YHUBEP3UTET Y BEOI'PAZY BERE HAYYHUX OBJIACTH
INOJbONMPUBPEIHU ®AKYJITET BUOTEXHUYKHUX HAYKA

Bpoj 3axteBa: 40/12-6.4.
Hatym: 25.4.2012. roguHe

3AXTEB

3a 1aBamb€ carJacHOCTH Ha H3BeIlTaj o ypaleHoj ToKTOpCKOj mucepTanuju

MonuMmo na, cxoaHo uiany 46. craB 5. tauka 4. Craryta YHuBepsurera y beorpany
(“I'macauk  Yuuepsutera” 6poj 131/06), mate carmacHOCT Ha H3BemTaj] o ypalheHoj
JIOKTOPCKO]j nucepranuju kanaugara mp BPAHKE BOPOBUh.

Kangunat mp BPAHKA (Panko) BOPOBWR, nipujaBuiia je JOKTOPCKY AMCEPTAIH]y MO
HasuBoM: «MoJieKyJlapHa M TEXHOJIOIIKA KapakTepu3alija OakTepuja MIICUHE
KHCETTMHE W30JI0BAHMX W3 CYBHX (pepMeHTHcaHuX KobOaculla TMPOU3BEICHUX Ha
TPaJUIIMOHATTHA HAYUHY,

u3 Hay4yHe oOiacTu [IpexpambeHa TexHoI0TH]a.

Yuuep3uter je mana 7.12.2011. rommue, cBojum aktom 02 Opoj 06-8226/9 nao
CarJlaCHOCT Ha MPEeIOT TeMe JTOKTOPCKE JAUCEPTAIHje Koja je riacuia: «MOJEKYJIAPHA U
TEXHOJIOIIKA KAPAKTEPHM3AIIMJA BAKTEPMJA MJEYHE KHUCEJWHE W30JOBAHMX W3
CYBUX ®EPMEHTUCAHUX KOBACHUIIA MMPOU3BEJEHUX HA TPAJUIMOHATHU HAYHH».

Komucuja 3a oneny u ondpany nokropcke auceprauuje Mp BPAHKE (Panko) BOPOBU,
obpasoBana je Ha cenHunu oapkanoj 21.3.2012. rogune, 6poj 40/11-6.3., y cacraBy:

UMe U TIpe3rMe YiIaHa KOMHCHje, 3Bame, HaydHa o0Jjact

. 1p HAparojmo O6pamouh, pemroBHN mpodecop, TEXHOIONIKAa MUKPOOHOJIOTH]a,

. ap Pyxwuia Auianus, pe1oBHA Ipodecop, BETEPUHAPCKA MUKPOOUOJIOTH]a,

. ap Munan Kojuh, Hay4dHr caBeTHUK, MOJIEKYJIapHA TeHETHKAa MUKPOOPTraHU3aMa,
. ap Cno6oxan Jlunuh, HayuyHH capaJHUK, XUTHje€Ha U TEXHOJIOIHja Meca,

. 1p 3opwura Pamxymnosuh, Banpeaau mpodecop, TEXHOJIOIIKA MUKPOOHOJIOTH]a,

. ap Jyman )KuBkoBuh, 101eHT, HayKa O Mecy.

AN DN AW —

HacraBno-Hayuno Behe ¢akynrera mpuxBatuio je usBemraj Kommcuje 3a oreHy u
0I0paHy TOKTOPCKE qUCepTaIje, Ha CeAHUIM oapxkanoj 25.4.2012. rogure.

JEKAH ®AKYJITETA
[Ipod. np Hebojma PaneBnh



YHusepsuret y beorpany
IIOJbOITPUBPEIHU ®AKVYIITET
bpoj: 40/12-6.4.

Hatym: 25.04.2012. ronune
BEOI'PAI-3EMVYH

Ha ocHoBy umana 128. 3akoHa o BHUCOKOM oOpa3oBamy W uiaHa 73. Craryta
[TommompuBpenuor ¢dakynrera, HacraBHo-Hay4HO Behe (akynTeTa Ha CEAHHUIIM OAPKAHO]
25.04.2012. ronuHe, TOHEINO je

ONJAYKY

I TIPUXBATA CE wu3BemTaj O TO3UTHBHO] OIeHH ypaheHe TOKTOpCKe
nucepTamje kojy je momnena Mp BPAHKA BOPOBUR u omoOpaBa jaBHa oa0OpaHa
qUcepTandje 1o Jo0Hjamkby  CcarjdacHOCTH O]l  YHHMBEpP3WUTETa, IMOJ HACIOBOM:
«MOJIEKYJIAPHA U TEXHOJIOIIKA KAPAKTEPU3AIINJA BAKTEPUJA MJIEYUHE
KUCEJIUHE MHM30JJOBAHUX HN3 CYBUX ®EPMEHTUCAHUX KOBACHUIIA
INPOU3BEJEHUX HA TPAIULTUOHAJIHU HAYHNH».

II Vausepsurer je nana 07.12.2011. rogune, cBojum aktom 02 6poj 06-8226/9
a0 CarjlaCHOCT Ha MPEJUIOT TeMe JOKTOPCKE TucepTallije KaHIuaara.

III Pag xanaupata y yaconucy MehyHapoaHor 3Havaja:

BeckoBuh Mopauanun Cnasuna, O6panosuh /1., BeneOut b., boposnh Bpanka,
Hlxpumap Mapuja, TypyOarosuh JI., (2010): Antimicrobial properties of indigenous
Lactobacillus sakei strain, Acta veterinaria, Vol. 60, No 1, p 59. (ISSN 0567-8315)

NPEJCEJIHUK
HACTABHO-HAYYHOT BEhA
IEKAH

(Ilpogh. op Hebojwa Panesuh)

JlocraBuTH: KaHIUAATY, MEHTOPY TIipod. np parojmy O6panosuhy, UuacTHTYTY
3a mpexpaMOeHy TeXHOJIOTHjy U 6uoxemujy, CTyJEHTCKO] CIyOU U apXUBH.



