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S adrzaj: Primena bakterija mlecne kiseline (BMK) u proizvodnji fermentisanih prehrambenih proizvoda, zbog pozitivnog
uticaja na nutritivne i organolepticke osobine, kao i na njihovu odrzivost, odavno je poznata. BMK dovode do brze acidifikacije sirovog
materijala kroz produkciju slabih organskih kiselina, prvenstveno mlecne kiseline. Osim toga, znacajna je i produkcija siréetne kiseli-
ne, etanola, aromaticnih jedinjenja, egzopolisaharida, nekoliko enzima i bakteriocina. Bakteriocini su peptidni ili proteinski molekuli
sa opste poznatim antimikrobnim dejstvom. Mnoge vrste iz roda BMK proizvode bakteriocine sa prilicno Sirokim spektrom antimik-
robnog dejstva, pri cemu nekoliko bakteriocina BMK mogu, potencijalno, na¢i svoju primenu u industriji hrane, kao konzervansi. Na
ovaj nacin moze se smanjiti upotreba sintetickih konzervanasa i/ili intenzitet toplotnog tretmana tokom proizvodnje hrane. Primena
bakteriocina moze biti alternativa u nastojanju da se zadovolje potrebe potrosaca za bezbednom, svezom i minimalno preradenom
hranom. U nameri da se potpuno realizuje ovaj potencijal, neophodno je da se shvati njihova priroda, mehanizam produkcije, regu-
lacije i delovanja, kao i uticaj spoljasnjih faktora na antimikrobnu aktivnost bakteriocina. Ostvareni pomaci u razvoju molekularne
mikrobioloske ekologije doprinose boljem razumevanju ukupnih efekata bakteriocina u ekosistemima hrane, dok aktuelna proucavanja

bakterijskih genoma mogu da dovedu do otkri¢a novih bakterija — producenata bakteriocina.
U ovom radu razmatran je uticaj spoljasnjih faktora sredine, kao Sto su pH, temperatura, sastav i strukutura hrane na efikasnost

tj. intenzitet antimikrobne aktivnosti nekih od bakteriocina BMK.

Kljuéne redi: bakteriocini, bakterije mlecne kiseline, hrana, pH, temperatura, antimikrobna aktivnost.

Uvod

Uprkos razvoju modernih tehnologija, pro-
izvodnja i oCuvanje bezbedne i kvalitetne hrane
predmet je mnogih rasprava, ne samo u zemljama
u razvoju (gde je razvoj i primena ovih tehnologi-
ja neophodna), ve¢ i u industrijalizovanim delovima
sveta. Najveci izazovi za danas$nju industriju hrane
predstavljaju nastojanja da se: a) smanje ekonom-
ski gubici do kojih dolazi usled kvara hrane, b) sni-
zi cena procesa proizvodnje hrane, ¢) smanji mogué-
nost prenosenja patogenih mikroorganizama, kao i
d) da se zadovolje rastuce potrebe potrosaca za hra-
nom spremnom za neposrednu upotrebu koja je sve-
zeg ukusa, visoke hranljive i vitaminske vrednosti i
koja je, uz to, minimalno preradena i tretirana kon-
zervansima (Gdlvez i dr., 2007).

Empirijska primena mikroorganizama i/ili nji-
hovih prirodnih metaboli¢kih produkata datira iz
daleke istorije razvoja ljudske vrste, iz perioda ne-

olita, 10000 godina pre nove ere (Ross i dr, 2002;
Prajapati i Nair, 2003). Bakterije mlecne kiseline
(BMK) proizvode niz antimikrobnih supstanci (npr.
slabe organske kiseline, diacetil, aceton, vodonik-
peroksid, reuterin, reutericiklin, antifungalni peptidi
i bakteriocini) (Holzapfel i dr., 1995; El-Ziney i dr.,
2000; Magnusson i Schniirer, 2001). Uloga i meha-
nizam dejstva vecine krajnjih proizvoda metaboliz-
ma BMK odavno je opisana i ima svoje mesto u pri-
rodnoj zastiti hrane (Caplice i Fitzgerald, 1999),
dok se o ulozi bakteriocina BMK jo$ uvek intenziv-
no raspravlja.

Bakteriocini su peptidni ili proteinski molekuli
sintetisani na ribozomima bakterija producenata koji
ispoljavaju antimikrobno dejstvo, prvenstveno, na
Gram-pozitivne mikroorganizme (Cotter i dr., 2005)
pri ¢emu celije koje ih proizvode ostaju imune na
sopstvene bakteriocine (Tagg i dr., 1976). BMK pro-
izvode razlicite bakteriocine, koji mogu biti svrsta-
ni prema klasama, koje je predlozio Klaenhammer
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jos 1993. godine (Klaenhammer, 1993). Danas, ve-
¢ina bakteriocina BMK, koji svoju primenu nalaze u
procesima konzervisanja hrane, pripada klasama Ia,
IIi IV (tabela 1).

