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UTJEGAJ BAKTERIOGINA NA
MIKROBIDLOSKU KAKVOGU FERMENTIRANIH

KOBASICA

SAZETAK

Bakterije mlijecne kiseline tijekom fermentacije svojom
metabolickom aktivnoSc¢u stvaraju nepovoljne uvjete za
rast i razvoj mikroorganizama. lzravnu antimikrobnu aktiv-
nost ispoljavaju preko organskih kiselina (mlijecna, octe-
na, propionska), vodikovog peroksida, diacetila, ugljicnog
dioksida i bakteriocina. Bakteriocini su mikrobni peptidi ili
proteini koji spre¢avaju rast ili Cak uni$tavaju druge bakte-
rije. Mnogobrojnim istraZivanjima utvrden je njihov anti-
mikrobni ucinak u kontroliranim laboratorijskim uvjetima
kao i u proizvodniji razlicitih fermentiranih proizvoda. Ipak,
djelovanje bakteriocina u supstratu moze biti smanjeno ili
onemoguceno na vise nacina, npr. vezanjem na masno
tkivo i oteZanim prodiranjem kroz cvrsti supstrat, zatim
prirodnim proteolitickim enzimima i drugim inhibitorima.
Osim toga, djelotvornost im uvelike ovisi i o temperaturi,
pH, dodacima i aditivima. Stoga je za svrsishodnu pri-
mjenu pojedinog bakteriocinogenog soja ili bakteriocina
nuzno osigurati i optimalne uvjete za ispoljavanje maksi-
malnog antimikrobnog ucinka.

Zdolec', N., M. Hadziosmanovi¢', L. Kozacinski', I. Filipovi¢'

Kljucne rijeci: bakteriocini, fermentirane kobasice,
patogeni mikroorganizmi

uvan

Bakterije mlijeCne kiseline osim S$to sudjeluju u
stvaranju pozeljnih organolepti¢kih svojstava, bitno
mogu utjecati i na mikrobioloSku kakvoc¢u fermentira-
nih proizvoda. Fermentacijom se smanjuje pH u sup-
stratu, ¢ime je u vecini slu¢ajeva onemogucen razvoj
patogene mikroflore. Medutim, to ipak nije jamstvo
besprijekornog mikrobioloskog statusa fermentirane
hrane. Primjerice, Listeria monocytogenes opstaje
u kiselom i slanom mediju (Doyle, 1988), u Sirokom
temperaturnom rasponu, S$to predstavija realnu
opasnost pri konzumiranju fermentiranih toplinski
neobradenih proizvoda, poput fermentiranih koba-
sica. Ipak, veca sigurnost fermentiranih kobasica
moze se posti¢i primjenom bakteriocina ili bakterio-
cinogenih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline.
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BAKTERIOCINI

Otkako se bakterije mlijeCne kiseline koriste kao
starter-kuture, istrazivanja su se usmijerila u prona-
lazenje bakteriocinogenih sojeva. Bakteriocini su
antimikrobne tvari, peptidi ili proteini (Tagg i sur.,
1976) koje se ponekad zamijenjuje s antibioticima,
Sto je potpuno neopravdano zbog znacajnih razlika u
nacinu primjene, sinteze, djelovanja, rezistenciji i dr.
(Tablica 1). Razli€iti bakteriocini variraju u spektru i
nacinu antimikrobnog djelovanja, molekularnim tezi-
nama, genetskim i biokemijskim svojstvima (Jack i
sur., 1995). Njihovo ciljno mjesto je citoplazmatska
membrana u kojoj stvaraju pore kroz koje se gubi
stani¢ni materijal (Abee, 1995; Chen i sur, 1997).
S druge strane, ucinak hidrofobnih bakteriocina na
gram-negativne bakterije onemogucen je strukturom
njihova stani¢nog zida (Helander i sur. 1997). Stoga
bakteriocini bakterija mlijeCne kiseline mogu biti
aktivni samo protiv srodnih gram-pozitivnih bakterija
(Jack i sur., 1995; Ray, 1993; Abee i sur., 1995; Sahl
i sur, 1995; Venema i sur., 1995).

Tagg i McGiven (1971) opisali su jednu od metoda
za otkrivanje bakteriocinogene sposobnosti ispiti-
vanih mikroorganizama na krutoj podlozi, pri ¢emu
bakteriocini difundiraju kroz hraniliSte prije doda-
vanja indikatorskog mikroorganizma. Da bismo bili
sigurni da je zona inhibicije uistinu plod djelovanja
bakteriocina, potrebno je isklju€iti druge moguce
razloge, prvenstveno djelovanje kiselina i vodiko-
vog peroksida, te ustanoviti posjeduje li inhibitor
proteinsku strukturu. Utjecaj pH iskljuuje se neu-
traliziranjem supernatanta tj. podeSavanjem pH na
6,5 pomoc¢u NaOH ili KOH, a vodikovog peroksida
dodavanjem katalaze ili inkubiranjem u anaerobnim
uvjetima (Schillinger i Licke, 1989). Ukoliko se zona
inhibicije pojavi s neutraliziranom kulturom, a izosta-
ne nakon tretiranja proteolitickim enzimima (Lewus i
sur.,1991), rije€ je o bakteriocinu.

