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1.UVOD

Probiotici su zivi mikroorganizmi koji imaju pozitivan ucinak na zdravlje domaéina kada se
unose u odgovarajucim koli¢éinama (Frece i sur., 2005). Kontroliraju sastav crijevne mikroflore
na nacin da inhibiraju rast potencijalno patogenih bakterija proizvodnjom antimikrobnih tvari,
natjecu se za hranjive tvari i za mjesto za vezanje. Istovremeno, probiotici poticu rast korisnih,
pozeljnih vrsta crijevne mikroflore (Frece i sur., 2009; Quigley, 2018). Osim djelovanja na
ostale mikroorganizme, probiotici posjeduju sposobnost modifikacije metabolickih procesa u
probavnom sustavu i stimulacije imunoloskog sustava domacina. Njihova aktivnost i broj moze
se povedati uporabom neprobavljivih oligosaharida, prebiotika (Suskovi¢, 1998; Frece i sur.,
2005).

Kao probiotici se koriste bakterije mlijecne kiseline (BMK) koje su prirodni stanovnik ljudskog i
Zivotinjskog gastrointestinalnog trakta. Opcenito BMK ukljucuju 40 rodova bakterija okruglog i
Stapicastog oblika, a rodovi koji se koriste kao probiotici su Lactobacillus, Bifidobacteria,
Lactococcus i Streptococcus (Salminen i sur., 2004).

Probioti¢ki mikroorganizmi moraju zadovoljiti velik broj kriterija koji se dijele na opce,
tehnoloske i funkcionalne. U tu svrhu provode se testovi izoliranih mikroorganizama u kojima
se istrazuje njihova otpornost na nepovoljne uvjete u gastrointestinalnom traktu, procesne

stresove i njihov utjecaj na zdravlje domacina (Frece i sur., 2005; de Melo Pereira i sur., 2018).

Cilj ovog rada je djelomicna probioticka karakterizacija dvaju sojeva BMK: Lactobacillus
plantarum M2 i Lactobacillus plantarum KO9. Ispitano je njihovo prezivljenje u uvjetima zeluca
i tankog crijeva, antioksidativni kapacitet preko sposobnosti uklanjanja DPPH slobodnih
radikala i preko ukupne unutarstanicne koncentracije glutationa, sposobnost formiranja

biofilma i autoagregacije, te hemoliticka aktivnost.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Bakterije mlijecne kiseline

BMK su gram-pozitivne bakterije, okruglog ili Stapi¢astog oblika, nesporogene, mezofilne,
kemoorganotrofi, katalaza-negativhe, nemaju citokroma, ne sintetiziraju porfirine, a rastu
samo na kompleksnim hranjivim podlogama. S obzirom na toleranciju prema kisiku su
anaerobne ili mikroaerofilne. Kod aerotolerantnih vrsta prisutne su velike koli¢ine enzima NAD-
oksidaze i NAD-peroksidaze koji omogucuju uklanjanje kisika iz medustani¢nog prostora.
Karakterizira ih sposobnost fermentacije heksoza u mlije¢nu kiselinu, acidotolerantne su, te
posjeduju niski udio gvanina i citozina u molekuli DNA (Tripathi i Giri, 2014). Poznati rodovi su
Lactobacillus i Bifidobacterium kao predstavnici bakterija Stapi¢astog oblika. Svi ostali rodovi
BMK su okruglog oblika, a neki od njih su Leuconostoc, Lactococcus i Streptococcus. Medu
okruglastim BMK, rodovi Aerococcus, Pediococcusi Tetragenococcus stvaraju tetrade, odnosno
skupine od Cetiri bakterije povezane u cjelinu. Rod Bifidobacterium se takoder ubraja u BMK,
iako im nije filogenetski srodan, te ga karakterizira specifiCan nacin fermentacije Secera
(Salminen i sur., 2004).

Prema nacinu metaboliziranja heksoza, postoje homofermentativni i heterofermentativni put.
Homofermentativni put karakterizira nastajanje mlijecne kiseline kao primarnog produkta, te
takve bakterije posjeduju enzim aldolazu koja omogucuje pretvaranje glukoze izravno u
mlijecnu kiselinu  tijekom Embden-Mayerhof-Parnas ~ metabolickog puta. u
heterofermentativnom metabolickom putu prisutan je pentoza-fosfatni put koji omogucuje
pretvorbu heksoze u pentozu, te uz mlijecnu kiselinu nastaju ugljikov dioksid, octena kiselina,
etanol, aldehidi i diacetil (Makarova i sur., 2006; De Melo Pereira i sur., 2018). U
homofermentativne mikroorganizme spadaju bakterije roda Streptococcus, Pediococcus,
Lactococcusi Lactobacillus, a u heterofermentativne bakterije roda Leuconostoci Betabacteria
(Carr i sur., 2002).

Mlijecna kiselina, kao krajnji produkt metabolizma, u prehrambenim proizvodima produljuje
rok trajanja, poboljSava okus i nutritivnu vrijednost, te doprinosi teksturi hrane.

BMK imaju Siroku primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kemijskoj industriji. U
prehrambenoj industriji koriste se u proizvodnji jogurta, sira, kruha, kiselog kupusa,
krastavaca, piva, vina i drugih fermentiranih namirnica. Mogu proizvesti niz funkcionalnih
oligosaharida koji pokazuju pozitivan ucinak na zdravlje. BMK kao probiotici su pokazale

ucinkovitost protiv probavnih problema, alergija, intolerancije na laktozu, te ucinkovitosti pri
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stimulaciji imuniteta (Corsetti i Settanni 2007). Stoga se takva hrana smatra funkcionalnom,
zahvaljujuci pozitivnom ucinku na jednu ili viSe ciljanih funkcija u organizmu, mogucénosti
poboljSanja zdravlja i prevencije bolesti, te u konacnosti, moguénosti smanjenja upotrebe
antibiotika (Suskovi¢ i sur., 2001).

BMK se upotrebljavaju kao starter kulture u proizvodnji fermentirane hrane te mogu biti
dodane ili vec prirodno prisutne u sirovini. Sudjeluju u procesima fermentacije i konzerviranja
zbog sposobnosti proizvodnje antimikrobnih tvari kao Sto su organske kiseline (mlijecna,
octena i mravlja kiselina), vodikov peroksid, antifungalni peptidi, bakteriocini, ugljikov dioksid,
diacetil i etanol. Octena kiselina doprinosi mirisu i sprjeCava pojavu plijesni. Bakteriocini su
peptidi niske molekulske mase ili proteini antibakterijskog ucinka koji djeluju na Gram-pozitivne
bakterije. Mnogi bakteriocini su ucinkoviti protiv patogena koji se prenose hranom kao Sto su
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes, te stoga pokazuju
inhibiraju¢e djelovanje na kvarenje koje je pokazano kod fermentiranih kobasica, povrca,
maslina i mlijecnih proizvoda. Od ostalih antimikrobnih agensa, Lactobacillus reuteri proizvodi
reuterin koji je u€inkovit prema Sirokom spektru bakterija, plijesni i kvasaca (Leroy i De Vuyst,
2004). Zbog biokonzerviraju¢eg djelovanja, BMK se mogu koristiti kao zamjena za sintetske
konzervanse i ostale aditive koji su danas nepoZzeljni u prehrambenim proizvodima od strane
konzumenata. Navedeno pozitivno djelovanje nije ograniceno samo na prehrambene
proizvode, ve¢ se razmatraju kao alternativa za tradicionalne antibiotike u svrhu kontrole
antimikrobne rezistencije koja predstavlja problem za zdravlje ljudi i Zivotinja (Rahmeh i sur.,
2019).