Stvaranje bakteriocina predstavlja prirodnu
prednost ¢elije producenta, s obzirom da sintetisani
lih bakterija koje se sa njom takmice za iste ekolos-
ke nise ili za iste hranljive materije. Navedeno svoj-
stvo je u skladu sa karakteristikama bakteriocina da
poseduju antimikrobna svojstva prema mikroorgani-
zama koji su obi¢no srodni sa bakterijama-proizvo-
dacima, kao i da su mnogo efikasniji protiv onih
bakterija koje se ,,takmice* za iste nutritivne ma-

terije. Interesantna je izjava (Cotter i dr, 2005) da
se ,,bakteriocini mogu smatrati rudimentiranom for-
mom prirodnog imuniteta namirnica®. Antibakterij-
ski spektar dejstva Cesto ukljucuje mikroorganizme
kvara i patogene bakterije poreklom iz hrane, kao §to
su Listeria monocytogenes 1 Staphylococcus aureus.
Zabelezena je i aktivnost usmerena protiv Gram-ne-
gativnih bakterija, kao Sto su Escherichia coli i Sal-
monella, najcesée, u situacijama kada je narusen in-
tegritet njihove spoljasnje membrane (osmotski Sok,
tretman celije niskim pH ili visokim pritiskom, pri-
sustvo deterdzenta ili sredstava za CiScenje, propu-
Stanje Celija kroz pulsirajuce elektricno polje) (Ste-
vens i dr., 1991; Helander i dr., 1997).

Tabela 1. Klasifikacija bakteriocina prema Heng-u i Tagg-u (2006).
Table 1. Classification of bacteriocins by Heng and Tagg (2006).

Klasa/
Class

Opste karakteristike/
General characteristics

Bakteriocini sintetisani
iz BMK/
Bacteriocinsfrom LAB

I — Lantibiotici/Lantibiotics

Ia — linearni/linear
Ib — globularni/globular
Ic — dvokompon. sistem/
two-comp. system

II — Nemodifikovani peptidi/
Non-modified peptides

lia — Nalik pediocinu/Pediocin-like
Iib — Raznovrsni/Versatile

Ic — dvokompon. sistem/
two-comp. system

Modifikovani, termostabilni, mali globularni
molekuli (<5kDa)/Modified, thermostable,
small globular molecules (<5kDa)

Formiraju pore, katjoni/Pore forming, cations
Inhibitori enzima, nisu katjoni/Enzyme
inhibitors, not cations

Dipeptidi/Dipeptids

Termostabilni, mali globularni molekuli
(<15kDa)/ Thermostable, small globular
molecules (<15kDa)

Anti-listerijski efekat/ Anti-listeria effect
Nisu sli¢ni pediocinu/Not pediocin-like
Dipeptidi/Dipeptids

Nisin, Lacticin 481,
Plantaricin C

Nisu utvrdeni/Not
determined

Lct3147, Plantaricin W

Pediocin PA1/AcH,
Enterocin A, Sakacin A
Enterocin B, L50,
Carnobacteriocin A
Lactococcin G,
Plantaricin S, Lactacin F

III — Veliki proteini/Large proteins

II1a — Bakteriolitici/Bacteriolytics
IITb — Ne-liti¢ni/Non-lytic

IV — Cirkularni peptidi/
Circular peptides

Termolabilni proteini, velikih molekulskih
masa (>30kDa /Thermolabile proteins, high
molecular weight (>30kDa)

Unistavaju ¢elijski zid/Destroy cell wall
Meta-cytosol meta ¢elije/Meta-cytosol cells

Termostabilni peptidi, velikih molekulskih
masa, karakteristicna ,,rep-glava* veza
izmedu peptida/Thermostable peptides, high
molecular weight, characteristic ,, head-tail
peptide bond

Enterolysin A, Lcn972¢
Colicin® E2-E9

AS-48, Gassericin A,
Acidocin B

*Kolicine sinteti$u odredeni sojevi E.coli./Quantities synthesize certain strains of E. coli.

