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Abstrakt

Ng ditét e sotme interesi i vazhdueshém né rritje i konsumatoréve pér produkte bio dhe probles
met q€ lidhen me pérdorimin e pesticideve kimike dhe ruajtésve té ushqimit, e bén té€ nevojshme
kérkimin e alternativave te reja efektive dhe té€ pa démshme per shéndetin e popullatés. Si njé
qasje e re ky studim, propozon pérdorimin e fermenteve laktike si agjent té€ bio kontrollit né
sajé té€ produkteve dytésore t&€ metabolizmit qelizor dhe aktivitetit sinergjik midis tyre. N& kété
kuadér nga vlerésimi in vitro dhe in vivo né laborator u arrit njé frenim i rritjes s€ myqeve né
vecanti 1 Penicillum verucosum spp dhé Fusarium Sporotrichoide spp né masén 66% dhe njé
zgjatje e jetégjatésisé s€ produktit t&€ pa kontaminuar. Kéto té€ dhéna hedhin drité né praktikén e

miré agro-ushqimore duke rritur paralelisht dhé siguriné e konsumatorit.

Fjalét celés: fermente laktike, konservante natyral, agjent fungal, siguri ushqimore
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THE USE OF LACTIC ACID BACTERIA AS ANEW APPROACH TO PRO-
TECT THE NATURAL CROPS AND AVOID THE SIDE EFFECTS ON HU-
MAN HEALTH

Abstract

Nowadays the continuous growing interest of consumers for natural and safe products and
the problems associated with the use of chemical pesticides and food preservative makes it
necessary to search suitable protective alternatives. For this purpose this study aim to explore
the possibility to use lactic bacteria as a bio-control agent against secondary metabolites from
microfungi contaminating crops. In this context, the in vitro and in vivo evaluation in the lab-
oratory achieved an inhibition of fungal growth in particular of Penicillum verucosum spp and
Fusarium Sporotrichoide spp in the amount of 66% and an extension of the shelf life of the
contaminated product. These data hold promise on good agro-food practice and increase con-

sumer safety.

Key words: lactic acid bacteria, natural bio-preservation, anti-fungal agent, safe food
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1. Hyrje

N¢ ditét e sotme interesi i vazhdueshém né rritje 1 konsumatoréve pér produkte bio dhe probs
lemet qé lidhen me pérdorimin e pesticideve kimike dhe ruajtésve té ushqimit, e bén té nevo-
jshme kérkimin e alternativave té reja efektive. Pérfitimet shéndetésore té frutave dhe perimeve
jané njohur gjerésisht né studimet e fundit (V. Sidoqofté, disa ndotés vegjetalé, si mikotoksinat,
metabolitét dytésor té€ prodhuar nga myqet, mund té shkaktojné probleme serioze shéndetésore
qé€ pérfshijné sistemin kardiovaskular, hormonal, e ndryshime metaboliké esenciale. Produktet
dhe bimét medicinale g€ jané né dispozicion né treg nuk pérmbushin gjithmoné standardet e
cilésisé dhe sigurisé - Pérvé¢ késaj si cilésia ashtu edhe siguria e produkteve natyrore té
ngrénshme jané té lidhura ngushté me pajtuéshmériné e parimeve té praktikés sé miré té kultiva
imit e ruajtjes n€ ¢do hap té prodhimit. Midis ndotésvé t€ mundshém né kété fushé, myqet jané
njé nga kércénimet kryesore “®. Metabolitét dytésoré té prodhuara prej tyre mund té€ ndikojné
gjithashtu né fitokompleksin dhe / ose karakteristikat e ushqimit, pasi trajtimet teknologjike
nuk i eleminojné ato 7 Bazuar né kété aspekt, objektivi i kétij kérkimi shkencoré éshté vleréa
simi in vitro dhe in vivo 1 probiotikévé si agjenté té€ bio-kontrollit si njé qasje e re dhe e sigurt
pér eleminimin e konservantéve sintetiké/pesticideve qé sjellin efekte anésore né shéndetin e
popullatés. N&é kété kuadér ky studim proposon pérdorimin dhe testimin e dhjeté kulturave té
Lactobacillus spp dhe Bacillus spp, identifikimin, pércaktimin sasioré t€ metabolitéve sekond-
aré té prodhuar nga kéto shtame, potencialisht pérgjégjés pér aktivitetin antifungalé, té tilla si
acide organiké, acide fenolike dhe pérbérje organiké t€ avullueshme (VOC) kundrejt dhjeté kult
turave mé t€ pérhapura t€ myqéveé si Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergilus spp., Botritis
spp., Alternaria spp. Fermentet Laktiké, quhen té tilla pasi prodhojné acid laktik si produkt té
metabolismit gelizor ®, jané konsideruar mikroorganizma té sigurt sipas Organizatés Botérore
té Shéndetésis€é (OBSH) dhe gjejné pérdorim shumé té gjéré né disa procese industriale fermen-

timi si edhe né pérbérjen e suplementeve farmaceutike pér rregullim e florés intenstinale .

