a zatim su lagano mesani. Ukupna DNK
je talozena centrifugiranjem 2 min na 13000 g. Talozi ukupne DNK su isprani etanolom
(75%), centrifugirani 2 min na 13000 rpm, suSeni i resuspendovani u 100 pl

Rehydration rastvora iz Kita.

3.4.3. Umnozavanje DNK fragmenata metodom PCR (Polymerase Chain

Reaction)

Selektovane kulture laktobacila su identifikovane za vise razliCitih laktobacila,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, koji su uzeti u
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obzir kao najéesc¢e izolovane kulture iz tradicionalnih sireva. Reakciona smesa za PCR
je sadrzala 10 x reakcioni pufer (10 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 0,1% Triton X-100, pH
9.0) sa 2,5 mM MgCl,, 200 uM svakog dezoksinukleotida (dNTP), dva prajmera (10
pmol-a) i 1U Taq DNK-polimeraze (Fermentas UAB, Litvanija). Za identifikaciju
selektovanih izolata za Lb. casei vrstu koris¢eni su prajmeri 27f i Lla, za Lb. paracasei

Y2 iParalizalLb. plantarum vrstu Lfpr i Planll. Sekvence prajmera date su u tabeli 3.

Tabela 3. Sekvenca prajmera koji su kori$éeni za identifikaciju selektovanih izolata

Lactobacillus Sekvenca Referenca
vrsta

Lb. casei Y2:5-TGGCTCAGAACGAACGCTAGGCCCG-3° _ Wgrdi

Casl: 5>-TGCACTGAGATTCGACTTAA-3’ Timmis, 1999
Lb. paracasei Y2:5-TGGCTCAGAACGAACGCTAGGCCCG-3’ _ Wi.il’di

Paral: 5>-CACCGAGATTCAACATGG-3’ Timmis, 1999

Lb. Lfpr: GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT Walter et al.,
plantarum Planll: TTACCTAACGGTAAATGCGA 2000

U svaku reakciju dodavano je 2 pl DNK ispitivanih kultura. PCR reakcija za Lb.
plantarum je radena po sledecem programu (Walter i sar., 2000): pocetna denaturacija
na 95°C tokom 3 minuta, potom umnozavanje DNK fragmenata u 30 ciklusa:
denaturacija 95°C tokom 30 sekundi, vezivanje prajmera 55 tokom 30 sekundi,
polimerizacija 72°C tokom 30 sekundi, poslednja polimerizacija 72°C tokom 5 minuta.
Kao pozitivna kontrola koris¢en je Lb. plantarum IM 112. Za Lb. casei i Lb. paracasei
koris¢en je slede¢i program (Ward 1 sar., 1995): 95°C tokom 3 minuta, potom
umnozavanje u 30 ciklusa: 95°C tokom 30 sekundi, 50°C tokom 30 sekundi, 72°C
tokom 1 minuta i na kraju polimerizacija na 72°C tokom 5 minuta. Kao pozitivna
kontrola koris¢ene su kulture Lb. casei IM 33 i Lb. paracasei IM 242. Nakon PCR
reakcije, umnoZeni PCR produkti su vizualizovani pomoc¢u horizontalne gel

elektroforeze.

68



MATERIJAL I METODE

3.4.4. Horizontalna elektroforeza DNK na agaroznom gelu

Elektroforeza totalne DNK je radena na horizontalnim agaroznim gelovima. Gelovi su
pravljeni otapanjem agaroze u 1 x TAE puferu (40 mM Tris-acetat 1 mM EDTA).
Gelovi su bojeni sa SYBR Green bojom (Promega, SAD). Kao pufer za elektroforezu
koriS¢en je 1 x TAE pufer. Kori$¢eni su 1% agarozni gelovi, a elektroforeza je tekla pri
konstantnom naponu od 1-10 V/cm gela. PCR produkti u koli¢ini od 5 ul su bojeni
pomoc¢u 2 ul DNA Gel Loading Dye (Fermentas UAB, Litvanija), nakon ¢ega su
dodavani u bunarice horizontalne gel elektorforeze. Gelovi su posmatrani i fotografisani
pod UV svetlom pomocéu UV Transilluminator (Biometra, Watman company,
Nemacka). Za odredivanje molekulske mase PCR produkta kori$¢en je leder Genruler
od 100 bp (Fermentas UAB, Litvanija). Veli¢ina PCR produkta selektovanih izolata je

vizuelno odredivana.

3.5. Odredivanje probiotskih karakteristika selektovanih sojeva

in vitro testovima
3.5.1. Gastro uslovi

Nakon identifikacije, ispitivana je sposobnost prezivljavanja u simuliranim gastro
(zeluda¢nim) uslovima po metodologiji Doleyres et al. (2004). Za simulaciju zeluda¢nih
uslova, koriS¢en je rastvor 0,5% NaCl i 0,3% pepsina (Sigma Aldrich, SAD) pri ¢emu je
rastvor podeSen na pH 2 sa 1M HCl 1 sterilisan filtracijom. U 9 ml rastvora dodavano je
1 ml sveze prekono¢ne bujonske kulture selektovanog izolata i1 inkubirano na 37°C
tokom 60 minuta. Nakon inkubacije, metodom razredenja odreden je broj prezivelih

¢elija U simuliranim Zeluda¢nim uslovima u odnosu na pocetni broj zasejanih celija.
3.5.2. Intestinalni uslovi

Za simulaciju uslova u tankom 1 debelom crevu koris¢en je rastvor koji se sastoji od

12% rekonstituisanog obranog mleka, 0,4% zuc¢nih soli (Sigma Aldrich, SAD) i 0,2%

pankreatina (Sigma Aldrich, SAD) (Doleyres et al., 2004). U 9 ml rastvora za

simuliranje intestinalnih uslova, dodato je 1 ml sveze bujonske kulture selektovanog
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izolata. Nakon inkubacije na 37°C tokom 60 minuta, metodom razredenja odreden je

broj prezivelih ¢elija u odnosu na pocetni broj zasejanih ¢éelija.

3.5.3. Rezistencija na antibiotike

Ispitivana je rezistencija selektovanih izolata na sledece antibiotike: penicilin (10U),
ampicilin (10 pg), vankomicin (30 pg), streptomicin (10 pg), kanamicin (30 pg),
eritromicin (15 pg), tetraciklin (30 pg), gentamicin (10 pg), hloramfenikol (30 pg),
neomicin (30 pg) i oksacilin (1 pg) proizvodaca Becton-Dickinson (BD, SAD).
Postupak zasejavanja selektovanih izolata i metoda difuznog testa radena je po upustvu
proizvodaca antibiotik diskova.

Selektovani izolati su zasejavani na petri Solje sa MRS agarom, nakon cega su
inkubirani na 37°C. Nakon inkubacije, kolonije selektovanih izolata su ezom
inokulisani u epruvete sa sterilnim fizioloskim rastvorom do zamucenja od 0.5 Mc
Farland. Zasejana suspenzija je potom sterilnim brisevima utrljavana po povrSini petri
Solja sa razlivenim MRS agarom u tri pravca, rotirajuci petri Solje po 60° svaki put kad
bi se suspenzija ravnomerno rasporedila po agaru. Petri Solje su ostavljane da se osuse
petnaestak minuta nakon ¢ega su se na povrSinu petri Solja nanosili diskovi antibiotika.
Petri Solje su potom inkubirane na 37°C tokom 24 Casa nakon Cega su ocitavani
rezultati. Ocitavanje je vrSeno i nakon 48 Casova inkubacije. Zona senzitivnosti na
antibiotike se merila od ivice do ivice zone, pri ¢emu je meren precnik zone zajedno sa
diskom antibiotika, koji je iznosio 6 mm. Zone senzitivnosti antibiotika su bile razlicite

u zavisnosti od vrste antibiotika.

3.5.4. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika

Selektovanim izolatima koji su pokazali odredenu rezistenciju na antibiotike odredivana
je minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika (MIC). Za ispitivanje MIC koris¢en
je E-test (Biomerieux, Francuska). Postupak zasejavanja suspenzija selektovanih izolata
bio je isti kao i kod disk difuzione metode za ispitivanje rezistencije na antibiotike.
Nakon zasejavanja suspenzija selektovanih izolata i suSenja petri Solja, stripovi E-testa

su nanoSeni na povrsinu petri Solje. Petri Solje su potom inkubirane na 37°C tokom 24
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Casa, nakon Cega su ocitavani rezultati. MIC svakog antibiotika je oCitavana kao najniza

koncentracija koja je inhibirala rast selektovanih izolata.

3.5.5. Antimikrobna svojstva

Za detekciju antimikrobnih supstanci koriS¢en je spot metod. Kao indikator sojevi,
koriS¢eni su patogeni mikroorganizmi: Listeria monocytogenes ATCC 19111,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Bacillus subtilus
ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
25923 i Candida albicans ATCC 10231. Selektovani izolati su inokulisani u MRS
bujon 1 inkubirani na 37°C tokom 24 Casa, dok su patogeni mikroorganizmi zasejani na
odgovarajuce bujone i inkubirani na 37°C tokom 24 casa. Nakon inkubacije, na petri
Solje s razlivenim MRS agarom nanos$eni Su spotovi od 10ul selektovanih izolata, nakon
Cega su se spotovi suSili oko 20-30 minuta. Patogeni mikroorganizmi su zasejavani u
odgovaraju¢i soft (0.7%-tni) agar-agar i to: E. coli, St. aureus, B. subtilis i P.
aeruginosa u hranljivi agar (Merck, Francuska), koji je imao slede¢i sastav: mesni
ekstrakt 1g/L, pepton 5 g/L, NaCl 5 g/L, ekstarkt kvasca 2 g/L i agar-agar 15 g/L. Za
rast L. monocytogenes je koris¢en TSB agar (Merck, Francuska) koji je sadrzao: tripton
15 g/L, sojton (enzimska digestija sojine sa¢me) 5g/L, NaCl 5g/L 1 15 g/L. agar-agara,
dok je C. albicans zasejavan u sladni agar koji se sastoji od: pepton 5 g/L, sladni
ekstrakt 30 g/L i agar 15 g/L. Nakon dodavanja 100 pl patogenog mikroorganizma u 10
ml odgovaraju¢eg soft agara, prelivane su petri Solje sa osuSenim spotovima
selektovanih izolata, nakon cega se vrSila inkubacija na 37°C tokom 24 casova.
Prisustvo antimikrobnih supstanci je detektovano na osnovu pojave prosvetljene zone
oko spotova, koja se javlja kao posledica inhibicije rasta senzitivnog bakterijskog

indikator soja.
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3.6. Mikroinkapsulacija potencijalnih probiotskih bakterija sprej

suSenjem

Nakon identifikacije selektovanih izolata molekularnim metodama i ispitivanjem
njihovih probiotskih karakteristika, dva soja, Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8

selektovani su za mikroinkapsulaciju metodom sprej susenja.

3.6.1. Ispitivanje osetljivosti potencijalnih probiotskih bakterija na poviSene

temperature

S obzirom na to da su prilikom mikroinkapsulacije tehnikom sprej suSenja prisutne
visoke temperature, ispitivana je osetljivost potencijalnih probiotskih bakterija na visoke
temperature: 55°C, 58°C, 59°C, 60°C i 61°C (Teixeira et al., 1997). Potencijalne
probiotske bakterije Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 su inokulisane u MRS bujon
i inkubirane na temperaturi od 37°C tokom 24 ¢asa. Sveze bujonske kulture su potom
presejavane u koncentraciji 1% u 50 ml podloge koja sadrzi 20% obranog mleka i 0,5%
kvaS¢evog ekstrakta. Za odredivanje po€etnog broja potencijalnih probiotskih ¢elija, 1%
sveze bujonske kulture je inokulisan u podlogu nakon postizanja temperature od 37°C.
Za ispitivanje osetljivosti na visoke temperature, koris¢ena su dva erlenmajera s
podlogom, pri ¢emu je jedan erlenmajer koriS¢en za pracenje temperature. U trenutku
kada se postigla ispitivana temperatura, 1% sveze bujonske kulture je inokulisan u drugi
erlenmajer s podlogom. Inokulisane podloge su inkubirane na visokim temperaturama
tokom 4 minuta, pri ¢emu je broj potencijalnih probiotskih ¢elija odredivan svake
minute metodom razredenja. Odgovarajuce razredenje je zasejavano na MRS agar, a
petri Solje su potom inkubirane u anaerobnim uslovima u GasPak sistemu (BBL,
Nemacka) na 37°C tokom 24 casa. Vreme decimalne redukcije je odredivana pomocu

formule (Stumbo, 1965):

D=1/ logNo-logN

gde je -vreme delovanja ispitivane temperature

No-pocetni broj potencijalnih probiotskih ¢elija
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N-broj potencijalnih probiotskih ¢elija nakon delovanja ispitivane temperature

3.6.2. Priprema inokuluma za sprej suSenje

Potencijalne probiotske bakterije Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8, zasejane su u
MRS bujon i inkubirane na 37°C tokom 24 ¢asova. Nakon inkubiranja, sveze bujonske
kulture su presejane jo§ jednom 1 inkubirane u istim uslovima. 1% inokulum
prekono¢nih kultura je zasejan u 300 ml MRS bujona, koji je potom inkubiran do
pocetka stacionarne faze, odnosno na 37°C tokom 20 Casova (Teixeira et al., 1994).
Nakon inkubacije, 300 ml bujona je centrifugirano tokom 15 minuta na 4500 g, na
temperaturi od 10°C. Supernatant je odlivan, a pelet bakterijskih celija je ispran
fizioloskim rastvorom. Proces centifugiranja i ispiranja bakterijskih ¢elija je ponovljen
dva puta. Nakon drugog ispiranja, pelet je resuspendovan u 300 ml 20% sterilnog
rekonstituisanog obranog mleka. Radi adaptacije potencijalnih probiotskih bakterija Lb.
plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 na temperaturu suSenja, inokulisani medijumi su

drZani na 37°C tokom 30 minuta.

3.6.3. Tehnika sprej suSenja

Za inkapsulaciju inokulisanog medijuma za suSenje potencijalnih probiotskih bakterija
Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 tehnikom sprej suSenja kori$¢ena je laboratorijska
susnica, Mini Spray Dryer (B290, BUCHI, Svajcarska), sa istostrujnim tokom susenog
medijuma 1 vazduha. Na osnovu prethodnih istrazivanja (Petrovi¢, 2011), koriS¢eni su
optimalni parametri za sprej suSenje koji su obuhvatali: ulaznu temperaturu oko 140°C,
konstantni protok od 5 ml/min, a izlazna temperatura je odrZavana na oko 80°C.
Proc¢is¢avanje nozle je vrSeno na svakih 30-tak sekundi. Nakon zavrSenog procesa, sprej

susene probiotske bakterije su sakupljane u odgovarajuce sterilne posude.
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3.7. Ispitivanje vijabilnosti potencijalnih probiotskih bakterija

nakon sprej suSenja

Budu¢i da proces sprej suSenja usled visoke ulazne temperature moze dovesti do
oStecenja, kao i do smrti Celije, vrSeno je odredivanje broja zivih Celija sprej suSenih
potencijalnih probiotskih bakterija Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8. Odredivanje
broja prezivelih c¢elija radeno je metodom razredenja i real time PCR metodom,

primenom propidijum monoazida (PMA).

3.7.1. Metoda razredenja

Metodom razredenja, 1 g praha sprej susenih ispitivanih potencijalnih probiotskih
bakterija je zasejavan u 9 ml fiziolos§kog rastvora (0,86% NaCl), nakon ¢ega je prah
homogenizovan na vorteks aparatu 5 min radi potrebne rehidratacije. Iz odgovarajuceg
razredenja, 1 ml je prenet u praznu petri Solju koja je prelivena sa MRS agarom (Merck,
Francuska). Petri $olje su potom inkubirane u anaerobnim uslovima u Gas Pak sistemu
(BBL, Nemacka), na temperaturi od 37°C tokom 48 ¢asova. Broj ¢elija potencijalnog
probiotika Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 je odredivan metodom razredenja pre
sprej susenja iz sveze prekonoéne bujonske kulture 1 uporeden je s brojem prezivelih

¢elija nakon sprej suSenja. Procenat prezivelih ¢elija je izracunat pomocu formule:

% prezivelih ¢elija= N/No
No-broj ¢éelija pre sprej susenja

N-broj ¢elija nakon sprej susenja

3.7.2. Metoda real time PCR
3.7.2.1.  Tretman sa propidijum monoazidom (PMA)

Sprej suseni potencijalni probiotici Lb. plantarum 564 i i Lb. paracasei Z8 su tretirani
sa PMA (Biotium, SAD) metodom Noecker et al. (2006). Po 1 g sprej susenih
potencijalnih probiotika Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 je resuspendovano u 9 mi

2% rastvor Na-citrata. Jedan mililitar napravljenog razredenja je centifugiran 5 minuta
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na 5000 g. Takode, napravljen je 20 mM rastvor PMA koji je rastvoren u dejonizovanoj
vodi i skladiSten na temperaturi od -20°C. Nakon centrifugiranja, supernatant je odlivan
i talog je resuspendova u 2,5 ul 20 mM rastvora PMA, nakon ¢ega su uzorci ostavljeni u
mraku 5 minuta kako bi se PMA vezao za DNK ¢elija. Nakon toga, uzorci su izlozZeni
halogenom izvoru svetlosti (650 W, 150 V) tokom 5 minuta, pri ¢emu su uzorci bili na
ledu na 20 cm od lampe, kako bi se izbeglo pregrevanje uzorka. Nakon
fotoindukovanog unakrasnog povezivanja Celije sa PMA, uzorci su centrifugirani na

5000 g tokom 10 minuta, nakon ¢ega je izvrSena izolacija DNK.

