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Sažetak

U radu je istražen utjecaj enterocina bakterije Enterococcus faecalis EF-101 na mikrofloru mljeve-
nog mesa pohranjenog u aerobnim uvjetima u hladnjaku na 4 °C. Enterocin je polu-pročišćen iz 
neutraliziranog nadtaloga (pH = 7; 10 N NaOH) kulture E. faecalis EF-101 precipitacijom amonijevim 
sulfatom (484,54 g/L). Aktivnost enterocina (AU/ mL) testirana je prema indikatorskoj bakteriji 

Listeria monocytogenes NCTC 10527 nakon čega je u mljeveno meso (2560 AU/kg) dodano određeno ra-
zrjeđenje enterocina u fosfatnom puferu (pH = 7). Mljeveno meso, s enterocinom i bez njega, tijekom četiri 
dana pohrane mikrobiološki je pretraživano u triplikatu na broj aerobnih mezofilnih bakterija, enterobakte-
rija, psihrotrofnih bakterija, stafilokoka, koliformnih bakterija, Escherichia coli, bakterija mliječne kiseline, L. 
monocytogenes te pH-vrijednost. Ukupni broj bakterija, enterobakterija, psihrofila, stafilokoka, koliformnih 
i bakterija mliječne kiseline očekivano se povećavao tijekom pohrane, dok se pH nije znatno mijenjao. Anti-
mikrobni učinak enterocina moguć je razlog smanjenja broja bakterija mliječne kiseline i enterobakterija na 
kraju pohrane. Enterocin je djelovao na psihrofile, koliforme i aerobne mezofilne bakterije nultoga dana, 
tj. neposredno nakon njegova dodavanja. Ostvareni rezultati upućuju na aktivnost enterocina u mesnom 
supstratu, no uz ograničeno antimikrobno djelovanje, vjerojatno zbog njegove brze razgradnje tkivnim ili 
bakterijskim proteazama. Potrebno je dalje istražiti stabilnost i aktivnost enterocina EF-101 u kombinaciji s 
različitim antimikrobnim tehnologijama.  

Ključne riječi: enterocin, Enterococcus faecalis EF-101, mljeveno meso, bakterije

Abstract
In this study, the antibacterial effect was investigated of enterocin EF-101 in minced meat, packed in aerobic 
conditions and cold-stored during its shelf-life. Enterocin was semi-purified from the neutralized superna-
tant (pH = 7; 10 N NaOH) of Enterococcus faecalis EF-101, by precipitation with ammonium sulphate (484.54 
g/L). The activity of enterocin (AU/mL) was tested in relation to Listeria monocytogenes NCTC 10527 and 
an appropriate solution of enterocin in phosphate buffer (pH = 7) was added to the minced meat (2560 AU/
kg). Minced meat with and without enterocin was microbiologicaly analysed on days 0, 1, 2, 3 and 4, in trip-
licate for the aerobic mesophilic bacteria count, enterobacteria, psychrophiles, staphylococci, coliforms, 
Escherichia coli, lactic acid bacteria, L. monocytogenes and pH values. The number of aerobic mesophilic 
bacteria, enterobacteria, psychrophiles, staphylococci, coliforms and lactic acid bacteria increased during 
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Uvod
Sve veća potražnja za prirodnom i minimalno pre-

rađenom hranom u posljednje vrijeme dovela je do 
promjena u tehnologiji njezine proizvodnje i prerade. 
Svjesnost potrošača o štetnosti nekih supstancija u 
hrani postavlja nove zahtjeve, pa se tako istraživa-
nja sve više usmjeruju prema alternativnim načini-
ma očuvanja hrane. S tim u vezi naglasak se stavlja 
na postupak biokonzerviranja, tj. primjene prirodnih 
tvari u svrhu čuvanja odnosno produljenja održivosti 
hrane (Verma i sur., 2014.). Tako su otkriveni bak-
teriocini, peptidne molekule koje sintetiziraju neke 
bakterije, a koje mogu djelovati kao prirodne antimi-
krobne tvari i konzervansi u mliječnim proizvodima, 
mesu, plodovima mora i raznim napicima. Prvi su 
put opisani 1925., ali interes za njihovu proizvod-
nju, funkcioniranje i moguće primjene u medicinskim 
područjima tek odnedavno raste (Chikindas i sur., 
2017.). 