2. Materialet dhe Metodat

2.1 Reagentét

Reagentét standard fenolik si: acid galic, acid klorogjenik, acid kafeik, acid vanilik, acid dihie
droxibenzoik jané marré nga Sigma—Aldrich (Italy). Té gjithé pérbérésit pér HPLC-DAD/MS
kané shkallén e pastértisé < 98%. Terrenet e kulturavé bakterore ( PDA, MRS), glucose jané

marré nga Liofilchem (Torino, Italy). Uji i bi-distiluar dhe pastuar (<18 Mq cm™!) nga sistemi
(Millipore Corp., Bedford, MA, USA).
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2.2. Koleksioni i baktereve dhe myqeve

Penicillium verrucosum VTT D-01847 marré nga VTT Culture Collection (Finland), Botrytis
cinera (CECT 20973) marré nga Spanish Type Culture Collection (Spain), Aspergillus flavus
ITEM 8111, Fusarium strains (Fusarium proliferatum 1TEM 12072), Fusarium graminearum
ITEM 126, F verticillioides ITEM 12044, F. sporotrichioidésl TEM 12168, F. langsethiae
ITEM 11031, F. poae ITEM 9151), Alternaria alternata (ITEM 8122) marré nga (Italy).

2.3 Pérgatitja e kulturave mikrobike

Bazuar né afinitetin specific, dy kulturat e fermenteve laktike u pérgatitén si mé€ poshté dhe

jané prezantuar ne Tabelén 1.

Tabela 1. Lista e agjentévé té bio-kontrollit dhe kushtet e rritjes

Temperatura
Emri Kodi Terreni (°O) Grupi

1 Lactobacillus plantarum PP155 MRS 30 1
2 Lactobacillus plantarum PA850 MRS 30

3 Lactobacillus plantarum MP1691 MRS 30

4 Lactobacillus brevis PCH 375 MRS 30

5 Lactobacillus plantarum TR710 MRS 30

6 Bacillus licheniformis BL20 NB 37 2
7 Bacillus megaterium BM44 NB 30

8 Bacillus subtilis BS499 NB 30

9 Bacillus amyloliquefaciens BA493 NB 37
10 Bacillus thuringiensis BT197 NB 30

2.3.1 Pérbérésit e terrenit

De Man, Rogosa and Sharpe (MRS broth): (peptone mishi 10.0 gL™'; dextrose 20.0 gL';
yeast extract 5.0 gL™'; ekstrakt proteinash 10.0 gL.™'; disodium phosphate 2.0 gL™"; sodium ac-
etate 5.0 gL™'; citrate amoniumi 2.0 gL™'; sulfate magnesi 0.1 gL ™'; sulfat mangani 0.05 gL™';
T&een 80 1.0 gL ™"). Pergatitja: 26 g tretur ne 1L uje te distiluar

Nutrient broth (NB): peptone mishi 10.0 gL!; ektrakt proteinash 10.0 gL.”!; klorur natriumi
5.0 gL ™!

Pérgatitja: 28 g tretur né 1L ujé té distiluar

2.4 Pérgatitja e kampionit pér testim
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Fermentet jané rritur né€ 200 mL MRS/ Nutrin Broth 25-37 °C per (12 h) deri né nj€ pérqéndrim
10" CFU mL"!" inkubuar n€ 37 °C pér 72 h. Pas fermentimit LAB jané ndaré me centrifugim
4000 rmp pér 10 min. Qelizat e lira né 1éngun sipérfagésor quajtur Cell-free supernatants (CFS)
jané rruajtur n€ —80 °C pér 24 h duke u pasuar me sublimimin né€ Liofilizator (Free Zone 2.5 L,
Labconco, Kansas City, MO, USA).

2.5 Pércaktimi cilésor i efektit antimykotik né fazé té ngurté
2.5.1 Difuzioni né agar

Té gjitha eksperimentet jané pérformuar nén kushté sterile (HEPA-Filter) me fluks laminar
ajri. Difuzioni n€ agar &shté pérdorur pér té€ pércaktuar né ményré té drejtépérdrejté efektin e
gelizave CFS kundrejt myqgeve. Né terrenin Potatoes dextrose agar (PDA) me ndihmén e njé
pambuku steril éshté aplikuar kultura e myqgeve. M€ pas, né té nj€jtin terren pas hapjes s€ hap-
siravé (*,°mm) mé gjilpéra sterile €shté aplikuar 100 pL e CFS né njé pérqéndrim 250 mg mL
I, Si kontroll negativ éshté pérdorur uji i distiluar. Kampionét jané inkubuar né 25 °C pér 48 h.

Diametri mé i madh se 8 mm éshté konsideruar si kontroll positivé pér veprimin antingal (%,
Metologjia €shte e paraqitur né Figurén 1.