3.7.2.2.  Izolacija DNK sprej susenih potencijalnih probiotskih bakterija

Genomska DNK sprej suSenih potencijalnih probiotika je izolovana u aparatu
MaxwellTM 16 (Promega, SAD), pri ¢emu je uzorak prethodno pripremljen
koris¢enjem kita MaxwellTM 16 Cell Tissue DNA Purufucation kit (Promega, SAD),
po uputstvu proizvodaca, sa manjim modifikacijama. Nakon tretmana uzoraka sa PMA,
dodato je 400 pl TE pufera i 100 pl lizozima (25 mg/ml) (Sigma Aldirich, SAD) sa
mutanolizinom (10U/ml) (Sigma Aldirich, SAD), nakon ¢ega je uzorak resuspendovan i
inkubiran na 37°C tokom 2 casa, kako bi se izvrSilo liziranje celija. Celokupna
zapremina uzorka je potom preneta u odgovarajué¢e tube na MaxwellTM 16 aparatu,
nakon cega je dodato 300 ul elucionog pufera i 0,6 pul RNA-ze (20 mg/ml). Dalji

postupak izolacije DNA je nastavljen po upustvu proizvodaca.

3.7.2.3. Real time PCR

PCR amplifikacija slobodnih i inkapsulisanih ¢elija potencijalnih probiotskih bakterija
Lb. plantarum 564 i i Lb. paracasei Z8 sprovedena je na aparatu MX3000P (Strategene,
LA Jolla, SAD) po protokolu Kramer et al. (2009). Master mix (25 ul) je sadrzao
Platinum SYBR Green qPCR Super Mix UDG (Invitrogene, SAD), 0,2 uM svakog
prajmera i 5 pl rastvorene 10 puta genomske DNK. Prajmeri koji su kori§¢eni u reakciji
su LactoR'F (5-CACAATGGACG(A/C)AAGTCTGATG-3") i LBFR (5-
CGCCACTGGTGTTCTTCCAT-3") (Songjinda et al., 2007). Program real time PCR se
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sastojao od: 50°C tokom 2 min i 95°C tokom 2 min, 35 ciklusa sa 95°C tokom 30 s,
60°C tokom 15 s, 72°C tokom 20 s, a potom 95°C tokom 1 min i 55°C tokom 30 s.

Analizirane su 1 standardne krive sprej susenih potencijalnih probiotskih bakterija.
Standardne krive potencijalnih probiotskih bakterija Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei
78 su pripremljene pomo¢u DNK izolata ¢istih 18 ¢asovnih kultura. DNK je izolovana
pomocu aparata MaxwellTM 16, a postupak izolacije je prethodno naveden. Dvostruka
serija razblazenja genomske DNA ispitivanih kultura je amplifikovana real time PCR,
dok je broj sveze bujonske kulture potencijalnih probiotskih bakterija odreden metodom
razredenja. Pomocu Stratagene System programa odredena je korelacija izmedu Ct

vrednosti i broja zivih ¢elija, odredenog metodom razredenja, odnosno cfuml™.

3.7.3. Odredivanje probiotskih karakteristika potencijalnih probiotskih

bakterija nakon sprej susenja in vitro testovima

Sposobnost preZivljavanja gastrointestinalnih uslova sprej suSenih potencijalnih
probiotika Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 je ispitivana metodom simuliranih

zeludacnih i intestinalnih uslova, koja je prethodno navedena (Doleyres et al., 2004).

3.8.  Primena probiotskih bakterija u proizvodnji jogurta, sira od

ultrafiltriranog mleka i crne ¢okolade

Nakon odredivanja broja prezivelih sprej suSenih cCelija 1 ispitivanja probiotskih
karakteristika sprej suSenih potencijalnih probiotika Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei
Z8, na osnovu dobijenih rezultata za dalja ispitivanja odabran je Lb. plantarum 564.

S obzirom na to da su se dalja ispitivanja odnosila na ispitivanje vijabilnosti
potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 u hrani i gastrointestinalnim uslovima, u
ispitivanja je ukljucen i komercijalni probiotik Lb. plantarum 299v (DSM 9843) kao
kontrola. Komercijalni probiotik Lb. plantarum 299v je inkapsulisan metodom sprej

susenja u istim uslovima kao i potencijalni probiotik Lb. plantarum 564.
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3.8.1. Odredivanje broja ¢elija potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 i
komercijalnog probiotika Lb. plantarum 299v

Broj probiotskih ¢elija odredivan je metodom razredenja iz svezih bujonskih kultura.
Nakon inkubacije MRS bujona sa potencijalnom probiotskom bakterijom Lb. plantarum
564 i komercijalnom probiotskom bakterijom Lb. plantarum 299v na temperaturi od
37°C tokom 24 casa, 1 ml sveze bujonske kulture je zasejavan u 9 ml sterilnog
fizioloskog rastvora (0,86% NaCl). Odgovaraju¢e razredenje je zasejavano na MRS
agar, nakon ¢ega su petri $olje inkubirane u anaerobnim uslovima pomoéu Gas Pak
sistema (BBL, Nemacka) na temperaturi od 37°C tokom 48 h. Takode, broj ¢elija sprej
susenog komercijalnog probiotika Lb. plantarum 299v je odredivan pomoc¢u metode
razredenja koja je prethodno opisana za sprej susene potencijalne probiotske bakterije

Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8.

3.8.2. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji jogurta

Tehnoloski postupak proizvodnje jogurta sa slobodnim i inkapsulisanim delijama

probiotskih bakterija prikazana je na Semi 2. Mleko koje je koris¢eno u proizvodnji

jogurta je dobijeno od mlekare ,,Granice®, Mladenovac.

Proizvedeno je 5 varijanti jogurta:

- JK-kontrolna varijanta sa jogurtnim kulturama Streptococcus thermophilus i
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Chr. Hansen, Danska);

- J564-varijanta jogurta sa jogurtnim kulturama i 0,2% svezeg bujonskog inokuluma
potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564

- JSS564-varijanta jogurta sa jogurtnim kulturama i sprej suSenim potencijalnim
probiotikom Lb. plantarum 564, pri ¢emu je dodavano 1 g praha/L kako bi se
postigao neophodan broj probiotskih ¢elija

- J299v-varijanta jogurta sa jogurtnim kulturama i 0,2% inokuluma komercijalnog
probiotika Lb. plantarum 299v

- JSS299v-varijanta jogurta sa jogurtnim kulturama i sprej susenim komercijalnim
probiotikom Lb. plantarum 564, pri ¢emu je dodavano 1 g praha/L kako bi se
postigao neophodan broj probiotskih ¢elija
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Za proizvodnju jogurta koris¢eno je mleko sa 2,8% mlecne masti, koje je pasterizovano
na temperaturi od 92-94°C, nakon ¢ega je hladeno. Na temperaturi od 40°C dodavane su
jogurtne starter kulture u koncentraciji od 2%, kao i probiotske bakterije u
odgovaraju¢im koli¢inama i to: 0,2% svezeg bujonskog inokuluma (varijante J564 i
J299v) i 1 g/L praha sprej susenih probiotskih bakterija (varijante JSS564 i JSS299v).
Nakon dodavanja starter kultura i probiotskih bakterija, vrSena je fermentacija na
temperaturi od 42°C do postizanja pH vrednosti od 4,5-4,6, nakon cCega je vrSeno
mesanje 1 hladenje jogurta. Nakon hladenja, uzorci jogurta su skladisteni tokom 3

nedelje na 4°C.

Sema 2. Proizvodnja jogurta sa probiotskim bakterijama

Termicki tretman mleka 92-94°C

Hladenje

Inokulacija starter kulturama (2%) i dodavanje
probiotskih bakterija u odgovarajucoj koli¢ini

Inkubacija na 42°C do postizanja pH vrednosti
4,5-4,6, mesanje 1 hladenje

Pakovanje i skladistenje na 4-6°C

3.8.3. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji sira od ultrafiltriranog
mleka

Proizvodnja sira od ultrafiltriranog mleka sa dodatkom slobodnih i inkapsulisanih ¢elija

probiotskih bakterija vrseno je u modifikovanim industrijskim uslovima u mlekari

,,Granice” u Mladenovcu.
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Postupak proizvodnje sira od UF mleka sa probiotskim bakterijama je prikazan na Semi
3. Mleko je pasterizovano na temperaturi od 72°C tokom 15 sekundi. Pasterizovano
mleko sa 3,2% mle¢ne masti je ultrafiltrirano na temperaturi od 48-55°C, do postizanja
odgovarajuteg stepena koncentrovanja mleka. ZavrSetak ultrafiltracije je odreden
talogom retentata. Nakon procesa ultrafiltracije, u ohladeni retentat na temperaturi od
32°C dodato je 1% starter kulture Lactococcus lactis ssp. cremoris u Lactococcus
lactis ssp lactis (Chr. Hansen, Danska), 2% sirila i 10% soli. Nakon toga, dodato je 1%
sveze bujonske kulture probiotskih bakterija, kao i 10 g/L retentata sprej suSenih
probiotskih bakterija. Nakon toga, retentat sa dodatim starterima i probiotskim
bakterijama je razliven u odgovarajuca pakovanja, nakon cega je vrSena koagulacija i
fermentacija na temperaturi od 16-18°C tokom 18-24 ¢asova. Zrenje sireva je vrSeno na
temperaturi od 5-6°C tokom 7 dana, nakon ¢ega su uzorci skladisteni na temperaturi od
4°C tokom 56 dana.

Sema 2. Proizvodnja sira od ultrafiltriranog mleka sa probiotskim bakterijama

( R ( ™) ( ™)
S Koagulacijai
Pas'ierlzacua mieka Izlivanje u pakovanja fermentacija na 16-
(72°C tokom 155) 18°C tokom 18-24 h
- J - J - J
(~ R 4 ™) 4 ™)
Ultrafiltracija (48- ol aa?grivn?ngg 4Lib Lb Zrenje na 5-6°C tokom
55°C) plantarum 299v 7 dana
- J - J - J
(" ™ ~ ™ ~ ™
Dodavanje starter
Hladenje do 32°C kultura (1%), 2% sirila i Hladenje na 5-6°C
10% soli
- J - J - J

Kao i kod jogurta sa probiotskim bakterijama, proizvedeno je 5 varijanti sireva od
ultrafiltriranog mleka sa probiotskim bakterijama:
= SK-kontrolna varijanta sira koja je sadrzala starter kulture Lactococcus

lactis ssp. cremoris i Lactococcus lactis ssp. lacti (Chr. Hansen, Danska)
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= S564-varijanta sira sa dodatkom 1% svezeg bujonskog inokuluma slobodnih
¢elija potencijalne probiotske bakterije Lb. plantarum 564

= SSS564-varijanta sira sa dodatkom 10 g/kg praha sprej suSenog potencijalnog
probiotika Lb. plantarum 564

= S299v-varijanta sira sa dodatkom 1% svezeg bujonskog inokuluma slobodnih
¢elija komercijalne probiotske bakterije Lb. plantarum 299v

= SSS299v-varijanta sira sa dodatkom 10 g/kg praha sprej suSenog komercijalnog

probiotika Lb. plantarum 299v

3.8.4. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji crne ¢okolade

Crna cokolada sa 70% kakao delova sa dodatkom sprej suSenog potencijalnog
probiotika Lb. plantarum 564 i komercijalnog probiotika Lb. plantarum 299v
proizvedena je u poluindustrijskim uslovima, modifikovanim postupkom proizvodnje
cme &okolade. Crne probiotske ¢okolade su proizvedene u ,,Soko Staku“, Beograd, a
postupak proizvodnje je prikazan na Semi 4.

Proces proizvodnje crne probiotske Cokolade je obuhvatio standardni postupak
proizvodnje crne cokolade, Kkoji se sastoji od mesSanja, usitnjavanja (rafinacije),
konciranja, temperiranja, oblikovanja i hladenja, pri ¢emu su odredene faze u procesu
proizvodnje modifikovane zbog primene probiotskih bakterija.

Nakon temperiranja, deo ¢okoladne mase je izdvojen s proizvodne linije kako bi se
dodale probiotske bakterije. Sprej suSene probiotske bakterije Lb. plantarum 564 i Lb.
plantarum 299v dodavane su u koli¢ini od po 10 g praha na 1 kg ¢okoladne mase, kako
bi se postigao adekvatan broj probiotika, tj. 108 broj ¢elija/g cokolade. Nakon dodavanja
1 meSanja probiotskih bakterija, ¢okoladna masa je ru¢no izlivana u odgovarajuce
kalupe i ravnomerno rasporedena u kalupe stresavanjem i pomocu noZa. Kalupi su
prethodno bili oprani, obrisani i zagrejani na 26°C kako bi razlika u temperaturi izmedu

cokoladne mase i kalupa bila §to manja.
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Sema 3. Proizvodnja crne &okolade sa probiotskim bakterijama

Mesanje (kakao-masa, kakao-maslac, Secer u kristalu)
Usitnjavanje
Konciranje (9 h na 75°C)

Temperiranje

Dodavanje sprej suSenih Lb. plantarum 564 i Lb. plantarum 299v i ru¢no
mesanje

Izlivanje u kalup i hladenje

Pakovanje

Nakon izlivanja, kalupi su smesSteni na hladenje na temperaturu od oko 15°C tokom 15-
20 min, nakon ¢ega su ohladene Cokolade izvadene iz kalupa, maSinski upakovane u
odgovarajuu ambalazu, odnosno lakiranu aluminijumsku foliju i Stampanu ambalaZu.

Uzorci probiotske crne ¢okolade su skladisteni na sobnoj temperaturi.

3.9. Odredivanje pH vrednosti jogurta i sira od ultrafiltriranog
mleka sa probiotskim bakterijama

Merenje pH vrednosti je vrseno nakon proizvodnje, 7, 14. i 21. dana za jogurt, kao i 35.
I 56. dana za sir od ultrafiltriranog mleka, pomo¢u pH-metra WRW Inolab (Nemacka).

Merenje pH vrednosti je vrSeno u tri ponavljanja.
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3.10. Odredivanje broja startera i probiotika u jogurtu, siru od

ultrafiltriranog mleka i crnoj ¢okoladi
3.10.1. Odredivanje broja starter kultura u jogurtu sa probioticima

U sterilnim uslovima je odmereno 20 g, odnosno ml, probiotskog proizvoda u Stomaher
kesu, nakon c¢ega je dodato 180 ml sterilnog fizioloskog rastvora (0,86%) i
homogenizovano u Stomacher aparatu (Lab Blender Stomacher 400, Seward, Engleska),
pri ¢emu je dobijeno osnovno razredenje. Odredivanje broja celija jogurtne starter
kulture je vrSeno zasejavanjem odgovarajueg razredenja. Za odredivanje broja St.
thermophilus koris¢en je M17 agar, pri ¢emu su petri $olje inkubirane na 42°C tokom
48 Casova, dok je za odredivanje broja Lb. bulgaricus ssp. delbrueckii koris¢en MRS
agar, pri ¢emu se inkubacija vrSila na temperaturi od 42°C tokom 48 h u anaerobnim

uslovima u GasPak sistemu (BBL, Nemacka). Svi uzorci su zasejavani u tri ponavljanja.

3.10.2. Odredivanje broja starter kultura u siru od ultrafiltriranog mleka sa

probiotskim bakterijama

Prilikom odredivanja broja starter kultura Lactococcus lactis ssp. cremoris i
Lactococcus lactis ssp. lactis, koje su kori§¢ene u proizvodnji probiotskih sireva od UF
mleka, odgovarajuce razredenje je preliveno sa M17 agarom, pri ¢emu se inkubacija
vrSila na temperaturi od 30°C tokom 48 casova. Svi uzorci Su zasejavani u tri

ponavljanja.

3.10.3. Odredivanje broja probiotskih bakterija u jogurtu, siru od

ultrafiltriranog mleka i crnoj ¢okoladi

Broj zivih Celija probiotskih bakterija u primenjenim proizvodima je odreden metodom
razredenja. Odmereno je 20 g ili ml probiotskog proizvoda u Stomaher kesu u sterilnim
uslovima, a potom je dodato 180 ml sterilnog fizioloskog rastvora (0,86%). Nakon toga,
osnovno razredenje je homogenizovano u Stomacher aparatu (Lab Blender Stomacher
400, Seward, Engleska).