Prema Klaenhammeru (1993) i Nesu i sur. (1996)
bakteriocini se mogu svrstati u 4 skupine: | lantibio-
tici, 1l kratki termostabilni peptidi, Il i IV termolabilni
proteini i proteinski kompleksi. Za prehrambenu
industriju najznacajniji su bakteriocini prve i druge
skupine. Lantibiotici su kratki, termostabilni bakteri-
ocini s neobi¢nim aminokiselinskim sastavom (ami-
nokiseline lantionin, metil-lantionin). Najpoznatiji i

najznacajniji predstavnik te skupine je nizin, jedini
bakteriocin koji je registriran kao aditiv u prehram-
benoj industriji u vise od 50 zemalja svijeta (Federal
Register, 1988). Proizvodi ga Lactococcus lactis
subsp. lactis i inhibira Siroki spektar gram-pozitivnih
bakterija poput L. monocytogenes (Benkerroum
i Sandine, 1988), Clostridium spp. i Bacillus spp.
(Daeschel, 1989).

U literaturi se navode mnogobrojni podaci o inhi-
bitornom ucinku bakteriocina na bakterije kvarenja,
poput klostridija i heterofermentativnih laktobacila,
kao i na patogene ukljuujucéi L. monocytogenes,
Staphylococcus spp., Clostridium spp., Enterococ-
cus spp. i Bacillus spp. Mnogi od njih pripadaju
drugoj skupini bakteriocina, kratkih termostabilnih
peptida, koji su najznacajniji za mesnu industriju.
Primjerice, curvacin A iz Lactobacillus curvatus (Tic-
haczek i sur., 1992) i sakacin A, P i K (Holck i sur.,
1992, Tichaczek i sur., 1992; Hugas i sur., 1995)
iz Lactobacillus sakei inhibiraju rast drugih bakterija
mlije¢ne kiseline i L. monocytogenes.

UGINAK BAKTERIOCINA U FERMENTIRANIM
KOBASICAMA

Bakterije mlijeCne kiseline koriste se kao star-
ter-kulture u proizvodnji fermentiranih proizvoda.
Primjerice, u nadjevu trajnih kobasica sudjeluju
uz mikrokoke i druge mikroorganizme u stvaranju
svojstvenih senzorskih svojstava proizvoda (Hadzi-
osmanovi¢, 1978; Hadziosmanovi¢ i sur., 1979).
Prema Hammesu (1995) starter-kulture u industriji
mesa definiraju se kao proizvodi koji sadrze mikro-
organizme koji u fermentacijskom supstratu ispolja-
vaju pozeljnu metabolicku aktivnost. U pravilu, iako
ne i nuzno, ti se mikrorganizmi u supstratu razmno-
Zavaju.

Zbog pozitivnog utjecaja na mikrobioloSku kakvo-
¢u fermentiranih proizvoda, sve viSe se koriste star-
ter-kulture s bakteriocinogenim mikroorganizmima.
Medu bakteriocinogenim bakterijama mlijeCne kise-
line znacajno mjesto zauzimaju vrste roda Lactoba-
cillus, i to L. sakei (bakteriocin sakacin), L. curvatus
(curvacin), L. plantarum (plantaricin), L. acidophilus
(lactacin, acidocin) i L. bavaricus (bavaricin). Osim
laktobacila bakteriocine stvaraju i Pediococcus spp.
(bakteriocin pediocin), Leuconostoc spp. (leucocin),
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V Tablica 1. Prikaz najznacajnijih razlika bakteriocina i antibiotika (Cleveland, 2001)

CIMBENIK BAKTERIOCINI ANTIBIOTICI
Primjena u hrani klinicki
Sinteza ribosomalna sekundarni metaboliti
Aktivnost uzak spektar varijabilan spektar

Otpornost producirajuée stanice

ne

Mehanizmi rezistencije ili torelancije
ciljane stanice

obi¢éno prilagodba sastava stani¢ne
membrane

genetske promjene

Ciljno mjesto

staniéna membrana-stvaranje pora

stani¢na membrana ili
unutarstani¢na meta

Toksi¢nost

da

Enterococcus spp. (enterocin), Lactococcus spp.
(lacticin, nizin), Carnobacterium spp. (carnocin).

