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TARTUF (Tubersp ) : MI KROFLORA, AROMATI LNA JE
PRIMENA U PROIZVODNJI SIRA

SAGETAK
Tartufi su podzemne mikorizne gljive, veoma cepignb o g speci fi |l ne ar ome,
nastaju kaoproizvodi metabolizmami kr oor gani zama —ri zosfere, k a
filamentozne gljive. S obzirom da se aroma fartu g u b i tokom | uvanj a, ne
oluvanja arome u dugem periodu, kako bi s e

pronal agenj a

Kako je tartuf prirodan proizvod sa izuzetnim nutritivnim i funkcionalnim svojstvima, krajnji cilj
ovog rada je bio dobijanjeovog multifunkcionalnogprirodnog i mutritivno vrednogproizvoda, u
ovom sl ul aju polutvrdog S | r aog autohtomgopdohidtikao m t
Lactobacillus plantarunb64, bezdodavanjav e § t a | k.iJédanad dljgva ovog rada je bio
izolacija mikrobiote tartufa i njem identifikacija, kao jechog od faktaa produkcije aromeartufa

proi | e mu j e utvrLlLeno prisust vjva Valkitreu i paj s &
mi kr oor gani bakteng, gdewsu najzastupliemyeste rodaBacillus sp.(62,5%) Zaim

je ispitano ol uergasgméh tagufamakanliofilitacije h mazmroaganja

tartufa na-20A @ -80ACs a i bez p azbtaue nteo ktue | snkolga d i dJtcigunj a o
oluvanja ar ome, u tretmnatidekontamieacijeapyinceputartufaal hrani, & na
osnovud obi j eni h rezultata odabr antartuffsuv @ gmgthutihi.  f | a
na-20A @a primenw proizvodnjil et i r i v a ©din navederh varijantiizvadene su i

dve varijante jedna kontrolna bez dodavanja tartufaidrasga dodat kom ,kakghi al k e
se mogao poredigenzornikvalitet dobijenih sirevdaokom 90 dana zrenja. Tokom zrenja sireva je

ut vr Leno dlambignint swznutimstartufima imaju br zano zrenj t, v e
zrelosti, broj prisutnih stgera i potencijalnih probiotikar e 1 i z gdinitu ul odn@su na
kontrol ni sir. S a st a\ye olauhvatanZbtjedinjemjg koja snavwrstamau j a S
jedinjenjasa sumporom, dehide, ketoné alkohole Ut v r L e n o keforeé najdastuphap kod
varijanti s i raerzrautim sflambimnine g@rtufimadok sumporna jedinjenja nisu

detektovana S a d r ¢Bdytandidm, 2-pentanona, -heptanona i3-oktanonau sirevima sa
flambiranim tart, afsiama2digeoa b isia s rsmrgnatieni flambiranim
tartufom,jeb i o d e s et odmsunaontwkmilsir U ukupnomsa d ru@ldehidau sirevima

od90 danaut vr Len | e n aj2wetlbutanade 3neeti-butamed, acetaddehd i 2-
metil-propanah u varijantama sinea sasmrznutimflambiranim tartufimaAlkoholi v a igza aromu

tartufa, 2-butanol, 2metil-butanol i tokten3-ol, koji su sepojavljivali u sirevimas u naj vi g
zastupllenk od sireva sa f | ambi r-lautanolnbio zastuplenijf kodsasa pr i
smrznutim flambiranim tartufom

Senzornomanalizomj e ut v subhabole ocdngenkontrolni sir isirevi sa tartufima dodat

nakon flambiranjapre zamrzavanjali nakon 90 dana u v aursjnranutom stanjna-20A COvi

sirevi su ocenjeni kaairevi visokog kvaliteta sa ocenan®,426 i 98,08% od maksimalmp
kvalitetg gt o i h svr st ava .Na jgmoegear pogledl mifisaiiukysasoijersie v a
proizveden uz dodatak e g t aadmk e

Ovim radom je postigalunogidg! ipra nzad mrgzeanyj an joap t
sir, obogal enog autohtonim potencijalnim pro
prehrambenog proizvoda bez dodavanja vegtal ke
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TRUFFLE (Tubersp.): MICROFLORA, AROMATIC COMPOUNDS AND
APPLICATION IN CHEESE PRODUCTION

ABSTRACT

Truffles are underground mycorrhizal fungi, highly valued for their specific aroma, which are
largely formed as products of metabolism of microorganisms of thesgtieresuch as bacteria,
yeasts and filamentous fungi. Since the aroma of truffles is lost during storage, it is necessary to
find techniques for preserving the aroma for a longer period of time, so that truffles can be used
outside the season of finditigem.

As truffle is a natural product with exceptionaltritional and functional properties, the ultimate
goal of this work was to obtain a new multifunctional natural and nutritionally valuable product, in
this case sentiard cheese, with added truffles and potential autochthonous prdtaotabacillus
plantarum564, without adding #ificial flavors. One of the goals of this work was the isolation and
identification of the truffle microbite, as one of the factors in the production of truffle aroma, during
which the presence of bacteria, yeasts, actinomycetes and fungi was deterisoheied
microorganismamainly were bacteria, where the most common spewias genusBacillus sp.
(62.5%). Then, the preservation of aromatic substances of the truilss examinedafter
lyophilization and freeing regime at2 0 A C -8a0nAd@h and wihout the application of liquid
nitrogen during®0 days ofstorageln order to preserve theuffle aroma, the most optimal way of
truffles decontamination fompplication infood productionwas determined, and based on the
obtained results, theegimes of flambing and autoclaving of fresh and frozen truéfle 0 AvEre
selectedor applicationin the 4 varianteheese production

Beside the above mentioneted four variants of cheese, two more variants were prodeced,
control without the adtion of truffles and the other with the addition of artificial flavor, in order to
compare the sensory quality of the obtained cheeses during 90 days of cheese ripening.

During cheese ripening, it was determined that cheeses with flambed frozen trufftesclerated
ripening,hadhigherripeningcoefficient, number o$tarterculturebacteriaandpotential probiotics
higher byl log unit compared to control cheese. The composition of the aromatic substances of the
cheeses include85 compounds, which arclassified as sulfur compoundsjehydes, ketones and
alcohols. Ketone compounds were most abundant in cheese variants with fresh and frozen flambed
truffles, while sulfur compounds were not detected. The content diu@ahedione, -pentanone,
2-heptanone and ®ctanone in cheeses with flambed truffles was the highest, and the content of 2
butanone in cheese with frozen flambed truffles was ten times higher than in the controlFebreese.
aldehydescontent in 96dayin cheeses, the highest relativeash of 2methylbutanal, 3methyt
butanal, acetaldehyde andnfthylpropanalwas determinedn cheese variants with frozen
flambed truffles. Alcoholsvhich areimportant for the aroma of trufflefike2-butanol, 2methyt
butanol and Jdocten3-ol weremostpresent in cheeses with flambed truffles, whilbu?anolhad

the higest concentration cheeses with frozen flambed truffles.

Sensory evaluation determined that the best evalgaegses wereontrol cheese and cheeses with
truffles added after flambineither before or after 90 days of rsige in the frozen state & 0 A C
These cheeses were evaluated as cheésegh quality with the marks 95.41% and 98.08% of the
highest possible quality, whiatlassifies thenasexcellentcheesesThe cheese witthe addition of
artificial aroma had the lowest marks in terms of smell and taste. This work achieved the goal of
finding the optimal way to freeze truffles and incorporate them into cheese, enriched with
autochthonous potential probiotics in order to obtn innovative natural food product without
adding artificial flavor.

Key words: truffles, aromaticompoundscheese, autochthonous potential probiotics
Scientific field: Technological Engineering

Scientific field:IndustrialMicrobiology
UDK NoO.631.465:547.52]:637.358 (043.
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1. UVOD

Prvi podac.i o istragivanju tartufa u Srbiiji C
fon Taubez api s ao d aSlanonije pSyethgastbj¢ tartufi kojifi n i u | em ne za
pij emont es kokrajioau(tdlij).vena p

Kral j Mi | an Qbadieenowvézage @ABWVWS pse tartufare,

tartufa u Srbiji, ug u mi AKovilizamedj u Kragujevca i k@@ar nj e
na ideju da uveaebifisranes wamtiurhamjotaraler a j Ni ga
Nekoli ko decenija kasnije, Jekil, J. 1933. g
Jastrepca (https://agoinfonet.com/poljoprivreda/povrtarstvo/tartufisrbiji/) a 1947. godine, na
podrul ju Morovilia,, Panlb@adeni Roagotvaedni
(https://agroinfonet.com/poljoprivradoovrtarstv.

U posl ednj o] deceni ji proglog veka, u Srbiji
prostoru Srbije, na vige od 200 lokaliteta, (
pribligno pol oviinevropskihiptavindastufeSriufh @ svistava o &d izrazito

mal obrojnih privilegovani h zemal j a Larskapegdel j a (

je ova dragocena vrsta do sada ptema(https://agroinfonet.com/poljoprivreda/povrtarstvo)

Tartuf (Tuber spp.), kao ektomikorizna vrsta, razvija podzemne jestive plodove, askokarpe, u
simbiozissk or enom biljaka, najl egl e h srmoodvaste tattufap e ,
Ove ektomikorizne gljive, pripadaju re@ezizalesrazleoAscomycotaa mikorizu uspostavljaju sa
korenomGimnospermii Angiospermi o br azuj ul i pl odonosna tel a,
okruglog oblika i mesnate konzistenci@.i v ot ni ci klus tartufa pol i
hifa, koje uspostavljai kont akt sa korenom biljke domaliin
razvoja ektomikorize. Proces sazrevanja/melanizacije, formiranja gleba, stvaranje spora unutar
gl eba, traje nekoli ko meseci. U zavr gnkome f azi
se formiraju spore.

| stragivanja mikroflore ektomikorizne zajedni

raznovrsnu mikrobnu zajednicu | ine ®phvklloeri j e
Ebel er 2015; C u laktedjsk®zajednice &oblavane i2 &Kokajpa tartdfa, njihovo
potencijalno ulegle u ishrani pl odonosni h te

zagtita plodonosnih tela od parazitskih mikro
aslokar pa, predmet s u (Amdny-Bebu gt alb, 2014; ¥ahdatgadeh &tgal.,v a n
2015)Bakterije u tlu koloniziraju primordije ta
se sastav bakterijske zajednice menja tokom sazrevanjeaagidartufa.

Mikorizalna kolonizacija korena biljakgljivamai ndukuj e t akozvani Nef ek
favorizuje pojavu bakterija ukljulenih u miko
povezane s ektomikorizom. Bakterije mobitgam hranljivih materija iz minerala ili
proizvodnjom isparljivih organskih jedinjenja, koji su u vezi sa drugim mikroorganizmima
(kvascima i drugim gljivama), povezani Saberspp., doprinose aromi tartufa.

Pl odonosna tel a t amptl efkas nkaa raa kotmaar, i gree gjaark an,a kK & [

verovatno koriste za komuni kaciju sa biljkam:
2005) i imaju jedinstven mehanizam zpsaor pci ju hranl jivih mater:i
billkom domal i nom. Pored bi ol ogke funkcij e, me g av
pl odonosni h tela, odr e L.Sjad r Mjaij h caw werijaeakastufiman hk un
je promenl jiv i zavi si od vi ge f alore,dakai,od k ak o
vegetativnog perioda, starosti tartuf a, genet

istragivanja o tartufima sa regiona Srbije ve

mogu doprineti saznanjima iz ove oftiau svetu.

Mnogobrojna istragivanja su pokazal argadséh ar o

jedinjenja.Do sadaj e 1 zol ovano I i dent i fordaskihngedirgenjaviz e o
1


https://agroinfonet.com/poljoprivreda/povrtarstvo/tartufi-u-srbiji/
https://agroinfonet.com/poljoprivreda/povrtarstvo

plodonosnih tela tartufak o j i i maj u vaegloimui iz noadragfl ugzas senzol
(Cullere et al., 2010)
Zbog S p e ckiuffe,i drtafiesu v@dma wsetljivi lako kvarljivi a glavni problem jeste

odrgavanje aromatil nih materija koje daju K\
pronal agenja nalina oluvanja aromatilnih mat e
at mosferi, skl adi gtenje na niskim temperatur a

tartufatreba da obezbedi | unpe bemijskh i senzorih svojstva tartufa, kako bi se njegovom
primenom u prehrambenoj industriji, dobio proizvod adekvatnih senzornih karakteristika.

Primena tartufa, kao dodatak hrani, pilu i r
vel a. MeLut i m, pr eldrad klmem it ap nt alif Ay 0 kio j dlaessHood a
podrazumevaju pr i me niupostaje gavra Indsioch arome a rp@izvodik o |
Pronal agenje tehnike koja bi omogulila oluvan
dobijanja prehrambei h pr oi zvoda sa prirodnom aromom t al
strane, pronal agenje nalina da se hrambene pri
proizvode, omogul il o bi da se proizvodmag a pr
tokom cele godine.

U tom smislu, proizvodnj a sireva s a dodat kc
probioticima predstavlja veliki izazov, zbog karakteristika koje poseduje takadf i zbog
metabolita bakterija mlal mea ksiesneloirmea, skvojje ttv
predmet ove disertacije ispitivanje mogulnos
regi mi ma), u proizvodnj.i sireva dobijenih doct

mogu da se koristealo probiotske kulture i njihov interaktivni uticaj na procese zrenja i senzorni
kvalitet sireva.

| maj ul i u vidu specifilnost nastanka ar ome t
skl adigtenj a, a kasnije i paruit noehnt o nti ar tbuafka eu i
kiseline, mogul e je dobijanje atraktivnog pr e
Srbije.l novativno tehnologko regenje podrazumeva
bakterija, k a o iismrzautiht tartufa o mroikvodrgi \sieepi visokog senzornog

kvaliteta. Umesto upotrebe vegtal kih ar oma,
prirodnim komponentamazbog nutritivnin karakteristika koje poseduje tartuf kao i zbog

zdravstvenih efekatarobiotikapr edst avl ja znal ajan i skorak u p
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2. PREGLED LITERATURE
21.ZEMLJI GNI MI KROORGANI zZMI

Mi kroorgani z mi koj i kol onizuju zemljigte su
Zemlji i neophodni su za normalno funkaoisanje kopnenih ekosistema i odvijanje geohemijskih
procesa \Voodcroft et al., 2018)Ta k o L e, oni s U za globganjeprirodnihe z e r v
proizvoda koji i maj u p ot eimdastriju a bigtehnolgijn & Crits: | z a
Christoph et al., 2@8). Bi ologki diverzitet mikrobnih zaje
faktor koj i direktno, ogranilavajuli girenj e
esima koji osiguravaju | ist vlade(vallket al.,v odu
) Treba 1 mati u vidu da zemljigte preds
ke i igraju gl avnu ul o gLaforastLapoihte etlal., 2045 j u b
u niaz epnl g Zir@diedaitjakia (Gianinazzii Schuepp 1994).

mi kroorgani zme ove slogene zajednice ise r @
izraz mikrobiota, koji e se koristiti u dal/j
Domi nantne komponente zenle,i gaareh enaie kifr @i mide e9D
mikrobne biomase u zejnlgt u ( Fi erer, 2017). U svaldm gr
mi krobnih felija i hiljade, ako ne i mil i oni
komunicira s izvornom zeimj i gnom zaj edni com, uspostavlijajul
i zeml jigte i biljna tkiva (Lebeis et al., 20
komponentu zemljigmniel emika obiagte bkobjakan igtwnc
povelavaju povrginu korena biljaka domalina,
za interakcije s drugim mikroorgani zmi ma I Vi
asimilatival maj alkiml jui gtied e mikrobiate a jvitaldne dnkcijamay n
neophodnim za funkcionisanje nage planete, j
zeml jigtu izaziva sve velu zabrinutost.

———

2.2.MIKORIZA

Znal ajna biotil]l ka komponenta zeml jsnoglie kojee k os
uspostavljaju simbioznu asocijaciju sa korenc
mi k or i z agljived i"rhizat koken) i prvi put je opisana 188§odine. U ovom simbiotskom

odnosu, mikorizne gljive koriste, za bilkuneps t upal ne, nutrijente iz z
korena. Hife gljiva sndbevaju biljke sa nutrijentima, fosforom, bakrom, cinkom koji su slabo

pokretni u zeml j i g manjedastupné a r evnoud.o m Na j @v djn an &l
kolonizov an mi kori znim gl jivama, omogulava biljeci
razlilitim stresnim uslovima kojima je izl oge
od ove simbiozegde biljka svojim fotosintetskim proizvodima na bazi uglig¢ k a ( gel er i
mi korizne gl jive. Zbog toga se modge reldi da
i zmelu gl jMivikeorii zbnd jalkjai,ive ol akgavaju biljkam
slogeni h mehani zama (titeta fotosintere iidrugihosvojstava eetanimzaa i
razmenu gasova (Birhane et al ., 2012) , kao i
fotosintetska aktivnosti rezultirale i wvelim
mikoriznih gljiva. Mikorizne gljive igraju jedinstvenu ulogu u dinamici organske materije u

zeml jigtu i doprinose stvaranju rezervoara r
formiranju i stabilizaTErigha ziesnl adliigneda omiglaarsika

kvalitet zeml | i @iteksturupdimen pnaezdravle biljalathirkelllettal, 2017,

Zhu et al., 202), kao i na procese razgradnje organskih mat@gterson et al., 20D4Nadalje,

mikorizne gljive mogu uticati na fiksadij CO; u at mosferi od strane

povelavajuli Aieflekatt amjea efr vto@a aifimi | ata iz vaz
3
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obligatno mikorizne bilj ke s uOrehidacea® @ primena z n a |
mikorize u poljopr vr e d i daje bolje rezultate u prinost
rudni | kiji @ ided¢roanrgii th mp@REadll¢wi | et al ., 2010)

Znal aj mi korize ogleda se i u | injenici da f
adaptacijdbi | j aka na ¢givot u kopnenim uslovima i e

me Lusobna $tali-Deanrierresal., 2GE8).(

Mnogemi kori zne gl jive for mir aj Wkojgimaguvelikvzan apllaojd ome
ljudsku ishranu.thovi j e Vvr eme, neke od njih se proizvo
Na osnovu morfologkih karakteristika, vrsta ¢
simbiozu, razlikuje se sedam tipova mikoriz&mith i Read, 2008): ektomikara (ECM),
arbuskularna (AM), erikoidna mikoriza (ERM), monotropoidna mikoriza, arbutoidna mikoriza,
ekto-endo mikoriza i orhidoidna mikoriza.

Slikal.Mikoriza (http:/logottotartufi.com /wgcontent uploads/macrosporum)

2.2.1. Ektomikoriza

Ektomikorizne gljive suk | j ul ni regul ator. primarne proizvo
u kopnenim ekosistemim®ne posreduju u prenogenju vode I
sluge za transport fotosintetilki fi kei mandaq
skl adi gdanekng ei ulgn i nu kr ugenj a Bktomikojizhevzajédnice a st o
predstavljaju simbiozu biljaka i gljiva, pri
hranljivin sastojaka iz e mla {Jongson eal., 2001; Lilleskov et al., 2002). Ektomikorizni koren
karakteri ge omot al i Hartigova mrega koja se
kortikalnih [elija. Favtirknoz nekalikg kerak& CM mo ge se pr
f kontakt sa hifama kojpr epoznaj u epidermalne lTelije ki
korenl il i ma
T proliferacija micelijuma na povrerpdiamgit akor en
9  hife prodiru u lelije epiderma ili u kor
domalanave promeneprnwigzev odknljjuulpalii fenol a
sekundarnih metabolita u lelijskim zidovim
T podrulja mikorizne aktivnost:i razl i |lovat a su
aktivnost zavisi od starosti i rasta koae
1 omot al kod starijih korenova obilno traje

postaje neaktivan.

Pojedine hife se od omotala giremyu gkol monomga
transport fosfata, vode i drugih supstanci sa veliklaljenosti. Stariji ektomikorizni korense

mor f ol ogki menja (prestaje da raste aPpmitkeal no,
al.,20)if unkci onge kao struktura za skladigtenje.
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Ektomikorizne (ECM) gljive grade simbiotske asocijac§a korenom drvenastih biljaka i igraju
presudnu ulogu u razlilitim gumskim ekosisten
(Pan et al, 2013)y CM f or mi r aj u dr venast dagaes, | Pinkceae, u me r
Eucalyptu}, neke paprati. ECMgli vi | ne vrste pri pdildna uukkepduaobuyj
Ascomycota (sulfilum Pezizomycoting Basidiomycota (sulfilum Agaricomycoting ili
Mucoromycotgsulfilum Mucoromycotina)Spatafora et al., 2017)

ECM gljive su od igtuegmitmeae, vjaggmomsjtii h aiv oe kwodri u g i
vista pomage apsorpciju nutrijenata i vode, d
kontaminirane sredine (Silva et ,BCMjeod@&bngd) . I
v a (st za odvijanje biogd@mijskih ciklusa i stabilnosti biljnih biocenoza.

Pored ekosistemskih uloge CM gl j i ve predstavljaju i zvor
hradj i vom v rdedndgleu . ECM gljive daju visokmokvalif
minerak, ugljenih hidrata, mastitd. (Correa et al.2016. Zbog visolbgud el a nezasi | en
kiselina i visokog postotka linolne kiseline koje se nalaze u jesti@@M gljive se smatraju

zdravom hranomChang et al., 2004)Jz t o, pirnoet eji st ivveilh ECM t ak:¢

esencijalnih aminokiselina (leucin, izoleucin, valin, triptofan, lizin, treonin, fenilalanin, metionin i
histidin) koji 21z n a | uaishrani ljudi Chang et al., 2004).
Na rasprostranjenos,apopa@daeda i ¢kiobo@kinii fako ®tr o

sadrge sl il ne ECBbhy zBaupse201d). Zagravog haj zajedaice EGM gljiva

i stovremeno utile takson domalina (lshida e
(Toljanderetal., @06 ) i ograni | engCl 23)i.r elngatauckpoft ela@oRPeat a |
ukazujuda je biljka domalin primarna odrednica
Ljudske aktivnosti, kao gto je sel aengeusma, u
zemljigne ekosisteme pretvaraj ul Od extondkorizdihj a s .
gljiva, posebnu pagnju istragivala privlale t

Slika 2. Formiranje ektomikorize belog tartufa
(http:/logottotartufi.comogin/)

U protekl oj deceni ji postignuti s uTojeogaynam n i p
zbog razvoja i primene molekulari ol o g ki h t e h nliekeauz trakliognane s u
morfol ogke tehnike. Svakako je ova "mol ekul ar

[ primene | TS regija gljivilne rRNA koje su
Molekularni pristupi poput ITS PCRiRFLanas su wuobi| ajene tehnik
ECM koje doprinose boljem razumevanju ogromne raznolikosti i ekologije ektomikoriznih
zajednica.

2.3.ODNOS MI KROORGANIZAMA | EKTOMIKORIZNIH  GLJIVA

Ekologka niga je definisanh, iabeopaktkjbokifmko
mi kr ost aknomd evr sta posti geectand@a R4 Dinmal Rosehah ¢€ER

5
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mi kori zosfera nastaje modifikacijom fizil] kih
okolini ektomikorizne zadnice Read iPerezMoreng 2003 , aktivnogliu miceli
(Simard et al., 1997 . Mi kori zosfera je dinamilna regija
rast mi korizne zajednice i ona je zaprawo Ac
strukture korena bilj ke, gl jive i zeml jigta.
partnerstvy ostvarujuse i dodatne interakcijeassb a k't er i j ama i | i drugi m ¢
formiranju multipartnerskih interakcija koje litiu  m@d simlgozne zajednic@Vagner et al.,

2016) idodat no usloongankjoavsl ocogveun ui zaj edni cu. Neke
stvarati auksin inde8-si r et nu ki selinu (1 AA), koja sti mu
fitohormona mjos,pe@tug edgvadia do -moegéanokgomt g@
(Krause et al ., 2015) . Takole, zeml jigne bak
nakon indukcije triptofanskog puta I sinteze

zbog |l ega se ove balbmeiinje Frpkita jl.j2el8) Bakiarije z a

iz rodova Burkholderig Pseudomonas Rhizobium, svrstane su u grupu mikorizgao mo [ n e
bakterije i one p o sGherchland Graygstorn2814).aStopaemikarizosfera i z e
pruga nigu za odrelene bakterije koje zauzyv
Eksperimentalni rezultati su pokazali da@seudomonas fluorescenkao mikorizap o mal n
bakterip, ima potencijal za komercijalnu primenu gretmanu sadnica inokulisanih tartufom

(Tuber melanosporum za poboljganje kvaliteta i mi kor i :
(Pi fuela et al., 2020).
|l stragivanjem mi kori zosfere mnogi h glne i va

su zajednice bakterija iz rodovagrobacterium, Arthrobacter, Aquamonas, Bacillus, Burkholderia,
Chryseobacteriu, Janthinobacterium, Mesorhisobium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rahnella,
Rhodococcus, Streptomyces, Sphingomonagiovorax (de Boer et la, 2005; Izumi et al., 2006;
Johansonetal,,200B;avi i e} al., 2013

2.4, TARTUFI ( Tuberspp.)

Tartufi Su posebno cenjeni zbog dve vagne ka
domalinu, a jestive vrste imaju velu ekonomsk
su ektomikorizne gljie, pripadaju rediPezizalesyazdeoAscomycotaMikorizu uspostavljaju sa

korenomGimnospermi i Angiospermi obr azuj ul i lokao dben o sorba | gheol an,e
okruglog oblika i mesnate konzistencelapamzigePegl
omot al (peridija), koja moge biti gl adak il

tartufa. Vegetativni oblik tartufa je micelija, koja se sastojramjranatih niti hifa.

Givotni ci klus tart uf a nastajd hifenkpje mogu dalje dansg eaxijajs p o r
jedino ako stupe u kont akt sa finim zavrgec
zavrgetaka korenamagd jsivet gmarei smi amd lkiojk| ena o

polazi veliki broj hifa. M o v a | nalin biljka se na efikasni
materijama a zauzvrat gljiva dobija gotovu hranu (uglijene hidrate). Stvaramktomikorizne

zajednice, stvaraju se uslovi za razimeRead hr an
2008) . Pogto give pod zemljom, prilikom sazre
brojne givotinje i insekti logijiawa] thrsameer e viomw
givotni ci kl us t awedonoshatelo tddtafa ispod zeamge, potrelino je indkaliko p |
meseci , | ak [ godi na, p o | emu se, i melLlu C
Ekt omi kori zosfer a, prostor oko mikorizne zaje
kao I anukragnploda (gl eb), kol on comodrekoliko s u s

stotina vrstaAntony-Babu et al., 201Barbierietal., 200Wah dat zadeh et al ., :
uloge mikrobne zajednice na biologiju tartufa, ukazuju da neke bakgenjeo j i m met ab o |

produkt i mai,zgradhjieaemavantyfuV ahdat zadeh et al ., 2015
neke bakterije razgraluju i, | pnake Isyojimv produktimg a n s |
(anti biotik, h or mo nednicu (inbibbidjomepatagdnih gljwa, lstonulacipm u  z

6
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rasta gomolja)Antony-Babu et al., 2014; Deveau et al., 20D&minguez et al., 2012; Guifer et

al., 2013, 2015Saidi et al., 2016 Neke bakterije iz porodicBradirhizobiaceae,jzolovane iz

Tuber magatum,i maj u sposobnost da fiksiraju azot gt
tartufa (Barbieri et al., 2010).

2.4.1. Podela tartufa

Osnovna podela tartufa prema bgin a : bele tartufe, |l ija se pl
omotalem i dr keji arsef@a ppovrgini plodonosnog
nagim prostorima pronaleno je nekoli ko deset.i

sam vrh po kvalitetu:
T Beli tartuf (Tuber magnaturiico),

1 Crni jeseniji tartuf Tube macrosporum

T Letnji tartuf (Tuber aestivumn

T Zimski tartuf (Tuber brumale, Tubexestivunmvar.uncinatum)

Beli tartuf (Tuber magnaturi®ico)

Bel i tartuf stupa u simbiozu sa velim brojem
hrast ,|l sgej ak ste topola, najlegie bela topol a

sapH vrednostima 7,0 do 9,plodonosna tela s®rmirgu uglavnom na dubini od 380 cm, a
retko na 461 0 0 ¢ m. Sazrevanje pl odono sepierhbratde kraga o b i
decembraBelitartufs pada u naj krupnije vrste tarmoadeae Isial

veliline manje | ubenice. Pokogica jestivog de
[ gul kastoodelbénagnegtve st@vissikojom je u sim
protkano je izuvijanim Avenamafi, ¢gto mu daj e
rugilasto smele i zagasito crvene boje.nul ma

pikantnog sira gorgonzole s malim naglaskom belog luka. Koristi se kao delikatesni dodatak u
mnogim jelima.

