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Projekt L£931(

Izdelovanje tradicionalnih méaih izdelkov predstavlja pomemben del v slovenskizvodnji
sira. Edinstvena aroma in tekstura teh tradicidhatmecnih izdelkov sta poleg spedifiosti
mleka rezultat fermentacije in zorenja sira podwgh mlecnokislinskih bakterij (MKB).
Ohranjanje naravnih mikrobnih zdruzb in speciiin sevov je zato pogoj z&uwvanje cele vrste
sirov, narejenih po tradicionalnih postopkih. Potdganjanja biolo3ke raznolikosti pa je potrebno
posvetiti veliko pozornosti tudi varnosti teh izdel. Ker za izdelavo tradicionalnih sirov toplotna
obdelava ni primerna, saj pov#ragubo raznolikosti naravne mikrobiote, jo je i@tino
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nadomestiti z alternativnimi postopki. Ena od mbzeSitev je uporaba mikrobnih zdruzb,
pridobljenih iz tradicionalnih sirov, ki so spos@iravirati patogene mikroorganizme in kvarljivce
ne da bi vplivale na Zeleno mikrofloro in ipe senzotine lastnosti sira. Med potencialne
kandidate za sestavo tako imenovaniltina® starterskih kultur spadajo bakteriocinogeni€B/
Ker je tvorba bakteriocinov pomembna kompetitivasthiost MKB smo p¥akovali:a) da bomo iz
tradicionalnih sirov z dobrimi organolefntimi lastnostmi lahko izolirali tudi bakteriocinage seve
MKB, kar je bila naSarva hipoteza. Poleg tega pasmo predvidevali da:b) bomo s primernim
izborom bakteriocinogenih sevov lahko sestavili mpEri narejene« starterske kulture, ki bodo
omogdile ohranjanje tiginih senzokinih lastnosti in istéasno delovale kot zé&ifne starterske
kulture, torej zagotavljale varnost sir@y,bo mogée z izborom in uvajanjem sevov s speci@
proteoliticno aktivnostjo v smeri tvorbe bioaktivnih peptidmed fermentacijo in zorenjem,
izboljSati prehransko sestavo sirov.

174

V prvem letu raziskav, ki je bil namenjem metoddlpgmo uspesno razvili 3 razhe metode za
direktno detekcijo antimikrobne aktivnosti (DDAA)drugem letu pa Se metodo pkete
citometrije. Za vpeljavo postopka DDAA smo najpregskusili dva néna, metodo direktnega
polaganja ka¥ov sira na trdno goji®, inokulirano s stafilokoki, in metodo spota nar@mi z
izvlecki iz sirov, ki smo jih pripravili po treh razinih protokolih. Proti-stafilokokno aktivnost smag
detektirali le pri metodi direktnega polaganjadaiy sira, izvi€ki iz sira pa so bili aktivni proti
enterokokom, neiinkoviti pa proti stafilokokom. Kot najboljSi & priprave izvi€ékov se je
izkazal postopek "kuhanja" v citratnem pufru. Prddvali smo, da delujejo v siru protimikrobne
snovi sinergistino, medtem ko se pri pripravi izélev iz sirov, bodisi dolgene protimikrobne
shovi (predvsem bakteriocini) ne izl ali pa razredijo do te mere, da izvéek ni inhibitoren za
stafilokoke. Za preverjanje antagorist sposobnosti mikrobne zdruzbe sira proti stadkokn
smo zato izbrali drug pristop. Uporabili smo metakanja/detekcije genskih determinant za
bakteriocine na skupni DNA, izolirani iz sira. Negpsmo optimizirali postopek direktne ekstrakcjje
DNA iz sira. Na izolirani DNA smo izvedli PCR pomitevanje za 19 bakteriocinov
mle¢nokislinskih bakterij. Genske determinante za biédtane smo detektirali v vseh sirih, v
nekaterih celo za 9 razhih bakteriocinov. Za potrditev viabilnosti baktsinogenih sevov in za
pridobitev zanimivih bakteriocinogenih izolatov, @mato iz 9-tih sirov (5 sirov Tolminc in 4
KraSki owji) pridobili konzorcije mikroorganizmov na radtiih selektivnih podlogah (CATC za
enterokoke, Rogosa za laktobacile, M17 za skuprmfihge ter termofilne koke). Sledilo je
preverjanje protimikrobne aktivnosti mikrobnih kanaijev in njihovih supernatantov z metodo
spota na povrsini. Kljub temu, da smo tako v dint,izoliranih konzorcijih, potrdili prisotnost
bakteriocinogenih sevov, smo z metodo spotov ugofeti-stafilokokni winek edino pri
konzorcijih laktobacilov, ki pa je po nevtralizadijsline v supernatantih izginil, zato smo sklépal
da so stafilokoki, vkljgeni v raziskavo, ne@litljivi za bakteriocine sevov, ki so sestavljali
mikrobno populacijo obravnavanih sirov.

Od Sstirih, uspedno vpeljanih metod DDAA, se jekajuspesnejSa pokazala direktna detekcija
bakteriocinskih genov v siru in mikrobnih konzoaitgjjpridobljenih iz istih vzorcev sira. Tej metodi
ki je predstavljala nov pristop k préavanju protimikrobne aktivnosti naravnih mikrobnih
konzorcijev, smo posvetili najg€asa in pozornosti (Objava: Tén in sod., 2008). V EU projektu
Truefood smo metodo uporabili za analizo vzorcevamrih sirov partnerjev iz @Ge, Nentije in
Francije (2 skupni objavi: Giannou, E., Kakouri, Bogovic Matijasic, B., Rogelj, I., Samelis, J.
2009. Fate oLigteria monocytogenes on fully ripened Greek Graviera cheese stored &2 dor 25
C in air or vacuum packages: in situ PCR detedafaroctail of bacteriocins potentially contributing
to pathogen inhibitiond. food prot., 72, 3, 531-538. Samelis, J., Lianou, A., Kakoéirj,Delbes, C.,
Rogelj, 1., Bogowt Matijasi, B., Montel, M.C. 2009. Changes in the microb@ihposition of raw
milk induced by thermization treatments applie@pto traditional Greek hard cheese processing.
food prot., 72, 4, 783-790.; 3 Se v pripravi).

Delo smo nadaljevali na mikrobnih konzorcijh in @eznih izolatih iz sirov, obenema pa smo
gtudijo protimikrobne aktivnos osredotcili na antistafilokokno aktivnost, saj Saphylococcus
aureus pogost kontaminent tradicionalnih poltrdih in brdipov sira.S konvencionalno metodo
gojenja in Stetja na selektivnih g@jis smo ovrednotili sestavo in velikost mikrobnihrazb v
vzorcih kraSkega @jega sira, bovSkega gega sira in Tolminca. Naklno izbrane kolonije smo
fenotipizirali z metodo PhP plédn predstavnike PhP skupin identificirali v regkEICR z vrstno
specifiénimi zatetnimi oligonukleotidi. Sestavo populacije enterkdw smo ugotavljali tudi z
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metodo PCR-DGGE na DNA, izolirani iz sira. Ne gle@emetodo tipizacije smo ugotovili, da med
enterokoki prevladuje vrsa faecalis ter med laktobacili. paracase (Objave:Canzek Majher

in sod., 2007; Mohar Lorbeg in sod., 2009). Telssrao tudi protimikrobno aktivnost izoliranih
konzorcijev in posameznih izolatov. Do zaklja drugega leta projekta smo izbrane konzorcije
preskusili tudi v "challenge testih". Mleko smtreh paralelkah kontaminirali& aureus, prvo
praralelko smo uporabili kot kontrolo rasti breisptnosti konzorcijev, v drugi paralelki je bil
dodatno prisoten Se konzorcij laktobacilov in Vjigaralelki celotni konzorcij sira. Tako
pripravijeno mleko smo inkubirali in sledili tempgurnotasovnem rezimu izdelave sira Tolminc
Pri poskusu smo spremljali rast irekislinskih bakterij, kontaminentd aureus in padec vrednost
pH. Tako konzorcij laktobacilov kot celotni konzipsta bila uspesna pri zaviranju raStaureus,
vendar inhibicije nismo mogli pripisati delovanjalteriocinov. Kogini zakljuiek te Studije je bil,
da kljub prisotnosti bakteriocinogenih sevc mikrobni zdrizbi tradicionalnih sirov, inhibicijS.
aureus ne moremo pripisati samo delovanju bakteriocinemve so bakteriocini le ena izmed
tehnoloSkih zaprek za razrast tega oportunist&dgrela je bilo teZavno tudi vzdrZzevanije
konzorcijev, ki so se s precepljanjem spreminfaltp smo se odidli, da pripravimo starterske
kulture z manjSim Stevilom izbranih sevov. |1z kortdj@ev smo osamili in okarakterizirali Stevilne
seve. Veéino bakteriocinogenih sevov smo identificirali kwsto Ec. faecalis. Ker spadéec.

