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UTICAJ PULSIRAJUCIH ELEKTRICNIH POLJA NA RAST | AKTIVNOST
AUTOHTONOG SOJA Lactobacillus plantarum 564

REZIME

Ponasanje prezivele populacije ¢elija soja Lb. plantarum 564 zasejane u MRS
bujonu nakon dejstva pulsiraju¢ih elektricnih polja (PEP) razliitog intenziteta,
praceno je putem izotermalne kalorimetrije, merenjem opticke gustine i ukupnog
broja ¢elija. Celije bakterija su tretirane monopolarnim pulsevima pravugaonog oblika
razli¢ite jaCine 1 broja pulseva, §to odgovara primenjenoj energiji od 1.3, 5.5, 12.2,
34.6, 65.8 and 658.1 J/cm®. Nakon PEP tretmana, bakterije su inokulisane u MRS
bujon i inkubirane na 37°C u toku 24 sata.

Rezultati istrazivanja su pokazali da su PEP tretmani energije ispod 13 J/em®
imali pozitivan efekat na rast i aktivnost ¢elija, narocito tretmani nize energije (1.3-5.5
Jlem®). Prisustvo intracelulatnih jona i molekula u medijumu, koji pozitivno uti¢u na
rast Celija, bilo je posebno izrazeno u mid-eksponencijalnoj fazi rasta, gde je
generaciono vreme Gelija tretiranih pulsevima energije 5.5 J/em® bilo trostruko
skra¢eno. Stepen odavanja toplote oslobodene tokom rasta Celija takode je bio visi, Sto
ukazuje na porast metabolicke aktivnosti PEP tretiranih Celija, ¢ija je acidifikaciona
sposobnost takode bila povecana. Pretpostavlja se da PEP tretmani nizeg intenziteta
dovode do reverzibilne elektroporermeabilizacije celija, ¢ija je vijabilnost ostala
nepromenjena nakon izlaganja pulsevima energije 12.2 Jicm?®, §to zna¢i da se ovi
procesni parametri nalaze ispod kritiéne vrednosti potrebne za inaktivaciju ispitivanih
laktobacila.

Primena jagih PEP tretmana energije 34.6, 65.1 and 658.1 J/cm® je dovela do
inaktivacije ¢elija za oko 1, 2 i 3 log redukcije, respektivno. U zavisnosti od jafine
primenjenog tretmana, preziveli deo populacije Lb. plantarum 564 je nastavio da raste
sa odredenim zakaSnjenjem, pri ¢emu je nova populacija formirala istu gustinu U MRS
bujonu kao i populacija netretiranih Celija. Tretirane Celije su pokazale brzi stepen
rasta u kasnoj log-fazi, mada je trend rasta bio slican kao kod netretiranih. Prezivela
subpopulacija ukazuje na prisustvo perzistera otpornih na dejstvo PEP tretmana.
Takode je ustanovljena i veca otpornost celija izloZenih pulsiraju¢im elektri¢énim

poljima energije iznad 30 J/cm® na ponovno dejstvo istih PEP tretmana, nakon kojih



su ¢elije uspostavile ponovan rast i razvoj. Osim toga, prezivele celije su pokazale
brzi rast u kasnoj log-fazi, narocito nakon dejstva jacih PEP tretmana.

Ispitivanjem potencijalnih probiotskih osobina celija Lb. plantarum 564
ustanovljeno je da je nakon primenjenih PEP tretmana nova populacija pokazala veéu
otpornost na simulirane gastrointestinalne uslove, dok je rezistentnost na antibiotike
bila selektivna, kao 1 antimikrobna aktivnost, u poredenju sa netretiranom

populacijom.

Kljué¢ne redi: laktobacili, pulsiraju¢a elektri¢na polja, izotermalna kalorimetrija,

perzisteri, oporavak od stresa, probiotska sposobnost



THE EFFECT OF PULSED ELECTRIC FIELDS ON GROWTH AND
ACTIVITY OF AUTOCHTHONOUS STRAIN Lactobacillus plantarum 564

SUMMARY

The behaviour of a surviving population of lactic acid bacteria strain
Lactobacillus plantarum 564 growing in MRS broth after pulsed electric field (PEF)
treatments of different intensities was monitored by isothermal calorimetry, optical
density and plate counts. Bacterial cells were treated with monopolar square pulses at
varying nominal electric field strengths and number of pulses, corresponding to
applied energies of 1.33, 5.5, 12.2, 34.6, 65.8 and 658.1 J/cm®. After PEF treatments,
samples were inoculated into MRS broth and incubated at 37°C for 24 hours.

The presented results show that the PEF treatments with energy input below
13 J/em® had a positive effect on bacterial growth and cell activity, especially the
treatments with the lower field intensities (1.3 — 5.5 Jicm®). The presence of
intracellular ions and molecules in media that facilitates the growth of electroporated
lactobacilli was particularly evident in mid-exponential growth phase, where the
doubling time was reduced for more than 3 times after the exposure to electric pulses
of 5.5 J/lcm®. The heat production rate released during the growth of electroporated
cells was also higher, indicating the enhanced metabollic activity of PEF treated cells.
Also, the electroporated cells had better acidification ability than the untreated cells. It
is assumed that the applied PEF treatments with an energy input of below 13 J/cm®
potentially induce reversible electroporation of the cell membrane, which has a
positive impact on the cell growth. The viability of cells remained unaffected by pulse
energy of 12.2 J/cm®, which means that such treatment conditions remained below the
critical field strength for the inactivation of treated lactobacilli.

The PEF treatments with higher energy of 34.6, 65.1 and 658.1 J/cm® induced
cell inactivation of approx. 1, 2 and 3 log reduction, respectively. After the application
of pulses to a population of Lb. plantarum 564, the survived bacterial cells resume
growth after a treatment-dependent delay. A new population density is obtained at the
same final level as the original culture. Both the untreated and treated culture had
similar growth rates, but the latter showed a higher growth rate during the late-growth
phase. Evidence of bacterial persistence is shown on the survived population of

bacteria subjected to PEF treatment. The treated bacterial cells were less sensitive to



further PEF application, showing that this subpopulation was less sensitive to PEF
treatment and could grow again. Moreover, the surviving population showed a higher
growth rate during the late-growth phase, especially when the intensity of the applied
electric field was increased.

The investigation of potential probiotic ability of PEF treated Lb. plantarum
564 cells indicates that the new population also showed higher resistance to simulated
gastrointestinal conditions, while the resistance to antibiotics was selective, as well as

the antimicrobial activity, comparing to the untreated population.

Key words: lactobacilli, pulsed electric fields, isothermal calorimetry, persisters,

stress recovery, probiotic ability
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1. UvoD

Mnoge tehnike su koriS¢ene za stresiranje celija bakterija u cilju izmene
strukture ¢elijske membrane i formiranja permeabilne strukture peptidoglukana, ¢ime
¢e se s jedne strane usporiti rast ¢elija 1 produkcija mlecne kiseline, a s druge strane
povecati stepen oslobadanja enzima u medij. Time se ubrzava proces zrenja sireva i
fermentisanih prehrambenih proizvoda, a utiCe se i na teksturu i aromu gotovog
proizvoda. S obzirom na to da c¢elija moze biti oslabljena primenom fizic¢kih ili
hemijskih agenasa, najeS¢e primenjivane tehnike su termicki tretmani, tretiranje
niskim temperaturama, lizozimom, tretiranje raznim rastvara¢ima, kao i atenuacija

¢elija putem elektroporacije, koja nastaje primenom pulsirajuéih elektri¢nih polja.

Pulsirajuca elektri¢na polja (PEP) predstavljaju intenzivne elektri¢ne pulseve,
koji se mogu primeniti u cilju inaktivacije mikroorganizama u te¢nim prehrambenim
proizvodima, Kkoji su tretirani u kontinualnom protoku. Dosadasnja saznanja ukazuju
da procesuiranjem hrane pulsiraju¢im elektricnim poljima dolazi do netermicke
elektroplazmolize c¢elijskog materijala, sto rezultira povecanoj permeabilnosti celijske
membrane. Medutim, u zavisnosti od primenjenog PEP tretmana, taj proces moZe biti
reverzibilan i ireverzibilan. Ukoliko se primeni takav PEP tretman koji izaziva
reverzibilnu peremabilizaciju Celijske membrane, tada celije bakterija bivaju samo
stresirane, dok ireverzibilan proces dovodi do liziranja 1 izumiranja celija. U
dosadas$njim istraZivanjima, upotreba PEP tretmana se bazirala na inaktivaciji
patogenih mikroorganizama u cilju konzervisanja hrane, dok je svetska literatura vrlo
ograni¢ena podacima na temu primene pulsiraju¢ih elektricnih polja radi stresiranja

bakterija mlecne kiseline.

Pulsiraju¢a elektricna polja visokog intenziteta upotrebljena sa ciljem
inaktivacije mikroorganizama putem ireverziblne elektroporacije, nasla su primenu u
proizvodnji razli¢itih tecnih prehrambenih proizvoda, kao $to su mleko i voéni sokovi,

¢iji je rok trajanja drasti¢no povecan u poredenju sa netretiranim proizvodima (Heinz 1

sar., 2002; Pagan i sar., 2005; Wan i sar., 2009).

U poslednjih deset godina, veliki broj istrazivanja je voden radi razvoja
efikasnosti PEP tretmana u cilju inaktivacije mikroorganizama. Tako je postignut
visok stepen inaktivacije odredenih sojeva Escherichia coli (od 2 do 5-log;o jedinica) i

Lactobacillus plantarum (od 2 do 4 logio jedinice), ¢iji intenzitet se razlikovao u
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zavisnosti od soja, medijuma i primenjenog PEP tretmana (Ulmer i sar., 2002; Gurtler
i sar., 2010; Cortese i sar., 2011). Ipak, vrlo malo se zna o sposobnosti rasta i razvoja

populacije koja je prezivela date tretmane.

Naime, kada su celije bakterija izloZene PEP tretmanu dovoljne jacine, veci
deo populacije biva inaktivisan. Ipak, nakon prestanka dejstva tretmana, mali deo
prezivele populacije moze da nastavi da raste i formira nove kolonije. Stoga, u cilju
obezbedenja zdravstveno bezbedne hrane, potrebno je poznavati mehanizme dejstva
inaktivacije mikroorganizama, kao i ponasanje prezivele populacije, koja moze da se

oporavi nakon sub-letalne povrede, kao §to je stres indukovan dejstvom PEP tretmana.

Postoji veliki stepen variranja u odgovoru bakterija na stres, ¢ak i kada je u
pitanju geneti¢ki identi¢na populacija koja raste u homogenoj sredini (Booth i sar.,
2002). Postojanje heterogenosti bakterija u odgovoru na stres od velikog je znacaja u
primeni tretmana Ciji je cilj inaktivacija mikroorganizama i predstavlja znacajan
kriterijum odredivanja najoptimalnijih uslova svakog tretmana (Ingham i sar., 2008).
Stoga, identifikacija subpopulacije kao $to su ,,perzisteri”’, koji ne poseduju genetski
steCenu otpornost na odredeni tretman (Balaban i sar., 2004; Ingham i sar., 2008) i

poznavanje njihove senzitivnosti na stres su veoma vazni parametri za procenu efekta

odredenog PEP tretmana.

U ovom radu bice ispitivan efekat razli¢itih PEP tretmana na rast i aktivnost
soja Lb. plantarum 564, izolovanog iz autohtonog Sjenickog sira. Ponasanje prezivele
populacije nakon primene PEP tretmana razli¢itog intenziteta elektri¢nog polja bice
praceno putem izotermalne kalorimetrije, koja se kao metoda Kkoristi za merenje
odavanja toplote prilikom rasta mikroorganizama u toku fermentacije odredenih
prehrambenih prozvoda, sa ciljem odredivanja efekta odredenih tretmana (npr.
termi¢kog tretmana) i antimikrobnih agenasa (Selma 1 sar., 2007; Wadsd i Gomez
Galindo, 2009). Stepen odavanja toplote meren na kalorimetru predstavlja kriterijum
stepena metaboli¢kih funkcija i direktno zavisi od metabolickog odgovora celije

(Criddle i sar., 1991).

Kombinovanje kalorimetrijskog merenja stepena odavanja toplote tokom rasta
I razmnozavanja bakterija sa odredivanjem ukupnog broja kolonija, kao i pracenje

acidogene aktivnosti u toku inkubacije inokulisanog bujona, predstavlja jedan od
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nadina ispitivanja ponasanja populacije autohtonog soja Lb. plantarum 564 nakon

primene razli¢itih PEP tretmana.

Kako u savremenom drustvu postoji sve veée interesovanje za primenu
probiotika u prehrambenim proizvodima, mnoga istrazivanja su pokazala da se medu
autohtonim sojevima Lactobacillus plantarum nalaze i oni sa probiotskim
karakteristikama (Radulovi¢ i sar., 2011). Stoga ¢e u ovom radu biti ispitani i
probiotski kriterijumi soja Lb. plantarum 564, kako bi se odredilo da li ispitivani soj
spada u potencijalne probiotike. PEP tretirane bakterije ¢e takode biti testirane na
osnovna probiotska Svojstva, sa ciljem ispitivanja dejstva odredenih tretmana na
otpornost i moguénost poboljSanja odredenih probiotskih karakteristika tretiranih

¢elija.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Bakterije mle¢ne Kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) obuhvataju heterogenu grupu asporogenih
gram-pozitivnih koka i bacila, koje vrSe fermentaciju Secera formiraju¢i mle¢nu
kiselinu. Ove fakultativno anaerobne ili mikroaerofilne bakterije su Siroko
rasprostranjene u prirodi, nalaze se u namirnicama (mle¢nim proizvodima, mesnim
preradevinama, povrcu, zitaricama), a prisutne su i u ustima i intestinalnom traktu
Soveka i zivotinja. Siroko se primenjuju u prehrambenoj industriji kao starter kulture,
a pojedini sojevi, koji poseduju probiotske sposobnosti, koriste se kao Zivi
mikroorganizmi u prehrambenim proizvodima. BMK poseduju jaku antimikrobnu
aktivnost, a sposobnost pojedinih sojeva da proizvode bakteriocine svrstava ove
bakterije u jedan od najperspektivnijih prirodnih prehrambenih konzervanasa.
Primena ovih bakterija moze biti od znac¢aja i u biomedicini zbog inhibitornog dejstva
na Sirok spektar mikroorganizama koji ucéestvuju u kvarenju namirnica, kao i

patogenih mikroorganizama (Atanassova i sar., 2001).

U proizvodnji sireva, BMK imaju vaznu ulogu u biohemijskim procesima koji
se odvijaju tokom izrade i zrenja sireva, a ¢esto su odgovorne za karakteristike ukusa,

mirisa, izgleda i teksture, jedinstvene za odredenu vrstu sira (Beresford, 2003).

U zrenju sireva ucestvuje veliki broj razli€itih bakterijskih vrsta, a dominantnu
mikrofloru ¢ine laktokoke kao starter kulture, ¢iji ukupan broj u prvom danu
proizvodnje dostize 10° cfu/ml. U toku perioda zrenja, broj startera se vremenom
smanjuje, usled uticaja fizicko-hemijskih karakteristika medijuma (pH, aw, redoks
potencijal, visoka koncentracija soli) i okoline (temperatura, vlaznost vazduha, itd.)
(Choisy i sar., 1987). Stepen izumiranja Celija startera zavisi od same vrste bakterija,
ali tipican broj zivih Celija startera opada za prosecno 1% od ukupnog broja u prvih
mesec dana zrenja (McSweeney i sar.,1994). Autolizom i opadanjem broja startera,
dolazi do porasta broja nestarterske mikroflore (Wilkinson i sar., 1994).

Nestarterske bakterije mlecne kiseline (NSBMK) predstavljaju mikrofloru
sirovog mleka. Ovi termorezistentni mikroorganizmi, nakon S§to prezive pasterizaciju,
ucestvuju kao prateca mikroflora u zrenju sireva. Najveci broj studija je usmeren na

mezofilne laktobacile, iako se medu NSBMK mogu naci 1 pediokoke, enterokoke i
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pripadnici leukonostok vrste, mada one ne proizvode znacajne koli¢ine mle¢ne

kiseline u prehrambenim proizvodima.

Iako proces pasterizacije znac¢ajno redukuje ukupan broj mikroorganizama u
mleku, odredeni broj mezofilnih laktobacila prezivljava i nastavlja razvoj u sirevima,
dostizuéi 10°-108 cfu/ml u toku prvih 10 do 20 nedelja zrenja, pri ¢emu osStaju na
nivou visoke koncentracije do kraja zrenja (Beresford, 2003; Casey i sar, 2006). U
evropskim tradicionalnim sirevima, Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus i Lb.
rhamnosus su dominantne vrste mezofilne Lactobacillus flore, ali su i druge vrste
prisutne u manjem broju (Beresford i sar., 2006; Crow i sar, 2001; Gobbetti i sar.,
1999; Mannu i sar, 2000; Williams i Banks, 1997).

Tradicionalna proizvodnja belih sireva u salamuri rasprostranjena je u Srbiji i
¢ini gotovo 70 posto ukupne potrosnje sira. Dominantna mikroflora u ovim sirevima
sastoji se od mezofilnih laktokoka i laktobacila i uglavnom potice iz sirovog mleka i
okoline u regionu gde se proizvodnja sireva odvija. Sastav i metaboli¢ka aktivnost
mikroflore autohtonih sireva su jedan od najznacajnijih faktora koji odreduju kvalitet i
senzorne karakteristike proizvoda. Nativni enzimi ove mikroflore igraju znacajnu
ulogu u brojnim procesima tokom zrenja sireva u salamuri, ubrzavaju¢i sam proces
zrenja i dajuéi ovim sirevima posebne senzorne karakteristike. Autohtona mikroflora
u tradicionalnim sirevima se sastoji uglavnom od razli¢itih vrsta bakterija mle¢ne
kiseline, ¢iji biodiverzitet predstavlja vrlo znacajan izvor autenti¢nih starter kultura,
¢ijom izolacijom i standardizacijom se moze izvrSiti zastita oznake porekla odredenih
tradicionalnih sireva (Radulovi¢, 2010). Autohtone BMK izolovane iz tradicionalnih
proizvoda u Srbiji predstavljaju izvor ogromnog potencijala u biotehnologiji.
Raznolikost i veliki broj sojeva BMK i njihovih razli¢itih metabolickih aktivnosti
pruzaju priliku za identifikaciju novih sojeva, ispitivanje njihovih potencijalnih
probiotskih karakteristika i mogucnost njihovog koriStenja u razvoju novih

funkcionalnih prehrambenih tehnologija.

2.1.1. Rast mikroorganizama

Rast mikroorganizama u bujonu kao mediju karakteristiCan je po broju
uzastopnih faza kroz koje populacija ¢elija prolazi i moze se prikazati kao kriva rasta.
Kriva rasta se moze podeliti u sledec¢e faze: lag, log, stacionarna faza i faza izumiranja
(Breidt i sar., 1994; Boyd, 1988), sto je prikazano na slici 1.
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Slika 1. Bakterijska kriva rasta

Lag faza pocinje nakon inokulacije ¢elija u medijum i odnosi se samo na
period deobe ¢elija, a ne na druge aspekte razvoja. Nakon inokulacije, bakterije
zahtevaju odredeno vreme kako bi se prilagodile novoj sredini. U tom periodu celija
se uvecava I povecana je sinteza enzima kako bi se hranjive materije u medijumu
lakse usvojile. Takode je povecana sinteza makromolekula kao §to su RNK i proteini,
dok sinteza DNK ostaje konstantna. Duzina lag faze zavisi od fizioloskog i genetskog
stanja bakterije. Ako su ¢elije nutricionisti¢ki gladovale pre inokulacije u medijum,
onda lag faza traje duze. Medutim, ukoliko medijum sadrzi veliki broj enzima od

prethodnog rasta bakterija, tada ¢e lag faza biti kratka (Boyd, 1988).

Faza ubrzanja - Na kraju lag faze dolazi do vrlo kratkog ubrzanja rasta, gde

odredeni broj celija ulazi u fazu deobe, koja se jo$ uvek ne odvija konstantnom
brzinom (Monod, 1949; Boyd, 1988).

Log faza (logaritamska ili eksponencijalna faza) je vremensko razdoblje u
kojem se celijska deoba odvija konstantnom i maksimalnom brzinom. U ovoj fazi
bakterije se nalaze u uravnotezenoj stopi rasta, gde se veliCina ¢elije udvostrucava,
zajedno sa ostalim ¢elijskim komponentama, kao $to su DNK, RNK i proteini (Boyd,
1988).

Faza usporavanja — Tokom rasta u zatvorenom sistemu, bakterije dostizu
stepen usporavanja rasta usled ogranicenja nutritijenata u medijumu, kao i sniZenja

pH sredine usled nakupljanja kiseline koja se tokom rasta celija formira. Ovo
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usporavanje rasta nastaje neposredno pre sledece faze zvane stacionarna faza (Monod,
1949; Boyd, 1988).

Stacionarna faza je period neuravnotezenog rasta, u kojem se Celijske
komponente i makromolekuli sintetisu razlic¢itom dinamikom. Veliki broj ¢elija je jos$
uvek u fazi deobe, ali i veliki broj izumire, tako da broj mikroorganizama ostaje
konstantan. Celije u toku razvoja produkuju vec¢u koli¢inu kiseline i otpadnih materija
koje dodatno inhibiraju deobu. Prilikom izumiranja, neke celije liziraju, pri ¢emu se u
spoljnu okolinu oslobadaju autoliti¢ki enzimi, kao §to su proteaze, lipaze i nukleaze,
koje vrse razgradnju makromolekula, neophodnih za rast zivih ¢elija. U zavisnosti od
vrste bakterija, stacionarna faza moze trajati jako dugo ili kratko (Boyd, 1988). Vazno
je istaci da je stopa rasta u stacionarnoj fazi jednaka nuli, kao i u lag fazi (Monod,
1949).

Faza izumiranja (opadajuc¢a faza) karakterise pad broja celija, a stepen
izumiranja zavisi od vrste mikroorganizma. Brz stepen liziranja ¢elija kod nekih vrsta
se odvija u prisustvu autolitickih enzima koji vrSe razgradnju celijskog zida. Ovi
autiliticki enzimi su isti oni enzimi neophodni za rast ¢elija, jer omogucéavaju
ubacivanje novonastalog peptidoglikana u ¢elijski zid (detaljniji opis o strukturi

¢elijskog zida dat je u poglavlju 2.1.3.).

Navedeni opis predstavlja generalni opis rasta celija bakterija, medutim jedna
ili vise faza mogu izostati. Kada su uslovi povoljni, lag faza i faza ubrzanja ¢esto
mogu biti potisnute, a faza usporavanja je ¢esto prekratka, pa biva neprimetna, sto se

takode moze dogoditi i sa stacionarnom fazom (Monod, 1949).

Bakterijske celije se dele geometrijskom progresijom ili na eksponencijalni
nacin, gde iz jedne Celije nastaje 2-4-8-32, itd. Broj generacija [n] se moze odrediti
prema slede¢oj formuli (Boyd, 1988):

|Og;|_0N2 — |OgloN1

n = 1
|Og;|_02 ( )

gde je: [N1] i [N2] - broj ¢elija u vremenskim intervalima [T1] i [T2].

Vreme potrebno da se jedna populacija mikroorganizama udvostruéi je
poznato kao generaciono vreme [Gt]. To vreme je jednako vremenskom intervalu

izmedu Ty 1 T, podeljeno brojem generacija (Boyd, 1988):
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Gt = ——
N 2)

Generaciono vreme varira u zavisnosti od vrste mikroorganizma i spoljasnjih
uslova. Graficko odredivanje udvostruCavanja vremena moze se izvrSiti pomocu
ekstrapolacije prikazane na slici 2.
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Slika 2. Odredivanje generacionog vremena

2.1.2. Enzimska aktivnost bakterija mlecne kiseline

Razgradnja nutritijenata u hrani (ugljenih hidrata, proteina, lipida i drugih
organskih materija) do komponenata male molekulske mase odvija se od strane
mikroorganizama preko kompleksnih, medusobno povezanih metabolic¢kih puteva, od
kojih se svaki sastoji od velikog broja reakcija ukljucujuci veliki broj razlicitih
enzimskih sistema. Nivo sinteze i aktivnosti ovih enzima proizvode 1 kontrilisu
specificne bakterije i to u odsustvu kiseonika, a uz oslobadanje energije. To znaci da
se sve fermentacije odvijaju u anaerobnim uslovima, unutar same celije bakterija.

Centralni metabolit svih bioloskih oksidacija (fermentacija) je pirogrozdana kiselina
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(PGA), a u zavisnosti od toga koje su BMK prisutne, zavisi¢e i pravac daljih
transformacija (Tamime i Robinson, 1985; Alm, L., 1982).

2.1.2.1. Metabolizam ugljenih hidrata

U mleku se najéesce odvija mle¢na fermentacija, koja predstavlja dalji tip
anaerobnih transformacija ugljenih hidrata, gde se centralni metabolit PGA u
prisustvu enzima laktat-dehidrogenaze redukuje do mlecne kiseline, pod dejstvom
BMK.

BMK u anaerobnim uslovima transformisu mle¢ni secer laktozu, preko niza
meduprodukata, u mle¢nu kiselinu koja predstavlja krajnji proizvod kada je u pitanju
homofermentativni tip fermentacije, dok se kod heterofermentativnog tipa, pored
mlecne kiseline, javljaju i drugi proizvodi kao CH,OH, CO,, CH3COOH, H; itd.
Stoga razlikujemo 2 tipa BMK, homofermentativni i heterofermentativni tip.
Homofermentativne BMK vrse transformaciju glukoze po EMP putu (Embden-
Meyerhof-Parnasov put, odnosno reakcioni tok glikolize), gde redukciju PGA,
odnosno piruvata potpomaze enzim laktat-dehidrogenaza, a NADH, se oksiduje do
NAD, koji ponovo wulazi u proces transformacije. BMK, koje podlezu
homofermentativnhom tipu razgradnje ugljenih hidrata, su bakterije koje sadrze
aldolazu (enzim koji katalise transformaciju fruktoza-6-fosfata na 2 molekula fosfo-
trioza), a to su laktokoke, pediokoke i striktni homofermentativni i fakultativno

heterofermentativni laktobacili (Dellaglio, 1988).

BMK, koje sadrze enzim fosfoketolazu, podlezu heterofermentativhom tipu
razgradnje ugljenih hidrata i dele se u 2 grupe. U prvu grupu spadaju vrste roda
Leuconostoc i striktni heterofermentativni laktobacili, kod kojih se transformacija
glukoze vrsi po "6-fosfo-glukonat putu™ uz nastanak ekvimolarnih koli¢ina laktata,

acetata i CO,.

Glavni putevi fermentacije heksoza od strane BMK prikazani su na slici 3
(Dellaglio, 1988).
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GLUKOZA

FRUKTOZA-1,6-P FRUKTOZA-6P GLUKTZA—GP
ACETIL-P + ERITROZA-4P 6P-GLUKONAT
J FRUKTOZA-6P J
HEPTOZA-P P 4
<—— ALDOLAZA A KSILULOZA5P + CO,
PENTOZA-P
~—— FOSFOKETOLAZA —>
Y

TRIOZA-3P ACETIL + TRIOZA-3P TRIOZA-3P + ACETIL-P
ADP ADP : ADP
QATP ATP C; ATP D

PIRUVAT PIRUVAT PIRUVAT

J \ j Y /

LAKTAT | ACETAT | | LAKTAT | | LAKTAT | |ACETAT (ETANOL)

Glikoliza " Bifido put" " 6-P-Glukonat put"
EMP put Fosfoketolazni putevi
HOMOFERMENTACIJA HETEROFERMENTACIJA

Slika 3. Glavni putevi fermentacije heksoza kod BMK (preuzeto od Kandler, 1983).

Jedan od najvaznijih problema za BMK u mleku je kako da usvoje laktozu.
Naime, enzim laktaza je endoenzim, pa molekul laktoze mora da penetrira i da se
hidrolizuje u samoj ¢eliji. Stoga BMK ne mogu direktno da koriste laktozu, ve¢ je
moraju razgraditi pomocu svojih enzima unutar Celije na glukozu 1 galaktozu. U

zavisnosti od toga o kojim je bakterijama rec, postoji viSe na¢ina usvajanja laktoze.

Homofermentativne bakterije (vec¢ina laktokoka i pojedini laktobacili, kao sto
je Lb. casei) usvajaju laktozu sistemom translokacije grupa (PEP/PTS sistem),
odnosno laktoza ulazi u ¢eliju kao laktoza-fosfat, jer se fosforilizuje uz pomo¢ fosfo-
enol-piruvat (PEP) / fosfo-transportnog sistema (PTS), koji se nalazi u celijskoj
membrani. Dalju hidrolizu laktoze, odnosno laktoza-fosfata na glukozu i galaktozu-6P
kataliSe enzim fosfo-B-galaktozidaza. Glukoza se dalje transformise po EMP putu u
piruvat, koji kasnije u prisustvu enzima laktat-dehidrogenaze prelazi u laktat, odnosno

mlec¢nu kiselinu.
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Metabolizam galaktoza-6P je nesto drugaciji od usvajanja laktoze i teCe tako
Sto se ona transformiSe po tagatoznom putu (tagatoza je stereoizomer galaktoze) prvo
do gliceraldehid-3P, koji se kasnije katabolizuje u piruvat, pa u mle¢nu kiselinu preko
ciklusa glikolize (EMP put) (Tamime i Robinson, 1985; Dellaglio, 1988).

Vecina laktobacila usvaja laktozu uz pomo¢ specificnog proteina permeaze.
Ovde je u pitanju aktivni transport, gde laktoza ulazi u ¢eliju nepromenjena, a potom
se pomocu enzima [B-galaktozidaza hidrolizuje na glukozu i galaktozu. Glukoza se
preko EMP puta, u prisustvu laktat-dehidrogenaze prevodi u mle¢nu kiselinu, a
galaktoza se jedino kod sojeva Lb. helveticus konvertuje u glukozu-6P po
"Leloirovom putu" i nastavlja sa glukozom transformaciju do laktata. PoSto u vecini
slucajeva galaktoza ostaje u nepromenjenom stanju, laktobacili se smatraju

galaktoza(-) i izlu¢uju galaktozu iz ¢elije (Dellaglio, 1988).

Sematski prikaz usvajanja laktoze i galaktoze od strane laktobacila i laktokoka

prikazan je naslici 4.

Vazno je ista¢i da kada BMK rastu u uslovima gde je sadrzaj glukoze i laktoze
ogranicen, tada se pored mle¢ne kiseline produkuju i drugi produkti metabolizma
piruvata, kao npr. format, acetat i etanol. U tim slucajevima, homofermentativan tip
razgradnje ugljenih hidrata moZe pre¢i u heterofermentativan tip, uz produkciju

pomenutih jedinjenja (Dellaglio, 1988).
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GALAKTOZA LAKTOZA LAKTOZA GALAKTOZA

| spolja{njost ¢ l
IpTSiziiiiiprsiit 2:iI1 PERMEAZA I PERMEAZA:
J unutra{njost l
LAKTOZA-P LAKTOZA
GALAKTOZA-6P GLUKOZA GALAKTOZA
FOSFO-R-GALAKTOZIDAZA R-GALAKTOZIDAZA
GAL-6P-IZOMERAZA GALAKTOZA-1P
\ \ \
TAGATOZA-6P GLUKOZA-6P <«———— = GLUKOZA-1P
TAG-6P-KINAZA
v . v
TAGATOZA-1,6 P——= TRIOZA-3P «—— FRUKTOZA-1,6 P
PIRUVAT
Tagatoza-6P put Glikoliza Leloirov put
(EMP put)

* Trioza-3P = gliceraldehid-3P <> dihidroaceton-P, gde iz gliceraldehid-3P, preko niza meduproizvoda
(1,3-difosfo-glicerat, 2-fosfo-glicerat, fosfo-enol-piruvat) nastaje piruvat.

Slika 4. Nacin usvajanja laktoze i galaktoze kod laktobacila i streptokoka (preuzeto od
Kandler, 1983).

2.1.2.2. Proteoliticki enzimi BMK

Uravnotezen ukus fermentisanih prehrambenih proizvoda kao $to su sirevi,
kobasice i vina, posledica je prisustva razli¢itih aromati¢nih komponenti koje nastaju
katabolizmom aminokiselina. Razvoj bakterija mle¢ne kiseline mogué¢ je samo u
prisustvu aminokiselina esencijalnih za njihov rast, pa stoga potpuna hidroliza
proteina ili oligopeptida do slobodnih aminokiselina zahteva niz specifi¢nih i

nespecificnih  proteaza. BMK imaju relativno mali, ali vrlo sloZzen sistem
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intracelularnih proteolitickih enzima koji oslobadaju aminokiseline neophodne za

njihov razvoj.

Proteinaze i peptidaze BMK bile su predmet istrazivanja mnogih nau¢nika
(Ardd, 2006; McSweeney i Sousa, 2000; McSweeney, 2004; Stepaniak, 2004;
Upadhyay i sar., 2004). U toku zrenja sireva, peptidaze su odgovorne za sekundarnu
proteolizu, odnosno dalju razgradnju peptida nastalih pod dejstvom plazmina i
himozina (Stepaniak, 2004). Naime, Desmazeaud i sar. (1976) su ustanovili da je u
sirevima, koji su sadrzali samo himozin, detektovano prisustvo samo pH 4.6-
rastvorljivog azota, dok peptidne i aminokiselinske azotne materije nisu detektovane.
S druge strane u sirevima, u ¢ijoj su izradi i zrenju, pored himozina, ucestvovale 1
BMK, detektovane su velike koli¢ine slobodnih aminokiselina. Stoga se moze
zakljuciti da je najznacajnija uloga proteinaza i peptidaza startera da izvrSe
degradaciju velikih peptida nastalih pod dejstvom sirila na male peptide i
aminokiseline (Law, 1984), a nastankom slobodnih aminokiselina uklanjaju se i

peptidi koji su nosioci gorkog ukusa (Stepaniak, 2004).

U najvec¢oj meri je prouCavan proteoliticki sistem laktokoka, mada je
generalno sli¢an proteolitickom sistemu ostalih BMK. Naime, ustanovljeno je da
laktokoke i laktobacili sadrze isti tip aminopeptidaza i oligopeptidaza, mada se veruje
da laktobacili poseduju jaci proteoliticki sistem od laktokoka (Sousa i sar., 2001,
Stepaniak, 2004).

Proteoliticki sistem laktokoka se sastoji iz proteinaza vezanih za Celijski zid
bakterija zvanih “laktocepini” ili CEP (eng. “Cell envelope-associated proteinases”),
kao 1 niza intracelularnih proteinaza i peptidaza, koje imaju klju¢nu ulogu u procesima

zrenja sira.

Naime, laktocepini u siru prvenstveno deluju na peptide srednjih veli¢ina, koji
su nastali pod dejstvom himozina ili plazmina. Laktokoke takode poseduju i izvestan
broj intracelularnih proteinaza, ¢ija uloga u zrenju sireva nije u potpunosti ispitana, jer
verovatno nemaju toliki znaCaj kao ekstracelularna proteinaza laktocepin
(McSweeney, 2004). | laktobacili produkuju raznovrsne laktocepine, koji imaju
razli¢ito specificno dejstvo na ag-kazeinske frakcije 1-23, nastale pod dejstvom
himozina (Stepaniak, 2004).
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BMK sadrze i intracelularne peptidaze, ¢ija je uloga od velikog znacaja pri
kraju zrenja sireva, a koja se pak ogleda u oslobadanju aminokiselina, kao supstrata za

dalje katabolicke reakcije.
Intracelularni proteoliti¢ki sistem BMK se sastoji iz (Stepaniak, 2004):

- Aminopeptidaza, koje u velikom stepenu oslobadaju aminokiseline i dipeptide iz
N-terminalnog dela peptida, koji ne sadrze vise od 5-7 aminokiselinskih ostataka
(veci peptidi se vrlo sporo hidrolizuju, dok se proteini ne hidrolizuju od strane
aminopeptidaza);

- Karboksilaza, koje oslobadaju aminokiseline sa C-terminalnog dela peptida;

- Dipeptidaza i tripeptidaza, koje vr$e hidrolizu di-, odnosno tripeptida;

- Oligopeptidaza, koje nemaju afinitet prema kazeinu, ve¢ vrSe hidrolizu peptida
duzine lanaca od 5-30 aminokiselina;

- Proteinaza, koje vrse hidrolizu kazeina, a takode su intracelularni enzimi BMK, a
¢ija uloga u zrenju sireva, kao §to je pomenuto, nema toliki znac¢aj kao uloga

peptidaza.

Ove bakterije, zapravo, produkuju 3 tipa oligopeptidaza: PepO i PepF (metalo-
endopeptidaze) i PepE (tiol-zavisnu endopeptidazu), zatim tripeptidaze i niz
aminopeptidaza. S druge strane, ustanovljeno je da BMK ne produkuju
karboksipeptidaze (McSweeney, 2004). Zapravo, Deutsch i sar. (2000) su ustanovili
da neke termofilne BMK u vrlo retkim slucajevima poseduju karboksipeptidaze, ¢ija
je aktivnost registrovana kod bakterija S. thermophilus i Lb. helveticus u prisustvu
hidrolizata p-kazeina, gde je ustanovljena hidroliza na dve peptidne sekvence, koje su

se medusobno razlikovale po jednoj aminokiselini na C-terminalnoj poziciji.

Specificnost svih enzima se ogleda u njihovom dejstvu na pojedine
aminokiseline i/ili njihove pozicije u peptidima. Elektroforetske komponente kazeina
imaju visok sadrazaj prolina, Cija sloZena ciklicna struktura zahteva specifi¢ne
peptidaze za hidrolizu peptida koji sadrze ovu aminokiselinu. BMK poseduju veliki
broj prolin-specifi¢nih peptidaza, kako bi se nesmetano razvijale u siru kao supstratu.
Tako peptidaza PepX oslobada X-Pro dipeptide sa N-terminalnog ostatka peptida.
Pepl peptidaza kataliSe oslobadanje N-terminalnog ostatka prolina iz peptida.
(McSweeney, 2004; Stepaniak, 2004; Upadhyay i sar., 2004). BMK sadrze i dve

specifi¢ne dipeptidaze, koje takode vrSe hidrolizu dipeptida koji sadrze prolin:
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prolinaza (PepR) hidrolizuje Pro-X dipeptide, a prolidaza (PepQ) vrsi hidrolizu X-Pro
dipeptida.

Aminotransferaze BMK vrse transaminaciju arginina (Arg), zatim izoleucina
(lle), leucina (Leu) i valina (Val), kao i metionina (Met) i aromati¢nih aminokiselina
(fenilalanina (Phe), tirozina (Tyr) i triptofana (Trp)). Kao rezultat njihovog delovanja
nastaju razna aromogena jedinjenja, kao $to su: fenil-acetaldehid, benzaldehid, krezol,
fenol i indol (iz aromati¢nih Phe, Tyr i Trp), dok izovalerijanska i izobuterna kiselina,
2- 1 3-metilbutan i 2-etilpropan nastaju iz lle, Leu i Val i formiraju voénu aromu.
Bitno je ista¢i da aminotransferaze BMK uglavnom kao akceptor koriste a-keto-
glutarat, koji se tom prilikom transformise u glutaminsku kiselinu (Stepaniak, 2004).
Naime, aktivnost ovih enzima je limitiraju¢i faktor kada je u pitanju formiranje
komponenata arome u procesu zrenja sira (Curtin i McSweeney, 2004). Stoga su
vrSena mnoga istraZivanja vezana za dodavanje a-keto-glutarata prilikom proizvodnje
sireva, sa ciljem povecanja aktivnosti aminotransferaza, a time i poboljSanja arome

pojedinih sireva (McSweeney, 2004).