Figura 1. Skematikisht ményra e aplikimit
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2.5.2 Metoda e shtrirjes sé pérbashkét (Dual Culture - Over lay)

Pér realizim e kétij eksperimenti in vitro dhjeté kultura myqesh jané pérdorur sic éshté pérsh-
kruar né Tabelén 2 t&€ mé&poshtéme. N& t& nj&jtén terren me PDA &shté aplikuar agjenti i bio-con-
trollit né trajté t&€ 1€ngét (CFS) dhe kultura e mykut si paraqitet né Figurén 2. Pas 7 ditésh targeti
1 kétij eksperimenti €shté matje e % sé frenimit té rritjes s€ mykut nén presencén e agjentit té

testuar.
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Figura 2. Skematikisht ményra e aplikimit

Tabela 2. Lista e myqeve dhe kodet pérkatése sipas sistemit té klasikimit ITEM

Emri Kodi
Alternaria alternate 646
Botrytis cinerea 181
Penicillium verrucosum 49
Aspergillus flavus 146
Fusarium proliferatum 880
Fusarium verticilloides 883
Fusarium sporotrichoides 846
Fusarium langsethiiae 850
Fusarium poae 902
Fusarium graminearum 838

2.6 Percaktimi sasior i metaboliteve dytésor prodhuar nga agentet e bio kontrollit

2.6.1 Acidet Organike

Pér analizén e acideve organiké ekstrakti i qelizave sipérfaqésore (CFS) i liofilizuar u hollua né
ujé dhe u injektua né sistemin e kromatografisé s¢ 1éngshme me performancé té larté¢ (HPLC)
(Agilent 1100 Series HPLC System, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), e pajisur me
njé pompé kuaternare dhe njé detektor DAD duke pérdorur njé mostér 20 uL.. Ndarja analitike u
arrit me njé koloné ODS2 (4.6 mm x 250 mm, 5 pm) (Eaters Corp., Milford, MA, USA) duke
pérdorur njé fazé té 1€vizshme izokratike té ujit t€ acidifikuar (pH 2.1) me fluks 0.6 mL min-1
pér 25 min. Kromatograma u monitorua né 210 nm. T¢é dhénat u morén nga sistemi HP-CORE
ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
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2.6.2 Acidet Fenolike

Pé&r identifikimin e acideve fenolike, CFS u pastrua duke pérdorur metodén QuEChERS pér
t€ hequr ndérhyrjet e mundshme para analiz€s kromatografike (Brosnan, Coffey, Arendt, &
Furey, 2014). 10 mL CFS té fermentuar u ekstraktuan me 10 mL acetat etil, 1% acid formik, 4
g MgS0O4 dhe 1 g NaCl, mé pas u vorbulla pér 1 min. Ekstrakti u centrifugua 10 min ne 4000
rpm/min. Supernatanti u kombinua me 150 mg C18-resiné dhe 900 mg MgSO4. Sistemi HPLC
1 pérdorur pér pércaktimin kromatografik ishte njé Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa
Clara) i pajisur me njé€ degézues vakumi dhe pompé binare. Kolona e perdorur C18 (50 mm x 2
mm, 100 A, madhésia e grimcave 3-um; Phenomenex). Fazat e l1évizshme pérbéheshin nga uji
si treté€s A, ACN si tretés B, té dy té acidifikuar (0,1% acid formik).

2.6.3 Komponimet e avullueshme

Kampionet e liofilizuara (200 mg) u treten me 2 ml ujé te distiluar dhe u vendosen né njé shishe
ké gelqi 10-ml. Komponimet e avullueshme u identifikuan nga kromatografia e gazt me njé
analiz€ té vetme té detektorit t€ spektrometrit n€ masé€ quadrupole (GC / MS). Sistemi GC ishte
1 pajisur me njé koloné kapilare HP-5SMS (30m X 0.25 mm, 0.25 um 5% difenil / 95% dimetil-
poliziloksan) (J&E Scientific, Folsom, CA, USA). Rezultatet u shprehén ne pérqindje duke u

krahasuar me tretesiren standarte.

2.7 Vleresim in vivo: Lactobacillus plantarum PP155 dhe Lactobacillus plantarum 850 si kon-

servues natyral ne domate

Pér té€ vlerésuar aktivitetin antifungal duke pérdorur CFS té fermentuar nga L. Plantarum PP155
dhe L. Plantarum 850, domatet ishin kontaminuar me A.flavus ISPA 8111 (prodhues i aflatok-
sinés B1) dhe P. expansum CECT 2278. Kampionet u ndané né tre grupe, njézet u trajtuan me
tretesire sterile MRS (kontroll), njézet me CFS té fermentuar nga L.Plantarum PP155, dhe
njézet me CFS té fermentuar nga L. Plantarum 850. S€ pari, domatet u pastruan me etanol 70%
dhe mé pas u lané me ujé steril. Njé mL tretésire qé pérmban 10* mL"' spore té kérpudhave u
spérkat né domate dhe u tha pér 1 oré né€ njé€ kabinet steril me fluks laminar (Telstar MH 100,
Terrassa, Spanjé&). Mé né fund, kampionet u trajtuan me 10 mL CFS né njé pérqgendrim pérfun-
dimtar prej 12.5 g CFS t¢€ liofilizuar dhe u ruajten né temperaturé dhome pér % d. Né fund té
magazinimit, dhjeté domate nga ¢do trajtim u ndané dhe u ngriné pér pércaktimin e mikotok-
sinave, dhe dhjeté u ekzaminuan pér numerin e sporeve. T¢€ gjitha eksperimentet u pérséritén

tre heré.
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2.8 T¢€ dhénat statistikore

