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1. UvVOD

Crijevna mikroflora ili mikrobiota velika je bakterijska zajednica koja kolonizira crijeva,
s metabolickom aktivno$¢u koja utjece na fiziologiju i patologiju imunosnog sustava sluznice
domacdina. Crijevna mikrobiota ima vrlo vaznu ulogu u zdravlju reguliraju¢i probavu i
imunosni sustav te mnoge druge aspekte zdravlja. Narusavanje ravnoteze u crijevne mikrobiote
moze rezultirati povecanjem tjelesne tezine, visokim Se¢erom u Krvi, visokom razinom
kolesterolu 1 mnogim drugim poremecajima. Crijevnu mikrobiotu karakterizira visoka
dinamic¢nost te sadrzi priblizno 150 puta vise gena nego cjelokupni ljudski genom (Ursell i sur.,
2014). U slucaju bolesti, kompozicija mikrobiote moze biti narusena te su takvi primjeri vidljivi
u slucajevima zaraznog proljeva, gdje promjena u sastavu mikroflore i prisutnost patogenih
mikroorganizama ¢esto uzrokuje bolest (Frece, 2007). Probiotici mogu utjecati na mikrobiotu
tijekom prolaska kroz probavni sustav, koriste¢i sli¢cne mehanizme kao i prirodno prisutni
mikroorganizmi rezultirajuéi poboljSanjem zdravlja i ponovnom uspostavom homeostaze.
Probiotici mogu i indirektno utjecati na crijevnu mikrobiotu, primjerice modulirajué¢i imunosni
sustav. Probiotici se definiraju kao zivi mikroorganizmi koji kada se primjene u odgovaraju¢im
koli¢inama djeluju korisno na zdravlje domacéina (FAO/WHO, 2002). Probioticka
karakterizacija vazan je niz postupaka kojima se ispituju sposobnosti sojeva da zadovolje
stroge kriterije. Kriteriji obuhvacaju sigurnosne provjere kako bi se ustanovilo da predloZeni
probiotik ne predstavlja ugrozu za zdravlje te ne pridonosi razvoju antibioti¢ke rezistencije.
Nadalje, probiotici moraju zadovoljiti odredena funkcionalna svojstva kako bi se ostvario
preduvjet njihova korisnog ucinka na zdravlje. Znacajna je i tehnoloSka sposobnost sojeva da
ukoliko se ukljucuju u odredene namirnice mogu prezivjeti proizvodne 1 skladiSne uvjete te
posljedi¢no nakon konzumacije ispoljiti spomenute korisne uc¢inke. Do danas, probioti¢ki su
okarakterizirani brojni mikroorganizmi, no najéeSce koriStene su bakterije mlijecne kiseline,
posebice rodovi Lactobacillus i Bifidobacterium (Camargo Prado i sur., 2015). Obzirom na
adaptiranost sojeva na uvjete humanog gastrointestinalnog sustava preporuca se koristenje
probiotika humanog porijekla. Literaturno su istaknuti izolati iz stolice dojenceta jer su iskazali
znacajnu imunomodulacijsku aktivnost i druge probioti¢ke karakteristike (Oh i sur., 2018)

Cilj ovog rada bio je provesti detaljnu probioticku karakterizaciju deset izolata bakterija
mlijecne kiseline izoliranih iz stolice zdravog dojenceta. Ispitani su sigurnosni kriteriji
hemoliticke aktivnosti i osjetljivosti na antibiotike te funkcionalna svojstva koja ukljucuju
antioksidativnu aktivnost, antimikrobnu aktivnost naspram odabranih patogena te koagregaciju

s patogenim bakterijama, sposobnost prezivljavanja u simuliranim  uvjetima
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gastrointestinalnog sustava i hidrofobnost stani¢ne povrSine. Na osnovu navedenih ispitivanja
cilj je bio odabrati onaj soj koji iskaze najvec¢i probioticki potencijal te ispitati mogucnost
liofilizacije soja kako bi se mogao duze skladistiti te potencijalno ukljuciti u prehrambeni

proizvod.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LJUDSKA MIKROBIOTA

Ljudsko tijelo dom je stotini trilijuna simbiotskih organizama koji obitavaju na tijelu
Covjeka ili se nalaze unutar tijela, te imaju vaznu ulogu u o¢uvanju ljudskog zdravlja, u obrani
od velikog broja bolesti te u o¢uvanju homeostaze. Podru¢ja koja su izraZeno nastanjena
velikim brojem mikroorganizama su: usna Supljina, di$ni put, koza, reproduktivni organi i
gastrointestinalni trakt (Lloyd-Price i sur., 2016). Ljudska mikrobiota, posebno crijevna, u
novije se vrijeme zbog svoje vaznosti razmatra za uvrStavanje na popis “osnovnih organa’
(O’Hara i Shanahan, 2006). Unutar crijevne mikrobiote nalazi se priblizno 150 puta vise gena
nego u cjelokupnom ljudskom genomu (Ursell i sur., 2014), a $to je jedan od temeljnih razloga
zasto bi se mikrobiota mogla smatrati zasebnim organom.

Mnogi faktori mogu utjecati na razvoj i sastav mikrobiote na kozi, u ustima i crijevima,
a to su ucestalost kontakta sa drugim ljudima i Zivotinjama, prehrana, genetika, kao 1 utjecaj
okoliSa 1 njegovih ¢imbenika. Sastav ljudske mikrobiote nije konstantan, te je podloZan
ucestalim promjenama. Naime, radi se o izrazito dinami¢nom i kompleksnom sustavu koji
varira ovisno o nacinu prehrane, koristenju lijekova te generalno nacinu zivota. Ovisno o
navedenim ¢imbenicima, sastav mikrobiote razlic¢it je od ¢ovjeka do Covjeka. Istrazivanja su
pokazala kako i jednojajéani blizanci imaju razlicit sastav crijevne mikrobiote (Zoetendal i sur.,
2001).

Ljudsku mikrobiotu, procijenjeno je, ¢ini otprilike 10— 10 mikrobnih stanica, a taj broj
stavlja ih u omjer 1:1 sa stanicama ljudskog tijela (Sender i sur., 2016). Debelo crijevo je organ
unutar kojeg je ustanovljena najveéa ukupna gustoéa bakterijskih stanica, ¢ak 3,8 x 101
bakterija (Sender i sur., 2016). Mikrobiotu gastrointestinalnog trakta ¢ini velik broj razli¢itih
vrsta bakterija, no najucestalije su iz tri glavna reda, a to su Firmicutes, Bacteroidetes i
Actinobacter (Tap i sur., 2009). Samo unutar debelog crijeva moze biti prisutno vise od 500
razlicitih vrsta bakterija, a koje ¢ine od 35-50 % volumena u ukupnom sadrzaju debelog crijeva.
Crijevna mikrobiota vrlo je vazna za ukupno funkcioniranje organizma, s§to veliki naglasak
stavlja na simbiotsku vezu izmedu mikrobiote i samog domacina. Takva simbiotska veza
regulirana je i stabilizirana pomocéu slozene mreze interakcija izmedu metabolickog,
imunoloskog i1 neuroendokrinog sustava.

Crijevna mikrobiota veoma je vazna u procesu fermentacije neapsorbiranih molekula Skroba
i topljivih prehrambenih vlakana. Navedeni sustav u okviru svojih normalnih funkcija tijekom

jednog dana proizvede 50-100 mmol/L kratkolan¢anih masnih kiselina. Kratkolanéane masne



kiseline kao S§to su maslacna kiselina, propionska, acetatna i pentanoatna kiselina u tijelu
Covjeka sluze kao jedan od izvora energije (Salminen i sur., 1998) i time osiguravaju dodatnih
10 % energije dobivene iz hrane, a koja se iskoriStava u brojnim metaboli¢kim procesima
(Payne i sur., 2012). Od kratkolan¢anih masnih kiselina koje nastaju kao produkti mikrobne
sinteze u gastrointestinalnom traktu dobiva se 70 % molekula ATP-a u debelom crijevu, a
maslacna kiselina preferirani je reaktant za kolonocite (Donohoe i sur., 2011). Uz to §to
sintetizira kratkolanCane masne kiseline, crijevna mikrobiota sintetizira i mikronutrijente koji
su od velike vaznosti za pravilno funkcioniranje metabolizma ¢ovjeka. Vitamin K proizvode
anaerobne bakterije Bacteroides fragilis, Eubacteirium lentum, Enterobacter agglomerans,
Serratia marcescens i Enterococcus faecium (Cooke i sur., 2006), a koje nalazimo u crijevu
Covjeka. Vitamini Bs i Bio sintetizirani su isklju¢ivo djelovanjem crijevne mikrobiote.
Spomenuti vitamini veoma su vazni koenzimi u velikom broju biokemijskih reakcija.
Nedostatak vitamina Bs i Bi2 povezuje se sa nekoliko poremecaja kao §to su nesanica, te
neuropsiholoski i hematoloski poremecaji (Gominak, 2016). Crijevna mikrobiota pruza
svojevrstan otpor kolonizaciji nezeljenih i potencijalno opasnih patogenih mikroorganizama.
Samim time, ona sprjeCava da se nezeljene bakterije koje dospiju u organizam domacina
razmnoze iznad odredenih granica i postanu opasnost. Mikrobiota ima klju¢nu ulogu u razvoju
crijevne sluznice i imunosnog sustava Covjeka (Bouskra i sur., 2008; Rakoff-Nahoum i
Medzhitov, 2008). Studije koje su radene na zivotinjama koje su uzgajane u izoliranim,
sterilnim uvjetima, pokazale su vaznu ulogu mikrobiote u razvoju imunoloskog sustava preko
poticanja sazrijevanja imunoloskih stanica i normalnog razvoja ostalih funkcija imunosnog
sustava (Bouskra i sur., 2008). Studije su takoder pokazale da ukoliko dode do poremecaja
crijevne mikrobiote to moZe imati utjecaj na pojavu brojnih bolesti, primjerice, bolesti jetre,
metabolicki poremecaji, bolesti diSnog sustava, mentalne 1 psiholoske bolesti, autoimune
bolesti, razne infekcije, razvoj zlo¢udnih tumora i drugo (Finegold i sur., 2002; Liu i sur., 2004;
Sartor, 2008; Scanlan i sur., 2008; Verhulst i sur., 2008). Novija istrazivanja otkrila su znacajnu
povezanost izmedu crijevne mikrobiote i njezinog utjecaja razvoju pretilosti (Wang i sur.,
2017).