faecalis s staliga varnosti med rizne vrste, smo vse izbrane enterokoke testiralirtagirisotnost
virulentnih dejavnikov. Ugotovili smo, da &iea izoliranihEc. faecalis nosi genski zapis za
citolizin. Ceprav smo z odsotnostjo hemolize potrdili, da g@tii neaktivni, smo raziskave
nadaljevali samo s sevi, ki niso nosili omenjerenay. Poleg sevadkc. faecalis smo vkljEili tudi,

s stali§a varnosti bolj primerne, seve vrée faecium, ki so tvorili enega ali veenterocinov A, B,
P. Izmed osamljenih laktobacilov sta se kot prdtiotino najbolj aktivha izkazala dva seva vrste,
Lb. plantarum. Vse seve smo v nadaljnem sklopu preverili Sals& tehnoloSke primernosti, pri
cemer se je u@na izkazala za primerne. Izbrane seve smo preilzkugevilnih "challenge testih".
Omenjene teste smo izvajali s kombiniranjem Stevilste in koncentracije razhiih sevov.
Razlicne kombinacije sevov smo sestavili v starterskaukellin v pilotnem obratu izdelali sire po
tehnoloSkem postopku za sir Tolminc. Vzporedno anmleka iste Sarze vedno naredili tudi sir
brez dodatka starterske kulture, ki nam je sludilkontrolni sir. Med zorenjem smo spremljali
razvoj naravne (nestarterske) mikroflore, predvskupino stafilokokov ter s porjo genetskih
metod prisotnost sevov, dodanih v obliki startetlaidéure. Na koncu zorenja smo sire tudi
senzorno ocenili. Na osnovi vseh rezultatov smo kot nggbzbrali 2 kombinaciji »po meri
narejenih starterskih kultur«, ki jih bomo ponugilpreizkus proizvajalcem. Starterski kulturi dobro
inhibirata rast mikrobne populacije stafilokokoakkeriocinogeni sevi pa ostanejo aktivni do konca
zorenja. Zakljdki teh poskusov so bili, da sevi vsekakor imajossiatiiokokno aktivnost, ki pa smo
jo zaradi nezmoZznosti detekcije v siru teZzko palpiaktivnosti bakteriocinov. V zakliem letu
projekta smo tako nadaljevali delo v dveh smereheh strani smo nadaljevali delo na "challenge
testih", ki smo jih izvajali v sirih iz termiziraga ali surovega mleka. Na drugi strani pa smo
uspesno vpeljali metodo za in-situ analizo izragdaktericinov preko reverzne traskripcije RNA|iz
sira. Poleg tega smo na novo pripravljene starekakure, sestavljene iz enega seva entrokoka|in
dveh sevov laktobacilov, preizkusili v pilotni sing kjer smo izdelali poltrdi tip sira. Pripravdimo
tudi shemo in broSuro z opisom tehnoloSkega postigulelave tolminca, ki bosta posredovani
malim proizvajalcem kot pontan vodilo zacimbolj kvalitetno izdelavo tradicionalnega sira.

Najvet raziskovalneg&asa pa smo v zadnjem obdobju projekta, v skladwgrgmom, posvetil
ugotavljanju prisotnosti bioaktivnih peptidov v ranih tradicionalnih sirin. Mkéni proteini so do
nedavnega veljali predvsem kot eden poglavitnilbwiaminokislin v prehranéloveka, vendar
novejSe Studije vse bolj poudarjajo njihovo vlogeoi mastanku bioaktivnin peptidov Z
multifunkcijskimi lastnostmi. Ti peptidi so del anakislinske sekvence prekurzorskih umia
proteinov (najvékrat kazeinov) in so v taksni obliki neaktivni, tegajo pa z encimsko hidrolizo
prebavnem traktu, med fermentacijo mleka s prdi&oimi starter kulturami ali med sam
proteolizo Ze fermentiranih mideih izdelkov, predvsem s proteinazami in peptiddz
mle¢nokislinskih bakterij. Posebna pozornost se v zatdrpsu zaradi vse ¥gega porasta bolezni
srca in ozilja namenja bioaktivnim peptidom z aptenzijsko (najvékrat ACE-inhibitorno)
funkcijo. Angiotenzinska konvertaza (ACE) vpliva rmviSanje krvnega tlaka s pretvorb,
angiotenzina | v angiotenzin Il (renin-angiotenkiega sistem), ki je md@an vazokonstriktor, ko
multifunkcijski encim pa katalizira tudi razgradrjoadikinina, ki zniZuje krvni tlak. Inhibicija AC
ima tako vsesploSencimek na znizanje krvnega tlaka v telesu. Bioaktiyyeptide z ACE
inhibitornimi lastnostmi najdemo tudi v sirih. AGRRibitorno aktivnost peptidov v vodotopni
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ekstraktih smo ugotavljali petim vzorcem Tolminga petim vzorcem Bovskega &ega sira
razlicnih proizvajalcev. Primerjalni vzorec je predstavlpir tipa edamec (E1) ter sir »G3«
proizveden na Katedri za mlekarstvo po enaki tedgiplkot Tolminc, vendar z izbrano t.i. »tailor
made« startersko kulturo s protedhimi lastnostmi, izolirano iz avtohtone mikroflorgra
Tolminc. Pripravili smo vodotopne ekstrakte sirokCE-inhibitorno aktivnost peptidov
vodotopnih ekstraktih smo ugotavljali na podlagi tode po Cushman-u in Cheung-u, |z
modifikacijami potrebnimi za kromatografsko dédmje hipurne kisline. Pri datanju ACE-
inhibitorne aktivnosti smo kot substrat uporabitj&i sintetetini peptid (Hip-His-Leu (HHL)), kjer
pri encimski reakciji z ACE nastane produkt hipukislina (HA) in peptid His-Leu. Nastalo HA
smo nato kvantificirali s pomdp RP-HPLC, ob dodatku ACE-inhibitorjev pa je n#staned
encimsko reakcijo poslethio manj produkta (HA). Na ta &ia smo lahko dolaili vrednost IG, ki

je definirana kot koncentracija peptidov, ki inln#&o aktivhost ACE za 50 %. HA smo detektirali
pri 228 nm in Igili s pomajo gradientne elucije (Eluent A: 0,1 % trifluoroeatkislina (TFA) v
dH,O; Eluent B: 0.1% TFA v mesanici acetonitrila (ACN)dH,O (80:20)) na koloni Phenomenex

Proteo (4um) pri pretoku 1mL/min, gremer je eluent B linearno natabod 1 do 88 % med 1 in
24 minutami. Kromatografski profil peptidov v vodphih ekstraktih smo pridobili s porjo RP-
HPLC. Analizirani vzorci so vsebovali od 3,34 d@3 gramov skupnega N (TN)/100g sira.cjée
variacije med vzorci smo opazili pri vsebnosti vimgmega N (SN), kar nakazuje na réadi
stopnjo proteolize sirov, ki je posledi¢asa zorenja in spedaifie mikroflore sirov. Vsebnost SN |e
pri vzorcih Tolminca znaSala od 0,63 do 1,02 gN/g0®ri Bovikem o¥jem siru pa od 0,46 d
0,98 gN/100g. Stopnjo proteolize smo &rmaali iz razmerja SN/TN in je pri vzorcih Tolminga
znaSala od 14,76 do 24,10 %, pri Bov3kertjem pa od 11,49 do 23,46 %. Pocpkovanijih je
kontrolni vzorec G3 vseboval dédleajvisji deleZ SN/TN, ki je znaSal 48,84 %. De&/TN je bil
pri primerjalnem vzorcu E1 med najnizjimi (13,07 .9%8)dstotek ACE inhibitorne aktivnosti
vodotopnih ekstraktov je pri vzorcih Tolminca zra&39,8 do 87,5 %, pri BovSkemdem pa od
61,9 do 92,0 %. Visok odstotek ACE inhibitorne ahdisti je bil v veliki vé&ini vzorcev povezan
visokim delezem SN/TN. Pri vzorcu Tolminca (T1)gwvisjim delezem SN/TN (24,10 %) smo tako
ugotovili najvisjo ACE inhibitorno aktivnost znojrskupine (87,5 %), nasprotno pa smo ugotovili
pri vzorcih Bovskega ajfega sira, kjer je najvis§jo ACE inhibitorno aktivstqpokazal vzorec B1
(92,0 %) z dokaj nizkim deleZzem SN/TN (19,42 %).otyili smo, da je stopnja proteoliz
pomemben dejavnik za nastanek ACE-inhibitornih idept vendar visoka stopnja proteolize |ni
nujno povezana z visokim odstotkom ACE-inhibitoraktivhosti. VVodotopni ekstrakti sirov
podvrzeni ultrafiltraciji skozi 3 kDa membrano, pokazali podobno stopnjo ACE-inhibitorne
aktivnosti v primerjavi z nefiltriranimi vzorci, kanakazuje na dejstvo, da so za ACE-inhibitorno
aktivnost odgovorni predvsem kratki peptidi.