Prilikom odredivanja broja probiotskih bakterija u jogurtu, siru od UF mleka i crnoj

cokoladi, odgovarajuée razredenje je preliveno MRS agarom, nakon ¢ega je inkubirano
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u anaerobnim uslovima u GasPak sistemu (BBL, Nemacka), na temperaturi od 37°C

tokom 48 ¢asova. Uzorci probiotskih proizvoda su zasejavani u tri ponavljanja.

3.11. Senzorna analiza probiotskih proizvoda
3.11.1. Jogurt sa probiotskim bakterijama

Senzorna analiza jogurta sa dodatkom slobodnih i1 sprej susenih ¢elija potencijalnog
probiotika Lb. plantarum 564 i komercijalnog probiotika Lb. plantarum 299v je vrsena
korigovanim petobalnim bod sistemom (Radovanovi¢ i Popov-Ralji¢, 2001). Kao
parametri ocenjivanja uzimani su u obzir izgled, boja, konzistencija, miris i ukus. Svaki
parametar senzornog Kkvaliteta jogurta sa probiotskim bakterijama odreden je
koeficijentom vaznosti (KV), pomocu kojeg se vrSila korekcija parametra mnozenjem
sa dobijenom ocenom. Koeficijenti vaznosti za svaki parametar kod senzorne analize
jogurta su iznosili: izgled-1, boja-2, konzistencija-4, miris-10 i ukus-3. Zbir dobijenih
ocena koje su pomonozene sa odgovaraju¢im KV predstavlja procenat od maksimalnog
kvaliteta, koji predstavlja pokazatelj ukupnog senzornog kvaliteta proizvoda.

Sve varijante jogurta sa probiotskim bakterijama, ukljucujuci i kontrolnu varijantu bez
probiotskih bakterija, senzorno su ocenjivane od strane 5 ocenjivaca koji su prosli
obuku za senzorno ocenjivanje (ISO 8586-1:1993 i 1ISO 8586-2: 1994), pri ¢emu se
raspon ocena kretao od 1,00 do 5,00, sa mogu¢nos¢u davanja poluboda. U tabeli 4
prikazan je ocenjivacki listi¢ s parametrima senzornog ocenjivanja jogurta, kao i
odgovaraju¢i koeficijenti vaznosti.

Senzorna analiza svih varijanti jogurta je radena neposredno nakon proizvodnje, potom
nakon 7, 14. i 21. dana skladiStenja. Svi uzorci su bili oznaceni i posluzeni u belim

¢aSicama.
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Tabela 4. Izgled ocenjivackog listi¢a za jogurt

Parametri .senzornog Koeficijent vaznosti Ocena
kvaliteta
Izgled 1
Boja 2
Konzistencija 4
Ukus 10
Miris 3

3.11.2. Sir od ultrafiltriranog mleka sa probiotskim bakterijama

Prilikom senzorne analize sira od UF mleka sa dodatkom slobodnih i inkapsulisanih
¢elija potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 i komercijalnog probiotika Lb.
plantarum 299v, koris¢en je petobalni bod sistem, kao i kod jogurta sa probiotskim
bakterijama. Ocenjivali su se izgled, boja, konzistencija, miris i ukus, pri ¢emu su KV
iznosili 1, 2, 4,10 i 3, redom.

Svi ostali uslovi senzornog ocenjivanja su bili identi¢ni kao i prilikom ocenjivanja
jogurta sa probiotskim bakterijama. Svi uzorci sireva su ocenjivani 7, 14, 21, 35 i 56
dana skladiStenja, pri ¢emu su sve varijante bile oznacCene. U tabeli 5 prikazan je
ocenjivacki listi¢ za senzorno ocenjivanje sireva od UF mleka s parametrima senzornog

kvaliteta i koeficijentima vaznosti.

Tabela 5. Izgled ocenjivackog listica za sir od ultrafiltriranog mleka

Parametri _Senzornog Koeficijent vaznosti Ocena
kvaliteta
Izgled 1
Boja 2
Konzistencija 4
Ukus 10
Miris 3
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3.11.3. Crna ¢okolada sa probiotskim bakterijama

Senzorna ocena crne ¢okolade sa dodatkom potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564
i komercijalnog probiotika Lb. plantarum 299v radena je primenom modifikovane
senzorne metode ocenjivanja Cokolade Popov-Ralji¢ i Lalici¢-Petronijevi¢ (2009).
Senzorna analiza probiotske crne cokolade radena je po parametrima koji su navedeni u
tabeli 6. Zbir svih koeficijenata vaznosti kod senzorne ocene ¢okolade iznosi 20, pri
¢emu svaki koeficijent vaznosti ima svoju vrednost u zavisnosti od njegovog uticaja na
ukupan senzorni kvalitet crne Cokolade. Probiotska crna ¢okolada je senzorno ocenjena
nakon 60 i 180 dana skladistenja.

Probiotske crne ¢okolade, kao i kontrolni uzorak bez probiotika, ocenjeni su od strane
stru¢nog tima za kontrolu kvaliteta ,,Soko Starka®, Beograd. Ukupno 7 ocenjivada je
ocenjivalo crne ¢okolade sa i bez dodatka probiotskih bakterija, pri ¢emu je koriséen
bodovni raspon od 1 do 5, sa moguénos¢u davanja pola boda. Koeficijenti vaznosti
svakog parametra su navedeni u tabeli 6. Ukupni senzorni kvalitet probiotske crne
¢okolade predstavljen je procentom od maksimalnog kvaliteta, koji se izratunava na isti

nacin kao 1 kod sira i jogurta.
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Tabela 6. Parametri senzorne ocene crne probiotske ¢okolade

Senzorno svojstvo kvaliteta | KV Komentar

5-Svojstven oblik i struktura (prema udelu kakao-delova),
povrsina glatka i sjajna, jasna gravura

4-Neznatno odstupanje od svojstvenog oblika, boje i povrsine,
Boja gravura slabije izrazena

Sjaj 3-Primetno odstupanje od svojstvenog oblika, boje i sjaja, na

Oblik 2,0 | povrsini primetni otisci prstiju uz prisustvo vidljivih mehuri¢a
VI. 2-Jasno izrazeno odstupanje od svojstvenog oblika i sjaja,
Povrsina povrsina delimi¢no siva ili bela, prisustvo strugotina

IZGLED

1-Jako izrazeno odstupanje od svojstvenog oblika-deformisan
oblik, povrsina siva ili bela, jaca oStecenja, gravura izuzetno
slaba

5-Svojstvena ¢vrstoéa i ujednacen, krt prelom, svojstvena
zvakljivost i neprionjivost

4-Neznatno odstupanje od svojstvene ¢vrstoce i preloma, vrlo
Mehanicka svojstva dobra Zvakljivost, neznatna prionjivost

Tvrdoéa 3-Primetno odstupanje od svojstvene Cvrstoce i preloma uz
Lomljivost 20 prisustvo mehuri¢éa vazduha na preseku, dobra zvakljivost,

v . primetno jaca prionjivost

Zvakl.]_ 1vost 2-Jasno izrazeno odstupanje od svojstvene ¢vrstoce i preloma
Adhezivnost uz pojavu sivljenja, jasno izrazena mrvljivost i prionjivost,
zadovoljavajuca zvakljivost

1-Jako izrazena tvrdoca i mrvljivost uz izrazeno sivljenje na
prelomu, izrazito loSa zvakljivost i izrazito jaka prionljivost

5-Svojstvena zrnavost ili odsustvo zrnavosti-svojstvena glatka
tekstura

4-Neznatno odstupanje od svojstvene zrnavosti

Geometrijska svojstva 2,5 | 3-Primetno odstupanje od svojstvene zrnavosti

Zrnavost 2-Jasno izraZena zrnavost ili peskovitost

1-Jako izraZzena zrnavost ili peskovitost-jako izrazena gruba
tekstura

TEKSTURA

5-Bez povrsinski izdvojene vode/masti

Povrsinska svojstva 4-Neznatno izdvajanje vode/masti na povrsini

Vlaznost 0,5 | 3-Primetno izdvajanja vode/masti na povrsini

Masnost 2-Jasno izrazeno izdvajanje vode/masti na povrsini

1-Jako izraZeno izdvajanje vode/masti na povrsini

5-Svojstvena, postepena topivost

4-Neznatno odstupanje od svojstvene, postepene topivosti

Ostala dinamicka 3-Primetno odstupanje od svojstvene, postepene topisvosti

svojstva 0,5 | 2- Jasno izrazeno odstupanje od svojstvene, postepene
Topivost topivosti

1-Jako izrazeno odstupanje od svojstvene, postepene
topivosti-vrlo spora ili vrlo brza topivost

5-Svojstven, zaokruZen, aromati¢an miris

4-Svojstven, slabije zaokruzen, aromati¢an miris

Miris 4,0 | 3-Svojstven, slabo zaokruZen, slabo aromati¢an

2-Nije svojstven, kiselkast, ustajao miris

1-Strani, kiseo, ustajao, plesnjiv miris

5-Svojstven, zaokruzen, aromati¢an ukus

AROMA

4-Svojstven, slabije zaokruzen, aromati¢an ukus

Ukus 7,0 | 3-Slabo zaokruZen, slabo aromati¢an ukus

2-Slabo kiseo, nije zaokruzen miris

1-Strani, kiseo, gorak ukus
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3.12. Ispitivanje sposobnosti preZivljavanja probiotskih bakterija
u gastrointestinalnim uslovima-in vivo studija

Nakon primene sprej suSenog potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 i sprej
susenog komercijalnog probiotika Lb. plantarum 299v u proizvodnji jogurta, sira od UF
mleka i crne cokolade, kao sledeéi korak u ispitivanju probiotskih karakteristika je bila
in vivo studija. U in vivo studiji je ucestvovalo 40 volontera koji su konzumirali
probiotske proizvode sa sprej suSenim potencijalnim probiotikom Lb. plantarum 564 i
komercijalnim probiotikom Lb. plantarum 299v. U studiji su uéestvovali volonteri Koji
nemaju dijagnoziranu bilo koju intestinalu bolest, alergiju na gluten ili bilo koje sastojke
ispitivanih namirnica. Takode, volonteri koji su koristili antibiotike u prethodnih 6
nedelja su iskljuceni iz studije. Tokom trajanja studije, volonterima je bilo zabranjeno
konzumiranje drugih probiotskih bakterija, bilo u obliku hrane ili farmaceutskih
preparata.
Formirane su 2 grupe od po 10 volontera koji su tokom 14 dana konzumirali
prehrambene proizvode sa dodakom probiotskih bakterija u odgovaraju¢im koli¢inama.
Pored prehrambenih proizvoda sa dodatkom probiotskih bakterija, u in vivo studiji bilo
je ukljuceno i konzumiranje praha sprej suSenih probiotskih bakterija, koji su
predstavljali probiotike kao farmaceutske proizvode. Svaki volonter je konzumirao sva
cetiri probiotska proizvoda, s tim §to je izmedu konzumiranja proizvoda pravljena pauza
od po 3 meseca, kako bi se volonter u potpunosti ocistio od probiotika. Usled
nepredvidenith okolnosti, bolesti ili koriS¢enja antibiotika, pojedini volonteri su bili
iskljuceni iz studije i zamenjeni sa novim volonterima.
Volonteri su dnevno konzumirali probiotske bakterije u slede¢im koli¢inama:
1. 0,1 g praha sprej suSenog potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 ili
komercijalnog probiotika Lb.plantarum 299v razredenog u vodi
2. 20 g crne ¢okolade sa sprej suSenim potencijalnim probiotikom Lb. plantarum
564 ili komercijalnim probiotikom Lb.plantarum 299v
3. 30 g sira od ultrafiltriranog mleka sa sprej susenim potencijalnim probiotikom
Lb. plantarum 564 ili komercijalnim probiotikom Lb.plantarum 299v
4. 200 ml fermentisanog jogurta sa sprej suSenim potencijalnim probiotikom Lb.

plantarum 564 ili komercijalnim probiotikom Lb.plantarum 299v
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Rezultati ispitivanja vijabilnosti probiotskih bakterija u primenjenim proizvodima su
pokazali da volonteri treba da dnevno konzumiraju navedene koli¢ine proizvoda, kako

bi unosili probiotske bakterije na nivou 10° ¢elija/dnevno.

3.12.1. Mikrobioloska analiza fecesa

Tokom trajanja in vivo studije, volonterima je uziman uzorak fecesa pre i nakon 14 dana
konzumiranja odgovaraju¢e namirnice. Uzorci fecesa su ¢uvani na niskoj temperaturi i
transportovani na analizu istog dana.

MikrobioloSkom analizom fecesa odredivan je ukupan broj aerobnih mezofilnih
bakterija na BHI agaru, koji se sastoji od: substrata kulture (moZzdano-sréani ekstrakt i
pepton) 27,5g/L, glukoza 2,0 g/L, natrijum hlorid 5,0 g/L, di-natrijum hidrogen fosfat
2,5 g/L i agar-agar 15g/L (Merck, Francuska). Inkubacija je vrsena na 30°C tokom 72 h,
dok je ukupan broj anaerobnih mezofilnih bakterija odredivan na BHI agaru
inkubacijom na 30°C tokom 72 ¢asova u anaerobnim uslovima u GasPak sistemu (BBL,
Nemacka). Ukupan broj Enterobacteriaceae je odreden na VRBG agaru koji sadrzi:
enzimska digestija Zelatina 7,0 g/L, ektrakt kvasca 3,0 g/L, dekstroza 10,0 g/L, Zuéne
soli 1,5 g/L, natrijum hlorid 5,0 g/L, neutralna crvena 0,03 g/L, kristalno ljubicasta
0,002 g/L i agar-agar 15 g/L (Merck, Francuska). Petri Solje su inkubirane na 37°C
tokom 24 ¢asa. Ukupan broj Enterococcus sp. odredivan je na podlozi Slantzey-Bartley
koja sadrzi: triptozu 20 g/L, ekstrakt kvasca 5,0 g/L, glukozu 2,0 g/L, di kalijum
hidrogen fosfat 4,0 g/L, natrijum azid 0,4 g/L, tetrazolijum hlorid 0,1 g/L i agar-agar 10
g/L (Merck, Francuska). Petri Solje su tokom 24 ¢asa inkubirane na 37°C. Ukupan broj
sulfitoredukuji¢ih klostridija je odreden inkubacijom odgovarajuceg razredenja na
gvozde sulfitnom agaru koji se satoji od: triptona 10,0 g/L, natrijum sulfita 0,5 g/L,
gvozde (IIT) citrata 0,5 g/L i agar-agar 12 g/L (HI media, Indija). Petri Solje su
inkubirane u anaerobnim uslovima u Gas Pak sistemu (BBL, Nemacka) i inkubirane na
37°C tokom 72 ¢asa. Ukupan broj Stapicastih bakterija mle¢ne kiseline je odredivan na
Rogosa agaru koji sadrzi: pepton iz kazeina 10 g/L, ektrakt kvasca 5,0 g/L, glukozu 2,0
o/l, kalijum dihidrogen fosfat 6,0 g/L, amonijum citrat 2,0 g/L, Tween® 80 1,0 g/L,
natrijum acetat 15 g/L, magnezijum sulfat 0,575 g/L, gvozde (II) sulfat 0,034 g/L,
mangan sulfat 0,12 g/L i agar-agar 15 g/L (Merck, Francuska). Inkubacija petri $olja je
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vrsena na 37°C tokom 72 Casa u anaerobnim uslovima u GasPak sistemu (BBL,
Nemacka) (Johansson et al., 1993).

Ispitivanje sposobnosti prezivljavanja sprej suSenog potencijalnog probiotika Lb.
plantarum 564, odnosno da li se navedeni probiotik nalazi u fecesu volontera vrieno je
izolacijom laktobacila s petri Solja sa Rogosa agarom. Ukoliko je navedeni probiotik
preziveo sve ulove GI trakta, potencijalni probiotik Lb. plantarum 564 bi trebao da se
pronade medu izolovanim kolonijama laktobacila. Zbog toga je iz uzoraka fecesa
volontera nakon konzumiranja probiotskog proizvoda, s petri $olja sa Rogosa agarom,
nasumice pikirano 10 pojedinacnih kolonija laktobacila. Uzimane su u obzir petri Solje
na kojima je izraslo oko 200-300 kolonija. Izolati su potom pre¢is¢éeni metodom
iscrpljenja i bojeni po Gramu. Nakon dobijanja Ciste kulture, izolati su zamrznuti na -
80°C sa 20% glicerola.

S obzirom na to da je za komercijalni probiotik Lb. plantarum 299v utvrdeno da
prezivljava uslove GI trakt (Johansson et al., 1993, 1998), navedeni probiotik je

predstavljao kontrolu u prethodno navedenim ispitivanjima.