2.2. MIKROBIOTA DOJENCETA
Razvoj mikrobiote slozen je proces koji zapoc¢inje rodenjem. Tijekom rodenja, dijete
dolazi u kontakt sa maj¢inom mikrobiotom, a koju nastavlja razvijati i mijenjati tijekom ¢itavog

svog zZivota. Samim rodenjem novorodence je izlozeno velikom broju novih mikroorganizama



koji postupno pocinju kolonizirati probavni trakt. Medu prvim mikroorganizmima koji
koloniziraju debelo crijevo dojenceta su fakultativni anaerobi kao Sto su enterobakterije,
laktobacili, koliformne bakterije i streptokoki koji svoju kolonizaciju zapocinju drugi i treci
dan zivota dojenceta (Mshvildadze i Neu, 2010). Dojence je na Samom pocetku svog zivota
0Vvisno o majci, a na¢in prehrane, bilo to majc¢inim mlijekom ili umjetnim formulama ima
znaCajan utjecaj na sastav crijevne mikrobiote. Dojenée putem majéinog mlijeka u svoj
organizam unosi uz mlijeko i kolostrum koji sadrzi zive mikroorganizme, a to su u velikom
udjelu bakterije mlije¢ne kiseline, te Siroki spektar bioaktivnih supstanci. Kao posljedica unosa
svih navedenih tvari koje dojence dobiva hraneci se maj¢inim mlijekom, tijekom odvikavanja
od mlijeka i prelaska na drugi na¢in prehrane, promjene u sastavu mikrobiote su znacajnije i
vecée nego u dojencadi koja je hranjena umjetnim formulama (Palmer i sur., 2007).

Razvoj mikrobiote svakog dojenceta je veoma brz proces i ovisi o prvom inokulumu,
maj¢inoj mikrobioti, vrsti porodaja (prirodni porodaj ili carski rez), na¢inu prehrane, utjecaju
okolisa i upotrebi anti-mikrobnih tvari (Adlerberth i Wold, 2009) (Slika 1). Jo$ u proSlom
desetljecu smatralo se da kolonizacija gastrointestinalnog trakta razli¢itim mikroorganizmima
zapocinje djetetovim rodenjem, no novija istrazivanja pokazuju kako bi sam proces mogao
zapoceti 1 ranije nego Sto se smatralo. Toj tvrdnji ide u prilog Cinjenica da su odredeni
mikroorganizmi pronadeni u pup€anoj vrpci, posteljici, amniotskoj tekucini i mekoniju (prva
stolica novorodenceta) (Jiménez i sur., 2005; Satokari i sur., 2009). Kako je fetus na viSe nacina
povezan sa majkom, utvrdeno je da 1 nacin prehrane majke tijekom trudnoce ima utjecaja na to
kakvi ¢e mikrobi biti prisutni u prvoj stolici dojenceta (Collado i sur., 2012). Razlika u sastavu
mikrobiote ovisno o nainu porodaja imat ¢e utjecaja na rani stadij neonatalne mikrobne
kolonizacije (Dominguez-Bello i sur., 2010). Dojencad koja su na svijet donesena carskim
rezom imaju drugaciji sastav mikrobiote od dojenc¢adi koja je rodena prirodnim putem (Neu i
Rushing, 2011). Tijekom prirodnog porodaja dojence dolazi u kontakt s maj¢inom vaginalnom
1 fekalnom mikrobiotom, te ¢e kolonizaciju u debelog crijevu zapoceti mikrobi koji se nalaze
u maj¢inom porodajnom kanalu. Kolonizacija debelog crijeva dojencadi koja su na svijet dosla
carskim rezom dogoditi ¢e se neSto kasnije nego u djece rodene prirodnim putem. Debelo
crijevo djece porodene carskim rezom ceSc¢e je kolonizirano klostridijama i bakteroidima, a
mnogo manje bifidobakterijama i laktobacilima (Marques i sur., 2010; J. Penders i sur., 2006;
John Penders i sur., 2006). Zabiljezeno je da u djece koja su rodena carskim rezom postoji
povecani rizik od razvoja bolesti kao $to su astma, alergijski rinitis, celijakija i drugo (Decker
i sur., 2010; Dominguez-Bello i sur., 2010; Thavagnanam i sur., 2008). Studije su pokazale da

su bifidobakterije dominantne u sastavu mikrobiote dojencadi kojoj je glavni 1 jedini izvor
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hrane maj¢ino mlijeko, $to pokazuje i udio bifidobakterija koji moze dose¢i 60-90 % od
ukupne fekalne mikrobiote (Luoto i sur., 2010; Roger i sur., 2010). Uz bifidobakterije,
mikroorganizmi koji su pronadeni u fecesu dojenCeta su i stafilokoki, streptokoki,
korinebakterije, laktobacili, mikrokoki i propionske bakterije koje potjecu iz mlijecnih kanala

i s povrsine koze (Collado i sur., 2012).

MAJCINO MLIJEKO
TJELESNI KONTAKT
VRSTA PORODA
MAJCINO ZDRAVLJE

PREHRANA
MIKROBI MAJKE PROBIOTICI

PREHRANA
ANTIBIOTICI

DJETETOVO
MIKROBI ZDRAVLJE

DJETETA

Mikrobna
kolonizacija

Epigenetske
promjene

Sazrijevanje
imunoloskog sustava

Slika 1. Faktori koji utje¢u na rano formiranje mikrobiote dojenceta i faktori koji utje¢u na

zdravlje dojenceta. Prilagodeno prema Collado i sur., (2012).

2.3. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Od kada su po prvi put izolirane iz mlijeka, bakterije mlijecne kiseline (BMK)
upotrebljavaju se u mnogobrojne svrhe, kao starter kulture (Frece i sur., 2010, 2014), u
farmaceutskoj 1 kozmetic¢koj industriji, te kao probiotici (Frece i sur., 2009). Podijeljene su u
jedan red te Sest porodica 1 pripadaju koljenu Firmicutes. Rodovi koji spadaju u bakterije

mlije¢ne kiseline su Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Tetragenococcus,



Lactococcus, Leuconostoc, Lactosphaera, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Vagococcus i Weissella. Bakterije mlije¢ne kiseline imaju GRAS status te se
smatraju sigurnima za konzumaciju (Parada i sur., 2007). Cesta je upotreba ovih bakterija u
prehrambenoj industriji, ne samo iz razloga jer omogucavaju brzo zakiseljavanje odredenih
proizvoda kada su dodane, ve¢ i zato jer imaju sposobnost proizvodnje razli¢itih metabolita
kao Sto su etanol, razliCite arome i egzopolisaharida . Odredeni sojevi proizvode antagonisticke
supstance, bakteriocine, koji ve¢ u malim koli¢inama aktivno djeluju inhibiraju¢i rast patogena.
Bakterije mlije¢ne kiseline omogucéavaju da na trzistu bude dostupna Siroka paleta proizvoda s
razli¢itim nutritivnim, senzorskim i organoleptickim svojstvima (Leroy i De Vuyst, 2004).
Osim u mlijeku nalaze se u Sirokoj paleti proizvoda kao $to su mlije¢ni proizvodi (sir, smrznuti
deserti, jogurt, acidofilno mlijeko), povrée, razna piéa, pekarski proizvodi, ¢okoladi i
zitaricama. Bakterije mlije¢ne kiseline uobicajeno se nalaze u tlu, vodi, prirodnom gnojivu,
silazi 1 biljkama. Uz navedeno, bakterije mlije¢ne kiseline sastavni su dio mikrobiote
gastrointestinalnog trakta, koze, usne Supljine, urinarnog trakta i spolnih organa covjeka. Kao
dio gastrointestinalnog trakta ove bakterije imaju brojne povoljne u¢inke na ljudsko zdravlje
kao §to su odrzavanje zdrave mikroflore crijeva, stimulacije imunosnog sustava, inhibicije rasta
patogenih organizama, snizavanje razine kolesterola, poboljSanje iskoriStenja laktoze,
sprjeavanje dijareje i konstipacije, te apsorpcije kalcija i sinteze vitamina (Li i sur., 2009).
Bakterije mlije¢ne kiseline su gram-pozitivne, nesporogene, Stapicaste ili kuglaste stanice
kojima je krajnji metabolic¢ki produkt fermentacije mlije¢na kiselina (Stiles i Holzapfel, 1997).
Mlijjecna kiselina koju proizvode ove bakterije u crijevima stvara nepovoljne uvjete za rast
patogenih bakterija. Bakterije mlijecne kiseline otporne su na uvjete kojima su izloZene tijekom
prolaska gastrointestinalnim traktom, na soli Zu¢i, imaju sposobnost adhezije na intestinalnu
mukozu, te pobolj$avaju djelovanje intestinalne mikrobiote (Abushelaibi i sur., 2017). Pojedini
sojevi BMK iskazuju antikancerogeno djelovanje, te mogu biti korisni u lijecenju naruSene
crijevne mikroflore i povecane propusnosti crijeva (Feucht i Kwak, 2013). Tri soja bakterija
mlije¢ne kiseline Koji su identificirani kao Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus i
Lactobacillus fermentum pokazali su tijekom provedbe in vivo testova sposobnost da reduciraju
kolesterol (Wang i sur., 2012). Uzevsi u obzir Cinjenice da su bakterije mlije¢ne kiseline
pokazale brojne povoljne ucinke na zdravlje ¢ovjeka, Cesto se koriste kao probiotici. Sojevi
koji se naj¢esce upotrebljavaju u probioticke svrhe su Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus,
L. casei, L delbrueckii ssp. bulgaricus, L. johnsonii, L. reuteri, L. brevis, L. cellobiosus, L.

curvatus, L. fermentum, L. gasseri i L. plantarum (Deogade, 2015; Krasaekoopt i sur., 2003).