Osim navedenog antimikrobnog ucinka, BMK utjecu na okus, aromu i teksturu fermentiranih
proizvoda. S obzirom na to da metaboliziraju Secer u mlijecnu kiselinu preko piruvata, piruvat
moZze dovesti do stvaranja acetata, etanola, diacetila, acetaldehida i ostalih hlapljivih tvari koje
su zasluzne za karakteristian okus. Utjecaj na teksturu prisutan je kao posljedica proizvodnje

polisaharida koji povecavaju viskoznost i ¢vrstocu (Leroy i De Vuyst, 2004).

Zbog vremenski duge primjene BMK bez Stetnog utjecaja na zdravlje ljudi, nalaze se na GRAS
(Generally Regarded As Safe) listi prema US FDA, odnosno na listi QPS (Qualified Presumption
of Safety) prema legislativi Europske Unije (Frece i sur., 2010).



2.1.1. Lactobacillus plantarum

Rod Lactobacillus obuhvaca veliki broj razli¢itih vrsta medu kojima je vidljiv visoki stupanj
raznolikosti. Ovom rodu pripada vise od 50 razli¢itih vrsta, te su najraSirenija skupina BMK.
Karakterizira ih visok stupanj prezivljenja u uvjetima niskog pH, te sprje¢avanje rasta patogena
kroz kompeticiju za adheziju i za hranjivim tvarima. Medutim, samo je nekoliko vrsta ukljucenih
u fermentaciju hrane i u regulaciju crijevne mikroflore kao Sto su L. crispatus, L. gasserii L.
plantarum. Sojevi laktobacila koji se koriste kao probiotici su nepatogeni i netoksicni, te imaju
visoku sposobnost adhezije na crijevnu sluznicu (De Vries i sur., 2006; Vivek i sur., 2019).

Medu njima, Lactobacillus plantarum je vrsta koja se nalazi u razlicitim okoliSnim niSama,
ukljucujuéi mlije¢ne proizvode, meso, te fermentirano voce i povrée, a uz to, prirodni je
stanovnik ljudskog i Zivotinjskog gastrointestinalnog trakta. U Zivotinjama koli¢ina moze varirati
ovisno o Zivotinjskoj vrsti, starosti ili specificnom mjestu unutar probavnog sustava. §tapiéasta
je, Gram-pozitivna bakterija s probiotickim svojstvima kao Sto su otpornost na bioloske
barijere, antimikrobna aktivnost i osjetljivost na antibiotike. Mnoga istrazivanja su pokazala da
koriStenje L. plantarum kao probiotika kod korisnika ima pozitivan ucinak zbog inhibicije
patogenih mikroorganizama kao Sto su Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes i Clostridium difficile, sposobnosti snizavanja kolesterola u krvi te
pokazuje pozitivan ucinak kod pojedinaca s intolerancijom na laktozu (Manzoor i Tayyeb,
2019).

Spada u skupinu fakultativnho heterofermentativnih BMK Sto znali da ima sposobnost
metaboliziranja Secera do mlijecne kiseline na homofermentativni i heterofermentativni nacin.
Moze provoditi metabolicku razgradnju glikolizom i fosfoketolaznim putem, a sudbine piruvata
mogu biti razliCite, tj. razliCiti nacin fermentacije rezultira razli¢itim krajnjim produktima.

Genom joj je sekvencioniran te je jedan od najvecih medu BMK (Kleerebezem i sur., 2003).

Veliki broj povrsinski smjestenih proteina ukazuju na mogucnost adhezije na mnogo razlicitih
povrsina, a velik broj regulatornih gena upucéuju na sposobnost prilagodbe razli¢itim uvjetima
Sto je posljedica prisutnosti ove bakterije u razlicitim okoliSnim niSama. Haller i sur. (2001) su
pokazali toleranciju razliCitih sojeva L. plantarum na uzastopnu izlozenost klorovodi¢noj kiselini

i zuc¢nim solima.



2.2. Probioticke bakterije

Probiotici su, prema definiciji Organizacije za hranu i poljoprivredu (engl. FAO — Food and
Agricultural Organization) i Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. WHO — World Health
Organization), Zivi mikroorganizmi koji imaju pozitivan ucinak na domacina kad se unose u
odgovarajué¢im koli¢inama. U tom slucaju reguliraju imunoloski sustav, odrzavaju zdravu
crijevnu mikrofloru, reduciraju hipertenziju, snizuju razinu kolesterola u krvi, sudjeluju u
prevenciji dijareje, smanjuju pojave upalnih bolesti crijeva i mokraéno-spolnih infekcija,
omogucuju smanjenu potrebu za antibioticima, te povoljno djeluju u organizmima sa
smanjenom tolerancijom na laktozu. Kao probiotici se koriste bakterije roda Lactobacillus,
Bifidobacteria, Lactococcus, Streptococcus te nekoliko sojeva kvasaca. S obzirom na njihovu
dugotrajnu upotrebu bez Stetnog ucinka na domadina, brojne od tih vrsta posjeduju GRAS,
odnosno QPS status (Angmo i sur., 2016; Rajoka i sur., 2017). Medu BMK, Lactobacillus je
najranije otkriveni probiotik kojeg karakterizira Siroka industrijska primjena kao Sto je primjena
u obliku konzervansa, sredstva za zakiseljavanje i arome za hranu (De Melo Pereira i sur.,
2018).

Zbog pozitivnih ucinaka na zdravlje sve su viSe ukljuceni u fermentirane proizvode. Uporaba
probiotickih kultura stimulira rast poZzeljnih mikroorganizama, a inhibira rast potencijalno
Stetnih bakterija, te poveéava obrambeni mehanizam tijela (Saarela i sur., 2000). U svrhu
osiguravanja zdravstvenih ucinaka, predlozena koncentracija probiotickih bakterija iznosi 10°
— 108 CFU po gramu ili mililitru proizvoda. Medutim, potrebno je pratiti odrzivost probiotika u
proizvodima na koju, primjerice, mogu utjecati kiseline i vodikov peroksid proizveden od strane
ostalih bakterija (npr. jogurtnih u jogurtu), te kisik koji se ve¢ nalazi u proizvodu ili koji je
difundirao kroz ambalazu (Shah, 2000).