3.12.2. Izolacija DNK laktobacila iz fecesa

Iz Cistih kultura izolata laktobacila izolovanih iz fecesa volontera nakon konzumiranja
probiotskog proizvoda izvrSena je izolacija DNK (Ahrne et al., 2005). Kolonije
izolovanih laktobacila sa Rogosa agara su rastvarane u 1 ml Mili-Q vode, nakon ¢ega je
vrseno centrifugiranje na 14000 rpm tokom 2 minuta. Nakon centrifugiranja,
supernatant je odlivan, a pelet je ispran sa 1 ml Mili-Q vode i centrifugiran pod istim
uslovima. Postupak ispitanja peleta je ponovljen 2 puta. Nakon centrifugiranja, pelet je
resuspendovan u 250 pl Mili-Q vode. Potom je dodato 8-12 staklenih kuglica (pre¢nika
2mm) (Karl Roth, SAD), nakon ¢ega su uzorci tretirani u Thermomixeru (Eppendorf,
Nemacka) pri brzini od 1200 rpm, tokom 30 minuta na temperaturi od 4°C. Nakon toga,

uzorci su centrifugirani 2 min na 14000 rpm, a u supernatantu se nalazila ukupna DNK.
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3.12.3. Molekularna metoda Randomply Amplified Polymorphic DNA (RAPD-
PCR)

Deo ispitivanja prisustva probiotskih bakterija medu izolovanim laktobacilima je raden
na Odseku za tehnologiju hrane, inZenjerstva i ishrane, Fakulteta inzenjeringa LTH,
Univerziteta u Lundu, Lund, Svedska, dok je drugi deo ispitivanja sproveden na
Poljoprivrednom fakultetu, Univerziteta u Beogradu.

Pomoc¢u molekularne metode RAPD ustanovljeno je prisustvo probiotskih bakterija
medu izolovanim laktobacilima iz fecesa. Metoda RAPD se vrsila na termosajkleru
Eppendorf (Nemacka) i Techne (UK). Master mix je sadrzao 10 x PCR pufer sa 1,5 mM
MgCl, (Kapabiosystem, SAD), 10 mmol svakog nukleotida (Kapabiosystem, SAD), 5
U/ul Taq DNA polimeraze (Kapabiosystem, SAD), 10 pmol RAPD prajmer sekvence
5-ACGCGCCCT-3" i sterilnu Mili-q vodu. Dodavano je 2 ul supernatanta u 48 ul
master mixa. Program RAPD se sastojao iz 4 ciklusa: 94°C tokom 45 s, 30°C tokom
120 s, 72°C tokom 60 s, nakon Cega je sledilo 26 ciklusa koja su se sastojala od: 94°C
tokom 5 s, 36°C tokom 30 s (s produzetkom od 1 s za svaki ciklus), 72°C tokom 30 s i
72°C tokom 10 minuta (Ahrne et al., 2005).

Nakon PCR reakcije, PCR produkti su vizualizovani na 1,5% agaroznom gelusa 1 x TB
puferom, pri ¢emu je gel bojen bojom Gel Red (VWR, SAD). Kao pufer za
elektroforezu koris¢en je 1 x TB pufer, pri ¢emu je elektroforeza tekla pri konstantnom
naponu od 1-10 V/cm gela. PCR produkti su nano$eni u bunarice gela u koli¢ini od 7pl.
Gelovi su posmatrani i fotografisani pod UV transluminatorom (Biometra, Watman
company, Nemacka).

U delu ispitivanja koja su sprovedena na Poljoprivrednom fakultetu, Univerzitet u
Beogradu, PCR produkti su vizualizovani pomocu kapilarne elektroforeze QIAxcel
(Qiagen, SAD). Prilikom ispitivanja PCR produkta koris¢en je High Resolution kit.
Postupak pripreme PCR produkta se sastojao od nanoSenja Separation buffer i Wash
buffer u odgovarajuce odeljke, Aligment markera veli¢ine 15 bp-1 kb i nanoSenja
minimum 15 pl PCR produkta u odgovarajuce tubice. Pomocu softvera Qiaxcel Screen
Gel Software dobijane su fotografije gelova sa PCR produktima.

Nakon posmatranja gelova pomocu agarozne ili kapilarne elektroforeze, izolati

laktobacila sa istim paternom (rasporedom bendova) kao i potencijalni probiotik Lb.
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plantarum 564 ili komercijalni probiotik Lb. plantarum 299v smatrani su da pripadaju
istom soju, odnosno probiotiku koji su volonteri konzumirali (Johansson i sar., 1998).

3.13. Statisticka obrada rezultata

Rezultati vijabilnosti starter kultura i probiotskih bakterija, kao i senzorna analiza su
prikazani sa srednjom vrednoscu+standardna devijacija, pri ¢emu su dobijene vrednosti
izraCunate u Microsoft Excel-u (2007). Statisticka analiza podataka je uradena pomocu
programa STATISTICA 6.0 (StatSoft Inc, SAD), dok je ispitivanje statisticki znacajne
razlike obavljeno ANOVA analizom, a razlike izmedu srednjih vrednosti su testirane
pomocu Fisher-ovog (LSD) testa znacajne razlike. Za znacajnu statisticku razliku je

uziman u obzir p < 0,05.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. lzolacija bakterija mle¢ne Kiseline

Izolacija autohotnih bakterija mlecne kiseline izvrSena je iz 5 uzoraka Pirotskog
kackavalja i iz 2 uzorka Sjeni¢kog sira. Pirotski kackavalj je bio starosti 3, 6 1 9 meseci,
dok je jedan uzorak Sjenickog sira bio 1-2 meseca, a drugi 4-5 meseci starosti.

Iz obe vrste tradicionalnih sireva izolovan je ukupno 61 izolat laktobacila, od cega 21
termofilnih (14 iz Pirotskog kackavalja i 7 iz Sjeni¢kog sira) 1 40 mezofilnih laktobacila
(22 iz Pirotskog kackavalja i 18 iz Sjeni¢kog sira). Kod sireva koji su bili zreliji,
izolovano je nes$to manje sojeva, s obzirom na to da sa staros¢u broj bakterija mle¢ne

kiseline opada.

4.2. Morfoloske karakteristike

Izolovani laktobacili su bojeni po Gramu i mikroskopirani, pri ¢emu je ustanovljeno da
su svi izolati G pozitivni Stapici, koji su se javljali pojedinacno, u paru ili u lancima.
Takode, mikroskopiranjem izolata vrSena je i provera Cistoc¢e kulture, pri ¢cemu je

primeceno da su svi izolati bile Ciste kulture.

4.2.1. Katalaza test

Kao prvi test u ispitivanju i razdvajanju bakterija mle¢ne kiseline, uraden je katalaza
test. Prilikom ispitivanja katalaza testa, ustanovljeno je da su od 61 izolata, koji su se
pokazali kao Ciste G pozitivne bakterije Stapicastog oblika, 55 izolata bili katalaza
negativni. Ostalih 6 izolata su bili katalaza pozitivni, zbog ¢ega su elimisani iz daljeg

ispitivanja.
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4.2.2. Fermentacija Sefera

Ispitivanjem nacina fermentacije Secera izolovanih laktobacila iz tradicionalnih sireva,
utvrdeno je da 1i izolati vrSe fermentaciju Secera homofermentativnim ili
heterofermentativnim putem, odnosno da li pored zamucenja bujona dolazi i do
izdvajanja gasa u Durham cev¢ici. Od 55 ispitivanih izolata, ustanovljeno je da 38
izolata fermentiSe SeCere homofermentativnim putem, dok preostalih 17 izolata
fermentiSe Secere heterofermentativnim putem (dolazi do izdvajanja gasa u Durham
cevéici). S obzirom na to da je jedan od ciljeva istrazivanja doktorske disertacije
primena potencijalnih probiotskih bakterija u proizvodnji jogurta, sira od UF mleka i
crne Cokolade, heterofermentativni izolati su iskljuceni iz daljeg ispitivanja, usled
moguce produkcije CO,, sircetne ili mravlje iseline, koji mogu negativno da uti¢u na
senzornu ocenu proizvoda.

Kod sireva proizvedenih na tradicionalan nacin, bez dodavanja starter kultura, prisustvo
homofermentativnih 1 heterofermentativnih bakterija mlecne kiseline je uobicajen
rezultat (Herreros et al., 2003). Ukoliko se sirevi proizvode uz dodavanje starter kultura,
prisustvo heterofermentativnih izolata se prepisuje nestarterskoj mikroflori. Medutim,
tradicionalni sirevi poseduju znatno bogatiju mikrofloru, zbog Cega je teSko odrediti da
li heterofermentativni izolati poticu od mleka, ukoliko nema termickog tretmana, ili se

spontano javljaju tokom zrenja.
4.2.3. Sposobnost rasta pri razli¢itim temperaturama
Preostalih 38 izolata zasejano je na podloge i inkubirano na optimalnim temperaturama,

nakon ¢ega su ispitivani na rast na temperaturama od 15°C 1 45°C. Rezultati ispitivanja

sposobnosti rasta na razli¢itim temperaturama su prikazani u tabeli 7.
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Tabela 7. Sposobnost rasta izolata na razli¢itim temperaturama

: . 15°C 45°C
Izolati Broj
+* ++ + ++
Mezofilni 23 20 7 9
Termofilni 15 3 12 2 13

*Intezitet rasta u bujonu: + slab rast, ++ dobar rast

Svi izolati su pokazali rast na temperaturi od 15°C, dok je na temperaturi inkubacije od
45°C izostao rast pojedinih izolata (7 izolata). Primeéeno je da su pojedini mezofilni
izolati pokazali slab rast na temperaturi od 45°C (9 izolata), dok su pojedini termofilni
izolati pokazali slab rast na temperaturi od 15°C (3 izolata). Isto tako, termofilni izolati
su pokazali vrlo dobar rast na temperaturi od 45°C (13 izolata).

Nakon proizvodnje jogurta i sira od UF mleka, oba proizvoda se skladiSte na
temperaturi frizidera, zbog ¢ega su 3 izolata koja su pokazala slab rast na temperaturi od
15°C eliminisana iz daljeg ispitivanja. Pored toga, u proizvodnji crne ¢okolade su
zastupljene visoke temperature, zbog ¢ega je 7 izolata koji nisu pokazali rast na
temperaturi od 45 °C isklju¢eno iz daljeg ispitivanja. Sveobuhvatno, 10 izolata je
isklju€eno iz daljeg ispitivanja.

Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje vrlo raznolike mikroflore tradicionalnih sireva,
§to je primeéeno i u ranijim ispitivanjima autohtonih bakterija mle¢ne kiseline (Veljovi¢
et al., 2007; Nikoli¢ et al., 2008; Radulovi¢ et al., 2012d). Medutim, pojedini izolati su
rasli 1 na temperaturama koje nisu optimalne za njihov rast, §to ukazuje na prisustvo
“divljih” sojeva, koji mogu da odstupaju od predvidenih granica za njihove vrste
(Callon et al., 2004).

4.2.4. Sposobnost rasta u razli¢itim koncentracijama soli

U tabeli 8 su prikazani rezultati ispitivanja sposobnosti rasta u razli¢itim
koncentracijama soli, odnosno u bujonima sa 2%, 4% i 6,5% soli. Posmatrajuci
rezultate, moze se primetiti da su svi izolati pokazali rast u bujonu sa 2% soli. Medutim,
prilikom ispitivanja rasta u bujonu sa 4% soli ustanovljeno je da 6 izolata nije pokazalo

rast, dok su 4 izolata pokazala nesto slabiji rast na navedenoj koncentraciji soli.
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Tabela 8. Sposobnost rasta izolata na razli¢itim koncentracijama soli

. . 2% soli 49 soli 6,5%0 soli
Izolati Broj
+* 4+ + ++ + ++
Mezofilni 17 1 16 2 11 5 1
Termofilni 11 11 2 7 4

*Intezitet rasta u bujonu: + slab rast, ++ dobar rast

U bujonu sa 6,5% soli, porast je pokazalo 10 ispitivanih izolata, pri ¢emu je 5 izolata
pokazalo slab rast. Prikazani rezultati ukazuju da generalno vecina izolata dobro
podnosi veci procenat soli.

U literaturnim podacima je pronadeno da pojedini sojevi laktobacila mogu da podnesu i
vec¢e koncentracije od 8% soli (Dimitrijevi¢-Brankovi¢, 1998). Takode, dobijeni
rezultati su u skladu s drugim autorima (Radulovi¢, 2007; Nikoli¢ et al., 2008).
Ispitivanje sposobnosti rasta izolata u ve¢im koncentracijama soli je znacajno za
proizvodnju sireva, s obzirom na to da je kod pojedinih sireva zastupljena veca
koncentracija soli. Kao S$to je ve¢ navedeno, prosecna vrednost sadrzaja soli u
kackavalju je 2,2%, a u Sjeni¢kom siru 2,9%, tako da su dobijeni rezultati ocekivani.
Isto tako, kod sira od ultrafiltriranog mleka (Feta sir) prosecan sadrzaj soli je 2,9%, Sto
ukazuje da bi vecina ispitivanih izolata mogla da se primeni u proizvodnji ovog sira.
Medutim, pojedini izolati nisu pokazali rast u bujonu sa 4% soli ili su pokazali slab rast,

zbog Cega su iskljueni iz daljeg ispitivanja (10 izolata).

4.2.5. Sposobnost produkcije egzopolisaharida

Od ukupno 28 izolata, sposobnost produkcije egzopolisaharida je ustanovljena kod 5
izolata laktobacila pomocu testa sa ezom. Sposobnost produkcije egzopolisaharida je
veoma znacajna za proizvodnju fermentisanih proizvoda od mleka, s obzirom na to da
EPS imaju uticaj na viskozitet i teksturu proizvoda (Marshall i Rawson, 1999). U
proizvodnji sireva, prisustvo EPS pozitivnih sojeva je nepozeljno u cilju dobijanja

zeljene konzistencije, a uticaj EPS u proizvodnji ¢okolade do sada nije ispitivan.
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S obzirom na to da je jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio i uticaj potencijalnih
probiotskih kultura na senzorne karakteristike jogurta, sira od UF mleka i crne ¢okolade,

izolati koji su EPS pozitivni su iskljuceni iz daljih ispitivanja.

4.2.6. Sposobnost rasta na razli¢itim pH vrednostima

Prilikom ispitivanja rasta ispitivanih izolata u bujonima sa razli¢itim pH vrednostima,
ustanovljeno je da su 2 izolata pokazala veoma slab rast pri pH vrednosti 4. Ostali
izolati su pokazali rast na bujonima sa pH vrednostima 4, 5 i 7. Budu¢i da je jedan od
ciljeva doktorske disertacije selekcija potencijalnih probiotskih bakterija izolovanih iz
tradicionalnih sireva i njihova primena u proizvodnji prehrambenih proizvoda, navedena

2 izolata su iskljucena iz daljeg ispitivanja.

4.2.7. Acidogena sposobnost

Acidogena sposobnost bakterija mlecne kiseline je veoma bitna karakteristika, pogotovo
onih bakterija koje se koriste kao starter kulture u proizvodnji razli¢itih fermentisanih
proizvoda, zbog Cega predstavlja veoma bitnu tehnoloSku karakteristiku. Cilj ovog
ispitivanja je bio da se ispita acidogena sposobnost ispitivanih izolata iz tradicionalnih
sireva, kao jedna od osnovnih tehnoloskih karakteristika autohtonih bakterija mle¢ne
kiseline. Za odredivanje acidogene sposobnosti koriS¢eno je 10% rekonstituisano
obrano mleko, pri ¢emu se pocetna pH vrednost mleka kretala u rasponu od 6,45-6,50.
Rezultati ispitivanja acidogene sposobnosti su prikazani u tabeli 9, pri ¢emu su
prikazani samo rezultati selektovanih izolata koji su, nakon ispitivanja tehnoloskih
karakteristika, koriS¢eni u daljim istraZivanjima.

Od ukupno 11 izolata laktobacila, 5 izolata je posedovalo izrazitu acidogenu
sposobnost, pri ¢emu su, nakon 24 c¢asa inkubacije, pH vrednosti mleka bile u
granicama od 4,4-4,8. Nesto slabiju acidogenu sposobnost sa pH vrednostima 4,9-5,0 je
pokazalo 4 izolata laktobacila, a ostalih 2 izolata je vrSilo sporu produkciju mle¢ne

kiseline sa postignutim pH vrednostima od 5,0-6,1
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Tabela 9. Acidogena sposobnost selektovanih izolata

pH 2h 4 h 6h 8h 24 h
16' 6,36 6,38 6,28 6,20 4,71
27" 6,34 6,37 6,35 6,17 5,00
50 6,30 6,35 6,27 6,20 4,95
71’ 6,27 6,39 6,32 6,27 4,97
062-1 6,35 6,37 6,29 6,17 5,14
564 6,33 6,26 6,23 5,98 4,74
Z5 6,31 6,22 6,12 5,80 4,32
Z8 6,31 6,29 6,26 6,10 4,93
Z9 6,33 6,32 6,24 6,13 4,66

Prikazani rezultati ukazuju na to da skoro svi selektovani izolati imaju veoma dobru
acidogenu sposobnost. Izolati K16 (izolat iz Pirotskog kackavalja), Z5 1 Z9 (izolati iz
Sjeni¢kog sira) su pokazali veoma dobru acidogenu sposobnost, pri ¢emu se pH
vrednost mleka nakon 24 c¢asa kretala u rasponu od 4,3-4,7. Slabiju acidogenu
sposobnost su pokazali izolati K27, K50 i K71 (izolati iz Pirotskog kackavalja), pri
¢emu se pH vrednost mleka kretala u rasponu od 4,9-5,0. 1zolat K621 je pokazao veoma
sporo snizavanje pH vrednosti mleka, pri ¢emu je nakon 24 Casa pH vrednost bila 5,14.
S obzirom na to da laktobacili imaju slabiju acidogenu sposobnost u odnosu na
laktokoke, dobijeni rezultati su u skladu sa istraZivanjima drugih autora (Herreros et al.,
2003; Radulovi¢, 2007).