Slika 3. Beli tartuf (Tuber magnatum Pigo
(http:/logottotartufi.com /wpcontent ploads/macrosporum)

Crni jesen;ji tartuf Tuber macrosporuim

Crni jesenji tartuf stupa u mikorizu sa hrastom i topolom. Plodonosna tela sazrevaju od septembra
pa do kraja januardzuzetno je cenjena gljiva, po mirisisl na bel om tartufu. |

okruglog il nepravilno okruglog oblika -sa bI
crne boje sa sitnim bradavi cama. Na poprel nc
i zuvijani m belZamelkuadc ki el ag |taarat.t uf a, crni tart

negto velom nadmorskom visinom.
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'-\_(,.'\“ : - A e vi
Slika 4.Crni jesen;ji tartuf Tuber macrosporuin
(http:/logottotartufi.com /wgcontent uploads/macrosporum)

Letnji tartuf (Tuber aestrium)

Crni letnji tartuf (Tuber aestivium)sazreva u leto, od krajamagjma do decembr a, p
dobi o naziv. Raste na krelnim aermlojdi gntaisma na@ijd
u simbiozi sa hrastom, lipom, grabom, leskdtch

Slika 5. Tuber aestivium

Gljiva je nepravilno okruglastog oblika, veli
crna, sa poligonal-00iimsinedodBdndimkranaUmaut giaginp ® s8 Al
prljavo bele domsgnerllek ibm, errazslmaa damijmii krat ki |

Crni zimski tartuf Tuber brumale)

Zimskitartufu s peva na | akgi m, humusnim zeml jigti ma,
sloja odnosno lisnatog pokrova u simbiozi sa hrastom, bukvom, grabom, leskorantogdmdrom.

Kod nas je poznat pod imenom zimski tartuf, zbog vremena sazrevanja plodonosnih tela koje traje
od poletk,panadwembreali ne mart @§.e gRgsatjee tdo eolkiolgi
stogastim bradavi cama trpwodonosnbcteladj® sigdmentine. blbn uet
belim venama girim nego kod-6¢crenloigpttialrntiunf aas kb :
2043x1619 mi |l i mi krona sa dugim bodl j ama.
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Slika 6. Crnizimski tartuf Tuber brumale)
(nttps://www.lagoto.rs/vrste_tartufa.php

242. Pronal agenje tartuf a

Kada je u pitanju komercijalna vr ednaoség( gttaor t u

je plod veldi [ pravi Pmese@robhl Bgenijvael aarteu
zemljom, zasnovan je na |lulenju karakteristi/
osel aj u mbulfidas(DM&)i(Taleu &t kl., 1990 a | i neke ¢givotinje
jedinjen | a  snphea vrstuitdrtufgHochberg et al.2003 gto je jog uvek
Pitanje da li su isparljiva jedinjenjg oj a | j udi opagaj u, i st signa
tartuf a, nepoznanica | e za mrpodpe tartdat ali g gastava | e .

isparljivih jedinjenja,w dmimsiperdadmi jne dtoalon ¢
jedinjenja koja preial,HT).e ¢gi votinje (Buntgen
Linjenica je da g¢givotinj eaprenanlegzaes nor epiiea ipri
pronal ageWwevuertiacret uif ami gevi, na primer, Koriste
njima (Buntgeret al., 2017).

Slika 7. Pas Bakase LagottdRomagnolau a k c i j i pronal agenj a


https://www.lagoto.rs/vrste_tartufa.php
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2.5.MIKR OBIOTA TARTUFA

Za razliku od gljiva koje formiraju plod iznad zemlje i u kratkom roku, tartufi formiraju plod tek
nakon nekoliko meseci, isgaemlje (hipogejne gljivelSplivallo et al., 2019). Zbog toga je jasno

da na formiranje ploda verovab ut i | u br oj ni zeml jigni mi kr o
Tokom svog sl og e ntartgfi ugpostadjajunsondiotske iltdralic§eas bakterijama
(Archaeai Eubacterig (Antony-Babu et al., 2014; Gryndler et al.,, 2013), gljivama (kvasci i
filamentozne gljive) (Pacioni et al. 2007) i virusima (Stielow end Mer&0), u svim fazama
razvoj a. Prisustvo mikroorganizama u okviru
mi celijuma tartuf a, kao i u rsazolgielniotsitm id ep oosvti
paratnerskih interakcija.

U sastavu mikrobioma tartufa postoje razlilBeucci iBonito, 2016) koje su verovatno nastale

pod wuticajem evolucije (Barbieri et al ., 201
biocena a , tokom rane faze formiranja tartuf a,
unutragnjeg (gl eb) ,AntonyBabu ietl al.,t 2018Grindters gt al.,2013.r t u f a
|l stragivanja mi krobl ote tartufaupakakabaisund
pl oda tartuf a, adr ge n e kAntony-Babu et al. 02014Barbieritela k t e r
aI.,2007;Vahdatzadeh et al ., 2015) . Mi krobiota pl
proul avani h(Antomy-8adbaet al.,&2018)u Giglavnom se sastoji bdProteobacteriaiz

porodice Bradirhizobiaceaed o k razli ke postoj e u mi Kr obi omi
bakterije ulestvuju u r azg8pivliogetial., 20158ahdatzaden i s |
etal . , 2015) . Tdpoktavkea dokapi dasneke jpakterifske erste izazivaju inhibiciju
rasta konkurentnih gljiva, stimgl u r a s t, kagioazgvaldrjuaaskokarpaArftony-Babu et al.,
2014;Dominguez et al., 201Deveau et al., 20163rindleret al., 2013, 20153aidi et al., 2016

| stragivanja ektomi korizne zaj edpniocge uiv ekl ong es
odgovore na mnoga pitanja (Ishida et al., 2007; Morris et2808; Tedersoo et al., 2008
Klimatski uslovi, blk a domaliin, tehnologka zrelost tart
mikrobiomima tartufa (Barbieri et al., 2010; Devest al., 2016Li et al., 2018) ali je mehanizam
funkcionisanja ektomi korizne zajednice jog uv
Mikrobiota tartufa se razikwj po vrstama tartufaali dominiraju bakterije iz red&hizobiales,
Actinomicetales, Enterobakteriales, FlavobakterialeBseudomonadale@Barbieri et al., 2016).

Met ode za wutvrlLivanje mikrobnog ikkirazlke Zdkd, et a
primenom mol ekul arni h méProteohactguiaptrvi r Lleennou joek op r¢
povezano s&inorhizobium Rhizobiumi Bradyrhizobiums p p . Met odama Kkul tiva
prisustvo i to o-Proteobacteriauglavnom fluorescentngseudomonade. Fluorescentima situ
hibridizacija je pokazala da $liProteobacterigp r e o v |1 a L' uj uiltagufau8s,B8%)kdoks i o
ostale grupe slabije zastupliene i t&-Proteobacteria (1,5%), o-Proteobacteria (1,9%),
Bacteroideteq2,1%), Firmicutes (2,4%) i Actinobacteria(3%) Barbieriet al.,2007). Primenom
pirosekvenciranja gena 46RNA, TTGE, in situ hibridizacije i GeoChip ® otkriveno je da

askokar pi crnog tartufa prugaju stanigte sl og
od onih u okolnom zemljigtu i ektomi kori zosf e
tokom sazrevanja askokargpt o j e ukazal o na interakciju 1izr

uloge bakterija u sazrevanju tartufsnony-Babuet al., 204).

U plodonosnim telima tartufa, dokazano je prisustvo velikog broja bakterija, kvasaca, virusa i
filamentoznih gljiva (Vahdatzadeh et al., 2015), koje tokom svojih metdidolprocesa, mogu

stvarati neka od isparljivih jedinjenjalije istotakoisam t art uf u mogul nost i (
Rezultati Mestreet al (2011)suu k az al i da ektomi kori zosfera m
kvasce.Kvasci Cryptococcus humicola, Rhodotorula maginnosa, Debamonyces hansenii
Saccharonyces spp izolovani su iz mikrobite Tuber melanosporum, Tuber aestivinTuber
magnatum(Buzzini et al., 2005Rivera et al.,, 2010) Nekoliko studija pokazalo je da kvasci
verovatno pomagu u kol oni z aBowgnil988)kt omi kori zni
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Filamentozne gljive koje suazl ovane iz gl jivilvude rmilkd b manb ¢
U . maguoat menl anw.s pae,utmb\o u mylavnom)sy askomice(@acioni et al.,

2007), koje zajedno galesnima Aspergilus spp, Penicilliumspp, Trichodermaspp.), kolonzuju
peridijume tartufa, retko gleb{Rivera et al., 2010 . Znanja o gl jivildberom m
Sspp. su relativno ogranil|lena, ali je dostupno
korenov sistem biljaka (Lietal., 2L O prisus vu Vvirusa u mikrobi omu
dovoljno podat aka, (StetodidMernzal 20008tielow et a. 20142012 vza | i
Tuber aestivumizolovali Totivirus, Mitovirus i Endoravirug Mitovirusiz Tuber escavatum.

2.5.1. Bakterijske zpgedniceu mikrobioti tartufa

Bakterije iz mikrobiote tartufa i maj uAnoRygnu u
Babu et al., 2013Barbieri et al., 20072010;Pa v i |., 2@8).Bakt eri j e kol oni z
omot al [ pladanosnog tela faruiBarbieri et el., 20052007; Gryndler et al., 2013;

Saltarellietal., 2008Ba kt er i j s ke z aRratedbadtecadacteraidetes Firenicuteds n e
Actinobacteria(Antony-Babu et al., 2014Gryndler et al., 2013Splivallo et al., 20%). Kod svih

vrsta tartufa dominirale sikProteobacterian e g t o Firmautgsi é\ctinobacteriaa razlikuju se

po sastavib-Proteobacteria,o-Proteobacteriai BacteriodetegBarbieri etal., 2000. Sa fazom
zrenja, broj oidamadé enmnjij@ mmi ekkrioho ragsatnaj e iUs, t iH il i9
Proteobacteria Bacteriodetes Firmicutes, Actinobacterig (Barbieri etal., 2007) Promene u
sastavu bakterijskin zajednitao k om sazrevanja askokarpaeu posl
z e mlu kalogizuju primordije tartufa pre diferencijacije askokarpnih tkiFarmiranjem gleb

bakterije ostaju u wunutragnjosti gl ebaglebdok
(Antony-Ba b u t et al ., 2014) . S ase rbeoy \@RToteebacteria, a r t u
Bacteriodetesa brojb-Proteobacteriss e s manj uj e. Kod svih vrta t ;.

Proteobacteria(porodicaBradyrizobiacead Rhizobiaceag(Barbieri et el., 2010Carvalho et al.,

2010) Isto tako, bakterijez rodaPedobacterdominiraju u micelijumu tartufakaoi u rizosfer

bilike i mikoriznoj zajednici(Brabcova et al., 20160va bakterijeposeduju enzime koji raziau
jedinjenja,pr odukuj e enzime hitinaze koji ouletsitlvarj e
degradaciju plodonosnog tela tartufa. Bakterije iz rBdéaromonas,jmaju sposobnost fiksacije

azota, vodonika i ugljen dioksid&igova, M., and Panikov, N. (200Aanson et al., 2012), koje
verovatno imaju i u tartufima.

2.5.2. Kvasci, filamentozngljive i virusi mikrobiote tartufa

Mi krobiota tartufa je veoma slogena a istrag
tartufa (Buzzini et al., 2005Rivera et al., 2010Zacchi et al., 2003 a izolovani su uglavnhom,
Cryptococcus humicola,®dotorula muciloginnosa, Debgymices hanseniiSaccharonyces spp.
Filamentozne gljive koje su izolovane iz mikrobioma tartafargfum v Brumale & . magnat ul
U . me | anw.s p ae,wsmibvwu oglavindm) sy askomicetdgcioni et al., 2007), dge

zajedno saglesnima Aspergilus spp, Penicilliumspp, Trichodermaspp.), kolonizuju peridijume

tartufa, retko glebRivera et al., 2010

Koli ko jJje prisustvo virusmi ju ndiokrodbalneumekistta rat
i st r a gartwfaaiolovdiiTativirus, Mitovirus i EndoravirugStielow i Menzel 201p

26AROMATI LNA JEDI NJENJA TARTUFA

Tartufisupr epoznat!l ji vi p 0 cenjend lmgurmanskangkelimasskomrmietu,ikaou i
Apodzemnio Adiajteonfiant i i k ntbharhtj lefia mMa enavtar i r,ati o
poput z,enolgjuamii i bél coggmé s khat, e ohonoe zel, sime wgabuk
puter a, a potilu od isparljividrenoendakokiamo] &

uglavnomalkoholi, aldehidi, estri, isparljiva sumporna jedinjenja i(@.u | leteat, @)10; Liu et
11
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al., 2012;Splivallo i Ebeler 2015;)I spar |l jiva aromatilna jedinje
tartufa kao gastronomskog specijaliteta (Splival®u | | 2086). @ tabeli 1prikazani su pragovi
osetljivostiiar ome za karakteristilna jedinjenja
Poreklo isparljivih jedinjenja najpre je bilo vezivano samo za mikrobiotu tarBif&zini et al.,
2005;Splivall o et al ., métdhazadm kvasdrd ilbpkterijan Smatd se ao  z
Bradyrhizobiumbakterije mogu stvarati neka sumporna jedijgeodgovorna za aromu tartufa

tart

takddeas

S €

Zna

da

dovol j noSplvalmetdl.,2®5). (

bakterije

ul estvuju u

Tabela 1lsparljiva organska jedinjenjarag osetljivosti i aroma tartufa

Jedinjenje Prag osetljivosti Miris- aroma

1. | 2-butanol 1700 ppb -

2. | 2-metil-1-propanol 360ppbdoBppm |[prodoran, vinu s@®*

3. | 3-metil-1-pentanol 830 ppbto 2 ppm | Vo |, releni, blago opori miri€a)

4. | 1-hexanol 200 ppbtoBppm |zel j &Y é,nkalsgag!| atzlkll,
volni(miris

5. | 2-fenil-etarl-ol slilan mM@risu ruge

6. | 3-metil-butanl-ol miris na gr i viski (e)

7. | 3-metill-fenol 650 ppb Suv,k o gnriris (v)

10. | 3-metil-sulfanilpropanal - beli luk, kuvani krompir, trulu hran(a)

11. | (E)-2-Pentenal - v 0 |, jagoda(d)

12. | 3-metil-2-butenal - miris bademgv)

13. | Benzaldehid - gorki badem(a)

16. | 2-heptanon 1ppbdo 1,33ppm volbnizalinski, ci
zalinsk@Gg mirisa

17. | Acetoin - blag, drvenast, miris jogurta i putdr
kremaste aroméf)

18. | Acetofenon 170ppb karakteri st irirss(m) sl

19. | 2 (5H) furanon - Puter

20. | 2-pentilfuran - v 0 |, zeleni i zemljani mahunarski mir
(9)

21. | Dihidro-5-pentil-2 (BH) | - kokosov, kremastiy o gt ani , S

furanon mast ()

22. | Benzofenon - deli katan@ miris r

23. | Propionskakiselina 5to 10 ppm uge giaVv)

24. | Buterna kiselina 240 ppb to 8 ppm | prodoranmiris putera(a)

25 | 3-metil-2-buterna kiselina | - Zel ena, fenol(@a, m

26 | 4-metil-pentanonska kiseling 810ppb neprijatan, kiseo, prodoran miiia)

27. | Heptanska kiselina 640 ppbto 104 ppm|nepri j at an ugeg() ,

28. | DMS; DMDS; DMTS 0.16 to 12 ppb Difuzan, intenzivan miris belog lukaha
kuvani krompir i trulu hraniv)

29. | Metiltio T cikloheksan - snhagnu, sl at ku, nie
)

30. | Motional 0,02 ppb jak miris mesa luka

31. | 3-methiltio-1-propanol 0,2ppb ¢ mirisa i ukusa nalik supi ili mes(a)

32. | Benzotiazol 80 do 450 ppb delikatan,miriss | i | aB | ir lu@m
hinolina (a)

* (a) Shimoda et al. 199b) Burdock 2010;(v) Onget al. 1998{d) Varlet et al., 2006(e)J o y1i991 (f)
Splivallo et al. 2007 (g)D2 az 20063 al .

12
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Pored biljke domaliina, mi Kroorgani z mi Iz ekto
stvaranju isparljivih jedinjenja (Splivallo at., 2015; Vahatzadeh et al., 201%jvaka vrsta tartufa

ima svoje specifilne mirise, al i pos,tadojse: i sp
metil-tio-metan, 3metil-1-butanol i *okten3-ol. Kod T. melanosporumar o mu | i ni Vi g

jedinjenja C u | leteat.,@010), dok kod. aestivum, Thimalaiense, Tsinense, Tindicumi T.

borchii, 102 0 j edi nj enj a ulngevearamp Cu lul & ro® megliuataal.,u , 2
2012). Kod tartufa T. magnatum jedinjenje 2,4ditiopentan sesmatra glavnim sastojkom Kkoji

o d r e hjegqvwearomu Fiecchietal.,, 19g70s amdeset i h godina progl og
nosioci arome tartuf&. melanosporum2-metilbutanal i dimetisulfid (DMS) (Talou et al., 1989

Kako se razvojem sofisticiranh t ehni ka napredoval o, povel avao
jedinjenja tartuf a. Il ntenzi vni mi ri si pl odon
(Splivallo i Maier, 205; Splivallo et al., 2011)Ova sumporna jedinjenja osnova su senitor
karakteristika tartuf a, k o] etall, a01@Splivalioii Maies,a r e
2015; Talou et al., 19901 st i aut or i porekl o isparljivih ar
mikrobiom tartufa, dok je analizom genoma crrtagufaT. melanosporumystanovljenoda crni
tartuf moge peoimatediitie ibeEaMdljeigvha ebalatler, i j2z
ispitivanjem uticaja bakterijske zajednice belog tarfifaorchina f or mi r anj e ar om
zakl juhksau daamo bakterije odgovorne za ar omil
met abolizam mikroorgani zama, bakterija i kva:c
tartufima (Splivalloet al, 2015; Vahdatzadeh et al., 201%). svakoj fazi,p o | @lvVormiranja
ektomi korizne zajednice do plodonogenja tartu
ima vige od 15 rodova.

Neka novi | a varijaciianaaug i svaasntjaavu ar omati | ni h i spar/|
katabolizam aminokiselingmetionina, Erlichov put, slik@. ) i genetika, znal aj
aronekojak ar akareamat i | nost t aSplivalld, 2018). Vahdat zadeh

13
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o} O
R Deamination R Decarboleahon R Reduction
OH ————» ——— W — 1
NH; 0

Amino acid a-Keto acid Aldehyde Alcohol
£ o CHy O 0
HiC L A | HyC A - SN
OH y < 5 OH g OH
CHy  NH, NH, . v NH,
Leucine lsoleucme > Ph(,nylaldmnc
'CHy H
3Memylhu(1r\al 2Meln/lbutanal ZPhenylacelaldohydo Benzaldehyde
OH "CHy AN N
T\/ H;C\)-\/OH 3 2

\ 3-Methyibutan-1-0l / \ 2-Methyibutan-1-ol 2-Phenylethan-1-ol

-

/ N

i

|

st e 5 P e - : 0 SH
HiC” V\]/\OH—OH;,C/\'/Y HiC”

NH, H
Methionine 3-Methylsutfanylpropanal Methanethiol (MTL)

o Su oMy o O
HJC/ NG H.C S CH,

~

\ Dimethyl disulfide (DMDS)  Dimethy! trisulfide |DMTSL/‘

Slika8. Sintezaa o ma t i | ni h j-Erﬁhbvrptj]te nja tartuf a
(Vahdatzadeland Splivallo, 2018)

2.6.1. Sumporna jedinjenja tartufa

| sparl jiva jedinjenja sumpora su glavna komp
tartufa.Ova jedinjenja imaju karakteristilan mir.i
tartufa Jedinjenjadimetil-sulfid (DMS), dimetil-trisulfid (DMTS) i 3-tio-sulfanilpropanal su
najzastuplienijk o d v e | i Hagelwbaaat al. 20081 iu(et al., 2013.; Splivallo et al., 2015

Za velinu sumpornih isparljivih jedinjeaja |
micelijuma tartufa I(i et al., 2012;Splivallo et al., 2015Tirillini et al., 200 , gt o potvr |
bakterije Ui b-Proteobacteria dominantne u plodonosnim telima tartufa), kao i kvasci, mogu
sintetisati sumporna jedinjenja. Neka sumporna jedifjea s peci fi | na su samo
(2,4ditiopentan, 2metil-furan-3-tiol, 4,5-di-hidro-tiofen, 3metil-4,5di-hidro-tiofen i (Van der

Heijden et al., 2015

N a osnovu podat aka dobijenih i stragivanjem

karakteristilna isparljiva jedinjenja sumpor

metabolizma bakterija mikrobioma plodonosnog tela tartufa i unutar plodonosngrtidav pud,

a da isparljiva jedinjenj atatfamas@u sameau éadufafili | n &
samo od mikrob#Buzzini et al., 2005; Vahdatzadeh al., 2018)Neki autori su gajili micelijum

tartufa i dodavali aminokiselingeucin, izdeucin, fenilalanin i metionin) dokaz al i da |
sinteze isparljiih sastojaka tartuf&rlihovim putem(Liu et al, 2013;Splivallo i Maier 205; Xiao

etal, 2015).Utabeli2pr i kazane su aminokiseline od kojih

aldehidi odnosno alkoholi.

14
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Tabela 2 Produkti metabolizma aminokiseligalihovim putem

Aminokiseline Produkti metabolizma
Leucin 3-metil-butanal i3-metil-butan1-ol
Izoleucin 2- metil-butanal i2 metil-butan1-ts |
Fenilalanin 2-fenil-acetaldehid 2-fenil-etan1-ol i benzaldehid
Metionin 3-d3J tsulfanilpropanal,di-metil-disulfid(DMDS),dimetil-trisulfid
(DMTS)
Razgradmypm metionina, nastaje metantiol, kwesor za jedi@ nj a sumpor a, kar a

tartufe. Razgradnja metionina prikazana je na Slici

Neki autori su dokazali da kvasci, izolovani iz plodonosnih tela tartufa, proizvode isparljiva
sumpona jedinjenja (DMS, DMDS, DMTS|Buzziniet al., 2005) Isto tako,postoje dokazi da

DMS i neka ciklilna sumporna jedinjenja, u p

bakterije Splivalloet al, 2015).
Hp/\/\ﬂ/ﬁ\m

a-Keto-y-(methylthio)buterna kiselina

Emetiohin aminotrasferaza

H0
> * 2
NH, \
> CO,
Metan-tiol = % \/\fi\"
S e

il a-Keto-y-(methylthio) hidroksi-buterna kiselina

.o P

c-s liaze

dekarboksilaza

1
'
Ay -
£ '
!
1

- o
25 k. T /\)
Sea M,
o ~ e ’c\s

‘ v
SR '
DiDaL- i DI?EU i 3-metiltioproanal
sulfid(DMS) disulfid(DDS) trisulfid(DTS)

Slika 9. Metabolizam imetionina(Martin et al., 2010.)

U ponovljenim ciklusima zamrzavanja i odmarzgeahuber melanosporunXiao i sar.(2015) su
dokazali da dolazi do promena u sastavu sumpornih jedinjenja tartufa.

Isparljiva sumporna jedinjenja glavne su mirisne note tartufa, a imaju mali prag osetljivasti. o
mi ri sa kod | ov e krataza stieanjé mirisatektrpnski joe(abeld 1).a p a

2.6.2. ¢ | k o, lestri| aldehidi i ketoni

Jedna od pretpostavki je da alkoholi, aldehidi, ketoni i estri u okviru isparljivih jedinjenja tartufa,
nastaju u procesu katabolizma aminokiselina i masnih keséiazelwood et a] 2008.

Iz ove grupe jedinjenja, -Betil-butanal, oktaf8-on, 1-o k t-3jtsn ;d3j 8l-butanol, heksanal i
acetaldehid su zast up lJediejenja okies3-&noleb k-gi nsei nvtr estt iad
u plodonosnom telu tartafa 3-metil-butanal, 3metil-1-butanol, acetaldehid i heksanal mogu biti
produkti metabolizama nekih bakterii@dmbet et al., 2006)

Manje zastupl jeni al kohol i, aldehi di, ket oni
procesu metabolizmd i | ament ozni h gl jiva, kvasaca i1l b
plodonosnih tela tartuf@vahdatzadelet al., 2018)Cvetne arome pripisuju sedetaldehidu -

15



PREGLED LITERATURE

fenil-eanob,Ar omat i | na jedinjenja kar akt er ispalfivih] nog
jedinjenja tartufa, np2-fenilket anol , koj i podselia na miris rug
badema, mogu biti proizvod katabolizma aminokiselina (fenilalarfiazelwood et a) 2008, dok
druga jedinjenja na gmetoksid-meétilfenokapo prizvbodangtabpliamae k
Proteobacteria Bacillusspp.

Brojni mi Kroorgani z mi mogu da sintetigu bute
moge proi zvod,a 4hidraks+2)5dikeatilSueah-3d-onnu ) mo see cad nt et i ge
tokom seksualne fazetartul@a g | | er ® )e,t ¢datla ,j € 0jlddg uvek nedovol
U svegim uzoraktenrBal t a et uwfaagnol i sparl jivo jedi
kol il i nama al k-o8rmetidigfenaalaal jednij ceanjia 3 ump o rEx2- Os |
pentenala je primer razgradnje na niskim temperaturama, pri smrzavanju, bisi3saetil-butil-

disulfid, 2-metil-4,5dihidro-tiofen i 3metil-4,5-dihidro-tiofen razvijaju na sobnoj temperaturi.
Relevantna promerar oma t artufa j e pr i nkedheota dofeoreitaeije’ 5 d
unutar tartufaRalasconig 004 ) , pr i @ cevradsamjijepiajgnm:s b r dkisdimg,

etanob, 2-metil-1-butanod, 2-metil-1-propanch Jedinjenja nasta fermertacijom unutar tartufa
smatraju se markerima degradacije proizvoda (Falasconi, 2004).

Bi ologko sazifevamjreanj ar plfo@donosnog tela tart:
povelanjem sadr §apadammuebbja gieban (#arkidt al2006)t Neki autori

Smatraju dasseu zavi snost.i od melLusobni h interakcij a
askokarpi (AntomyBabuet al.,2 01 4) , sa aromatilnim isparljiwv
del om porekl om od me lrabi§ @mrufai(Splivailonet &.20#;kSplivglloai u  mi
Ebeler 2015; Vahdatzadeh et al., 2015). Promene u hemijskom sastavu tartufa tokonmjsastreva

merljive, a | i J]og uvek nije razjagnkehokbkolabkot nhKk.i
procesiunutar i izvan mikrobioma tartuf®@untgen etal., 2017) | str agi vanj elm saz
aestivumu MalL ar skoj [ Gvajcarskoj, utvrlLeno-je d
sezona za rast, razvo,j i s apanalelno a meprestano odvijajo r d i
(Buntgen et al.,, 2017) | st o t ako, tvrdnje da kIl imatski u
mi korizna zajednica, bitno utilu na period sa
kako abioti uki | bbaktbovelilinu, oblik, teksturu
je zrel ost povezana s aStobbe ktial., 2002013, md micheruT.o s h o g
aestvumne vagi, j elzrebi pt antlé@unigenétiall, 2007 h Gve bt h i
ci klus i Théestdumnaglkeinkej e se od drugi h vQaktt a t a
1999; Stobbe et al., 2012).