2.5. PROBIOTICI

Sluzbenu definiciju probiotika postavila je radna skupina za evaluaciju probiotika u hrani
(FAO/WHO, 2002), prema kojoj su probiotici ,,zivi organizmi koji, kada se primjenjuju u
odredenim koli¢inama, djeluju korisno na zdravlje domacina“. Ova definicija odobrena je i od
strane Medunarodnog znanstvenog udruzenja za probiotike i prebiotike (International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISSAP) i trenutno je to najcesce koristena
definicija probiotika od strane znanstvenika (Reid, 2006). Uspjesni probioticki sojevi koji su
uglavnom ¢lanovi rodova Lactobacillus i Bifidobacterium, a koji su inace prirodno prisutni u
ljudskom probavnom sustavu, primjenjuju se u fermentiranim mlije¢nim proizvodima, te su
sastavni dio kako funkcionalne hrane (Frece i sur., 2014),tako i za zdravlje korisnih proizvoda
(Kullen i Klaenhammer, 2000; Suskovi¢ i sur., 2000). Zivi organizmi koji su okarakterizirani
kao probiotici moraju posjedovati GRAS (Generally Recognized as Safe) status, ne smiju biti
patogeni niti biti uzro¢nici bolesti kao §to je poremecaj gastrointestinalnog trakta ili infektivni
endokarditis.

Mnogo je razli¢itih kriterija koje mikrobni sojevi moraju ispuniti prije nego ih se svrsta u
skupinu probiotika. Spomenuti Kkriteriji mogu se podijeliti u tri skupine, a to su sigurnosni,
funkcionalni i tehnoloski kriteriji (Gibson i Fuller, 2000). Kada se probiotik nade u organizmu
covjeka, on ne smije izazivati imunolosku reakciju, odnosno, domacin mora imati odredenu
toleranciju na probiotik (Havenaar i Huis In’t Veld, 1992). Nadalje, probiotik ne smije biti
nosioc gena za otpornost na antibiotike, a koji bi mogli, ukoliko ih probiotik sadrzi, biti
preneseni na patogene organizme (Collins i sur., 1998). Pozeljno je da probiotik posjeduje
antikancerogena i antimutagena svojstva, te ne smije izazivati bilo kakvu vrstu upala (Collins
i sur., 1998), takoder mora biti geneticki stabilan bez mogucnosti horizontalnog prijenosa gena
(Ziemer i Gibson, 1998).

Kako bi probiotici ispunili svoju zadac¢u nakon §to su uneseni u organizam, oni moraju
posjedovati odredenu otpornost prema uvjetima u kojima se nadu tijekom prolaska kroz
gastrointestinalni trakt. Otpornost na djelovanje kiseline jedno je od vaznih obiljezja probiotika
koje omogucava da ovi organizmi prezive djelovanje Zelucane kiseline i probavnih sokova dok
ne dodu do ciljanog mjesta djelovanja. Kada stignu na svoje ciljano mjesto djelovanja,
probiotik bi se morao moci vezati i kolonizirati epitelne stanice (Parracho i sur., 2007).
Sposobnost probiotika da se prihvate za stanice epitela omogucava im da ostanu na odredenom
mjestu bez da budu otklonjeni djelovanjem crijevne peristaltike.

Brojni organizmi se u danaSnje vrijeme koriste kao probiotici, no oni koji su najceSce
koristeni pripadaju rodu Lactobacillus i to je prva i najvec¢a skupina mikroorganizama koju se
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definira kao probiotike (Mombelli i Gismondo, 2000). Sljedeca skupina mikroorganizama koja
se po ucestalosti nalazi odmah iza roda Lactobacillus je rod Bifidobacterium. Navedene
skupine bakterija prirodno su dio mikrobiote ¢ovjeka (Bielecka i sur., 2002). U novije vrijeme
kao probiotici se koriste bakterije mlijecne kiseline iz rodova Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Leuconostoc, Propionibacterium i Pediococcus. Takoder, u svrhu probioti¢ckog
djelovanja mogu se koristiti i bakterije kao $to su ne patogeni soj E.coli Nissle 1917 i
Clostridium butyricum, plijesni i nitaste gljive (Aspergillus oryzae). (Mombelli i Gismondo,
2000; Harish i VVarghese, 2006)

Probiotici se mogu unositi u organizam ili tijekom konzumacije odredene hrane ¢iji su dio
ili kao ne prehrambeni preparati. Prehrambeni proizvodi koji sadrze probiotike dobili su naziv
,funkcionalna hrana“. Medunarodni institut za bioloske znanosti (The International Life
Sciences Institute, Washington DC) definirao je funkcionalnu hranu kao hranu koja, zbog toga
Sto sadrzi fizioloski aktivne komponente, pruza zdravstvene koristi uz temeljne nutrijente
(Hasler, 2002). Vecina probiotika inkorporirana je u mlije¢ne proizvode kao $to su mlijeko u
prahu, jogurt, meki, polutvrdi i tvrdi sirevi i sladoled (Desmond i sur., 2002; Dinakar i Mistry,
1994). To su proizvodi koji pruzaju probioticima povoljne uvjete za prezivljenje i rast. Pojedini
mlijecni proizvodi kao Sto su fermentirana mlijeka i sirevi dobri su nosioci probiotika do
njihovog mjesta djelovanja i to zbog svoje pH vrijednosti, puferskih svojstava i udjela masti
koji pruzaju svojevrsnu zastitu probioticima tijekom prolaska kroz gastrointestinalni trakt, te
poboljsavaju njihovo djelovanje (Ozer i sur., 2009). Iako su mlije¢ni proizvodi najéesce
konzumirane namirnice koje sadrze probioticke bakterije, zbog visokog udjela kolesterola,
prisutnosti laktoze, te potreba za ¢uvanjem na temperaturi hladnjaka, javila se potreba za
proizvodima ne mlije¢nog podrijetla koji bi takoder bili pogodni 1 za vegetarijance i vegane, te
osobe koje nisu tolerantne na laktozu. Na trziStu se danas mogu naci proizvodi iz te kategorije,
a koji ukljucuju sokove, ne mlije¢ne napitke, proizvode na bazi ¢okolade ili Zitarica koji
takoder sadrze probioticke bakterije, a mogu ih konzumirati osobe ¢ija prehrana ne ukljucuje

mlijecne proizvode.

2.5.1. Probiotici izolirani iz stolice dojenceta

Probioticke bakterije naj¢esce se izoliraju iz biljnih materijala i gastrointestinalnog trakta
covjeka. Kako je potraznja i upotreba probiotika u stalnom porastu, tako se javlja i potreba za
pronalaskom novih izvora probiotickih bakterija. U posljednjem desetlje¢u u stalnom je porastu

broj istrazivanja koja se provode kako bi se ustvrdilo koji sojevi izolirani iz stolice dojenceta



pokazuju najbolju probioticku aktivnost. Dojencad koja je hranjena iskljucivo maj¢inim
mlijekom u svom probavnom traktu uz brojne ostale bakterije sadrzi i bifidobakterije i
laktobacile. Odredeni sojevi bakterije iz roda Lactobacillus i Bifidobacterium pokazali su dobre
probioticke sposobnosti i u $irokoj su upotrebi kao probiotici.

Kirtzalidou i suradnici (2011) proveli su istraZivanje u kojem su iz fecesa 63 dojenceta
izolirali bakterije u potrazi za onima s izrazenim probiotickim potencijalom. Bakterije koje su
izolirali identificirane su uglavnom kao L. gasseri, L. crispatus, L. paracasei, L. salivariusi L.
fermentum. Kako bi ustvrdili koje od izoliranih sojeva imaju probioticki karakter pratili su
njihovu otpornost na djelovanje kiseline i soli Zuci, osjetljivost na djelovanje antibiotika,
antimikrobnu aktivnost i sposobnost prianjanja. Sojevi koji su pokazali najve¢i probioticki
potencijal su L. salivarius i L. rhamnosus. Uz spomenuto istrazivanje, u novije vrijeme provodi
se sve veci broj istrazivanja u sklopu kojih se nastoji izolirati i dokazati probioticki potencijal
bakterijskih sojeva izoliranih iz fecesa dojenceta. Pokazalo se kako stolica dojenceta, uz

konvencionalne izvore probiotika, takoder moze biti odli¢an izvor probioti¢kih sojeva.

2.6. KRITERNI ZA ODABIR PROBIOTIKA

Upotreba probiotika u dana$nje vrijeme u sve je vefem porastu, ne samo u
prehrambenoj industriji gdje se koriste kao starter kulture ili kao dodaci prehrambenim
proizvodima koji na taj nacin postaju okarakterizirani kao funkcionalna hrana, ve¢ i u ostalim
granama industrije. Odabir adekvatnog probioti¢kog soja za odredenu svrhu od velike je
vaznosti jer nisu svi probioti¢ki proizvodi isti, niti imaju ista nutritivna i terapeutska svojstva,
stoga je bitno da u odredenom probiotickom proizvodu bude soj koji ¢e ispuniti svoju svrhu pri
odredenim uvjetima i1 u odredenim koncentracijama. Proteklih godina, znanje o
gastrointestinalnoj mikrobioti, prehrani, imunitetu i mehanizmima djelovanja se znacajno
povecalo, te u kombinaciji sa saznanjima o ljudskom genomu stvorili su prostor za izolaciju i
karakterizaciju novih probiotika sa specificnim mjestom djelovanja. | uz veliki napredak
metoda i steCenih novih spoznaja svaki bakterijski soj prolazi selekciju prema odredenim
kriterijima kako bi se ustvrdilo da li je on pogodan izbor kao probioticki soj. Kriteriji prema

kojima se odabire probioticki soj su op¢i, tehnoloski i funkcionalni kriteriji (Tablica 1).
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Tablica 1. Zahtjevi za izbor probiotickih sojeva (Kullen i Klaenhammer, 1999; Kos, 2001,

Suskovié i sur., 2001, Frece, 2007).

Op¢i kriteriji

1.