aLcn972 se vezuje za prekursore Celijskog zida meta-celija (lipide), blokirajuéi na taj na¢in Celijsku sintezu, 15 kDa/ Lcn972 binds
to cell wall precursors of target cells (lipid), thereby blocking the synthesis of cell, 15 kDa
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Bakteriocini i njihova primena u proizvodnji
hrane

lako mnoge Gram-pozitivne i Gram-negativ-
ne bakterije sintetiSu bakteriocine, bakteriocini koji
proizvode BMK imaju najveci interes za prehram-
benu industriju. Osim toga, veé¢ina BMK su prirodni
izolati, §to ih ¢ini pogodnim za primenu u industriji
hrane. Iako se tokom konzervisanja hrane koriste ra-
zli¢ite metode, u poslednje vreme zdravstvena svest
javnosti dovela je do povecane potraznje za proizvo-
dima koji nisu prosli obimne procese prerade i, uz
to, ne sadrze hemijske konzervanse. Dakle, produk-
cija bakteriocina od strane BMK nije samo prednost
za same bakterije ve¢ se moze iskoristiti u prehram-
benoj industriji kao sredstvo za kontrolu nepozelj-
nih mikroorganizama u namirnicama i to na priro-
dan nacin, $to je na kraju i osnovni zahtev samih
potrosaca (Obradovic¢ i Veskovi¢-Moracanin, 2007;
Veskovi¢-Moracanin, 2010).

Danas, najbolje proucen i ujedno najvise pri-
menjivan bakteriocin je nizin izolovan iz Lacto-
coccus lactis ssp. lactis. Pripada klasi antibiotika i
sastavljen je od 34 aminokiselinska peptida (Gross
i Morrell, 1971). Otkriven je davne 1928. godine,
kada je ustanovljeno da odredena materija sintetisa-
na iz Streptococcus lactis (danas Lc. lactis ssp. lac-
tis) inhibira rast Lactobacillus bulgaricus (Rogers,
1928; Rogers i Whittier, 1928). Ne zadugo, istrazi-
vaci iz oblasti hrane, shvatili su da nizin predstavlja
veliki potencijal u oblasti bezbednosti. Prvi put se
na trzistu u Engleskoj pojavio 1953. godine, dok je
sa njegovom intenzivnom primenom zapoceto 1957.
godine u proizvodnji sira (Chevalier i dr.,1957). Po-
kazalo se da nizin poseduje izrazeno baktericid-
no dejstvo u odnosu na Gram-pozitivne bakteri-
je (medu kojima su L. monocytogenes, S. aureus,
bakterije roda Mycobacterium) ali da, istovremeno,
spreCava i stvaranje spora kod nekih vrsta bakterija
(Bacillus i Clostridium) (Hurst, 1981). Mehanizam
inhibitornog dejstva nizina na proces stvaranja spo-
ra nije potpuno razjasnjen, mada se smatra da je re-
zultat dejstva na sulfhidridne grupe molekula prote-
ina (Morris i dr., 1984). Ispoljena aktivnost ima viSe
sporostatski karakter nego sporocidni.

Danas se nizin upotrebljava u 48 zemalja sveta
jer je 1969. godine registrovan kao dozvoljeni adi-
tiv u hrani (E-234) od strane Joint Food and Agri-
cultture Organization/World Health Organization
(FAO/WHO), Expert Committee on Food Additi-
ves (WHO, 1969). To je, za sada, jedini bakteriocin
koji ima ,,GRAS*- status (,,Generally recognized as
safe”) i koji se, kao aditiv, moze slobodno koristi-
ti tokom proizvodnje hrane. Koristi se u proizvod-
nji konzervirane hrane i proizvoda od mleka. Naro-

¢ito je efikasan u proizvodnji sireva i sirnih namaza,
kao prirodni antimikrobni faktor, u borbi protiv ter-
morezistentnih sporogenih bakterija. Poseban znacaj
nizin ima u prevenciji Clostridium botulinum koji
moze dovesti do drasti¢nih zdravstvenih posledica
usled produkcije toksina.

Postoji, takode, i nekoliko drugih izolovanih
bakteriocina koji su prilagodeni za komercijalnu
upotrebu i koji su opisani u nau¢noj literaturi, kao
§to su pediocin PA-1/AcH, lakticin 3147, lakticin
481, enterocin AS-48, variocin, itd. Navedene preli-
minarne studije o aktivnosti bakteriocina in vitro, ili
u sistemima hrane, vrSene su pomoc¢u delimi¢no pre-
¢is¢enih preparata bakteriocina dobijenih iz te¢nih
suspenzija bakterijskih kultura. Prilikom izvodenja
eksperimenata, veoma cesto, istraziva¢i povecava-
ju koncentraciju dodatih bakteriocina, Sto znacajno
ograni¢ava objektivno tumacenje dobijenih rezulta-
ta, a time i objektivnost samih preliminarnih testova.