Bakteriocini enterokoka (enterocini) mogu biti ši-
rokog ili uskog spektra djelovanja, a najvažnije vrste 
koje proizvode enterocin jesu Enterococcus faecalis i 
Enterococcus faecium (Vukušić i Zdolec, 2020.). Da-
nas je otkriven velik broj enterocina, a mnogi imaju 
snažan baktericidni učinak prema bakterijama kva-
renja ili patogenim mikroorganizmima prisutnima u 
hrani kao što su Listeria monocytogenes, Staphylo-
coccus aureus, Clostridium spp., E. coli, Vibrio cho-
lerae i Bacillus cereus te zbog toga imaju važnu ulo-
gu kao prirodni konzervansi (Giraffa i sur., 1997.). 
Unatoč tomu primjena enterokoka kao starternih 
kultura koje sintetiziraju bakteriocine zahtijeva de-
taljniju karakterizaciju sojeva imajući na umu njihova 
potencijalno rizična svojstva poput virulentnih fakto-
ra, prenosivih gena rezistencije ili dekarboksilacijske 
aktivnosti (Zdolec i sur., 2017.; Zdolec, 2018.). Ipak, 
pojedini sojevi E. faecalis i E. faecium ne pokazuju 
virulentna svojstva, ne tvore biogene amine niti su 
rezistentni na antibiotike, pa ih to čini potencijalno 
primjenjivima u raznim prehrambenim proizvodima. 
Tek je nekoliko autora istražilo utjecaj bakteriocina/
enterocina (samih ili u kombinaciji s drugim antimi-
krobnim tvarima) na mikrofloru mljevenog mesa 
te u konačnici na održivost proizvoda (Smith i sur., 

2005.; Chakchouk-Mtibaa i sur., 2017., 2019.). Po-
znato je da je mljeveno meso idealna podlogu za rast 
mikroorganizama koji mogu sudjelovati u procesima 
kvarenja ili čak uzrokovati bolest u ljudi. Razlog br-
žega mikrobnog rasta jest u razaranju stanica tkiva 
usitnjivanjem mesa, kidanju vezivnotkivnih ovojnica 
te oslobađanju tekućine i nutrijenata (Milin, 2015.). 
U primarnoj mikroflori mesa prevladavaju gram-ne-
gativne bakterije, što uključuje i vrlo česte crijevne 
bakterije kao što su E. coli, Salmonella spp. te neke 
vrste roda Pseudomonas, a od gram-pozitivnih naj-
češće nalazimo laktobacile i enterokoke (Jay i sur., 
2005.; cit. Milin, 2015.). 

S obzirom na to i radi unapređenja sigurnosti i 
produljenja roka trajanja mljevenog mesa, u ovom 
je radu istraženo antimikrobno djelovanje enterocina 
EF–101 u mljevenom mesu koje je bilo skladišteno 
u hladnjaku tijekom roka trajanja. Pretpostavka je 
da će enterocin antimikrobno djelovati na patogene 
bakterije ako su prisutne te na bakterije kvarenja. 

Materijal i metode
Priprema enterocina 

Bakteriocin-sintetizirajući soj Enterococcus fae-
calis EF-101 izdvojen je iz sirovog mlijeka u prijaš-
njem istraživanju (Zdolec i sur., 2016.). Postupak 
određivanja antimikrobne aktivnosti enterocina 
EF-101 opisan je u radu Vukušić i Zdolec (2020.) uz 
prethodno polupročišćivanje enterocina amonijevim 
sulfatom (ZDOLEC i sur., 2008.). 

Inokulacija mljevenog mesa	

Korišteno je mljeveno meso pakirano u modifici-
ranoj atmosferi, kupljeno u maloprodaji. U sterilne 
vrećice za homegenizaciju odvagano je po 10 g mlje-
venog mesa. Ukupno je odvagano 30 uzoraka, od 
čega je u 15 uzoraka dodavan enterocin. Aktivnost 
bakteriocina izmjerena je prije dodavanja u mljeveno 
meso. Količina dodane otopine bakteriocina prilago-
đena je masi uzorka, odnosno preračunata na 10 g 
mesa. Po danu uzorkovanja pretražena su tri uzorka 
svake skupine. 
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the storage in both groups, while the pH did not change significantly. However, the antimicrobial effect of en-
terocin may be the reason for the decreased population of lactic acid bacteria and enterobacteria at the end 
of storage. However, the strongest antimicrobial effect was noted on day 0, or immediately after the addi-
tion of enterocin, in relation to the populations of psychrophiles, coliforms  and aerobic mesophilic bacteria. 
These results indicate the activity of enterocin in the meat substrate, but with a limited antimicrobial effect 
probably due to its rapid degradation by tissue or bacterial enzymes. It is necessary to evaluate further the 
stability and activity of enterocin EF-101 in combination with other antimicrobial technologies.