Tocna taksonomska identifikacija

Humano podrijetlo za humane probiotike

Netoksi¢nost i nepatogenost

Geneticka stabilnost (nema prijenosa plazmida)

Otpornost prema zu¢nim solima

Otpornost prema niskim pH vrijednostima

Tehnoloski kriteriji

N |o|ak W

Stabilnost pozeljnih karakteristika tijekom priprave
kulture, skladiStenja i isporuke

Visoka razina broja zivih bakterija u probiotickom
proizvodu (108-108 mL? ili g?%), npr. 100 g
proizvoda osigurava 108-10%° Zivih stanica

Brzo i1 lako razmnozavanje, izdvajanje,
koncentriranje, smrzavanje i liofiliziranje tijekom
procesa priprave probiotickih kultura, te visok
stupanj prezivljavanja za vrijeme Cuvanja i
distribucije

10.

Dobivanje Zeljenih organoleptickih svojstava kad su
ukljuceni u fermentacijske procese /

Funkcionalni
kriteriji

11.

Sposobnost  prezivljavanja, razmnozavanja i
metabolizamske aktivnosti u "ciljanom" podrucju
primjene u organizmu

12.

Sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela

13.

Produkcija antimikrobnih supstancija, ukljucujuéi
bakteriocine, vodikov peroksid i organske Kiseline

14.

Antagonisticka aktivnost prema patogenim 1
bakterijama uzroénicima karijesa

15.

Moguénost kompeticije sa sudionicima normalne
mikroflore, ukljuCujuéi iste ili srodne vrste,
otpornost prema bakteriocinima, kiselinama ili
drugim antimikrobnim supstancijama koje proizvodi
autohton mikroflora

16.

Imunomodulacijski uc¢inak

17.

Sposobnost iskazivanja jednog 1ili viSe klinicki
dokumentiranih korisnih u¢inaka na zdravlje

Soj koji se odabire kao potencijalni probiotik mora mo¢i prezivjeti uvjete niskog pH, enzime

probavnog sustava i zuéne soli u tankom crijevu. Soj mora imati visok stupanj prezivljenja i

treba biti stabilan tijekom skladistenja pri niskim temperaturama i u suhim bakterijskim

pripravcima, prezivljenje takoder mora biti visoko i kod cuvanja u duzem vremenskom

periodu. Probioti¢ki sojevi trebaju biti prisutni u minimalnoj koncentraciji od 10° do 108 stanica

po gramu proizvoda. Soj ne smije proizvoditi okuse koji nisu svojstveni hrani u kojoj se nalaze
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niti joj davati nezeljenu teksturu kada bude inkorporiran u istu. Vazno je da odabrani sojevi
imaju antagonisticko djelovanje prema patogenim organizmima koji takoder imaju sposobnost
adhezije na mukozni sloj. Pozeljno je da kada se nade u tijelu odabrani soj poti¢e imunosni

odgovor ¢ime znacajno doprinosi zdravlju domacina (Frece i sur., 2009)

3. EKSPERIMANTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U radu su koristeni izolati bakterija mlijecne kiseline iz stolice dojenceta prikupljeni
tijekom lipnja 2020. godine koji su pohranjeni u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za op¢u
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica PBF-a.
Oznake koristenih izolata u ovom istrazivanju: Al, A2, A3, A4, A5, A7, Al12, B3, B6i B12.

3.1.2. Hranjive podloge i kemikalije
3.1.2.1. Hranjive podloge

e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/l destilirane vode): pepton 10; mesni
ekstrakt 10; kvaS€ev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSO4x7H20 0,1;
MnSO4x7H20 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a

sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom15 min.
e MRS bujon je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

e BH bujon sastav (g/L): brain heart infusion solids 17,5; peptokopleks 10; glukoza 2;
natrijev klorid 5; dinatrijev hidrgenfisfat 2,5; agar 15. Potrebno je resuspendirati 52 g
u 1000 mL hladne destilirane vode. Zagrijavati do otapanja, te sterilizirati u autoklavu

na temperaturi od 121°C u vremenu od 15 minuta.

e BSM bujon sastav: natrijev klorid 3,62 g; K2HPO4 0,26 g; (NH4)Cl1 0,08 g; NaNO3 0,85
g; Na2S04 0,05 g; otopina elemenata u tragovima 1,00 mL; otopina vitamina 10,00 mL;
Na-DL-laktat 1,12 g; ekstrakt kvasca 0,20 g; destilirana voda 936,50 mL, NaHCOs
(8%) 52,50 mL.
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Navedene sastojke potrebno je otopiti (osim vitamina i elemenata u tragovima) u
destiliranoj vodi i kuhati 1-2 minute, te zatim ohladiti na sobnu temperaturu ispod 100%
N2, sadrzaj razdijeliti u posude za uzgoj kultura, te staviti u autoklav. Nakon sterilizacije
dodati NaHCOs, vitamine i elemente u tragovima koji su prethodno pripremljeni.
Podesiti pH na 8,2 i dodati natrijev sufid (Na.S) iz sterilne anoksi¢ne otopine te posti¢i
finalnu koncentraciju od 100 uM prethodne inokulacije.

Otopina elemenata u tragovima, sastav: HCI (25%;7,7 M) 10,00 mL; FeCl2 x 4 H20
1,50 g; MgCl,x 6 H20 3,00 g; CaClz x 2 H20 0,10 g; ZnCl> 70 mg; MnCl> x 4H,0 100
mg; HzBO3 6 mg; CoCl2 x 6 H20 190 mg; CuClz x 2 H20 2,00 mg; NiClz x 6 H20 24
mg; Na2MoO4 x 2 H20 36 mg; destilirana voda 990 mL. Prvo otopiti FeCl, u HCI, zatim
razrijediti u vodi, dodati i otopiti ostale soli. Pripraviti 1000,0 mL otopine.

Podloga za odredivanje hemoliticke aktivnosti Columbia krvni agar sastava: pepto-
kompleks 10 g/l; triptoza 10 g/l; pepton 3 g/l; kukuruzni Skrob 1 g/l; natrijev klorid 5
g/l; agar 12 g/I. Sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C/ 15 min. pH vrijednost
podloge je 7,3. Nakon hladenja, u pripremljenu podlogu sterilno je dodana 5%

defibrirana ov¢ja krv, sadrzaj je dobro promijesan i razliven u Petrijeve zdjelice.

3.1.2.2. Kemikalije

dikalijev fosfat, ,,Kemika“, Zagreb, Hrvatska

dinatrijev hidrogenfosfat dodekahidrat, ,,Kemika®, Zagreb, Hrvatska
Ellmanov reagens (DTNB), ,,Merck®, Kenilworth, New Jersey, SAD
etanol, 70%, ,,Kemika®, Zagreb, Hrvatska

etanolna otopina DPPH radikala, ,,Sigma®, St. Louis, SAD

kalijev fosfat, ,,Kemika“, Zagreb, Hrvatska

magnezijev fosfat, ,,Kemika®, Zagreb, Hrvatska

natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, ,,Kemika®, Zagreb, Hrvatska

PBS pufer

urea, ,,Merck®, Kenilworth, New Jersey, SAD

U radu su koriSteni sljedeci antibiotici: amoksicilin, ampicilin, eritromicin, gentamicin,

kanamicin, klindamicin, kloromfenikol, meticilin, neomicin, streptomicin, tetraciklin i

vankomicin.
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Za ispitivanje osjetljivosti izoliranih bakterijskih sojeva na antibiotike metodom difuzije

koristeni su filter diskovi s poznatom koncentracijom odredenog antibiotika.

3.1.3. Aparatura i pribor
e automatske pipete ,,Eppendorf, Enfield, SAD
e <(itad mikrotitarskih plogica, ,,Tecan, Mannedorf, Svicarska
e kiveta, ,,Eppendorf*, Enfield, SAD
e laboratorijske case (50, 100, 200 i 300 mL)
o laoratorijeske epruvete i stalci
e magnetska mijesalica MS-H-S
e menzure (10,50, 100 i 1000 mL)
o mikrotitarske plocice (sa 96 jazica)
e petrijeve zdjelice
e pH-metar ,,Mettler Toledo*, Ziirich, Svicarska
e stalci za epruvete
e staklene kuglice (r =2 mm)
e centrifuga Z 206 A ,,Hermle®, Njemacka
e vaga analiticka, ,,Sartorius“, Gottingen, Njemacka

e vibro-mjesa¢ EV-102, ,, Tehtnica* Podplat, Slovenija

3.2. METODE RADA

3.2.1. Cuvanje i uzgoj bakterijskih izolata

Bakterijski izolati koriSteni u ovom istrazivanju bili su pohranjeni na -20 °C u 30 %
glicerolu te su uzgojeni tijekom 24 — 48 h u MRS i BSM hranjivom bujonu u termostatu na 37
°C prije pocetka eksperimenta. 1zolati s oznakom A uzgajani su u MRS bujonu, dok su izolati
s oznakom B uzgajani u BSM bujonu. Razli¢iti uzgoji rezultat su izolacije Cistih kultura
pomocu razli¢itih selektivnih podloga koja je prethodila izradi ovog diplomskog rada, a proveli

su je djelatnici Laboratorija za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica PBF-a.
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3.2.2. Priprema suspenzije bakterijskih stanica

Uzgojene stanice bakterija mlije¢ne kiseline centrifugirane su pri 6000 o/min u
vremenskom periodu od 10 minuta, a zatim isprane s 9 mL sterilne vode. Postupak se ponavlja
jos§ dva puta. Isprana masa resuspendirana je u sterilnoj deioniziranoj vodi formirajuci kona¢nu

suspenziju.

3.2.3. Priprema unutarstani¢nog sadrzaja

Unutarstani¢ni sadrzaj prekonoéne biomase dobiven je u trostruko ponovljenom
tretmanu s 2 ml suspenzije stanica i staklenih kuglica na vibromjeSacu uz 1 min hladenja na
ledu izmedu tretmana. Nakon tretmana, razbijene stanice i staklene kuglice odvojene su od

unutarstani¢nog sadrzaja centifugiranjem 6000 o/min u vremenu od 10 min.