Bakteriocini se mogu dodati u hranu kao adi-
tivi, pri ¢emu je njihova sinteza ve¢ obavljena ex
situ, ili u vidu ,,koncentrata® bakteriocin-produku-
juc¢ih sojeva uzgajanih u odgovaraju¢im pogodnim
supstratima (sinteza bakteriocina se obavlja in situ),
ili pak dodavanjem proizvoda koji je prethodno fer-
mentisan bakteriocin-produkuju¢im sojem (Schillin-
geridr,1996).

Ex situ proizvedeni bakteriocini mogu se pri-
meniti u obliku imobilisanih preparata, pri cemu je
delimiéno preciS¢en bakteriocin vezan za nosac¢. No-
sa¢ deluje kao rezervoar i difuzor koncentrovanih
molekula bakteriocina obezbedujuéi, na taj nacin,
njihov kontinuiran priliv u hranu. Nosa¢, takode, $ti-
ti bakteriocin od negativnog dejstva komponenata iz
hrane i od potencijalne enzimske inaktivacije. Pred-
loZen je velik broj metoda za imobilizaciju bakte-
riocina, ukljucujuéi adsorpciju na ¢éelijama koje ih
produkuju (Yang i dr, 1992), na Cesticama silici-
jum-dioksida, prahu kukuruznog skroba (Coventry
i dr., 1996), kapsuliranje u lipozomima (Degnan i
Luchansky, 1992) ili ugradnju u gel-omotace i fil-
move razli¢itih materija, kao Sto su kalcijumalginat,
zelatin, celuloza, sojin protein, kukuruzni skrob, ko-
lageni omotaci, celofan, najlon ili drugi filmovi poli-
mera plastike (Daeschel i dr., 1992).

U vedini slucajeva, imobilisani bakterioci-
ni imaju znacajnu funkciju smanjenja postproce-
sne kontaminacije hrane, narocCito kod povrSinskog
umnozavanja nepozeljenih bakterija. Antimikrob-
no pakovanje poput polietilenskog filma, koji sadrzi
bakteriocin izolovan iz Lb. curvatus (32Y), smanju-
je broj zivih celija L. monocytogenes tokom Cuva-
nja upakovanih svinjskih odrezaka, sirovog govedeg
mesa i virsli (Mauriello i dr., 2004). Slicno ovome,
celofansko pakovanje sa inkorporisanim nizinom re-
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dukuje ukupan broj zivih aerobnih bakterija u tele-
¢em mesu tokom skladistenja pri temperaturi od 8°C
(Guera i dr., 2005) kao 1 broj ¢elija Micrococcus lu-
teus ATCC 10240 u sirovom i pasterizovanom mle-
ku tokom skladistenja (Mauriello i dr., 2005).

Proizvodnja bakteriocina in situ ima nekoliko
prednosti u odnosu na ex situ proizvodnju, posma-
trano sa zakonskog, ali i sa komercijalnog aspekta
proizvodnje hrane. Snizavanje cena postupaka bio-
konzervisanja narocito je znacajno za zemlje u ra-
zvoju gde je, veoma Cesto, bezbednost hrane izuzet-
no kompromitovana (Holzapfel, 2002). Stoga, danas
su mnoga ispitivanja usredsredena na odabir i ra-
zvoj bakteriocin-produkujucih kultura za primenu u
proizvodnji hrane (Ross i dr, 2002; Blagojev i dr.,
2012). Adekvatna primena BMK mora biti bazirana
na pazljivom izboru dobro prilagodenih sojeva koji
mogu nesmetano da rastu u odredenoj vrsti hrane, da
je njihova primena u navedenoj hrani dozvoljena tj.
da ne narusava i ne menja njenu prirodu, da mogu
da rastu u uslovima prerade i tokom perioda ¢uvanja
hrane, kao i da poseduju moguénost produkcije do-
voljne koli¢ine bakteriocina u hrani koja ¢e u potpu-
nosti inhibirati patogene mikroorganizme ili mikro-
organizme kvara hrane. Osobine soja, kao i koli¢ine
produkovanog bakteriocina mogu biti poboljSane
heterologom ekspresijom bakteriocinskih gena (Ro-
driguez i dr., 2003), a tacan trenutak produkcije bak-
teriocina, takode, moze se menjati upotrebom odre-
denih inducibilnih faktora tokom proizvodnje (Zhou
idr., 2006).