Djelovanje probiotika moZze biti izrazeno kroz tri aspekta: inhibicija rasta nepozeljnih
mikroorganizama, modifikacija metabolickih procesa u probavnom sustavu i stimulacija
imunoloskog sustava domacina (Frece i sur., 2005). Probiotici inhibiraju rast ostalih
mikroorganizama antimikrobnim djelovanjem, kompeticijom za hranjivim tvarima i za mjesta
vezanja u probavnom sustavu. Modifikacija metabolickih procesa ukljuCuje povecéanje
aktivnosti pogodnih ili smanjenje aktivnosti kancerogenih enzima. Stimulacija imunoloskog

sustava provodi se povecanjem razine protutijela i makrofagne aktivnosti (Sugkovi¢, 1998).

Nacin kojim se povecava broj i aktivnost probiotika jest uporaba prebiotika, neprobavljivih
oligosaharida koji stimuliraju autohtone i alohtone-probioticke bakterije, te je stoga u
posljednjih nekoliko godina pozornost dana koriStenju kombinacije probiotika i prebiotika.



Prebiotik ulazi u debelo crijevo, te sluzi kao supstrat endogenim bakterijama, ¢ime osigurava
domacinu esencijalne makronutrijente, potrebne metabolicke supstrate i energiju. Njihovo
sinergisticko djelovanje, kao Sto je primjerice kombinacija laktilola ili laktuloze s laktobacilima,
utjeCe na povecanje ukupnog broja laktobacila, bifidobakterija, te na smanjenje patogenih
mikroorganizama i stabilizaciju probiotickog ucinka (Suskovi¢ i sur., 2001). Nisu svi
ugljikohidrati iz prehrane prebiotici, ve¢ oni moraju zadovoljavati kriterije kao Sto su otpornost
na zeluanu Kkiselinu, hidroliticke enzime, fermentaciju crijevne mikroflore, te moraju
posjedovati sposobnost selektivne stimulacije rasta i aktivnosti pozeljnih mikroorganizama
(Schrezenmeir i de Vrese, 2001; Roberfroid, 2007).

2.2.1. Selekcijski kriteriji za probioticke bakterije

Probioticki sojevi se mogu koristiti i biti aktivni unutar domacina samo ako ispunjavaju veliki
broj kriterija. Selekcijski kriteriji za probioticke bakterije rezultat su ispitivanja istrazivackih
institucija i sveucilidta zajedno s prehrambenom industrijom (Suskovié i sur., 2001). Selekcijski

kriteriji se dijele na opce, tehnoloske i funkcionalne.

U opce kriterije pripadaju tocna taksonomska identifikacija, ljudsko podrijetlo, netoksi¢nost i
nepatogenost, geneticka stabilnost, te otpornost prema Zucnim kiselinama i niskim pH
vrijednostima (Frece i sur., 2010).

Za procjenu sigurnosti neophodna je ispravna taksonomska identifikacija koja omogucuje
povezivanje sa srodnim vrstama, moze dati informacije o tehnoloskim karakteristikama, a
nepovoljna identifikacija utjeCe na povjerenje kod potrosaca. Identifikacija se posljednjih
godina temelji na proucavanju sekvenci, posebice 16S rRNA gena, a ova metoda moze se
kombinirati s biokemijskim metodama kao Sto su katalaza, nitrat-reduktaza i ureaza testovi
(Coeuret i sur., 2004; Sanders i sur., 2010). Identifikacija na razini soja moguca je pomocu gel
elektroforeze u pulsirajuem polju. Preporuceno je dodijeliti ime probioticima prema
medunarodnoj nomenklaturi kako bi se osiguralo razumijevanje (FAO/WHO, 2001). Pozeljno
je da sojevi koji se koriste kod ljudi imaju i ljudsko podrijetlo, odnosno da su izolirani iz ljudskog
i zdravog gastrointestinalnog trakta. Razlog tome je Sto probioticki soj moze bolje funkcionirati
u slicnom okruZenju iz kojeg je izoliran (Saarela i sur., 2000). Da bi se ispitala netoksi¢nost i
nepatogenost WHO je predlozila niz testova kojima se provjerava proizvodnja toksina,
metabolicka aktivnost te hemoliticki potencijal (Sotoudegan i sur., 2019). Neki od
mikroorganizama koji ne zadovoljavaju navedeni kriterij su bakterije roda Enterococcus koje

mogu uzrokovati bolesti kao Sto su endokarditis, bakterijemija, te infekcije abdomalnog,
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mokracnog i srediSnjeg ziv€anog sustava. Takoder, za bakterije roda Bacillus, posebice B.
cereus je poznato da proizvode enterotoksine (Anaddn i sur., 2016). Sljededi opdi kriterij govori
da probiotici ne smiju posjedovati gene koji omoguéuju rezistenciju na antibiotike te su
prenosivi. Neki Lactobacillus sojevi pokazuju Siroki raspon otpornosti na antibiotike, ali u vecini
slucajeva ta otpornost nije prenosivog tipa pa zadovoljavaju navedeni kriterij (Saarela i sur.,
2000). Za razliku od Lactobacillus roda, bakterije roda Enterococcus, koji takoder spada u BMK,
pokazuje visoku otpornost na vankomicin, te tu otpornost moze prenijeti na druge
mikroorganizme i na taj nacin omoguditi patogene pojave kod domacina (FAO/WHO, 2001). S
obzirom na nepovoljne uvjete koji se nalaze u ljudskom gastrointestinalnom traktu, probiotici,
da bi bili djelotvorni, moraju posjedovati otpornost na kiseli medij i Zu¢ne kiseline. Osim toga,
hrana koja ukljuCuje probiotike su ve¢inom fermentirani mlijeCni proizvodi niske pH vrijednosti
u kojima takoder moraju pokazati odrzivost. Za procjenu tolerancije na kiselost i Zu¢ne soli
mogu se koristiti in vitro i sloZeniji in vivo testovi (Tuomola i sur., 2001). Nakon gutanja,
probioticke bakterije se suoCavaju s antimikrobnim cimbenicima u zelucu (niski pH, zelucani
sok i pepsin) i u crijevima (pankreatin i Zucne soli). Otpornost na spomenute uvjete varira
medu sojevima. Primjerice, Lactobacillus sojevi su opcenito otporni, dok su bifidobakterije
osjetljive na niski pH. Opcenito, pH vrijednosti od 2 do 5, te koncentracija Zucnih soli od 0,3
do 2 % smatraju se kriticnim za odabir probiotickih mikroorganizama, a u svrhu odredivanja
otpornosti na ove uvjete provode se ispitivanja u simuliranim uvjetima (De Melo Pereira i sur.,
2018). Da bi probiotici bili djelotvorni u ljudskom gastrointestinalnom traktu, osim otpornosti
na nepovoljne uvjete moraju posjedovati sposobnost stvaranja biofilma. Donlan i Costerton
(2002) su biofilm definirali kao mikrobnu sesilnu zajednicu sastavljenu od stanica koje su
ireverzibilno vezane na supstrat, odredenu podlogu ili medusobno jedna na drugu. Osnovna
karakteristika biofilma je stvaranje izvanstanicne polisaharidne matrice koja pomaze u
osiguravanju zastite od antibiotika i enzima. Formiranje biofilma kao svojstvo probiotickih
bakterija pozeljno je jer omogucuje olakSanu kolonizaciju i dulju postojanost u domadinu, te

inhibira kolonizaciju patogenih bakterija.