HACTABHO-HAYYHOM BERY IIOJbOIIPUBEJJHOI' ®AKVYJITETA

BEOI'PA/I-3EMVH

Omnykom HacraBHo-HayuyHor Beha IlossompuBpennor dakynrera y beorpany, ca cemnuiie on
21.03.2012. roguHe UMEHOBAaHM CMO Y KOMHCH]Y 3a OIIEHY M OJ0OpaHy JOKTOPCKE IAMCEPTAIIH]e
“MornekynapHa U TEXHOJIOIIKA KapakTepu3aluja OakTepuja MIIEUHE KUCEIMHE W30JIOBAaHUX U3
CyBUX (hepMEeHTHCaHUX KoOacHlla MPOU3BEIEHUX Ha TPaJMIMOHAIHU HAYMH KOJy je IMOJHeNa
mp bpanka bopoBuh, cnenujanucta BerepuHapcke MenuiuHe. Ha ocHOBY mperiena
MaTepHjajia Koju je KaHAuaaT JocTaBuo nogHocumo HacraBHo-HayunoM Behy IlossonpuBpeaHor
¢axyntera cienehu

N3BEIITAJ

1.0nmTH noganm o J0KTOPCKOj JUCEPTALMjU

JlokTopcKa aucepTaiyja je HamucaHa Ha 132 cTpaHe TeKCTa, y OKBHPY Kora ce Hajla3u 8 CIHKa,
7 rpadukona, 20 tabene. Jlokropcky nuceprauujy uuHe ciencha nornmasssa: 1. Yeox (1-2), 2.
[Ipernen mutepatype (3-35), 3. Husms panma (36). 4. Matepujan u merone panga (37-52), 5.
Pesynraru u nuckycuja (53-113), 6. 3akspyuak (114-115), 7. Jluteparypa (116-132).

2. Ilpuka3 u aHaIM3a JOKTOPCKe JUcepTalje
2.1. YBox

VY 0BOM MOIJIaBJbY MCTAKHYTO j€ Jla C€ y CaBPEMEHO] MHIYCTPH]CKOj Ipepagu Meca, KOpUCTE
MOJICPHH TEXHOJIOIIKH ITOCTYIIM IPOU3BOMIIE, KOjU Cy YECTO MHOTO OpXH y OIHOCY Ha
TpaauioHanHe. JloOujeHn Mpou3BOaH O Meca, y IPBOM peay CyBOMECHATH IIPOM3BOAM U CyBE
dbepmentucane kobacuile, 300r TOMEHYTHX TEXHOJOIIKUX IIOCTyIaka, Hajuemthe Hemajy
CEH30pCKE KapaKTepUCTHKE Koje Cy crmeuupuyHe 3a TpaaulroHaiHe mnpousBojae. OCHOBHE
pas3NuKe Koje HAcTajy y M3paJy HaBEACHUX MPOM3BOJA Y MHIYCTPUJCKUM YCIIOBUMA PE3yJTaT Cy
Kopuithema auUMa KOju ce J00Hja MpeKo AMMHHUX TeHeparopa, JOK ce Yy TPaJuIMOHATHUM
MOCTYTIIUMA TUM J100Hja U3 OTBOPEHUX JIOKHIIITA.



VY TpagunHMOHATHUM TOCTYIIMMa TPOU3BOIKHE KOOACHIa, HE KOPUCTE CE€ TIYKOHO-O-JIAKTOH H
cTapTep KyJarype, Beh MpOTEONUTHYKH WM JIUMOJUTHYKM €H3MMH Meca M MacHOT TKHBA, Kao H
npucyTHa enuduTHa MUKpodIIopa Koja yTHue Ha Tpolec 3pema u pepmenranuje. [IpaBair u Tok
TaKBOT TIPOIIeca, YCIOB/bEH aKTUBHOIIhY emuduTHe MUKpOdIOpe, HUje KOHTPOJIHUCAH, TaKO Ja
cyBe (epMeHTHCcaHe KoOacHile MPOW3BEACHE Ha TPAIUIMOHAIAH YECTO HHCY YjeAHAYCHOT
kBanutera. TokoM TOCIeHHX NIelieHn]ja, cBe Beha Makmka MoKjIama ce CTPaKUBABIMa KOja Cce
OJHOCE Ha MpoydaBame enudutHe MHUKpPO(IOpEe CYBOMECHATHX MPOHM3BOJA, Ca IMOCEOHHM
OCBPTOM Ha OakTepuje MIIEYHE KHCeIHHE. 300T CBOje JOMHUHAHTHOCTH TOKOM (pepMeHTaIuje u
WHXUOWTOPHOT JIeJIOBamba IMpeMa JPyrMM MHKPOOpPTraHM3MHMa KOje OCTBapyjy Kpo3
KOMIICTUIN]Y W/WIA TPOAYKIHjy OaKTepHOIMHA WM JPYrHX aHTUMUKPOOHHMX CYIICTAHIIH,
oakrepuje mieune kucennHe (BMK) cy o3nadene kao ,,3apaBcTBeHO 0e30eaHa Mukpodiaopa®. Jla
Ou Owmna 3amrTuheHa TPAJAUIIMOHATHOCT OBHMX IPOM3BOJA, MOTPEOHO j€ pa3syMETH EKOJIOTH]Y
MUKPOOpPraHu3aMa TOKOM (epMeHTaluje, NMpOoy4YaBambeM HUXOBOT OHOJMBEP3UTETa, KA0 H
M30JI0BalbEM ayTOXTOHUX BpCTa OakTepHja, Koje MOory OUTH KopultheHe y MpOu3BOIH.

300T MOXKEJPHUX W TPETO3HATIFUBUX CEH30PCKUX CBOjCTaBa TPAAWIMOHATHO TNPOU3BEICHUX
CyBUX KoOaculla, IOTpaXxma 3a BbHMa cTalHO pacte. OBe koOacHlle Cy KapaKTepUCTHUYHE 3a
CBaKO TOAHEOJbE M MPEACTaBJbajy HAIMOHAIHO IPETO3HAT/HHBE MPOM3BOJAE, KOjU CY YECTO
IpeaMeT IpojeKaTa Koju ce 6aBe 3alITUTOM TeorpadCcKor mopeka.