OJ

4. Ocena stopnje realizacije zastavljenih raziskovalnih ciljevé

V projektu smo postavili slede raziskovalne hipotezet) da bomo iz tradicionalnih sirov
dobrimi organoleptinimi lastnostmi uspeli izolirati tudi bakteriocinege seve MKB, saj je tvorba
bakteriocinov pomembna kompetitivna lastnost MKIB), da bomo s primernim izboro

bakteriocinogenih sevov lahko sestavili »po merejemne« starterske kulture, ki bodo omgtgo

ohranjanje tipinih senzo®nih lastnosti in istéasno delovale kot z&#e starterske kulture, torej
zagotavljale varnost sirog) da bo mogeée z izborom in uvajanjem sevov s specifi proteolittno

aktivhostjo v smeri tvorbe bioaktivnih peptidov mddrmentacijo in zorenjem, izboljSal]
prehransko sestavo sirov.
Raziskava je bila v celoti realizirana, saj smoeligpotrditi vse zastavljene raziskovalne hipoteze:
a) iz tradicionalnih sirov smo uspeli izolirati bakteinogene seve MKB)) z razlénimi
kombinacijami bakteriocinogenih in nebakteriocinmigesevov MKB, s primernimi tehnoloskim
lastnostmi smo sestavili »po meri narejene« stlgekulture, ki omogajo ohranjanje tignih
senzortnih lastnosti in istéasno delujejo kot zaine starterske kulture, torej zagotavljale varnost
sirov, ¢) med izolati naravne mikrobiote smo nasli seveexi§ipno proteolittno aktivnostjo, ki sg
med fermentacijo in zorenjem sira tvorili & koli¢ino bioaktivnih peptidov z antihipertenzijsko
(ACE-inhibitorno) funkcijo.

Pri prowevanju mikrobiote tradicionalnih slovenskih sirausugotovili, da so siri, narejeni iz
surovega mleka, bogat vir zanimivih bakteriocinagesevov. Poleg tega, da smo razvili metode
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za detekcijo 19 razinih bakteriocinov mlénokislinskih bakterij, smo uspeli izolirati tifrie
predstavnike bakteriocinogene mikroflore. Uporadaitio jih kot starterske kulture v challange
testih v sirih in potrdili njihovo prisotnost ob kou zorenja sirov. Dodatek izbranih
bakteriocinogenih MKB je zmanjSal mikrobno popuja&taph. aureus v zrelem siru za cca. 2
log, Se véji vpliv pa so imeli izbrani bakteriocinogeni sena vrstoListeria monocytogenes.
Poleg zaditne vloge pa so »po meri narejene« starterskaite)lki smo jih uporabili pri izdelavi
sira na pilotnem nivoju, zagotovile ustrezno fertaeijo in zorenje sirov. Zreli siri so imeli
tipicne senzotine lastnosti sira Tolminc. Seve MKB z dobrimi pnarobnimi in/ali
tehnoloSkimi lastnostmi imamo shranjene v bankilkuKatedre za mlekarstvo in bodo
preskuseni tudi v praksi - proizvodnji Tolminca @hranih proizvajalcih.

5. Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta

6. Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupine2

Znanstveni rezultat

Karakterizacija populacije Lactobacillus v tradicionalnem Kraskem ovéjem
siru.

Characterisation of the Lactobacillus community in traditional Karst ewe's
cheese.

Delo predstavlja prvi opis zdruzbe laktobacilov v tradicionalnem slovenskem
kraskem ovcjem siru. Poleg identifikacije laktobacilov na osnovi fenotipskih
lastnosti, smo seve opisali tudi z molekularnimi tehnikami, preverjali njihovo
Opis SLo |obcutljivost za razli¢ne antibiotike ter tvorbo protimikrobnih snovi. Uspesno
smo vpeljali novo metodo fenotipskega razlikovanja sevov na osnovi PhP
plos¢. Na podlagi rezultatov smo izbrali nekaj sevov, potencialno obetavnih
za pripravo starterske kulture za izdelavo kraskega ovcéjega sira.

Presented research is first report on lactobacilli community in Karst ewe’s
cheese. Besides phenotypic and genotypic characterisation, lactobacilli were
tested for antibiotic susceptibility and production of antimicrobial compounds
ANG [as well. For phenotypic discrimination of lactobacilli novel method of PhP
plates was successfully introduced. Based on results, some most promising
strains were selected for possible application as starter cultures in Karst
ewe’s cheese manufacture.

CANZEK MAJHENIC, A., MOHAR, P., ROGEL]J, I. Characterisation of the
Objavljeno v |Lactobacillus community in traditional Karst ewe's cheese. Int. j. dairy
technol., 2007, 60, (3), 182-190, JCR IF: 0.639

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID (2088840

Kultura-neodvisna detekcija bakteriocinskih genov mlecnokislinskih bakterij v
dveh tradicionalnih slovenskih sirih in njihovih mikrobnih konzorcijih
Culture-independent detection of lactic acid bacteria bacteriocin genes in two
traditional Slovenian raw milk cheeses and their microbial consortia

Za preverjanje antagonisti¢ne sposobnosti mikrobne zdruzbe sira smo
uporabili metodo iskanja/detekcije genskih determinant za bakteriocine na
skupni DNA, izolirani iz sira in mikrobnih konzorcijev. V devetih vzorcih
[Tolminca in Kraskega ov{jega sira smo detektirali gene za enajst
bakteriocinov in potrdili domnevo Stevilnih raziskovalcev, da so siri iz
surovega mleka bogati z bakteriocinogenimi sevi. Metodo, ki predstavlja nov
pristop k proucevanju protimikrobne aktivnosti naravnih mikrobnih zdruzb,
so ze uporabile tudi druge raziskovalne skupine.

1. |Naslov SLO

ANG

2. |Naslov SLO

ANG

Opis SLO

IAntagonistic potential of microbial communities from cheese was assessed by
detection of bacteriocin genes on total DNA extracted form cheese and
microbial consortia. Nine samples of Tolminc and Karst ewe’s cheese proved
positive for 11 different bacteriocin genes. Our finding is in accordance with
statements of other researchers claiming that raw milk cheeses are abundant
in bacteriocinogenic strains. Procedure, which offers novel approach in
analysing antimicrobial activities of natural microbial communities, has

ANG

Projekt L£931( Stran5 0d 19



Zakljuéno porailo o rezultatih raziskovalnega projekta

| already been applied by other research groups.

TRMCIC, A., OBERMAIJER, T., ROGELJ, 1., BOGOVIC MATIJASIC, B. Culture-
independent detection of lactic acid bacteria bacteriocin genes in two
traditional Slovenian raw milk cheeses and their microbial consortia. J. dairy
sci., 2008, 91, 4535-4541, JCR IF: 2.486

Tipologija 1.03 Kratki znanstveni prispevek

COBISS.SI-ID |2390920

Ocena primernosti razli¢nih zacetnikov za PCR-DGGE analizo enterokokov
prisotnih v sirih.

Evaluation of different primers for PCR-DGGE analysis of cheese-associated
enterococci.