U tehnoloske kriterije spadaju stabilnost poZzeljnih karakteristika tijekom priprave kulture,
skladistenja i isporuke, visoka razina broja Zivih bakterija u probiotickom proizvodu, brzo i lako
razmnozavanje, izdvajanje, koncentriranje, smrzavanje i liofiliziranje tijekom procesa priprave
probiotickih kultura, te visok stupanj prezivljenja za vrijeme Cuvanja i distribucije. U
konacnosti, potrebno je dobivanje Zeljenih organoleptickih svojstava kad su ukljuceni u

fermentacijske procese (Frece i sur., 2010).



Pozitivno djelovanje probiotika ovisi o broju odrzivih i aktivnih stanica, stoga je neophodno
osigurati visoku stopu prezivljenja probiotickih mikroorganizama tijekom proizvodnje (Mattila-
Sandholm i sur., 2002). Tijekom fermentacije je pozeljno odrzavanje temperature koja
omogucuje rast i razmnozavanje bakterija, a optimalne vrijednosti za vecinu BMK iznose od 37
do 43 °C. Pri odabiru probiotika, vazno je pridati paznju otpornosti BMK na procesne stresove.
Do oSteCenja stanica moze doéi tijekom smrzavanja uslijed stvaranja kristala leda i
odmrzavanja uslijed osmotskih naprezanja. Takoder, potrebno je odabrati optimalan nacin
suSenja. Susenje rasprsivanjem je ekonomicnije, ali rezultira manjom odrzivosti stanica, dok
je susenje smrzavanjem skuplje, ali prezivljenje stanica je vece. U svrhu dodatnog povecanja
stabilnosti, dodaju se zastitna sredstva kao Sto su laktoza, saharoza, mononatrijev glutaminat,
askorbat, glicerol, betain, te razni polimeri u mlijenu ili vodenu bazu. Koje sredstvo e se
dodati ovisi o probiotickoj kulturi (Mattila-Sandholm i sur., 2002). Mnogi smatraju da
mikroinkapsulacija moZe poboljsati preZivljavanje probiotika tijekom procesiranja i skladiStenja
proizvoda, kao i tijekom prolaska kroz gastrointestinalni trakt. Tijekom skladistenja, na
odrzivost probiotika mogu utjecati ostali sastojci hrane, vrsta ambalaznog materijala i njegova
propusnost plinova i svijetlosti, te uvjeti u skladiSnom prostoru kao Sto su kolicina kisika koji
nepovoljno utjee na rast i prezivljavanje probiotickih bakterija, koli¢ina vlage i temperatura.
U jednom ispitivanju prezivljenja L. plantarum u prisustvu ugljikohidrata, sorbitol se pokazao
kao najucinkovitije zastitno sredstvo tijekom skladistenja (Linders i sur., 1997; i Giri, 2014). U
konacnici, cilj je dobivanje Zeljenih organoleptickih svojstava u fermentiranim proizvodima.
Usporen rast probiotickihn mikroorganizama moze biti uzrok nepoZeljnih aroma, pa se
probioticke kulture kombiniraju s drugim bakterijama — starter kulturama pogodnima za
fermentaciju. Interakcija izmedu probiotika i startera moZze rezultirati poboljSanom kvalitetom
i senzorskim svojstvima (FAO/WHO, 2001; Mattila-Sandholm i sur., 2002; Frece i sur., 2010).

U funkcionalne kriterije spadaju sposobnost preZivljenja, razmnozavanja i metabolizamske
aktivnosti u organizmu, sposobnost adhezije i kolonizacije crijevhog epitela, proizvodnje
antimikrobnih tvari, antagonisticka aktivnost prema patogenim i kariogenim bakterijama,
moguénost kompeticije sa sudionicima normalne mikroflore, otpornost prema antimikrobnim
tvarima koje proizvodi crijevna mikroflora, imunostimulacijski ucinak te pozitivan ucinak na

zdravlje.

Sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela potrebna je kod probiotika jer se u tom
slucaju dulje zadrzavaju u gastrointestinalnom traktu i veca je mogucnost njihovog pozitivnog
djelovanja. Osim toga, ako probiotici pokazuju vecu sposobnost adhezije, u kompeticiji s
patogenim bakterijama ih mogu kompetitivno iskljuciti (Saarela i sur., 2000). Adhezija je



povezana sa sposobnoScu autoagregacije i hidrofobnim svojstvima povrSine stanica.
Sposobnost autoagregacije osigurava veliku gusto¢u stanica u crijevima. Sljedeci funkcionalni
kriterij navodi da probiotici moraju imati antagonisticku aktivnost prema patogenim i
kariogenim bakterijama. Probiotici, kad se veZzu na epitelne stanice crijeva, proizvode
antimikrobne komponente koje inaktiviraju ili inhibiraju patogene bakterije kao Sto su organske
kiseline, enzimi, vodikov peroksid, bakteriocini i peptidi niske molekulske mase. Drugi
mehanizam kojim probiotici inhibiraju patogene je njihova medusobna kompeticija za hranjivim
tvarima i vezanjem na povrsinu crijevnog epitela (De Melo Pereira i sur., 2018). Stoga je
potrebno da probiotik ima jedno ili vise klinicki dokumentarnih korisnih ucinaka na zdravlje.
Bakterije mogu djelovati antikancerogeno i antimutageno, a navedena svojstva prisutna su
kod BMK roda Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus i Pediococcus koje su
izolirane iz fermentiranih mlijecnih i nemlijeCnih proizvoda, a dokazana su na Zivotinjskim
modelima (Saarela i sur., 2000). Takoder, Ooi i Liong (2010) povezali su probiotike s
prevencijom srcanih bolesti zbog sposobnosti smanjenja razine kolesterola. Probiotici mogu
potisnuti poveCanje tjelesne mase, pozitivno djelovati na dijabetes i djelovati
imunostimulirajuce. Takoder, mogu izluCivati funkcionalne molekule ukljucujuéi antioksidanse,
enzime, kratkolanane masne kiseline, peptide, esencijalne vitamine i minerale.
Antioksidacijski spojevi koje proizvode su superoksid dismutaza, glutation dismutaza,
askorbinska kiselina, melatonin i glutation (De Melo Pereira i sur., 2018).