T€ dhénat u vlerésuan statistikisht duke pérdorur versionin InfoStatsoftéare 2008. Dallimet
midis grupeve u analizuan nga ANOVA njékahéshe, e ndjekur nga testi post hoc i Tukey HSD

pér krahasime té€ shuméfishta. Niveli i réndésisé ishte vendosur né p < 0,01.
3. Rezultatet
3.1 Rezultatet e mbivendosjes (Dual Culture-Over lay)

Disa ekstrakte té€ qelizave sipérfaqésore té Lactobacillus spp dhe Bacillus spp né fazé té 1éngét
shfagén aktivitet antifugal ndaj myqeve toksinogjen. Aktiviteti ishte mé 1 shprehur né vecan-
ti kundrejté Fusarium spp. (F. sporotrichoid , F. gramiearum F. verticillioides) dhe Botrytis
cynera. Pérqindja e inhibimit varionte nga 16.2% +0.1 né€ 55.4% + 0.1 si &shté paraqitur né
Tabelén 1 dhe Figurén 1 si mé poshté. Pér kété qéllim u pérdor formula:

% frenimit = (Dm crl-Dm kampion)/ Dm crl- 0.5

Ku Dm crl-diametri 1 kontrollit (cm)

Dm kampion- Diametri 1 agentit (cm)

0.5-diametri i mykut ditén e 1 t€ nisjes s€ provés

Tabela 1: Aktiviteti antifungal 1 baktereve t€ izoluara kundér specieve Penicillium, Aspergillus,
Fusarium dhe Alternaria me ané té provés s€ mbivendosjes. Vlerat shprehen si % e frenimit pas
7 dit€sh me devijim standard. ND- Nuk zbulohet aktivitet.

Pathogen F.sp846 F.883 F.pr 880 F.p0902 F.ve838 F.la 850 P.ve 49 B.ci 181 A.fl 146 A.al 646
Diameter plate control (cm) 8.5 6.5 7.4 6.6 5 53 1.6 7.7 7.5 5.5
Biocontrol

PP 155 45.2+ 0.1 [50.5+0.1 148.2+0.1] 48.2 £0. |40.3+0. [46+0.2 | 19+0.2 38.3+ 0.1 ND 34.3+0.1

PAS850 55.4+ 0.1 | 40.3£0.1]37.6 +0.3]120.3 £0.1]21.2+0.1 | 16.6+ 0.1| ND 253+0.3 ND 22.2+0.1

MP1691 145.1+0.2 140.3 £0.2 [ 50.1 £0.3{40.2 +0.1{39.2+0.1 {40.2+0.2 | 20+0.2 43.6+0.4 ND 20.3 +£0.3

PCH 3 18.2 £0.2(17.4£0.2 | 19.2 £0.2128.2 £0.1]26.3+£0.1 |25.1 £0.2] ND 20.2 £0.1| ND 19.3+0.3

TR71 16.5+0.1 |15.4£0.1 | 16.6 £0.1]18.7 £0.2116.2+0.2 1 19.4 £0.2| ND 16.5 £0.4| ND 17.8+0.2

BL 20 163 £0.2]17.5+0.2 |18.7+£0.2116.9 +0.1| ND 16.4+0.1| ND 16.2 £0.1| ND 18.7+0.1

BM 44 16.2+0.1 119.2+0.1 [18.5+0.1|17.4+0.3] ND 18.3+0.21 ND 20.2£0.3 ND 16.3+0.3

BS 499 25.8+0.3]20.2+0.3 | 21.2 £0.3[ 25.2 £0.2f ND 18.3+0.1| ND 21.5+0.2 ND 19.9 £0.2

BA493 253+0.2119.240.2122.8+0.2122.2 £0.2]120.2+0.1 ]16.2 £0.2] ND 33.2*+0.1] ND 20.3+0.2

BT197 17.2+0.1 119.9 £0.1 | 18.2 £0.1|16.4 +0.3 ND 17.3+0.21 ND 21.2+£0.3 ND 16.3 £0.1
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Figura 1. Shembuj té€ aktiviteti antifungal té pércaktuar me prové mbivendosje krahasuar me
kontrollin e: A) Lactobacillus plantarum PP155 kundér Fusarium sporotrichioides (846) ITEM
12168; B) Lactobacillus plantarum PA 850 kundér Fusarium graminearum (880) ITEM 126; C)
Lactobacillus plantarum MP1691 kundér Botrytis Cinera (181) (CECT 20973).