Veza izmelLu formiranja ar ome ,ipitarjeijeoHojongsk bage pr o
mnogii stragivali. Kod nekih tartufa je sazrevan
zreli tartuf T. borchii, u fazi rasprgivanja spor a, osl oba
(Zeppa et al., 2004), dok kddaestivurnto nije presudnoMello et al., 2002Splivallo et al., 2012),

vel se za formiranje arome ovog tartufaps vezu
SplivaloiEbel er 2015; Vahdatzadeh et al ., 2015) ,

razvoj kvaliteta

Struktura aromatilnih jedinjenja vezana je za
broj isparljivih jedinjenjaa naj vi ge i h ima u fazi zrenja (Spl
gto moge biti poséjeei caemskvabaoma nheakihkbf| edi

putevepojedinih mikroorganizamébakterija i kvasaca) (Vahdatzadeh et al., 2015). Tako na primer,
jedinjenje koje je detektovano u zrelom plodonosnomTehorchii, 3-metil-4,5( 2 -thibjen, nje
pronaleno u drugim ¢gi votena.,20155i kl usi ma tartuf a
Osim gto postoje razlike u s apostgevnazlike unatanarsta | n i
(primer kodT. aestivum sakuplan na razmaku od nekolikoentimetara udaljeosti) (Splivalloet

al., 2012; Molinier et al., 2015\t o se pripisuje.Ul egé me tgseknien i

poboljganj u ar ome | u k sastartufirpar oedbirom vndiackaje tomep r o i :
doprinose, pokazal (Bmisetal k0850 Tavweseinah, 2002) \dleMoyraned
al ., 2008) . Genetska razlika meduu ssadjrgwijma ilsi
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jedinjenja tartufa Nolinier et al., 2015;Splivalloet al 2012). U ekspgme nt u | i j i ] e
cilieva bilo dokazivanje postojanja Erlichexy puta i njegove uloge u sintezi isparljivih jedinjenja
tartufa T. borchi (Vahdatzadeh Splivallo 2018), dokazan je uticaj genetike na 29 isparljivih
sastojaka askenskih kultura micelijuma uaft a , narolito n-e@g pyda. ablu k't e
pl odonosnih tela tartuf a, sa izragenim prisu
sintetigu i spar |l jovoyputa (Vahdatzadeheehaj.,201%.an Er | i ¢ h
Erliho v put ] e p rvascel|Sackhasomces kcerevisiak,gde se proces razgradnje
aminokiselina deaminacijom Ukjtts k i skajd dekarboksilacijonprelaziu aldehid a zatim
oksidacijom u alkohol ili redukcijom u kiselinu (Hazelwood et al., 2008a k o L' e j e ut vr
kvasci, zolovani iz plodonosnih tela tartufa proizvode neka jedinj a k a ecmefi-i-bu tsain 1
3mj tliblut an sl et(aBa0G5k i n i

Genetska istragivanj a TpnhagndtonvTametarogpbrun) pokazalasuv r s t
da svi oanhe skdyge kgdiraju enzime vagne za r
isparljivih organskih materijakoji predstavljaju procese d i zuzetnog znal aj a
ektomi korizne zajednice. PorelLenjem raZzZlvoj ni
magnatum T. melanosporunv r st a tartuf a, utvrlLeno je da r a
i spitivane vrste tartufa wutile na stvaranje
mirisomt i p i Za svakmvrstu tartufd/eliko interes ovanj e za vegtal ko wusp
zajednice tartuf a, predstavlja izazov u obl a
ekologiji vekovima visoko cenjenih gljivaMurat et al., 2018).

U buduinosti, s a as p eskldkaonisanee lrsojexanrbilkeoorganizamadrads t r |
pobol j gan|rtritisnthrosoloinanvi ihn ai, ml el ni h proizvoda), |
aromati |l nih materija gaj eMdaudetala20@8Buf a ( Smit et

2.6.3. Medicinska svojstva taufa

Osim zavidnog statusa u kulinarstvu, tartufi imaju i medicinska svojstva, a samim tim i zdravstvenu
uloguuAnt i oksidativna, antiinflamatorna, anti miKk
ispitivanjimain vitro i in vivo (Lee et al., 2R0).

U nedavni m jnaveder {gidassa bigaktima jedinjenja, koja postoje u tartufima, mogu
koristiti kao potencijalna terapijska sredstva u nutraceutskim preparatima i dodacima bogatim
antioksidantimaldstin et al., 2018

MelLutim, jasura@oigvedu hemijskih svojstava, vrl
dal j e upul uje na i st r aRjriovual ng vea n p ie mma kht ei nvi nj osskt oi g
dokazano je prisustvo velikog broja jedinjenja koja imaju pozitivan efekat na ljedipdi
(Dahham et al.2016; Gajos,2014).Poznato je da jedinjenjk ao gt o su pol i f enc
kiselina, flavonoidi, tanini, glikozidi, ergosterogntocijani, imaju zdravstvene efek{enuno
modul i r aj 4protektivna, hamtibakterijska, néifungalna, antioksidativna i antivirusna).
Tartufi se osim kao hrana, koriste i u tradicionalnoj medicini (Dogan et al., 2007).

| spitivanjem hemi | s klakagans ja grisustwo 48 esencidinih erhinokisalinat u f
(glicin, alanin, fenilalain, arginin, cistin, metionin, treonin, serin, lizin, leucin, tirozin, triptofan).
Pored amino kiselina, utvrlLeno je prisustvo
linoleinska, palmitoleinska) (Bokhary et al., 198k0 i prisustvo mikreelemenata N, P K, CO,
Mg , Na, F 4 , AlifMahamdiC011;iDundan et &l., 201Neke vrste tartufél.boudner)

s a d flagyoeoide i eswratrol (Akyuzet al.,2 01 3) , Zzbog | ega Iim se pr
antikancerogena svojstvéDahham et al. 2016; Gajos,2 01 4 ) . Anti mi krobna
svojstva acetonskih ekstrakta tartufa, dokazana su na vrdacidus subtillis, Streptococcus
pyogenes Candida albicans(Dogan et al.2013;Pauli Roth, 2008). Tanini i glikozidi iz tartufa

deluju irhibitorno na rast patogenih bakterijgseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Enterobactersp, E. col), kao i na gljive(Fusarium sp, Aspergillussp.) @l-Mahamdi 2011

Villares et al.,2012) Osim nutritivne vrednosti, tartufi se mogu primeaijivi i u | el enju
infekcija (Al-Rahmah2014)
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Neki pustinjski tartufi,Terfezia arenaria(i z Al §gi r)aprioi 3abdee bi oaktiyv
polifenolesa d&nhtivminli dkHeor et alg R019)BksirakgTl arenariau

metanolu pokazali su antifungalne aktivnosti protispergillus niger, Penicilliunsp. i C. albicans,

dok ekstrakti ove gljive u elllormetanu, pored antifugalnih, pokazsilii antibakterijske aktivnosti
(Enterobacter faecalis, E. coli, S. aureuB. aerugnosg. Neggazi sar. (2020) su pokazali da se

ekstrakt:i pustinjskih tartufa mogu koristiti

kvaliteta ibezbednostt s k| adi gt ene hrane protiv gtetnih in
Isr agi vanja Janakat [ Nassa (20170 )xlaveriyposeduje a z a |
antibakterijska svojstva, deluje pozitivno u

ALP) [ triglicerida. P o k a z ajJu aboljenja nastaa infekcijom a r o |
Streptococcus pneumoniea o i u | el enj (Owaideskal.,R018.] ni h bol est |
Medicinska svojstva jestivih gljiva (oko 700 vrstapznata su godinama unazatlgsser 2010).

Lekovita svojstva gljiva, primenau mikotgra j i , po-l Bl a pde @d8&WAS su mn

dokazal a pozitivne efekte mi k o t eneratiynih jbelestik o d
karcinoma) (Attia et al., 2018). Antioksidativna svojstava ekstrakata tartufa su ispitivana u
prevenciji hrmi | ni h,pbpueéstkiar di ov a s kkartineman dijdbetesay visekoge | a j
krvnog pritiska i Alchajmerove i Parkinsonove bole§iole et al., 2005RiboliiNor at 2003) .
istragivanja treba usmerit. nfha pri npdhevpbob
protiv razlili.tih bolesti i patogena

2.7.TRETMANI ZA OL UV A NARDMA TARTUFA

Glavniproblempr i | i komakrtwéaaj ae odr gavanje aromatil ni
s e s a hjibov Bvalitet. Primena tartufa kao dad ak hr ani , prehramhenin dr
proizvodima poslednjih godina sve je vela, pa
prirodne arome tartuf a, a samim tirmeiz medguland
aroma j 0g uviekt j ®@yeliki problgapr i | i kom | uvbhopvanjiar satl
njjhovihi spar !l jivih jedinjenja koj.i tokom vremen:
uticajem enzimskih reakcija), prelaze u druga, manje vrednaalikt et na jaewhlitehij enj a
kvantitetaromet ar t uf a. Zato su tokom vremena istragi:
oluvanje kvaliteta tartuf a.

Tokom skl adigtenja tartuf a, sadr gaj kar2akter.i
butants n ;i 3-bhetil-1-b u t a Aeariletanol2 dr.) se menja, a u prisustvu bakterija koje izazivaju
kvarenje, dolazi do stvaranja jedinjenja koggativnout i | U na mirSa svagegygi

zdravstveno bezbedne hrsvojstavavalfmo je opuomal ag en
met oda dezinfekcijau ici ¢k lmjadokadaigjeaj aay aubakol

geljene arome | pri mene tartufa u hrani. | de:
0 g tnejl ae, k a o ansenzothavojsivia taltuéadi treba da bude efikasan i jednostavan za
upotrebu. Produgenje roka trajanja svegih ta

razne metode u kojima se koriste razne tehnol
Fi zirdtmani t

Tretman sterilizacij e naseazoarihevhjsbaa ut aktawf d@ eih nk &
dobijanje zdravstveno bezbednog proizvoda, n |
tartufa (Saltareli et al., 2008 a k o L e , kkal oa dn Hpji jempgdesan zaodr gavanj
senzornih karakteristika tartufa, neki aut@i-Ruquie, 2006Mancareli et al., 1997; Nazaro et al.,

2007; Reale et al., 2009), su wupotrebil: bl an
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Hemijski tretnani

Seymouri sar. (2002) su uporedili efikasnost hlorne vode sa i bez primene ultrazvuka za pranje

l i gi a sal at® yphimmuma mkonsamaeoval.i da ultrazvuk

1 logaritamsku jedinicu, a Zanterobacteriacea@ logaitamske jedinice. Antimikrobna aktivnost

hlora znatno se smanjuje kada hlor dolazi u kordakirganskom materijom (Beucledtal, 1998),

a s oOobzirom da je u tartufima ovaj sadr gaj Vv
tartufa.

S| i | ntati su @obijani kada su tartufi isprani vodonikperoksidom, sam ili u kombinaciji sa
ultrazvukom. Kada je vodongeroksid primenjen sa ultrazvukom, njegova efikasnost kod
Enterobacteriaceage od 0,7 do 1,7 logfu/g. Pranje tartufa samo sa vodonikperoksid(5%
HXO))ni je postiglo znalajno smanjenje bakterij a
(Sapers, 208 Sapers Simmons, 1998). b0, ima GRAS (Generally Recognized Safety) status u

SAD-u , al i jog nije odobren za uogzwtar Reltworakjgo s
pr ot iogspgkirabakterija, kvasca i gljiva.

Chang i Schneide2012 su i stragi val. upotrebu 70% etano
tartufa gde je postignat redukcija broja Pseudomonassp. za 3,1 logaritamskejedinice
Enterobacteriaceaeza 5 logaritamsk jedinica i bakterijaml el ne ki sel i ne za

jedinice, dokje populacija plesni i kvascaliminisana Kombinacija etanola sa ultrazvukom je
poboljgala poletne efekte ddkonktaaomi cdheazxii n fei.cilj
objekti ma, medi cinskim ustanovama, i stragival
kod neki h svegi hetag,d987; Margoshraet .,E97).i ci ano

Tretmani niskim temperaturama

Hl alLenj e i Zhmrapenaea] mesodeokoj e seethlg20l2)st e z
Saltarelli et al . (2008) su wutvrdil] da hl al
karakteristiketartufan a kr al i peri od. Cul l1®jedmjerja sa vigokim ( 2 0
aromatilnim potencijalom wu tartufi ma. U i st
razli koval a od aMeotmeo nd we gii hnetkair tfudmal i SuU pr e
zamrzavanja, a-bkten3-on s e p o] amatkesprokeaaozanozavagrijai

NeKki autori su utvrdildi da se T.imelanospdrumalc i j om

indicumugl avnom odretamy adok kpe arToasstivunz Inmil apmaof ii lz ma
(Palacios et al., 2014). Liofilizacijorh. aestivumdolazi do gubitka DMSi-but anona, a u
liofil i zacije sa rehidratacijom tartuf a, dogl o |
metil-1-propanol, 2metil-1-butanol i DMS) Mart et al., 2006Palacios et al., 2012).

Kod T. melanosporumT. indicumove pr omene ni s unjizomadmatgkinprofil e u't

(Vilarese t  al . , 2012) . Takole, ovVvi autor i Ssu utvr.
ul eg-buanoldaiZout anona na r alayBameptoivied rdangeaaniaklbad t g n a
smanjenj admeadit @ abnazn adsak e i oksidativne reakc

nezasileni h masni h ki gMsharimataly 2040) icmeajenjadktens- | e d i
ona do 3oktanona (Darriegt al., 2002

Pakovanje u modifikovanoj atmosferi

Jedan od nal i na da s e saluvaju senzorne k a
modifikovanoj atmosferi Falacios et al., 2011Rivera et al., 2010)Ova tehnika doprinosi i

ogr aanjulgabitkat e gi ne, ®ldturaind \karaktgeristika tartufa i sprelava r
povrginskog rasta micelija.

Neke studije su se bavile pakovanjem sa izmenjenom atmosferom (MAP) sa mikroperforiranim
fil movi ma sa r aziO;(Rivertaietnal., 204 1QUrMAR gtneosferi Galvisokim CO
i ni s ki m ;smadjujegemetaboliza@ polifenola, @aarobni putevi i biosinteza poliamipa
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produgavajul.i (Hajjar et al.,a2pl8)¥rsteaT. destivuin U f naelanosporunsu

dekontaminiraneypakovaneodabranim tretmanom MAP-a mi kroperforiranim
na 4C tokom 28 dana. Prilikom ovog tretmaba o j mi kroorgani zama I s el
su se tokom skl adi gtenj a, a rok trajanja obe

2011).l spitivanja kval it etvae gii hmitlarr d if al, o, §ilbaxk os/taan
na 4 ApBkazalalaisebroj mikroorganizam#®seudomonaspp. iEnterobacteriaceasmaniije,
kaoigubi t akuzt eogdirngea,vanj e t i kiollreg tuwsrtdanotvéketnwr
razvoj rasta micelijggt o omogul ava pr odu §.emelpnesporunk.aestivama j a n |
na28i2ldamz ol uvanje @iverketa. t2016). ar o me

Gama zralenj e

Primena sofisticiranih tehnik& a o j ¢t og a ma, jezjroagl ejngdena od mogul n«
senzornih svojstava tartufa (Nazzaro et al .,
povelanje roka tr ajseostavat air t alf lav aznajhat esvean zdoar nsi vhe
s | emigkao ida sepr i me ni o diazmzvraa | 48000 @500 Gi kako bi se izbegle
promene njihovih biohemijskiMelL udaikmou kg armin ihman
neodgovaraj,ul emalreenjjiemu mo § e prdmene zsenadii svojstava € | j e n
hemijskog sastavagt o rezul tira sl opadmiemkciajdhkik@ilad inparao |
polifenoli ma mog¢eARawidldim 1979).gt et ne ef ekt e
Tartufinsu u stanju da dugo zadrge svegamsmijezOj !¢
pronal agenj e wojhdvogmil adgghahj aachodaebkbogmezrak
razlilite metode kako bi,aseat aret pfoismanamepg wivii
Pri mer. ukl j ul uj papirsetkase lluragjanjeue nue kvuovgatnaonne pi r i n|
Mi kropor ozne, opilzassjtn il rneen ek ezsae du g o,rtoalknmobgedik | adi
funkcionalneu ol uvanju tartuf a

2.8.PRIMENA TARTUFA U HRANI

Sa napretkom u prehrugmbeno|jp rtoenhan calzoagi jiin, o vaalte k
tartuf azaud rhgraavraij ul i nj i h o Paenchni erlapeutskigfektkkaji ss v o) s
odnosena tartufemogu dodati vrednost hrani kojima se dodajuiako medicinska zajedniga o ¢

uveknijeutvrdilaidef i ni sal a potrebne k®dsViimej gaj dena
naulna ispitivanja morajubiposee tigskoastiabwod \jnel epraag

bi ohemi jska i b i a baccifjeknadobganjgwghmamberah tparrdiuZvaoda s a
vrednddgltwn et al., 2020).

Ranije je wutvrlLeno da su tartufi bogat.i pr ol
masnim kiselinama, ugljenim hidratima, prehrambenim vlaknima i mineralimiléhiamdi, 2011;

Bokhary et & . 1989; Dundar et al ., 2012) . Danas
testenine, pi ce, ri got o, oml et , ul je za sal at
sezoni ili se od tartufa poawesopriobegtvedine ka
ili kao sosovi (sosod tartufsg nf , sos sa rogtilja, itd. ), past

se koriste kao dodatak mlelnim proizvodi ma (
Tartufo, Sotbcenere, Caciotta i Pecorino, itd.).

Poredtogana tr gi gt bombodes saneiarit ufeistheknd mer ci j al n
se moge nal.i b a | zneastinokowlje s4d tartlfiea, votka, takija sa tatufima, kao

i konzervisani wsalamuri i u konzervi (Anonimous, 2018d, 2018e).

20



PREGLED LITERATURE

Slika 10. Sir i bombone sa tartufim@aciotta al Tartufe Forever Cheesgiles\link.svg)

Raznovrsna Aulja od tartufaf koj a,h ar@natzom@gu n al
susaj ednom il i n arformalk iok @ s éa jaikadipénenba r omat i | ni h | e
tartufg di nei sacdim nizomar omat i | ni h | edi 9y e guituimakMaglinovos e n
ul j e <%amistitbassuoegi m t ar upotfebumakulnastv seeetufi karisieuzbog

arome koja serazlikuje po vrstaméartufa.Pr i devip ep o betalskdh, A sviorifaset f ,
koriste priopisvanjua r o mintsvojtavak oj a su kar akt®tangt 20031 aal z a

Jovi |, Ong®toal 1998;Shimoda et al. 1996Splivallo et al.,2007; Varlet et al., 2006
Praktitapotuf. jelu dodaja zbge Imnimjs®i helgda we
kuvanjem, tartufsel est o dodaju neposredno pre konzumir a
Neka ar omat i | navejujgidd za inaekuje anasthaase bog foga maslinovo ulje,

puter, jaja, meso, sir i kajmak koriste za kombinovanje sa tartufima kakm by o lukug jalima

od testenina i namazimaladoled sa ukusom tartufa igem a L yejukusarz a odr el ene ka
pot r ¢Agamimaus 2018c).

Osim u hrani,t ar t uf i se mogu primenit. u proizvodn
industriji (Hall et al., 2008; Anonimous, 2018c).

2.9.PROIZVODNJA | SVOJSTVA SIREVA HOLANDSKOG TIPA

Sirevi hol andskog tipa su veoma rasprostranje
girom sveta, a noviji podac.i govore i o povel
Najpoznatiji predstavnici sireva holandskog tipa su gauda i ddasns koji se razlikuju u

zahtevima za sadrgaj mast.i u mleku pri | emu

obrano mleko, a za gaudu punomasno miak@l¢tra et al 1993; Codex Alimentarius, 2013).
Prema regulativu SAD, sir gauda moradania maksi mal no 45% sadr §aj
masti u suvoj materiji.

Postupak proizvodnje sireva holandskog ti pa

ki seline kao starter kulture koje u kkkzadn ad
citrata delovanjem ovih bakterija dolazi do formiranja, Gt o dov o di do nast e
pravilnih gupljika veliline zrna pirin|la do z
Druga karakteristilna opngfr]ealscplramjeakomscelspravodlnokamt upk
operacija, (Idlh/anjardcdaalagdvmegeisurutke(BOl0% od poletne kol
dodavanjem iste il manj,evr gol islei need svaden.j i Ma
predstavlja supstratzadel anj e bakterija mlelne kiseline i

vrednosti sira.

Zrenje sireva holandskog tipa moge da traje
svojstva fhalnog proizvoda (van den Berg et, &004; Mellgren, 2005;uhget al, 2013). Primera
rad.i zr el i Sirevi se odlikuju manjim sadr gaj
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sadrgajem organskih kiselina. TakolLe, senzorn
stepena zrelosti.

Zrenje holandski sireva se odvija na temperaturiil08 AC pr i | e mu s e od
biohemijskih promenau prvom redu proteolitil|l ke promene
promene. U promenama tokom zrenja nastaju br

mirisa ovih sireva.

| spitivanjem komercijal ni h isar (2@l8)asu ideatifikovaliPd gt a
aromati |l na jedinjenja koja mogu da imaju znal
kao kKl julna ar gnratiinljreanj a s ppaurt lopriiv3ameatvid dbet d ha €
met i | p,rnoeptainoentiinl , it i ©a&mn a butermas lésklinan @omofuraneol,- d
deklalakton i 2izobutil-3-metoksipirazin. Aroma zrelih sireva nastaje kao posledica formiranja 2
metilpr opanal a, mas| al n e Ud#ekldaktdna idzopropih3emetokkipirazenan e o | a ,
Za aromu gaude sira znd!|l gpondassi negiamak ¢ e k k!
organskih kiselina od kojih ko mtendnraa ckeijske Isien
su se povelaval e sa (0CalfamdbidBavilackear2000;eSkeie@tdah, 200T).e nj «
Sadr gaj ml el ne kiseline je ,aGssmjdseonatrangyami § e k o
druga jedinjenja (McSweeneys(busa, 2000). Primera radi oksi d:é
nestarterskih bakterija moge nastat. ugl jen c
sireva McSweeney Sousa 2000; Singh et al., 2003).

Aromatil na | edi njvanajuagaudaosjrema rsaz | det ebgo st epen
obuhvatala 6 slobodnih masnih kiselina (FFA), 7 sumpornih jedinjenja, 20 aldehida, 10 estara, 9
azotnih jedinjenja, 3 laktona, 3 alkana, 11 alkohola, 13 ketona, 3 furanona i 5 nepoznatih jedinjenja
(Joetal. , 2018). Ovi autori su prvi put idoeetl,t i f i k
s i r dkisdlin, 2 metilbutanal i retional.

Metodom GCGMS identifikovano je 25 jedinjenja koja obuhvataju 4 slobodne masne kiseline, 4
sumporna jedinjga, 6 aldehida, 3 estra, 1 pirazin, 1 lakton, 3 faramacetil, acetoin i Acetit1-

pirolin. Isparljiva jedinjenja sireva k | j ul uj u s,ibutelnekiselinu, hieksassku kisatinu,

dimetil sulfid, dimetil trisulfid, metionin, heksanal, hepthndiacetil, etil butirat i 2 i 3-
metilbutanal. Zreliji sirevi imgu v e | u k o nc e nt3matibutgnala 2-zobutil-3-
metoksipirazia i homofurane@da si r evi sa veli mveladr§anpi enn tnras
deklalaktom, furaneod, sotolorai homofuraneah Ova jedinjenja se dobijaju razgradnjom peptida

[ aminokiselina il/ ml el ne mast. enzi(@Bhi ma |
Soda, 1993).

Koncentracija isparljivih jedinjegjradnpaimajmha
mast i tokom zrenja sireva. Ml el na mast j e ve
raznim reakcijama kao gt o s nastduslabadoelmasnakjselimek s i d
laktoni, estri i ketonikoji doprinose uksu sira Alewijn et al., 2005McSweenyi Sousa, 2000).

Masne kiselink r a | e C4li @), c maj u v au@formiranuukusp siraa i znal ajn
za nastajanje drugi h ar otom taldehidi i dkohplie(McSwejye n | a
Sousa2 0 00) . Smatra se da buterna Kkiseli,argend ma n

povelanje tokom zrenja je posledica seFFAKkti vr
kratkkoglanca Tak ol e, b ut e rsniun ukentkspbeghaniznmuprisutra g Siru Adewijn

et al., 2005McSweenyi Sousa, 2000).

Za aromu holandskih sireva znaisajnwoi. sSuadir gaaljd &

heksanala i oktanala je povelan kod zrelih si
Laktoni nastaju neenzimatskom transesterifikacijom hidroksi masnih kiselinaifi\let al., 2007)
i doprinose aroma sira. Algjn i sar. (2005) su doglii do zakl jul

znal aj no p o viedekalskiona $ a dmanjemnj obimu sad aj akt ona .- Sadr
dekalaktona tokom zrenja zavigd temperature zrenjanestarterske mikrobiote (Alejm et al.,

2005).

Estri se uobi | aj en ceestaifikacippmFFA sa slkoholomAlewifn@trami r aj
2005;McSweeney Sousa, Q2 0 0 ) . Ova jedinjenja dopriimassuie VOl
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prisutni u ndjut e ir ajt merabzetriolm na vel i ki S a
predominant na SMK. TakolLe, oVi estri su u vel
sirovog mleka verovatno kao posledica izraget
ml el ne kiseline mogu doprinetiisifaor mi ranju est

Uloga dacetila z n a b gj za formiranje ukusa holandskih sirevBormira se u procesu
metabolizma citra zajedno sa laktatom i acetoino(iicSweeny i Sousa, 2000pPoprinosi

mas!|l al nom ukus a prisutara j¢ u hiskis ikaneentracijama prvin 6 meseenja

(Drake et al., 201QJrbach, 1997).

Aroma holandskih sireva welikoj meri zavisi od stepena proteolizgosebnaokom katabolizma

peptich i slobodnih aminokiselina n a k onastaju érgjra jedinjenjgrekursori za stvaranje
isparljivih jedinjenja kao gto su aldehidi, Kk
Rz gradnja aminokiselina u siru je povezana
ukl julene u reakcije deami n@®cSwegeny, Sousa,2008).a mi nac
| sparl jiva sumporna jedinjenja kaaj gt anail alj ad
gvaj car sk o gMarilleyp @asei, 2084McSgiaeny ( Sousa, 2000). Jedinjenja sumpora,

di met il di sulfid (DMDS), dimetil trisulfid (D
koncentracijama prisutan u kazeinMdSweeny i Sousa, 2000). Metional nastaje razgradnjom
metionina, dok dimetil sulfichastaje kagroizvod metabolizma metionina kt i vno gl u ba

propionske kiseline, ali moge nastati i direk
Furanoni (furanelo , homofuraneol i sotolon) su znal ajni
tokom zrenj a. Smatra se da povelanje furanone

drugih nestarterskih bakterija (MildReineccius1997). Ova jedinjenja doprose formiranju slatke
arome sira na karamel.

2.10.PROBIOTICI | PRIMENA U FUNKCIONALNOJ HRANI
Prema Organizaciji za hranu i poljopriviedu Ujedinjenih nacija (FAO) i Svetskoj zdravstvenoj

organizaciji (WHO), (FAO/WHO, 2001; FAO/WHO, 2002) probiotici su defnis i kao @i
mikroorganizmiuneti uorganizamu o dgovar aj ubstvanujuk dfF avVsha@au kor

definiciiju probiotika wusvojilo je i MelLunar c
(I SAPIP koristi se u vekKdoniprodulonistke pbllkitlead i j
ostvarile su vrste rodouaactobacillussp. iBifidobacteriumsp.

Poznato je da u | judskom gastrointestinal nom

| j uds k iNH HMR Warking graup 2009).Sasav crevne mikrobiote varira tokom detinjstva

do punoletstva\ieira et al., 2012.) pored genetikd) i t n 0 arud g 4 ez Specter, 20112 (

| ako ot kri,popant ipdmitdiklai na i strept omijeci na
predstavjjfo vagno ot lomivie«uyu @Potreba antibiotika i
komensalne mikrobiote ljudBfaser, 2011)Cr evna mi kr obi ota moge biti
probiotika tokom akutnog poremelflaja osetljive
Selekcj u probiotskih vrsta wuslovljava |itav niz
deklarisati kao probiotici, Salminérsar.( 1 998) su predlogili sl edele
-S 0] treba da se deponuje u melLunarodno pri zne
- probiotik mora hii identifikovan do nivoa rod, vrsta i soj

-GRAS statusGenerally recognized as safe

- stabilnost sojeva (aktivnost i vijabilnost u proizvodu)

-rezistencija na nizak pH, gulne soli, pregivl
-da zadovol ji f unkci ospasdbnost adhezije i vrulemdijey dakispoljaarass p e |
antimikrobnu aktivnost prema patogenim mikroorganizmima, imunomodulacija, selektivha
stimulacija pogeljnih bakterija i pupresiija n
Zbog sl ogenosoii 9vé hseamegowai, t & kul ture probi
koj e svoj i ndomaspusjavau kfitérijumao primemo § e s ABT-@ kukuta,u

| i ] e sastavunalazeprobiotski sojeviLactobacillus acidophilus Bifidobacteriumsp. koje
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zadovoljavaju funkcionalne zahtevieao ivrsta Streptococcus thermophilkso j a , u najvel
zadovoljava tehnol ogke zahteve.