2.1.2.3. Lipoliticki enzimi BMK

Enzimski sistemi lipaza i esteraza bakterija mle¢ne kiseline su u manjem
stepenu proucavani od proteolitickih enzima. Odgovor se moZe traziti u tome S§to su
laktokoke vrlo slabi lipoliti, ukoliko ih poredimo sa rodovima bakterija, kao $to su
Pseudomonas, Aeromonas, Flavobacterium i Micrococcus (Kalogridou-Vassiliadou,
1984; Bhowmik i Marth, 1990). Ipak, one mogu biti odgovorne za oslobadanje vece
koncentracije slobodnih masnih kiselina u pojedinim sirevima tokom zrenja i to
ukoliko su prisutne u visokom broju ili ukoliko je period zrenja sireva izrazito dug
(kao kod tvrdih italijjanskih varijeteta kao $to su Parmezan, Pekorino Romano i

Provolone).

Pojedini autori su ispitivali enzimske sisteme lipaza/esteraza odredenih
pripadnika Lactococcus vrste, i to uglavnom intracelularne esteraze koje sintetiSe
Lactococcus lactis subsp. lactis (Casey i Dobb, 1992; Holland i Coolbear, 1996; Fox i
Wallace, 1997), a ispitivane su i esteraze laktobacila i to homofermentativnih vrsta
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus i Lactobacillus
delbruecki subsp. lactis (El Soda i sar., 1986; Khalid i Marth, 1990; Khalid i sar.,
1990; Lee i Lee, 1990; Gobbetti i sar., 1996) i ustanovljen je njihov uticaj na
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oslobadanje slobodnih masnih kiselina tokom zrenja sireva. Collins i sar. (2003) su
ispitivali lipolizu u siru Cedar tokom zrenja i detektovali poveéan nivo kaprinske,
miristinske, palmitinske i stearinske kiseline, koje su produkti intracelularnih esteraza
liziranih ¢elija laktokoka. Holland i Collbear (1996) su ustanovili da glavne esteraze,
koje produkuju laktokoke i laktobacili, pripadaju tributirin esterazama (jer medu
trigliceridima hidrolizuju jedino tributirin (Gobbetti i sar., 1997), mada lipoliticki
enzimi ovih bakterija pokazuju aktivnost i nad digliceridima, a narocito
monogliceridima i masnim kiselinama sa kratkim lancima (Gobbetti i sar., 1997;
Holland i sar., 2002). Ipak, samo je mali broj autora (Anderson i sar., 1995; Gobbetti i
sar., 1996, 1997) izvrsio izolaciju i karakterizaciju ovih enzima. Gobbeti i sar. (1997)
su izvrsili izolaciju i karakterizaciju esteraza vezanih za celijski zid laktobacila i to
vrste Lb. fermentum, koja se koristi kao starter u proizvodnji sira Parmezan. Autori su
ustanovili da esteraza pomenute bakterije igra pozitivnu ulogu u razvoju arome tokom

zrenja ovog italijanskog varijeteta.

Fakultativno heterofermentativni laktobacili (Lb. casei, Lb. paracasei i Lb.
plantarum), koji su dominantni pripadnici nestarterske mikroflore u mnogim sirevima,
spadaju u slabe lipolite, kao i pripadnici vrsta Micrococcus i Pediococcus (Bhownik i
Marth, 1990). Jedino psihrotrofne bakterije (npr. pseudomonade), koje se mogu naci
apsorbovane u masnim kapljicama, produkuju termostabilne lipaze, jer prezivljavaju
pasterizaciju mleka. Na taj nacin, ove bakterije mogu da utic¢u na lipolizu u sirevima
proizvedenim od mleka, koje je sadrZalo veliki broj njihovih celija pre samog
termickog tretmana (Cousins i sar., 1977).

Generalno se smatra da su BMK izrazito slabi lipoliti u poredenju sa
psihrotrofnim  bakterijama, mikrokokama ili brevibakterijama (Kalogridou-
Vassiliadou 1984; Bhowmik i Marth 1990) i vrlo malo se zna o njihovom uticaju na
lipolizu koja se u siru odvija tokom zrenja, kao i na razvijanje arome finalnog
proizvoda (Fox i Stepaniak, 1993; Castillo i sar, 1999).

2.1.3. Autoliza éelija BMK

Autoliza je proces koji se odvija u ¢elijama vecine bakterijskih vrsta, a sastoji
se od sloma ¢elijskog zida, §to za posledicu ima oslobadanje ¢elijskih komponenti u
spoljasnju sredinu. Kada su BMK u pitanju, ovaj fenomen igra vaznu ulogu prilikom

proizvodnje fermentisanih mle¢nih proizvoda (Gilliland, 1985). U sirarstvu, autoliza

25



¢elija BMK rezultuje oslobadanju intracelularnih proteoliti¢kih enzima neophodnih za
ubrzanje procesa zrenja sira, ¢ime se postize znatna ekonomska usteda u proizvodnji
(Chapot-Chartier i sar, 1994; Fernandez Murga i sar., 1995). S druge strane, autoliza
ima nepozeljan efekat na fermentisane mle¢ne napitke, jer se u toku liziranja ¢éelija
startera oslobada sadrzaj iz Celijske citoplazme, koji moze dovesti do promene
reoloskih i organoleptickih svojstava gotovog proizvoda (Fernandez Murga i sar.,
1995).

Usled fermentacije laktoze i smanjenja njene koncentracije u toku prva 24 sata
prilikom izrade sireva dolazi do prestanka aktivnog trasnporta oligopeptida u
unutras$njost ¢elija BMK. Stoga je neophodno da dode do liziranja ¢elija, kako bi
doslo do stimulisanja rasta bakterija. Mnogi istraziva¢i su ustanovili da se usled
liziranja c¢elija BMK oslobadaju intracelulatni enzimi peptidaze u unutrasnjost
proteinskog matriksa sira (Wilkinson 1 sar., 1994, Crow i sar., 1995, O’Donovan i sar.,
1996, Chapot-Chartier, 1996). Oslobadanje intracelularnih enzima je proporcionalno

stepenu liziranja ¢elija, $to zavisi od vrste bakterija (Hannon i sar., 2006).

Autoliza ¢elija se moze definisati kao rezultat enzimske degradacije
peptidoglukana Ccelijskog zida bakterije pod dejstvom endogenih peptidoglukan-
hidrolaza (PGH) zvanih ,,autolizini* (Smith i sar., 2000). Naime, autolizini su enzimi
koji vrSe hidrolizu kovalentnih veza peptidoglukana celijskog zida. Peptidoglukan
(mukopeptid) je glavni konstituent ¢elijskog zida bakterija i ovaj sloj pokriva 15-50%
povrsine celije G(+) bakterija, odnosno manje od 5% povrsine éelije G(-) bakterija
(Boyd, 1988). To je polimer amino-SeCera (polisaharidi koji sadrze N-acetil-
muraminsku kiselinu i N-acetil-glukozamin) unakrsno vezanih pomocu kratkih
peptida, formirajuci kovalentni matriks koji okruzuje citoplazmaticnu membranu 1 kao
takav Cini glavni konstituent celijskog zida bakterije, Sto je kod G(+) bakterija

prikazano na slici 5 (Delcour i sar., 1999).
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Slika 5. Prikaz strukture celijskog zida G(+) bakterija. Bilipidna plazmaticna membrana sa
uklopljenim proteinima okruzena je viseslojnim peptidoglukanom, koji je prozet
polisaharidima, tejhojnom i lipotejhojnom kiselinom, a koji je okruzen S-slojem kao
spoljasnjom opnom (Delcour i sar., 1999)

Tejhojna kiselina se sastoji od kiselih polisaharida sacinjenih od ponovljenih
jedinica glicerola ili robitola povezanih fosfatnim estrima i njihova veza za sloj
peptidoglukana nije u potpunosti jasna kod mnogih G(+) bakterija. U ¢elijskom zidu
pojedinih laktobacila moZe se naci i lipotejhojna kiselina, koja obezbeduje fizicki

most izmedu Celijskog zida i ¢elijske membrane (Boyd, 1988).

Peptidoglukan ima veoma vaznu funkciju u odrZavaju oblika celije, vrSeci
prevenciju od osmotskog liziranja ¢elije u hipotoni¢nim uslovima. Kad celija raste,
struktura peptidoglukana se §iri, a menja oblik prilikom deobe celije (Foster, 1994;
Blackman i sar.,, 1998). Tejhojna i tejhorunska kiselina ucestvuju u stvaranju
negativnog naelektrisanja povrSine cCelijskog zida G(+) bakterija, vezujuci
dvovalentne katjone, kao Sto je magnezijum, ¢ime celijski zid biva visSe kompaktan
(manje elektronegativan), a da istovremeno ne uti¢e na poroznost samog cCelijskog
zida. Oba polimera vrse strukturnu potporu peptidoglukana, a takode i ucestvuju u
kontroli autolizina. Autolizini mogu biti potpuno destruktivni po c¢eliju, narocito

tokom starenja, gde stari ¢elijski zid mora da se rascepi kako bi se dozvolilo unosenje
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novih komponenata koje ucestvuju u gradi celijskog zida. Destruktivan efekat se
takode moze detektovati nakon centrifugiranja celija G(+) bakterija u bujonu na
sobnoj temperaturi, gde se liziranje ¢elija rapidno odvija. S druge strane, autoliticka
aktivnost se moze drzati pod kontrolom na nizim temperaturama (0-5°C) (Boyd,
1988).

Autolizini se mogu definisati kao endogeni enzimi koji hidrolizuju specifi¢ne
veze u ¢elijskom zidu bakterija koje poseduju peptidoglukan, rezultujuci narusavanju
integriteta 1 zaStitnih osobina dvo- 1 trodimenzionalne strukture peptidoglukana
(Shockman i Holtje, 1994). U zavisnosti od nacina hidrolize kovalentnih veza
peptidoglukana celijskog zida, §to je prikazano na slici 6 (Lortal i Chapot-Chartier,
2005), ovi enzimi se klasifikuju kao N-acetil-muramidaze, N-acetil-glukozamidaze, N-
acetilmuramil-L-alanin-amidaze i endopeptidaze (Ward i Williamson, 1984; Ostlie i
sar., 2007). Neke bakterije poseduju autolizine sa razli¢itim specifi¢nostima, a neke
poseduju razlicite autolizine sa istom specifi¢nos¢u, S$to otezava odredivanje egzaktnih

funkcija pojedinih autolizina (Shockman i Holtje, 1994).

Glukozamidaza | | Muramidaza |

— GIcNAC = MurNAc —*GIcNAc — MurNAc—

(D-Ala) L-Lys 4 D-Asp
(D-Alaj-., " D-iGlu (NH,)

Karboksipeptidaza | L-Ala
le

— MurNAc — GIcNAc — MurNAc — GIctNAc —

Slika 6. Struktura peptidoglukana Celija laktokoka i nacini hidrolize autolizinima.
Peptidoglukan je heteropolimer, sastavijen iz linearnih lanaca polisaharida, koji sadrze N-
acetil-muraminsku kiselinu (MurNAc) i N-acetilglukozamin (GIcNAc) (Crow i sar., 1995,
Lortal i Chapot-Chartier, 2005)

Mnogim istraZivanjima je utvrdeno da je AcmA glavni autolizin bakterija
Lactococcus lactis, ¢iji se proteinski deo sastoji iz N-terminalnog aktivnog dela i C-

terminalnog dela vezanog za peptidoglukan. Ovaj autolizin (hidrolaza) je N-acetil-
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glukozaminidaza, koji dovodi do razaranja peptidoglukanske strukture ¢elijskog zida

(Buist i sar., 1995; Steen i sar, 2005).

Procesi autolize karakterisu mnoge G(+) i G(-) bakterije (Shockman i Holtje,
1994). Aktivnost autolitickih enzima su istrazivali pojedini autori (Bie i Sjostrom,
1975a, 1975b; Kang i sar., 1998), pri ¢emu je ustanovljeno da se autoliticka aktivnost
javlja tokom eksponencijalne faze rasta celije, dok se teSko uocava u toku stacionarne
faze. Visok stepen autolize tokom log faze je detektovan kod Lactobacillus buglaricus
I Lb. casei (Kang i sar., 1998), Lb. helveticus (Neujahr i Logardt, 1973) i Lb.
acidophilus (Higgins i sar., 1973). Autoliza ¢elija uglavnhom nastaje zbog prekida
sinteze peptidoglukana, usled nedostatka hranljivih materija (laktoze) ili dejstva
nepovoljnih spoljnih uticaja (temperaturnog Soka zagrevanjem ili hladenjem,
poveéanja koncentracije soli, itd.) (Lortal i Chapot-Chartier, 2005). Naucnici su
ustanovili da liziranje ¢elija L. lactis nastaje prilikom minimalne promene temperature
sa 38 na 40°C, pri ¢emu su u eksperimentu simulirali uslove proizvodnje sira Cedar
(Feirtag i McKay, 1987; Wiederholt i Steele, 1993; Wilkinson i sar., 1995). Takode je
ustanovljeno da bakterije lizogenog soja L. lactis subsp. cremoris SK110 liziraju usled
temperaturnog Soka koji nastaje tokom proizvodnje sireva, $to na kraju rezultuje

povecanom stepenu nastanka slobodnih aminokiselina (Meijer i sar., 1998).

Takode je ustanovljeno da liziranje ¢elija pojedinih BMK ne nastaje isklju¢ivo
pod dejstvom autolizina, ve¢ usled prisutstva profaga u uslovima prestanka rasta
¢elija. Tacnije, u pitanju su endolizini faga, ali vrlo limitiran broj vrsta BMK poseduje
aktivne ili profage u tragovima, mada to ne podrazumeva automatski da ce isti
uzrokovati autolizu (Lortal i Chapot-Chartier, 2005). Tako su Pillidge i sar. (2002)
detektovali prisustvo istog profaga 1 u ¢elijama sklonim autolizi 1 u neautoliziraju¢im

¢elijama vrste Lactococcus lactis.

Ustanovljeno je da opseg liziranja éelija Lactococcus lactis u sirevima Cedar i
St. Paulin u visokom stepenu zavisi od soja startera (Chapot-Chartier i sar., 1994;
O’Donovan 1 sar., 1996; Wilkinson 1 sar., 1994). Iste zaklju¢ke su doneli istrazivaci
koji su ispitivali liziranje ¢elija Lactobacillus helveticus u $vajcarskom siru i Cedru,
¢iji stepen liziranja takode zavisi od soja bakterija (Hannon i sar., 2003; Madkor i sar.,
1999, 2000; Valence i sar., 1998). Sposobnost liziranja je ustanovljena i kod vrsta
Lactobacillus delbrueckii prisutnih u $vajcarskom siru (Meyer i Spahni, 1998) i

Streptococcus thermophilus u siru Ementaler (Deutsch i sar., 2002).
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Mnoge studije su pokazale korelaciju izmedu liziranja startera i porasta
stepena proteolize u mnogim sirevima izradenim tradicionalnom tehnologijom
(Chapot-Chartieri sar., 1994; Crow i sar., 1995; Deutsch i sar., 2002; Hannon i sar.,
2003; Meyer i Spahni, 1998; Morgan i sar., 1997; O’Donovan i sar., 1996; Valence i
sar., 1998; Wilkinson i sar., 1994). Istrazivanja su pokazala da se frakcije u vodi
rastvorljivih azotnih materija sastoje iz peptida i aminokiselina, koji su glavni ucesnici
u formiranju arome sireva. Ove u vodi rastvorljive frakcije se sastoje i iz enzima, koji
su oslobodeni od strane starter bakterija, koje umiru u prvih nekoliko nedelja prilikom
proizvodnje veéine sireva (Kuchroo i Fox, 1983; Aston i Creamer, 1986; Visser,
1993; Engels i Viseer, 1994). Aktivnost endo- i egzopeptidaza laktokoka i laktobacila
dovodi do formiranja oligopeptida i slobodnih aminokiselina (koji predstavljaju
prekursore ukusa i mirisa sira), zatim do poboljSanja teksture usled hidrolize
kazeinskog matriksa, kao i smanjenja gor¢ine i poboljSanja arome finalnog proizvoda
(Lortal i sar., 1997). Stoga liziranje ¢elija predstavlja neophodan korak u oslobadanju
citoplazmaticnih peptidaza u sirnu grudu i1 njihovog direktnog kontankta sa
supstratom. Prema Law-u (2001), stepen liziranja startera u mladom siru direktno je
proporcionalan formiranju komponenti arome, kao i ukupnom kvalitetu finalnog

proizvoda.

Medutim, povecana koncentracija slobodnih aminokiselina, koja nakon
liziranja bakterija nastaje u siru, nije dovoljna da se proces zrenja ubrza, narocito kada
je formiranje arome u pitanju. Naime, tokom zrenja sireva koncentracija slobodnih
aminokiselina se povecava, a smatra se da nivo azotnih materija (peptida i slobodnih
aminokliselina) rastvorljivin u 5% fosfovolframskoj Kkiselini (PTA) predstavlja
pouzdan indikator razvoja arome u siru (Ardo i Petterson, 1988; Aston i Douglas,
1983; Urbach, 1995). Ipak, Cinjenica da razli€iti sirevi mogu imati priblizno istu
koncentraciju slobodnih aminokiselina, a da im je aroma razli¢ita, nalaze da povecano
stvaranje slobodnih aminokiselina tokom zrenja nije limitirajuci faktor za stvaranje
arome, vec je to njihova enzimska ili hemijska modifikacija (Fox i McSweenay, 1996;
Fox i Wallace, 1997). S tim u vezi, slede¢i korak koji je potreban da bi doslo do
formiranja finalnih komponenti arome podrazumeva prisustvo katabolizma
aminokiselina, kao i metabolizma slobodnih masnih kiselina. Kada je u pitanju L.
lactis, kao starter koji se najéeSce koristi prilikom proizvodnje polutvrdih sireva, prvi

korak ka konverziji aminokiselina u komponente arome predstavlja transaminacija
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(Yvon i Rijnen, 2001). Za formiranje finalne arome sira, transaminacija predstavlja
limitiraju¢i korak, koji moze da se preskoc¢i dodavanjem o-ketoglutarata (Yvon i sar.,
1998). Tako su pojedini istrazivac¢i ustanovili da u odsutstvu potrebne koncentracije -
ketoglutarata, lizirane Celije startera L. lactis stimuliSu transaminaciju aminokiselina
(Bourdat-Deschamps i sar., 2004). S obzirom na to da a-ketokiseline nisu nosioci
aromati¢nih svojstava sira, potrebno je da dode do njihove dalje degradacije kako bi
se formirale isparljive aromaticne komponente. Hemijskom oksidacijom a-
ketokiselina nastaju aldehidi (Ciji je broj C-atoma manji za dva od pocetnih
aminokiselina), a enzimskom dekarboksilacijom, koju favorizuju lizirane Ccelije,
takode dolazi do nastanka aldehida (sa jednim C-atomom manje od polaznih
aminokiselina). Osim toga, ¢elijski sadrzaj koji liziranjem celija bakterija dospeva u
sir, pored enzima sadrzi nukleinske kiseline, vitamine, minerale, itd. Prisustvo ovih
molekula moze da stimuliSe rast i razvoj drugih bakterija u siru i na taj nacin ove
intracelularne komponente mogu direktno ili indirektno da uticu na formiranje arome

u finalnom proizvodu (Lortal i Chapot-Chartier, 2005).

Postoji vise nacina da se odredi broj liziranih ¢elija bakterija u proteinskom
matriksu. NajceSce se koristi klasi¢no brojanje Zivih ¢elija, odnosno ¢elija sposobnih
za razvoj u selekcionisanom medijumu, ali se ovim na¢inom ne moze precizno
odrediti broj liziranih ¢elija, jer smanjenje broja zivih Celija ne znali to da su sve
umrle celije lizirale. Naime, celije koje nisu sposobne za razvoj, mogu biti
metabolicki aktivne, a mogu biti 1 permeabilne usled oSte¢enja membrane, $to dovodi
do smrti, ali ne uvek i do liziranja (Bunthoff i sar., 2001). Stoga je oslobadanje
intracelularnih komponenti u sirni matriks glavni pokazatelj liziranja ¢elija. DNK i
RNK, kao intracelularni materijal specifican za svaku vrstu bakterija, bili bi odli¢ni
markeri ¢elijske autolize, ali njihova detekcija je nemoguca usled rapidne degradacije
ovih komponenti u sirevima tokom zrenja (Bie i Sjostrom, 1975a). Stoga,
detektovanje citoplazmati¢nih enzima, kao S$to su laktat-dehidrogenaza (LDH),
glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G¢PDH), X-prolil-dipeptidil-aminopeptidaza (Pep-
X) 1 lizil-aminopeptidaza, koji takode predstavljaju markere autolize, je nepogresiv
pokazatelj liziranja ¢elija (Crow i sar., 1995; Hannon i sar., 2003; Kiernan 1 sar.,
2000; Wilkinson i sar., 1994; Valence i sar., 1998). Odredivanje ovih slobodnih
enzima u siru moze da se vr$i imunoloSkim, a u novije vreme i proteomickim

analizama vodenog sirnog ekstrakta (Deutsch i sar., 2002; Gagnaire i sar., 2004;
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Saboya 1 sar., 2001; Valence 1 sar., 1998; 2000). Pri tom, imunoloska detekcija, u
kojoj se koriste markeri specificni za svaki soj bakterija, ima sledece prednosti: 1) ne
podleze varijacijama aktivnosti enzima koje mogu da nastanu usled nestabilnosti
enzima; 2) upotrebom specifi¢nih antitela za svaki soj moze se odrediti liziranje svake

bakterije u kompleksnom ekosistemu (Lortal i Chapot-Chartier, 2005).

2.1.3.1. Faktori koji uticu na autolozu ¢elija BMK

Autoloza je spontani raspad bakterijske Celije nastao kao rezultat starenja ili
dejstva nepovoljnih fizioloskih uslova, a sam proces se aktivira pomo¢u endogenih
autolizina koji hidrolizuju kovalentne veze pepridoglukana (Lemeé i sar., 1994). lako
su fizioloske funkcije autolitickih enzima nedovoljno jasne, pretpostavlja se da ovi
enzimi imaju ulogu u toku ¢elijske deobe, rasta celijskog zida i prometa materija kroz
¢elijski zid (Rogers, 1970). Stepen autolize ¢elija BMK zavisi od temperature i pH
sredine (Bie i Sjostrom, 1975a), mada je sprovedeno nekoliko studija kako bi se
okarakterisali faktori koji uti¢u na autolizu laktobacila i laktokoka (Hannon i sar.
2003; Kang i sar. 1998; Wilkinson i sar. 1994). Kang i sar. (1998) su ustanovili da
stepen autolize celija laktobacila zavisi od koncentracije soli i koncentracije
upotrebljenog pufernog rastvora. Tako pri koncentraciji soli od 2% (w/v) nastaje
autoliza celija pojedinih sojeva Lb. bulgaricus i Lb. casei, dok se pri povec¢anim
koncentracijama soli od 3.5% ili 5% (w/v) stepen autolize zna¢ajno smanjuje. Isti
autori su takode primetili da ispiranje bakterijskih celija fizioloskim rastvorom
(0.85%) pre inkubacije u 0.2M NaCl rezultuje manjoj autolitickoj aktivnosti nego
ispiranje hladnom destilovanom vodom. Medutim, ispitivane Celije laktobacila su,
nakon ispiranja hladnom destilovanom vodom, pokazivale manju autoliti¢ku aktivnost
prilikom inkubacije u istoj. Objasnjenje ovih rezultata moze se naci u postavci sledece
dve hipoteze: 1) tokom ispiranja ¢elija hladnom destilovanom vodom moze do¢i do
disocijacije enzima iz celijskog zida, koji su odgovorni za osmoregulaciju; 2)
izloZenost bakterijskih ¢elija rastvorima razli¢itih osmotskih pritisaka moZe dovesti do
povecanja autoliticke aktivnosti, sto se desava prilikom inkubacije istih u 0.2M

rastvoru NacCl.

Takode je ustanovljeno da pH sredine u rasponu od 5.0 do 5.5 uti¢e na

povecanje autolize celija laktobacila (Kang i sar., 1998), dok se optimalna pH
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vrednost za autolizu laktokoka u fazi eksponencijalnog rasta kretala u opsegu pH 6.0
do 7.5, a pri temperaturi od 30°C (Ostlie i sar., 1995).

Stepen autolize takode varira u zavisnosti od starosti ¢elije (Kang i sar, 1998;
Ostlie i sar, 1995). Poznato je da prelazni period tokom rane eksponencijalne faze
rasta ukljucuje stadijum neuravnoteZzenog rasta, gde se hemijski sastav ¢elija razlikuje
tokom svih stadijuma rasta. Celije u ranoj i mideksponencionalnoj fazi rasta imaju
vecu autiliticku aktivnost od onih u stacionarnoj fazi (Kang i sar., 1998). Stoga se
moze zakljuciti da su autolizini vazni za rast bakterija i celijsku deobu. Chapot-
Chartier i sar. (1994) su ispitivali autolizu dva soja Lactococcus lactis i otkrili
prisustvo malih neliziranih c¢elija S normalnom spoljnom membranom i gustom
citoplazmom, s$to ukazuje na to da su te stabilne ¢elije verovatno mlade cerke ¢elije za
koje formiranje nove pregrade jo§ nije pocelo. Ovaj rezultat potvrduje da je autoliza

¢elija BMK povezana sa deobom celije.

Autoliza celija starter bakterija uglavnom je proucavana u te¢nim sistemima
(medijumi ili pufer sistemi). U takvim uslovima, stepen autolize zavisi od vrste
bakterije i faze rasta ¢elije, kao i od izvora ugljenika, temperature i prisustva/dodatka
soli i drugih kationa (Bie i Sjostrom, 1975a, 1975b; Langsrud i sar., 1987). Razlika
izmedu samih podvrsta starter bakterija je takode prisutna. Crow i sar. (1993) su
objavili da su sojevi vrste L. lactis subsp. lactis otporniji na liziranje od sojeva L.
lactis subsp. cremoris u siru kao medijumu. Medutim, obrnut zakljuc¢ak je uocen u
istrazivanjima u kojima su koris¢eni puferni bujoni, gde su sojevi L. lactis subsp.
lactis pokazali veci stepen autolize od ¢elija L. lactis subsp. cremoris (Langsrud i sar.,
1987).

Autoliza starter kultura u siru tokom zrenja se moze pratiti ispitivanjem
intracelularnin marker enzima, kao $to su laktat dehidrogenaza (LDH), glukoza-6-
fosfat dehidrogenaza, post-prolin dipeptidil aminopepridaza, lizilaminopeptidaza, itd.,
koje su oslobodene u sirnu grudu (Crow i sar., 1995; Hannon i sar., 2003; Wilkinson i
sar., 1994). | laktobacili i laktokoke sadrze LDH, s tim §to LDH kod laktokoka
zahteva prisustvo fruktoze-1.6-bisfosfata (FBP) kao ko-faktora za aktivaciju. Stoga je
moguce razlikovati koja grupa bakterija je lizirala (Hannon i sar., 2003). Marker
enzimi za procenu autolize trebalo bi da se u visokoj koncentraciji nalaze u ¢elijama
startera, a takode bi trebalo da pokazuju stabilnost u sirevima i pufernim ekstraktima

(Crow i sar., 1995). Prisustvo ispustene DNK iz celija startera Se takode moze
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upotrebiti za procenu autolize, mada prilikom ispitivanja treba uzeti u obzir

razgradnju DNK, §to moze uticati na krajnji rezultat (Bie i Sjostrom, 1975a, 1975b).

2.1.4. Atenuacija celija BMK

,,Oslabljeni”, odnosno atenuirani starteri su bakterije mle¢ne kiseline koje ne
mogu da rastu i proizvode znacajne koli¢ine mle¢ne kiseline, ali Su jo§ uvek sposobni
da sintetiSu aktivne enzime. Atenuacija se moze izvrsiti metodama kao Sto je
zagrevanje, zamrzavanje i odmrzavanje, sprej-susenje, tretiranje lizozimom il
pojedinim rastvara¢ima, a postoji i selekcija laktoza negativnih mutanata, kao idejno
reSenje Cija primena u praksi jo§ nije zazivela, s obzirom na postojanje zabrane
genetskog inzenjeringa u prehrambenoj industriji. Svi ovi tretmani atenuacije imaju za
cilj smanjenje acidifikuju¢ih osobina BMK uz istovremeno ocuvanje aktivnosti

proteoliti¢kih enzima (Klein i Lortal, 1999; Wilkinson i Kilcawley, 2005).

Kada je primena atenuacije zagrevanjem u pitanju, potrebno je definisati
odgovaraju¢i odnos temperatura/vreme za svaku grupu mikroorganizama. Jo§ 1975.
godine Svedski nauc¢nici su izvr$ili prva istrazivanja na temu primene termickog
tretmana na starter kulture, sa ciljem povecanja nivoa proteolitickih enzima u
Svedskom polutvrdom siru. Pri tom su definisali sledec¢e termicke reZime atenuacije:
za mezofilne startere primenili su rezim inaktivacije na 59°C u trajanju od 15 sek, a za
termofilne startere (kao S$to je Lb. helveticus) 69°C, 15 sek. Rezultati istrazivanja su
pokazali odlaganje produkcije mlecne kiseline za 5 do 10 sati, a vreme zrenja
oglednih sireva je skraceno za mesec dana. Senzorna analiza sireva je takode bila
zadovoljavaju¢a, gde ni jedan uzorak nije posedovao aromu gorCine (Petterson i

Sjéstrém, 1975).

Daljim istrazivanjima ustanovljeno je da od visine primenjenog termi¢kog
tretmana u mnogome zavisi stepen proteolitiCke aktivnosti atenuiranih startera.
Castafieda i sar. (1990) su uodili da termicki tretman od 64°C u trajanju od 18 s
redukuje aktivnost fermentacije laktoze i formiranja mle¢ne kiseline za 90% kod
bakterija Lb. helveticus, dok se aktivnost proteinaza celijskog zida ovih bakterija
smanjuje za 60%, a aktivnost aminopeptidaza za 10%. Medutim, povecanjem
temperature za samo 2°C (sa 64 na 66°C) drasti¢no redukuje aktivnost i proteinaza i

peptidaza. Asensio 1 sar. (1995) su dosli do slicnih zakljucaka uporedujuci termicke
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tretmane nad Lb. casei i Lb. plantarum, ¢iji su rezimi iznosili 50 i 54°C u trajanju od
15 sek. Stoga je od izrazitog znacaja odrediti pravi temperaturni reZzim potreban za

termicku atenuaciju svake vrste bakterija.

Termicki tretman odlaze produkciju kiseline, a Exterkate i sar. (1987) su
zakljucili da je poZeljno da se 1 sat pre zagrevanja izvrsi hladenje suspenzije celija
bakterija na 5-8°C, kako bi proces odlaganja produkcije kiseline bio §to efikasniji.
Petterson i Sjostrom (1975) su ustanovili da je smanjenje produkcije kiseline u
najveéem broju slucajeva povezan sa prestankom sposobnosti rasta atenuiranih
startera. Medutim, mehanizmi toplotne redukcije acidifikacione spodobnosti BMK
nisu u potpunosti razjasnjeni (Klein i Lortal, 1999). Autolizini bakterija su
termostabilni i prezivljavaju temperature kljucanja (Valance i Lortal, 1995), a takode
proces atenuacije moze da se odvija na razli¢itim nivoima, kao Sto je denaturacija
enzima koji ucestvuju u transportu materija kroz ¢elijski zid 1 membranu, ili fizicko
oStecenje same membrane, ili denaturacija B-galaktozidaze (Klein i Lortal, 1999). Bie
I Sjostrom (1975a) su ustanovili da sa povecanjem temperature dolazi do isticanja
DNK, denaturacije proteoliti¢kih enzima i produzenja lag faze. Liziranje atenuiranih
¢elija se takode moze pratiti kvantifikacijom oslobodene leucin-aminopeptidaze

(Asensio i sar., 1996).

Atenuacija celija BMK zagrevanjem se pokazala kao vrlo efikasan metod
ubrzanja zrenja sireva. Naime, glavna uloga atenuiranih startera u zrenju sireva je
hidroliza peptida srednjih lanaca, a poznato je da su peptidaze intracelularni enzimi
BMK (Kunji i sar. 1996). Stoga njihovo prisustvo u siru moze biti indikator liziranja
¢elija (Lortal 1 sar.,, 1997). Tako su Asensio 1 sar. (1996) izvrsili kvantifikaciju
aminopeptidaza leucina u kozjem siru, Sto predstavlja dokaz da je doSlo do liziranja
atenuiranih celija startera. To dokazuje i povecanje stepena hidrolize masti i
oslobadanje vece koli€ine slobodnih masnih kiselina u sirevima, kojima su u toku
izrade dodati atenuirani starteri (Klein i Lortal, 1999). Prisustvo intracelularnih
lipaza/esteraza dovodi do stvaranja komponenti arome, $to svakako uti¢e na aromu

finalnog proizvoda.

Ipak, u poredenju sa zagrevanjem, tretman zamrzavanjem i naglim
odmrzavanjem dovodi do veceg oslobadanja enzima i formiranja vec¢ih koli¢ina
slobodnih masnih kiselina (EI Soda i sar., 1991, 1999). Ipak, destruktivan efekat

zagrevanjem je znatno veci, Sto je dokazano u mnogim istrazivanjima (El Soda i sar,
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1999; Thiboutout i sar., 1995). Tako je grupa istrazivaca izvrSila proces atenuacije
¢elija Lb. helveticus i Lb. casei zamrzavanjem na -20°C u toku 24h, a potom naglim
odmrzavanjem na 40°C, dok su paralelna ispitivanja vrSena zagrevanjem na 65°C u
toku 15 sekundi. Ustanovljeno je da je vijabilnost ¢elija nakon termickog tretmana
opala za 3 log ciklusa, dok je nakon zamrzavanja i odmrzavanja smanjenje vijabilnosti
¢elija iznosilo od 1 do 2 log ciklusa (El Soda i sar., 1999).

Fizi¢ko-hemijski efekti zamrzavanja i odmrzavanja su viSestruki i kompleksni.
Atenuacija zamrzavanjem, pa zatim odmrzavanjem dovodi do oslabljenja strukture
peptidoglukana usled formiranja kristala leda unutar ¢elije, koji oSte¢uju membranu i
¢ine je poroznom, Sto rezultuje autolizi Celije. Proces zamirzavanja takode moze da
rezultuje dehidrataciji Celije, s obzirom na to da se zamrzavanjem sadrzaj vode
smanjuje kako u medijumu, tako i u unutrasnjosti ¢elije, pri ¢emu koncentracija
rastvora unutar Celije raste, Sto dovodi do oStecenja ¢elijskog zida (Ray 1 Speck, 1973;

Klein i Lortal, 1999).

Zamrznute pa naglo odmrznute Celije bakterija Lb. helveticus, dodate kao
dopunska kultura u mleko prilikom proizvodnje sira, pokazale su znatno veci stepen
proteolize i formiranja komponenti arome u poredenju sa atenuiranim celijama Lb.
casei (Aly, 1990) ili Lb. bulgaricus i S. thermophilus (Aly, 1996). U takvim sirevima
je detektovan znatno veci sadrzaj azotnih materija rastvorljivih u 5% PTA, Sto se
pripisuje povecanoj koncentraciji intracelularnih enzima BMK dospelih nakon
liziranja njihovih ¢elija (Bie 1 Sjostrom, 1975). Bartels i1 sar. (1987) su detektovali
poveéanje koncentracije azotnih materija rastvorljivin u 12% TCA za 50-60%, a
azotnih materija rastvorljivih u 5% PTA za 80-100% u odnosu na kontrolni uzorak.
Senzorna analiza oglednih sireva tokom zrenja je pokazala znatno poboljSanje arome
uz odsutstvo gorkih komponenti, §to se takode pripisuje dejstvu intracelularnih

enzima ateniuranih startera.

Inaktivacija mikroorganizama se takode moze posti¢i primenom pulsirajucih
elektricnih polja - PEP (eng. Pulsed electric fields - PEF), koja je bazirana na
indukciji elektri¢cnog potencijala kroz ¢elijsku membranu bakterija, ¢ija se suspenzija
nalazi u elektricnom polju. Letalni efekat PEP na ¢elije bakterija nastaje u momentu
kad transmembranski elektri¢ni potencijal prede kriti¢nu vrednost u Sirokom opsegu
(Zhang i sar., 1995). Stoga se ovaj proces uglavnom Koristi u obradi te¢nih namirnica

kao jedan vid netermicke tehnologije. lako je PEP metod uveden jos 1960-ih godina,
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nedavni tehnoloski razvoj ukazuje na ponovni interes za primenom ove tehnologije
(Wouters i sar., 2001a). Potreba za novim metodama konzervisanja hrane, ukljucujuéi
I PEP tretman, bilo kao zasebnu tehniku ili u kombinaciji sa drugim postupcima,
nastala je jo§ u 90-im godinama proslog veka zbog povecane potrebe potrosaca za
minimalno preradenim i visoko kvalitetnim prehrambenim proizvodima. Pulsiraju¢a
elektricna polja, pulsevi osciliraju¢ih magnetnih polja, elektromagnetna polja
indukovana mikrotalasima, elektron jonizirajuée zracenje, intenzivni svetlosni pulsevi
I tretmani visokim pritiscima predstavljaju nove tehnike ne-termicke pasterizacije,
koje se mogu kombinovati kako bi se ukupan broj mikroorganizama smanjio na

zeljeni nivo (Mertens i Knorr, 1992).

2.2. Rezistentnost mikroorganizama na indukovani stres

Prema definiciji, stres predstavlja promenu u genomu, proteomu ili okolnim
uslovima, koja dovodi do smanjenog rasta ili redukcije potencijala prezivljavanja
¢elije mikroorganizama. Postoji veliki broj razli¢itih vrsta stresa kojima bakterije
mogu biti izloZene, a da li ¢e preZiveti zavisi od toga da li su oSte¢ene vitalne
komponente ¢elije, kao Sto je ¢elijska membrana, struktura proteina i inegritet DNK.
Zapravo, dve komponente od ¢ijeg oStecenja prilikom izlaganja stresu zavisi da li ¢e
¢elija preziveti ili ne su citoplazma i ¢elijska membrana (kod G(-) bakterija to su
periplazma i spoljaSnja membrana) (Booth i sar, 2002). Neznatno alkalan pH sredine
citoplazme, niska jonska ja¢ina i niska koncentracija Na® jona su samo jedni od

pokazatelja odrzivosti integriteta citoplazmaticne membrane (Booth, 2002).

Generalno je prihvac¢eno da usporavanje ili prestanak rasta celije, kao 1 ulazak
u stacionarnu fazu rasta predstavlja dodatnu otpornost ¢elije na stres. Stoga se moze
uociti da celije, koje ulaze u fazu usporenog rasta, pokazuju vecu otpornost na uslove
povecane kiselosti, promene temperature, prisustva alkalnih jedinjenja, vodonik

peroksida, superoksida, kao i pove¢ane koncentracije soli, itd. (Booth, 2002).

Literaturni podaci ukazuju na postojanje heterogenosti unutar iste populacije
bakterija, a znaCaj postojanja heterogenosti se ogleda u sposobnosti male frakcije
¢elija bilo koje populacije da prezivi izlaganje uslovima stresa, koji vrSe inaktivaciju

veceg dela populacije (Booth, 2002). Smrt ¢elije je ekponencijalno zavisna od duZine
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trajanja indukovanog stresa (Withel, 1942). Medutim, vazno je ista¢i da ¢elija moze
podneti znaCajna smanjenja aktivnosti bilo kog enzima bez da nuzno pretrpi bilo
zastoj u rastu ili smanjenje potencijala prezivljavanja. Ipak, modulacija svakog
proteina neophodnog za rast i razvoj celije u kriticnom opsegu, uti¢e na celijske
performanse (Booth, 2002). S druge strane, Celije sa razli¢itim koncentracijama istog
enzima mogu imati isti stepen rasta (Varma i Palsson, 1994). Postoji fundamentalna
pretpostavka da je eksponencijalni rast ¢elija jedne kulture uniforman, odnosno da
udvostru¢avanje mase ¢elija nastaje istom brzinom kao i njihova deoba. Shodno tome,
ukoliko postoje varijacije unutar same populacije, one su maskirane prosecnim
stepenom rasta, odnosno tesko ih je detektovati na ¢elijskom nivou. Medutim, kada su
te iste Celije izlozene nekom stresu, ¢esto se uocavaju varijacije u osetljivosti ¢elija u

okviru iste populacije bakterija.