3.2.4. Ispitivanje otpornosti na niske pH vrijednosti

Ispitivani sojevi uzgojeni su prekono¢no na MRS 1 BSM hranjivim podlogama. Uzgojeni
sadrzaj je centrifugiran 15 minuta na 6000 o/min. Nakon centrifugiranja dobiveni sadrzaj je
ispran sterilnom vodom i pripremljena je suspenzija u 8 mL sterilnog 0,5 NaCl. 2 mL
suspenzije prebaceno je u 0,5% NaCl ¢iji je pH 1,5, te ostavljeno dva sata. Nakon tretmana iz
uzorka koji sadrzi bakterijske stanice pripremljena su decimalna razrjedenja u destiliranoj vodi.
Hranjiva podloga u Petrijevoj zdjelici nacijepljena je sa 100 pL Sestog, sedmog i osmog
decimalnog razrjedenja. Nakon 48 sati inkubacije na temperaturi od 37°C izbrojane su porasle

kolonije i izraunat je broj zivih stanica po mililitru uzorka (CFU/mL).

3.2.5. Hemoliticka aktivnost izolata
Bakterijski izolati nacijepljeni su na ploce s krvnim agarom i inkubirani na 30 °C tijekom

24-48 h. Prozirne zone oko poraslih kolonija znak su da je doslo do hemolize krvi.

3.2.6. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost supernatanta sojeva A3, A4, A7, A12, A13 i A16 uzgojenih
aerobno na MRS podlozi odreduje se spram patogenih mikroorganizama Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25932, Salmonella typhimurium ATCC 27853 i
Listera monocytogenes ATCC 2356. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti provodi se tako da se
140 pL supernatanta BMK, 130 pL BH bujona i 10 pL prethodno uzgojenih test

mikroorganizama doda u jazice mikrotitarske ploce. Tijekom inkubacije od 48h na 37°C

15



mjerena je apsorbancija pri 620 nm uz pomo¢ Citaca mikrotitarskih plo¢ica. Promatran je rast

mikroorganizama i odredena je inhibicija prema sljede¢em izrazu:

postotak inhibicije (%) = (1 — j—) %100
gdje je:

A= apsorbancija u vremenu t

Ao = apsorbancija u vremenu 0
Kontrolni uzorci su pripravljeni bez dodatka supernatanta bakterija mlijecne kiseline, a

slijepe probe su bili uzorci bez dodatka mikroorganizama.

3.2.7. Sposobnost koagregacije

Sposobnost koagregacije bakterijskih sojeva provedena je za bakterijske sojeve uzgojene
na agaru tako da se porasle kulture pazljivo prikupe, te se pripremi suspenzija bakterijskih
stanica u otopini fosfatnog pufera (PBS) ¢iji je pH 7,2. Bakterije koje su uzgojene u BS bujonu
centrifugirane su pri 3000 o/min 5 minuta, isprane i resuspendirane u istom puferu. Za
odredivanje koagregacijske sposobnosti sojeva potrebno je pomijesati 2 ml probiotickog soja i
2 mL suspenzije patogena u staklenoj epruveti, te vorteksirati. Koagregacija se odreduje
mjerenjem apsorbancije uzorka pri 620 nm pomocu ¢itaa mikrotitarskih plocica. Mjerenje se
provodi tako da se s povrSine suspenzija koja je ostavljena da miruje, u odredeno vrijeme uzmu
uzorci od 0,1 mL te se prenesu u jazice u mikrotitarskoj plocici. Apsorbancija je mjerena odmah

nakon §to se uzorak prenese u jazZice, te nakon 24 sata.

Postotak koagregacije izracuna se iz formule:

Koagregacija (%) = (1 - f%) * 100
0
gdje je:
A¢— apsorbancija u vremenu (nakon 1,2,3,4, ili 5 sati)

Ao— apsorbancija u vremenu 0

3.2.8. Odredivanje antioksidativne aktivnosti bakterijskih izolata
3.2.8.1. Sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala

Antioksidativna aktivnost izolata A4, A7, A12 i B12 uzgojenih anaerobno na BSM
brothu tijekom 48 sati odreduje se tako da je 1 mL pripremljene staniéne kulture (~10%) dodan

u 2 mL etanolne otopine DPPH radikala (0,07 mM). Otopina je dobro izmijesana i prebacena
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na inkubaciju 30 minuta u mraku. Uzorak se zatim centrifugira 5 minuta na 6000 o/min, nakon
Cega je izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 517 nm. Za mjerenje je pripravljena slijepa
proba koja sadrzi etanol i stanice, a kontrole sadrze deioniziranu vodu i otopinu DPPH.

Preostali DPPH postotak uklanjanja radikala izracunat je prema jednadzbi:
postotak uklanjanja radikala (%) = [1 — (AUZ — %)] * 100
gdje je:
Ayz = apsorbancija uzorka
Ay = apsorbancija slijepe probe
A = apsorbancija kontrolnog uzorka

3.2.8.2. Mjerenje unutarstanicne koncentracije glutationa

Za odredivanje koncentracije glutationa (GSH) koristi se DTNB (5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina), poznat pod nazivom Ellmanov reagens koji sluzi za odredivanje
tiolnih skupina u biolos§kim uzorcima. Potrebno je pripremiti 10 mM otopinu DTNB-a tako da
se odvaze 0,037 g DTNB-a i pomijesa s 10 mL pufera te se otopina razrijedi jo§ deset puta.
Takoder, potrebno je pripremiti 0,3 molarni natrij fosfatni pufer tako da se pomijesa 10,744 g
Na:HPO4 x 12 H20 i 4,68 g NaH2PO4 x 2 H20 u 100 mL destilirane vode. Pufere je potrebno
pomijesati tako da konaéni pH iznosi 5,1.
Supernatant je potrebno razrijediti Sest puta tako da se u 50 pL supernatanta dodaje 205 pL
fosfatnog pufera. 2500 puL pripremljenog uzorka pomijesa se s 200 pL 10 mM DTNB-a te se
odmah spektrofotometrijski mjeri opticka gusto¢a uzorka na valnoj duljini od 412 nm prema
slijepoj probi. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzi 2500 pL vode. Na temelju apsorbancije

indirektno se dobiva podatak o koncentraciji, a koja se racuna prema formuli:

[N N

gdje je:

¢ = koncentracija GSH u uzorku
A = apsorbancija na 412 nm

e =14,10*103 Mtcm™

3.2.9. Odredivanje osjetljivosti na antibiotike
Ispitivanje osjetljivosti bakterijskih izolata na antibiotike provedeno je metodom difuzije

na krutim hranjivim podlogama. Prekono¢na bakterijska kultura (100 pL), ¢ija se osjetljivost
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ispituje, nacijepljena je u epruvetu koja sadrzi 12 mL MRS-agar hranjive podloge koja je
prethodno otopljena i ohladena na 50°C. Tako inokulirana podloga izlije se u Petrijeve zdjelice.
Kad se hranjiva podloga skrutne, sterilnom pincetom nanose se filter-diskovi s antibioticima.
Petrijeve ploce su inkubirane pri 37°C preko no¢i, nakon ¢ega slijedi mjerenje promjera zone

inhibicije, ukljucujuéi i promjer diska.

Slika 2. Zone inhibicije vidljive nakon prekono¢ne inkubacije pri 37°C (vlastita fotografija).

3.2.10. Hidrofobnost stani¢ne povrSine

Hidrofobnost stani¢ne povrSine sojeva A4, A7 i B12 provodi se tako da se ispituje
adhezivnost sojeva na odabrane ugljikovodike. Bakterijske kulture u svojoj log fazi
centrifugirane su na 8000 o/min u trajanju od 10 minuta. Stanice se nakon centrifugiranja ispiru
deioniziranom vodom i resuspendiraju u fosfat urea magnezij sulfatnom puferu. Pufer se
priprema tako da se pomijesa 2, 22 g KoHPO4, 0,726 g KH2PO4, 0,18 g uree i 0,02 g MgSOa.
3 mL stani¢ne suspenzije prebaci se u staklenu epruvetu, te doda 1 mL ugljikovodika. Za
ispitivanje hidrofobnosti koriStena su tri razli¢ita ugljikovodika, butan, toluen i ksilen. Epruvete
u kojima se nalazi pripravljena stani¢na suspenzija stave se na inkubaciju na temperaturu od

37°C 10 minuta, te se nakon provedene inkubacije sadrzaj vorteksira 15 sekundi. Stani¢na
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suspenzija se zatim ponovno stavlja na inkubaciju pri istoj temperaturi u vremenu od 30 minuta
kako bi doslo do odvajanja faza. Donja vodena faza pazljivo se sakupi, te se mjeri apsorbancija

na valnoj duljini od 600 nm.

Postotak hidrofobnosti racuna se prema sljedecoj formuli:

0D; 0Dy

% hidrofobnosti = ( ) x 100

t
Gdje je:
OD; = apsorbancija izmjerena u vremenu t=0

OD: = apsorbancija izmjerena u vremenu t = 30 min

3.2.12. Prezivljavanje u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava

Simulirani uvjeti usne Supljine ostvareni su u obliku otopine razlicitih soli: KCI (0,8946
g/L), NaH2PO4 (0,8878 g/L), Na2S0O4 (1,680 g/L), NaHCO3 (1,680 g/L) i CO(NH2)2 (0,1981
g/L) kojoj je pH podesen na 6,83 s koncentriranom kloridnom kiselinom.

Simulirani zelu¢ani sok pripravljen je suspendiranjem pepsina (3 g/L) u otopini sljedecih
soli: NaCl (9 g/L), KCI (0,8946 g/L), NaH2PO4 (0,8878 g/L), Na2SO4 (1,680 g/L), NaHCOs3
(1,680 g/L), CO(NH>)2 (0,1981 g/L) kojoj je pH podesen na 3,03 s koncentriranom kloridnom
kiselinom.