Jednaod prvih Dbakterija koja kolonizuje <creva
Bifidobacterium (Walker, 2013) Kao probiotici, Kkoriste se vrste Bifidobacterium
infantis,Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animaisp. animalis, Bifidobacterium
animalis ssp. lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve.
Kada ih koriste pr oi zvodi ma, kompani je | esto za neke
zvulna, komercijalna i mena.

Neki laktobacili se koriste proizvodnj jogurta, sira, kiselog kupusa, vina i drugih fermentisanih
proizvoda(Lactobacillus acidophilus, dctobacilus casei, lactobacillusparacasei,Lactobacillus
rhamnosus, &ctobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, attobacillus brevis, Llactobacillus
johnsonii, lactobacillusplantarumi Lactobacillusfermentum)Bauer et al., 201Me Vuyst et al.,

2014; Siragusaet al.,2013). Osim zdravstvenih efekata, njilmov ul oga | e i f er me
stvaranje kisele sredine, ¢gnminma sprelava kvaren
Sobziiomna asprostranjenost bakterija mlelne kisel
proizvodi, tradi citoda)l,nii arlred ¢niiv apnrjoiinzav ojdd , u st
razlilitih sredina mogu da poseduju probiot sk
izolovane iz tradicionalnih sireva predstavljaju veliki potencijal za selekciju novih potencijalnih

probiotskih sojeva, pa se poslednjih godina,

kao starter kultura, kao jedan od osnovnih kriterijuma za selekciju, primenjuje ispitivanje

potencijalnih probiotskih karakteristikédérmanns et al., 2@; Milesi et al., 2009;Radul ovi |

al., 20D; Zago et al., 2011

Dobijanje geljenih svojstava proizvoda, post.i
izolata u fermentacione procese, gdeentownjair zo

pri mene u nefermentacionim postupci ma proi z
mi kroinkapsul acije probiolfsRehr&uituen &Radulb

2.10.1.Zdravstveni efekti probiotskih bakterija

lako su koristi od konzmi r anj a f er menti sane hrane | ovel an
otkrivanja mikroorganizama, primarmikroorganizama u cilju postizanja pozitivnih zdravstvenih
koristi zapol eo | &etghmkeffkvaidigpe j ed tjve dn g dbeg lgat z d
bakterijama koje se nalaze u jogurtuMackowiak, 2013) Tokom poslednje dve decenije,
objavljeno jepreko 6000 publikacija probioticimap r i | preka 60%eradovaobjavijeno u
poslednjih 5 godina, od kojimNaj|reghie sevikhRmwn
primenjuju BMK i bifidobakterije, mBidas etale kor
2014).

Zdravstveni efekti probiotikesu merljivi i mogu se dokazati slil nim
sprovode kod ispitivanj lekova (dvostruko slepa, randomizirana, placebo kontrolisana ispitivanja

na ljudima) (Fijan, 2014)Jglavhom se sprovode vivo studije (FAO/WHO 2002) In vitro studije
prugaju prvi korak u proceni probi oitvanfgana z a u
ljudima (Conway et al., 1987)

Dokazano je dd.b.acidophilus, b.casei, Ib.rhamnosusi sojevi iz rodaBifidobacterium koji

0
k

pregivljavaju nepovoljne usl ove u I ntenstin.
mikrobiote navedene sredin&€ompeticija sa hranljivim sastojcima i verovatno, produkcija
antimikrobnih supstanci, dovodi do porasta po
u organizam imaju niz terapeutskih efekata i koriste se:

1. U prevenciji i terapiji dijareja: akt na di j ar ej a, rota virusi, pu

dijareje izazvane antibiotskom terapijom, Kronova bolest i iritabilni koldenfpel et al., 2012;
McFarland 2007).Probiotske bakterije unete u obliku kisefd e | ni h proizvoda
intestinalni trakt i del uj u kao prirodna bar
ugl avnom pat oHEpeherichia ko, cCangpylobacter yejuniShigellavrste. Probiatki
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mikroorganizmik o j i s e n aprdtiveogilh gatogerssu Lbs dcidophilus,Lb. rhamnosus

GG, Saccharontes boulardi B. bifidum(McFarland, 200y . TakolL e, d BKaate ano |
BB 12, Lb. rhamnosuslb. caseii Lb. reuteri, mogu pozitivno delovati u prevenciji i tretmanu
dijareja izazvanih terapijom #hioticima (Servin, 2004). Infektivne dijareje su jedan od

naj znalajnijih svetsakidbjpargonbjleenmpae uanz d rma kg towuwn
moge biti produkcija mlelne i sirietne kisel
pabgenaServin, 2004).

2. U prevenciji-peroebdkenpuurRandi dnpakzbiotici L
zbog toga se u prevenciji nastanka oralne ili intestinalne kandidijameumiraju probiotici
istovremeno ili posle antibiotika. Odree n i SO0j evi |l aktobacila efik
povezane sa antibioticima (Johnston et al., 2011; Hempel et al., 2012).

3. Hipoholesterolemijski efekat bakterije koje ulaze u sastav starter kultura u toku fermentacije u
ml ek u st v a rnefjaholiteskpjiesicspdsabii dagnhibiraju sintezu holesterola u organizmu
(Ruiz, 2013). Neki sojevi Lb. acidophilusi neke vrste rodaifidobacteriummogu sniziti nivo
holesterola.

4. Antikancerogenu aktivnogprobiotski sojescherichia coli Nissle 191(EcN), zajedno sa drugim
probiotici ma, d o k Elmeeleveskail Seajewskao2p1Oit | ppal nuw Yol e:
Behneén2ad)l Bv a|j SO0j takolLe moge da ulceaogni gas
kolitis, Crohnovu bolest (Xia et ak013),| a k i rak debelog creva (Be
kod bolesti creva i umerenih simptoma ulceroznog kolitisa, koristi se prolSaitkharomces

boulardii (Guslandi et al.200Q 2003), kaa kod infekcija pseudomembranoznog kolitisa izazvana
Clostridium difficile zajedno sa standardnim antibioticinkatZpatrick, 2013)

5. Poboljganje digestije | aktoze probmmeaaske
razgradnju laktoze. Najbolji rezultati globijeni kodm| eH pmoizvodiasa Lb. delbrueck ssp.
bulgaricusi Streptococus thermophiludokLb. rhamnosus e f e r lakzu {Quweband et al.,

2002).

6. Inhibicija Helicobacter pylorii zazi val a gastritisa, i ra i k a
smanjenju aktivnosti enzima ureaze neophodg za odr gavanje u kiseloj
(Obradovi |l eBacillus bubtilisk @2 6 0 p)r.obi ot i k predlogen |

iskorenjivanjaHelicobacter pylorikod ljudi (Tompkins et al., 2010).

Buduia istragi v aijatebalopidaustanove meéhanizmetdeldvanja na definisane
zdravstvene efekte kroz klinilke studije. Tak
proizvoda sa dodatkom probiotskih bakterija n

2.10.2.Funkcionalna hnaa sa probioticima
Poslednjih godina, proizvodnja funkcionalne hrane predstavlja veliki izazov za prehrambenu

industriju. Problemi nepravilne ishrane imaju negativne posledice na ljudsko zdravlje (epidemija
dijabetesa, gojaznosti, problema sa krvnim gkdim, bolesti srca i krvnih sudova, raznih tumora,

itd). Upravo to su razlozi da s e ,@prehfarhberao m i
industrija, iz istih razloga, usmara n a proizvodnju razlilite fo
funkcionalne hranekoja po definiciji predstavlja hranu koja pored svog osnovnog, nutritivhog
sadrgaja, moge biti obogabempaowbdwmaticiim Kkamp an
funkcionalne hrane sa probiotskim bakterijama, koja ostvaruje mnogobrojne po=zfekie na

| judsko zdravlje, u poslednje vreme narolito
Dodatakom probiotika u mlelne proizvode, popu
uproi zvode, poput sokova, gitarica iAfluUokol ad
hranah, hrana sa broj nPons lzeddrnajvisht veod imn ap,r eldanloe
razlilitih probi ot s(Grafatoepal.,@02@)v oda od 7 do 32%
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2.10.3.Primena probiotskih bakterija u proizvodima od mleka

Prema najnoviimistagi vanj i ma, tr gi gte probiotskih proi
Postojqpr et postavke da [ e bi6,j8 % rgpddiogrmrsjkd,h tpakdmv
(http://www.nutraingredients.com).

Jogurt, jedan od najstarijih fermentida proizvoda od mlekau poslednjin 26tak godina,
predstavlja najlegle koriglenu rlaeddophiussB. z a
bifidum kojeu tuinla pobol jganje nutriti vnLounensHattifghizi ol o
Viljoen, 20Q1).

Pored jogurt a, sirevi kao ml el ni proizvodi, 1
dodatkom probiotskih bakterija. Kada su sirevi u pitanju, probiotici pokazuju aktivan metabolizam,

| igtaabi | nost zavi sosnovoad prizviodai osobinatprolsotskog sofh.a na s e

da mi kroinkapsul acij a nud:i dobru tehnol ogku
(Borgognae t al ., 2010) . Pored matrice, na odrgiyv
znal aj no utst prabiotikaau siaudao g vrstao koncentracija inokulisanog probiotika.
TakolLe, d @ dmeotgaud earpamsustvo bakteriocingd il.i
redoks potencijal, temperatura i nkubpsobnpse i

pregi vli j av amopiciskogsdia @Eastre, etalg 2015)

Sir Mocar el a | e parendgdektaporekiom it kabjen napgravdn demgskim ili

bi ol ogkdlm azvakijgm wupotrebom komer ciSjeptdcoccub st :
thermophilus( Mi ner vi ni et al ., 2012) . Mocar élva,gée o
koja nastaje kao r e zroizvodrgetovetvretd sraMukbtgr ksargsu p0gés t u p k
otkrili da je najefikasniji soj za proizvodnjprobioskog sira Mcacarela, Lb. acidophilus, koji

pozitivno utile na senzorne osobine. Sir S a
probioti ka, i ma bolje senzorne karakteristi ke
i skori gdbimtikaanj e pr

NeKki Soj evi BMK i bifidobakterija proizvode
proizvodima (Sos€ast aneda et al ., 2015; YhladjsLMGLbal . ,

rhamnosus C14.b. plantarum2, B. animalis B312, B. bifidum CRL1399| b. casei CRL431 Lb.
acidophilus LacXFlorence et al., 2009/an Nieuvenhove et al., 2007a).

Mohan i sar. (2013) su kao oot sku kul tur u L ladtieC4bk ogar wtike
pobd  ganje nivoa.ukupne CLA u siru

Mnogev st e sireva proizvedene su sa probiSolis ski m
et al.,, 2002)]. e d(&ardiner et al., 1998), Minas sir (Buriti et al., 2005au@a sir (Gomes et al.,
1995), svegi sire(Rayetaldl9®¥F obranog ml eka

Unagoj zeml ji ima | iteraturni h pazdodnjasokakviho s i
sireva zanemar |.ju 2084. godine proiaveliledamski sirmaprema standardnoj
tehnologiji, direktnom inokulacijom probiotskih kultuia lactisBBi 12 i L. acidophilus Lai 5 u

kol il fenfiu/~ml0. 1 sti autori su ustanovili da je
promene u toku 180 dana, stepen pregivljavan
kriterijumi o minimalnoj konent r aci j i probiotika. Radul ovil
kozjeg mekog sira sa dodatkom komercijalnih i autohtonih potencijalnih probiotika u slobodnom i
sprej sugenom obliku i pok*%w/mlasendoana gnea \bii jl aab ivle
od ocene kontrolnih varijanti sireva. Komercijalni i autohtoni probiotici primenjeni u proizvodnji
sireva od UFsupokaa aeomatvisdkw jabilnost (~du/ml) tokom 56 dana

skl adi gt enj a, a sirevm (sMi oolciennojveinii eotdlaill.n i n2 Okl
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3. NAUL NI CSEOIRAGI VANJA

lzul avanje mikroflore tartuf a, sadr gaja ar omat
primena tartufa u prehrambenoj industriji predstavlja veliki izazov poslednjih godaia se

tat uf i sakupljaju sezonsKki , problem skl adi gt e
senzornih osobina tartufa, veoma je zahtevan
skl adi gtenja tartufa odrelujpotmjedbgmov jlev all iutvett
jedinjenja koja wutilu na kvalitet tartuf a, a

Me Lutk ark o problem oluvanja prirodneomeargcianme t a
proizvodnja hrane sa tartufima se baniadodavanjw e g t a | k.Kdda ja u pstanja dobijanje

sireva sa tartufi ma, vagan uticaj na aromu s
aromatilnih materija nastalih pod dejstvom s
specifilnih senzornih karakteristika sira.

Stoga cilj ovog radaje pr onal ag e mg cel wjeaptirodreaarone tartufg njegove
inkorporacije u proizvodnju sira g t o awvapnmzgodrp sirasa tartufima tokom cele godine

bez dodatka .vegtal ki h ar oma

Zbog svega toga, postavljeni su sledeli cilje

1 lzolacija, biohemijska i molekulaanidentifikacijaizolatamikroorganizamaz tartufa

 Ispitivanje uticajar az | i | i t i h r e-Q i00Aa8 0ZAsarirbezapwethodnog  (
z amr z av a mjazoty ulioftizacijetastufg nasastaa r omat i | ni h mat e

T I'spitivanje wmal idek@taminaciegVv ¢ gii b i b zamzaz nut i
bezbednu primenu u proizvodnjisiama sastav aromati |l ni h mat

T Primena svegi h fau promvadni sira,tsedbdatkona autohtonog

potencijalnog probiotika Lactobacillus plantarum 564 i ut vr Hemiskihn j e
mikrobiolo g ki hi senzornih svojstava dobijenog proizvoda
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4. MATERIJAL I METOD E

Ui str aguv & o jspophosanet letnjegcrnogtartufa(Tuber aestivur), koji pot i | u i :
Bojlinske gume (Srem) i s a2010pgodinaTartufe @ pronalazib e t n |
obul eni p alsgott® &kémagnaloa svel asni ka Radul ovi | Vesel.

sakupljanje tartuf853-01-1807/2/201904.

Slika 11 Tuber aestivum

41.MIKOLOGKA | DENTI FI KACI JA TARTUFA

Mikolkbag i denti fi kacij a tartufa kioj\vr ¢gmm akkdjrjgud iu

Fascinated by Fungi, Pa'Reilly (2016

Checkist of Fungi Checkist of the British Irish Basidiomycotg2005)

4.2.MEDIJUMI ZA IZOLACIJU MIKROORGANIZA MA

i British Mycologcal Society's’GB Checklist of
Fungiand (for basidiomycetes) on KewCéecklist of the British & Irish Basidiomycdidd

Primenom selektivni h proadzllongkaootgartramag @ n @ oy e g ii reeo

unutragnjosti . aszkaak anr pap selek@ana vognave makroskopskih i
mi kroskopski h .sZaiizblacius tkiltivisanje milraoiganikama kor i gl ene
podloge:

1. TSA (Torlak,),zabakteije,

Cetrimide (CN)agar (Biolab, United Kingdom), za izolaciRseudomonas

Fjodorov aga(Anderson, 1958)a izolaciju @aotobakteija

[ 17 BolksUn{ted Kingdom)za izolaciju laktokoka

MRS 0O¢ Ote,Gérivbmy)za kglaciju laktobacila

Skrobnea mo n i j a 1080ml Skrabgl@gyamonijum sulfatg, MgSQ T 7H;0, 1g NaCl
1g, KNG; 1g, CaCQ 3g, agar 20g, za izolaciju aktinomiceta

Roze Bengal, DRBC agar, (LAB21@nited Kingdom), za izolaciju filamentoznih gljiva
Sladni agar(Torlak),

Fi zi ol ogki rastvor (8,6 g NaCcCl u 1000 ml
Krompir-dekstrozni agar (Mercy e ma | k a)
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4.3.1ZOLACIJA BAKTERIJA |, FILAMENTOZNIH GLJIVA | KVASACA

Uzorci pl odonosni h tela tartufa suza dasitav| |
mikroorganizamal z ol aci ja bakterija vrgena |.eaglgvai povr
aktinomi cet a #$rikom izadaeije npiokvrrogoirngea ni z amai zs au npua vr radg
askokapa, tartufi swprani, a potomje iz unut r a gaskokapa odstramep ovr gi ns ki
askokarpau sterilnim uslovimaZatim su svi uzorcpotopljeniu st er i | an fmezgiamlio ¢
na Vortex aparat (Scientific Industries,SAD) u trajanju od 1 minut i metodom razr
izolovari mikroorganizmi zasejavanjem naore navedem selektivre podloge. Inkubacija je
izvrgena na optimalnim temperaturama za rast
kvasce 24h, na 30C, a za gljive i aktinomicete na5Z, 120h), dok je za gajenjéaktobacila,
primenjenGas Pak sistenza gajenje u anaerobnim uslovima.

Poj edi nal bagterijmiprdsle na selektivnim podlogama, presejane su na iste selektivhe
medijumek ak o bi s e d okbjésusepotorn|sutleea koudl gtouwraer aj 0% m b u
glicerolana-80C.

Kod izolata gljiva praliena je brzina rasta,
povrgine (rastregena i/ kompaktna), mi dii s, k
pregradice ili ne), stadijum u kome se formiraju plodonosni organi, osobine i raspored zrelih
pl odonosni h organa, boja wvelilina i obl i k p

(raspored spora u njima) i potpuni opis spora.
Poj edi n alenzemsihkgipva 0 kvasacana selektivnim podlogama, presejane su na iste,
selektivne medijume kakaol| bieaakesondagasuini@ | i st e k

4.4. PRELIMINARNA KARAKTERIZACIJA DOBIJENIH BAKTERIJSKIH IZOLATA

Preliminarna karakteziaci j a bakteri jskih izolata izabrani
makroskopskim (boja kolonija, oblik), a onda mikroskopskim pregledom, bojenjem po Gramu,

i spitivanj em p€ ¢dsuswod ¢gndospara)j testonm za olifazu i kasatestom

( Kn e ¢eeal,1999).

4.4.1. Katalaza test

Prisustvo enzima katal aze kod baégtrasvoiapBkai h i z
plolicu sa izr as]! o nKodokatidazeepozitiyns kzolata thziald indaajanjaco m.
COx(pojavemb ur i | a) .

4.4.2. Oksidaza test

Prisustvo citohrom oksidaze kod izabranih bak

kul ture sa | vrstog madisjusmas ona i dloshirdanz o ktsri alae
plavo bojene reakcijpakonl10 sekindi.

443. Isptivanj e rasta bakterijskih izolata na med:i
Za vrste roda@zotobacter 1 spiti vana je sposobnost rasta u
azot a, gajenjem bakterijskih I zol alt & khal i Hjic

(NH4)2Mo0Q, kao jedini izvor azota.
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Petrijeve golje sa Fjodorovim medijumom inok
0, 1ml razrelenja wukapavanj e mjnkubfrahe sk ¢t idana maa r
temperaturod 30C.

4.4.4. |spitivanje rasta izolata aktinomiceta

Rast izol ata aktinomicet a, pralen je na Pet
amoni j al nPetg kutjegkulesane bakterijskim kulturama aktinomiceta, inkubirane su
desetak danéod 510) na temperaturecb30C.

45.0DRENnI VANJE BI OHEMI JSKI H OSOBI NA | ZOL OV AN
KVASACA - APl TEST

U zavisnosti od grupe bakterija koja se ispituje, &drie nri a zslui | i t i API siste
bacile, AP1 20C AUX za kvasce, API 20 NE Raeudomonasjrste

NaPetrikutjisa odgovaraj ul om sirkdbieaResuiuv rt mrk up 2l agaosna,
kulture mikroorganizama. Posle inkubacije na optimalnim temperaturama, izrasle kolanije s

steriinom ezom pregteu 1 0 ml odgovar aj ul emikrepipdom pasefaéuj u ma
kupol e APl sistema. Zasejani striponvsuna spak
odgovarajuli m t aemynerkatnu roadmae Lie nmlgi tva e mend8 ( 2 4

| asa za | akt7r@2b d aislae Zaad vangislodtada . kosti seprogram API Lab
plus softver.

4.6.IDENTIFIKACIJA BAKTERIJA | KVASACA MOLEKULARNIM METODAMA
4.6.1. lIzolacija totalne DNK iz bakterijskih izolata

Sa poviz plodonesnog telaaskokarpa tartufazolovano je35 bakterijska izolata @ sa
povrgine i 9 iz wunbzohghj osui p®8G6kuwokdageopvaa)riaj uli
bujonu s&20% glicerolu. Bakterijski izolati su zasejani na hranljivi agar (To&akjja) i inkubirani

na30C tokom 48h. Kulture su gajene u hranljiyv
post zanja | ogaritamske faze rasta kdagpa)kaydaje ut vr
na tal asnoj dugini od 6 00-0,8nTma | poogsetriijigghat g e a p | ¢
5000g (Eppendorf, Nemal ka) tokolm j18&, mkaojuit aj ¢ i ong
TEN pufera (50 mM TrigHCl pH 8; 10mM EDTA pH 8; 50mM NaCl)spiranjeje ponovljerm

dva put a. Talog lelija je resuspendamaiumu 50 (
acetata; 10 mM magnezijurracetata; pH 7) sa dodtaim lizozoma (Merck Ne mal k a
koncentraciij. 4 mg/ mL. |AD tokorh a0cniinuta. Nakenlinkybacije v r ¢ ¢
dodato je 250 OLsulat(SDS) tsuspenzjane irdenziveoc horhogenizovana na
vorteksu u trajanju od jednogminna . Za odstranjivanje prot-eina
hloroforma. Rastvor je intenzivno homogenizovan na vorteksu u trajanju od 30 sekundi, a zatim
centrifugiran na 13000 tokom 2 minuta (Eppendorf, Ne ma
neke i zol at e ponavl j an sve dok ni j e dobijen
Supernatantu je dodata 1/10 volumena 3Madatata i lvolumen izopropanola. Nakon laganog
meganj a, smega je inkubirana n &gfugsanjdmna 13000ge mp e r
(Eppendorf, Nemalka) tokom dva minuta istal o¢
hladnim etanolom (75%), a nakon centrifugiranjana 13@p0 ( Eppendor f , Nemal |}
2 minut a, talog j e uasugenr ensau spenhrdojv ane mp ebrla t
Kako bi bila odstranjena RNK, rastvor jekibiran na 3#C tokom 30 minutg Mi r kebal,i |

2016).
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46.2.Umnogavanje DNRCR{Polggnase Chainh Reaction)

U cilju molekularne identifikacg bakt eri jski h i zol at a, sl edeli
umonogavanje specifilnih delovi 16S r DNK kol
varijabilnog regiona gena Z&6SrRNKi zvr geno | e pr i menonPlsH(esco f i |
GAGAGTTTGATCCTGGG3 61i) P2 1 6 SAGQAG@TGATCCAGCCG3 Y ( J etvdl,i |
2009) . Smega za PCR reakciju pripremliKepaa od
Bi osystems 1[I nc., Boston, USA) , smege dNTP (s
enzima DNK péimeraza, 1U (Kapa Biosystems Inc., Boston, USA) i DNK prethodno izolovanog

iz bakterijle eug.koDagumjiavOoanlj e do radne zaprem
RNKaze (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf).

PCR reakcija ilzevdregieenna pjreo gorraemma si nAC o itrgjapju ada de
pet minuta, zatim je izvedeno 30 ciklusa umno
94/C: vezivanje prajmera 30 sekundi na#85 polimerizacija lanaca, 60 sekundi na svakih 1000
bzni h par ova umACofinana elongadi& sedaan mhata ndZZMarshall et al.,

2003).

4.6.3. Elektroforeza
Primenom kita za preligiavanje PCR pQAGEN k at a

GmbH, Nemal ka) S Vi P C,Ra zgim praverdnit na agaroznom rgeld. Zag i er
proveru rezultata PCR reakcije koriglena je

kori gliena je agaroza (1%), -romban Agarpzei gelpe kuwo v a
napravljeni otapanjem agaroze iTAE pufera (40 mM Trisacetat,1 mM EDTA), uz dodatak
etidijumb r omi d a (0,5 Og/ mL) . Kao pufer I)zRroceg |l ekt

el ektroforeze je vrgedOpWNi/ cknondtedntd nom wPLRo pu
porelenjem s@ar adluggnaongamput a DNK fragmenata pozn
DNA Ladder Mi x , ThermoScientific). Za posma
transluminator (Nippon Genetics Europe GmbH).

4.6.4. Sekvenciranje

Sekvenciranje uzcentaka sekvaranie gMicrogen geguenaingervice u
Hol andi ji . Anali za sekvemnci koriaffeenaj gm NCBILA
(Altschul et al., 199yhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

4.6.5. lIzolagja totalne DNK iz kvasaca

Sa povrgine i iz pl odonosndigolata kvhsaca2E sk ploa2r ga nte
i Z unutragnjosti askokar p8@fCuodgo' artdj wh2ou red ji
glicerola. Izolati kvasacau zasejani na sladni agar (Torl&kpija) i inkubirani na 28C tokom 48

h . Kulture su gajene u sladnom bujonu (10 mL
faze rasta koja je wutvr L dapa) kada ¢ka mlasfapu pinreit r @ g
600 nm postignuta apsorbanca 0d-0,8.

Dalja priprema kvasaca za izolaciju totalne DNK je bila ista kao kod bakterijskih kultura, opisane u
odeljku4.6.1.

Za izolaciju totalne DNK iz kvasaca, Cdlloand gi en
Tissues, MerckN e ma), goaputstupr oi zvolLal a.
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466.Umnogavanje DNRCRfragmenat a

Priprema reakcione ,kamepgel izmerRQRar ¢ alnd iajna r e
primenom istog postupka i programa kao kod bakt€O@eljak4.6.2.).

Za identifikaciju izolata kvasaca korigleni S
18s rRNK koriglienjem §pRITAGTCATATGCRTGTCIGRjome ria NNSS?
( 5@GCTGCTGGCACCAGACTTGE3 6 (White et al., 1990)

4.6.7. Elektroforezasekvenciranje

PCR produkti su preligleni pri menom Kkomer ci |
Purification KIT/250 QI AGEN Gmb H, Nemal ka) , nakon | ega s
koriglenjem horizontal ne gel rgskireikotata@@fletek l&r z a , |
46.3.).

4.6.8. Sekvenciranje

Nakon provere PCR fragmenata na agaroznom gelu, uzorci sa pozitivnim signalom su poslati na
sekvenciranje u centar za sekvenciranje Microgen sequencing service, Holandija. Analiza sekvenci
uralenalLAST upr®gr am, koriglenjem NCBI baze
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

4.7.ZAMRZAVANJE TARTUFA

U cilju pralenja promena isparljivihrjaedinjen
regi mi ma z a mangsa isptivapegpostamizavanja i nako80,60i90dana uv anj a.
Regimi zamrzavanja su bili sledeld.

- Zamrzavanje n&20'C (Deep Freezer Samsung, Germany)

- Zamrzavanje naB0'C (Thermoscieriic, HERA freeze, Germany)

-Tret man sa t ¥60)iarmtinamm20T (Deep Freezer Samsung, Germany)
-Tretman sa tel196C) e zatimong-80% (Thermoscieriic, HERA freeze,
Germany) )

- Liofilizacija: smrzavanje 24 na-80C (Thermoscieriic, HERA freeze, Germany), a zatim
liofilizacija 24h na T-55°C i pritisak 0,05 mbar (MartinChrist Alpha4 LSCplus, Germany)

4.8. TRETMANI ZA DEKONTAMINACIJU TARTUFA

U cilju dobijanja sireva sa dodatkom tartufa, kacazstveno bezbednog proizvoda, tartufi su pre
proizvodnje sira podvrgnutizd| i t i m tr et mani ma:

-Sterilizacija u autoklaw na 126C i pritisku od 1,1 atmosfere 10 min{ASTELL, Astell
Scientific19 United Kingdom,u dal jem tekstu e se koristit.i
-Potapanje u 70% alkohglpa flambiranje na plamenikio sagoreanja alkoholau daljem tekstu

ie se koristi.ti termin flambirani
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Slika 12. Flambiranje tartufa
49.0DREnlI VANJE AROMATI LNI HTAREUFIMNJ ENJ A U

U cilju pronal agenj a aroneejtartufd, y e@zprcinmakbjii soa podvaghuti v a n
razl relgiitminma zamrzavanja, ispitivan je sastayv
U istom cilju, I spitivana je promena sastayv
tretmana tartia pre primene u proizvodnji sireva.