U na$im uslovima, u industriji mesa, vr§ena su
ispitivanja u cilju potencijalne primene polupreci-
S¢enih bakteriocina izolovanih iz Leuconostoc me-
senteroides E 131 (Veskovi¢, 2005; Veskovié-Mo-
racanin, 2007), Ln. mesenteroides IMAU:10231
(Veskovi¢-Moracanin i dr., 2011, 2012). S obzirom
da je tehnoloska primena bakterija Leuconostoc vr-
sta u industriji mesa ograni¢ena zbog njihovih fizio-
loskih svojstava (stvaraju sluz, tj. egzopolisaharide,
acetoin, diacetat, etanol itd.), koja su sa aspekta kva-
liteta neprihvatljiva u ovoj industriji, direktna apli-
kacija njihovih izolovanih i preci§¢enih bakteriocina
predstavlja resenje za primenu ovih mikroorganiza-
ma. Za razliku od njih, bakteriocin-produkujuéi so-
jevi Lb. sakei mogu se dodavati u mesni nadev u
obliku suspenzija te¢nih kultura. Grupa autora (Ca-
klovica i dr., 2005) je, u okviru projekta ,,Bezbed-
nost tradicionalnih fermentisanih kobasica®™ ispiti-
vala moguénost primene razlicitih sojeva Lb. sakei
(I151, 1154 1 1155), kao i bakteriocina izolovanog iz
leukonostoka (Drosinos i dr., 2006), u proizvodnji
nacionalnih fermentisanih kobasica. U nadev ispiti-
vanih kobasica autori su inokulisali, pored protek-
tivnih kultura i patogenu L. monocytogenes. Tokom

procesa zrenja, koji je trajao 28 dana, dolazilo je do
redukcije broja ovoga patogena. Ispitivanja su uka-
zala na blagu antilisterijsku prednost Lb. sakei 1151,
u odnosu na druga dva primenjena soja.

Spoljasnji faktori sredine i efikasnost
bakteriocina u sistemima hrane

Hrana je kompleksan ekosistem ¢iji je mikro-
bioloski profil uslovljen vrstom hrane, vrstom pri-
menjenog termickog tretmana tokom procesa obra-
de, na¢inom obrade, uslovima skladistenja i sl. Zbog
toga razlike u mikrobioloskoj populaciji mogu biti
jako velike, u zavisnosti da i je u pitanju komerci-
jalno sterilizovana hrana ili, pak, sirova ili fermenti-
sana hrana (Kozacinski i dr., 2008).

S druge strane, efikasnost bakteriocina doda-
tih u hranu, pored karakteristika uslovljenih sop-
stvenom strukturom i prirodom, zavisi i od broj-
nih spoljasnjih faktora sredine. Najcesce, dejstvo
ovih faktora je ogranicavajuce i inhibitorno na ja-
¢inu ispoljenog antimikrobnog efekta i bazirano je
na osobenostima same hrane, na postojanju interak-
cija bakteriocina sa sastojcima hrane, potencijal-
ne procese precipitacije, inaktivacije ili neujednace-
nog difundovanja bakteriocina u hrani kao matriksu
(tabela 2). Drugim rec¢ima, osobenosti samog siste-
ma hrane, npr. njena struktura, puferski potencijal,
sastav (nutrijenti, aditivi, antibiotici), uslovi prera-
de (smrzavanje, hladenje, delovanje poviSenog pri-
tiska i temperature, homogenizacija i dr.), pH 1 sl
ostecuju indirektno ¢eliju producenta ili dovode do
smanjenja sinteze bakteriocina (Gdlvez i dr., 2007).
Takode, jacina antimikrobne aktivnosti dodatih bak-
teriocina direktno je proporcionalna broju i vrsti pri-
sutnih mikroorganizama u hrani, $to znaci da je veca
koli¢ina bakteriocina potrebna da inaktivise veci
broj ¢elija mikroorganizama i obrnuto. Takode, mi-
krobioloske interakcije mogu imati velik uticaj na
mikrobioloski balans i/ili umnoZzavanje korisnih ili
Stetnih bakterijskih vrsta.

Nedavni pomaci u razvoju molekularne mikro-
bioloske ekologije mogu doprineti boljem razume-
vanju ukupnih efekata bakteriocina u ekosistemima
hrane, dok proucavanje bakterijskog genoma moze
dovesti do pronalaska novih izvora bakteriocina.