U ovom istrazivanju, dobijene pH vrednosti su u skladu s vrednostima koje su pozeljne
kod probiotskih bakterija. S obzirom na to da se probiotske bakterije uglavnom
primenjuju kao dopunske kulture u proizvodnji razli¢itih prehrambenih proizvoda,
izrazena acidogena aktivnost nije opredeljuju¢i parametar za selekciju probiotika.
Takode, proces inkapsulacije dovodi do sporije acidogene aktivnosti od slobodnih
probiotskih celija (Petrovi¢, 2011; Mirkovi¢ et al., 2014), zbog Cega ¢e inkapsulisane
probiotske bakterije sa izrazitom acidogenom sposobno$¢u u proizvodnji prehrambenih
proizvoda imati slabiju acidogenu sposobnost, usled ¢ega nece ostvariti znacajan uticaj

na senzorni kvalitet prehrambenog proizvoda.
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4.2.8. Sposobnost produkcije aromogenih jedinjenja

Pomocu reakcije Voges-Proskauera ispitivana je sposobnost produkcije aromogenog
jedinjenja acetil-metil-karbinola. Rezultati ispitivanja su pokazali da ispitivani
laktobacili ne poseduju sposobnost produkcije navedenog aromogenog jedinjenja.
Ovakvi rezultati ispitivanja su 1 o¢ekivani, S obzirom na to da su prethodna istrazivanja
pokazala da je produkcija aromogenih jedinjenja karakteristika rodova Lactococcus i
Leuconostoc, koji mogu da produkuju acetate, diacetil, acetoin, itd. Medutim, u
pojednim istrazivanjima laktobacili izolovani iz tradicionalnih proizvoda vrsili su

produkciju diacetila (Nikoli¢ et al., 2008).

4.2.9. Proteoliticka aktivnost

Ispitivanjima koja su sprovedena prethodnih godina jasno je ukazan znacaj bakterija
mlecne kiseline u razgradnji kazeina u mlec¢nim proizvodima. Ispitivanjem proteoliticke
sposobnosti jednostavnom metodom pomocu mlecnog agara, ustanovljena je tedencija
izolata u proteolizu kazeina u mleku. Prisustvo prosvetljene zone oko kolonije
ispitivanih izolata je ukazivala na ekstracelularnu proteoliticku aktivnost. Od 13
preostalih ispitivanih izolata, 6 izolata je pokazalo prosvetljene zone oko kolonija.
Intezitet zone je bio razli¢it medu ispitivanim izolatima, $to moze da ukaze na intezitet
proteoliti¢ke aktivnosti. Dalja ispitivanja proteoliti¢ke aktivnosti pomocu, na primer,
elektroforeze na SDS poliakrilamidnom gelu, svakako je potrebno radi odredivanja
inteziteta proteolitiCke aktivnosti. Rezultati ispitivanja izolata iz Sjeni¢kog sira su
pokazali da pojedini izolati laktobacila poseduju ekstracelularne enzime koji vrSe
razgradnju B-kazeina (Radulovi¢, 2007). Izolati iz Pirotskog kackavalja u prethodnim
istrazivanima su takode pokazali da vrSe razgradnju kazeina (Radulovi¢ et al., 2012d).
Autori Milesi et al. (2009) su ispitivali proteoliticku sposobnost potencijalnih
probiotskih bakterija u proizvodnji tvrdih sireva, gde su ustanovili da pojedini sojevi
vrse proteolizu i ne utiCu na senzorne karakteristike sireva, dok pojedini sojevi vrse
intezivniju proteolizu zbog ¢ega utiu na karakteristican ukus tvrdih sireva.

S obzirom na to da je jedan od ciljeva rada primena selektovanih izolata u proizvodnji

jogurta, sira od UF mleka i crne Cokolade, izraZena proteoliti¢ka aktivnost nije bila
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opredeljujué¢i parametar za dalju primenu, pa je 6 izolata sa ekstracelularnom

proteolitickom aktivnos$¢u eliminisano iz daljeg rada.

4.3. ldentifikacija izolata

Na osnovu rezultata ispitivanja tehnoloSkih karakteristika 38 izolata izolovanih iz
Pirotskog kackavalja 1 SjeniCkog sira, za dalja ispitivanja selektovano je 5 izolata iz
Pirotskog kackavalja, koji su obelezeni kao K16, K27, K50, K71 i K621. S obzirom na
to da iz 2 uzorka Sjenickog sira iz kojih je radena izolacija laktobacila, nije bilo izolata
sa tehnoloskim karakteristikama od znacaja, izolatima iz Pirotskog kackavalja je
prikljuc¢eno 4 izolata 564, 75, Z8, i Z9 iz Sjeni¢kog sira, koji pripadaju kolekciji kultura
Katedre za tehnolosku mikrobiologiju, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Beogradu.
Izolati iz SjeniCkog sira su prethodno okarakterisani i identifikovani pomocéu API
sistema u istrazivanju Radulovi¢ (2007). Dalja istrazivanja su nastavljena sa 9 izolata iz
Pirotskog kackavalja 1 Sjeni¢kog sira, pri ¢emu su prvo identifikovani pomocu API

sistema i molekularnih metoda.
4.3.1. API sistem
Za identifikaciju selektovanih izolata koris¢en je API sistem SOCH. Ocitavanje rezultata

je sprovedeno u API Lab plus softveru sa ta¢nos¢u 96,4 do 100%. U tabeli 10 su

prikazani rezultati ovog ispitivanja.
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Tabela 10. Rezultati identifikacije selektovanih laktobacila API sistemom

Selektovani izolati Rezultati identifikacije AP1 50 CH

K16 Lactobacillus brevis
K27 Lactobacillus brevis
K50 Lactobacillus plantarum
K71 Lactobacillus brevis
K621 Lactobacillus casei
564 Lactobacillus paracasei
Z5 Lactobacillus paracasei
Z8 Lactobacillus paracasei
Z9 Lactobacillus plantarum

Na osnovu prikazanih rezultata moze se ustanoviti da API sistem ima veoma mali opseg
razlikovanja vrsta BMK, s obzirom na to da je od 5 selektovanih izolata iz Pirotskog
kackavalja 4 identifikovano kao Lb. brevis. U prethodnim ispitivanjima je ukazano da
API sistem nije pouzdan metod za identifikaciju BMK, budu¢i da nema moguénost
razlikovanja odredenih vrsta BMK koje imaju veoma slicne sposobnosti fermentacije
Se¢era (De Vuyst i Vancanneyt, 2007). Selektovani izolati iz Sjenickog sira su pomocu
API sistema identifikovani kao Lb. paracasei 564, Lb. paracasei Z8, Lb. casei Z5i Lb.
plantarum Z9.

Rezultati ispitivanja karakteristicne mikroflore tradicionalnih sireva ukazuju na
prisustvo pretezno Lb. casei i Lb. plantarum, ali i Lb. paracasei vrsta (Centeno et al.,
1995; Martinovi¢ et al., 2005; Terzi¢-Vidojevi¢ et al., 2007; Goli¢ et al., 2013). Smatra
se da navedene vrste ostvaruju ulogu u proteolitickim promenama tokom kasnih faza
zrenja sireva, sto doprinosi karakteristicnom ukusu sireva (Williams et al., 2001). Vrsta
Lb. brevis je takode prisutna u razli¢itim fazama zrenja sireva (Corroler et al., 1998).
Medutim, moZe se re¢i da svaka vrsta ima svoju specificnu ulogu u biohemijskim
promenama, produkciji aromogenih jedinjenja, itd. tradicionalnih sireva, pri ¢emu su
pojedine vrste znacajne u pocetnim, a neke u kasnijim fazama zrenja.

Nakon identifikacije selektovanih izolata molekularnim metodama, rezultati
identifikacije bice razli¢iti u odnosu na rezultate API sistema, §to ¢e potvrditi
nepouzdanost APl sistema. Shodno tome, API sistem je pogodnije Koristiti za

odredivanje biohemijskih karakteristika bakterija mlecne kiseline.
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4.3.2. Identifikacija selektovanih izolata pomo¢u PCR metode

Nakon identifikacije pomocu API sistema, selektovani izolati su dalje identifikovani
molekularnim metodama. Selektovani izolati su identifikovani pomoc¢u PCR reakcije sa
specificnim prajmerima. Prvo se vrSila identifikacija Lactobacillus vrsta koje su
najcesce prisutne u tradicionalnim srpskim sirevima, odnosno Pirotskom kackavalju i
Sjenickom siru (Topisirovi¢ et al., 2006; Radulovi¢ et al., 2007, 2012d; Goli¢ et al.,
2013).

Prilikom identifikacije, prvobitno se krenulo sa identifikacijom pomocu specificnih
prajmera za Lb. casei vrstu. Medutim, ni jedan selektovani izolat nije amplifikovao
specifi¢ni gen za Lb. casei vrstu (slika nije prikazana). Nakon toga, selektovani izolati
su identifikovani za Lb. plantarum vrstu. Na slici 3 prikazan je gel sa PCR produktima
sa specifi¢nim prajmerima za Lb. plantarum.

Na osnovu slike gela (slika 4) moze se ustanoviti da su izolati 564, Z5, 79, K16 i K50
amplifikovali specifi¢ni gen za Lb. plantarum vrstu (Walter et al., 2000) i dali produkt
od 288 bp. Kao pozitivna kontrola koris¢en je Lb. plantarum IM 112 (Kolekcija
Laboratorije za probiotike, Odsek za zootehniku, Biotehnicki fakultet, Univerzitet u

Ljubljani).
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Slika 4. Agarozni gel sa selektovanim izolatima sa prajmerima za Lb. plantarum vrstu

1. Izolat K27; 2. Izolat K16; 3. Izolat K71; 4. Izolat K621; 5. lzolat K50; 6. lzolat 564,
7. lzolat Z5; 8. Izolat Z8; 9. Izolat Z9; 10. Pozitivna kontrola Lb. plantarum IM 112; 11.
DNK leder

S obzirom na to da sojevi K27, K71, K621 i Z8 nisu amplifikovani specifi¢ni gen za Lb.
plantarum vrstu, oni su dalje ispitani za Lb. paracasei vrstu sa specifi¢énim prajmerima

Y2 i Paral. Gel sa PCR produktima za Lb. paracasei vrstu je prikazan na slici 5.

12 3456

290 bp ——»

Slika 5. Agarozni gel sa selektovanim izolatima sa prajmerima za Lb. paracasei vrstu
1. lzolat K27; 2. lzolat K71; 3. lzolat K621; 4. lzolat Z8; 5. Pozitivna kontrola Lb.
paracasei IM; 6. Negativna kontrola

Selektovani sojevi K27, K71, K621 i Z8 su amplifikovali specificni gen za Lb.

paracasei vrstu s navedenim prajmerima i na osnovu produkta od 290 bp pokazali su da
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pripadaju navedenoj vrsti (Ward i Timmis, 1999). U tabeli 11 prikazani su rezultati

identifikacije selektovanih sojeva molekularnom metodom.

Tabela 11. Rezultati identifikacije selektovanih laktobacila PCR metodom

Selektovani izolati Rezultati identifikacije
K16 Lactobacillus plantarum

K27 Lactobacillus paracasei

K50 Lactobacillus plantarum

K71 Lactobacillus paracasei

K621 Lactobacillus paracasei

564 Lactobacillus plantarum

Z5 Lactobacillus plantarum

Z8 Lactobacillus paracasei

Z9 Lactobacillus plantarum

S obzirom na to da je soj Lb. plantarum 564 ranije identifikovan kao Lb. paracasei
pomocu API testa i da je u pojedinim ispitivanjima primenjen kao ova vrsta (Radulovi¢
et al., 2010, 2011b, 2012b) vrseno je sekvenciranje soja, kako bi se potvrdila nova
identifikacija ~ soja.  Koris¢eni su  prajmeri za  16S  rRNK, 27f
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) i 1495R (CTACGGCTACCTTGTTACGA) (Yu et
al., 2011). Nakon PCR reakcije, PCR produkt je pripremljen za sekvenciranje, odnosno
precis¢en je pomocu Qiagen Purification Kit (Qiagen, SAD), nakon cega je PCR
produkt poslat na sekvenciranje u Macrogene (Holandija). Dobijene sekvence
fragmenata za ispitivani soj su dalje analizirane koriS¢enjem NCBI baze podataka,
odnosno BLAST programom =za pretrazivanje homologih nukleotidnih sekvenci

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Rezultati sekvenciranja su potvrdili da soj Lb.

plantarum 564 pripada navedenoj vrsti.

Rezultati sekvenciranja Lb. plantarum 564 su najbolji nacin potvrde nepouzdanih
rezultata API sistema. Takode, identifikacijom pomocu API testa i izolati K16, K27,
K50, K71 i K621, kao i Z5 identifikovani su drugacije. Medutim, s obzirom na to da je
jedino soj Lb. plantarum 564 ranije identifikovan i koris¢en u brojnim istrazivanjima
kao Lb. paracasei 564, samo za ovaj soj je uradeno sekvenciranje, kao potvrda

identifikacije molekularnih metoda pomocu specifi¢nih prajmera.

103


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

REZULTATI I DISKUSIIA

Identifikacija autohtonih izolata iz tradicionalnih sireva, pomo¢u molekularnih metoda,
I ranije se pokazala kao pouzdan metod identifikacije, Sto potvrduju i rezultati

istrazivanja (Jokovi¢ et al., 2008; Nikoli¢ et al. 2008).

4.4. Probiotske karakteristike selektovanih izolata

4.4.1. Rezultati sposobnosti prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih

uslova in vitro

Prilikom ispitivanja potencijalnih probiotskih bakterija prvobitno se ispituje sposobnost
preZivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova pomocu in vitro testova, kao jedan
od najbitnijih probiotskih kriterijuma. Medutim, prava slika se stie ispitivanjem
potencijalnih probiotika u in vivo studiji, s obzirom na to da je gastrointestinalan trakt
podlozan promenama tokom zivotnog doba, u skladu sa ishranom, spoljas$njim
stresovima, upotrebom antibiotika, itd.

Ispitivanje sposobnosti prezivljavanja GI uslova selekcionisanih sojeva je sprovedeno in
vitro studijom pri ¢emu su dva medijuma kori§¢ena za simuliranje gastrointestinalnih
uslova. U tabeli 12 prikazani su rezultati prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih

uslova selektovanih sojeva nakon sat vremena inkubacije na 37°C.

Tabela 12. Sposobnost prezivljavanja selektovanih sojeva u simuliranim
gastrointestinalnim uslovima

Poéetan broj® Zeludaéni Pad broja Intestinalni Pad broja

Selektovani - . Lo . -
sojevi (log cfug™) uslow_ celija uslow_ celija
(log cfug™) (log)  (logcfug™)  (log)

K16 9,34+0,05 8,5+0,17 0,84 8,5+0,19 0,84
K27 9,4+0,12 8,25+0,05 1,15 8,84+0,14 0,56
K50 9,19+0,2 8,06+0,2 1,13 8,62+0,26 0,57
K71 9,71+0,17 8,21+0,19 1,5 8,43£0,15 1,28
K621 9,45+0,03 8,08+0,16 1,4 8,74+0,18 0,71
564 9,61+0,12 8,61+0,15 1 8,6+0,16 1,01
Z8 9,27+0,05 8,75+0,2 0,52 8,68+0,18 0,59
Z5 9,94+0,15 8,64+0,21 1,3 8,78+0,11 1,16
Z9 9,38+0,02 8,8+0,1 0,58 8,8+0,19 0,58

#Srednja vrednost+standardna devijacija nakon tri ponavljanja (p>0,05)
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Rezultati ispitivanja sposobnosti prezivljavanja simuliranih GI uslova sojeva Lb.
plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 su prikazani u ranijim ispitivanjima (Radulovi¢ et al.,
2010).