Iako neke prezivele celije, nastale nakon produZzene ili viSe puta ponovljene
inkubacije, predstavljaju mutante, vec¢ina prezivelih ¢elija su fizioloski varijeteti, koji
nakon ponovne inokulacije poseduju iste osobine kao originalna populacija iz koje su
potekle. Stoga su ove prezivele ¢elije dokaz postojanja heterogenosti unutar odredene
populacije mikroorganizama, koje poseduju sposobnost prezivljavanja u ekstremnim

spoljasnjim uslovima (Booth, 2002).

Fenotipska heterogenost se moZe definisati kao metastabilno variranje
¢elijskih parametara, generisano epigenetskim mehanizmima. Diverzitet unutar jedne
populacije omogucava prezivljavanje odredenog broja ¢elija nakon dejstva letalnog
stresa, koji bi inace unistio celu populaciju (Dhar i McKinney, 2007). Fenotipska
heterogenost ne podrazumeva promenu u genomu éelije (Avery, 2006). U pitanju su
nestabilne ili metastabilne promene unutar jedne populacije, koje nisu nasledne niti se
prenose na cerke-Celije. Ipak, varijacije od Ccelije do celije su maskirane u

tradicionalnoj bujonskoj kulturi (Dhar i McKinney, 2007).

2.2.1. Perzisteri kao odgovor Celije na stres

Jos Cetrdesetih godina proslog veka, irski doktor Bigger (1944) je uocio da je
nemoguce izvrsiti potpunu inaktivaciju kulture bakterija Staphylococcus dejstvom
penicilina, pa je prezivelim ¢elijama dao naziv “perzisteri”’. Ove ¢elije nisu rezistentni

mutanti, ve¢ Celije koje ne rastu, ali ni ne umiru u prisustvu antibiotika i o njima se
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vrlo malo zna, s obzirom na c¢injenicu da se radi 0 malobrojnoj frakciji u okviru iste
populacije. Nedavno je otkriveno da patogene bakterije formiraju biofilm, koji im
omogucava da budu rezistentne na antibiotike. Biofilm zapravo ne sprecava
penetraciju antibiotika, ali predstavlja barijeru za komponente imunog sistema.
Biofilm takode predstavlja zaStitnu sredinu za perzister Celije, koje nastavljaju da

rastu nakon prestanka tretmana antibioticima (Lewis, 2010).

Ustanovljeno je da se perzister ¢elije formiraju u toku mid-eksponencijalne
faze rasta, gde im broj naglo raste, dok formiranje istih izostaje u pocetnom stadujumu
eksponencijalne faze. Prisustvo malog broja perzistera na pocetku logaritamske faze
rasta predstavlja ¢elije koje su preostale iz stacionarne faze prethodno propagiranih
¢elija. Stoga, odrzavanje populacije u pocetnom stadijumu eksponencijalne faze
serijom reinokulacije moze biti efikasan nacin istrebljenja perzister celija (Keren i

sar., 2004).

Broj perzister ¢elija nastavlja da raste nakon mid-eksponencijalne faze i
dostize maksimum u stacionarnoj fazi rasta (Keren i sar., 2004; Spoering i Lewis,
2001). Mehanizmi pripreme celije za gladovanje u surovim uslovima su verovatno

razlog zbog kojeg broj ovih ¢elija naglo raste u stacionarnoj fazi rasta.

Postoji viSe pretpostavki o nastanku perzister c¢elija. Pojedini autori
pretpostavljaju da se ove celije nalaze u zastiCenoj zoni Celijskog ciklusa u trenutku
dejstva antibiotika ili da su u pitanju ¢éelije koje imaju sposobnost rapidne adaptacije
na stres dejstvom antibiotika (Massey i sar., 2001). Takode se veruje da otpornost
perzistera nastaje usled toga §to se ove Celije nalaze u nedeljivoj tzv. “dormant” fazi,
slicnoj kao lag faza rasta, a antibiotici uniStavaju samo c¢elije u fazi deobe ili pre

samog pocetka deobe (Bigger, 1944).

U cilju razjaSnjenja prirode perzister ¢elija, neophodno je ustanoviti da li se
ove Celije razlikuju od ostalih pre samog izlaganja stresu. Balaban i sar. (2004) su
ustanovili da, za razliku od ostalih Celija, perzister Celije se odlikuju usporenim
stepenom rasta. Takode je ustanovljeno da ove ¢elije mogu da iz usporene faze rasta
spontano predu u normalnu fazu rasta, generiSuci populaciju koja postaje senzitivna
na antibiotike. Stoga, pomenuti autori su zakljucili da otpornost odredene populacije

poti¢e od svojstvene heterogenosti unutar samih faza rasta c¢elija bakterija.
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Kao Siroko rasprostranjene u prirodi, BMK se takode odlikuju postojanjem
fenotipske heterogenosti, koja im omogucava preZivljavanje u ekstremnim uslovima.
Sposobnost laktobacila da odrzavaju umeren intracelularni pH sredine u uslovima
povecane kiselosti je samo jedan od pokazatelja prezivljavanja ovih bakterija na
niskim pH sredine. Adaptacija laktobacila niskim pH sredine je osobina koja ih §titi
od razlic¢itih tipova stresa (de Angelis i Gobbetti, 2004).

Uobicajeni odgovor c¢elije na stres se ogleda u promeni ¢elijske morfologije,
pre svega filamentaciji, u kojoj se celijski rast nastavlja, a izostaje deoba celije.
Filamentacija nastaje kao odgovor ¢elije na dejstvo antibioticima, desikacije, visoke
slanosti, zracenja i1 drugih formi oSte¢enja DNK, indukcije profaga, temperaturnih ili
pH ekstrema, organskih rastvora, kao i u biofilmovima (Friedberg i sar., 1995;
Mattick i sar., 2000; Mellefont i sar., 2005).

Ingham i sar. (2008) su ispitivali rast ¢elija Lactobacillus plantarum pri niskim
pH sredine (pH 3) i detektovali subpopulaciju koja uspeva da raste pri navedenim
uslovima. Autori su zakljuéili da, unutar genetski homogene populacije soja Lb.
plantarum WCFS1, postoji subpopulacija otporna na niske pH sredine, a koja se
sastoji od 1-2% kulture u mid-log fazi. Filamentozne celije se potom dalje razvijaju
kroz nesimetri¢nu ¢elijsku deobu, koja je karakteristi¢na za heterogenu subpopulaciju
¢elija. Medutim, kada dejstvo stresa prestane, ¢elije Lb. plantarum prelaze u normalnu

fazu rasta, gde se uocava opadanje stepena heterogenosti (Avery, 2006; Booth, 2002).

2.3. Probiotska svojstva BMK

Proizvodnja prehrambenih proizvoda '"treCe generacije" sa sojevima
laktobacila 1 bifidobakterija, koji ¢ine sastavni deo crevne mikroflore, predstavlja
znacajnu oblast u prehrambenoj industriji zbog niza benefitnih efekata, koje ovi
proizvodi ispoljavaju. Naime, veruje se da ovi proizvodi poseduju niz terapeutskih
svojstava kao Sto su: jaCanje imunog sistema, smanjenje sadrzaja serumskog
holesterola u krvi, razgradnja toksi¢nih materija, spreCavanje raznih oblika dijareje,
antimikrobna aktivnost i sprecavanje sinteze prekancerogenih enzima, koja se javlja
kao potencijalna mogucnost, uspostavljanje balansa intestinalne mikroflore, itd
(Sanders, 2000). Pored terapeutskog, ove bakterije deluju benefitno i sa nutritivnog

aspekta, Sto se ogleda kroz uticaj na povecanu dostupnost odredenih minerala za
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ljudski organizam, kao $to su kalcijum, cink, gvozde, mangan, bakar i fosfor (Annuk i
sar., 1999), a takode i kroz poboljSanu probavu i sintezu vitamina (Mombelli i
Gismondo., 2000).

Naime, bakterije intestinalnog porekla se nazivaju jo$ i "probiotici", §to u
prevodu znaci "za zivot", jer povoljno uti¢u na organizam Korisnika (FAO/WHO,
2002). Vrste intestinalnih bakterija koje se naj¢esce koriste u prehrambenoj industriji
su vrste roda Lactobacillus (Lb. acidophilus, Lb. casei i Lb. rhamnosus),
Bifidobacterium (B. bifidum, B. infantis, B. longum i B. breve), Streptococcus (S.
faecum) i Propionibacterium (P. freundenreichii ssp. shermanii) (Kurmann, 1988;
Perea Vélez i sar., 2007). Poslednjih godina je ustanovljeno da neki sojevi Lb.
plantarum takode poseduju probiotska svojstva, pa su i ove bakterije nasle primenu u

prehrambenoj industriji kao probiotici.

Probiotici se uglavhom koriste kao dopunske, tzv. adjunct kulture, a da bi
ispoljili navedena benefitna svojstva, moraju da poseduju sposobnost prolaska kroz
gastrointestinalni trakt, S§to predstavlja sposobnost prezivljavanja uslova u prisustvu
zeludacnog soka (koji iznosi 0ko pH 2.0) i toleranciju na Zu¢ne soli (Gibson i sar.,
2000). Nakon prolaska i prezivljavanja ovih surovih uslova, ¢elije se razmnozavaju i u
donjem delu digestivnog trakta formiraju kolonije, koje tada poc¢inju da ispoljavaju
benefitna svojstva za organizam domacina. Berrada 1 sar. (1991) su ustanovili da je
potrebno da prode 90 min od momenta unosa probiotika putem hrane do njihovog
prolaska kroz zeludac. Ipak, digestivni proces traje duze, pa je vrlo znacajno da
bakterije poseduju otpornost na uslove u Zelucu i dvanaestopalatnom crevu
(Nousiainen 1 sar., 2004). Vrlo mali broj bakterija podnosi niske pH sredine zeluca,
koji moze da ide i do pH 1.5 (Lankaputhra i Shah, 1995). S obzirom na to da veliki
broj bakterija biva inhibiran tokom fermentacionih procesa u hrani kada pH dostigne
4.0, tolerantnost na izrazito kiselu sredinu predstavlja jednu od karakteristika koje
probiotske bakterije poseduju. Lorca i sar. (1998) su ustanovili da sposobnost
prezivljavanja Celija Lb. acidophilus CRL 639 pri niskim pH sredine zavisi od faze
rasta, gde su celije u stacionarnoj fazi bile znatno otpornije od ¢celija u
eksponencijalnoj fazi rasta, kojima je bilo potrebno da prode odredeno vreme

adaptacije da bi se prilagodile i ispoljile tolerantnost na kiselu sredinu.

Nakon prolaska kroz Zeludac, probiotske bakterije prolaze kroz duodenum, u

kojem se vrsi sekrecija zuc¢nih soli, koje redukuju sposobnost prezivljavanja mnogih
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bakterija. Objasnjenje se moze naci U tome $to u sastav Celijske membrane ulaze lipidi
1 masne kiseline, koje se razgraduju u prisustvu zucnih soli (Jin i sar., 1998). Posto su
prosle kroz surove uslove gornjeg crevog trakta, bakterije se kolonizuju na epitelnom
delu donjeg digestivnog trakta (Conway i sar., 1987). Stoga, probiotske osobine mogu
da imaju one bakterije koje su u stanju da preZive u kiseloj sredini (pH 2.0-2.5)
najmanje 90 minuta, toleriSu prisustvo zu¢nih soli, poseduju sosobnost vezivanja za
epitelium creva i mogucnost kolonizacije u donjem intestinalnom traktu, pre nego

poc¢nu da ispoljavaju terapeutska svojstva.

Probiotska svojstva odredenih bakterija se definiSu primenom raznih testova in
vitro, koji se odnose na mehanzme probiotskih efekata. Ipak, ustanovljeno je da
trenutno dostupni testovi nisu u potpunosti adekvatni za proveru funkcionalnih
efekata potencijalnih probiotskih bakterija u ljudskom organizmu, s obzirom na to da
je za adekvatan rezultat potrebno izvrsiti test in vivo na ljudima (FAO/WHO, 2002).
Na primer, otpornost na zuéne soli ispitivana in vitro trebalo bi da bude u korelaciji sa

prezivljavanjem bakterija u gastro uslovima in vivo (Conway i sar., 1987).

In vitro testovi, koji se u danaSnje vreme koriste za odredivanje probiotskih

sposobnosti bakterija su slede¢i (FAO/WHO, 2002):
- Otpornost na Zeludacnu kiselinu;
- Otpornost na zucne soli;

- Sposobnost vezivanja za mukozu i/ili epitelne ¢elije donjeg digestivnog
trakta;

- Antimikrobna aktivnost na potencijane patogene bakterije;

- Sposobnost redukovanja adhezije patogenih mikroorganizama na povrSini

creva;

- Otpornost na spermicide (primenjuje se kod probiotika koji se Kkoriste za

vaginalnu upotrebu u farmaceutskoj industriji).

In vitro testovi su od vitalnog znacaja za procenu probiotskih sposobnosti
mikroorganizama, gde se podrazumeva upotreba savremenih i validnih metoda za
specifikaciju bakterija. Pored ovih testova, takode se preporucuje kombinovanje
fenotipskih i genetskih testova (FAO/WHO, 2002).
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2.4. Pulsirajuéa elektri¢na polja (PEP) kao tehnika atenuacije BMK

Metode termicke obrade se koriste u prehrambenoj industriji u cilju
obezbedenja sigurnosti hrane. Termic¢kim tretmanom se vrsi inaktivacija patogenih
mikroorganizama, kao i nepozeljnih enzima, a takode se smanjuje i ukupan broj
mikroorganizama, ¢ime se povecéava trajnost gotovog proizvoda. Medutim, iako se
termi¢kom obradom postize bezbednost hrane, razli¢iti rezimi termi¢ke obrade mogu
nepovoljno da uti¢u na senzorna i nutritivna svojstva prehrambenih proizvoda (Qin i
sar., 1995b).

Prvi koncept primene pulsirajucih elektri¢énih polja bio je postvaljen krajem
60-ih godina proslog veka. Hamilton i Sale (1967) su vrsili ispitivanja metode
netermicke sterilizacije prehrambenih proizvoda primenom pulsirajucih elektri¢nih
polja, sa ciljem inaktivacije mikroorganizama. Pri tom su ustanovili da ova tehnika
poseduje letalne efekte na vegetativne forme mikroorganizama, dovode¢i do njihove
inaktivacije, a da pri tom ne menja fizicka i senzorna svojstva prehrambenih
proizvoda, te se kao takva moze koristiti u svrhu produzenja roka trajanja istih.
Tehnoloski razvoj ove metode nastao je 90-ih, kada se pokazala spremnost za primenu
ovog tretmana u industrijske svrhe. Reina i sar. (1998) su detektovali smanjenje broja
¢elija L. monocytogenes do 3 logyy jedinice u mleku tretiranom pulsirajuéim
elektricnim poljima, dok su Raso i sar. (1999) detektovali inaktivciju Staphylococcus
aureus i koagulaza negativnih Staphylococcus vrsta za 4, odnosno 2 log ciklusa nakon

primenjenog PEP tretmana.

Stoga pulsiraju¢a elektricna polja (PEP), kao netermicka tehnologija,
predstavljaju alternativu tradicionalnoj pasterizaciji te¢nih namirnica. Mehanizam
inaktivacije mikroorganizama se temelji na electroporaciji ¢elijske membrane, koja
nastaje primenom ponovljenih kratkih pulseva (duzine 1-10 ps) visokog intenziteta
elektricnog polja (15-40 kV/cm) (Jaeger i sar., 2009). Efekat inaktivacije vecine
truleznih i patogenih mikroorganizama je postignut tretiranjem sokova raznog voca i
povréa (Heinz i sar., 2003; Nguyen i Mittal, 2007), mleka (Fernandez-Molina i sar.,
2005; Sampedro i sar., 2005; Sepulveda-Ahumada i sar., 2000; Sepulveda i sar, 2005;
2009) ili model sistema (Gomez i sar., 2005; Pothakamury i sar., 1995; Ulmer i sar.,
2002), pri ¢emu tretman nije uticao na nutritivna i senzorna svojstva hrane (Elez-
Martinez i Martin-Belloso, 2007; Jia i sar., 1999).
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PEP procesi su uglavnom izvode na sobnoj ili temperaturi frizidera u trajanju
od nekoliko mikro- do nekoliko milisekundi, kako bi efekat zagrevanja hrane bio
minimalan. Stoga se ova tehnologija smatra vrhunskom u odnosu na tradicionalnu
termiCku obradu hrane, jer dovodi do ocuvanja fizickih (viskozitet i tekstura),
senzornih (aroma i boja) i nutritivnih svojstava hrane, odnosno ne uzrokuje znacajne
hemijske promene sastojaka hrane (Fernandez-Molina i sar., 2005).

Znacajan aspekt u PEP tehnologiji svakako predstavlja generisanje visokog
elektricnog napona, zatim dizajn komore koja odrzava ujednacen tretman sa
minimalnim porastom temperature, kao 1 dizajn elektroda koje omogucavaju
minimalan efekat elektrolize. Pulsiraju¢e elektricno polje postize se sistemom
modulacije pulsa pomocu kojeg se pretvara jednosmetna struja niskog napona u
pulsiraju¢e elektricno polje viskokog intenziteta i to pomocu vise kondenzatora
povezanih serijski ili paralelno, iz kojih se naknadno energija oslobada u obliku
pulseva visokog napona (Zhang i sar., 1995). Za tretman hrane uobicajeno se koriste
naponi u rasponu od 20-80 kV/cm, koji se primjenjuju na te¢nim proizvodima
smestenim izmedu dve elektrode (Barbosa-Canovas i sar., 1999). Ali primena ove
tehnologije je ograni¢ena na prehrambene proizvode koji mogu izdrzati visoke napone
elektri¢nih polja, odnosno koji imaju nisku elektri¢nu provodljivost (konduktivitet) i
koji ne sadrze ili ne formiraju mehure (Calderon-Miranda i sar., 1999). Tecni
prehrambeni proizvodi predstavljaju zapravo elektro-provodljive materijale zbog
prisustva visokih koncentracija jona kao nosioca naelektrisanja. Da bi se generisao
visok napon pulsirajué¢eg elektriénog polja unutar hrane, potrebno je da veliki tok
elektri¢ne struje prostruji kroz deo hrane u komori u toku vrlo kratkog vremenskog
perioda (nekoliko mikrosekundi). Takode, vreme izmedu dva pulsa je znatno duze od
Sirine (duZine) samog pulsa. Stoga, generisanje pulsa podrazumeva sporo punjenje i
brzo praznjenje elektricne energije U uredaju kao Sto je kondenzator (Zhang i sar.,
1995).
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2.4.1. Faktori koji uti¢u na inaktivaciju mikroorganizama primenom PEP

Inaktivacija mikroorganizama putem pulsiraju¢ih elektriénih polja zavisi od
nekoliko faktora koji se mogu podeliti u tri grupe (Saulis, 2010):
1) Procesni faktori, kao §to su jacina polja, Sirina (duzina) pulsa, vreme i
temperatura tretmana, polarnost pulsa i oblik talasa;
2) Tretirani medijum (pH, konduktivitet (provodljivost), prisustvo
jonskih i antimikrobnih jedinjenja);

3) Entitet mikroorganizama (tip i faza rasta).

2.4.1.1. Procesni faktori

2.4.1.1.1. Intenzitet (jacina) elektri¢nog polja

Intenzitet (jacina) elektri¢nog polja [E] je jedan od glavnih faktora koji uticu
na inaktivaciju miktoorganizama (Hiilsheger i Niemann, 1980), a definiSe se kao
razlika elektri¢nog potencijala [U] izmedu dve zadate tacke u prostoru, podeljena sa

njihovom medusobnom razdaljinom [d] (Zhang i sar, 1995):

U
E = — (kVicm) 3
d

Dakle, ukoliko se poveca udaljenost izmedu elektroda [d], tada ¢e biti
potreban veci napon kako bi se postigla zeljena ja¢ina elektricnog polja. PEP komore
sa smanjenom udaljenos¢u elektroda, tj. ve¢im intenzitetom elektricnog polja,
omogucavaju znacajno veci stepen inaktivacije u poredenju sa komorama sa
smanjenim elektrodnim podrucjem i ve¢om duzinom pulsa (Hulsheger i sar., 1981).
Mikrobna inaktivacija se povecava kada jacina elektri¢nog polja dostigne nivo iznad
kritiéne vrednosti transmembranskog potencijala (Qin i sar., 1998). U c¢elijama
mikroorganizama, strukturne promene usled razlike potencijala od oko 1V dovode do
nepovratnog gubitka funkcije membrane (Sale i Hamilton, 1967, 1968). To je u skladu
sa teorijom electroporacije, gde je uzrokovana razlika potencijala kroz celijsku
membranu proporcionalna primenjenoj jacini elektricnog polja. Kriticna jacina

elektri¢nog polja [Ec] ispod koje ne dolazi do inaktivacije, povecava se s povecanjem
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transmembranskog potencijala svake ¢elije. Ukoliko je celija veéa, veli ce
transmembranski potencijal biti generisan kroz ¢elijsku membranu, a time je i Ec vece
(Jeyamokondan i sar., 1999; Saulis, 2010).

Sirina (duzina) pulsa takode uti¢e na kriti¢nu ja¢inu elektriénog polja. U
slu¢aju praznjenja punog kondenzatora [C] kroz otpornik [R], napon u komori

eksponencijalno opada sa duzinom (trajanjem) pulsa (t):

t= R-C 4

2.4.1.1.2. Vreme tretmana i frekvencija

Vreme tretmana [T] se definise kao proizvod konstante vremena i broja

pulseva:
T=n.t=n"R-C (5)

gde je: [T] — vreme tretmana (us); [n] - broj pulseva, [t] - Sirina pulsa;

[R] - otpor u polju tretmana (Q2); [C] - kapacitet kondenzatora (uF).

Tecéni prehrambeni proizvodi se sastoje od vode i hranjivih materija kao $to su
proteini, vitamini, trigliceridi i minerali. Kada su podvrgnuti pulsiraju¢im elektri¢nim
poljima, polarizacija dipolnih molekula i grupno kretanje nosilaca naboja (jona)
indukuje kapacitivnu struju i rezistentnu struju (Braithwaite i Weaver, 1990). Snaga
otpora se moze predstaviti jednac¢inom:

1 R-A d r-d
r= —= ——: => R = = (6)

o d oA A
gde je: [r] - otpor hrane (Qm); [c] — provodljivost (konduktivitet) hrane (S/m);

[A] — povrsina elektroda (m?); [d] - razmak izmedu dve paralelne elektrode (m): [R] -
otpornost u polju tretmana (Q).

Pojam koji je suprotan od otpornosti je provodnost [G] i predstavlja
sposobnost materijala da propusti elektrone. Faktori koji uti¢u na intenzitet otpornosti
su isti i za provodnost, samo se njihov uticaj odvija u suprotnom smeru. Stoga,
provodnost je obrnuto proporcionalna otpornosti, odnosno srazmerno je
proporcionalna provodljivosti [c] u podru¢ju [A], a obrnuto proporcionalna

udaljenosti materijala [d], $to se moze predstaviti formulom:
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G = = (7)

Kapacitet za akumuliranje energije u kondenzatoru [C] moze se izracunati uz
pomo¢ provodljivosti te¢ne hrane [c], razmaka izmedu elektroda [d] i povrSine

elektroda [A] prema sledec¢oj jednacini:

C = = (8)

Stepen prezivljavanja mikroorganizama se moze opisati kao zajednicka
funkcija jacine elektricnog polja i vremena tretmana. Hilsheger i sar. (1981) su
pronasli matematicki izraz za prezivelu frakciju mikroorganizama, koji se moze
izraziti kao broj vijabilnih ¢elija nakon tretmana [s] u odnosu na broj vijabilnih ¢elija
pre tretmana u smislu primenjene jacine elektri¢nog polja [E] i vremena tretmana [T]:

T -EE)

s=(—) ¢ 9)
Tc

gde je: [s] - stepen prezivljavanja (%); [Tc] — kriticno vreme tretmana (us);

[Ec] - kriticna vrednost E za 100% opstanak; [K] - nezavisan konstantan faktor.

Parametri Ec, Tc i k se odreduju ponaosob za svaki izabrani mikroorganizam.

Jednacina za stepen prezivele frakcije ¢elija bazirana je na temelju rezultata
dobijenih u Sarznim testovima. Medutim, Qin i sar. (1995a) su ispitivali uticaj
kontinuiranog PEP tretmana i dobili sasvim drugacije rezultate, koji se ne uklapaju u
Hulsheger-ov model. Dobijeni rezultati ukazuju na logarotamsku zavisnost stepena
prezivele frakcije i vremena tretmana. Prema autorima, logaritamski opstanak frakcije
mikroorganizama zavisi linearno od vremena, ukazujuc¢i na to da je inaktivacija

mikroorganizama efikasnija primenom kontinuiranog PEP tretmana.

Hulsheger i sar. (1981) su ispitivali ubijanje bakterija razli¢itim intenzitom
elektricnog polja i razlic¢itim vremenima PEP tretmana i utvrdili da pri E > 8 kV/cm i
vremenu > 50 ps stepen opstanka iznosio < 50%, dok je pri kra¢im tretmanima od 20
us potrebno povecati E na 20 kV/cm. Da bi se definisao efekat inaktivacije za svaki
mikroorganizam, amplitude pulsa se mogu menjati u relativno Sirokom rasponu, pod

uslovom da se smanjenje amplitude kompenzuje pove¢anjem duzine pulsa i obrnuto
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(Gaskova i sar., 1996). Medutim, veci intenzitet elektri¢nog polja (> 20 kV/cm) moze
dovesti do nezeljenog praznjenja u suspenziji, dok povecanje vremena delovanja
dovodi do zagrevanja uzorka. Takode, povecanje vremena dejstva (T) ima manji
efekat od povecanja jacine polja (E) zbog dvostruke logaritamske zavisnosti izmedu
stepena prezivljavanja i vremena tretmana (Hulsheger i sar., 1981). Ipak, Shoenbach i
sar. (1997) su otkrili da, ukoliko je duzina pulsa manja od 5 us, tendencija je obrnuta:

energija potrebna za inaktivaciju mikroorganizama ponovo se povecava.

Gaskova i sar. (1996) su proucavali efekat visokonaponskih PEP tretmana na
¢elije kvasaca i primetili da se odredeni stepen inaktivacije moze posti¢i smanjenjem
amplitude pulsa, a pove¢anjem duzine pulsa, gde je odnos amplituda-duzina pulsa bio
vrlo strm kod kratkih pulseva (1-10 ps). Autori su otkrili da je stepen umiranja celija
bio gotovo zanemarljiv prilikom dejstva najkraéih pulseva (1 ps), ¢ak i kada su
amplitude elektricnog polja bile najvece (tj. 28 kV/cm). Takode, granica napona ispod
koje se ne postize dejstvo inaktivacije su amplitude nize od 2 kV/cm, gde ¢ak i
primena pulseva od 300 us nije dovoljna da izazove znatan stepen inaktivacije Celija

kvasaca.

Osim jacine elektrinog polja i trajanja, frekvencija pulsa je takode vazan
faktor. Elez-Martinez i Martin-Belloso (2007) su otkrili zadrZzavanje veée koli¢ine
vitamina C u soku od narandZe i gaspaco supi prilikom primene PEP tretmana sa

nizim frekvencijama pulsa.

Frekvencija, odnosno broj ponavljanja pulseva [f] se moze definisati na sledeci
nacin:
n-F
f= —— (Hz) (10)

\Y
gde je: [n] - broj pulseva; [F] - maseni protok fluida / hrane;

[V] - zapremina komore.

Snaga [P] za kontinuirane pulseve pravougaonog oblika se definise kao:
for- V2

R
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Da bi se postigao ne-termicki tretman, energija koju hrana prima prilikom
tretmana mora biti ograni¢ena. Koli¢ina energije [Q] za pulseve pravougaonog oblika
se odreduje kao:

E Ul-ton U T
Q = — = = (12)
V \ R-V
gde je: [Q] — koli¢ina energije (kJ/L); [U] - napon (kV); [I] - struja (A);

[T] - vreme tretmana (us); [V] - zapremina komore za PEP tretman (L).

2.4.1.1.3. Temperatura

Prema jednacini (12), elektri¢ni naboj pulsa se oslabada u te¢nu hranu u obliku
Dzulovog zagrevanja (Zhang i sar., 1995). Maksimalno povecanje temperature [At] se

moze izraCunati pomocu osnovne termodinamicke jednacine:

Q
At = —— (°C) (13)

p-C

gde je: [p] - gustina hrane (kg/dm?®); [c] - specifi¢na toplota hrane (kJ/kg°C).

Hilsheger i sar. (1981) navode da je, nakon primene visokog napona
pulsirajuceg elektricnog polja (eng. High Voltage PEF — HVPEF), porast temperature
uzoraka bio uvek manji od 10°C, ukoliko se merenje izvrs$i odmah nakon tretmana.
Medutim, isti autori su detektovali da se temperatura tretirane suspenzije postupno
poveéava tokom primene pulseva, mada je porast temperature uzoraka bio relativno
nizak usled gubitka prenosa temperature od strane metalnih elektroda. Marquez i sar.
(1997) su ispitivali efekat HVPEF tretmana na spore bakterija i ustanovili da je
HVPEF tretman prakticno izoterman (tj. At = 0), tako da nije bilo potrebe za
hladenjem uzoraka tokom tretmana. To je bilo moguc¢e samo ukoliko je energija
primenjenog pulsa bila niska. Kada se temperatura uzoraka kontinuirano povecava sa
5°C na 25°C u vodenom kupatilu, stepen prezivljavanja spora je nizi pri SVim
kombinacijama jacine i duzine pulseva, u odnosu na primenjeni PEP tretman na nizim
temperaturama od 5-10°C. Ve¢i letalni efekat na pove¢anim temperaturama se moze
objasniti povecanom elektricnom provodljivosti rastvora na viSim temeraturama.
Uticaj temperature moze biti slican efektu provodljivosti elektrolita. U slucaju
neoblozenih spora, s poveéanjem temperature se povecava i kineticka energija jona u

jezgru, pa je i njihovo isticanje brze. S povecanjem temperature takode se moze
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povecati i kretanje molekula rastvora, koji se mogu kretati iz pravca jedne elektrode

ka drugoj (Marquez i sar., 1997).

2.4.1.1.4. Polaritet pulsa

Kada je u pitanju polarizacija pulsa, bipolarni pulsevi imaju veci letalan efekat
na cCelije mikroorganizama od monopolarnih, jer bipolarni pulsevi proizvode
naizmeni¢ne promene u kretanju molekula, sto uzrokuje stres u ¢elijama i dovodi do
elektriénog raspada éelijske membrane. Stavise, bipolarni pulsevi smanjuju taloZenje
¢vrstih materija na povrsini elektroda, smanjuju elektrolizu hrane i imaju veéi
energetski efekat (Barbosa-Canovas i sar., 1999). Takode, prilikom primene
bipolarnih pulseva ne dolazi do formiranja zastitnih slojeva, Sto ¢ini pulsirajuce
elektri¢no polje uniformnim u toku tretmana. Stoga, bipolarni pulsevi su potencijalno
efikasniji u odnosu na monopolarne u postizanju inaktivacije mikroorganizama
(Zhang i sar 1995).

Marquez i sar. (1997) su proucavali vremenski razmak izmedu pulseva i otkrili
da je PEP tretman efikasniji kada je vreme izmedu pulseva duze. Objasnjenje ovih
rezultata moglo bi se na¢i u polaritetu pulsa. Zive ¢elije pokazuju naboj i mogu
migrirati na povrsinu elektrode formiraju¢i zastitni sloj prilikom uzastopne primene
monopolarnih pulseva (Pethig, 1979). Spore bakterija imaju imobilizovane jone u
jezgru sto ih ¢ini manje provodljivim, dok joni unutar korteksa mogu prodreti u jezgro
i tako povecati provodljivost. Sa polaritetom pulsa, ovi joni mogu postati zastiti sloj
umesto da prodru u jezgro, pa je tako elektri¢ni puls u kratkom vremenskom intervalu

manje efikasan.

2.4.1.1.5. Oblik pulseva

Oblici pulseva elektricnog polja su takode od znacaja za primenu PEP
tehnologije. Bioloske celije drugacije reaguju na razlicite oblike pulsa elektricnog
polja. Razli¢iti tipovi pulseva koriste se za elektroporaciju i raspad bioloskih ¢elija.
Oni ukljucuju jednosmernu i naizmeni¢nu struju, kao i pulseve razlicitih oblika talasa
- eksponencijalno opadajuci, pravougaono-talasasti, bipolarni ili oscilatorni, gde su
eksponencijalno-opadaju¢i i pravougaono-talasasti najzastupljeniji oblici pulseva u

ovoj tehnologiji (Zhang i sar., 1995).
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Eksponencijalan pad napona podrazumeva jednosmerni talas ¢iji napon naglo
raste do maksimalne vrednosti, a zatim polako opada do nulte vrednosti. Strujno kolo

na slici 7 predstavlja generirisanje eksponencijalno-opadajuceg oblika pulsa.
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Slika 7. Pojednostavljen prikaz strujnog kola za generisanje eksponencijalno-opadajucéeg pulsa, gde je:
(R) — efekrivna otpornost hrane u tretiranoj komori; (Rs) — otpornik za ogranicenje strujnog punjenja;
(Co) — kondenzator za skladistenje energije (prilagodeno iz Zhang i sar., 1995)

Snaga jednosmerne struje napaja kondenzator spojen u kolo sa otpornikom za
ogranicenje strujnog punjenja (Rs). Kad se aktivacioni signal ukljuci, tada elektri¢na

energija iz kondenzatora dospeva u hranu koja se nalazi u tretiranoj komori.

Pravougaono-talasasti pulsevi odrzavaju maksimalan napon u duzem
vremenskom intervalu, te su energetski efikasniji i uzrokuju letalniji efekat u odnosu
na eksponencijalno-opadajuce pulseve, koji zahtevaju vise napora prilikom hladenja.
S druge strane, eksponencijalno-opadajuce pulseve je lakse proizvesti i primeniti.
Generisanje pravougaonih pulseva je slozeno i uglavhom zahteva formiranje mreze

pulseva, kao sto je prikazano na slici 8.
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Slika 8. Skica generatora pravougaonog pulsa pomocu pulsno-formirajuce mreze sastavljene od 3

kondenzator-induktor jedinice (prilagodeno iz Zhang i sar., 1995)

Pravougaoni oblik pulsa nastaje kada i komora i mreza za formiranje pulsa
odgovaraju elektricnom induktivnom otporu, S§to je teSko ostvariti u praksi.
Maksimalni napon koji dospeva u komoru upola je manji od napona koji se skladisti u

kondenzatorima (Zhang i sar., 1995).

Oscilatorni pulsevi su najmanje efikasni za inaktivaciju mikroorganizama, jer
onemogucavaju da ¢elija bude stalno izlozena visokom intenzitetu elektricnog polja u

toku duzeg vremenskog intervala (Jeyamkodan i sar., 1999).

Komora za tretiranje, u kojoj je hrana izlozena pulsevima elektri¢nog polja,
sastoji se od najmanje 2 elektrode, razdvojene izolacionim materijalom u razli¢itim
geometrijskim konfiguracijama (paralelne ploce, koaksijalni ili kolinearni cilindri,
paralelne zice, Stap-ploce, itd.). Obi¢no se koriste paralelne ploce, koaksijalni ili
kolinearni cilindri, gde paralelene ploce osiguravaju najujednacenije elektri¢no polje u
velikom podrucju izmedu ploca, pa se i najcéesce koriste, dok koaksijalni cilindri
osiguravaju lak i jednoobrazan protok proizvoda $to ih ¢ini prakticnim u industrijskoj

primeni (Zhang i sar., 1995).

Razli¢ite komore su dizajnirane za razli¢ite primene PEP tretmana hrane, a

mogu se podeliti u dve grupe: staticke (diskontinualne) i kontinualne komore.
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Diskontinuirane komore osiguravaju mnoge prednosti za laboratorijsku upotrebu, s
obzirom na to da su potrebne male zapremine medijuma koji se tretira, a temperaturu
tretmana je lako odrzavati hladenjem elektroda ili malim brzinama ponavljanja.
Medutim, u diskotinuiranim komorama bez mesanja ili menjanja smera strujanja
proizvoda, veliki deo zapremine moze ostati nedovoljno tretiran, S§to se u
kontinuiranim komorama moze izbe¢i dodavanjem visestrukih zona tretiranja u liniju.

Stoga stacionarne komore nisu prakti¢ne za industrijsku primenu.

Medutim, da bi se osigurao veliki protok, koji je potreban za industrijsku
primenu, moraju se primeniti pulsevi sa velikom brzinom ponavljanja, sto uzrokuje
povecanje temperature medijuma. Odrzavanje konstantne temperature sprovodi se
hladenjem kroz uvodenje rashladnih kanala unutar elektrode ili hladenjem izmedu

visestrukih zona tretmana.

Takode, materijal od kojeg su sac¢injene elektrode i izolatori mora biti postojan
za autoklaviranje i mora biti visokog kvaliteta, s obzirom da se tretira hrana. Bushnell
I sar. (1993) su predlozili upotrebu elektro-hemijski inertnih materijala, kao $to su
zlato, platina i oksidi metala (npr. iridium dioksid IrO,, titanium dioksid TiO,,

rutenium dioksid RuO,) za izgradnju elektroda ili elektrodne povrsine.

Komore moraju biti tako dizajnirane kako bi se osiguralo jednostavno
punjenje i uklanjanje proizvoda. S obzirom na to da gasni mehuri¢i predstavljaju
potencijalnu opasnost za aktiviranje dielektricnog kvara (varnicenja), punjenje mora
da se odvija u takvim uslovima da se onemogu¢i ulaz vazduha u komoru. Medutim,
potpuno zatvaranje komora je takode opasno, jer u slucaju varniCenja tretiranog
proizvoda dolazi do rapidnog rasta visokog pritiska, $to moze dovesti do raspada
komore. Stoga, uredaj za oslobadanje pritiska mora biti sastavni deo komore, kako bi

se obezbedila sigurnost prilikom rada (Zhang i sar., 1995).
2.4.1.2. Faktori medijuma

Otpornost mikroorganizama na fizicko-hemijske agense zavisi od mnogih
faktora (Tomlins i Ordal, 1976). Ti faktori ukljucuju odgovaraju¢u otpornost
mikroorganizama, fiziolosko stanje mikroorganizama i karakteristike tretmanskog
medijuma. Uticaj ovih faktora na mikrobiolosku inaktivaciju PEP tretmanom nije u
potpunosti poznat. Projektovanje efikasnog PEP tretmana koji osigurava bezbednost i

stabilnost hrane zahteva identifikaciju kriti¢nih parametara procesa, kao i poznavanje

53



faktora koji uti¢u na razvoj rezistencije mikroorganizama na PEP (Alvarez i sar.,
2000). Provodljivost, jonska shaga, pH, antimikrobne supstance, prisustvo Cestica i
gasnih mehuri¢a, kao i dielektri¢na svojstva medijuma su vazne karakteristike koje
uti¢u na bioloske promene nastale tokom PEP tretmana. Provodljivost i jonska snaga
su usko povezani, jer sa povecanjem jonske snage raste i provodljivost. Dodatni
faktori koji povecavaju efekat PEP tretmana su pH i prisustvo antimikrobnih
supstanci. Svi ovi faktori doprinose dodatnom stresu ¢elija mikroorganizama i uticu
na povecanje njihove inaktivacije. Cestice i gasni mehuriéi rastvoreni u prehrambenim
te¢nim ili poluc¢vrstim proizvodina predstavljaju dodatni izazov za PEP tehnologiju, s
obzirom na to da Cestice sprecavaju ravnomernu distribuciju primenjenog elektri¢énog
polja, dok mehuri¢i uzrokuju dielektri¢ko praznjenje i varni¢enje (Barbosa-Canovas i
sar., 1999).