3.2. Difusioni né fazé té ngurté né agar

Midis dhjeté shtameve té vlerésuara, aktiviteti mé 1 larté antifungal u vu re né supernatanté me

qeliza (CFS) t€ Lactobacillus plantarum 850 dhe Lactobacillus brevis PCH 375, 1 cili frenoi
rritjen e gjeneve té kérpudhave té testuara né mjedis t€ ngurté si¢ tregohet né Tabelén 2 dhe Fig-

urén 3, pérkatésisht. Vetém rrathé mé té médha se 8 mm jané konsideruar si rezultat pozitiv.

Revisté shkencore e “Albanian University” 27



SHKENCAT MJEKESORE

Patricia Daliu, Roberto Ciampaglia, Antonello Santini

Agjentet e
bio kontrollit
PP PA BT PCH PA BL BM BS BA TR MP
Myku Tar-
get 155 850 197 375 2 20 44 499 493 71 1691
Alternaria
alternate ++ - -+t - - - -+ et }
Botrytis
cinerea ++ - - - - - - - - T+ +
Penicillium
verrucosum - - - +++ - - - - - +++ -
Aspergillus
flavus - - - +++ - - - - - - -
Fusarium
proliferatum - - - - - - - - ++ -
Fusarium
verticilloides - - - +++ - + - - - + -
Fusarium
sporo-
trichoides +++ - - - - - - - - ++ +
Fusarium
langsethiae ++ - - +++ - - - - - ++ -
Fusarium
boae - - - +++ - - - - + -
Fusarium
graminearum - - - e - - - - et - -

Tabela 2. Aktiviteti antifungal i CFS kundér llojeve Penicillium, Aspergillus, Fusarium Botrytis dhe Alternaria

me metodén e difuzionit né agar. —Nuk ka aktivitet; + mé pak aktivitet; ++ aktivitet i mesém; +++ aktivitet i forté.

Figura3. A) Lactobacillus plantarum PA850 kundér Alternaria alternate ITEM 8122, B)
Lactobacillus brevis PCH 375 kundér Fusarium graminearum ITEM 126.

3.3 Identifikimi i metabolitéve dytesoré

Sipas literaturés, veprimtaria antifungale e agjentéve té biokontroll nuk éshté vetém pér shkak
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té njé lloji t& pérbérjes por gjithashtu varet nga veprimi sinergjik midis té gjitha substancave
metabolike té pranishme né ekstraktin e fermentuar (Croéley et al., 2013). Nga eksperimentet
tona, u pércaktuan gjithsej katér acide organike, pérkatésisht, acid laktik, acid acetik, acid suk-
sinik dhe acid malik. Sipas rezultateve si¢ tregohet mé poshté né Tabelén 4a) té gjitha shtamet
e izoluara prodhuan acid laktik dhe acid acetik me pérqgendrim né diapazonin 24-282 + 0.64g
Kg-1 dhe 21-77 £ 0.32 g Kg-1, pérkatésisht. LAB me prodhimin mé t& larté t&€ acidit laktik
ishin: L. Plantarum PP155 (282.31 £0.84 g Kg-1), L. Plantarum PA850 (227.74 +0.29 g Kg-1),
L. Plantarum MP1691 (143.83 £0.45 g Kg-1). Kéto vlera mund té shpjegojné faktin se aktivitet
i larté antifungale €shté zbuluar nga kéto lloje. Prodhimi i acidit suksinik (14-45 g Kg-1) dhe
acidit malik (6-13 g Kg-1) u pércaktua vet€ém né pesé dhe gjashté CFS, pérkatésisht. Pér mé
tepér, kéto dy acide kishin njé pérgendrim mesatar mé té€ ulét se acidi laktik dhe acidi acetik.
Acidet fenolike té€ zbuluara né CFS e fermentuar u renditen né€ Tabelén 4b. Midis tet€émbédhjeté
pérbérjeve t€ analizuar, gjashté acide fenolike u zbuluan dhe vlerésuan né CFS (acid benzoik,
1-2-dihidroksibenzen, acid DL-3-fenilaktik (DLA), acid p-kumarik, 3-4-dihidroksidrokinna-
mik, acid vanilik). K&to pérbérés jané raportuar si agjenté antifungal té prodhuar nga LAB
(Omedi et al., 2019). Ashtu si prodhimi i acidit organik, t€ dhénat e acideve fenolike ndérlidhen
me aktivitetin e vérejtur antifungal t€ CFS. Eshté dokumentuar njé sinergjizém midis acidit lak-
tik dhe acidit acetik, si dhe midis kétyre dhe DLA né efektin e mundshém antifungale (Lavermi-
cocca et al., 2003). Njé total prej pesédhjeté VOC-ve jané identifikuar né CFS e lyofilizuar e té
fermentuar nga LAB si¢ tregohet né Tabelén ¢b). Pérbérjet u klasifikuan né€ gjashté grupe sipas
klasés s€ tyre kimike, pérkatésisht alkooleve, aldehideve, acideve, ketoneve, pirazinave dhe té
tjera. Rezultatet tona né lidhje me frenimin e rritjes s€ kérpudhave nga VOCs t€ prodhuara nga

bakteret jan€ né€ pérputhje me té dhénat e raportuara sé fundmi.