Metoda DGGE je primerna za ugotavljanje pestrosti mikrobnih populacij,
\vendar zahteva natancno izvedbo v optimalnih pogojih. Eden glavnih
parametrov optimizacije je izbira najprimernejsih zacetnih oligonukleotidov.
Ugotovili smo, da sta za razlikovanje enterokokov iz sirov najprimernejsa
Opis SLO |para oligonukleotidov HDA1/HDAZ2 in V3f/V3r. Zaradi visoke stopnje
sorodnosti je za dokoncno ovrednotenje sestave meSane zdruzbe
enterokokov vcasih potrebna dodatna potrditev, na primer s PCR z vrstno
specificnimi oligonukleotidi. Clanek opisuje nekaj metodoloskih novosti, ki so
bile Ze citirane.

DGGE is one of the most frequently used methods to study diversity of
microbial communities but it requires accurate performance in optimised
conditions. The crucial step is selection of appropriate primers. We found out
that primer pairs HDA1/HDA2 and V3f/V3r are most appropriate for

ANG |discrimination of enterococci from cheese. Due to the high degree of
relatedness identification of enterococci from mixed populations can
sometimes be unequivocal only after employment of additional analysis, such
as species specific PCR. Paper reports some methodological novelties that
have been already quoted.

MOHAR LORBEG, P., CANZEK MAJHENIC, A., ROGELJ, I. Evaluation of
Objavljeno v [different primers for PCR-DGGE analysis of cheese-associated enterococci. J.
Dairy Res., 2009, 76, 265-271, JCR IF: 1.437

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (2445704

Objavljeno v

3. [Naslov SLO

ANG

Usoda L. monocytogenes na grskem Graviera siru shranjenem v vakumiranih
zavitkih pri 4, 12 in 25 °C: in situ PCR detekcija bakteriocinskih koktajlov..
Fate of L. monocytogenes on Greek Graviera cheese stored at 4, 12, or 25 °
C in .. vacuum packages: in situ PCR detection of coctail of bacteriocins..
Stevilni primeri pojava listerioz kazejo na to, da prisotnost L. monocytogenes
v sirih pomeni tveganje za zdravje. Rezultati so pokazali, da je malo
\verjetno, da bi L. monocytogenes v tradicionalnem grSkem siru Graviera, v
primeru okuzbe, presegla v E.U. dovoljene mejne vrednosti 100 cfu/cm?2 ali
g, mozno pa je njeno dolgotrajno prezivetje med skladiS¢enjem. MeSanica
bakteriocinov, ki so naravno prisotni v siru, med njimi predvsem enterocini,
znacilni za E. faecium, ter plantaricin A, lahko prispevajo k inhibiciji teh
patogenih bakterij.

The health concerns associated with the presence of L. monocytogenes in
cheese have been demonstrated by several listeriosis outbreaks. This work
demonstrates that traditional Greek Graviera cheeses contaminated in retail
with L. monocytogenes are at low risk regarding a potential outgrowth of the
pathogen above the E.U. maximum allowable level of 100 CFU/cm2 or g, but
may support its survival during storage. A cocktail of bacteriocins naturally
present in cheese and consisting mainly of enterocins associated with E.
faecium and plantaricin A may contribute to pathogen inhibition.

GIANNOU, E., KAKOURI, A., BOGOVIC MATIJASIC, B., ROGELJ, I., SAMELIS,
J. Fate of Listeria monocytogenes on fully ripened Greek Graviera cheese
Objavljeno v [stored at 4, 12, or 25 °C in air or vacuum packages : in situ PCR detection of
coctail of bacteriocins potentially contributing to pathogen inhibition. J. food
prot., 2009, 72, 531-538, JCR IF: 1,763

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID |2443400

5. [Naslov SLO

4. |Naslov SLO

ANG

Opis SLO

ANG

Projekt L£931( Stran6 od 19



Zakljuéno porailo o rezultatih raziskovalnega projekta

ANG

Opis SLO
ANG

Objavljeno v

Tipologija
COBISS.SI-ID

7. Najpomembnejsi druzbeno-ekonomsko relevantni rezultati projektne skupine®

Druzbeno-ekonomsko relevantni rezultat

Fenotipska in genotipska raznolikost enterokokov iz tradicionalnih slovenskih
Sirov.

Phenotypic and genotypic diversity of enterococci from traditional Slovenian
cheeses.

Doktorantka je proucevala dvojno naravo enterokokov. Poleg kromosomsko
kodiranih enterocinov, ki so tehnolosko koristni, je ugotovila tudi prisotnost
genov za citolizin, ki je virulentni dejavnik. Pri polovici sevov E. faecium je
nasla gene za spolne feromone, kar je novost, saj jih pripisujejo predvsem
vrsti E. faecalis. Odkrila je sev E. hirae z genom za enterocin P. Gen za ta
enterocin so Ze nasli pri drugih enterokokih, njegova prisotnost pri vrsti E.
hirae pa je novo odkritje. Novo pa je tudi spoznanje o pogostnosti virulentnih
dejavnikov pri sevih vrste E. faecium.

PhD student researched the duality of enterococci. In addition to
chromosomally encoded enterocins that are technologically beneficial, she
also determined the presence of genes for cytolysin, known as virulent
factor. In half of the E. faecium strains she also detected sex pheromone
ANG |genes, which is a novelty, since they attach mostly to E. faecalis. Strain of E.
hirae with a gene for enterocin P was revealed. Enterocin P gene has been
found in other enterococci, but its presence in E. hirae is new discovery. The
incidence of virulence factors in strains of E. faecium is also a new
awareness.

Sifra D.09 Mentorstvo doktorandom

1. |Naslov SLO

ANG

Opis SLO

MOHAR, Petra. Fenotipska in genotipska raznolikost enterokokov iz
tradicionalnih slovenskih sirov : doktorska disertacija = Phenotypic and
Objavljeno v |genotypic diversity of enterococci from traditional Slovenian cheeses :
doctoral dissertation. Ljubljana: [P. Mohar Lorbeg], 2008. X1V, 134 str., [31]
str. pril., ilustr., preglednice. Mentorica: Irena Rogelj

Tipologija 2.08 Doktorska disertacija
COBISS.SI-ID |242171136
2. |Naslov sto |Ohranjanje biodiverzitete slovenskih tradicionalnih sirov.

ANG |Biodiversity protection of traditional cheeses from Slovenia.

\V referatu je bil predstavljena pomen ohranjanja mikrobne raznolikosti
slovenskih sirov z vidika ohranjanja identitete, karakteristik in
prepoznavnosti tradicionalnih izdelkov doloCenega podrocja. Predstavitev je
Opis SLO |prikazala tudi celoten postopek metod izbire, fenotipske in molekularne
identifikacije ter analize tehnoloskih lastnosti sevov, priprave »po meri
narejenih starterskih kultur« in njihovega testiranja v »Challange testih«.
Novi pristopi so med raziskovalci vzbudili veliko zanimanja.

Oral contribution stressed the importance of maintaining the microbial
diversity of Slovenian cheeses in terms of preserving the identity,
characteristics and recognition of traditional products from certain area. The
presentation also showed the entire process of selection methods,
phenotypic and molecular identification and analysis of the technological
properties of strains, preparation of "tailor-made starter cultures" and their
testing in the "Challenge tests." New approaches generated great interest
among researchers.

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

ANG

ROGELJ, I., TRMCIC, A., BOGOVIC MATIJASIC, B., CANZEK MAJHENIC, A.,
PERKO, B. Biodiversity protection of traditional cheeses from Slovenia. V:
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Milchkonferenz 2009, 17./18. September in Wien. Programm Abstracts
Teilnehmer. [S.l.]: Gesellschaft fir Milchwissenschaft, [2009], 49.

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

COBISS.SI-ID

2501000

. | Naslov

SLO

Bakteriocinogeni potencial mikrobnih konzorcijev iz sira

ANG

Bacteriocinogenic potential of cheese consortia.

Opis SLO

Predstavili smo rezultate bakteriocinogenega potenciala liofiliziranih
supernatantov mikrobnih zdruzb laktokokov, laktobacilov, enterokokov in
streptokokov iz slovenskih tradicionalnih sirov. Pri vecini supernatantov je
bila prisotnost bakteriocinov potrjena s proteoliticnimi encimi, medtem ko je
bila na celokupni DNK mikrobnih zdruzb laktokokov in enterokokov potrjena
prisotnost genov za enterocine A, B in P, ter pri zdruzbah laktobacilov za
plantaricin A. Sestava mikrobnih zdruzb enterokokov in laktobacilov je bila
opisana s PhP plosc¢ami, kar je za laktobacile prvi opisan primer uporabe.