Antioksidansi su molekule koje neutraliziraju Stetne slobodne radikale, te na taj nacin
usporavaju lancane reakcije koje oni uzrokuju, sprjeavaju nastanak bolesti koje su posljedica

oksidacijskog stresa i Stite organizam od Stetnog djelovanja prooksidansa (Huang i sur., 2005).

Jedna od najviSe koristenih metoda ispitivanja antioksidacijskog kapaciteta jest pomocu DPPH
radikala, a temelji se na njegovoj redukciji od strane antioksidansa. DPPH je 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil, stabilan organski dusikov radikal ljubicaste boje Cija je struktura prikazana na slici
1. Kad se otopina DPPH radikala pomijesa s antioksidacijskim ili reducirajué¢im tvarima, prelazi
iz ljubicaste u Zutu boju odgovarajucéeg hidrazina. Sposobnost redukcije antioksidansa se moze
procijeniti pracenjem apsorbancije. Ova metoda je vrlo jednostavna i brza sSto je i razlog njene
Siroke primjene, a moze se koristiti za tekuce i krute uzorke. Nije specifi¢na za odredenu vrstu
antioksidansa, vec odreduje ukupni antioksidacijski kapacitet (Pyrzynska i Pekal, 2013; Goujot
i sur., 2018).
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Slika 1. Kemijska struktura DPPH radikala (Pyrzynska i Pekal, 2013)

Antioksidacijskim spojevima pripada i glutation (GSH) koji je najzastupljeniji tiol niske
molekulske mase pronaden u gotovo svim eukariotskim organizmima, a prisutan je samo u
nekim bakterijskim rodovima, uglavhom Gram-negativnim bakterijama. Kemijski je tripeptid
glutamata, cisteina i glicina, a struktura je prikazana na slici 2. Antioksidacijska aktivnost
izraZzena je zbog prisutnosti sulfhidriine skupine u cisteinu koja moZe posluziti kao donor
elektrona (Ferguson i Bridge, 2019). U organizmima se nalazi u dva osnovna oblika. Monomerni
glutation (GSH) predstavlja reducirani oblik, dok se dimerni oksidirani oblik naziva glutation
disulfid (GSSG). Omjer GSSG/GSH je pokazatelj oksidacijskog stresa. U fizioloskim uvjetima
GSH oblik je prisutan u koncentraciji 10 do 100 puta vecoj nego GSSG oblik, a u uvjetima
oksidacijskog stresa, GSH se pretvara u GSSG uslijed njihove reakcije sa slobodnim radikalima
i reaktivnim spojevima s kisikom (H.0,, O.", OH). y-peptidna veza izmedu glutamata i cisteina
omogucuje glutationu stabilnost s obzirom na to da ju vecina peptidaza ne moze hidrolizirati.
Sinteza i razgradnja glutationa odvija se u okviru y-glutamil ciklusa u citosolu iz kojeg se kasnije
dovodi do drugih organela. Osim Sto djeluje kao antioksidans, sluzi i kao detoksikacijsko
sredstvo ksenobiotika, moze djelovati kao kofaktor antioksidacijskih enzima, ukljucen je u

popravak DNA, te odrzava razinu cisteina (Bansal i Simon, 2018).

NH ,
D\\\\ v} | i ..-;‘.'ﬂo
_C=—CH —CH ;-CH a-rI:| NH —CH =€
HO o OH

Glutamic acid Cysteine Glycine

Slika 2. Struktura reduciranog oblika glutationa (Van Haaften i sur., 2003)
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizam

U ovom radu koriStena su dva soja BMK Lactobacillus plantarum KQ9 i Lactobacillus plantarum
M2. Koristeni sojevi pohranjeni su u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za opcéu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.

3.1.2. Podloga za uzgoj mikroorganizama

Za uzgoj bakterijskih kultura koristena je MRS (de Man, Rogosa i Sharpe, Biolife, Milano, Italija)
tekuca hranjiva podloga koja se primjenjuje za uzgoj bakterija iz roda Lactobacillus. pH

vrijednost podloge iznosi 6,5, a sastav je prikazan u tablici 1.

Tablica 1. Sastav hranjive podloge

. koli¢ina (g/L destilirane
sastojci

vode)

pepton 10
mesni ekstrakt 10
kvascev ekstrakt 5
glukoza 20
Tween 80 1
MgS0.x 7H.0 0,1

MnSO; x 7H,0 0,05
natrijev acetat 5
agar 20
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3.1.3. Aparatura i pribor

e automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e vibromjedac EV-102 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

e centrifuga Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)

e brojac kolonija BZG 30 (WTW, Weilheim, Njemacka)

e termostat (Sutjeska, Beograd, Jugoslavija)

e tehnicka vaga (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

e analiticka vaga (Sartorius, Gottingen, Njemacka)

o pH metar (Mettler Toledo, Greifensee ,Svicarska)

o spektrofotometar HeAios € (Thermo Electron, Waltham, Massachusetts, SAD)
o staklene kuglice, promjer 0,40-0,60 mm (Sartorius, Gottingen, Njemacka)
e polistirenska mikrotitarska plocica (Falcon, Amsterdam, Nizozemska)

3.1.4. Kemikalije

. pepsin (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)

o klorovodi¢na kiselina (Carlo Erba, Cornaredo, Italija)
o pankreatin (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)

o zucne soli (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)

o natrijev klorid (J.T.Baker, Gliwice, Poljska)

o natrijev hidroksid (Carlo Erba, Cornaredo, Italija)

. etanolna otopina DPPH radikala (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)
o DTNB (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)

. Na;HPO4 x 12 H,O (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

° NaH;PO4 x 2 H,O (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

o metanol (Carlo Erba, Cornaredo, Italija)

o kristal violet (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

o octena kiselina (J.T.Baker, Gliwice, Poljska)

. PBS (phosphate-buffered saline — fizioloska otopina s fosfatnim puferom)
o krvni agar Columbia (Biolife, Milano, Italija)
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3.2. Metode rada

3.2.1. Uzgoj mikroorganizama

Uzgoj odabranih sojeva mikroorganizama, L. plantarum M2 i L. plantarum KO9, proveden je
sterilnim nacjepljivanjem u 5 mL tekuce MRS podloge, homogeniziranjem na vibromjesacu i

inkubiranjem kroz 24 sata na 37 °C.

3.2.2. Priprema bakterijske suspenzije

Nakon inkubacije, podloge s poraslim mikroorganizmima su homogenizirane na vibromjesacu,
prebacene u kivete za centrifugiranje i centrifugirane 10 minuta na 6000 rpm. Dobiveni super-
natant je uklonjen, a istalozena biomasa resuspendirana u 10 mL 0,5 % sterilne fizioloske
otopine. Korak centrifugiranja i ispiranja biomase ponovljen je joS jednom, te se dvostruko

isprana biomasa resuspendirala u 10 mL 0,5 % sterilne fiziolosSke otopine.