Key words: enterocin, Enterococcus faecalis EF-101, minced meat, bacteria
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Mikrobiološke pretrage mljevenog mesa

Kontrolni uzorci i uzorci s dodanim enterocinom (n 
= 30) pohranjeni su u hladnjak na 4 °C te pretraživani 
0., 1., 2., 3. i 4. dan pohrane. U uzorak mesa dodano 
je 90 mL puferirane peptonske vode te homogeni-
zirano 2 min (Stomacher, 400 Circulator, Seward, 
UK). Nakon homogenizacije načinjena su serijska 
decimalna razrjeđenja i provedeno nacjepljivanje na 
određene selektivne i neselektivne hranjive podloge 
u triplikatu radi određivanja broja: aerobnih mezofil-
nih bakterija na Plate Count Agaru (PCA, BioMerieux, 
Francuska) uz inkubaciju pri 30 °C tijekom 72 sata, 
psihrofilnih bakterija na PCA agaru pri 6,5 °C tijekom 
10 dana, bakterija mliječne kiseline na MRS agaru 
(Biomerieux, Francuska) prekrivenom s 5 mL istog 
medija pri 30 °C 48 – 72 sata, koagulaza-negativnih 
stafilokoka na agaru Baird Parker (Merck, Njemačka) 
pri 37 ºC tijekom 48 sati, enterobakterija na agaru 
VRBG (Merck, Njemačka) pri 37 ºC tijekom 24 sata, 
Escherichia coli i ostalih koliformnih na agaru Rapid 
E. coli (Biorad, SAD) pri 44 ºC 24 sata  i L. monocyto-
genes na agaru Palcam (Merck, Njemačka) pri 37 ºC 
tijekom 24 sata. pH otopine izmjeren je nakon uzima-
nja inokuluma za mikrobiološke pretrage (pH-metar,  
pH 510 Eutech instruments, Nizozemska).

Statistička obrada

Podaci su statistički obrađeni u programu Sta-
tistica 13.5. Osnovna statistička analiza provedena 
je uobičajenim metodama deskriptivne statistike, a 

rezultati su izraženi kao srednja vrijednost i standar-
dna devijacija (x ± SD). Provjera normalnosti raspo-
djele utvrđena je Kolmogorov-Smirnovim testom na 
temelju kojeg je odabran Studentov t-test za testira-
nje statističke hipoteze. Značajnost razlika srednjih 
vrijednosti dviju skupina uzoraka promatrana je  na 
razini značajnosti p < 0,05.

Rezultati i rasprava

Mjerenjem aktivnosti polupročišćenog bakterio-
cina enterocina EF-101 utvrđena je inhibicija L. mo-
nocytogenes u razrjeđenju 1 : 256 (slika 1) što je do-
bar pokazatelj antimikrobnog potencijala inhibitora 
in vitro.  

U tablici 1. prikazani su rezultati mikrobioloških 
pretraga mljevenog mesa bez enterocina (kontrola) 
i uz dodatak enterocina. Iz tablice je vidljivo da se 
broj svih mikrobnih populacija u mljevenom mesu 
bez enterocina ili njegovim dodavanjem povećavao 
tijekom četiri dana pohrane. Ukupno gledajući, uo-
čava se smanjenje broja enterobakterija pri kraju 
pohrane, odnosno 3. i 4. dana u uzorcima s enteroci-
nom, kao i bakterija mliječne kiseline. Nultoga dana 
u uzorcima s enterocinom broj koliformnih bakterija 
bio je ispod praga detekcije (< 1 log10 CFU/g), dok je 
u kontrolnim uzorcima njihov prosječan broj bio 1,5 
log10 CFU/g. Broj bakterija mliječne kiseline u uzorci-
ma s enterocinom manji je tijekom cijelog vremena 
skladištenja. Broj E. coli i L. monocytogenes bio je 
ispod granica detekcije metoda (< 2 log10 CFU/g) u 
svim uzorcima mljevenog mesa.

ZNANSTVENI I STRUČ NI RADOVI
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Slika 1. Prikaz agar-difuzijskog testa u jažicama enterocina EF-101 s indikatorskom bakterijom L. monocytogenes NCTC 
10527. Inhibicija u najvećem razrjeđenju 1 : 256.