Zeludaéni uslovi, gde su prisutne izrazitno niske pH vrednosti od 2,5-3,0 predstavljaju
prve nepovoljne uslove GI trakta. Medutim, u ovom slucaju se moze uociti da
selekcionisani sojevi autohtonih BMK imaju veoma dobru sposobnost prezivljavanja
simuliranih Zeluda¢nih uslova nakon 60 minuta inkubacije na 37°C. Kod pojedinih
sojeva, kao na primer Lb. plantarum 564, Lb. plantarum Z5, Lb. paracasei K621, Lb.
paracasei K71, Lb. plantarum K50 i Lb. paracasei K27, doslo je do pada broja
prezivelih ¢elija i do 1 log cfug™. Sojevi Lb. paracasei Z8 i Lb. planatrum Z9 su imali
najmanji pad logaritamske vrednosti (0,52 i 0,58 log cfug™, redom), dok je najvec¢i pad
imao soj Lb. paracasei K71 (1,5 log cfug™). Charteris et al. (1998a) navode da se
smanjenje broja celija do 30% u odnosu na pocetni broj celija moze smatrati
prihvatljivim padom broja celija za definisanje soja kao rezistentnog na zeludacne
uslove.

Nakon ispitivanja sposobnosti prezivljavanja simuliranih Zeludaénih uslova,
ustanovljeno je da selektovani sojevi dobro prezivljavaju i intestinalne uslove GI trakta.
Rezultati ukazuju da su selekcionisani sojevi nakon inkubacije u simuliranim
intestinalnim uslovima na 37°C tokom 60 min pokazali veoma dobru sposobnost
prezivljavanja. Svi sojevi su imali smanjenje broja celija manje od 1 log cfug™.
Najmanje smanjenje broja ¢elija uo¢eno je kod soja Lb. plantarum Z9 (0,5 log cfug™),
dok je najveci pad broja ¢éelija primecen kod soja Lb. paracasei K71 (1,2 log cfug™).
Rezultati ispitivanja su pokazali da je kod Lb. plantarum Z9 primeéena dobra
sposobnost preZivljavanja Zeluda¢nih i intestinalnih uslova. Istrazivanja su pokazala da
Lb. plantarum sojevi veoma dobro prezivljavaju simulirane GI uslove (Jensen et al.,
2012). Takode, Zago et al. (2011) su ispitivali sposobnost prezivljavanja simuliranih GI
uslova za 99 Lb. plantarum soja izolovanih iz italijanskih i argentinskih sireva. Tokom
ispitivanja sposobnosti prezivljavanja simuliranih Zeluda¢nih uslova, nije primecena
znacajna razlika nakon 60 minuta inkubacije na pH vrednosti koja se smanjivala od 5,0-
2,5. Medutim, kada je nakon 90 minuta inkubacije dostignuta pH 2,2, samo 9 sojeva je
pokazalo dobru sposobnost prezivljavanja. Nakon zeluda¢nih uslova, 9 sojeva je

prebaceno u simulirane intestinalne uslove koje su sadrzali 0,3% zuénih soli i 0,1%
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pankreatina. Nakon sat vremena inkubacije na 37°C, kod 6 sojeva nije doslo do
redukcije broja ¢elija i njihov broj je bio ve¢i od 108 cfuml™,

Ispitivanjem autohtonih laktobacila izolovanih iz argentinskih sireva, utvrdeno je da
vecina izolovanih laktobacila ne moze da prezivi 4 sata inkubacije pri pH vrednosti 2,0,
ali da je najveéi procenat prezivljavanja zabelezen pri pH vrednosti 2,5 sa dodatkom
0,3% pepsina (Hermanns et al., 2014). Potencijalne probiotske bakterije Lb. paracasei
34 i Lb. casei 339 izolovane iz sireva, pokazale su dobru sposobnost prezivljavanja
zeludacnih uslova pri pH vrednosti 2,5 nakon 45 minuta inkubacije (Monteagudo-Mera
et al, 2012). Kod navedenih potencijalnih probiotskih bakterija, nije primecéena
redukcija broja ¢elija nakon 180 minuta inkubacije pri pH 3,0.

Ispitivanje potencijalnih probiotskih karakteristika laktobacila izolovanih iz srpskih
tradicionalnih sireva su takode pokazala veoma dobre rezultate u prezivljavanju
simuliranih zeluda¢nih uslova (Radulovi¢ et al., 2010).

Prethodna istrazivanja probiotskih bakterija razli¢itog porekla ukazuju da ne postoje
znacajne razlike u sposobnosti prezivljavanja gastrointestinalnih uslova. Istrazivanja su
pokazala da kod probiotika Lb. reuteri DSM 20016 (humanog porekla) i P. pentosaceus
Q3 (izolovanog iz razi) nije doslo do redukcije broja ¢elija nakon 180 minuta inkubacije
u zeluda¢nim uslovima (Jensen et al., 2012). Navedena istraZivanja pokazuju da
potencijalne probiotske bakterije izolovane iz razli¢itih proizvoda mogu da prezive
simulirane gastrointestinalne uslove u odgovaraju¢em broju. Pored toga, pojedine
potencijalne probiotske bakterije mogu znacajno da variraju u svojim tolerancijama
prema intestinalnim uslovima, pogotovo prema zu¢nim solima (Petrovi¢, 2011).
Generalno posmatrajué¢i rezultate in vitro ispitivanja, moze se ustanoviti da
selekcionisani sojevi veoma dobro prezivljavaju niske pH vrednosti i prisustvo pepsina,
kao i prisustvo pankreatina i zuénih soli. lako su dobijeni rezultati pokazali veoma
dobru sposobnost preZivljavanja, in vitro studije ne predstavljaju pouzdan metod u
ispitivanju probiotskih karakteristika, ali su svakako veoma dobar metod za

selekcionisanje sojeva tolerantnih na nisku pH vrednost i Zu¢ne soli.
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4.4.2. Osetljivost na antibiotike
442.1. Difuzni test

Rezistencija na antibiotike kod bakterija mlec¢ne kiseline koje predstavljaju komensalne
mikroorganizme nekog ekosistema, indikator je selektivnog pritiska koji BMK podnose
u uslovima kontaminacije stanista antimikrobnim sredstvima (Radulovi¢ et al., 2012a).
Veliki broj bakterija mlecne kiseline koji je prisutan u fermentisanim proizvodima
sasvim sigurno pomaze u ostvarivanju razli¢itih mehanizama rezistencija na antibiotike
putem mutacija. Dodatno, BMK poseduju mobilne genetske elemente (plazmide i
transpozone), koji omogucavaju horizontalan prenos i Sirenje gena rezistencije.
Istrazivanjima je potvdeno prisustvo antibiotske rezistencije BMK na odredene
antibiotike kao §to su eritromicin, ampicilin, tetraciklin, itd. koja moze da se prenosi na
druge bakterije (Danielsen, 2002; Gevers et al., 2003). Zbog toga je sasvim opravdan
zahtev da se autohtone potencijalne probiotske bakterija mle¢ne kiseline izolovane iz
tradicionalnih sireva ispituju na sposobnost prenosa rezistencije na antibiotike.

U tabeli 13 prikazani su rezultati difuznog testa osetljivosti selektovanih sojeva na
razli¢ite antibiotike. Proizvodac antibiotika je dostavio tabelu s listom mikroorganizama
I njihovim zonama osetljivosti za svaki antibotik, na osnovu cega je i odredivana
granica osetljivosti selektovanih laktobacila na antibiotike (Becton&Dickinson, SAD).
Potpuno odsustvo rezistencije na ampicilin i1 penicilin je uoceno kod svih selektovanih
sojeva. Dobijeni rezultati su 1 o¢ekivani, uzimajuéi u obzir pretodna istraZivanja gde je
potvrdeno da su BMK osetljive na -laktame (Danielsen i Wind, 2003; Hummel et al.,
2007).Takode, pojedini selektovani laktobacili pokazali su osetljivost i na oksacilin koji

pripada navedenoj grupi.
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Tabela 13. Rezultati osetljivosti selektovanih sojeva na antibiotike

Pre¢nik zone inhibicije (mm)*

S R R 3 I E5 &8 g B

Antibiotici - %8 5 55 3 £ 3 3

= 2 3 3 2 & 2 & ¢

5 3335 53 5 3 s

Eritromicin (15pg) 32 28 26 28 24 27 30 30 28
Vankomicin (30 pg) A - - - - - - - -
Oksacilin (1 pg) 4 122 - - - 9 - 7 -
Tetraciklin (30 pg) 24 26 - 18 21 20 21 21 20
Streptomicin (10 pg) - - - - - - - - -
Gentamicin (10 pg) - - - 8 - - - - -
Ampicilin (10 pg) 28 22 24 30 26 30 28 24 26
Hloramfenikol (30 png) 30 32 26 28 26 27 25 30 24
Kanamicin (30 pg) - - - - - - - - -
Neomicin (30 pg) - - - - - - - - -
Penicilin (10 U) 36 42 36 16 30 31 37 37 28

*U precniku zone se nalazi 1 prec¢nik diska koji iznosi 6 mm.
" odsustvo zone oko antibiotika

Dobijeni rezultati ukazuju na to da su svi sojevi osetljivi na hloramfenikol i eritromicin,
uzimajuéi u obzir ¢injenicu da su laktobacili generalno osetljivi na ovu grupu antibiotika
koji inhibiraju sintezu proteina (Ammor et al., 2007). Prilikom ispitivanja osetljivosti
selektovanih sojeva na dejstvo tetraciklina, rezultati su pokazali da su svi selektovani
sojevi osetljivi na dejstvo ovog antibiotika, osim soja Lb. plantarum Z9 koji je pokazao
rezistenciju na tetraciklin. Selektovani sojevi su pokazali umerenu rezistentnost na
antibiotike iz grupe aminoglikozida, u koje ubrajamo gentamicin, neomicin, kanamicin i
streptomicin. Sli¢ni rezultati dobijeni su i kod drugih autora (Duskova i KarpiSova,
2013; Sharma et al., 2015).

Isto tako, svi selekcionisani sojevi pokazali su rezistenciju na vankomicin. Vankomicin
pripada grupi antibiotika glikopeptida, koji inhibiraju sintezu peptidoglukana, koji
predstavlja bitnu komponentnu c¢elijskog zida bakterija. Antibiotik vankomicin formira

kompleks s karboksiterminal D-alanina (D-ala) reziduama prilikom gradenja celijskog
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zida sa peptidoglukanima (Reynolds, 1989). Formiran kompleks sprecava reakciju
transglikosilacije koja je klju¢na u formiranju polimera peptidoglukana.

Rezistentnost na vankomicin je na neki nacin postala stalna osobina laktobacila. U
pojedinim studijama se navodi da se na osnovu rezistencije na vankomicin mogu
razlikovati vrste laktobacila, navode¢i da je rezistencija specificna za pojedine vrste.
Takode, u pojedinim radovima se navodi da je rezistencija na vankomicin prirodna
osobina laktobacila, osim laktobacila koji pripadaju Lb. acidophilus grupi (Salminen et
al., 1998). Potpuna rezistencija autohtonih laktobacila, izolovanih iz sireva i drugih
fermentisanih proizvoda, na vankomicin ve¢ je navodena i kod autora (Mathara et al.,
2008; Monteagudeo-Mera et al., 2012).

Analizirajuéi rezultate, moze se uociti da skoro svi selekcionisani sojevi poseduju
prirodnu rezistentnost na vecinu antibiotike. Pored toga, bitno je ista¢i da skoro svi
selekcionisani sojevi ne poseduje rezistenciju na antibiotike koji mogu dovesti do
prenosa rezistencije na druge bakterije, kao §to su penicilin, ampicilin, tetraciklin i
eritromicin. Medutim, soj Lb. plantarum Z9 je pokazao rezistenciju na tetraciklin, zbog
cega je on izuzet iz daljeg ispitivanja. Sli¢ni rezultati su primeceni 1 u drugim

istrazivanjima antibiotske rezistencije BMK (Danielsen i Wind, 2003; Korhonen, 2010).

Slika 6. Osetljivost soja Lb. paracasei 71 na pojedine antibiotike odredeno difuznom
metodom

Kao znacajan uzrok pojave Sirenja rezistencije na antibiotike isti¢e se velika upotreba
antibiotika pri uzgoju zivotinja od kojih se mleko i meso koriste kao primarne sirovine u

prehrambenoj industriji. Autori Comunian et al. (2010) isti¢u da postoji jasna uzrocno-
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posledi¢na veza izmedu Sirenja antibiotske rezistencije kod bakterija u prehrambenoj
industriji i upotrebe antibiotika u stocarstvu. U ovom radu ispitivana je antibiotska
rezistencija na tetraciklin i eritromicin 121 soja Lb. paracasei, izolovanih iz italijanskih
sireva 1 mesnih preradevina proizvedenih na razliCitim geografskim regionima. Vecina
osetljivih sojeva bila je izolovana iz sireva koji se proizvode od mleka sa farmi gde se
uzgoj stoke odvija na tradicionalan nacin, bez sistemske upotrebe antibiotika u svrhu
promocije rasta. S druge strane, najveci broj rezistentnih sojeva je poticao iz proizvoda s
farmi gde se primenjuje intenzivnija praksa uzgoja u stocarstvu (Comunian et al., 2010).
S obzirom na to da je osetljivost laktobacila na antibiotike veoma bitan kriterijum u
selekcionisanju potencijalnih probiotskih bakterija, selekcionisani sojevi su na ovaj

.....

4.4.2.2.  Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) antibiotika

Moguénost razlikovanja prirodne i steCene rezistencije na antibiotike od velikog je
znacaja za BMK. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i razlika koje
se javljaju u okviru iste vrste, omogucava razikovanje mehanizma rezistencije
(Radulovi¢ et al., 2012a). U slucaju kada odredeni soj pokazuje rezistenciju na znac¢ajno
ve¢im koncentracijama antibiotika u odnosu na drugi soj iste taksonomske jedinice,
prisustvo stecene rezistencije je indikovana i postoji potreba za potvrdom rezistencije
pomocu genetskih metoda.

Rezultati ispitivanja MIC su prikazani u tabeli 14, pri ¢emu su navedene i grani¢ne
vrednosti (cut-off values, engl.) za pojedine antibiotike. Prilikom ispitivanja MIC za
vankomicin ustanovljeno je da su svi selekcionisani sojevi rezistentni na navedene
antibiotike 1 pri znatno ve¢im koncentracijama (> 364 ug/ml), Sto je i ocekivano s
obzirom da su vrste Lb. plantarum i Lb. paracasei prirodno rezistentni na vankomicin
(EFSA, 2012). Takode, prema EFSA smernicama za procenu antibiotske osetljivosti
(2012), grani¢na osetljivost za antibiotik kanamicin je 64 pg/ml, pri ¢emu je navedeno
da, ukoliko je ispitivani soj rezistentan na vec¢im koncentracijama od naznacene

vrednosti, ispitivani sojevi mogu posedovati steCenu rezistenciju.

110



REZULTATI I DISKUSIIA

Tabela 14. Rezultati ispitivanja MIC selektovanih sojeva

Koncentracije MIC (pg/ml)

Anti
biot.*

Lb. plantarum Z5
Lb. paracasei Z8
Lb. plantarum Z9
Lb. plantarum 564
Lb. plantarum K16
Lb. paracasei K27
Lb. plantarum K50
Lb. paracasei K71
Lb. paracasei K621

Van. >364 >364 >364 >364 >364 >364 >364 >364 >364
OKks. <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4

T

Stre. - - 512 192 - - - - 384
Gen 96 26 48 64
T @8} (32)° (16) (32)

>364 >364 >364 >364 >364( >364 >364 >364 >364
(64)*  (64) (64) (64) 64) (64) (64) (64) (64)
*Van.-vankomicin;  Oks.-oksacilin;  Stre.-streptomicin;  Gen.-gentamicin;  Kan.-
kanamicin

" odsustvo zone oko stripa E-testa

* grani¢ne vrednosti (cut-off values) prema EFSA (2012)

Kan.

Ispitivanjem MIC na streptomicin dobijeni su sledeéi rezultati: Lb. plantarum 564 je
pokazao osetljivost pri koncentraciji od 192 pg/ml navedenog antibiotika, Lb.
plantarum K621 na 384 pg/ml i Lb. plantarum Z9 na 512 pg/ml streptomicina. S
obzirom na to da je vrsta Lb. plantarum prirodno rezistentna na streptomicin, dobijeni
rezultati su oéekivani (EFSA, 2012). Sto se ti¢e osetljivosti na gentamicin, dobijeni su
slede¢i rezultati za MIC: Lb. plantarum Z5 i Lb. paracasei Z8 su osetljivi pri
koncentraciji od 96 pg/ml, Lb. plantarum K621 na 64 pg/ml i Lb. plantarum 564 na 48

pg/ml, $to ukazuje na mogucnost postojanja ste¢ene rezistencije selektovanih sojeva.
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Slika 7. Izgled MIC za soj Lb. plantarum 564 prilikom dejstva E testa gentamicin

Prilikom ispitivanja antibiotske rezistencije starter kultura i probiotskih bakterija koje se
primenjuju u proizvodnji razli¢itih prehrambenih proizvoda, utvrdeno je da su sve
probiotske bakterije, kao i pojedine jogurtne starter kulture i laktokoke koje se koriste u
proizvodnji sireva, osetljive na streptomicin pri koncentracijama ve¢im od 256 pg/ml
(Hummel et al., 2007). Sli¢ni rezultati su dobijeni i prilikom odredivanja MIC za
gentamicin istih bakterija, gde je vecina probiotika postala osetljiva na dejstvo
antibiotika pri koncentracijama veé¢im od 256 pg/ml. Autori Matto et al. (2007) su
ispitivali antibiotsku rezistenciju bifidobakterija razliCitog porekla, gde prilikom
ispitivanja MIC za pojedine antibiotike dobijeni rezultati ukazuju da ne postoje znacajne
razlike izmedu MIC koncentracija antibiotika streptomicina, gentamicina, vankomicina,
kao i eritromicina i klindamicina.