49.1. St ati | ka headspace GC/ MS anali za

Stati|l ka HS GC/ MS anal i za u-+hraniaogratskoi eistema saA g i |
autoemplerom GC80, gasnim hromatografom 7890 A i masenim detektorom 59750 Ad8ént

Scientifc, Santa Clara)Parametri za HS analizunaadop | er u su bi | i sl edel
bilo je 1200s , temperatura wuzorka 100AC, a temperat
semi kvantitativnu anal i zu i s pgagasnihromatogtaf dikektmop o n e

povezan na dva detektora: plamgaoizacioni (FID) (Agilent Scientific, Santa Clard)masene
spektrometrijki detektor (MSDJAgilent Scientific, Santa ClafaKapilarna polarna kolona HP
Innowax (Agilent Scientific, Santa Cta) (dimenzije 30m I 0,320mm i debljine filma 0,25mm)
koriglena je pri svim anal i zama. Protok nosel
na 3 ml/min). Temperatura injektora je bila 220 a plamengonizacionog detektora 30G.
Temperatura kolone je programirana @4 trajanju od 5 min., fian raste brzinom od &/min do
65 Ci10C/mindo225C, na koj o] ostaje 4 min. Il njekto
injektovana zapremina je bila 200 uzorka. Maseni spektri su snimij tehnikom elektronske
jonizacije (El) energijom od 70 eVTemperatura jonskog izvora je bila 280 dok je maseni
analizator (kvadrupol) konstantno grejan na 1@ Ni k ol i | et al ., 2018;
Hemi j ski sastav | ako isparljivih komponen
povr gi ngirkjoivlao Wdioltbi jeni h 1z FID hromatogr ama.
porelLenjem masenih spektara jedinjenja sa spe
indeksa jedinjenja sa retencionim indeksima iz NIST webbook bibliotekan¢a@te indeksi (RI)
analiziranih jedinjenja dobijeni na osnovu retencionih indeksakana (G-Czs pod istim
hromatografskim uslovima).
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410.0ODREnlI VANJE MI KROBI OLOGKOG STAARIBRA TRETI RAN

Za odrelivanje mikrobi ol magpkozvypdnjs siravh (asteklaviranie t i r
flambirani),kaoi sireva,primenjene su ISO metode i to:

-za odr el i van | arobmikmikpoargagizanhana® jo &\ @imenjena je brizontalna

metoda SRPS EN ISO 48332014

-z a odr érbjaenterobakeerijprimenjenajebr i zont al na metoda za ot
brojaEnterobacteriacea8SRPS ISO 21528:2009

-zaodr el bvappesul fitoredukujulih baktkerijgad eka]j
horizontalna metod8RPS ISO 15213:2011

4.11.PROIZVODNJA | ANALIZA SIREVA

4.11.1.Proizvodnja sireva

Proizvodnja sireva je obavljena u tehnologko
Odelenju za tehnologiju mleka&Katedra za tehnologiju animalnih proizvod@oljoprivrednog
fakulteta Univerziteta BeograduM|l ek o kori gl eno za proizvodnju

o0l3.mapZemun, a proizvodnja je vrgena u dva pona

Proi zvedene su sledele varijante sireva:

1. Kontrolni sir proizveden bez tartufa (K)

2. Sirsas v e @utokiaviranim tartufima(SV)

3. Sir sa sarznutimautoklaviranimtartufima(SM)

4. Sir proizveden sa svegim flambiranim tartu
5. Sir proizveden sa smrznutim flambiranim tartufima (SMF)

6. Sir sa smrznutim, autoklaviranim tartufi ma

Slik&

» -~ rET
= ; |
L -
P
ks
.

Slika15. Izgled sireva posle presovanja  Slika 16. Izgled preseka sira
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Sirovo mleko(50 litarg) je filtrirano,a p ot om tierramd ku dulti kat or u
pasterizaci jRosle 86 AC] BROgmitngt mana vr g@anmatimjge hl
izvrgeno dodavanje kalcijum hy, mezofideastarted kultire g / L
(Flora Danica, Chr HanserDanska) iautohtone potencijalno probiotskeilture Lactobacillus

plantarum 5 6 4 iz kol ekcije mi kroorgani zama , Kat e
Poljoprivrednog fakulteta u BeogradN.ak on 15 minuta izvrgeno | e
s adr ghimo8ra ¥d0% pepsin (1g/50 | mleka; Caglificio Clarici, Italija). Koagulacija je trajala

45 minuta, a potom je gel sel emo nkal &g o amag amejn
30 minuta.Poslei zdvaj anja odrelene k celnedoiodivanjes patomt k e

dodavana odrelena kolilina vode temperature
operacija dogrevanja gruga. Nakon zavrgene o
Zrna, sirna masa | ei Ipirnedoraiclinvea nlaa luu ppel. ashriillniek
dodavanje prethodno pripremljenih (u zavisnos
2% uodnosunamasusitd. varijant. sira sa dodatom vegt a
dodatoje0 , 0 2 % v e g t(Melllduredu @hefpZA€ du Golf, Itad)). Pr e sovanj el j e Vv
nakon | ega su sirevi 0 k r e th.d\akon toga, pireve st ostaaljanj ue n a
kalupuutoku&h,a nakon toga su selesielra hamddece i (3sva
se vrgilo potapanjem komada si r teewmperature gl ®lALmur u
trajalo je 12h . Nakon zavrgenog soljenja sirevi SuU O0:

povrgini pr il 4tAecCmp eéNraktownr & ol Ini rSadanp)asired sugdtapanitun e k
vosak a potom stavljani na zrenje pri temperatw@ A C .orkovanje imi k r o b larallzimgjek o
sireva je vrgeno u sledelim vremenskim interv
A neposredno nakon proizvodnje (Injta
A nakon 10 dana zrenja;

A nakon 30 dana skladigtenj a;
A nakon 60 dana skladigtenj a;
A nakon 90 dana skladigtenj a

Hemijski sastav sirevap ar amet r i proteolitilkih promena,
odrdli vani nakon 10 i 9 0j ispladjwhgedizjanja isenzarna swbjstka si;eva S a C
analiziraninakon 30, 60 i 90 dana.

4.11.2.0d r e L ihamgskggsastava sireva

Za analiziranje sireva tokom zrenja koriglene
f Odrelivanje sadr gaj a maumad02 wa2tUer i(jleD Fmesttoad
4A:1982);

T Odrelivanje sadrgaja ml el nedomnpa s/ani Gulku r a
( Car i.,l200@ tDF stdndard 5R986);

f Odrelivanje sadrgaja ukupno@makat &j pbt en

(Tecator D 0 2, Gvedska). Sadr gaj proteina se i

azota sa faktorom 6,38 (IDF standard12@002);

Odrelivanje pH vr-rdaa(Gmdornt Baggpt r ebom pH

Odrelivanje sadrjgameat eroidjei us ibrea nraslnwns ki m

Odrelivanje sadrgaja mlelne mast. Uu sSuvoj

= =4 =
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4113Pral enj e pr er¢énmeireviaze t ok om

Protelitilke promene su pralene odrelivanjem
po Kuchrooi Foxu (19 8 2 ) vanjenpkodicijenia arelasti nakon 90 dana zrenja sireva, a
karakter proteolize je ispitan poliakrilamidnom elektroforezom u prisustvu uree (Urea PAGE) po
metodi Andrewsa (1983).

UREA poliakrilamidna elektroforeza

Razdvajanje azotnih materija primendfREA poliakrilamidne gel elektroforeze u prisustvu uree

j e vrgeno nakon 10 i 90 dana zrenja sireva.
Priprema uzoraka sireva je obuhvatila sledel
rastvoreno u nl pufera pH 7,6 (1,878 Tris i 120 g Uree smstvara u 250 ml destilovane vode i

pH vrednost podegava sa HCI ), a potom temper
Nakon hlalLenja na sobnu temperaturu, sadr gaj
Nakon toga vrrgaemjoe jrea c2Wq rid ug0 00 o/ min u tok:
mast i na povrgini. 100 ¢l dobijenog supernat s
dodati bimer kapt oet anol ( Mer ck, Nemal ka) [ par ra
pripr eml j eni ekstrakt:i sireva |l uvani SuUu zamrzn
odmrzavanje | temperiranje wuzoraka na Globnu
pripremljenog ekstrakta uzoraka sira.

Elektroforetska analiza obavljenajan pol i akri |l amidnim gel pl ol ama
Kao gel za koncentrisanje korigien je 4% gel

ml Trisi HCI pufera pH 7,6) i 12% gel za razdvajanje (24 g akrilamida i 1 g bis akrilamida se
rastvara u 200 ml TA#Cl pufera pH 8,9). Pufer Tii$iCl pH 7,6 je pripremljen odmeravanjem

0,75 g Tri$a, 26 g Uree i dopunjavanjem destilovane vode do 100 ml, dok je pufeHTlipH

8,9 pripremljen odmeravanjem 4 g Tés 26 g Uree i dopunjavanjem d60 ml destilovane vode.

pH vrednost | e Kmmwdedakamrmadna ligidhsk pufek (@8g Trig | e n  j
a, 87,5 g glicina u 6 | vode). Neposredno pred ulivanje dodati su TEMED (dve kapi) i veoma mala
kolilina amonijum persul fata.

Za razdvajanje je kori gl en #pa EWw220 (CknadrtnBelgijad,l e k t
termostatirana sa rashladnim urelajem Mul tite
i stog proizvolal a.

Poliakrilamidna gel elektroforeza u prisustvu
lconst=60mMA/Umax.B0V / t=h2UC, t=~3

Bojenje gelova je vrgeno s &25950,23Kojriasjtes oirotmo W
3,9% TCA, 6% sirietne kiseline i 17% metanol a

Odbojavanje gelova je vrgeno u r agtavolruv alhg%
kori gl en sin a dkisaliner5%bghterina.

4114Mi kr obi ol ogki status sireva
Za odrelivanje mikrobiologkog statusa sireva,

1T za odr eibja gnterbalkterija primenjena je horizontalmetoda za otkrivanje i
odr el i v &ntgrabacterraceaSRPS 1ISO 21522:2009

1 za odrelivanje broj a sul fitoredukujulih K
koriglena je horizontalna metoda SRPS | SO

T 17 O©OcOt (LabO092 aizdhoijulakeokbkafarteatragd o m) , z

T MRS (ON ORI~ (Merck, VM459860 241, Géenajanoy ) ,

probiotika
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4115Ar omati | ne materije sireva

Pralenje promena sastava ewdnmaomgé iokom pdiidamrjae r i | a
posle 30, 60190 danaPr i menj ena | eheadspac®CIMS asatiza,kaol k s | ul aj t
isparljivih jedinjenja tartufgopisano u odeljk4.91).

4.11.6.Senzorna analiza sireva

Senzorno ocenjivanjeglednih sirevav r geno j e p vanag @etobaimogkbodr sistgnoa

(Radovanovi l [ Popov Raljil, 2001) i opi snom
Prilikom ocenjivanja korigien je bodovni ras|
(0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5)Slika 12) Obzirom da reprezentativha svojstva nemjafinak uticaj na

ukupni kvalitet za svako odabrano svojstvo kv

kojeg je vrgena korekcija (mnogenjem) date o
koeficijentima v agn pofniiigledsi izgled prasdka3anirisi Iukus-Be del e

teksturair 6. Koeficijenti vagnosti su izabrani pren
a i zbalansirani tako da njihov zbir i znaqgesi 20
jedinstven kompleksni pokazatel)] Koj i odragav
od maksi malno moguleg kvaliteta). Del jenjem o
dobijena je ponderi sana asveskpnjikelitatsira na koj a, t
Grupa svojstava o0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Spoljni Izgled

(presek,boja)

VIS

RSt

Ukus

NAPOMENA:

Slika 17. O c e nlistizavsanzdknu ocenu kvaliteta sira

412.STATI STI LKA OBRADA PODATAKA

Jednofaktorijalna analiza varijanse (ANOVA) primenjena je za obradu rezultata merenja u
programu Statistica 10.0 (Stat Soft. Inc., Tulsa, SAD), kako bi se ocenili efekti dodavanja tartufa na
senzorna svojstva sireva proizvedeni h bez i !
utvrlene su pombést &, gra owdo§o L SDnal aj nost
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

51.MI KOL OGIBNTIFIKACIJA TARTUFA

Pri menom kljula za identifidiXaci 7wr gepoamejnet o
plodonosnih tela tartufa kojiduo r i g | e Na osnovu rkaoskapskh pregledi mokihf ol o ¢
osobing,ut vL entoarjteufdakoji j e kor or i gluleenaestivule k sperir

Plodonosno telduber aestivunmy e s f er mag | eyl i8ldabe mi Bi hemoge bi
Spol j ag naperigijpm, prgkrivera je nepravinm pi rami dal nim bradavi

tartufa- g | e b, gde se stvaraju spor e, u pol et ku | e
smelu boj u, sa belim membranama, koj e Spoeej u s
Tuber aestivursujg ast o g(l 8BINikkraemast o bele ili gulikaste
Generi |Tberpotme| e od tubea,§t askealrie]| kaastyumpati |l e ot

latinskogaestivugy t o  z n Buber aedtivaiingonekad se naziva bordo tartuf, letnji tartuf
Tuber aestivunpripada redWPezizalesrazdeluAscomycotaklasi: Pezizomcetes- red: Pezizales
porodica:Tuberaceae

5.2.IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH IZOLATA TARTUFA

Primenom selektivnih medi j uma Z a i zol atci j u
askokarpa tartuf a, dobijeno je ukupno 35 bak
askokarpa), morf ol ogki Tuberdestyumt i h kol onija, ¢
Sa povrgine askokarpa, dobijena s uumt,rkoji jebakt e

selektivan zaAzotobacter Posle makroskogseg i mikroskopkog pregleda, bojenja po Gramu,
utvrlLeno | e dzmtohacteiDpad daaj u dreondu fi kaci ja nije ra

Slika 18. Azotobactesp.

Za ostde izdvojenezo | at e, d okbuil jteunree |siustbeoj ene po Gr amu,
prema rezultatima mikroskopskog ispitivanja, katalaza i oksidaza testa.

Slika 19. Bacillus licheniform

Pomolu API Si st ema, a adabmaiiheizolata halkterjj&op sumptikazénm uk a c i |
Tabeli 4.
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Rezultat.i olitavanja API testa za bacile (API
vrste iz rodaBacillus 20, zatim po 3 izolata iz rodov@seudomonas Aeromonaspo 2 izolata )
Staplylococcussp.i Brevibacillus brevispo 1 iz rodovaArthrobacteri Microbacterium.Por ed e | i

broj izolata izdvojenih sa povrgine i unutr a
Bacillusi zdvoj eni najvelim del onvsstaalp dh rigioneat(al )i,
razlika. Svi izolati rodaBacilluspr i padal i s u : BalCilkig leHenifonmis\Bacglus a ma

subtilis, Bacillus sphaericuBacillus firmus,Bacillus mycoides, Bacillus licheniformiBacillus
cereus Bacillus megatrium,Bacillus pumillus Bacillus circulans

Tabela 4. Identifikovani izolati bakterija ARestom

Izolati sa | lzolati iz Bojenje Katalaza| Oksidaza
Vrsta askokarpal askokarpa o test test
Gramu

1. | Bacillus licheniformis + - + + -
2. | Bacillus lichenformis + - + + -
3. | Bacillus licheniformis + - + + -
4 Bacillus subtilis - + + + -
5 Bacillus subtilis + - + + -
6 Bacillus subtilis - + + + -
7. Bacillus sphaericus + - + + -
8. Bacillus sphaericus + - + + -
9. Bacillus firmus + - + + -
10. Bacillus firmus + + + -
11 Bacillus mycoides + - + + -
12. Bacillus mycoides + + + -
13. Bacillus pumillus + + + -
14, Bacillus pumillus + - + + -
15. Bacillus cereus + + + -
16. | Bacillus megaterium + + + -
17. Bacillus circulans + - + + -
18. Bacilus sp. + + + -
19, Bacillussp. + - + + -
20. Bacillussp. + + + -
21, Pseudomonasp. - + - + +
22, Pseudomonasp. + - + +
23 Pseudomonasp. - + - + +
24. | Aeromonas hidrophila + - - + +
25. | Aeromonas hidrophila - + - + +
26. | Aeromonas salonicida - + - + +
27. Staphylococcusp. + - + + -
28. Staphylococcusp. + - + + -
29. Brevibacillus brevis + - + + -
30. Brevibacillus brevis - + + + -
31 Arthrobactersp. - + + + +
32 Microbacterium - + + + -
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Slika 20. Bacillus circulans Bacillus firmus(Strip AP1 50 CH)

Bakterije iz rodaBacillusk oj e su i zol ovane sa povrgine asko
verovatno u ektomikoriznoj zajednici tartufa imaju svoju funkcifiako na primer,Bacillus
circulansk or i st i silicijum iz minerala i idHebacchb al a
al., 2018).0d r e IBactius licheniformisi z ol a't i v r g ePavarjelfli6)t podukuje k a c i
ekstracelul arne enzi me i vel decenijamaUse ko
Omi | aze, peni ci |DianiaCoek, 200p).cAmilare Bacillus dicghgniformisv r g e
hidrolizu skroba Jones et al. 2005) Bacillus megateriumobavlja proces mineralizacije i

obezbelLuje biljku sa fosforom, utile na oslob
neke materije rasth. ma j ul i u vidu svojrsetdaicai mkredarganizmiznaju at a
vigestruku ulogu u .mikoriznoj zajednici tartu

Slika 21. Brevibacillus brevis Slika22. Bacillus pumillis
Odabrani izolati sa selektivne podloge citrimidin, Paeudomonas spkoji su na osnovu
preliminarnih, mikroskopskih ispitivanja i oksidaza testa, pokazali karakteristike ovog roda,
zasejani su na Petri kutiju sa hranljivim agarom. @ogtubacijetokom 24 h, zasejani su na API 20

NE. Olitavanjlk, tepckaz ploc | jee 2da me LnalazeAeronhomas i ma
hidrophila, Aeromonas salmonicid&seudomonasp.

Slika23. Aeromonas ydrophila Slika 24. Aeromonas salmonicida
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5.3.MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH I[ZOLATA

Nakon izolacije bakterija sa povrgina plodonc
zatim i amplifikacija varijadnog regiona gena ZB6S rRNKprimenan s peci fi | ni h pr a
i P2 16S. Veliline PCR produkata odrelLene s
porelenju sa standar dom. Na ovaj nalin je pot

kod svih bakterijskih izolata (slike5, 26, 27).

-

1500 bp

Slika25. EIl ekt roforeza PCR produkata bakterijski:
16S i P2 16S na 1% agaroznom gehuizblat DP1, 2 izolat DP2, 3 izolat DP3, 4 izolat DP5, 5

izolat DP6, 6 izolat DP9, 7 izolat DP10, 8 izolat DP11. 9izolat DP12, 10izolat DP13, 11

izolat DP14, 12izolat DP15, 13izolat DP16, 14DNK Ladder Mix (ThermoScientific).

1500 —>

Slika 26. El ektrof oreza PCR produkata bakterijski
16S i P2 16 na 1% agaroznom gelu: DNK Ladder Mix (ThermoScientific), 2izolat DP17, 3

izolat DP18, 4 izolat DP19, 5izolat DP20, 6 izolat DP21, 7 izolat DP22, 8 izolat DP23. 9

izolat DP24, 10izolat DP26, 11izolat DP27.
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1500 bp =

Slika 27. Elektroforeza PCRhr odukat a bakterijskih izolata k
16S i P2 16%a 1% agaroznom gelu: DNK Ladder Mix (ThermoScientific), 2izolat DP28, 3

izolat DP29, 4 izolat DP30, 5izolat DP31, 6 izolat DP32. 7 izolat DP33, 8 izolat DP35. 9

izolat DP36, 10izolat DP37.

Produkt: PCR reakcije preligleni su i sekven
Korigienjem NCBI baze podataka iz BLAST pl at
pripadaj u bakt er iajpmdonognogltatavkieistaecija. &Rezyltativsu grikarani u
Prilogu rada u tabelamai 334.

Od dobijenog broja izol at a, analizom sekvenc
pripada vrstama rodBacillus,od koj i h j e 18 ilda@l ocuvmauntor aggan j pes\vri
Ostali sojevi se mogu svrstati u 6 rodoviaseudomonassp. (4), Staphylococcussp. (3),
Brevibacteriumsp. (2), Microbacteriumsp. (1), Enterococcussp. (1) i Arthrobacter sp. (1)
Rezultatimolekularne analizprikazanisuu tabeli 5.

Nasnovu prethodmBagbietiragitvarj.g (2005) pokaze
pripadalo klasiUzProteobacteria porodicamaBradirhizobiacead Rhizobiaceagjt o ni j e u
sa nagim ©Oeaul aakikkma. se moge esubspravaliBplivallo i sars t r a ¢
(2015), gde su opisali promenu biodiverziteta tartufa sa njegovim sazrevanjem, ali i tokom
skl adiMjkreomhiaota i zolovana sa tartufa prvog d
znal ajno s e razli kujda. dédmt omamnt nuu nmp kk aoda loit u
UProteobacteriai bProteobacteria,dok su ostale bakterije prisuthe u manjem broju. Nakon
nekoli ko dana skl adi gt enj a uFRrhieutes dpkge bppostails t b r
bakterija smanjen. kilmu Firmicutespripada i rodBacilluss p . koj i [ i ni domi na
nagim rezultati ma. Tartufi sa kojih su izolo
i zol aci j e b ak togatnirgzlag,daBgcilussp.npredsivijeodonantnu mikrobiotu.

U istragivanju Bar bi 8acilus s$p.iz dilanta Firm{cize8ifobyane spior e d
bakterije iz rodovétaphylococcusp. iListeriasp. dok su u ovom radu izolovane bakterije rodova
Staphylococcusp.i Enterococcusp.

| z rezultata se mo g e uol i ti p xXProteabactenaporstema n j e
Pseudomonasp. kao i manjeg broja izolata koji pripadaju razdélctinobacteria, vrstama
Brevibacteriunsp.,Microbacteriumsp.i Arthrobactersp.

Prisutnabakkr i j ska popul acija se moge dovest.:i u vez
osl obolLaju kao rezultat i nterakcije tartuf a
tartufima mogu aktivirat:. nj ithiosvneu thii ous i Initsettisrk

kulturama Gcherlach i Hertweck, 2008chroeckh et al., 2009).
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Tabela5.Genet ska identifikacija i zol aaskekapaz dvoj e
| ZOLATI SA POVRGI NE ASK
Naj sl i | rosjupan U GeoBama Stepen

Er Oznaka | bazi podataka (NCBI pristupni br{ poklapanja szili)lglauu
' sekvence iz BLASTA) (%) 9

1. |DP2 Bacillus subtilis 95 4.

2. | DP3 Bacillus amyloliquefaciens 97 5.

3. |DP5 Bacillus paramycoides 96 6.

4. | DP6 Bacilluslicheniformis 96 7.

5 | DP9 Bacillusalbus 95 8.

6. | DP10 | Bacillus wiedmanm 96 0.

7. | DP11 | Bacillus velezensis 96 10.

8. |DP12 | Bacillus cereus 95 11

9. |DP13 | Bacillus wiedmanni 96 12

10. | DP 15 | Bacillus albus 95 14.

11. | DP16 | Bacillussp 95 15.

12. | DP17 | Bacillus licheniformis ~96 16.

13. | DP 18 | Staphylococcus saprophyticus 96 17.

14. | DP 20 | Pseudomonas brenneri 92 19.

15. | DP22 | Staphylococcus equorum 97 21

16. | DP 23 | Bacillussp. 96 22.

17. | DP 24 | Staphylococcus saprophyiie 84 23.

18.| DP 26 | Bacillussp. 96 24,

19. | DP 27 | Microbacteriumsp. 97 25.

20. | DP28 | Bacillus licheniformis ~97 26.

21. | DP 29 | Bacillus licheniformis 08 27.

22. | DP35 | Bacillus methylotrophicus 97 32

23. | DP36 | Bacillus cereus 96 33.

IZOLATI | Z UNUTRAGNJOSTI

1. [DP1 Arthrobactersp. 97 3.

2. | DP14 | Pseudomonas fragi 97 13,

3. |DP 19 | Pseudomonasp. 92 18.

4. | DP 21 | Baillus sp 97 20.

5. | DP 30 | Enterococcus durans 97 28.

6. | DP 31 | Brevibacteriunsp. 926 209,

7. | DP32 Brevibacteriumsp. 08 30.

8. | DP 33 | Bacillus subtilis 96 31

9. |DP37 | Pseudomonasp. 88 34.

Derivati tiofera su jedinjenja koja doprinose aromar t uf a melut i m, formir

pl odonosnom
| i near n o g-megione.kNajefikasniji &ip r loa @ o tpfenalihij e

sumpor iz

telu tartuf a

zaviisinaod emadnddermgjgaa

L

derivata su bakteriig sojevi UZProteobacteria bProteobacteriai aProteobacteria Odsustvo ili
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retka pojava mikroorganizama Kkoji f or milrmg u
jedinjenja mogla biti sintetizovana od samog tartufa ili tokom njihove seksualn¢Splreallo et
al., 205).

5.3.1. Identifikacija izolata aktinomiceta

Pojedinal ne kol onojpodiozi(skrabreessrhcen injaa |snedkenikéupasijgu )
su%ce:sejanmaselektivri medi j um, kako bi s esuldwneaalkasomgars t e Kk
na 4C.

Kod identifikacije aktinomiceta, posle makroskopskih ispitivanja (boja i oblik kolonija), bojenja po
Gramu i mikroskopskog pregleda dobijenih izolata, katalaza testektovanoj e 5 r az | i
izolata, od kojih su 2 pripadala rodictinomycs, a tri Streptongces Na sintetskoj podlozi daju
hrapave kolonije, zbog a d r gigmgnatar az| i | ite obojene (crvena,
sivkago-bela )

-
.. <
3)‘,.’5: ..... ‘;’ & < o
2;.-; e - ae o

e
e
il YW1
}‘}\
¥

4

- s B
Slika 28. Azotobaatr sp.

5.3.2. Identifikacija izolata filamentoznih gljiva

Sa selektivnih pddoga za i zol aciju gljiva izdvojeno |
askokar pa, dok u wunutragnjost.i askok@dalpami ni j
izolati filamentoznih gljiva iz mikosfere askokarpa tartdiaaestivumidentifikovana su makro i
mikroskopski.ldentifikovane su filamentozne gljiv€enicillium notatum, Fusariursp, Rhizophus

sp. iTrichodermasp, prikazani u tabeli 6.

Tabela6. Identifikovani izolati filamentoznih gljiva

Izolat Tuber aestivum_
Sa askokarpa| iz askokarpa

1. | Penicillium notatum + -

2. | Fusariumsp. + -

3. | Rhizophusp + -

4. | Trichodermasp. + -
Penicillium notatumizolovan iz mikosfere crnih tartufa ima septirane hife, koriad® razgranate,
grane cilindrilne, metule glatkih zidova, fij
[ul i pigment u podl ogu.,apPposlsT danazainnolmadirasto z&lené o n

boje Prema prirul ni kijva goaRobkrt A Sanfsenk &leni §. Wan &érnen
Hoekstra(1988)ut vr Leno | e da o YAskomygcktasiedu Bonilales, ppadica k|1 a-
Moniliceae,rod-PenicilliumvrstaPenicillium notatum.

Prilikom izolacij e, na pBRadllusosahtilisi jPenicillium amotatum r a g e |
Naime, Bacillus subtilisj e s pr el av ao Penmilium notatume ldazyoljavaa rast
micelijumaTuber aestivunslika 29.
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Slika 2. AntagonizamBacillus subtilisi Penicillium notatum

Fusariums p . je na | vrsto] hranl ji vo]j podl ozi , p
konidiofore razgranate i septirane, konidije srpastog oblika, zelenkast® septi. Kolonije su
bele, vatastea sa donj e strane t aanklasi Highorhyeetedpargdiea. |l zo

Moniliceae rod-Fusarium.

Kod Rhizophussp.na | vr st o hranl j i v ogu segmauld heseptirane hifep s | e
sporangiofore izrasle iz stolona samostalno, ne granaju se, sporanije loptaste, braan boje
sporarmospore braon boje, sferne i nepravilnog oblika.