Acidet Fermente Laktike
o . PP155 | PA850 | PCH375| MP1691 | TR71 BL20 | BA499 | BS 493 PA2 BM 44
rganike

Lactic 282.1+|227.74+1160.10 + | 143.83 £ | 125.10 | 143.68 | 24.04 | 200.26 | 19446+ | 34.04 +

acid 0.84¢ 0.29¢ 0.46% 0.45° +0.12° | £1.06° [ £0.08* | £0.33%¢| 0.57« 0.08?

Acetic 4253+ 76.93+ | 2077+ | 29.90+ | 30.50 | 3749+ | 52.02 | 66.14+| 43.18 + 52.02 +

acid 0.49< 0.78f 0.28¢ 0.35% [ £0.49°| 0.78>* | £1.41¢| 1.49° 0.49¢< 1.41¢

Succinic 3231+ 4546+ | 28.17+ | 3197+ nd nd nd nd 13.77 + nd

acid 1.44° 1.76¢ 0.56° 0.48° 0.40?

Malic acid | 9.83 + 9.17 + 5.75 + Nd 6.85+ nd 13.40 Nd 8.03 + 19.30 +
1.81% 0.74% 0.20° 0.26° +2.15° 0.34¢ 2.18°

Tabela 4a). Identifikimi dhe pércaktimi sasior i acideve organiké (g kg-1) té prodhuara nga LAB né CFS. Rezu-
Itatet shprehen si devijim mesatar standard. Dallimet statistikisht té réndésishme pér secilin fermentim tregohen

me shkronja té ndryshme (p <0,01).
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Acide fenolike (mg/mL)

Shtamet | Benzoic acid DL-3-Phenyl- | 1-2-Dihydroxy | p-Coumaric | 3-4-Dihydroxy- Vanillin acid
lactic acid benzene acid hydro Cinnamic