Simulirani sok tankoga crijeva pripravljen je suspendiranjem pankreatina (1 g/L) 1 Zu¢nih
soli (3,0 g/L) u otopini sljedecih soli: NaCl (9 g/L), KCI (0,8946 g/L.), NaH2PO4 (0,8878 g/L),
Na>SO4 (1,680 g/L), NaHCOz3 (1,680 g/L), CO(NH>2)2 (0,1981 g/L) kojoj je pH podesen na 7,09

s koncentriranom kloridnom kiselinom

3.2.11. Prezivljavanje probiotickih sojeva tijekom liofilizacije

Bakterijske kulture uzgojene na MRS hranjivoj podlozi su centifugirane (4000 o/ 10
min), isprane sterilnom destiliranom vodom i resuspendirane u obranom mlijeku (10 %). Tako
priredene suspenzije stanica zamrznute su na -80 °C preko noci, a zatim su liofilizirane u
liofilizatoru (model Alpha 1-2 LD Plus; Christ, Osterode am Harz, Njemacka). Prezivljavanje
stanica nakon procesa liofilizacije odredeno je indirektnom metodom koja se provodi tako da
se pripremljena decimalna razrijedenja uzorka koji sadrzi bakterijske stanica u sterilnoj
destiliranj vodi nacijepe na MRS hranjivu podlogu u Petrijevoj zdjelici. Inkubacija se provodi

na 37°C u vremenskom period od 48 sati. Nakon inkubacije izbrojane su porasle kolonije te je
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izraCunat broj bakterijskih stanica po mililitru uzorka (CFU/mL) te se uspjeSnost liofilizacije

usporedi s pocetnim brojem stanica u suspenziji.

3.2.12. Identifikacija odabranog probioti¢kog izolata (API 50 CHL)

Ispitivana bakterijska kultura uzgojena je na MRS agaru anaerobno tijekom 24 sata pri
37 °C. Pomoc¢u mikrobioloske uSice se u kivetu koja sadrzi API 50 CHL medij, dodalo nekoliko
kolonija s MRS agara. Gusto¢a inokuluma mjerena je u denzimatu, te je iznosila 2 McF.
Pripremljena suspenzija se prebacila u epruvete API 50 CH V5.1 stripa koji sadrzi 49 razli¢itih
ugljikohidrata. Nakon dodatka mineralnog ulja koje osigurava anaerobne uvjete, provedena je
inkubacija pri 37 °C kroz 48 sati, nakon ¢ega su o¢itani rezultati. Prema uputama proizvodaca
pra¢ene su promjene boje u zuto, uslijed acidifikacije 1 prisutnosti bromkrezol purpurnog
indikatora. Biokemijski profil je identificiran pomocu programa na racunalu koji sadrzi bazu
podataka (V 5.1). Razina pouzdanosti izrazena je kao izvrsna (> 99.9%), veoma dobra (>
99.0%), dobra (= 90.0%), prihvatljiva (> 80%) ili neprihvatljiva identifikacija (< 80%).

3.2.13. Statisticka obrada podataka

Svi pokusi provedeni su u triplikatu. Za statisti¢ku obradu podataka koriSten je program
STATISTICA v.7.1. za Windows 10 (Stat-Soft, Tulsa, OK, SAD). Prije statistiCke obrade
rezultati dobiveni u istraZivanjima su pripremljeni i uredeni u programu Microsoft Office Excel

2013.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena je probioticka karakterizacija bakterija prethodno izoliranih iz
stolice dojenceta pohranjenih u Zbirci mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta. Istrazeni izolati pohranjeni su i istrazivani pod navedenim oznakama: Al, A2, A3,
A4, A5, A7, Al12, B3, B6 i B12. Cilj rada bio je pronaci najbolje sojeve koji zadovoljavaju
probioticke kriterije te se mogu primijeniti u probioti¢kim proizvodima.

Prilikom navedenog, istrazivanim sojevima ispitani su odabrani tehnoloski, sigurnosni i
funkcionalni kriteriji te je na osnovu rezultata odabran soj s najveéim probiotickim

potencijalom.

4.1. OTPORNOST NA NISKE pH VRIJEDNOSTI

Pocetni kriterij probiotickog potencijala istrazivanih sojeva bio je ispitivanje otpornosti
na niske pH vrijednosti kako bi se odabrali oni izolati koji mogu prezivjeti u uvjetima niskog
pH Zeluca te tako kasnije nakon prolaska ispoljiti korisne ucinke. Rezultati prezivljenja
prikazani su u tablici 2. Sedam od deset sojeva je prezivjelo stresne uvjete niskog pH te time
iskazalo probioticki potencijal. Odreden je 1 konacan broj prezivjelih stanica te je iz rezultata
vidljivo da je pad broja stanica ovisan o ispitivanom soju te je najmanji kod izolata s oznakom
A3. Ostali izolati iskazali su statisticki znacajno smanjenje broja no stupanj prezivljenja je na
dovoljnoj razini kako bi ih se ukljucilo u daljnja istrazivanja.

Mantzourani i sur. (2019) proveli su istrazivanje koje je ukljucivalo 48 bakterijskih
sojeva, od kojih je 39 okarakterizirano da pripadaju rodu Lactobacillus. Sojevi su naknadno
izlozeni uvjetima u kojima je pH ispod 3. Sest sojeva pokazalo je dobro preZivljenje pri pH 3,
dok su dva soja pokazala dobro prezivljenje pri pH 2. Sojevi koji su u navedenoj studiji
pokazali dobro prezivljenje pri izrazito niskom pH 2, nakon provedenog niza testova pokazali
su se 1 kao sojevi koji imaju najbolji probioticki karakter.

Istrazivanje u sklopu kojeg su Grosu-Tudor i Zamfir (2012) testirali Sest sojeva
bakterija mlije¢ne kiseline na niske uvjete pH ( 2-4) pokazalo je kako svi sojevi mogu prezivjeti
uvjete u kojima je pH 3 1 pH 4. Prezivljenje sojeva koji su 24 sata bili izlozeni navedenim pH
vrijednostima kretalo se izmedu 10° CFU/mL i 10*2 CFU/mL. IzloZeni uvjetima jo§ nize pH
vrijednosti Cetiri testirana soja pokazala su dobro preZivljenje nakon 3 sata tretmana pri pH 2,
a ¢&ije prezivljenje je iznosilo najmanje 108 CFU/mL. Soj koji je identificiran kao Lactobacillus
brevis pokazao je moguénost prezivljenja (10* CFU/mL) na pH 2 u trajanju od 24 sata. Koliko

¢e biti prezivljenje soja kada je izlozen djelovanju niskog pH ovisi od soja do soja, te je stoga
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vrlo vazno da se prilikom karakterizacije eliminiraju sojevi koji ne zadovoljavaju navedeni

kriterij.

Tablica 2. Otpornost pri niskim pH vrijednostima (pH 2) ispitivanih izolata bakterija mlijecne
kiseline iz stolice dojenceta prikazana kao konac¢ni broj stanica nakon tretmana u odnosu na

pocetni broj stanica.

ISPITIVANI POCETNI PROSUTNOST NAKON KONACNI BROJ  PROBIOTICKI

SOJ BROJ TRETMANA POTENCIJAL
Al >10° - - NE
A2 >106 - - NE
A3 >10° + 1x10° DA
A4 >10° + 3,5x10*" DA
A5 >106 - - NE
A7 >10° + 1,8x10°* DA
Al2 >10° + 1,8x105" DA
B3 >106 + 3,9x10%" DA
B6 >10° + 2,5x105" DA
B12 >106 + 3,1x10** DA

* statistiCki znaCajno smanjenje broja stanica (p<0.05)

4.2. HEMOLITICKA AKTIVNOST

Nacjepljivanjem na krvni agar odreden je sigurnosni probioticki kriterij za ispitivane
sojeve. Porastom na krvnom agaru, ukoliko dode do pojava obojanih ili prozirnih zona oko
poraslih kolonija, vidljiva je hemoliti¢ka aktivnost. Rezultati ispitivanja hemoliticke aktivnosti
prikazani su u tablici 3. Jedino je kod soja pod oznakom B16 bila prisutna svijetla zona §to je
ukazalo na hemoliti¢ku aktivnost pa je posljedi¢no tome soj uklonjen iz daljnjih istrazivanja.
Svijetla zona pokazatelj je oslobadanja stani¢nih sastojaka iz eritrocita, trombocita i leukocita
u izvanstani¢nu tekuc¢inu. Sukladno dobivenom rezultatu moze se zakljuéiti kako soj B16 nije
prihvatljiv kao probioti¢ki soj jer postoji opasnost za ljudsku upotrebu. Ostali ispitivani sojevi
zadovoljili su navedeni sigurnosni Kriterij jer oko poraslih kolonija nisu bile vidljive zone koje

bi upuéivale na hemolizu krvi.
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Tablica 3. Hemoliticka aktivnost ispitivanih izolata bakterija mlije¢ne kiseline.

BAKTERIJSKI SOJ REZULTAT
A3 NZ
A4 NZ
A7 NZ
Al2 NZ
B3 NZ
B6 SVIJETLA ZONA
B12 NZ

nz — nema vidljive zone

Nekoliko je studija je provedeno kako bi se utvrdila hemoliticka aktivnost odredenih
sojeva bakterija mlije¢ne kiseline. Hemoliticka aktivnost izoliranih sojeva procijenjena je i
klasificirana obzirom na tip lize crvenih krvnih stanica oko poraslih kolonija u krvnom agaru.
Oko poraslih kolonija mogu se uoditi zelene zone (o-hemoliza), Ciste zone (B-hemoliza) il
nema pojave zona (y-hemoliza) nastalin na krvnom agaru. Samo oni sojevi kod kojih je
utrvdena y-hemoliza su sigurni. Ispitivanje hemoliti¢ke aktivnosti posebice je vazno prilikom
karakterizacije sojeva iz novih izvora. Hemoliticku aktivnost novih probiotika roda
Lactobacillus izoliranih iz mlijeka kopitara odredivali su Kostelac i sur. (2021). Yasmin i sur.
(2020) navedeno su proveli za bakterije roda Bifidobacterium. U obje navedene studije
hemoliticka aktivnost bila je vaZzan pokazatelj sigurnosti i moguc¢nosti sojeva da se koriste u

ljudskoj prehrani.