66

HRVATSKI VETERINARSKI VJESNIK, 28/2020., 4

Pojedinačno gledano, vidljiv je manji broj aerob-
nih mezofilnih bakterija u uzorcima s dodanim ente-
rocinom, da bi pri kraju skladištenja broj u kontrol-
nim i uzorcima s enterocinom bio približno isti. Tije-
kom pohrane broj se aerobnih mezofilnih bakterija 
nije značajno razlikovao među skupinama uzoraka 
(p > 0,05). Broj enterobakterija bio je znatno manji 
pri kraju pohrane, odnosno trećeg i četvrtog dana u 
uzorcima s enterocinom. Posljednji dan skladištenja 
u uzorcima s enterocinom opažen je 0,6 log manji 
broj enterobakterija. Broj psihrofilnih bakterija po-
djednak je u obje skupine uzoraka, osim nulti dan. 
Na početku je broj psihrofilnih bakterija u uzorcima s 
enterocinom bio statistički značajno manji (p < 0,05). 
Broj koagulaza-negativnih stafilokoka nije se značaj-
no razlikovao među skupinama, osim drugi dan gdje 
je broj bio veći za 1 log u uzorcima s enterocinom (p 
< 0,05). Broj koliformnih bio je nulti dan ispod praga 

detekcije u uzorcima s enterocinom, dok u sljedećim 
danima pohrane nije utvrđena značajna razlika u nji-
hovu broju među pretraženim skupinama uzoraka 
(p > 0,05). Tijekom cijelog vremena pohrane vidljiv 
je manji broj bakterija mliječne kiseline u uzorcima 
s enterocinom, osim  nulti dan. Statistički značajna 
razlika između skupina uočena je 3. dan (p < 0,05). 

Kako je prije navedeno, u primarnoj mikroflori 
mesa prevladavaju gram-negativne bakterije, što 
uključuje i vrlo česte enterobakterije te neke vrste 
roda Pseudomonas, a od gram-pozitivnih najčešće 
nalazimo laktobacile i enterokoke (Jay i sur., 2005.; 
cit. Milin, 2015.). Pri usitnjivanju mesa mikroflora 
koja se nalazi na površini podjednako se raspoređuje 
u mljevenom mesu, što povećava dodirnu površinu 
mikroorganizama i mesa, te uz visok aktivitet vode 
dovodi do brže bakterijske razgradnje i kvarenja ne-
goli u porcioniranom mesu (Milin i sur., 2016.). Op-

Parametar
Dani pohrane (4 °C)

0 1 2 3 4

Aerobne 
mezofilne 
bakterije

Kontrola 4,00±0,06 5,17±0,08 6,65±0,26 7,23±0,38 7,19±0,52

Enterocin 3,71±0,21 4,95±0,49 6,49±0,37 7,01±0,09 7,16±0,37

Bakterije 
mliječne kiseline

Kontrola 3,18±0,05 3,81±0,28 5,18±0,25 5,88a±0,04 5,59±0,58

Enterocin 3,18±0,19 3,61±0,24 4,95±0,14 5,53b±0,12 5,27±0,72

Enterobakterije
Kontrola 1,03±0,93 2,31±0,07 2,95±0,35 3,58±0,35 3,34±1,28

Enterocin 1,41±0,38 2,18±0,19 3,01±0,27 2,89±0,25 2,74±0,73

Psihrofilne 
bakterije

Kontrola 4,31a±0,15 5,11±0,06 5,78±0,10 6,25±0,07 6,74±0,04

Enterocin 3,80b±0,20 5,06±0,07 5,72±0,04 6,18±0,11 6,79±0,04

Koagulaza 
negativni 

stafilokoki

Kontrola 2,66±0,18 3,23±0,25 3,90a±0,46 5,17±0,20 5,12±0,10

Enterocin 2,76±0,12 3,33±0,09 4,84b±0,06 5,12±0,11 5,06±0,05

Koliformne 
bakterije

Kontrola 1,53±1,32 2,89±0,21 3,45±0,15 4,55±0,23 4,02±0,35

Enterocin <1 2,64±0,15 3,56±0,08 4,03±0,54 4,26±0,60

pH
Kontrola 5,95±0,05 5,94±0,04 5,91±0,05 5,92±0,03 5,83±0,02

Enterocin 5,92±0,04 5,88±0,01 5,94±0,01 5,92±0,04 5,87±0,08

a,b – vrijednosti označene različitim slovima u stupcima unutar pretraženog parametra (skupine bakterija) statistički se značajno razli-
kuju (p < 0.05)