Poredenjem podataka dobijenih u laboratorij-
skim uslovima iz podloga za gajenje, ili onih gde je
hrana sluzila kao matriks za ispitivanje, uocava se
pravilnost da su bakteriocini manje efikasni u siste-
mima sa hranom nego u model-sistemima, u labora-
torijskim uslovima (Schillinger i dr.,1996). Neretko,
potrebno je dodati i deset puta veéu koncentraciju
bakteriocina u hranu da bi se postigao inhibitorni
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Tabela 2. Efikasnost bakteriocina u hrani: ograni¢avajuci faktori (Galvez i dr., 2007)

Table 2. Bacteriocin efficacy in foods: limiting factors (Galvez et al., 2007)

Faktori koji se direktno odnose na hranu

Food-related factors

— Uslovi prerade hrane;

— Temperatura skladistenja hrane;

— pH hrane;

— Inaktivacija bakteriocina od strane enzima
hrane;

— Interakcija bakteriocina sa aditivima hrane/
sastojcima;

— Adsorpcija bakteriocina od strane
komponenata hrane;

— Niska rastvorljivost i neravnomerna raspodela
bakteriocina u hrani;

— Ogranicena stabilnost bakteriocina tokom
odrZivosti hrane.

— Condlitions of food processing;

— Storage temperature of food;

— pH of the food;

— Inactivation of bacteriocins by food enzymes,

— Interaction of bacteriocins with food additives
/ ingredients;

— Adsorption of bacteriocins by components of
food;

— Low water and the uneven distribution of
bacteriocins in food;

— Limited stability of bacteriocins in food
sustainability.

Faktori koji se odnose na prisutne
mikroorganizme u hrani

The food microbiota

— Diverzitet epifitne mikroflore u hrani;

— Kvantitativna zastupljenost mikroorganizama
u hrani;

— Osetljivost prisutnih mikroorganizama na
dejstvo bakteriocina;

— Mikrobioloske interakcije u sistemima hrane.

— Diversity of epiphytic microflora in foods,

— Quantitative presence of microorganisms in
foods;

— The sensitivity of microorganisms present to
the action of bacteriocins;

— Microbial interactions in food systems.

Ciljni mikroorganizmi

The target bacteria

— Kvantitativna zastupljenost ciljnih
mikroorganizama u hrani,

— Bakteriocinska osetljivost (Gram-pripadnost,
rod, vrsta, soj);

— Fiziolosko stanje (faza rasta, latentna faza,
faza mirovanja ili gladovanje celije, faza
umnoZavanja, postojanje faktora stresa,
nastanak endospora...);

— Postojanje zastite usled fizicko-hemijskih
barijera (formiranje mikrokolonija,
biofilmova, sluzi);

— Nastanak rezistencije/adaptacije.

— Quantitative presence of target
microorganisms in foods;

— Bacteriocin sensitivity (Gram-ethnicity,
gender, species, strain);

— Physiological state (growth phase, latent
phase, cell sleep or starvation mode,
multiplication phase, the presence of stress
factors, formation of endospores ...);

— The existence of protection due to physical
and chemical barriers (formation of
microcolonies, biofilms, slime);

— The emergence of resistance/adaptation.

efekat ekvivalentan onom koji se dobija tokom ek-
sperimenata u laboratoriji.

U sirovoj hrani, autohtona mikroflora moze
doprineti razmnozavanju kontaminenata bakterij-
skog porekla. Medutim, sloZena bakterijska mikro-
flora moze, takode, smanjiti efikasnost bakterioci-
na usled prisustva rezistentnih sojeva bakterija (npr.
Gram-negativne bakterije) i/ili usled ve¢e mogucno-
sti za stvaranje inaktiviSu¢ih enzima, poput protea-
za. Poznato je da ¢elije koje nisu u eksponencijalnoj
fazi rasta mogu biti rezistentne na dejstvo bakterio-

cina. Takode, promene u ciljnim mikroorganizmima,
npr. usled postojanja celijskog stresa, mogu dove-
sti do smanjenja efikasnosti bakteriocina. Neaktiv-
ne bakterijske forme (endospore) otporne su na anti-
mikrobni efekat bakteriocina nezavisno od toga $to
tretmani tokom prerade hrane doprinose povecanju
osetljivosti ¢elija na bakteriocinsku aktivnost (Gdl-
vez i dr., 2007).

Bakterijske celije najcesce su homogeno ras-
poredene u matriksima. Medutim, bakterije u ¢vr-
stoj hrani imaju tendenciju formiranja mikrokolo-
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nija ili tendenciju rasta u vidu povrSinskog, tankog
biofilma. Zastitni efekat biofilmova protiv antibak-
terijskih supstanci u industriji hrane dobro je opisan
(Kumar i Anand, 1998) i takode moze da umanji efi-
kasnost bakteriocina.