Procesni faktori kao $to su pH, temperatura i jonska snaga trebaju se uzeti u
obzir prilikom definisanja procesnih uslova netermalnih procesa. Elektri¢no polje i
jonska snaga se uglavnom odnose na stepen elektroporacije i fizickog osteenja
¢elijske membrane, dok je pH verovatno povezan sa promenama uslova u citoplazmi
zbog disbalansa osmotskog pritiska nastalog usled electroporacije (Vega-Mercado,
1996).

2.4.1.2.1. pH i jonska snaga

Utvrdeno je da vecina mikroorganizama najbolje raste pri neutralnim pH
vrednostima sredine (tj. izmedu pH 6.6 i 7.5), dok neke vrste rastu i ispod pH 4.0
(kvasci i plesni). Takode je dokazano da se lag faza povecava kada mikroorganizmi
rastu u medijumima gde je pH van optimalne vrednosti njihovog rasta (Jay, 1991).
Uloga pH u opstanku mikroorganizama se odnosi na sposobnost organizma za
odrzavanje pH citoplazme blizu neutralne sredine (Corlett i Brown, 1980). Promene
pH ¢e izazvati promene u protoniranju bioloSki aktivnih molekula na povrSini
mikroorganizama (tj. esencijalnih enzima), kao i promene u provodljivosti celijske
membrane, sto naknadno doprinosi promenama u osetljivosti organizama na uslove
spoljne sredine ili procesne uslove (Vega-Mercado i sar., 1996). Tokom PEP tretmana
propustljivost ¢elijske membrane se povecava usled formiranja pora u ¢elijskom zidu,

a takode raste i stepen transporta H* jona zbog osmotskog disbalansa oko éelije. Stoga
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treba razmotriti i snizavanje pH citoplazme, s obzirom na ¢injenicu da je veéi broj H*
jona dostupan u poredenju s neutralnom pH sredine. Promena pH unutar ¢elije moze
izazvati hemijske promene fundamentalnih jedinjenja kao §to su DNK i ATP. PEP
tretman moze takode uzrokovati nastanak oksido-redukcionih reakcija unutar ¢éelije
(Vega-Mercado i sar., 1996).

Jonska snaga rastvora takode igra vaznu ulogu u inaktivaciji mikroorganizama
1 to tako $to se inaktivacija izazvana dejstvom PEP tretmana povecava smanjenjem
jonske snage hrane (Barbosa-Cénovas i sar., 1999). Povecanje jonske snage povecava
pokretljivost elektrona kroz rastvor, §to rezultuje smanjenom stepenu inaktivacije.
Smanjen stepen inaktivacije u rastvoru visoke jonske snage moze Se objasniti
stabilnoscu ¢elijske membrane kada je izlozena medijmu s razli¢irim jonima (Tsong,
1990).

2.4.1.2.2. Elektri¢na provodljivost

Elektricna provodljivost (konduktivitet) medijuma [o], koja se definise kao
sposobnost za provodenje elektricne struje, vazan je Cinilac u PEP tehnologiji, a
izraCunava se kao:

d 1

c = = (S/m) (14)
R-4 p

gde je: [o] - elektri¢na provodljivost medijuma (S/m); [d] - udaljenost izmedu

elektroda (m); [R] - otpor medijuma (); [A] - elektrodna povrsina (m?); [p] -

otpornost (Qm).

Elektri¢na provodljivost medijuma zavisi od temperature tretmana kao §to je
definisano u jednacini:

c=at+P (15)
gde je: [a] 1 [B] - konstante, zavisno od sastava i koncentracije medijuma.

Pri konstantnim temperaturnim uslovima, hrana s visokom elektricnom
provodljivoséu (tj. niskom otpornoscéu) generiSe manje pikove elektricnog polja kroz
komoru i stoga ju je tesko tretirati PEP postupkom (Barbosa-Céanovas i sar., 1999).
Povecanje elektricne provodljivosti rezultat je povecanja jonske jacine polja u

medijumu, S$to rezultira smanjenju inaktivacije mikroorganizama. Osim toga,
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povecanje razlike izmedu elektricne provodljivosti sredine i celijske citoplazme
mikroorganizama slabi strukturu membrane zbog povecanog protoka jonskih materija
kroz membranu. Stoga, stepen inaktivacije mikroorganizama se povecava sa
smanjenjem provodljivosti ¢ak i ukoliko se primeni ista energija (Jayaram i sar.,
1992). Ipak, Alvarez i sar. (2000) su utvrdili da pri istoj jacini elektriénog polja,
provodljivost ne uti¢e na inaktivaciju celija Salmonella senftenberg, cak iako je
postignut intenzitet elektricnog polja zavisio od provodljivosti medijuma pri

konstantnom ulaznom naponu.

2.4.1.3. Mikrobioloski faktori
2.4.1.3.1. Tip mikroorganizama

Mikroorganizmi se razlikuju medusobno prema stepenu osetljivosti na PEP
tretmane. Kada su u pitanju bakterije, G (-) su osetljivije na PEP tretman od G (+)
(Hulsheger i sar., 1983), dok su kvasci vise osetljivi na primenu pulsirajucih
elektricnih polja od vegetativnih formi bakterija zbog krupnijih ¢elija (Sale i
Hamilton, 1967; Qin i sar., 1995a). Gaskova i sar. (1996) su ispitivali efekat veli¢ine
¢elija kvasaca i otkrili da je za Kluyveromyces lactis, ¢ije su celije manje veliine,
potrebno primeniti gotovo dvostruko vece amplitude kako bi se postigao isti efekat
inaktivacije kao za soj sa ve¢im Celijama Saccharomyces cerevisieae, §to znaci da su
vece Celije kvasaca osetljivije na PEP tretmane. Na osnovu ovoga bi se moglo re¢i da
je pulsevima-indukovani transmembranski napon obrnuto proporcionalan veli¢ini

¢elija kvasca.

2.4.1.3.2. Stadijum rasta mikroorganizama

Celijska svojstva, kao i osobine membrane se razlikuju u toku razligitih faza
rasta mikroorganizama. U toku logaritamske faze rasta, veliki broj ¢elija je u deobi, pa
su ¢elije osetljivije na stres u toj fazi, nego u lag i stacionarnoj fazi. Tokom log faze,
¢elijska membrana je osetljivija na primienu elektricnog polja (Barbosa-Canovas i
sar., 1999; Hulsheger i sar., 1983). U stacionarnoj fazi osetljivost celije na elektricne
impulse naglo opada. Gaskova i sar. (1996) su otkrili da stepen ubijenih ¢elija kvasaca
u stacionarnoj fazi nije veci od 30%, ¢ak i pri najve¢im amplitudama (~30 kV/cm) i

velikoj duzini pulseva (200 ps).
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2.4.1.3.3. Broj mikroorganizama

Broj mikroorganizama u hrani moze imati uticaj na stepen njihove inaktivacije
primenom elektricnog polja (Barbosa-Canovas i sar., 1999). Hilsheger i Niemann
(1980) su utvrdili da relativna stopa prezivljavanja bakterija zavisi od koncentracije
¢elija tokom PEP tretmana, gde je pri vecoj koncentraciji ¢elija veéi i relativan stepen
ubijenih bakterija, dok se blaga redukcija inaktivacije javlja pri smanjenoj
koncentraciji Celija bakterija. Ipak, Zhang i sar. (1995) su ispitivali dejstvo PEP
tretmana na éelije E. coli &ija se koncentracija kretala u rasponu od 10° do 10° cfu/ml i
ustanovili isti stepen inaktivacije E. coli u model sistemu mle¢nog ultra-filtrata nakon
primene PEP tretmana od 70 kV/cm i 16 pulseva duzine 2 us, bez obzira na broj

celija.

2.4.2. Permeabilizacija éelijske membrane pod dejstvom PEP

Uticaj elektri¢nog polja na ¢elijsku membranu mikroorganizama ispitivan je
jos 60-ih i 70-ih godina proslog veka, a utvrdeno je da primena elektricnog polja moze
da dovede do razbijanja ¢elijske membrane in vitro, koje moze biti reverzibilno ili
ireverzibilno, u zavisnosti o razli¢itih fizicko-hemijskih i bioloskih faktora, kao i
uslova PEP tretmana (Sale i Hamilton, 1967, 1968; Zimmermann i sar, 1973, 1974).
Naknadne studije su pokazale da je mesto interakcije ¢elije na primenjeno elektri¢éno
polje zapravo lipidni deo membrane i sve studije se baziraju na merenju elektri¢ne
struje kroz planarni dvoslojni lipidni sloj membrane (eng. Bilayer lipid membrane -
BLM) pod uticajem visokih intenziteta elektriénog polja, kao i na molekularnom
transportu kroz celiju (unutar ili izvan nje) izloZzenu pulsevima elektricnog polja
(Weaver i Chizmadzev, 1996).

Prema Danielli-Davson modelu, BLM se sastoji od bimolekularnog sloja
lipida, koji predstavljaju jezgro, i proteina deponovanih na svakoj strani, koji su
elektrostati¢kim silama povezani s lipidima (Sale i Hamilton, 1968). To predstavlja
dobru barijeru za jone i hidrofobne molekule (Tsong, 1991). Plazma membrana moze
postati propusna za male jone (npr. K*, Na’, Rb"), ali je nepropustljiva za vece
molekule kao $to su manitol, saharoza, esencijalni proteini i enzimi unutar celije

(Saulis, 1999; Saulis i sar., 2007). Kada se suspenzija c¢elija izlozi pulsevima
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elektricnog polja, tada dolazi do formiranja tzv. trenutnih vodenih pora i pri tome
protok K* i Na* jona kroz kanale dovodi do promene jonske koncentracije u blizini
membrane, Sto uzrokuje stres ¢éelije. AKo stres traje kratko i signali elektricnog polja
su niski i dovoljno kratki (tj. nekoliko mikro- do nekoliko milisekundi), tada je
ostecenje reverzibilno. Pri ve¢im elektricnim poljima, gde je napon preko celijske
membrane znatno veéi, propustljivost membrane se povecava do tog stepena da su
potrebni ili sekundi do sati da se ¢elija oporavi (reverzibilan prekid) ili nastupa smrt
¢elije (nepovratan prekid) (Schoenbach i sar., 1997). To se moze Sematski prikazati na
grafikonu koji opisuje udeo frakcije elektroporiranih ¢elija u zavisnosti od trajanja
pulsa (slika 9) (Saulis, 2010).
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Slika 9. Shematski prikaz zavisnosti udela elektroporiranih, elektropermeabilizovanih i mrtvih
(inaktivisanih) éelija od duzine trajanja pulsa

Electroporacija je brz proces koji se odvija u vremenskom rasponu merenom
mikro- i submikrosekundama (Kinosita i Tsong, 1977). Pod normalnim fizioloskim
uslovima, specifi¢na provodljivost éelijske membrane [Gmem] prema K™ i Na* jonima,
iznosi >10° S/cm (Tien, 1974). Medutim, kada primenjeno intenzivno elektri¢no
polje prede dielektri¢nu snagu celijske membrane, tada njena specifi¢na provodljivost
dostize visok stepen reda 1 S/cm? u toku 2 us (Hibino i sar., 1991). Dielektri¢na snaga
¢elijske membrane zavisi od intenziteta i trajanja primenjenog elektricnog polja
(Neumann i sar, 1989; Tsong, 1991). Vecina bioloskih membrana in vivo izdrzava
razliku potencijala membrane u rasponu od oko -30 mV do -180 mV. Primenjeno

elektricno polje uzrokuje indukovan potencijal membrane. S obzirom na to da je

58



dvoslojni lipidni sloj membrane za nekoliko redova veli¢ine manje provodljiv od
vodenog medijuma, joni suprotnog naelektrisanja pocinju da se akumuliraju na
unutrasnjim 1 spoljasnjim povrSinama. Stoga se jacina primenjenog polja uvecava

unutar membrane, a uvecanje je proporcionalno radijusu celije.

Ako ukupni potencijal membrane (tj. zbir potencijala membrane u mirovanju i
potencijala izazvnog primenom elektricnog polja) dosegne neku kriticnu vrednost,
tada nastaje elektri¢ni slom i membrana postaje propustljiva za druge, u normalnim
uslovima nepropusne, jone i molekule (Tekle i sar., 1990). Publikovani podaci
ukazuju da membrana postaje propustljiva kada transmembranski potencijal dostigne
oko 200 mV (Tessié i Rols, 1993). Prema nekim autorima, elektri¢éni slom BLM
nastaje kada transmembranski potencijal iznosi izmedu 100-300 mV (Sale i Hamilton,
1968; Benz i Zimmermann, 1980). Sale i Hamilton (1968) su utvrdili da nepovratan
gubitak funkcije membrane i liziranje ¢éelija bakterija nastaje kada razlika potencijala
preko membrane dostigne 1V (vrednosti variraju u rasponu od 0.7 do 1.15 V, u
zavisnosti od vrste mikroorganizma). Ova vrednost takode moze varirati zavisno od

Sirine pulsa, sastava membrane, itd. (Chang i sar., 1992).

Prema elektricnoj teoriji usvojen je model Celije, gde se smatra da jezgro
okruzeno membranom predstavlja protoplast celije (slika 10). Zapravo, prema
bioloskoj teoriji, protoplast predstavlja ¢eliju kojoj je u potpunosti uklonjen celijski

zid, dok sferoplast sadrzi delimi¢no uklonjen ¢elijski zid.

Membrana

Slika 10. Model éelije prema elektricnoj teoriji (usvojeno od Sale i Hamilton, 1968)

Ako je debljina membrane [d] znatno manja u odnosu na radijus celije [a],

tada dvoslojna sfera moze biti zamenjena homogenom sfernom oblasti otpora [ro]:
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R

h = rp + (16)

a
gde je: [ro] - otpornost homogene sfere (Qcm); [r2] - otpor jezgra (Qcm);

[R] - otpor membrane (Qcm?); [a] - pregnik éelije (cm).

Pretpostavlja se da unutrasnja otpornost ¢elije iznosi oko 100 Qcm, pa ako
otpornost membrane iznosi izmedu 10-1000 Qcm?, tada je membrana vrlo otporna,
¢ak 1 ako je jezgro provodljivo. U tom slucaju ro >> ry i homogena sfera je prakticno
neprovodljiva. Pod tim uslovima, razlika potencijala u celoj sferi je maksimalna u
smeru elektri¢nog polja i iznosi 3aE. Kako je membrana vrlo otporna, jezgro se nalazi
na izjednacenom potencijalu (tj. svaka tacka u jezgru je na jednakom potencijalu),
tako da je maksimalna razlika potencijala podeljena na dva suprotna pola membrane.
Stoga se razlika potencijala [A@mem] Na ova dva mesta duz membrane moze prikazati
jednacinom (Sale i Hamilton, 1968):

3

A(Pmem =— a'E (17&)
2

Prema Neumann-u (1992), za sferne celije pre¢nika a >> d, vrednost za
indukovanu razliku transmembranskog potencijala je data u jednacini:
3
AQmem =—— f(k)a E cos a (17b)

2
gde je: [Apmem] — razlika transmembranskog potencijala (V);

[f(\)] - faktor provodljivosti; [o] - ugao izmedu posmatranog mesta celijske

membrane i smera vektora E.

Indukovani transmembranski napon je maksimalan na polovima ¢elije, gde se
vektor poklapa s pravcem polja elektri¢ne energije, odnosno gde je o = 0° ili a = 180°
(fj. cos a = +1). Faktor f(A) je eksplicitna funkcija elektricnog konduktiviteta
suspenzije medijuma, plazme i ¢elijske membrane [Av]. Medutim, ako se Ay nalazi u
rasponu od nekoliko nS/m kod netaknute membrane, tada dostize vrednost 1,
nezavisno od elektricne provodljivosti suspenzije medijuma (Heinz i sar., 2002;
Neumann, 1992). Takode, vazno je istaci da, prema definiciji Maxwell-a (E = -Aog),
elektri¢ni potencijal za pozitivne jone opada u smeru vektora spoljnog polja (slika 11),

¢ime se objasnjava negativan predznak u jednacini 17b (Neumann, 1992).
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Slika 11. Indukcija transmembranskog potencijala [A¢] u éeliji izloZenoj spoljnom
elektricnom polju (Grahl i Markl, 1996)

Sale i Hamilton (1968) su ispitivali uticaj visokih amplituda elektri¢nog polja
na mikroorganizmime i ustanovili obrnut odnos izmedu veli¢ine celije i jadine
elektriénog polja, §to znaci da je jacina polja potrebna za ostecenje odredene celije
obrnuto proporcionalna pre¢niku te ¢elije. Efikasnost PEP tretmana takode zavisi od

roda, vrste, pa ¢ak i soja mikroorganizma (MacGregor i sar., 2000).

Zapravo, mehanizam inaktivacije mikroorganizama PEP tretmanom nije u
potpunosti razjasnjen (Weaver i Chizmadzev, 1996; Wouters i sar., 2001b). Veruje se
da je u pitanju fizicki odgovor ¢elije na izlozenost visokom elektricnom naponu
(Calderon-Miranda i sar., 1999). Jedno od objasnjenja za baktericidan efekat
pulsiraju¢ih elektriénih polja je teorija dielektri¢nog sloma (Zimmermann i sar.,
1976). Kada se celija tretira pulsevima elektricnog polja, dovoljno visokog napona da
bi izazvali transmembranski potencijal kroz ¢elijsku membranu u kratkom vremenu,
tada nastaje "dielektriéni slom™ u membrani i dolazi do stvaranja pora (Qin i sar.,
1995a). Ako je BLM, izlozena elektri¢nim pulsevima visokog intenziteta, privremeno
destabilizovana u odredenim delovima celije, tada se ovaj fenomen naziva
elektroporacija. Tokom perioda destabilizacije, celijska membrana je vrlo
propustljiva za spoljne molekule prisutne u medijumu (Chang i sar., 1992). Jedna od

osnovnih posledica elektroporacije je drastiéno povecanje propustljivosti, koje se
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naziva elektropermeabilizacija, koja u nekim sluajevima moze dovesti do
mehani¢kog pucanja Celijske membrane (Weaver i Chizmadzev, 1996).
Elektropermeabilizacija moze biti reverzibilna ili ireverzibilna, u zavisnosti od
stadijuma promena membrane (Wouters i sar., 2001b). Veli¢ina elektri¢no izazvanih
pora u celijskoj membrani zavisi od jaCine primijenjenog elektricnog polja i broja
pulseva. Male pore se oporavljaju nakon uklanjanja elektricnog polja, ali kada je
veli¢ina pora ili njihov broj znatno ve¢i u odnosu na celu povrSinu membrane, tada
dolazi do pucanja i razaranja membrane, §to predstavlja nepovratnu strukturnu
promenu (Qin i sar., 1995a). Nesposobnost celijske membrane da funkcionise
pravilno i regulise prenos elektrona, koji kontrolise ulaz i izlaz malih molekula, moze
dovesti do inaktivacije mikroorganizma (Hamilton i Sale, 1967). Oste¢ena celijska
membrana omoguc¢ava isticanje intracelularnog sadrzaja, §to dovodi do gubitka
metabolicke aktivnosti ¢elije. Mikrobne ¢elije koje su izgubile sposobnost rasta i
deobe u hranjivoj podlozi, smatraju se inaktivisanim (Jeyamkondan i sar., 1999).
Medutim, jo$ uvek nije utvrdeno da li smrt ¢elije nastupa usled brzog pucanja ¢elijske
membrane ili zbog hemijskog stresa povezanog s transportom molekula (Wouters i
sar., 2001b).

Mnogi autori su proucavali inaktivaciju truleznih i patogenih bakterija,
kvasaca i plesni primenom PEP tehnologije (Hilsheger i sar., 1981; Pothakamury i
sar., 1995; Zhang i sar, 1995; Alvarez i sar., 2000; MacGregor i sar., 2000; Gomez i
sar., 2005; Ngyuen i Mittal, 2007). Zakljuc¢eno je da najvaznije faktore inaktivacije
predstavljaju jacina elektri¢énog polja i koli¢ina ulazne energije (broj pulseva), mada

su bitni faktori i duzina pulsa i temperatura (Wouters i sar., 1999).

Elektri¢no polje, koje se primenjuje za inaktivaciju mikroorganizama, moze
biti mono- i bipolarno, intenziteta u rasponu od 20-90 kV/cm. Oblik elektri¢nih
pulseva pokriva vreme porasta pulsa (u rasponu od 10-100 ns) i vreme duzine pulsa (u

rasponu od 100 ns do 2 s) (MacGregor i sar., 2000).

Hulsheger i sar. (1981) su otkrili da elektroliti sa dvovalentnim katjonima
(Ca®* i Mg®) mogu redukovati smrtonosni uticaj elektricnog polja smanjujuéi
osetljivost tretiranih celija. Dvovalentni kationi igraju odredenu ulogu u integritetu
bakterijske ¢elijske membrane (Asbell i Eagon, 1966), Sto moze biti jedan od razloga
njihovog zastitnog mehanizma protiv PEP tretmana. Takode je pokazano da PEP

tretman suspenzije ¢elija koja sadrzi jedinjenja hlorida (kao sto je NaCl) dovodi do
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nezeljenog elektrolitnog izdvajanja hlora, koji toksi¢no deluje na bakterije (Hilsheger
i Niemann, 1980). Stoga, pri koriStenju rastvora elektrolita, treba izbegavati upotrebu
jedinjenja koja sadrze hlor. S druge strane, ustanovljeno je da se otrovne hemikalije ne

stvaraju u elektrolitima koji sadrze jedinjenja fosfata i sulfata (Hulsheger i sar., 1981).

Mali broj autora su ispitivali uticaj PEP tretmana na ¢elije BMK. Jayaram i
sar. (1993) su proucavali prezivljavanje vrste Lb. brevis u suspenziji fosfatnog pufera
razli¢itih konduktiviteta nakon primene PEP tretmana i otkrili da je maksimalan
stepen inaktivacije ostvaren u puferu s najnizom prvodljivoséu (170 pS/cm), pri
dejstvu elektriénog polja amplitude od 25kV/cm i 150 pulseva duzine 160 ps. Naime,
niska provodljivost medijuma utice na povecan unos energije, jer omogucéava primenu
veéeg broja pulseva, ¢ime se povecava permeabilizacija membrane i potencijalno

ubrzava inaktivacija ¢elije.

Wouters i sar. (2001b) su posmatrali efekat elektricnog polja jacine 25 kV/cm
i duzine 2.3 ps na permeabilizaciju i inaktivaciju c¢elija laktobacila i otkrili da su ¢elije
Lb. fermentum bile otpornije od ¢elija Lb. plantarum (smanjenje za 0.3-log;o u odnosu
na 3.4-logyp jedinice), Sto ukazuje na to da razli¢ite bakterije imaju razli¢itu reakciju
na PEP tretman. Autori su takode zakljucili da faza rasta i kiselost medijuma takode
imaju uticaj na stepen inaktivacije bakterija. Celije koje su bile u niskom pH
okruzenju (tj. fosfatnom puferu pH 4.3) brzo su inaktivisane u odnosu na one u pH 6.8
medijumu, jer priliv H* protona izaziva permeabilizaciju ¢éelijske membrane. Pored
toga, pri istim uslovima PEP tretmana, vec¢i stepen inaktivacije nastaje kod ¢elija u

eksponencijalnoj nego onih u stacionarnoj fazi rasta.

Ulmer i sar. (2002) su proucavali mehanizme inaktivacije Lb. plantarum u
model sistemu piva, i to primenom PEP tretmana u kontinuiranom proto¢nom sistemu
I utvrdili da je vijabilnost ¢elija ostala nepromenjena pri dejstvu pulseva amplitude u
rasponu od 10-19 kV/cm i energetskom inputu od 17 kJ/kg, ali kada je primenjen veéi
unos energije (98 kJ/kg) povecanjem broja pulseva, broj zivih ¢elija se smanjio za 1
logio jedinicu nakon dejstva polja jacine 13.8 kV/cm. Pri ovom inputu energije,
metabolic¢ka aktivnost i integritet membrane celija Smanjeni su otprilike za isti stepen
kao prilikom primene termic¢kog tretmana (0dnosno za 95%). Sliéno smanjenje je

postignuto nakon PEP tretmana od 28.8 kV/cm i inputu energije >30 kJ/Kkg.
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Cueva i sar. (2009) su ispitivali uticaj PEP tretmana na Lb. acidophilus i otkrili
povecanje permeabilizacije ¢elija s pove¢anjem unosa energije, 0dnosno povecanjem
broja pulseva pri jacini polja od 25 kV/cm. Ipak, duze vreme tretmana ima slabije
dejstvo u odnosu na intenzitet elektri¢nog polja zbog duple logaritamske zavisnosti
izmedu stepena prezivljavanja mikroorganizama i vremena tretmana (jednacina 9)

(Hulsheger i sar., 1981).

Vecina autora se bavila istrazivanjem inaktivacije ¢elija pod dejstvom
pulsiraju¢ih elektri¢nih polja i vrlo je malo dostupnih informacija o reverzibilnim
strukturnim promenama ¢elija, koje nastaju u toku i posle PEP tretmana. U zavisnosti
od primenjene jacine elektri¢nog polja i broja pulseva, veli¢ina nastalih membranskih
pora bi mogla biti znac¢ajno veca u odnosu na celu povrsinu membrane, §to dovodi do
pucanja membrane i inaktivacije mikroorganizama. S druge strane, male pore se brzo

oporavljaju nakon uklanjanja elektricnog polja (Qin i sar., 1995a).

Pretpostavlja se da elektri¢ni pulsevi, koji uzrokuju transmembranski napon
BLM od najmanje 0.2V (ali naj¢es¢e u rasponu 0.5-1V), mogu stvoriti "primarne
membranske pore” s minimalnim radijusom od ~ 1 nm (Weaver, 2000). Za veéinu
¢elija i tkiva, vreme punjenja je reda veli¢ine Tpynjenja ~10° s, tako da ako je puls
znatno kra¢i od Tpunjenja, tada se moraju primeniti mnogo vec¢i pulsevi da bi se

prekoracio transmembranski napon od 0.5-1V (Weaver, 2000).

Mehanizam electroporacije se moze Kkoristiti za hibridizaciju celija i
elektrofuziju u genetskom inZenjerstvu i biotehnologiji (Chang i sar., 1992).
Elektri¢no polje niske jac¢ine i niskog energetskog inputa omogucava infuziju spoljnih
materija, kao §to su DNK i razni molekuli, u elektroporiranu ¢eliju ¢ija se membrana
oporavlja nakon prestanka dejstva elektriénog polja. Ova tehnika je osamdesetih
godina proslog veka pronasla primenu u unosenju DNK u eukariotske i prokariotske
¢elije (Chassy 1 Flickinger, 1987). Visoki napon elektricnog praZnjenja kroz
suspenziju ¢elija uzrokuje prolazne pore na ¢elijskoj membrani kroz koju DNK lako
prolazi. Chassy i Flickinger (1987) su uspesno izvrsili direktan unos (tzv. transfekciju)
plazmida DNK izolovanog iz sojeva E. coli u elektroporirane celije Lb. casei, tretirane
jednim pulsom jac¢ine 5 kV/cm i kapaciteta kondenzatora od 25 pF. Utvrdeno je da su
dati uslovi optimalni za proces transfekcije, ¢ak iako je stepen prezivljavanja celija
bio svega oko 50%. Pri naponu od 6.75 kV/cm, stepen prezivljavanja je bio vedi, ali

transfekcija nije uocena. Ubacivanje plazmida DNK u ¢elije Lb. casei, koje su -
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galaktozidaza-negativne, vrSeno je kako bi se izvrSila njihova transformacija u p-
galaktozidaza-pozitivne Celije, pri ¢emu je efekat bio 10 transformanata/ug DNK
(Chassy, 1987; Chassy i Flickinger, 1987). Medutim, efikasnost transformacije
laktobacila varira u §irokom rasponu od 10%-10’ transformanata/ug DNK, usled
velikog diverziteta unutar samog roda, koji obuhvata vise od 60 vrlo razli¢itih vrsta
(Aukrust i sar., 1995).

Tekle i sar. (1990) su otkrili da efekat elektri¢nog polja na strukturu membrane
je poziciono-zavisan u odnosu na povrsinu cCelije, gde simetrina permeabilizacija
éelijske membrane nastaje jedino pod dejstvom bipolarne naizmenicne struje. Celijska
membrana postaje permeabilna jedino na onoj strani hemisfere koja je okrenuta prema
dejstvu elektricnog polja, bilo da se radi o primeni unipolarne naizmenicne struje ili
pravougaonih pulseva jednosmerne struje. To je zato Sto potencijal mirovanja [Agg]
ima obi¢no negativnu vrednost, pa je transmembranski potencijal i stepen formiranja
pora vec¢i na hemisferi okrenutoj ka anodi (Saulis, 1993). Transmembranski potencijal
moze se posmatrati bojenjem celijske membrane tzv. napon-senzitivnim bojama, pa
kad se primeni elektricno polje, intenzitet fluorescencije se povecava na strani
pozitivne elektrode, dok se na strani negativne elektrode smanjuje (Chang i sar.,
1992).

2.4.2.1. Formiranje pora

Hipoteti¢ki, prva faza electroporacije je formiranje malih hidrofobnih pora u
lipidnom matriksu koje kratko traju (slika 12a). Postojanje hidrofobnih pora zavisi od
njihove energije i prec¢nika. Kada pore dostignu kriticnu veli¢inu, tada nastaje
preusmeravanje lipida tako S§to formiraju zid i pore postaju hidrofilne (slika 12b)
(Glaser i sar, 1988; Weaver, 2000).

mmomn i g
T T R

Slika 12. Hipoteticki prikaz strukturne promene dvoslojne lipidne membrane (Glaser i sar.,
1988)
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Formiranje hidrofilnih pora bazira se na promenama kroz koje mnogobrojne
hidrofobne pore prolaze (Weaver, 2000). Proces nastanka hidrofilnih pora u BLM se
moze odvijati vrlo brzo, a smatra se da je ekspanzija ovih pora uzrok elektroporacije
(Saulis, 2010). Hidrofobne pore su metastabilne 1 nestaju u mnogo duzem
vremenskom intervalu (Gesto >1 s) od vremena svog nastanka (~10°s), dok hidrofilne

pore mogu trajati nekoliko minuta do nekoliko sati (Weaver, 2000; Saulis, 2010).

Chang i sar. (1992) su utvrdili da veli¢ina otvora pora membrane varira od 20
do 120 nm. Razvoj elektro-pora je dinami¢an proces i moze se podeliti u tri faze. Prva
faza nastaje u prvih nekoliko milisekundi nakon primene pulsa, gde se formiraju vrlo
male pocetne pore (<2 nm), ali one se u nekoliko milisekundi brzo $ire na 20-40 nm.
U drugoj fazi, koja traje od nekoliko milisekundi do nekoliko sekundi, pore se
uvecéavaju dostizu¢i 20-100 nm, a struktura im postaje relativno stabilna. Treca faza
obuhvata proces rekuperacije pora i njihov pre¢nik se vremenom smanjuje (u trajanju
od jedne sekunde do nekoliko minuta). S obzirom na to da su prolazne elektropore
dovoljno velike (20-120 nm), to omogucava prolazak ve¢ih molekula kroz c¢elijsku
membranu. Time se moze objasniti i prolaz molekula DNK, ¢ija duzina moze biti
nekoliko mikrometara, a Sirina vise od 6 nm. Stoga se stepen elektroporacije celijske
membrane moze pratiti uz pomo¢ test molekula koji su manji od najmanjih pora, kao
$to su joni K¥, Na*, Rb™ i TI" (pre¢nika u rasponu od 0.16-0.33 nm) ili nesto veci
molekuli pre¢nika u rasponu od 0.40-0.60 nm, kao $to su manitol (molekulska tezina
Mw = 182.17 Da), saharoza (Mw = 342.3 Da), kalcein (Mw = 623 Da), propidium
jodid (Mw = 660 Da) (Saulis, 2010; Saulis i sar., 2007) ili ¢ak i ve¢i molekuli kao
tripan-plavo (Mw = 960.8 Da) (Escande-Géraud i sar., 1988; Wang i Lu, 2006),
otvoreno-plavo (Mw = 992.8 Da) (Gabriel i Teissié, 1995) i bleomicin (Mw = 1450
Da) pre¢nika od oko 0.8 nm (Saulis i sar., 2007).

Dokazano je da tokom primene elektricnih pulseva, celije teze ka stabilnom
stanju, pa se na jednoj hemisferi formira manji broj vec¢ih pora, dok na drugoj
hemisferi nastaje vec¢i broj manjih pora (Saulis, 1993). Stoga manji joni i molekuli,
kao Sto su joni kalcijuma i molekul etidium bromida (Mw = 394.3 Da) pretezno mogu
u¢i kroz anodnu hemisferu, dok ve¢i molekuli kao propidium jodid i etidium
homodimer-1 (Mw = 856.77 Da) mogu uéi kroz katodni deo hemisfere, $to je
prikazano na slici 13 (Tekle i sar., 1994)
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Slika 13. Prikaz transporta molekula razlicite veli¢ine kroz plazma membranu

electropermeabilizovanih celija jajnika kineskog Arcka (Tekle i sar., 1994)

lako prenos nekih molekula i jona unutar ili izvan ¢elije tokom dejstva
elektricnog pulsa postoji, veci deo transporta se ipak javlja nakon PEP tretmana
(Saulis i Pranevigiute, 2005, Saulis, 2010). Celije mogu ostati vijabilne nakon
elektroporacije, zbog sposobnosti pora da se oporave (Saulis, 2010). Medutim, u
odnosu na formiranje pora, oporavak membrane (odn. ponovno zatvaranje pora) je
spor proces i u mnogome zavisi od temperature sredine (Weaver, 2000). Neke pore
ostaju otvorene u duzem vremenskom periodu, pri ¢emu joni i molekuli nastavljaju da
prolaze kroz celijsku membranu (Weaver i Barnett, 1992). Dakle, biohemijski
dishalans zapravo uti¢e na to da li ¢e Celija preziveti ili biti ireverzibilno stresirana i
inaktivisana, sto dovodi do smrti (Weaver, 2000). Pokazano je da umereno povecanje
temperature sa 30°C na 37° C olaksava oporavak pora i sprecava smrt celije, dok
inkubacija pri niskim temperaturama (4 - 10°C) stabilizuje pore, ¢ime se povecava

moguénost smrti ¢elije (Saulis i Wouters, 2007).

U poredenju sa Na* jonima, bakterijske ¢elije aktivno akumuliraju K* jone,
tako da celija obiluje ovim kationima. To je zato Sto su joni kalijuma vazni za sintezu
proteina, §to je moguc¢e samo u medijumu u kojem preovladavaju K* i Mg**, ali ne i
Na® joni. S obzirom na to da je odredivanje koncentracije jona unutar éelije
komplikovano, to je lakSe meriti oslobadanje jona iz ¢elije (Saulis i sar., 2007). Zbog
visoke koncentracije kalijumovih jona, njihov gubitak se najces¢e odreduje. Jedna
grupa autora je uspesno determinisala elektroporaciju ¢elijske membrane pomocu
mini kalijum-selektivne elektrode, pogodne za male koli¢ine uzorka (50-100ul)
(Saulis i Praneviciute, 2005; Saulis i sar., 2007). Osim potenciometrijskog merenja
pomocu jon-selektivnih elektroda, nekoliko razli¢itih tehnika se moze koristiti za
odredivanje K* jona u suspenziji éelija, kao $to su emisiona plamena fotometrija,

upotreba fluorescentnih indikatora i radioizotopskih markera (Saulis i sar., 2007).

67



Permeabilizacija membrane se takode moze proucavati pomocu proto¢ne
citometrije (eng. Flow Cytometric measurement FCM) merenjem unosa
fluorescentnih DNK-vezujuéih boja kao $to je propidium jodid (PI), koji ne mogu
pro¢i kroz netaknutu membranu. Pl je mali hidrofilni molekul koji moze biti dobar
pokazatelj integriteta ¢elijske membrane, te se upotrebljava za detekciju mrtvih celija.
Nakon prodiranja kroz o$te¢cenu membranu mrtve celije, Pl se vezuje za DNK i
povecava fluorescenciju, koja se moze pratiti pomo¢u FCM tehnike (Wouters i sar.,
2001b).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Sveobuhvatan cilj istrazivanja je da se odredi u kom stepenu pulsirajuca
elekrticna polja uticu na rast i aktivnost celija autohtonog soja Lactobacillus
plantarum 564. Osnovni cilj je da se ispitaju procesni parametri PEP tretmana koji ¢e
potencijalno dovesti do reverzibilne elektroporacije celijske membrane, uz
pretpostavku da ¢e ovakvi tretmani pozitivno uticati na rast i razvoj ispitivanih celija
Lactobacillus plantarum 564. U te svrhe primenjivace se PEP tretmani Sa inputom
energije ispod 13 J/cm®. S druge strane je neophodno odrediti procesne parametre koji
dovode do stresa ¢elija sa ciljem postizanja Sto veceg stepena inaktivacije, pri ¢emu ¢e

energija primenjenih pulseva iznositi iznad 30 J/cm?®.

Sledeci stepen istrazivanja je da se ispita efekat primenjenih PEP tretmana na
rast prezivelih celija laktobacila, kroz pracenje ukupnog broja ¢elija i njihove
acidifikacione sposobnosti, kao 1 kalorimetrijskim merenjem njihove metabolicke
aktivnosti tokom inkubacije u MRS bujonu na 37°C. Time bi se dokazalo prisustvo
sub-populacije perzistera u okviru iste populacije, koja pokazuje otpornost na stres

izazvan dejstvom pulsirajucih elektri¢nih polja.

Nakon ustanovljenog prisustva perzistera, potrebno je ispitati ponasanje
prezivele populacije nakon ponovne primene istih procesnih parametara, kako bi se
ispitala otpornost prezivele populacije na dodatne PEP tretmane. Ispitivanje stepena
otpornosti prezivele populacije vrSi¢e se pracenjem odavanja toplote tokom rasta
putem izotermalne kalorimetrije, kao i odredivanjem ukupnog broja kolonija i njihove

acidifikacione aktivnosti u toku 24 sata inkubacije na 37°C.

Ova istrazivanja takode imaju za cilj da se ispita uticaj pulsiraju¢ih elektri¢nih
polja na potencijalne probiotske osobine ispitivanih laktobacila. S tim u vezi izvrSice
se testiranje na odredene probiotske kriterijume, kao S$to je sposobnost rasta
laktobacila u gastrointestinalnim uslovima, koja ¢e se pratiti kroz ispitivanje
tolerantnostii na niske pH sredine (pH 2.0) uz prisustvo pepsina, a potom i otpornosti
tretiranih ¢elija na prisustvo zucnih soli i pankreatina, uz pretpostavku da povecana
otpornost na stres moze dovesti do poboljsanja potencijalnih probiotskih

karakteristika ispitivanog soja Lb. plantarum 564. Takode ¢e se pratiti rezistentnost
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netretiranih i PEP tretiranih celija na Sirok spektrar raznih antibiotika, kao i

antimikrobna aktivnost ispitivanih laktobacila.

Na kraju istrazivanja oCekuje se da ¢e dobijeni rezultati dovesti do boljeg
razumevanja efekta PEP tretmana na cCelije ispitivanih laktobacila, kao i primene istog
u prehrambenoj industriji. Ukoliko se primenjeni tretmani pokazu kao uspe$ni U
procesnim tehnologijama baziranim na upotrebi bakterija mle¢ne kiseline, metabolicki
efekti nastali primenom PEP tretmana mogu biti primenjivani u prehrambenoj
industriji kao Sto je industrija mleka, kroz nacin ubrzanja procesa zrenja sireva

upotrebom tretiranih laktobacila kao dopunskih kultura.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Priprema kulture BMK

Eksperimenti su vrSeni na soju Lactobacillus plantarum 564, izolovanom iz
autohtonog Sjenickog belog sira u salamuri (Radulovi¢, 2007). Ovaj selekcionisani
autohtoni soj karakteriSe dobra proteilitiCka sposobnost, a pokazao je i najbolja
senzorna svojstva u proizvodnji fermentisanih kobasica i belih sireva u salamuri, te
kao takav poseduje veliki potencijal, sto mu omoguéava upotrebu kao starter ili

dopunske tzv. ,,adjunct” kulure u prehrambenoj industriji (neobjavljeni podaci).