Tablica 1. Rezultati mikrobiološke pretrage (log10 CFU/g; x ± SD) i pH mljevenog mesa s enterocinom i bez njega
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ćenito, inicijalni broj bakterija u mljevenom mesu 
vrlo je važan za daljnji tijek mikrobioloških procesa 
u pakiranom mesu. U istraživanju Milina i suradnika 
(2016.) inicijalni broj aerobnih mezofilnih bakterija u 
mljevenom mesu pakiranom u modificiranoj atmos-
feri bio je visok (oko 6 log10 CFU/g) što jasno uvjetuje 
i kraću održivost proizvoda, osobito pri oscilacijama 
temperature pohrane. Promatrajući brojeve mikro-
organizama na početku našeg pokusa, uočava se 
inicijalan broj aerobnih mezofilnih bakterija u mlje-
venom mesu od oko 104 CFU/g. No već drugi dan 
pohrane utvrđeno je preko 106 CFU/g što nadvisuje 
najveće dopuštene granice preporučene nacional-
nim Vodičem za mikrobiološke kriterije za hranu. Po-
hrana je nastavljena do 4. dana, kad je broj bakterija 
porastao i dalje za 1 log u obje skupine uzoraka i nije 
se međusobno značajno razlikovao. Nadalje, psihro-
filni mikroorganizmi koji  rastu  na  temperaturama  
hlađenja  hrane  mogu  prouzročiti  brže kvarenje  
mljevenog mesa ili ugroziti zdravlje potrošača (L. 
monocytogenes i Y.  enterocolitica)  (Ray  i  Bhunia,  
2013.). U našem istraživanju psihrofilne patogene 
bakterije nisu bile utvrđene, a broj ukupnih psihrofila 
rastao je kontinuirano za 2 – 3 log tijekom pohrane 
mljevenog mesa na 4 °C. Isti trend i slična dinamika 
rasta vidljivi su i za enterobakterije, koliformne bak-
terije, stafilokoke i bakterije mliječne kiseline (pove-
ćanje 2 – 3 log). 

S obzirom na cilj istraživanja, mikroflora mlje-
venog mesa se dodatkom enterocina EF-101 nije 
značajno smanjila u promatranim uvjetima njegove 
pohrane. Kako je navedeno, možemo pretpostaviti 
da je enterocin mogao sistirati rast koliformnih bak-
terija i nekih psihrofila na početku pokusa, gdje su 
zabilježene značajne razlike u broju tih mikroorgani-
zama. Osim toga tijekom cijelog vremena pohrane 
broj je bakterija mliječne kiseline bio manji uz doda-
tak enterocina. Primjena bakteriocina u mljevenom 
mesu nije opsežno istraživana pa navodimo samo 
rezultate Chakchouk-Mtibaa i suradnika (2017.), koji 
su obećavajući. Naime primjenom polupročišćenog 
bakteriocina BacFL32 u mljevenom purećem mesu 
smanjuje se broj aerobnih mezofilnih bakterija i pro-
duljuje rok trajanja mljevenog mesa. Također na-
vode da se smanjivao i broj psihrotrofnih bakterija 
i enterobakterija u odnosu na kontrolne uzorke. U 
usporedbi s našim dobivenim vrijednostima može se 
primijetiti da su rast, odnosno smanjenje bakterija u 
kontrolnoj i testnoj skupini bili linearni, s manje os-
cilacija. 

Dosadašnja istraživanja enterocina EF-101 obu-
hvatila su in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti 
pri čemu su optimalni rezultati postignuti u inhibi-

ciji brojnih patogenih i nepatogenih sojeva bakterija 
roda Listeria (Crk i Zdolec, 2018.; Vukušić i Zdolec, 
2020.). Primjenom u mesnom supstratu druge vr-
ste, trajnim kobasicama, ali u obliku mikrobne kul-
ture koja sintetizira enterocin EF-101, pokazalo se 
da je moguć i antibiogeni učinak, odnosno smanjenje 
stvaranja biogenih amina u fermentiranom mesnom 
proizvodu (Zdolec i sur., 2020.). To se može pripisati 
inhibiciji aminogene mikroflore, npr. bakterija mliječ-
ne kiseline. Imajući to na umu, može se pretpostaviti 
da je i smanjenje broja bakterija mliječne kiseline u 
našem istraživanju u mljevenom mesu nastalo istim 
mehanizmom. U tom je smislu potrebno dalje istra-
žiti stabilnost i aktivnost enterocina EF-101 u kombi-
naciji s različitim antimikrobnim tehnologijama.  

Zaključno, antimikrobni učinak enterocina može 
biti razlog smanjenom broju bakterija mliječne ki-
seline i enterobakterija na kraju pohrane mljevenog 
mesa pri 4 °C. Istodoban antimikrobni učinak na više 
mikrobnih skupina zabilježen je nulti dan, tj. nepo-
sredno nakon dodavanja enterocina na psihrofile, 
koliforme i aerobne mezofilne bakterije. Dobiveni 
rezultati upućuju na aktivnost enterocina u mesnom 
supstratu, ali s ograničenim antimikrobnim učinkom, 
vjerovatno zbog brze razgradnje tkivnim enzimima.
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