3.2.3. Odredivanje broja BMK u suspenziji

Broj bakterijskih stanica u dobivenoj suspenziji odreden je indirektnom metodom brojanja po-
raslih kolonija. Pripremljena je serija decimalnih razrjedenja suspenzija u omjeru 1:10, a po
100 pL suspenzije nacijepljeno je na MRS agar u plo¢ama. Nakon inkubacije nacijepljenih po-
dloga (24 sata na 37 °C) je pomocu brojaca kolonija odreden broj poraslih kolonija BMK, te
izraCunata CFU (Colony Forming Units) vrijednost prema jednadzbi [1] (Prirucnik, 2016).

broj poraslih kolonija

CFU=Volumen upotrieblienog uzorka X reciprocna vrijednost decimalnog razrijedenja [1]

3.2.4. Prezivljenje odabranih sojeva BMK u simuliranom soku zeluca

Simulirani sok Zeluca pripremljen je dodatkom pepsina (3 g/L) i podeSavanjem pH pomocu
klorovodicne kiseline. Pripremljene su 4 razli¢ite pH vrijednosti: 1,5; 2,0; 2,51 3,0. U 3 mL
pripremljenog simuliranog soka Zeluca dodano je 1,5 mL suspenzije stanica BMK i izvrSena je
inkubacija 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, odreden je broj zivih BMK indirek-

tnom metodom, kao u postupku 3.2.3. i izrazen kao CFU vrijednost prema jednadzbi [1].
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3.2.5. Odredivanje broja MO u simuliranom soku tankog crijeva

Simulirani sok tankog crijeva pripremljen je suspendiranjem pankreatina (1 g/L) i Zucnih soli
(1,51 3 mg/mL guste zuci) u 0,5 % otopini NaCl. Ph vrijednost podesena je pomocu natrijevog
hidroksida na vrijednost 8. U 3 mL pripremljenog simuliranog soka tankog crijeva dodano je
1,5 mL suspenzije stanica BMK i izvrSena je inkubacija 3,5 sata na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije, odreden je broj zivih BMK indirektnom metodom, kao u postupku 3.2.3. i izrazen
kao CFU vrijednost prema jednadzbi [1].

3.2.6. Sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala

U 1 mL pripremljene suspenzije stanica BMK (10° — 10'° CFU) dodano je 2 mL etanolne otopine
DPPH radikala (0,05 mM). Otopina je homogenizirana i prebacena na inkubaciju u mraku na
sobnoj temperaturi sat vremena. Uzorak je centrifugiran 10 minuta na 6000 rpm, nakon cega
je spektrofotometrijski izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 517 nm. Slijepu probu ¢ine
1 mL deionizirane vode i 2 mL etanola, dok kontrole ukljuuju 1 mL deionizirane vode i 2 mL

etanolne otopine DPPH. Preostali DPPH (% inhibicije) izracunat je prema jednadzbi [2].

[2]

A(uzorak)-A(slijepa proba
aktivnost uklanjanja DPPH radikala (%)=(1- (uzorak)-A(slijepa pr )> x 100

A(kontrola)

3.2.7. Priprema unutarstani¢nog sadrzaja sojeva BMK

U svrhu izdvajanja unutarstani¢nog sadrzaja iz stanica BMK, u pripremljenu i homogeniziranu
suspenziju stanica dodane su staklene kuglice (Sartorius, Gottingen, Njemacka) u omjeru 1:1
koje sluze za mehanicko razbijanje stanica. Dobiveni sadrZaj naizmjenicno je izmijeSan i hladen
u trajanju od 1 minute, a postupak je ponovljen 5 puta. U konacnici je razbijeni sadrzaj odvojen

od staklenih kuglica, te centrifugiran 10 minuta na 9000 rpm.

3.2.8. Odredivanje ukupne koncentracije glutationa

Za odredivanje ukupne unutarstani¢ne koncentracije glutationa (GSH) koristen je DTNB (5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina), poznat pod nazivom Ellmanov reagens koji sluzi za

kolorimetrijsko odredivanje tiolnih skupina u bioloSkim uzorcima.

Pripremljen je Na-fosfatni pufer (0,3 M), pH vrijednosti 4,7; mijeSanjem 10,744 g Na;HPO4 x
12 H,O i 4,68 g NaH,PO4; x 2 H,O u 100 mL destilirane vode. U 10 mL pripremljenog pufera
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dodano je 0,0396 g DTNB-a, a dobivena otopina je razrijedena 10 puta tako da je konacna

koncentracija iznosila 10 mmol/L.

1000 pL supernatanta dobivenog razbijanjem stanica se pomijeSalo s 200 puL 10 mM DTNB-3,
te je odmah spektrofotometrijski izmjerena opticka gusto¢a uzorka na valnoj duljini od 412
nm. Slijepu probu umjesto uzorka c¢ini 1000 WL vode i 200 uL DTNB. Na temelju apsorbancije

indirektno je dobiven podatak o koncentraciji, koja se izracuna prema jednadzbi [3].

c= = [3]
gdje je:
¢ = koncentracija GSH u uzorku

A = apsorbancija na 412 nm

€ = 14,10%103 / M cm

3.2.9. Kvantifikacija biofilma

U svrhu odredivanja formiranja biofilma koriStena je polistirenska mikrotitarska plocica s 24
jazice. U svaku jazZicu stavljeno je 2 mL tekuée i sterilne MRS podloge i 100 WL pripremljene
suspenzije stanica BMK. Plocica s mikroorganizmima inkubirana je 48 sati na 30 °C u aerobnim

uvjetima.

Nakon 48 sati uklonjen je supernatant, a talog ispran s 2 mL sterilne vode uz blago mijesanje.
Preostale stanice su fiksirane dodatkom 2 mL metanola koji je nakon 15 minuta uklonjen.
Nakon toga je u osuSene jazice dodano 2 mL 1 % kristal violeta koji je zadrzan na sobnoj
temperaturi 5 minuta. Jazice su potom isprane pod mlazom vode, a boja je otpustena pomocu
2 mL 33 % octene kiseline. SadrZzaj u jaZicama je homogeniziran, te je spektrofotometrijski

izmjerena apsorbancija na 595 nm.
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Slika 3. Polistirenska mikrotitarska plocica s 24 jazice u ispitivanju kvantifikacije biofilma

3.2.10. Autoagregacija

4 mL pripremljene suspenzije stanica BMK (108 CFU) je homogenizirano na vibromjeSacu, te
inkubirano na sobnoj temperaturi 24 sata. Na pocetku, te nakon 1, 2, 4 i 24 sata izdvojeno je
0,1 mL gornjeg dijela suspenzije i dodano u 3,9 mL PBS-a. Nakon toga je spektrofotometrijski

izmjerena apsorbancija na 600 nm, a postotak autoagregacije odreden je jednadzbom [4].
y Ac
autoagregacija (%)= 1—A— x 100 [4]
0

gdje je:
A: = vrijednost apsorbancije nakon 1, 2, 4 i 24 sata

Ay = vrijednost apsorbancije na pocetku (t=0)