Polazna kultura je ¢uvana na -80°C u De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) bujonu
(Oxoid Ltd, Basingstoke, Engleska) sa 20% (v/v) glicerola, prethodno sterilisanom u
autoklavu na 121°C, 15 min. Od polazne kulture su pravljene radne tzv. ,stok*
kulture. Priprema radne kulture podrazumeva aktivaciju polazne kulture prethodnim
otapanjem na sobnoj temperaturi i inokulacijom 50 ul inokuluma u 10 ml MRS
bujona (§to odgovara ukupnom broju éelija od 10” cfu/ml). Kultura je inkubirana na
37°C preko no¢i, a potom ponovo inokulisana u MRS bujon. Nakon trodnevne
propagacije, 1 ml aktivirane kulture je inokulisan u 9 ml MRS bujona sa 15% (v/v)

glicerola i skladisten u sterilnim kivetama (1.5 ml) na -20°C.

Aktivacija radne kulture je vrSena na isti nacin kao i aktivacija polazne
kulture. Nakon trodnevne propagacije, kultura je inkubirana 18 h na 37°C pre svakog

ogleda.

4.2. Odredivanje ukupnog broja ¢elija laktobacila

Ukupan broj ¢elija bakterija Lb. plantarum 564 odredivan je indirektnom
metodom po Kohu (Radulovi¢ i Petrusi¢, 2011). Kontrolni i PEP tretirani uzorci su
inokulisani u MRS bujon (do finalne koncentracije od 0.5% (v/v), §to odgovara
ukupnom broju éelija od 107 cfu/ml) i inkubirani na 37°C. Nakon 2h, kao i u ostalim
vremenskim intervalima, bujonska kultura je podvrgnuta serijom razblazenja u 0.1%
(w/v) pepton-fizioloskom rastvoru (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK), a potom je 1 ml
suspenzije celija iz odgovarajuceg razblazenja prenet u Petri posudu i preliven i
pomesan sa 10 ml MRS agara. Nakon inkubacije u trajanju od 48 h na 37°C u

anaerobnim uslovima (gas-pak sistem Oxoid Ltd., Kembridz, UK) izvrSeno je
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brojanje kolonija (eng. Colony forming units — cfu). Pretpostavlja se da je svaka
kolonija nastala umnozavanjem jedne Celije, a dati broj kolonija predstavlja srednju

vrednost dobijenu brojanjem razli¢itih razblazenja iz tri Petri posude.

Sastav MRS podloge dat je u tabeli P1 u prilogu.

4.3. Odredivanje opti¢ke gustine

Merenje opticke gustine (eng. Optical Density — OD) inokulisanog MRS
bujona vrseno je na talasnoj duzini od 600 nm (ODgy) Uz pomoé spektrofotometra
Hitachi U-1500 (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) aktiviranjem Vis (tungsten-iodide)

lampe za vidno podrucje. Vrednost ODggp Cistog MRS bujona je koris¢ena kao blank.

4.4. Merenje pH i titracione kiselosti

Merenje pH inokulisanog medijuma vrseno je direktnim merenjem uz pomo¢
pH-metra (PHM 210, Meter Lab).

Titraciona kiselost je odredivana titracijom uzoraka sa 0.1M NaOH do pH 8.3,
pri kojoj indikator fenolftalein menja boju iz bezbojne u svetlo roze. S obzirom na to
da je 1 ml utrosene baze jednak 0.1% mle¢ne kiseline, rezultati su izrazeni u vidu %

mlecne kiseline, koji je dobijen mnozenjem broja mililitara utroSene baze sa 0.1

(Olson, 1990).

4.5. Acidogena aktivnost

Sposobnost  produkcije mle¢ne kiseline ispitivanog soja pracdena je
zasejavanjem 1 ml bujonske kulture u 100 ml 10% rekonstituisanog obranog mleka
(ROM), prethodno sterilisanog na 105°C, 7 min. Inkubacija je vrsena na 37°C u toku
24 sata, a pH je pracen uz pomoé¢ pH-metra (PHM 210, Meter Lab) u slede¢im

vremenskim intevalima: nakon 2, 4, 6, 8 i 24h.

Utvrdivanje stepena postacidifikacije je izvrseno merenjem pH vrednosti
nakon 48h i 72h inkubacije na 37°C.

Ispitivanje acidifikacione sposobnosti soja Lb. plantarum 564 u 10%

rekonstituisanom obranom mleku tokom inkubacije na 37°C takode je vrSeno
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titracijom 20 ml inokulisanog ROM sa 0.1M NaOH do pH 8.3. Acidifikaciona
sposobnost pomenutog soja u MRS bujonu inkubiranom na istoj temperaturi odredena
je titracijom 10 ml inokulisanog MRS bujona (modifikovana metoda AOAC, 1995) sa
0.1M NaOH do pH 8.3. Rezultati su izrazeni u % mlecne kiseline u datoj zapremini

uzorka.

4.6. Sposobnost rasta nakon tretiranja povisenim temperaturama

Bujonska kultura Lb. plantarum 564 je nakon 4 h inkubacije na 37°C preneta u
uske staklene epruvete (zapremine 5 ml) i tretirana slede¢im termickim tretmanima:
45°C, 30s; 60°C, 90s i 80°C, 270s. Epruvete su potom momentalno prenete u hladnu
vodu, a nakon hladenja, kultura je inokulisana u MRS bujon i inkubirana na 37°C u
toku 24h. Rast prezivelih ¢elija je pra¢en merenjem OD i pH vrednosti nakon 2h, 4h,
6h i 24h inkubacije.

Takode je vrSeno proucavanje permeabilizacije termicki tretiranih ¢elija i to
tako $to je u bujonsku kulturu dodato 0.5 pg/ml fluoroscentne DNK-vezujuée boje
propidijum jodid (PI), a nakon izvrSenog tretmana vrSeno je posmatranje unosa Pl
pomocu mikroskopa Olimpus BX50, Japan pri uvecanju 1000x. Za eksperiment je
koriS¢en prethodno pripremljen rastvor PI u koncentraciji 20 pg/ml, koji je cuvan na
4°C.

4.7. Tretman pulsirajué¢im elektri¢nim poljima

Celije soja Lb. plantarum 564 su tretirane pulsirajuéim elektriénim poljima
(PEP) u mid-eksponencijalnoj fazi rasta, odnosno 4h nakon inokulacije i inkubacije u
MRS bujonu na 37°C. Suspenzija ¢elija je razredena sa sterilnom destilovanom
vodom u odnosu 1:10 na sobnoj temperaturi, s ciljem da se smanji konduktivitet
medijuma, kako bi se postigao veci intenzitet elektricnog polja kroz kivetu. Potom je
148 ul preneto u sterilne kivete za elektroporaciju (tzv. EP Kkivete), ¢iji je otvor
promera 1 mm (EP-104, Cell Projects, Harrietcham Kent, UK), tako da suspenzija
popuni ceo otvor unutar kivete. Koncentracija ¢elija u razblazenoj suspenziji je

iznosila ~8.6 E6 cfu/ml, a konduktivitet je iznosio ~1.3 mS/cm.

Elektri¢ni pulsevi su generisani u CEPT puls generatoru (Arc Aroma Pure,

Lund, Svedska), a primena PEP tretmana je pra¢ena na digitalnom osciloskopu (Fluke
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123, Vasington, SAD), koji je povezan za sistem i detektuje primenu pulsa kroz
uzorak. Suspenzija ¢elija je tretirana monopolarnim pravougaonim pulsevima razlicite
jacine elektricnog polja i razli¢itog broja pulseva. Primenjeni PEP tretmani su
prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1. PEP tretmani suspenzije bakterija Lb. plantarum 564

Tretman E (kV/cm)* n T (ps) Q (Jlemd)
Ay 45 10 50 1.33
Ao 9.1 10 50 55
Az 13.6 10 50 12.2
B, 22.9 10 50 34.6
Ci 31.6 10 50 65.8
D, 31.6 100 500 658.1

* [E] — jacina elektricnog polja; [n] — broj pulseva; [T] — vreme tretmana; [Q] - specifi¢na
energija, izracunata prema formuli (Dejmek i Tragardh, 1994):

Q=FE’cT (18)
gde je: [Q] — input energije po zapremini materijala (J/cm3); [o] — konduktivitet materijala

(S/m).
Duzina svakog pulsa iznosila je 5 us, a vremenski interval izmedu svakog

pulsa je bio 10 ms, §to odgovara frekvenciji od 100 Hz.

Pored standardnih PEP tretmana, na tretiranim uzorcima By, C; i D; izvrseni
su ponovni PEP tretmani, tako $to je suspenzija tretiranih ¢elija nakon prvog tretmana
inkubirana u MRS bujonu preko no¢i na 37°C, a potom je inokulisana u MRS bujon
sa 15% glicerola (1 ml kulture u 9 ml MRS) i zamrznuta na -20°C do daljeg tretiranja.
Nakon otapanja kulture na sobnoj temperaturi, izvrSena je aktivacija na na¢in opisan u
poglavlju 4.1. Aktivirana kultura je u mid-eksponencijalnoj fazi tretretirana istim PEP

uslovima, ¢ineci tretmane By, C; i D, (Tabela 2).

Tabela 2. PEP re-tretmani suspenzije bakterija Lb. plantarum 564

Prethodni

Re-tretman | ° %~ | E (kV/cm) n T (ps) Q (J/em?)
B, B, 22.9 10 50 34.6
C, C, 31.6 10 50 65.8
D, D, 31.6 100 500 658.1

* PEP re-tretirani uzorci; E — jacina elektriénog polja; n — broj pulseva; T — vreme trajanja
pulsa; Q — koli¢ina energije.
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Kontrolni uzorci (O) predstavljaju suspenziju ¢elija smestenu u sterilne EP

kivete i tretiranu sa 0 k\/cm.

Nakon PEP tretmana, tretirane ¢elije su inokulisane u MRS bujon do finalne
koncentracije 0.5% (v/v) (po 100 ul u epruvete sa 3 ml MRS bujona) i inkubirane na
37°C u toku 24 sata.

4.8. Analize primenom izotermalne kalorimetrije

Stepen oslobadanja toplote tokom razvoja bakterija, prethodno tretiranih
razli¢itim PEP tretmanima, kontinuirano je prac¢en putem TAM Air izotermalnog
kalorimetra (Thermometric AB, Jafrélla, Svedska), kao $to su opisali Rocculi i sar.
(2007). Osetljivost (preciznost) kalorimetra iznosila je £10 pW (Wadso, 2005).
Toplotna energija, koju uzorak emituje, detektovana je putem senzora za protok

toplote, koji su locirani ispod svakog lezista za ampule.

Nakon primenjenog PEP tretmana, uzorci su preneti u ampule sa 10 ml MRS
bujona do finalne koncentracije 0.5% (v/v), hermeticki zaptiveni i inkubirani 30 min u
termostatu na 37°C. Potom su preneti u kalorimetar, koji sadrzi 8 mesta, od kojih su
prva dva mesta rezervisana za kontrolnu probu (ampule sa MRS bujonom), a ostala
mesta su popunjena netretiranim (kontrolni uzorci ,,0) i PEP tretiranim bakterijskim
uzorcima. U naredna 24 sata pracen je stepen odavanja toplote tokom razvoja
bakterija na 37°C u svakoj ampuli, gde su za svaki tretman postavljeni uzorci u dva
paralelna ponavljanja. Etalon za svako mesto u kalorimetru bile su ampule napunjene
destilovanom vodom i termostatirane na 37°C u toku 24 h pre i posle ispitivanja.
Termalna snaga u funkciji vremena registrovana je u vidu grafikona, gde su u toku
svakog merenja o€itavane termalne krive za etalon, obelezene kao ,,bazi¢ne linije

(BL)*, kao i termalne krive za uzorke u MRS bujonu.

Izotermalna merenja protoka toplote su kompjuterski registrovana u vidu
voltaznog signala, emitovanog od strane toplotnog senzora, a odgovarajuce vrednosti

termalne snage se mogu izrac¢unati pomocu formule (19).
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(Us - UgL)
P=g — (19)
M

gde je: [P] — specificna termalna snaga po masi uzorka (mWI/Q); [e] —
koeficijent kalibracije kalorimetra; [Us] — voltazni signal uzorka u kalorimetru (mV);
[UgL] — voltazni signal koji odgovara detektovanim BL u kalorimetru (mV); [M] —

masa uzorka (g).

Kpoeficijenti kalibracije [€] su izracunati pomocu elektri¢nih kalibracija, koje
su vrSene na temperaturi od 37°C pomocu grejaca (100.0 Q preciznost rezistora)

smestenih u svako leziste u kalorimetru.

4.9. Odredivanje stepena preZivljavanja u gastrointestinalnim uslovima

Sposobnost prezivljavanja PEP tretiranih bakterija pra¢ena je primenom
modifikovane verzije gasto testa i testa prezivljavanja u duodenalnim uslovima
(Doleyeres i sar, 2004).

4.9.1. Pregivljavanje u uslovima Zeluca (Gastro test)

Za simuliranje zeluda¢nih sokova pripremljen je rastvor pepsina i to 0.3%
pepsina sa 0.5% NacCl, ¢iji je pH 2.0 podeSen uz pomo¢ 1M HCI i rastvor je filtriran
kroz sterilan mikrofilter (pre¢nik pora 0.1 pm). Prekonoc¢ne bujonske kulture
kontrolnih i PEP tretiranih bakterija su zasejane u peptonske rastvore pepsina (u
odnosu 1:10) i inkubirane 90 min u anaerobnim uslovima na 37°C. Potom je izvrSena
serija razblazenja u 0.1% (w/v) pepton-fizioloskom rastvoru i zasejavanje na MRS
agaru, a nakon inkubacije u toku 48h na 37°C u anaerobnim uslovima, odreden je broj

viabilnih ¢elija primenom ,,spot metode®. Eksperiment je vrsen u tri ponavljanja.

4.9.2. PreZivljavanje u duodenalnim uslovima

Uslovi u dvanaestopalaénom crevu simulirani su putem rastvora sa 0.4%
zucnih soli i 0.2% pankreatina. Prekono¢na bujonska kultura netretiranih, kao i PEP
tretiranih bakterija je zasejana u rastvor zucnih soli i pankreatina (u odnosu 1:10) i
inkubirana u anaerobnim uslovima na 37°C u toku 60 min. Potom je izvrSena serija

razblazenja u 0.1% (w/v) pepton-fizioloskom rastvoru i zasejavanje na MRS agaru, a
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nakon inkubacije u toku 48h na 37°C u anaerobnim uslovima odreden je broj

viabilnih ¢elija ,,spot metodom*. Eksperiment je izvrSen u tri ponavljanja.

4.10. Ispitivanje tolerantnosti na antibiotike

Rezistentnost bakterija na antibiotike je ispitivana na MRS agaru upotrebom
diskova sa 8 razlicitih antibiotika (Institut za virusologiju, vakcine i serume Torlak,
Beograd, Srbija). U petri Solje je sipano ~10 ml MRS agara, koji je nakon
o¢vrséavanja preliven sa 6 ml TOP MRS agara (koji sadrzi 0.6% agara i u Koji je
prethodno zasejano 0.2 ml PEP tretirane bakterijske kulture). Diskovi sa antibioticima
su postavljeni na vrh o¢vrslog agara i nakon inkubacije na 37°C u toku 24 h, meren je
pre¢nik (mm) zona inhibicije. Eksperiment je ponovljen i sa netretiranim (kontrolnim)

uzorcima, a sva ispitivanja su vrsena u dva ponavljanja.

4.11. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost netretiranih i PEP tretiranih bakterija Lb. plantarum
564 ispitivana je na patogenim sojevima slede¢ih mikroorganizama iz laboratorije
Tehnolosko-metalurskog fakulteta u Beogradu: Listeria monocytogenes IM2000,
Bacillus subtilis ATCC6633, Escherichia coli ATCC25922, Salmonella enteritidis
ATCC31806, Staphilococcus aereus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC5999 i Candida albricans ATCC10259.

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti primenjen je tzv. ,,SPOT test* sa
bikarbonatom (Bernet i sar., 1993), koji ukazuje na inhibitornu sposobnost odredenih
bakterija, koja se ogleda u sposobnosti kompeticije sa patogenim mikroorganizmima,

pri cemu prisutni bikarbonat eliminiSe dejstvo kiseline kao mogucéeg agensa inhibicije.

4.12. Statisticka obrada podataka

Rezultati dobijeni tokom istraZivanja statisticki su obradeni, a osnovne
karakteristike serija dobijenih podataka za ispitivana obelezja prikazane su preko
aritmeticke sredine (X), kao merila centralne tendencije osnovnog skupa. U ogledima

izvedenim u tri ili Cetiri ponavljanja, odstupanja pojedinih podataka u serijama od
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aritmeticke sredine, kao i jac¢ina njihove grupisanosti oko srednje vrednosti, prikazana

su preko mera varijacije: standardne devijacije (Sd) i koeficijenta varijacije (Cv).

Statisticka znacajnost je testirana analizom ANOVA upotrebom softvera
Statistica 6.0 PL za Windows (StatSoft Inc., Tulsa, USA), gde je primenjen FiSerov
LSD test.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Dinamika rasta soja Lb. plantarum 564

Bujonska kultura soja Lb. plantarum 564 je inkubirana na 37°C, a uzorkovanje
je vrSeno u slede¢im vremenskim intervalima: 0, 2, 4, 6, 8, 24, 48, 72 i 120h. Rast
ovih laktobacila pracen je odredivanjem ukupnog broja ¢elija, $to je prikazano u tabeli
3, a kriva rasta prikazuje proseénu logaritamsku vrednost ukupnog broja kolonija

(cfu) po mililitru u zavisnosti od vremena (grafik 1).

Tabela 3. Rast ¢elija soja Lb. plantarum 564 u toku inkubacije na 37°C u MRS bujonu

Broj cfu/ ml
Vreme (h) X X X8I (n=3) Cv
0 1.24E+07 2.10E+07 (1.64 £ 0.43) E+07° 26.51
2 3.20E+07 5.60E+07 (4.38 £ 1.20) E+07° 27.43
4 1.66E+08 4.18E+08 (3.17 £ 1.33) E+08 b 42.03
6 7.00E+08 9.27E+08 (8.17 £ 1.44) E+08° 13.91
8 2.46E+09 3.62E+09 (2.89 £ 0.64) E+09 d 22.10
24 4.20E+09 4.40E+09 (4.32 £ 0.10) E+09 d 2.41
48 2.20E+09 3.10E+09 (2.67 +0.45) E+09¢ 16.90
72 1.65E+09 2.07E+09 (1.85 + 0.21) E+09¢ 11.35
120 3.40E+07 4. 50E+07 (3.93 £ 0.55) E+07° 14.00

* Xsr — prose¢na vrednost + standardna devijacija; n - broj uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka
znacajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u indeksu (a, b, c, d)

10.00 -

9.50 A

9.00

8.50 A

2.00 -

Log cfu/ ml

7.50 4

7.00

Vreme (h)

Grafik 1. Kriva rasta Lb. plantarum 564 u toku inkubacije na 37°C u MRS bujonu
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Rast pomenutog soja je takode pracen merenjem OD vrednosti u datim

vremenskim odrednicama, $to je prikazano u Tabeli 4.

Tabela 4. Promene opticke gustine tokom inkubacije Lb. plantarum 564 u MRS
bujonu na 37°C

ODGOOnm
Vreme (h X8I (n=3) * Cv
( ) Xmin Xmax =3)
0 0.023 0.038 0.029 + 0.008? 26.48
2 0.057 0.086 0.073 £ 0.015? 20.15
4 0.578 0.686 0.615 + 0.061° 9.95
6 1.558 1.623 1.601 + 0.037° 2.33
8 2.399 2.732 2.558 + 0.167 ¢ 6.53
24 4.935 5.528 5.183 +0.308° 5.95

* Xsr — prosecna vrednost + standardna devijacija; n - broj uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka
znacajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u indeksu (a, b, ¢, d, e)

5.2. Acidogena aktivnost soja Lb. plantarum 564

Acidogena sposobnost datog soja, inokulisanog u prethodno sterilisano 10%
rekonstituisano obrano mleko (ROM) u koncentraciji od 1%, i inkubiranog na 37°C u
toku 72h, vrsena je merenjem pH nakon 0, 2, 4, 6, 24, 48 i 72h, §to je prikazano u
tabeli 5.

Tabela 5. Promene pH tokom inkubacije soja Lb. plantarum 564 u ROM na 37°C

pH rom *
Vreme (h) X X X8I (n=3) Cv
0 6.42 6.57 6.50 + 0.08% 1.16
2 6.31 6.41 6.35+0.06°" 0.87
4 6.21 6.29 6.26 +0.04"°¢ 0.67
6 6.15 6.25 6.21+0.05%¢ 0.85
24 6.04 6.19 6.12 +0.08¢ 1.23
48 5.94 6.01 5.98 +0.05°¢ 0.83
72 4.06 422 414+0.11° 2.73

* pHrom — pH rekonstituisanog obranog mleka; Xsr — prose¢na vrednost + standardna devijacija; n -
broj uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka znagajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima
u indeksu (a, b, c, d, e, f)

Titraciona kiselost u toku 48h inkubacije ispitivannog soja u ROM je takode
pracena, a broj utroSenih mililitara 0.1N NaOH za titraciju uzorka do pH 8.3, izraZen

preko % mlecne kiseline, prikazan je u tabeli 6.
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Tabela 6. Promene titracione Kkiselosti rekonstituisanog obranog mleka tokom
inkubacije soja Lb. plantarum 564 na 37°C

TK rom (% mleéne kiseline / 20 ml) *
Vreme (h) X X X8I (n=3) Cv
0 0.25 0.27 0.26 +0.01° 2.92
2 0.27 0.30 0.28+0.02° 5.47
4 0.28 0.31 0.30 +0.01°°¢ 4,55
6 0.29 0.31 0.30 +0.01°°¢ 3.37
8 0.30 0.32 0.31+0.01%¢ 4.64
24 0.30 0.33 0.32+0.02%¢ 4.70
48 0.32 0.34 0.33+0.01° 3.29

* TKrowm — titraciona kiselost 20 ml rekonstituisanog obranog mleka; Xsr — prose¢na vrednost +
standardna devijacija; n - broj uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka znacajnost uzoraka (p<0.05)
prikazana je malim slovima u indeksu (a, b, c, d)

S obzirom na to da je stepen acidifikacije u mleku bio vrlo nizak u toku prvih
48h, pracen je i rast bakterija u ROM na 37°C u toku 72, a broj ¢elija nakon 0, 24, 48 i
72h prikazan je u tabeli 7.

Tabela 7. Rast ¢elija soja Lb. plantarum 564 u toku inkubacije na 37°C u ROM

Broj cfu / ml
Vreme (h X8I (n=3) * Cv
( ) xmin xmax *=3)
0 3.04E+07 3.73E+07 (3.39 + 0.38) E+07° 11.08
24 4.80E+07 5.00E+07 (4.90 + 0.64) E+07° 13.00
48 3.60E+07 4.60E+07 (4.10 £ 0.62) E+07° 15.00
72 3.33E+07 4.37E+07 (3.85 +0.71) E+07° 18.37

* Xsr — prosecna vrednost + standardna devijacija; n - broj uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka
znacajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u indeksu (a, b)

Zbog vrlo niske acidogene aktivnosti soja Lb. plantarum 564 u ROM, pracen
je i stepen snizavanja pH u MRS bujonu u toku 48h inkubacije na 37°C, a
uzorkovanje je vrSeno nakon 0, 2, 4, 6, 8, 18, 24 i 48h (tabela 8).

Tabela 8. Promene pH u MRS bujonu tokom inkubacije Lb. plantarum 564 na 37°C

PH mrs *
Vreme (h) X X X8I (n=3) Cv
0 5.92 5.95 5.94 + 0.02° 0.29
2 5.87 5.89 5.88+0.01° 0.17
4 5.56 5.60 5.58 +0.02° 0.36
6 491 4.99 4.96 +0.04¢ 0.84
8 4.60 4.66 4.63+0.03° 0.65
18 412 421 4.16 +0.05" 1.10
24 3.98 4,01 3.99+0.02¢ 0.38
48 3.80 3.88 3.83+0.04" 1.14

* pHwmrs — PH vrednost MRS bujona; Xsr — prose¢na vrednost * standardna devijacija; n - broj
uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka znac¢ajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u
indeksu
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U tabeli 9 je prikazana dinamika titracione kisleosti inokulisanog MRS bujona
u toku 48h inkubacije na 37°C.

Tabela 9. Promene titracione kiselosti inokulisanog MRS bujona tokom inkubacije
soja Lb. plantarum 564 na 37°C

TK mrs (% mleéne kiseline / 10 ml) *
Vreme (h) X X X8I (n=3) Cv
0 0.42 0.45 0.44 +0.011° 2.60
2 0.47 0.49 0.48 + 0.011% 2.33
4 0.54 0.57 0.55 + 0.013° 2.29
6 0.77 0.78 0.77 + 0.005° 0.59
8 0.99 1.04 1.01 + 0.026" 2.53
24 1.86 1.89 1.88 + 0.023° 1.21
48 2.43 2.45 2.44 +0.018" 0.72

* TKurs — titraciona kiselost 10 ml MRS bujona; Xsr — prose¢na vrednost + standardna devijacija; n - broj
uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka znacajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u
indeksu

5.3. Sposobnost rasta nakon tretiranja poviSenim temperaturama

Ispitivanje sposobnosti rasta nakon tretiranja poviSenim temperaturama od
45°C, 60°C i 80°C u toku 30s, 90s i 270s respektivno, vrseno je merenjem ODgoonm
vrednosti inokulisane bujonske kulture 2, 4, 6 1 24h nakon tretmana, $to je prikazano u
tabeli 10. Pracen je i stepen snizavanja pH vrednosti inokulisanog MRS bujona u

datim vremenskim intervalima (grafik 2).

Inaktivacija termicki tretiranih celija posmatrana je takode mikroskopskim
putem, pri ¢emu je u inokulisan MRS bujon prethodno dodat propidijum jodid (PI).
Bujonska kultura je nakon tretmana mikroskopski posmatrana pri uve¢anju 1000x, $to

je prikazano na slici 14.
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Tabela 10. Promena opticke gustine tretiranih ¢elija Lb. plantarum 564 poviSenim

temperaturama u toku inkubacije u MRS bujonu na 37°C

ODGOOnm
Vreme (h) | Termicki tretman XSI (n=3) * Cv
Xmin Xmax
2 Kontrolni 0.063 0.079 0.069 + 0.009? 12.27
45°C, 30s 0.052 0.064 0.058 +0.006* 10.33
60°C, 90s 0.009 0.016 0.013 +0.004% 27.73
80°C, 270s 0.001 0.006 0.003 +0.003% 88.19
4 Kontrolni 0.576 0.662 0.624 +0.044° 7.03
45°C, 30s 0.593 0.637 0.618 +0.023° 3.68
60°C, 90s 0.009 0.018 0.014 +0.005% 32.73
80°C, 270s 0.003 0.008 0.005 + 0.003? 47.19
6 Kontrolni 1.871 1.903 1.883 +0.018°¢ 0.94
45°C, 30s 1.825 1.929 1.874 +0.052°¢ 2.79
60°C, 90s 0.017 0.029 0.022 + 0.006* 29.67
80°C, 270s 0.008 0.015 0.012 +0.004? 30.10
24 Kontrolni 4.470 4.827 4.646 +0.179° 3.84
45°C, 30s 4.365 5.118 4.667 +0.398¢ 8.53
60°C, 90s 3.777 4.179 3.993+0.203° 5.08
80°C, 270s 3.750 4.086 3.914 +0.168° 4.30

* Xsr — prosecna vrednost + standardna devijacija; n - broj uzoraka; Cv - koeficijent varijacije; statisticka
znacajnost uzoraka (p<0.05), izracunata putem faktorijalne ANOVA analize primenom FiSerovog testa,
prikazana je malim slovima u indeksu
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PH 5007
—m— 60°C, 90s
—a— 80°C, 270s
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K
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Grafik 2. Acidogena sposobnost Lb. plantarum 564 nakon termickog tretmana
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Slika 14. Atenuacija céelija Lb. plantarum 564 termickim tretmanima: a — normalno
osvetljenje; b — fluoroscentno osvetljenje; 1 — kontrolni uzorak; 2 — uzorak tretiran na 45°C,
30s; 3 - uzorak tretiran na 60°C, 90s; 4 - uzorak tretiran na 80°C, 270s




5.4. Tretiranje ¢elija Lb. plantarum 564 razli¢itim PEF tretmanima

Primenjeni PEF tretmani se mogu podeliti u sledece dve grupe:

- I grupa: Tretmani &ija je jagina elektriénog polja ispod 13 J/lcm®, a koji su

obelezeni sa A1, Az i As;

- 1I grupa: Tretmani &ija je jatina elektricnog polja iznad 30 J/cm?®, a koji su
obelezeni sa Bj, C; i Dy, kao i ponovni tzv. PEP re-tretmani prethodno

tretiranih Celija tretmanima By, C; i Dy, a koji su obelezeni sa B, C; i Da.

Netretirani (kontrolni) uzorci su obelezeni sa O.

5.4.1. Primena PEP tretmana energije < 13 J/cm®

U tabeli 11 je prikazan broj ¢elija soja Lb. plantarum 564 nakon PEP tretmana
¢ija je jacina elektri¢nog polja bila manja od 15 kV/cm, odnosno primenjena energija
niza od 15 J/em®. Uzorci su nakon tretmana inokulisani u MRS bujon i nakon 2 sata
inkubacije na 37°C odreden je broj kolonija. S obzirom na to da je na osnovu
prethodnih ispitivanja ustanovljeno da se ¢elije nalaze u lag fazi u toku prva 2 sata
nakon inokulacije, ova vremenska odrednica je bila najmerodavnija za ispitivanje
efekta primenjenih PEP tretmana neposredno nakon tretiranja. Naime, poslo se od
pretpostavke da celije nisu usle u fazu rasta, te da broj kolonija predstavlja finalni
efekat datog PEP tretmana.

Tabela 11. Efekat PEP tretmana energije < 15 J/cm® na broj kolonija soja Lb.
plantarum 564

logyo cfu / ml
*
PEF tretman X X, X8I (n=4) Cv
(0] 7.08 7.24 7.16 + 0.08% 1.05
A, 7.33 7.44 7.38+0.05°" 0.63
A, 7.24 7.31 7.28+0.03"°¢ 0.45
Az 7.17 7.27 7.22 +0.04%° 0.58

* O — kontrolni (netretirani) uzorak; A;, A, i As— uzorci tretirani PEP tretmanima primenjene energije
od 1.3,5.5i 12.2 J/em® respektivno; Xsr — prose¢na vrednost + standardna devijacija; n - broj uzoraka;
Cv - koeficijent varijacije; statisticka znacajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u indeksu

U cilju ispitivanja efekta datih PEP tretmana na rast i acidifikacionu
sposobnost tretiranih bakterija, merene su OD i pH vrednost nakon 2, 4 i 6 sati

inkubacije na 37°C, §to je graficki prikazano na grafikonima 3 i 4.
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Grafik 3. Promena OD vrednosti u toku 6 sati inkubacije ispitivanih laktobacila na 37°C u MRS bujonu
(O — kontrolni (netretirani) uzorak; A, A, i Az— uzorci tretirani PEP tretmanima primenjene energije
od 1.3, 5.5 i 12.2 J/cm? respektivno)
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Grafik 4. Acidifikaciona aktivnost PEP tretiranih bakterija u toku inkubacije na 37°C u MRS bujonu
(O — kontrolni (netretirani) uzorak; A;, A, i Az— uzorci tretirani PEP tretmanima primenjene energije
od 1.3, 5.5 12.2 J/cm? respektivno)
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5.4.2. Primena PEP tretmana energije > 30 J/cm®

U sledecoj fazi eksperimenta izvrSeni su PEP tretmani veceg intenziteta, sa
ciljem postizanja vecée redukcije ukupnog broja tretiranih ¢elija. S obzirom na to da su
tretmani energije ispod 15 J/cm® pokazali pozitivno dejstvo na rast i acidifikacionu
sposobnost bakterija, u narednoj fazi su primenjeni tretmani ¢ije su amplitude iznosile
22.9 kV/cm u trajanju od 50 ps, kao i amplitude od 31.6 kV/cm u trajanju od 50 i 500
us, §to odgovara energiji od 34.6, 65.8 i 658.1 J/lcm®, respektivno.

Efekat razli¢itih PEP tretmana na sposobnost prezivljavanja tretiranih celija
laktobacila prikazan je u tabeli 12, gde je merenje izvrSeno pre, kao i 2h nakon
tretmana, a rezultati su predstavljeni u vidu promene logaritamske vrednosti ukupnog

broja ¢elija po mililitru.

Tabela 12. Efekat PEP treatmana na stepen inactivacije ¢elija Lb. plantarum 564

Log,o cfu/ml ©

Energija

PEF treatman ® b °h Log redukcija
(Yem) Pre PEP posle PEP

(0] 0 6.94 +0.05 7.06 £ 0.06 0

B, 34.6 6.94 +0.05 6.26 + 0.05 0.7+0.1
C; 65.8 6.94 +0.05 5.07 £ 0.06 19+0.1
D, 658.1 6.94 +0.05 4,29 +0.02 2.7+0.04
B, 34.6 7.01 £0.03 6.36 + 0.05 0.6 £0.03
C, 65.8 6.97 +0.03 5.50 + 0.05 14+0.1
D, 658.1 6.98 +0.02 4,90+ 0.04 20+0.1

20 — kontrolni (netretirani) uzorak; A,, B1, C, i D; — uzorci tretirani PEF tretmanima primenjene
energije od 5.5, 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm?®, respektivno; ® Specifi¢na energija izratunata prema formuli
(18); © Srednja vrednost + STD (n=4)

Rast tretiranih celija nakon primenjenih PEP tretmana u toku 24 sata
inkubacije na 37°C u MRS bujonu prikazan je u tabeli 13, kao i na grafikonima 5 i 6,
pri ¢emu su merenja vrsena nakon 2, 4, 5.5, 7, 8,9, 11, 13, 15, 18 i 24 sata. S obzirom
na to da je u toku eksponencijalne faze primecen usporen rast netretiranih celija Lb.
plantarum 564 u periodu od 4 do 6 sati nakon inokulacije, uzorkovanje je umesto
nakon 6h vrieno nakon 5.5h. Pored tretmana energije > 30 Jicm®, izvrieno je i
pradenje rasta Celija tretiranih tretmanom od 5.5 Jlcm® (tretman A). Grafikon 5
prikazuje rast bakterija u toku 24 sata inkubacije na 37°C, izrazen kroz logaritamsku
vrednost broja kolonija (cfu) po mililitru, dok je merenje opticke gustine na talasnoj

duzini od 600 nm prikazano na grafikonu 6.
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Tabela 13. Rast Lb. plantarum 564 u MRS bujonu na 37°C nakon PEP tretmana

Vreme Log;o cfu / ml

*
PEP tretman uzorkovanja (h) Xmin Xmax XSt 1o Cv
0 2 7.08 7.24 7.16 + 0.08° 1.16
4 7.91 8.02 7.95+0.06°" 0.76
55 8.46 8.55 8.51+0.05° 0.56
7 8.73 8.88 8.80 + 0.08¢ 0.87
8 9.53 9.61 9.57 +£0.04° 0.42
9 9.81 0.88 9.85+0.04f 0.36
11 9.84 0.88 9.86 +0.02"9 0.21
13 9.87 9.90 9.89+0.02"9 0.15
15 9.89 9.93 9.91+0.02%9 0.21
18 9.92 9.94 9.93+0.01"9 0.10
24 9.91 9.96 9.94 +0.03¢ 0.27
A, 2 7.24 7.31 7.28+0.04" 0.50
4 7.97 8.11 8.02+0.08" 0.97
55 8.42 8.56 8.49 £ 0.07 %1 0.83
7 9.02 9.24 9.15 +0.12% 1.28
8 9.42 9.54 9.48 +0.06° 0.63
9 9.78 9.84 9.81+0.03f 0.31
11 9.86 9.89 9.88+0.02"¢ 0.46
13 9.89 9.91 9.90+0.01%9 0.16
15 9.90 9.92 9.91+0.01¢ 0.21
18 9.91 9.93 9.92+0.01°9 0.27
24 9.89 9.96 9.93+0.04 9 0.36
B, 2 6.19 6.30 6.26 +0.05" 0.80
4 6.89 6.98 6.93+0.05 0.68
5.5 7.92 7.97 7.95+0.02" 0.26
7 8.34 8.48 8.42 +0.07! 0.86
8 8.59 8.72 8.65 +0.07¢ 0.77
9 9.10 9.22 9.16 + 0.06 X 0.66
11 9.51 9.59 9.56 + 0.04° 0.46
13 9.59 9.62 9.61+0.02°%' 0.16
15 9.61 9.65 9.63+0.02°%' 0.21
18 9.66 9.71 9.68 + 0.03' 0.27
24 9.68 9.75 9.71+0.04' 0.39
C, 2 5.01 5.13 5.07 £0.06™ 1.09
4 5.56 5.69 5.64+0.07" 1.24
5.5 6.24 6.38 6.32+0.07" 1.14
7 7.42 7.54 7.48 +0.06° 0.80
8 7.97 8.04 8.01+0.04° 0.47
9 8.41 8.60 8.51+0.10° 1.13
11 8.59 8.69 8.65 + 0.05¢ 0.59
13 8.71 8.79 8.76 +0.04¢ 0.50
15 8.85 8.94 8.88 +0.05" 0.56
18 9.06 9.20 9.14 +0.07% 0.79
24 9.18 9.31 9.26 +0.07 ¢ 0.70
D, 2 4.27 4.31 4.29+0.02" 0.49
4 5.22 5.33 5.29 +0.06° 111
55 5.86 5.98 5.92 +0.06" 1.02
7 6.56 6.65 6.60 + 0.05" 0.68
8 7.21 7.33 7.27 +0.06" 0.83
9 8.08 8.16 8.12+0.04" 0.50
11 8.41 8.54 8.49 +0.07 %! 0.85
13 8.58 8.69 8.65 + 0.06 ¢ 0.68
15 8.69 8.78 8.74 +0.05¢ 0.52
18 8.88 9.09 8.99 +0.11% 1.17
24 9.08 9.17 9.13 +0.05% 0.50

* O — kontrolni (netretirani) uzorak; A, B;, C; i D; — uzorci tretirani PEF tretmanima primenjene
energije od 5.5, 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm?®, respektivno; Xsr — prosena vrednost + standardna devijacija;
n — broj uzoraka; Cv — koeficijent varijacije; statisticka znagajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim
slovima u indeksu
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Grafik 5. Rast PEP tretiranih bakterija u toku inkubacije na 37°C u MRS bujonu, pri cemu je
primenjena energija od: O — kontrolni (netretirani) uzorak; A — 5.5 J/cm®; B — 34.6 J/cm®; C — 65.8
Jlem®; D — 658.1 J/cm®
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Grafik 6. Rast PEP tretiranih bakterija u toku inkubacije na 37°C u MRS bujonu, prac¢ena merenjem
OD vrednosti na 600 nm, pri cemu je primenjena energija od: O — kontrolni (netretirani) uzorak; A —
5.5 J/cm®; B — 34.6 J/cm®; C — 65.8 J/cm®; D — 658.1 J/cm®
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Testiranje osetljivosti prezivele populacije nakon prvog PEP tretmana vrSeno
je tako $to je 100 pl suspenzije PEP tretiranih ¢elija inokulisano u 3 ml MRS bujona 1
inkubirano 24h na 37°C, a potom je 1 ml bujonske kulture zasejan u 9 ml MRS
bujona sa 15% glicerola (v/v) i zamrznuto na -20°C. Nakon odmrzavanja na sobnoj
temperaturi, uzorci su propagirani i tretirani kao $to je opisano u poglavlju Materijal i
metode rada, gde je inicijalna populacija od 7 logio cfu/ml izlozena ponovnom PEP

tretmanu iste jacine kao prilikom prvobitne primene istih.