Medutim, jo$ uvek je nedovoljno ispitivana osetljivost BMK na antibiotike kao i
odredivanje prelomnih tacaka (breakpoints) MIC za ve¢inu BMK (Charteris et al.,
1998b; Danielsen i Wind, 2003; EFSA, 2012). Pored toga, izbor odgovarajuceg
medijuma za rast BMK ima veliki uticaj na detekciju MIC. Pojedine podloge, kao na
primer Muller-Hinton agar koji preporuc¢uje National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2002) ili Iso-Sensitest koji preporucuje British Society
for Antimicrobial Chemotherapy (Andrews, 2001), nisu odgovarajuci izbor buduéi da

pojedine vrste BMK ne rastu. Isto tako, MRS agar koji podrzava rast svih BMK, nije
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uvek kompatibilan sa Iso-Sensitest agarom prilikom ispitivanja osetljivosti na

antibiotike, kao §to je prijavljeno za pojedine antibiotike (Huys et al., 2002).

4.4.3. Antimikrobna aktivnost

Inhibitorno dejstvo probiotskih bakterija na patogene mikroorganizme je jedan od
najbitnijih kriterijuma prilikom selektovanja probiotika. Kao Sto je ve¢ navedeno,
bakterije mlecne kiseline produkuju niz antimikrobnih jedinjenja, kao Sto su mlecna
kiselina, vodonik peroksid, bakteriocini, itd, koja mogu da vrSe inhibiciju patogenih
mikroorganizama. Na osnovu antimikrobne aktivnosti, laktobacili ¢esto predstavljaju
primarnu barijeru u borbi protiv infekcije gastrointestinalnog trakta.

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15. Rezultati antimikrobne aktivnosti selektovanih sojeva

Precnik zone inhibicije (mm)*

O o —

'-‘N’ o o = N 8 d N

N v X ¥ ¥ ¥

E g E E 5 E 3 3

Patogeni mikroorganizmi S 8 =2 2 2 2 ¢ 3
(1} (4]

< o S S I

= < ] 18] Q S Q o

c - c c © c (] a

@ © I j - ] S o

= Q = O © = © <

o o o o o o o

e o : . S : a :

— L Neo! « o

~ e A

L.monocytogenes ATCC 19111 13 11 13 11 13 13 13 13

E. coli ATCC 25922 15 11 15 13 13 13 13 13

St. aureus ATCC 25923 15 13 15 11 13 13 13 11

S. eneteritidis ATCC 13076 25 23 23 19 21 19 19 21

B. cereus ATCC 6633 13 15 15 13 15 15 17 15

P. aeruginosa ATCC 27853 15 17 17 13 15 15 13 13

C. albicans ATCC 10231 15 16 17 15 15 16 15 17
*Prec¢nik zone ukljucuje 1 5 mm prec¢nika selektovanih sojeva

Prilikom odredivanja antimikrobne aktivnosti koris¢ena je metoda difuznog testa sa
spotovima, pri ¢emu su patogeni mikroorganizmi dodavani u top agar (0,7% agara) gde

je inokulum patogenih mikroorganizama sadrzao negde oko 10°-10° cfuml™ ¢elija.
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Na osnovu rezultata se moze primetiti da svi selektovani sojevi imaju slabiju ili
intenzivniju antimikrobnu aktivnost prema navedenim patogenim mikroorganizmima.
Najvece inhibitorno dejstvo selektovani sojevi su pokazali prema Salmonella enteritidis
ATCC 13076, gde je najvecu zonu inhibicije pokazao Lb. plantarum Z5. Sli¢ni rezultati
su dobijeni 1 prilikom ispitivanja antimikrobne aktivnosti laktobacila izolovanih iz
ov¢ijeg mleka, koji su pokazali najjacu inhibiciju prema S. pneumoniae (Mojgani et al.,
2015). Selektovani sojevi su pokazali veoma sli¢no inhibitorno dejstvo prema L.
monocytogenes ATCC 19111, gde su nesto slabiju antimikrobnu aktivnost pokazali
sojevi Lb. paracasei Z8 i Lb. plantarum K16. Sli¢ni rezultati su dobijeni i prilikom
ispitivanja inhibitornog delovanja prema E. coli ATCC 25922, gde je Lb. paracasei Z8
pokazao nes$to manju zonu inhibicije, dok su Lb. plantarum 564 i Lb. plantarum Z5
pokazali nesto vecu zonu.

Prilikom ispitivanja antimikrobnog delovanja na B. cereus ATCC 6633, selektovani
sojevi su pokazali veoma sli¢ne zone inhibicije, pri ¢emu je najveci pre¢nik imao soj Lb.
plantarum 564 i Lb. paracasei K71. Inhibitorno dejstvo selektovanih sojeva prema P.
aeruginosa ATCC 27853 je bilo veoma sli¢no.

S obzirom na to da selektovani sojevi imaju jako slicne zone inhibicije, u buduca
ispitivanja  antimikrobne aktivnost trebalo bi ukljuciti ve¢i broj patogenih
mikroorganizama, kako bi se ustanovile razlike u inhibitornom dejstvu bakterija mle¢ne
kiseline. Medutim, poredenjem antimikrobne aktivnosti selektovanih sojeva primeceno
je da je soj Lb. plantarum 564 imao kod svih patogenih mikroorganizama najvecu ili
medu najveéim zonama inhibicije. Autohtona bakterija mlec¢ne kiseline L. lactis subsp.
lactis BGSM1-19, izolovana iz tradicionalnog srpskog sira, pokazala je antimikrobnu
aktivnost prema St. aureus, P. aeruginosa i S. paratyphi (Topisirovi¢ et al., 2006).
Takode, Lb. plantarum TAUL 1539 je pokazao najsiri spektar inhibitornog delovanja
prema patogenim mikroorganizmima u odnosu na ostale laktobacile izolovane iz
Spanskog kozijeg sira Armada (Herreros et al., 2005). Isto tako, potencijalne probiotske
bakterije izolovane iz ov¢ijeg mleka su pokazale Sirok spektar inhibicije prema G
pozitivnim 1 negativnim bakterijama (Mojgani et al., 2015). Potencijalna probiotska
bakterija Lb. paracasei 34, izolovana iz sira, vr$i inhibiciju B. cereus, S. aureus i P.
aeruginosa, za razliku od komercijalnog probiotika Lb. paracasei ATCC 11454, koji

inhibira samo P. aeruginosa (Monteagudo-Mera et al., 2012).
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da svi selektovani Sojevi imaju
odgovaraju¢u antimikrobnu aktivnost prema najbitnijim vrstama patogenih
mikroorganizama. Pored toga, u budu¢im ispitivanjima bi trebalo ustanoviti mehanizam

antimikrobnog delovanja, odnosno koje jedinjenje produkuju BMK.

4.5. Mikroinkapsulacija potencijalnih probiotskih bakterija sprej

suSenjem

Nakon ispitivanja probiotskih karakteristika selektovanih autohtonih laktobacila, na
osnovu rezultata prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova, antibiotske
rezistencije i antimikrobne aktivnosti, za dalja ispitivanja su selektovana dva soja, Lb.
plantarum 564 i Lb. paracasei Z8. Potencijalni probiotici Lb. plantarum 564 i Lb.
paracasei Z8 su u nastavku ispitivanja inkapsulisani metodom sprej susenja u
rekonstituisanom obranom mleku kao nosacu, nakon ¢ega je odredivan broj zivih celija

1 sposobnost prezivljavanja simuliranih GI uslova.

4.5.1. Osetljivost potencijalnih probiotskih bakterija na poviSene temperature

Osetljivost Lactobacillus sp. na povisene temperature je u ranijim ispitivanjima varirala
u zavisnosti od vrste, kao i od soja (Corcoran et al., 2004). S obzirom na to da je
prilikom procesa sprej suSenja prisutna visoka temperatura, veoma je bitno da
potencijalne probiotske bakterije Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8 dobro podnose
visoke temperature. Navedene potencijalne probiotske bakterije su ispitivane na dejstvo
visoke temperature u stacionarnoj fazi, jer je u prethodnim istrazivanjima pokazano da
je ova faza otpornija od eksponencijalne faze (Teixeira et al., 1994; Corcoran et al.,
2004).

Rezultati ispitivanja osetljivosti Lb. plantarum 564 i Lb.paracasei Z8 su prikazani u
tabeli 16. Potencijalni probiotik Lb. paracasei Z8 je prethodno ispitan u doktorskoj
disertaciji Petrovi¢ (2011).
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Tabela 16. Rezultati ispitivanja osetljivosti potencijalnih probiotskih bakterija na
povisene temperature

Broj éelija (log)* Pad broja

°C Soj Vreme (min) ¢elija
0 1 2 3 4 (log)

564  9,4+0,07 7,98+0,11 7,71£0,15 7,6+0,12 7,38+0,17 2.02

> Z8 9,08+0,0 7,8+0,14 7,63+£0,21 7,52+0,16 7,12+0,17 1.96
5g 564  9,4+0,07 7,96+0,05 7,69+0,15 7,36+0,16 7,25+0,12 2.15
Z8  9,08+0,0 7,7+0,14 7,52+0,06 7,23+0,07 7,09+0,13 1.99

564  9,4+0,07 7,95+0,13 7,41+0,04 7,28+0,2 7,1+0,13 2.3

59 Z8 9,08+0,0 7,8+0,18 7,29+0,04 7,1+0,06 6,93+0,05 2.15
60 564  9,4+0,07 7,46+0,2 6,94+0,17 6,43+0,16 4,41+0,17 4.95
Z8 9,08+0,0 7,1+0,17 6,6+0,08 6,28+0,12 4,49+0,13 4.59

61 564  9,4+0,07 7,58+0,17 6,68+0,05 6,47+0,11 4,4+0,05 5

Z8 9,08+0,0 7,62+0,12 6,48+0,11 6,22+0,11 4,2+0,08 4.88

#Srednja vrednost+standardna devijacija nakon tri ponavljanja

Na osnovu prikazanih rezultata moze se primetiti da su obe potencijalne probiotske
bakterije imale vrlo sliénu osetljivost na povisene temperature. Kod potencijalne
probiotske bakterije Lb. paracasei Z8 na temperaturi od 58°C, primeéen je pad broja
¢elija za skoro 2 logaritamske jedinice (1,96 log), dok je na temperaturi od 59°C broj
¢elija pao za 2,15 logaritamske jedinice. Na temperaturi od 60°C i 61°C primecen je
znacajan pad broja Celija za 4,59 i 4,88 logaritamskih jedinica, $to ukazuje na veliku
osetljivost na navedene temperature.

Kod potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 primec¢en je pad broja celija za 2
logaritamske jedinice na temperaturi od 55°C, a neznatano veci pad broja Celija je
primecen i na temperaturi od 58°C (2,15 log). Na temperaturi od 59°C, nakon 4 minuta
primecen je pad broja celija za 2,3 logaritamske jedinice, dok je znacajan pad broja
¢elija ostvaren nakon tretmana na temperaturi od 60°C (4,95 log). Pri temperaturi od
61°C, primecen je pad broja ¢elija za 5 logaritamskih jedinica. Rezultati prezivljavanja
potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 ukazuju na relativno dobru rezistentnost na

povisene temperature.
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Na osnovu rezultata, moze se ustanoviti da su obe potencijalne probiotske bakterije
imale vrlo sli¢nu osetljivost na poviSene temperature, pri ¢emu je Lb. paracasei Z8
neznatno rezistentniji u odnosu na Lb. plantarum 564.

Takode, ispitivanje osetljivosti na poviSene temperature se moze prikazati i pomoc¢u D
vrednosti, odnosno vreme decimalne redukcije. Za potencijalne probiotske bakterije D
vrednosti su bile 1,86 minuta na temperaturi od 59°C i 0,82 na temperaturi od 61°C za
Lb. paracasei Z8, dok je za Lb. plantarum 564 D vrednost na 59°C iznosila 1,74 minut,
a na temperaturi od 61°C D vrednost je bila 0,8 minuta. D vrednost potencijalnih
probiotskih bakterija je bila neSto niza u odnosu na D vrednosti probiotika Lb.
rhamnosus E800 i Lb. salivarium UUC 500 (Corocoran et al., 2004), ali su bile vece u
odnosu na D vrednosti probiotika Lb. salivarium UUC118 na temperaturi od 61°C
(Gardiner et al., 2000).

Na osnovu pada broja ¢elija, kao 1 na osnovu D vrednosti moze se zakljuciti da su oba

potencijalna probiotika pokazali dobru rezistenciju na povisene temperature.

4.5.2. Vijabilnost potencijalnih probiotskih bakterija nakon sprej suSenja

S obzirom na to da su potencijalni probiotici Lb. plantarum 564 i Lb. paracasei Z8
prikazali relativno dobru rezistenciju na poviSene temperature, sojevi su inkapsulisani
tehnikom sprej suSenja, nakon cega je odredivan broj prezivelih celija metodom
razredenja i real time PCR metodom uz tretman propidijum monoazidom (PMA).

Kao §to je ve¢ prethodno navedeno, vijabilnost i odrzivost u prehrambenom proizvodu
je jedan od prvih kriterijuma za odredivanje i selekcionisanje probiotskih bakterija.
Zbog toga je veoma bitno odrediti broj inkapsulisanih probiotskih bakterija koje bi
mogle da ostvare odgovarajuci nivo Celija tokom duzeg perioda skladiStenja. Metoda
odredivanja broja celija real time PCR u kombinaciji sa PMA trebalo bi da razlikuje
zive 1 mrtve ili oSte¢ene celije 1 na taj nacin bi se dobijale informacije o celijskoj
membrani, $to predstavlja vazan kriterijum za bakterijsku odrzivost.

Pre primene molekularnih metoda kao Sto je real time PCR, potrebno je uzeti u obzir
nekoliko parametara kao §to je DNK ekstrakcija, izbor odgovaraju¢eg prajmera i PCR
protokola, itd. (Kramer et al. 2009). Proces izolacije DNK predstavlja jedan od kljuénih

faktora koji mogu da uti¢u na PCR reakciju. Prilikom izolacije genomske DNK pomocu
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kitova za izolaciju ili toplote i triptona, moZze do¢i do dobijanja DNK male koncentracije
usled resuspendovanja, pipetiranja, odlivanja supernatanta, Sto moze da dovede do
gubitka DNK. Prethodna istrazivanja su pokazala da proces izolacije DNK pomocu
Maxwell sistema zna¢ajno bolji nacina izolacije, s obzirom na to da je koncentracija
DNK veca i jednaka izmedu ponavljanja (Bogovi¢ Matijasi¢ et al., 2010). Pored toga,
prilikom tretmana sa PMA bitno je obratiti paznju i na proces bojenja, da li je
temperatura bila odgovarajuca, itd. Navedeni faktori mogu da uticu na dobijene
rezultate, zbog Cega je veoma bitno izvrSiti izolaciju DNK na odgovarajuc¢i nacin,
pravilan tretman sa PMA, kao i odgovarajuéi izbor prajmera i ostalih faktora koji uticu
na real time PCR metodu (Kramer et al., 2009).

Broj slobodnih ¢elija potencijalnih probiotskih bakterija, odredenih metodom razredenja
je 9,44 log cfug™ za Lb. plantarum 564 i 10,32 log cfug™ za Lb. paracasei Z8. Izmedu
ponavljanja nije bilo statisticki znacajnih razlika (p>0,05). Nakon sprej susenja, broj
potencijalnih probiotskih celija Lb. plantarum 564, odredenih metodom razredenja, je
bio 9,45 log cfug™ i 10,52 log cfug™ Lb. paracasei Z8 ¢elija. Prema formuli koja je
opisana u materijalu i metodama (3.7.1.), odreden je procenat prezivelih ¢elija nakon
procesa sprej susenja, pri ¢emu je dobijeno da je kod potencijalnog probiotika Lb.
plantarum 564 prezivelo 93% celija, dok je kod Lb. paracasei Z8 prezivelo 95,3% celija
(tabela 17).