Antimikrobni u¢inak pojedinih sojeva prema razlici-
tim patogenim mikroorganizmima i mikroorganizmi-
ma kvarenja potvrden je u laboratorijskim uvjetima,
Sto se pokuSava iskoristiti i u praksi tj. proizvodnji
higijenski i zdravstveno besprijekornih fermentiranih
kobasica i drugih proizvoda.

Foegeding i sur. (1992) istrazivali su ucinak
Pediococcus acidilactici na L. monocytogenes u
fermentiranim kobasicama. Tijekom fermentacije
(48 sati) broj listerije smanjio se 10 puta viSe nego u
kontrolnim kobasicama bez bakteriocinogenog soja.
Nakon fermentacije kobasice su podvrgnute djelo-
vanju topline (49 °C), te stavljene na zrenje. U goto-
vim proizvodima s kona¢nim pH <4,9 broj listerije
je bio <1 log cfu g-1, dok je kod pH >4,9 prezivjela
fermentaciju, djelovanje topline i zrenje. Medutim,
zahvaljujuéi djelovanju pediocina i tijekom zrenja se
broj listerije smanjio za 2,4 log.

De Martinis i Franco (1998) utvrdili su ucinkovitost
Lactobacillus sakei 2a u smanjivanju broja listerije u
ferrmentiranoj kobasici «linguica». Nakon 4 tjedna
pohrane na temperaturi od 8 °C broj L. monocytoge-
nes bio je za 6 log manji nego u kontrolnoj kobasici
inokuliranoj samo s patogenom. Liserre i sur. (2002)
dokazali su da primjena Lactobacillus sakei 2a u
«linguica» kobasicama pakiranim u modificiranoj
atmosferi daje jo$ bolje rezultate u kontroli listerije.

Tybpponen i sur. (2003) usporedili su ucinak
komercijalne starter-kulture Pediococcus pento-
saceus i zastitnih starter-kultura Lactobacillus rha-

mnosus E-97800, Lactobacillus rhamnosus LC-705
i Lactobacillus plantarum ALCO1 na L. monocytoge-
nes u fermentiranim kobasicama. Autori su utvrdili
da su zastitne starter-kulture eliminirale listeriju iz
nadjeva ve¢ 7. dana, a Pediococcus pentosaceus
tek 28. dana (kod pH 4,7-4,9). S druge strane, kod
pH 5,0-5,2 u svim kobasicama listerija je eliminirana
21. dana, Sto ukazuje na velik utjecaj pH na proizvo-
dnju i djelotvornost bakteriocina.

Osim pH, inaktiviranju bakteriocina u supstratu
mogu uvelike pridonijeti i razli€iti aditivi, prirodni
proteolitiCki enzimi i drugi inhibitori (DeVuyst i Van-
damme, 1994). Utjecaj pH i temperature na proizvo-
dnju sakacina K soja L. sakei CTC 494 istrazivali
su Leroy i de Vuyst (1999) i zakljucili da su tempe-
raturni uvjeti i pH koji vladaju tijekom fermentacije
trajnih kobasica optimalni za proizvodnju sakacina
K. Takoder istiCu da se optimalni pH za rast laktoba-
cila ne podudara s pH u kojem je aktivnost sakacina
bila najveca. Istu pojavu prikazali su i Mataragas i
sur. (2003) za L. curvatus L442.

Kuhinjska i nitritna sol takoder imaju utjecaj na
proizvodnju i ucinak bakteriocina u fermentiranim
kobasicama. Soli smanjuju intenzitet rasta L. sakei
CTC 494 sto posljedi¢no rezultira smanjenim stvara-
njem sakacina. Pri tome NaCl ko¢i i rast bakterioci-
nogenog soja i specificnu proizvodnju bakteriocina,
dok Na-nitrit koCi rast soja, a time i proizvodnju
bakteriocina (Leroy i de Vuyst, 1999). O koncentra-
ciji soli takoder je ovisan i u€inak curvacina A, anti-
listerijskog bakteriocina soja L. curvatus LTH 1174
(Verluyten i sur., 2004).
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Hugas i sur. (1997) naglasavaju da se aktivnost
bakteriocinogenih startera ne ispoljava uvijek, tj.
ovisi o tipu i vrsti kobasice u kojoj se primjenjuje.
Autori su istrazivali u€inak bakteriocinogenih sojeva
(4 soja L. sakei i 1 soj L. curvatus). Kobasice su bile
proizvedene na uobi¢ajen nadin u Spanjolskoj (seri-
jaA) i Njemackoj (serija B). U svim Sarzama serije A,
uklju€ujuéi i kontrolnu kobasicu bez bakteriocinoge-
nih sojeva, broj L. monocytogenes se tijekom zrenja
smanjio za 1-4 log CFU/g. Dva soja (L. curvatus
LTH1174 i L. sakei CTC494) reducirali su listeriju
za 1-1,5 log CFU/g viSe nego u kontroli. S druge
strane u seriji B u Njemackoj broj listerije je ostao
nepromijenjen u 4 Sarze, uklju€ujuci kontrolu, dok
se u kobasicama s L. curvatus LTH1174 i L. sakei
CTC494 smanijio za 1 log CFU/g. Autori smatraju
da je djelotvornost bakteriocinogenih sojeva u kon-
troli listerije uvelike ovisna o supstratu u kojem se
primjenjuju kao i uspostavljanju optimalnih uvjeta u
kojima bi mogli ispoljiti svoj maksimalni ucinak.