3.2.11. Hemoliticka aktivhost BMK

Na Columbia krvni agar nacijepljene su pripremljene suspenzije BMK i inkubirane 48 sati na 37
°C. Nakon inkubacije odredena je prisutnost zona. Ako je prisutna beta ili potpuna hemoliza,

tj. ako odabrani sojevi BMK imaju sposobnost potpune razgradnje hemoglobina, nastat ¢e
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prozirna zona oko kolonija. Zelenkasta zona oko kolonije upucuje na alfa ili nepotpunu hemo-

lizu, @ normalni izgled krvnog agara bez zona upucuje na gama hemolizu (Halder i sur., 2017).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu provedena je djelomicna probioticka karakterizacija dvaju sojeva BMK: L.
plantarum M2 i L. plantarum KO9. Odredeno je njihovo prezivljenje u uvjetima Zeluca i tankog
crijeva, te antioksidativni potencijal preko sposobnosti uklanjanja DPPH slobodnih radikala i
ukupne unutarstani¢ne koncentracije glutationa. Takoder, odredena je sposobnost formiranja
biofilma, sposobnost autoagregacije te hemoliticka aktivnost. Svi dobiveni rezultati prikazani

su na slikama 4-10.

L. plantarum M2  mL. plantarum KO9

1,5 2 2,5 3

kontrola
pH vrijednost

10,0

log (CFU)
N EN (@) (0¢]
= b & ©

o
o

Slika 4. PreZivljenje odabranih sojeva BMK u simuliranom soku Zeluca tijekom 2 h pri razlicitim

pH vrijednostima

Kod zdravih ljudi pH vrijednosti Zeluca iznose 2 - 2,5, te selekcijski kriteriji navode da
probioticke bakterije moraju pokazati sposobnost prezivljenja kod pH vrijednosti 2-5. Smatra
se da je vrijeme od 90 minuta dovoljno da bakterije unesene u organizam produ kroz Zeludac
i dostignu mjesto djelovanja u crijevima. Stoga je sveukupno potrebno da probioticke bakterije
pokazuju preZivljenje u kiselom mediju pH vrijednosti 2 u trajanju od 90 minuta (Fernandez i
sur., 2003).

Prema dobivenim rezultatima prikazanim na slici 4, vidljivo je da sojevi L. plantarum M2 i L.
plantarum KO9 pokazuju sli¢an stupanj prezivljenja u simuliranom soku Zeluca. Usporedujudi
broj stanica pri pH 2 kao granicnoj vrijednosti pri kojoj probiotici moraju biti odrzivi, s pocetnim
brojem, vidljivo je da se taj broj smanjio za oko 2 log jedinice, tj. za oko 20 % kod oba soja

$to upucuje na visoki stupanj tolerancije u kiselom mediju. Sto je pH visi, preZivijenje je vece
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te u konacnici pri pH 3 ono iznosi vise od 95 % u odnosu na pocetni broj kod oba soja.
Usporedujuéi navedena dva soja medusobno u odnosu na kontrolne uzorke, tj. njihove pocetne
log (CFU) vrijednosti, vidljivo je da L. plantarum KO9 ima veéi postotak prezivljenja u svim

uvjetima simuliranog soka Zeluca od soja L. plantarum M2.

U istrazivanju Kaushik i sur. (2009) je vrijednost log (CFU), nakon 2 sata pri 37 °C, kod pH 1,5
iznosila 7,3, a kod pH 2 iznosila je 8,4. Stoga je utvrdeno da je stupanj prezivljenja nizi Sto je
nizi pH, ali da ipak postoji tolerancija L. plantarum sojeva na kisele uvjete koji prevladavaju u

Zelucu. Isto vrijedi za sojeve L. plantarumM2 i L. plantarum KO9 prema dobivenim rezultatima.

L. plantarum M2  mL. plantarum KO9

10
9
8
’u:.,': 7
S 6
g .
3
2
1
kontrola 0 1,5 3

koncentracija Zucnih soli [mg/mL]

Slika 5. PrezZivljenje odabranih sojeva BMK u simuliranom soku tankog crijeva tijekom 3,5 h

pri razli¢itim koncentracijama Zucne soli

Iz slike 5 vidljivo je da oba soja BMK pokazuju slican stupanj preZivljenja i u uvjetima
simuliranog soka tankog crijeva. Prezivljenje sojeva L. plantarum M2 i L. plantarum KO9 se u
razli¢itim koncentracijama Zucnih soli pretjerano ne razlikuje, te izmjeren log (CFU) kod svih
ispitanih uvjeta za oba soja iznosi 8,0 — 8,5. Najveli stupanj prezZivljenja izmjeren je kod
koncentracije 3 mg/mL zucnih soli. Usporeduju¢i navedena dva soja medusobno u odnosu na
kontrolne uzorke, tj. njihove pocetne log (CFU) vrijednosti, vidljivo je da L. plantarum KO9 ima
vedi postotak prezivljenja u svim uvjetima simuliranog soka tankog crijeva od soja L. plantarum
M2.

Zago i sur. (2011) ispitali su odrzivost raznih sojeva L. plantarum u prisustvu zucnih soli i tvrde
da oni posjeduju sposobnost rasta u takvim uvjetima. Isto vrijedi i za sojeve L. plantarum M2

i L. plantarum KO9 prema dobivenim rezultatima.
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FizioloSka koncentracija zucnih soli kod ljudi iznosi 0,3-0,5 %, tj. 3-5 mg/mL (Fontana i sur.,
2013). Iz dobivenih rezultata vidljivo je da oba ispitana soja imaju sposobnost prezivljenja i

rasta u uvjetima 3 mg/mL Zucnih soli.
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Slika 6. Postotak uklonjenog DPPH slobodnog radikala kod odabranih sojeva BMK

Iz dobivenih rezultata prikazanih na slici 6, vidljivo je da soj L. plantarum KO9 ima vecu
sposobnost, odnosno veci postotak uklonjenog DPPH slobodnog radikala, te on iznosi 3,30 %,
dok kod L. plantarum M2 iznosi 0,99 %. CFU vrijednost suspenzije stanica L. plantarum M2

iznosi 1,6 x 10° st/mL, a vrijednost za L. plantarum KO9 iznosi 1,2 x 10°.