ANG

Poster presents results of bacteriocinogenic potential of lyophilized
supernatants from lactococci, lactobacilli, enterococci and streptococci
consortia of Slovenian traditional cheeses. In most supernatants bacteriocins
were confirmed by the use of proteolytic enzymes. In total DNA analyses of
lactococci and enterococci consortia the presence of genes for enterocins A,
B and P was confirmed, and in lactobacilli consortia genes for plantaricin A.
Microbial composition of enterococci and lactobacilli consortia has been
described by PhP plates, which was, for lactobacilli, first reported use.

Sifra

B.06 Drugo

Objavljeno v

CANZEK MAJHENIC, A., TRMCIC, A., ROGELJ, I. Bacteriocinogenic potential
of cheese consortia. V: 9th Symposium on Lactic Acid Bacteria, Egmond aan
Zee, The Netherlands, August 31 to September 4, 2008. Health, evolution
and system biology : proceedings. [S.l.]: Federations of European
Microbiological Societies and the Netherlands Society for Microbiology,
[2008], str. F 049.

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

COBISS.SI-ID

2353800

. | Naslov

SLO

Izvajanje tehnoloskega postopka izdelave Tolminca, sira z geografskim
poreklom.

ANG

Execution of technological procedure of making tolminc, cheese with
geographical origin

Opis SLO

Diplomantka je spremljala tehnoloski postopek izdelave tolminca pri treh
proizvajalcih in ugotavljala skladnost s specifikacijo za priznavanje oznacbe
geografskega porekla za sir Tolminc. Odvzela je tudi vzorce sira in
ugotavljala koli¢ino mascobe, beljakovin, suhe snovi in soli. Komisija
strokovnjakov je sire senzori¢no ocenila. Rezultati so pokazali, da vsi siri
ustrezajo specifikaciji po kemicni sestavi, samo eden pa je ustrezal tudi
organolepti¢no. Diplomantka je prejela fakultetno PreSernovo nagrado.

ANG

The graduate student has monitored the manufacturing process of Tolminc
cheese at three cheese producers and established its compliance with the
specification for the recognition of a designation of origin for Tolminc cheese.
In cheese samples she identified the amount of fat, protein, dry matter and
salt content. Commission of experts assessed sensory characteristics of
cheeses. The results showed that all cheeses meet the specification in
chemical composition, and only one corresponded organoleptically as well.
Graduate received the faculty's PreSeren award.

Sifra

E.O1 Domace nagrade

Objavljeno v

PODOREH, T. Izvajanje tehnoloskega postopka izdelave Tolminca, sira z
geografskim poreklom : diplomsko delo : visokosSolski strokovni Studij =
Execution of technological process in making Tolminc, cheese with
geographical designation of origin : graduation thesis : higher professional
studies. Ljubljana: [T. Podoreh], 2009. XI, 50 f., [10] f. prilog, ilustr.
Mentor: Bogdan Perko

Tipologija

2.11 Diplomsko delo

COBISS.SI-ID

2477704

. | Naslov

SLO

Tradicionalna hrana zdruzene Evrope
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ANG [Traditional United Europe Food

Sodelovali smo v integriranem EU projektu TRUEFOOD (FOOD-CT-2006-
016264). Cilj projekta je bil vpeljava inovacij v proizvodnjo tradicionalnih
zivil, ki bi izboljSale njihovo kakovost, varnost ter konkurencnost. Ob
francoskih in grskih tradicionalnih sirih je bil predmet raziskovanja tudi
slovenski sir tolminc. Poleg promocije Slovenije in njenega tradicionalnega
sirarstva smo skupaj z ostalimi partnerji razvili nove metode, ki bodo
omogocile vpeljavo inovacij v tradicionalno proizvodnjo. Nova znanja bomo v
sodelavi s sirarskimi drustvi posredovali proizvajalcem.

We were involved into IT EU project TRUEFOOD (FOOD-CT-2006-016264).
The goal of the project was to introduce the innovations in the production of
the traditional food to improve their quality and safety and increase their
competitiveness. Along with French and Greek traditional cheeses the
Slovenian Tolminc cheese was studied as well. Together with other partners
we developed new methods which will enable the introduction of innovations
in traditional production. In cooperation with cheese associations new
knowledge will be transferred to small cheese producers.

Sifra D.01 Vodenje/koordiniranje (mednarodnih in domacih) projektov

NEUHAUS, K., MONTEL, M. C., SAMELIS, J., ROGELJ, I., MONNET, C.. Interim
report on the isolation of specific antagonistic bacterial strains of
communities from cheese, validation of inhibitory activity screeing methods
and the effect of antagonisitc strains or communities on the composition of
complex microbial communities : sixth framework programme : TRUEFOOD :
[Traditional United Europe Food, 2008. [26] str., ilustr.

Tipologija 2.12 Konc¢no porocilo o rezultatih raziskav
COBISS.SI-ID (2269576

Opis SLO

ANG

Objavljeno v

8. Drugi pomembni rezultati projetne skupinel

Sodelava pri ocenjevanju sira Tolminc

Clan projektne skupine je dve leti zapored (oktober 2008 in oktober 2009) sodelovala pri
ocenjevanju sirov Tolminc. Sir Tolminc je bil vklju¢en tudi v TRUEFOOD projekt, WP2 (WP2A
Innovation for improving microbial safety of traditional food products of animal origin) kot
predstavnik slovenskih tradicionalnih sirov. Oktobra 2008 je potekalo ocenjevanje v prostorih
Kmetijske zadruge Tolmin. Komisija je ocenila 15 sirov »Tolminc« in 5 Bovskih ov¢jih sirov.
Prispeli siri so bili odli¢ni predstavniki Tolminca in jih je ocenjevalna komisija na osnovi 20
tockovnega sistema ocenjevanja uvrstila v prvi in ekstra kakovostni razred. Po ocenjevanju je
bila kratka slovesnost ob 25. letnici ocenjevanja na tolminskem. Predstavnik sirarskega drustva
je predstavil aktivnosti glede priznanja geografskega porekla na nivoju EU in se je, v imenu
sirarskega drustva Tolmin zahvalil Biotehniski fakulteti za posredovanje znanja, pridobljenega v
okviru nacionalnega projekta »Po meri narejene starterske kulture.. Oktobra 2009 je potekalo
Ze tradicionalno ocenjevanje sirov v okviru kmeckega praznika in projekta Vec znanja na
podezZelju. Ocenjevalna komisija, v kateri je ponovno sodeloval tudi ¢lan projektne skupine je
ugotovila, da je kakovost sirov vsako leto visja.

Priprava izobrazevalnega materiala

Pripravili smo izobrazevalni material, ki je namenjen proizvajalcem sira tolminc za lazje
uvajanje novosti in proizvodnjo kakovostnega sira. Izobrazevalni material sestavljata poster
velikosti 110 x 80 cm s celotno shemo tehnoloskega postopka izdelave tolminca. Poster naj bi
imel vsak proizvajalec obesen v sirarni. Poster spremlja knjizica, v kateri so natancneje opisane
vse faze tehnoloSkega postopka z navodili za GMP (good manufacture practice). Publikacija ima
17 strani, tiskana je v 250 izvodih, proizvajalcem pa bo razdeljena na delavnici v maju.

9. Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine®

9.1. Pomen za razvoj znanostiZ
sLo

Najpomembnejsi rezultati za razvoj znanosti so vsekakor metode, ki smo jih tekom projekta
razvili in optimizirali. Med najbolj inovativhe bi spadale metode za direktno izolacijo DNA, RNA
in bioaktivnih peptidov iz sirov. Slednje metode so optimizirane tako, da so uporabne tudi v
ostalih mlecnih izdelkih, z dodatnimi modifikacijami metode pa bi lahko izpeljali izolacijo tudi iz
ostalih Zivil oziroma kompleksnih medijev, ki niso zivila. Konkretni rezultati projekta, ki so
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pomembni za razvoj znanosti, so tisti, ki kazejo na to, da so v siru prisotni bioaktivni peptidi in
strukturni geni za bakteriocine mle¢nokislinskih bakterij. Kljub temu, da so Stevilni raziskovalci
omenjali tradicionalne sire, narejene iz surovega mleka, kot mozen vir bakteriocinogenih
mlecnokislinskih bakterij (MKB), pa smo prvi uspeli dokazati izjemno pestrost bakteriocinogenih
MKB, saj smo v posameznih vzorcih sira nasli strukturne gene za kar devet razli¢nih
bakteriocinov. Nadaljni rezultati so pokazali, da so nosilci vecine teh genov sevi, ki se nahajajo
tudi v mikrobnih konzorcijih, izraslih na selektivnih hranljivih podlogah po nacepljanju vzorcev
istih sirov.