Poznato je da se primena nizina u proizvodi-
ma od mesa sre¢e sa nekoliko ograni¢enja koja su
rezultat njegove interakcije sa fosfolipidnim emul-
gatorima i drugim komponentama hrane (Henning i
dr.,1986; Aesen i dr., 2003), slabe rastvorljivosti na
pH visim od 6,0 i inaktivacije usled formiranja ni-
zin-glutation veza (Rosi dr., 2003). Smanjenje aktiv-
nosti bakteriocina narocito je izrazeno u sredinama
sa visokim procentom masti. Medutim, dokazano je
da nizin moze efikasno da se koristi pri konzervisa-
nju Bolonja-tipa kobasica s obzirom da one imaju
manji procenat masti (Davies i dr.,1999).

Sa druge strane, primena nizina u proizvodima
od mleka, prvenstveno kod proizvodnje sireva, veo-
ma je Cesta (Gdlvez i dr, 2007; Delves-Broughton,
2005).

Varijacije u osetljivosti sojeva i razvoj rezisten-
tnih, odnosno adaptiranih sojeva ciljnih mikroorga-
nizama predstavlja veliki problem prilikom upotre-
be bakteriocina. Primera radi, ne pokazuju svi sojevi
L. monocytogenes istu osetljivost na antilisterijske
bakteriocine (Martinez i dr, 2005). Najvise zabri-
njava Cinjenica da rezistentnost na jedan bakteriocin
nosi, u vecini sluc¢ajeva, rezistentnost i na druge bak-
teriocine, dok unakrsna rezistestencija pediocinskih
bakteriocina ima za posledicu nastanak opste rezi-
stencije (Gdlvez i dr., 2007).

Jedan od znacajnijih kriterijuma utvrdivanja
mogucénosti primene bakteriocina u hrani predstav-
lja njihov odnos prema poviSenim temperaturama
koje se, inace, primenjuju kao deo tehnoloskog po-
stupka proizvodnje odredenih proizvoda. Rezultati
ispitivanja uticaja temperatura pasterizacije i steri-
lizacije (65°C, 80°C, 90°C i 100°C) na jacinu an-
tilisterijske aktivnosti bakteriocina izolovanog iz
Ln. mesenteroides E 131 1 Lb. sakei 1 154 (Veskovié,
2005), kao i na Lb. sakei 1 151 (Veskovié-Moraca-
nin i dr., 2010), ukazuju na postojanje izrazene ter-
morezistencije ispitivanih bakteriocina. Tek na tem-
peraturama iznad 90°C dolazilo je do smanjivanja
njihove antimikrobne aktivnosti koja se nije izgubi-
la ni posle procesa autoklaviranja (121°C, 1,2 bar to-
kom 15 minuta ekspozicije). Na ovaj nacin utvrde-
na termorezistentnost ukazuje na prirodu i strukturu
ispitivanih bakteriocina (veoma mali globularni pro-
teini sa izrazenom termostabilno§¢u), a time i na nji-
hovu pripadnost klasi I i klasi [la (Mortvedt i dr.,
1991; Hastings, 1991; Cintas i dr., 1998). Do sli¢nih
zakljucaka dosli su i Hartnett i dr. (2002) demon-
strirajuci efekat istih ovih temperatura na aktivnost

izolovanih bakteriocina iz drugih sojeva Ln. mesen-
teroides 1 Lb. sakei.

Ispitujuci optimalne uslove za aktivnost bakte-
riocina izolovanih iz bakterija producenata Ln. me-
senteroides 1 Lb. sakei (Lucke, 1985) doslo se do sa-
znanja da se njihova aktivnost zadrzava u Sirokom
pH opsegu (4,0-9,0). Ova;j Siroki pH opseg veoma
je znacajan sa aspekta mogucnosti primene u indu-
striji mesa. S obzirom na Cinjenicu da je finalni pH
fermentisane kobasice, koja se proizvodi u Evrop-
skoj uniji, u granicama od 4,8 do 5,0 (Lucke, 1985)
primena ispitivanih bakteriocina sa aspekta pH mo-
guca je i bez ograni¢enja. Takode, ispitivanja nasih
autora pokazala su da je aktivnost bakteriocina izo-
lovanih iz Ln. mesenteroides E 1311 Lb. sakeil 154
veca pri ve¢im vrednostima pH sredine i temperatu-
re (Veskovié-Moracanini dr., 2008; Veskovi¢-Mora-
canin, 2010).