ZAKLJUGAK

Visoko vrijedna sirovina i primamljiva organolepti-
Cka svojstva fermentiranih kobasica pridonijela su
Sirokoj potrosnji te vrste mesnih proizvoda. Buduci
da se radi o sirovim, toplinski neobradenim proi-
zvodima, odredeni rizici za zdravlje ljudi su prisutni.
Naime, iako tijekom procesa fermentacije mesa
propada vecéina eventualno prisutnih patogenih
bakterija, neke opstaju te mogu prouzroditi obo-
lienje ljudi. U tom smislu mogu se Koristiti zastitne
kulture, tj. kulture mikroorganizama koje inhibiraju
patogene i produzuju odrzivost proizvoda. Zastitne
kulture mahom su bakterije mlije€ne kiseline koje u
supstratu djeluju antagonistic¢ki prema kompetitivnoj
mikroflori stvaranjem antimikrobnih metabolita poput
organskih kiselina, vodikovog peroksida, antimikro-
bnih enzima ili bakteriocina. Bakterije mlijeCne kise-
line ne predstavljaju rizik za ljudsko zdravlje i koriste
se ne samo u fermentaciji mesa, vec¢ i u proizvodnji
proizvoda od mlijeka i povréa.

U Republici Hrvatskoj je uporaba starter-kultura
regulirana Pravilnikom o kakvo¢i mesnih proizvoda
(NN broj 53/91) i njegovim izmjenama i dopunama
(NN broj 96/97). Osim starter- i zastitnih kultura za
povecanje odrzivosti i sigurnosti proizvoda korisna

je i uporaba razliCitih regulatora kiselosti (gluko-
no-delta-lakton; E575) i konzervanasa (organske
kiseline), Cija je primjena regulirana i Pravilnikom
o prehrambenim aditivima (NN broj 173/04). Sto se
tice bakteriocina, Pravilnik o prehrambenim aditivi-
ma dopusta jedino uporabu nizina (E234), bakterio-
cina iz Lactococcus lactis subsp. lactis, i to samo u
proizvodnji mlije€nih proizvoda. Nizin posjeduje od
1988. godine GRAS status (engl. Generally Regar-
ded as Safe) i koristi se kao prirodni konzervans uz
preporuke FAO, WHO i EU.

U ¢vrstom supstratu, kao $to je nadjev fermentira-
nih kobasica, bakteriocini otezano prolaze, prianjaju
uz sastojke nadjeva (masno tkivo), inaktivirani su
prirodnim proteazama i drugim inhibitorima. Unato¢
tim nedostacima oni ipak aktivno sudjeluju u sprje-
Cavanju rasta i razvoja patogenih mikroorganizama
i mikroorganizama kvarenja ¢ime mogu doprinijeti
vecoj odrzivosti i sigurnosti fermentiranih kobasica i
drugih mesnih proizvoda.

SUMMARY
INFLUENGE OF BACTERIOCINS ON MICROBIOLOGICAL
QUALITY OF FERMENTED SAUSAGES

Lactic acid bacteria ensure unfavourable conditions for
growth of microorganisms, increase shelf life and microbi-
ological safety due producing organic acids (lactic, acetic,
propionic), hydrogen peroxide, diacetyl, carbon dioxide
and bacteriocins. Bacteriocins are bacterial peptids or
proteins that prevent the growth of other bacteria, or even
destroy them. Many studies have shown their antimicro-
bial effect in controlled laboratory conditions, but also in
various fermented products. However, the effectiveness of
bacteriocins in foods can be limited by a range of factors,
for instance limited diffusion in solid matrices, binding to
lipids, inhibition through natural proteolitic enzymes and
other inhibitors. Moreover, their effectiveness is depen-
dent on temperature conditions, pH, food ingredients and
additives. For the same reason it is extremely important to
ensure an ideal conditions before implementation bacteri-
ocinogenic strains or bacteriocins in food industry.

Key words: bacteriocins, fermented sausages, pathogens
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