Nadaljnje Studije so pokazale, da vsi testirani konzorciji u¢inkujejo na rast patogene bakterije
S. aureus, posledicno pa lahko pricakujemo, da bodo zavirali tudi in-situ produkcijo
enterotoksina. Ceprav velja, da je proizvodnja kisline pomemben dejavnik, ki vpliva na
prezivetje S. aureus, je predstavljala kislina v nasi raziskavi le manjsi del proti-stafilokoknega
delovanja. Kot smo omenili, smo v mikrobnem konzorciju sira Tolminc detektirali Stevilne
bakteriocinske gene, ki lahko pomembno prispevajo k protimikrobni aktivnosti, kadar se v siru
tudi izrazajo, kar smo dokazali v challenge testu s sevom, ki proizvaja nizin. Zanimivo je, da
smo gene za enterocin P nasli v konzorcijih, pridobljenih iz razli¢nih sirov, torej bi bil lahko za
proti-stafilokokno delovanje odgovoren prav ta bacteriocin, kar pa bo potrebno Se potrditi.
Zanimiva je tudi ugotovitev, da vecini sevov, ki nosijo strukturne gene za bakteriocine, ti ne
zagotavljajo kompetitivne prednosti v mikrobni zdruzbi, osamljeni iz sira in kultivirani v
laboratorijskih pogojih oziroma, da so sevi s kompetitivho prednostjo pogosto povezani s
tehnolosko nesprejemljivimi napakami v siru, kar se je pokazalo v challange testih. Rezultati
inhibicije rasti patogenih bakterij L. monocytogenes in S. aureus v sirih so pokazale, da so
mehanizmi, ki privedejo do inhibicije lahko tudi neodvisni od delovanja bakteriocinov, kisline ali
drugih protimikrobnih snovi. Mehanizmi, ki najverjetneje vkljucujejo kompeticijo za hranila so
vsekakor zanimivo podroc¢je za nadaljnje raziskave mikrobnih interakcij.

ANG

The most important contribution to advancement of science are the methods we developed end
optimized during our work on this project. The most innovative of it would be the methods for
direct extraction of DNA, RNA and bioactive peptides from cheese matrix. All of these methods
were optimized to be applicable in other dairy products and with additional optimization it could
be used for extraction from non-dairy food or even complex media other than food. Concrete
results that would be also scientifically important are the ones indicating that there are
bioactive peptides and structural genes for bacteriocins of lactic acid bacteria present in the
cheeses. Although there have been many reports on raw milk cheeses as source of bacteriocin
producing lactic acid bacteria (LAB) our research group was the first one describing the actual
diversity of bacteriocinogenic LAB. In a single cheese sample we could find structural genes for
up to nine bacteriocins and following results showed that most of the bacteriocinogenic strains
could be found also in microbial consortia cultivated on different selective agar media.
Additional studies revealed that all tested cheese consortia had an obvious effect on the growth
of pathogenic bacteria S. aureus and consequently possibly also on the enterotoxin production
in-situ. Although acid formation is known to be an important factor for S. aureus survival, in
our study it was found to be only a minor factor of inhibition. As mentioned, in cheese consortia
from Tolminc cheese we detected a humber of bacteriocin genes that, if expressed, could play
an important role in inhibition. The expression of bacteriocin genes were demonstrated in
challenge test with nisin producer. But, inhibition of S. aureus could be also a mater of one
single bacteriocin like enterocin P whose genes were detected in cheese consortia from different
cheeses.

However, we also established that most of the strains that are carrying gene determinants for
bacteriocins do not have competitive advantage in isolated cheese consortia cultivated in lab
conditions. On the other hand the strains that did have competitive advantage in microbial
population were often related to unacceptable technological defects in final product which was
observed in challenge tests. Results of inhibitions of pathogenic bacteria L. monocytogenes and
S. aureus showed that mechanisms behind the inhibition do not necessarily involve only action
of bacteriocins, acids or any other inhibitory substances. These mechanisms that probably
involve competition for nutrients are really interesting field for continuing research of microbial
interactions.

9.2. Pomen za razvoj Slovenijel?
sLo

Na prvem mestu bi zopet izpostavili metode, ki smo jih razvili in bodo omogocile nadaljnje
raziskovalno delo na podrocju tradicionalnih izdelkov. Tekom dela smo dolodili celotno mikrobno
sestavo treh tradicionalnih sirov (Tolminc, Bovski ov¢ji in Kraski ovcji). Predstavnike
prevladujoce mikroflore in tehnolosko najbolj zanimive seve iz teh sirov imamo okarakterizirane
in shranjene v nasi mikrobni zbirki. Slednje je izjemnega pomena za zascito teh tradicionalnih
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izdelkov saj je mikrobna zdruzba skupaj s tehnoloskim postopkom izdelave in kakovostjo
vhodne surovine glavni faktor, ki vpliva na kakovost koncnega izdelka. Podatki o mikrobni
sestavi in njihovi rastni dinamiki bodo tako dobro dopolnilo opisu tehnoloskega postopka in
senzoricnih lastnosti, ki jih lahko najdemo v dokumentaciji za zascito tradicionalnih
prehrambenih izdelkov. 1z izbranih sevov, ki imajo primerne zascitne in tehnoloske lastnosti
smo sestavili startersko kulturo, ki smo jo preizkusili in potrdili tako v pilothem merilu kot v
pravi proizvodnji sira. Delo na projektu je konkretno prispevalo k izpolnitvi ciljev, ki sta jih
zastavila pravilnik o zasciti geografskih oznak in zasciti oznacb porekla kmetijskih in
prehrambenih izdelkov (EEC st. 2081/92) in pravilnik o certifikatih o posebnem znacaju
kmetijskih in prehrambenih izdelkov (EEC st. 2082/92). Poleg tega pa smo vpeljali inovacije v
proizvodnjo tradicionalnih sirov, proizvajalcem tolminca pa pripravili izobrazevalni material in
vodic za izdelavo kakovostnega sira.

ANG

The major advancement we would like to expose is again the methods that were developed and
which will help in continuing research on traditional food products. During our work we
determined the entire composition of three traditional cheeses (Tolminc, Bovski ov¢ji in Kraski
ov(ji). Representatives of microflora and technologically interesting strains from these cheeses
were characterized and stored in our microbial collection. This is very important for protection
of these traditional products since the microflora together with technological procedure and
quality of entering milk determines the quality of end product. Data on microbial composition
and its growth dynamics will be a good supplement to description of technological procedure
and sensory characteristics found in documentation needed for protection of traditional
products. Selected strains that exhibit suitable protective and technological properties were
used to develop starter culture. This starter culture was tested in pilot scale cheese making as
well as in real cheese production. Working on this project contributed a lot to achieving goals
that were set by Council Regulation on the protection of geographical indications and
designations of origin for agricultural products and foodstuffs (EEC No. 2081/92) and Council
Regulation on certificates of specific character for agricultural products and foodstuffs (EEC No.
2082/92). Furthermore, the innovations in the production of traditional cheeses have been
involved and educational material including the guide for the production of good quality Tolminc
has been prepared and distributed among Tolminc cheese producers.