Za izolaciju Trichodermasp. primefene suselektivne hranljive podlogeoseBengalagar (RBA)

(Peper et al., 1995), koja je nakon zasejavanja inkubiran sedam daré A2 RBA su presejane

na dekstroznkrompirov agar (PDAXMerck,N e ma | dde faste i formiraastresite konidije u
nijansama zelene boje.z | u Utiypigreent@ PDA agariNa osnovu morfologijeidentifikovano

je da izrasle kolonij@ripadaju rodurrichoderma(Samson i Van Rerneldoekstra1988.

Sekrecijomr az | i | i t i h , Trichoderinksp.b g rearzii Imava r ast [ akt
gljiva. Trichodermaspdi r ekt no k oimptrroailzir pe&k oglajlieveé ol est i . S
iz roda Trichodermakoloniziraju i prodiri u tkiva korena biljaka zazivaju bolji porast biljaka
(Harman et al., 2004)

5.3.3. Identifikacija izolata kvasaca

Primenom selektivnih medijuma za izolaciju kv
dobijeno je ukupno 7 izol ata, pvingilrenua sskuo ksavr
makroskopskih ispitivanja (boja i oblik kolonija), mikroskopskog pregleda i ispitivanjem stvaranja

l agnih micelija, odabrano je 4 izolata kvasac
posle 24h inkubacije na@C, zasej ani na APl 20C AUX test

test a, pokazal. s u Pacharemyses vecevisimd, €aheidaighillerreandii s a ¢
Cryptococus humicaluskiloeckera apiculatgtabela 7)

Tabela?. Identifikovani izolati kvasacAPl 20C AUX-testom

Iz0lati Tuber aestiyum
Sa askokarpy iz askokarpa
1. | Sacharomyces cerevisiae + -
2. | Candida guillermondii + -
3. | Cryptococus humicalus + -
4 | Kloeckera apiculata + -
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| stragivanja su pokazala da nekoli ko mikrobni
raznim plodovi ma v ol &lpeckpraapicuatdGrahpvacet al.e2008). k vas ac

Slika 30. Candida guilliermondii

KvasciKloeckera apiculata Candida guilliermondis e pr i menj uj u u suzbija
j abuke, breskve i groglsp,rektamalawmetnaggeo nu sk li & d&i
pojalavanjem enzimskih akt i sepeensobinesigwno koristsau Vv e z
u mikoriznoj zajednici tartuféMcLaugHin, 1992).

5.3.4. Genetskadentifikacijakvasaca

Kvasci i zol ovani sa povr gi ne amakoon kaskrgskopskop d 7
pregleda. lzolati kvasca, zasnovani na 18s rRNK, identifikovani suCkgatococcushumicola,
Debaronyces hanseinii, Candida fermenttRhodotorula mugaginosa Prethodne studije otkrile

su da se mikrobiota kvasca sastoji od petayrSryptococcus albidus, @ptococcus humicola,
Rhodotorula mucilaginosa, Debarigues hansenii Saccharomices parados (Zacchi et al.,

2003) Kvasac Candida saitoana Debaromices hansenii Cryptococcus, Rhodotorulai
Trichospoont ak ol e s u T. maanaspoam iT. magnatum(Buzzini et al.,, 2005).
Zanimljivo je da suwCryptococcusspp, R. muglaginosa, D. hansenii Saccharonicesspp t ak o L e

izolovanispp.t ak o L e i Z.onklanesporum, Ti nmgnatuimT. aestivum zbog toga mogu

biti uobi | ajeni zBuzzimi atzal., 2d03Rivera et al. s201®)Buzzaniri tsan.f a  (
(2005 dokazalisu da kvasci izolovani iz plodonosnih tela tartufa, proizvode neka giajkao

gt o2nseti-1-b ut a nAdigjltl-bukt 3a n ts | [ neka isparljiva sumpo
DMTS), dok su Splivallo i sar.g019, dokazalida DMS neka <ci kli| na sul

plodonosnimm telima tartufa, stvaraju bakterpljvallo et al, 2015).Dobijeni rezultatipokazuju

da se nkrobiota kvasca razlikuje me L u v r st .aDalpm itsatrrtaugfi a@ophodoijena , N
p r o ntahhike koje bi objasnile uticajkvasca n a sadr gaj ar oneatafa | ni h
(Vahdatzadeh et al., 2015).

5.4.ZAMRZAVANJE TARTUFA

U cilju praiehjavphomedanjseppa, svegea@ztiaifliauaof
regi mima zamrzavanj a, promene su ispitivane
detektovano 57 isparljivih jedinjenjigdnegad koj
| zdvojena jedinjenja su jedinjenja koja sadr q
furani (4), a rezultati surikazan u tabelama8, 9, 1Q 11, 12 Rezul tati pri kaza
jedinjenja su predstavljeni kao procentuand e o svakog jedinjenja u o
detektovanih isparljivin jedinjenjaMe L u n j i-bwtanons iu2butanol bili kvantitativho

domi nant ni i |l inili su vige od 50% ukupne aro
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Sadr gaj jedinjenj &ogamsadut Bthdana aamizavdni, @rikazani
su u tabeli 8.

Tabela8. S a d rsynpgrnih jedinjenja tartuimatokom90dana k| adi gt enj a pr i
r e g i mamraavanja

Regim zamr zavsig
RT Sve ) Teln | Teln
Jedinjenja | Formula RI n | Dan tartuf | 20 Acl 20A¢-80Ad -80A( Liofiliz.
% od ukupnih isparljivih jedinjenja
0 0,2 0,2 0,2 0,2 01
i 30 0,8 14 1,1 11 01
Metantiol | o~y o 666 | 1,266 04
60 0,5 0,8 1,0 0,9 01
90 1,2 038 0,9 0,7 01
0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,22
Dimetil- 30 0,2 0,2 01 03 0,2
alfid DMs | C2HeS 737 | 1,418 3,97
60 0,2 0,2 0,1 03 0.2
90 0,2 01 01 0,3 02
s, 1057 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,04
Dimetil- 2 30 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
disulfid 0,19
DMDS 60 0,00 | tr 0,00 | 0,00 0,00
90 01 tr 01 01 0,00
0 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 0,00
D_im'lsftioll- CoHeSs 1373 30 0,00 | 000 | 000 | 000 | 0,00
iyt o | ¥ [000 ] 000 000 | 000 | 000
16,712
90 tr tr tr tr 0,00
0 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 0,00
_Metiltio-1- 30 005 | 003 | 002 | 001 tr
3-Metiltio-1 CHAOS 1724 017
propanol aHad 60 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 0,00
90 0,00 | 000 | 000 | 0,00 0,00
*zamrzavanje na20/C, odnosno na80AC; * * zamr zavanj e u t-20hamsnadCttru i | u
tragov; Rl-retencioni indeks; RFetenciono vreme
U svegem tartufu i nakon zamrzavanj a, tokom
jedinjenja koja i maju naj v enefantia, dimdtdaujfid (DMS), o r mi |

dimetil-disulfid (DMDS), dimetiktrisulfid (DMTS). Ova jedinjenja se smatraju esencijalnim
komponentama koje doprinose ar ¢@at i |le@80®REs kUt @il n
et al. 2012Talou et al. 1980

Pr i svim regi mi mznoprsustvesaaparn haj pdi nf &nj a, pri
danu sadr gaj DMS bio najvelii. Tokom skladigte
svih 90 danad ana pr i svYumangeggi mGma se til| e,nakoo mena
procesa zamrzavanja se smarmgiosvim r&j mi ma , a pove

o nakon 90
|l edaergobul at

I a
tretmanu20C. Ul egl e ovog jedi28npata 9e
a u ukupnom s

moge objasnistadrsymagmj énjjerdi nj enj

Kada je u pitanju sadrgaj DMDS i DMTS, zapacd
promenio tokom 90 dana | uvanja.

Pri svim regimima zamrzavanja, promene u sadr
|l emu je sadr gaj a+@Q aonttoigo | daa nkao db iroe gviem i u odno

jedinjenja.
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Prema podacimBergeri sar. (1999) i Spinnleisar.(2 0 Dpokazano je da sump
nastaju iz-meadt @mjinieawag Lgl.aivmiolgi ps et ispargiwhe | u g
sastojaka (tioli, tioestri, sulfidi, tioalkoholi i tiofenoni), ali su uglavnom prisutni u tragovima u
svegim plodovi ma. Bez obzira na to, ova jedin
togadajud opr i nos k on a liakeosu priautnioumiskimtkancentradijaana. Poznato je da
struktura i diverzitet sumpornih jedinjenja zavise od vrste tartufa. Sa jedne strane, isparljiva
jedinjenja kao gto su DMS, DMDS, DMTS su pris

rezdtat Ehrlichovog put a, a ver ovat mirooganizamaMadiv ét ple n a &
2010; Splivall o et al . 2011) , pri rmewbolzma e di r
kvasacai z ami nokiselina kao gto su geiagtgilnu, &lokti
(Milo i Reinecciug1997).Sa druge strane, ova jedinjenja mo
tartufg [ | ak i s peci Na primex, 2metibutandl,r anétikbutanal, 2 r st u
metilbutanol, 3metilbutanol i oktl-e 8-0 | zajednil ki su ,dok jeRdi i nu
ditiopentan s k| j ul i v Z.anagpdtuafdabdateadet 8plivallo, 2018).

Raznoli kost isparljivih supstanci koje sadr ge
profila zbog njlbmvog ni skog ol faktornog praga, kao i r

Pelusio et al.,, 1995)slpar |l ji ve supstance koje 0840y su
u k I'ujudimetil disulfid i 3metiltio-propansku kiselinu, dok jedinjenja u beldartufu (2894
Odg ukl jul uj u -akieheksanndnetiltoelfproplartolj 3metiltio-proparsku kiselinu

i benzotiazol . Do sada je u mnogim tartufi ma
Splivallo et al., 2011). -Bnetiltio-1-propanol je detektovan U. borchiii T. melanosporupk a o gt o

je objavlienouraduSp |l i val | o i sar . (2007) , koj i i ma sn
slilan mesu, u MeetlarktoinolIr,a zkid jaig ejng udet e kjteonv,an |
tako i u zamrznutim, poznat je kao proizvod razgradnje metinonina. Ima neprijatan miris i nisku

grani|lnu vrednost od pribligno nilpepbse( Dneavzoisv a
metil merkaptan, mirige na pakypwnu. g@Qsmum metkiva

da nastane iz drugih organskih i neorganskih prekursora, u toku metabolizma kvasaca, a sam put
nije r &zv,ad®n | en

Sadrgaj aldehida u zamrznut i predstalenjedbelm®a t ok om
Sadjr gakupni h aldehida je varirao u pogledu
aldehidi detektovani su: acetaldehidn2til-propanal, 2metil-butanal i 3metil-butanal.

Sam proces zamrzavanja je uticao ha smanjenje koncentracije acetaldelvidda jaku nultom

danu ona bila duplo manja u odnosu na sveg ta
vremena | uvanj a, u svim r,esgpikmidma ezpi’@nagd0@sa nj a
t el ni m nakerno60 damggoncentracijeacetldehidajeoi | a pri bl i gna kao u
dana je ponovoopal&dcet al dehi d i ma miris wustajale jabu
pirogroglLane kiseline, nakuplja se i naj vi ge
Gt o se t i-hetikprepardilmanaa zhal aj ni h odtmemanakanrzavana.a v i s
Nakon zanr zavanja svim tretmani ma, sadr gaj,kale po\

regima sa telnim azotom je.30.okiomé&.r edn@ma b iuw
2-meil-propanala se smanjivatako da je nakon 90 dana relativna koncentracija u svim uzorcima
opala pribligno dvadeset put a.

U s | u-meatifbutandlak oncentracija pokazuje trend rast
nakon zamrzavanjaompceéntsrvaan jrae gjieni wal, a knego k
danu. Tokom | uvanja, -kaikbusenhl azeeralpavehdwvga
tretiranog u tel 20mMCaanad i |l uvanog na
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Tabela9S a d r § a jautartufichetdkon®Odanas k| adi gt enj a pri ra
r e g i mamrpavanja

Regim zamr zavg
RT SV e Teln Tel| ni | Liofi
Jedinjenja | Formula| RI " | Dan|tartuf | 20Aq-20Aq-80AQ °'; ,
min > 8 0AC | liz.
% od ukupnih ispajivih jedinjenja
0 30 30 30 3,0 1,39
Acet 30 08 | 21 | 1.2 12 | 11
aldehid CH,O | 686 | 1,294 6,32
60 1,7 1,8 2,8 2,7 1,5
90 1,1 1,2 1,3 1,1 11
_ 0 11,1 | 11,1 | 112 111 | 127
2-metill- | 30 79 | 191 | 87 | 106 | 115
propana CHgO | 816 | 1,655 60 5,26 76 72 134 128 110
90 05 0,4 0,4 0,3 0,5
_ 0 106 | 106 | 106 | 106 | 214
ﬁ-Tem-l CHLO | 889 | 2344 o2 | g5 |28 | 190 | 174 | 138 100
utana 5o ’ 60 ’ 147 | 132 | 158 | 147 | 152
90 131 | 76 | 117 131 | 145
_ 0 7,6 7,6 7,6 7,6 85
3-metik 30 04 | 02 | 03 04 | 35
butanal CsHiO | 911 | 2,511 7,43
60 0,4 08 0,3 0,4 20
90 9,8 6,6 9,3 9,8 35
0 0,1 0,1 0,1 0,1 tr
Heksanal | CeH,O | 1068 5,772 30 0,30 r 02 r 01 il
sanal ) el e o0 | o1 | oL | o1 | o1 tr
90 tr tr tr tr tr
0 tr tr tr tr 0,00
2-metil-2- 30 tr 0,1 0,1 0,1 0,00
butenal CsHgO | 1076 6,132 50 tr . . . o 560
90 tr tr tr tr 0,00
0 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,78
30 0,1 0,1 01 0,1 04
Heptanal | o\ o | 1177 9771 0,47
60 01 01 0,1 0,1 01
90 0,1 0,1 01 0,1 01
*zamrzavanje na20/C odnosno na80AC; * * zamr zavanje u t-80/nonmosn@8dG;ttrd i | u-
tragovi
Ranija istragivanj a smetilbptankl a3matilblat adnaa I's uu o beidlianjj ee
aromati |l nih mater,pasS5)yarfTakaléCoetarkééenal je d

dominantna jedinjenja u isparljivoj frakciji tartufa, sa kvalitativnim fluktuacijama u zawsh
promenl ji vi h takufaa geggratsko jpareklos (Fisctbial., 1967; Gioacchinet al.,
2008).

Aldehidi velike molekulske mase, poput heksanala i heptanala, otkriveni su u vrlo niskoj

koncentracij i, koja se tokom Juvanja old na0 d
isparl jivih alkohol a, al dehi da i ketona u t
aminokiselina i masnih kiselina. Tako npr. heksanaldehid kapronske kiseline, nastaje

razgradnjom nezasileni h masnidenske), a manjimdelond u g i
potil e i od metabolizma kvasaca. | SadveEmgept &t i

tokom 90 dana zamrzavanja prikazan je u tabeli 10.
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Tabela 10S a d rkejomgu tartuimatokom90dana k| adi gt emj a pr i ra:
r e g i mamrpavanja

Jedinjenja Formul RI R'.T' Dani Sve - Te? i ig I r,nl Tze Ianmir ZLiifV
a min tartuf | .2 0 A g bogc|BRE | AL iz,
% od ukupnih isparljivih jdinjenja
0 487 48,7 48,7 48,7 161
“BUANON | co | 880 (2230 | 30 | | 354 | 293 | 324 | 394 | 15
60 ’ 398 | 433 | 240 398 | 16
90 39,2 419 375 352 1,5
0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,37
2,3 30 01 02 01 01 |017
Butandion | C;HsO, | 994 | 3,289 0,56
60 01 0,1 0,2 01 |015
90 0,1 0,1 0,1 01 |015
0 04 04 04 04 |028
30 0,1 0,2 0,2 0,1 01
I%,gwtandion CsHeO, éOS 5316 60 oo 0,2 0,1 0,3 0,2 0,1
90 0,2 0,1 01 0,2 01
0 0,1 0,1 0,1 01 |235
125 | 12 30 0,2 0,2 0,3 0,3 2,0
3-Oktanon | CgH;0 7 5 3 69 50 2,49 02 09 03 02 15
90 0,6 0,8 0,7 0,7 10
*zamrzavanje n@20AC odnosnona80AC; * * zamr zavanj e u t2@C odoosme8AL ot u i | u

Ket oni Ssu veoma Vv agn gdinkoatapidanTaka’tee, akreotnoantii | sne hj
aromati |l ne i sparl ji vaea shtetpavana puteetaoksiddcijeungasnih p e |
kiselina. U ovom radu Zoutanon je dominantna isparljiva ketonska komponenta. Osim njega,
rezultati su pokazali da u okviru ketona sgapljuju: 2,3butandion, 2,3entandion, dktanon.
Prisustvo ovih ketona izvesno gikazanou nekim crnim tartufima (Vahdatzadeh et al., 2015).
Koncentraciazb ut anona se vi2dpuaur sko mpoedl ali ama z amr z
liofilizacije u nultom danu u odnosu na sveg tartuf

|l uvanj a. Kod liofilizaciij e, sadr gaj ovog | edi
tar t uf a i na tom nivou se .85ddg gmignja 2,3budandiomsej a pr
dupl o smanjio regimom zamrzavanja u nultom d.
Jedinjenje2, @ ent andi on je registrovan kod svegeg ta
se pojavl!ljuje u ukiupen osne szandaglag jun ok enteonnjaa oi dno k

ti ]l e | e-dkiammenmjaedgova koncentracija se u nult
zamrzavanj a, osim kod Iliofilizacije. Tokom | 1
svim r ge@immizma anj a, pri | emu se opet pokazao i
Uzorci T. aestivunsa aromatskim profilima u kojima dominiracBtanon (ponekad i u kombinaciji

sa tokten3-0l om) i maj u k ar a Kdlireriisa.(201D surpokaali dalpisustvoi r i s .
dimetil sulfida (>60%) i 1-metiltio- 1-propera, E- ( > 25 %) takolLe dopri
neprijatnombukeu. 2-but anon se javlja u razli]l i tonasnimvr st a

telima T. magnatum(Schmidbergei Schieberle 2017), at a k @ presutan u niskn nivoima u
nezrelim tartufimaStrojnikisar.( 202 0) s u n a v e-butanod pokazatelj kvaliteiza d a

T.aestivum) er su sSVvi uzorci sa malim kolilinama (<
savisokimkal | i n @oktem3-oll a ( O80%) prijatnog mirisa.

Cullereisar (2013 su pokazal. da kod smrznut i-bktem3z or ak
ol i 1-okten3-on. Prilikom zamrzavanja, utvrdili Spojavumekare tekstue, atipilan mir

50



REZULTATI | DISKUSIJA

pel ehil)kidi pri sust vo-okammhai(2bo%). Slaalr iglaijnal Xohol a
tokom 90 dana zamrzavanja prikazan je u tabeli 11

Tabela 11.S a d ralgoaglau tartuimatokom90dana k| adi gt enj a pr i razl. i
zamrzavanja
Ser Regimi zamrzav
Jedinjena | Formula| RI 5“:; Dan A 20AC _Tzeolﬁnci 8 0A -Tseo!Anci :'Z'.Of"
% od ukupnih isparljivih jedinjenja
0 0,7 0,7 07 | 07 0,00
Etanol | oo 922 | 2614 |22 1836 22 13 | 15 | 12 | 9%
60 1,1 2,1 09 | 11 0,00
90 0,8 2,6 14 | 08 0,00
0 14,0 140 | 147 | 140 | 002
2butanol | o\ o | 1003|4253 |0 | 1790 |22 | 2O | 286 | 290 001
60 29,1 240 | 340 | 290 tr
90 24,1 220 | 194 | 221 tr
0 0,5 05 05 | 05 | 002
L-propanol| o4 5 | 1034 | 2508 |0 | opa |t 16 | 07 | 11 r
60 1,1 04 12 | 11 tr
90 0,4 05 04 | 04 tr
0 05 05 05 | 05 tr
2-metil-1- 30 0,3 0,3 0,6 0,3 tr
propanol | C4H;;0 | 1089 | 6,390 1,02
60 0,4 0,6 05 | 04 tr
90 05 0,6 07 | 04 tr
0 0,6 0,6 06 | 06 12
2metibl- |~y 5 | 1215 10,961 30 | o1g 1 02 | 22 | 03 | M
butanol 60 1,0 0,8 21 | 03 12
90 1,3 08 20 | 08 1.2
0 21 2,1 2,1 21 242
1-octen3- 30 2.3 49 | 28 | 53 | 23
ol CgH1cO | 1467 | 18,930 2,49
60 24 2,4 27 | 46 2,2
90 2,6 25 24 | 36 24
*zamrzavanje na20C odnosno na80AC; ** zamr zavanj e u t20hamsnadCtTe i | u
tragovi
U pogledu sdrgaja al kohol a, pral eno-bjtamol,& | ed |
propanol, 2metil-1-propanol, 2metil-1-butanoli 1l-octen3-o | . Tokom, i sutt va dlievnal
najvele puisnstao Pri | ensuimaé §i mit i z @fbatanalaa a 5 ja a
u nultom danu, a tokom vremena relativni udeo
tako da | e u 90. daaju Isimo zvetdih negot usf as v esg
koncentracije ovog jedinjenja su dobijene smrzavanjer2@&u 9 O . danu. Takole
u slulaju primene I|liofilizacijel padlgdpuy- eadg
octen3-ola,efk at samog zamr zavanpfjbautjaen obdiao us Iniull & m mk al
tokom | uvanj a -6cen3ddnas,e aodred ajvab. Ova dva | e

doprinosu formiranja arome tart uf damazgmezavana mo ¢
nakon 90 dana, sadr gaj navedamigha | aluk shv@ge mp a
rezul tati su od velikog znalaja za o]l AuwwAanj e

Janssen i sar. (200W)enotta sar, (2004, Splivallo i sar. (2007, su izjavili da su jedinjenja sa
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osam ugljenika veoma vagna za ar omuisarl2plb)v a | ¢
takolLe i h je pronag d.dorchiii M enlicut).iVerge se dasbkten3-dl ar t u f
deluje kao signal biljkamgBarbieri et al., 2005). 1-okten3-ol (tktenol©l kohol ppeVbubaki
insekte (komarce)Ovaj alkohol je prisutan u ljudskom dahu i zndBa(bierietal.,2007).f k e n 5|

se ponekad koristi u kombinaciji sa €@ a pri vl atleenelkektnrseerkaki m ur
uni gt av aBumzinietals2005;Pacionjetal., 2007;Stielowi Menze| 2010).

U nagoj studiji, owsyimjege dr an ie mjNg zepgeocviam &k roinvceema
povel ava tokom ptokomelslaadiagtr ermajva.nj a i
Jedinjenje Znetil-1-but an ol je takolLe vagna komponenta a

katabolizmom masnih kiselinadobro je zastupllemme Lut aama t ar t uf aT. nar
melanosporunfVahdatzadeh Splivallo, 2018) Koncentracija 2netil-1-butanola je pokazala trend
rasta u uzor c-208a -80ACyY atnoikmo mmA9 Xk odaha. oksi daci j
odgovar aj uketene ekisalireTakodi2b ut anol mogao dabutanenit r an
dalje transformacijemogu dovesti do -2netilpropanala, 3netilpropanala ili Zoutanala (March

et ., 2a06.

Prema podacima Palaciossar. (2012) , kljulne komponente od:q
I i of i | 1 z acTi petanosporusn&sw Bilea 2metil-1-propanol i keton2-butanon,lija se
koncentraja povel al a, d enietil-taitanalss ia2uet|gpraganorza smanjivadkod T.
aestivumsu utvrdili da se veliki procentualni udeebgtanola smanjio procesom liofilizacije sa
40% na 1%, gto je u saglasnosti sa nagim dobi
Sadrgaj furana u tartufi mamjeutabkeb®. 90 dana zamr

Tabelal2S a d rfugamaj utartuimatokom 90dana k1 adi gt enj a pri r az
r e g i mamrmavanja

Sve Regimi zamrza

L R.T. tartuf T Telni T Tel ni Liofil

Jedinjenja Formula| Rl | “i Dan 20A¢ LAY 80Ad S5 iZI.OI

% od ukupnih isparljivih jedinjenja

0 0,97 0,4 0,4 0,4 0,4 0,74

Furan CH.O 804 | 1573 30 0,4 0,8 0,5 0,5 0,6

60 0,4 0,4 0,7 0,6 0,5

90 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3

0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

_meiil- 30 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
gmetl-furan | - o | 856 | 1,995

60 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

90 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

0 tr tr tr tr r 0,00

i 30 tr tr tr tr 0,00
Penlfuran2 | o 0 | 1220| 11827

60 0,1 01 tr tr tr

90 0,1 0,2 tr tr tr

0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,66

2 _ 30 02| 03 | o5 | 02 | 03
Furanmeianol | CsHgO, | 1673 | 22,003

60 0,2 0,6 0,2 0,1 0,2

90 0,4 0,8 1,0 0,4 0,3

*zamrzavanje na20AC odnosnona80AC; * * zamr zavanj e u t20/C odoosme8Zot u i | u

Rezultati su pokazali da klasu derivata furana predstavljaju furargtiBfuran, 2pentitfuran i 2

furarmet anol . MelLu njima, jedinjenje f avisrmstiodp ok az
usl ova rada. U pogledu sadrgaja ovog jedinje
zamrzavanja u odnosu na ostd®ea z mat r aj ul i f ursarrf2003)isu detektovalro n e L

52


https://sr.wikipedia.org/sr-ec/1-Okten-3-ol#cite_note-epa-6
https://sr.wikipedia.org/sr-ec/1-Okten-3-ol#cite_note-epa-6
https://ifst.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jfpp.12028#jfpp12028-bib-0012

REZULTATI | DISKUSIJA

pentilfuran uT. escavatumT. aestivumi T. méanosporumpreko SPME. Ova jedinjenja imaju
karakteristilan miris volne, zel ene rielloizaml j ar
(2004) su utvrdili da dihidres-pentil2 (3H) furanon ima miris na kokos, krem, vosak, slatko,
mastaniuliniiZ 5 H) furanon tipilan miris na masl ac.
Furaneol , koj i se | esto opisuje kao atijpjebut
povezan sa sla#lsim ukusom, zajednosad e k al akt on o m, koj i su drugi
i As| atDhetdl, 200).t e (

5.5. TRETMANI ZA DEKONTAMINACIJ U TARTUFA

Tartufi SuUu veoma cenjeni pre svega kao ar omat
kao gl avni problem postavlja kako saluvat.i nj
kaoposl edi ca us|l oetal 1998,20901).) a (Bel |l esi a

Kada se radi o dodavanju tartufa u hranu, veo
a to je aspekt mi krobi ol ogke Dbezbednost.i I n
predt avl ja bogat izvor veoma razlilitih mikroor
mi kroorgani z mi mogu nali.i na plodonosnom teluwu

obzir hrapava povrgina t ar tganikznee,prageenl &ok @ nj emt e
Kada se uzme u obzir da se tartufi Konzumir aj

bez prethodnog termilkog tretmana, rizik p o
realnost.

| maj ul i u Vvi du tadudi doslagu u yroizvadgusira; kojdimma period zrenja od tri
meseca, jasno je da mikroorgani zmi sa pavrggi

t a k ommdige dovesti do nepravilnog procesa zrenja sisasamim time ido kvarenja ipromere
kvalitetasira

S obzirom da je u ovom radu sa povrgine i un-t
razlilitih vrsta z¢tabeg 4, §, 6) Mihovm iprisustwoou gra biibitoa ma
nepogeljno

Jasno je da dodavanju tartufa uoipwodnji sira mora prethoditi neki od tretmana njegove
dekontaminacije, a sa druge strane, <cilj je s

551. Mi krobi ol ogki status tretiranih tartufa

Uovom radu razmotren je aspekt desbezbedhoatimnsa c i |

druge strane pralen je | sastav aromatil nih
bezbednu primenu tartufa u proizvodnj.i Sire:
naj bezbedniji nal i n pr i pk autoklavirangar tartifa | postupak b r a1

flambiranja (potapanje u alkoholu i spaljivanje na plameniku).
Rezutati mi krobi ol ogkog statusa tartufa nalk3in tr ¢
grafikonu 1.