Tunuuan npencTaBHUK CyBUX (DepMEHTHCAaHMX KOOacWIla Ha HamleM MpPOCTOPY je CpeMcKa
kobacuila, Koja ce TMPOM3BOAM Ha TPAIWIMOHATAH HAuYMH Yy JOMahWMHCTBMMa M 3aHATCKUM
00jeKTUMa ¥ Ha MUHAYCTPUjCKM HAYMH Y TIOTOHUMa UHAYycTpHje Meca. OcuM cpemMcke Kobacuile,
Koja ce u3paljyje UCKIbYUMBO O]l CBHICKOI' Meca, TIOCTOje U APYre BPCTE KOje ce MPOU3BOJE Ha
TpaauIMOHAIAaH HAYWH, Kao INTO Cy JieBauka KoOacHia Koja ce MPOW3BOAU OJ CBUECKOT U
roeeher meca y llymanuju (JIepau), u yxxudka kodacuiia koja ce uzpalhyje yrimaBaom ox roseher
Meca y mozpydjy 3nmatudopa.

2.2. llpersen autepartype

depMeHTHCAaHH TPOM3BOAM KOH3YMHpPAjy CE€ BEKOBHUMA Yy pa3IUYUTUM JEJIOBMMa CBETa U
NpEeJCTaB/bajy jeAHY O] BaXHUJUX HAMHUPHHMIIA Y YOBEKOBOj HCXpaHH. Y TOKYy Ipoleca
¢depMeHTanMje, BeOMa OCETJbMBE CHPOBHHE, Kao IITO Cy MECO M MIEKO, Ipojia3e Kpo3
onrosapajyhe pu3muko-xeMujcke IpoMeHe, 1a Ou ce Ha Kpajy mporieca JOOWIN MPOU3BOIU KOjU
Cy CTaOWITHHM, MUKPOOHOJIOIIKK Oe30¢IHM M KOJU MMajy AYXKYy OIpKuBOCT. (Hutkins, 2006).
[Iponykmuja apoMaTWYHUX CYIICTaHIM 3a Bpeme ¢epMmeHTanuje, oxapehyje CceH3opcke
KapaKTEepUCTHKE TOTOBOT TMPOM3BOJA, KOj€ CYy 3HAYajHO Jpyraddmje OJf CEH30PCKUX
KapakTepHCcTUKa yrnoTpebibeHe cupoBune (Aymerich i sar., 2003). ®epMeHTHCAHU TIPOU3BOAU OJ1
Meca KapaKTepHIlly ce BEIMKOM Pa3HOJIUKOIINY y MOryiey MUpHca, YKyca U Tekctype. [lanac ce
nokJiama cBe Beha makma TPaJUIMOHAIHOM HAuWMHY NMPOU3BOAKE (DEPMEHTHUCAHUX MPOU3BOIA



ol Meca, 300r mHXxoBe Behe MOTpaKmke Ha TPXKUIITY, U 300T MOKEJPHUX M MPENO3HATIHUBUX
CEH30PCKHX CBOjcTaBa. Y OBOM IMOIJIaBJby HMCTaKHYTa je M KJby4YHa yiora OakTepHja MIICYHE
KHCEJIMHE Y 3pehy (pepMEeHTHCaHHX KOOacHuIla, Koje CBOjOM METa0OIMYKOM aKTHUBHOIINY yTHUy
Ha TIpolec 3pema, noBojachu 10 ¢opMupama MOXKEJPHUX CEH30PHUX OCOOMHA, a UCTOBPEMEHO
MHXUOMpaAjy pacT HEMOoXeJbHUX MUKpoopranuzama (Lindgren i Dobrogosr, 1990). CHixaBame
pH kao mocneanna cuHTe3e MieuyHe KucenwHe, oa crpane BMK, mpencraBiba BaxkaH edexar
dbepmenTanuje, koju 0oe3edelhyje 00by OAPKUBOCT MPOU3BOAA M MOTIOMAXKE MPOLIEC CyIICHa
(Andrés i sar., 2007). Ucto Tako moceOHA Maxma je mocBeheHa MeTofama HACHTU(UKALN]je
OakTepHja MIICYHE KHCEIMHE W TO KaKO KIACHYHHX (DEHOTHUTNICKMX TaKO W MOJICKYJIApPHHX.
OcHOBHa TPEAHOCT MOJICKYJIAPHUX METOJAA je TO IITO Cy HE3aBHUCHE O BapWjaOMIHHX yCIIOBa
pacta MUKpOOpraHu3aMa M UMajy pas3audyuTe Mohu pas3jBajama OJ HUBOA BPCTE O HUBOA COja.
MHore oa OBMX METO/JAa C€ 3aCHUBAjy Ha CEJICKTHBHOM yMHOXaBamy crnerupuunnx JJHK
¢parmeHata y3 npumMmeHy oauronykineotugHux mpajmepa (PCR). Rep-PCR renomcku
(GUHTepnpPUHTUHT je Op3a, BHCOKO MOy3[aHa, PENpoAyLUOHIHA METoJa Yy KOjo] ce KOpHCTe
npajMepu KOMILJIEMEHTapHU KOH3EPBHCAHUM pPENeTUT TpeHyTHO HajIpUKIATHH]e M HajIIupe
NpPUMEHUBAHE METOJIE 33 H3YyYaBambe CIOKEHUX OaKTEpUjCKUX 3ajelHUIa M3 Pa3IUYUTUX
cpenuna cy DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) u TGGE (Temperature Gradient
Gel Electrophoresis) (Muyzer, 1999). OBa mnpBa Meroma omoryhaBa pasnBajame PCR-om
ymaoxkernx JIHK ¢parmenara Ha 0CHOBY BUXOBE MOKPET/BHBOCTH Y TOIHAKPUIAMHUIHOM TeITy
KOju caapku 1o0po nedHUHHCAH TPaJujeHT AECHATYypUITyhHX KOMIIOHEHTH Kao IITO Cy ypea u
dopmamun. Pa3nBajambe 1o00OHjeHNX (parMeHara ce yBeK BPIIH IO UCTUM YCIIOBHMA TaKO JIa Ce
nobujeHu pesynratd Mory nopenutu cekBeHnama JIHK, koje cy mpucyTtHe y Behem Opojy
konja y reHomy Oaktepuja. TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis) je jomn jegna
MoOJIeKyJlapHa MeToja rzae ce pasnasajajy PCR-om yMmHOXeHHM (parMeHTH HCTe Ty>KUHE, a
pa3nuymTe CeKBEeHIle MTo oMoryhasa nakmry uaeHtudukanjy bMK.