PP 155 0.060+0.006 0.184 +0.003 0.044+ 0.002 Nd Nd Nd

PA 850 0.062+0.001 0.297 £ 0.002 Nd Nd 0.022 £ 0.006 Nd

PCH 375 |0.023+0.001 Nd 0.040 £0.001 Nd Nd Nd

TR71 0.015 +0.003 0.844 + 0.006 Nd 0.002 £ 0.001 Nd Nd

MP 1691 | 0.044 +0.001 Nd Nd Nd Nd Nd

BA 493 0.004 £ 0.002 Nd 0.023 £0.002 Nd Nd 0.011 £ 0.001

BS 499 0.051+=0.001 0.377 £0.002 0.045+0.001 0.012 £0.001 0.029 £ 0.004 0.023+0.001

BM 44 0.015+0.002 Nd Nd Nd Nd Nd

PA2 0.021+£0.003 Nd Nd Nd Nd Nd

BL 20 0.019+ 0.002 0.257 £ 0.005 0.015+ 0.004 | 0.002 £0.004 0.008+ 0.002 Nd
Tabela 4b). Identifikimi dhe sasia e acideve fenolike (mg mL-1) prodhuar nga LAB né CFS.
vVOC PP155 PA850 PCH375 MP1691 TR71 PA2 BL20 BS493 BA499 BM44
ALCOHOLS 4.92+0.01° 4.84%0.03° 237+0.07" 18920.01° 3.34+001° 2.75+0.02° 0720.01° 051£001" 048+0.01' 1.09+0.01°
Ethanol 0.63+0.01 nd 1.54+0.04 132+001 0.7+0.01 nd Nd nd nd 1.02 +£0.01
3-methyl-1-butanol nd 0.77 +0.01 Nd 1.24 +0.01 nd nd Nd nd nd 1.04 +0.01
f;gfﬂgl:;;l nd nd Nd 0.25+0.01 nd nd Nd nd nd 0.15+0.01
2-ethyl-1- hexanol  4.29+0.01 1.12+0.01 0.08+0.01 1.724£0.02 1.95+0.01 2.56+0.02 0.53+£0.01 051001 034+0.01 1.02+0.02
2-nonanol nd nd 0.76+0.03 0.33+0.01 0.7+0.01 nd Nd nd 0.15£0.01  0.23+0.01
2-undecanol nd nd Nd nd nd 0.19+0.01 0.19+0.01 nd nd nd
ALDHEYDES 11.89£0.04° 7.67+0.03" 17.86+0.5° 11.93+0.04° 1421 +0.05' 6.88+0.07 6.04+0.08° 3.97+0.03" 444=0.04 893+0.04°
Exanal nd nd Nd nd nd nd Nd nd nd nd
3-methyl butanal 067001 1212001 134+0.04 145+0.01 083£0.01 097£0.02 022+0.01 0.1240.01 029+0.01 1.45+0.01
2-methyl butanal 035+0.01 048+0.01 0.57+0.03 0.55+0.01 041+0.01 054+001 02+0.01 0.12£001 0.19+0.01 0.2+0.01
3-methyl-2-hexanal nd nd 1£003  0.15+£001  1£0.01 0.17+0.01 Nd nd 0.58+0.01 nd
2- ethyl- hexanal 0.67+0.01 nd Nd 0.14%0.01 nd 0.37+0.01 Nd nd 0.14%0.01 nd
Benzaldehyde 458+0.01 2.57+0.01 641+0.16 3.82+0.02 496001 212004 232+0.03 1.6+002 163+002 132=0.03
Benzene 413£0.03 2.1940.02 6.35+£0.19 42+0.02  494+£0.02 237001 2.55+0.03 146001 141001 1.55+0.03
Acetaldehyde
Methional 0.95+0.01 0.67+0.01 1.61+0.05 12£0.01 147+0.01 nd Nd 0.43 £0.01 nd nd
Nonanal 0.57+0.01 0.57+0.01 0.62+0.03 046+0.01 0.63+0.01 037001 0.78+0.01 027001 022+0.01 0.68=0.01
ACIDS 9.45+0.01" l(l):g)if 18.75+0.46  13.36+0.02" 18.14+0.09' 20.81 £ 0.22° 13.96 £ 0.13° 12.71£0.09° 9.2+0.08" 9.96+0.13°
acetic acid 6.5£0.01 7.97+0.01 11.69=0.29 945+0.01 11.53+0.04 1425+£02 9.78+0.06 822+0.04 7.31+0.07 9.78+0.06
2;$ethyl'b“ta"°ic 1.66+£0.01 1.73+0.03 3.4+0.07 215001 3.02£004 336002 1.6+002 2.09+004 1.13+£001 1.6=0.02
i:ir:iethyl'b“tamﬁc 1294001 1.23+0.01 237+0.06 156+0.01 22+001 227001 12+0.02 1.51+001 078+0.01 1.1+0.02
octanoic acid Nd 02+0.01 13+004 022+001 14+001 047£001 14005 0.91+0.01 nd 1.4+0.05
z;?;ethyl [T RO Nd nd Nd nd nd 0.48+0.01 Nd nd nd nd
KETONES Nd 0.16 +0.01" Nd nd 04+001" 1.51£0.02" 129£001° 244£0.04° 0.11£001° 1.29=0.01°
2-heptanone Nd nd Nd nd 04001 098+001 0.65+0.01 141+0.03 nd 0.65+0.01
Acetophenone Nd nd Nd nd nd nd nd nd nd nd
2-undecanone Nd 0.16+0.01 Nd nd nd 0.54+0.01 0.65£0.01 1.04£0.01 0.11£0.01 0.65%0.01
PYRAZINES S0.31+0.04° 64.61% 3914+ 335" 4779+ 0.11° 36.47 + 0.24° 53.55 +0.29" 62.04+0.3° 70.77+0.69" 74.01 +0.77 62.04 + 0.3
methyl-pyrazine 1.79 +0.01 3.02'50.02 273+0.08 1.5+0.02 29£003 202+002 2.18+0.02 1.75+001 166+0.01 2.18=0.02

Tabela 4c¢) Identifikimi dhe sasia e komponimeve organike t€ avullueshme (VOC) (%) t€ prodhuara nga LAB né CFS.
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3.4 Vlerésim in vivo: Lactobacillus plantarum PP155 dhe Lactobacillus plantarum PA850 si

njé agjent bio konservant né kulturén e domateve.

Megenése aktiviteti antimikotik éshté vérejtur me i1 shprehur vetém pér Lactobacillus planta-
rum PP155 dhe Lactobacillus plantarum PA850 kéto dy shtame jané konsideruar si rast studimi
duke pérdorur domate si matric€ ushqimore. Grafiku 1a) dhe 1 b) tregon efektin bio-ruajtés té
CFS té fermentuar nga L. plantarum PP155 dhe L. plantarum PA850 né domatet e inokuluara
me A. flavus dhe P. expansum, gjaté ruajtjes. Né vecanti, afati i ruajtjes sé domates s¢ inokuluar
me 4. flavus nuk paraqiti njé rritje t€ konsiderueshme (p> 0.01) krahasuar me kontrollin. I gjithé
trajtimi evidentoi> 70% domate t€ infektuara pas inkubacionit pér 7 d. Analiza mikrobiologjike
e popullatés s€ kérpudhave konfirmoi mungesén e frenimit té rritjes s€ kérpudhave né domate
té trajtuara me CFS PP 155. Sidoqofté, domatet e inokuluara me P. expansum dhe té trajtuara
me CFS PP850 treguan njé jetégjatési t€ pérmirésuar dukshém si¢ tregohet né€ Figurén 3. Né
eksperimentin e kontrollit, pé€rqindja e domateve té infektuara né€ dit€n 9 t€ inkubacionit ishte
100%, ndérsa, kur aplikuan CFS nga L. plantarum PP155 dhe L. plantarum PA850, vlerat ishin
pérkatésisht 29% dhe 65%. T¢€ dhénat e vézhguara t€ afatit té ruajtjes sé domateve t€ inokuluara
me P. expansum dhe t€ trajtuara me CFS u konfirmuan nga analiza mikrobiologjike. Eksperi-
menti i kontrollit né 9 d t€ inkubacionit, paraqiti njé popullaté kérpudhore prej 7.56 spore log10
g-1, ndérsa né¢ domatet e trajtuara me CFS té fermentuara nga L. plantarum PP155, u vu re
reduktim (p <0.01) i kérpudhave prej 5.58 spore logl10 g-'. Né trajtimin me CFS té fermentuar
nga L. plantarum PP850, domatet e infektuara té inkubuara pér 9 d, paraqitén njé reduktim té