Tabelal3.Mi kr obi ol o g kprei nakbnatretimana dekomtamindcige

Sv e(gfu/g) Flambiran Autoklaviran
(cfu/g) (cfu/g)
Ukupan broj mezofilnih 1,2 x10 5.2x 10° -
Aerobne sporogene bakterije 2,5x10 1,7x1C -
Enerobakterije 1,3x 10° - -
Koliformne bakterije 2,2x 10 - -
Sul fitoreduku 6,2 x10 1,1x10 -
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S
6 | Ukupan broj
oL _ mezofilnih
=3O B Acaobnesporogene
= -
2 bakterye
. @ Enerobakteryje
%3 -
j . CKoliformmebakterne
| T | — C Sulfitoredukujuce
0 ’ ’ klostridije
SVezZ flambiran  autoklaviran

Grafikon1. Logaritam broja miroorganizama u tartufima nakon tretmana dekontaminacije

Kao gto je bilo i ol ekivano, postupak dekont a
je postignuta potpuna sterilnost, dok je postupak flambiranja pokakdte v eoma dobar
Kod svedgeg tartuf a, koji je bio dgugamezofileht k o m

bakterijapre tretmanakoji se postupkom flambiranja smanjio na nivo od &fi/g. U okviru
ukupnog broja mezofilnih bakterija damantne su bile vrste rod2acilus koj e su u sve
bile na nivou 10 cfu/g, a nakon flambiranja broj je bio 4@8fu/g. Enterobakterije i koliformne

bakterije nisu detektovane u fl ambiranoi tart
cfu/g. Ov i rezul tati su bili ol ekivani, S obziro
povrgine i unutragnjost. as kokar paBaqgillesktabelaa n o 0
5.Do slilnih rezult atisupmkazaldda grisustvdi, <brgteogakteri@,ut or

sporogenih bakterija su veoma rasprostranjeni kodestivurra (Barbieri et al., 2005). Nazzaro
sat (2007) su pokazal T aestwvunsagojaarod kgtaundm oadl laldofpdciia, pr o
laktokoka, mikrokoka, klostridija i enterobakterija. Ukupan broj mezofilnih aerobnih bakterija kod

svegdernizvat artufa raliliti H10cfug (Barbigr et all2D0s, u g
2007; Nazzaro et al.,020 7 ) . T a k oilsar: ,(2008 aw pokazalo da kod. aestivumbroj

mi kroorgani zama u peri odu A€de biokosttaongt adno, 300s.i nd a
enterokoka | iji se sadrgaj povel ao | eufaisu i pu
opi sane najleglie kao bakterije rizosfere kor ¢
2005) . Koli ko askokarp tartufa predstavlja re

potpuno razjagnj eno.iddNedao ¢ brouprisine mezofime rsikuoflopeo k a z
njenom ponaganju na niskim temperaturama mog.L
tartufa(Liu et al., 2006).

Ovakve analize su veoma korisne, i nekopistdmja u v
prisutna mikroflora, koja je vezana za tartuf
trajanja. Kaaltaglticar s Y 20®KBg z &loid $azlilitih vrst

T. aestivum t o k o m -8 dawvaman4Cadola&i do brzog porasta broja prisutne mikrobne
popul acije, a nakon 18%8cfdagna Mirkajobd @3 toigkea minad
smrnutih na204C , a pot omiClpokazalanjé dmanjeaje bdoja prisutnih bakterija tartufa,

dokj e |l uvanj dawel madd povel anj ah,lgde@jdanindnm& t er |
mikroflora pripadala psihrofilnim vrstama.

Razl il iti autori su ispitival: primenu razl.ii/|
p ost up adnjaibautaklavganjgdSaltarelliet al 2008), pa i neke od 8sticiranih metoda kao

gto je zral enje @taam2007zReaeetialm2009) Nabzramada se tartufi
konzumiraju bez termi|]kog tretmamniati nmiolhollinc
tartufa, a prioritet, dati garanciji bezbednosti za konzumente, nad senzornim svojstvima.
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56, AROMATI LNA JEDI NJENJA TRETI RANI HAROMETUFA |

Razvojem novihinstrumentalnibme t oda za i dent i fi kajednjenja, bros par |
aromati | nishe jpeadvienljeevng,a pa | e i u ovom radu d
nakon tretmana dekontaminacije, od kojih su izdvojena 26 jedinjenja koja su prikazani u tabeli 14

Tabelald. Ar omat i | na | e dmakoptetmgna u t art uf i ma
S v e §| Flambir | Autoklav | Opis mirisa
Jedinjenja | Formula | RI R.T.min [ tartuf | ani irani (Feng et al,
Relativni udeo (%) 2019)
SUMPORNA JEDINJENJA
Metantiol | o, o 666 1266 | 040 | 0,76 0,01 l*f“ pus,
uvani krompir
Dimetil-
sulfid CoHeS 737 1,418 | 397 | 015 0,62 Tarstﬂ‘;]k‘éfus'
DMS P
Dimetil-
disulfid CoHeS, 1057 019 | 014 0,08 Tarkt;gfi ﬁpus’
DMDS
Dimetil- .
trisulfid CoHeSs 1373 | 16712 | 001 | 001 tr Targ‘;']iblﬁ:l luk,
DMTS
3-Metiltio-1- CiH1OS 1724 017 0,05 0,01 Vino, pell luk,
propanol Sir
ALDEHIDI
Acetaldehid | 1 686 1,294 | 632 | 868 | 1034
2-metik C.H:O 816 1655 | 526 | 1544 28 Sladovina
propanal
2-metil CsHi1 O 889 2344 | 955 96 7,08 Kako, badem
butanal
3-metil- Legni k,
butanal CsH10 911 2511 | 743 | 738 5,32
Heksanal CeH1,0 1068 5772 | 030 | 028 0,42 Ligle,
slatkasto
2-metil-2- Vol no,
butenal CsHgO 1076 6,132 0,00 | 0,00 0,00 legni
Heptanal | -, & 1177 9771 | 047 | 049 0,32 Sveg, n
zeleno
KETONI
Zbutanon | 4, 880 2230 | 167 | 136 | 035 S'amig gta
2,3 Maslac,
butandion C4He0, 994 3,289 0,56 0,17 0,96 kremasto
2,3
. CsHsO, 1056 5316 | 015 | 011 0,03
pentandion
3-oktanon | CgHyO 1257 | 12693 | 249 | 099 0,01 Lavanda,
pel urk
ALKOHOLI
Etanol C,HeO 922 2614 | 1836 | 5888 | 2636
2-butanol | C4Hy O 1023 4253 | 001 | 001 0,01 Plastika
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1-propanol | 4, 5 1034 | 4503 | 064 | 069 0,43 Slatkasto
2-metil-1-
propanol C4H10 1089 6,390 1,02 0,13 0,34 Vino
2-metil-1-
butanol CsH10 1215 10961 | 0,07 0,06 0,02 Sir
Beli luk,
l-okten3-ol | -1y o 1467 | 18930 | 164 | 305 0,22 pel ur k
zemlej i
FURANI
Furan C.H.0 804 1573 | 097 | 037 0,17
3-metil-
furan CsHeO 856 1,995 0,01 0,04 0,00
2-furan
metanol CsHO» 1673 22,003 0,2 0,23 0,06
2-pentik Vol kas
: P CsH1,0 1229 | 11827 | 000 | 0,00 0,00 zeleno,
uran ..
zeml ji
Rezultat.i sadrgaja aromatilnih jedinjenja wu
pokazalidajeupogledusgdaj a i zdvojenih jedinjenja, fl amb
aromatilne matkerufetaktaetpbdbkazao kod szdr gaj

metil-1-propanola i 2,3butanediona.

U odnosu na aromat i
sumporni h [ ' '
sumpornih

|l na jedinjenja svegeg tar

ja sadra@aijjame tDMSBt iba loa maing i v
ja je bio pribligan.

Gt o s e til aj a al dantbiidani pPokazdlud a s @ «
acetal dehi dnati-propansdaa d r gayelao | ak triapuafa. u %a
ostalih aldehida kod svegeg i flambiranih tar

Sadr gaj ketona kod flambiranih tartufa se ni|j
k od s a-oktagoag, koji S8 smanjio jedan i po put.

Kadajeupitanu sadr §aj al kohol a, relativni udeo et a
na ostale al kohol e. Kod autoklaviranog i flar
odnosu na sveg tartuf, nar ol i tamok @ad bfi loambiir ap
odnosu na sveg ‘tartuf. To se delom moge ol

podrazumeva potapanj e pl odonosnog tela tart.
fl ambiranim tartufi ma se -pken3eokoa,dwa jputianap ovvae
formiranju arome tartufa.

U pogledu sadrgaja furana nije bil o Igparkiiaaj ni l
jedinjenja tartufa su bila predmet i shttehrakgi v an
za identifikaciju dobijeni podadd a j e mogul e i z dvT aebtivuma70 KodT, e d i n
melanosporura ( D2 az et a [T..borchii G0KBJ T, magnatumiGacthini et al.,

2008).
Vegtal ka aroma kojadnjei pjradreerjwairai juamtre i Zivr eV ;
komponenti, gto 5 e prikazano u tabel:i 1
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Tabelals5. Ar oajedinjenjane gt al ke ar ome

Jedinjenje R.T.(min) | Peak area| Peak% Relativni udeo
(%)
Monometl karbonotritioat 4,07 1767012 0,48 0,46
Dimetil-disulfid DMDS 5,214 620567 0,17 0,16
2,4-ditiopentan 13791 3,65E+08 100 94,91
Sirletna ki s| 18873 1339861 0,37 0,35
N1 21,934 210628 0,06 0,06
N1 26,501 15620433 4,28 4,06
Aromatil ni sastav vegtal ke oamaotmel njosst po kaz pad

jedinjenji ma. N & jedmpeiijui 2,4ditidpergan ga relatjvrand ualelom od 94,91%,

dok je DMDS bio zastuplien samo sa 0,16%. Prema literatupudacima, poznato je da se
prisustvo 2,4di-tio-pentana vezuje sam z a ar oamedjeé belog &rtufal. magnatum
(Spinnleret al., 2001 Splivdlo et al., 2012Stojnik et al., 2020)

Vegt al ka ar oma, koja je koriglilena u ovono radu
aroma crnog tartufa. Ovakva pojava gavor tome koliko su proizvta | i vegtal ki h
neinformisani o pripadnosti odteni h ar omat i U odrdlenim] vesthran tprieifa. | Sa
obzirom da je miris belog tartufa mnogo cenj
ovom jedinjenju je imalo za pretpostavku da proizvod sa dodatkom ove arome treba da ima
pri maml ji v mi r ilstim, zezultgh senzome) aréne ovogNMagla su pokazabuda
ocenijpirvegloiznavali ovalj miris kao neprirdc&dan i
siru.

57.MI KROBI| OL GTARUS SIREVA

Kada se radi 0 mi krobi ol ogkom statusu Sire\
mikrobiolog k u b ez bendmngasitenu, a drugi na aktivnost b
delom odgovorne za pravifiue r ment aci j u i proces zrenja Sir ¢
prati se broj starter kultur a, a ukoli ko su

prisustvo u dovoljno visokom broju, koji je potreban da bi se zadovoljio probiathlavstveni
efekat(Salminen et al., 1998).

Gto se tile bezbednost:i sireva sa dodatkom t
opasnost un o gnaEknoprganizareapsarjueptoigvodnijh sireva, pa su stoga primenjen
tretman dekontanmacije, koja su opisana u odelj&Lb.

S obzirom da proces autoklaviranmo dr az u mev a pot punu steriliz
kontaminacije tartufima nakon ovog nalina ter
se posebna pangann af lodbmbaitria mjaa .t rlemaj ul i u vidu ¢
povrgina tartufa veoma neravna, postoji opas
druge strane, sam postupak proizvodnj e sir e
mi kroorgani zmi ma, pa se kao uobi | ajeni par a
enterobakterija.

Zbog svega navedenog, kao parametar hi gijene
aspekta bezbednosti, ispitivano je prisustvo sporogenih i t or edukuj ul i o kI o:
opgtim i posebnim uslovima higijene heGBOpne u b
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S

Tabel alé6. Mi kr obi ol ogkzitenjsst at us
Varijanata Broj mikroorganizamdcfu/qg) |
sira Lb. plantarumb64 | Starteri | Enterobakterije Sulfitor
klostridije
K 3,9 x1¢ 6,1 x16 - -
SV 3,5 x1¢ 5,5 x1¢ - -
SM 4,2 x16 5,8 x16 - -
SVA 1,9 x1d 6,0 x10 - -
SVF 2,7 x10 2,8 x10 - -
SMF 2,1 x10 2,2 x10 - -
Tabelal 7 . Mi Kk rstaths sioeVangk&n 60 dananja
Broj mikroorganizamacfu/
Varijanata ) 9 {ctu/g)
sira Lb. plantarum564 Starteri Enterobakterijeg S uklloétril dijte or
K 3,6 x1¢ 6,1 x16 - -
S\ 3,1 x1¢ 5,4 x1¢ - -
SM 4,0 x1¢ 5,8 x108 - -
SVA 1,8 x1¢ 6,0 x1¢¢ - -
SVF 3,5 x10 3,6 x 10 - -
SMF 2,2 x10 2,5x 10 - -
Tabelal8.Mi kr obi ol ogki st atzremga sireva
.. Broj mikroorganizamdcfu/
Varijanata roj mikroorganizamdcfu/g)
sira Lb. plantarum564 Starteri | Enterobakterijg S ukllosf,tril dijte or
K 1,1 x1¢ 4,1 x16¢ - -
S\ 2,9 x16¢ 4.4 x16 - -
SM 3,0 x16 3,8 x16 - -
SVA 1,3 x1¢ 4,5 x16¢ - -
SVF 3,7 x10 3,8x 10 - -
SMF 2,8 x10 2,9x 10 - -
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Grafik 2. Promene brojatarter kulturaokom 90 dana zrenja sireva

Rezultati su pokazali da u svimarzima sireva tokom 90 dana zrenja, nije detektovano prisustvo
enterobakterija, gt o j e potvrdilo da j e po
kriterijume. Takole, odsustvo sporogeni h sul fi
pravino sproveden.
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10 dana IS‘Urc!_;ng 90 dana

Grafik 3. Promene brojpotencijalnog probiotiké&b. plantarumb64tokom 90 dana zrenja sireva

Starter kulture u proizvodnj.i sireva imaju pr
veoma vagnu ul ogu ugdea ocmapu zvehiki stnelaj
svojstava sireva, ¢gto se sveukupno odragava n
Na samom pol etku i kasnije tokom zrenja sir
varijantama sireva bile prisutne u visokom brop® 8ogaritamskihjedinica. Kada se detaljnije

analizr aju rezultati, primeluje se da su varijan
tartufima i male od pol etaktamskihfedinica, dok g kol ostahhj a b
varijanti (kontrolni $ r bez tartuf a, i varijante sa aut ok
broj starter kultura bio na nivou od 8 Byggamskihjedinica.

Kako starter kulture svojim metabolizmom, gl i

ul estvujiuohue nsiviisnkibm procesima zrenja sireva,
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u formiranju senzornih osobina sireva. S obzirom da je taj broj u svim uzorcima sireva bio na

visokom nivou, bilo je za olekivagitodauserm®mzao
senzorne ocene sireva kasnije i pokaizabek 23i 24).

Kada se radi O varijantama sireva sa dodatim
i e | detgkmvanih starter kultura, koji se za ceo 1 log razlikovao od ostalihnigrjjastavlja se
pitanje gta je stimulis®ogtmmaotvaktaar trerzald adyv
dalja istragivanja nisu igla u tom pravcu, mo:

rast bakterije mhvelgmaeakisehiodéyuy pnzima tartuf
tretmanom pripreme tartufa (flambiranjem).
S obzirom da sirevi predstavljaju sredinu bogatu laktozom, proteinima i mastima, uz prisustvo

mikro i makroelemenata, koji su neophodni kaoak&ft o r i aktivnosti enzi me
enzimi tartufa 1 mal. obezbelLen i substrat i k
jedinjenja sira u niga jedinjenja, koji su bi
jedoprinelo povelanju njihovog broja. Sa drug

aminokiselinama, vitaminima masnim kiselinama, mikroelemen{@haMahamdi 2011Dundar et

al.,, 2012))mogl o bi se predpostaviti fhldorajrasta mktemja t ar |
ml el nih kiselina.

Ove pretpostavke imaju realnu osnovu, ako se sagledaju rezultati koji govore o koeficijentu zrelosti

sireva(tabela20),gde j e pokazano da su ovi koeficijen
dodatim flambiani m t ar t uf i ma, odnosno varijantama sa
Kao dodatni razlog povelanja koeficijenta zre
povel ane aktivnost [ broja bakt erdicp dodavdnj@ | n e
flambiranih tartufa. Ove konstatacije nas mogu navesti do nove hipoteze da bi dodavanje tartufa u
sirevima moglo dovest.i do ubrzanja procesa z
bioaktivnih komponenata sireva.

Slilno prroomean aimal ibj a starter kul tur a, degaval
kulture Lb. plantarum5 6 4 . S obzirom da je za probiotike,
dostignuti broj u svim varijantama od98logaritamskihjedinica je bio veoma zadovgj av aj ul i .
Uzimajuli u obzir da dnevni unos %p0ticebiigtas k ikha c

radi o siru, dobijeni broj probiotika u svim varijantama sireva je potpuno zadovoljio ovaj zahtev.
Dobijenim rezultatima se pokazalo da bi dmeunos ovih sireva bio dovoljan da bude samo 1

gram, kako bi se uneo zahtevani broj probi ot
u desetinama do stotinu grama, dnevni unos bi biocZéogaritamskg edi ni ce vel i od
Primenom pobiotika i ispitivanjem njihove vijabilnosti tokom zrenja holandskih sireva su se bauvili
mnogi autori(SuarezSolis etal.,2002pri | emu j e pokazano da su oV
za rast probiotskih bakt er bigtla.i u diugik orétaana sireva,p i t i
koj i i maj u kralipgper iiodneznmagnuj,a gidlei jgea oudor gi v o
znatno bolj e, zbog samih usl ova r aodeamanir obi
procenat solenjaidOngdtal, 2p0@)r i od =z

Kako je primena probiotika u hrani sve popul a

narolito za r egi oHermanas etkab, @i Raslulovid er ab.,|20LFago et al.(
201). Utom smislu,pimna aut oht oni h probiotika moge dopi

proizvoda (RaB@ul ovil et al

U ovom radu je primenjen autohtoni sop. plantarum5 6 4 , kKoj i je vel i st
razlilitih proizvoda od nost evkgasoja (P rdizaoringi nogurtaj e (
obogal endmasmiemaki selinama bila veoma dobra t
na nivou od & logaritamskinf edi ni ca, a takolLe i senzorna o0CE¢
vela od 90% odalmakest ana( R@adgulkovi i et al ., 2014
Veoma dobru vijabilnost ovaj s¢¢ pokazao i u proizvodnji kozjeg mekog sira, gde je tokom 56

dana Juvanja, Iboplasaunte4 dadsgawag nalogriiamskin v el
jedinica, a senzorna o ovog sira je bila ocenjena visaksa 99% od maksimalnog kvaliteta
(Radul o,2019. et al
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Visok nivo pregivljavanja ovog soja je dobije
tokomb56dana | uvanj a, nj eg o\ 6 log jedinicapassénaofniekvalited je ni v o
ocenesa 95, 41 i 98, 08% od maksi malno moguleg kv
(Miolinovil. et al., 2014

Bez obzira ¢gto anja kdj® seaodirosennp primehd. t plargagum 564 u
proizvodimaodmlekh i | a ori jenti sana na proizvode od ml
je bilo da (e ovaj soj pokazati dobru aktivn
disertacije

5.8.HEMIJSKI SASTAV SIREVA

Hemijski sastav i pH vrednost sireva poiz deni h bez i sa tartufi ma
dodavanjaprikazanisuu tabelil9.

Tabelal9. Sastav i pH vrednost sireva nakon 90 dana zrenja

\S/i";‘;”ama MM uP SM MSM VBMS pH

K 33,75(24,06162, 04[54, 4057, 29|5, 46 N(

SV 30,25|24,50161,85[(48, 9454, 70|5, 43 N(

SM 30,00(22, 78159, 51|50, 4257, 85|5, 44 N(

SVA 30,25(23,35161,56[(49, 1555, 12|5, 49 N(

SVF 30,50(24,72163,32[48, 1752, 78|5, 59N(

SMF 32,50(24,94162,22[52,220155, 94|5, 43 N(
MM-s adr ¢gaj ml edsmaer gnajst uka @Mislndpgaf eume -stmdregdjj e ma MSIM L
materiji; VBMS-s adr § a | vode U bezmasnoj materiji sira
Na osnovu sastava prikazanog u tabeli uol| ava
TakolLe, prema sadrgaju vode u bezmasnoj mat er
sireva, mada su blizu gr ani |)(Praniniky 2084d Navesienii Za
sastav odgovara grupi sireva holandskog, tgod i j e vagno napomenuti d e
faktora ukl jul ujulid i stepen zrelosti sastayv
Joi sar (2018), navode da se pH vrednosti komercijagihuda sireva kreflae u i

49

da je proselna vrednost 5, gto je u potpuno
Dodavanje tartufa nije znalajno wuticalo na s

kol il inu nji howacoaq utichio daatakanjaasastavPi subjstva sireva su veoma
oskudni i odnose se pretegno na wupotrebu razl
uticaj tartufa na sastav I Ssvojstva sireva ni

59.PROTEOL I T PARAMETRI SIREVA TOKOM ZRENJA

Zrenje sireva je poslednja faza u postupku pr
U ovoj fazi odvijaju se brojne biohemijske promene koje obuhvataju promene na proteinima,

mastima i ugljenim hidratimaa doprinose formiranju velk g broja razlilitih
doprinose definisanju senzornih svojstava si.
segment zrenja sireva i obuhvataju giroki s ku
i kompleksnosti, predatv | j aj u preovl alujuli deo zrenja si
| esto oznalavaju kao zrenje sireva u ugem s
nastaje vel i ki br oj razl il itih produkat a r a
obel egava nastanak polipeptida, zatim peptid
hidrolize protein, javljaju se aminokiseline koje se u kasnijim fazama mogu razlagati do brojnih

jedinjenja. Ko d , protedizaisd adtija uarz v r bt & onsai ongjvumuu tii | e
br oj faktora kao gto su sastav i pH vrednost
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enzi ma, temperature koje se koriste tokom te
zrelosti odamagmemaldo i ne vR Ulag,2 02009) .

Pepti di koj i nastaju razgradnjom kazeina tokc
rastvaral a [ na osnovu odabira rastvaral a [
odrelivanjpet isdaad rrgaazjlai |lpiet e veliline. Najzastupl
peptida koji nastaju tokom zrenja sireva je Vv
sadr gaj u vodi rastvorljivihkazonoi sempatr emgie] &
pepti de, kao i ami noki seline, Koj i nastaju
aktivnogiu himozina i pl azmiSneat raa us emadnapidnja jnvee
rastvorljivog azotaRN,| i n ei doie pkoj i n a s tikgzeina debowagjemahiinozinaiin = U
bikazeina pod uticajem plazmina (Miolinovil, 2
Sadr gaj u vodi rastvorl jivih azotnih materi]j e
primarni h pr ot e o likuj¢ selukzavisnosg ndwvnste rsiea., Odmicanjeen Zerioda
zrenja sireva i favori zovanjem proteolize pov
Sirevi sa dugi m i izragenim periodom zrenja i
pei odom zrenj a. Sadr gaj u vodi rastvorl jivih

ukupnim azotnim materijama. Ovaj parametar se naziva koeficijent zrelosti sira (KZ). Kod

pojedinih Vvrsta sireva koeficijese poekbavh
odmicanjem perioda zrenja.

Proteoliza sireva bez i sa tartufima je ispit
odnosno koeficijenta zrel ostitfabelikBkon 90 dana z

Tabela20. Koeficijent zrelos (KZ) sirevanakon 90 dana

Varijanta sira RN UN KZ

K 0,5444 3,77N0 14,4400, 0 €
SV 0,5694 3, 84N 148N 0, 3 3
SM 0,5946 3,57Nd0 16,60, 7 ¢
SVA 0,5235 3,66N0 143N 0, 1 6
SVF 0,9538 3, 87N¢C 246N 0, 6 8
SMF 0,9970 3,91N0 255371, 01

RN-rastworljivi azot u siru; UNukupan azot u siru; KKoeficijent zrenja sira
Kao gto se wuolava iz tabele wustanovljena | e

ispitivanih sireva. Naime, kontrolni sir kao i sirevi proizvedeni sa autoklaviranim tagufilo pre
ili nakon smrzavanja su imali koeficijent zrelosti u interval od 14,31 do 16,67%. S druge strane

sirevi proi zvedeni sa flambiranim tartufima b
su pokazal:i z n atlzeelpstiloo jvie | s e kloredtiaod je@ i nterval
smo napomenul i stepen zrel osti izragen preko
varira i razli kuje se u zavisnost.i od razlil:

sievm hol andskog tipa se kr el e odmosno 24 redeljeaztenja 1309
(Miolinovil, 2015) .

Prema nagim saznanjima | iteraturni podaci 0
postoje, gto ovom rshdlitakdde jie @towama umaequi mg ftoi
| pak, poslednjih godina su aktuelna istragiv:
vrsta zalina kao i njihovom uticaju na svoj st
vista bilni h dodataka se vragi u cilju poboljganj a
senzornim svojstvima, kao [ radi ostvariva
funkcionalnih svojstava (El Sayeet al, 2019). Pored pozitivhog uticaja na semzomisvojstva

sireva, upotreba zalina moge i mat.i i znal aj a
razmatramo uti caj dodataka na tok i obim pr

nekol icini sireva kao (¢(Ciocasmn i daugiEl-Sayed stajl2@201u r i

Gez mil ar aX020darak eDeveci,2019).Tarak éDeveci,(2019)su ustanovili da stepen

proteolize zavisi od vrste zalina koji se Kk
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ustanovlien sadedc i ma kao gto su crni Ki m i bi ber . Ka
navode povelanje aktivnost.i prisutnih bakter:]
turskih sireva kerkez proi zved eaeribdsiljak, &orijandez,| i | i
su pratiliGe z miTar a2020eé , Ust anovi | i su povelanje obi ma
proizvedeni h sa biberom i ki mom gto ukazuje
zrelosti je ustanovljen i tokom zrenjRas sira proizvedenog sa crvenom jalapeno paprikom u

p or e Lasrgmubezsdodataka (Blayed et a] 2020).Aut or | smatraju da | e
obi ma proteolize usled dodavanja paprike pove

Promen e pr ot eamindtatairdvk bezi saptartufima su razmatrane UREA elektroforetskom

metodom i rezultati su prikazani na sfgd.

El ektrofori@dzani jekédi melhkda za razdvajanje nae
ret

I
S

razl il itedipakredtelkjtirmdsasom pol j u. El ektrofo

i zul avanju odnosno | edan od naj bol jih nal i n
makr omol ekul a, prvenstveno proteinaeipoastkdijei n
razlilitih elektroforetskih tehnika kao gto
razdvajanje vrgi na | vrstoj podlozi, | esto po
Urea PAGE je veoma podesan al at ijumazgemnaosuevaa v an |

Razdvajanje frakcija koje nastaju razgradnjor
odnosa naelektrisanja i mase molekula. Obzirom da su elektroforetske frakcije kazeina veoma
slilnih molekulskih mdaaglsesmarondosezdappdesna
sireva u odnosu na SDS PAGE. Urea je atrakti
preligiavanju va¢iMi | koalbiviinaz2pndtei

;_ — o — — il = ﬁ.i produkti

PR S— (N "~ razgradnje
>ow b ow B kazeina

- - » B kazain
| > ay kazein
produkt
’ razgradnje

a, kazeina

A

K sV SMm SVA SVF SMF K* SV* SM* SVA* SVF* SMF*

Slika31. UREA PAG elektroforetogram sireva nakbbi 90 (uzorci sa *) dana zrenja

Razgadkpaeilna se odvija postepeno pri | emu se
i zmelLu-PRBE823 pri | e mug | nkazeih €24199). pJedaljem tdkiu razdranje
peptsldazeth (24199) ® hi drolizuje u srenje i male p
siril a, nativnih enzi ma i e Nz i imAar arg e&kmmriojoa gjae i 1z
frakcije u odnosu na druge delove kazeina.