Primena ponovnih tretmana, tzv. PEP re-tretmana izvrSena je nad tretiranim
uzorcima Bj, C; i Dy, pri ¢emu su primenjeni isti uslovi kao i u prethodnom tretmanu,
odnosno primenjena energija je iznosila 34.6, 65.8 i 658.1 Jicm®, §to predstavlja

tretmane B,, C, i Dy, respektivno.

U tabeli 14 je prikazana logaritamska vrednost ukupnog broja kolonija
netretiranih i PEP re-tretiranih ¢elija, kao i njihovih kontrolnih uzoraka (prethodno

tretiranih uzoraka B;, Cy i Dy).

Tabela 14. Efekat PEP re-tretmana > 30 J/cm®na broj kolonija soja Lb. plantarum 564

Uzorak Tretman | Vreme Logo cfu / ml Cv
(Jfenm) () Xmin Xmax XS n=ay*

(0] 0 2 7.08 7.24 7.15+0.07% 0.98
8 9.34 9.58 9.48 +0.10° 1.09

24 9.64 9.92 9.84 +0.13° 1.33

OB 0 2 6.98 7.13 7.07 £0.07%¢ 0.97
8 8.92 8.99 8.95+0.03° 0.35

24 9.75 9.89 9.82+0.06° 0.61

oC 0 2 6.96 7.08 7.00+0.06° 0.78
8 8.91 8.98 8.94+0.04° 0.40

24 9.81 9.86 9.84+0.02° 0.20

oD 0 2 6.98 7.14 7.06 +0.08° 1.16
8 8.89 8.94 8.91+0.02° 0.28

24 9.76 9.82 9.79+0.03°¢ 0.31

B, 34.6 2 6.30 6.39 6.36+0.05" 0.74
8 8.64 8.69 8.66 + 0.02°9 0.26

24 9.71 9.85 9.78+0.06° 0.60

C, 65.8 2 5.44 5.56 550 + 0.05h 0.95
8 8.38 8.44 8.41 +0.03' 0.36

24 9.46 9.61 9.54 + 0.06° 0.65

D, 658.1 2 4.85 4,93 4.90 +0.04/ 0.76
8 8.08 8.25 8.17 + 0.10% 1.17

24 9.39 9.52 9.46 + 0.05° 0.48

* O - kontrolni (netretirani) uzorak; OB, OC,0OD — kontrolni uzorci za tretmane B, C, i Dy,
respektivno; B,, C, i D, — uzorci re-tretirani PEF tretmanima primenjene energije od 34.6, 65.8 i 658.1
Jlem?®, respektivno; Xsr — prose¢na vrednost + standardna devijacija; n — broj uzoraka; Cv — koeficijent
varijacije; statisti¢ka zna¢ajnost uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u indeksu
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Promena opticke gustine tokom inkubacije kontrolnih i PEP re-tretiranih

uzoraka prikazana je na grafikonu 7.
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Grafik 7. Rast PEP re-tretiranih bakterija u toku inkubacije na 37°C u MRS bujonu, pracena merenjem
OD vrednosti na 600 nm, pri cemu je primenjena energija od: 0 J/cm® (O, OB, OC, OD — kontrolni
uzorci); 34.6 Jicm?® (B,), 65.8 Jicm® (C,) i 658.1 J/cm® (D,)

5.5. Metaboli¢ka aktivnost PEP tretiranih celija

Dejstvo pulsiraju¢ih elektricnih polja na razvoj 1 metabolicku aktivnost
tretiranih celija pracena je konstantno putem izotermalne kalorimetrije. Nakon
primenjenih PEP tretmana (A., B1, C; i Dy), uzorci su inkubirani u MRS bujonu 24
sata na 37°C, a stepen odavanja toplote tokom razvoja PEP tretiranih bakterija je
registrovan u vidu termalne snage u funkciji vremena, $to je prikazano na grafikonu 8.
S obzirom na to da je, nakon $to su ampule smestene u leziSte kalorimetra, primecen
poremecaj signala u kalorimetru na pocetku merenja, na grafikonu 8 su prikazani

podaci registrovani nakon drugog sata pa na dalje.

Metaboli¢ka aktivnost je takode pracena i kod PEP re-tretiranih uzoraka (B,
C, i Dy), $to je prikazano na grafikonu 9. Pored kontrolnog (netretiranog) uzorka (O),
prikazan je i razvoj prethodno tretiranih uzoraka (B;, C; i Dj), koji su posluzili za
ponovni PEP tretman primenom istih uslova, a sami su predstavljali kontrolne uzorke
(oznacene kao OB, OC i OD). Prikazane krive na grafikonima 8 i 9 predstavljaju

prosecnu vrednost dobijenu iz dva paralelna merenja.
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Grafik 8. Efekat PEP tretmana na produkciju termalne snage prezivele populacije, gde je: O — kontrolni (netretirani) uzorak; A,, By, C; i Dy — uzorci tretirani PEP
tretmanima primenjene energije od 5.5, 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm® respektivno
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Grafik 9. Efekat PEP re-tretmana na produkciju termalne snage prezivele populacije, gde je: O - kontrolni (netretirani) uzorak; OB, OC, OD — kontrolni uzorci za tretmane
B,, C, i D, respektivno; B,, C, i D, — uzorci re-tretirani PEP tretmanima primenjene energije od 34.6, 65.8 i 658.1 Jiem?® respektivno
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5.6. Acidifikaciona sposobnost PEP tretiranih ¢elija Lb. plantarum 564

Acidifikaciona aktivnost bakterija tretiranih PEP tretmanima energije iznad 30
Jlem?®, praéena u toku 24 sata inkubacije ¢elija inokulisanih u MRS bujon na 37°C,

prikazana je na grafikonu 10.
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Grafik 10. Acidifikaciona aktivnost PEP tretiranih bakterija u toku inkubacije na 37°C u MRS
bujonu, pracena merenjem pH vrednosti, pri cemu je primenjena energija od: O — kontrolni
(netretirani) uzorak; A, — 5.5 J/cm®; B, — 34.6 J/lcm®; C, — 65.8 J/cm®; D, — 658.1 J/cm®

Acidifikaciona aktivnost ¢elija izlozenih ponovnim PEP tretmanima prikazana

je na grafikonu 11.
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Grafik 11. Acidifikaciona aktivnost PEP re-tretiranih bakterija u toku inkubacije na 37°C u MRS
bujonu, pracena merenjem pH vrednosti, pri cemu je primenjena energija od: 0 J/cm® (O, OB, OC, OD
— kontrolni uzorci); 34.6 J/cm® (B,), 65.8 J/icm® (C,) i 658.1 Jicm® (D,)

Smanjenje, odnosno odlaganje acidifikacione sposobnosti kao rezultat dejstva
pulsiraju¢ih elektricnih polja moze se prikazati u vidu tzv. ”stepena odlaganja
acidifikacije” i to putem sledece formule:

To
Stepen odlaganja acidifikacije = 100 — ( ) x 100 (%) (20)
Tt

gde je: [To] — vreme (h) potrebno da se pH snizi na odredeni nivo od strane netretiranih éelija;
[Tt] — vreme potrebno da se dostigne ista pH vrednost acidifikacionom sposobno$¢u PEP tretiranih
celija

Ukoliko se prati stepen acidifikacije MRS bujona do postizanja pH 5.5, tada se
stepen odlaganja acidifikacije PEP tretiranih i re-tretiranih ¢elija u odnosu na

netretirane ¢elije moZe prikazati u tabeli 15.
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Tabela 15. Vreme (h) potrebno da pH dostigne vrednost od pH 5.5 tokom inkubacije
PEP tretirane suspenzije ¢elija Lb. plantarum 564, inkubiranih u MRS bujonu na 37°C

Uzorak T (h) Stepen odlaganja acidifikacije (%)
0] 4.2 0.0
A, 4.2 0.0
B, 6.4 34.4
C, 8.4 50.0
D, 9.3 54.9
B, 6.8 38.2
C, 7.6 44.7
D, 8.2 48.8

* O — kontrolni (netretirani) uzorak; A,, B, C; i D; — uzorci tretirani PEP tretmanima primenjene
energije od 5.5, 34.6, 65.8 i 658.1 Jem?® respektivno; B,, C, i D, — uzorci re-tretirani PEP tretmanima
primenjene energije od 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm? respektivno; T — vreme potrebno da pH dostigne nivo

od pH 5.5.
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5.7. Ispitivanje potencijalnih probiotskih kriterijuma PEP tretiranih ¢elija Lb.
plantarum 564

Ispitivanje Celija Lb. plantarum 564 na potencijalna probiotska svojstva vrSeno
je pre, kao i nakon primenjenih PEP tretmana i re-tretmana, a ispitivani su sledeci
Kriterijumi:

- senzitivnost na simulirane gastrointestinalne (GI) uslove,

- rezistentnost na antibiotike i

- antimikrobna aktivnost.

5.7.1. Pregivljavanje PEP tretiranih i re-tretiranih éelija u Gl uslovima

Dejstvo PEP tretmana, kao i re-tretmana na sposobnost prezivljavanja celija
soja Lb. plantarum 564 u gastrointestinalnim uslovima praéeno je putem simulirnog
gastro testa i testa Zu¢nih soli. Ispitivanje prezivljavanja ¢elija pomocéu gastro testa
vrseno je odredivanjem ukupnog broja c¢elija nakon 90 minuta inkubacije u
simuliranim uslovima u Zelucu pri pH 2.0 (rastvoru sa 0.5% NaCl i 0.3% pepsina) na

37°C u anaerobnim uslovima.

Prezivljavanje tretiranih celija u duodenalnim uslovima ispitivano je putem
testa zucnih soli, pri ¢emu su Celije inkubirane 60 minuta u rastvoru sa 0.2%
pankreatina i 0.4% Zu¢nih soli na 37°C u anaerobnim uslovima. Rezultati ispitivanja

prikazani su u tabeli 16, a predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja.
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Tabela 16. Sposobnost prezivljavanja PEP tretiranih 1 re-tretiranih ¢elija u

gastrointestinalnim uslovima

Pepsin pH 2.0 Pankreatin i Zu¢ne soli
Uzorak* Pocetni broj — — —— —
(logyo cfu/ ml) | Broj prezivelih Prezivele Broj prezivelih Prezivele
(logyo cfu / ml) celije (%) | (logy cfu/miy | Celije (%)
0] 9.67+0.10 8.52+0.11 88.08° 8.54+0.08 88.32°
A, 9.49+0.09 8.43+0.09 88.80° 8.57+0.06 90.31°
B, 9.42+0.10 8.32+0.11 88.26° 8.49+0.10 90.06°
C, 9.50+0.07 8.61+0.08 90.63° 8.60+0.12 90.49°
D, 9.37+0.36 8.50+0.07 90.72° 8.56+0.11 91.32°¢
B, 9.51+0.19 8.68+0.09 91.21° 8.85+0.09 93.03%¢
C, 9.60+0.19 8.82+0.11 91.81° 8.91+0.04 92.75%¢
D, 9.69+0.12 8.85+0.09 91.33° 9.04+0.09 93.23¢

* O — kontrolni (netretirani) uzorak; A,, By, C; i D; — uzorci tretirani PEP tretmanima primenjene
energije od 5.5, 34.6, 65.8 i 658.1 Jiem® respektivno; B,, C, i D, — uzorci re-tretirani PEP tretmanima
primenjene energije od 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm?® respektivno; statisticki znacajne razlike (p<0.05) medu
uzorcima prikazane su malim slovima u indeksu.

5.7.2. Rezistentnost na antibiotike

Rezistentnost PEP tretiranih celija na antibiotike je utvrdena difuznom

metodom za antibiogram test, a rezultati su prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Rezistentnost na antibiotike

Antibiotik o | A& [ [Db [8[c]oD
Zona inhibicije (mm)

Eritromicin (15 mcg) 11%* 9 10" 10** 11%* 10** 9" 9"
Hloramfenikol (30 mcg) 9" 9 9 7 10** 9 9" 7
Kanamicin (40 mcg) oR oF oR oR oR oR oR oR
Gentamicin (30 mcg) 2R 2R 2R 3R 5* 2R 2R 4R
Neomicin (30 mcg) 2R 2R 3R 3R 2R 2R 3R 2R
Streptomicin (30 mcg) 2R 2R 2R 2R 2R 2R 3R 3R
Tetraciklin (30 mcg) 3R 4R 5* 5* 5* 5* 5* 5*
Penicilin (6 mcg) 6 6 7 7 7 7 6" 6"

- Vrlo senzitivan (zona inhibicije > 10mm); * - Senzitivan (zona inhibicije 5 - 10mm); R — rezistentan
(zona inhibicije < 5mm)
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5.7.3. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost PEP tretiranih bakterija ispitivana je na 7 patogenih

sojeva, a rezultati su prikazani u tabeli 18.

Tabela 18. Antimikrobna aktivnost

Antibiotik o | A B |c D |8 |C|oD
Pre¢nik zone inhibicije (mm)

Listeria monocytogenes IM
2000 * 11 10 10 7 (12) 10 10 11
Bacillus subtilis ATCC 6633 8 9 10 7 12 11 12
Escherichia coli ATCC 25922 10 9 0 0 0 0 0 0
Salmonella enteritidis ATCC
31806 * 8(16) | 8(16) | 8(16) | 8(16) | 8(17) | 7(15) | 8(16) | 7 (14)
Staphilococcus aureus ATCC
25923 17 15 15 10 8 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 5999 7 7 8
Candida albicans ATCC 10259 8 8

* Dijametar zone inhibicije van zagrada predstavlja izraZeno vidljivu inhibiciju, dok je unutar zagrade
inhibicija slabije vidljiva, ali je bila prisutna
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6. DISKUSIJA

Laktobacili u¢estvuju u mnogim fermentacionim procesima u prehrambenim
proizvodima, prvenstveno proizvodima od mleka i mesa, a takode i mnogim
proizvodima biljnog porekla, gde su bakterije soja Lactobacillus plantarum nasle
Siroku primenu (Cohen i sar., 2006; de Vries i sar., 2004). To ukazuje na ¢injenicu da
bakterije ovog soja poseduju sposobnost adaptacije u razli¢itim uslovima spoljasnje
sredine. S obzirom na to da mogu da se razvijaju u sredinama visoke gustine ¢elija
(preko 10 cfu/ml), to predstavlja pozitivnu osobinu u primeni ovih bakterija u
prehrambenoj industriji, gde se favorizuje razvoj ovih bakterija u sredini bogatoj
supstratima, kao $to je gastrointestinalni trakt (de Vries i sar., 2004).

Ispitivani soj Lb. plantarum 564, koji je izolovan iz autohtonog sjenic¢kog
belog sira u salamuri, izabran je na osnovu ispitanih tehnoloSkih karakteristika koje
treba da ima soj u starter kulturi, a to je mogucnost prezivljavanja pri visokim
koncentracijama soli (4-6%), Sirokom opsegu temperature (15-45°C), kao i izrazena
proteoliticka aktivnost u cilju ubrzanja zrenja i poboljSanja senzornih karakteristika

sira (Radulovi¢, 2007).

6.1. Rast soja Lb. plantarum 564

Na osnovu krive rasta prikazane na grafikonu 1, moze se ustanoviti da je
nakon inokulacije suspenzije ¢elija u MRS bujon nastupila lag faza, koja je trajala oko
2 sata. Pomenuto vreme predstavlja period prilagodavanja bakterija novoj sredini, pa
broj ¢elija koje su usle u fazu deobe u tom periodu nije statisti¢ki znacajan (p<0.05),

Sto se vidi iz rezultata prikazanih u tabeli 3.

Nakon toga je usledio eksponencijalni rast u narednih 6 sati inkubacije, da bi
posle osmog sata ukupan broj Celija dostigao 9 log jedinica i ostao na priblizno istom
nivou. Tokom rasta i razvoja, bakterije vrSe fermentaciju Secera, §to dovodi do
snizenja pH sredine, a smanjenje nutritijenata u medijumu dodatno dovodi do
usporavanja rasta bakterija. Naime, mlec¢na kiselina, kao i druge organske kiseline
koje se stvaraju u toku fermentacionih procesa, inhibitorno uticu na rast bakterija
(Shelef, 1994). lako poseduju vecéu otpornost prema povecanoj koncentraciji mlecne
kiseline, rast ¢elija Lb. plantarum postaje inhibiran kada koncentracija ove kiseline

dostigne kritican nivo (Giraud i sar., 1991; Russel i Diez-Gonzales, 1998). Inhibitoran
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efekat organskih kiselina na celije bakterija uglavnom se ogleda u difuziji
nedisosovanog molekula kiseline kroz c¢elijsku membranu (Axe i Bailey, 1995;
Hutkins 1 Nannen, 1993) Naime, celijska membrana je permeabilna Samo za
nedisosovane molekule Kiseline, dok se molekuli jakih kiselina, kao Sto je
hlorovodonicna kiselina (HCI), nalaze u disosovanom obliku u vodenim rastvorima, a
¢elijska membrana je nepropusna za jone kiselina (Presser i sar., 1997; Russell i Diez-
Gonzalez, 1998). Mlecna kiselina, kao slaba kiselina, prodire unutar Celije i ovaj
proces se nastavlja do uspostavljanja ravnoteze izmedu intra- i ekstracelularne
koncentracije nedisosovane forme molekula ove kiseline. Unutar celije dolazi do
disocijacije molekula mle¢ne Kiseline, $to ukazuje na to da je inhibitorni efekat veci
ukoliko je razlika pH izmedu spoljne i intracelularne sredine veca. Time se objasnjava
zasto su pojedini mikroorganizmi, koji imaju sposobnost snizenja intracelularnog pH,
otporniji na organske Kiseline (Cook i Russel, 1994; Diez-Gonzalez i Russell, 1997), a

ova osobina je uocena i kod bakterija Lb. plantarum (McDonald i sar., 1990).

Stoga, nakon osmoc¢asovne inkubacije nastupa stacijonarna faza, u kojoj veliki
broj ¢elija izumire, ali je 1 veliki broj jos uvek u fazi deobe, tako da ukupan broj ¢elija
ostaje konstantan (p<0.05). Nakon 5 dana uocava se znacajan pad broja ¢elija, koji je

dostigao isti nivo kao na pocetku, predstavljajuci fazu izumiranja (tabela 3).

Poznato je da logaritamska faza predstavlja period u kojem se Celijska deoba
odvija maksimalnom, ali konstantnom brzinom, pri ¢emu se ¢elija deli geometrijskom
progresijom, odnosno na eksponencijalan nacin, zbog ¢ega se ova faza takode naziva
eksponencijalna faza. Medutim, u toku eksponencijalne faze rasta soja Lb. plantarum
564 primecuje se usporen rast u periodu od 4 do 6 sati nakon inokulacije, a potom
bakterije nastavljaju da se razmnozavaju istom brzinom kao i1 na pocetku. Ova pojava
je bila karakteristicna samo za ovaj soj u svim eksperimentima vrSenim nad grupom
BMK (rezultati ispitivanja krive rasta ostalih ispitivanih laktobacila prikazani su na
grafikonu P1 u prilogu). Stoga su naknadne analize ukljucile uzorkovanje nakon 5.5 i
7 sati. Na osnovu krive rasta kontrolnog uzorka, prikazane na grafikonu 5, moze se
ustanoviti da je dinamika rasta u periodu od 4 do 5.5 sati bila konstantna, a da
usporenje rasta nastaje u periodu inkubacije od 5.5 do 7 sati, odnosno da traje oko 1.5
sat, nakon ¢ega dolazi do poboljsane progresije rasta. Stoga se eksponencijalna faza
ispitivanog soja Lb. plantarum 564 moze podeliti na tri faze: period 2-5.5h, Kkoji

ukljucuje ranu i deo mid-log faze rasta; zatim preostali period mid-log faze (5.5-7h) i
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kasnu-log fazu rasta (7-8h). Sli¢na pojava je uocena od strane Cohen i sar. (2006),
koji su detektovali usporen rast soja Lb. plantarum WCFS1 u periodu kasne-log i
rane-stacionarne faze. Takode je ustanovljeno da pomenuti soj karakterisu dve
uzastopne log faze rasta u MRS bujonu, gde se druga faza odlikuje kraé¢im
generacijonim vremenom (Gt), a nastaje u periodu izmedu ODgy 3.0 i rane
stacionarne faze (de Vries i sar., 2004). Rezultati istrazivanja u ovom radu su u skladu
sa literaturnim podacima, ukazujuc¢i na duplo krace Gt u kasnoj u odnosu na ranu log-

fazu rasta (21 min u poredenju sa 47 min), $to se jasno uocava u tabeli 13.

Rast soja Lb. plantarum 564 je takode pracen merenjem opticke gustine MRS
bujona u toku inkubacije i na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4, moze se zakljuciti
da je duzina lag faze iznosila 2 sata, da bi potom bio uocen nagli porast opticke
gustine, koji je eksponencijalno rastao u narednom periodu predstavljaju¢i log fazu
rasta. Porast OD vrednosti tokom inkubacije u trajanju od 24 sata moze se videti i na
grafikonu 6, gde je pored PEP tretiranih, prikazan i kontrolni (netretirani) uzorak.
Ipak, merenjem opticke gustine nije mogucée adekvatno prikazati krivu rasta, kao Sto
se to ¢ini merenjem broja ¢elija, s obzirom na to da na porast opticke gustine uticu i
izumrle Celije, ¢iji broj naglo raste u stacionarnoj fazi, a one uticu na finalnu OD
vrednost. Stoga je u kasnijem periodu rasta potrebno prethodno razblaziti uzorak sa
¢istim MRS bujonom, kako bi o€itana OD vrednost bila u granicama merenja
spektrofotometra (odnosno do 3.000). Time se relevantnost rezultata merenja opticke
gustine u razblaZzenim uzorcima dovodi u pitanje, s obzirom na to da se povecava

mogucnost pojave greSke pri merenju.

6.2. Acidogena aktivnost soja Lb. plantarum 564

Acidogena aktivnost BMK u mleku je posledica brzine rasta celija i nastaje
kao rezultat fermentacije laktoze. Jedan je od vaznih tehnoloskih parametara za
selekciju bakterija u proizvodnji starter kultura, s obzirom na to da se prilikom izrade
raznih proizvoda u prehrambenoj industriji postavljaju razli¢iti zahtevi u pogledu
stepena acidifikacije, koje starter kulture treba da ispunjavaju. Kod nekih proizvoda,
kao $to su fermentisani napici ili beli srevi u salamuri, pozeljan je porast kiselosti,
odnosno snizenje pH do 4.6-4.8 u kratkom vremenskom periodu. U proizvodnji
fermentisanih mle¢nih proizvoda dolazi do koagulacije kazeina pri pH 4.6, ¢ime se

formira fini gel, a fermentacijom laktoze nastaje mle¢na kiselina, koja proizvodu daje
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svez 1 karakteristican nakiseo ukus. Snizenjem pH trajnost proizvoda se produzava, jer
se povecanjem kiselosti spre¢ava razvi¢e patogenih i truleznih miroorganizama, a
medu njima i nekih sporogenih formi koje se mogu naci u proizvodu. Kod belih sireva
u salamuri, povecana kiselost ne doprinosi samo produzenju trajnosti i formiranju
karakteristicne arome, ve¢ utiCe 1 na reoloska svojstva proizvoda. Naime, pri niskim
pH od oko 4.8 dolazi do skoro potpunog oslobadanja kalcijumovih jona iz kazeinske
micele, Sto ovim sirevima daje izraziro krtu i lomljivu strukturu. S druge strane, kod
polutvrdih i tvrdih sireva, poZeljan je nizi stepen snizenja pH do 5.0-5.2, pri ¢emu deo
kalcijuma ostaje vezan za kazeinsku micelu, pa ti sirevi imaju elasti¢nu, a kasnije
plastiénu strukturu. S tim u vezi se vr$i i selekcija odredenih sojeva prilikom

proizvodnje starter kultura.

Ispitivani soj Lb. plantarum 564, inokulisan u 10% rekonstituisano obrano
mleko, nije pokazao izrazitu acidifikacionu aktivnost u toku 24 sata inkubacije na
37°C. Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 5, moZe se uo¢iti neznatno sniZzenje pH
u toku prva 2 sata inkubacije, Sto odgovara fazi prilagodavanja novom medijumu.
Medutim, snizenje pH sredine bilo je neznatno i u toku narednih nekoliko sati,
dostizu¢i za 0.4 jedince nizu pH vrednost nakon 24 sata inkubacije, a svega 0.5
jedinica nizu pH vrednost nakon 48 sati inkubacije na 37°C. Vrednost pH od ~ 4.1
dostignuta je tek nakon 72 sata inkubacije. Sli¢no ponasanje su pokazali i drugi sojevi
BMK izolovani iz istog autohtonog Sjenickog sira, dok su s druge strane, laktobacili
izolovani iz drugih namirnica snizili pH ROM sa pocetnih pH 6.5 na oko pH 4.0 u
toku 24 sata inkubacije na 37°C (rezultati ispitivanja prikazani na grafikonu P2 u
prilogu).

Pracena je i titraciona kiselost inokulisanog ROM u toku 48 sati inkubacije,
gde se jasno uocava neznatan porast kiselosti (tabela 6). Usled prilagodavanja novim
uslovima u medijumu, rast ¢elija je usporen, mada se u toku prva 2 sata inkubacije
uocava statisti¢ki znacajna razlika (p<0.05), kako u porastu kiselosti, tako i u snizenju
pH rekonstituisanog obranog mleka (tabela 5 i 6). Ipak, u narednom periodu (od 2 do
4h inkubacije), snizenje pH, kao i porast kiselosti inokulisanog ROM, nisu bili
statisticki znacajni (p>0.05), kao i u vremenskim intervalima od 4-6h, 6-8h i 8-24h, da
bi nakon 48h doslo do statisticki znacajnog sniZzenja pH (p<0.05). Ovi rezultati
ukazuju na to da je acidogena aktivnost soja Lb. plantarum 564 bila vrlo slaba u
ROM.
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Medutim, sposobnost acidifikacije pomenutog soja u MRS bujonu je bila
izrazito dobra, gde je snizenje pH sa pocetnih ~ 5.9 na ~ 4.6 postignuto nakon 8h
inkubacije na 37°C. S obzirom na to da se u sastavu MRS bujona nalazi monosaharid
glukoza, slaba fermentacija laktoze u ROM moze biti pokazatelj slabe aktivnosti
enzima [-D-galaktozidaze, koji vrs$i hidrolizu disaharida laktoze na glukozu i
galaktozu. Stoga, upotreba ovog soja je pozeljna u proizvodnji onih sireva gde se
zahteva spora acidifikacija u pocetnoj fazi izrade, a veci intenzitet proteolize u toku

zrenja.

6.3. Rast ¢elija nakon tretiranja poviSenim temperaturama

Atenuacija bakterija poviSenim temperaturama u cilju smanjenja produckije
kiseline i povecanja nivoa proteolitickih enzima u medijumu ispitivana je jo§ 70-ih
godina proSlog veka. Naucnici su istrazivali najpovoljniji temperaturni rezim koji ¢e
redukovati ili odloziti proces fermentacije laktoze, a u isto vreme povecati stepen
proteoliticke aktivnosti startera, ¢cime se ubrzava proces zrenja sireva. Naime, usled
dejstva povisenih temperatura (iznad 50°C) odredeni broj celija lizira, Cime
intracelularni enzimi dospevaju u spoljasnju sredinu, a u zavisnosti od primenjenog
termickog tretmana zavisi i stepen atenuacije ¢elija. Ipak, cilj ovog rada nije bio da se
pronade temperaturni rezim kojim bi se postigao takav stepen atenuacije radi
povecéanja aktivnosti ¢elijskih proteinaza i peptidaza. S obzirom na to da se u ovom
radu ispituje uticaj pulsirajucih elektriénih polja na rast bakterija, primenjeni su
tretmani koji bi predstavljali pozitivne kontrolne uzorke inaktivisanih c¢elija. Prema
literaturnim podacima, temperaturni reZim za inaktivaciju mezofilnih startera je
tretiranje Celija na 59°C u trajanju od 15 sek. Stoga su celije tretirane na 60°C u
trajanju od 1.5 min, a kao jaci tretman izabran je temperaturni rezim od 80°C u

trajanju od 4.5 min.

Pored navedena dva rezima, ¢elije Lb. plantarum 564 su tretirane i nesto nizim
temperaturnim rezimom od 45°C u trajanju od 30 sek. Naime, u toku primene PEP
tretmana dolazi do elektricnog naboja pulsa, koji se u obliku Dzulovog zagrevanja
oslobada u tretirani medij (Zhang i sar., 1995). Zbog toga je neposredno nakon svakog
PEP tretmana izvrS§eno merenje porasta temperature uranjanjem zice termoelementa U

uzorak odmah nakon primenjenog tretmana. Posto je temperatura uzorka nakon

104



3 iznosila oko 42°C, izvrieno je

primene najveceg PEP tretmana od 658.1 J/cm
ispitivanje sposobnosti rasta ¢elija soja Lb. plantarum 564 tretiranih 30 sekundi na
povisenoj temperaturi od 45°C sa ciljem ispitivanja uticaja pomenute temperature na
stepen inaktivacije istih. Rezutati ispitivanja su prikazani u vidu promene opticke
gustine termicki tretiranih MRS bujona (tabela 10), kao i u vidu promene pH
inkubiranih bujona (grafik 2) u toku 24 h inkubacije na 37°C. Celije su takode
tretirane u prisustvu propidijum jodida, nakon ¢ega je izvrSeno mikroskopiranje pri

uvecanju od 1000x, §to je prikazano na slici 14.

Na osnovu prikazanih podataka jasno se uoc€ava visok stepen inaktivacije
¢elija tretiranih visokim temperaturnim rezimima, gde promena opticke gustine
inokulisanih MRS bujona ostaje konstantna u toku prvih 6h inkubacije kod oba visoka
temperaturna rezima. lzrazito malo povecanje OD vrednosti mereno nakon 6h
inkubacije rezultat je rasta preZivelih bakterija, ali ova promena OD nije statisticki
znacajna (p<0.05), kao ni promena pH vrednosti u datom periodu inkubacije, Sto se
jasno uocava na grafikonu 2. Slika 14 takode jasno prikazuje visok nivo inaktivacije
termicki tretiranih Celija, gde se na slici 14-4b uocava veliki broj liziranih ¢éelija, koje
su obojene fluoroscentnim propidijum jodidom usled primene visokog termickog
tretmana od 80°C u trajanju od 4.5 min. Nesto niZi stepen inaktivacije se uocava kod
¢elija tretiranih na 60°C u trajanju od 1.5 min (slika 14-3b), dok je neznatan broj
¢elija tretiran najnizim termickim tretmanom od 45°C, 30 s, bio obojen ovom DNK-

vezujuc¢om bojom (prose¢no 1-2 u svakom vidnom polju).

Ipak, rast Celija tretiranih srednjim termickim tretmanom, iskazan putem OD
vrednosti inkubiranog bujona, nije se statisticki razlikovao (p>0.05) od celija
tretiranih najvis§im termickim tretmanom 1 to u toku prvih 6h inkubacije na 37°C.
Medutim, nakon 24h inkubacije, broj prezivelih ¢elija kod oba pomenuta termicka
tretmana dostigao je priblizno isti nivo kao i kod netretiranih celija. Naime, OD
vrednost bujona u kojima su inokulisane ¢elije tretirane srednjim i visokim termickim
tretmanom iznosila je od ~3.9 do ~4.0 nakon 24h inkubacije, dok je kod kontrolnog
uzorka ova vrednost bila oko 4.6. lako je bila prisutna statisticki znacajna razlika OD
vrednosti termicki tretiranih i netretiranih bujonskih kultura, visoka OD vrednost
nakon 24h ukazuje na potpun oporavak prezivelih éelija, koje su pokazale izrazitu
acidifikacionu sposobnost, snizivsi pH vrednost MRS bujona na oko pH 4.2, sto je

priblizno pH vrednosti 24h inkubiranog kontrolnog uzorka (pH 4.0).
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Takode se uocava da temperaturni rezim od 45°C u trajanju od 30 sekundi nije
imao uticaj na rast i acidifikacionu aktivnost bakterija tokom 24h inkubacije na 37°C,
s obzirom na to da razlika OD vrednosti, kao i pH bujonske kulture ovih i kontrolnih
uzoraka nije bila statisticki znacajna (p>0.05). Time se dokazuje da porast
temperature uzorka u toku najjateg PEP tretmana nije imao uticaj na promenu rasta i

acidifikacione sposobnosti PEP tretiranih ¢elija.

6.4. Tretman pulsirajué¢im elektri¢nim poljima

U cilju postizanja efikanosti odredenog PEP tretmana, amplitude primenjenih
pulseva mogu varirati u Sirokom opsegu, pod uslovom da se smanjenje amplitude
kompenzuje povecanjem duzine pulsa i obrnuto (Gaskova i sar., 1996; Neumann,
1992). Naime, vreme tretmana, koje predstavlja broj pulseva pomnozen sa duzinom
svakog pulsa, znacajan je faktor koji utice na stepen delovanja PEP tretmana na cCelije
mikroorganizama. Dokazano je da se stepen permeabilizacije ¢éelija povecava sa
porastom energetskog inputa (Wouters i sar., 2001a). Gaskova i sar. (1996) su
proucavali efekat pulsirajucih elektri¢nih polja visokih amplituda na ¢éelije kvasaca i
ustanovili da se odredeni stepen inaktivacije moze posti¢i smanjenjem amplitude, a
povecanjem trajanja pulsa. Ista grupa autora je ustanovila da pulsevi Sirine ispod 1ps
nemaju nikakav efekat na inaktivaciju ¢elija, ¢ak iako su amplitude iznosile 1 do 28
kV/cm. Schoenbach i sar. (1997) su orktili da, ukoliko je duzina pulsa manja od 5 ps,
potrebno je povecéanje energije kako bi se postigao efekat odredenih pulseva na ¢elije
mikroorganizama. S druge strane, povecanje duzine pulsa moze da rezultuje
poveéanju temperature uzorka, §to moze biti nepovoljno kada se ispituje dejstvo
pulsirajucih elektri¢nih polja na mikroorganizme. Osim toga, Zhang i sar. (1995) su
objavili da primena krac¢ih pulseva jaceg elektri¢nog polja redukuje energiju potrebnu
za inaktivaciju mikroorganizama u odredenom medijumu. Ista grupa autora je
ustanovila da primena pulseva duzine iznad 20 ps moze rezultovati formiranju mehura
pri visokim amplitudama od 30-40 kV/cm. S obzirom na ¢injenicu da su mnogi autori
objavili podatak o vecoj efikasnosti kra¢ih pulseva u odnosu na duze (Neumann i sar.,

1992; Schoenbach i sar., 1997), duzina pulsa primenjena u ovom radu iznosila je 5 ps.

Jo§ jedan limit vezan za efekat primenjenog pulsa je i prag napona, ispod

kojeg ne dolazi do inaktivacije mikroorganizama. Naime, ukoliko su amplitude nize
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od 2 kV/cm, ¢ak i pri duzini pulsa od 300 ps nije postignut efekat na ¢elije kvasaca
(Gaskova i sar., 1996). Stoga je u ovom radu najnize primenjena amplituda pulsa

iznosila 4.5 kV/cm.

Tretman pulsiraju¢im elektricnim poljima vrSen je nad celijama u
eksponencijanoj fazi, s obzirom na to da su one tada najosetljivije, jer se nalaze u fazi
deobe (Barbosa-Canovas, 2000; Gaskova i sar., 1996; Hulsheger i sar., 1983). Pocetni
broj éelija bio je 10° cfu/ml, tako da je nakon razblaZenja sa sterilnom destilovanom

vodom tretirano 10° cfu/ml.

Primenjeni tretmani su, u zavisnosti od jacine elektri¢nog polja, podeljeni u

dve grupe:

| grupa - tretmani ¢ije su amplitude bile u rangu 4.5 — 13.6 kV/cm i &iji je
input energije iznosio ispod 13 J/cm® — tzv. ,,nizi PEP tretmani” i

Il grupa - tretmani sa amplitudma od 22.9 — 31.6 kV/cm, ¢iji je input energije

bio veéi od 30 J/em® — tzv. ,,visoki PEP tretmani”.

6.4.1. Efekat PEP tretmana energije < 13 J/cm®

Efekat nizih PEP tretmana energije ispod 15 J/cm?® prikazan je u tabeli 11, gde
Se uocCava statisticki znacajan porast broja ¢elija nakon primenjenih tretmana od 1.33 i
5.5 Jlem®, dok se efekat tretmana energije od 12.2 J/cm® na ukupan broj ¢elija nije
statisticki razlikovao od ukupnog broja ¢elija u netretiranim (kontrolnim) uzorcima.
Ipak, sva tri tretmana su rezultovala povecanom broju ukupnih kolonija nakon
primenjenih tretmana, a razlika u broju logie cfu /ml u uzorcima inkubiranim u MRS
bujonu na 37°C, merena 2h nakon tretmana, slikovito se moze prikazati pomocéu

grafikona 12.
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Grafik 12. Efekat niskih PEP tretmana na logaritamski broj kolonija ¢elija Lb. plantarum 564 £
standardna devijacija, gde je: 1 — kontrolni uzorak (0 J/cm®); 2 —PEP tretman A, (1.33 J/ cm®); 3 —PEP
tretman A, (5.5 J/ cm®); 4 —PEP tretman A; (12.2 J/ cm®)

Povecan rast se takode uoCava na grafikonu 3, gde su celije izlozene
pulsiraju¢im elektri¢nim poljima jacine 4.5 i 9.1 kV/cm pokazale ve¢e OD vrednosti
tokom 6h inkubacije, u odnosu na netretirane i celije tretirane pulsevima amplitude
13.6 kV/cm.

S obzirom na to da usled dejstva pulsirajucih elektricnih polja dolazi do
formiranja pora na ¢elijskoj membrani, ovo oSte¢enje moze biti reverzibilno, ukoliko
je primenjena energija ispod kriticne jac¢ine. Neumann i sar. (1989) su to dokazali
ispitivanjem razli¢itih PEP tretmana na elektroporaciju ¢elija. Ulmer i sar. (2002) su
takode ustanovili da je nakon primene tzv. nizih PEP tretmana (amplitude visokog
intenziteta, ali ispod 13.8 kV/cm i energije do 17 kJ/Kkg), vijabilnost ¢elija ostala
nepromenjena, odnosno oste¢enje membrane je bilo reverzibilno i ¢elije su se nakon
prestanka dejstva tretmana oporavile i nastavile da razvijaju normalnim tempom,
nakon inkubacije u optimalnim uslovima. Naime, tokom primene pulsa, razlika u
transmembranskom potencijalu dovodi do promena u dvoslojnoj ¢elijskoj membrani,
a indukovani ,dielektri¢éni slom“ membrane uzrokuje formiranje pora (Qin i sar.,
1995a). Ukoliko je dvoslojni lipidni sloj ¢elijske membrane izlozen pulsirajuéim
elektriénim poljima visokog intenziteta u kratkom vremenskom periodu, nastupa
privrtemena destabilizacija membrane na odredenom podrucju i ovaj fenomen se
naziva elektroporacija. Tokom datog perioda destabilizacije, celijska membrana

postaje veoma permeabilna za molekule prisutne u okolnoj sredini (Chang i sar.,
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1992). Kao posledica elektroporacije nastaje dramati¢no povecanje permeabilnosti
¢elijske membrane, zvano elektropermeabilizacija, koja u pojedinim slu¢ajevima
moze dovesti do mehanickog oste¢enja membrane, a u zavisnosti od stepena nastalih
promena, elektropermeabilizacija moze biti reverziblna ili ireverziblna (Wouters i
sar., 2001b). Ukoliko transmembranski napon dostigne kriti¢an stepen od AQmem = 1V,
tada primenjeni PEP tretman moze uzrokovati gubitak celijske vijabilnosti
(Zimmermann i sar, 1974). Tako su Ulmer i sar. (2002) ustanovili da kriti¢ni stepen
povecanja transmembranskog napona celijske membrane soja Lb. plantarum TMW
1460 nastupa primenom elektri¢nog polja jac¢ine 13.8 kV/cm i pri inputu energije od
60 ki/kg. U nasem sluGaju, primenjene amplitude od 4.5 do 13.6 kV/cm?, koje su
odgovarale inputu energije od 1.33-12.2 kJ/kg, nisu rezultovale kriticnom povecanju
AQmem, ve¢ je nastupilo reverzibilno formiranje membranskih pora, §to je dovelo do

povecanog rasta Celija.