Li i sur. u istrazivanju 2012. godine izmjerili su antioksidativni kapacitet odredivanjem
sposobnosti uklanjanja DPPH slobodnih radikala razliCitih sojeva L.plantarum, pocetnog broja
10° st/mL. KoriStena je 0,05 mM etanolna otopina DPPH u volumenu dvostruko vecem od
suspenzije stanica. Rezultati tog istrazivanja pokazuju da je postotak uklonjenog DPPH radikala
ispitivanih sojeva oko 10 %, te da u toj koliCini nemaju veliki antioksidativni kapacitet.
Suspenzije stanica (oko 10° st/mL) L.plantarum M2 i L.plantarum KO9 takoder pokazuju mali

antioksidativni kapacitet.
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Slika 7. Unutarstani¢na koncentracija glutationa kod odabranih sojeva BMK

Dobiveni rezultati mjerenja ukupne unutarstani¢ne koncentracije glutationa prikazani su slikom
7, te je vidljivo da je ona znatno veca kod soja L. plantarum M2 i iznosi 826,75 pmol/mL, a
kod L. plantarum KQO9 iznosi 0,02 pmol/mL.

L. plantarum M2 ==L, plantarum KO9
60

50
40
30
20
10

autoagregacija [%]

1 2 4 24
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Slika 8. Autoagregacija odabranih sojeva BMK kroz 24 sata

Autoagregacija je nakupljanje bakterija koje pripadaju istom soju, te je bitno svojstvo
probiotickih bakterija. Autoagregacija je povezana s adhezijom na epitelne crijevne stanice
koja je preduvjet za kolonizaciju i povecanu odrZivost u gastrointestinalnom sustavu.

Kolonizacija i postojanost probiotickih bakterija potrebna je jer se u takvom obliku dulje
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zadrzavaju i veca je moguénost njihovog pozitivnog djelovanja na zdravlje domacina (Jankovi¢
i sur., 2012).

Rezultati dobiveni praéenjem autoagregacije kroz 24 sata prikazani su na slici 8. Oba soja BMK
pokazuju sli¢ne vrijednosti do 4 sata. Poslije 4 sata slijedi veéi porast autoagregacije koji je
izrazeniji kod soja L. plantarum KQ9, te nakon 24 sata iznosi 50,59 %, dok kod L. plantarum
M2 iznosi 38,46 %.

Slicni rezultati dobiveni su u istrazivanju Garcia-Cayuela i sur. (2014) Lactobacillus sojeva.
Mjerenje je u tom istrazivanju takoder provedeno kroz 24 sata, te je pokazano da postotak
autoagregacije kod svih Lactobacillus sojeva, ukljuCujuci i sojeve L.plantarum, raste, a
vrijednosti nakon 24 sata iznose 30 — 60 %. To se poklapa s rezultatima dobivenim za sojeve

L. plantarum M2 i L. plantarum KO®9.

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

A595

ODc 4x0Dc OD (L. OD (L.
plantarum M2) plantarum
KO9)

Slika 9. Kvantifikacija biofilma sojeva L. plantarum M2 i L. plantarum KO9 nakon 48 h

inkubacije
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Tablica 2. Prikaz kriterija za odredivanje jakosti produkcije biofilma (Extremina i sur., 2011)

OD < ODc ne produciraju biofilm
ODc < OD = 2 x ODc slabo produciraju biofilm
2x0Dc < 0D =4 x0Dc umjereno produciraju biofilm
4 x ODc < OD jako produciraju biofilm

Tablica 2 prikazuje kriterije za odredivanje jakosti produkcije biofilma gdje OD (optical density)
oznacava srednju vrijednost dobivenu mjerenjem apsorbancije na 595 nm. ODc (optical
density cutt-off) je granicna vrijednost produkcije biofilma. Na temelju dobivenih rezultata
prikazanim na slici 9 vidljivo je da sojevi L.plantarum M2 i L.plantarum KO9 spadaju u jake
producente biofilma jer su njihove OD vrijednosti ve¢e od 4 x ODc. OD za L.plantarum M2
iznosi 1,308, a OD za L.plantarum KO9 iznosi 1,178.

Ispitivanjima je utvrdeno da samo neki sojevi roda Lactobacillus imaju tu sposobnost.
Primjerice, u istrazivanju Kubota i sur. (2008) proucavan je soj L. plantarum subsp. plantarum
JCM1149, te je utvrdena njegova sposobnost stvaranja biofilma i da je u tom obliku otporniji

na octenu kiselinu i etanol (Salas-Jara i sur., 2016).

Slika 10. A) L. plantarum M2 i B) L. plantarum KO9 na krvnom agaru nakon 48 h inkubacije

pri 37°C u ispitivanju hemoliticke aktivnosti
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Nakon 48 h inkubacije pri 37 °C na krvnom agaru nije bilo vidljivih bistrih ni zelenih zona oko
kolonija dvaju ispitivanih soja. Isto je dobiveno u istrazivanju Halder i sur. (2017) koji su
odsutnost hemoliticke aktivnosti osim kod soja Lactobacillus plantarum pokazali i na nekoliko

drugih sojeva bakterija roda Lactobacillus.
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5. ZAKLJUCAK

Provedena je djelomicna probioticka karakterizacija dvaju sojeva BMK: L. plantarum M2 i L.

plantarum KO9. Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuditi sljedece:

1.

Oba ispitana soja BMK pokazuju visoko prezivljenje u simuliranim uvjetima Zeluca.
PreZivljenje L.plantarum M2 kod pH 2 je 74 %, a prezivljenje L.plantarum KQO9 je vece i
iznosi 81 %. Prezivljenje oba soja kod pH 2,5 je vrlo visoko i iznosi 94 %. Ispitivanje se

provelo u trajanju od 120 minuta, iako je 90 minuta dovoljno da bakterije produ zeludac.

Ispitani sojevi imaju sposobnost prezivljenja, ali i rasta u prisustvu zucénih soli. Sposobnost
rasta zabiljeZzena je kod koncentracije 3 mg/mL Zucnih soli Sto je ujedno i fizioloska

koncentracija Zucnih soli kod ljudi.

Antioksidativni kapacitet dobiven mjerenjem sposobnosti uklanjanja DPPH slobodnih
radikala vedi je kod soja L. plantarum KO9 (3,30 %) nego kod L. plantarum M2 (0,99 %).
Medutim, vrijednosti dobivene za oba ispitana soja male su Sto ukazuje na niski
antioksidativni kapacitet.

L. plantarum M2 ima puno vecu ukupnu unutarstani¢nu koncentraciju glutationa (826,75

HMmol/mL) od soja L. plantarum KO9 (0,02 pmol/mL).

Oba ispitana soja imaju sposobnost autoagregacije koja se povecava kroz 24 sata. L.
plantarum KO9 pokazuje veéi postotak nakon 24 sata (50,59 %) u odnosu na L. plantarum
M2 (38,46 %).

Oba ispitana soja su jaki producenti biofilma Sto se zakljuCuje iz vrijednosti dobivene
mjerenjem apsorbancije na 595 nm koje su puno vece od vrijednosti 4 x ODc. OD za L.

plantarum M2 je veca i iznosi 1,308, dok za L. plantarum KQ9 iznosi 1,178.

L. plantarum M2 i L.plantarum KO9 nemaju hemoliticku aktivnost.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradl nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveder.
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