2.3. Hwmn pana

OcHOBHM IMJb HMCTpaXKHBama jecTe aolOujame Koyekiuje cojeBa BMK, anammze mUXOBHX
MOPQOJIOMIKHX, OMOXEMH]CKUX, MOTEHIIMjaTHO TEXHOJIOIIKUX CBOjCTaBa, Ka0 W MOJIEKyJapHa
kapakTepusanuja. Takohe, Ou ce yrBpano nmuBep3urteT u3oioBanux bMK u mocraBmiia ocHoBa 3a
BUXOBY NpPUMEHY Kao CTapTep KyIATypa y WY J0OWjama MPOU3BOAA KOHTPOJIMCAHOT H
yjenHaueHor kBajurera. /la Ou ce peasn3oBao MOCTaBJbEHH LMJb NpeaBulieHu cy cieaehu
3aalu:

e lcnutuBame XEMHJCKOT cacTaBa M (DHU3MYKO-XEMHjCKHUX IapaMeTapa y OCHOBHUM
cacTojuuMa M 'y Kobacuiama y pa3imuuTiM (a3ama IpOnu3BOJILE;

e lcnuTuBame CEH30PCKUX MapaMeTapa KBaJIUTETa FOTOBOT IPOU3BO/A;

e lcnutuBame MUKpO(]IOpEe Y OCHOBHUM CaCTOjIIMMa 3a U3pajay KoOacHla;

e [Ipahewe auHamuke npoMeHe enupuTHE MHUKpOdIIOpe KOOACHIIa TOKOM IPOU3BOIHE;



e M3onamuja u unentudukanrja 6akTepuja MICYHE KUCEINMHE U3 KOOaculla y pa3iuuuTUM
(azama npou3BOAKE;

e lcnuTuBame TEXHOJIOMIKUX CBOjCTaBa JIOOMjCHUX M30JIaTa;

e MonekynapHO-TeHETHYKA JeTepMUHAaNMja JOOWJEeHHX U30JlaTa OaKTepuja MIICUHE
kucenune rep-PCR meronom nomohy (GTG)s npajmepa;

e CekBeHUUpamkE 1001jeHUX U30JIaTa.

2.4. Martepujaa u metoae
A. W3pana cyBux (pepMeHTHCAHUX KoOacuIia

Cpemcka kobacuna je uzpahBana y HHIYCTPUJCKUM yCIOBHMA, KOpUIINEHEM CBUELCKOT Meca U
YBPCTOI' MAacHOI TKMBa y OJHOCMMAa MpomucaHuM ojpendama [IpaBuiaHMKa O KBaJHTETY
npousBoga ox meca (Cn. muct CHI 33/2004), y3 momaTtak HUTPUTHE COJH 32 cajaMypeme H
3a4iHA KOjH C€ TPAJAMIMOHAIHO KOPHUCTE y M3paau OBE BpCTe mMpom3Boja. Hanes je mymeH y
TaHKa CBUIbCKA IIPEBa.

Vixkndka Kobaculla je mpousBeeHa oJ] roBeljer Meca, CBUEBLCKOT Meca, MJIEBEHOT roBeler meca u
YBpCcTOI MacHOT TkuBa. Kao nonanum xopuniheHu cy HUTPUTHA €O, KyXHUIbCKa co U C-amuMeHTa.
Hanes xobacuiie myHuo ce y ropeha Tanka mpena.

JleBauka xoOacwIia je MpPOM3BEACHA OJ CBUELCKOT Meca, ToBeljer Meca M YBpCTOr MAacHOT TKUBA.
Kao momanm kopumiheHw Cy HUTpUTHa CO, caxaposa, OJICOPE3UH JbYTE W CIIaTKE TMalpuKe H
eKCTpakTH HpHOT Onbepa u Geror myka. Hanes kobacuiie myHuo ce y ropeha Tanka mpena.

[Tocrme 3acymmBama OMOTada, KoOacwWile Cy MUMJbEHE MO XJIaJaHOM moctynky mpu 18°C y
Tpajamy Ol 4 TaHa M PEIIATUBHO] BJIIAXKHOCTH Basayxa 85-90%, a 3aTUM MOABPTHYTE CYLICHY U
3pewy/pepmentacuju npu 14-16°C u penaTtuBHOj BiaxkHOCTH 75-85%.

HcnutuBama cupoBrHa, 3a4iMHA ¥ OMOTa4ya BPIIEHO je Tpe nmouyeTka npurpeme Haaena (0. maHa).
HcnutuBama kobacuiia BPIICHO je Ha MOYeTKy npousBoname (0. mana), a 3atum 2., 4., 7., 14. u
21. nana 3pema (10 TpH y30pKa 3a CBako UCTIHUTHBamkE). OTJie]] je MMOHOBJBEH TPH IyTa.

b. JJaboparopujcka HCTIUTHBambA:

MukpoOunoJsonika UCIUTUBAKA!