4.3. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Inhibicija patogenih mikroorganizama u prisutnosti supernatanta ispitivanih izolata
BMK prikazana je u tablici 4 Antimikrobna aktivnost iskazana je kao postotak inhibicije test
mikroorganizma nakon 24 h uzgoja u prikladnim hranjivim podlogama. Razina inhibitornog
djelovanja razli¢ita je za svaki istraZivani izolat i patogenu bakteriju. Najveéi stupnjevi
inhibicije primijeceni su kod L. monocytogenes gdje su Cetiri istrazivana izolata (A4, A7, Al2
i B12) inhibirala rast navedenog patogena preko 70 %. lzolat A7 je inhibirao je rast L.
monocytogenes preko 90 %. Nizi stupnjevi inhibicije primijeceni su kod E. coli i maksimum je
bio 52 % (izolat A12). Slicna maksimalna inhibicija primijecena je kod S. typhimurium i
iznosila je oko 50 % (B12) te kod S. aureus gdje je maksimalna inhibicija bila oko 66 % (B12).

Rezultati ukazuju da je sumarnu najvisu inhibiciju patogena iskazao izolat pod oznakom B12.
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Tablica 4. Postotak inhibicije kao mjera antibakterijskog djelovanja odabranih bakterijskih
sojeva prema test-mikroorganizmima: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25932, Salmonella typhimurium ATCC 27853 i Listera monocytogenes ATCC 2356.

Inhibicija rasta test-mikroorganizma (%)

Escherichia coli Salmonella Staphylococcus Listeria
typhimurium aureus monocytogenes
A3 2,33 1,75 4,46 8,88
A4 8,54 43,44 50,76 84,95
A7 21,99 28,40 29,67 91,31
Al2 31,98 42,11 50,53 78,43
B3 4,36 22,95 12,07 4,70
B12 52,40 51,55 65,90 71,29

Pregledom rezultata danih u tablici 4 moze se zakljuciti kako sojevi A3 i B3 nemaju
veliku sposobnost inhibicije odabranih test-mikroorganizama §to nije pozeljna karakteristika
kod sojeva sa probioti¢kim potencijalom. Stoga se sojevi A3 i B3 nisu Koristili u daljnjem
istrazivanju.

U istrazivanju provedenom od strane Frece i sur. (2014) Lactococcus lactis spp. lactis
pokazao je najsli¢niju antimikrobnu aktivnost spram patogena na koje su testirani i sojevi
unutar ovog rada, sa sojem B12. Naime, L. lactis ssp. lactis izolat inhibirao je rast testnog
patogena unutar 72 sata u sljede¢im postotcima: E. coli 73,4 - 85,4 %, Sallmonella spp. 62,7 -
88,6 %, S. aureus 51,5 - 87,0 % i L. monocytogenes 61,0 - 82,4 %. Najveca odstupanja u
usporedbi sa navedenim izolatom koji ima iznimno dobro antimikrobno djelovanje primije¢ena
su kod izolata A3 i B3. Kos i sur. (2008) u svom su istrazivanju testirali su antimikrobno
djelovanje tri odabrana soja BMK. Odredeno je djelovanje sojeva L. plantarum, E. faecium
L3 i L. acidophilus M92 spram patogena Salmonella typhimurium i L. monocytogenes. Sva tri
soja pokazala su jaku antimikrobnu aktivnost na koristene patogene. Najbolje antimikrobno
djelovanje spram L. monocytogenes u ovom radu pokazao je soj A7, ¢ak 91 %. Kostelac i sur.
(2021) odredili su antimikrobno djelovanje dva soja BMK, L. plantarum M2 i L. plantarum
KO9. Prema njihovom istrazivanju inhibicijsko djelovanje L. plantarum M2 prema Salmonella
typhimurium izmjereno je u postotku od 68,18 %, dok je isti soj pokazao inhibicijsko djelovanje
prema S. aureus u postotku od 57,23 %. L. plantarum KO9 inhibirao je rast S. typhimurium
81,29 %. Niti jedan od sojeva Cije se antimikrobna aktivnost mjerila u ovom radu nije pokazao
tako visoko inhibitorno djelovanje prema S. typhimurium. Iz navedenog se moze zakljuciti

kako je antimikrobna aktivnost vazno svojstvo te ovisi o soju.
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4.4 SPOSOBNOST KOAGREGACIJE

Sposobnost koagregacije bakterijskih sojeva koji su pokazali probioti¢ki potencijal
prilikom provedbe prethodnih pokusa prikazana je u tablici 5. Kod svih istrazivanih izolata
primije¢ena je koagregacija S patogenim mikroorganizmima. Sposobnost koagregacije
ocekivano varira medu ispitivanim sojevima. Sumarno je izolat pod oznakom A4 pokazao
najveci stupanj koagregacije sa svim patogenima i to vrlo visokih 90 % nakon 24 h tretmana.
Izolati pod oznakama A7 i B12 takoder su iskazali znacajan stupanj koagregacije, preko 60 %,

u svim slu¢ajevima. Najnizi stupnjevi primijeceni su kod izolata A12 (do 30 %).

Tablica 5. Postotak koagregacije odabranih bakterijskih sojeva sa odabranim test-
mikroorganizmima Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25932 i Listera monocytogenes ATCC 2356.

Escherichia coli Salmonella Staphylococcus Listeria
typhimurium aureus monocytogenes
A4 88,90 87,44 93,28 88,45
A7 69,44 64,61 71,41 85,05
Al2 39,48 21,74 31,63 32,33
B12 74,04 75,26 75,48 62,45

Koagregacija omogucava probioti¢kim sojevima da inhibiraju potencijalne patogene
bakterije tako Sto osigurava blisku interakciju sa patogenim bakterijama, odnosno izmedu dva
razli¢ita bakterijska soja.

Kos i sur. (2003) ispitali su koagregaciju soja L. acidophilus M92 i dva enteropatogena,
S. typhimurium i E. coli. Dobiveni rezultati pokazali su kako je postotak koagregacije nakon
pet sati, sa E. coli 15,11 %, a sa S. typhymurium 15,70 %. Svi sojevi ¢ija se koagregacija s
patogenima ispitivala u ovom radu imaju veci postotak koagregacije nego soj L. acidophilus
M92. Koagregacija sojeva L. plantarum M2 i L. plantarum KO9 ispitana je s odabranim
patogenima (E.coli, S. typhimurium, S. aureus i L. monocytogenes) u periodu od 24 sata u
istrazivanu provedenom od strane Kostelac i sur. (2021). Najbolju koagregaciju soj L.
plantarum M2 od 27,53 %, ostvario je s patogenom S. aureus, dok L. plantarum KO9 najveci
postotak koagregacije od 48,17 % ima sa E.coli. Svi sojevi ¢iji se stupanj koagregacije mjerio
u ovom radu imaju veci stupanj koagregacije sa patogenom S. aureus, dok jedino soj A12 ima

manji postotak koagregacije (39,48) sa E. coli nego L. plantarum.
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4.5. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST
Antioksidativna aktivnost sposobnost je pojedinih sojeva bakterija mlijecne kiseline da
neutraliziraju lancane reakcije slobodnih radikala, sprijece nastanak bolesti koje su posljedica

oksidacijskog stresa i Stite organizam od $tetnog djelovanja prooksidansa.

4.5.1. Sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala

DPPH metoda koriStena je za ispitivanje antioksidativne aktivnosti i sposobnosti
komponenata da se ponasaju kao ,hvata¢i“ radikala ili donori vodika. Rezultati sposobnosti
uklanjanja DPPH slobodnih radikala prikazana je na slici 3. 1zolati A7 i B12 uklonili su najveci
postotak slobodnih radikala (priblizno 43 %) te medu njihove sposobnosti nije bilo statisticki

znacajne razlike. Izolati A4 i A12 uklonili su zna¢ajno manje radikala (priblizno 30 %).
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Slika 3. Sposobnost uklanjanja DPPH slobodnih radikala bakterija izoliranih iz stolice

dojenceta izraZena kao postotak uklanjanja + standardna devijacija.

Sposobnost uklanjanja DPPH sojeva izloriranih iz stolice dojenceta znatno je manja u
usporedbi sa postotkom uklanjanja DPPH sojeva Bifidobacterium u istrazivanju Yasmin i sur.
(2020). U spomenutom istrazivanju pokazalo se kako soj b-11 ima najbolju sposobnost
uklanjanja DPPH, $to u postotku iznosi 87,72 %. U ovom radu, sojevi B12 i A7 uklonili su

priblizno 43% slobodnih radikala §to je znatno manje u usporedbi sa sojem b-11. Ostali sojevi
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Bifidobacterium kojima se mjerila sposobnost uklanjanja DPPH pokazali su iznimno velike
postotke uklonjenog DPPH (> 70 %).

4.5.2. Mjerenje unutarstani¢ne koncentracije glutationa

Glutation S§titi bitne stani¢ne komponente od slobodnih radikala i peroksida, te je jedna
od najvaznijih molekula u antioksidativnoj zastiti. Izmjerena unutarstani¢na koncentracija
glutationa istrazivanih izolata BMK prikazana je na slici 4. 1zolati A4, A7 i A12 nisu pokazali
statisticki zna€ajnu razliku u proizvodnji unutarstanicnog glutationa te je ona iznosila priblizno
9 pumol/mg. Izolat B12 je pokazao najnizu vrijednost unutarstani¢nog glutationa od priblizno
5 pmol/mg.

Kullisaar i sur. (2010) proveli su istraZivanje u sklopu kojeg su mjerili koncentraciju
unutarstani¢nog glutationa probiotickog soja Lactobacillus fermentum ME-3. Izmjerena je
koncentracija glutationa u L. fermentum ME-3 nakon inkubacije u MRS-u ili mlijeku, u trajanju
od 9 i 24 sata. Rezultati su pokazali da je sinteza glutationa u L. fermentum ME-3 najvecéa kada
je kultura porasla u mlijeku tijekom 24 sata, a koncentracija glutationa je iznosila 20,0+£10,0
nmol GSH/mg proteina. lzolati iz stolice dojenceta kojima je u ovom radu mjerena
unutarstanicna koncentracija glutationa pokazali su znatno vec¢u sposobnost da zaStite stanice

od slobodnih radikala i peroksida.
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Slika 4. Izmjerena unutarstani¢na koncentracija glutationa odabranih sojeva BMK izoliranih

iz stolice dojenceta izrazena kao umol/mg prot + standardna devijacija.
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4.6. ODREDIVANIJE OSJETLJIVOSTI NA ANTIBIOTIKE

Vazan sigurnosni kriterij prilikom probioticke karakterizacije je ispitivanje osjetljivosti
na antibiotike. Naime, kako bi se sprijecio razvoj rezistencije na antibiotike ili eventualan
prijenos gena odgovornih za rezistenciju na pojedine antibiotike. Kako probiotic¢ki
mikroorganizmi ne bi sudjelovali u navedenim nezeljenim procesima, vazno je ispitati njihovu
osjetljivost na antibiotike.