Pozitivan efekat tzv. ,nizih PEP tretmana” posebno se odrazio na
eksponencijalnu fazu rasta ¢elija Lb. plantarum 564, gde su u periodu inkubacije od
5.5-7h netretirane Celije pokazale usporen rast, dok su tretirane ¢elije nastavile da se
razvijaju normalnim eksponencijalnim tempom, sto se jasno vidi na grafikonu 5 (kriva
A, u poredenju sa krivom O), kao i tabeli 13, gde je generaciono vreme (Gt) skraceno
sa 141 min na 41 min u navedenom periodu. S druge strane, ukoliko posmatramo
period eksponencijalne faze od 2-5.5h, a zatim od 7-9h, uoCi¢emo da je prosecno
generaciono vreme celija izlozenih pulsirajuéim elektricnim poljima energije 5.5
Jlem® bilo nesto duze (oko 54 minuta) u poredenju sa Gt kod netretiranih ¢elija (oko
45 minuta). Ipak, u periodu od 9-11h, Gt tretiranih ¢elija je znatno skra¢eno u odnosu
na kontrolne (oko 9h u poredenju sa 48h), Sto ukazuje na to da su tzv. nizi PEP
tretmani uticali i na manji zastoj u razvoju u toku rane stacionarne faze, a takode i na

to da je pocetak rane stacionarne faze odlozen kod PEP tretiranih ¢elija.

U ovom radu nije proucavan razlog zbog kojeg netretirane celije ispitivanog
soja pokazuju usporen stepen rasta u periodu od 5.5-7h u toku log faze, ali se
pretpostavlja da je transport nekih komponenti neophodnih za razvoj ¢elije usporen u
tom periodu rasta, §to je izbegnuto pomocu elektropermeabilizacije indukovane
primenom PEP tretmana odredene jacine. Zapravo, transport molekula kroz
elektropermeabilnu membranu moze nastupiti putem tri mehanizma: difuzije,

elektroforeze i1 elektroosmoze. Ovi mehanizmi mogu doprineti poveéanom

109



transmembranskom transportu molekula u toku trajanja pulsa, dok je nakon prestanka
dejstva pulsa mogucéa jedino difuzija malih molekula, i ona traje do momenta
potpunog oporavka membrane i kompletnog zatvaranja pora (Puc i sar., 2003).
Medutim, u poredenju sa brzinom formiranja pora, oporavak membrane je spor proces
i generalno zavisi od temperature (Weaver, 2000). Neke pore ostaju otvorene u toku
duzeg vremenskog perioda i tada joni i molekuli nastavljaju da difunduju kroz ¢eliju
(Weaver i Barnett, 1992). Prema tome, u zavisnosti od stepena biohemijskog
disbalansa moze da zavisi i to da li ¢e se Celija oporaviti ili ¢e postati ireverzibilno

stresirana i inaktivisana (Weaver, 2000).

Takode, prisustvo intracelularnih jona i molekula u medijumu olaksava
razgradnju i transport ovih komponenti u ¢eliju, Sto moze pozitivho da uti¢e na
promet materija u ¢eliju. Time se otvara pitanje da li u toku elektroporacije, koja
nastaje u toku PEP tretmana, pored oslobodenih jona i molekula dolazi do oslobadanja
I jednog dela intracelularnih enzima, koji potom vrSe razgradnju odredenih
komponenti MRS bujona, ¢ime se omoguéava nesmetan rast celija, ili dolazi
isklju¢ivo do olaksane difuzije molekula u ¢eliju kroz elektroporiranu membranu ili se

ove dve pojave deSavaju istovremeno.

Kao §to je navedeno u literaturnim podacima, formiranje reverzibilnih pora
nastalih prilikom dejstva PEP tretmana odredene jacine, dovodi do asimilacije
odredenih hranljivih sastojaka iz medijuma u ¢eliju, $to verovatno uti¢e na bolji rast 1
razvoj celije nakon Sto se Celijska membrana oporavila i pore se zatvorile. Takve
¢elije pokazuju 1 bolji stepen acidifikacije, Sto je prikazano na grafiku 4, gde je
sniZzenje pH inokulisanth MRS bujona nakon 6h inkubacije na 37°C bilo statisticki
znacajno kod svih uzoraka tretiranih niskim PEP tretmanima u odnosu na kontrolne

uzorke (tabela P2 u prilogu).

Dobijeni rezultati istrazivanja su u skladu sa literaturnim podacima. Naime,
Lye i sar. (2011) su takode detektovali povecan rast ¢elija laktobacila tretiranih PEP
tretmanima amplitude 7.5 kV/cm u trajanju od 4 ms, gde je nakon 20h inkubacije na
37°C broj laktobacila poveéan za 0.89 — 1.96 log cfu/ml. Pored toga, pomenuti autori
su ustanovili da tretirane ¢elije imaju vecéu sposobnost asimilacije holesterola, sto
ukazuje na ¢injenicu da je u toku elektroporacije doSlo do povecanja inkorporacije
holesterola u PEP tretirane Celije. Stoga su ovi autori zaklju¢ili da bi proces

reverzibilne elektroporacije mogao biti korisna tehnika za povecanje sposobnosti
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laktobacila da smanje ili uklone holesterol iz medijuma, ¢ime bi se otvorila
mogucénost proizvodnje novog tipa tzv. ,adjunct” (dopunskih) starter kultura u

prehrambenoj industriji.

U ovom radu nije vrSeno ispitivanje asimilacije holesterola i drugih materija,
mada bi dobijeni rezultati, koji ukazuju na poboljSan rast tretiranih BMK odredenim

PEP tretmanima, mogli da posluze kao osnova za dalja istrazivanja na ovu temu.

6.4.2. Efekat PEP tretmana energije > 30 J/cm®

Na osnovu literaturnih podataka vezanih za mehanizme inaktivacije razli¢itih
sojeva laktobacila generalno je ustanovljeno da se maksimalna redukcija vijabilnosti
ovih bakterija postize primenom pulsirajuceg elektri¢nog polja jacine 25-30 kV/cm,
gde kriti¢na duzina pulsa i broj pulseva variraju u zavisnosti od ispitivanog soja
(Jayaram i sar., 1993; Ulmer i sar., 2002; Wouters i sar., 2001b). U ovom radu
znacajna redukcija (p<0.05) vijabilnosti bakterija Lb. plantarum 564 postignuta je
primenom pulsirajuéih elektri¢nih polja jacine 22.9 kV/cm u trajanju of 50 us, gde je
broj celija nakon tretmana opao za ~1 logiy jedinicu, dok je maksimalan stepen
inaktivacije od 2.7 logso jedinice postignut primenom najjaceg tretmana energije od
658.1 J/cm® (tabela 12). S obzirom na to da je temperatura uzorka tokom najjadeg
tretmana iznosila oko 42°C, ovo povecanje od oko 20°C nije uticalo na stepen
inaktivacije PEP tretiranih ¢elija, Sto pokazuju podaci prikazani u tabeli 10, gde se OD
vrednost zagrevanih uzoraka na 45°C u trajanju od 30 sekundi nije statisti¢ki znac¢ajno
razlikovala od kontrolnih (nezagrevanih) uzoraka, a uofen je i neznatan unos
propidijum jodida u celije izlozene najnizim termickim tretmanom (Slika 14-2b).
Promena pH vrednosti (grafik 2) takode nije bila statisti¢ki znacajna. Ovi podaci su
pokazatelj da je inaktivacija Celija nastupila isklju¢ivo pod dejstvom pulsirajucih

elektri¢nih polja.

6.4.2.1. Prezivele celije nastaviljaju sa rastom nakon PEP tretmana

Prema podacima prikazanim u tabeli 12, moZe se uociti da je stepen
mikrobioloske inaktivacije proporcionalan ja¢ini primenjenog elektri¢cnog polja, kao 1
trajanju PEP tretmana. Ukoliko se uzme u obzir €injenica da faza prilagodavanja traje

2 sata (prikazano u tabeli 3, kao i na grafikonu 1), to se na osnovu rezultata dobijenih
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merenjem ukupnog broja ¢elija 2h nakon PEP tretmana moze zakljuciti da su tretmani
energije 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm® smanjili podetni broj ¢elija za oko 1, 2 i 3 logio
jednice, Sto predstavlja oko 10, 25 i 38% redukcije, respektivno. Medutim, nakon 24 h
inkubacije u MRS bujonu na 37°C, ukupan broj ¢elija u svim PEP tretiranim uzorcima
je dostigao 9 logio jednica (tabela 13), ukazujuci na ponovan rast i razvoj prezivelih
¢elija laktobacila. Ipak, primenjena jacina elektricnog polja je imala statisticki
Znacajan uticaj na duzinu lag faze tretiranih bakterija, Sto se jasno uocava na
grafikonu 6. Tako je lag faza celija izlozenih pulsiraju¢im elektricnim poljima
energije 34.6 Jlcm® produzena na oko 4h, nakon &ega su bakterije uile u
eksponencijalnu fazu rasta. Pri tom je broj ¢elija na pocetku eksponencijalne faze
iznosio oko 10° cfu/ml, §to zapravo odgovara ukupnom broju ¢elija na pocetku
eksponencijalne faze u kontrolnom uzorku (tabela 13, grafik 5). Povecanje jacine
elektri¢énog polja sa 22.9 na 31.6 kV/cm, pri istim ostalim uslovima, dovelo je do
produzetka lag faze za oko 5h, odnosno eksponencijalna faza uzoraka izlozenih PEP
tretmanu energije 65.8 J/cm® je nastupila nakon 7h, pri emu je broj Celija takode

dostigao 10’ cfu/ml.

Pored jacine elektriénog polja, na vijabilnost ¢elija uti¢e i vreme trajanja
tretmana, gde je pri istoj jacini elektricnog polja (od 31.6 kV/cm), povecanje broja
pulseva sa 10 na 100 uzrokovalo produzetak lag faze sa 7 na 8h, §to ukazuje na to da
porast primenjene energije elektricnog pulsa produzava fazu oporavka tretiranih
¢elija, koje su dozZivele jedan vid subletalnog Soka i prezivele. Ovo ponaSanje
evidentno ukazuje na postojanje perzistentnosti ¢elija, Sto je u literaturi opisano kod
¢elija otpornih na tretmane antibioticima (Avery, 2006; Dhar i McKinney, 2007).
Produzetak lag faze predstavlja jednu od karakteristika perzistera (Balaban i sar.,
2004), na cije prisustvo ukazuju rezultati na grafikonu 6. Perzistentnost je osobina
svojstvena heterogenosti, koja je prisutna u periodu rasta celije, a ova heterogenost U
eksponencijalnoj fazi rasta je upravo uocena i kod ispitivanog soja Lb. plantarum 564
(grafik 5). Naime, perzistentne Celije mogu preziveti drasticne promene spoljasnjih
uslova, kao §to je i dejstvo pulsiraju¢ih elektricnih polja, zato S$to se nalaze u
nedeljivoj, tzv. dormant fazi (Balaban i sar., 2004), dok su ¢elije u fazi deobe
najosetljivije na PEP tretmane 1 najveci stepen inaktivacije nastaje tretiranjem celija u
toku eksponencijalne faze rasta (Hulsheger i sar., 1983; Barbosa-Céanovas i sar.,
1999).
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Rezultati istrazivanja takode ukazuju na uticaj jac¢ine PEP tretmana na brzinu
rasta, gde je efekat izrazeniji sa povecanjem primenjene energije, $to se moze
objasniti pojavom elektroporacije, koja nastaje usled dejstva pulsirajucih elektri¢nih
polja, pri ¢emu jedan deo intracelularnog sadrzaja istice iz ¢elije u spoljasnju sredinu
(Grahl i Markl, 1996; Simpson i sar., 1999). Takode, intracelularni sadrzaj ¢elija, koje
su usled dejstva pulsirajucih elektricnih polja lizirale, postaje dostupan preziveloj
subpopulaciji. Kako ove komponente uti¢u na prezivljavanje i oporavak ¢elija nakon
subletalnog Soka nije do sada ispitivano, mada pozitivan efekat PEP tretmana na rast
éelija bakterija je takode ustanovila grupa autora iz Svedske, Aronsson i sar. (1994),
koji su ispitivali uticaj razliCite jacine elektri¢nog polja (od 15, 22.5 1 30 kV/cm) na
rast E. coli i detektovali da su pulsirajuca elekrti¢na polja jaeg intenziteta pokazala
pozitivan efekat na rast ove bakterije u nutritivnom medijumu. Ipak, nije poznato
kako se ovaj efekat odrazava u kompleksnim sistemima prehrambenih proizvoda i1 da

li je uopste primenjiv na iste.

Kada je u pitanju mikrobioloski medij, kao §to je MRS bujon, prisutan ¢elijski
sadrzaj vidno uti¢e na dalji rast i razvoj prezivelih ¢elija, gde je generaciono vreme
PEP tretiranih ¢elija znatno skra¢eno. Ako posmatramo podatke iz tabele 13, moZemo
uoCiti da se generaciono vreme u toku eksponencijalne faze netretiranih celija Lb.
plantarum 564 krece od 45-50 minuta (period od 2 do 5.5h inkubacije), zatim nastaje
usporenje u rastu od 141 min (u periodu od 5.5-7h), da bi rast ¢elija potom opet bio
ubrzan do 8h inkubacije, odnosno Gt je iznosilo svega 21 min. Potom se uocava
lagano usporenje rasta, da bi nakon 9h inkubacije nastupila stacionarna faza. U toku
stacionarne faze, broj ¢elija je bio neznatno povecan, a generaciono vreme je u
proseku iznosilo oko 35h za period od 9-18h, a zatim je dostiglo maksimalnu vrednost
od 722h (period 18-24h), Sto ukazuje na zastoj celija u rastu, kao i to da se u datom
periodu dinamika rasta celija odvijala istom brzinom kao i njihovo izumiranje.
Medutim, kod PEP tretiranih ¢elija se primecuje Skracenje generacionog vremena,
kako u toku pojedinih perioda eksponencijalne faze, tako i u toku stacionarne faze.
Tako je generaciono vreme u toku cele eksponencijalne faze (period od 2-8h) kod
netretiranih ¢elija iznosilo 45 min, a isto Gt su imali 1 uzorci izloZzeni PEP tretmanu
energije 34.6 J/cm®, dok je Gt Celija tretiranih pulsevima energije 65.8 i 658.1 J/cm®
skraceno na 37, odnosno 36 min. Ubrzani rast, koji je karakteristian za ¢elije koje su

prezivele PEP tretman, nastaje verovatno usled prisustva intracelularnog sadrzaja, koji
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se oslobada iz liziranih c¢elija, ¢ime se olakSava razgradnja i transport nekih
nutritijenata u ¢eliju, a takode 1 sam intracelularni sadrzaj moze da predstavlja izvor

novih nutritijenata za prezivele Celije.

U toku rasta i razvoja ¢elije ukljucen je veliki broj proteina, koji pretezno
(39.6%) ucestvuju u metabolizmu ugljenih hidrata i prometu energije. Ovi proteini se
tokom rasta bakterija ne menjaju, s obzirom na to da je neophodan konstantan stepen
aktivnosti da bi ¢elija prezivela. Ipak, koncentracija pojedinih proteina i enzima se u
toku rasta menja, pa se neke dehidrogenaze, oksidoreduktaze, cistein sintetaze i
cistationin B-liaze nalaze u vecoj koncentraciji tokom log faze, a kod nekih sojevaiu
ranoj stacionarnoj fazi rasta, da bi doslo do njihovog naglog opadanja u kasnijoj
stacionarnoj fazi rasta. Vecina ovih proteina ucestvuje u metabolizmu ugljenih
hidrata, translaciji RNA do proteina, kao i1 biosintezi proteina, lipida i nukleotida.
Tako se u duplo vecoj koncentraciji u toku log faze nalaze upravo proteini potrebni za
promet energije, kao Sto su glukokinaze i fosfoglicerat-mutaze (Cohen i sar., 2006).
Tokom rasta ¢elije u velikoj koncentraciji su prisutni i antimikrobni ,,plantaricin®
proteini, Cija je produkcija kontrolisana od strane membranski vezane histidin-protein-
kinaze i peptid feromona (Kleerebezem i Quadri, 2001). Log fazu karakteriSe i
povecan sadrZzaj proteina koji ucestvuju u metabolizmu aminokiselina i biosintezi

gena, a €iji sadrZaj pocinje da opada tek nakon rane stacionarne faze.

U toku log faze, izvor ugljenika predstavlja glukoza iz MRS bujona, koju
glukokinaze konvertuju u glukozu-6-fosfat, a kao proizvod glikolize nastaje fruktoza-
6-fosfat. Koncentracija ovih enzima opada u ranoj stacionarnoj fazi, tako da ¢elije Lb.
plantarum umesto glukoze koriste manozu, manitol i glukozamin kao izvor ugljenika.
Stoga je period stacionarne faze karakteristiCan po poveéanoj sintezi glukozamin-6-
fosfat izomeraza, koje ucestvuju u konverziji ugljenih hidrata (manoze, manitola i
amino Secera glukozamina) u fruktoza-6-fosfat. Ovi ugljeni hidrati predstavljaju izvor
ugljenika neophodan za odrzavanje fiziologije Celije, a metabolizam ovih ugljenih
hidrata se, umesto putem glikolize, odvija alternativnim putevima, kao Sto je Leloirov

put.

Takode, period kasne log i rane stacionarne faze karakteriSu povecane
koncentracije proteina koji ucestvuju u deobi Celije 1 procesu oporavka DNK, dok se
sadrzaj proteina koji ucestvuju u stvaranju energije u toku rane stacionarne faze

znatno smanjuje, S$to ukazuje na zastoj celija u rastu. Period stacionarne faze
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karakteristican je po povecanoj sintezi proteina otpornih na male temperaturne
Sokove, dok je period kasne stacionarne faze vezan za povecan sadrzaj proteina
vezanih za DNK, a koji su otporni na stres (Cohen i sar., 2006). Ovo ukazuje na
¢injenicu da se celije u stacionarnoj fazi pripremaju za uslove gladovanja, gde
smanjena koncentracija nutritijenata, kao 1 povecana kiselost sredine, uti¢u na
povecanje stresa, protiv kojeg se ¢elija bori sintezom pomenutih proteina. lako vlada
misljenje da su BMK katalaza negativne, Noonpakdee i sar. (2004) su detektovali da
Lactobacillus sakei, izolovan iz fermentisanih proizvoda od mesa, sadrzi dve grupe
katalaza, koje povecavaju tolerantnost bakterije na oksidativni stres i utiu na
smanjenje oksidacije lipida. Naime, u prisustvu Kkiseonika, a pri smanjenoj
koncentraciji Secera u medijumu, BMK stvaraju vodonik peroksid, koji zajedno sa
gvozdem igra glavnu ulogu u oksidaciji lipida (Rhee i sar., 1987; Kanner i sar., 1991).
Antioksidanti, kao §to je katalaza, vrSe razgradnju H,O, i tako spreavaju pojavu
oksidativne uzeglosti. Cohen i sar. (2006) su publikovali da je soj Lb. plantarum
WSCF1 sadrzao povecan sadrzaj katalaze u stacionarnoj fazi rasta, koja povecava

stepen tolerancije ¢elija na oksidativan stres.

Navedeni literaturni podaci ukazuju na to da su Celije bakterija otpornije u
stacionarnoj fazi rasta, usled sinteze mnogih tzv. ,stres otpornih® proteina, koji
pripremaju ¢eliju na nadolazece nepovoljne uslove, kao §to su smanjenje nutritijenata
1 poveCanje kiselosti sredine. U kasnoj stacionarnoj fazi dolazi i do povecanja
koncentracije enzima koji u€estvuju u izgradnji strukture ¢elijskog zida (Cohen i sar.,
2006), verovatno radi ojacanja ¢elijskog zida i ocuvanja ¢elijske morfologije. Stoga se
usporenje rasta celija u periodu stacionarne faze mozZe pripisati povecanoj biosintezi

navedenih proteina.

Kada su u pitanju ¢elije tretirane pulsirajuc¢im elektricnim poljima, perzisteri
Lb. plantarum 564 evidentno nastavljaju da rastu nakon tretmana, pri cemu se
skraceno generaciono vreme u kasnoj log- i ranoj stacionarnoj fazi moze pripisati
prisustvu intracelularnin komponenti u medijumu, koje su dospele liziranjem celija
usled PEP tretmana, a koje pozitivho deluju na rast prezivelih ¢elija u medijumu.
Stoga je rast u mid-stacionarnoj fazi (period 18-24h) bio znatno manje usporen kod
¢elija izlozenih PEP tretmanu amplitude 31.6 kV/cm u odnosu na netretirane celije
(13-15h kod tretiranih u poredenju sa 722h kod kontrolnih). 1z podataka u tabeli 13 se

takode uocava produzetak log faze PEP tretiranih uzoraka, odnosno rana stacionarna
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faza Celija tretiranih pulsevima energije 34.6 Jem® je pocela nakon 11h inkubacije,
dok je rast éelija izlozenih PEP tretmanu energije 65.8 i 658.1 J/cm® nastavljen sve do

18h inkubacije, kada je ukupan broj ¢elija dostigao nivo od 10° cfu/ml.

Produzena log faza kod PEP tretiranih ¢elija je verovatno posledica produzene
lag faze, pa se moze zakljuciti da se rast PEP tretiranih ¢elija odvija istom dinamikom
kao i kod netretiranih. Ovu ¢injenicu dokazuju i rezultati dobijeni upotrebom
izotermalne kalorimetrije, prikazani na grafikonu 8. Rezultati prikazuju promenu
termalne snage Celija pocev od drugog sata inkubacije, Sto prestavlja period ulaska
netretiranih cCelija u eksponencijalnu fazu rasta. Ovu fazu karakterise metabolizam
ugljenih hidrata radi stvaranja energije neophodne za rast ¢elije (Cohen i sar., 2006),
pa je u ovom periodu uocena konstantna produkcija toplote tokom rasta bakterija, $to
se odrazava na porast termalne snage tokom logaritamske faze rasta (Riva i sar., 2001,
Selma i sar., 2007). Tako se primecuje da je tokom inkubacije uzoraka u hermeticki
zatvorenim ampulama sa MRS bujonom na 37°C, doSlo do porasta termalne snage
uzoraka, koja je kod netretiranih éelija u toku prvih 6h inkubacije dostigla oko 0.28
mW/g. Nakon toga, ¢elije su usle u mid-log fazu (grafik 5), koju karakterise usporen
rast, pa je u naredna 3h usledio postepen pad termalne snage, dostizu¢i nivo od oko
0.16 mWI/g (grafik 8). Posledicu ovod usporenja rasta predstavlja verovatno
nedostatak utroSenih nutritijenata u medijumu, pa je ¢elijama potreban izvesan period
adaptacije na druge dostupne komponente u MRS bujonu, koje ¢e zameniti unos
potroSenih (Delin 1 sar., 1969; Kemp, 1975). Komponente u MRS bujonu, ¢iji
nedostatak moze da limitira rast ¢elije, su uglavnom neki vitamini, aminokiseline 1

peptidi (Leroy i Vuyst, 2001).

Potom je u narednih sat vremena opet doSlo do malog porasta termalne snage
(period 9-10h), gde je doslo do povecanja produkcije toplote, ali u manjem stepenu
nego na pocetku inkubacije (do oko 0.18 kW/g). Ovaj porast je verovatno nastao usled
povecanog stepena razvoja bakterija, koje karakteriSe skraceno generaciono vreme u
periodu kasne log-faze i na pocetku rane stacionarne faze. Ovo predstavlja izuzetan
aspekt u ponasanju PEP tretiranih Celija, gde je upravo tokom perioda intenzivnog
troSenja nutritijenata u kasnoj log-fazi uocen povecan stepen rasta. Takode se
primecuje da je ovo povecanje bilo vece §to je primenjeni tretman bio jaci. Literaturni

podaci ukazuju na to da ovaj period karakteriSe povecana sinteza enzima koji
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ucestvuju u formiranju fosfolipida, neophodnih za jac¢anje ¢elijske membrane, ¢ime se

¢elija priprema za opstanak u toku stacionarne faze.

Nakon toga se primecuje postepen pad termalne snage, $to odgovara
stacijonarnoj fazi rasta celija. Kod PEP tretiranih celija se primecuje odloZeno
usporenje u porastu termalne snhage, koje se moze pripisati odlozenom pocetku log
faze usled produZzetka lag faze. Tako su celije izlozene tretmanu energije 34.6 Jem®
pokazale zastoj u trajanju od oko 3h, pa je maksimum termalne snage (od oko 0.27
kW/g) dostignut nakon 77 min zakasnjenja u poredenju sa netretiranim ¢elijama, §to
odgovara ukupnom broju ¢elija od oko 8.5+0.1 logyo cfu/ml. Sto je tretman bio jadi,
lag faza je bila duza i usporenje u porastu termalne snage je bilo vece, odnosno ¢elije
tretirane pulsirajuéim poljima energije 65.8 i 658.1 J/cm® su maksimum termalne
snage dostigle nakon 8h, odnosno 8.5h inkubacije, Sto prestavlja zakasnjenje od 2h,
odnosno 2.5h u odnosu na kontrolne uzorke. Ono $to je znacajno primetiti je da je kod
ovih PEP tretiranih ¢elija dostignut priblizno isti maksimalan nivo termalne snage od

0.27 kW/g, §to odgovara populaciji od 8.1+0.1 logyo cfu/ml.

Prac¢enje rasta ¢elija bazirano na merenju opticke gustine MRS bujona,
prikazano je na grafikonu 6, gde se kod kontrolnog uzorka mogu uociti dve uzastopne
faze rasta, koje se odvijaju u toku eksponencijalne faze, pri ¢emu se jasno primecuje
zastoj rasta ¢elija, koji predstavlja period ODggo Vrednosti od 2.5 do 2.7. Interesantno
je uoditi da usporenje u rastu ¢elija nije bilo prisutno kod PEP tretiranih bakterija, a
takode se uocava da je kod uzoraka tretiranih PEP tretmanom srednje jacine (34.6
Jlcm®) ODggo vrednost od 1.5, koja odgovara broju populacije od 8.5+0.1 logyo cfu/ml
dostignuta u treCem satu log faze (period inkubacije od 4 do 7h, gde je pocetak log
faze nastao u Cetvrtom satu inkubacije), dok je kod kontrolnih uzoraka ovaj period bio
30 minuta duZi (period od 2 do 5.5h inkubacije, gde je eksponencijalna faza pocela
nakon drugog sata inkubacije). Sto je tretman bio ja¢i, vreme poveéanja broja éelija je
bilo kracde, tako da broj ¢elija izloZenih visokim PEP tretmanom energije 65.8 J/cm®
dostigao vrednost od 8.5+0.1 logip cfu/ml nakon Sh sati inkubacije, §to odgovara
ODggo vrednosti od 1.0, a §to predstavlja drugi sat log faze, ukoliko se uzme u obzir
njen pocetak nakon produzene lag faze u trajanju od 7h. Sli¢an tempo je primecen i
kod uzoraka izloZenih 10 puta duZzem tretmanu iste jacine elektri¢nog polja, gde je
pocetak eksponencijalne faze uocen nakon 8h inkbacije, a ODgg Vrednost od 1.0,

kojoj odgovara broj populacije od 8.1+0.1 log;o cfu/ml, izmerena je nakon 9.5h,
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odnosno ODggo vrednost od 1.5 postignuta je nakon 10h inkubacije. Ovi rezultati
ukazuju na to da se rast i razvoj PEP tretiranih Celija soja Lb. plantarum 564 odvijao u

istom trendu, ali brzim tempom u odnosu na netretirane celije.

6.4.2.2. Prezivela populacija PEP tretiranih laktobacila pokazuje vecu

otpornost na ponovne PEP tretmane

Dosadasnji rezultati ukazuju na to da kada se umeren PEP tretman primeni na
populaciju bakterija soja Lb. plantarum 564, prezivele ¢elije nastavljaju sa rastom
formirajuc¢i novu populaciju. Nakon prestanka PEP tretmana, nova populacija ¢elija,
inokulisana iz stacionarne faze u sveZz MRS bujon, pokazala je manji stepen

inaktivacije nakon ponovnog dejstva PEP tretmana iste energije.

Efekat razli¢itih PEP tretmana na stepen inaktivacije ¢elija Lb. plantarum 564
moze se izraziti putem brojéane redukcije populacije, koji je u vidu log;o redukcije
prikazan u tabeli 12. Na osnovu prikazanih podataka moze se ustanoviti da je 10gio
redukcija PEP re-tretiranih ¢elija bila manja, §to ukazuje na to da su PEP tretirane
¢elije pokazale vecu otpornost prema ponovnim PEP tretmanima. Takode se zapaza i
to da, Sto je primenjeni PEP tretman bio jadi, to je i stepen otpornosti PEP tretiranih
¢elija bio ve¢i. Tako je ukupan broj celija prvobitno izloZzenih PEP tretmanima
energije 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm® redukovan za oko 10%, 27% i 38%, dok su ponovni
PEP tretmani iste energije redukovali ukupan broj kolonija za 9%, 21% i 30%. To
znadi da je logio redukcija ¢elija ponovno izloZenih tretmanima energije 34.6 J/em?®
bila za 17% manja od redukcije nakon prvog tretmana, dok su celije re-tretirane
pulsevima energije 65.8 i 658.1 J/cm® bile za 24%, odnosno 25% otpornije od ¢elija

1zloZenih istim tretmanima po prvi put.

U toku inkubacije PEP re-tretiranih ¢elija u MRS bujonu na 37°C ustanovljen
je ponovan rast ¢elija, gde se broj ¢elija izlozenih pulsevima ja¢ine 22.9 kV/cm nije
statisticki razlikovao od netretiranih uzoraka nakon 24h inkubacije (tabela 14). Broj
populacije ¢elija re-tretiranih pulsevima amplitude 31.6 kV/cm je dostigao nesto nizi
nivo od ~9.5 logio cfu/ml, Sto se statisticki razlikovalo od finalnog broja netretiranih
¢elija (~9.8 logio cfu/ml), mada je ovaj broj priblizan ukupnom broju netretiranih

¢elija na kraju eksponencijalne faze i ukazuje na potpun oporavak prezivelih ¢elija.
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Grafikon 9 prikazuje ponaSanje prezivele populacije PEP re-tretiranih celija
soja Lb. plantarum 564. Na grafikonu su predstavljene vrednosti generisane termalne
snage merene nakon drugog sata inkubacije pa na dalje. Uocava se da su pojedine
krive imale endotermne inicijalne vrednosti, $to verovatno predstavlja spoljne faktore
koji su uticali na merenje, a ne faktore koji su uticali na mikrobioloski rast. Stoga ¢e
se istrazivanja U ovom radu bazirati na onaj deo krive koji predstavlja rast bakterija

tokom inkubacije na 37°C.

Uzorci suspenzije ¢elija koje su prethodno tretirane pulsirajuc¢im elektriénim
poljima energije 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm® predstavljali su kontrolne uzorke Celija re-
tretiranih istim PEP tretmanima. Termalna snaga ovih uzoraka je u toku prvih 6h
inkubacije porasla na oko 0.22 mW/g, a potom je u nardena 3.5h usledio strm pad do
0.14 mW/g, da bi potom opet doslo do malog porasta termalne snage, dostizu¢i drugi
pik od oko 0.16 mW/g. Zatim je usledio postepen pad termalne snage do kraja

inkubacije, Sto odgovara stacionarnoj fazi rasta celija.

Populacija, koja je prezivela ponovne PEP tretmane energije 34.6, 65.8 1 658.1
Jlem®, pokazala je sli¢nu dinamiku rasta kao kontrolni uzorci, pri &emu je maksimalna
termalna snaga kod svih PEP re-tretiranih uzoraka dostigla priblizno isti nivo. Kao i
kod prvobitno tretiranih uzoraka (grafikon 8), nova populacija je takode pokazala
kaSnjenje u postizanju maksimalne termalne snage od 0.23 mW/g (grafikon 9).
Takode se primecuje da je maksimalna termalna snaga kod uzoraka re-tretiranih
pulsevima energije 34.6, 65.8 i 658.1 Jicm® dostignuta nakon 1h, 2h i 3.3h
zakasnjenja. Ukoliko se uzme u obzir da su uzorci prvobitno tretirani najja¢im PEP
tretmanom pokazali zakasnjenje od 2.5h u dostizanju prvog pika termalne snage,
primecuje se da su uzorci re-tretirani istim PEP tretmanom imali nesto vece
zakasnjenje u postizanju maksimuma termalne snage, uprkos tome Sto su ponovno

tretirane Celije pokazale vecu otpornost na primenjeni tretman.

Kada su PEP tretirane ¢elije u pitanju, neophodna su detaljnija istrazivanja
kako bi se objasnio uticaj PEP tretmana na stadijume razvoja prezivelih ¢elija. Sinteza
proteina koji pomazu celiji da bude otpornija na razne spoljne stresove, kao $to je
temperaturni Sok, detektovana je kod celija Lb. plantarum, c¢ime je izbegnuto
smanjenje u stepenu rasta, a takode je i poboljSana adaptacija na nove nutrijente u
medijumu (Mills i sar., 2011). Pored toga, Lb. plantarum WCFS1 je u toku kasne log-

faze pokazao vecu rezistentnost na permeabilizaciju koja nastaje tretiranjem
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lizozimom (de Vries i sar.,, 2004). Ono §to je znaajno je da i rezultati ovih
istrazivanja pokazuju vecu rezistentnost PEP tretiranih celija na permeabilizaciju
nastalu ponovnim PEP tretmanima (tabela 14). Stoga se moze zakljuciti da jac¢i PEP
tretmani izazivaju formiranje jace Celijske membrane kod prezivele subpopulacije,
koja postaje otpornija na naredne tretmane, Sto predstavlja interesantno poglavlje za

nova istrazivanja na metabolickom i1 proteomickom nivou.

6.5. Acidifikaciona sposobnost PEP tretiranih ¢elija

Sposobnost bakterija mleéne kiseline da fermentiSu laktozu iz mleka,
produkuju¢i mle¢nu kiselinu, nasla je primenu u proizvodnji fermentisanih mle¢nih
napitaka i1 sireva. Mlec¢na kiselina fermentisanim napicima daje poseban svez i
nakiseo ukus, dok kod sireva ova kiselina pokazuje znacajnu ulogu tokom koagulacije
1 formiranja teksture grusa. Bakterije mlec¢ne kiseline (BMK), koje se koriste kao
starteri za proizvodnju ovih mlecih proizvoda, selekcioniSu se na bazi fermentacionih

karakteristika, kao i senzornih i reoloskih osobina.

Osnovna uloga BMK, kao osnovne starter kulture u proizvodnji sireva, je da
izvr$e acidifikaciju mleka, dok se od atenuiranih bakterija ofekuje da pokazu
odlozenu acidifikacionu sposobnost. Acidifikacija mleka od strane atenuiranih
bakterija bi trebalo da po¢ne tek nakon Sto je 25% celija osnovne starter kulture
zapocelo snizavanje pH (Petterson i Sjostrom, 1975). U tom trenutku, veéina laktoze
bi trebalo da je ve¢ fermentisana. Petterson i Sjostrom (1975) su saopstili da se
efikasnost atenuacije bakterija ogleda u tome Sto je acidifikaciona sposobnost
odlozena do te mere da ne zapocinje pre nego je skoro sva laktoza potroSena od strane
bakterija osnovne starter kulture. Takode je ustanovljeno da se fermentacija pod
dejstvom mezofilnih starter kultura zaustavlja kada pH sredine dostigne 4.3 - 4.5, a
koncentracija vodonikovih jona postaje faktor ograni¢enja rasta pri pH 5.0 (Petterson,

1988).

S obzirom na to da su netretirane celije Lb. plantarum 564 pokazale slabu
acidifikacionu sposobnost u ROM, snizivsi pH sa ~ 6.5 na ~ 4.1 tek nakon 72h (tabela
5), efekat PEP tretmana je ispitivan pracenjem snizavanja pH MRS bujona, gde su
netretirane Celije snizile pocetni pH sa ~ 6.0 na ~ 4.6 u toku 8h inkubacije na 37°C

(tabela 8), sto odgovara broju populacije od oko 9.5 logyy cfu/ml (tabela 13).
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Pulsiraju¢a elektri¢na polja energije < 13 Jicm® su imala pozitivan efekat na rast
bakterija (tabela 11), tako da ovi tretmani nisu doveli do atenuacije bakterija koja bi
uzrokovala odlaganje acidifikacione sposobnosti (grafikon 10). Medutim, jaci PEP
tretmani su evidentno uticali na stepen acidifikacije ateniuranih ¢elija, s obzirom na to
da je 1 eksponencijalna faza rasta bakterija odloZzena. Produzetak lag faze PEP
tretiranih ¢elija odgovara vremenskoj distanci odlaganja njihove acidifikacione

sposobnosti.

Lag faza éelija izloZenih tretmanima energije 34.6 Jicm® bila je odlozena za
2h, tako da je sam pocetak acidifikacije zapocet tek nakon navedenog proteklog
perioda, odnosno statisti¢ki znac¢ajno sniZzenje pH je nastalo nakon 4h inkubacije ovih
¢elija u MRS bujonu na 37°C. SniZenje pH bujona sa pocetnih ~6.0 na ~4.6 je takode
postignuto sa 2h zakaSnjenja, odnosno nakon 10h inkubacije, pri ¢emu je broj
populacije iznosio 10° cfu/ml, kao i kod netretiranih éelija. Ovaj podatak ukazuje na
to da je za postizanje odgovarajuceg stepena acidifikacije kojim ¢e se pH sredine
sniziti na odredenu vrednost potrebno da broj ¢elija dostigne odredeni nivo, odnosno
da bi snizile pH MRS bujona sa ~6.0 na ~4.6, broj ¢elija treba da dostigne oko 9.5

logio cfu po mililitru.

Primena PEP tretmana jade energije od 65.8 i 658.1 Jicm® dovela je do
produzetka lag faze za oko 5h, odnosno 6h, Sto zapravo predstavlja period kada su
éelije dostigle 10" cfu/ml, nakon &ega je detektovan podetak snizavanja pH bujona.
Ipak, pH bujona je sa pocéetnih ~6.0 sniZen na ~4.6 tek nakon priblizno 12h inkubacije
na 37°C, §to predstavlja zakasnjenje od oko 4h, a broj populacije je u tom trenutku
dostigao ~8.6 logie cfu/ml. Ovo je vrlo interesantan podatak, s obzirom na to da su
netretirane celije dostigle isti nivo pH tek nakon $to je broj populacije dostigao ~9.6
logip cfu/ml. To ukazuje na Cinjenicu da PEP tretmani visoke energije nisu uticali
samo na odlaganje acidifikacije, ve¢ 1 na samu acidifikacionu aktivnost atenuiranih
¢elija. Tako je sposobnost acidifikacije bila odloZzena, atenuirane Celije su u deset puta
manjem broju snizile pH bujona na isti nivo kao i1 netretirane celije. Prema
o&ekivanom trendu, ¢elije izloZene tretmanima energije od 65.8 i 658.1 J/cm?® trebalo
bi da snize pH bujona na ~4.6 za 5h, odnosno 6h zakasnjenja, koliko je trajao
produZzetak lag faze. Stoga skracenje ovog perioda na 4h takode ukazuje na postojanje
poboljsane acidifikacione sposobnosti PEP tretiranih u odnosu na kontrolne celije.

Postavlja se pitanje da li je primenjeni PEP tretman doveo do promena na nivou ¢elije,

121



pa je acidifikaciona aktivnost tretiranih Celija porasla ili je intracelularni sadrzaj Celija
koje su lizirale tokom tretmana olaksao usvajanje ugljenih hidrata od strane prezivele

populacije, pa je manji broj ¢elija bio potreban da se pH snizi na odredeni nivo.