konsiderueshém sporesh (p <0.01) prej 3,67 log10 spore g-1.

Figura 3. Rritja e kérpudhave té Penicillium expansum né domate té trajtuara me
(A) sterile MRS Broth Medium

(B) Lactobacillus plantarum PP850 CFS

(C) Lactobacillus plantarum PP155 CFS pas 9 d inkubimi
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Grafiku 1: A) Efektet e Lactobacillus plantarum PP155 dhe Lactobacillus plantarum PP850 CFS né rritjen ¢
Aspergillus flavus ITEM 8111 dhe B) Penicillium expansum CECT 2278 né domatet. Rezultatet shprehen si% e
domateve té infektuara dhe numérimit mikrobiologjik (logl0sporet g-1). Dallimet statistikisht té réndésishme pér

secilin trajtim tregohen me shkronja té ndryshme (p <0,01). Rezultatet shprehen si devijim standard.
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4. Diskutime

Ndotja e mundshme e mikotoksinave né 1éndét e para dhe / ose né ushqimet e kultivuara éshté
njé rrezik serioz pér shéndetin e popullatés ''. Shfagja e mundshme e mikotoksinave né€ prof
duket me origjiné vegjetale mund té ndikojé né proceset e nxjerrjes dhe pérqendrimit té péra
bérésve aktivé, duke pérfaqésuar njé piké kritike pér t’u monitoruar e pér té€ siguruar ushqim
té sigurt. Megjithé efikasitetin e pérbérjeve kimike sintetike né eliminimin e kérpudhave qé
prodhojné mikotoksina, mbetjet e shumé kimikateve paraqesin rreziqe shéndetésore pér njerézit
dhe kafshét. Pér shkak té toksicitetit t&€ kétyre ksenobiotikéve ekzogjené té€ pérdorur pér té
zvogéluar prodhimin e mikotoksinés dhe rritjen e kérpudhave, jané kryer studime té shumta pér
té identifikuar qasje té reja natyrore efektive '>13. Ky kérkim shkencor hedh drité duke testuar
pér heré té par€ shtamet e vecanta té€ gjinisé Lactobacillus spp dhe Bacillus spp si alternativa té
pérshtatshme me qéllim zvogélimin e rrezikut té mundshém toksikologjik. Nga kjo piképamje e
studimit pérdoren vetité e agjentéve té€ bio-kontrollit. Eksperimentet antifungale in vitro demon-
struan se CFS e fermentuara nga shtame té ndryshme t&€ Lactobacillusn PP155 dhe PP850 kané
aktivitet t€ rénd€sishém antifungale kundér njé spektri té€ gjeré t€ kérpudhave toksigjene. Kéto
efekte mund té vijné nga bakteriocinat té cilat jané substanca dytésore metabolike té prodhuar
nga shtamet e fermenteve laktike. Pér mé tepér, aplikimi 1 CFS si njé bio-konservues 1 ri né
domate, i zgjedhur si njé rast studimi, ku rezultatet e t€ cilit mund t€ shtrihen né matricat e tjera
ushqimore vegjetale, evidentuan njé reduktim té rritjes sé Penicillium expansum shoqéruar me
zgjatje té jetégjatésisé sé produktit. Aplikimi premtues i paraqitur né kété studim pér té zvogélui
ar ndotjen e mikrofungjeve dhe pér t€ rritur afatin e ruajtjes pas vjeljes s€¢ domateve, &shté
efikas pér t€ mbrojtur nga ndotja e mikotoksinave. Kjo kontribuon né plotésimin e kérkesés sé
konsumatoréve pér té zvogéluar pérdorimin bujqésor té pérbérjeve sintetike dhe pér té rritur
zgjedhjen e alternativave té pérshtatshme natyrore. Shtamet e vlerésuara né kété studim mund
té konsiderohen si njé strategji pér frenimin e kérpudhave toksigjene dhe si njé zévendésim pér

pérbérjet sintetike né ruajtjen e ushqimit dhe pérgatitjet ushqyese.
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