MuxkpoOunoJonika UCIIMTUBAaKE CUPOBUHA (MECO), 3auMHa U oMoTaya BpiueHa cy 0. gaHa:
OnpehuBame ykynHor Opoja 6akrepuja, ISO 4833;

Onpehusame Opoja BMK, ISO 15214;

OnpehuBame 6poja MUKPOKOKA (TEXHUYKO peliewme — mpojexat TP 20127);
Onpehuame Opoja kBacama u mnecHu, ISO 21527-1 u 1SO 21527-2;

OnpehuBame 6poja E.coli, ISO 16649-2;

Onpehuame Opoja kKoarymnasa Mo3uTUBHUX craduiiokoka, ISO 6888-1;

OnpehuBame 6poja cynputopenykyjyhux 6axrepuja ISO 15213,



Jlerexnuja u oapehuBame Opoja L. monocytogenes, 1SO 11290-1 i ISO 11290-2;
YrBphuBame npucycrsa Salmonella spp., ISO 6579;

OnpehuBame Opoja MHTECTUHATHUX eHTepokoka ISO 9308-2;

Onpehusame Opoja B. cereus I1SO 7932;

OnpehuBame 6poja Pseudomonas spp. 1SO 10270;

Muxkpobuosonka ucuTHBama y3opaka CpemMcke, JleBauke u Ykuuke KoOaculle y pazaInuuTHM
dazama 3pewa (0., 2., 4., 7., 14. u 21. pmana), BpmieHa Cy MeETO/JaMa HaBEJICHUM 3a
MHUKpPOOMOJIOIIKA HCIUTHBAaKka CHUPOBHMHA YHNOTPEOJbEHMX 3a H3pajay OBHX Kobacuma H
o0OyxBaruia cy:

e u3omanujy ¥ uaeHtudukanujy no 50 mzomara BMK u3 cBake ucnuTuBaHe KoOacuiie
KJIACHYHUM MUKPOOHOJIONIKMM MeToAaMa y onpeheHnM ¢azama 3pema;

® UCIHUTUBaKkE MOPQOJIOMIKMX, OMOXEMHjCKMX OCOOMHa (Karamas3a TecT, (epMeHTaluja
mehepa- API 50 CHL tect) nzonoBanux bMK;

e ucnuTUBame TexHosomkux ocobuHa BMK: ctBapame CO, cTBapame ciy3u, pacT Npu
pasmuanTHM TeMmepatypama (4, 10, 15, 37 u 45°C) u pact y npucyctsy 10% NaCl.

MornekynapHa KapakTepu3aija 1001jeHIX H301aTa;
n3onanyja JIHK Bpiiena cy komepuujanauM kutom (Qiagen, Hemauka);

I'enorunuzanuja cojeBa pahena je rep-PCR meromom mnomohy (GTG)s mpajmepa (Lupski i
Weinstock, 1992.) (GTG)s-PCR ymHOXaBa BHCOKO crneun(puyHe HACyMUYHO pacnopehene
CEKBEHIIE Y T€HOMY, C 003UpOM Ja je mpajMep Au3ajHupaH kao Hu3 of net GTG noHoBaka 4uja
je BepoBaTHOha pacrpOoCTPamEHOCTH TakBa Ja ce J00Mjajy TPOIYKTH PAa3IUYUTHX Iy>KHHA
(crreruuuHU 3a CBaKH COj), a MOPEKIOM Cy Kako W3 Mel)yreHCKHMX, Tako M M3 pernoHa reHa.
YMHoO)eHu (parmeHTu pasasojeHa cy Ha 1,5% arapo3Hoj ren-enekTpodopesu, HaKOH Yera cy
n00UjeHH Y30pIK HAIKMK Ha “bar code” Koju 1aTe cojeBe YNHE JeTUHCTBEHHUM.

Kao ocHoBa 3a MoJieKkyapHy WACHTH(DHUKAIN]Y H30JOBAHUX COjeBa OaKTepHja MIICUYHE KHUCEITHHE
(BMK) kopumihena je xumnepBapujabmiHa cekBenna JIHK Bemmunne 697 6a3znux mapoBa Koja
koqupa cuHte3y 16S pubozomanne PHK. ITo 150 y3opaka nzomoBane JIHK ammmuduxoBaHo je
napom npajmepa P1VI u P4V3. Jlobujenn ammindukaTtu BU3yesnn3oBaHu cy Ha 1,5% arapozHom
reny, a 3atuM npeuuinhenun Ha Qiaquick mini spin xomoHama. HakoH TOHOBHE mpoBepe
BH3yenu3anyjoM amrumdukaTa kao Tpake o npubmmkao 700 bp y arapo3HoM Temy, Y30pIH Cy
MPUTIPEMILEHH 38 CEKBEHIUPAIhE.

CexBennupame je obaBwia komnanuja /[T BIOTECH, Bielfeld, Hemauka. 3a cexBeHuupame
kopunrheno je 150 y3opaka ox no 20 pL npeunmhenor ammnudukara. Kopunthena je texauka
One Shot Read MP wna amnapary Roche GS FLX Titanium 454. Pagu mTo mnpeunsHuje



uaeHTu(UKanyje cexkBeHuupaHa cy oba nanma ¢parmenta JHK. Pesynratu cexBeHuupama
MIPEJICTAaBJbEHU Cy y 00Ky XpomaTorpama u aaroreka y FASTA dopmary. 3a uaearuduxarmjy
n3onata, gatroreke y FASTA ¢opmary yuuraBano je y BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) cobtBep W omabpaH je aaropuTaM 3a MPENO3HABAHE BHUCOKOCIUYHUX CEKBEHIIM KO
MuKpoopranuzama. OOpaaoM MojaTaka O CEKBEHLUMPAHUM JEJOBMMa IeHa 3a cHUHTe3y 16S
pubozomanne PHK no6ujajy ce pesynrartu uaenruduxamnuje nzomnara BMK y Buny Ha3zuBa BpcTe
W/WIK TIO/IBPCTE Ka0 M O MPOIIEHTY MOKJanama peaocieaa 6a3a pedepeHTHor coja y 0JHOCY Ha
UCIIUTUBAHMU COj.

q)I/ISI/I‘IKO—XCMI/IjCKa HCIIMTHUBAaBA:

OnpehuBame pH BpemHocTu cupoBuHa M koOacuiia mepuhe ce ynorpeOom yOOaHE CTakKJIeHE
enektpone pH-merpa (MA-5730; TIAT H° 35398, Hckpa). [Ipumena osor tumna pH-merpa y
ckiany je ca ISO 2917/2004,

OpnpehuBame akTUBHOCTH BOJE (ay BPEAHOCT), oapehuBano je momohy ay-meTpa (Wert-Messer,
Durotherm) npu koHCTaHTHO] TeMmieparypu ox 25°C;

OnpehuBame caapxaja Bojae (%) oapehusano je y cknany ca merogom JUS ISO 1442,
OnpehuBame canpkaja Harpujymxiopuaa (%) oapehwBaHO je y CKJIagy ca METOJIOM TIO
Volhardu JUS ISO 1841-1,

OnpehuBame caapxkaja HUTpUTA y MECY U HaJleBy KoOacHIla TOKOM TIporieca u3paje oapehuBaHo
je metonmom JUS ISO 2918;

OnpehuBame canpikaja HUTpaTa y MeCy M HaJIeBy KOOacHIle TOKOM Ipolieca u3pajae oapehuBaHo
je metonom JUS ISO 3091.

CeH3opcka WCIHTHBama OOyXBaTWIa Cy HWCIUTHBamkEe 00je, H3IJIE] TOBpIIMHE Ipeceka,
KOXEpeHTHOCT (uM3Mmel)y MUIMhHOT M MacHOT TKHBA), YXKEIJIOCT, KBAJIMTET MACHOT TKHBA,
KHCEJIOCT, COYHOCT, HE)KHOCT/MeKohy, YKylaH MUPHC U YKYC, HAKHAIHU YKYC U YKyIlaH yTHCaK.
3a cBaky OJf HaBEJCHUX HMCIUTHBAHUX OCOOMHA OICHHBAUU CY JIOJCJbUBANU OIEHY, HAa CKaJIH
narensurera on 1 mo 10.

2.5. Pe3yararu u qucKycuja

Y mpBOM Jeny OBOT IOTJIaBJhba MCTAKHYTO j€ Jla HA OCHOBY XEMHJCKHUX M (DU3NUIKO-XEMH)CKUX
CBOjCTaBa HaJieBa CPEMCKe, JICBaUYKe W y)KUYKE KOOACHIle JTOMHHAHTAH YTHIIA] UMa KBAIUTET U
CTENeH 3pema ymnoTpeOsbeHor Mmeca. Jlo ceamor naHa, KOJ CpeMCKe M JIeBauke KoOacwuIle,
OJTHOCHO JI0 YETPHAECTOI JaHa MpPOM3BOAE KOJ Y)KHYKe KoOacwile, KHCEIOCT HajJeBa ce
noBehaBa, a 3aTuM, 10 Kpaja TIpoleca, HE3HaTHO cMamyje. VcToBpeMeHo, y HaJaeBy Kobacuia
KOHCTaHTHO C€ CMamyje aKTUBHOCT BOJIE U Cajp)kaj HUTpUTa, a moBehaBa ce caapikaj HUTpaTa,
KyXHUIbCKE COJIM, MacTu U OeJlaHYeBHHA.



CeH3opHa CBOjCTBAa CpEMCKe, JIEBaUKe M YXKHUYKE KOOAcWIle, 1O 3aBPIIETKY IPOU3BOIHE,
OIICHCHA Cy BUCOKUM OIICHAMa, IITO YKa3yje Ha BbUXOB CTaHJIAP/IaH U BEOMa BHCOK KBAJIHTET ca
M3pOKEHUM TIPUjaTHUM YKYCOM M MHPHUCOM CBOJCTBEHHMM 3a (DEpMEHTHCAHE IPOU3BOJC
u3paleHe Ha TpaaUIIMOHAIAH HAYUH.

JlomuHaHTHY enudUTHY MHKpPO(IOpY TOKOM TIPOM3BOIIE CPEMCKE, JIEBaYKe W Y>KHUKE
KoOaculile kobacuIle ynHe OakTepHje MIIEYHE KHUCeTWHE M MHUKpokoke. Hynror m apyror mana
mporeca, oaHoc u3Melhy OakTepuja MieyHE KHCETUHE U MHUKPOKOKA je MPUOIUKHO jeIHaK, a OJ1
YeTBPTOr JaHa Ma A0 Kpaja nmpousBoame nomynanuja BMK ce mosehaBa u mocraje qomMmuHaHTHA
MHKpPO(]IIOpa TOKOM 3pema U CylIemha KoOacHIa.