Kada su primenjeni ponovni PEP tretmani, uoc¢ava se jos bolja acidifikaciona
sposobnost u odnosu na prvobitno tretirane celije. Naime, Celije koje su prvi put
tretirane PEP tretmanima energije 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm® su nakon proteklih 8h
inkubacije snizile pH bujona na oko pH 5.0, 5.6 i 5.9 (grafikon 10), dok je kod ¢elija
ponovo izlozenih istim PEP tretmanima, pH bujona nakon 8h inkubacije bio nesto
nizi, odnosno iznosio je oko pH 4.9, 5.3 i 5.5, respektivno (grafikon 11). Primecuje se
da je razlika u sniZzenju pH bujona bila veca §to je PEP tretman bio jaci, §to navodi na
zakljucak da pored povecane otpornosti celija, ja¢i PEP tretmani dovode i do

povecane acidifikacione aktivnosti.

Sa povecanjem energije PEP tretmana, stepen odlaganja acidifikacije se
povecava. Ukoliko se prati stepen snizavanja pH bujona do 5.5, tada se prema
prorac¢unu (formula 20) moze zakljuditi da je stepen odlaganja acidifikacije kod ¢elija
tretiranih pulsevima energije 65.8 i 658.1 J/cm?® bio 50%, odnosno oko 55% u odnosu
na netretirane celije (tabela 15). Medutim, ponovni PEP tretmani su snizili stepen
odlaganja acidifikacije za oko 5-6%, Sto se zapravo moze pripisati nesto ve¢em broju
populacije, §to se jasno uocava poredenjem broja kolonija nakon 24h inkubacije
(podaci iz tabele 13 i tabele 14). Razlog za ovu pojavu se moze traziti u povecanoj
otpornosti prezivele subpopulacije PEP tretiranih celija, kod kojih je verovatno
povecana sinteza proteina otpornih na stresove i proteina koji ucestvuju u ojacanju
strukture Celijskog zida, Sto doprinosi povecanoj otpornosti ovih ¢elija na ponovne
PEP tretmane. Takode, nakon liziranja jednog dela populacije, porast koncentracije
intracelularnog materijala u medijumu predstavlja dodatni stimulans za rast i razvoj
prezivele subpopulacije, Sto verovatno utice na povecan rast celija i njihovu

acidifikacionu aktivnost.
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6.6. Potencijalna probiotska sposobnost PEP tretiranih ¢elija

Probiotici se, zbog benefitnih svojstava na ljudski organizam, koriste kao zivi
mikroorganizmi u prehambenoj industriji sa ciljem poboljSanja intestinalnog
mikrobioloskog balansa (Fuller, 1989). Na trzistu se u poslednje vreme moze naci sve
veéi broj proizvoda koji sadrze probiotske mikroorganizme, kao $to su probiotski
fermentisani mle¢ni napici, razni suplemenati hrani i farmaceutski preparati sa
probioticima, koji imaju odredena nutritivna i terapeutska svojstva na ljudski
organizam (Tamime i sar., 2003). Prehrambena, kao i farmaceutska industrija, sve
vise koriste odredene BMK koje imaju probiotska svojstva, gde su najéesc¢e u upotrebi
odredeni sojevi laktobacila i bifidobakterija (McFarland i Elmer, 1997; Kaur i sar.,
2002). Stoga su kriterijumi za selekciju autohtonih sojeva BMK, pored tehnoloskih i
biohemijskih, prosireni i na testiranje potencijalnih probiotskih spsobnosti. Na osnovu
istrazivanja pojedinih istrazivaca, neki sojevi Lb. plantarum i Pediococcus acidilactici
su takode svrstani u potencijalne probiotike (JakeSevi¢, 2011). Radulovié i sar. (2010)
su ustanovili da odredeni sojevi Lb. paracasei, izolovani iz autohtonog Sjenickog sira,
takode poseduju probiotska svojstva. Tako su neki sojevi pokazali dobar rast u
simuliranim gastrointestinalnim uslovima, visoku sposobnost autoagregacije i dobru

antimikrobnu aktivnost na patogene mikroorganizme.

S ciljem da se utvrdi da li soj Lb. plantarum 564 poseduje potencijalna
probiotska svojstva, izvrSeno je testiranje na odredene probiotske kriterijume. Isti
testovi su izvrSeni 1 na PEP tretiranim bakterijama sa ciljem da se ustanovi da li je
doSlo do promena odredenih karakteristika i ukoliko jeste, u kom stepenu su one

promenjene.

6.6.1. Sposobnost preZivljavanja u GI uslovima

Prilikom selekcije potencijalnih probiotskih bakterija najvazniji parametar koji
se odreduje je njihova stabilnost u gastrointestinalnim uslovima. Stoga se vrsi
testiranje bakterija na tolerantnost niskih pH 1 visoke koncentracije Zucnih soli.
Sposobnost prezivljavanja netretiranih i PEP tretiranih ¢elija u simuliranim uslovima
u zelucu, kao i simuliranim duodenalnim uslovima prikazana je u tabeli 16. lako su
uslovi u GI traktu veoma ograniceni za rast BMK, ispitivani soj je u velikom broju

preziveo ove uslove, odnosno vise od 88% celija je prezivelo 90 min inkubacije u
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prisustvu pepsina pri pH 2.0, kao i 60 min inkubacije u prisustvu pankreatina i zu¢nih
soli. Ipak, znacajno je ustanoviti da su PEP tretirane ¢elije pokazale vecu otpornost u
simuliranim GI uslovima u odnosu na netretirane celije. Tako su celije izloZene
pulsevima energije 65.8 i 658.1 J/cm® pokazale veéu otpornost na simulirane Gl
uslove, gde je stepen prezivljavanja bio statisticki znacajno ve¢i u odnosu na
netretirane celije (oko 91% u poredenju sa 88%). S druge strane, Otpornost celija
izlozenih PEP tretmanima energije 5.5 i 34.6 J/cm® na simulirane uslove u Zelucu nije
se statisticki znacajno razlikovala od otportnosti netretiranih celija. Ipak, bakterije
izlozene pomenutim PEP tretmanima pokazale su statisticki znacajan porast
prezivljavanja (preko 90% tretiranih ¢elija) u simuliranim uslovima u duodenumu.
Takode je interesantno ustanoviti da su ¢elije tretirane ponovnim PEP tretmanima
pokazale vecu otpornost, gde je vise od 91% re-tretiranih éelija prezivelo simulirane
gastro uslove u prisustvu pepsina pri pH 2.0, dok je stepen prezivljavanja u
duodenalnim uslovima u prisustvu pankreatina i zu¢nih soli bio jo§ ve¢i (iznad 93%).
Ove vrednosti su sli¢ne vrednostima koje je pokazao referentni soj Lb. rhamnosus GG
(Perea Vélez i sar., 2007; Martin i sar., 2005), koji se koristi kao probiotik u

prehrambenoj industriji.

Vazno je ista¢i da je broj svih ispitivanih uzoraka u simuliranim GI uslovima
bio veéi od 10® cfu/ml, §to predstavlja vrlo znacajnu osobinu soja Lb. plantarum 564,
s obzirom na to da je visoka brojnost ¢elija preduslov za probiotsku sposobnost
bakterija. Celije ispitivanog soja su u izrazito velikom broju prezivele simulirane GI
uslove, a nakon primenjenih PEP tretmana pokazale su jo§ veci stepen prezivljavanja,
Sto ukazuje na zakljuc¢ak da su primenjeni PEP tretmani uticali na povecanje

otpornosti ispitivanih laktobacila.

Toleratnost na Zucne soli se smatra za preduslov da bi se bakterije nastanile u
tankom crevu domacina i ispoljile svoju metabolicku aktivnost (Havenaar i sar.,
1992). Klaenhammer (1982) je publikovao da mehanizam tolerantnosti probiotskih
bakterija na prisustvo Zu¢nih soli nije u potpunosti razjasnjen i da prag tolerancije jos
uvek nije poznat, s obzirom na to da razliciti probiotski sojevi pokazuju razli¢ite nivoe
tolerantnosti na Zucne soli. Rezistentnost pojedinih bakterija na Zu¢ne soli je vezana
za specifi¢nu aktivnost enzima tzv. zuénih hidrolaza (eng. bile salt hydrolase - BSH),
koji vrSe hidrolizu konjugovanih Zuc¢nih soli 1 tako smanjuju njihov toksi¢ni efekat na

¢elije bakterija (du Toit i sar., 1998). Ove enzime poseduju uglavnom laktobacili
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izolovani iz intestinalnog trakta i fecesa zivotinja, s obzirom na to da ove bakterije
zive u sredini bogatoj zu¢nim solima. Stoga je vrlo interesantno da ispitivani soj Lb.
plantatum 564, koji je izolovan iz tradicionalnog Sjenic¢kog sira, poseduje te enzime i
pokazuje izrazitu tolerantnost na zucne soli. Prisustvo ovih enzima nije izgubljeno
kod PEP tretiranih bakterija, ve¢ je naprotiv rezistentnost na zucne soli porasla sa

porastom ja¢ine primenjenih tretmana.

Dobijeni rezultati su od velikog znacaja, jer ukazuju na to da i kontrolne i PEP
tretiranje Celije soja Lb. plantatum 564 zadovoljavaju neke od najvaznijih probiotskih
Kriterijuma, a to je otpornost na Zeluda¢ne sokove i zu¢ne soli. Zapravo, povecana
otpornost ¢éelija izlozenih najja¢im PEP tretmanima od 658.1 J/em® bi mogla da svrsta

ove bakterije u potencijalne probiotike sa pove¢anom otpornoséu na GI uslove.

6.6.2. Rezistentnost na antibiotike

Rezistentnost bakterija na antibiotike predstavlja veoma vaZzan faktor za
utvrdivanje probiotskih svojstava, s obzirom na to da antibiotik-rezistentni sojevi

mogu da poboljSaju stanje pacijenata, €iji je balans intestinalne mikroflore narusen

primenom antibiotika (Salminen i sar., 1998).

Rezultati ispitivanja rezistentnosti na antibiotike pokazali su da je ispitivani
soj Lb. plantarum 564 rezistentan na kanamicin, gentamicin, neomicin, streptomicin i
tetraciklin, dok je pokazao senzitivnost na penicilin, a na eritromicin i hloramfenikol
je bio vrlo senzitivan (tabela 17). Ovi podaci se ne podudaraju sa literaturnim
podacima pojedinih autora, koji su publikovali da su laktobacili uglavnom rezistentni

na penicilin, ampicilin i hloramfenikol (Halami i sar., 2000; Coppola i sar., 2005).

Rezistentnost na kanamicin i streptomicin je bila sliéna kao kod soja Lb.
paracasei 08, koji je takode izolovan iz Sjenickog sira. Prisutna senzitivnost na gore
pomenute antibiotike bila je sli¢cna senzitivnosti referentnog soja Lb. rhamnosus GG,
koji je pokazao izrazitu osetljivost na hloramfenikol (zona inhibicije 10 mm) i
umerenu osetljivost na penicilin (zona inhibicije 6 mm), dok je bio rezistentan na

kanamicin (Radulovi¢ i sar., 2008).

Celije izlozene pulsirajuéim elektriénim poljima pokazale su sli¢nu
rezistentnost na primenjene antibiotike, s tim Sto su cCelije tretirane PEP tretmanima

energije >30 J/icm® izgubile rezistentnost na tetraciklin, pokazuju¢i umerenu
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senzitivnost sa zonom inhibicije od 5 mm. Takode se primecuje da je senzitivnost
¢elija tretiranih ja¢im PEP tretmanima povecana na penicilin, dok su cCelije izlozene

pulsevima energije 658.1 J/cm® postale senzitivne na gentamicin (tabela 17).

Rezistentnost bakterija na antibiotike predsavlja jedan od probiotskih
kriterijuma, koje ispitivani soj Lb. plantarum 564 selektivno ispunjava. Ipak,
senzitivnost na pojedine antibiotike moze da se smatra pozitivnom karakteristikom, s
obzirom na ¢injenicu da rezistentnost na antibiotike nekad moze da bude i nepovoljna,
jer rezistentne probiotske bakterije mogu doprineti transmisiji antibiotik-rezistentnih
gena na patogene bakterije prisutne u GI traktu (Morelli i Wright, 1997; Saarelo i sar.,
2000). Stoga bi determinacija lokacije gena odgovornih za rezistentnost na antibiotike
(plazmidna ili hromozomalna) doprinela bezbednoj primeni antibiotik-rezistentnih
sojeva kao probiotik starter kultura.

6.6.3. Antimikrobna aktivnost

Lactobacili pokazuju razli¢ite antimikrobne mehanizme u ogledima in vitro.
Antimikrobna aktivnost u tecnom medijumu je potpomognuta rapidnom difuzijom
antimikrobnih komponenti, koje inhibitorno deluju na mnoge patogene (Turi i sar.,
1997; Annuk i sar., 1999, 2001). Takode, celije laktobacila produkuju organske
kiseline koje snizavaju pH sredine i tako deluju antagonisti¢ki na mnoge patogene
mikroorganizme (Ouwehand 1 Vesterlund, 2004). Znacajno je istaci da laktobacili
predstavljaju najcesce prirodnu barijeru protiv infekcije intestinalnog i urogenitalnog
trakta. Pored produkcije mleéne kiseline, sposobnost inhibicije pojedinih bakterija se

ogleda u sintezi bakteriocina ili produkciji H;0x.

Kod mnogih laktobacila je detektovana ova probiotska sposobnost, pa su

mnogi laktobacili nasli primenu u farmaceutskoj industriji radi prevencije od raznih

infekcija (Bengmark,1998).

Prema rezultatima prikazanim u tabeli 18, soj Lb. plantarum 564 je pokazao
inhibitorno dejstvo na sve ispitivane patogene mikroorganizme. Sposobnost inhibicije
Gelija tretiranih pulsirajuéim elektriénim poljima energije <13 J/cm?® nije se mnogo
razlikovala od kontrolnih ¢elija, dok su ¢elije tretirane pulsevima iznad 30 Jlem®
izgubile sposobnost inhibicije bakterije E. coli ATCC25922. Takode, Ccelije

podvrgnute ponovnim PEP tretmanima izgubile su sposobnost inhibicije bakterije S.
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aureus ATCC25923. S druge strane, primenjeni tretman od 658.1 J/cm® uzrokovao je
povecanu antimikrobnu aktivnost tretiranih, kao i re-tretiranih ¢elija na B. subtilis
ATCC6633 i P. aeruginosa ATCC5999, gde su zone inhibicije bile veée od
kontrolnog uzorka za 50% i 14%, respektivno. Celije izloZzene pulsevima energije
34.6 J/cm® su takode pokazale nesto veéi antagonizam protiv B. subtilis ATCC6633 u

odnosu na netretirane ¢elije (tabela 18).

Na osnovu dobijenih podataka se moze zakljuciti da kontolne celije soja Lb.
plantarum 564 poseduju antimikrobnu aktivnost na ispitivane patogene
mikroorganizme, dok je inhibirotno dejstvo PEP tretiranih ¢elija na iste bilo
selektivno. S obzirom na to da produkcija organskih kiselina, kao i sinteza
bakteriocina predstavljaju limitirajuce faktore za rast patogenih mikroorganizama,
postavlja se pitanje koji su to faktori inhibicije kod PEP tretiranih ¢elija izostali, pa je
izgubljena antimikrobna sposobnost nad pojedinim patogenim bakterijama. Prema
podacima de Keersmaecker i sar. (2006), inhibitorni potencijal referentnog soja Lb.
rhamnosus GG se javlja kao posledica produkcije mle¢ne kiseline. Produkcija
organskih kiselina karakteriSe i soj Lb. plantarum 564, koje su pokazale izrazitu
acidifikacionu sposobnost u MRS bujonu, koja je sa odredenim zaka$njenjem bila
prisutna 1 kod PEP tretiranih celija (grafikon 10). U poglavlju 6.5 je istaknuto
postojanje poboljSanje acidifikacione sposobnosti PEP tretiranih celija, koja je kod
primenjenih ponovnih tretmana bila jo$ izrazenija (grafikon 11), sto je dovelo do
zakljucka da jaci PEP tretmani povecavaju acidifikacionu aktivnost ovih laktobacila.
Stoga se moze zakljuciti da produkcija organskih kiselina ne predstavlja izostali faktor
inhibicije PEP tretiranih ¢elija na pojedine patogene bakterije, ve¢ su u pitanju drugi

antimikrobni mehanizmi, koji mogu biti predmet daljih istrazivanja.
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7. ZAPAZANJA 1 ZAKLJUCCI

Ova istrazivanja su fokusirana na proucavanje ponasanja prezivele Sub-
populacije soja Lb. plantarum 564 nakon primene PEP tretmana razlicite energije, a
na osnovu dobijenih rezultata mogu se izneti odredena zapazanja i izvesti vrlo
znacajni zakljucci.

Proucavanjem dinamike rasta ¢elija ispitivanih laktobacila moze se u0citi da je
nakon dvocasovne lag faze nastupila eksponencijalna faza, koja se moze podeliti na tri
segmenta, a svaki segment karakterisalo je razli¢ito generaciono vreme (Gt). Tako je
Gt u periodu od 2-5.5h inkubacije iznosilo 47 min, da bi u narednom periodu (5.5-7h)
doslo do usporavanja rasta i pove¢anja Gt na 141 min, a ubrzan rast je primecen u
kasnoj log fazi (7-8h), gde je Gt bilo 21 min, $to je duplo krace nego na pocetku rasta.
Nakon osmocasovne inkubacije je nastupila stacionarna faza, a nakon 5 dana
inkubacije se moze uociti faza izumiranja, gde sve veéi broj celija lizira usled

povecane kiselosti sredine, kao i smanjenja nutritijenata u medijumu.

Tokom eksponencijalne faze ¢elije produkuju vecu koli¢inu kiseline, pa je u
ovom periodu vrlo izrazena acidifikaciona aktivnost i pH MRS bujona je sa pocetnih
pH 5.9 snizen na pH 4.6 nakon 8h inkubacije na 37°C. Za razliku od sposobnosti
acidifikacije MRS bujona, acidifikaciona aktivnost ¢elija ispitivanih laktobacila je bila
vrlo slaba u rekonstituisanom obranom mleku (ROM), snizivsi pH sa pocetnih pH 6.5
na pH 4.1 tek nakon 72h inkubacije. To ukazuje na slabu aktivnost 3-D-galaktozidaza,
koji vrSe hidrolizu mle¢nog Secera laktoze na glukozu i galaktozu. Vrlo slaba
fermentacija laktoze u ROM navodi na zakljucak da su ove bakterije povoljne za
izradu startera koji se koriste u proizvodnji onih prehrambenih proizvoda gde je
pozeljna odlozena acidifikacija, kao $to je upotreba dopunskih, tzv. ,,adjunct* kultura

u proizvodnji sireva.

Primena pulsiraju¢ih elektri¢nih polja energije nize od 13 Jem® imala je
pozitivan efekat na rast ¢elija, $to se naro€ito odrazilo na eksponencijalnu fazu rasta,
gde je izostao usporen rast u periodu od 5.5-7h inkubacije. Acidifikaciona sposobnost
tretiranih celija je takode bila neSto bolja, Sto ukazuje na zakljucak da je u toku
tretmana doslo do reverzibilne elektropermeabilizacije, gde su se ¢elije nakon

prestanka dejstva tretmana oporavile. Pretpostavlja se da je difuzija molekula, koja je
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nastupila nakon formiranja pora, doprinela boljem prometu materija, $to je pozitivno

uticalo na rast i acidifikacionu sposobnost ¢elija Lb. plantarum 564.

Nakon izlaganja nizim PEP tretmanima energije 12.2 J/em®, vijabilnost éelija
je ostala nepromenjena, Sto ukazuje na to da se ovi procesni parametri nalaze ispod
kriti¢ne granice potrebne za inaktivaciju tretiranih ¢elija. Medutim, jaci PEP tretmani
energije 34.6, 65.8 i 658.1 J/cm® su uzrokovali znacajnu atenuaciju Celija tretiranog
soja Lb. plantarum 564, smanjivsi ukupan broj ¢elija za oko 1, 2 i 3 log jedinice,
respektivno. Ovi rezultati ukazuju na zakljuCak da je stepen mikrobioloske
inaktivacije proporcionalan jacini primenjenog elektricnog polja, kao i trajanju PEP

tretmana.

Sa povetanjem energije tretmana raste i stepen inaktivacije, ali prezivela
populacija nakon prestanka tretmana nastavlja sa rastom, formirajuci novu populaciju,
koja nakon 24h inkubaije u MRS bujonu na 37°C dostize broj od 10° cfu/ml, kao i
netretirane Celije. Prezivela subpopulacija predstavlja perzister ¢elije, koje su otporne
da dejstvo pulsirajucih elektri¢nih polja, pokazujuéi brzi rast u kasnoj log-fazi u
odnosu na netretirane celije. Objasnjenje za ovu pojavu se moze naci u tome §to
prilikom dejstva pulsirajucih elektri¢nih polja jedan deo celija lizira, ¢iji intracelularni
sadrzaj postaje dostupan preZiveloj subpopulaciji, $to pozitivno utie na rast i razvoj
novonastalih celija. Prisutan intracelularni sadrzaj olakSava razgradnju i1 transport

pojedinih nutritijenata u ¢eliju, a takode pojedine komponente tog sadrzaja mogu da

predstavljaju izvor nutritijenata za prezivele Celije.

Perzistentnost je svojsvtena heterogenost unutar iste populacije celija, a
produzena lag faza je jedna od karakteristika ove subpopulacije celija, koje
prezivljavaju stres zato Sto se nalaze u nedeljivoj, tzv. dormant fazi. Sa porastom
jacine PEP tretmana uoceno je i povecanje trajanja lag faze, koja je kod celija
izloZzenih tretmanima energije 34.6 J/em® produZena za oko 2h, dok su tretmani
energije 65.8 i 658.1 J/cm® produzili lag fazu za oko 5h, odnosno 6h. To ukazuje na
zakljucak da se porastom primenjene energije elektriénih pulseva faza oporavka
tretiranih ¢elija produzava, s obzirom na to da su prezivele ¢elije dozivele jedan vid

subletalnog Soka.

Sa produzetkom lag faze nastupilo je odlaganje eksponencijalne faze, pa je i

acidifikaciona aktivnost ovih ¢elija odloZena. Medutim, rast PEP tretiranih celija se
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odvijao istom dinamikom kao kod netretiranih, pa je porast termalne snage detektovan
na kalorimetru pratio krivu rasta kontrolnog uzorka, ali sa zakaSnjenjem koje

odgovara produzetku lag faze.

Prezivela subpopulacija PEP tretiranih laktobacila pokazala je vecu otpornost
na ponovne PEP tretmane, koja je bila veca sa porastom jacine tretmana. Dinamika
rasta ove populacije je bila sli¢na rastu kontrolnih uzoraka, a nova populacija je
takode pokazala kasnjenje u postizanju makimalne termalne snage. Ovo kasnjenje je
kod ponovno tretiranih ¢elija bilo duze u odnosu na prvobitno tretirane éelije, uprkos
tome Sto su re-tretirane Celije pokazale vecu otpornost na primenjeni tretman. Stoga su
neophodna detaljnija istrazivanja na celijskom nivou, kako bi se razjasnio uticaj

pulsirajucih elektri¢nih polja na stadijume razvoja prezivele subpopulacije éelija.

Znacajno je istaci da rezultati istrazivanja ukazuju na vecu rezistentnost PEP
tretiranih ¢elija na elektropermeabilizaciju nastalu primenom ponovnih tretmana. Na
osnovu toga se moze zakljuciti da jaci PEP tretmani izazivaju formiranje jace Celijske
membrane, kao i sintezu proteina koji pomazu ¢eliji da bude otporna na stres, pa
prezivela subpopulacija postaje otpornija na naredne tretmane. Ovo predstavlja
interesantno poglavlje za naredna istraZzivanja na metabolickom 1 proteomi¢kom

nivou.

Ja¢i PEP tretmani su evidentno uticali na odlaganje stepena acidifikacije
atenuiranih celija, s obzirom na to da je eksponencijalna faza rasta bakterija bila
odloZena. Medutim, vrlo je interesantan podatak da su Celije tretirane najjacim
tretmanom energije 658.1 J/cm® dostigle isti pH kao netretirane, ali u deset puta
manjem broju (8.6 log cfu/ml u poredenju sa 9.6 log cfu/ml). To ukazuje na ¢injenicu
da PEP tretmani visoke energije nisu uticali samo na odlaganje acidifikacione
aktivnosti, ve¢ i na poboljSanje same acidifikacione sposobnosti. Razlog se takode
moze traziti u povecanoj koncentraciji intracelularnog materijala u medijumu, koja
predstavlja dodatni stimulans za rast 1 razvoj prezivele subpopulacije. Ipak, uocava se
da su ponovni PEP tretmani smanjili stepen odlaganja acidifikacije za oko 5-6%, $to
se zapravo moze pripisati povecanoj otpornosti prezivele subpopulacije, koja je

nastavila da se razvija u ve¢em broju.

Celije izlozene pulsevima energije 65.8 i 658.1 J/em® pokazale su vecu

otpornost na simulirane GI uslove, pokazuju¢i stepen prezivljavanja preko 91%, §to je
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u granicama stepena prezivljavanja referentnog soja Lb. rhamnosus GG, koji se koristi
kao probiotik u prehrambenoj industriji. Vazno je ista¢i da je ukupan broj ¢elija bio
veéi od 10° cfu/ml, §to ukazuje na &injenicu da kontrolne, kao i PEP tretirane éelije
soja Lb. plantarum 564 ispunjavaju jedan od najvaznijih probiotskih kriterijuma, a to
je visoka brojnost ¢elija nakon prolaska kroz GI trakt. Ove celije su pokazale
tolerantnost na zu¢ne soli, koje malobrojne bakterije imaju. S obzirom na to da je
rezistentnost na zucne soli vezana za aktivnost enzima zucnih hidrolaza, dobijeni
rezultati ukazuju na to da ispitivani laktobacili poseduju ove enzime, Cije prisustvo
nije izgubljeno ni kod PEP tretiranih ¢Celija, ve¢ je naprotiv rezistentnost porasla sa

porastom jacine primenjenih tretmana.

Ispitivani soj Lb. plantarum 564 je pokazao rezistentnost na odredene
antibiotike, kao $to su kanamicin, gentamicin, neomicin, streptomicin i tetraciklin,
dok su éelije tretirane ja¢im PEP tretmanima (>30 J/cm?®) izgubile rezistentnost na
tetraciklin. Stoga bi determinacija lokacije gena odgovornih za rezistentnost na
antibiotike (plazmidna ili hromozomalna) doprinela boljem razumevanju ovih
promena koje nastaju pod uticajem stresa kao $to su pulsiraju¢a elektricna polja. Time
bi i primena antibiotik-rezistentnih sojeva kao probiotskih starter kultura bila
bezbednija, s obzirom na to da rezistentne probiotske bakterije mogu doprineti

transmisiji antibiotik-rezistentnih gena na patogene bakterije prisutne u GI traktu.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti moze se zakljuciti da celije soja Lb.
plantarum 564 poseduju antimikrobnu aktivnost na ispitivane patogene
mikroorganizme (Escherichia coli ATCC 25922, Staphilococcus aureus ATCC
25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 5999, Listeria
monocytogenes IM 2000, Simonella enteritidis ATCC 31806 i Candida albicans
ATCC 10259), dok su PEP tretirane ¢elije pokazale selektivno inhibitorno dejstvo.
Celije izloZzene nizim PEP tretmanima (energije ispod 13 J/cm®) pokazale su istu
inhibitornu sposobnost na sve navedene mikroorganizme kao i kontrolne ¢elije, dok
su Celije tretirane ja¢im PEP tretmanima izgubile sposobnost inhibicije nad E. coli
ATCC25922. Interesantno je ustanoviti da su celije izlozene ponovnim PEP
tretmanima (iznad 30 J/cm®) izgubile sposobnost ingibicije bakterije S. aureus
ATCC25923. S obzirom na to da produkcija organskih kiselina, kao i sinteza
bakteriocina predstavljaju limitiraju¢e faktore za rast patogenih mikroorganizama,

poboljsana acidifikaciona aktivnost PEP tretiranih Celija ukazuje na zakljucak da
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produkcija organskih kiselina ne predstavlja izostali faktor inhibicije PEP tretiranih
¢elija na pojedine patogene bakterije, ve¢ su u pitanju drugi antimikrobni mehanizmi,

koji mogu biti predmet daljih istrazivanja.

Generalno se moze zakljuéiti da dobijeni rezultati predstavljaju osnovu za
dalja istrazivanja koja ¢e se bazirati na ispitivanju moguc¢ih mehanizama promene
¢elijske membrane tokom rasta, sa posebnim osvrtom na period srednje i kashe
ekponencijalne faze rasta, kao i na ispitivanju posledica vezanih za odbrambeni

mehanizam c¢elije pod usticajem PEP indukovanog stresa.

Rezultati istrazivnja takode predstavljaju bitan pomak napred za industrijsku
relevantnost primene pulsirajuéih elektriénih polja u prehrambenoj industriji. U cilju
proizvodnje zdravstveno bezbednih namirnica, neophodno je dobro poznavanje
ponasanja prezivele subpopulacije mikroorganizama tretiranih  pulsiraju¢im
elektriénim poljima. Dobijeni rezultati istraZzivanja ukazuju ne samo na mogucénost
oporavka prezivele subpopulacije, ve¢ i na povecanu otpornost iste na ponovne
tretmane. Dokaz o postojanju perzistera unutar iste populacije mikroorganizama
ukazuje na Cinjenicu da PEP tretman, kao alternativna netermicka tehnika za
inaktivaciju mikroorganizama, ne moze u potpunosti zameniti postupak pasterizacije,

ve¢ se moze primenjivati kao dopunski tretman.

Studije o diverzitetu populacije predstavljaju klju¢no poglavlje u razumevanju
mehanizama prezivljavanja Celija bakterija nakon dejstva raznih stresova. Stoga, dalja
karakterizacija PEP preZivele subpopulacije ¢elija bi doprinela boljem razumevanju
samog diverziteta u okviru iste populacije, neophodnog za otpornost i sposobnost
prilagodavanja celija laktobaila u razli¢itim sredinama. Osim toga, dokazano je da
odgovori ¢elije na odredeni stres mogu dramati¢no da pobolj$aju naknadno ponaSanje
u odredenim sredinama, $to moZe dovesti do poboljSanja tehnoloskih karakteristika,

kao 1 gastrointestinalne otpornosti odredene bakterijske vrste.
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PRILOG

Tabela P1. Sastav MRS podloge

Supstanca Kolicina
pepton 109
mesni ekstrakt ("Lab-Lemco’ prah) 8¢
kvascev ekstrakt 4q
glukoza 209
sorbitan mono-oleat 1ml
dikalijum hidrofosfat (K;HPO,) 29
natrijim acetat-trihidrat 590
tri-amonijumcitrat 29
MgSO, x 7H,0 200 mg
MnSQO, x 4H,0 5mg
agar 109
destilovana voda do 1000 ml

Tabela P2. Acidifikaciona aktivnost PEP tretiranih bakterija u toku inkubacije na
37°C u MRS bujonu

pH MRS bujona u toku inkubacije (n =4)

PEP tretman *

2h 4h 6h
[6) 5.90 + 0.03 ? 575+ 0.02° 518+ 0.07°¢
A 5.90 +0.01 ® 5.69 +0.02° 5.07 + 0.08¢
A, 5.89 +0.02 ° 5.73+0.05"° 5.05 + 0.07 ¢
A, 5.90 +0.01 ® 574 +0.02° 5.09 + 0.04¢

* O — kontrolni (netretirani) uzorak; A;, A, i Az— uzorci tretirani PEP tretmanima primenjene energije
od 1.3, 5.5 i 12.2 J/cm?® respektivno; + standardna devijacija; n — broj uzoraka; statisticka znacajnost
uzoraka (p<0.05) prikazana je malim slovima u indeksu
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IIpuror 1.

Hsjasa o ayropcrBy

3
[otmucanu-a (e-’t/“”‘ Coramnuds
6poj unzmekca

HsjaBmyjem
Ja je IOKTOpeKa cepTanuja 101 HacioBOM
.;y AN Dy nesp Ay bux  éa e Y < e A& P
7 ~ e = ; > 7
A Hs e A—\J ASTK TS U CoN R Laelil e Uy f b o pe JE S'

® PE3yJITaT COICTBEHOT HCTPa)XKHBAvKOT pajia,

¢ Ja TpeJUIOKEHA MHCepTalfja y LEIMHH HH y JeI0BHMA HHje Guia
Upejuioxkena 3a  noGHjare OHIO Koje AMIUIOME Tpema CTYUjCKHM
IpOrpaMuMa APYTrHX BUCOKOUIKOJICKUX YCTAHOBA,

® Jla Cy pe3y/iTaTH KOPEKTHO HAaBEAEHH U

® Jla HHCAaM KpIIKO/Ia ayTOpCcKa IIpaBa H KOPHCTHO HHTENIEKTYaHY CBOjUHY
JPYTUX JHIA.

IoTmuc poxropanaa

Y Beorpapy, _ 7+ %. 2o 1%,

/ - 7
/[ /<F/ 4{2\"‘ 'A P
774 Vot

7
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Ipuor 2.

UsjaBa o ucroserHocTu mraMnane un
CJIEKTPOHCKE Bep3Mje JOKTOPCKOr paaa

Wwme u npesume ayTtopa Crus Coranu €
bpoj uazmexca
Crynmjckn mporpam

HacnoB pama ' vy s cuy 4, b GrceRfuTbar fodh G pacr o Cenadlael A7t Us—
s T 7 v . 7
MeHTOp _ oo & Ap Bomwes  Roc Ay iy, o LeblocWane g ondacay, KL §
T ¢

[oTmucanu/a ; /{A"»‘ ‘J[h‘ g
\j N

Usjasibyjem ma je mrammana BEP3Hja MOT JIOKTOPCKOT Paja HCTOBETHA €NIEKTPOHCKO]
Bep3uju  KOjy caM Tpenao/ia  3a objaBpuBale Ha mopTany JIMrHTAJHOR
Peno3uTOPHjyMa YHHBep3HTETA Y beorpany.

Jlo3BosbaBam na ce ofjaBe MOju JIMYHH TOZAIM BE3aHH 3a Jo0Hjame aKageMCKOr
3Bamba IOKTOpa HaykKa, Kao IITO Cy HMe ¥ TIPe3uMe, TOUHA ¥ MECTO pobema u gatym
onbpane paja.

OB ymuHE mozamu Mory ce o6jaBuTH Ha MPEXHHM CTpaHHI[AMa JIUrUTaIIHE
OubmuoTeKe, y eneKTpOHCKOM Kataiory u y mybnuxanujava YHuBepsutera y
beorpay. :

ITornuce goxTopanaa

Y Beorpany, T B,

<);- (s L
U N
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Ipuor 3.

U3sjasa o kopumhemy

Osnamhyjem YHuBepsutercky Gubnmoreky ,,Cetozap Mapxkosuh® na y JTururanam
penosuToprjym Yuusepsurera y Beorpany yhece MOjy NOKTOPCKY JHCEpTaIujy 1o
HACIIOBOM:
O Ay aSup Ao Bwe  onCemPutunr nopa pac i«

Dedmbttool” soranteliac cava fuats Ca Uig 2labeon L&
K0ja je Moje ayTOPCKO JIeo.
Hucepramjy ca cum npmosuma Ipefiao/iia caM y eleKTPOHCKOM bopmary
TIOTOJTHOM 32 TPAJHO apXHBUpAKbe.
Mojy  nmoxropexy JWCEPTalHjy TOXpameHy y JIMIHTATHK PEIO3UTOPHjyM
Yumsepsurera y Beorpany MOTY Jia KOPHCTe CBH KOjU LIOIITYjy ofpenbe campikaHe y
onabparnom Tumy nunenne Kpearupue sajennune (Creative Commons) 3a KOjy cam ce
OJUTy4HO/Ta.
1. AytopcTo
2. AYTOpCTBO - HeKOMEpPIHjaIHO
3. AyTopcTBO — HekOMepIHjasIHO — Ge3 npepane
4. AYTOpCTBO — HEKOMEPIIH]ATHO — NeTHTH 0] HCTUM YCIOBHMA
5. AyTtopetso — Ge3 npepaje
6. AYTOPCTBO — JIenuTH IO HeTHM ycioBuMa
(Momamo za 3a0kpyskuTe camo jemHy ox mect moHyheHux nmueniH, KpaTaK OIHC
THMLEHIH JaT je Ha nonehuuu mucra).

IloTnuc xoxropania

V Beorpany, T F 2%,

JAJZ‘J Ll
\J NG

L. Ayropetso - JlosBosbasate ymuoxaBambe, JWUCTPUOYLIM]y M jaBHO CAomINTaBarbe
ACIIa, i Ipepajie, ako e HaBe/e HMe ayTopa Ha HAdkH ofipeljen o cTpane ayTopa wiu
AaBaolia THICHLE, YaK H y Komepuujamse cspxe. OBO je HajcI000HU]a O CBHX
JIHLCHIH.

2. AyropctBo — HekoMepuHjaHo. J[03B0baBaTe YMHOXXaBakbe, TUCTPHOYIH]Y U jaBHO
CaolTaBake Neja, 1 Npepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HAYMH ozxpehen on
CTpaHe ayTopa MM JaBaoua ymieHue. OBa JMIEHNA HE [03BOJHaBA KOMEpIHjalHy
ynorpeby nena.

3. AyTopctBO - HekomepumjaiHO — Ge3 npepaze. Jo3BosbaBaTe yMHOXaBamse,
JMCTPUOYIHjy M jaBHO CAOIINTABARLC Aena, Ge3 TIpOMEHa, MPEOOIUKOBabAa M
ynotpebe Ziea y CBOM JIENTy, aKko ce HaBene uMe ayTopa Ha HauuH ojpeljeH o1 cTpane
4yTopa WK aBaoua juuenne. OBa JIULEHIA He 103B0JbaBa KOMepLHjalHy yrnoTpeby
Aiena. Y oIHOCY Ha CBE OCTATE JIMLEHIE, OBOM JIMLEHIOM Ce OrpaHnyaBa Hajsehn
06uM npasa Kopumihierma jerna.

153

153



4. AyropctBo - HEKOMEPLMJalHO — JEIMTH IO0j HCTHM ycinoBumMa. Jo3Bospasare
YMHOXaBambe, JUCTPUOYIH]Y U jaBHO CAOMIITABALE JieNa, U Ipepaje, ako ce HaBee
HME ayTopa Ha HAaYMH oApeleH ox cTpame ayTopa HIH JlaBaolia JIMLEHIE U aKko ce
Ipepaja IUCTPUOYHpa IO HCTOM WM CIHYHOM JuneHnoM. OBa JuneHna we
A03B0JbaBa KOMEpUHMjaTHY yIOTpedy Jeina u npepaja.

5. AyropcTBo — Ges npepazne. Jlo3soskaBate yMHOKaBambe, JUCTPUOYLHjy U jaBHO
CaoluTaBame nena, 6€3 MPOMEHa, MPeodTUKOBAA HiH ynorpebe Liena y cBom meny,
aKko ce HaBeAe MME ayTopa Ha HauMH ompeheH o CTpaHe ayTopa WM AaBaola
nunente. OBa JULEHNA [103B0/haBa KOMepuujaiHy ynotpeby nena.

6. AyTOpCTBO - menuTH nox weTHM yenosuma. JlososbaBate yMHOXKaBakbe, wmcTpubyuujy u
JjaBHO caomurrarame gena, u fPepazne, aKko ce Hapee HMe ayTopa Ha HauuH ompelien ox
CTPaHe ayTopa WiM JaBaoua JMUEHUE M aKO ce Ipepaja IHUCTPUOYHpPa MO MCTOM Wi
CIIMYHOM nMueHHoM. OBa JMLEHna [03BOJbaBa KOMepuHjaiHy ynotpedy nena u npepaja.
Cinuna je codTBepekmM HuEHIAMA, OTHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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