10. Samo za aplikativne projekte!
Oznacite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri aplikativhem projektu, katere
konkretne rezultate ste dosegli in v kaksni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Projekt L£931(

Cilj

F.01 |Pridobitev novih prakticnih znanj, informacij in vescin
Zastavljen cilj ®pa ONE
Rezultat ’ Dosezen _|

Uporaba rezultatov ]V celoti

F.02 (Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj ®pa ONE
Rezultat ’ Dosezen _|
Uporaba rezultatov ’Delno _|

F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj ®pA ONE
Rezultat ’ Dosezen ~|
Uporaba rezultatov ’Uporabljen bo v naslednjih 3 letih _|

F.04 [Dvig tehnoloske ravni

Zastavljen cilj COba ®NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]
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Zakljuéno porailo o rezultatih raziskovalnega projekta

F.05 |Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja
Zastavljen cilj O pA ®NE

Rezultat ’

Ll | L

Uporaba rezultatov ]

F.06 |Razvoj novega izdelka
Zastavljen cilj O pA @NE

Rezultat ’

Ll (L

Uporaba rezultatov ]

F.07 [IzboljSanje obstojecega izdelka
Zastavljen cilj ®pa ONE

Rezultat ’Doseéen bo v naslednjih 3 letih J

Uporaba rezultatov ]Uporabljen bo v naslednjih 3 letih J

F.08 [Razvoj in izdelava prototipa
Zastavljen cilj O DA @NE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.09 |Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj ObA ®NE

Rezultat ’ J

Uporaba rezultatov ] ~|
F.10 [IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj ®pa ONE

Rezultat ’Doseéen bo v naslednjih 3 letih J

Uporaba rezultatov ]Delno ~|

F.11 [Razvoj nove storitve
Zastavljen cilj (DA @ NE

Rezultat ’ J
=

Uporaba rezultatov ]

F.12 |IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj CpA ®NE
Rezultat ’ ~|
Uporaba rezultatov ] ~|
F.13 |Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov
Zastavljen cilj ®pa ONE
Rezultat ’ Dosezen J
Uporaba rezultatov ]Delno ~|
F.14 IzboljSanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih
procesov
Zastavljen cilj CpA ®NE
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Rezultat

Uporaba rezultatov

F.15 |Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

O bA ®NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.16 [IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

O pA @NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.17 |Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj

O ba ®NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.18 Posredovanje novih

znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,

konference)

Zastavljen cilj ®pA COONE

Rezultat ’ Dosezen _|
Uporaba rezultatov ’V celoti =]

F.19 |(Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj

O bA ®NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.20 |Ustanovitev novega

podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj

O pA @NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.21 [Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov

Zastavljen cilj

Cbpa ®NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.22 |IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosticnih metod/postopkov

Zastavljen cilj

DA @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in

metodoloskih resitev

Zastavljen cilj

(C)bA ®NE

Rezultat

Projekt L£931(
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Projekt L£931(

Uporaba rezultatov ] hd
F.24 Izl\:l).oljéanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih

resitev

Zastavljen cilj O DA @NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj ObA ®NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
F.26 [IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj O bA ®NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.27 |Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine

Zastavljen cilj ®pa ONE

Rezultat ’ Dosezen _|

Uporaba rezultatov ||V celoti =
F.28 |Priprava/organizacija razstave

Zastavljen cilj CpA ®NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
F.29 |Prispevek k razvoju nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj O pA @NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.30 |Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj Cbpa ®NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] ~|
F.31 |Razvoj standardov

Zastavljen cilj O DA @NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.32 [Mednarodni patent

Zastavljen cilj ObA ®NE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
F.33 |Patent v Sloveniji
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Zastavljen cilj Cbpa ®NE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.34 |Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj ®pA ONE

Rezultat

’Doseien bo v naslednjih 3 letih

Uporaba rezultatov ’ Delno

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj (DA @ NE

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ]

Komentar

izdelkov.

Narava projekta, ki je ves Cas zahtevala kombiniranje znanstvenega, laboratorijskega in
strokovnega dela na terenu ter eksperimentalni sirarni je prispevala pri razvoju novih,
inovativnih metod in pristopov ob istoCasni pridobitvi novih prakti¢nih znanj in vescin. Tekom
projekta so se usposabljali raziskovalci pa tudi Studenti (diplomske naloge) in proizvajalci
(ocenjevanja sirov, svetovanje). Po meri narejene starterske kulture omogocajo izboljsavo
tehnoloskega postopka in zagotavljajo boljSo, predvsem pa bolj standardno kakovost tolminca.
Pridobljena znanja se bodo zlahka uporabila pri izboljSavi tehnologij drugih tradicionalnih

11. Samo za aplikativne projekte!
Oznacite potencialne vplive oziroma udinke vasih rezultatov na navedena podrocja

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Velik
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visoko-Solskega izobrazevanja
G.01.01. [Razvoj dodiplomskega izobrazevanja| @) ® O
G.01.02. |Razvoj podiplomskega izobrazevanja O ® O O
G.01.03. [Drugo: @) @) 0 O
G.02 Gospodarski razvoj
Goz01 |y ponudbe vt ole|o]o
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov ® O O O
G.02.03. |znizanje stroékov proizvodnje @) ® 0 @)
G.02.04. zrr]nearrgmgjs:nje porabe materialov in ® e '® '®)
G.02.05. |Razsiritev podrodja dejavnosti ® O O O
G.02.06. |Vedja konkurenéna sposobnost O O O ®
G.02.07. |Vedji delez izvoza ® O O O
G.02.08. |Povecanje dobitka O O ® O
G.02.09. |Nova delovna mesta O ® O O
G.02.10. ZDavFi)%silz;nbiLazbene strukture ® '®) '®) O
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G.02.11. [Nov investicijski zagon ® O O O
G.02.12. |Drugo: @) O O O
G.03 Tehnoloski razvoj
Tehnoloska razsiritev/posodobitev
G.03.01. | e iavnosti O O ® O
Tehnolosko prestrukturiranje -
G.03.02. dejavnosti ® @) 0 O
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij 0O @) ® O
G.03.04. |Drugo: O O O O
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja O O ® O
G.04.02. |Izboljanje vodenja in upravljanja ® @ o O
Izboljsanje delovanja administracije -
G.04.03. in javne uprave ® 0 0 O
G.04.04. |[Razvoj socialnih dejavnosti ® O O O
G.04.05. |Razvoj civilne druzbe ® O O O
G.04.06. [Drugo: O O O O
Ohranjanje in razvoj nacionalne
G.05. naravne in kulturne dedi$éine in O O O ®
identitete
Varovanje okolja in trajnostni E
G.06. razvoj ® 0 O O
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
Informacijsko-komunikacijska
G.07.01. infrastruktura ® O O O
G.07.02. |Prometna infrastruktura ® O O O
G.07.03. |[Energetska infrastruktura ® O O @)
G.07.04. |Drugo: O O O O
Varovanje zdravja in razvoj
G.08. zdravstvenega varstva G o ® e
G.09. Drugo: O O O O
Komentar

Inovativni pristopi pri tehnoloskih izboljSavah lahko prispevajo k vecji konkurenéni sposobnosti,
saj bodo izdelki standardne kakovosti, varni za potrosnika tudi trzno zanimivejsi in uspesnejsi.
Tradicionalni izdelki lahko nudijo dober zasluzek in s tem dvig kvalitete zivljenja, vsekakor pa
prispevajo k ohranjanju nacionalne in kulturne dediscine. V ¢asu globalizacije in poplave
materialnih dobrin ima za prepoznavnost dezele kulinari¢na kultura s tradicionalnimi zivili vse
vecji pomen.

12. Pomen raziskovanja za sofinancerje, navedene v 2. tockill

Projekt L£931(

1. |Sofinancer |Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano
Vrednost soflnanc_lrar_\]a za _celotr_lo obd‘pbje 33.852,00 EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: | 25,00 %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
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Razvoj novih metod (PCR-DGGE za analizo enterokokov, PhP
za laktobacile, detekcija bakteriocinskih genov), ki bodo F.03
omogocile dobro kontrolo kakovosti in varnosti tradicionalnih
izdelkov.

Razvoj in priprava »po meri narejenih« starterskih kultur, ki
omogocajo ohranjanje tipi¢nih senzori¢nih lastnosti in F.10
istocasno delujejo kot zascitne starterske kulture -
zagotavljale varnost sirov.

Oblikovanje mikrobne zbirke prevladujocih in tehnolosko
najbolj zanimivih izolatov iz tradicionalnih slovenskih sirov -
ohranjanje biodiverzitete, zascita tradicionalnih sirov.

F.27

Sodelovala pri ocenjevanju sirov Tolminc in priprava
izobrazevalnega materiala, ki je namenjen proizvajalcem sira|F.18
tolminc za lazje uvajanje novosti v proizvodnjo in izdelavo
kakovostnega sira.