Pesynratu ucnutuBama mokasyjy na cBu uzoiatu BMK wu3 cpemcke, neBauke M yXKHUKe
Kobacune 1o0po pacty mpu Temmeparypama ox 10°C, 15°C i1 37°C. Ose Ttemmeparype cy
TEXHOJIOIIKY Haj3HaYajHUje KaJa je y IMHUTamy MPOU3BOJHa CYyBUX (PEpMEHTHCAHUX KoOacuua.
Csu m3onatn BMK pasnaxy ramaktosy, riayko3y, GpyKkTo3ly M caxapo3y, a HEKH Of BUX H
nakto3y (Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. acidophillus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus 1 Lc. lactis
ssp. lactis). OBe BpcTe mehepa Cy TEXHOIONIKK HajBaXKHH]E TIOMITO ce BehWHA O] BbUX KOPHUCTE y
HA/IeBy CyBHX TpajHHX (DepMEHTHCAHWX KoOacuIa 3a TOACTUIAFmE pacTa OakTephja MIICYHE
kucenuHe. llojenuHu wu307aTM  KOjU Cy HIEGHTU(GUKOBAHUM Kao KCTa BpCTa MOTY HMaTu
pasnmuuuTy crnocobHocT pepMenTtanuje mehepa u pacta npu temrneparypu o 45°C (Coppola u
cap.,1998). Palop u cap. (2000) Takohe ykaszyjy Ha OBE pa3iHKe U HBHUX 00pasziaxy CTENEHOM
npunarohaBama MOjeIMHUX M30JaTa yCIOBUMAa OKOJHMHE y KOjUMa Cy ce pa3MHOxkaBanu. CBu
u3zonati BMK u3 cpemcke, neBauke U yxuuke kodacuie 100po pacTy Ipu TemIeparypama of
10°C, 15°C 1 37°C, u pa3znaxy TrajakTo3y, IIyko3y, (pyKTo3y, a HEKH OJf HHX caxapo3y H
nmakto3y. OBe TemriepaType Cy TEXHOJOIIKHA Haj3HAYajHHje, a HaBelIeHHW mehepu ce Hajuemrhe
KOPHCTE y M3paJyl TPaaUIMOHATHO (pepMeHTHCaHWX Kobacuia, 3a mojactuiaj passoja bBMK u
npyre kopucHe ernudurHe Mukpodiope. Ynopehusamem pesynrara godbujenux API 50 CHL
TECTOM ca pe3yJTaThUMa CEeKBEHILIMpama youaBa ce Jia IIOCTOjU BelIKa pas3iuka u3Mel)y oBe JBe
metone. baza monartaka APl 50 CHL unenTudukannoHor mporpaMa He caapxku coj Lb.sakei..
CekBennupameM u3onata BMK wu3 cpemcke koOacunie unaeHTu@ukoBaHu cy Pediococcus
pentosaceus, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Ln. mesenteroides, Ln. gasicomitatum/carnosum,
Weissella wiridescens, Lb. plantarum, Lb. alimentarius 1 Lb.curvatus, iz levacke kobasice
identifikovani su Pediococcus pentosaceus, Ln. mesenteroides, Ln. gasicomitatum/carnosum,
Lb.curvatus, a iz uzicke kobasice Pediococcus pentosaceus, Pediococcus parvulus, Lactococcus
lactis ssp. cremoris, Ln.mesenteroides, Ln. inhae, Weissella helenica, Lb. sakei, Lb.brevis i Lb.
curvatus.

Ounanna wuneHTudUKanMja u3onata paheHa je MOJEKyJIapHO TEHETHYKUM METO/AaMa.
MonekynapHe Metone 3acHoBaHe Ha PCR ammmuduxanuju omoryhaBajy Op3y u crenudpuuHy
UACHTU(PUKAIM]Y IIUPOKOT CIIEKTpa OAKTEPHjCKUX BPCTa U OHE Cy IOCTalle KJbY4YHA MpoLeaypa
3a JeTeKIujy MuKpoopranuzama (Josuuh u cap., 2005). 3a mMonexkynapHy HICHTU(DUKALU]Y
u3onara kopuihena je meroaa rep-PCR-a ca (GTG)s mpajmMepom 3a kojy je y pagoBuma ['eBepca



u capanHuka (2001.) mokazaHo Ja IpeacTaBiba MOY3/1aHy, BUCOKO CEH3UTHUBHY U CleHU(DUUHY
MeTony wuAcHTH(HKaIMje, JO HUBOa BpCTe, MoaBpcTe u coja. [lopehemem pesynrara
uneHTudukanyje wuszojata A00HjeHHX (EHOTUIICKMM ¢ OHOXEMHJCKHMM TECTOBHMA, Ca
MOJIEKYJIapHO T€HEeTHMYKUM MeToJama, MOXKe ce youuTu na ¢geHoruncku u APl tecroBu mory
JaTH TIOTpPEIlHEe W KOHTPAAMKTOpHEe pesynrare. Kao mTo ce HaBoau y JHUTEparypu
(Joxosuh,2004), HeeduKacHOCT OBUX METOJA je TMOCIEOUIA YUIEHUIE Ja OaKTepujcke
TMIOITyJIAIMje YKJbYUEHE y Pa3IUUUTe SKOJIOIIKE HUIIIE YECTO UMajy CIMYHE HYTPULIMOHE 3aXTeBe
U pacTy y CIMYHUM €KOJIOIKUM ycinoBuMa. Ca npyre ctpane MoiekynapHa merona rep-PCR je
Op3a, penpoaynuOiIHa U HE 3aBUCH O YCIIOBA CPEAMHE M CTama y KOMe ce OakTepuje Hajase.
[IpenHOCT MONEKyIapHUX MeToa je y moryhHocTtn uaeHTH(HKaIMje u3o0jaTa ca aTUIUIHUM
¢denotuniom. Rep —PCR fingerprinting texaukom ca (GTG)s nmpajMepuma aHaTW3UPAHA H30JIATH
BMK cy y notnyHocTH nerepmMunucany . M3omaTi Koju HUCY UACHTU(UKOBAHN CEKBEHIIMPAHEM
u o u3onatu BMK u3 cpemcke kobacure S27 1 S43, pen —IILP texHukom cy uneHTH()UKOBAHU
Kao Leuconostoc mesenteroides jep ce HWHUXOBH (PUHTEPIPUHTOBH TIOKIAMajy ca OCTAIUM
Leuconostoc mesenteroides n3onatuma.