Podaci iz literature ukazuju na korelaciju iz-
medu produkcije bakteriocina i faze eksponencijal-
nog rasta bakterija producenata (Parente i Riccardi,
1994; De Vuyst i dr., 1996). Bakteriocinska aktiv-
nost utvrdena je na pocetku eksponencijalne faze ra-
sta ¢elija producenata, da bi se iduéi ka stacionarnoj
fazi ona smanjivala usled proteoliticke degradacije,
c¢elijske adsorpcije i sopstvene agregacije (De Vuyst
idr, 1996; Aesen i dr., 2000). Interesantno je napo-
menuti da iako je antilisterijska aktivnost izolova-
nih bakteriocina u direktnoj zavisnosti od tempera-
ture sredine i njenog pH (vise temperature i visi pH
su optimalniji za ispoljavanje aktivnosti), ona se ne
poklapa sa optimalnim uslovima za rast i razmno-
zavanje bakterija producenata (Leroy i De Vuyst,
1999). Tako recimo, iako se maksimalni ¢éelijski rast
Lb. sakei CTC 494 belezi pri temperaturi 35°C to
nisu istovremeno i optimalni uslovi za aktivnost izo-
lovanog bakteriocina (ona je utvrdena na 20C), kao
ni najoptimalniji uslovi za njegovu potencijalnu pri-
menu.

ZaKljuci

Dobrobit bakteriocina civilizacija koristi hiljada-
ma godina unazad. Medutim, jedini bakteriocin koji
je danas, kao konzervans hrane, naSao svoju prime-
nu u prehrambenoj industriji i koji ima zvani¢no, za-
konsko odobrenje u zemljama Sirom sveta, je nizin.
Nakon saznanja da pored nizina postoje i drugi efi-
kasni bakteriocini koji se mogu uspe$no primenjivati
u proizvodnji razli¢itih vrsta hrane, moze se postavi-
ti pitanje zaSto je njihova primena u savremenoj pre-
hrambenoj industriji, do danas, izostala. Kao osnovni
razlozi namecu se poteskoce vezane za nacionalna za-
konodavstva i postojanje pratec¢ih finansijskih proble-
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ma u oblasti razvoja, formulacije i plasiranja komerci-
jalnih preparata novih bakteriocina na svetsko trziste
hrane. Drugim reCima, navedene teSkoc¢e odnose se,
pre svega, na implementaciju bakteriocina na trzise,
dok su nauc¢ni dokazi opravdanosti i benefita njiho-
ve primene, uveliko obezbedeni. Ispoljena efektivnost
bakteriocina, kao i ekonomican i ne previse zahtevan
nacin inkorporiranja u namirnice, predstavlja odli¢nu
alternativu u kombinaciji sa drugim prirodnim kon-
zervansima. Ukoliko se navedeni problemi zanemare,
pred nama ostaje Sirok spektar znacajnih razloga za
njihovu primenu u prehrambenom sektoru. Sa druge
strane, bilo bi naivno verovati da bakteriocini mogu
da predstavljaju jedino i kona¢no resenje za aktuelne
probleme u oblasti bezbednosti hrane.

Rezimirajuéi dosadasnja iskustva u ovoj obla-
sti, namece se zakljucak da bi u narednom periodu
bilo potrebno privuéi Siru paznju potrosaca i inten-
zivnije promovisati primenu ovih prirodnih sup-
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The influence of environmental factors on the intensity
of the antimicrobial activity of bacteriocins

Veskovi¢-Moracanin Slavica

Summ ary: The use of lactic acid bacteria (LAB) in the production of fermented food products, due to the positive impact

on the nutritional and organoleptic properties, as well as their sustainability, has long beenknown. LAB lead to faster acidification of
raw materials through the production of weak organic acids, primarily lacticacid. In addition, the production of acetic acid, ethanol,
aromatic compounds, exopolysaccharides (EPS), several enzymes and bacteriocins is significant. Bacteriocins arepeptide or protein
molecules synthesized on ribosomes with antimicrobial activity. Many species of the LAB genus produce bacteriocins of rather broad
spectrum of antimicrobial activity, with several LAB bacteriocins which can potentially find their use in the food industryas preserva-
tives. In this way, we can reduce the use of synthetic preservatives and/or intensity of heat treatment during food production. Applica-
tion of bacteriocins may be an alternative in an effort to meet consumer needs for safe, freshand minimally processed foods. In order
to fully realize this potential, it is necessary to understand their nature, mechanism of production, regulation and operation, as well
as the effect of environmental factors on the antimicrobial activity of bacteriocins. Achieved progress in the development of molecular
microbial ecology contributes to a better understanding of the overall effects of bacteriocins in food ecosystems, while the current study
of bacterial genomes may lead to the discovery of new bacteria-producers of bacteriocins.

This paper discusses the influence of external environmental factors such aspH, temperature, composition and food structure on
efficiency, e.g. on the intensity of the antimicrobial activity of some bacteriocins of LAB.

Key words: bacteriocins, lactic acid bacteria, food, pH, temperature, antimicrobial activity.
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