Komentar

Kombiniranje znanstvenega, laboratorijskega in strokovnega dela na terenu
ter eksperimentalni sirarni je prispevalo k razvoju novih, inovativnih metod in
pristopov ob istoCasni pridobitvi novih prakti¢nih znanj in vescin. Nove
metode omogocajo proucevanje pa tudi kontrolo mikroflore sirov, kar je
pomembno iz vidika kontrole kakovosti tradicionalnih izdelkov pa tudi njihove
varnosti. S pomocjo novih metodoloskih pristopov so opisane mikrobne
populacije enterokokov, predstavniki skupin pa ocenjeni tudi iz vidika
varnosti, kar je pri tradicionalnih sirih zelo pomembno, saj so narejeni iz
surovega mleka. Metode omogocajo zadostno karakterizacijo in kontrolo
tradicionalnih sirov tudi za zascito na evropskem nivoju. Delo na projektu je
konkretno prispevalo k izpolnitvi ciljev, ki sta jih zastavila pravilnik o zas(iti
geografskih oznak in zasciti oznacb porekla kmetijskih in prehrambenih
izdelkov (EEC st. 2081/92) in pravilnik o certifikatih o posebnem znacaju
kmetijskih in prehrambenih izdelkov (EEC st. 2082/92). S strokovnimi
nasveti, optimiranjem tehnologij in analitiko so sodelavci na projektu
pomagali proizvajalcem/sirarskim drustvom pri pridobivanju oznak
geografskega porekla za mohant, tolminc, nanoski sir, bovski ov¢ji in kraski
ovdji sir. Tipi¢ni predstavniki tehnolosko koristne mikroflore tradicionalnih
sirov so shranjeni v banki kultur, kar je pomembno s staliS¢a ohranjanja
biodiverzitete slovenskih tradicionalnih sirov. Uporaba po meri narejenih
starterskih kultur predstavlja inovacijo v tehnologiji tradicionalnih sirov, saj
taksne kulture omogocajo ohranjanje tipi¢nih senzoricnih lastnosti in
istoCasno delujejo kot zascitne starterske kulture, torej zagotavljajo varnost
izdelkov. Inovativni pristopi pri tehnoloskih izboljSavah lahko prispevajo k
vedji konkuren¢ni sposobnosti, saj bodo izdelki standardne kakovosti, varni
za potrosnika tudi trzno zanimivejsi in uspesnejsi.

Ocena

Rezultati raziskave so za sofinancerja raziskave (resorno ministrstvo) in za
podrocje pridelave sirov z geografskim poreklom, velike vrednosti.

Rezultati tega projekta so razvoj novih inovativnih metod in pristopov, ki
prispevajo k ohranjanju biodiverzitete slovenskih tradicionalnih sirov z vidika
ohranjanja identitete, karakteristik in prepoznavnosti tradicionalnih izdelkov
dolocenega geografskega obmocja.

Razvite metode v okviru raziskave so izjemnega pomena za ohranjanje
tradicionalnih izdelkov saj je mikrobna zdruzba skupaj s tehnoloskim
postopkom izdelave in kakovostjo vhodne surovine glavni faktor, ki vpliva na
kakovost kon¢nega izdelka. Podatki o mikrobni sestavi in njihovi rastni
dinamiki so dobro dopolnilo opisu tehnoloSkega postopka in senzori¢nih
lastnosti pri zasciti tradicionalnih prehrambenih izdelkov. Starterska kultura
je tekom izvajanja projekta preizkusena in potrjena tako v pilotnem merilu
kot v pravi proizvodnji sira.

Rezultati raziskave prispevajo k izpolnitvi ciljev evropske in nacionalne
zakonodaje s podrocja zascite kmetijskih pridlekov in zivil. Inovacija je
vpeljana v proizvodnjo tradicionalnih sirov, za proizvajalce Tolminca pa so
pripravljeni izobrazevalni materiali in vodiC za izdelavo zascitenega Tolminca.
Predstavitev rezultatov in izobrazevanje uporabnikov v praksi je nacrtovano v
maju 2010.
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2. |sofinancer

Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.
2.
3.
4,
5.
Komentar
Ocena
3. [sofinancer
Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.
2.
3.
4.
5.
Komentar
Ocena
C. IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:

e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in to¢ni

e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za
potrebe ocenjevanja, za objavo 6., 7. in 8. tocke na spletni strani http://sicris.izum.si/ ter
obdelavo teh podatkov za evidence ARRS

e so vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki

e so z vsebino zakljuCnega porodila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

Podpisi:
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Irena Rogelj

podpis vodje raziskovalnega projekta zastopnik oz. pooblas¢ena oseba RO

Kraj in datum:  |Ljubljana ||19.4.2010

Oznaka porocila: ARRS-RPROJ-ZP-2010-1/45

1 samo za aplikativne projekte. Nazaj

2 Napisite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite klju¢ne
ugotovitve, znanstvena spoznanja ter rezultate in uinke raziskovalnega projekta. Najve¢ 18.000 znakov vkljuc¢no s
presledki (priblizno tri strani, velikosti pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najve¢ 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikosti pisave 11).
Nazaj

4 Samo v primeru bistvenih odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil
zapisan v predlogu raziskovalnega projekta. Najvec 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikosti
pisave 11). Nazaj

5 Navedite najvec pet najpomembnejsih znanstvenih rezultatov projektne skupine, ki so nastali v ¢asu trajanja
projekta v okviru raziskovalnega projekta, ki je predmet porocanja. Za vsak rezultat navedite naslov v slovenskem in
angleskem jeziku (najvec¢ 150 znakov vklju¢no s presledki), rezultat opisite (najve¢ 600 znakov vkljuéno s presledki) v
slovenskem in angleskem jeziku, navedite, kje je objavljen (najve¢ 500 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezno
Sifro tipa objave po Tipologiji dokumentov/del za vodenje bibliografij v sistemu COBISS ter napisite ustrezno
COBISS.SI-ID stevilko bibliografske enote.

Navedeni rezultati bodo objavljeni na spletni strani http://sicris.izum.si/.

PRIMER (v slovenskem jeziku):

Naslov: Regulacija delovanja beta-2 integrinskih receptorjev s katepsinom X;

Opis: Cisteinske proteaze imajo pomembno vlogo pri nastanku in napredovanju raka. Zadnje Studije kazejo njihovo
povezanost s procesi celichega signaliziranja in imunskega odziva. V tem znanstvenem ¢lanku smo prvi dokazali...
(najvec 600 znakov vklju¢no s presledki) y

Objaviljeno v: OBERMAJER, N., PREMZL, A., ZAVASNIK-BERGANT, T., TURK, B., KOS, J.. Carboxypeptidase cathepsin
X mediates B2 - integrin dependent adhesion of differentiated U-937 cells. Exp. Cell Res., 2006, 312, 2515-2527, JCR
IF (2005): 4.148

Tipopologija: 1.01 - Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID: 1920113 Nazaj

6 Navedite najvec pet najpomembnejsih druzbeno-ekonomsko relevantnih rezultatov projektne skupine, ki so nastali v
Casu trajanja projekta v okviru raziskovalnega projekta, ki je predmet porocanja. Za vsak rezultat navedite naslov
(najvec 150 znakov vkljucno s presledki), rezultat opisite (najvec 600 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezen
rezultat, ki je v Sifrantu raziskovalnih rezultatov in uéinkov (Glej: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/sif-razisk-
rezult.asp), navedite, kje je rezultat objavljen (najve¢ 500 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezno Sifro tipa
objave po Tipologiji dokumentov/del za vodenje bibliografij v sistemu COBISS ter napisite ustrezno COBISS.SI-ID
Stevilko bibliografske enote.

Navedeni rezultati bodo objavljeni na spletni strani http://sicris.izum.si/. Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta v primeru, da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 6 in 7
(npr. ker se ga v sistemu COBISS ne vodi). Najvec 2.000 znakov vklju¢no s presledki. Nazaj

8 pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet poro¢anja. Nazaj

9 Najve¢ 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazai
10 Najvet 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazaj

11 Rubrike izpolnite/prepisite skladno z obrazcem "Izjava
sofinancerja" (http://www.arrs.gov.si/sl/progproj/rproj/gradivo/), ki ga mora izpolniti sofinancer. Podpisan obrazec
"Izjava sofinancerja" pridobi in hrani nosilna raziskovalna organizacija - izvajalka projekta. Nazaj

Obrazec: ARRS-RPROJ-ZP/2010 v1.00a
B7-F0-BE-00-38-FA-10-DA-04-92-02-32-73-DD-B7-C0-A6-FE-7D-CA
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