Kobacure npousBeseHe y pa3iuuuTHM 3eMJbaMa WU y Pa3IHUYUTHM PErMOHMMA jeTHE 3eMJbe
KapakTEepHILy C€ Pa3IMYUTUM OPTraHOJETITUIKIM MPO(UINMa U CEH30pCcKuM ocobrHama. OBo ce
JNCIIMMAYHO MOXe O00jacHUTH pa3HOBpcHOIIhy ymoTpeOshbeHnx cacrojaka. Cmarpa ce aa
nprcyTHa MHUKpogiopa y HaleBy Kobaculla uMma IJIaBHY YJIOTY M Jla Cy Pa3IMYUTe CEH30pHE
KapaKTPEepUCTUKE MPOU3BOJIa MOCJIEIUIIa TTPUCYCTBA PA3IMUUTUX cojeBa. Moryhe objammeme
MOTJI0 01 OUTH MPHUCYCTBO CHEIU(PUUYHUX COjeBa YHYTap jeHE BPCTE KOJU CY KapaKTePUCTUUHU
3a cBaku mpousBol. (Rantsiou i Cocolin, 2006). Onpehene rpyne MHKpoopraHuzama Kao H
YCIIOBH TIPOU3BOAKE  (TeMmepaTypa, BIaKHOCT, OCHOBHHU CacTOjIM KOJjU C€ KOpHCTE) Cy
crenu(UYHA 32 CBaKM TMOTOH WK AoMahWHCTBO y KoM ce m3palyjy kobacuiie. YcioBu
NPOM3BOJIE MOTY YTHIATH Ha TM0jaBy cHeuu(puYHe TMOIyJanyje, OJHOCHO Ha TI0jaBy
cienn(UIHNX cojeBa YHyTap BPCTe, KOju he moctaTn JOMUHAHTHHU y TOKY 3pea M Ha Taj HAYMH
OKapaKkTepucaTu TOTOB Mpou3Boj, uspaheH y onpehenom norony (Rantsiou i Cocolin, 2006). Y
MIPUJIOT OBOM MUIIJbEHY MY U Pe3yJTaTH KaHAWJaTa e ceé Ha OCHOBY J€HAO0rpama yodasa Jaa
M30JIaTH UCTUX BPCTa MOPEKJIOM U3 MCTE KoOacuIle MMajy 3HaTHO Behy cimuHOCT Mel)y cobom
HEro ca M30JlaTUMa THX BPCTa MOPEKIOM M3 ApPYyrux kobacuma. Ha ocHOBYy oBHX pe3ynTaTa
MOJKE€ C€ YOUMTH Ja Cy M30JIaTH Y BEJIMKO] MEPH Y KOpENaIiju ca U3BOPOM HU30JallHje.



2.6. 3ak/by4ak M mpeAIor

Kangunat mp bpanka bopoBuh, crienujanucra BerepuHapcke MeIUIIMHE, TTOAHENA je JOKTOPCKY
JTUcepTanujy 1oJ HaciaoBoM ~MoJieKyjJapHa W TEeXHOJONIKA KapaKTepu3amuja 0akTepuja
MJIEYHEe KHCeJIMHE W30JI0BAaHHX W3 CyBHX (pepMeHTHCAHHX KOOACHIIA TPOU3BENEHHX Ha
TpaauuMoHaIHu HaYnH”. OBa qucepTalyja je uMaia 3a Iusb Jo0ujame Koekije cojeBa BMK
3 Yxuuke, Cpemcke u JleBauke kobacuile, aHaTU3y HUXOBUX MOP(DOIOMKHX, OMOXEMH]CKUX,
MOTEHIIMjaJTHO TEXHOJIONIKMX CBOjCTaBa, Ka0 M KUXOBY MOJICKyJapHa Kapaktepusanujy. Mcro
TaKo je u yTBpheH u auBep3uTeT m3osioBaHnx bMK W mocTaBmiia OCHOBA 32 BUXOBY IMPUMEHY
Kao crapTep KyJiTypa y IHJbY J0OHjama MPOU3BOAa KOHTPOIUCAHOT U YjeHAYCHOT KBaJHMTETA.
Pesynratn OpojHUX (U3NYKO XEMHjCKUX, MHUKPOOHOJOIIKMX M CEH30pHAa HCTpPaKUBama Cy
MoKa3zanu Ja ce Ha 0a3u (yHAaMeTamHHX I[OoJlaTaka MOTY JOHETH 3aKJby4dlld O YJIO3H
MUKpooprannzama y (a3m 3pema KoOachila OJHOCHO Ja MPHUCYTHA MHUKpPOQIIOpa y HaICBY
KoOacuIla MMa TJIaBHY yJIOTY y OBOM IPOLECY M Ja Cy Pa3IMYUTe CEH30pHE KapaKTEPUCTHKE
MPOM3BOJIa TIOCIIEIUIIA TPUCYCTBA PAa3IMIUTHX cojeBa. PesynraTu cy Takohe mokazaim mpeaHoCT
MOJICKYJIDHUX METO/Ia Y OJHOCY Ha (DEHOTHUIICKE jep Ccy Opike, penpoaylMOMIHA]E U HE 3aBHCE
O]l YCJIOBA CPEIMHE U CTama y KOMe ce OaKkTepHje Haase.

Ha ocHoBy ananu3se mogHeTe AucepTanuje, pe3ylTaTa 10 KOjUX je KaHIuaaT J011a0, KOMUCH]a je
MHUIIJbEHA 1A je MpeaBul)eHu mporpaM JucepTaiyje YCIeuHO peaan3oBaH. Y3uMmajyhu y o63up
CBE rope M3JI0KEeHO KoMucHja npemiaxe HacraBHo-HayuHoMm Behy [TosponpuBpenHor dakynrera
Jla TIPUXBAaTH TIO3UTUBHY OIIEHY JOKTOpcke auceptanuje Mp bpanke Boposuh, cnenujanucre
BETEpUHAPCKE MEIUIMHE U 1a TUME oMoryhu KaHauaaTy Aa jaBHO OpaHU CBOjy JAHMCEpTaLH]y.

UtaHOBU KOMHCH]E:
[Tpod. ap Hdparojno O6pamosuh penoBHU mpodecop
[MossompuBpeaHOT (aKyareTa

Hp Munan Kojuh, nHayunu caBetHuk MHcTHTYTA 32
MOJIEKYJIApHY T€HETUKY U T€HETUYKHA UHKCHEPUHT

ITpod. np Pyxuna ArmanuH peroBHH podecop
dakysiTeTa BETEpUHACKE MEAUIIMHE

Hp CnoOonan JIunuh, HayuyHu capagHUK
WHcTuTyTa 32 XUTHjeHY U TEXHOJOTHjy Meca

[Tpod. np 3opuna Paxynosuh, Banpenau npodecop
[TossonpuBpenHOT akynrera

Hp Ayman XKvuBkoBuh, 101eHT
ITossonpuBpeHOT akynrera
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