Kao gto se sa sl i ke edmezkehja svih cpitieanilo gireva maazi doo | a v
razgradnje Us1 i b kazeinagtuo oder el esbima dwb i ma
koeficijentu zrelostida j e i zragenija proteoliza sireva kit
U literatui nemapodat aka o toku proteolize sireva koj
pretpostavka |Jje da fl ambirani tartuf.i sa sob
povel anom obimu proteolize. Enzi ms ki asizama e mi
koj i se mogu nali ,wa stiataja erzime. ®vakvimrezultatir su ddnékle &
ol ekivani S obzirom da je ovakav nalin pripre

porelenju sa autoklaviranpeogt kwai pwviesadioaa nmi ki
mi kr oorgani zme Kk oTJarak ¢ Ddvecil(20199;mchvbdet wWfaa.j e naj
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razgrabagei a ustanovljen tokom zrenja sireva
i biberom (isot pepper), dok jsmanjen obim hidrolize ovog dela kazeina ustanovljen kod sireva sa
crvenim biberom, kimom i paprikom. Autori smatraju da je tok i obim proteolize usko povezan sa
prisutnom mikrobiotom odnosno da antimi krobn
proteaznu aktivnost mikroorganizama prisutnih u siru. Ipak, za owdnjé/potrebna su dodatna
istragivanja kako bi se detaljnije sagledao
tokom zrenja sireva.

Tokom zrenja sireva |lreaz @r apdonvjeaz afm a k aae iankat i jven

pl azmina koj i preferira hidrolizu ovog del a
postupka proizvodnje kao i sastava sireva zavisi i stepen razgradnje ovog dela kazeina. Kod
pojedinih suregwajkaosfgtosirevi Pl tvrdi it a
temperature dogrevanjak t i vnost plazmina je veoma znal ajn
kazeina. | pak, kod velikog broj aojdinrae vpar i ykaldjatl
eksperimental ni sirevi, razgradnja ovog sdel a
kazeinom fli ol i novyvPLU[l a202009) . Sa el ektroforetogr a
zrenja nagih sirevajaklzwea niaz uwa (peomiejla nij az graa (
autori navode da razgradnja b kazeina zavi si
S tim u vezi,Tarak €éDeveci(2019)su wustanovi | i da je intenzit
tokom zrenja sirevi sa tamjanom, potom sledi sirevi sa kimama kraju sa biberom. Ovi autori
navodedgek od svih sireva sa zalinima izragenija r
Sirom, proizvedenim bez zalGerzaiTra$S la{RO2€koji sue z ul t
ustanovil i da tur ski Sirevi S as1i z abl iknai zneai niamauj u
sa kontrolnim sirevima bez dodataka. Stepen r
t ako naj i zdrnaj gseanting wstanovijenaytekom zrenja sireva proizvedenih sa kimom, a
najintenzivnija hidroliza b kazeina sireva sa
zavise od enzimskih sistema u si r wodaaka kbjios¢ i u
koriste tokom proizvodnje.

Dalja istragivanja su neophadnazakaladnbsnoezn
agenasa koj i ul es tkaljjiu potzirlewmjad sriazlvial i t i h dc¢
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5.10,AROMAT | AJEDINJENJA SIREVA
Analizom aromati | niokhomazreenjja jue sirtewmeljaned tpr i

koji h su izdvoj edetektovanaa tartkhfimp aakols mamrraeahja tretmana
dekontaminacije predstavljenauu tabelama&1 i 22.

Tabela21.Relativni udea r o ma jedinjenja uhsirevima nakon 60 dana zrenja

SV | Opis
. Formul R.T. K SV | SM SVF SMF A mirisa
Jedinjenja a RI min (Fen ot
Relativni udeo od ukupnih isparljivih 9
deo od L al,2019)
jedinjenja (%)
SUMPORNA JEDINJENJA
Kupus,
Metantiol | s | 66 | 1266 | 000|000| 000 | 000 | 0,00 | 000 io vrl
uvani
krompir
Dimetil- CHS Tartuf,
sulfid 2Me 737 | 1,418 | 0,00| 0,00| 0,00 | 000 | 0,00 |000| kupus,
DMS sumpor
Dimetil- Tartuf,
disulfid CHeS, | 1057 0,00 | 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00| Kupus,
DMDS beli luk
Dimetil- Tartuf,
trisulfid CHeS; | 1373 | 1671 | 0,00| 000| 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00]| beliluk,
DMTS crni luk
3-metiltio-1- | CiHiO | 475, 0,00| 000! 000 | 000 | 000 |000| Vino. beli
propanol S luk, sir
2,4 1281 0,00|0,00| 000 | 000 | 001 | 013
ditiopentan
ALDEHIDI
Acetaldehid | C,H,O | 686 | 1,294 | 054|051| 045 | 135 | 1,65 | 077
2-metik CH:O | 816 | 1,655 | 0,00/ 000| 000 | 000 | 000 |000| Slad
propanal
2-metik CH,O | 889 | 2,344 | 003 1,1 | 08 | 31 | 48 |0,02
butanal
3-metil- Legni
butanal CH,O | 911 | 2,511 | 0,19]1,30| 0,89 | 3,40 | 4,58 | 0,13 9
kakao
Hexanal L g !
CeH,0 | 1068 | 5,772 | 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 voli e
slatkasto
2-metil-2- Vol n
butenal CH:O | 1076 | 6,132 | 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00| badem
Il egn
Heptanal | i 5| 1277 | 9,771 | 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 zsel\(/an?)g
Benzeracet | CgHsO 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
aldehid
KETONI
Zbutanon | -5 | 830 | 2230 | 040|037 035 | 044 | 064 | 0,36 osg.;attk‘;r

65



REZULTATI | DISKUSIJA

23 CHO, | 994 | 3289 | 474| 95| 52 | 145 | 101 | 44 | Maslc
butandion kremasto
23 CHsO, | 1056 | 5,316 | 0,01] 0,02| 0,00 | 0,03 | 0,01 | 0,00 Kremast
pentandion
3-oktanon | CeH,O | 1257 | 12,69 | 0,01]0,02| 0,01 | 0,02 | 0,01 | 0,01 "pa‘(’aa?dﬁ’r
Aceton CHO | o 25 |3,25| 2,18 | 462 | 4,26 | 3,01
2-pentadion | CsH10O 0,00| 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00| Ustajao

CH.O
2-heptanon 1173 0,01 001| 0,23 | 0,01 | 0,08 |000| Pl ast
3-hidroksk2- | CiHGOz | 159, 17,4 182| 163 | 145 | 94 | 85
butanon

ALKOHOLI

Etanol CHO | 922 | 2614 | 74 |585| 18 | 24,3 | 22,4 | 54,2| Alcohol

CaH1O
1-butanol 1145 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 2,46 | 0,01| Slatkasto
Zbutanol |~ 5| 1023 | 4,253 | 0,00] 0,00 0,02 | 0,00 | 0,05 | 000| Plastika
1-propanol | ~ 1 5 | 1034 | 4,503 | 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2-metik-1- CH,O | 1089 | 6,390 | 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00| Vinasto
propanol
2-metil-1- .

CHp 0 | 1215 | 10,96 | 0,01] 0,02| 0,02 | 0,05 | 0,10 | 0,01| Sir, meal
butanol

Beli luk,
1-okten3-ol | CgH:eO | 1467 | 1893 | 0,00| 0,00/ 0,00 | 0,12 | 0,03 [0,00| pel ur
zeml j
Heksanol | CgHyO | 1371 0,00 0,03| 002 | 002 | 003 | 001
1-pentanol | CsH0 | 1220 001]005| 064 | 15 | 16 |002
FURANI

Furan CH,O | 804 | 1573 | 0,00|000| 0.00 | 000 | 000 | 0,00
f’dgﬁt"‘ CHO | 856 | 1,995 | 0,00| 000 000 | 000 | 0,00 | 0,00
2-furan: CHeO, | 1673 | 2200 | 0,00| 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00
metanol
2-pentik CHLO | 1229 | 11.827 | 0,00 | 0,00| 000 | 000 | 000 |000| VO! K3
furan zeleno
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Tabela22.Relativniudeoa r o ma jedinjenja uhsirevima nakon 90 dana zrenja

K |sv |sm|svk |smF|SY |Opis
Jedinjenja Formula | RI R'.T' — — A minsa
min Relativni udeo od ukupnih isparljivin | Feng et
jedinjenja (%) al,.2019
SUMPORNA JEDINJENJA
Kupus,
Metantiol CH,S | 666 | 1,266 | 0,00 | 0,00 | 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00 iu?/a"mr
krompir
. . . Tartuf,
D'mgtl'\'/l';“'f'd CHeS | 737 | 1418 | 000 | 000| 0,00| 0,00 | 0,00 | 000| kupus,
sumpor
Dimetil- Tartuf,
disufid DMDS | CHeS: | 1057 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 [000| Kupus,
beli luk
Dimetil- Tartuf,
trisulfid CHeS: | 1373 16712 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00| beliluk,
DMTS crni luk
-metiltio-1- | CiHilO | 1754 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 000 | 000 Vino. bel
propanol S luk, sir
2,4-ditiopentan 1281 0,00 | 0,00 0,00| 0,00 | 0,00 | 023
ALDEHIDI
Acetaldefid | CH,O | 686 | 1,294 | 1,38 | 1.42| 215| 47 | 301 | 28 | Mms
jabuke
2-metik CHO | 816 | 1655 | 05 | 05| 01| 09 | 02 [000| Slad
propanal
2-metil- Kako,
i CoHiO | 889 | 2344 | 03 | 1,1 | 18 | 71 | 78 | 03 | 2o
3-metil- Legn
ot CoHiO | 911 | 2511 | 067 | 44 | 1.4 | 89 | 96 |089| 59
Li gl
Hexanal CeH,O0 | 1068 5,772 | 0,00 | 0,00| 000| 001 | 001 |000| vol e
slatkasto
2-metil-2- Vol mn
CH:O | 1076 6,132 | 0,00 | 0,00 | 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00| badem
butenal .
Il egn
Sveg
Heptanal | CHyO | 1177 | 9771 | 0,00 | 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00| masno,
zeleno
Benzenacet CgHgO Gorki
e 014|000 0,00 | 001 | 000 | 000| o0
KETONI
2-butanon Slat.ko
CHsO | 880 | 2230 | 0,35 | 0,50 | 0,60 | 0,543 | 35 |046| ogt a
miris
2,3butandion | -\ 5 | 994 | 3289 | 525 | 106 | 185 | 243 | 196 | 9.3 I':"as'ac’
remast
2,3-pentandion| CsHsO, | 1056 | 5316 | 0,01 | 0,02 ] 0,00| 0,05 | 001 | 00 | Kremast
3-oktanon | CsHyO | 1257 | 12693 | 0,01 | 001|001 | 004 | 0,02 | 0,0 'E)a‘éalnds
Aceton CaHeO | 820 225275 5 | 33 | 25 | 55
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tokom perioda
U pogl ed

2-penanon CsH1 0 C5H100 0,09 | 020|0,28| 15 1,18 0.2 Ustajao
CH1:0
2-heptanon 1173 022 015|045 25 | 1,35 | 04 |Pl ast
3-hidroksi2- | CHsO; | 159, 287 | 244 | 275 | 245 | 276 | 24,2
butanon
ALKOHOLI
Etanol
CHsO | 922 | 2,614 | 583 | 454|381 | 391 | 221 | 555 | Alcohol
CaH10
1-butanol 1145 0,01 | 0,00 | 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00| Slatkast
Zbutanol |\ 5 | 1023 | 4253 | 0,00 | 002|001 | 041 | 032 | 000 Plastika
1-propanol | 4\ 5 | 1034 | 4503 | 0,01 | 0,00| 0,00| 000 | 000 | 0,00
2-metil-1-
propanol | C,HyO | 1089 | 6,390 | 0,00 | 0,00| 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00| Vinasto
2-metil-1- CsH,0 | 1215 10961 | 0,02 | 0,05| 0,05| 0,2 0,1 | 0,01 Sir, metal
butanol
1-okten3-ol Beli luk,
CaH1cO | 1467 0,00 | 0,00 | 0,00| 0,32 | 022 | 000| pel u
zeml j
CeH10
heksanol 1371 0,00 | 0,03 | 0,01| 0,00 | 0,00 | 017
1-pentanol CsHi0 | 1900 0,01 [ 001|003| 152 | 19 |0,01
FURANI
Furan CH,O | 804 | 1,573 | 0,00 | 0,00 | 0,00| 0,00 | 0,00 | 0,00
3-metil- furan | CiHsO | 856 | 1,995 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2-furan CsHeO, | 1673 | 22,003 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
metanol
2-pentiF furan | CsH,O | 1229 | 11,827 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 Vzglém')“
Analizom prisustva r 0 mu fedinjenjgeutviie no da s e
intervalu od 60. do 90. dana zrenj a.
razlika u prisustvu razlilitih | edanoijrsustoa,

sumpornih jedinjenja, aldehida, ketona, alkohalak furani nisu detektovanS obzirom da se

aromati |
odvijaju
razuml ji

zrenj e

Anal i

e

d
biti

Z0m

na

tokom

Vo | e

o 90
upr av

da
rezul t atStojnkisar (Ro20)p ok azavgi

da
o}
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zrenj a
j e

na
na

sumpornih
arome nije detektovano prisuso

re

OV O]
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| at i

sumporni h |
ut vr Leno 24pdtopsntasattoruo6Qd a n u
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flambiranim tartufom, a kasnije u 96anu ovo jedinjenje nije detektovario.maj ul i u vid
jedinjenje24di t i apentan osnovna komponenta u sastayv
se ovo jedinjenje detektovati u varijanti sira gdegeddat a vegtal ka ar o-ma. S
ditiapentan detektovanT. magnatunkao glavni nosilac arom@&plivalo et al., 2012Stojnik et al.,

2020, ovo jedinjenje nije ni bil o ol ekivano wu
flambiranms mr znut i m tartufom nije bila ol ekivana

biohemijskim transformacijama isparljivih jedinjenja u ovom siru, pogotovo ako se uzme u obzir da
ovo jedinjenjevige nije detektovanalo kraja procesa zrenja
Nedostatak sumpornfhe di nj enj a ni je bio olekivan kod svi

na senzornoj oceni sireva pokazalo da sirevi imaju prijatan miris na tartufer Me m, i maj u
vidu da se tokom srmavanjai termi | ke denkaat mtoa nd marsympoeeh s a d |
jedinjenja,d od at i tartufi u sir Ssu u startu i mal:]

slogenim biohemijskim promenama u siru tokom

se ova jedinjenja transformisala.

Interesantnoje aa z i t i da i u varijanti sira u kojoj |
jedinjenja, pogotovo DMS, koj i je u sv¥E¥%em t

(tabela8) gt o potvr Luje pretpostavku masiradrensfamisalo ] e d i
pa samim tim nije ni detektovano. S obzirom da u literatema podataka o promenama isparljivih

jedinjenja u sirevima sa tartufi ma, ne moger
mogemo samo pr at i totkrivalitoaprosenamal isparljivih jedinjenja sireva
holandskog tipa bez dodavanja tartufarema podacima Vabeuveni sar. (2008) , ut vrl

se sadr gaj sumpornih jedinjenja povelava tokc
metantiol u sru starom 6 nedelja nije detektovan, a sa zrenjem u siru od 4 meseca do 10 meseci
starostis adr g aj ovog jedinjenja se povelavao. DMS
6 nedelja do 10 meseci, dok su jedinjenja DMDS i DMTS detektovana unwdagiama zrenja i
kasnije se njihov sadrggaj povelavao.

Detekcija aromat i | nnogome zavisiadrnlajl ii vwiah erkastt ataikjta | &
detekcije, pa SsSu mnogi autori dobijali V e 0 ma
zavisno odehnike koju su primenjivali za njihovu ekstrakciertuzzi i sar (2018)su utvrdili da

se DHS (dynamic headspace extraction), TD (thermal desorptiomSIH3E (headspace solid

phase microextraction), P&T (purge and trap), and SDE (simultaneoustigti#xtraction) mogu

detektovati sumporna jedinjenjaao gt o su DMDS i DMTS u razl:.
dobijenevren 0 s t | mogu znalajno razlikovati, zavisnc
Analizom relativhog udela ketan ut v r L e onabilajn@zasdphenija kod vajanti sireva a
svegim i zamrznutim f |l ambi r ahadunsa godacimauwfpiisuosevu ( SV
ovih jedinjenja kod tartufa pripremljenih za primenu u proizvodnji sirdabela 4. Tak o L e,
varijante sireva sa dodatimfleb i r anim tartufi ma, su i na senzo
u odnosu ha varijante sa autoklaviranim tartufima

Poredel podat ke sadrgaja aromatilnih ketona
svegim i smr znut i mrisustaat 8ukbtonena sirevima, \dak ljeeuntartufifnae bilop
identifikovano 4 ketonska jedinjenja. Povel an
biohemijskih reakcija, koje se odigravaju u samom siru tokom procesa zrenja. Ovu pretpostavku
potvr|lwrhjjeernica da je velina ovih jedinjenja i
| emu procesima hidrolize, oksidacije i esteri

kiseline i estri koji doprinose kompletnom mirisu i ukusu sirg@Mawijn et al., 2005McSweeney i

Sousa, 2000).

Jedinjene 2, ut andi on je aromatilno jedinjenje koje
met aboli zmom pir ogr(in@tlalg 20880k ius é li inp & nii cai tprodtva L
je ovo jedinjenje identifikovano i u kontrolnom siru béartufa (525%). Poznato je da se ovo
jedinjenje nalazi u sirevima holandskog tipa i nastaje iz diacetila i acetoina koji su povezani
reverzibilnim reakcijama, pri (Heegretal 201®) e pri j a
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MeLut i m, kada se pogledaju vrednost:i relati vn
ovog jedinjenja u sirevima sa flambiranim tar
sirevi sa autoklaviranim tartufima isilev sa vegtal kom ar omo m, a koni
ovog jedinjenja (5, 25%). Kod sira sa svegim

prisustvo ovog jedinjenja u odnosu na sir sa
jedinjenja u gievima sa tartufima je jasna posledica dodavanja tartufa, pogotovo kada se uzme u
obzir visok sadrgaj ovog (tabelald).Tr ebjaa i sPaléniaa mdiar
sar.(2003)t akolLe dokazal:| prisustvdaljeevog jedinjenj
Gt o se tilbeutjaendoinn,j emojgae 2se konstatovati njego
jedinjenja u svim varijantama sireva. U kontr
bio najnigi (0, 35%), adnbk rja@i m s$artubamsmsadu
deset puld ,a5%)el Evidentno je da je smrznut.i 1
aromati | ne komponente u siru. Kod ostalih wvar
(0,460,60%). ¥ 0o jedinjenje je inale prisut @owetal., pol
2018)iimaslatkeo gt ar mi r i s.

Na ralun smanjenja sadrgaj a al k-bhaandlaanastajs-2 var a
butanon (\Ahdatzadebt al., 2019) T a k o Lidi ,moga hadtatihod ugljovodonika male
molekulske masen@é primer,od butenalanastajebutanon (ozonolizom), odlkina, adicijom vode,

mogu da nastanu aldehidi i ketoni).

Za ovo jedinjenje je utvrleno da aestvuranfRalgoios s ma't
et al., 2012).2-butanon zajedno sa-lfutanolom je detektovan uglavnom u svim uzorciiha
aestivum pr i | e mu a u butanon smatsati markarondkaalitetae jer sv2 uzorci koji su
sadr gal i -butamonaksu imalivmeprijgami r i s zeml ji gt a, kor enj e
ut vr Leno v edcten3-pla, kopsu pokazati prilbvatljivu arom(Strojnik et al.,2020).

Kada su u pitanju ostali ketoni u sirevima od 90 dana,-pan2anon i zhept anon j e u
naj veltevprdmpats u uzorcima sireva sa flambirani
svegim tartufima bio veli. Takole, ova dva |j
manjoj zastupljenosti. U uzorcima sireva od 60 dana nije detektovaunstpas2pentanona, dok je
sadr-gapt @nona bi o znat n@oltaret@li 2006). odnosu na 90.
Jedinjenje ahidroksi2-butanon je jedinjenje koje nije bilo detektovano u tartufima za primenu u
proizvodnju sireva, dok je u sirevima detektovaneed&im udelom. U kontrolnom siru je prisutan

sa 28,74 %, a na slilnom nivou je bio i u svi
aromom (24,227,5%). S obzirom na ovako visok udeo ovog jedinjenja u kontrolnim sirevima, ne
bi s e mo ¢l da je ddedkvlanjeutartufa imalo uticaj na prisustvo ovog jedinjenja u

varijantama sireva sa tartufima.
Jedinjenje oktanon je detektovano sa malim udelom kod sireva sa flambiranim tartufom, a kod

kontrolnog sira i sira sa.veOQytoaljkeodm ngreonmoem i ny
miris na pelurke i t ak ol eT.sestivieripaacios @t alj, 20d2).i m o d
Gto se tile sadrgaja al dehi da u-mstibutanalidmetl- od 9
butanal, acetakhid i 2Zmetikpr opanal . Poredel i sadr gaj ovi h |
sireva, detektovano je da je najveldi relativ
fl ambiranim tartufi ma, pri | emu jomn udeo dvihsi r a
jedinjenja veli u odnosu n a-mstirbutanal,8Bmeslbutagal),m f |
gt o se moge obj asni(Palaciod et fil.le 2012)rd i Imetikbutarmlvpeelaze a o

u 2 i 3metil-butanal na niskim temperatuna . Na osnovu sadargaja ovi
da se smrznutdi tartuf moge uspegno primeniti,
vigem nivou u odnosu na sve ostale wvarijant
kontrolnoms r u, al i na najnigem ni vo(iabela2lpZ8nosu na o
Poznato je da je proteoliza pri marammmarazvgaa k ci |
procesima katabolizma pepaidslobodnih masnih kiselingMcSweeney Sousa, 2000 Smatra se

da mali peptidi i slobodne amino kiseline predstavljaju agense formiranja &aram® v el i ne s

(McSweeney iSousa, 2000). Nadalje, ova jedinjenja doprinose aromi sireva, kao prekursori
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nastanka i sparl jivi h | leodl, rsyngaornagedirfjenjai dgrfoai s u a
Rijnen, 200]). Putevi degradacija amino kiselina u sirevima su glavni procesi aktivnosti enzima
obuhvalenih procesi ma deami naci (MeSweehey Bousaa mi n &
2000) . T a k @ egradacijahStreokejvsokm degr adaci j om j e veor
javlja tokom zrenja sirev@rvon i Rijnen, 2001

Najzastupljenija jedinjenja u eksperimantalnim sirevima su bitaefll-butanal i 3metil-butanal,

|0 se sadr gaj flambismim tanufirmkretas ad 7,$78% § ismrznutim
flambiranim tartufima od 8;9,6%. Kod varijanti sireva sa autoklaviransirevima i sirevima sa
vegtal kom ar omom, sadr gaj ovi h | et80rzg 2metla | e
butanal i1,4-2,4% za 3metil-butanal. Ova jedinjenja su nosioci mirisa na&ek badem i |
(Feng et al.2019 i daju prijatan miris proizvodu. S
tatufaidanast aju tako gto i h sama mglnjoi Kka s<il ntnat ik
leucin i izoleucin (Erlichov put), a kasnije se mogu transformisati -deefl-butanola i 3metil-
butanola(Splivallo et al., 20%; Tal ou et al ., 1 9 9 Bneti-buTanak 8 L e |
metil-1-butanadl, acetaldehid i heksal mogubiti produkti metabolizama nekih bakteri@gmbet et

al.,, 2006) S obzirom da je u sirevima prisutna brojna mikrobiota starterskih i nestarterskih
bakterija, jasno je da veliki uticaj na formiranje ovih jedinjenja imaju i biohemijski procesi i
produkti metabolizma prisutnih mikroorganizam#abdatzadelet al., 2018).Ova konstatacija je
potvrlena iisar@@lyd koat i ma Poka?2-admetda bsuet asnaad rag a
tokom zrenja Gauda si r ev aaminblkidéling usimeyimageaenzimskk o r a
katalizovana reakcija transaminacije, koja se dalje nastavlja dekarboksilacijom ili Streckerovom
reakcijom, produkuj uYvdni Rimeg @0hMcaWeenéyeSouad, 20@0h i d e

Razgranate amino kiseline&ka gt o su i zol euci n, l eucin i val.
Strecker ovom razgradnj om, pr o d-u B-metilbutanal ira z gr &
metil-propanal Karilley i Casey, 2004McSweeney Sousa, 2000; YvonRijnen, 2001).

Ovi al dehi di doprinose stvaranju miRiners d00lha | e
| majuli u vidiBmedai | busadalyaj bRo znatno veli
fl ambiranim tarufi ma, mo § e tafiebili Rosiagrisehzant,kejiasun t i (
doprineli ovim rezultatima nastankaiZ-metilbutanala.

TakolLe i druga aromatilna jedinjenja karakte

jedinjenja tartufa, nprbenzaldehid koji ima miris gorkog badema,k o Le mogu Dbi t i
katabolizma aminokiselina (fenilalanin@jazelwood et aj 2008.

Gto se tile prisustva alkohol a, rezul tat. su
pokazale veli sadr gaj al kodhosiar asv ao,d n@msium nwa S
Etanol je bio najzastupljeniji kod svih varijanti sireva, koji nosi alkoholni miris i lako se
transformige u druga jedinjenja. Jedinjenja
sirevima su zoutanol, 2meil-butanol i tokten3-0 | . Sva tri jedinjenja s
sireva sa fl ambi r an i-butanblaio zastépljemjakod gra sa srhraumion | e
flambiranim tartufom iznosio04 1 %, a kod si r a swastasixa¢agti vr I0e R %d
j e s a-nhetigpaujt ah ol a bi o pZ2%bdigiamuisazavesegiomOt ar |

smrznutim tartuf om. Vagno ar o ma-okief3rolp koji ijed i nj e
detektovan ni u jednoj varijanti sira, osim kodasir sa svegim fl ambiranir
smrznutim tartufom 0, 22%. Kod sireva sa veg
navedenih jedinjenja. Jedinjenjantetil-butanol i Xokten3-o | i maju prijatan mi
ima miris na sir, a drugo fae | i | u kFemg etmle, POA9Rierma liferaturi, 3netil-butanol,
1-octen3-0 | i dr uga | e d-metifbaetanal,a3octenare, Heanal | asetaldeBid se

javljaju u vi ge o (btojikOetoal., s2020)h pwris tlae mitaecijesuCli ak o n ¢
isparljivih jedinjenja (2butanoni 2-butanol) ili C8 jedinjenja (tokten3-ol, 1-okten3-onei 3-

oktanol) u korelaciji sa klon/gena, a ne od genetskog klastera (Molinier 04b). U ranijim

i stragivanj i ma T. aestipuopt ovstlcejnio jdeak ak opdovezanost i
isparljivih jedinjenja i genotipa (Splivalo et al., 2012).
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REZULTATI | DISKUSIJA

Generalno se moge zakl juliti da su sirevi s a
udeo svih jedinjenja kajfa,sprvadrimung i &dir &I
neznatno vel.i sadr gaj ovih jedinjenja, | i me
|l uvanj a i pripreme tartufa za proizvodnju si i
rezultate sa rezulat i ma dobijenim za sir sa vegtal kom
ocene, u t susitewe sa dampiranimdtartufima, kao nosioci arome mnogo prihvatljiviji od

sireva sa vegtalkom aromom
5.11. SENZORNA ANALIZA SIREVA

Senzorne ocen@akon 1 i3 meseca zrenja svih varijanti proizvedemsiheva su prikazani u
tabelam&3i 24.

Kao gto je i 0 | ,&k&oii telesturas el zmgil jeed rsa z hanjsmbd sirevb.a | z
General no, S Vi Ssirevi s u jinsiegledord kil K eV alj iul adeé kv
preseku sireva je Dbilo nekoliko pravilnih g
(Miolinovil, 2020). Pored toga, na preseku si

Slika 32. Sir sa tartufima

Uti caj dodapraingrae mlajzdnii|h ttoaurapasdébao ukussireugmdkenil. n a

i 3 meseca zrenja. Najni ge ocene u pogledu mi
vegtanl kme gto se uol ava i sa najni gomMEW.enom
General no, mogemo iz prikazanih rezultata zalk
osim sireaproizvederlhis a ar omom. Takole, naj bolje ocenjer
sirevi proizvedeni sa tartufima koji su pripremljggostupkomflambiranp. Ovakvi rezultati su i

ol ekivani S obzirom da takav nalin pripreme

Ovwjeuskladusa rezultatima ispitivanja proteoliti

koeficijent zrelos.
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