Tabela 17. Broj slobodnih i sprej susenih ¢elija odredenih metodom razredenja

Potencijalni Slobodne ¢elije®  Sprej susene éelije  Procenat preZivelih
probiotici (log cfug™) (log cfug™) celija (%)
Lb. plantarum 564 9,44+0,1 9,45 + 0,05 93,0
Lb. paracasei Z8 10,32+0,15 10,52 £ 0,04 95,3

% Srednja vrednosttstandardna devijacija nakon tri ponavljanja (p>0,05)

Rezultati vijabilnosti sprej suSenih potencijalnih probiotika Lb. plantarum 564 i Lb.
paracasei Z8 koji su odredeni metodom razredenja i real time PCR prikazani su u tabeli
18. Rezultati real time PCR sa PMA tretmanom su izrazeni u cfug™, da bi se olaksalo
uporedivanje dobijenih vrednosti izmedu navedenih metoda. 1z toga razloga, standardna

kriva je napravljena na osnovu vrednosti cfug™. Standardna kriva real time PCR za Lb.
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plantarum 564 prikazana je na grafiku 1, dok je na grafiku 2 prikazana standardna kriva

za Lb. paracasei Z8.
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Grafik 1. Standardna kriva Lb. plantarum 564 i Ct vrednost dobijena real time PCR
metodom
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Grafik 2. Standardna kriva Lb. paracasei Z8 i Ct vrednost dobijena real time PCR
metodom

Prilikom ispitivanja Zivih ¢elija potencijalnih probiotskih bakterija nakon sprej suSenja,

prvo su konstruisane standardne krive svezih bujonskih kultura potencijalnih probiotika.
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Pocetne tacke su predstavljale broj ¢elija svezih bujonskih kultura odredenih metodom
razredenja, dok je svaka sledec¢a tacka standardne krive predstavljala umanjenu vrednost
za 3 puta. Vrednost pocetnih tacaka se unosila u softver, dok je za sve ostale tacke
standardne krive softver izratunao vrednosti. Na osnovu standardne krive odredena je i
efikasnost reakcije, kao i moguce inhibicije. Nakon unoSenja pocetne ta¢ne standardne
krive i pravljenja odgovarajucih razredenja, pristupljeno je real time PCR analizi. Prva
dva razredenja kod obe serije razredenja, su isklju¢ena iz standardne krive, jer su vrlo
verovatno usled visoke DNK koncentracije ili prisustva nekih drugih agenasa vrsila
inhibiciju PCR reakcije (Kramer et al., 2099). Za potencijalni probiotik Lb. plantarum
564 dobijeni su parametri standardne krive nakon dve serije razredenja gde je R*=0,997,
efikasnost amplifikacije 98,5% i nagib -3,225, dok je za potencijalni probiotik Lb.
paracasei Z8 dobijeno da je R?=0,994, efikasnost amplifikacije 0,994% i nagib -3,456
(Radulovi¢ et al., 2012¢).

Tabela 18. Rezultati vijabilnosti potencijalnih probiotskih bakterija nakon sprej suSenja
odredenih metodom razredenja i real time PCR

Potencijalni Metoda Real time PCR Real time PCR sa
probiotici razredenja® bez PMAP PMAP
Lb. plantarum 564 9,45 +0,05 931+1,11 9,20 +0,98
Lb. paracasei Z8 10,52 £ 0,04 10,42+0,4 10,35+ 0,50

# Prose¢ne vrednosti (log cfug™) i standardne devijacije su radunati na osnovu tri
ponavljanja (p=>0,05)

Prose¢ne vrednosti (log cfug™) i standardne devijacije Ct vrednosti dobijene na
odnosu dve paralelne DNA ekstrakcije i dve real time PCR rekacije

Prilikom poredenja rezultata odredivanja broja sprej suSenih celija potencijalnih
probiotskih bakterija, moZe se primetiti da nema statisticki znacajnih razlika izmedu
metode razredenja i real time PCR metode. Prisustvo visokih temperatura tokom
procesa sprej suSenja ocekivano bi dovelo do znacajnog oStecenja ¢elija, a samim tim 1
do odredenog broja mrtvih ¢elija. Shodno tome, dobijeni rezultati su bili iznenadujuci, s
obzirom na to da je ocekivana znacajna razlika u odredivanju prisustva zivih ¢elija, kao
1 u broju potencijalnih probiotskih bakterija sa oSte¢enom membranom i mrtvih ¢elija.

Tretman sprej suSenih potencijalnih probiotskih bakterija sa PMA pre izolacije DNK,

ostvario je selektivnu inhibiciju amplifikacije DNK mrtvih ili oste¢enih celija (Lee i
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Levin, 2006). Na osnovu broja zivih ¢elija, moze se ustanoviti da PMA tretman nije
doveo do znacajnih razlika, odnosno nije pokazao svoju efikasnost. Isto tako, mogao bi
da se izvede zaljucak da su tokom procesa sprej suSenja bili prisutni optimalni uslovi,
Sto je dovelo do zanemarljivog broja oSte¢enih ili mrtvih Celija.

Sli¢ni rezultati su dobijeni i u studiji Kramer et al. (2009) koji su ispitivali broj zivih
liofilizovanih ¢elija pomocu real time PCR sa PMA. Broj liofilizovanih probiotskih
bakterija Lb. acidophilus LA-5 i B. animalis ssp. lactis nije pokazivao znacajne razlike
u broju zivih ¢elija izmedu metode razredenja i real time PCR sa ili bez PMA. Medutim,
nakon 90 dana skladistenja liofilizovanih probiotskih bakterija, doslo je do znacajne
statisticke razlike (p<0,05) u broju zivih ¢elija odredenih navedenim metodama. Pored
navedenih metoda, autori su koristili 1 fluorescentnu metodu bojenja ¢éelija, koja takode
nije pokazala znacajnu razliku u odredivanju broja Zivih ¢elija.

Isto tako, broj liofilizovanih bifidobakterija nakon inkapsulacije je ostao isti bez obzira
na metodu odredivanja broja celija koja je koris¢ena (Masco et al., 2007). Medutim,
autori Oketi¢ et al. (2015) su prilikom ispitivanja vijabilnosti probiotika Lb. gasseri K7 i
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7712 nakon 90 dana na temperaturi od 4°C,
ustanovili da su postojale znacajne razlike u broju ¢elija odredenih metodom razredenja
i real time PCR sa PMA tretmanom. S obzirom na to da je broj ¢elija nakon
mikroinkapsulacije bio veoma sli¢an, razlike u broju ¢elija nakon 90 dana skladistenja
pripisuje se gubitku mogucnosti rasta mikroinkapsulisanih probiotskih bakterija, dok je
integritet ¢elijske membrane sacuvan kod velikog broja ¢elija (Oketi€ et al., 2015).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se ustanoviti da nije bilo statisti¢ki znacajnih
razlika izmedu broja Celija sprej suSenih potencijalnih probiotika odredenih metodom
razredenja i real time metodom sa ili bez PMA. Isto tako, proces sprej suSenja je bio
optimalan, §to je dovelo do zanemarljivog broja mrtvih ¢elija, ili ¢elija gde je doslo do

oStecenja celijske membrane.

4.5.3. Sposobnost prezZivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova sprej

suSenih potencijalnih probiotskih bakterija

Nakon ispitivanja vijabilnosti sprej suSenih potencijalnih probiotskih bakterija,

ispitivana je 1 sposobnost preZivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova. U
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eksperimentu je koris¢ena podloga sa niskom pH od 2,5 i prisustvom pepsin, koja je
simulirala zeluda¢ne uslove, dok su intestinalni uslovi simulirani dodatkom zucnih soli i
pankreatina (Doleyres et al., 2004). U tabeli 19 prikazani su rezultati prezivljavanja

simuliranih Gl uslova.

Tabela 19. Rezultati prezivljavanja simuliranih gastrointestinalnih uslova nakon sprej
suSenja

Potencijalni Po&etni broj° Zeluda¢éni Pad broja Intestinalni Pad broja

probiotici (log cfug™) uslovi celija uslovi celija
(log cfug™) (log) (log cfug™) (log)

564 9,45+0,05 8,65+0,05 0,8 6,92+0,03 2,53
Z8 10,52+0,04 8,96+0,03 1,56 6,98+0,01 3,54

#Srednja vrednost+standardna devijacija nakon tri ponavljanja (p=0,05)

Posmatrajuéi rezultate, moze se primetiti da su potencijalni probiotici Lb. plantarum
564 i Lb. paracasei Z8 imali veoma dobru vijabilnost nakon 60 minuta inkubacije u
simuliranim Zeluda¢nim uslovima na temperaturi od 37°C.

Medutim, nakon simuliranja intestinalnih uslova, rezultati ukazuju da je doslo do
znacajnog pada broja sprej susenih potencijalnih probiotskih ¢elija. Kod sprej suSenog
potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 doslo je do pada broja ¢elija za 2,53 log
cfug™ u odnosu na pocetni broj inkapsulisanih c¢elija, dok je kod sprej susenog
potencijalnog probiotika Lb. paracasei Z8 doslo do pada broja ¢elija za 3,54 log cfug™
nakon simuliranih intestinalnih uslova. Posmatrajuci rezultate prezivljavanja simuliranih
GI uslova slobodnih ¢elija potencijalnih probiotika, primecuje se da su se slobodne
¢elije odrzale u visokom broju nakon 60 minuta inkubacije u rastvoru pankreatina i
zucnih soli (tabela 12). Prikazani rezultati ukazuju da proces inkapsulacije potencijalnih
probiotskih bakterija tehnikom sprej suSenja nije predstavljao znaCajnu zastitu tokom
prolaza kroz simulirane intestinalne uslove. S druge strane, sprej suSenje je obezbedilo
veoma dobru =zastitu potencijalnim probiotskim bakterijama tokom prolaza kroz
zeludacéne uslove i omogucéilo sojevima da prezive veoma niske pH vrednosti sredine u

visokom broju ¢elija.

122



REZULTATI I DISKUSIIA

Sliéni rezultati su dobijeni i u drugim istrazivanjima sposobnosti prezivljavanja
simuliranih Gl uslova sprej susenih probiotskih bakterija, gde je proces sprej suSenja
ostvario zasStitnu ulogu u Zeluda¢nim uslovima, ali ne i u intestinalnim (Sultana et al.,
2000; O'Riordan et al., 2001; Petrovi¢, 2011). Medutim, Paez et al. (2012) su ispitivali
uticaj sprej susenja u razli¢itim nosa¢ima na sposobnost prezivljavanja GI uslova 22
komercijalna probiotika u koje ubrajaju nekoliko Lb. casei, Lb. paracasei, Lb.
plantarum i Lb. acidophilus soja. Nakon inkubacije tokom 150 minuta u simuliranim
gastrointestinalnim uslovima, sprej suseni probiotik Lb. paracasei A13 je imao veéi broj
prezivelih ¢elija u odnosu na slobodne ¢elije istog probiotika (1,5 log jedinica vise), dok
su sprej suseni probiotici Lb. acidophilus A9 i Lb. casei Nad pokazali znatno veéi broj
¢elija nakon simulacije GI uslova, u odnosu na slobodne ¢elije. Autori Paez et al. (2012)
takode navode da su postojale znacajne razlike u broju ¢elija u odnosu na nosac koji je
koriséen prilikom sprej suSenja. Istrazivanja su pokazala da pored izbora odgovarajuéeg
nosaca, odnosno protektanta (Desmond et al., 2002; Vinderola et al., 2011), veliki uticaj
na karakteristike sprej susenih probiotskih bakterija ima 1 period skladiStenja (Matto et
al., 2006), kao i prehrambeni proizvod u koji je inkorporirana inkapsulisana probiotska
bakterija (Saarela et al., 2006).

Generalno posmatraju¢i rezultate moze se ustanoviti da je broj sprej susSenih Celija
nakon simuliranja gastrointestinalnih uslova bio na odgovaraju¢em broju (>10° cfug™),
bez obzira na malo ve¢i pad broja sprej susenih ¢elija nakon simuliranih intestinalnih
uslova. U budu¢im ispitivanjima bi trebalo ustanoviti sposobnost prezivljavanja sprej
susSenih ¢elija potencijalnih probiotika nakon susSenja s drugim nosa¢ima. Na taj nacin bi
mogli da se ustanove optimalni nosaci i optimalni uslovi procesa sprej susenja, a sve u
cilju bolje wvijabilnosti probiotskih ¢elija nakon prolaska kroz simulirane

gastrointestinalne uslove.

4.6. Primena probiotskih bakterija u proizvodnji jogurta, sira od

ultrafiltriranog mleka i crne ¢okolade
Na osnovu rezultata ispitivanja vijabilnosti 1 probiotskih karakteristika sprej suSenih

potencijalnih probiotika, Lb. plantarum 564 selektovan je za primenu u proizvodnji

jogurta, sira od ultrafiltriranog mleka i crne ¢okolade. Kao kontrolni probiotik koriS¢en
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je komercijalni probiotik Lb. plantarum 299v (DSM 9843). Tokom proizvodnje i
skladiStenja navedenih proizvoda sa probiotskim bakterijama, ispitivana je vijabilnosti
starter kultura i probiotskih bakterija, kao i njihov uticaj na senzorni kvalitet proizvoda.
Takode, sprovedena je in vivo studija gde se ispitivala sposobnost prezivljavanja GI
uslova Lb. plantarum 564 primenjenog u razli¢itim proizvoda, a samim tim i uloga
nosaca jogurta, sira od UF mleka i crne ¢okolade.

Prilikom proizvodnje jogurta i sira od UF mleka, potencijalna probiotska bakterija Lb.
plantarum 564 je primenjena u obliku slobodnih i sprej susenih ¢elija. Takode, u istom
obliku je primenjen i komercijalni probiotik Lb. plantarum 299v.

Primena slobodnih i1 sprej suSenih probiotskih ¢elija u proizvodnji razliitih
prehrambenih proizvoda i ispitivanje vijabilnosti probiotika tokom proizvodnje i
skladiStenja, mogla bi da pruzi informacije o znaCaju sprej suSenja na odrzivost
probiotika. Isto tako, senzornom ocenom prehrambenih proizvoda sa probiotskim
bakterijama mogao bi da se ustanovi uticaj slobodnih ili inkapsulisanih probiotskih

¢elija na senzorni kvalitet proizvoda.

4.6.1. Broj slobodnih i inkapsulisanih ¢elija probiotskih bakterija

Da bi probiotik mogao da se primeni u proizvodnji odredenog prehrambenog proizvoda,
potrebno je prvenstveno znati broj celija, slobodnih ili inkapsulisanih. Dodatkom
odgovaraju¢e koli¢ine inokuluma sveZze bujonske kulture ili praha sprej suSenog
probiotika, mogao bi da se ostvari odgovaraju¢i broj probiotskih celija tokom
proizvodnje 1 skladiStenja proizvoda.

Broj slobodnih i sprej susenih Celija potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564
odreden je nakon sprej suSenja i prikazan je u tabeli 17. Komercijalni probiotik Lb.
plantarum 299v je sprej susen u istim uslovima kao i Lb. plantarum 564. S obzirom na
to da su rezultati istrazivanja pokazali da nema znacajne razlike u broju ¢elija izmedu
metode razredenja i real time PCR sa PMA, odnosno da je proces sprej suSenja vrSen u
optimalnim uslovima, za odredivanje broja Lb. plantarum 299v je koris¢ena samo

metoda razredenja. Broj slobodnih ¢elija Lb. plantarum 299v je bio 9,72 log cfug™, dok

je broj sprej susenih ¢elija 9,84 log cfug™.
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Navedene vrednosti broja slobodnih i sprej suSenih ¢elija probiotika su dalje koris¢ene
za odredivanje potrebne koli¢ine inokuluma, odnosno praha, za primenu u proizvodnji
jogurta, sira od UF mleka i crne ¢okolade. S obzirom na to da je u literaturnim
podacima navedeno da minimalni broj probiotika u proizvodu treba da bude na nivou
vecem od 108 cfug™ ili ml namirnice, Lb. plantarum 564 i Lb. plantarum 299v su
dodati u koli¢inama koje zadovoljavaju potreban dnevni unos probiotskih ¢elija od 108-

10° ¢elija po mL ili g namirnice.

4.7. pH vrednosti jogurta i sira od ultrafiltriranog mileka sa
probiotskim bakterijama

Prilikom proizvodnje jogurta sa slobodnim i sprej suSenim ¢elijama potencijalnog
probiotika Lb. plantarum 564 i komercijalnog probiotika Lb. plantarum 299v, pH
vrednost jogurta je bila odlucujuéi faktor za zaustavljanje fermentacije. Optimalna pH
vrednost jogurta, na kojoj je zaustavljena fermentacije, bila je 4,6. Nakon zavrSetka
fermentacije, pH vrednosti jogurta sa probioticima su merene tokom skladiStenja, a

rezultati pH vrednosti su prikazani na grafiku 3.
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Grafik 3. Promena pH vrednosti jogurta sa probiotskim bakterijama tokom skladistenja

Prikazani rezultati ukazuju da su se pH vrednosti eksperimentalnih varijanti jogurta

kretale u o¢ekivanim granicama, kada je u pitanju proizvodnja i skladiStenje jogurta. S
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obzirom na to da starter kulture uslovljavaju pad pH vrednosti, promene pH vrednosti su
u skladu brojem starter kultura. Prema Pravilniku o kvalitetu mleka i starter kultura (SI.
glasnik, br. 34/2014), pH vrednosti jogurta u roku trajanja ne sme da bude manja od 3,8,
Sto ukazuje da su vrednosti svih varijanti jogurta sa probioticima bile na
zadovoljavaju¢em nivou.

Kod kon