Ispitana je osjetljivost odabranih probiotickih sojeva na dvanaest antibiotika
(amoksicilin, ampicilin, eritromicin, gentamicin, kanamicin, klindamicin, kloramfenikol,
meticilin, neomicin, steptomicin, tetraciklin i vankomicin). Rezultati antibiograma su prikazani
u tablici 6.

Tablica 6. Tablica rezultata osjetljivosti bakterijskih izolata na antibiotike metodom difuzije

na krutim hranjivim podlogama izrazena kao promjer zone inhibicije.

Antibiotici Ad A7 Al2 B12
Amoksicilin 14 mm 26 mm 21 mm kompletna inh.
Ampicilin 16 mm kompletna inh. 18 mm kompletna inh.
Eritromicin 19 mm 22 mm 17 mm kompletna inh.
Gentamicin 3 mm - 2mm kompletna inh.
Kanamicin - - - kompletna inh.
Klindamicin 18 mm kompletna inh. 16 mm kompletna inh.
Kloramfenikol 21 mm 15 mm 15 mm kompletna inh.
Meticilin 5mm 5mm 7mm kompletna inh.
Neomicin 5 mm 4 mm 9 mm kompletna inh.
Steptomicin 7mm 13 mm - kompletna inh.
Tetraciklin 18 mm kompletna inh. 17 mm kompletna inh.
Vankomicin - 25 mm - kompletna inh.

- nije zabiljezena inhibicija rasta

Izmedu cetiri soja kojima se odredivala osjetljivost na dvanaest ucestalih antibiotika,
soj koji je pokazao najvecu osjetljivost na djelovanje svih koriStenih antibiotika je B12.
Pregledom hranjivih podloga unutar kojih su bili postavljeni antibiotikom natopljeni diskovi,

uocena je pojava kompletne inhibicije na rast bakterijskog soja. Sukladno tome, moZe se
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zakljuciti da soj B12 nije razvio rezistentnost ni prema jednom od antibiotika koji su koristeni
za ispitivanje. Preostala tri soja kojima je mjerena otpornost na djelovanje antibiotika pokazali
su razli¢ite rezultate ovisno o antibiotiku. Najmanju osjetljivost sva tri soja pokazala su prema
Kanamicinu, $to je vidljivo nakon pregleda plo¢a, prema tome $to nema zone inhibicije. Mala
zona inhibicije uocena je i oko diska natopljenog antibiotikom Gentamicinom, a kod soja A7
zona inhibicije nije ni prisutna. Veliku otpornost sojevi A4, A7 i A12 imaju i na djelovanje
Meticilina i Neomicina.

U sklopu potencijalne probioticke karakterizacije bakterije mlije¢ne kiseline Alkalbani
i sur. (2019) proveli su ispitivanje kakva je otpornost izoliranih sojeva na odabrane antibiotike.
Ispitana je osjetljivost trinaest izoliranih sojeva na djelovanje pet ucestalih antibiotika. Deset
od trinaest sojeva pokazalo je veliku osjetljivost na djelovanje Ampicilina. Dobiveni rezultat u
skladu je sa provedenim istrazivanjem u sklopu ovoga rada koje je pokazalo kako Ampicilin
potpuno inhibira djelovanje dva ispitana soja, B12 i A7, od Cetiri soja kojima je odredivana

osjetljivost.

4.6. HODROFOBNOST STANICNE POVRSINE

Rezultati hidrofobnosti stani¢ne povrSine prikazani su u tablici 7. Najvisi stupanj
hidrofobnosti primijecen je kod izolata B12 na butanolu dok je isti izolat pokazao nesto nizi
stupanj hidrofobnosti na toulen i ksilen. lIzolati A4 i A7 su iskazali znaajno manju
hidrofobnost pri sva tri istrazivana ugljikovodika dok su vrijednosti izolata A7 vrlo niske te

time nije zadovoljio probioticki kriterij.

Tablica 7. Hidrofobnost stani¢ne povrSine bakterijskih sojeva na odabrane ugljikovodike

(butanol, toluen i ksilen) izraZzena kao postotak + standardna devijacija.

Hidrofobnost (%0)

A4 A7 B12
ODproc (ODi)
ODtButanol 12,6 % 1,6 % 22,8 %
ODt Toulene 6,8 % 3,7% 8,3 %
ODt Xylene 8,2% 2,1% 9,9 %

Hidrofobnost stani¢ne povrsine sojeva A4, A7 i B12 koja je ispitana u ovom radu u
skladu je sa rezultatima dobivenim u istrazivanju koje je provedeno od strane Alkalbani i sur.

(2019). Rezultati njihova istrazivanja pokazali su relativno nisku hidrofobnost, izuzev dva soja
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kod kojih je hidrofobnost bila > 44 % i > 27 %. Najvecu hidrofobnost od testiranih sojeva u

ovom radu pokazao je soj B12, 22 %.

4.7. PREZIVLJENJE PROBIOTICKIH SOJEVA U SIMULIRANIM UVJETIMA
GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

Ispitano je prezivljenje potencijalnih probiotickih sojeva A4 i B12 u simuliranim
uvjetima usne Supljine, simuliranom Zelu¢anom soku te simuliranom soku tankog crijeva koji
sadrzi sok gusterace i zu¢. Rezultati su prikazani na slici 5 za izolat A4 te na slici 6 za izolat
B12.
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Slika 5. Prezivljenje potencijalnog probiotickog izolata A4 u simuliranim uvjetima usne
Supljine, simuliranom Zzelu€anom soku i simuliranom soku tankog crijeva izraZzeno kao

postotak + standardna devijacija.
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Slika 6. Prezivljenje potencijalnog probiotickog izolata B12 u simuliranim uvjetima usne
Supljine, simuliranom Zelu€anom soku i simuliranom soku tankog crijeva izrazeno kao

postotak + standardna devijacija.

Oba soja pokazala su visok stupanj prezivljenja u simuliranim uvjetima
gastrointestinalnog sustava. Najveci pad broja zabiljezen je u simuliranim uvjetima Zeluca.
Konacan stupanj prezivljenja kod navedenih sojeva je 86 % za izolat B12 te 65 % za izolat A4.
Dobiveni rezultati u skladu su sa istrazivanjima koja su proveli Naissinger da Silva i sur. (2021)
i Millette i sur. (2013). Navedena istrazivanja takoder su pokazala da je pad broja Zivih stanica

bakterija mlije¢ne kiseline najveci u uvjetima Zeludca kao $to je slucaj i u ovom radu.

4.2. PREZIVLJENJE PROBIOTICKOG SOJA B12 TIHEKOM LIOFILIZACIJE

Provedena je liofilizacija probiotickog soja B12 koji je tijekom svih prethodno
provedenih testova pokazao najbolje karakteristike, te zadovoljio sve preduvjete koje nuzno
mora ispuniti probioticki soj. Kod liofilizata B12 odredeno je prezivljenje nakon rehidratacije
kako bi se izracunala uspjeSnost provedenog procesa. Nakon liofilizacije, izraCunata je
uspjesnost liofilizacije koja je iznosila 92 %.

Liofilizacija je proces koji se ¢esto provodi unatoc stresnim uvjetima kojima je stanica
izlozena tijekom samog procesa. Ukoliko je potrebno, dodaju se razli¢iti lioprotektori kako bi
se povecao postotak prezivjelih stanica. U ovom slucaju, kao lioprotektor dodano je obrano
mlijeko i vidljivo je da soju B12, ¢iji je postotak prezivljenja 92 %, odgovara koristeni
lioprotektor. Bollaisur. (2011) u svojem su istrazivanju pokazali kako postoje znacajne razlike

u prezivljenju ovisno o koriStenom lioprotektoru. Sukladno toj tvrdnji, u istraZivanju
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Savedboworn i sur. (2017) liofilizirali su L. plantarum TISTR 2075 i kao lioprotektor koristen
je proteini. Prezivljenje ovog soja uz navedeni lioprotektor bilo je svega 23,45 %, dok je
najvece prezivljenje uoceno kada je kao lioprotektor koristena trehaloza. Primijeceni pad
prezivjelih stanica soja B12 u skladu je sa dostupnom literaturom u sklopu koje se pojavljuju

razliite razine prezivljenja ovisno o liofiliziranom soji 1 samoj tehnici prilikom liofilizacije.

4.3. IDENTIFIKACIJA ODABRANOG PROBIOTICKOG IZOLATA (API 50 CHL)
Bakerijski izolat koji je odabran nakon provedene probioticke karakterizacije kao soj s
izrazenim probiotickim potencijalom identificiran je preko biokemijskog profiliranja. Soj B12

je identificiran je s > 99.9 % podudarnosti kao Lactobacillus plantarum.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata ovog rada moze se zakljuciti sljedece:

1. Uspjesno je provedena probioti¢ka karakterizacija deset bakterijskih izolata iz stolice
dojenceta. Samo je dio izolata zadovoljio sigurnosne, tehnoloske i funkcionalne
kriterije za odabir probiotika.

2. Medu izolatima koji su zadovoljili probioticke kriterije, uoCene su razlike U
ispoljavanju ispitanih funkcionalnih svojstava te iz toga proizlazi kako su pojedina
svojstva specifi¢na za pojedini soj, a ne za izvor iz kojega su izolirani.

3. Odabrani izolat B12 pokazao je najveci probioticki potencijal zadovoljivsi sve
tehnoloske, funkcionalne i sigurnosne probioticke kriterije te je nakon usporedbe s
dostupnom literaturom okarakteriziran kao izolat visokog probioti¢kog potencijala.
Navedeni izolat je uspjesno identificiran kao Lactobacillus plantarum.

4. Stolica zdravog dojenceta potencijalan je izvor probiotickih bakterija.
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[ZJAVA O IZVORNOSTI

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

nisam koristio/la drugim izborima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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